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[...] In diesen Zeiten Molekularbiologie zu betreiben, ist aufregend. Es bedeutet 

„Gentechnik” und „Klonieren” und hat etwas Göttliches. Beim einen Teil der Bevölkerung wird 

man, wenn man verrät, womit man seinen lieben langen Arbeitstag verbringt, grenzenlose 

Bewunderung hervorrufen, beim anderen grenzenlose Ablehnung – man sollte sich daher 

genauestens überlegen, mit wem man es gerade zu tun hat, bevor man den Mund aufmacht. 

Am besten, man erwähnt keiner der Gruppen gegenüber, mit wie viel Problemen und Frust 

man in Wahrheit täglich kämpft, weil der erste Teil dann desillusioniert wäre und der zweite, 

vielleicht zurecht, unweigerlich die Frage stellen würde: „Wozu machst du das dann 

überhaupt?” 

[...] Molekularbiologie ist vor allem Voodoo – mal klappt alles, meist klappt nix. Über den 

Ausgang eines Experiments scheinen recht seltsame Parameter zu entscheiden, die eigentlich 

selbst zum Gegenstand der Forschung gemacht werden sollten. 

[...] Wie Hubert Rehm so schön sagt: ”Lassen Sie sich [...] nicht entmutigen! Auch die 

anderen rackern sich erfolglos ab; es ist normal, dass sich erst mal kein Ergebnis blicken lässt. 

Halten Sie durch! – Oder lernen Sie gleich einen vernünftigen Beruf.” 

In diesem Sinne ... Fangen wir an. 

 

 

(aus: Der Experimentator: Molekularbiologie; Cornel Mülhardt; Gustav Fischer Verlag, 1999) 
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LHP1 La/SS-B-homologes Protein 1 
LMW-Marker low molecular weight-Marker 
LMP-Agarose low melting point-Agarose 
Lsg. Lösung 
Lys Lysin 
µg Mikrogramm 
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µl Mikroliter 
m murin 
M molar, mol/l, Methionin 
m7Gppp-Kappe 7-Methylguanosin-Kappe 
mA Milliampère 
mAK monoklonaler Antikörper 
MCS multiple cloning site 
Met Methionin 
mg Milligramm 
MHC major histocompatibility complex 
min Minute 
ml Milliliter 
mm Millimeter 
mM millimolar 
mmol Millimol 
MOPS 3-[N-Morpholino]propansulfonsäure 
mLa/SS-B murines La/SS-B 
N Asparagin 
n.b. nicht bekannt 
NBT 4-Nitroblautetrazoliumchlorid 
NCR nicht-codierende Region 
neo-La neo-La-Peptid 
NES Kernexportsignal 
ng Nanogramm 
NLS Kernlokalisationssignal 
nm Nanometer 
NO Stickstoffmonoxid 
NOS nitric oxide synthases 
NTA  Nitrilo-Essigsäure 
OAc Acetat 
OD Optische Dichte 
Oligo(dT) Oligo(dT)-Primer zur RT aller mRNAs mit einem Poly(A)-Trakt am 3�-Bereich 
OPD o-Phenylendiamin 
ORF open reading frame 
% Prozent 
P Prolin 
PBL peripheren Blut-Lymphozyten 
PBS phosphaet buffer saline 
PBT PBS-BSA-Tween 20 
PCF Perichromatin-Fibrillen 
PCG Perichromatin-Granula 
PCR polymerase chain reaction 
PEG Polyethylenglycol 
PEST PEST-Region = proteasesentiver Bereich; der Name stammt von dem 

gehäuften Auftreten der AS Prolin (P), Glutamat (E), Serin (S) und Threonin (T) 
PFA Paraformaldehyd 
pg Pikogramm 
Phe Phenylalanin 
PIPES Piperazin-N,N�-bis-(2-ethansulfonsäure) 
PKR Proteinkinase R 
pmol Pikomol 
PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid 
POD Peroxidase 
Pol RNA-Polymerase 
Poly(A) Poly(A)-Trakt am 3�-Ende der mRNA 
Pro Prolin 
PTB Polypyrimidintract-Bindeprotein 
PTW PBS-Tween 20 
PVDF Polyvinylidendifluorid 
Q Glutamin 
R Arginin 
RACE rapid amplification of cDNA 
rek. rekombinant 
RFLP Restriktionsfragmentlängenpolymorphismus 
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RNA /m-, ss-, r- ribonucleic acid /messenger, singlestranded, ribosomal 
RNP Ribonukleoprotein 
ROS reactive oxygen species 
rpm rounds per minute 
RRM rna recognition motiv 
RT Raumtemperatur 
RT Reverse Transkription 
S Serin 
S. cerevisiae Saccharomyces cerevisiae 
scRNA small cytoplasmatic RNA 
scRNP small cytoplasmatic RNP 
SDS sodium dodecyl sulfate 
SDS-PAGE SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
sec Sekunde 
Ser Serin 
SLE systemischer Lupus erythematodes 
snRNA small nuclear RNA 
snRNP small nuclear RNP 
SOC sequential oligopeptide carrier 
SOC-neo-La neo-La-Peptid, gekoppelt an den sequential oligopeptide carrier 
SS /p-, s- Sjögren Syndrom /primäres-, sekundäres- 
SS-A/B Sjögren Syndrom assoziiertes Antigen A/B 
T Thymin, Threonin 
T7 T7-Promotor 
TAE Tris-Acetat-EDTA-Puffer 
TAFs TATA-Box-Bindeprotein assoziierte Faktoren 
Taq Thermus aquaticus 
TBE Tris-Borat-EDTA 
TBP TATA-Box-Bindeprotein 
TBS(T) Tris buffered saline (Tween 20) 
TCR T cell receptor 
TE Tris-EDTA 
TEMED N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin 
Temp. Temperatur 
TF Transkriptionsfaktor 
TGN Trans-Golgi-Netzwerk 
TH1-/TH2-Zelle Thymus-Helfer-Zelle Typ 1/2 
Thr Threonin 
TI-Antigene thymus independent-Antigene 
Tris/HCl Tris-Hydroxyethylaminomethan/HCl 
Triton-X-100 Polyethylenglykol-4-tert.-octylphenylether 
Trp Tryptophan 
Tween 20 Polyoxyethylensorbitan Monolaurat (mit -myristat, -palmitat, -stearat) 
Tyr Tyrosin 
T-Zelle Thymus-Zelle 
U Uracil, unit(s) 
u.a. unter anderem 
ÜNK Über-Nacht-Kultur 
UTR untranslated region 
UV Ultraviolett 
V Volt, Valin 
Val Valin 
[v/v] volume per volume 
W Tryptophan, Watt 
[w/v] weight per volume 
X beliebige AS 
X-Gal 5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-β-D-Galactosid 
X. laevis Xenopus laevis 
X-Phosphat siehe BCIP 
Y Tyrosin 
ZNS zentrales Nervensystem 
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1 EINLEITUNG 
 

 

1.1 Autoimmunität und Autoimmunerkrankungen 
 

An Autoimmunerkrankungen leiden weltweit mehr als 20 Millionen Menschen. Sie 

beeinträchtigen das Leben der Patienten sehr stark und können letztlich auch zum Tode 

führen. Um den Krankheitsschüben vorzubeugen, müssen die Patienten lebenslang 

medizinisch behandelt werden (BACHMANN et al., 1999). Eine kausale Therapie ist nicht 

möglich, sondern kann nur durch Linderung der Symptome erfolgen (SCHRÖDER und EULER, 

1993). Autoimmunität tritt auf, wenn die Mechanismen der Selbsttoleranz durchbrochen werden 

und sich das Immunsystem gegen den eigenen Körper richtet, was große Schäden an 

Geweben und Organen zur Folge haben kann (HIERHOLZER und SCHMIDT, 1991). Die 

Schwere des Krankheitsverlaufs hängt von der Beteiligung lebenswichtiger Organe ab.  

Charakteristisch für systemische Autoimmunerkrankungen, insbesondere Kollagenosen, 

ist das Auftreten von organunspezifischen, antinukleären Antikörpern (ANAs) gegen ubiquitär 

vorkommende, zellkernspezifische Antigene. Eines der Zielantigene der ANAs bei Patienten mit 

Kollagenosen, insbesondere beim systemischen Lupus erythematodes (SLE) sowie beim 

Sjögren Syndrom (SS), ist das nukleäre Autoantigen La/SS-B. Daneben existieren noch eine 

Vielzahl anderer Autoantigene, wie z.B. Ro52/SS-A, Ro60/SS-A oder Sm (STEITZ et al., 1983). 

Die Namensgebung der Autoantigene ging in den meisten Fällen auf die Anfangsbuchstaben 

der Nachnamen der Patienten zurück, bei denen die entsprechenden Autoantikörper zum 

ersten Mal gefunden wurden. Zusätzlich werden die Proteine Ro und La als Sjögren Syndrom 

assoziierte Antigene A und B mit Ro/SS-A und La/SS-B bezeichnet.  

Über die Mechanismen, die zur Bildung der Autoantikörper und somit zur Entstehung 

von Autoimmunerkrankungen führen, ist nur sehr wenig bekannt. Am Autoantigen La/SS-B wird 

exemplarisch versucht, die molekularen Mechanismen zu entschlüsseln, die zur Entstehung 

von Autoimmunerkrankungen führen. Dabei steht im Zentrum die Analyse der Genexpression 

und die Funktions- und Strukturanalyse des Autoantigens La/SS-B. 

 

 

1.2 Kollagenosen 
 

Das Kennzeichen von systemischen, organunspezifischen Autoimmunerkrankungen 

(Typ III-Überempfindlichkeitsreaktionen) ist das Vorhandensein von Autoantikörpern des Typs 

IgG (ROITT et al., 1991), die gegen körpereigene Antigene gerichtet sind, die häufig und nicht 

lokal begrenzt vorkommen. Dadurch sind zahlreiche Organe und Gewebe von den 

autoaggressiven Vorgängen betroffen. Das Krankheitsbild ist nicht einheitlich, sondern sehr 
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variabel mit unterschiedlichen Manifestationen (HIERHOLZER und SCHMIDT, 1991). Schäden 

an Organen oder Geweben entstehen entweder direkt durch die Autoantikörper oder durch die 

Ablagerung von Immunkomplexen. Sowohl die Autoantikörper als auch die Immunkomplexe 

lösen systemische Läsionen und Entzündungsreaktionen aus (JANEWAY und TRAVERS, 

1994; ROITT et al., 1991; ABBAS et al., 1991). 

Zu den systemischen, organunspezifischen Autoimmunerkrankungen zählen u.a. die 

Kollagenosen (SIEGENTHALER et al., 1992). Sie gehören zu den Krankheiten des 

rheumatoiden Formenkreises, speziell zu den entzündlichen, rheumatischen Erkrankungen mit 

einem chronischen Verlauf, bei denen sich neben Vasculopathien (Gefäßstörungen) fibrinoide 

Nekrosen (Verquellung des Kollagens) im Gewebe finden (SIEGENTHALER et al., 1992). Die 

entzündlichen Reaktionen des Bindegewebes spielen sich vor allem im Bereich der Gelenke 

und der sie umgebenden Weichteile ab (BERG, 1984). Zu den Kollagenosen zählen u.a. der 

systemische Lupus erythematodes (SLE) und das Sjögren Syndrom (SS) (SIEGENTHALER et 

al., 1992). Bei diesen beiden Krankheiten spielt das Autoantigen La/SS-B eine wichtige Rolle.  

 

 

1.3 Ätiologie von Autoimmunerkrankungen 
 

Eine einheitliche Hypothese, wie die Toleranzmechanismen des Immunsystems gegen 

Selbstantigene durchbrochen werden und dadurch Autoimmunität entstehen kann, existiert 

nicht. Vermutlich spielen verschiedene Faktoren eine je nach Erkrankung unterschiedlich 

wichtige Rolle (HAAHEIM et al., 1996; TALAL et al., 1992; VENABLES und BROOKES, 1992; 

OLDSTONE, 1987; URBAN und SCHWARZENBERG, 1985). Die gängigsten Theorien zur 

Entstehung von Autoimmunität sollen im Folgenden kurz beschrieben werden: 

 

Freilegung von kryptischen Epitopen: 

⇒ Bei kryptischen Epitopen handelt es sich um dem Immunsystem bisher verborgene 

Selbstantigene. Dabei können dies Strukturmotive sein, die sich normalerweise im 

Inneren eines Proteins befinden und durch Konformationsveränderungen an die 

Proteinoberfläche verlagert werden.  

⇒ Intrazelluläre Proteine, die auf Grund ihrer Lokalisation innerhalb einer Zelle dem 

Immunsystem nicht zugänglich sind, können durch eine Translokation auf die 

Zelloberfläche oder einer Freisetzung aus der Zelle kryptische Epiotpe darstellen. Dies 

konnte bei Infektionen mit Herpes-Viren und Retro-Viren, inklusive endogener 

Retro-Viren, gezeigt werden (SERCARZ et al., 1993).  

⇒ Kryptische Epitope können im Verlauf einer Immunantwort in größerem Umfang 

präsentiert werden. Dies kann durch eine verstärkte Aufnahme von Antigen, ein 

verändertes Zurechtschneiden des Antigens in den Endosomen oder die vermehrte 
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Expression von major histocompatibility complex- (MHC-) Klasse II-Molekülen und/oder 

Adhäsionsmolekülen mit kostimulierender Wirkung verursacht werden (LANZAVECCHIA, 

1995; SALEMI et al., 1995).  

⇒ Strukturelle Homologien zwischen fremden und eigenen Proteinen können im Zuge der 

Immunantwort gegen einen Erreger zu einer Sensibilisierung gegen kryptische Epitope 

auf Selbstantigene führen (molekulare mimikry-Hypothese) (STEINMAN, 1995; BAUM et 

al., 1993; OLDSTONE, 1987). 

 

Unspezifische Aktivierung von autoreaktiven Immunzellen: 

⇒ Anerge, autoreaktive Immunzellen können durch bestimmte Antigene unspezifisch und 

polyklonal aktiviert werden, so z.B. T-Zellen durch Superantigene und B-Zellen durch 

TI-Antigene (JANEWAY und TRAVERS, 1994) 

 

Exogene Faktoren: 

⇒ Als Faktoren mit trigger-Funktion werden in der Literatur immer wieder bestimmte 

Chemikalien, Arzneimittel und vor allem UV-Licht-Expositionen genannt.  

 

Endogene Faktoren: 

⇒ Eine Beteiligung von Östrogenen ist sehr wahrscheinlich, da zwei Drittel aller 

Autoimmunpatienten Frauen sind (STEINMAN, 1995). 

⇒ Familiäre Häufungen von Autoimmunkrankheiten weisen eindeutig auf eine genetische 

Prädisposition hin. Zwischen bestimmten Allelen, insbesondere der humanen 

Leukozyten-Antigene (HLA), und dem Auftreten von Autoimmunerkrankungen besteht 

eine relativ enge Korrelation. Auch vom MHC-Komplex unabhängige Gene können die 

Entstehung von Autoimmunität beeinflussen (DAVIES et al., 1994). 

⇒ T-Zellen lassen sich in Subpopulationen mit einem unterschiedlichen Repertoire an 

Zytokinen einteilen. Viele Autoimmunerkrankungen gehen mit einem veränderten 

Verhältnis dieser T-Zell-Subpopulationen einher, was ein verändertes Verhältnis der 

Zytokine zur Folge hat. Dadurch kann das Durchbrechen der Toleranz begünstigt werden 

(STEINMAN, 1995; BACH, 1995; DEODHAR, 1992).  

⇒ Nach einer ersten Immunreaktion gegen ein Epitop auf einem Selbstantigen kann es 

nach dem Konzept der Ausweitung von antigenen Epitopen (epitope spreading) 

(LEHMANN et al., 1992) zu einer Ausweitung der Immunantwort kommen. Die 

Ausweitung erstreckt sich zunächst auf andere Epitope auf dem gleichen Protein. Nach 

diesem intramolekularen spreading kann sich die Immunantwort auch durch 

intermolekulares spreading auf andere Proteine ausdehnen. Epitope spreading wurde bei 

verschiedenen Autoimmunerkrankungen nachgewiesen (STEINMAN, 1995; ATKINSON 

und MACLAREN, 1993; TISCH et al., 1993). Insbesondere konnte ein epitope spreading 
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bei den Autoantigenen La/SS-B und Ro/SS-A gezeigt werden (MCCLUSKEY et al., 1998; 

TSENG et al., 1997; TOPFER et al., 1995).  

⇒ Diskutiert wird auch eine zellschädigende Vorläuferreaktion, da für antinukleäre 

Antikörper (ANAs) Zellmembranen eine undurchdringliche Barriere darstellt und auch die 

nukleären Antigene die Zellmembranen intakter Zellen nicht durchdringen können. 

 

 

1.4 Das antinukleäre Antikörpersystem und die Ribonukleoproteine 
 

Das Profil der antinukleären Antikörper (ANAs) spielen beim SLE und beim SS eine 

diagnostische und prognostische Relevanz. Anhand der Antikörperprofile lassen sich 

Vorhersagen über Verlauf und Schwere der Krankheit machen (TAN, 1982; TAN et al., 1988). 

