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» Wir sind nichts al's Reisende auf diesem Planeten,
gekettet an einen winzigen Punkt im Raum, und
dauern nur einen kurzen Augenblick. Dennoch ist
der Geist des Menschen nicht nur in der Lage,
Welten jenseits des Gesichtskreises des
menschlichen Auges zu zdhlen, sondern auch die
Ereignisse in den unendlichen Zeiten vor der
Schopfung zu verfolgen ..."
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1 Zielstellung und Inhalt:

Mikroarray-basierte Detektion von mRNA aus Zellen mittels On-Chip-PCR

Fur die klassischen Mikroarray — Experimente zur Genexpressionsanalyse wird fluoreszenz-
oder radioaktiv-markierte cONA oder RNA mit den immobilisierten Proben hybridisiert. Fir
ein gut detektierbares und auswertbares Ergebnis werden jedoch pro Array mindestens 15 —
20 pg Hybridisierungstarget bendtigt. Das heif3t, dass entweder 15 —20 pg RNA direkt durch
Reverse Transkription in markierte cDNA umgeschrieben werden mussen oder bei
Vorhandensein von weniger Startmaterial die RNA amplifiziert werden muss (Standard-
Affymetrix—Protokolle, Klur et a. 2004). Oft sind damit zeit- und kostenintensive
Probenpréparationen verbunden und das Ergebnis ist nicht immer reproduzierbar. Inzwischen
gibt es einige Protokolle, die dieses Problem zu [6sen versuchen (Zhang et a. 2001, Iscove et
al. 2002, McClintick et al. 2003, Stirewalt et al. 2004).

Dennoch, eine optimale, leicht handbare und reproduzierbare Methode gibt es weiterhin nicht,
weshalb in dieser Arbeit ein weiterer Losungsansatz gesucht wurde.

Bel der in dieser Arbeit vorgestellten Methode kann aus einem geringen RNA-Gehalt das
Vorhandensein eines spezifischen Gens Uber Amplifikation mittels On-Chip-PCR
nachgewiesen werden (Abb.1).

Dazu wurde als erstes anhand eines Modellsystems untersucht, ob eine On-Chip-PCR mit
fluoreszenz-markierten Primern mdglich ist, um unmittelbar nach der Synthese die PCR-
Produkte detektieren zu konnen. Als Modellsystem diente die zirkuldre DNA des M13-
Phagen. In Optimierungsexperimenten wurde eine geeignete Kopplungsmethode ermittelt und
dazu mit kovalent- und affin- immobilisierten Primern gearbeitet.

Fur den Nachweis von mRNA aus Zellen wurde cDNA als Matrize fur die On-Chip-PCR
verwendet. Dieser Nachweis konnte schliefdlich als One-Step-RT-PCR auf einer
Chipoberflache weiterentwickelt werden.
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Abb. 1 Wege und M ethoden zum Nachweisvon mRNA tber Mikroarrays

Im klassischen Mikroarray-Experiment wird die isolierte RNA in cDNA umgeschrieben, ggf. amplifiziert und im
letzten Schritt auf einem Array hybridisiert (hier dargestellt durch hellgraue Pfeile und Beschriftung im linken

Teil der Abbildung). Die Amplifizierung und Hybridisierung kénnen parallel in einem Schritt durch eine RT-
PCR on Chip durchgefuihrt werden (blaue Pfeile und Beschriftung im rechten Teil der Abbildung).
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2 Einletung

2.1 Nachweisvon mRNA — klassische M ethoden (in situ - Hybridisierung, Northern Blot,
Dot Blot)

Die Analyse von DNA, RNA und auch Proteinen mittels Auftrennungsmethoden wie
Gelelektrophorese oder Gradientenzentrifugation gibt Aufschluss Uber die Gréfe und den
Zustand (z.B. Homomer, Heteromer, Degradiertheit) der jeweiligen Molekile, was vom
Informationsgehalt fur viele Anwendungen schon ausreichend sein kann. Die genaue | dentitét
einer Probe, d.h. um welches Gen oder Protein es sich handelt, kann jedoch damit nicht
geklart werden. Fir diese Fragestellung sind andere Methoden von Bedeutung. Hierzu zahlen
PCR-Analysen, Sequenzierungen und Hybridisierungen. Im folgenden werden einige
Methoden, die auf Hybridisierung beruhen, ndher vorgestellt.

Die DNA-Array-Technik basiert auf der Hybridisierung von Nukleinsuren, wobel zwischen
zwel  Nukleinsdureeinzelstrangen  jeweils die  komplementéren Basen  durch
Wasserstoffbriickenbindungen eine Paarung eingehen. Das Prinzip der Hybridisierung einer
markierten Nukleinsdure zur ldentifizierung von unbekannten Nukleinsdurefragmenten wurde
zuerst als in situ — Hybridiserung (ISH) (Pardue & Gall 1969, John et a. 1969) in
Gewebeschnitten durchgefuhrt. Mit Hilfe dieser Methode konnen Nukleinsduresequenzen in
Geweben, Zellen, Zellkernen und Chromosomen lokalisiert werden. Dazu werden
einzelstrangige Nukleinsduren mit einer Markierung (z.B. Fluoreszenz, Chemilumizenz,
radioaktive Markierung) versehen und so als Sonden zum Hybridisieren eingesetzt. Die
Verwendung fluoreszenz-gekoppelter Sonden wird al's FISH-Methode bezei chnet.

1975 wurde von E.M. Southern eine Methode entwickelt, die den Transfer von isolierten
Nukleinsduren in synthetische Membranen mit anschlief3ender Detektion erlaubt. Diese
Methode, auch als Southern Blot bekannt, nutzt die Affinitét von DNA-Molekilen aus, an
Nylon- oder Nitrozellulose- Membranen leicht anzuheften, um diese durch Hybridisierung mit
markierten komplementéren Sonden identifizieren zu kénnen. Diese Methode ist auch fur
RNA-Fragmente anwendbar (Alwine et al. 1977, 1979) und wurde in Anerkennung von E.M.
Southern as Northern Blot / Hybridisierung benannt. Prinzip beider Methoden ist der
Transfer von Nukleinsaurefragmenten aus einem Gel Uber Kapillarkréfte in eine Nylon- oder
Nitrozellulose- Membran. Die Uberfihrung kann auch iber elektrophoretischen oder
Vakuum-Transfer stattfinden. Nach dem Transfer wird die Membran gewaschen,
anschlief3end werden die Nukleinsduren durch Backen (bei 70-80°C, evtl. unter Vakuum) und
Inkubieren in milden alkalischen Losungen oder UV-Bestrahlen in der Membran fixiert. Die
Membran bildet nun ein Spiegelbild des Agarose- oder Polyacrylamidgeles, aus dem die
DNA- oder RNA-Molekile tbertragen wurden. Um diese identifizieren zu kdnnen, muss die
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Membran mit markierten Sonden in Kontakt gebracht werden. Die Sonden konnen
Oligonukleotide oder einzelstrangige Nukleinsdurefragmente wie RNA, cDNA oder ssDNA-
Moleklle sein, die mit einem radioaktiven, einem Fluorophor- oder Biotin-Label markiert
sind. Durch Hybridisierung dieser Sonden mit den komplementéren Sequenzen der Probe in
der Membran ist somit ene Identifizierung bzw. Adressierung des unbekannten
Nukleinsdurefragmentes nun moéglich.

Northern Hybridisierungen werden genutzt, um die Konzentration, die Grof3e von RNAs
sowie ihr Vorkommen im zu untersuchenden Gewebe zu messen. Der Northern Blot wurde
somit zu einer Standardmethode in der Molekularbiologie. Eine Weiterentwicklung bildet die
Dot- / Slot- Hybridisierung auf geladenen Membranen (Kafatos et al. 1979). Bel dieser
Methode konnen verschiedene DNA- oder RNA-Prgparationen auf einer Membran
gleichzeitig fixiert werden.

Mikroarray-Experimente kdnnen dementsprechend als ein weiterer Fortschritt der zuletzt
genannten M ethode betrachtet werden, da sie nach den gleichen Prinzipien der Hybridisierung
von fixierten Nukleinsdureproben mit entsprechenden Sonden ablaufen, jedoch ist die
Informationsmenge eines einzigen Hybridisierungsexperimentes wesentlich grofer.

2.2 DNA-Chip-Technologie/ Mikroarrays

Seit den neunziger Jahren hat die DNA-Chip- bzw. Mikroarray-Technologie die Sichtweise
in Gene oder auch ganze Genome revolutioniert. Mit zunehmender Entwicklung der Genom-
Sequenzierungsprojekte und der daraus resultierenden zunehmenden Menge an Sequenzdaten
von ganzen Organismengenomen wie auch der vollstandigen Aufklarung der Sequenz des
menschlichen Genoms (Human Genome Project) sind fur die weiteren Untersuchungen
paralele Analyseverfahren gefragt, welche die Funktion von einzelnen Genen wie auch deren
Zusammenspiel erkunden. Eine viel versprechende Methode zum Auffinden von Genen
(Genemapping) in unterschiedlichen Zelltypen, Monitoring von Genexpressionsmustern
sowie auch SNP-Analysen (Genotyping) stellt die Mikroarray-Technologie dar, die als
Hochdurchsatz-Verfahren inzwischen mehr as 100.000 Gensequenzen (SNP-Chip von
Affymetrix, 2004, Sentrix® BeadChip von Illuminad) simultan in einem Experiment
untersuchen kann.

Genexpressionschips werden bereits zur Klassifizierung histopathologisch  und
immunhistologisch schwer differenzierbarer maligner Melanome (Bittner et a. 2000), zur
molekularen Klassifizierung von akuten Leukdmieformen (Golub et al. 1999) und zur
Differenzierung klinisch heterogener diffuser B-Zell-Lymphome (,, Lympho-Chip“ Alizadeh
et a. 2000) eingesetzt.

Die DNA-Chip- Technologie soll in der Zukunft ein nitzliches, leicht handhabbares und
kostenglinstiges Werkzeug innerhalb der medizinischen Diagnostik und Therapie darstellen,
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um z.B. genetisch determinierte Krankheiten schnell zu erkennen oder die Wirkungsweise
von Arzneimitteln in situ auf einem Chip statt in Tierversuchen zu testen (Pharmako-/
Toxikogenomik). So konnen DNA-Chips auch der schnellen Identifizierung von pathogenen
Bakterien und Viren dienen bzw. die Einordnung von unbekannten Spezies oder Mutanten
anhand der Hybridisierungsmuster mit bekannten Gruppen erleichtern.

Die Identifizierung von Organismen im Mikroarray-Format spielt auch fir o6kologische
Anaysen eine Rolle, wenn es z.B. darum geht, Indikatororganismen in Bodenproben
aufzufinden und somit eine Aussage Uber den dkologischen Zustand des Bodens machen zu
kénnen (, Umwelt-Chip* — Projekt vom Land Bremen).

Ein weiteres Ziel in der Entwicklung von DNA-Chips besteht darin, die Vorgange innerhab
einer Zelle auf noch kleinerem Raum nachzubilden (,, Lab-on-chip®). So kénnen die DNA-
modifizierenden Enzyme an immobilisierten Nukleinsduren untersucht werden, um
Aufschluss Uber die Enzymaktivitdt zu erhalten. Neuere Untersuchungen von
Restriktionsenzymen (Bier et a. 2002, 2004) und Telomerasen (Schmidt et al. 2002) nutzten
schon diese Moglichkeiten. Mit der , Lab-on-chip®-Technologie sollen somit zum einen
weitere Erkenntnisse Uber das Zusammenspiel von komplexen Ablaufen in und zwischen
Zellen gewonnen werden, aber zum anderen auch die Prinzipien der Selbstorganisation (self
assembling) von biologischen Molekilen fur die Computer-Nanotechnologie ausgenutzt
werden (Braun 1998, 1999; Niemeyer et al. 1999, 2001, 2002, 2003; Bier et a. 2002; Yan et
al. 2003 ; Holzel et al. 2003; Kukolka & Niemeyer 2004; Jianrong et al. 2004).
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2.3 Mikroarray - Typen

Es gibt zwel verschiedene Mikroarray-Typen: das cONA-Mikroarray und das Oligonukleotid-
Mikroarray. Das cDNA-Mikroarray wurde as erstes im Brown-Labor der Stanford-
Universitét etabliert (http://cmgm.stanford.edu/pbrown/mguide/index.html ; Schena et a.
1995). Hierbel werden cDNAs auf einer Oberflache immobilisiert und als Sonden mit der zu
untersuchenden DNA / cDNA oder RNA hybridisiert. Die cDNAs werden zuvor Uber PCR
amplifiziert. Die meisten cDNA-Arrays werden je nach Fragestellung in den Laboren selbst
hergestellt, was jedoch sehr aufwendig ist, da fur ein Hochdurchsatzverfahren Tausende von
PCR-Reaktionen durchgefihrt und firs Spotten gereinigt werden missen. Die Reaktionen
mussen auch so optimiert sein, dass die Amplifikate &hnliche Schmelztemperaturen und
GroBen (meist ca. 200 bp) aufweisen, um bel der spdteren Hybridisierung keine

unbeabsichtigten Préferenzen hervorzurufen. Dementsprechend stringent missen die Primer
ausgewahlt werden.

Nachteil dieser Methode ist die oft noch vorherrschende hohe Fehlerrate (bis zu 38%), die vor
alem durch Vermehrung der cDNA-Sequenzen in bakteriellen Plasmiden (durch
Kontamination von Klonen), aber auch Kreuzhybridisierungen, aternatives Splicing oder
Sequenzierfehler verursacht wird (Halgren et al. 2001; Quackenbush 2002 ; Lee et al. 2003).

Der zweite Mikroarray-Typ ist das Oligonukleotid-Mikroarray. Bei dieser Methode werden
Oligonukleotide oder PNAs (Peptide nucleic acid) entweder direkt auf einem Chip (in situ)
synthetisiert oder erst nach der Synthese auf einem Chip immobilisiert und dann mit einer
oder mehreren DNA/cDNA- oder RNA- Targets hybridisiert. Komplementére Segquenzen
konnen so identifiziert werden. Diese Methode wurde von der Firma Affymetrix Inc.
entwickelt, die dazu auch als Hauptanbieter Produkte vertreibt (http://www.affymetrix.com ;
Lockhart et a. 1996). Die kommerziellen Oligonukleotid-Arrays werden in situ (siehe
Beschreibung unten zu fotolithografischem Verfahren) entsprechend der Fragestellung (z.B.
Untersuchen des Hefe-, Maus- oder Humangenomes) hergestellt. Dabel wird jedes
Hybridisierungssignal pro mRNA durch ein Cluster von bis zu 20 Oligonukleotidpaaren

realisiert, wobei jedes Oligonukleotidpaar aus einer perfekten Basenpaarung (perfect match)
und einer Einzelbasen-Misspaarung (single-base mismatch) besteht. Das Gesamtsignal fir die
jeweilige mRNA wird aus der Differenz der Hybridisierungssignale zwischen dem perfect
match und dem single-base mismatch bestimmt.

Der Affymetrix GeneChip stellt ein solches kommerziell hdufig angewandtes Oligonukleotid-
Array dar, das 6500 verschiedene Gene représentiert, die wiederum durch bis zu 20
verschiedene 25mer-Oligonukleotid-Proben dargestellt werden (Lockhart et al. 1996,
Lipshutz et al. 1999). Die GeneChips haben eine Falschpositiv-Fehlerrate von nur 1-2 %
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(Lipshutz et al. 1999, Lee et al. 2001). Jedoch bei der Analyse von 10.000 Genen entsprechen
1% immer noch 100 falschpositiven Aussagen (Quackenbush 2002).

Die Analyse der zu untersuchenden DNA- oder RNA- Spezies erfolgt bel beiden Arraytypen
durch Hybridisierung. Die DNA, cDNA oder RNA wird dafir mit einem Fluorophor oder
radioaktiv markiert und kann mit entsprechenden Scannern detektiert werden.

Zur Zeit werden as Tragersubstrate fur Mikroarrays Objekttrager aus Glas, Nylon- /
Nitrozellulose- Membranen (Saiki et a. 1989), Polyacrylamid beschichtet auf Glas (Mitra &
Church 1999) oder Polysterin (Nikiforov & Rogers 1995) verwendet. Glas hat den Vortell,
dass es gegeniber hohen Temperaturen und sauren oder basischen Substanzen
widerstandsfahig ist. Des weiteren besitzt es eine geringe Eigenfluoreszenz und minimiert so
die Hintergrundsignae. Um die RNA-Levels zweier verschiedener RNA-Proben zu
vergleichen, kann jede mit einem anderen Fluoreszenzfarbstoff markiert werden und
zusammen mit der anderen RNA-Probe auf das Array gebracht werden. Durch diese
Cohybridisierung konkurrieren die beiden RNA-Populationen um die gleichen Sonden. Die
Messung des Verhéltnisses beider Signalintensitéten ermoglicht dann eine semi-quantitative
Aussage Uber die Menge des jewelligen Transkripts (Duggan et a. 1999). Nylonmembranen
dagegen sind meist auf eine serielle oder parallele Hybridisierung beschrénkt (Cheung et al.
1999).

Das Immobilisieren der verschiedenen Sonden (Oligonukleotide oder cDNAS) wird meist
durch kovalente Bindung auf der Oberflache realisiert. Fur das Aufbringen der Mikroarrays
durch Spotten werden allgemein drei Verfahren unterschieden:

1. Fotolithografisches Verfahren, bei dem die Sequenz in situ auf dem Glastrager synthetisiert
wird. Dabel werden fotolabile Schutzgruppen durch UV-Licht, das selektiv durch eine
fotolithografische Maske strahlt, ortsorientiert fir die Oligosynthese aktiviert. Auf das
Glassubstrat wird dann ein spezifisches fotol abil-modifiziertes Nukleotid gegeben, dass an die
vorher definiert aktivierten Arraystellen bindet. Durch Aneinanderreihen dieses V organgs mit
verschiedenen fotolithografischen Masken wird das entsprechende Oligonukleotid an den
jeweils definierten Arraypunkten generiert (Fodor 1991, McGall et a. 1996, Lockhart et al.
1996, Lipshutz et al. 1999). Nachteil dieser Methode ist, dass sie sehr kostenintensiv und
arbeitsaufwendig fir den einzelnen Anwender ist.

2. Mechanisches Microspotting (Kontaktverfahren), bei dem zuvor synthetisierte Sonden
(cDNA oder PCR-Produkt) bzw. Oligonukleotid-Sonden durch einen Spotting-Roboter
mittels Mikrokapillaren direkt auf die Trageroberfléche gedruckt werden. Ein grof3er Nachteil
dieser Methode ist, dass die Oberflache beschadigt werden kann. Desweiteren werden durch
den direkten Kontakt mit der Oberflache ungleichméfdige Spots erzeugt, die ein Problem beim
Auswerten darstellen kdnnen.
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3. Piezo- / Ink Jetting ermdglicht ein kontaktloses Spotten. Die Sonde wird aus einer

Mikroduse durch einen Impuls (Piezo- oder Inkjet) aufgespriht. Nachteil hierbei kénnen die
hohen Scherkré&fte sein, welche die DNA oder auch den Druckkopf beschadigen konnen.

In Tab.1 sind die Mikroarrayer beschrieben, die fir die Arbeit zur Verfligung standen.

Tab. 1L AmIBMT verwendete Mikroarrayer

»Microarrayer" Tropf- Tropfen- | Tropfen- | Positionier- Vorteile
verfahren volumen radius genauigkeit
"Piezo-Tip" (GeSM schnelle
GmbH Ink-Jet 150pum- 15pum- Anfahrgeschwindigkeiten
GrofRerkmannsdorf, . . 10pl - 1nl 250um 20pm bis zu 20 Slides gleich-
(Piezo-Tip) -
Dresden) zeitig
("Probot” Kontakt- 200pm- <10um ]I:psalnlonll_g'rgenamg;zt
bioanalytical verfahren 10nl-1pl 300um H ur: eet osungsmi
instruments bai ,Kapillare® geagn
GmbH Lautertal)
TopSpot (HSG- bls_zu 4Q _Slldec
IMIT- Villingen- 200um- glechzaitig
Hing i I nk-Jet 500p!- H <20pm Silmultantbertragung
Schwenningen; | 250um .
IMTEK- Freiburg) 800p! ganzer Titerplatten
Qualitétskontrolle
~Hand-Arrayer* Kontakt- fur alle Losungsmittel
(Schleicher & verfahren 100n1- 400pm- 500pm- geeignet
Schuell GmbH, (pin, 5000l 500um Imm einfach u. solide zu
Einbeck) Stempler) handhaben

* Der Tropfenradius ist abhangig von der zu bespottenden Oberfléche, d.h. auf einer hydrophoben Oberflache ist
der Tropfenradius kleiner als auf einer hydrophilen Oberfléche.
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2.4 On-Chip-PCR : Von den Anfangen bis heute

Bis es zur Amplifikation an einer Festphase kam, war das Ziel zunéachst die Amplifikation von
DNA-Sequenzen in  kleinen  Reaktionsvolumina.  Durch  Miniaturisierung  von
Reaktionskammern konnen kleinere Volumina an Reagenzien bis in den Nanoliterbereich
eingesetzt werden, wodurch eine schnellere Reaktionsrate erreicht wird. Auf3erdem werden so
weniger Ausgangsmaterialien wie z.B. DNA-Proben benttigt, was fir medizin-diagnostische
Analysen einen enormen Vorteil darstellt, da dort oft nur eine begrenzte Probenmenge (z.B.
Gewebe) zur Verfligung steht. So verdffentlichte die Arbeitsgruppe von J. Cheng und G.E.
Hvichia dazu 1995 ihre Ergebnisse, die eine PCR in 10pl-Mikroreaktionskammern aus
Silikon auf einer Chipoberflache beschreibt. Die Chipoberflache bzw. Reaktionskammer muss
gegenlber den Bedingungen wahrend einer PCR - vor allem den sich standig wechselnden
Temperaturbedingungen - widerstandsfahig sein und darf aber auch nicht inhibitorisch auf die
Reaktion einwirken. Dabei zeigte sich, dass unbehandeltes Silikon die PCR-Reaktion inhibiert
und nur bestimmt behandelte Silikone eine Resktion wie in einem konventionalem
Polyethylen-Reaktionsgefdd (, Eppendorf-Geféfd*) ermdglichen. Die Silanisierung von
Silikon- und Glasoberflachen bildet eine Méglichkeit, um die inhibitorischen Effekte zu
eliminieren. Als weitere Moglichkeit wird eine Oxidbeschichtung vorgeschlagen (Cheng &
Hvichia 1995). Heutige Anwendungen zeigen, dass sich waeltestgehend die
Silanisierungsmethode durchgesetzt hat.

Durch gleichzeitige Miniaturisierung des Detektionsapparates kann ein sog. UTAS (micro
total analysis system) geschaffen werden. Inzwischen gibt es enige Systeme, die
Synthesereaktionen und Detektion im Mikromal3stab ermoglichen (Kricka 2001). Als
Beispiele fur die Anwendung solcher Mikrosysteme seien Immunoassay (Song et a. 1994,
Koutny et a. 1996, Chiem et al. 1998), Kapillarelektrophorese ( Colyer et al. 1997, Mangru et
al. 1998, Cheng et al. 1998), PCR (Belgrader et al. 1998, Ibrahim et al. 1998, Kopp et al.
1998, Ross et al. 1998, Shoffner et al. 1998, Cheng et al. 1998, Waters et al. 1998, Wilding et
al. 1998, Dunn et al 2000), LCR (ligase chain reaction) (Cheng et a.1995) und RT-PCR
(Obeid et al. 2003) genannt.

Die oben beschriebenen Systeme gelten fur Reaktionen mit frel in Losung vorliegenden
Reaktionspartnern. Die Entwicklung von Blot-Hybridisierungstechniken, einschliefdlich
Mikroarrays fuhrte Reaktionspartner ein, die nicht frel in Lésung vorliegen, sondern an einer
Oberflache immobilisiert sind. Erste Reaktionen an immobilisierten Nukleinsduremolekilen
waren Sequenzierungsreaktionen (Rosenthal et al. 1985, Zhang et al. 1987, Stahl et al. 1988,
Jones et a. 1991, Kaneoka et al. 1991, Ikonen et a. 1992, Rolfs & Weber 1994, Ohara et al.
1997, Pastinen et al. 1997, Dubiley et al. 1999) und Primerextensionsreaktionen (Shumaker et
al. 1996, Koster et al. 1996, Fu et a. 1998, Kurg et a. 2000, Pastinen et al. 2000, Pirrung et
al. 2001). Tang et a. (1999) beschreibt eine Methode zur Primerextension (,PROBE* =
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primer-oligo base extension), bei der einzelstrangiges PCR-Produkt kovalent auf einer
Chipoberflache immobilisiert und in einem 1,5 pl-Volumen eine Reaktion mit Primern,
Nukleotiden und dem Enzym durchgefihrt wird. Der Nachweis des verlangerten DNA-
Stranges erfolgt durch MALDI-MS. Auf diesem Prinzip der Verlangerung von DNA-Stréngen
oder Oligonukleotiden beruhen viele SNP-Analysen (Shumaker et al. 1996, Pastinen et al.
2000, Erdogan et al. 2001).

