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1. Struktur und Aufbau der RNA Seite 2

Unterschiede zwischen DNA und RNA
RNA Ist einzelstrangig — fragil!!!
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1. Struktur und Aufbau der RNA Seite 3

Einteilung der RNA

MRNA Messenger (Boten)-RNA Transkription
SRNA smallRNAs Regulation
tRNA Transport RNA Translation
rRNA Ribosomale RNA Translation

Ribosomale RNAs werden nach ihrer Grél3e eingeteilt

. e

I Colloering of
A Araerdons
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1. Struktur und Aufbau der RNA Seite 5

(A (B
| Source rRNA Size (kb) | 2§ & L
§ 58 58
™ a
Mouse 18S 1.9 =
28S 4.7
Human 18S 1.9
28S 50
S. cerevisiae 18S 2.0
26S 3.8
— 258
E. coli 165 i3 = a
23S 2.9 g e
Tobacco 16S 1.5
18S 1.9
23S 2.9
25S 3.7

80S-Ribosomen bestehen aus 60S und 40S-Untereinheit:
60S-Untereinheit: 25S-rRNA + 5,8S-rRNA + 5S-rRNA
40S-Untereinheit: 18S-rRNA

70S-Ribosomen befinden sich im Stroma bzw. der Matrix von Chloroplasten und
Mitochondrien

50S-Untereinheit: 23S-rRNA + 5S-rRNA + 4,55-rRNA Pflanzenphysiologie

30S-Untereinheit: 16S-rRNA PU R
Universitit Rostock 7)&
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|Isolation von eukaryotischer Gesamt-RNA
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2. Arbeiten mit RNA Seite 7

Isolation von pflanzlicher RNA

Die Isolation von RNA wird durch RNasen erschwert!

- Vorsichtsmalshahmen:

1. Geerntetes Pflanzenmaterial sofort in fliissigem Stickstoff schockgefrieren!
2. Handschuhe tragen!

3. Sterile Plastikgefal3e verwenden!

4. Pipettenspitzen mit Filter verwenden!

5. Glaswaren durch Hitzebehandlung dekontaminieren!

6. Losungen mit RNase-Inhibitoren behandeln!

Pflanzenphysiologie
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9

9

Wirkung von DEPC (Diethylpyrocarbonat)

T
H,C—CH,~O—~C~0-C—0—CH,—CH;  DEPC

R
/—:< DEPC /———<

O

R

(CszoCO)zo + Hpo —p—— 2C02 + 2C?H50H

Inaktiviert RNasen und andere Enzyme durch kovalente Modifikation

der primaren und sekundaren Amine (z. B. Histidine)
Nach Hitzebehandlung zerfallt DEPC in CO, und EtOH
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2. Arbeiten mit RNA Seite 9

Chemikalien

DEPC Behandlung von Pufferlésungen und Glasgefalde, kovalente
(Diethylpyrocarbonat) Modifikation von Proteinen, muss durch Autoklavieren inaktiviert
werden
Problem: nicht mit allen Puffern kompatibel, karzinogen
RNase AWAY Zusammensetzung und Wirkungsweise unbekannt, mit allen Puffern
RNAsecure reagent kompatibel, nicht karzinogen
SDS, Natriumdesoxycholat Denaturierende Wirkung
3-Mercaptoethanol Reduzierende Wirkung
Guanidium -HCL In Verbindung mit dem Zellausschluss, denaturiert RNasen
Guanidiumthiocyanat irreversibel
Formaldehyd In denaturierenden Agarosegelen, flhrt zu kovalenten Modifikationen
Phenol (sauer, frisch) Denaturierung der Proteinen, zur Deproteinierung von Zellextrakten

Pflanzenphysiologie
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2. Arbeiten mit RNA Seite 10

Allgemeines Prinzip der RNA-Isolation

1. Lyse der Zellen

4

2. Inaktivierung der RNasen und Proteine

!

3. Isolation der Gesamt-RNA

4

4. Nachreinigen der RNA, DNase Verdau
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2. Arbeiten mit RNA Seite 13

Isolation von RNA mittels Bindung an Silica-Matrix

Cells Plant material
Animal fissue 1 1 Fungus
O Siabilize sample in @ RNAlater g“:"e - Gindile @
PP RNA ays a
RNAlater RNA Stabilization Stabilization 4 wooks 2-8°C
Reagent. Reagent archive ~20°C
1 or -80°C 1
@ Disrupt sample and lyse
with GITC<containing buffer Centrifuige @
(Buffer RLT). 050 lyed through
homogenize GlAshredder
® Homogenize sample to shear genomic
DNA and reduce viscosity of lysate.
O Add ethanol to adjust binding o ﬁ Add ethanol
conditions,
@ Apply sample to RNeasy spin © Bind fofal RNA
column for adsorption of RNA to Total RNA
membrane. ?
® Remove contaminants with simple (5] V_l Wash 3x
wash spins (Buffers RW1 and RPE). i
@ Elute readydo-use RNA in water.