Fehlende ANAs schließen eine Erkrankung jedoch nicht aus. Allerdings finden sich 

Autoantikörper auch bei Gesunden, die keine Krankheitssymptome zeigen.  

Die ANAs richten sich gegen verschiedene Komponenten des Zellkerns, wie DNA, RNA, 

Topoisomerase II, Histone, DNA-Histonkomplexe und Nicht-Histon-Proteine (RIEDE et al., 

1989). Bei den Nicht-Histon-Proteinen handelt es sich um aus dem Zellkern herauslösbare 

Proteine, die daher als extrahierbare nukleäre Antigene (ENAs) bezeichnet werden (BERG, 

1984). Bei den ENAs handelt es sich um Ribonukleoproteine (RNPs), d.h. Komplexe aus 

verschiedenen kleinen RNAs und Proteinen, die nicht-kovalent gebunden vorliegen.  

Die kleinen RNAs werden dabei unterteilt in kleine nukleäre RNAs 

(small nuclear RNAs = snRNAs) und kleine zytoplasmatische RNAs (small cytoplasmatic RNAs 

= scRNAs). Entsprechend ihrer zellulären Lokalisation heißen die aus ihnen gebildeten RNPs 

snRNPs (small nuclear ribonucleoproteine = �snurps�) und 

scRNPs (small cytoplasmatic ribonucleoprotein = �scyrps�) 

(LERNER und STEITZ, 1981). Als Proteinkomponenten zählen 

zu einem typischen ENA-Komplex La/SS-B, Ro52/SS-A, 

Ro60/SS-A und Sm (BEN-CHETRIT et al.,1988; STEITZ et al., 

1983). In vitro-Studien mit RNP-Komplexen belegen deren 

Bindung an Transkripte der RNA-Polymerasen I, II und III und 

ihre Beteiligung an RNA-Reifungsprozessen. 

Eine Untergruppe der ENA-Komplexe stellen die 

Ro-RNPs dar, die sich ausschließlich im Zytoplasma befinden 

(SIMONS et al., 1994; PEEK et al., 1993). Bisher ist die 

Funktion der Ro-RNPs unbekannt (SIMONS et al., 1996). Sie 

bestehen aus einer humanen Y-RNA (hY-RNA), die mit den 

drei Autoantigenen Ro52/SS-A, Ro60/SS-A und La/SS-B 

komplexiert ist (BEN-CHETRIT et al., 1988; WOLIN und 

 

Abb. 1: Model eines humanen Y1-RNP 

(verändert nach SIMONS et al., 1996)
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STEITZ, 1984; HENDRICK et al., 1981) (Abb. 1). Die Bindestelle für das La/SS-B-Protein an 

eine hY-RNA sind 3-5 Oligo(U)-Reste an deren 3�-Ende (PRUIJN et al., 1991). Zur Bindung der 

hY-RNA an das Ro60/SS-A-Protein kommt es über das Ro60/SS-A-RNP1-Motiv (STEFANO, 

1984). Die Bindung ist ATP-unabhängig und wird durch die Anwesenheit von Magnesium 

verstärkt (DEUTSCHER et al., 1988). Die Proteine Ro60/SS-A und La/SS-B binden direkt an 

die hY-RNAs (PRUIJN et al., 1991), wohingegen das Ro52/SS-A-Protein über den Leucin-

Zipper-Bereich eine Protein-Protein-Interaktion mit dem Ro60/SS-A-Protein an die Ro-RNPs 

assoziiert ist (SLOBBE et al., 1992) (Abb. 1). Einem Modell zufolge (PEEK et al., 1993) bindet 

das La/SS-B-Protein während der Transkription einer hY-RNA an diese. Dort bleibt es 

gebunden, da der 3�-Oligo(U)-Strang nicht wie bei anderen Transkripten der 

RNA-Polymerase III (RNA-Pol III) posttranskriptional durch Prozessierung entfernt wird 

(O�BRIEN et al., 1993; MAMULA et al., 1989). Nach Assoziierung der Proteine Ro52/SS-A und 

Ro60/SS-A an den Komplex wandert das Ro-RNP in das Zytoplasma. 

 

 

1.5 Das humane Autoantigen La/SS-B 
 

Die meisten Untersuchungen werden am humanen La/SS-B durchgeführt, da das 

Autoantigen La/SS-B bei Autoimmunerkrankungen des Menschen eine wichtige Rolle spielt. 

Daher beziehen sich die folgenden Aussagen meistens auf das La/SS-B des Menschen.  

 

 

1.5.1 Genomische Struktur und Entstehung der mRNA-Isoformen 
 

Das humane La/SS-B-Strukturgen liegt auf dem Chromosom 2 (PRUIJN, 1994; 

CHAMBERS et al., 1988) und codiert für 13 Exons. Die Exons 2-11 enthalten den codierenden 

Leserahmen. Das eigentliche Start-AUG befindet sich im Exon 2. Neben dem klassischen 

Exon 1 wurde von TRÖSTER et al. (1994) ein alternatives Exon 1� gefunden, das sich im 

Intron 1 70 Nukleotide stromabwärts des klassischen Exon 1 befand (Abb. 2). Von BACHMANN 

et al. (1997) wurde ein weiteres alternatives Exon 1�� entdeckt. Dieses Exon 1�� ist mit dem 

Exon 1� in Bezug auf die Lage im Gen und in der Nukleotidsequenz identisch, nur dass es an 

seinem 3�-Ende um vier Nukleotide verlängert ist (Abb. 2). Bedingt durch die drei 

verschiedenen Exon 1 existieren somit auch drei verschiedene La/SS-B-mRNA-Isoformen, die 

sich nur in ihrem jeweiligen Exon 1 unterscheiden. Das Exon 1, 1� oder 1�� stellt jeweils die 

5�-nicht codierende Region (5�-UTR) der mRNA-Isoformen dar.  

GRÖLZ (1998) fand neben dem klassischen Promotor, der sich stromaufwärts des 

klassischen Exon 1 befand, einen zweiten, alternativen Promotor zwischen dem klassischen 

Exon 1 und dem alternativen Exon 1� bzw. Exon 1�� (Abb. 2). Ein Teil dieses alternativen 

Promotors dehnt sich bis in das alternative Exon 1� bzw. Exon 1�� hinein aus. Somit besitzt das 
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humane La/SS-B-Gen zwei verschiedene Promotoren, von denen aus die Transkription starten 

kann (GRÖLZ, 1998). Vermutlich entsteht die klassische Exon 1-mRNA und die alternative 

Exon 1�-mRNA bzw. Exon 1��-mRNA durch die jeweilige Verwendung einer der beiden 

Promotoren in Kombination mit alternativem splicing (Abb. 2). Die Exon 1��-mRNA entsteht 

durch die Verwendung einer zum Exon 1� alternativen, vier Nukleotide stromabwärts gelegenen 

5�-splice-Stelle des Exon 1�. 
 

 
 

Die Struktur des klassischen Promotors, die Abwes

Regulation stehenden Gene typischen TATA-Box und das gleic

für Haushaltsgene typischen GC-reichen Region sprechen

La/SS-B-Gen permanent exprimiert wird (CHAMBERS et al., 19

findet sich eine von der TATA-Box-Konsensussequenz abweiche

Sequenz könnte im Falle der alternativen Exon 1�- 

core-Promotor-Element darstellen (GRÖLZ, 1998).  

Die erste vollständige humane cDNA des La/SS-B, 

beinhaltete, wurde von CHAMBERS et al. (1988) veröffentlicht. S

Polyadenylierungsstelle eine Länge von 1,54 kb. Im Northern-B

etwa 1,8 kb (CHAN et al., 1989a; CHAMBERS et al., 1988). 

Im humanen Genom existieren drei Pseudogene von

GRÖLZ et al., 1997c) (accession No. X91336, X91337 und X9

Intron-Sequenzen und sind eingerahmt von invertierten Seq

handelt sich somit um Retropseudogene, die wahrscheinlich du

La/SS-B-mRNAs entstanden sind. Innerhalb des Exon 7 sind in 

von 4, 16 und 24 Adenin-Nukleotiden vorhanden, wobei das evo

längste Insertion enthält und das jüngste Pseudogen die kürzes

Pseudogene 1 und 3 leiten sich von der klassischen Exon 1-mRN

das Pseudogen 2 von der alternativen Exon 1�-mRNA ab (BAR

1997c). Im Pseudogen 3 fehlt das Exon 3 (GRÖLZ et al., 1997c).
Abb. 2: Bildung der mRNA-Isoformen 

des humanen La/SS-B-Gens 

(verändert nach GRÖLZ, 1998) 
Mitte: Das Gen mit dem klassischen 

Promotor P1, dem alternativen 

Promotor P2, dem Exon 1, Exon 1� 

bzw. 1�� und dem Exon 2 

(I) alternative mRNA mit dem Exon 1� 

(II) klassische mRNA mit dem Exon 1 

(III) alternative mRNA mit dem Exon 1�� 
enheit einer für unter einer 

hzeitige Vorhandensein einer 

 dafür, dass das humane 

88). Im alternativen Promotor 

nde TACAAA-Sequenz. Diese 

bzw. Exon 1��-mRNA das 

die das klassische Exon 1 

ie besitzt vom Beginn bis zur 

lot erscheint eine Bande von 

 La/SS-B (BARTSCH, 1997; 

1338). Diese enthalten keine 

uenzwiederholungen (IV). Es 

rch reverse Transkription der 

den Pseudogenen Insertionen 

lutionär älteste Pseudogen die 

te (GRÖLZ et al., 1997c). Die 

A (CHAMBERS et al., 1988), 

TSCH, 1997; GRÖLZ et al., 
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1.5.2 Die Transkriptionsstartpunkte der mRNA-Isoformen 
 

Die Transkriptionsstartpunkte der klassischen Exon 1-mRNA-Isoform des humanen 

La/SS-B bestimmten CHAMBERS et al. (1988) mit der primer extension-Technik. Die 

Transkription beginnt in einem Bereich von 19 Nukleotiden an drei Stellen. Ein variabler 

Transkriptionsstart ist für Haushaltsgene typisch (MELTON et al., 1986).  

Die Anfänge der beiden alternativen Exon 1�- und Exon 1��-mRNA-Isoformen wurden mit 

der Technik des 5�-RACE bestimmt (GRÖLZ et al., 1997a; GRÖLZ et al., 1997b; TRÖSTER et 

al., 1994). Im Gegensatz zu der klassischen Exon 1-mRNA variieren die Anfänge der beiden 

alternativen Exon 1�- und Exon 1��-mRNAs stark. So finden sich in humanem Lebergewebe 

überwiegend Transkripte mit einem 450-500 bp langen Exon 1� bzw. Exon 1��. Aus humanen 

peripheren Blut-Lymphozyten (PBLs) können Transkripte mit einem etwa 300 bp, 220 bp und 

150 bp langen Exon 1� bzw. Exon 1�� isoliert werden. 

 

 

1.5.3 Struktur und interne Translationsinitiation der mRNA-Isoformen 
 

Die Struktur der 5�-UTR der klassischen Exon 1-mRNA entspricht nach den Kriterien 

von KOZAK (1991a, 1991b, 1986), der einer gut translatierbaren mRNA. Es finden sich keine 

zusätzlichen AUGs auf der 5�-Seite des Start-AUG im Exon 2. Auch sind keine GC-reichen 

Regionen oder Sekundärstrukturen enthalten. Das klasssiche Exon 1-Transkript besitzt eine 

5�-UTR von etwa 100 bp und wird von einem Haushaltsgenpromotor reguliert (GRÖLZ, 1998). 

Dagegen finden sich in der 5�-UTR der alternativen Exon 1�- bzw. Exon 1��-mRNA drei 

zusätzlichen Start-AUGs mit offenen Leserahmen (ORF-1 bis 3) auf der 5�-Seite des Start-AUG 

im Exon 2. Außerdem sind GC-reiche Regionen, ausgedehnte Sekundärstrukturen und eine 

Oligo(U)23-Sequenz enthalten. Das alternative Exon 1� bzw. Exon 1�� besitzt Länge von ca. 

500 bp. Solche in 5�-UTRs finden sich auch bei anderen Haushaltsgenen, (Proto-)Onkogenen, 

Wachstumsfaktorrezeptoren und Zytokinen (GRÖLZ und BACHMANN, 1997e). Die beiden 

alternativen Transkripte werden von einem alternativen Promotor transkribiert, der eine 

TATA-Box-ähnliche Sequenz aufweist.  

Wendet man das scanning- und das leaky scanning-Modell von KOZAK (1991a, 1991b, 

1986) auf die alternative Exon 1�- bzw. Exon 1��-mRNA an, so sollte die Initiation der Translation 

stark reduziert oder gänzlich unmöglich sein. GRÖLZ (1998) konnte aber zeigen, dass die 

alternative Exon 1�- bzw. Exon 1��-mRNA gut translatierbar war. Nach GRÖLZ (1998) erfolgt die 

Initiation der Translation durch den internen Eintritt des Ribosoms am Start-AUG im Exon 2. An 

den drei stromaufwärts gelegenen AUGs der alternativen Exon 1�- bzw. Exon 1��-mRNA findet 

keine Translationsinitiation statt (GRÖLZ et al., 1998). Die Initiation der Translation erfolgt 

durch eine interne Ribosomeneintrittsstelle (IRES). Wahrscheinlich befindet sich die IRES im 

Exon 2, wobei aber ein Einfluß der 3�-UTR nicht auszuschließen ist (PAUTZ, 1998). Die genaue 
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Lokalisation oder die Nukleotidsequenz einer IRES ist noch nicht geklärt. Andere mRNAs, 

deren 5�-UTRs ähnlich aufgebaut sind, wie z.B. die der Polio-Virus-mRNA, besitzen ebenfalls 

eine IRES (1.5.11). Überraschenderweise erfolgt auch die Translation der klassischen 

Exon 1-mRNA durch die interne Initiation der Translation (GRÖLZ, 1998; PAUTZ, 1998). Die 

von GRÖLZ (1998) und PAUTZ (1998) ermittelten Ergebnisse konnten größtenteils von 

CARTER und SARNOW (2000) bestätigt werden.  

Infolge der internen Translationsinitiation liefern alle mRNAs La/SS-B-Protein. Da die 

Translation immer am Start-AUG im Exon 2 initialisiert wird, stimmen die Proteinsequenzen 

vollständig überein. Die Bedeutung der drei mRNA-Isoformen ist unklar, vermutet wird aber 

eine regulatorische Funktion (BACHMANN et al., 1997). Die alternative Exon 1�- bzw. 

Exon 1��-mRNA werden, wie die klassische Exon 1-mRNA, in das Zytoplasma transportiert und 

gemeinsam hoch- und herunterreguliert. Das Verhältnis von klassischer Exon 1-mRNA und 

alternativer Exon 1�- bzw. Exon 1��-mRNA liegt zwischen 1:1 und 5:1. (BACHMANN et al., 1997; 

HILKER et al., 1996). Signifikante Unterschiede zwischen Patienten mit 

Autoimmunerkrankungen und Gesunden sind nicht feststellbar. 

 

 

1.5.4 Proteinstruktur 
 

Das von MATTIOLI und REICHLIN (1974) erstmals beschriebene humane 

Phosphoprotein La/SS-B besteht aus 408 AS und besitzt ein theoretisches MW von 46,8 kDa 

(CHAN et al. 1989b). Im SDS-Gel wandert es auf einer Höhe von ca. 50 kDa (PRUIJN, 1994).  

Das humane La/SS-B-Protein lässt sich in eine N-terminale Domäne (X-Domäne) mit 

einem MW von 29 kDa und in eine C-terminale Domäne (Y-Domäne) mit einem MW von 

24 kDa einteilen (Abb. 3). Beide Domänen sind durch eine 130 AS umfassende, alphahelikale 

linker-Region verbunden (CHAMBERS et al., 1988) (Abb. 3).  

In der N-terminalen Domäne befindet sich ein hoch konserviertes RNP-Bindemotiv. Auf 

Grund seiner Länge von ca. 80 AS wird es als RNP-80- (Ribonucleoprotein-80-) Motiv oder als 

RRM (RNA recognition motiv) bezeichnet (BURD und DREYFUSS, 1994) (Abb. 3). Es besteht 

aus zwei 6 bzw. 8 AS langen Konsensussequenzen, die mit RNP2 und RNP1 bezeichnet 

werden (CHAN et al., 1989b; CHAMBERS et al., 1988) (Abb. 3). Diese sind durch einen 30 AS 

langen Abschnitt voneinander getrennt (DREYFUSS et al., 1988) (Abb. 3). Die Funktion des 

RNP-80-Motivs als RNA-Bindestelle konnte von MATHEWS und FRANCOEUR (1984) 

demonstriert werden. Zur RNA-Bindung werden aber noch weitere N-terminal gelegene AS 

benötigt (PRUIJN et al., 1991; KENAN et al., 1991) (Abb. 3). 