Bel der zuvor beschriebenen Methode kommt es jedoch noch zu keiner Amplifikation von
DNA-Sequenzen.  Sogenannte  Festphasen-Amplifikationen  (,solid phase DNA
amplification) werden seit Mitte der 90er Jahre an verschiedenen Oberflachen beschrieben.

Parallel zur Festphasen-Amplifikation auf Chipoberflachen wurden auch Methoden an
Mikrosphéren bzw. Beads entwickelt (Andreadis & Chrisey 2000, Shapero et al. 2001).

Als erstes wurde mit Festphasen-Amplifikationen mittels immobilisierter Primer in
Mikrotiterplatten gearbeitet (Kohasaka & Carson 1994, Rasmussen et al. 1994, Oroskar et al.
1996). Andere Gruppen (Mitra & Church 1999, Strizhkov et al. 2000, Tillib et al. 2001)
arbeiteten mit Polyacrylamid beschichteten Glasoberflachen. In dieser Polyacrylamidschicht —
in sog. Nanoliter-Gelpads - werden Primer fur die PCR-Synthese immobilisiert. Die weiteren
Komponenten der PCR gelangen durch Diffusion in die Gelmatrix. Nach der PCR-Reaktion
werden die Produkte durch Anfarben mit DNA-Farbstoffen (Mitra & Church, 1999),
Hybridisieren mit fluoreszenz-markierten Oligonukleotidsonden (Strizhkov et al. 2000, Tillib
et a. 2001) oder direktem Einbau von fluoreszenz-markierten Oligonukleotiden detektiert
(Strizhkov et al. 2000). Bel der Verwendung von Gelpads ist eine spotgenaue Trennung der
immobiliserten Primer sowie Produkte nicht méglich bzw. erfordert speziell hergestellte
Oberflachen (hydrophobe Abtrennungsbereiche). Die Ldsung dieses Problems konnte aus der
sich entwickelnden Mikroarraytechnik entnommen werden. Verschiedene Arten der
Kopplungschemie zusammen mit den Spottingverfahren ermdglichen eine ortsgenaue
Auflésung der Immobilisate bisin den Nanometerbereich.

Die On-Chip-PCR verlangt drei Hauptbedingungen fir die Kopplung der Primer: erstens
muss die Kopplung den wiederholten Heiz- und Kuhlzyklen standhalten, zweitens muss der
Primer an seinem 5'-Ende immobilisiert werden, da die DNA-Polymerase nur an freien 3'-
OH-Enden synthetisieren kann und drittens muss die immobilisierte Primerdichte ausreichend
hoch fur eine Detektion der gebildeten PCR-Produkte sein. In der Arbeit von Adess et al.
(2000) werden verschiedene Kopplungsmethoden fir eine anschlief3ende On-Chip-PCR
verglichen. Als geeigneteste Methode wird die Kopplung von 5 -Thiol-modifizierten Primern
mit sSsMBS (m-maleimidobenzoyl-N-hydroxysulfo-succinimide ester) heterobifunktionalen
Crosslinkern auf aminosilanisierten Glasoberflachen ermittelt. Aber auch die EDC-Kopplung
gilt als gentgend stabil. Als optimale Primerkonzentration zum Immobilisieren nach der
erstgenannten Methode werden 50 uM empfohlen, was einer Belegungsdichte von 15
fmol/mm? entspricht. Bemerkenswert an der genannten Arbeit ist, dass der Vorwérts- und
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Ruckwartsprimer immobilisiert wurde und somit kein freier Primer in Losung fur die PCR zur
Verfligung stand. Wéhrend der ersten Zyklen kommt es somit auch nur zu einer Verléngerung
der immobilisierten Primer (,interfacial amplification*). Die verlangerten Strange
hybridisieren danach Uber Brickenbildung an ihren 3'-Enden mit den benachbart
immobilisierten komplementaren Primern und dienen nun neben den freien DNA-Molekilen
auch as Matrize fur die PCR-Synthese (,surface amplification). Die Detektion der PCR-
Produkte erfolgte durch Hybridisierung mit radioaktiv- bzw. fluoreszenzmarkierten Sonden.

Neueste Verotffentlichungen beschreiben jedoch Protokolle, bei denen zusétzlich freie Primer
in Lésung im PCR-Ansatz enthaten sind, um eine groRRere Amplifikationseffizienz zu
erreichen (Tillib et al. 2001, Huber et al. 2002, Mitterer et a. 2004).

Die Methode der On-Chip-PCR an immobilisierten Primern konnte schon fir die Aufdeckung
von SNPs (Huber et a. 2001, 2002), ldentifizierung von Bakterien in klinischen Proben
(Mitterer et al. 2004) sowie Amplifikation von langen PCR-Fragmenten (Nickisch-Rosenegk,
Marschan et al. 2004) genutzt werden.
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2.5 Das C2C12-Zé€llsystem

Fur diese Arbeit wurde RNA aus C2C12-Zellen isoliert. Die C2C12-Zellen sind ein Subklon
einer Myoblasten-Zelllinie aus Mausmuskelzellen. Nach der Proliferationsphase
differenzieren sie sich sehr schnell (innerhalb von 4 - 6 Tagen), bilden dann kontraktile
Myotubuli und produzieren charakteristische Muskelproteine. Die Differenzierung geschieht
normalerweise nach Kontakt der Zellen untereinander, kann aber auch durch Zugabe von z.B.
Pferdeserum initiiert werden.

Zu den charakteristischen Muskelproteinen gehoren u.a. die Acetylcholinrezeptoren (AChR),
die innerhalb von motorischen Neuronen, d.h. fir die Weiterleitung von Nervenpotentialen zu
Muskelzellen, wichtig sind. In Abb.2 ist das Zusammenspiel der Acetylcholinrezeptoren mit
ihrem Liganden - dem Acetylcholin (ACh) - sowie der Aufbau des
Acetylcholinrezeptorproteins dargestellt.

:_:_:::.::_::555 e '_ F Synaptischer
il sl Vesikel

Struktur von
adulten AChR
aleal bl d

fetalen AChR
algalbl d

Neuromuskulare Junction

Abb. 2 Funktion und Aubau des Acetylcholinrezeptors

Acetylcholinrezeptoren sind in der postsynaptischen Membran innerhalb von synaptischen
Spalten (neuromuskuldren Junctions) lokalisiert und binden dort das Transmittermolekl
Acetylcholin, das zur Weiterleitung eines Aktionspotentiales aus den synaptischen Vesikeln
freigesetzt wird. Das Aktionspotential wird durch den Anstieg der zytosolischen
Kalziumionen-Konzentration hervorgerufen. Durch den gebildeten Rezeptor-Liganden-
Komplex (AChR-ACh) werden u.a. Natriumionen-Kandle gedffnet — die durch die
Anordnung der Rezeptoruntereinheiten (siehe blauer Bereich in Abb.2) sich formen - , sodass
Natrium-lonen in die postsynaptische Membran der Muskelzelle einstrémen kénnen. Durch
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den Einstrom der Natrium-lonen wird die postsynaptische Membran depolarisiert und
dadurch ein Muskel-Aktionspotential ausgel 6st.

Die Kommunikation zwischen Nerven und Muskeln durch extrazellul&re Matrixproteine, den
Zelloberflachenproteinen, ist ein zentraler Prozess. Durch diese Interaktionen wird die
Mobilisation von Muskelproteinen — wie z.B. AChR und muskelspezifischen Kinasen — auf
Seite der Motorneuronen ausgel 6st und die Transkription von synapsenspezifischen Genen fir
weitere neuromuskulére Proteine initiiert (Sanes & Lichtman 1999, Burkin et al. 2000).

Der Acetylcholinrezeptor in Muskelzellen bestent aus 5 Untereinheiten — zwei al-
Untereinheiten, einer b1- und einer d-Untereinheit sowie einer e-Untereinheit bel adultem
AChR oder der gUntereinheit bei fetalem AChR. In bisherigen Untersuchungen konnten die
Gene fur die al (Chrnal)-, bl (Chrnabl)- sowie g (Chrng)- Unterheiten as deutlich
exprimierte Transkripte identifiziert werden (Portier et al. 1999, Moran et al. 2002). Dagegen
ist die e (Chrne)- Untereinheit erst ab dem 8. Differenzierungstag detektierbar (Portier et al.
1999).

Die Untersuchung des Acetylcholinrezeptors bzw. seiner Gene gibt Einblicke in die noch
nicht vollsténdig verstandenen Mechanismen der Signalweiterleitung in Neuronen. Da dieser
Rezeptor mit seinen Transmitterstoffen nicht nur in neuromuskuldren Junctions vorkommt,
sondern auch in den zerebralen Neuronen, erhofft man sich zugleich ein besseres Verstandnis
der Neuroregulation im Gehirn zu erhalten. Dadurch kdnnten weitere Behandlungsansétze fur
neurodegenerative Krankheiten wie der Alzheimer Krankheit oder der Autoimmunkrankheit
Myasthenia Gravis (MG) (Heckmann et al. 1996) gefunden werden.

Neben den Genen des Acetylcholinrezeptors aus Muskelzellen wurden von drei weiteren
charakteristischen Proteinen, die wahrend der Muskeldifferenzierung aus Myoblasten gebildet
werden, die Gene in die Fragestellung dieser Arbeit einbezogen : die muskelspezifische
Creatinkinase (Ckm), eine ATPase (Atp2a2) und Myogenin (Myog).

Als Kontroll-Zellsystem wurden in dieser Arbeit L929-Zellen (Maus-Fibroblasten-Zelllinie)
verwendet.
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3 Material und Methoden

3.1 Behandlung der Glas-Chipsund K opplungsmethoden

3.1.1 Spotten auf der Oberflache

Zum Spotten wurden folgende Mikroarrayer verwendet: TopSpot, Nanoplotter und Probot.
Die technischen Details sind in Tab.2 aufgefuhrt. Der Abstand zwischen den einzelnen Spots
betragt bei den TopSpot- und Nanoplotter- gespotteten Arrays 500 pm, beim Probot 1000 pm.

Tab. 2 Verwendete M ikroarrayer

»Mikroarrayer" |Tropfverfahren| Tropfen- | Tropfen- Positionier - Vorteile
(Hersteller) volumen radius genauigkeit
)

schnelle
Nanoplotter "Piezo- Anfahrgeschwindigkeiten
Tip" (GeSM GmbH|, . - ) ) - biszu 20 Slides gleichzeitig
Grof3erkmannsdorf, l(rI;li<ezJ§t-Ti ) 10p! - Inl 150pm-250umf - 151m-20Hm
Dresden) P

hohe Positioniergenauigkeit
"Fused-Silica- fur ale Losungs-mittel
K_aplllare_ ("Prabot K ontakt- geeignet
bioanalytical 200pum-300pum <10pm
. . verfahren 10nl-1pl
instruments bai K apillare”
GmbH Lautertal)  |""P

bis zu 40 Slides gleichzeitig
Top§got.(lf|SG- Simultaniibertragung ganzer
IMIT- Villingen- ey 500pl- |200um-250um|  <20um Titerplatten
Schwenningen; 800p! Qualitétskontrolle
IMTEK- Freiburg)

* Der Tropfenradius ist abhéngig von der zu bespottenden Oberfléche, d.h. auf einer hydrophoben Oberfléche ist
der Tropfenradius kleiner als auf einer hydrophilen Oberfléche.

3.1.2 Silanisierung

In dieser Arbeit wurden Objekttrager aus Glas verwendet, deren Oberflache zur Reinigung fir
40 sec in PiranhaLésung (= Carosche Sadure: 10% Wasserstoffperoxid in 96%
Schwefelsaure) getaucht und anschlief3end sorgféltig mit Wasser gesptilt (Bilitewski et al.,
1998) wurden. Danach wurde die Oberflache mit 10 M NaOH fur 2 h aktiviert. Nach einem
Spulschritt in bidestilliertem Wasser wurden die Chips mit 10 % walriger 3-Aminoporpyl-
triethoxysilan-Losung (APTES, Fluka, Selze) (pH 3,45 / HCI) fur 2 h bei 80°C inkubiert.
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Anschlief3end wurden die Chips wieder grindlich mit Wasser gewaschen, 10 min bei 500
rpm/ min trockenzentrifugiert und abschlief3end bei 120°C im Trockenschrank fir mind. 1h
gebacken.

3.1.3 Kovalente Kopplung

3.1.3.1 EDC/Methylimidiazol — M ethode

In den Standardexperimenten wurden die Arrays mit 30-50 uM-Primerl 6sungen gespottet. Fur
die kovalente Kopplung nach der EDC-Methode (Violeta and Swaisgood, 1982) wurden die
Primerl6sungen mit 30 mM 1-Methylimidiazol (pH 6,0 / HCl), 5Smg/ml EDC , 25% DM SO
gelost und anschlief3end gespottet. Die gespotteten Chips wurden vor der Weiterverarbeitung
far mind. 4 Tage trocken bei Raumtemperatur gelagert.

3.1.3.2, Silaniserende Nukleinsiure’ —Methode

(modifiziert nach Kumar et al., 2000)

Diese Kopplungsmethode wurde nach einem abgednderten Protokoll von Kumar et al. (2000)
durchgefihrt. Dazu wurden 5‘-aminierte Primer mit Isocyan-Silan in Verbindung gebracht: zu
100 ul DM SO wurden 15 ul 3-1socyanatopropyltrietoxysilan (Fluka) und 10 pl Primerlsung
gegeben. Der Ansatz wurde 10 min bei 300 rpm geschittelt und anschlief?end wurden 175 pl
500 mM Na-Acetat (pH 5,0) zugegeben. Die klare Losung wurde vor dem Spotten noch 10
min geschittelt. Das Spotten erfolgte sofort danach am Probot. Als Spottingoberflachen
wurden silanisierte oder nur NaOH-aktivierte Glas-Chips verwendet.

Die gespotteten Chips wurden vor der Weiterverarbeitung mit 1x SSC-Puffer und
destilliertem Wasser gesplilt.

3.1.3.3 Kopplung auf Epoxy-Oberflachen

Es wurden Glasobjekttréager mit Epoxybeschichtung verwendet, die von der Firma Eppendorf
bis 2002 als CreativeChipa -Oligo und -PCR Slides angeboten wurden. Diese Chips waren
fir Mikroarrayexperimente mit gespotteten Oligonukleotiden oder PCR-Produkten
ausgerichtet. Die Oberflache ist fir das Koppeln von aminierten Nukleotiden optimiert, durch
Backen fur 30 min bei 120°C nach dem Spotten konnen aber auch unmodifizierte
Oligonukleotide oder PCR-Produkte immobilisiert werden.

In dieser Arbeit wurden aminierte Primer auf diesen Oberflachen gekoppelt.

Vor Verarbeiten der gespotteten Chips wurden diese weiterbehandelt und geblockt nach
empfohlenem Protokoll fur diese Chips (Eppendorf-Protokoll) oder wie oben fir die EDC-
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Methode beschrieben. Beide Behandlungsmethoden erbrachten gute Signalintensitdten mit
geringem Hintergrund.

3.1.3.4 Blocken

Chips mit kovalent gekoppelter DNA wurden nach DeRisi et al. (1997) behandelt.
Unmittelbar vor der Applikation erfolgte ein Hydratisieren der Spots durch Eintauchen der
Chips in 65°C-warme 3x SSC+0.2% SDS-Losung fur 5-10 min. Nach Spulen der Chips mit
dedtilliertem Wasser wurden sie bei 600 rpm fir 5 min trockenzentrifugiert. Anschlief3end
erfolgte ein Blockingschritt mit folgender Lésung: 500 mg Bernsteinsdureanhydrid geldst in
35 ml 1-methyl-2-pyrrolidinone (Aldrich) und 1,5 ml 1M Borséure (pH 8,0). Die Chips
wurden unter leichtem Schitteln for 30 min in dieser Lésung geblockt. Danach wurden sie
grundlich mit destilliertem Wasser gesplilt und trockenzentrifugiert.

Waschen nach Reaktion

Nach den Reaktionen wurden die Chips jeweils 10 min in 6x SSC, 0.01% SDS-Lésung ,
danach in 0.05x SSC- Loésung gewaschen und abschliefend mit bidestilliertem Wasser
gespult. Durch Zentrifugieren fr 5 min bel 500 rpm wurden die Chips getrocknet.

3.14 AffineKopplung

Die affine Kopplung erfolgte tber Bindung 5’ -biotinylierter Oligonukleotide auf Avidin-,
Neutravidin- bzw. Streptavidin- beschichteten Glasobjekttrégern. Dazu wurden wassrige
Losungen in einer Konzentration von 0,2 mg/ml auf silanisierten Glasoberflachen fir 2h
inkubiert. Nach Spulen der Glastréger mit Wasser und Trockenzentrifugieren fir 10 min bel
500 rpm wurden die Chips bel Raumtemperatur staubfrei und dunkel gelagert. Die
Lagerungszeit fur erfolgreiche Experimente betrug 2-6 Monate. Als genugend thermisch
stabil fur die On-Chip-PCR- Reaktionen erwiesen sich nur die Streptavidin-Oberflachen und
in geringerem Mal3e die Neutravidin-Oberflachen.

Nach dem Spotten der 5'-biotinmodifizierten Oligonukleotide wurden die Chips in einer
feuchten Kammer fir mind. 24h gelagert und unmittelbar vor der Anwendung mit
bidestilliertem Wasser gewaschen.

Nach der Reaktion wurden die Chips mit bidestilliertem Wassser fir 10 min gespilt und nach
Trockenzentrifugieren (5 min / 500 rpm) gescannt.
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3.2 Scannen

Die Arrays wurden hauptsachlich am ArrayWorx- Scanner (ArrayWoRx e, Applied Precision,
Issaquah, WA, USA) gescannt. Die Scans erfolgten unter folgenden Einstellungen :

Auflésung: 97.560 (Kantenlange eines Pixels 9,756 um)
Belichtungszeit: 0.3 sec bei 682 nm-Emissionswellenlénge (Cy5) oder
0.1 sec bel 595 nm-Emissionswellenlange (Cy3, TRITC)
Empfindlichkeit: High SNR
Einige Scans wurden am Affymetrix-Scanner (ArrayScanner GSM 428) durchgefihrt.

Die Fluoreszenzintensitdt der Spots wurde mit der ImaGeneQ -Software (BioDiscovery)
ermittelt. Die TIF-Daten (Rohdaten) des Scans wurden in die Software eingel esen. Nach dem
Erstellen eines Grids (Festlegen der Spotpositionen und -gréfien innerhalb eines Arrays)
wurden von der Software die Fluoreszenzintensitét der einzelnen Spots durch Bildung des
Mittelwertes Uber ale Pixel des Spots (Mean) errechnet.
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3.3 Zdlkultur

Die C2C12- Zellen wurden am AMBT Berlin kultiviert.

Dazu wurden in 7x75cm-K ulturflaschen 2x10* Zellen in Kulturmedium (DMEM mit HEPES
(Sigma D6171); 10% FCS (UV-inaktiviert, Biochrom S0115); 4mM L-Glutamin (Biochrom
K0280); 0,dmg Gentamycinsulfat (Biochrom AZ2712) eingesat. Fur die Gewinnung
undifferenzierter Zellen wurden die Zellen 4 Tage bis zu max. 60-70% Konfluenz wachsen
gelassen. Differenzierte Zellen wuchsen 10 Tage bis zur einer gleichméigen
Ausdifferenzierung. Nach Entfernen des Kultivierungsmediums wurde der Zellrasen zweimal
mit 3 ml Hank’s-Puffer (Biochrom L2035) oder PBS-Puffer ohne Ca’*/Mg®* (Biochrom
L1825) gespult. Die Zellen wurden durch Behandlung mit 0,5 ml Trypsin / EDTA in PBS
ohne Ca®*/Mg?* (0,05% / 0,02%, Biochrom L2143) bei 37°C fiir 8 min oder durch Abschaben
mit einem Zellschaber von der Bodenflache gelst. Die Zellen wurden in Zentrifugenréhrchen
Ubergefihrt und 10 min bel 1000 rpm zentrifugiert. Danach wurde das Zellpellet nochmals
gewaschen und mit 0,5 ml Puffer in Kryordhrchen in fliissigem Stickstoff gefroren und bei —
80°C gelagert oder sofort anschlieffend die RNA isoliert.

Die L929-Zellen wurden in RPMI-Medium mit 0,1mg Gentamycin, 2mM L-Glutamin und
5% FCS kultiviert. Je 0,5x10° Zellen wurden in eine Kulturflasche mit 37°C-vortemperierten
Medium eingesét und 2-3 Tage bei 37°C und 5% CO, inkubiert, dann das alte Medium gegen
frisches Medium ausgetauscht. Nach insgesamt 8 Tagen Kultivierungszeit wurden die Zellen
umgesetzt. Die Zellernte erfolgte durch Abschaben der Zellen von der Zelloberflache. Die
Zellen wurden bei —80°C aufbewahrt.

3.4 1solierung von total RNA aus Zellen

Die Total-RNA wurde nach der Trizol-Methode (Chomczynski & Sacchi, 1987) isoliert. Dazu
wurden max. 5x10° Zellen mit 1 ml TRI-Reagento (Molecular Research Center, Inc.) lysiert.
Nach 5 min Inkubationszeit bei Raumtemperatur waren die Zellen homogenisiert und wurden
mit 100pl Chloroform versetzt. Das Gemisch wurde kurz gevortext, anschlief3end 15 min bei
Raumtemperatur inkubiert und 15 min bei 12.000g und 4°C zentrifugiert. Die obere wassrige
farblose Phase mit der RNA wurde in ein steriles RNase-freies 1,5ml-Reaktionsgefal}
Uberfihrt. Anschliel3end erfolgte die Préazipitation der RNA durch Zugabe von 500pl
Isopropanol. Nach 10 min Inkubation bei Raumtemperatur wurde die Losung 15 min bei
12.000g und 4°C zentrifugiert. Das entstandene RNA-Pellet wurde mit 75%igem Ethanol
gewaschen, getrocknet und in max. 50l DEPC-Wasser 10 min bel 60°C gel0st.
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341 DNase-Verdau

Um mogliche Verunreinigungen mit DNA auszuschlief3en, musste fur einige nachfolgende
Reaktionen die RNA mit DNase | behandelt werden. Dazu wurde die RNA-Probe (1u pro 1ug
RNA) bei 37°C fr 30 min inkubiert.

3.4.2 Aufreinigung von RNA

Nach dem DNase — Verdau muss die RNA fir nachfolgende Reaktionen gereinigt werden. Zu
der Probe wurden das halbe Volumen Phenol — Chloroform zugegeben und 10 min bei
14.000g zentrifugiert. Die obere Phase in ein RNase-freies 1,5ml-Reaktionsgefald pipettiert
und mit /10 Volumenanteil 2M Natriumacetat (pH 5,2) und einem Volumenanteil
Isopropanol versetzt. Die Fallungsreaktion erfolgte bei —-80°C fur mindestens 2 Stunden.

Anschlief3end wurde die RNA durch Zentrifugation fir 45 min bei 16.000g und 4°C pelletiert,
mit 70%igem Ethanol gewaschen, getrocknet und in DEPC-Wasser fur 10 min bel 60°C
gelost.

3.4.3 Bestimmen der RNA-Konzentration und Reinheit

Durch photometrische und el ektrophoretische Bestimmung konnte die Konzentration und die
Reinheit (Degradierungsgrad) der isolierten RNA ermittelt werden.

Fur die Konzentrationsbestimmung wurde eine 250fache Verdunnung hergestellt und im
Photometer bei 260nm die Extinktion gemessen. Der Reinheitsgrad wird durch das Verhdtnis
der Extinktionswerte bei 260 nm zu 280 nm angegeben und sollte bei 1,8 -2 liegen.

Fur die elektrophoretische Auswertung wurden max. 5ul RNA-Probe mit 15ul RNA-
Samplepuffer und 2ul 6x-Ladepuffer zunéchst 10 min auf 65°C erwdrmt und danach auf ein
1%iges TAE-Agarosegel auf getragen.

3.5 Isolierung der mRNA austotal RNA

Fur die mRNA — Isolierung aus total RNA wurde das mTRAP-Total-Kit der Firma Active
Motif verwendet.

Zu max. 200ug total RNA wurde das gleiche Volumen 2x-Bindepuffer und 15ul Poly T-
PNA-Probe zugegeben. Nach Erhitzen fir 5 min auf 70°C wurde der Ansatz bei 14.000g fur
5 sec zentrifugiert und anschlief3end bel Raumtemperatur und Schitteln bei 300 rpm fir 15
min inkubiert. Zu dem Ansatz wurden 60pl Streptavidin-Beads hinzugefigt und 45 min bei
Raumtemperatur leicht geschwenkt. Nach Zentrifugieren des Ansatzes fir 5 min bei 14.000g
und Entfernen des Uberstandes wurden die Beads mit 750p1 Waschpuffer gewaschen und
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zentrifugiert. Danach erfolgte eine DNase-Behandlung, wobei die Beads in 100pl
Waschpuffer resuspendiert und mit 0,5ul DNase | (10u/pl) fur 10 min bel Raumtemperatur
inkubiert wurden. Nach dem Zentrifugieren wurden die Beads wie schon beschrieben
zweimal gewaschen. Durch Resuspendieren der Beads in 75ul DEPC-Wasser bei 75°C fur 2
min wurde die mRNA aus der Poly T-PNA-Probe eluiert. Der Ansatz wurde zentrifugiert und
der Uberstand mit der mRNA in ein RNAsefreies Reaktionsgefa gegeben und zur
Inaktivierung der DNase flr 3 min bei 95°C erhitzt.