Pflanzenphysiologie

Kleine RNAs (<200 nt) werden meist nicht gebunden! PUR
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2. Arbeiten mit RNA Seite 14

Konzentrationsbestimmung der RNA

Aufnahme eines UV-Spektrums

260 nm A= 1,0 = 40 pg RNA/m

l Berechnung (Photometer — abhangig):
Verdunnung x 40 X A,s, = g RNA/mI

Reinheit:
Verhaltnis A q0/Asgg

9 RNA reln 1’9—2,1 Pflanzenphysiologie t;/'
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2. Arbeiten mit RNA Seite 15

Immer Qualitat der isolierten RNA prufen!

1. Denaturierendes Agarosegel mit
Formaldehyd

2. Bioanalyzer (Agilent Technologies) 50-
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2. Arbeiten mit RNA Seite 16

Einsatz von RNA in molekularbiologischen
Techniken

1.cDNA-(copyDNA)-Genbibliotheken

2. Expressionsanalysen

Pflanzenphysiologie  ~;
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3. cDNA-Bibliothek Seite 17

Herstellung einer cDNA-Genbibliothek

1. Isolierung von Gesamt-RNA

s

2. mMRNA-Isolierung

1

3. cDNA-Synthese

U

4. Vorbereitung der cDNA

Pflanzenphysiologie  ~;

5. Einbau in Vektor PUR
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3. cDNA-Bibliothek

Seite 18

MRNA-(PolyA)-Isolierung bel Eukaryoten

Initiation
codon

Termination

Cap| 5-UTRE | AUG

Coding region

AAAAAAAAAAA... 3

- Kopplung einer Saulenmatrix mit Oligo-dT-Primern

Gesamt- ' |

RNA

f

TTTTTTT

TTTTTTT

MRNA

f

TTTTTTT

000006 00

f

TTTTTTT

f

TTTTTTT
AAAAAA

Bindung der
MRNA an die
Oligo-dT-Matrix

Elution
. der mRNA
.. von der

Matrix

durch
Wasser
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3. cDNA-Bibliothek Seite 19

Erststrang-Synthese, reverse Transcriptase

cDNA Library Construction: First Strand Synthesis

mEMA
B N annnnn 3
3 TTTTTT 5°
MLV Reverse Transcriptase l dNTFE’ s wligﬂf T2 1g
primer
Moloney murine leukemia virus

mMEI AT A

hybrid duplex
B N annnnn 3
37 * TTTTTT 5°
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3. cDNA-Bibliothek Seite 20

Zweltstrang-Synthese

MBI A DA
hybrid duplex

B N il i rnnnnn 3
3’ - TTTTTT 57

5T CAP ----- oo S T S ST B - ARRART 5
3’ -+ TTTTTT 5°
Pflanzenphysiologie  ~;
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3. cDNA-Bibliothek Seite 21

Zweltstrang-Synthese

57 CAP -------- Tt > o > ---annnnn 3
3’ . TTTTTT 5°

l E caliDMNA PolT

ST CAR oo = annnngn 3
3’ . TTTTTT 5°

l T4 DINA Tagase

5T CAR - ooannnn 37
3’ - o1 R0
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4. Methoden der Expressionsanalyse

Seite 35

Ursachen fur Schwierigkeiten der Synthese des
5'-Endes einer cDNA

Erst-
strang-
Synthese

/weit-
strang-
Synthese

AAAAA

I TTTTT <— Oligo(dT)

e Transkriptase

ITTTTT

TTTTT

51
<
revers
lRNaseH
3 3 3 33
<

l DNA-Polymerase |

——Pp PP

<

Primerproblem und RNA-Sekundarstrukturen!
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4. Methoden der Expressionsanalyse Seite 37
Rapid Amplification of cDNA Ends (RACE)
-2 5 -RACE
} mRNA — .
1. Erststrang-Synthese mit genspezifischem !
antisense Primer ; .
e ~amm
2. RNase-Behandlung P
3. Anhangen eines Adapters -
4. PCR mit Anchor-Primer und ol —_—
genspezifischem Primer J'
UAP
» =00 CC $=a
- ; . Pflanzenphysiologie  ;
Extrem wichtig fir Promotoranalysen und Genmodelle! PUR
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4. Methoden der Expressionsanalyse Seite 38