In der C-terminalen Domäne, die nach der linker-Region mit dem Methionin 223 (M223) 

beginnt, liegen verschiedene Strukturmotive. So finden sich zwei zur Interferon-induzierbaren 

Proteinkinase R (PKR) homologe Doppelstrang-RNA- (dsRNA) -Bindemotive (XIAO et al., 

1994; CLEMENS, 1993) und ein der DEAD- oder DEXH-Box-ähnliches Helikase-Motiv (HÜHN 
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et al., 1997; LINDER et al., 1989) (Abb. 3). Des weiteren liegen in dieser Domäne ein putatives 

Dimerisierungssignal (CRAIG et al., 1997) und eine ATP-Bindestelle (TRÖSTER et al., 1995; 

TOPFER et al., 1993) mit der Konsensussequenz G/AXXXXGK (Abb. 3). Diese Sequenz wird 

auch als Walker-Motiv bezeichnet (WALKER et al., 1982). Außerdem soll ein nicht näher 

beschriebenes Calmodulin-Bindemotiv existieren. Calmodulin verstärt in Anwesenheit von Ca2+ 

die Bindeeigenschaften des La/SS-B-Proteins an DNA (CASTRO et al., 1996). 

Außerdem liegen in der C-terminalen Domäne ein putatives Kernlokalisationssignal 

(NLS), ein mutmaßliches Kernretentionssignal (NRS) und ein putatives Kernexportsignal (NES) 

(Abb. 3). Das NLS ist für den Transport des neusynthetisierten, prozessierten Proteins durch 

die Kernporen in den Zellkern verantwortlich (SIMONS et al., 1996; DINGWALL und LASKEY, 

1991). Das NRS sorgt für die Rückhaltung des humanen La/SS-B-Proteins im Zellkern 

(SIMONS et al., 1996). Vermittelt durch das NES kann das La/SS-B-Protein durch einen 

energieabhängigen Prozeß aus dem Zellkern in das Zytoplasma transport werden (SIMONS et 

al., 1996). Nach BACHMANN et al. (1997) ist für den Export nicht nur das NES, sondern die 

gesamte C-terminale Domäne vorantwortlich.  

Des weiteren finden sich in der C-terminalen Domäne zwei direkt aneinandergrenzende 

PEST-Motive (Abb. 3). Ein weiteres PEST-Motiv liegt in der linker-Region (Abb. 3). Ihren 

Namen erhalten PEST-Motive auf Grund des gehäuften Auftretens der AS Prolin, 

Glutaminsäure, Serin und Threonin. Allerdings kann auch in geringerem Maße Asparaginsäure 

vorkommen (CHAN et al., 1989a; ROGERS et al., 1986). PEST-Regionen sind besonders bei 

schnell degradierenden Proteinen zu finden. Diese drei PEST-Motive stellen den Grund für die 

Sensitivität des La/SS-B-Proteins gegenüber Proteasen dar (CHAN et al., 1989b). Sie sind für 

die bei Gelelektrophoresen häufig auftauchenden Degradationsbanden mit MW von 43 kDa, 

29 kDa und 24 kDa verantwortlich (CHAN et al., 1989a; CHAN et al., 1986). 

 

 
Abb. 3: Schema des humanen La/SS-B-Proteins (verändert nach SIMONS et al., 1996) 
ATP: ATP-Binder-Motiv 

DEXH: DEXH-Box Helikase-Motiv 

RNP-80: RNP-80-Motiv (RNP1 und RNP2) 

PEST: proteasesensitiver Bereich 

1: AS 1 (N-Terminus) 

408: AS 408 (C-Terminus) 

N: N-terminale X-Domäne 

C: C-terminale Y-Domäne 

NES: Kernexportsignal 

NLS: Kernlokalisationssignal 

NRS: Kernretentionssignal 

PKR: dsRNA-Bindemotiv der PKR 
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1.5.5 Die isoelektrischen Proteinformen 
 

In der 2D-Gelelektrophorese lassen sich bis zu acht isoelektrische Proteinformen des 

humanen La/SS-B mit einem pI zwischen 6 und 7,5 detektieren. Dabei sollen diese 

überwiegend durch in vivo-Phosphorylierungen an den frei zugänglichen Serin-Resten 

zustande kommen (CHAMBERS et al., 1988; FRANCOEUR, 1985; PIZER et al., 1983). 

Threonin-Phosphorylierungen durch die Caseinkinase II sollen nach PFEIFLE et al. (1987) und 

PIZER et al. (1983) in vitro-Artefakte darstellen. Nach CHAN et al. (1986) sollen alle 

Phosphorylierungsstellen in der C-terminalen Proteindomäne enthalten sein.  

BROEKHUIS et al. (2000) fanden mittels der hochauflösenden 2D-Gelelektrophorese 14 

isoelektrische, humane La/SS-B-Proteinformen mit einem pI zwischen 6 und 7,5. Nur vier 

davon lassen sich auf Phosphorylierungen zurückführen. Als Phosphorylierungsstellen kommen 

Thr-302, Ser-325, Thr-362 und Ser-366 in Frage. Eine (De)Phosphorylierung beeinflusst den 

Autoren zufolge die nukleäre Lokalisation des Proteins nicht. Die Bedeutung der isoelektrischen 

Proteinformen bleibt unklar.  

 

 

1.5.6 Evolutionäre Konservierung 
 

Mit humanen Patientenseren konnte das La/SS-B-Protein bisher in S. cerevisiae 

(LIN-MARQ und CLARKSON, 1995; YOO und WOLIN, 1994), D. melanogaster (YOO und 

WOLIN, 1994; BAI et al., 1994), A. albopictus (PARDIGON und STRAUSS, 1996), X. laevis 

(SCHERLY et al., 1993), M. musculus (TOPFER et al., 1993), R. norvegicus (SEMSEI et al., 

1993), Rind (PRUIJN, 1994) und Mensch (TRÖSTER et al., 1994; CHAN et al., 1989a; 

CHAMBERS et al., 1988) nachgewiesen werden (PRUJIN, 1994; ST. CLAIR et al., 1991).  

Der Vergleich des La/SS-B-Proteins aus Mensch und anderen Vertebraten ergibt, dass 

das Protein hoch konserviert ist. Die gefundenen Homologien zum Menschen reichen von 26% 

bei D. melanogaster (YOO und WOLIN, 1994), über 60% bei X. laevis (PRUIJN, 1994), bis zu 

95% beim Rind (PRUIJN, 1994). X. laevis enthält zwei verschiedene La/SS-B-Proteine, LaA 

und LaB, die 91% Homologie zueinander aufweisen (SCHERLY et al., 1993).  

Das La/SS-B-Protein aus S. cerevisiae, bezeichnet als LHP1 (YOO und WOLIN, 1994) 

oder LAH1 (LIN-MARQ und CLARKSON, 1995), weist zu dem aus D. melanogaster noch 23% 

Identität auf, ist jedoch, verglichen mit dem humanen La/SS-B-Protein, am C-Terminus ca. 

150 AS kürzer. Darüber hinaus zeigen das Protein YCL37c aus S. cerevisiae und das Protein 

0570A aus der Reispflanze ausschließlich Homologien zur N-terminalen Region des humanen 

La/SS-B-Proteins (KOONIN et al., 1994; YOO und WOLIN, 1994). 
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1.5.7 Antigene Epitope 
 

Nach CHAN et al. (1986) existiert im humanen La/SS-B-Protein auf jeder Domäne ein 

antigenes Epitop. Diese Epitope sind unter den Säugetierspezies konserviert (CHAN et al., 

1986). Bei dem Epitop auf der N-terminalen Domäne handelt es sich um ein immundominantes 

Konformationsepitop (MCNEILAGE et al., 1992). Des weiteren existieren noch mehrere 

speziesspezifische Epitope (SEMSEI et al., 1993; WENG et al., 1993).  

Bei der Untersuchung von Patientenseren entdeckten MCNEILAGE et al. (1990), dass 

die Antikörperantwort zunächst gegen das immundominante N-terminale Epitop gerichtet war 

und später durch intramolekulares epitope spreading auf kryptische Epitope der C-terminalen 

Region überging (SERCARZ et al., 1993; LEHMANN et al., 1993). Intramolekulares epitope 

spreading wurde bereits bei anderen Autoimmunerkrankungen beschrieben (VANDERLUGT 

und MILLER, 1996; TISCH et al., 1993; LOU und TUNG, 1993). HAAHEIM et al. (1996) 

kommen zu dem Schluß, dass die erkannten Epitope für jedes Patientenserum individuell und 

verschieden sind und dass es keine typischen Muster für das SS und den SLE gibt.  

Einige Epitope des humanen La/SS-B-Proteins, gegen die am häufigsten Autoantikörper 

von SS-Patienten reagieren, ähneln nach HAAHEIM et al. (1996) Proteinsequenzen von 

Herpes-, Hepatitis-B- und Polyoma-Viren. KOHSAKA et al. (1990) beschrieben ein Epitop, das 

eine hohe Homologie zum retro-viralen gag-Protein besaß und gegen das alle von ihnen 

untersuchten anti-La/SS-B-positiven Patientenseren reaktiv waren.  

CHANG et al. (1997) isolierten aus Patientenseren anti-La/SS-B-Antikörper, die mit 

murinem B1-Laminin kreuzreagierten. Solche kreuzreagierenden Antikörper könnten, wenn sie 

plazentagängig sind, eine wichtige Rolle bei der Entstehung des congenitalen Herzblocks 

(CHB) spielen (LI et al., 1995; HORSFALL et al., 1992), einer irreversiblen Herzschädigung bei 

Feten, deren Mütter an SLE oder pSS erkrankt sind.  

 

 

1.5.8 Monoklonale Antikörper 
 

Von verschiedenen Arbeitsgruppen wurden monoklonale Antikörper (mAK) gegen das 

La/SS-B-Protein entwickelt (VELDHOVEN et al., 1995; TRÖSTER et al., 1995; BACHMANN et 

al., 1990b; MAMULA et al., 1989; CHAN und TAN, 1987; BACHMANN et al., 1986a; SMITH et 

al., 1985). Im Folgenden sind die am meisten verwendeten mAK aufgeführt.  

Das Epitop des mAK 4B6 stellt die ATP-Bindestelle in der C-terminalen Domäne des 

La/SS-B-Proteins dar. ATP konkurriert im Immuno-Blot mit dem mAK 4B6 um die Bindestelle 

(TRÖSTER et al., 1995). Da der mAK 4B6 sowohl mit humanen La/SS-B-Protein als auch 

schwach mit dem aus Maus (TRÖSTER et al., 1995), Ratte, Affe und Hamster reagiert, ist 

vermutlich die dreidimensionale Struktur der ATP-Bindestelle konserviert (STURGESS et al., 

1988; RAUH et al., 1988; CHAMBERS et al., 1988; ST. CLAIR et al., 1988). Da das Epitop im 
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Immuno-Blot denaturiert wird, ist die Detektion des La/SS-B-Proteins mit dem mAK 4B6 hier 

meist nicht möglich (SEMSEI et al., 1993). 

Der mAK SW5 erkennt ein Epitop im RNP-80-Motiv und reagiert mit La/SS-B-Protein 

aus Mensch, Affen und Rind, nicht aber mit dem aus Maus und Ratte (PRUIJN et al., 1995).  

Das Epitop des mAK 5B9 (DRATHEN, 1997) liegt in der N-terminalen Domäne 

(SCHÖRNER, 2000; unveröffentlicht; DRATHEN, 1997). Dabei muss ein konserviertes Epitop 

erkannt werden, da La/SS-B-Protein aus Mensch, Maus, Ratte, Affe, Hamster (DRATHEN, 

1997), Kaninchen und Katze (SCHÖRNER, 2000; unveröffentlicht) detektiert wird. 

 

 

1.5.9 Die hot spot-Region und das putative Neoepitop 
 

Bei der Untersuchung einer cDNA-Bank aus PBLs einer autoimmunen pSS-Patientin 

wurde eine La/SS-B-cDNA mit einer Deletion eines Adenin-Nukleotids im Exon 7 gefunden 

(BACHMANN et al., 1996a). Wahrscheinlich handelte es sich um eine Punktmutation, die von 

der Patientin im Laufe ihres Lebens erworben wurde. Unabhängig davon fand sich in einer 

cDNA-Bibliothek aus menschlichem Tumor-Lebergewebe eine La/SS-B-cDNA, die an 

derselben Stelle eine Insertion eines Adenin-Nukleotids enthielt. Die Mutationen lagen in einer 

Region, die als hot spot-Region charakterisiert werden konnte (GRÖLZ et al., 1997c) und die 

die linker-Region zwischen dem La/SS-B-N- und La/SS-B-C-Terminus darstellte. Im humanen 

La/SS-B-Gen liegt in dieser hot spot-Region eine Kassette mit acht aufeinanderfolgenden 

Adeninen. Die Patienten-cDNA enthält hier sieben, die Leber-cDNA neun Adenine.  

Bei der Insertionsmutation entsteht ein neues Stop-Codon gleich nach der 

Punktmutation, was zur Folge hat, dass die Translation abbricht. Hierbei fehlt die C-terminale 

Domäne und somit auch das NLS, so dass Transfektionsstudien erwartungsgemäß eine 

überwiegend zytoplasmatische Lokalisation des verkürzten La/SS-B-Proteins ergeben 

(BACHMANN et al., 1997). Auch im Fall der Deletionsmutation wird nur ein N-terminales 

Fragment gebildet, dem das NLS fehlt. Jedoch weicht die AS-Sequenz unterhalb der 

Rasterschubmutation von der nativen Sequenz ab, da, bedingt durch die Mutation, 12 neue AS 

entstehen (BACHMANN et al., 1996b). Dann unterbricht ein Stop-Codon die weitere 

Translation. Die durch die Mutationen gebildeten N-terminalen La/SS-B-Fragmente werden als 

La/SS-B-N(9A) (Insertionsmutation) und La/SS-B-N(7A) (Deletionsmutation) bezeichnet.  

Die 7A-Mutation in dieser kritischen Region, von der durch epitope mapping gezeigt 

wurde, dass sie eines der Hauptautoepitope des humanen La/SS-B-Proteins beinhaltete, führte 

zur Bildung eines 12 AS langen Neoepitops, das im Protein normalerweise nicht vorkam 

(BACHMANN et al., 1996b), wodurch die Immunantwort wahrscheinlich getriggert wurde. Dies 

deutet darauf hin, dass die Entstehung von ANAs zumindest teilweise durch einen 

Autoantigen-getriebenen Mechanismus erfolgt (BACHMANN et al., 1996b).  

Das Neoepitop ist reich an basischen AS. Es zeigt im Sequenzvergleich Homologie zu 
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einer Reihe anderer Autoantigenen, wie der Topoisomerase I (bekannt als Autoantigen SCL70), 

den RNA-Polymerasen, der reversen Transkriptase und einer Vielzahl von DNA-bindenden 

Proteinen. Außerdem zeigt es auch Homologie zu der nativen humanen und murinen 

La/SS-B-AS-Sequenz (BACHMANN et al., 1996a). Damit könnte es sowohl für ein 

Selbst-mimikry als auch für das epitope spreading verantwortlich sein. Somit wäre die 

B-Zell-Autoimmunität die Folge einer fehlerhaften Proteinexpression eines Autoantigens.  

 

 

1.5.10 Zelluläre Lokalisationen 
 

Säugetierzellen enthalten ca. 1,5 x 107 La/SS-B-Protein-Moleküle (GOTTLIEB und 

STEITZ, 1989a; GOTTLIEB und STEITZ, 1989b). Die Lokalisation des La/SS-B-Proteins, 

ursprünglich als zytoplasmatisches Protein beschrieben (MATTIOLI und REICHLIN, 1974), wird 

heute weitestgehend als nukleär angesehen (BACHMANN et al., 1986a). 

Immunzytochemische Färbungen mit Patientenseren oder mAKs gegen das 

La/SS-B-Protein liefern homogene (NYMAN et al., 1986) oder gesprenkelte (speckled) 

Kernfärbungen (BACHMANN et al., 1990b; CHAN und TAN, 1987; BACHMANN et al., 1986a). 

Auch nukleoläre Färbungen werden beobachtet (DENG et al., 1981). GRAUS et al. (1985) 

fanden das La/SS-B-Protein in einigen Neuronen des ZNS ausschließlich im Nukleolus.  

Die gesprenkelte, nukleäre Färbung beruht auf einer Anfärbung der 

Interchromatingranula (ICG), welche eine Speicherregion für inaktives, nukleäres Material 

darstellen (CARMO-FONSECA et al., 1989). Das La/SS-B-Protein liegt in den ICGs mit 

U1-snRNPs kolokalisiert vor (BACHMANN et al., 1989a). Neben dieser Lokalisation findet sich 

noch eine fein-granuläre Verteilung des La/SS-B-Proteins innerhalb des Zellkerns und eine 

Assoziation mit Perichromatin-Fibrillen (PCF) und -Granula (PCG). Diese Zellkernstrukturen 

gelten als Orte der Transkription und der anschließenden Prozessierung von RNA. Wird die 

RNA-Synthese, die hauptsächlich im Bereich der Nukleoli und der Perichromatingranula 

stattfindet, durch Actinomycin D gehemmt, so verschwindet dort die La/SS-B-spezifische-

Färbung (DENG und TAN, 1985). Die unterschiedlichen Kernfärbemuster spiegeln 

wahrscheinlich die verschiedenen Lokalisationen des La/SS-B-Proteins in Abhängigkeit seiner 

Aktivität wieder (BACHMANN et al., 1990a; BACHMANN et al., 1990b).  