Die Aufreinigung der mRNA erfolgte mit dem im Kit enthaltenen TouchDown-Reagenz, das
in einem 5fachen Volumen zugegeben wurde. Der Ansatz wurde nach 10 sec Vortexen bei
—20°C fur 20 min gefdllt, anschliefend 20 min zentrifugiert bei 14.000g und 4°C. Danach
wurde das Pellet mit 200ul absolutem Ethanol gewaschen, wie zuvor zentrifugiert und
schliefdlich getrocknet. Abschlief3end wurde das Pellet in 25 pl DEPC-Wasser bei 70°C fur 10
min gel6st.

3.6 Reverse Transkription

Die Reverse Transkription erfolgte mit der M-MLV- oder ImPromllO- Reversen
Transkriptase der Firma Promega.

Pro 25l — Gesamtreaktionsansatz wurden zunéchst bis zu max. 5ug total RNA oder 1ug
MRNA mit 0,5ug Oligo-dT und 0,5 pg Random-Hexameren im 15ul-Volumen hybridisiert,
wozu dieser Ansatz 5 min auf 70°C erhitzt und anschlief3end sofort auf 4°C gekihlt wurde.
Danach erfolgte die Zugabe der weiteren Komponenten : 5ul 5x- RT-Puffer, 500 uM dNTPs,
40u rRNasin, und 200u Reverse Transkriptase. Die Umschreibreaktion in first-strand-cDNA
wurde bei 42°C fur 1 Stunde durchgefuhrt. Nach Inaktivieren des Enzyms bel 70°C fur 10
min wurde die RNA durch Hinzufligen von 2ul 2,5M NaOH bei 37°C fur 15 min degradiert.
Nach einer anschlieffenden Neutralisation der Reaktion mit 10ul 2M HEPES erfolgte eine
Aufreinigung der cDNA Uber Amicona Microcona -PCR- Aufreinigungssaulen (Fa
Millipore).

3.7RT —PCR

3.7.1 Two Step - RT —PCR

Fur die Two Step-RT-PCR wird schon synthetisierte cDNA (siehe 3.6) als Matrize eingesetzt.
Eine RT-PCR-Reaktion enthielt 1x-PCR-Puffer, 1,5-3 mM MgCl, fir Reaktionen im
Reaktionsgefald (Flussigphasenreaktion) oder bis zu 6 mM MgCl, fur Reaktionen auf der
Oberflache, 200 uM dNTPs, je 400 mM forward- und revers- Primer, 20 — 40 ng cDNA-
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Matrize (entspricht 1:10 bis 1:20-Verdinnung aus Reverse Transkription-Reaktion) und 1 u
DNA-Tag-Polymerase.

3.7.2 OneStep - RT —PCR

Bei der One Step-RT-PCR wird RNA als Matrize verwendet.

3.7.2.1 Zwei-Enzym-Reaktion

Pro Reaktion wurden 1x-RT-Puffer (oder RNase-freier PCR-Puffer), 3 mM MgCl,, 500 uM
dNTPs, 0,5ug Oligo-dT, 0,5ug Random-Hexamere, jeweils 400 mM forward- und revers-
Primer, 40u rRNasin und max. 500ng RNA fur 5 min auf 70°C erhitzt und anschlief3end
sofort auf 4°C gekiihlt. Nach Zugabe von 1ul Reverser Transkriptase (ImProml1O) und 0,5ul
DNA-Tag-Polymerase (50xTitanium- Taq (Fa. Clontech) oder Immolase (5u/ul; Fa. Bioline)
wurde die Reaktion im Thermocycler unter folgenden Bedingungen durchgefihrt : beginnend
mit 25°C fur 5 min, weiterfihrend bei 42°C fur 1 Stunde fur die Reverse
Transkriptionsreaktion, sofort anschlief3end 95°C fur 5 min zum Inaktivieren des RT-Enzyms
und als initialen Denaturierungsschritt fir die anschlieRende PCR-Amplifikation & 35 Zyklen
mit Denaturieren bel 94°C fur 1 min, Annealen bel 57°C fur 1 min und Elongation bei 70°C
far 1 min.

3.7.2.2 Ein-Enzym-Reaktion

Bei der Ein-Enzym-Reaktion wird Tth-Polymerase verwendet, die je nach Vorhandensein von
Mn?*- oder Mg*- lonen als Reverse Transkriptase- oder als thermostabile DNA-abhangige
Polymerase arbeiten kann, d.h. RNA in cDNA umschreibt oder die Polymerisation von
Nukleotiden in dsDNA katalysiert.

Die Reaktion wurde mit 1x-RT-Puffer , 3 mM MgCl,, 1 mM MnCl,, 500 uM dNTPs, 0,5ug
Oligo-dT, 0,5ug Random-Hexameren, jeweils 400 mM forward- und revers- Primer, 40u
rRNasin und bis zu 1pug RNA fur 5 min auf 70°C erhitzt und anschlief3end sofort auf 4°C
gekuhlt. Nach Zugabe von 1yl Tth- DNA-Polymerase (5u/ul, Fa. Promega) wurde die
Reaktion im Thermocycler unter folgenden Bedingungen gestartet : 1. 25°C fur 5 min, 2.
60°C fur 30 min zum Umschreiben der RNA in cDNA, danach sofortiges Erhitzen auf 95°C
far 5 min und anschlieRendes PCR-Cycling mit 40 Zyklen Denaturieren bei 94°C fur 1 min,
Annealen bei 57°C fur 1 min und Elongation bei 70°C fir 1 min.
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3.8 On-Chip-PCR

3.8.1 On-Chip-PCR mit M13-DNA

Als Matrize wurde zirkulére DNA des M13-Phagen (M13mp18) verwendet.

Fur eine Ubliche On-Chip-PCR wurde eine 30-50 mM forward-M 13-Primer-L6sung auf die
Chipoberflache im Arrayformat gespottet.

Die PCR wurde in einem 25ul-PCR-Rahmen (Eppendorf) mit folgenden Komponenten
durchgefihrt : 1x PCR-Puffer; 1,5 - 25 mM MgCl,; 200uM dNTP; 400 nM revers-M 13-
Primer; 25ng M13mp18; 0,5ul 50x TitaniumO Tag DNA Polymerase (Fa. Clontech) oder
ElongaseO Enzyme Mix (Fa. Invitrogen). Das Thermozyklusprogramm erfolgte im PTC 200
Tower (MJ Research) mit 35 Zyklen je Imin Denaturierung bel 95°C , 45 sec Annealing bel
64°C und 2 min Elongation bei 68°C. Bel Verwendung anderer Polymerasen (Tab.3) wurden
max. 2,5u Enzym sowie die jeweilige Synthesetemperatur eingesetzt. Bel Verwendung von
Immolase® DNA Polymerase (Bioline) wurde dem ersten Zyklus ein Hitzeaktivierungsschritt
flr 7 min bei 95°C vorangesetzt.

Tab. 3 Ubersicht (iber verwendete PCR-Polymerasen

PCR-Polymerase (Hersteller) Besonder heit Synthesetemper atur
BIOTAQO DNA Polymerase (BIOLINE, synthetisiert A-Uberhang 20-72°C
Luckenwalde, Deutschland) am PCR-Produktende
CombiZyme DNA Polymerase Mix (Invitek, Enzymmix (Taq + Tth 70-72°C
Berlin, Deutschland) inorganic phosphatase)

ElongaseO Enzyme Mix (Invitrogen, Karlsruhe, | Enzymmix (Taq +

Deutschland) Pyrococcos species) 68°C
IMMOLASEO DNA Polymerase (BIOLINE, Hitze-Aktivierung (7min 70-72°C
Luckenwalde, Deutschland) bei 95°C)

TitaniumO Tag DNA Polymerase (Clontech, Hitze-Aktivierung durch 68°C
Heidelberg, Deutschland) Antikorper-Inhibition

Taq DNA Polymerase recombinant LC (MBI einfache Tag 70-74°C

Fermentas, St.Leon-Rot, Deutschland)
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3.8.2 On-Chip-PCR mit cDNA

Als Matrize wurde cDNA verwendet, die aus isolierter RNA umgeschrieben wurde (siehe 3.4
und 3.6). In den Standardexperimenten wurde eine cDNA-Verdinnung von 1:20 eingesetzt.
(Startmaterial war 1-2ug RNA umgeschrieben in ¢cDNA und mit anschlieendem DNase-
Verdau und Aufreinigung im 25ul-Volumen.)

Auf der Chipoberflache wurden jeweils 30-50 uM forward-Primer im Arrayformat gespottet.

Die PCR wurde mit 1x PCR-Puffer; 5 mM MgCl,; 200uM dNTP; 400-800 nM revers-Primer
und 80-800 nM forward-Primer. Als PCR-Polymerase wurden die in Tab.3 aufgefthrten
Enzyme getestet. Gute Ergebnisse wurden mit der Immolase- und Titanium Tag DNA
Polymerase erzielt (siehe Kapited 4.2.42 Optimierung der On-Chip-PCR). Das
Thermozyklusprogramm lief ab im PTC 200 Tower (MJ Research) mit 35 Zyklen je 45sec
Denaturierung bel 95°C , 30 sec Annealing bei 55-58°C und 2 min Elongation bel 68-70°C.
Abschlieffend kam ein 3-mindtiger abschlief}ender Syntheseschritt bei 68-70°C hinzu. Bei den
meisten On-Chip-PCRs wurde noch ein Denaturierungs- und Annealingszyklus (95°C / 30 sec
, 55-58°C / 30 min) unmittelbar nach den PCR-Zyklen angeschl ossen.

3.8.3 On-Chip - One Step —-RT PCR

Auf der Chipoberflache wurden jeweils 30-50 uM forward-Primer im Arrayformat gespottet.

Pro Reaktion wurden 1x-RT-Puffer (oder RNase-freier PCR-Puffer), 6 mM MgCl,, 500 uM
dNTPs, 0,5ug Oligo-dT, 0,5ug Random-Hexamere, (80 nM forward- Primer) und 800 nM
revers- Primer, 40u rRNasin, max. 500ng RNA fur 5 min auf 70°C erhitzt und anschlief3end
sofort auf 4°C gekiihlt. Nach Zugabe von 1ul Reverser Transkriptase (ImProml1Q) und 0,5ul
DNA-Tag-Polymerase (50xTitanium- Taq (Fa. Clontech) oder Immolase (5u/pl; Fa. Bioline))
wurde die Reaktionsl6ésung auf das Array in einen PCR-Rahmen pipettiert. Im Thermocycler
MJ Research TwinTower wurde die Reaktion unter folgenden Bedingungen durchgefihrt : 1.
25°C fur 5 min, 2. 42°C fur 1 Stunde fUr Reverse Transkriptionsreaktion, sofort anschlief3end
95°C fur 5-7 min zum Inaktivieren des RT-Enzyms und evtl. gleichzeitigen Aktivieren der
Polymerase (Immolase) fur die folgende PCR-Amplifikation & 35 Zyklen mit Denaturieren
bei 94°C fur 1 min, Annealen bei 57°C fur 30 sec und Elongation bei 70°C fur 2 min. Ein
abschliefender Synthesezyklus wurde fur 3 min bei 70°C durchgefihrt und abschlief3end ein
Denaturierungs- und Annealingzyklus mit 95°C fur 30 sec und 57°C fr 30 min.
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3.9 Hybridisierung von PCR-Produkten auf der Chipoberflache

Zum Test der Spezifitét der immobilisierten Oligonukleotide sowie auch der PCR-Produkte
wurden Hybridis erungsexperimente durchgefihrt.

Die fluoreszenz-markierten PCR-Produkte wurden entweder asymmetrisch generiert oder
durch Lambda-Exonuklease-V erdau einzel stréngig gemacht.

39.1 Asymmetrische PCR

Bel einer asymmetrischen PCR wird ein ungleichmaliiges Primerpaar-Verhdtnis zugunsten
eines einzelstrangigen PCR-Produktes eingesetzt. Die PCR wurde mit 1x PCR-Puffer; 3 mM
MgCly; 200uM dNTP; 200 nM revers-Primer (fluoreszenz-markiert) und 20-80 nM forward-
Primer; 10-25 ng Matrize und 1u Taqg DNA Polymerase (Biotaq Red, Fa. Bioline bzw. Taq
DNA Polymerase recombinant LC, Fa. MBI Fermentas) und be folgendem
Temperaturzyklusprogramm durchgeftihrt : 35 Zyklen je 30sec Denaturierung bei 95°C , 30
sec Annealing bei 58°C und 2 min Elongation 70°C.

3.9.2 Lambda-Exonuklease —Verdau zur Generierung von Einzelstrangen

Die Lambda-Exonuklease baut innerhab von DNA-Doppelstréngen in 5'-3'- Richtung
selektiv 5'-phosphorylierte DNA-Strénge ab (Little et al. 1967).

Nach der PCR-Produkt-Aufreinigung aus einer 100ul-PCR-Reaktion wurde diese mit 1x
Exonuklease-Puffer und 5u Lambda-Exonuklease bei 37°C fir 30min inkubiert. Anschlief3end
wurde das Enzym 10 min bei 75°C inaktiviert. Die einzelstrangigen Produkte wurden
gereinigt und die Konzentration photometrisch bestimmt.

3.9.3 Aufreinigung von PCR-Produkten

Die PCR-Produkte wurden nach leicht gednderter Anleitung des jeweiligen Herstellers mit
einem Kit (Invisorb Spin PCRapid Kit, Fa. Invitek Berlin) gereinigt : in eine Saule wurden
100-200ul PCR-Produkt mit 300ul Puffer P fir 1 min inkubiert und anschlief3end bei 4000
rpm fur 30 sec zentrifugiert. Das Eluat wurde nochmals in die Séule gegeben, dort inkubiert
und wieder zentrifugiert. Die Sdule wurde anschlief3end mit 700ul Waschpuffer versetzt und
wie oben beschrieben zentrifugiert. Danach wurde die Séule auf ein neues steriles 1,5ml-
Reaktionsgefald gesteckt, mit 20l Elutionspuffer fir 2min inkubiert und abschlief3end fur 2
min zentrifugiert. Der Elutionsschritt wurde ein zweites Mal wiederholt. Zur Konzentrierung
der Probe wurde sieim Lyophilisator auf ein geeignetes VVolumen eingeengt.
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3.9.4 Hybridiserung von einzelstrangigen PCR-Produkten

Fur eine Hybridisierung wurden 100ng einzelstrangige PCR-Produkte im 10pl-Volumen in
einer Hybridisierungsdsung aus 3x SSC, 20mM HEPES, 0.2% SDS auf das Array gegeben
und mit einem Deckgléschen abgeschlossen. Die Hybridisierung erfolgte in einer
Hybridisierungskammer bel 65°C fur 6h und anschlieffendem Abkuhlen auf 25°C fur 1h.

Die Chips wurden nach der Hybridisierung erst 10 min in 6x SSC, 0.01% SDS-Lésung ,
danach in 0.05x SSC- Losung gewaschen und abschliefiend mit bidestilliertem Wasser
gespult. Durch Zentrifugieren fir 5 min bei 500 rpm wurden die Chips getrocknet und
anschlief3end am Fluoreszenz-Scanner gescannt.
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Materialien

3.10 Materialien

3.10.1 Chemikalien, L 6sungen, Puffer, Enzyme

Tab. 4 Zusammenstellung der verwendeten Chemikalien, L 6sungen, Puffer und Enzyme mit Angabe der

Bezugsquelle

Chemikalie, L dsung, Puffer, Enzym

Hersteller

allgemein

DEPC-Wasser

DMSO

Ethanol (absolut, 100%)

EDTA (Ethylendinitrotetraessigsaure-Dinatriumsalz Dihydrat)
Natriumacetat

Natriumchlorid

SDS (Natriumdodecylsulfat)

Tris(hydoxylmethyl)-amino-methan (Tris-Base)

AppliChem (Darmstadt, Deutschland) und
Roth (Karlsruhe, Deutschland)

AppliChem (Darmstadt, Deutschland)
AppliChem (Darmstadt, Deutschland)
AppliChem (Darmstadt, Deutschland)
Merck (Darmstadt, Deutschland)
AppliChem (Darmstadt, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)

AppliChem (Darmstadt, Deutschland)

Fir RNA-Isolierung

TRI-Reagent®
Chloroform

I sopropanaol (> 98%)
MTRAP-Total-Kit

DNase |

Molecular Research Center, Inc. (USA)
Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)
Active Motif (Rixensart, Belgien)

Stratagene (Deutschland)

Fir Reverse Transkription

5x- RT-Puffer

dATP, dCTP, dGTP, dTTP (25mM)

Oligo-dT

Random-Hexamere
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rRNasin

M-MLV- oder ImProml 1O - Reverse Transkriptase

Promega (Mannheim, Deutschland)

Promega (Mannheim, Deutschland)

Eur PCR

10x PCR-Puffer

10x NH,-PCR-Puffer
50 mM MgCl,

dNTP-Mix (25 mM each)

BIOTAQO DNA Polymerase
CombizZyme DNA Polymerase Mix
ElongaseO Enzyme Mix
IMMOLASEO DNA Polymerase

Titanium® Tag DNA Polymerase
Taq DNA Polymerase recombinant LC

M13mpl18 —Bakteriophagen-Plasmid-DNA

MBI Fermentas (St.Leon-Roth, Deutschland)
bzw. von den entsprechenden PCR-
Polymerase-Anbietern

Bioline (Luckenwalde, Deutschland)

Bioline (Luckenwalde, Deutschland)

Bioline (Luckenwalde, Deutschland) und
Larova (Teltow, Deutschland)

Bioline (Luckenwal de, Deutschland)
Invitek (Berlin, Deutschland)

Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland)
Bioline (Luckenwalde, Deutschland)
Clontech (Heidelberg, Deutschland)

MBI Fermentas (St.Leon-Rot, Deutschland)

MBI Fermentas (St.Leon-Rot, Deutschland)

Fir One-Step-RT-PCR (Ein-Enzym-System)

10x Puffer
10 mM MnCl,
50 mM MgCl,

dNTP-Mix (25 mM each)

Tth-Polymerase

Promega (Mannheim, Deutschland)
Promega (Mannheim, Deutschland)
Promega (Mannheim, Deutschland)

Bioline (Luckenwalde, Deutschland) oder
Larova

Promega (Mannheim, Deutschland)

Fir Einzelstrang-PCR-Produkte

10xLambda-Exonuklease-Puffer

Lambda-Exonuklease
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Fir Agarosegel -Elektrophor ese

Agarose (low EEO)

6xL adepuffer (Loading Dye Solution)
Ethidiumbromid (powder grade for molecular biology)

MOPS

AppliChem (Darmstadt, Deutschland) oder
Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Fermentas (St.Leon-Roth, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)

AppliChem (Darmstadt, Deutschland) oder
Roth (Karlsruhe, Deutschland)

RNA-Samplepuffer : 5 ml Formamid + 1,75 ml 37% Formaldehyd + 10x MOPS- Elektrophoresepuffer

10x MOPS-Elektrophoresepuffer : 0,2 M MOPS, pH 7; 50 mM NaAc; 5 mM EDTA

50x TAE-Puffer : 2M Tris-Base ; 2 M Essigsdure ; 50 mM EDTA, wél¥rig

DNA-M arker
Hyperladder |
Hyperladder IV

| / EcoRI+Hindlll

Bioline (Luckenwalde, Deutschland)
Bioline (Luckenwalde, Deutschland)

Fermentas (St.Leon-Roth, Deutschland)

Fir Aufreinigung von PCR-Produkten und cDNA

Invisorb Spin PCRapid Kit
Amicond Microcona -PCR- Aufreinigungssaulen
TE-Puffer : 10 mM Tris-HCI, pH 7,5; 1 mM EDTA

Elutionpuffer : 10 mM Tris-HCI, pH 8,5

Invitek (Berlin, Deutschland)

Millipore (Schwalbach, Deutschland)

Fir Oberflachenmodifizierung

APTES (3-Aminopropyl-trietoxysilane)
Avidin (aus Hihnereiweil3)

NaOH (Natriumhydroxid-Plétzchen)
NeutrAvidin

Streptavidin (aus Sreptomyces avidinii)

Wasserstoffperoxid (30%, technisch)
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Fir Kopplung

| socyanatopropyltrietoxysilan Fluka (Selze, Deutschland)
1-Methylimidiazol (> 99%) Fluka (Selze, Deutschland)
EDC (N-(3-Dimethyaminopropyl)-N’-ethyl-carbodiimid) Fluka (Selze, Deutschland)
Bernsteinsaureanhydrid (Succinic anhydrid) Fluka (Selze, Deutschland)

Fir Oberflachenblockldsung

1-methyl-2-pyrrolidinone AppliChem (Darmstadt, Deutschland)
Borsdure AppliChem (Darmstadt, Deutschland)
Bernsteinsdureanhydrid (Succinic anhydrid) Fluka (Selze, Deutschland)

Fir Hybridisierungs- und Waschpuffer

HEPES AppliChem (Darmstadt, Deutschland)
SDS (Natriumdodecylsulfat) Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)

20x SSC-Puffer : 300 mM Natriumcitrat; 3 m NaCl, wassrig, pH 7,4
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3.10.2 Zdllen und Zdllkultur

In dieser Arbeit wurden L929-Zellen und C2C12-Zellen verwendet.

Die C2C12-Zellen im differenzierten und undifferenzierten Zustand wurde freundlicherweise
von Frau Morgenstern und Dr. Pilarcyk vom AMBT-Berlin  (Fraunhofer IBMT) zur
Verfligung gestellt.

Tab. 5 Verwendete Z€lllinien

Zéllinie Beschreibung Besonder heit
C2C12 . .
Myaoblasten aus Mausmuskel zellen Differenzieren nach 5-6 Tagen
zu kontraktilen Myotubes
L929

Maus - Fibroblasten

Tab. 6 Nahrmedien und Zusatzstoffe fir die verwendeten Zelllinien

Medium, Puffer, Zusétze Hersteller
RPMI-Medium (mit 20mM HEPES, ohne NaHCOg3; F Biochrom (Berlin, Deutschland)
1235)

DMEM mit HEPES (Dulbecco’s Modified Eagle's Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)
Medium; D 6171)

Hank’ s Salzlésung (HBSS; L 2035) Biochrom (Berlin, Deutschland)
PBS-Lésung ohne Ca®*, Mg?* (L 1825) Biochrom (Berlin, Deutschland)

FCS (S0115) Biochrom (Berlin, Deutschland)
Gentamycin(-Sulfat) (10mg/ml; A 2712) Biochrom (Berlin, Deutschland)
L-Glutamin (200mM; K 0280) Biochrom (Berlin, Deutschland)
Trypsin/EDTA-L6sung (0,05% / 0,02%; L 2143) Biochrom (Berlin, Deutschland)

3.10.3 Glastrager und kommerzielle Slidesfur Mikroarrays

Tab. 7 Glastrager fur Arrays

Glastréager / Slide Modifizierung Hersteller
Objekttrager Mattrand, 90° geschliffen,76x26 mm, Kalk- Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Natron-Glas
Genetix-Slide silanisiert Genetix (Munchen,
Deutschland)
CreativeChipa -Oligound — Epoxy-Oberflache Eppendorf (Deutschland)
PCR Slide
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3.10.4 Oligonukleotide/ Primer

Unmodifizierte Primer sowie Primer, die fir die Kopplung auf der Oberflache verwendet
wurden, wurden mit den entsprechenden Modifizierungen von der Firma Roth (Karlsruhe,
Deutschland) synthetisiert.

Primer fir On-Chip-Reaktionen wurden mit den Fluoreszenz-Labeln Cy5 oder Cy3 von der
Firma MWG Biotech (Deutschland) oder mit TRITC-Label von der Firma Biotez (Berlin,
Deutschland) synthetisiert.

Fur PCR mit M13-DNA

Als Matrize wurde M13mp18-Plasmid-DNA verwendet.

Tab. 8 Sequenzen der M 13-Primer

Annealingbereich in

Primer Sequenz (5 ® 3') M 13mp18-Sequenz
M 13-for TTT CEC GCT TGG TAT AAT CCC TGG 1173-1196 +/+
M13-rev AAC GGA GAT TTG TAT CAT CGC CTG 1164-1141 +/-
M 13-rev500 ACC AGA AGG AAA CCG AGG AAA CEC 2911-2888 +/-

Der forward-Primer wurde fur die entsprechenden Kopplungsmethoden mit einer
Modifizierung am 5 -Ende versehen : Biotin, C5-Aminolinker, Phosphorylierung.