Rapid Amplification of cDNA Ends (RACE)
> 3'-RACE

mRNA poly (A) tail
AAA--AAAL

4TTTTTTEE——
1. Erststrang-Synthese mit Oligo-dT-Primer lv "
S m e T s
2. RNase-Behandlung J,
3 —— = ?W\-:Is'
3. PCR mit genspezifischem und J'
Oligo-dT-Primer o |
TIT--TT T T ;-

Pflanzenphysiologie
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3. cDNA-Bibliothek

Seite 23

Zusammenfassung cDNA-Genbibliothek

| von

5 AAAAA MRNA
Erst- 5 AAAAA
strang- < I TTTTT <— Oligo(dT)
Synthese reverse Transkriptase
l RNase H
32 3 3 3 3
4 ITTTTT
J’ DNA-Polymerase [
| Zweit-
| strang- — >
Synthese < ITTTTT
i Ligase
- D> AA
< == TTTTT
Glatten der Enden l
(3-5-Exonuclease, I 1AA
DNA-Polymerase) L 1TT
Ligaticn B3 =
| Linker-DNA ER |
|
Restriktion =
= g

!

Einbau in Vektoren

N v
14
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3. cDNA-Bibliothek Seite 24

Vor- und Nachteile von cDNA-Bibliotheken

Vortell Nachteil
- Nur codierende Sequenzen - Nie vollstandig!
enthalten

- Seltene RNAS fehlen

el ad Sl - cDNAs meist unvollstandig

- kann direkt in Bakterien

exprimiert werden - aufwandig

ESTs: Expressed Sequence Tags
- Sequenzierte cDNA-Sticken

- Genbanken (,,shot gun®)
->UNVOLLSTANDIG! aber viele!
—>Keine DNA sondern Sequenzsammliung Pflanzenphysiologie

- Gensynthese bei Bedarf Univeests;t’Rzock 2%




4. Methoden der Expressionsanalyse Seite 25

Methoden der Expressionsanalyse von
Einzelgenen

1. Northern Blot Analyse

2. RT-PCR versus real-time oder gPCR

3. Ribonuclease Protection Assay

Pflanzenphysiologie  ~;
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4. Methoden der Expressionsanalyse Seite 26

Northern Blot

- Nachweis von spezifischen durch Elektrophorese getrennten RNAs mittels
Hybridisierung mit einer markierten DNA Sonde

1. Isolation von intakter RNA

-

2. Denaturierung der RNA

=

3. Auftrennung der RNA im denaturierenden Formaldehyd - Agarosegel

(]

4. Transfer der aufgetrennten RNA auf eine Nylonmembran (Blotting)

=

5. Markierung einer genspezifischen DNA-Sonde

-

6. Hybridisierung

Pflanzenphysiologie

=
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4. Methoden der Expressionsanalyse Seite 27

Isolation von intakter RNA und Auftrennung im
Agarosegel (denaturierend, Formaldehyd)

—->Formaldehyd: reagiert mit Aminogruppen
der Purin- und Pyrimidin-
Basen wunter Bildung einer
Schiff'schen Base, verhindert
damit die Ausbildung von
Wasserstoffbriickenbindungen

—->Formamid: Doppelhelix destabilisierendes
Agens, verhindert die Re-
assoziation von RNA-Molekdulen

Pflanzenphysiologie

PUR

Universitidt Rostock %
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Seite 28

Transfer der getrennten RNA auf
Nylonmembranen durch Kapillarblotting

Kapillarblot
Gewicht
i

Blot-Puffer Blot-Brett

Elektroblot

Elekproden

Papiertucher

Filterpapier
Nylonmembran
Gel

Filterpapier

Bindung der RNA an die
Nylonmembran

- Backen: 2 h 75-80°C

- Cross linking: UV-Strahlen

!

Hybridisierung der Membran
mit der markierten Gensonde

Pflanzenphysiologie  ~;
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4. Methoden der Expressionsanalyse Seite 29

Markierungsmethoden von ,Sonden”

1. 5'-Endmarkierung mit T4-Polynukleotid Kinase

2. 3'-Endmarkierung mit Terminaler Transferase

3. Nick-Translation

4. PCR-Labeling '

5. Random Priming

B G .
Northern-Blot-Hybridisierung Pflanzenphysiologie \;
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4. Methoden der Expressionsanalyse Seite 31

RT-PCR

—> Kombination von reverser Transkription und Polymerase Ketten Reaktion (PCR)

3
5 - RNA
A Primer | 2
‘ Reverse Transkriptase
(MMLV, AMV, Tth)
Blly dl ‘\ “’ lHl[ ANA
il H\HH l
: 1 cDNA
5
lPCR
Primer Il (o)
J é?:“lillll’?[l LLELLLLLE L
L 1 cDNA
T [T T T ““‘;l dsDNA
T e
PCR Pflanzenphysiologie  ~;
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4. Methoden der Expressionsanalyse Seite 32

RT-PCR

Vorteile:
- Sehr sensitiv durch Einsatz der PCR-Technik

- Sehr spezifisch, Unterscheidung von sehr ahnlichen Genen
einer Gen-Familie moglich

Problem:

- Nicht wirklich quantitativ! Nur qualitative Aussagen mdglich!!