Nach Zellfraktionierungen fanden PEEK et al. (1994 und 1993) humanes 

La/SS-B-Protein hauptsächlich im Zytoplasma lokalisiert vor, was den immunzytochemischen 

Färbeergebnissen scheinbar widersprach. Eine Möglichkeit für eine Translokation des 

La/SS-B-Proteins in das Zytoplasma besteht über die transiente Bindung an den 

3�-Oligo(U)-Teil von RNA-Pol III-Transkripten, wie z.B. die 4,5S-RNA und die hY-RNAs. Bei der 

zytoplasmatischen Lokalisation ist humanes La/SS-B-Protein mit dem endoplasmatischen 

Reticulum (ER) und dem Trans-Golgi-Netzwerk (TGN) assoziiert (BACHMANN et al.,1988). 

Eine Umverteilung (shuttling) und eine Akkumulation (BACHMANN et al., 1989b; 
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BACHMANN et al., 1988; BACHMANN et al., 1987) des La/SS-B-Proteins aus dem Zellkern in 

das Zytoplasma bis hin zur Translokation an die Zelloberfläche findet sich nach Einwirkungen 

von verschiedenen Stressfaktoren. Dazu zählen UV-Bestrahlung (BACHMANN et al., 1990b), 

Herpes- und Polio-Virusinfektionen (MEEROVITCH et al., 1993; BACHMANN et al., 1992b; 

BACHMANN et al., 1989c; BABOONIAN et al., 1989), Behandlung mit 

Glykosylierungshemmstoffen (BACHMANN et al., 1990b), Behandlung mit Östradiol 

(FURUKAWA et al., 1988), Stimulierung hungernder Zellen mit 10%igem fetalem Kälberserum 

(BACHMANN et al., 1991) und Behandlung mit Transkriptionsinhibitoren (BACHMANN et al., 

1989a; BACHMANN et al., 1987). Des weiteren wird eine seltene zytoplasmatische Lokalisation 

des La/SS-B-Proteins in mitotischen Zellen beobachtet (BACHMANN et al., 1992a). Nach 

Infektion mit Herpes-Viren (Herpes simplex Typ 1) kann neben einer zytoplasmatischen 

Lokalisation (BACHMANN et al., 1998; BACHMANN et al., 1991) sogar ein Transport des 

La/SS-B-Proteins auf die Zelloberfläche beobachtet werden, wo es mit dem epidermalen 

Wachstumsfaktor (EGF) und Clathrin kolokalisiert vorliegt (BACHMANN et al., 1991; 

BACHMANN et al., 1989a). Somit führen pathophysiologische Faktoren, die bei Patienten einen 

Krankheitsschub auslösen, zu einer Umverteilung des La/SS-B-Proteins, so dass den ANAs 

eine direkte pathogene Funktion zukommt. (PEEK et al., 1994; VENABLES und BROOKES, 

1992; BABOONIAN et al., 1989).  

 

 

1.5.11 Zelluläre Funktionen 
 

Die Aufgaben, die das La/SS-B-Protein in der Zelle übernimmt, sind nicht vollständig 

geklärt. Die Funktion des Proteins wurde und wird äußerst kontrovers diskutiert. Das 

La/SS-B-Protein scheint in Abhängigkeit von seiner Lokalisation in einer Vielzahl von nukleären 

und zytoplasmatischen Prozessen involviert zu sein.  

 

 

1.5.11.1 Das La/SS-B-Protein als Transkriptions-/Terminationsfaktor 
 

GOTTLIEB und STEITZ (1989a, 1989b) beschrieben das humane La/SS-B-Protein als 

einen Transkriptions-/Terminationsfaktor der RNA-Pol III. MARAIA (1996) fand, dass humanes 

La/SS-B-Protein in vitro für eine effiziente Transkription und eine effiziente Reinitiation des 

Pol III-Transkriptionskomplexes benötigt wurde.  

Über das RNP-80-Motiv bindet das La/SS-B-Protein an die 3�-Oligo(U)-Sequenz von 

neu synthetisierten RNA-Pol III-Transkripten (GOTTLIEB und STEITZ, 1989a; GOTTLIEB und 

STEITZ, 1989b). Die Bindungsstelle des humanen La/SS-B-Proteins sind drei oder mehr 

Uridin-Reste am 3�-Ende der RNAs (STEFANO, 1984; MATHEWS und FRANCOEUR, 1984). 

Diese Sequenz entspricht dem Transkriptions-/Terminationssignal von Pol III-Genen 
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(BOGENHAGEN und BROWN, 1981). Nachgewiesen werden konnte eine Bindung des 

La/SS-B-Proteins an die 5S-rRNA (RINKE und STEITZ, 1982), die 7S-L-RNA (CHAMBERS et 

al., 1983), die Maus-4,5S-rRNA (HENDRICK et al., 1981), die U6-RNA (PRUIJN, 1994), die 

hY-RNAs (HENDRICK et al., 1981) und an alle prä-tRNAs. Die Assoziation mit den 

Pol III-Transkripten ist nur vorübergehend und kann nach dem Prozessieren der Transkripte, 

mit Ausnahme der hY-RNAs, nicht mehr detektiert werden (RINKE und STEITZ, 1982). Des 

weiteren lässt sich das La/SS-B-Protein in Assoziation mit der von der RNA-Pol II 

transkribierten U1-snRNA detektieren (BACHMANN et al., 1986b; MADORE et al., 1984). 

Humanes La/SS-B-Protein bindet auch an das 3�-Ende der small cytoplasmic non-mRNAs BC1 

(von Nagern) und BC200 (von Primaten) (KREMERSKOTHEN et al., 1998). Vermutet wird, 

dass das La/SS-B-Protein in Assoziation mit BC1 und BC200 an der Kontrolle der Translation 

beteiligt ist. Die Bedeutung dieser RNP-Komplexbildung ist ungeklärt. 

Auch kleine RNAs, wie die VAI- und VAII-RNA des Adeno-Virus (LERNER et al., 1981a; 

ROSA et al., 1981) oder die EBER1- und EBER2-RNAs des Epstein-Barr-Virus (PEEK et al., 

1994; FOX et al., 1992; LERNER et al., 1981b) sind mit humanem La/SS-B-Protein assoziiert. 

Auch kann eine Bindung an die mRNA des Influenza-Virus (PARK und KATZE, 1995) und des 

Hepatitis-C-Virus (ALI und SIDDIQUI, 1997) nachgewiesen werden. Das La/SS-B-Protein 

bindet auch an die leader-RNAs des vesicularen Stomatitis-Virus (VAN VENROOIJ et al., 

1993), des HIV (CHANG et al., 1995), des Polio-Virus (MEEROVITCH et al., 1993; 

MEEROVITCH et al., 1989) und des Tollwut-Virus (KURILLA et al., 1984), die keine 

3'-Oligo(U)-Sequenz besitzen.  

Nach FAN et al. (1997) sorgt humanes La/SS-B-Protein nur dann effizient für die 

Termination der Transkription, wenn Ser-366 unphosphoryliert ist. Die Phosphorylierung von 

Ser-366 durch die Caseinkinase II inhibiert die Funktion des La/SS-B-Proteins als 

Terminationsfaktor. Laut PFEIFLE et al. (1987) nimmt die Affinität des La/SS-B-Proteins zu 

RNAs ab, je stärker das Protein phosphoryliert ist. Dabei könnte es sich um eine Feinregulation 

der RNA-Bindung handeln (BACHMANN et al., 1986c). Dem System vergleichbar wäre der 

Faktor rho in E. coli (BRENNAN et al., 1987). 

 

 

1.5.11.2 Das La/SS-B-Protein als Faktor der internen Translationsinitiation 
 

Virale mRNAs sind oft sekundärstrukturreich, haben teilweise keine m7Gppp-Kappe und 

besitzen auf Grund ineinanderliegender Leserahmen mehrere Start-AUGs. Zur 

Virus-Replikation muss jeder Leserahmen zur Proteinsynthese genutzt werden. Nach dem 

scanning-Modell (KOZAK, 1978) ist eine Translation aber nur schwer vorstellbar. 

Wahrscheinlich besitzen solche mRNAs eine interne Ribosomeneintrittsstelle (IRES) und 

werden durch die m7Gppp-Kappe-unabhängige interne Translationsinitiation translatiert 

(BELSHAM, 1995; PELLETIER und SONENBERG, 1988). Zytoplasmatisch lokalisiertes 
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La/SS-B-Protein spielt, neben den herkömmlichen Initiationsfaktoren der Translation, hierbei 

eine wichtige Rolle (MEEROVITCH et al., 1993). Vermutlich sorgt es als landing pat protein für 

die Bindung des Ribosoms an ein Start-AUG.  

Humanes La/SS-B-Protein ist mit einer Reihe viraler RNAs assoziiert, die eine IRES 

besitzen, so z.B. die EBER1- und EBER2-RNAs des Epstein-Barr-Virus (LERNER et al., 

1981b), die VAI- und VAII-RNAs des Adeno-Virus (ROSA et al., 1981), die leader-RNA des HIV 

(CHANG et al.,1995), die mRNAs des Hepatitis-C-Virus (ALI et al., 2000; ALI und SIDDIQUI, 

1997) und die RNAs des Polio-Virus (MEEROVITCH et al., 1993; MEEROVITCH et al., 1989). 

Nach SHIROKI et al. (1999) spaltet die Polio-Virus-spezifische Protease 3C das C-terminal 

gelegene NLS des humanen La/SS-B-Proteins ab, was zu einer zytoplasmatischen Lokalisation 

des verkürzten La/SS-B-Proteins führt. Dieses kann dadurch für die interne Initiation der 

Polio-mRNA sorgen. Bei Abwesenheit des La/SS-B-Proteins werden vermehrt aberrante 

Polio-Virus-Proteine synthetisiert (MEEROVITCH et al., 1993). 

Auch eukaryontische RNAs besitzen eine IRES, so z.B. die drei RNAs des an die 

schwere Kette der Immunglobuline bindenden Proteins (BiP) (MACEJAK und SARNOW, 1991), 

die RNA des Fibroblastenwachstumsfaktor 2 (FGF-2) (VAGNER et al., 1995), die RNA des 

Initiations-Faktor eIF4G (GAN und RHOADS, 1996) und die RNAs der homeotischen Gene 

Antennapedia (OH et al., 1992) und Ultrabithorax (YE et al., 1997). Selbst die Translation des 

humanen La/SS-B-Proteins wird intern initiiert (GRÖLZ, 1998) (1.5.3). Damit könnte humanes 

La/SS-B-Protein für seine eigene interne Initiation der Translations verantwortlich sein.  

Humanes La/SS-B-Protein wird nach Apoptoseinduktion durch eine PP2A-ähnliche 

Phosphatase dephosphoryliert und durch Caspasen proteolytisch in ein Protein mit einem MW 

von 45 kDa gespalten (RUTJES et al., 1999). HOLCIK und KORNELUK (2000) fanden, dass 

humanes La/SS-B-Protein ein Bestandteil eines zytoplasmatischen RNA-Proteinkomplexes 

darstellte, der zur internen Translationsinitiation der mRNA des X-linked inhibitor of apoptosis 

protein (XIAP) notwendig war, eines der Schlüsselproteine bei der Regulation der Apoptose.  

 

 

1.5.11.3 Das La/SS-B-Protein als Stabilisator von Histon-Proteinen 
 

Mit Beginn der S-Phase des Zellzyklus steigt die Halbwertszeit von Histon-mRNA 

(MCLAREN et al., 1997). Dies führt zu einer Zunahme an Histon-Proteinen und beschleunigt 

gegen Ende der S-Phase den Zerfall von Histon-mRNA (KNIPPERS, 1997). MCLAREN et al. 

(1997) reinigten einen Stabilisator der Histon-mRNA und charakterisierten das gereinigte 

Protein als La/SS-B. In ihrem in vitro-Modell konnte die Zugabe von gereinigtem, humanem 

La/SS-B-Protein die Histon-mRNA stabilisieren.  



1 Einleitung 

 

17 

 

1.5.11.4 Das La/SS-B-Protein als DNA-RNA-Helikase 
 

Humanes La/SS-B-Protein kann unter ATP-Verbrauch dsRNA mit 3�-Überhang oder 

DNA-RNA-Hybride aufschmelzen (HÜHN et al., 1997; XIAO et al., 1994; BACHMANN et al., 

1990a; BACHMANN et al., 1990c). Dies stimmt mit der Funktion des La/SS-B-Proteins als 

Transkriptions-/Terminationsfaktor von Pol III-Transkripten überein (GOTTLIEB und STEITZ, 

1989a und 1989b). Die DNA-RNA-Helikase-Aktivität würde das Lösen von Pol III-Transkripten 

von der DNA-Matrize erleichtern, die dsRNA-Helikase-Aktivität könnte z.B. bei der internen 

Initiation von Polio-Virus-mRNA, deren 5�-UTR Sekundärstrukturen besitzt, dienlich sein. 

 

 

1.5.11.5 Das La/SS-B-Protein als RNA-chaperone 
 

Das La/SS-B-Protein LHP1 von S. cerevisiae ist nach YOO und WOLIN (1997) an der 

Stabilisierung der Konformation und der endonukleolytischen Reifung der prä-tRNAs beteiligt, 

indem es, gebunden an das 3�-Ende der prä-tRNAs, als RNA-chaperone fungiert. Dadurch 

beeinflusst das La/SS-B-Protein die Reifung, den Transport oder die Bildung von RNPs.  

 

 

1.5.11.6 Das La/SS-B-Protein als Gegenspieler der Proteinkinase R (PKR) 
 

In vitro wurde gezeigt, dass humanes La/SS-B-Protein die inhibitorische Wirkung der 

Interferon-abhängigen Proteinkinase R (PKR) auf die Proteinbiosynthese während des 

antiviralen Zustands einer Zelle bei Anwesenheit geringer Mengen an dsRNA durch 

Kompetition aufhebt (JAMES et al., 1999). Die Funktion der PKR besteht darin, die zelluläre 

Translation bei Virusinfektionen zu inhibieren. Beim Auftreten größerer dsRNA-Mengen wird die 

PKR aktiviert und sorgt für die Inhibition der Translation. Die Autoren vermuten, dass die 

Fähigkeit des La/SS-B-Proteins die PKR zu hemmen und damit die Proteinbiosynthese aufrecht 

zu erhalten auf die Bindefähigkeit des La/SS-B-Proteins gegenüber dsRNA zurückzuführen ist.  

 

 

1.5.11.7 Das La/SS-B-Protein als essentieller Faktor in der Embryonalentwicklung 
 

BAI und TOLIAS (2000) konnten erstmals in vivo La/SS-B entwicklungsgenetisch bei 

D. melanogaster charakterisieren. Die Autoren konnten zeigen, dass Transkripte von La/SS-B 

sehr früh im gesamten Embryo exprimiert wurden. In späteren embryonalen 

Entwicklungsstadien finden sich diese vor allem im viszeralen Mesoderm, im Darm, in den 

Gonaden und in Drüsengeweben. Homozygote, La/SS-B-defiziente Larven sind auf Grund 
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schwerer Defekte im Mitteldarm letal. Die Defekte korrelieren mit dem Verlust von Ultrabithorax 

(Ubx). Wahrscheinlich spielt das La/SS-B-Protein nicht nur bei der Entwicklung von 

D. melanogaster sondern auch bei der von höheren Organismen eine wichtige Rolle. 

 

 

1.6 Das murine Autoantigen La/SS-B 
 

Im Vergleich zum humanen ist über das murine La/SS-B relativ wenig bekannt. Dies ist 

darauf zurückzuführen, dass das humane La/SS-B auf Grund seiner Rolle bei 

Autoimmunerkrankungen des Menschen verstärkt untersucht wird. Allerdings lassen sich viele 

Ergebnisse des humanen La/SS-B auf das murine übertragen.  

Das murine La/SS-B-Phosphoprotein besteht aus 415 AS und besitzt ein MW von 

47,7 kDa. Im Polyacrylamidgel wandert es auf einer Laufhöhe von etwa 45 kDa. Das murine 

La/SS-B-Protein ist zu 76,7% mit dem humanen identisch. Die C-terminale Domäne besitzt mit 

der humanen nur noch ungefähr 65% Übereinstimmung. Rek. murines La/SS-B-Protein bindet 

an Poly(U)-Agarose, was die Funktion des La/SS-B-Proteins als Transkriptions-/ 

Terminationsfaktor von RNA-Pol III-Transkripten bestätigt (TOPFER et al., 1993). 

Das La/SS-B codierende Gen der Maus befindet sich als single copy-Gen auf dem 

Chromosom 2. Hinweise auf Pseudogene finden sich nicht. Bei der Untersuchung von 

verschiedenen Mausstämmen konnten TOPFER et al., (1993) keine Restriktionsfragment-

längenpolymorphismen (RFLP) ermitteln.  

Insgesamt existieren drei murine La/SS-B-mRNAs, die sich nur in ihrer 5�-UTR, nicht 

aber im codierenden Bereich, unterscheiden. Das Start-AUG befindet sich wahrscheinlich im 

Exon 2. Vermutlich werden die 5�-UTRs von drei verschiedenen Exon 1 gebildet. Da für die 

murinen La/SS-B-mRNAs noch keine Nomenklatur eingeführt wurde, wurden die mRNAs im 

Folgenden willkürlich mit Exon 1a-, Exon 1b- und Exon 1c-mRNA-Isoform bezeichnet.  