Tab. 9 M13-PCR-Produkte

For-Primer Rev-Primer PCR-Produktgrdi3e (bp)
M13-for M13-rev 7242
M13-for M 13-rev500 1739
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Fir PCR mit cDNA

Die Auswahl der Primersequenzen richtete sich nach den NCBI-Gendatenbanken (Tab.10).

Tab. 10 Sequenzdaten der mRNA-Sequenzen aus NCBI-Gendatenbank (Stand Oktober 2004)

Gen Acession-Nr. Version-Nr. Gengr 6i3e (gesamte bekannte MRNA-Sequenz)
Chrnal NM_007389 GI1:31542390 1374 bp (4290 bp)
Chrna3 NM_145129 GI:21553070 1515 bp (1783 bp)
Chrnbl NM_009601 G1:24475607 1506 bp (2186 bp)
Chrnd NM_021600 G1:11034814 1563 bp (1961 bp)
Chrne NM_009603 Gl:6752949 1482 bp (1599 bp)
Ckm NM_007710 Gl:6671761 1146 bp (1415 bp)
Myog NM_031189 Gl:13654246 675 bp (1481 bp)
Atp2a2 NM_009722 GI:6806902 2997 bp (3984 bp)

Die forward-Primer (for) sind fir die kovalente EDC-Kopplungsmethode am 5'-Ende
phosphoryliert und enthalten dort zusétzlich einen Spacer aus 6-10 dT-Nukleotiden. Fir die
On-Chip-PCR wurden 5’ -fluoreszenzmarkierte rev-Primer (Cy5-/ Cy3-/ TRITC-Markierung)

eingesetzt.

Fur die PCR wurden Primersequenzen nahe der 5'- Enden (Primerbezeichnung —1-for/rev)
und 3’ - Enden (Primerbezeichnung —2-for/rev) der jeweiligen Gene bzw. mRNA ausgewahlt.

Schema der amplifizierten Sequenzbereiche :

5

3'- polyA-Ende

5'- kurzes-Produkt
(Primerpaar-1)

3'- kurzes-Produkt
(Primerpaar-2)

langes-Produkt
(Primerpaar-1-for + -2-rev)

Abb. 3 PCR-Produktbereiche fir die Amplifizierung von mRNA-Sequenzen
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Tab. 11 Primersequenzen mit Angabe des Annealingbereichesin der mRNA-Sequenz*

Annealingbereich in

Primer Sequenz (5" ® 3) mRNA-Sequenz*
P-CKM-1-for CC CAC AAC AAG TTC AAG CTG AAC TAC AAG 89-117 +/+
CKM-1-rev GGT GAC CAG CCT TCT TGA AGA TCT CCT C 329-303 +/-
P-CKM-2-for AC GAC AAC AAA AGC TTC CTIT GIG TGG GTIG 731-759 +/+
CKM-2-rev TTG AAG ACC GIG TAG GAC TCC TCA TCG 880-853 +/-
P-Myog-1-for AG TTC GGT CCC AAC CCA GGA GAT CAT TTG 576-604 +/+
Myog-1-rev CTG CTA CAG AAG TGA TGG CTT TTG ACA CC 788-760 +/-
P-Myog-2-for AC CGT TTG AGA GAC ATG AGI GCC CTG ACC 1059-1088 +/+
Myog-2-rev AAC AAA AGA AGT CAC CCC AAG ACC CcC C 1367-1340 +/-

P-ChrnA1l-1-for

ChrnAl-1-rev

P-ChrnA1-2-for

GI' ACA TTG CAG AGA CCA TGA AGT CAG ACC

AGA CAG ACC TTC CTC TCT TCC ATC TTT CC

GC CTT TGA ATC ACA AAC ACA TCT GAT CCG

1220-1248 +/+

1471-1443 +/-

3602-3630 +/+

ChrnA1-2-rev ATA CAC CCC AAA ACC CAT TCT CCA CAT CC 3981-3953 +/-
P-ChrnA3-1-for CG ATG TGA CCT ACT TCC CGI' TTG ACT ACC 603-631 +/+
ChrnA3-1-rev AAG GAG ATG AGC AGG CAC GEA ATG ATG AG 890-862 +/-

P-ChrnA3-2-for

AA GAC GCC CCA AAG ACG AGG AAC TTC TAC

1211-1239 +/+

ChrnA3-2-rev CAG ACA GGG ACA ACA CAG CAT CAA CAG AC 1426-1389 +/-
P-ChrnB1-1-for TC ACC TAC TTC CCC TTT GAC TGG CAG AAC 529-553 +/+
ChrnB1-1-rev AAC TTC CTC ATG ATG CCC TTC CTT CCC AC 769-741 +/-

P-ChrnB1-2-for

AG AGA GAC CAA CTC CCT GAA CCA CAT CAC

1165-1189 +/+

ChrnB1-2-rev ATG AAT GIC CAC AGA AAA AGA CGG TCC AC 1491-1463 +/-
P-ChrnD-1-for CT AAG TCT CAC CCT CTC CAA CCT CAT CTC 229-257 +/+
ChrnD-1-rev GCA CAT TGC AGG CAT AAG AAA TCT GEA AC 457-429 +/-
P-ChrnD-2-for CA CCA ACC ACC AAG ATG TCA CCT TCT ACC 753-781 +/+
ChrnD-2-rev TGG AGA TAA GCA GCA GGA AGA CAG ATT GGG 952-923 +/-
P-ChrnE-1-for CA CCC TAA CCA ACC TCA TCT CAC TGA ACG 184-212 +/+
ChrngE-1-rev AAC CAG CTC ACA TAG CCT CCC TCA TAG AC 435-407 +/-
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P-ChrnE-2-for AA GAT TGA CAT TGA CAC GGC AGC TTT TAC 590-618 +/+
Chrng-2-rev TGG CAA CCA CCA TGA CGA ATA TAA GAT AC 965-937 +/-
P-Atpase-1-for CCT TCA GIC CTT TGA TGA GAT CAC AGC 2277-2303 +/+
Atpase-2-for CGA GIT GAA CCT TCC CAC AAG TCT AAG 2239-2265 +/+
Atpase-rev GAA ATG ACT CAG CTG GTA GAA GGA GAC 2826-2800 +/-

* MRNA-Sequenz : Quelle siehe Tab.10

In Tab.12 sind die PCR-Produkte, die entsprechend der Primerkombinationen synthetisiert
werden konnen, aufgelistet.

Tab. 12 Ubersicht der PCR-Produkte aus entsprechenden Primer kombinationen

Abk. in PCR For-Primer Rev-Primer PCR-Produktgroie (bp)
1 P-CKM-2-for CKM-2-rev 150
2 P-CKM-1-for CKM-1-rev 241
C P-CKM-1-for CKM-2-rev 792
3 P-Myog-2-for Myog-2-rev 309
4 P-Myog-1-for Myog-1-rev 213
M P-Myog-1-for Myog-2-rev 792
5 P-ChrnA1-2-for ChrnA1-2-rev 380
6 P-ChrnA1-1-for ChrnAl-1-rev 252
Al P-ChrnA1-1-for ChrnA1-2-rev 2762
7 P-ChrnA3-1-for ChrnA3-1-rev 288
8 P-ChrnA3-2-for ChrnA3-2-rev 216
A3 P-ChrnA3-1-for ChrnA3-2-rev 824
9 P-ChrnB1-1-for ChrnB1-1-rev 241
10 P-ChrnB1-2-for ChrnB1-2-rev 327
Bl P-ChrnB1-1-for ChrnB1-2-rev 963
11 P-ChrnD-1-for ChrnD-1-rev 229
12 P-ChrnD-2-for ChrnD-2-rev 200
D P-ChrnD-1-for ChrnD-2-rev 724
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Abk. in PCR For-Primer Rev-Primer PCR-Produktgr 6i3e (bp)
13 P-ChrnE-1-for ChrnE-1-rev 252
14 P-ChrnE-2-for ChrnE-2-rev 376
E P-ChrnE-1-for ChrnE-2-rev 782
15 P-Atpase-1-for Atpase-rev 550
ATP Atpase-2-for Atpase-rev 588
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4 Ergebnisse

4.1 On —Chip - PCR mit M13-DNA

Zum Nachweis von Gensequenzen aus RNA wurde zuerst die Methode der On-Chip-PCR,
d.h. der Synthese und Amplifikation von DNA-Sequenzen an Oberfléachen-immobilisierten
Oligonukleotiden (Primern) anhand der DNA-Sequenz des M13-Phagengenoms getestet.
Diese DNA ist in der reinen Plasmidform (M13mpl18) kommerziell erhdtlich und die gesamte
Sequenz (7250 bp) leicht mittels PCR amplifizierbar, sodass Verunreinigungen der DNA als
Fehlerquelle ausgeschl ossen werden konnten.

Durch PCR an immobilisierten Primern konnten Ausschnitte (1740 bp) aus dem
Gesamtgenom sowie die gesamte Sequenz (7240 bp) auf der Oberflache amplifiziert werden.

Als freier Primer in Losung wurde nur der fluoreszenz-markierte Gegenstrang-Primer (M 13-
revers) eingesetzt.

Der immobilisierte Primer wurde mittels affiner Bindung oder kovalenter Bindung an die
Oberflache gekoppelt.

411 On-Chip - PCR an affin gekoppelten Primern

Fur eine On-Chip-PCR mit affin gekoppelten Primern wurden Oberflachen getestet, die mit
Streptavidin, Neutravidin oder Avidin beschichtet wurden. Auf diese Oberflachen wurden 5'-
biotinylierte Oligonukleotide gespottet und 24h in einer trockenen Kammer inkubiert. Die
Primersequenz wurde in den Konzentrationen von 100 und 50uM gespottet. Als Negativ-
Kontrolle wurde ein biotinyliertes Oligonukleotid (NK-Oligomer) immobilisiert, das keine
Ubereinstimmung oder Komplementaritdt mit der Sequenz des PCR-Produktes besitzt.
Zusétzlich wurde noch eine Kontrollrethe mit einem bifunktionellen Oligonukleotid (Cy5-
Oligomer), das am 5'-Ende biotinyliert und am 3‘'-Ende Cy5-gelabelt ist, gespottet. Die
Sequenz dieses Oligonukleotids hat ebenfalls keine Sequenzadhnlichkeiten mit dem PCR-
Produkt und dient nur der Lokalisierung des Arrays beim Scannen.

Die Bildaufnahme erfolgte am ArrayWorx-Scanner (Applied Precision, USA) bel den
entsprechenden Emissionswellenléngen der eingesetzten Fluoreszenzmarkierungen (595 nm -
Kanal fur Cy3 und TRITC, 682 nm — Kanal fur Cy5).

Fur eine PCR-Reaktion an Oberflachen-immobilisierten Primern muss die Oberflache
hitzebestéandig sein, um das sich wiederholende Denaturieren der Matrizenmolekile zu
gewdhrleisten. Diesen Anspruch konnte am besten die Streptavidin-beschichtete Oberflache

39



Xenia Marschan Ergebnisse On-Chip-PCR mit M13-DNA

erfullen (Abb.4). Bei Avidin- und Neutravidinoberflachen konnten keine synthetisierten PCR-
Produkte detektiert werden bzw. waren die Ergebnisse nicht jederzeit reproduzierbar.
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Abb. 4 On-Chip-PCR mittels Biotin-Streptavidin-K opplung und Cy5-Primer

oben ArrayWorx-Bild bei 682 nm

NK - Negativ-Kontroll-Array (Cycling mit H,0); PCR - Array mit PCR-Reaktion

unten links Arrayanordnung auf Chip; unten rechts Arrayzusammensetzung

Die Oligonukleotide wurden mit dem Nanoplotter im Abstand von 500 um auf die Chipoberflache gespottet.
Jedes Array wurde mit einem 25ul-PCR-Rahmen versiegelt und einem Temperaturzyklusprogramm unterzogen
(siehe auch Methodenteil). Cy5-Oligomer — Cy5-Kontroll-Oligonukleotid ; NK-Oligomer — Negativ-
Kontrolloligonukleotid

Der Chip von Abb.4 zeigt die erfolgreiche On-Chip-PCR (rechtes Array), die mit der
TitaniumO -Tag-DNA-Polymerase (Clontech) durchgefiinrt wurde. Da die Negativkontroll-
Reihe kein Signal beim Scannen zeigt, konnen die PCR-Spots als Falschpositive
ausgeschlossen werden. Auf das linke Array wurde nur Wasser im Cycling-Programm
mitgefuhrt, um die Stabilitét der Biotin-Streptavidin-Kopplung zu Uberprifen.

Diese On-Chip-PCR wurde noch mit anderen Polymerasen, z.B. Elongase-Enzymmix
(Invitrogen) und Tag-DNA-Polymerase LC (Fermentas) getestet. Das Ergebnis ergab, dass
auch andere Polymerasen verwendet werden kénnen. Jedoch waren bei der Verwendung von
einfachen Tag-DNA-Polymerasen die Signale schwécher.
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In Abb.5 ist das Ergebnis einer On — Chip — PCR mit dem Elongase-Enzymmix zu sehen.

@000O0
@000O0
@000O0
@0000
@0000

Negativ-Oligomer
Primer (M13-for)
50 uM

Cy5-Oligomer

Abb. 5 On-Chip-PCR mit Streptavidin-Biotin-K opplung und Elongase

links ArrayWorxbild bel 682 nm ; rechts Arrayzusammensetzung

Die biotinylierten Primer (M13-for) wurden fir diese PCR am Probot im Abstand von 1mm getropft. Als
Gegenprimer wurde der Cy5-markierte M13-rev eingesetzt. Die Cy5-markierten PCR-Produkte auf der
Oberflache wurden bei 682 nm am ArrayWorx detekiert.

Cy5-Oligomer — Cy5-Kontroll-Oligonukleotid ; NK-Oligomer — Negativ-Kontrolloligonukleotid

4.1.2 On-Chip - PCR an kovalent gekoppelten Primern

Fur die Versuche mit kovalent gekoppelten Primern wurden neben der EDC-Methode mit
phosphorylierten Primern auch aminierte und ,silanisierende® Primer auf geeigneten
entsprechenden Oberflachen fir die Verwendbarkeit der On-Chip-PCR getestet.

4.1.2.1 Chip-PCR mit kovalent gebundenen silanisierenden Primern

Die Methode der Kopplung Uber silanisierende Primer erfolgte in abgewandelter Form nach
dem Protokoll von Kumar et al. (2000). Hierzu werden 5 -amino-modifizierte Primer auf
einer silanisierten oder NaOH-aktivierten Oberflache immobilisiert. Die Primer selbst werden
mit einem Isocyano-Silan in Verbindung gebracht, sodass diese nach dem Spotten schon im
Tropfen auf der Oberflache silanisieren. Zum Spotten ist die silanisierte Oberflache besser
geeignet, da diese hydrophober as die NaOH-aktivierte Oberflache ist. Prinzipiell
funktioniert aber auch die NaOH-Oberflache.

Die Chips wurden nach dem Tropfen mit dem Probot (6x6 Array mit einem Tropfenabstand
von 1mm und einem Tropfvolumen von 10-30 nl) 48 h in einer feuchten Kammer zum
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Immobilisieren gelagert. Nach dem Immobilisieren wurden die Chips erst mit TE-Puffer
gespult und dann zur PCR verwendet.

Die Ergebnisse aus Vorversuchen zeigten, dass diese Immobilisierungsmethode den PCR-
Bedingungen standh@lt und konnte daraufhin fir On-Chip-PCR-Experimente eingesetzt
werden.

Zur PCR-Reaktionslésung wurden unmodifizierte M13 revers-Primer as freie Primer
beigefugt.

Nach der PCR wurden die Chips mit TE-Puffer und destilliertem Wasser gespllt. Die PCR-
Produkte auf der Oberflache konnten nun mit der geeigneten Detektionsmethode sichtbar
gemacht werden.

Dazu wurde das Array mit einem DNA-Farbstoff gefarbt. Fir diese indirekte
Nachweismethode wurden die DNA-Farbstoffe PicoGreen, SybrGreenl und Yoyol
verwendet. Alle Farbstoffe wurden genau entsprechend den Herstellerangaben verdinnt und
eingesetzt. Die Anfarbungen mit PicoGreen und SybrGreen erbrachten jedoch keine zufrieden
stellende Resultate, da neben den doppelstréngigen DNA-Molekilen auch einzelstréangige
Oligonukleotide in kaum zu unterscheidender Intensitét gefarbt wurden. Somit war die
Wahrscheinlichkeit von falschpositiven Signalen sehr hoch und diese DNA-Farbstoffe
wurden fir eine eindeutige Resultataussage in weiteren Experimenten als ungeeignet
ausgeschlossen. Dagegen konnte in Vorversuchen mit Y oyol beobachtet werden, dass dieser
Farbstoff doppelstrangige DNA-Molekiile bevorzugt anféarbt, Einzelstrange dagegen nur sehr
schwach. Die Auswertung erfolgte am Laserscanmikroskop (LSM). In Abb.6A ist deutlich zu
erkennen, dass nur die M13-PCR-Tropfen gefarbt wurden und nicht das einzelstrangige
Negativ-Oligomer. Anschlief3end wurde eine zum Negativ-Oligomer komplementére TRITC-
modifizierte Oligonukleotid-Probe auf den Chip gegeben und 15 min hybridisiert. Nach
Spulen in TE-Puffer und destilliertem Wasser wurde der Chip ein weiteres Ma am LSM
ausgewertet. Neben den schon angefarbten PCR-Produkten ist nun auch das Negativ-
Oligomer sichtbar (Abb.6B).
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A

Spotting-Muster (Probot) :

Q0O ® ® @® | \Vi3-forward-Primer
. . . . . . Negativ-Oligomer
. . . . . . M13-forward-Primer
QO O®® ® @® | i3forward-Primer
QOO O® @® @® | \evativ-Oligomer
QO O®O®® @®  Vizforward-Primer

Abb. 6 LSM-Bild der On-Chip-PCR mit silansierenden Primern

A Anférbung der PCR-Produkte mit Yoyol: Die griin geférbten Spots des LSM-Aufnahme (Pfeile) stellen die
mit Y oyol-geférbten On-Chip-PCR- Produkte dar. Immobilisiert wurden M13-forward-Primer, die wéhrend der
PCR mit Hilfe von M13-DNA als Matrize verléngert wurden.

B Wiederholung des Experiments A mit zusétzlicher Hybridisierung eines TRITC-markierten Oligonukleotids
an das immobilisierte komplementére Negativ-Oligomer (Pfeile). Das Bild zeigt die LSM-Aufnahme des
Simultanscans fur Y oyol und den TRITC-Farbstoff.

Beide Aufnahmen sind in Falschfarben zur besseren Verdeutlichung dargestellt.

Als weitere Uberprifung wurde an dem immobilisierten und amplifizierten M13_forward-
Strang eine FAM-markierte Sonde hybridisiert. Die zur Sonde komplementére Sequenz
befindet sich am Ende des synthetisierten PCR-Produktes und ist nicht komplementar zur
immobilisierten Primersequenz, damit ein falschpositives Ergebnis durch Hybridisierung am
gekoppelten Primer ausgeschlossen werden konnte. Dazu wurde der Chip 10 min in 90°C-
warmes Wasser getaucht, um die Doppelstrange aufzuschmelzen bzw. den nicht
immobilisierten revers-Strang abzuschmelzen. Anschliefiend wurde die Sonde an den
M13 forward-Strang hybridisiert, wodurch die dementsprechenden Spots im LSM sichtbar
waren (Abbildung hier nicht gezeigt).
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4.1.2.2 On-Chip-PCR auf Epoxy-Oberflachen

Epoxy-Oberflachen eignen sich besonders fur die Kopplung von amino-modifizierten
Molekilen. Bel anderer Behandlung der Chips nach dem Spotten (Backen bei 120°C / 30min)
kénnen auch unmodifizierte Oligonukleotide oder PCR-Produkte immobilisiert werden.

Die Firma Eppendorf bot bis 2002 Epoxy-beschichtete Chips als Eppendorf Creative Chipsa
in Form von , Oligo-Slides* sowie auch ,,PCR-Slides* zum Spotten von Oligonukleotiden
bzw. PCR-Produkten an. Der Unterschied zwischen diesen beiden Chip-Typen besteht in der
raumlichen Struktur der Epoxybeschichtung, die bei den , Oligo-Slides* dreidimensional und
bei den,,PCR-Slides* zweidimensional ist.

Im hier gezeigten Versuch wurden 5-amino-modifizierte Primer (M13_forward) auf die
Epoxy-Oberflache gekoppelt.

In der On-Chip-PCR wurden 5'- Cy5- oder TRITC- gelabelte M13_revers-Primer eingesetzt
und die Synthese mit dem Elongase-Enzymmix durchgefuhrt.

In Abb.7 ist das Ergebnis der ArrayWorx-Auswertung mit TRITC-PCR-Produkten zu sehen.

CySK + TRITG-PCR TRITC-PCR-Produkt @O0O000O0
o @e s o o0 o ? Q00000
222 @O00000O
It ¢ @O00000O
o @0O000O
' @0O000O
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Abb. 7 On-Chip-PCR auf Epoxy-Oberflachen

Die Detektion erfolgte am ArrayWorx-Scanner bei 595 nm fir die TRITC—PCR—Produkte bzw. zusétzlich bei
682 nm fir das Cy5—Kontroll-Oligomer. links Simultanscan bei 595nm und 682nm; mitte PCR-Array mit
TRITC-PCR-Produkten, gescannt bei 595nm; rechts Arrayschema (gespottet am Nanoplotter) auf Eppendorf
Creative Chipsa

Cy5-Oligomer (Cy5K) — Cy5-Kontroll-Oligonukleotid ; NK-Oligomer — Negativ-Kontrolloligonukleotid
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4.1.3 Konzentrationsgrenze des gespotteten Primers

Fur diese Versuche wurden Primer in einer Konzentration von 5 pM bis 100 puM Uber zwei
verschiedene Kopplungsmethoden - EDC-Kopplung auf silanisierter Oberflache und 5'-
aminierte Primer auf Epoxy-Oberflache - immobilisiert.

In Abb.8 ist das Ergebnis der On-Chip-PCR an EDC-gekoppelten Primern zu sehen. Die
phosphorylierten Primer wurden dazu in den Konzentrationen von 10 bis 100 pM gespottet.
Fur ale Konzentrationen waren PCR-Produkte nachzuweisen. Die Auswertung der
Fluoreszenzdaten ergibt eine leichte Abnahme der Fluoreszenzintensitéten sowie der
Kontrastwerte. Bei der geringsten Primerkonzentration von 10uM liegt der Kontrastwert noch
Uber 50% und die entsprechende Spots sind somit im eindeutig detektierbaren Bereich.

A
100pM  75uM  50uM  25pM  10uM
B
100% -
80% - T
. T Il T
g 60% - L T T
5 I
S 40% -
20% -|
0%
100uM 75uM 50puM 25uM 10uM

gespottete Primerkonzentration

Abb. 8 On-Chip-PCR an EDC-gekoppelten Primern unter schiedlicher Spottingkonzentrationen

Auf einer silanisierten Glasoberflédche wurden 5'-phosphorylierte Primer (M13-for) in einer Konzentrationsreihe
von 100 bis 10uM gespottet und kovalent Uber die EDC-Methode gekoppelt. Die On-Chip-PCR erfolgte mit
M13-DNA als Matrize und einem Cy5-Gegenstrangprimer (M13-rev). Die Fluoreszenzdaten wurden Uber die
ImaGeneQ -Software ausgewertet. Pro Primerkonzentration wurden 10 Spots ausgewertet.

A Scanbild (ArrayWorx) bei 682 nm

B Auswertung der Kontrastwerte
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Der Vergleich der zwel verschiedenen Kopplungsmethoden (EDC-Kopplung und Kopplung
aminierter Primer auf Epoxy-Oberflachen) ist in Abb.9 préasentiert. Wie dieses Ergebnis zeigt,
konnen unabhangig von der Kopplungsmethode Amplifikationsprodukte bis 10 pM
gespottetem Primer detektiert werden. Unter 10 uM liegt die Detektionsgrenze.

Eine Primerkonzentration von 30-50 uM ist ausreichend fir ein eindeutig detektierbares
Ergebnis und wurde deshalb in alen weiteren Versuchen verwendet.

Silanisierter Slide Epoxy , PCR-Slide" Epoxy , Oligo-Slide

c000 @
- 00000

Negativ-Oligomer

Primer (M13-for)

Abb. 9 Vergleich der EDC-Kopplung mit Kopplung auf Epoxy-Oberflachen anhand der On-Chip-PCR an
unterschiedlich konzentrierten gekoppelten Primern

Die Immobilisierung der 5-50 uM gespotteten Primer erfolgte Uber EDC-Kopplung auf einer silanisierten
Glasoberflache (linkes Bild) oder Uber Bindung von aminierten Primern auf Epoxy-beschichteten
Glasoberflachen (mittleres und rechtes Bild: Eppendorf Creative PCR Slided bzw. Eppendorf Creative Oligo
Slide). Zusétzlich zu den PCR-Primern wurden Negativ-Kontroll-Oligonuklectide ebenfals in 5-50uM
Konzentrationsrei he sowie eine Cy5-gelabelte Immabilisierungskontrolle (Cy5K) gespottet. Das Spotten erfolgte
am TopSpot.