Voraussetzung:

- Hochreine RNA, keine Kontamination mit genomischer DNA

- Mitfihren einer konstitutiven Genkontrolle S
PUR
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Real time-PCR (gPCR)

| SYBR Green - Methode zur genauen
dliy \ SR Quantifizierung von mRNAS

L e, IS : :
LLLLLIE - Beruht auf Einbau eines Farbstoffs,
der bel Interkalation in DNA-

Doppelstrange fluoresziert
,SYBR-Green”

Polymerase

Pflanzenphysiologie \;;
PUR

Universitiat Rostock



Real time - PCR (TagManR)

1) Denature g%m‘“
primer
TI1+1 flucrescein quencher

2} Primer Annealing’ Probe hybridization
polymerase

m—r

I N O

hybridizes

3) Extension R—' - ?

O
|

O I

TagMan® Probe Method

g
U

Pflanzenphysiologie

PUR

Universitit Rostock




AMOUNT OF DNA

AMOUNT OF DNA

1600000000
1400000000

rl

1200000000

1000000000
800000000

600000000

400000000
200000000

0 ——I—I—I—I—.—l—l—l—l—‘-l—l—l—l—.—l—l—l—l—.—l—l—l-.-!!. T

10000000000

10 15 20 25 30 35
PCR CYCLE NUMBER

1000000000

100000000
10000000

1000000
100000

10000

1000
100

10

1 4

10 15 20 25 30 35
PCR CYCLE NUMBER

- bis zur Sattigung der PCR
erfolgt DNA-Amplifikation
logarithmisch

- Messung der DNA-Menge
im ,linearen” Bereich

Pflanzenphysiologie
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PR Base Line Subtracted FFL

1000
14000
12000
10000
=y
=y
000
2000

= 2000

77T (Reihe von 10-
- fach Verdiinng.)

0 2 4 & 8 10121416 1820222426 28 3032 34 38 384042 44
Cycle

- anhand der Amplifikationskurven kann die eingesetzte DNA-
Konzentration berechnet werden

- Die Kurve gibt auch Aufschluss lber die Spezifitdt der Reaktion

&
A
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4. Methoden der Expressionsanalyse

Seite 33

Prinzip des Ribonuclease Protection Assays

1. Isolation von Gesamt-RNA

2. Herstellung einer antisense RNA -Sonde

—->Template:
DNA-Fragment des
untersuchenden Gens

—->Synthese:

In vitro Transkription mit RNA-

Polymerase + markierten NTPs

- Gesamte Sonde markiert 2> Hohe Sensitivitat!

A
l 5' 3
——h— kloniertes Gen
Umklonierung in
in-vitro-Transkriptionsvektor
A
l 5' ; 3 T7
al
Linearisierung mit
Restriktionsenzym A
5' ; 3 T
ad
T7-RNA-Polymerase
+
radioaktive Nucleotide
3 5
radioaktiv markierte Antisense-RNA
(Run-off-Transkript)

Pflanzenphysiologie “,'
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Prinzip des Ribonuclease Protection Assays

5' 3
RNA
3 5'  radioaktive Antisense-
o fo o RNA-Sonde (Ribosonde)
3. Hybridisierung der Gesamt-RNA Kg
mit der RNA-Sonde . .
3' 5
4. Nuclease-S1-Behandlung: ]d
Ribonuclease T1
—>Abbau einzelstrangiger RNA J -
3' 5
9 RNA—RNA—HybrId geSChutZt l denaturi+erende Gelelektrophorese
Autoradiographie
o Rontgenfilm
5. Denaturierendes Formaldehyd- —
Agaraosegel + Detektion =
Sonde —p |mmm we— T | < g e
1 2 3
Pflanzenphysiologie  ;
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4. Methoden der Expressionsanalyse Seite 39

Zusammenfassung

Methode Anwendung

Northern-Blot Expressionsanalyse — Transkriptgrof3e (Operon, Spliceformen)
RT-PCR Expressionsanalyse

Microarray (spéater) Expressionsanalyse

Ribonuclease Protection Assay | Expressionsanalyse, Kartierung von 5 - und 3'-Enden der RNA,
Bestimmung von Introns

Primer Extension Expressionsanalyse, Bestimmung des 5 -Endes und Promotors
RACE Kartierung von 5°- und 3’-Enden der RNA
,OMICS* Microarray bzw. RNAseq, Electronic Northern

N

Pflanzenphysiologie
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