Das Exon 1b (TOPFER et al., 1993; GenBank accession No. L00993) ist im Vergleich 

zum Exon 1a (GRÖLZ und BACHMANN, 1997d; unveröffentlicht; GenBank accession No 

Y07951) an seinem 3�-Ende um 27 Nukleotide verlängert, sonst aber zum Exon 1a identisch. 

Wahrscheinlich stellen die Exon 1a- und Exon 1b-mRNA-Isoformen verschiedene 

splice-Varianten eines gemeinsamen Vorläufertranskripts dar. Dies würde der humanen 

La/SS-B-Exon 1�- bzw. La/SS-B-Exon 1��-mRNA entsprechen.  

Das Exon 1c (TOPFER et al., 1993; MARRA et al., 1996; unveröffentlicht; GenBank 

accession No AA798418) besitzt keinerlei Ähnlichkeit mit dem Exon 1a bzw. Exon 1b. Die von 

MARRA et al. (1996; unveröffentlicht; GenBank accession No AA798418) gefundene 

Exon 1c-Sequenz unterschied sich von der Sequenz, die von TOPFER et al. (1993) gefunden 

wurde, nur darin, dass diese an ihrem 5�-Ende um 146 bp verlängert war. Wahrscheinlich 

beginnt die Transkription der mRNA-Isoformen an verschiedenen Transkriptionsstartpunkten, 

wie es für permanent exprimierte Haushaltsgene typisch ist.  
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2 AUFGABENSTELLUNG 
 

 

Um ein murines Tiermodell entwickeln zu können, bei dem eine pathophysiologisch 

veränderte Expression von La/SS-B untersucht werden kann, ist es zuerst notwendig, die 

physiologische Situation des murinen La/SS-B zu verstehen. Hierbei sollen sich die 

Untersuchungen von der genomischen Ebene, über die Regulation der Transkription und 

Translation bis hin zum funktionellen Protein erstrecken. Die Untersuchungen müssen dabei 

alle bekannten murinen La/SS-B-mRNA-Isoformen einschließen. Insgesamt steht immer der 

Vergleich mit dem humanen La/SS-B im Vordergrund. 

 
 
 
Im Zusammenhang mit der genomischen Situation und der Expression der murinen 
mRNA-Isoformen stellen sich folgende Fragen: 

 
• Wie ist das Strukturgen organisiert und welche Rückschlüsse lassen sich dadurch auf die 

Expression ziehen?  
• Wird die Transkription der mRNA-Isoformen unabhängig von verschiedenen Promotoren aus 

reguliert? Wie viele Promotoren existieren, wo sind sie lokalisiert und welche mRNA-Isoformen 
werden von ihnen transkribiert? 

• Nach KOZAK (1991b) könnten mRNAs mit verschiedenen 5�-UTRs precursor-mRNAs 
darstellen, welche posttranskriptional erst zu funktionellen mRNAs weiter zurecht geschnitten 
werden müssen. Handelt es sich bei den mRNA-Isoformen um precursor-mRNAs?  

• Werden alle mRNA-Isoformen für die Synthese von funktionellem La/SS-B-Protein genutzt oder 
handelt es um eine Art regulatorische und, zumindest auf der Ebene der Translation, 
nicht-funktionelle mRNAs? Sind alle mRNA-Isoformen gut translatierbar oder gibt es 
Unterschiede in der Translationseffizienz?  

• Lassen sich die alternativen 5�-UTRs der humanen und murinen mRNA-Isoformen miteinander 
vergleichen? Können Gemeinsamkeiten festgestellt werden? 

• Existieren weitere alternative 5�-mRNA-Transkripte oder alternative splice-Transkripte?  
• Werden zur Polyadenylierung klassische oder alternative Polyadenylierungssequenzen 

genutzt? Welche Größen besitzen die polyadenylierten mRNAs? 
• Gibt es gewebeabhängige oder zellspezifische Unterschiede in der Expression der 

mRNA-Isoformen? 
• Werden die mRNA-Isoformen nach dem scanning-Modell von KOZAK translatiert oder kann die 

Initiation der Translation durch den internen Eintritt des Ribosoms infolge einer internen 
Ribosomeneintrittsstelle (IRES) erfolgen?  

• Kommt es zu einer Translokation des La/SS-B-Proteins vom Kern in das Zytoplasma, wenn es 
von einer bestimmten mRNA-Isoform in einem geeignten Zellsystem überexprimiert wird?  
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Auf Proteinebene stellen sich konkret folgende Fragen: 
 
• Wie viel Homologie zeigt das murine La/SS-B-Protein zum humanen. Welche Abweichungen in 

der AS-Sequenz lassen sich feststellen. Was resultiert daraus für die funktionellen Domänen? 
• Lassen sich für das murine La/SS-B verschiedene isoelektrische Proteinformen nachweisen? 

Besitzt das murine La/SS-B-Protein eine hohe Ladungsheterogenität, ebenso wie das humane?  
 
 
 
Unter pathophysiologischen Bedingen ergeben sich folgende Fragestellungen:  

 
• Hat das Molekül Stickstoffmonoxid (NO) Einfluß auf das murine Autoantigen La/SS-B und 

könnte es dadurch zur Ausbildung von Autoimmunität kommen? Speziell soll das Augenmerk 
auf eine Veränderung der Proteinexpression und der Proteinlokalisation liegen.  

• Kann das Neoepitop, das bei der autoimmunen pSS-Patientin auf Grund einer 
Rasterschubmutation im codierenden Leserahmen des humanen La/SS-B-Gens entsteht, bei 
Immunisierung von Balb/c-Mäusen zur Erzeugung von anti-Neoepitop-AK führen? Können sich 
nach der Theorie des intramolekularen epitope spreading des weiteren Autoantikörper gegen 
das native La/SS-B-Protein nachweisen lassen? Kann die B-Zell-Autoimmunität und die 
Entstehung von ANAs somit auf einen Autoantigen-getriebenen Mechanismus infolge einer 
fehlerhaften Proteinexpression zurückgeführt werden?  

• Wenn sich Autoantikörper induzieren lassen, sind diese dann für eine zellschädigende 
Vorläuferreaktion verantwortlich, durch die die nukleären Autoantigene dem Immunsystem 
zugänglich gemacht werden? 
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3 MATERIALIEN 
 

 

3.1 Chemikalien und ihre Abkürzungen 
 

Alle Salze, Säuren, Basen und Lösungsmittel (auch hier nicht explizit aufgeführte Substanzen) 

besaßen p.a. Qualität oder wurden in ihrer konzentriertesten oder reinsten Form bezogen. 

 

Substanz Vertreiber/Hersteller 

2-Butanol Carl Roth GmbH und Co., Karlsruhe 

3-[N-Morpholino]propansulfonsäure (MOPS) Sigma Chemical Co., Deisenhofen 

4-Nitroblautetrazoliumchlorid (NBT) Sigma Chemical Co., Deisenhofen 

5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-β-D-Galactosid (X-Gal) Carl Roth GmbH und Co., Karlsruhe 

5-Brom-4-Chlor-3-Indolylphosphat (BCIP, X-Phosphat) Sigma Chemical Co., Deisenhofen 

Aceton Carl Roth GmbH und Co., Karlsruhe 

Acrylamidlösung Carl Roth GmbH und Co., Karlsruhe 

Agar-Bacteriological Gibco/ BRL GmbH, Eggenstein 

Agarose und Low Melting Agarose (LMP-Agarose) Biozym, Hameln 

Ammoniumperoxodisulfat (APS) Bio-Rad Laboratories, Richmond, USA 

Ampicillin (D[-]-Aminobenzylpenicillin-Na-Salz) Sigma Chemical Co., Deisenhofen 

Blockierungsreagenz Roche, Mannheim 

Bovines Serumalbumin (BSA), Fraktion V Carl Roth GmbH und Co., Karlsruhe 

Bromphenolblau (Na-Salz) Serva Feinbiochemika, Heidelberg 

Chloroform Carl Roth GmbH und Co., Karlsruhe 

Coomassie-Brillant-Blau G250 Sigma Chemical Co., Deisenhofen 

CSPD (Dinatrium 3-(4-methoxy-spiro{1,2-dioxetan-3,2�- 

(5�-chloro)-tricyclo[3.3.1.1.3,7]decan}-4-yl) phenylphosphat) 

Tropix, Bedford, Massachusetts, USA 

Diethylpyrocarbonat (DEPC) Sigma Chemical Co., Deisenhofen 

Dimethylformamid (DMF) Carl Roth GmbH und Co., Karlsruhe 

Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma Chemical Co., Deisenhofen 

Dithiothreitol (DTT) Sigma Chemical Co., Deisenhofen 

Dulbecco�s modified eagle medium (DMEM-Medium)  Gibco/ BRL GmbH, Eggenstein 

Entwickler für Röntgenfilme, Kodak LX 24 Kodak AG, Stuttgart 

Essigsäure Carl Roth GmbH und Co., Karlsruhe 

Ethanol Carl Roth GmbH und Co., Karlsruhe 

Ethidiumbromid Sigma Chemical Co., Deisenhofen 

Ethylendiamin-N,N,N�,N�-tetraessigsäure (EDTA) Sigma Chemical Co., Deisenhofen 

Ethylenglycol-bis-N,N,N�,N�-tetraessigsäure (EGTA) Sigma Chemical Co., Deisenhofen 

Fixierer für Röntgenfilme, Kodak AL4 Kodak AG, Stuttgart 

Fetales Kälberserum (FKS) Roche, Mannheim 
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Formaldehyd (deionisiert) Carl Roth GmbH und Co., Karlsruhe 

Formamid (deionisiert) Carl Roth GmbH und Co., Karlsruhe 

Freundsches Adjuvans, komplett (cFa) oder inkomplett (iFa)  Difco, Michigan, USA 

Glycerin Merck, Darmstadt 

Glycin Carl Roth GmbH und Co., Karlsruhe 

Guanidinthiocyanat (GTC) Serva Feinbiochemika, Heidelberg 

Harnstoff Carl Roth GmbH und Co., Karlsruhe 

Hefeextrakt Gibco/ BRL GmbH, Eggenstein 

Imidazol Carl Roth GmbH und Co., Karlsruhe 

Ionenaustauscherharz (Amberlite MB-6) Serva Feinbiochemika, Heidelberg 

Isopropanol Carl Roth GmbH und Co., Karlsruhe 

Isopropyl-ß-D-thiogalactopyranosid (IPTG) Carl Roth GmbH und Co., Karlsruhe 

Kanamycin Carl Roth GmbH und Co., Karlsruhe 

Lauroylsarcosin (Na-Salz) Sigma Chemical Co., Deisenhofen 

Lithiumchlorid Carl Roth GmbH und Co., Karlsruhe 

Maleinsäure Sigma Chemical Co., Deisenhofen 

β-Mercaptoethanol Merck, Darmstadt 

Methanol Carl Roth GmbH und Co., Karlsruhe 

Natriumacetat (NaOAc) Carl Roth GmbH und Co., Karlsruhe 

Natronlauge Carl Roth GmbH und Co., Karlsruhe 

Natriumlaurylsulfat (Sodiumdodecylsulfate = SDS) Serva Feinbiochemika, Heidelberg 

N, N, N', N'-Tetramethylethylendiamin (TEMED) Serva Feinbiochemika, Heidelberg 

Nukleotide: 

dNTPs (dATP, dCTP, dGTP und dTTP) 

ddNTPs (ddATP, ddCTP, ddGTP und ddTTP) 

NTPs (ATP, CTP, GTP und Dig-UTP) 

 

Roche, Mannheim 

Amersham, Braunschweig 

Roche, Mannheim 

o-Phenylendiamin (OPD) Sigma Chemical Co., Deisenhofen 

Optimem-Glutamax-Medium Gibco/ BRL GmbH, Eggenstein 

Paraformaldehyd (PFA) Carl Roth GmbH und Co., Karlsruhe 

Penicillin Serva Feinbiochemika, Heidelberg 

Peptone 140 Gibco/ BRL GmbH, Eggenstein 

Phenol Carl Roth GmbH und Co., Karlsruhe 

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) Carl Roth GmbH und Co., Karlsruhe 

Phosphate Buffer Saline (PBS) (nach Dulbecco) Biochrom KG, Berlin 

Piperazin-N,N�-bis-(2-ethansulfonsäure) (PIPES) Carl Roth GmbH und Co., Karlsruhe 

Protein-A-Sepharose Sigma Chemical Co., Deisenhofen 

Saccharose Carl Roth GmbH und Co., Karlsruhe 

Salzsäure Carl Roth GmbH und Co., Karlsruhe 

Sepharose CL-6B mit Nitrilo-Essigsäure-Derivat (Ni-NTA) QIAGEN Inc., Hilden 

Sequagel complete Biozym, Hessisch Oldendorf 

Sequagel XR Biozym, Hessisch Oldendorf 
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S-Nitroso-L-Glutathion (GSNO) Alexis Biochemicals, Grünberg 

Streptomycin Serva Feinbiochemika, Heidelberg 

Tetracyclin Roche, Mannheim 

Toluidinblau Sigma Chemical Co., Deisenhofen 

Tris-Hydroxyethylaminomethan (Tris) Carl Roth GmbH und Co., Karlsruhe 

Triton X-100 Carl Roth GmbH und Co., Karlsruhe 

Trypsin/EDTA-Lösung (10x) Biochrom KG, Berlin 

Tween 20® Carl Roth GmbH und Co., Karlsruhe 

 

 

3.2 Verbrauchsmaterialien 
 

Produkt Vertreiber/Hersteller 

Aerosol Resistant Tips Biozym, Hameln 

Chromatographiepapier, Whatman 3MM Whatman, Maidstone, England 

Deckgläschen, ∅  12 mm Menzel Gläser, Braunschweig 

Dialyseschlauch, Porengröße 30000 MG Carl Roth GmbH und Co., Karlsruhe 

Filme (Kleinbild) Kodak Ectachrome 400 Kodak Limited, England 

Filterpapier Munctell Pharmacia LKB, Uppsala, Schweden 

Nylonmembran, positiv geladen Roche, Mannheim 

Objektträger (76x26 mm) Menzel Gläser, Braunschweig 

PCR-Reaktiongefäße (0,2 ml) und 8 Caps-Strip Biozym, Hameln 

Petrischalen (verschiedene Größen) Greiner GmbH, Solingen 

Polyvinylidendifluorid-Membran (PVDF) Millipore GmbH, Eschborn 

Röntgenfilme Fuji Photo Film Co., LTD, Japan 

Sterilfilter (2 Mikrometer) Schleicher & Schüll GmbH, Dassel 

Streifen mit immobilisierten pH-Gradient (IPG) Bio-Rad Laboratories, Richmond, USA 

Zellkulturflaschen mit und ohne Filter Nunc  GmbH, Roskilde, Dänemark 

Zellkulturplatten (6-, 12- und 24-Well) Nunc  GmbH, Roskilde, Dänemark 

Zellschaber Nunc  GmbH, Roskilde, Dänemark 

 

 

3.3 Geräte und Hilfsmittel 
 

Gerät/Hilfsmittel Hersteller/Vertreiber 

Brutschrank Queue StabilTerm CO2-Inkubator Nunc  GmbH, Roskilde, Dänemark 

Elektrophoresekammern: 

Bio-Rad (vertikal) 

Elektrophoresekammern (horizontal) 

Protean II-Kammer (horizontal) 

 

Bio-Rad Laboratories, Richmond, USA 

Eigenbau der Institutswerkstatt 

Bio-Rad Laboratories, Richmond, USA 

Flowbench UVF 6.18S BDK Luft-und Reinraumtechnik, S.-Genkingen 
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Heizblock Thermomixer 5436 Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg 

Heizmagnetrührer MR 3001 Heidolf NeoLab Migge Laborbedarf, Heidelberg 

Mikroskope: 

inverses Mikroskop 

Epifluoreszenz-/Lichtmikroskop IM35 

 

Zeiss, Oberkochen 

Zeiss, Oberkochen 

pH-Meter, Modell 3500 digital Beckmann Instruments GmbH, München 

Photometer:  Einstrahlspektrophotometer DU-64 

 Durchflußspektrophotometer 

Beckmann, Fullerton, USA 

Gynkotek, Germering 

Röntgenfilmkassette Amersham Buchler GmbH, Braunschweig 

Saugpumpe Laboport NeoLab Migge Laborbedarf, Heidelberg 

Schreiber LKB 6520 LKB, Bromma, Schweden 

Schüttelinkubator Certomat H B.Braun, Diessel Biotech GmbH, Melsungen 

Semi-dry-Blotter 2117 Multiphor II Pharmacia LKB, Freiburg 

Sequenzierautomat LI-COR 4000 S MWG-Biotech, Ebersberg 

Spannungsgeräte:  

Modelle 3000Xi und 200/2.0 

Multi Drive XL 

IEF-Cell  für isoelektrischen Fokussierung 

 

Pharmacia LKB, Uppsala, Schweden 

Bio-Rad Laboratories, Richmond, USA 

Bio-Rad Laboratories, Richmond, USA 

Sterilisator Heraeus Function Line Heraeus Sepatech GmbH, Hanau 

Thermocycler:  Gene Amp PCR System 9600 

 Primus 96 Plus 

Perkin Elmer, Norwalk, USA 

MWG-Biotech, Ebersberg 

Transilluminator Carl Roth GmbH und Co., Karlsruhe 

UV-Crosslinker Stratalinker 1800 Stratagene, Heidelberg 

Video-Dokumentationssystem UVP Image Store Ultra Violet Products, Cambridge, GB 

Wippschüttler WS 5 E. Bühler, Tübingen 

Zentrifugen: Zentrifuge C5415 (Tischzentrifuge) 

 Labofuge Ae 

 Biofuge fresco 

 Capsul HF-120 

 Sorvall RC-2B , -5B, -RMC-14 

 Eppendorf Centrifuge 5804R 

Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg 

Heraeus Sepatech GmbH, Hanau 

B. Hermle KG, Gosheim 

Tomy Seiko Co. LTD, Tokyo, Japan 

Dupont Instruments, Bad Homburg 

NeoLab Migge Laborbedarf, Heidelberg 

 

 

3.4 Restriktionsendonukleasen 
 

Restriktionsenzyme wurden von der Firma MBI Fermentas (St. Leon-Rot) bezogen. Beim Einsatz 

von Enzymen wurde immer der dem Enzym beigefügte Puffer oder, falls möglich, der Puffer Y+/TangoTM 

verwendet. Folgende Enzyme wurden eingesetzt: EcoR I (aus Escherichia coli), Nhe I (aus Neisseria 

mucosa heidelbergensis), Not I (aus Nocardia otitidiscavarium) und Xho I (aus Xanthomonas holcicola). 
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3.5 Kits und deren Zusammensetzung 
 

Die genaue Zusammensetzung von in Kits enthaltenen Puffern und Lösungen ist dem Protokoll 

des jeweiligen Herstellers zu entnehmen. 