Bei beiden Kopplungsmethoden liegt die Detektionsgrenze bei 10uM gespotteter Primerkonzentration.
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In Abb.10 sind die Kontrastwerte fir die zwei verschiedenen Epoxy-Oberflachen im
Vergleich dargestellt. Mit hdherer gespotteter Primerkonzentration steigen die Werte bei der
zweidimensionalen Oberflache (,, PCR-Chip*), wahrend bel der dreidimensionalen Oberflache
(,Oligo-Chip*) die Werte gleich bleiben.

100% +

80% ~

——

60% - ‘:I:‘ O0Oligo-Chip
@O PCR-Chip

Kontrast

40% -

20% -
| e IHW |

5uM 10uM 20uM 30uM 50uM NK Cy5K 20uM
gespottete Primerkonzentration

Abb. 10 Vergleich der Kontrastwerte fur die On-Chip-PCR auf Epoxy-Oberflachen mit gekoppelten
Primer n unter schiedlicher Spottingkonzentrationen

Auf einer Epoxy-Oberflache mit zwei (,PCR-Chip“)- und dreidimensionaler (,Oligo-Chip*)- Beschichtung
wurden 5" -aminierte Primer (M13-for) in einer Konzentrationsreihe von 5 bis 50uM gespottet (siehe Abb.9). Die
On-Chip-PCR erfolgte mit M13-DNA as Matrize und einem Cy5-Gegenstrangprimer (M13-rev). Die

Fluoreszenzdaten wurden tiber die ImaGeneO -Software ausgewertet. Pro Primerkonzentration wurden 8 Spots
ausgewertet.
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4.1.4 Zusammenfassung der Ergebnisse der On-Chip-PCR mit M13-DNA

Bel der On-Chip-PCR mit M13-DNA as Matrize konnten PCR-Produkte von 1740 bp und
7250 bp, was dem gesamten M13-Phagengenom entspricht, an immobilisierten Primern
generiert werden. Somit ist es moglich, DNA-Sequenzen verschiedener Grofien an
immobiliserten Primern zu amplifizieren. Ein weiteres Ergebnis aus unserer Arbeitsgruppe
zeigte, dass eine Amplifizierung bis zu 16,5 kb moglich ist (Nickisch-Rosenegk, Marschan et
al. 2005).

Dabel konnen unterschiedliche Polymerasen sowie unterschiedliche Chipoberflachen mit
dementsprechenden K opplungsmethoden verwendet werden.

Eine ausreichende Primerkonzentration zum Immobilisieren fur nachfolgende Festphasen-
PCR ist ab 10 uM gegeben. Eine optimale Konzentration unter Berlicksichtigung von
moglichen verminderten Kopplungsreaktionen liegt im Bereich von 30 -50 uM.

Zur Detektion der PCR-Produkte wurden zwei verschiedene Methoden verwendet. Erstens
das Anférben der Spots mit DNA-Farbstoffen wie PicoGreen, SybrGreen | oder Yoyol. Bis
auf Yoyol konnten die PCR-Spots jedoch nicht im reproduzierbaren Mald eindeutig
identifiziert werden. Deshalb wurde in weiteren Versuchen die zweite Methode des
spezifischen Nachweises der PCR-Produkte auf der Oberflache durch Verwenden von
fluoreszenz-markierten Primern bevorzugt. Die PCR-Synthese mit gelabelten Primern erlaubt
eine einfache und spezifische Detektion. Dabei konnte gezeigt werden, dass Cy5-, Cy3- und
TRITC-Farbstoff-Label anwendbar sind.
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4.2 On —Chip — PCR mit cDNA

Das Vorhandensein von bestimmten Genen in Zellen wird Ublicherweise Uber den Nachwels
der entsprechenden mMRNA mittels Northern Blots oder auch in zunehmenden MalRe Uber
Mikroarrays (cDNA- oder Oligonukleotidarrays) bestimmt. Nachteil dieser Methoden ist, dass
eine grofl3e Menge an Ausgangsmaterial, der RNA, bereitstehen oder diese erst in mehreren
Schritten vermehrt werden muss (Wendisch et al. 2001, Dudley et a. 2002, Klur et al. 2003).
In dieser Arbeit sollte versucht werden, ob diese Fragestellung auch mit anderen bzw.
abgewandelten Methoden gel 6st werden kann.

Eine Moglichkeit dazu bietet die On-Chip-PCR, bel der verschiedene Gensequenzen aus
cDNA nachgewiesen werden sollten.

Im nachfolgenden sind die Ergebnisse von der RNA-Isolierung aus Zellen bis zur Detektion
der Genseguenzen auf einer Oberflache mittels On-Chip-PCR dargestellt.

4.2.1 Uberprifen der RNA- I solierung im Agar osegel

Nach der RNA-Isolierung aus Zellen wurde diese photometrisch und elektrophoretisch auf
ihre Reinheit und Degradierung tberprft.

Im Photometer kann neben der Konzentrationsbestimmung bei 260 nm auch die Reinheit tber
den Quotienten der Messung bel 260nm / 280nm bestimmt werden. Alle isolierten RNAS
wiesen einen Wert von 1,8-1,9 auf, was einem hohen Reinheitsgrad entspricht.

Des weiteren wurde im 1%igem Agarosegel die RNA auf mogliche Degradierung tberpruift.
Bel einer unversehrten RNA sind die ribosomalen RNASs der 28S- und 18S- Partikel sowie oft
auch niedermolekulare RNAs als deutlich getrennte Banden zu identifizieren. In Abb.11 ist
die elektrophoretische Auswertung einer total-RNA-Isolierung aus undifferenzierten (U) und
differenzierten (D) C2C12-Zellen zu sehen.

M U D

Abb. 11 Gelelektrophorese der RNA aus C2C12-Zellen

Das Elektrophoresebild zeigt die typischen Banden, die nach
einer sauberen RNA-Isolierung entstehen (zwei hochmolekulare
Banden fir die 28S- und 18S- rRNA sowie oft auch eine
niedermolekulare Bande fur kleine rRNAs. Die RNA ist
demzufolge noch im intakten Zustand.

- - M — DNA-Marker | /EcoRI+HindllI
185 rRNA U — RNA aus undifferenzierten C2C12-Zellen
- - - D — RNA aus differenzierten C2C12-Zellen

small
rRNAs
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4.2.2 RT-PCRin der FlUssigphase

4.2.2.1 Amplifikation von Fragmenten aus ver schiedenen Genen

Bevor der Nachweis der mRNA fir die jeweiligen Gene mittels On-Chip-PCR erfolgen
konnte, musste erst sichergestellt werden, dass die Sequenzausschnitte im normalen
Flissigphasen-RT-PCR-Experiment detektierbar sind.

Eine RT-PCR kann als One-Step- oder als Two-Step-Reaktion durchgefihrt werden. Bei der
Two-Step-Reaktion wird die Umschreibung der mRNA und anschlief3ende PCR-Reaktion in
zwel separaten Reaktionsansétzen durchgefiihrt. Bei der One-Step-Reaktion kdnnen beide
Schritte in einem Reaktionsansatz realisiert werden.

Fur den Nachweis aller Gensequenzen wurde eine Two-Step—RT-PCR im Reaktionsgefald
durchgefinhrt.

Die Primer wurden so gewahlt, dass sie eine Sequenz im Anfangsbereiches des Gens, d.h. in
Nahe des Startcodons sowie eine Sequenz im Endbereich des Genes bzw. am 3'-Ende des
jeweiligen mRNA-Transkriptes amplifizierten. Durch Kombination des forward-Primers aus
dem Anfangsbereich mit dem reversPrimer aus dem Endbereich kann auch ein langes
Fragment amplifiziert werden, dass die gewahlten Anfangs- und Endsequenzen umfasst.

Die Primer sind fur folgende Gene spezifisch : Chrnal, Chrnbl, Chrnd und Chrne as
Reprasentanten des Acetylcholinrezeptors in Muskelzellen; Chrna3 — eine Untereinheit des
neuronalen nicotinic AChR ; Ckm — die Muskel-Creatinkinase , Myog - Myogenin sowie die
Atpase Atp2a2.

Als Matrizen wurden cDNA-Isolierungen aus sowohl undifferenzierten wie auch
differenzierten C2C12-Zellen sowie L929-Zellen zum Vergleich eingesetzt.

In Abb.12 sind die Agarosegel auswertungen dieser RT-PCRs gezeigt.

Die kurzen PCR-Produkte sind nummeriert. Das entsprechende lange PCR-Produkt umspannt
die beiden kurzen Sequenzbereiche und ist mit dem jeweiligen Anfangsbuchstaben des
Gennamens bezeichnet.
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Schema der amplifizierten Sequenzbereiche :

5 mRNA 3'- polyA-Ende

5'- kurzes-Produkt 3'- kurzes-Produkt

langes-Produkt

C2C12-Diff

MIV 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 ATP MIV

C2C12-undiff

MV 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 ATP MIV
bp
1000
500
200

MV 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 ATP MIV
bp
(21000

200

Abb. 12 RT-PCR mit cDNA ausdifferenzierten, undifferenzierten C2C12-Zellen und L929-Z¢€llen

oben : Schema des Sequenzbereiches, der jeweils amplifziert wurde ; unten : Agarosegelbilder der PCRs
PCR-Produktbezeichnungen: Nummerierung = kurzes PCR-Produkt aus Anfangs- und Endbereich der
jeweiligen mRNA-Sequenz ; Buchstabe = langes PCR-Produkt, das Anfangs- und Endbereich der mRNA-
Sequenz einschliefdt :

1,2,C-Ckm; 3,4,M —Myog, ; 5,6, A1 —Chrnal ; 7, 8, A3—-Chrna3; 9, 10, B1 — Chrnbl ; 11, 12, D — Chrnd
13, 14, E—-Chrne; 15, ATP -Atp2a2

MIV — DNA-Marker 1V (Bioline)
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Bei Verwendung von cDNA aus differenzierten C2C12-Zellen als Matrizenmaterial waren die
Sequenzbereiche aus dem Creatinkinase (Ckm)-, Myogenin (Myog)-, Atp2a2 (ATP)- Gen
sowie den Acetylcholinrezeptorgenen Chrnal und Chrnbl gut amplifizierbar. Schwach
amplifizierbar ist das Acetylcholinrezeptorgen Chrne und kein detektierbares Signal im
Agarosegel ergab das Acetylcholinrezeptorgen Chrna3. Die Amplifikation der langen
Fragmente erfolgte nicht unter optimalen Bedingungen, da beim Primerdesign nur
Primersequenzen fur die kurzen Fragmente berticksichtigt wurden. Mit Ausnahme der
Chrnal- und Chrna3- Gensegquenzen konnten dennoch lange Fragmente synthetisiert werden.

Der Vergleich der PCRs mit cDNA-Matrizen aus undifferenzierten C2C12-Zellen zeigt, dass
die einzelnen Fragmente schwécher oder scheinbar gar nicht amplifiziert werden. Nur die
Sequenzbereiche aus dem Myogenin (Myog), Atp2a2 (ATP)- und Acetylcholinrezeptorgenen
Chrnal und Chrnbl1 werden deutlich synthetisiert.

Der unterschiedliche Differenzierungszustand der C2C12-Zellen kann somit anhand einzelner
Gene mittels PCR festgestellt werden.

Bel den PCRs mit cDNA-Matrizen aus L929-Zellen konnten nur das Atp2a2-Gen und etwas
schwécher die kurzen Chrnbl-Gensequenzbereiche amplifiziert werden. Auffalig bel den
anderen PCR-Reaktionen ist die Bildung von unspezifischen Produkten.

In Tab.13 sind die Ergebnisse der RT-PCR nochmals zusammengefasst.

Tab. 13 Ergebnisse der RT-PCRs mit ver schiedenen cDNA-Matrizen

Herkunft der cONA-Matrize

(Zelltyp) / C2C12-Diff C2C12-undiff L929
Gen (PCR-Fragment)

Chrnal ++ ++ -
Chrna3 - - -
Chrnbl ++ + +
Chrnd + +/- -
Chrne + - -
Ckm ++ +- -
Myog ++ + -
Atp2a2 ++ ++ ++

Amplifizierbarkeit: ++ sehr gut, + gut, +/- schwach, - kein Amplifikationssignal
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Wiein Tab.13 gezeigt, liegen bel allen cDNA-Matrizen das Chrnbl- und das Atp2a2- Gen in
einer gut amplifizierbaren Form vor. Die Sequenzen aus der a3 (Chrna3)- Untereinheit
konnten bei keiner Matrize amplifiziert werden. Dieses Ergebnis wurde erwartet, da die
Chrna3-Untereinheit nur im neuronalen Rezeptortyp vorkommt, der hier jedoch nicht vorlag.
Deutliche Unterschiede zwischen C2C12- und L929- Zellen zeigen die PCR-Produkte fur die
Gene Chrnal und Chrnd. Innerhalb der C2C12-Zellen ist hinsichtlich ihres
Differenzierungszustandes ein deutlicher Unterschied nur beim Chrnd- und vor allem beim
Chrne- Gen zu bemerken, da dieses nur bei den differenzierten Zellen identifiziert werden
konnte.

Die RT-PCR bietet somit eine Moglichkeit, zwischen verschiedenen Zelltypen diskriminieren
zu koénnen und sogar eine Aussage Uber den Differenzierungszustand zu treffen.
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4.2.2.2 PCR mit unterschiedlichen M atrizenkonzentr ationen

Fir einzelne Fragmente wurde die PCR mit abnehmenden Matrizenkonzentrationen
durchgefuhrt. Uber asymmetrische PCR oder Lambda-Exonuklease-Verdau wurden
einzelstrangige Matrizen fir die entsprechenden PCR-Produkte (Genfragmente) hergestellt.
Nach  Aufreinigung der jewelligen enzelstrdngigen Matrize wurde ene
Standardkonzentration von 50 ng/pl eingestellt. Diese Standardkonzentration wurde fir die
einzelnen PCR-Reaktionen von 1:10 bis 1:10% verdiinnt und al's M atrizenmenge eingesetzt.

bp
1000
Ckm
241bp-
Fragment

500

300
200

bp
1000
Chrnal

380bp-
Fragment

500

300
200

bp
1000
Chrnb1l
327bp-
Fragment

500

300
200

Abb. 13 PCR mit abnehmenden M atrizenkonzentr ationen

Die Standardkonzentration der einzelstrangigen Matrize betrug 50ng und wurde in den Verdiinnungsstufen von
1:10 bis 1:10" in der PCR eingesetzt. Die Amplifikation einzelner Genfragmente ist bis zu einer Konzentration
von 50fg nachweisbar. Beispielhaft sind hier die Ergebnisse der Agarosegelauswertungen fir die PCR-
Resktionen der Fragmente aus den Genen Creatinkinase (Ckm), Acetylcholinrezeptor-Untereinheit Alphal
(Chrnal) und Acetylcholinrezeptor-Untereinheit Betal (Chrnbl) dargestellt.

In Abb.13 sind beispielhaft die Agarosegelauswertungen der PCR-Reaktionen mit
abnehmenden Matrizenkonzentrationen fir Sequenzen aus den Ckm-, Chrnal- und Chrnbl-
Genen dargestellt. Wie diese Abbildung zeigt, ergibt die PCR bis zu einer Verdinnung der
Matrize von 1:10° (entspricht 50* 10 ng = 50 fg) noch positive Signale im Elektrophoresegel.
Bel den PCR-Produkten aus den Myog-, Ckm- und Atp2a2- Genen ist eine nachweisbare
Amplifikation von nur 50*10™ fg (entspricht 5 Attogramm bzw. 3 Molekiilen bei bp=300)
noch moglich.
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4.2.3 Hybridisierung der PCR-Produkte an immobilisierten Sonden

Bevor die RT-PCR an immobilisierten Primern versucht wurde, musste die Spezifitét der
immobilisierten Oligonukleotide (Primer) sowie auch der PCR-Produkte getestet werden.
Dazu wurden Hybridisierungsexperimente durchgefihrt, wobei die gekoppelten Primer (for-
Primer) die Funktion von spezifischen Sonden erfillten.

Durch Einbau von fluoreszenz-markierten Primern (rev-Primer) wurden Cy5- oder Cy3-
gelabelte PCR-Produkte synthetisiert. Zum Hybridisieren wurden die gelabelten
einzelstrangigen PCR-Produkte eingesetzt. Die PCR-Produkte wurden durch Lambda-
Exonuklease-Verdau einzelstrangig gemacht. Alternativ konnten Einzelstrange auch durch
asymmetrische PCR generiert werden.

Das Ergebnis von Abb.14 zeigt, dass adle PCR-Produkte spezifisch an ihren Sonden

hybridisierten. Ausgehend von diesem Resultat konnte ein On-Chip-PCR-System aufgebaut
werden, dessen Ergebnisse in den nachfolgenden Kapiteln erléautert werden.

Cy5 - Myog Cy5 — Atp2a2 Myog + Al +Atp2a2

Cy6K Cy5K Cy5K Cy6K

M ™ v M
M M v M
B1 B1 B1 B1
B1 B1 Bl Bi
Al A1 A1 Al
Al A1 A1 A1 Cy3 — Chrnbl Cy3 - Chrnd
D D D D
D D D D

ATP ATP ATP ATP
ATP ATP ATP ATP

Cy5K Cy5K Cy5K Cy5K

Arrayschema

Abb. 14 Hybridisierung von einzelstr &ngigen PCR-Produkten

links : Arrayschema (M — Myog (Cy5), ; Al - Chrnal (Cy5) ; B1 — Chrnbl (Cy3) ; D — Chrnd (Cy3); ATP -
Atp2a2 (Cy5) ; Cy5K — Cy5-Immobilisierungskontrolle)

rechts : Scanaufnahmen der Hybridisierungen. Es wurden jeweils 100ng ssDNA hybridisiert.

Die Scans wurden am ArrayWorx bel 682nm fir Cy5 und 595nm fir Cy3 aufgenommen.

Die Aufnahmen sind hier im Graustufen- sowie Falschfarbenbild (bel Parallel-Scans) dargestellt (Cy5 = rot, Cy3

= grln).
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4.2.4 On-Chip-RT-PCR

4.2.4.1 Singleplex —-On Chip- RT- PCR

Nach erfolgreicher Two-Step-RT-PCR al's Flussigphasenreaktion wurden diese Reaktionen an
immobilisierten Primern auf der Chipoberflache durchgefihrt. Als Auswahl wurden die
Genfragmente Atp2a2, Myog, Ckm, Chrnal, Chrnbl und Chrnd auf der Oberflache
synthetisiert. Als Matrize wurde cDNA abstammend von differenzierten C2C12-Zellen
eingesetzt. Das Gesamt-Array wurde so gestaltet, dass es 2 bis 4 identische Klein-Arrays
enthalt. Dadurch konnen Inhomogenitdten auf der Oberflache bei der Auswertung
berlicksichtigt und gleichzeitig eine Statistik der Reproduzierbarkeit von Signalen erstellt
werden.

In Abb.15 ist die Scan-Auswertung der einzelnen On-Chip-PCRs mit cDNA aus
differenzierten C2C12-Zellen abgebildet. Die Kopplung der immobilisierten (forward)-Primer
sowie der Kontroll-Oligonukleotide auf der Oberflache erfolgte Gber die EDC-Methode. Die
eingesetzten freien Gegenstrang (revers)-Primer waren am 5'-Ende Cy5- oder Cy3-markiert.
Zusétzlich zum markierten Primer wurde in geringerer Konzentration noch jeweils der
forward-Primer als freier Primer zur Reaktion zugegeben. Dadurch konnte zunéchst eine
Flissigphasen-Reaktion starten, die dann als Starthilfe fir die Festphasen-Reaktion diente.
Fur das Ergebnis war es unerheblich, welche Primerpaarung (Abb.3, S.35) eingesetzt wurde.
Beide kurzen Fragmente sowie auch das lange Fragment ergaben positive Spotsignale be der
On-Chip-PCR.

Fir eine gut detektierbare Reaktion wurden die einzelnen Reaktionen optimiert. Dies konnte
durch Konzentrationsverhatnisse der freien Primer in Ldsung, Erhéhen der Magnesiumionen-
Konzentration sowie Zugabe von DMSO erreicht werden. Die einzelnen Optimierungen
werden im néchsten Kapitel erlautert.

Die Signal-Hintergrundverhéltnisse konnten in weiteren Experimenten durch Einsatz von
geeigneten Block- und Waschldsungen verbessert werden.
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Ergebnisse

On-Chip-PCR mit cDNA

Cy5-Myog-
PCR-Produkt

Cy3-Chrnd-
PCR-Produkt

Cy5-Chrnal-
PCR-Produkt

Abb. 15 On-Chip-PCR mit cDNA

Cy3-Chrnb1-
PCR-Produkt

Cy5-Atp2a2-
PCR-Produkt

Cy5K Cy5K Cy5K Cy5K Cy5K Cy5K Cy5K Cy5K

M

M
M
M

E R e——

M

M
M
M

M M

M M
M M
M M

N R
ATP ATP ATP ATP
ATP ATP ATP ATP
ATP ATP ATP ATP
ATP ATP ATP ATP
B [

Die PCR erfolgte als Two-Step- RT-PCR mit cDNA aus differenzierten C2C12-Zellen als Matrize. Die PCR-
Produkte wurden durch Extension Cy5- bzw. Cy3- markierter Primer an der Oberfléche synthetisiert.
Die Scans fur Cy5-Produkte und das Cy5-Kontroll-Oligonukleotid wurden bei 682 nm, fir Cy3-Produkte bei

595 nm am ArrayWorx-Scanner aufgenommen.

Bezeichnungen im Arrayschema:

M —Myog, B1 —Chrnbl, A1 — Chrnal, D — Chrnd, ATP — Atp2a2

Cy5K — Cy5-Kontroll-Oligonukleotid als Kopplungskontrolle,

NK — Negativkontroll-Oligonukleotid
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4.2.4.2 Optimierung der On-Chip-PCR

Zur Optimierung der Reaktion wurden folgende Parameter in Betracht gezogen:
Zugabe von PCR-additiven Reagenzien wie DM SO, Formamid oder Betain;
Erhohen der M agnesiumionen-K onzentration;

Optimierung des Primerverhaltnisses sowie

Auswahl einer geeigneten PCR-Polymerase.

Die Zugabe der oben genannten PCR-Additive bewirkt ein Herabsetzen der
Schmelztemperatur (Tm) von DNA-Doppelstrangen. So fihrt z.B. jedes zugesetzte Prozent
von Formamid in Hybridisierungspuffern zu einer Senkung der Schmelztemperatur von
0,6°C-0,8°C (Stahl & Amann 1991, Sambrook et a. 2001). Aulferdem wird durch Erhéhen
der Viskositdt des Reaktionsmixes die Geschwindigkeit der Molekllbewegung reduziert.
Dadurch steigt die Wahrscheinlichkeit, dass die Reaktionspartner (z.B. DNA-Polymerase und
DNA-Primer-Hybrid) in einer Losung beim Aufeinandertreffen miteinander reagieren.

Die PCR-Additive DM SO und Formamid wurden anteilig von 0,5 — 10 % und Betain in einer
Konzentration von 0,5 - 3 M pro Reaktion getestet. Als optimale On-Chip-PCR-Additive
wurden schliefdlich 5% DMSO oder 1 - 1,5 M Betain ermittelt. Die Zugabe von Formamid
fuhrte zu keinem verbesserten Ergebnis.

Die Zugabe von DMSO bzw. Betain entfiel, wenn das Self Seal Reagent — System (MJ
Research) verwendet wurde. Mit diesem Reagenz kann eine Reaktion unter einem
Glasdeckglaschen  durchgefiihrt  werden ohne ein vollstandiges Versiegeln  der
Reaktionskammer z.B. durch einen Kleberahmen (PCR-Rahmen) notwendig zu machen.
Durch Substanzen in dem Reagenz wird laut Herstellerangaben eine Evaporationbarriere am
Deckglaschenrand errichtet, sodassin situ- Reaktionen durchgefihrt werden kdnnen. Da diese
Losung eine hohere Viskositat als Wasser besitzt, wird bei der On-Chip-PCR ein @hnlicher
Effekt wie durch Zugabe von DM SO erreicht. Ein weiterer Vorteil der Verwendung des Self
Seal Reagent ist das geringe Reaktionsvolumen von 10 pl. Dagegen erfordern die Klebe-
PCR-Rahmen als Reaktionskammern ein Reaktionsvolumen von mindestens 25 pl.

Ein wichtiges Ergebnis fur die Effektivitat der On-Chip-PCR brachte die Optimierung der
Magnesiumionen-Konzentration. Magnesiumionen sind ein wichtiger Cofaktor fur die
Funktion von DNA-Polymerasen. In konventionellen PCR-Reaktionen in Lésungen wird eine
Konzentration von 1,5 - 3 mM Mg® eingesetzt. Eine hohere Konzentration kann zu
unspezifischen Amplifikationen fihren.