 

5’-RACE System (Gibco/ BRL GmbH, Eggenstein): 

RNase H (2 U/µl) (aus E. coli); SuperScript ΙΙ  RT (200 U/µl) (aus E. coli); 0,1 M DTT; 25 mM MgCl2; 

10 mM dNTP-Mix; 10x PCR-Puffer für RT; DEPC-H2O; 5x Tailing-Puffer; 2 mM dCTP; terminale 

Deoxynukleotidyl-Transferase (TdT) (10U/µl); AAP-Primer; AUAP-Primer; GlassMax-Spin-Säulen; 

Binde-Lösung (6 M NaJ); 40x Waschpufferkonzentrat 

BM Chemiluminescence Blotting Kit (Biotin/Streptavidin) (Roche, Mannheim): 
Lumineszenzsubstratlösungen A; Startlösung B mit Wasserstoffperoxid; Blockingreagenz; 

Streptavidin-POD; genaue Zusammensetzungen nur dem Hersteller bekannt 

Dig Oligonucleotide Tailung Kit (Roche, Mannheim): 
5x Reaktionspuffer; 25 mM CoCl2-Lösung; 1 mM Dig-dUTP-Lösung; 10 mM dATP-Lösung; terminale 

Transferase (50 U/µl); 2% [w/v] Glycogen-Lösung; 1% [w/v] Poly(A)-Lösung 

ECL-Blotting-Reagenz (Amersham Buchler GmbH & Co. KG, Braunschweig): 
Lumineszenzsubstratlösungen A; Startlösung B mit Wasserstoffperoxid; Blockingreagenz; genaue 

Zusammensetzungen nur dem Hersteller bekannt 

GenomeWalker Kit (Clontech Laboratories Inc., Palo Alto, USA): 

5 x 20 µl GenomeWalker Libraries (à 100 µg) (MDL-1: EcoR V; MDL-2: Sca I; MDL-3: Dra I; MDL-4: 

Pvu II; MDL-5: Ssp I); Adapter-Primer (AP1); nested Adapter Primer (AP2); 10x Tth PCR-Reaktionspuffer; 

25 mM Mg(OAc)2 

Ligations Kit (Roche, Mannheim): 
T4-DNA-Ligase (1 U/µl) (aus T4-Phage); 10x Ligationspuffer 

Linked in vitro SP6/T7-Transcription/Translation Kit-nonradioactive (Roche, Mannheim): 
T7-RNA-Polymerase (1 U/µl) (aus T7-Phage); 4x T7-Transkriptionspuffer; Translations-Mix; 25 mM 

MgOAc-Lösung; 25 mM EDTA-Lösung; SDS-Probenpuffer 

QIAEX Gel Extraction Kit (QIAGEN Inc., Hilden): 
QIAEX II-Suspension; QX1; PE 

QIAGEN Plasmid Midi Kit (QIAGEN Inc., Hilden): 
QIAGEN-tip-100-Säulen; RNase A (2 U/µl) (aus Rinderpankreas); P1; P2; P3; QBT; QC; QF 

QIAprep-spin Plasmid Mini Kit (QIAGEN Inc., Hilden): 
QIAprep-Spin-Säulen; Collection Tubes; RNase A (2 U/µl) (aus Rinderpankreas); P1; P2; N3; PE 

QIAquick PCR Purification Kit (QIAGEN Inc., Hilden): 
QIAquick Spin Säulen; Collection Tubes; PB; PE 

PCR Dig Probe Synthesis Kit (Roche, Mannheim): 

Enzym-Mix Expand  High Fidelity (3,5U/µl); 10x PCR Dig Probe Synthesis Mix; 10x PCR-Puffer für 

Dig-PCR; 10x dNTP-Stammlösung für Dig-PCR (jeweils 2 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP) 
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SuperScriptTM Preamplification System for First Strand cDNA Synthesis  

(Gibco/ BRL GmbH, Eggenstein): 

RNase H (2 U/µl) (aus E. coli); SuperScript ΙΙ  RT (200 U/µl) (aus E. coli); 0,1 M DTT; 25 mM MgCl2; 

10 mM dNTP-Mix; 10x PCR-Puffer für RT; Oligo(dT)-Primer; DEPC-H2O 

Taq-Polymerase PCR Kit (Roche, Mannheim): 
Taq-DNA-Polymerase (1 U/µl) (aus Thermus aquaticus); 10x PCR-Puffer 

Thermo Sequenase fluorescent labeled primer cycle sequencing kit mit 7-deaza-dGTP (Amersham, 

Braunschweig): 
Terminationsmix A, C, G und T (Tris/HCl; pH 9,5; Magnesiumchlorid; Tween 20; Nonidet P-40; 

2-Mercaptoethanol; thermostabile Pyrophosphatase; Thermo Sequenase; dATP; dCTP; 7-deaza-dGTP; 

dTTP; ddCTP; ddGTP; ddTTP) 

Transfektions-Kit LipofectAMINE PLUS  Reagent (Gibco/ BRL GmbH, Eggenstein): 
Lipofectamin; Plus-Reagenz; genaue Zusammensetzung ist nur dem Hersteller bekannt 

 

 

3.6 Puffer, Lösungen und Stammlösungen 
 

Die Zusammensetzung von hier nicht aufgeführten Puffern finden sich in Klammern gesetzt im 

Methodenteil an der jeweiligen Stelle oder können dem Protokoll des Herstellers entnommen werden.  

 

Name Zusammensetzung 

Ampicillin 4% [w/v] in aqua dest.; sterilfiltriert; Lagerung bei -20°C 

APS 10% [w/v] in aqua dest.; Lagerung bei 4°C 

IPTG 500 mM in aqua dest.; sterilfiltriert; Lagerung bei -20°C 

Kanamycin 5% [w/v] in aqua dest.; sterilfiltriert; Lagerung bei -20°C 

NBT 7,7% [w/v] in 70% [v/v] DMF; Lagerung lichtgeschützt bei -20°C 

PMSF 100 mM in Ethanol p.a.; Lagerung bei -20°C 

Tetracyclin 0,5% [w/v] in 70% Ethanol; sterilfiltriert; Lagerung bei -20°C 

X-Gal 10% [w/v] in DMF; sterilfiltriert; Lagerung bei -20°C 

X-Phosphat (BCIP) 5% [w/v] in DMF; Lagerung lichtgeschützt bei -20°C 

 

 

3.7 Flüssige und feste Medien für Bakterien und eukaryontische Zellen 
 

LB-Medium 1% [w/v] Peptone 140; 0,5% [w/v] Hefeextrakt; 1% [w/v] Natriumchlorid; pH 7,4 

LB-Agar LB-Medium mit 1,5% [w/v] Agar Bacteriological 

Kulturmedium 10% [v/v] FKS; 200 U/ml Penicillin; 50 U/ml Streptomycin; in DMEM-Medium  

Einfriermedium 20% [v/v] FKS; 10% [v/v] DMSO; in DMEM-Medium  

Stimulationsmedium 0,1% [v/v] BSA; 1 mM GSNO; in DMEM-Medium  
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3.8 Zelllinien und Primärzellen 
 

Bezeichnung Beschreibung 

C2C12 4 murine C3H-Myoblasten aus Myoblastengewebe (ATCC CRL-1772). 

HeLa 5 humane, epitheliale Zelllinie aus einem Cervix-Karcinom (ATCC CCL2). 

Mesangiumzellen 2 Präparation als Primärzellen aus einer weiblichen Balb/c-Maus. 

Myelomzellen 1 murine, tumoröse Suspensionszellen P3 x 63 Ag 8.653 (ATCC CRL-1580). 

NIH-3T3 5 embryonale, kontakt-inhibierte NIH Swissmouse Fibroblasten (ATCC CRL-1658). 

P388D1 2 murine DBA/2-Makrophagen aus tumorösem Lymphgewebe (ATCC CCL-46).  

PCC7-Mz1 1 Subklon 1009 der murinen, embryonalen Carcinom-Zelllinie PCC7-S-AzaR1.  

Swiss-3T3 3 embryonale, kontakt-inhibierte Swissmouse Fibroblasten (ATCC CRL-CCL92). 

 

Die ATCC-Nummern beziehen sich auf den �Catalogue of Cell Lines & Hybridomas�, 7th Edition 

(1992). Die Zellen wurden bezogen oder zur Verfügung gestellt von: 
1 HD Dr. Sigrid Reinhardt, Institut für Physiologische Chemie der Johannes Gutenberg-Universität Mainz 
2 Dipl.-Biol. Andrea Pautz, Institut für Allgemeine Pharmakologie und Toxikologie der Johann Wolfgang 

Goethe-Universitätsklinik Frankfurt am Main 
3 HD Dr. Thomas Herget, Institut für Physiologische Chemie der Johannes Gutenberg-Universität Mainz 
4 Dr. Ingo Gath, Institut für Pharmakologie der Johannes Gutenberg-Universitätsklinik Mainz 
5 ATCC (Rockville Maryland, USA) 

 

 

3.9 Bakterienstämme 
 

Verwendet wurden die von E. coli abgeleiteten, Tetracyclin-resistenten Bakterienstämme 

XL1-Blue (BULLOCK et al., 1987) und Epicurian Coli  BL21-Gold(DE3)pLysSTM Competent Cells der 

Firma Stratagene (Heidelberg). Mit beiden Bakterienstämmen war die von ULLMANN et al. (1967) 

beschriebene blau/weiß-Selektionierung nach dem Prinzip der α-Komplementation möglich.  

 

 

3.10 Vektoren und Klone 
 

Name Herkunft Antibiotikumsresistenzgen 

CAT-Basic-Vektor Promega, Madison, USA Ampicillin 

pcDNA3-Vektor Invitrogen, USA Ampicillin 

pCI-Vektor Promega, Madison, USA Ampicillin 

pCI-La-Voll-dHis SCHÖRNER, 1999 Ampicillin 

pET28a-Vektor Novagen, USA Kanamycin 

pGEM-T-Vektor Promega, Madison, USA Ampicillin 
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3.11 Genomische DNA 
 

Genomische DNA aus Lebergewebe einer weiblichen 129/SvEvTACfBr-Maus wurde von Prof. Dr. 

Jürgen Brosius, Institut für Experimentelle Pathologie der Universität Münster, zur Verfügung gestellt. 

 

 

3.12 Primärantikörper 
 

Bezeichnung Klasse Verdünnung Spezifität/Epitop Hersteller 

anti-CAT Dig-Konjugat polyklonal 1:200 CAT-Protein Roche, Mannheim 

anti-La/SS-B-5B9 IgG2a 1:40 La/SS-B-N-Terminus DRATHEN (1997) 

anti-La/SS-B-SW5 IgG2b 1:40 La/SS-B-N-Terminus SMITH et al. (1985) 

 

 

3.13 Polyklonale Sekundärantikörper 
 

Bezeichnung Verdünnung Spezifität/Epitop Hersteller 

anti-Dig AP-Konjugat (Fab-Fragmente) 1:2500 Digoxigenin Roche, Mannheim 

anti-Maus-IgG AP-Konjugat 1:10000 murine IgG Roche, Mannheim 

anti-Maus-IgM AP-Konjugat 1:10000 murine IgG Roche, Mannheim 

anti-Maus-IgG POD-Konjugat 1:10000 murine IgG Dianova GmbH, Hamburg 

anti-Maus-IgG-Cy3 (Fab-Fragmente) 1:200 murine IgG Dianova GmbH, Hamburg 

 

 

3.14 DNA-Molekulargewichtsstandards 
 

Als DNA-Marker wurde der GeneRuler DNA Ladder (MBI Fermentas, St. Leon-Rot) verwendet. 

Dieser besaß folgende DNA-Leiter: 10, 8, 6, 5, 4, 3.5, 3, 2.5, 2, 1.5, 1.2, 1.031, 0.9, 0.8, 0.7, 0.6, 0.5, 0.4, 

0.3, 0.2 und 0.1 kbp. Zur Herstellung wurde 1 µl Marker mit 6x DNA-Probenpuffer (40% [w/v] Saccharose; 

0,25% [w/v] Bromphenolblau) und aqua dest. bis zu einem Endvolumen von 6 µl gemischt. 

 

 

3.15 RNA-Molekulargewichtsstandards 
 

Als RNA-Marker wurde der RNA Molecular Weight Marker I, Dig-labeled der Firma Roche 

(Mannheim) verwendet. Dieser besaß folgende RNA-Leiter: 7.4, 5.3, 2.8, 1.9, 1.6, 1, 0.6, 0.4 und 0.3 kb. 

Zur Herstellung wurde 20 ng Marker mit 4x RNA-Probenpuffer (50% [v/v] deionisiertes Formamid; 16,7% 

[v/v] deionisiertes Formaldehyd; 10% [v/v] Glycerin; 0,5% [w/v] Bromphenolblau; in 1x MOPS (0,2 mM 

MOPS; 0,5 mM NaOAc; 0,1 mM EDTA; pH 7,0)) und DEPC-H2O (aqua dest. mit 0,1% [v/v] DEPC) bis zu 

einem Endvolumen von 20 µl gemischt, zum Denaturieren für 15 min bei 65°C erhitzt und für 5 min auf 

Eis inkubiert. 
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3.16 Protein-Molekulargewichtsstandards 
 

Verwendet wurden der LMW-Marker der Firma Bio-Rad Laboratories (Richmond, USA) und der 

BenchMark� Prestained-Marker der Firma Gibco/ BRL GmbH (Eggenstein). Der LMW-Marker besaß die 

Protein-Leiter 97.4, 66.2, 45.0, 31.0, 21.5 und 14.4 kDa. Der Marker wurden wie folgt hergestellt: 5 µl 

LMW-Marker, 95 µl aqua dest., 80 µl 2x SDS-Probenpuffer (200 mM DTT; 10% [w/v] SDS; 50% [v/v] 

Glycerin; 0,5% [w/v] Bromphenolblau; 100 mM Tris/HCl; pH 6,8), 20 µl 1 M DTT und 0,1% [w/v] 

Bromphenolblau. Die Markerlösung wurde anschließend für 5 min bei 95°C erhitzt. Eine weitere 

Hitzebehandlung vor dem Auftragen auf das SDS-Gel war nicht mehr notwendig. Der Prestained-Marker 

besaß die Protein-Leiter 194, 120, 87, 64, 52, 39, 26, 21, 15 und 9 kDa. 10 µl dieses Markers konnten 

direkt auf das SDS-Gel aufgetragen werden.  

 

 

3.17 Computerprogramme zur Bearbeitung von Sequenzen 
 

Name Bezugsquelle 

CLUSTALW 1.6 (THOMPSON et al., 1994) ftp.ebi.ac.uk 

GENEDOC (NICHOLAS und NICHOLAS, 1996) htp.uam.ed/pub/mirror/molbio/ibmpc 

HUSAR www.dkfz-heidelberg.de 

Molecular Analyst Biorad, München 

OLIGO 5 MBI (Molecular Biology Insights) 

RNAdraw V1.0 (MATZURA, 1995) Karolinska Institut Solna, Schweden 

 

 

3.18 Versuchstiere 
 

In dieser Arbeit wurden Balb/c-Mäuse verwendet, die im Tierstall des Instituts für Physiologische 

Chemie und Pathobiochemie der Johannes Gutenberg-Universität Mainz gezüchtet und gehalten wurden.  

 

 

3.19 Synthetische Peptide und rek. Proteine des humanen La/SS-B 
 

Bezeichnung Eigenschaften 

neo-La 12 AS langes La/SS-B-Peptid; stellt das Neoepitop des humanen La/SS-B dar 

SOC-neo-La an das Trägerprotein SOC (sequential oligopeptide carrier) gekoppeltes neo-La 

rek. hLa rek. humanes La/SS-B-Protein aus eukaryontischen Sf9-Zellen (SCHÖRNER, 1999) 

rek. hLa bakterielles rek. humanes La/SS-B-Protein (stand zur Verfügung) 

rek. hLa-N(7A) bakterieller rek. humaner La/SS-B-N-Terminus mit Neoepitop (stand zur Verfügung) 

rek. hLa-N(9A) bakterieller rek. humaner La/SS-B-N-Terminus ohne Neoepitop (stand zur Verfügung) 

rek. hLa-C bakterieller rek. humaner La/SS-B-C-Terminus (stand zur Verfügung) 
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3.20 Synthetische Oligonukleotide 
 

IR-markierte Oligos für Sequenzierungen wurden von der Firma MWG-Biotech (Ebersberg), alle 

anderen von der Firma GenTech (Mainz) (Prof. Dr. W. Hennig) bezogen. Alle stromaufwärts (zum 

5�-Ende) gerichteten Primer tragen am Ende ihres Namens ein �R� oder die Bezeichnung �Rück�. In den 

folgenden Tabellen sind die Bezeichnung der Oligos (Spalte 1), ihre Annealing-Temperatur in [°C] 

(Spalte 2), ihre Binderegion (Spalte 3) und ihre Sequenz von 5� nach 3� (Spalte 4) dargestellt. Die genauen 

Binderegionen finden sich im Anhang (8.2 bis 8.4) bei den jeweiligen Sequenzen. Wird in der Spalte 

�Binderegion� die Bezeichnung �Exon� oder �Intron� verwendet, so binden die Oligos an das jeweilige 

Exon bzw. Intron des murinen La/SS-B. Oligos, die an die humane La/SS-B-Sequenz binden, sind durch 

die Bezeichnung �hLa� gekennzeichnet. Die fettgedruckten Sequenzbereiche kennzeichnen artifizielle 

Restriktionsschnittstellen (EcoR I = GAATTC; Not I = GCGGCCGC; Nhe I = GCTAGC; Xho I = CTCGAG) 

und artifizielle Start-AUGs bzw. Stop-Codons.  

 

Sequenzierungs-Primer 

T7 46°C T7-Sequenz AAT ACG ACT CAC TAT AG 

SP6 62°C SP6-Sequenz GAT TTA GGT GAC ACT ATA G 

T3 46°C T3-Sequenz ATT AAC CCT CAC TAA AG 

BaInt1 60°C Intron 6 CTG GAA TCC ATG ATA AAG TGG 

BaInt2 62°C Intron 6 CCA CAT GCA TGC ATG GTA CC 

 

Primer zur Überprüfung von Klonierungen 

T7 46°C T7-Sequenz AAT ACG ACT CAC TAT AG 

SP6 62°C SP6-Sequenz GAT TTA GGT GAC ACT ATA G 

SP6-pcDNA3 56°C pcDNA3-Vektor GCA TTT AGG TGA CAC TAT AG 

T7-pET-Vor 54°C pET28-Vektoren TTA ATA CGA CTC ACT ATA GG 

T7-pET-Rück 58°C pET28-Vektoren GCT AGT TAT TGC TCA GCG GT 

 

Primer zur Herstellung einer Dig-markierten Sonde für Northern-Blots 

La-Murin-RT-PCR-Vor 68°C Exon 2 GAA TTC GAA ACT TTA CAG ATA GCC AC 

La-Murin-RT-PCR-Rück 90°C Exon 11 GCG GCC GCA ACT ACT TGT CTC TAG CAC C 

 

Primer zur Detektion der murinen La/SS-B-mRNA-Isoformen in Geweben und Kulturzellen 

Maus-mRNA-F1 60°C Exon 1a/b CAG GCG CTT CTG TCG TTG T 

Maus-mRNA-F2 60°C Exon 1 a/b TGA AGC TGT GGT GAC CGT G 

Maus-mRMA-F3 60°C Exon 1c ACT CAT TCT CTT GTA TTG ACT AT 

Maus-mRNA-R1 62°C Exon 4 GGT CTG CTT GGT GAT CTT CTA 

GAPDH-Vor 60°C GAPDH-cDNA AAT GCA TCC TGC ACC ACC AA 

GAPDH-Rück 62°C GAPDH-cDNA GTC ATT GAG AGC AAT GCC AGC 
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Primer zur Amplifizierung von CAT 

CAT-Vor 82°C CAT-cDNA GCT AGC ATG GAG AAA AAA ATC ACT GGA TAT 

CAT-Rück 86°C CAT-cDNA CTC GAG TTA CGC CCC GCC CTG CCA C 

 
Primer für 5’-RACE 

La-Murin-P5R (GSP1) 60°C Exon 5 GTG GCG TCA GTT GGG AAA C 

AAP 70°C Oligo(dC)-Trakt GGC CAC GCG TCG ACT AGT ACG GGI 

IGG GII GGG IIG 

Maus-mRNA-R1 (GSP2) 62°C Exon 4 GGT CTG CTT GGT GAT CTT CTA 

AUAP 66°C 5�-Sequenz des AAP GGC CAC GCG TCG ACT AGT AC 

 

Primer des murinen La/SS-B-Gens 

La-Murin-P2 60°C Exon 2 TAG CCA CAA TGG CTG AAA ATG 

La-Murin-In2-F1 62°C Intron 2 ATG GAA TGT TGT CAG TAA CAG AA 

La-Murin-P3 58°C Exon 3 TGG AGA CTT CAA TTT GCC AC 

La-Murin-P4 60°C Exon 4 CCC TGA AGT GAC GGA TGA G 

La-Murin-P5 58°C Exon 5 TCC CAA CTG ACG CCA CCC 

La-Murin-P7 60°C Exon 7 AAG CAG AGC AAA GTG GAA GC 

La-Murin-P8 58°C Exon 8 AGA GCA TGA AGG AAG ACA CA 

La-Murin-P9 58°C Exon 9 TTC AGG TGA CTT GGA TGA CC 

La-Murin-P10 58°C Exon 10 GTA ATA GGC CTG GTT ATG CT 

La-Murin-P1R 60°C Exon 1b CTC CTC AGT CTC CAG AAG C 

La-Murin-In2-R1 62°C Intron 2 GAG CCA ATC AAT GTA GCT CCT 

La-Murin-P4R 58°C Exon 4 TGA CTT CCA TGA GTT TTG CC 

La-Murin-P5R 60°C Exon 5 GTG GCG TCA GTT GGG AAA C 

La-Murin-P6R 60°C Exon 6 GTG TCT TTG TAC TTC TGG CC 

La-Murin-P8R 58°C Exon 8 TGT GTC TTC CTT CAT GCT CT 

La-Murin-P9R 60°C Exon 9 CTG ATC ATC CAA GTC ACC TG 

La-Murin-P10R 60°C Exon 10 GTC CTC TTC CTT TGG GTG C 

GWK-In1-R1A 62°C Exon 1c TAT GAA TTC TCA TAC ATC TCA ACA 

GWK-In1-R5 62°C Intron 1 ATA TAG TTA TGA GTT ACT GTT GGT 

GWK-In2-R1 64°C Intron 2 TCC ATG ACA ACA CAC GTA CAA G 

GWK-In2-R3 66°C Intron 2 TAT GCT AGC TTG TTA GAT ATT AGG 

GWK-Ex4-R1 70°C Exon 4 TGT CTG CAC TGA CTT CCA TGA GTT 

GWK-In1-R2-nested 64°C Exon 1c CTC TTC ATG TAG TTG GTA AAG CA 

GWK-In2-R4-nested 66°C Intron 2 CAC ATA TCG CTA TTA GAT GTT CTG 

GWK-In2-R2-nested 64°C Intron 2 AGA AGA GCA TTG TAT AAT ACT GAG 

GWK-Ex4-R2-nested 72°C Exon 4 CTT AGA TTT GCT CAG TGC TTG CAC A 

GWK-Ex11-R2-nested 62°C Exon 11 ATA CAG GTG ACA TCG AAG TGG 

Maus-mRMA-F3 60°C Exon 1c ACT CAT TCT CTT GTA TTG ACT AT 
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Primer für den GenomeWalker Kit 

AP 1 59°C GenomeWalker Adapter GTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG C 

AP2 71°C GenomeWalker Adapter ACT ATA GGG CAC GCG TGG T 

 

Sonden für in situ-Hybridisierungen der murinen La/SS-B-mRNA-Isoformen 

Exon 1a-antisense 82°C Exon 1a-mRNA TCT CCT CAG TCT CCA AGA AGC TCA CCT 

Exon 1b-antisense 84°C Exon 1b-mRNA TAA AGT TTC TCA CAC TCG AAA GAT TCG GAT 

Exon 1c-antisense 74°C Exon 1c-mRNA TAT ATA ATA GTC AAT ACA AGA GAA TGA GTA 

Exon 1a-sense 82°C n.b. AGG TGA GCT TCT TGG AGA CTG AGG AGA 

Exon 1b-sense 82°C n.b. ATC CGA ATC TTT CGA GTG TGA GAA ACT TTA 

Exon 1c-sense 74°C n.b. TAC TCA TTC TCT TGT ATT GAC TAT TAT ATA 
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4 METHODEN 
 

A) Molekularbiologische Arbeitsmethoden 
 

4.1 Zu beachtende Arbeitsbedingungen bei der Kultivierung von Bakterien 
 

Bei allen Arbeiten mit Bakterien wurde auf Sterilität geachtet. Verwendet wurden nur sterilisierte 

Gefäße oder Einwegprodukte sowie autoklavierte Pipettenspitzen und Reagenzien. Für die Entnahme von 

Kulturmedium wurden die Flaschen nur kurz geöffnet und der Rand ihrer Öffnungen und Deckel 

abgeflammt. So konnte eine Kontamination mit Fremdbakterien vermieden werden. Alles mit Bakterien 

kontaminierte Material wurde autoklaviert. Durch die Zugabe des entsprechenden Antibiotikums zum 

Nährmedium (Ampicillin 160 µg/ml; Tetracyclin 12,5 µg/ml; Kanamycin 30 µg/ml) war gewährleistet, dass 

nur Bakterien, die das Resistenzgen des Plasmids enthielten, sich in der Kultur vermehren konnten. 

 

 

4.2 Anlegen bakterieller Über-Nacht-Kulturen auf Agarplatten 
 

Zur Herstellung von LB-Agar-Platten wurde LB-Agar durch 30minütiges Autoklavieren verflüssigt 

und im Wasserbad auf 50°C abgekühlt. Der Lösung wurde das entsprechende Antibiotikum zugefügt, 

sowie im Falle einer blau/weiß-Selektionierung zusätzlich 1 mM IPTG und 0,02% [w/v] X-Gal. Je 20 ml 

des LB-Agars wurden in Petrischalen (∅  8,5 cm) gegossen. Nachdem der Agar ausgeliert war, konnten 

die Platten bis zu vier Wochen bei 4°C gelagert werden. Auf dem festen Nährboden waren die Bakterien 

unbeweglich und vermehrten sich an derselben Stelle weiter, wodurch eine sichtbare Kolonie entstand.  

 

 

4.3 Anlegen bakterieller Über-Nacht-Suspensionskulturen 
 

Suspensionskulturen wurden zur Plasmid-Präparation, bakteriellen Proteinexpression und 

Herstellung kompetenter Bakterien angelegt. 5 oder 40 ml LB-Medium mit dem entsprechenden 

Antibiotikum wurden mit einer Glycerin-Kultur, einer anderen Suspensionskultur oder mit von einer 

Agarplatte gepickten Bakterienkolonie angeimpft. Die ÜNK wurden in ein Reagenzglas oder in einen 

Rundkolben gegeben und mit einer Kapsenbergkappe oder mit Alufolie so verschlossen, dass ein 

Gasaustausch noch möglich war. Die Bakterien wuchsen im Inkubator bei 37°C bei 240 rpm für 12-16 h.  

 

 

4.4 Anlegen bakterieller Glycerin-Kulturen 
 

Eine bakterielle ÜNK wurde mit 18% [v/v] Glycerin gemischt. Glycerin schützte die Bakterien, 

indem es die Kristallbildung beim Einfrieren und Auftauen verhinderte. Die Bakterien wurden in flüssigem 

Stickstoff schockgefroren und im Anschluss bei -70°C aufbewahrt (SAMBROOK et al., 1989).  



4 Methoden 

 

34 

4.5 Schnelle Plasmid-Mini-DNA-Präparation 
 

Diese DNA-Isolierung wurde mit dem QIAprep-spin Plasmid Mini Kit (3.5) durchgeführt, mit dem 

sich ca. 5-10 µg DNA gewinnen ließen. Mini-DNA wurde zum schnellen Überprüfen von Klonierungen, für 

Sequenzierungen oder zur Transformation eingesetzt. Von einer bakteriellen ÜNK wurden 2 ml 

entnommen und für 3 min bei 5000 g abzentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen, das Bakterienpellet 

in 250 µl P1 resuspendiert und mit 250 µl P2 5 min bei RT alkalisch lysiert. Mit der Zugabe von 350 µl N3 

wurde die Lösung neutralisiert, die Bakterienlyse gestoppt und die für die Affinitätsmatrix notwendige 

Salzkonzentration eingestellt. Nach einer Inkubation von 5 min auf Eis war die Fällung von denaturierten 

Proteinen, genomischer DNA, Zelltrümmern und SDS vollständig. Es folgte eine 10minütige Zentrifugation 

bei 16000 g. Nachfolgend wurde der Überstand auf die Qiaprep-Spin-Säulen gegeben und mit 16000 g für 

30 sec abzentrifugiert, wobei die Plasmid-DNA an der Silica-Matrix band. Es folgen zwei Waschschritte 

mit je 0,75 ml PE durch Zentrifugation mit jeweils16000 g für 30 sec. Schließlich erfolgte die Elution der 

DNA mit 40 µl TE (10 mM Tris/HCl; 1 mM EDTA; pH 7,3-8,3) oder aqua dest.  

 

 

4.6 Plasmid-Midi-DNA-Präparation 
 

Verwendet wurde das QIAGEN Plasmid Midi Kit (3.5), mit dem sich ca. 500-1000 µg DNA 

gewinnen ließen. Eine 40 ml ÜNK wurde für 10 min mit 5000 g bei 4°C zentrifugiert und das 

Bakterienpellet in 4 ml P1 resuspendiert. Die Lyse wurde durch Zugabe von 4 ml P2 bei RT gestartet und 

nach 5 min mit 4 ml P3 gestoppt. Danach inkubierte die Lösung für 15 min auf Eis. Zellreste konnten 

durch Zentrifugation bei 5000 g bei 4°C für 30 min sedimentiert werden. Der Überstand wurde auf eine mit 

5 ml QBT äquilibrierte Qiagen-Tip 100-Säule aufgetragen. Dann wurde 2mal mit je 10 ml QC gewaschen 

und die Plasmid-DNA anschließend mit 5 ml QF eluiert. Die Lösung wurde mit 0,7 Volumenanteilen 

Isopropanol bei RT gut durchmischt und die DNA für 30 min mit 16000 g bei 4°C abzentrifugiert. Das 

Pellet wurde mit 250 µl 70%igem Ethanol gewaschen, um Reste des schwerer flüchtigen Isopropanols zu 

entfernen. Im Anschluss wurde das Pellet bei 37°C getrocknet und schließlich in 80 µl TE (10 mM 

Tris/HCl; 1 mM EDTA; pH 7,3-8,3) oder aqua dest. resuspendiert. Um die Nukleinsäuren vollständig in 

Lösung zu bringen, wurde die Flüssigkeit mehrfach kurz bei 50°C inkubiert, gut durchmischt, auf Eis 

gestellt und zum Schluß kurz herunterzentrifugiert. 

 

 

4.7 Aufbewahrung von DNA 
 

DNA blieb für viele Jahre bei -20°C, gelöst in TE (10 mM Tris/HCl; 1 mM EDTA; pH 7,3-8,3), stabil 

(SAMBROOK et al., 1989). Das im Puffer enthaltene EDTA band den für DNasen notwendigen Kofaktor 

Mg2+. Der basische pH-Wert verhinderte eine autokatalytische Zersetzung der DNA infolge ihrer sauren 

Eigenschaften. Für eine kurzfristige Aufbewahrung von DNA eignete sich als Lösungsmittel auch aqua 

dest.. So konnten bei einer Weiterverarbeitung der DNA die für Enzyme notwendigen speziellen 

Salzkonzentrationen unproblematischer eingestellt werden.  
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4.8 Saure, ethanolische Fällung von Nukleinsäuren 
 

Durch die saure, ethanolische Fällungen von Nukleinsäuren nach SAMBROOK et al. (1989) 

erfolgte ein Abtrennung von Proteinen und Pufferbestandteilen und eine Konzentrierung der 

Nukleinsäuren. Die Nukleinsäure-Lösung wurde mit 1/10 Volumen einer 3 M NaOAc-Lösung (pH 7,0) 

sowie dem 2,5fachen Ursprungsvolumen Ethanol p.a. versetzt. Gefällt wurde für 30 min bei -70°C bzw. 