Bei der On-Chip-PCR dagegen steigerte eine Erhthung der Mg - Konzentration bis zu 7 mM
erheblich die Effektivitét ohne die Spezifitdt zu beeinflussen (Abb.16).
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3mM MgCl, 4mM MgCl, 5mM MgCl, 6mM MgCl, 7mM MgCl,

Abb. 16 Optimierung der Magnesiumionen-Konzentration

Eine Erhohung der Magnesiumionen-Konzentration auf 5-7 mM  steigert die Effektivitét der On-Chip-PCR an
immobilisierten Primern. Die PCR wurde mit Cy5-Primern durchgefihrt, amplifiziert wurde eine Sequenz aus
dem Myog-Gen (Dreifach-Spotreihe). Die unterste Spotreihe stellt die Cy5-Kontrolle zur Uberpriifung der
Kopplungsreaktion dar. Zwischen den Myog-Primer- und der Cy5-Kontrollspots sind weitere Primer flr andere
Gensequenzen immobilisiert. Da diese keine Signale nach der Reaktion ergeben, ist die Spezifitét nicht
beeinflusst. Die Scanbilder wurden am ArrayWorx-Scanner bei 682nm unter gleichen Bedingungen
aufgenommen.

Neben der Erhéhung der Magnesiumionenkonzentration erwies es sich auch as vorteilhaft,
wenn der immobilisierte Primer zusétzlich frel in Losung zum Reaktionsmix gegeben wurde.
Somit erforderte die On-Chip-PCR mit cDNA as Matrize im Gegensatz zu der On-Chip-PCR
mit M13-DNA bel einigen Reaktionen die Zugabe des immobilisierten Primers als freien
Primer. Als gunstiges Primerverhéltnis zwischen immobilisiertem zusétzlichen freien Primer
und notwendigem freien Gegenstrang-Primer erwies sich eine Ratio von 1:10 bis 1:20.

Als weitere Optimierungsmdglichkeit wurden verschiedene PCR-Polymerasen (Tag DNA
Polymerase LC, Fermentas, BioTag, Bioline) bzw. z.T. hitzeaktivierbare Polymerasegemische
(Immolase, Bioline; Titanium, Clontech; Elongase, Invitrogen) ausgetestet. Im Vergleich
funktionierten alle Polymerasen, eine bessere Sengitivitdt wurde mit den
Polymerasegemischen erreicht (Tab.14). Deshab wurden die meisten Versuche mit Immolase
durchgefihrt (Abb.17).

Abb. 17 Vergleich von On Chip -PCRs mit |mmolase und
Tag-Polymerase LC

Die PCR wurde mit Cy5-Primern durchgefuhrt, die
sequenzspezifisch fir das Atp2a2-Gen sind (zweifache
Spotreihe). Beide PCRs wurden unter gleichen Bedingungen
bei 5mM MgCl, durchgefiihrt.

links: PCR mit Immolase (Bioline)

rechts: PCR mit Taq Polymerase LC (Fermentas)

oberste Spotreihe: Cy5-Kontrolle
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Tab. 14 Eignung ver schiedener Polymerasen bzw. Polymerasegemische fir On-Chip-PCR

PCR-Polymerase (Hersteller) Besonder heit Eignung fur On-Chip-PCR
Tag DNA Polymeraserecombinant LC (MBI einfache Tag +
Fermentas)
BIOTAQO DNA Polymerase (BIOLINE) einfache Taq +
CombizZyme DNA Polymerase Mix (Invitek) Enzymmix (Taq + Tth +

inorganic phosphatase)
Enzymmix (Tag +

ElongaseO Enzyme Mix (Invitrogen) Pyrococcos species) +++
IMMOLASE® DNA Polymerase (BIOLINE) g:ée;ﬁ;ngé%ng et
TitaniumO Tag DNA Polymerase (Clontech) Hitze-Aktivierung durch ++

Antikorper-Inhibition

Die Bewertung zur Eignung fur die On-Chip-PCR erfolgte nach Detektierbarkeit der Reaktionsspot-Signale :
+ ++ sehr gut, ++ gut, + ausreichend
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4.2.4.3 On Chip- RT- PCR an verschieden gespotteten Primerkonzentrationen

Wie bel den Versuchen mit M13-DNA wurden diese On-Chip-PCRs an immobilisierten
Primern, die in unterschiedlicher Konzentration gespottet wurden, durchgefihrt. Es wurde
eine Spottingkonzentration der Primer von 5uM bis 50uM eingesetzt. Die eingesetzte

Matrizenmenge der cDNA betrug 20ng. Die Reaktionen wurden auf silanisierten Glastragern
aus eigener Herstellung oder der Firma Genetix durchgefihrt.

In Abb.18 sind die Scanbilder fur die einzelnen On Chip-PCR-Produkte zu sehen.
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Abb. 18 On Chip — RT-PCR an unterschiedlich konzentrierten gespotteten Primern

Es wurden 5uM, 10uM, 20uM, 30uM, 50uM - Primerkonzentrationen am TopSpot (Arrayschema 4x6-4fach)
gespottet. Alle PCR-Reaktionen erfolgten mit der gleichen Matrizenmenge und den gleichen Primerverhaltnissen

(siehe Kapitel Methoden) Die Fluoreszenzbilder wurden am ArrayWorx-Scanner aufgenommen.
Bezeichnungen im Arrayschema:

oben: B1 —Chrnbl, M —Myog ,Al — Chrnal,

unten : Ckm — Ckm, ATP — Atp2a2, D — Chrnd

Cy5K — Cy5-Immobilisierungskontrolle (10pM),

NK — Negativkontroll-Oligomer

Anscheinend gibt es keine merklichen Unterschiede zwischen den Reaktionsspots trotz der
unterschiedlichen Primerkonzentrationen. Diese Beobachtung konnte durch Ermitteln der

Fluoreszenzintensitéten sowie der Kontrastwerte aus den Rohdaten (unskalierte Tif-Werte)
bestétigt werden.

Als Beispiel sind in Abb.19 (S.63) die Kontrastvergleiche einiger On-Chip-PCR-Produkte
dargestellt. Die Auswertung der Kontrastwerte zeigt keine Unterschiede innerhalb der Spots
fUr die verschiedenen Konzentrationen. Dennoch ist auffélig, dass die Werte fur Cy3-Spots
bis zu 50% hoher sind als fir Cy5-Spots. Dieses Ergebnis ist unabhéangig von den
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verwendeten Chipoberfléachen (eigene silanisierte Glastrager (E) oder Genetix-Glastréger (G))
und bestétigt die Aussagen anderer Arbeiten, die belegen, dass zwischen den Farbstoffen Cy3
und Cy5 ein Ungleichgewicht in der Intensitdt besteht (Yue et al. 2001, Yuen et al. 2002,
Yang et a. 2002). Zum Vergleich wurden zudem die Spotwerte von Kalibrierchips in die
Diagranme einbezogen. Dazu wurden Verdinnungsreihen von Cy5- und Cy3-markierten
Oligonukleotiden auf silanisierte Glastrager (E bzw. G) getropft und nach dem Eintrocknen
gescannt. Mit Hilfe der ImaGeneO -Software (BioDiscovery) wurden die Kontrastwerte der
einzelnen Spots ermittelt. Da diese Kalibrierspots keine weitere Behandlung wie Waschen,
Blocken oder Temperaturanderungen erfuhren, sind deren Werte genau definiert fir die
entsprechenden gespotteten Konzentrationen. Das heifd, dass nach Behandlung der Chips
(durch Waschen, Blocken, Reaktion) die tatséchlich gekoppelte Belegungsdichte geringer ist
als die Initialbel egungsdichte direkt nach dem Spotten. Die Belegungsdichte von gekoppelten
Oligonukleotiden betragt 10-20 fmol/mm? (Kleinjung 1998, Heise 2004) Die Konzentration
nach der PCR-Reaktion ist 10-100fach geringer gegentber der Spottingkonzentration.

So liegen im Fall des Cy5-Chrnal-PCR-Produktes die Kontrastwerte der Reaktionsspots im
Bereich der aufgetropften 10uM-Konzentration des Kalibrierchips, die Werte des Cy3-
Chrnd-PCR-Produktes dagegen im 0,01uM-Konzentrationsbereich des Kalibrierchips
(Abb.19).
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Abb. 19 Vergleich der Kontrastwerte der OnChip-PCR-Produkte, synthetisiert an ver schiedenen
gespotteten Primerkonzentrationen

Dargestellt sind die Kontrastwerte (Mittelwerte aus n=20) der PCR-Spots fir die PCR-Produkte Cy3-Chrnbl,
Cy5-Chrnal, Cy3-Chrnd,Cy5-Myog und Tritc-Ckm, die zu den Spotbildern von Abb.19 gehéren. Die
Reaktionen wurden auf silanisierten Chips eigener Herstellung (E) oder der Firma Genetix (G) durchgefihrt.
Neben den Werten fur die jeweiligen Primerkonzentrationen von 5-50uM wurden die Werte des zugehdrigen
Kalibrierchips (KS) sowie fir die Negativkontrolle (NK) in die Auswertung el nbezogen.
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4.2.4.4 On Chip- RT- PCR mit verschiedenen cDNA-M atrizenkonzentr ationen

In den Standardreaktionen wurde immer eine cDNA-Verdinnung von 1:20 eingesetzt. Dazu
wurden 1-2ug total RNA in einer 25pl-Reaktion in cDNA Uber Reverse Transkription (RT)
umgeschrieben und nach der Synthese 1:20 verdinnt, was ca. 20ng ssDNA entspricht (siehe
Kapitel 3.7, S.23).

In Abb.20 wurden fir die On-Chip-PCRs weitere cDNA-Verdinnungen eingesetzt. Bis zu
einer Verdinnungsstufe von 1:80 (ca. 5ng ssDNA) sind deutliche Signale zu detektieren. Ab
einer 1:400 — Verdinnung (ca. 1ng ssDNA) werden die Spotintensitdten fur das gebildete
PCR-Produkt deutlich schwécher, aber waren bei empfindlicheren Scan- bzw.
Bildeinstellungen noch gut zu identifizieren.

Ausgehend von 1ug RNAwa als Startmaterial ist diese Menge sehr viel geringer als bei
ublichen Mikroarray-Experimenten, bei denen mind. 25ug notwendig sind (Wendisch et al.
2001, Dudley et al. 2002, Klur et a. 2003).

[ X J
( X J

1:20 cDNA . « 1:40 cDNA

Cysk CysK
ATP ATP ATP ATP

ATP ATP ATP ATP

Cy5K Cy5K

cysK CysK
ATP ATP ATP ATP

ATP ATP ATP ATP

1:400 cDNA e " asooeDNn

CysK Cys5K

Abb. 20 On Chip- PCR mit ver schiedenen cDNA-K onzentrationen

Die cDNA wurde zuvor aus 1pug RNA durch Reverse Transkription in einer 25ul-Reaktion hergestellt und
anschlief3end 1:20 als Standardkonzentration verdiinnt (entspricht hier 20ng ssDNA). Fir diesen Versuch wurde
diese cDNA-LOsung weiter bis zu einem Verdinnungsfaktor von 1:800 verdinnt und in der On Chip-PCR
eingesetzt. Amplifizert wurde eine Sequenz aus dem Atp2a2-Gen (siehe Arrayschema rechts unten). Der Scan
der Arrays erfolgte unter gleichen Bedingungen bei 682nm am Affymetrix-Scanner bel einer Gain-Einstellung
von 60db.
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4.2.4.5 Duplex —On Chip- RT- PCR

Die On-Chip-PCR mit cDNA as Matrize wurde in einem weiteren Versuch als Duplex-PCR
durchgefuhrt, d.h. zwei Produkte wurden gleichzeitig in einem Reaktionsansatz an ihren
entsprechenden immobilisierten Primern synthetisiert.

Ein exemplarisches Ergebnis dazu zeigt Abb.21. Hier wurde je eine Sequenz des Myog-
sowie des Chrnd- Genes simultan in einer Reaktion auf der Oberflache amplifiziert. Zur
Unterscheidung der beiden Gensequenzen wurde ein Cy3- markierter Primer fur Chrnd und
ein Cy5- markierter Primer fir Myog in dieser Duplex-PCR eingesetzt. Durch Scannen bel
595 nm fur Cy3 und 682 nm fir Cy5 konnten beide PCR-Produkte parallel detektiert werden.
Zur Kontrolle wurde das selbe Array auch nur im 682nm-Kanal gescannt, um falschpositiv
leuchtende Spots auszuschlief3en. Bei dieser Wellenldnge sind nur die Cy5-markierten Spots
zu sehen, was die Spezifitdt der entstandenen Produkte bestétigt.

NK NK NK NK NK NK NK NK
M m M M M M M M
M m M M M M M M
M m M M M M M M
B1 B1 B1 B1 B1 B1 Bl B1
Bl B1 B1 B1 B1 B1 B1 B1
Dz D2 D2 D2 D2 D2 D2 D2
Dz D2 D2 D2 D2 D2 D2 D2
Dz D2 D2 D2 D2 D2 D2 D2

Cy5K Cy5K Cy5K CysK Cy5K Cy5K Cy5K CysK

Abb. 21 Duplex-On-Chip-PCR

Diese On-Chip-PCR erfolgte als Two-Step-RT-PCR an immobilisierten Primern mit cDNA aus differenzierten
C2C12-Zellen. Es wurden Cy5- gelabeltes Myog-Gen-PCR-Produkt (obere Dreifach-Spotreihe) und Cy3-
gelabeltes Chrnd-Gen-PCR-Produkt (untere Dreifach-Spotreihe) simultan in einer Reaktion synthetisiert.

links: Simultanscan am ArrayWorx bei 595nm und 682nm fir Cy3 bzw. Cy5- gelabelte PCR-Produkte sowie
das Cy5-Kontroll-Oligonukleotid (Cy5K)

mitte: Scan des selben PCR-Arrays bel nur 682nm (Cy5)

rechts. Arrayschema (NK - Negativkontroll-Oligonukleotid, Cy5K - Cy5-Kontroll-Oligonukleotid, M - Myog,
B1- Chrnbl, A1 —Chrnal, D - Chrnd)
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4.2.4.6 On Chip- RT- PCR mit verschiedenen cDNA-Matrizen

Um die Anwendbarkeit und Sensitivitdt der RT-PCR an der Oberflache gegentiber der
Flissigphasenreaktion zu testen, wurden die verschiedenen cDNA-Matrizen eingesetzt. Diese
cDNAs entstammen den Reversen Transkriptionen der RNA aus differenzierten und
undifferenzierten C2C12-Zellen sowie aus L929-Zellen. Als PCR-Produkte zur
Diskriminierung dieser Zelltypen wurden Segquenzausschnitte aus dem Chrnd- und Chrnbl-
Gen gewdhlt, da diese schon bei der Flussigphasen-PCR unterscheidbare Ergebnisse je nach
Zéelltyp vorwiesen (siehe Abb.12, S.51und Tab.13, S.54).

Die Ergebnisse der On-Chip-Reaktionen sind in Abb.22 dargestellt. In allen Reaktionen
konnte unabhangig von der Herkunft der cDNA-Matrize das entsprechende Gen
nachgewiesen werden. Dieses Ergebnis unterscheidet sich erheblich von dem der
Flissigphasenreaktion, wo fir die L929-cDNA gegeniiber den C2C12-cDNAs deutlich kein
PCR-Produkt fur das Chrnd-Gen nachzuweisen war. Die On-Chip-PCR dagegen zeigt nur
verminderte Kontrastwerte, die sich um max. 10% unterscheiden.

Diese Versuche wurden nur einmal durchgefthrt, da in dieser Arbeit die Etablierung der
Methode im Vordergrund stand. Fir eine ausfihrliche Auswertung missten jedoch weitere
Daten aufgenommen werden.

A B
Tritc-ChrnD Cy3- Chrnb1l
80% - 80% -
0, 54,6%

_ 60% 1 41 204 60% - >0
% 36,6% @ 41,1%
c ' 32,4% ©
g 40% - £ 40% -
2 2

20% A 6,4% 20% - 5,4%

0% ; ; ; =] ‘ 0% -
diff un L929 NK diff un L929 NK
Matrizenherkunft Matrizenherkunft

Abb. 22 Vergleich der Kontrastwerte fir On-Chip-PCRs mit verschiedenen cDNA-Matrizen

Die On-Chip-PCR wurden mit cDNA-Matrizen, hergestellt aus verschiedenen Zelltypen, durchgefthrt : diff —
differenzierte C2C12-Zdllen ; un — undifferenzierte C2C12-Zellen ; L929-Zellen. Als Primer zur Detektion
wurden Tritc- bzw. Cy3-markierte Oligonukleotide verwendet.

A Chrnd — PCR-Rrodukt aus den Chrnd-Gen ; B Chrnbl - PCR-Rrodukt aus den Chrnb1-Gen
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4.3 One Step-RT-PCR

Bel der One Step-RT-PCR wird in einem Reaktionsansatz die RNA in cDNA umgeschrieben
und mit spezifischen Primern der gewahlte Sequenzbereich amplifiziert.

Diese Reaktion kann mit einem Zwei-Enzym-System oder mit einem Ein-Enzym-System
durchgefiihrt werden. Beim Zwei-Enzym-System werden dem Reaktionsgemisch eine
Reverse Transkriptase und eine DNA-Tag-Polymerase zugefugt, beim Ein-Enzym-System
wird die Tth-Polymerase verwendet, die beide Synthesefunktionen je nach Anwesenheit von
Mangan- und Magnesiumionen erfillt.

Dieses Experiment wurde zunéchst im Reaktionsgeféld durchgefiihrt und optimiert (Abb.23)
bevor es al's On-Chip-Reaktion angewendet wurde (Abb.24, S.69).

bp
500
300

ADbb. 23 One Step — RT-PCR

links: Zwei-Enzym-Reaktion mit Enzymmix aus ImPromlI-RT + Titanium-Tag bzw. Immolase-Taq

Als spezifische Primer wurden die Myog-2-Primer eingesetzt, die ein 309bp-PCR-Produkt amplifizieren.
Zusétzlich wurden fur die Umschreibreaktion der RNA zu cDNA Oligo-dT-Primer und Random-Oligos
zugegeben (aul3er bei 2).

M — Marker pUC/Mspl

1 —ImPromRT-Puffer + Titanium-Taq

2 - ImPromRT-Puffer + Titanium-Tag (RTohne Oligo-dT-Primer, sondern nur mit Myog-2-Primern)

3 — TitaniumTag-Puffer + Titanium-Taq

4 - ImPromRT-Puffer + Immolase-Taq

5 - Immolase-Puffer + Immolase-Taq

rechts: Ein-Enzym-Reaktion mit Tth DNA-Polymerase

Als Flussigphasenreaktion sind beide Enzymsysteme anwendbar. Zum Umschreiben der
MRNA in cDNA war jedoch immer neben den spezifischen Primern der Einsatz von Oligo-
dT-Primern notwendig, da sonst die Reaktion negativ bzw. fur die Agarosegelauswertung in
nicht zu detektierendem Mal3stab ablief (siehe Gelspur 2 in Abb.23).
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Fur das Zwei-Enzym-System wurden als PCR-Polymerasen die Immolase (Bioline) oder die
Titanium-Taq (Clontech) mit den entsprechenden Puffern getestet. In Tab.15 sind die
Ergebnisse dieses Tests zusammengefasst dargestellt.

Tab. 15 Verwendete Enzyme und Puffer fir One Step — RT-PCR

Reverse Transkriptase + PCR-Polymerase Puffer Ergebnis
Zwei-Enzym-System *
ImPromllO - RT (Promega) + TitaniumO Tag DNA ImPromlI-RT- Puffer -+

Polymerase (Clontech)
ImPromllO - RT (Promega) + TitaniumO Tag DNA Titanium-Tag- Puffer +
Polymerase (Clontech)
ImPromlIO - RT (Promega) + IMMOLASEO DNA o
Polymerase (BIOLINE) ImProml1-RT- Puffer +++
ImPromlIO - RT (Promega) + IMMOLASEO DNA Lo
Polymerase (BIOLINE) Titanium-Tag- Puffer +++
Ein-Enzym-System
Tth-Polymerase (Promega) Tth- Puffersystem +

Die Bewertung erfolgte nach den Signalstérken der Produktbanden in der Agarosegelauswertung :
+ ++ sehr gut, ++ gut, + ausreichend
* FUr eine erfolgreiche Reaktion war in jedem Fall die Anwesenheit von Oligo-dT-Primern notwendig.

Nach erfolgreicher Testung der One Step-RT-PCR als Flussigphasenreaktion wurden die
Versuche als On-Chip-Reaktionen durchgefuhrt.

4.3.1 One Step-RT-PCR on Chip

Die One Step-Reaktion an immobilisierten Primern funktioniert as Ein-Enzym- und als Zwei-
Enzym-System. Die Primer wurden wie bei den zuvor beschrieben On-Chip-PCRs im
asymmetrischen Verhdtnis eingesetzt. Im Gelel ektrophoresebild (Abb.24D) erscheint deshalb
auch fur das PCR-Produkt nicht die typische Bande wie beim symmetrischen Produkt. Zur
Kontrolle einer moglichen Verunreinigung der RNA mit DNA wurde zusétzlich eine Reaktion
nur mit der PCR-Polymerase durchgefuhrt. Im Falle von vorliegenden DNA-Molekulen
wirde eine Amplifikation stattfinden, da fur die Polymerase Matrize zur Verfiigung stande.
PCR-Polymerasen sind DNA-abhangige Enzyme und bendtigen dementsprechend DNA als
Matrize. RNA kann mit diesen Enzymen nicht amplifiziet werden. Da diese
Kontrollreaktionen in der Chip-Scan- sowie Elektrophoreseauswertung negativ blieben,
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kénnen die Signale der One Step-Reaktionen as falschpositiv ausgeschlossen werden,
sondern stellen reale positive Reaktionssignale dar.

eeee 0000
eeee ocoee

CysK Cy5K Cy5K Cy5K || CysK Cy5K Cy5K Cy5K

B1 Bl Bl Bl BI Bl Bl Bl

B1 B1 B1 B1 B1 B1 B1 B1

ATP ATP ATP ATP [l ATP ATP ATP ATP
ATP ATP ATP ATP [l ATP ATP ATP ATP
D D D D D D D D

NK NK NK NK NK NK NK NK

Abb. 24 On Chip —One Step — RT-PCR

Gezeigt ist hier die One Step-RT-PCR des Atp2a2-Genfragmentes an kovalent immobilisierten Primern. Es
wurden je zwel Doppelarrays (C) auf einen Chip mit dem TopSpot gespottet. Ein Doppelarray (-) wurde jeweils
asKontrolle ohne Reverse Transkriptase behandelt (linkes Array in A und B).

A : One Step — RT-PCR mit Ein-Enzym-System

Die Reverse Transkription und PCR-Synthese wurde mit Tth-Polymerase durchgefuhrt.

B : One Step — RT-PCR mit Zwei-Enzym-System

Als Reverse Transkriptase wurde ImProml| -RT und als PCR-Polymerase | mmolase verwendet.

C : Arrayschema (Cy5K - Immobilisierungskontrolle, NK — Negativkontroll-Oligonukleotid, ATP — 50uM
gespotteter Atp2a2-Primer_for

D : Gelelektrophoresebild der One Step —RT-PCR: 1 — FlUssigphasenreaktion (symmetrisches PCR-Produkt) ;

2 — Uberstand der On Chip-Reaktion (B+) mit Reverser Transkriptase und PCR-Polymerase (asymmetrisches
PCR-Produkt) ; 3 — Uberstand der On Chip-Reaktion (B-) nur mit PCR-Polymerase ; M — Marker pUC/Mspl

+ Reaktion mit Reverser Transkriptase und DNA-Polymerase

- Reaktion ohne Reverse Transkriptase, sondern nur mit DNA-Polymerase
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Diese Versuche wurden des weiteren an unterschiedlich gekoppelten Primerkonzentrationen
durchgefihrt (Abb.25). Die Ergebnisse ahneln den On-Chip-PCR-Reaktionen mit cDNA, das
heil3t, es konnten keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich der Amplifikationseffizienz
anhand der Signalintensitdten festgestellt werden.

Cy5-Al -
Produkt

Cy3-D -
Produkt

M Al NK
30 30 30
M Al NK
20 0 20
M Al NK

10 10 10

Abb. 25 One Step- RT-PCR an unterschiedlichen Primerkonzentrationen

Es wurden Primerkonzentrationen von 5, 10, 20, 30, 50uM gespottet (4x6 Array, 4fach). Dargestellt sind hier die
Reaktionen fur das Cy5-Chrnal- sowie Cy3-Chrnd-Genfragment. Die Fluoreszenzbilder wurden am ArrayWorx-
Scanner bei 682nm und 595nm aufgenommen.

Bezeichnungen im Arrayschema:

links: B1 —Chrnbl, M —Myog ,Al — Chrnal,

rechts : Ckm — Ckm, ATP — Atp2a2, D — Chrnd

Cy5K — Cy5-Immobilisierungskontrolle (10puM),

NK — Negativkontroll-Oligonukleotid
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4.3.2 One Step-RT-PCR mit unterschiedlichen RNA-K onzentrationen

Um die Sensitivitdt der One Step-RT-PCR a's Festphasenreaktion zu tberprifen, wurde die
RNA-Konzentration als Matrizenmenge reduziert.

In den oben beschriebenen Experimenten wurden immer 1ug RNAa eingesetzt. Fur den
nachfolgend beschriebenen Versuch wurde die RNA-Konzentration tber Verdinnungsstufen
bis zu 5pg fur die Reaktion verringert. Wie die Abb.26 zeigt, ist bis zu 5pg eingesetzte
RNAta €ine Sequenz aus dem Atp2a2-Gen Uber die On-Chip-Reaktion nachweisbar.

Abb. 26 On Chip One Step — RT-PCR mit abnehmenden RNA-K onzentrationen

Als Matrize fur die One Step — RT-PCR wurden 5pg bis 1ug RNA«a €ngesetzt. Amplifiziert wurde eine
Sequenz aus dem Atp2a2-Gen (siehe Arrayschema unten rechts). Der Scan der Arrays erfolgte unter gleichen
Bedingungen bel 682nm am Affymetrix-Scanner bei einer Gain-Einstellung von 60db.
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4.4 Zusammenfassung der Ergebnisse des mMRNA-Nachweises iber On Chip — PCR

Die gezeigten Ergebnisse dokumentieren, dass mRNA-Sequenzen Uber RT-PCR an
immobiliserten Primern auf einer Chipoberflache nachweisbar sind. Dazu gibt es zwei
M oglichkeiten, zum einen den indirekten Weg mit vorhergehender Reverser Transkription der
MRNA in cDNA und nachfolgender On-Chip-PCR oder zum anderen den direkten Weg mit
Reverser Transkription und PCR integriert in einer Reaktion auf der Chipoberfldche (One
Step — RT-PCR).

Wie auch bei der On-Chip-PCR mit M13-DNA als Matrize ist es ausreichend, wenn nur ein
Primer (forward oder revers) des jeweiligen Primerpaares immobilisiert wird. Als vorteilhaft
hat sich erwiesen, wenn die Spottingldsung 25-30% DM SO enthélt. So ergaben die Versuche
mit verschieden konzentrierten Spottingldsungen, dass eine Primerspotldsung von 10uM
ausreichend fur eine Kopplung und anschlief3ende Reaktion an den gekoppelten Primernist .

Als Matrize fungiert cDNA, die ein Gemisch aus einzelstrangigen Kopien der mRNAS einer
Probe darstellt.

Die On Chip-PCR mit cDNA as Matrize ist sehr sensitiv, sodass geringe Mengen bis zu einer
cDNA-Verdinnung - hergestellt aus max. 2ug RNAa - von 1:800 (entspricht ca. 500pg
ssDNA) nachgewiesen werden kénnen.

Bel der On-Chip-One-Step-RT-PCR, die RNA as Ausgangsmateria enthdlt, sind 5pg
RNAta Schon ausreichend, um detektierbare Signale zu erhalten.

Folgende Optimierungen konnten fiir die On Chip — Reaktionen ermittelt werden :

Spotten der Primerldsungen mit 25-30% DM SO verbessert die Homogenitét der Spots und
ermoglicht auch eine geringere Spottingkonzentration (10puM);

Zugabe von 5% DM SO oder 1-1,5M Betain zum Reaktionsmix erhoht die Reaktionseffizienz,

Erhohen der Magnesiumionenkonzentration bis zu 7mM erhoht ebenfalls die Effektivitdt ohne
die Spezifitét der Polymerase zu blockieren;

Verwenden von PCR-Polymerase-Gemischen oder hitzeaktivierbaren PCR-Polymerasen;

zusétzliche Zugabe des gekoppelten Primer as freien Primer im Verhaltnis von 1:10 bis 1:20
gegenlber dem Gegenstrang-Primer.
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5 Diskussion

5.1 0On —Chip - PCR mit M13-DNA

Alle On-Chip-PCR-Reaktionen mit M13-Phagen-DNA wurden mit 25 bis 50 ng Matrize
durchgefihrt. Diese Menge reicht fur den Nachwels der PCR-Produkte auf der Oberflache aus
und kann auch noch reduziert werden. Es konnten DNA-Sequenzen bis zu 7250 bp auf der
Oberflache amplifiziert werden. Diese Grolde des PCR-Produktes ist jedoch noch nicht die
Obergrenze wie eine weitere Arbeit unserer Arbeitsgruppe anhand der Amplifizierung eines
16,5 kb grofRen PCR-Produktes zeigen konnte (Nickisch-Rosenegk, Marschan et al. 2004).

5.1.1 Experimente mit verschiedenen K opplungsmethoden

Die On-Chip-PCR wurde mit zirkulérer DNA des Phagen M13 as Matrize eingefuhrt. Dazu
wurde jeweils der Vorwartsprimer affin oder kovalent auf der Oberflache gekoppelt. Fiir die
affine Kopplung war der Primer an seinem 5'-Ende Biotin-modifiziert. Die On-Chip-PCR
wurde auf Avidin-, Neutravidin- und Streptavidin- beschichteten  Glasoberflachen
durchgefuhrt. Avidinoberflachen erwiesen sich als ungeeignet. Auf Neutravidinoberflachen
konnten positive Ergebnisse erzielt werden, jedoch nicht mit ausreichender
Reproduzierbarkeit. Letztendlich konnten nur auf den Streptavidin-Chips PCR-Produkte
eindeutig und reproduzierbar identifiziert werden. Dieses Ergebnis lasst vermuten, dass nur
Streptavidin sich gegentiber den Temperaturerhthungen wahrend einer PCR stabil genug
verhdlt. Zu diesem Ergebnis muss angemerkt werden, dass die Beschichtung der Glas-Chips
mit Streptavidin mindestens 2 bis 6 Monate vor Verwendung erfolgte, um ein positives
Ergebnis zu erzielen. Frisch beschichtete Chips sind gegentiber den Bedingungen einer PCR
noch zu empfindlich, d.h. das Streptavidin ist noch nicht stabil genug. Dennoch kann die
affine Kopplung Uber Streptavidin-Biotin als eine geeignete Methode fur anschlief3ende On-
Chip-Reaktionen wie der PCR betrachtet werden.

Als kovalente Kopplungsmethoden wurden 5-aminierte Primer auf Epoxy-Oberflachen
(Eppendorf Creative Chipsa ) gebunden oder mit Isocyano-Silan in Verbindung gebracht und
auf silanisierte Oberflachen gespottet. Bei der letztgenannten Methode silanisieren die Primer
in Losung. Die zu bespottende Oberflache kann auch NaOH-aktiviert sein, jedoch ist sie dann
weniger hydrophob as eine silanisierte Oberflache, sodass die Gefahr des Verlaufens der
Spots besteht. Ein wesentlicher Nachtell dieser Methode ist jedoch, dass die Losung aus
Primer und Isocyano-Silan innerhalb kurzer Zeit polymerisiert und daher die Nadeln oder
Dusen des Spotters verstopfen konnen. Die Versuche hierzu wurden deshalb auch mit Probot-
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gespotteten Chips durchgefiihrt. Die Nadeln des Probots sowie die zufiihrenden Schlduche
haben einen grofderen Durchmesser als die der anderen Ublichen Spottingroboter.

Im erstgenannten Versuch wurden 5 -aminierte Primer auf Epoxy-beschichtete Glastrager
(Eppendorf Creative Chipsa) gekoppelt. Diese Chips, die es in der Oligo- und der PCR-
Variante gibt, sind fUr das Spotten von Oligonukleotid-Arrays bzw. von langeren Sequenzen
wie PCR-Produkten von der Firma Eppendorf konzipiert worden. Die,, Oligo-Chips* bestehen
aus einer dreidimensionalen Epoxy-Beschichtung, die der ,,PCR-Chips* ist zweidimensional.
Durch die unterschiedliche Dimension der Beschichtung je nach gewunschter Anwendung
wird eine sterische Behinderung der gekoppelten Molekile aufgrund ihrer Grofe
weitestgehend vermindert. Das heif3t, dass die Bindungseffizienz fur Oligonukleotide auf dem
,Oligo-Chip* groRer ist als auf dem ,,PCR-Chip*, wéahrend auf dem ,PCR-Chip* die
Bindungseffizienz fur langere Sequenzen durch grof3ere Abstande besser gewéhrleistet wird.
Das erkléart auch, warum bei den On-Chip-PCR-Experimenten die ,,Oligo-Chips‘ bessere
Ergebnisse ergaben. Auf ihnen konnten schon bel einer geringen Spottingkonzentration von
5uM die PCR-Spotsin ausreichender Fluoreszenzintensitét identifiziert werden (Abb.9, S.46).
Da die immobilisierte Molekildichte auf den , Oligo-Chips* grofer ist, fuhrt das zu einem
stérkeren Signal nach der PCR-Synthese.

Eine weitere geeignete Immobilisierungsmethode fir die On-Chip-PCR ist die EDC-
Kopplung. Bei diesem Verfahren werden 5 -phosphorylierte Primer auf einer Silanoberflache
gebunden. Diese auch in anderen Applikationen verwendete Methode ist sehr robust
gegeniiber thermischen Anderungen und garantiert eine geniigend hohe Bindungseffizienz
(Andreadis & Chrisey 2000, Adessi et al. 2000).

Fur die Experimente zum Nachweis von mRNA wurde die EDC-Kopplung verwendet, da
diese Kopplungsmethode sich als leicht handbare sowie zeit- und kostengiinstigste der oben
beschriebenen Methoden erwies. Griinde, die zum Ausschluss der anderen Methoden fuhrten
sind u. a. die lange notwendige Lagerungszeit der Streptavidin-Chips, die Spottinglimitierung
bei der Primer-silanisierenden Methode sowie die kostenintensive Beschaffung der Eppendorf
Creative Chipsa .

Desweiteren wurde in spateren Versuchen zum Nachweis von mRNA tber On-Chip-PCR die
EDC-Kopplungsmethode durch Zusatz von 25-30% DM SO in der SpottinglGsung optimiert,
sodass auch die Spottingkonzentration der zu koppelnden Oligonukleotide (Primer) gering
gehalten werden kann.

5.1.2 Eignung verschiedener PCR-DNA-Polymerasen

Neben verschiedenen Oberflachen mit entsprechenden Kopplungsmethoden wurde auch die
Eignung verschiedener DNA-Polymerasen fir die On-Chip-PCR mit fluoreszenz-markierten
Primern geprift. Alle in dieser Arbeit verwendeten PCR-Polymerasen erwiesen sich als
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tauglich. Jedoch ist die Signalintensitdt der PCR-Produkte bei Verwendung von
hochwertigeren Polymerasen (Titanium, Immolase) bzw. Enzymmixen (Elongase) stérker als
bei einfachen Polymerasen (Tag DNA Polymerase LC). Um eine gute und eindeutige
Detektierbarkeit garantieren zu konnen, sollte deshalb auf die Auswahl des Enzyms Wert
gelegt werden.

5.1.3 Nachweisder On-Chip-PCR-Produkte

Die PCR-Resktionen auf der Oberflache wurden durch indirekte und direkte
Nachweismethoden Uberprift. Bei der indirekten Methode wurden die PCR-Spots durch
DNA-Farbstoffe angeférbt. Verwendete DNA-Farbstoffe waren PicoGreen, SybrGreenl und
Yoyol. Bis auf Yoyol (Abb.6, S.43) erwies sich dieses Nachweisverfahren — trotz genauer
Verdunnungsanweisungen des Herstellers - als ziemlich unzuverldssig, da kein eindeutig
sichtbarer Unterschied zwischen den Signalintensitaten von doppelstréngigen PCR-Spots und
einzelstréngigen Oligonukleotid-Spots zu erkennen war. Jedoch muss hierbel berticksichtigt
werden, dass die empfohlenen Protokolle zum Anférben von DNA in Lésung und nicht auf
Oberflachen angegeben sind. Dementsprechend kénnte eine Optimierung des Protokolls zur
Verwendung von DNA-Farbstoffen auf Oberfléachen zu eindeutigeren Ergebnissen fuhren.

Als direkte und auch spezifische Nachweismethode wurden wahrend der PCR fluoreszenz-
markierte Primer (Cy5-, Cy3-, TRITC-, FITC- markiert) eingebaut. Der Vorteil dabel ist, dass
die synthetisierten PCR-Produkte spezifisch nachgewiesen werden kénnen. Der markierte
Primer wird wéahrend der PCR-Synthese an der entsprechenden DNA-Matrize zum
komplementéren DNA-Strang verlangert, der so demgemdld an seinem 5-Ende die
Fluoreszenz-Markierung tragt. Dennoch kann die Detektion von positiven Reaktions-Spots
durch verschiedene Parameter beeinflusst sein. Die Signalintensitét kann dabel nicht nur
infolge geringer Konzentration der gebildeten Produkte oder Ausbleichen der
Fluoreszenzmolekiile, sondern auch durch Reaktion der Fluoreszenzmolekiile mit den anderen
Reaktionskomponenten schwéacher ausfallen. So féalt beim Vergleich des Negativ-Arrays
(Thermocycling nur mit Wasser) und PCR-Arrays (Thermocycling mit PCR-Komponenten)
in Abb.4 (S.40) ein Unterschied in der Intensitét der Cy5-Kontroll-Oligos auf: die Spots beim
PCR-Array sind schwéacher. Das léasst vermuten, dass in der PCR-LGsung Bestandteile
enthalten sind, die mit dem Fluoreszenzfarbstoff reagieren, ihn inhibitieren und somit zu
einem abgeschwéchten Signal fuhren.

Die meisten Verotffentlichungen zur On-Chip-PCR beschreiben Nachweise, die Uber
Hybridisierung mit radioaktiven bzw. fluoreszierenden Sonden (Adessi et a. 2000, Strizhkov
et a. 2000, Tillib et al. 2001) oder Antikorper-markierten Sonden und nachfolgenden
Enzymreaktionen arbeiten (Kohsaka & Carson 1994, Mitterer et al. 2004). Diese Nachweise
erfordern zusétzliche arbeits- und materialintensive Schritte, weshab die in dieser Arbeit
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verwendeten fluoreszenz-markierten Primer einen entscheidenden Vorteil zum Nachweis der
spezifischen PCR-Produkte bedeuten: das Ergebnis kann unmittelbar nach der Reaktion
ausgewertet werden.

5.1.4 Optimale Konzentration des gespotteten Primersbei EDC-K opplung

Als Konzentrationsgrenze fur EDC-gekoppelte Primer ohne DM SO wurden 10uM ermittelt.
Die optimale Primerspotkonzentration liegt bei 50 bis 75uM. Bel diesem Wert ist nach der
On-Chip-PCR ein eindeutig positives Signal noch gut detektierbar (Abb.8, S.45).

In spéteren Versuchen konnte die EDC-K opplungsmethode optimiert werden, indem 25-30%
DMSO zur Spottinglsung zugegeben wurden. DM SO verringert die Evaporation und somit
das Austrocknen der Spots. Dadurch wird die Homogenitét der Spots sowie demzufolge des
Signals verbessert. Zudem kann so die benttigte Primerkonzentration in der Spottingldsung
reduziert werden : statt 50-75uM sind nun 10-30uM ausreichend (Abb.18, S.59).

Dennoch ist unabhéngig von der verwendeten Spottingldsung eine Lagerung der gespotteten
Chips von 5 Tagen vor der weiteren Verwendung zu empfehlen, da scheinbar erst dann eine
genugend hohe Kopplungseffizienz fur nachfolgende enzymatische On-Chip-Reaktionen
erreicht ist.

Ein weiterer wichtiger Faktor fur eine ausreichende Kopplungseffizienz auf der Oberflache
und ein gut detektierbares Ergebnis nach der Reaktion (d.h. mit geringem Hintergrundsignal)
ist die Oberflachenqualitét. Die in dieser Arbeit verwendeten silanisierten Glastrager zeigten
teilwei se bedeutende Unterschiede. Am besten eigneten sich silanisierte Glastrager der Firma
Genetix, die aber auch innerhalb einiger Chargen nicht von zufrieden stellender Qualitét
waren.
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5.2 Prinzip der On-Chip-PCR mit eéinem freien Primer

Die On-Chip-PCR mit zirkulérer M13-Phagen-DNA konnte mit nur einem frei in Losung
vorliegenden Primer erfolgreich durchgefiihrt werden, sodass erst der immobilisierte Primer
wahrend der PCR verlangert wurde, bevor der Gegenstrang synthetisiert werden konnte
(Abb.27). Dieses Ergebnis deckt sich mit den Ergebnis von Kohsaka & Carson (1994), die
eine PCR nach dem selben Prinzip mit in Mikrotiterplatten immobilisierten Primern
beschreiben. Fir eine PCR auf einer Chipoberflache gibt es von anderen Arbeitsgruppen
bisher dazu noch keine Literaturbel ege (Nickisch-Rosenegk, Marschan et al. 2004).

Die Abb.27 zeigt eine schematische Darstellung des Reaktionsablaufes einer Festphasen-PCR
mit nur einem frei in Lésung vorliegenden Primer, wahrend der Gegenstrang-Primer an der
Oberflache immobilisiert ist. Im ersten Schritt wird die DNA-Matrize durch Hitzeeinwirkung
denaturiert und ein Strang lagert sich an die komplementére immobilisierte Primersequenz an
der Oberflache an. Die Primersequenz wird durch die DNA-Polymerase verléngert. Im
néchsten Zyklus 16st sich der Matrizenstrang vom neu synthetisierten Strang, der nun ebenso
als Matrize fungiert. An ihm bindet ein frei in Losung vorliegender Gegenstrangprimer, der
fluoreszenz-markiert sein kann und zum komplementaren Gegenstrang vervollstandigt wird.
Fur die nachfolgenden Zyklen stehen die immobilisierten Strénge an der Oberflache sowie die
frel in LOsung vorliegenden Strange als Matrizen zur Verfigung. Nach ca. 20 bis 35 Zyklen
sind gentigend neue Kopien des amplifizierten Fragmentes entstanden und an der Oberflache
immobilisiert.

Neben der Festphasen-Amplifikation kommt es gleichfalls zur Amplifikation in Losung. Das
heif, der frei in Losung vorliegende Primer wird wie der immobilisierte Primer zum
Einzelstrang verlangert und es entstehen PCR-Produkte in Lésung. Zusétzlich kann der frei
synthetisierte Strang wahrend des Denaturierungsschrittes ab dem 2. Zyklus an noch
unbelegte immobilisierte Primer hybridisieren und so as zusétzliche Matrize fur die
Festphasensynthese dienen.
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Abb. 27 Schema der On-Chip-PCR mit einem immobilisierten und einem freien Primer

Nach dem Denaturieren der Matrizen-DNA (1) hybridisiert ein Matrizeneinzelstrang an den komplementéren
immobilisierten Primer an der Oberflache (2). Im nachfolgenden Elongationsschritt wird durch die Funktion der
DNA-Polymerase der immobilisierte Primer verlangert (3-4). Im néchsten Zyklus wird der Matrizenstrang vom
neu synthetisierten Strang (blau) denaturiert (5), sodass nun der Gegenprimer (hier dargestellt mit
Fluoreszenzmarkierung) an den immobilisierten Strang hybridisieren (6) und verlangert (7-8) werden kann. Nach
Ablauf mehrerer PCR-Zyklen wurden so immobilisierte PCR-Produkte auf der Oberfléche generiert.

Auf der Oberflache ist nach der Reaktion schlieffdlich nur der am gekoppelten Primer
verléngerte Einzelstrang fest immobilisiert, der komplementdre Gegenstrang dagegen ist
durch Hybridisierung gebunden. Diese Anordnung ist fir nachfolgende Anwendungen von
Vorteil. So kann der hybridisierte Einzelstrang denaturiert werden und der immobilisierte
Einzelstrang steht fir neue Hybridisierungen oder Reaktionen zur Verfligung.

Dieses Prinzip unterscheidet sich von dem bei Adess et al. (2000) beschriebenen, da dort
Forward- und Revers- Primer in einem Spot immobilisiert sind und somit nach der Reaktion
beide Einzelstrange fest auf der Oberflache gebunden sind. Auch kommt es wahrend der PCR
nur an einem immobilisierten Primer zu keiner Briickenbildung zwischen Einzelstrangen und
gekoppeltem Primer. Dagegen bilden sich wahrend der PCR mit gekoppelten Forward- und
Revers- Primern nach den ersten Elongationsschritten solche Briicken aus. Diese Briicken
entstehen durch Hybridisierung der verlangerten Einzelstrénge mit den noch unverlangerten
immobilisierten komplementdren Primern (siehe auch Kapitel 2.4).
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5.3 0On — Chip - PCR mit cDNA (On-Chip-RT-PCR)

Das Prinzip der On-Chip-PCR sollte in dieser Arbeit zum Nachweis von mRNA-Transkripten
getestet werden. Als Matrize diente nun cDNA statt genomischer oder Plasmid-DNA. Die
cDNA wurde in einer getrennten Reaktion durch Reverse Transkription hergestellt. Die zu
immobilisierenden Primer sowie die Kontroll-Oligonukleotide wurden per EDC-Methode auf
der Oberflache gekoppelt. Die eingesetzten frelen Gegenstrang-Primer enthielten am 5'-Ende
eine Fluoreszenz-Markierung, um unmittelbar nach der PCR das Ergebnis detektieren zu
koénnen. Optimierungsexperimente ergaben, dass die Amplifizierbarkeit auf der Oberfléche
bzw. deren eindeutige Detektion von verschiedenen Parametern beeinflusst wird. Dazu
gehoren die Auswahl geeigneter Primersequenzen, Magnesiumkonzentration, Einsatz von
PCR-additiven Reagenzien (z.B. DMSO, Betain), Konzentration des mRNA-Transkriptes
sowie die Oberflachenqualitét.

Auf die Bedeutung der Oberflachenqualitét wurde schon in den vorigen Kapiteln
eingegangen. Je nach Kopplungsmethode muss die Oberflache entsprechend gut prépariert
sein. Fur die EDC-Kopplung sind silanisierte Oberflachen Voraussetzung. Die Beschichtung
mit Silan ist hinsichtlich der Dichte und Beschaffenheit jedoch auch bel kommerziell
erhdtlichen Glastragern von unterschiedlicher Qualitét. Die in dieser Arbeit verwendeten
silanisierten Glastrdger aus eigener Herstellung oder kommerziell (Genetix) erworbenen,
genigten im reproduzierbaren Mal3stab den Ansprichen einer qualitativen Auswertung. Die
Genetix-Glastrager haben zudem den Vortell, dass sie zum einen héhere Spotsignale ergeben
und zum anderen den unkomplizierten Einsatz fir Rnase-freies Arbeiten erlauben.

Bel der Auswahl der Primersequenzen sollte neben den tblichen Eigenschaften (40-60% GC-
Gehalt, keine Haarnadel- und Dimer-Bildung) darauf geachtet werden, dass die
Schmel ztemperaturen sich nicht um mehr als 5°C unterscheiden und Kreuzhybridisierungen
mit anderen Sequenzen (ungenlgende Spezifitat) ausgeschlossen werden kénnen. Fir die
PCR-Reaktionen in dieser Arbeit wurden Gensequenzbereiche ausgesucht, die nahe am 5'-
Ende oder am 3'-Ende der Gensequenz bzw. des jeweiligen mRNA-Transkriptes liegen. Die
Sequenzausschnitte der folgenden Gene: Atp2a2, Myog, Ckm, Chrnal, Chrnbl und Chrnd
konnten erfolgreich auf der Oberflache amplifiziert werden. Das Ergebnis war dabel
unabhangig von der verwendeten Primerkombination, d.h. jeweils das kurze Fragment vom
5- bzw. 3'- Ende des Genes sowie auch ein langes Fragment waren auf der Oberflache
amplifizierbar. Die gewahlten Primer erflllten somit die Kriterien, die fir ene
Oberflachenreaktion an immobilisierten Primern erforderlich waren.

Als gespottete Primerkonzentration fur die EDC-Kopplung wurden 30 bis 50 uM gewahlt.
Jedoch zeigten die Versuche mit unterschiedlich konzentriert gespotteten Primern und Zugabe
von 25-30% DMSO zur Spottinglésung, dass schon bei 5uM PCR-Produkte auf der
Oberflache detektiert werden konnen. Die Auswertung der Kontrastwerte zeigte keine
signifikanten Unterschiede in den Primerspottingkonzentrationen von 5 bis 50 uM. Damit
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werden die Ergebnisse der On-Chip-PCR mit M13-DNA bestétigt. Fur dieses Ergebnis gibt es
drei  mogliche Erklarungen. Erstens, anscheinend liegt schon bel ener geringen
Spottingkonzentration eine geséttigte Losung fur die Bindungsstellen auf der Oberflache vor,
sodass die Uberflissigen Primermolekile durch Waschen der Oberflache nach der
Kopplungsreaktion entfernt werden. Zweitens, die Bindungsstellen liegen so eng aneinander,
dass schon wéhrend der PCR-Reaktion die Bindung bzw. Synthese eng benachbarter
Produktes sterisch verhindert wird und somit nicht mehr fluoreszierende Produkte
detektierbar sind. Drittens, nach der PCR-Reaktion quenchen sich benachbarte Produkte in
ihrer Fluoreszenz.

Im Gegensatz zur On-Chip-PCR mit M13-DNA musste zum freien Gegenprimer zusétzlich
noch der immobilisierte Primer in geringer Konzentration frei in Losung dazugegeben
werden. Wahrscheinlich werden dadurch erst Fliissigphasen-Reaktionsprodukte synthetisiert,
die dann als Enhancer fur die Festphasen-Reaktion dienen. Dieses Ergebnis bestétigt die
Beobachtung von Tillib et a. (2001), die Versuche mit permanent immobilisierten Primern
und einem frei in Losung vorhandenen Primer durchfihrten. Wenn ein Primer zusétzlich zum
immobilisierten Primer frei in Losung vorliegt, ist die Amplifikationseffizienz zehnfach
hoher.

Fur die Amplifikation von Genfragmenten wurde in dieser Arbeit ein Primerverhdltnis des
zusétzlichen freien ,immobilisierten® Primers gegentiber dem freien Gegenstrangprimer von
1:10 bis 1:20 ermittelt.

Statt der zusétzlichen Zugabe des immobilisierten Primers in Losung kann auch ein Primer
verwendet werden, dessen Sequenz etwas aul¥erhalb des 5'-Bereiches des immobilisierten
Primers liegt, sodass eine , Nested-PCR" an der Oberflache stattfindet.

Ein wesentliches Ergebnis fir eine effiziente RT-PCR an der Oberflache lieferte die
Steigerung der Magnesiumionenkonzentration gegentber den Ublichen Konzentrationen in
Flissigphasen-PCRs. Eine Erhéhung der Magnesiumionenkonzentration auf 6mM steigert
erheblich die Reaktionseffizenz auf der Oberflache. Magnesiumionen sind wichtige
Cofaktoren fur eine uneingeschrankte Funktion von DNA-Tag-Polymerasen, die bei PCR-
Reaktionen verwendet werden. Erst durch die Anwesenheit dieses Cofaktors kann das Enzym
mit der Synthese des Nukleinsaurestranges an der Matrize beginnen. PCR-Reaktionen in
Losung werden gewohnlich mit einer Magnesiumionenkonzentration von 1,5 - 3 mM
durchgefiihrt. Hohere Konzentrationen konnen zu unspezifischen Amplifikationsprodukten
fUhren. Jedoch liegen bei einer Reaktion an einer Oberflache andere Reaktionsbedingungen
vor, die durch den eingeschrankten Freiheitsgrad der immobilisierten Molekule — hier der
Primer — nicht so optimal sind wie bei frei in Losung vorliegenden Reaktionspartnern. Eine
Erhéhung der Magnesiumionenkonzentration gleicht diesen Nachteil aus, ohne die Spezifitét
der Polymerase zu beeinflussen.
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Eine weitere Verbesserung der Reaktionseffizienz an immobilisierten Primern wird durch
Zugabe der PCR-additiven Reagenzien DMSO (5%) oder Betain (1-1,5M) erreicht. Neben
ihren Eigenschaften auf die Sekundarstruktur von Nukleinsduren (Frackman et al. 1998)
erhdhen beide Reagenzien die Viskositat der Reaktionsl6sung, sodass die Molekile sich mit
verminderter Geschwindigkeit bewegen und so z.B. die Polymerase zur Synthese lénger an
der Matrize gebunden bleibt.

Fur die Reaktionen mit cDNA als Matrize wurde diese zuvor Uber Reverse Transkription aus
1-2ug RNAa synthetisiert. On-Chip-PCR-Produkte konnten fur eine cDNA-Verdinnung
von 1:800 bel gleich bleibenden Scan- und Bildeinstellungen detektiert werden. Das
entspricht in diesen Experimenten ca. 500pg einzelstrangiger DNA. Da die verwendete cDNA
ein Gemisch aus verschiedenen einzelstrangigen DNA-Molekilen bzw. ein Gemisch aus
verschiedenen mRNA-Kopien ist, ist die Menge der eigentlichen Matrize, d.h. des
entsprechenden mMRNA -Transkriptes noch sehr viel geringer. Wenn empfindlichere Scan- bzw
Bildeinstellungen (z.B. hoherer Gainwert am Scanner) fir die Auswertung gewahit werden,
kénnen auch noch Signale fur Reaktionen mit geringeren Matrizenkonzentrationen
nachgewiesen werden. Ausgehend von der RNA als Startmaterial ist die benttigte Menge mit
1ug RNA o Sehr viel geringer als bel den Ublichen Mikroarray-Experimenten, die mit mind.
20pg RNA oder zusétzlichen Amplifikationsschritten arbeiten (Wendisch et al. 2001, Dudley
et al. 2002, Klur et al. 2003).

Der Nachwels von Genen bzw. deren mRNA-Transkripten ist interessant fur die
Diskriminierung verschiedener Zelltypen. Eine vergleichende Untersuchung wurde in dieser
Arbeit fur differenzierte sowie undifferenzierte C2C12-Zellen und L929-Zellen begonnen. Fir
C2C12-Zellen sind die Gene des Acetylcholinrezeptors charakteristisch und konnen
Aufschluss Uber den Differenzierungszustand der Zellen geben (Mishina et al. 1986, Evans et
al. 1987, Portier et al. 1999). Diese Unterschiede konnten tber die FlUssigphasen-RT-PCR
bestétigt werden (Tab.13, S.52). Die Genfragmente fir die al- Untereinheit (Chrnal) waren
sehr gut amplifizierbar, dagegen wurde die b1-Untereinheit (Chrnbl) leicht schwéacher bel
cDNA-Matrizen von undifferenzierten C2C12-Zellen amplifiziert. Eine mehr auffélige
Diskriminierung war bel der Amplifizierung der d-Untereinheit zu sehen. Dieses Ergebnis
dhnelt den Daten der RNA-Blot-Analyse von Evans et al. (1987). Dort konnten die a- und b-
Untereinheiten auch schon bel undifferenzierten Zellen nachgewiesen werden. Dagegen
konnte die d-Untereinheit (Chrnd) erst bel differenzierten Zellen oder nur bei erheblicher
Erhohung der mRNA-Konzentration der undifferenzierten Zellen im Blot detektiert werden.

In der vorliegenden Arbeit konnte einzig die e-Untereinheit (Chrne) nur fir die differenzierten
C2C12-Zellen Uber RT-PCR nachgewiesen werden, d.h. fur die undifferenzierten C2C12-
Zellen sowie die L929-Zellen war kein PCR-Produkt in der Agarosegelauswertung zu
identfizieren. Die e-Untereinheit wird wahrend der Differenzierung gebildet und konnte bel
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Northern Blot - Studien erst ab dem 8. Differenzierungstag detektiert werden (Portier et al.
1999). Das RT-PCR-Ergebnis bekraftigt demzufolge diese Aussage.

Welitere untersuchte Gene waren das Myogenin (Myog), die Creatinkinase (Ckm) und eine
Atpase (Atp2a2). Von diesen Genen konnte die Atpase bei allen Zelltypen Gber RT-PCR
identifiziert werden. Da fur viele Regulationen innerhalb von Zellzyklusprozessen, die
Biosynthese verschiedener Zellkomponenten und schlief3lich auch fur die Muskelkontraktion
ATP benttigt wird und dieses vor alem durch Atpasen wéhrend der oxidativen
Phosphorylierung in Mitochondrien synthetisiert wird, sind Atpasen wichtige Elemente in
Zéellen, vor alem in Muskelzellen wie den C2C12-Zellen. Ebenso wie die Atpase stellt die
Creatinkinase ein wichtiges Enzym zur Bereitstellung von ATP in Muskel zellen — speziell in
der gestreiften Muskulatur von Vertebraten — dar. Sie ist fir den Transfer des Phosphats vom
Creatinphosphat auf ADP verantwortlich. Da das PCR-Produkt aus dem Ckm-Gen nur fur die
differenzierten C2C12-Zellen eindeutig identifiziert werden konnte, liefert das Ckm-Gen
einen potentiellen Marker zur Unterscheidung des Differenzierungsgrades sowie des
Zelltypes.

Myogenin ist ein muskelspezifischer Transkriptionsfaktor und wird erst wéahrend der
Differenzierung der Myoblasten gebildet. Das Gen konnte hier jedoch schon bei
undifferenzierten Zellen Uber RT-PCR nachgewiesen werden. Die undifferenzierten Zellen
wurden nach 4 Tagen Kultivierungszeit geerntet, zu diesem Zeitpunkt kann eine
Differenzierung der Zellen schon begonnen haben. Die Differenzierung der C2C12-Zellen
ohne Zugabe von Differenzierungsmedium erfolgt normalerweise ab dem 4.-6. Tag. Andres &
Walsh (1996) fanden heraus, dass Myogenin sehr frih, d.h. schon wahrend der Proliferation
der Myablasten innerhalb der S- und Zellteilungsphase im Zellzyklus synthetisiert wird und
so schon am ersten Differenzierungstag tiber Immunoblots nachweisbar ist.

Die Ergebnisse der RT-PCR as Flussigphasenreaktion zeigen, dass der unterschiedliche
Differenzierungszustand der C2C12-Zellen mit dieser Methode festgestel It werden kann.

Bel den PCRs mit cDNA aus L929-Zellen konnten nur das Atpase-Gen und schwach ein
Chrnb1-Gensequenzbereich amplifiziert werden.

Die Sequenzen aus der a3 (Chrna3)- Untereinheit konnten bei keiner Matrize amplifiziert
werden. Dieses Ergebnis wurde erwartet, da die Chrna3-Untereinheit nur im neuronaen
Rezeptortyp vorkommt, der hier jedoch nicht vorlag.

Bei der Analyse der Zelltypen Uber On-Chip-PCR wurden die b1- und die d-Untereinheit
untersucht. Das Ergebnis der Flissigphasenreaktion konnte nicht direkt bestétigt werden. Der
Vergleich der Kontrastwerte der Fluoreszenzdaten zeigte lediglich eine leichte Abnahme der
Werte von differenzierten, undifferenzierten C2C12-Zellen bis zu L929-Zellen. Im Fall des
PCR-Produktes aus der bl-Untereinheit ist dieses Ergebnis nach den Daten aus der
Flissigphasenreaktion vorhersehbar, da bei dieser Reaktion auch fir alle cDNA-Matrizen
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Produkte — wenn auch in unterschiedlichen ,Amplifizierbarkeiten“ - nachweisbar waren
(siehe Tah.13, S.52). Jedoch steht die Identifizierung der d- Untereinheit fir die L929-Zellen
nach der On-Chip-PCR im klaren Gegensatz zum Ergebnis der Flissigphasen-PCR, da diese
bei der letztgenannten Methode nicht nachgewiesen werden konnte. Bei der On-Chip-PCR
dagegen waren eindeutig Signale zu sehen, fir die jedoch verminderte Kontrastwerte
gegenlber den Signalen der C2C12-Zellen ermittelt werden konnten. Die Kontrastwerte
unterscheiden sich max. um 10%. Eine Hypothese fir dieses Ergebnis ware, dass die On-
Chip-Reaktion sehr viel sensitiver as die Reaktion in Ldsung ist und so schon sehr geringe
Mengen an mRNA-Transkripten aufgesplrt werden kénnen. Jedoch muss angemerkt werden,
dass diese On-Chip-Versuche nur einma durchgefihrt wurden. Weitere Experimente
zusétzlich unter Einbeziehung anderer Gene, die a's potentielle Kandidaten fir eine genauere
Diskriminierung stehen (z.B. Chrne, Ckm, Myog), miissen sichere Daten erbringen. Dennoch
ist die Hypothese nicht auszuschlief3en, daim Ergebnis einer Real-Time-PCR bis auf das Gen
der e-Unterheit ale anderen Gene der Acetylcholinrezeptor-Untereinheiten bei allen drel
cDNA-Matrizen nachgewiesen werden konnten (siehe Anhang). Die Rea-Time-PCR-Analyse
wurde als Referenzmethode hinzugezogen und an einem Lightcycler-Gerét durchgefihrt. Die
Methode der Real-Time-PCR bietet sich fur quantitative Analysen von Genexpressionsdaten
an und wird oft als Erganzung zur Mikroarray-Technik angewendet (Rasmussen 2001, Livak
& Schmidtken 2001, Pfaffl & Hageleit 2001). Eine weitere Moglichkeit zur Anayse von
Differential-Genexpressionsmustern bildet die RNA-Fingerprint-Methode Uber RAP-PCR
(RNA Arbitrarily Primed PCR, Welsh et al. 1992), die fur verschiedene Zeltypen wie
Tumorzellen (Perucho et al. 1995), Muskelzellen (Alfke et a. 1999) oder auch Pflanzenzellen
(Menke & Miller-Rober 2001) sowie in Kombination mit cDNA-Arrays (Neumann et al.
2003, Grau et a. 2005) angewendet wird.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen an, dass die On-Chip-RT-PCR eine weitere
optimale Methode fur den Nachweis von gering exprimierten Genen bietet.

Nachdem die On-Chip-RT-PCR sich zur Detektion eines mRNA-Transkriptes als geeignet
erwies, konnten auch zwei verschiedene mRNA-Transkripte in einer Reaktion nachgewiesen
werden (siehe Kapitel 4.2.4.5). Um noch mehr Transkripte simultan in einer Reaktion
nachweisen zu kdnnen, bedarf es jedoch noch einiger Optimierungsschritte. So muss u.a. laut
Wilson & Carson (2003) die optimale Konzentration der frei in Losung vorliegenden Primer,
die fur das jeweilige spezifische Transkript unterschiedlich sein kann, ermittelt werden.
Ursache dafUr ist anscheinend die unterschiedlich vorliegende Konzentration der spezifischen
MRNAs sowie auch die unterschiedliche Amplifizierbarkeit. ,Leicht® amplifizierbare
Sequenzen bendtigen eine geringere Primerkonzentration als ,, schwierige® Sequenzen. Ein
ausgewogenes Primerverhdltnis ist deshalb wichtig, um nicht die Synthese der leicht
amplifizierbaren Sequenzen zu bevorzugen.
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Ein moglicher Losungsansatz wére die Amplifikation von vollstdndigen cDNA-Sequenzen
Uber RACE-PCR (Rapid Amplification of cDNA Ends) bzw. SMART-PCR (Switching
Mechanism At 5'end of RNA Template), sodass alle vorliegenden mRNA-Transkripte in
einer Reaktion amplifiziert werden. Die Methode der RACE-PCR (Frohmann 1988) wurde
inzwischen fir verschiedenste Analysen etabliert (Doenecke et al. 1997, Fehr et al. 1999,
Funke-Kaiser et a. 2001, Kaebernick et al. 2002, Chen et a. 2002, Schaeffel et al. 2003).
Durch Modifizierung der On-Chip-PCR-Technik mit der RACE-PCR-Technik und der
Verwendung von fluoreszenz-markierten Universalprimern oder Nukleotiden konnten alle
Produkte simultan an immobiliserten Sonden auf einer Oberflache amplifiziert und
gleichzeitig im Arrayformat detektiert werden.
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5.4 One Step-RT-PCR on Chip

Ein weitere Moglichkeit, Arbeitsschritte einzusparen, bietet die One-Step-RT-PCR. Bei dieser
Methode wird innerhalb eines Reaktionsansatzes die mMRNA in cDNA umgeschrieben und mit
sequenzspezifischen Primern durch eine PCR-Reaktion amplifiziert.

Das Ergebnis der dazu durchgefiihrten Versuche zeigt, dass diese Reaktion auch als On-Chip-
Reaktion an immobilisierten Primern funktioniert. Dabei ist es unerheblich, ob das Zwei-
Enzym- oder Ein-Enzym-System verwendet wird. Beide Experimente erbrachten positive
Ergebnisse (Abb.24, S.69). Fur eine unmittelbare Detektion der RT-PCR-Produkte wurden
fluoreszenz-markierte Primer eingesetzt.

Das Prinzip der direkten RT-PCR an Oberfl&chen wurde schon 1998 von Hamaguchi et al.
beschrieben. Jedoch wurden bei ihnen Poly-dT-Oligonukleotide in Polypropylen-
Mikrotiterplatten immobilisiert und daran die cDNA synthetisiert. Anschlief3end erfolgte eine
RT-PCR (One Step, Two Step) mit der immobilisierten cDNA ds Matrize. Die RT-PCR-
Produkte lagen nach der Reaktion in Loésung vor und wurden Uber Gelelektrophorese
nachgewiesen. Die PCR-Produkte sind nach diesem Protokoll nicht immobilisiert.

Ein Experiment mit immobilisierten RT-PCR-Produkten direkt nach der Reaktion wurde von
Wilson & Carson (2003) verdffentlicht. Auch sie verwendeten Microwells (NucleoLinkO
Strips), in denen die Primer immobilisiert wurden. Der Nachweis der RT-PCR-Produkte
erfolgte Uber eine Hybridiserung mit Biotin-gelabelten Proben und anschliel3ender
enzymkonjugierter Farbstoffreaktion (Streptavidin-Alkaline-Phosphatase-Assay). In der hier
vorliegenden Arbeit wurde der Detektionsschritt durch Verwenden von fluoreszenz-
markierten Primern vereinfacht, das Ergebnis kann sofort anschlief3end an die Reaktion
ausgewertet werden. Die Technologie der One Step-RT-PCR an immobilisierten Primern auf
einer Chipoberflache, d.h einer planaren Oberflache, wird meines Wissens erstmalig mit
dieser Arbeit beschrieben. Sie bildet eine leicht handbare, zeitsparende Methode zur
Detektion und Amplifizierung vom mRNA im Mikroarray-Analyseformat. Es konnten mit
dieser Methode Gene aus Total-RNA-Proben bis 5pg Startmenge nachgewiesen werden.
Diese Nachweismenge kann sicherlich noch reduziert werden, denn wie man in Abb.25 (S.70)
sieht, sind die Signale fur 5pg noch sehr deutlich zu erkennen. Im Vergleich zur On-Chip-
PCR mit cDNA ist die One Step-RT-PCR noch sensitiver.

Wie auch die On-Chip-PCR mit cDNA wird bei dieser Methode weniger Ausgangsmaterial
bendtigt als bei den herkdmmlichen Mikroarray-Hybridisierungen.

Weitere Versuche missen nun noch kléaren, wieviel mRNA-Transkripte paralel in einer
Reaktion detektiert werden kdonnen.
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6 Zusammenfassung

Abschlief?end kann festgestellt werden, dass durch diese Arbeit zwei weitere Methoden —
erstens die On Chip- RT-PCR mit cDNA as Matrize und zweitens diese Methode als One-
Step-Reaktion mit RNA as Matrize - etabliet wurden, um aus geringen RNA-
Probenkonzentrationen Gene bzw. deren mRNA-Transkripte nachzuweisen. Beide Methoden
beruhen auf dem Prinzip der PCR an immobilisierten Primern auf einer Chipoberflache. Diese
Moglichkeit der exponentiellen Amplifikation ist reproduzierbar und sensitiv. Diese Aussage
deckt sich mit den Ergebnissen von Klur et al. (2003), bei denen die exponentielle
Amplifikation Uber Random-PCR mehr reproduzierbare und sensitivere Ergebnisse fir
Mikroarraydaten lieferten als die lineare Amplifikation.

Es wurden verschiedene Kopplungsmethoden fir die Immobiliserung der Primer mit
anschlief3ender PCR auf der Chipoberflache verwendet. Von den affinen Kopplungen Uber
Biotin-markierte Primer hat sich die Streptavidin-beschichtete Oberflache als geeignet
erwiesen. Die On-Chip-Reaktion an kovalent gebundenen Primern wurde fir Epoxy-
Oberflachen sowie fur EDC-Kopplung auf silanisierten Oberflachen gezeigt. Fur die
letztgenannte Methode wurde die On-Chip-PCR optimiert, so dass Spottingkonzentrationen
der Primer von 5—10uM schon ausreichend sind.

Durch Vewenden von fluoreszenz-markierten Primern wéhrend der PCR ist eine
unmittelbare Auswertung nach der Synthese maglich.

In dieser Arbeit konnte auf3erdem mit der vorgestellten Methode der simultane Nachweis
zweler Gene gezeigt werden. Die Methode kann noch as Multiplex-Analyse ausgebaut
werden, um so mehrere Gene gleichzeitig in einem Ansatz nachweisen zu kénnen.

Die Ergebnisse der Versuche mit Matrizen aus unterschiedlichen Zelltypen deuten darauf hin,
dass die On-Chip-RT-PCR eine weitere optimale Methode fur den Nachweis von gering
exprimierten Genen bietet.
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Tab. Ubersicht iiber die PCR-Ergebnisse mit unter schiedlichen M atrizen er mittelt iber Standard-PCR,
Real-Time-PCR und On-Chip-PCR

Herkunft der

CDNA- C2C12-Diff C2C12-undiff L929

Matrize

(z€ltyp)

M ethode PCR gPCR Chip- PCR gPCR Chip- PCR gPCR Chip-
PCR PCR PCR

Gen

Chrnal ++ ++ ++ ++ + k.A. - + k.A.

Chrna3 - - k.A. - - k.A. - + k.A.

Chrnb1 ++ ++ ++ + + + + + +

Chrnd + + ++ +/- + + - + +

Chrne + + k.A. - - k.A. - - k.A.

Ckm ++ ++ ++ +/- + k.A. - + k.A.

Myog ++ ++ ++ + + k.A. - + k.A.

Atp2a2 ++ ++ ++ ++ ++ k.A. ++ ++ k.A.

Amplifizierbarkeit: ++ sehr gut , + gut , +/- schwach , - kein Signal
k.A. = keine Angabe (noch nicht getestet)
verwendete Methoden : PCR — Standard-PCR , gPCR — Real-Time-PCR (Lightcycler*) , Chip-PCR

*Die Real-Time-RT-PCR erfolgte mit einem LightCycler (Roche Diagnostics, Penzberg, Deutschland), der
schnelles Thermocycling mit der Online SY BR Green |-Fluoreszenzdetektion der PCR-Produkte kombiniert.
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AbkUrzungsverzeichnis

Abb. Abbildung

ADP Adenosindiphosphat

APTES 3-Aminopropyl-trietoxysilan

ag Attogramm (atto = 10°*8)

ATP Adenosintriphosphat

Bp Basenpaare

cDNA complementary DNA (copy DNA)

dest. destilliert

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsdure (engl.: desoxyribonucleic acid)
dNTP Desoxy-Ribonukleosidtriphosphat

dsDNA double stranded DNA = doppelstrangige DNA
EDC 1-Ethyl-3-[3-(dimethylamino)-propyl]-carbodiimid
EDTA Ethylendiamintetra-Acetat

EtBr Ethidiumbromid

EtOH Ethanol

FAM Fluoreszenzfarbstoff: Fluorescein-Addition-Monomer
FITC Fluoreszenzfarbstoff: Fluorescein-isothiocyanat

fg Femtogramm (femto = 10™)

kb Kilobasen

LSM L aserscanmikroskop

min Minute

pg / Mikrogramm / Mikroliter (mikro = 10°°)

ng Nanogramm (nano = 10°°)

pg Picogramm (pico = 109

PCR Polymerasekettenreaktion (eng.: Polymerase Chain Reaction)
r ribosomal

RNA Ribonukleinsaure (engl.: ribonucleic acid)

MRNA Messenger-RNA

rRNA Ribosomale RNA

RNA (ota (total RNA) Gesamt-RNA einer Zelle

rpm revolutions per minute (Umdrehungen pro Minute)
RT Reverse Transkription

SSC Saline-Sodium-Citrate-Puffer

sec Sekunde

SDS Sodiumdodecylsulfat (Natriumdodecylsulfat)
ssDNA single stranded DNA = einzelstréngige DNA

Tab. Tabelle

TAE Tris-Acetat-EDTA-Puffer

TE

TrissEDTA-Puffer
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Abkirzungsverzeichnis

TRITC
u

Bezeichnung der Gene
Chrnal

Chrnbl

Chrnd

Chrne

Chrng

Ckm

Myog

Atp2a2

M13-DNA (M13mp18)

Zdllinien
C2C12
L929

Fluoreszenzfarbstoff : Tetratmethylrhodamin-isothiocyanat
unit (Enzymeinheit)

a-Unterheit des Acetylcholinrezeptorgenes
b-Unterheit des Acetylcholinrezeptorgenes
d-Unterheit des Acetylcholinrezeptorgenes
e-Unterheit des Acetylcholinrezeptorgenes
g-Unterheit des Acetylcholinrezeptorgenes
Creatinkinase-Gen

Myogenin-Gen

ATPase-Gen (Ca’* transportierend, slow twitch 2)
Plasmid-DNA des Bakteriophagen M13

Maus-Myoblasten (Muskelzellen)
Maus-Fibroblasten
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