über Nacht bei -20°C. Nach einer 30minütigen Zentrifugation mit 16000 g bei 4°C wurde der Überstand 

dekantiert. Zur Entfernung mitgefällter Salze wurde das Pellet 2mal mit dem 1,5 fachen Volumen des 

ursprünglichen Fällungsvolumens mit 70%igem Ethanol gewaschen. Der Ansatz wurde für 10 min bei 4°C 

mit 16000 g zentrifugiert, der Überstand dekantiert, das Pellet bei 37°C getrocknet und schließlich in 10 

bis 40 µl TE (10 mM Tris/HCl; 1 mM EDTA; pH 7,3-8,3) oder aqua dest. aufgenommen. 

 

 

4.9 Gelelektrophorese von Nukleinsäuren 
 

Die Agarosegelelektrophorese diente dazu, Nukleinsäuren nach ihrer Größe und Konformation zu 

trennen und durch Anfärben sichtbar zu machen. Nukleinsäuren waren Makromoleküle, die bei 

physiologischem pH-Wert eine negative Gesamtladung besaßen und sich daher im elektrischen Feld zur 

Anode hin bewegten. Agarose bestand aus einem Gemisch saurer, linearer und gelierfähiger 

Polysaccharide. Die Wanderungsrate linearer Nukleinsäuren in einem Agarosegel verhielt sich umgekehrt 

proportional zum Logarithmus ihres MW (SAMBROOK et al., 1989). Die Wanderungsgeschwindigkeit 

hing, infolge der Bildung eines Molekularsiebes, von der Konzentration der Agarose im Gel ab. Nach 

AUSUBEL et al. (1987) konnte mit einer Agarosekonzentration von 1% [w/v] ein Auftrennungsbereich 

linearer Nukleinsäuren zwischen 10 und 0,5 kb erreicht werden. Weitere Parameter, die die 

Wanderungsgeschwindigkeit beeinflussten, waren die Pufferbedingungen und die Konformation. So liefen 

z.B. spiralisierte (supercoiled) Nukleinsäuren im Vergleich zu linearen auf etwa zwei Drittel der von der 

Basenzahl her zu erwartenden Höhe, da das Molekül durch die Verdrillung kleiner und kompakter war und 

sich somit schneller durch das Gel bewegten. Offene, relaxierte, zirkuläre (nicked circle) Nukleinsäuren 

wanderte dagegen weit langsamer.  

 

 

4.9.1 DNA-Agarosegele 
 

Als Form für die Gele dienten mit Klebeband umrandete Glasplatten. Der Probenkamm wurde am 

oberen Rand mit einem Abstand von ca. 1 mm zur Platte in die Form eingesetzt. 1 bis 2% [w/v] Agarose 

wurde mit 1x TAE-Elektrophoresepuffer (40 mM TrisOAc; 1 mM EDTA; pH 8,0) aufgekocht, bis die 

Lösung klar erschien und in die vorgefertigte Form gegossen. Dabei sollte die Höhe des Gels ca. 0,5 cm 

betragen. Für die Elektrophorese von DNA-Fragmenten, die aus dem Gel eluiert werden sollten, und für 

die Analyse sehr kleiner und eng beieinander liegender DNA-Fragmente wurden die Gele aus 

LMP-Agarose hergestellt. Diese Agarose war reiner als herkömmliche Agarose und schmolz bei 

niedrigerer Temperatur (LMP-Agarose: 60°C; normale Agarose: 90°C). Die einzelnen Banden erscheinen 

im Gel schärfer voneinander abgetrennt und waren weniger mit anderen DNA-Fragmenten verunreinigt. 
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Dadurch gelang es, Fragmente in einem Größenbereich von wenigen Basenpaaren Unterschied als 

getrennte Banden darzustellen und zu isolieren. Das erstarrte Gel wurde schließlich in die 

Elektrophoresekammer gelegt und mit 1x TAE-Elektrophoresepuffer bedeckt. Die zu analysierende 

DNA-Lösung wurde mit 6x DNA-Probenpuffer (40% [w/v] Saccharose; 0,25% [w/v] Bromphenolblau) 1:6 

vermischt. Der Puffer enthielt Saccharose, die das spezifische Gewicht der Probe erhöhte und so ihr 

Absinken in die Probentasche bewirkte. Auf das Gel wurde ein DNA-Marker (3.14) aufgetragen. Die 

Elektrophorese wurde mit 3-5 V/cm Elektrodenabstand durchgeführt (SAMBROOK et al., 1989). Anhand 

der Wanderung des im DNA-Probenpuffer enthaltenen anionischen Farbstoffes Bromphenolblau konnte 

der Verlauf der Elektrophorese verfolgt werden. Die Farbfront bewegte sich auf der Höhe von DNA mit 

einer Größe von ca. 500 bp (AUSUBEL et al., 1987).  

 

 

4.9.2 RNA-Agarosegele 
 

Die Herstellung von RNA-Agarosegelen erfolgte in Anlehnung an die Herstellung von 

DNA-Agarosegelen (4.9.1). Für die Herstellung eines RNA-Gels wurden 1% [w/v] Agarose, 20% [v/v] 

10x MOPS (20 mM MOPS; 5 mM NaOAc; 1 mM EDTA; pH 7,0) und 80% [v/v] DEPC-H2O (aqua dest. mit 

0,1% [v/v] DEPC) aufgekocht, bis die Lösung klar erschien. Der auf 60°C abgekühlten Agarose-Lösung 

wurde deionisiertes Formaldehyd bis auf eine Endkonzentration von 2% [v/v] beigefügt, das denaturierend 

auf Nukleinsäuren wirkte und dadurch die Bildung von Sekundärstrukturen innerhalb der RNA verhinderte. 

Da auch Proteine denaturiert wurden, bestand während der Elektrophorese keine Gefahr durch RNasen. 

Die Agar-Lösung wurde in eine Gelform gegossen, in der die Polymerisation für 1 h erfolgte. Pro Laufspur 

wurden 5 µg RNA 4:1 mit 4x RNA-Probenpuffer (50% [v/v] deionisiertes Formamid; 16,7% [v/v] 

deionisiertes Formaldehyd; 10% [v/v] Glycerin; 0,5% [w/v] Bromphenolblau; in 1x MOPS) und DEPC-H2O 

gemischt, zum Denaturieren für 15 min bei 65°C erhitzt und dann für 5 min auf Eis inkubiert. Auf das Gel 

wurde ein Dig-markierter RNA-Marker (3.15) aufgetragen. Die Elektrophorese wurde in 1x MOPS bei 

höchstens 3 V/cm Elektrodenabstand durchgeführt 

 

 

4.10 Nachweis von Nukleinsäuren in Agarosegelen 
 

Nukleinsäuren ließen sich durch interkalierende Substanzen wie Ethidiumbromid anfärben. Dieser 

Farbstoff fluoreszierte rot-orange bei Anregung mit UV-Licht (254 oder 302 nm) (CRAWFORD und 

WARING, 1967). Die Nachweisgrenze lag bei doppelsträngigen DNA-Fragmenten je nach Länge und 

Dicke des verwendeteten Agarosegel-Typs zwischen 1 und 10 ng/Bande. Die Färbung von Agarosegelen 

erfolgte für ca. 15 min in einem Ethidiumbromid-Bad (2 µg/ml in aqua dest.). Nach einem 10minütigen 

Waschschritt in aqua dest. wurden die einzelnen Banden auf einem langwelligen UV-Transilluminator 

sichtbar gemacht.  

Mit Toluidinblau konnten Nukleinsäuren mit 100 ng/Bande sichtbar gemacht werden. Die Färbung 

von Agarosegelen erfolgte für 25 min in einem Toluidinblau-Bad (0,1% [w/v] in aqua dest.). Nach einem 

30minütigen Waschschritt in aqua dest. wurde der Hintergrund reduziert und die einzelnen Banden 

sichtbar gemacht. Ein Video-Gel-Dokumentationssystem ermöglichte das Photographieren der Gele, das 

Ausdrucken der Bilder auf Thermopapier und das Digitalisieren der Bilder. 
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4.11 Quantifizierung von Nukleinsäuren 
 

Nukleinsäuren zeigten ein typisches Absorptionsmaximum bei 260 nm. Das Ausmaß der 

Lichtabsorption war hierbei ein Maß für die Konzentration an Nukleinsäuren in der Lösung 

(Lambert-Beersches Gesetz). Bei einer Wellenlänge von 260 nm entsprach die optische Dichte (OD, 

Absorptionswert) von 1 bei einer Schichtdicke von 1 cm einer Nukleinsäurekonzentration von 50 µg/ml 

(SAMBROOK et al., 1989). Davon ausgehend ließ sich nach einer Messung im Photometer die 

Konzentration einer Nukleinsäurelösung errechnen. Für diese Messung wurde die Nukleinsäure-Lösung 

so verdünnt, dass sich die gemessenen Extinktionswerte möglichst zwischen 0,1 und 0,8 bewegten. 

Proteine besaßen ein Absorptionsmaximum bei 280 nm. Bei dieser Methode war der bei 260 nm 

ermittelte Absorptionswert die Nukleinsäurekonzentration der Ausgangslösung in mg/ml, während der 

Quotient der Meßwerte von 260/280 nm einen Hinweis für Verunreinigungen der Lösung mit Proteinen 

darstellte. Ein Quotient von 1,8-1,9 galt als idealer Wert für eine Nukleinsäurepräparation. Ein niedrigerer 

Wert ließ auf Verunreinigungen mit Proteinen schließen (SAMBROOK et al., 1989). 

Konzentrationsabschätzungen im Agarosegel kamen immer dann zum Einsatz, wenn von der zu 

untersuchenden Nukleinsäurelösung nur ein begrenztes Volumen mit einer geringen Menge an 

Nukleinsäuren vorhanden war, wie z.B. nach der Isolierung von DNA-Fragmenten aus präparativen 

Agarosegelen. Bei diesem Verfahren nutzte man die niedrige Nachweisgrenze von Nukleinsäuren durch 

Ethidiumbromid, das sich quantitativ zwischen den Basenpaaren einlagerte. Somit wiesen 

DNA-Fragmente gleichen MW bei gleicher Konzentration dieselbe Farbintensität auf. Durch einen direkten 

Vergleich der Intensitäten zwischen den Probenbanden und einer vergleichbar weit gelaufenen 

Standard-Markerbande konnte die Konzentration der Probenbande bestimmt werden, indem man das 

Verhältnis der Länge der Markerbande zur Gesamtlänge der unverdauten Marker-DNA mit der 

aufgetragenen Menge multiplizierte. 

 

 

4.12 Elution von Nukleinsäuren aus Agarosegelen 
 

Die Elution von DNA-Fragmenten aus präparativen Agarosegelen erfolgte mit dem QIAEX Gel 

Extraction Kit (3.5). Die gewünschte DNA-Bande wurde unter UV-Licht aus dem Gel ausgeschnitten. 

Anschließend wurde das 3fache Volumen an QX1 zu je einem Volumen Gel zugegeben. Das in diesem 

Puffer enthaltene Natriumthiosulfat setzte die DNA durch Auflösen der Agarose frei. Das Reagenz 

QIAEX II (Glasmilch) wurde für 30 sec auf dem Vortexer resuspendiert und davon 30 µl dem Ansatz 

hinzugefügt. Die Glasmilch besaß die Fähigkeit DNA reversibel zu binden (VOGELSTEIN und 

GILLESPIE, 1979). Der Ansatz wurde kurz gevortext und 10 min unter Schütteln bei 50°C inkubiert. Im 

Anschluss wurde der Ansatz bei 16000 g kurz abzentrifugiert und 2mal mit je 500 µl QX1 gewaschen. 

Schließlich wurden dem Ansatz 500 µl PE hinzugefügt. Anschließend wurde kurz gevortext und für 30 sec 

bei 16000 g zentrifugiert. Danach wurde das Pellet an der Luft getrocknet und im Anschluss durch Zugabe 

von 40 µl aqua dest. gelöst. Durch aqua dest. wurde die DNA von der Glasmilch freigesetzt. Schließlich 

wurde kurz bei 16000 g zentrifugiert und der DNA-haltige Überstand in ein neues Reaktionsgefäß 

überführt.  
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4.13 Verdau von DNA mit Restriktionsendonukleasen 
 

COHEN et al. (1973) beschrieben zum ersten Mal die Möglichkeit, DNA unterschiedlicher 

Herkunft mittels Restriktionsendonukleasen zu schneiden und über kohäsive Enden miteinander zu 

ligieren. Auf diese Weise konnte Fremd-DNA in Plasmidvektoren eingebaut und in Bakterien vermehrt 

werden. Restriktionsenzyme von Bakterien erkannten kurze Folgen von palindromischen Nukleotiden und 

schnitten die DNA entweder direkt an (Typ II) oder versetzt (Typ I und Typ III) von ihrer 

Erkennungssequenz. Die zelleigene DNA der Prokaryonten wurde vor dem Abbau durch Modifikation der 

Erkennungssequenzen (Methylierung) geschützt (STRYER, 1991). Dieses Restriktionssystem diente dem 

Schutz vor Fremd-DNA, z.B. vor Bakteriophagen (KNIPPERS, 1997). Bei Reaktionsansätzen zum Verdau 

von Plasmid-DNA mit Restriktionsenzymen wurden 0,5-1,5 µg DNA in einem Gesamtvolumen von 30 µl 

bei 37°C für 3-4 h geschnitten. Die Enzyme wurden in einer Konzentration von 3-5 U/µg Plasmid-DNA 

eingesetzt. Bei allen Restriktionsverdauen nahm das Enzymvolumen nur maximal 10% des 

Gesamtvolumens ein, da das den Enzymen zugesetzte Glycerin die Enzymreaktion störte. Nach 

Beendigung der Inkubationszeit konnte die Reaktion bei den meisten Enzymen durch Hitzeinaktivierung 

bei 60-65°C für 20 min abgestoppt werden. Das sich während der Inkubation bei 37°C mit der Zeit am 

Deckel des Reaktionsgefäßes ansammelnde Kondenswasser wurde 2mal/h abzentrifugiert, um die 

Salzkonzentration konstant zu halten. Die im Labor verwendeten Restriktionsenzyme erzeugten glatte 

Enden oder schnitten die DNA an versetzten Stellen, so dass ein Überhang eines der beiden 

DNA-Stränge entstand. Auf diese Weise ließen sich durch den Verdau zweier verschiedener DNAs mit 

demselben Enzym kohäsive, d.h. zueinander passende Enden erzeugen. Dies wurde für Klonierungen 

genutzt, denn an diesen komplementären Stellen lagerten sich die DNA-Bruchstücke bevorzugt 

zusammen (COHEN et al., 1972). 

 

 

4.14 Ligation von DNA-Molekülen 
 

Zur Verknüpfung von Fremd-DNA und linearisiertem Plasmid wurde das Ligations Kit (3.5) 

verwendet. Die T4-DNA-Ligase (aus T4-Phage) bildete unter ATP-Verbrauch Phosphodiesterbindungen 

zwischen der freien 3'-OH-Gruppe des einen und der 5'-Phosphatgruppe des anderen Fragments 

(STRYER, 1991). Der Ligations-Reaktionsansatz umfasste ein Volumen von 10 µl und enthielt 50 ng 

linearisierte Vektor-DNA sowie Insert-DNA in einem molaren Verhältnis von 2:1 bis 10:1 (Insert-Enden : 

Vektor-Enden), 1 U T4-DNA-Ligase und 1 µl 10x Ligationspuffer. Die Inkubation erfolgte für 24-48 h bei 

4°C, obwohl das Temperaturoptimum der Ligase bei 37°C lag. Jedoch waren bei dieser Temperatur die 

Wasserstoffbrückenbindungen der gepaarten DNA-Enden instabil. Die einzusetzende Insert-DNA-Menge 

ließ sich nach folgender Formel berechnen (SAMBROOK et al., 1989): 

Insert-DNA [ng]  =Vektor-DNA [ng] x Größe d. Insert-DNA [kb]
Größe des Vektors [kb] x  gew. Verh.Insert-Enden

Vektor-Enden  
wobei das gewünschte Verhältnis (gew. Verh.) von der Art der Klonierung abhing. Bei einer gerichteten 

Klonierung (4.14.1) wurde ein Verhältnis von 2:1, bei einer T/A-Klonierung (4.14.2) ein Verhältnis von bis 

zu 10:1 (Insert-Enden : Vektor-Enden) gewählt.  
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4.14.1 Gerichtete Klonierung 
 

Durch Doppelverdau eines Vektors mit zwei Restriktionsenzymen, die keine identischen 

Überhänge erzeugten, entstand nach Aufreinigung der DNA durch Gelelektrophorese und Elution der 

DNA-Bande aus dem Gel ein lineares DNA-Fragment mit an beiden Seiten unterschiedlichen, kohäsiven 

Enden. In einer Ligationsreaktion konnte ein solches Fragment nicht mehr mit sich selbst einen 

Ringschluß bilden. Zu einer Rezirkularisierung des Vektors kam es nur, wenn Insert-DNA über dieselben 

kohäsiven Enden verfügte und in einer Ligationsreaktion gerichtet in das Plasmid integriert wurde.  

 

 

4.14.2 T/A-Klonierung von PCR-Fragmenten 
 

Eine Reihe thermostabiler Polymerasen, wie die Taq-, jedoch nicht die Pfu- oder 

Pwo-Polymerase, fügten unspezifisch an das 3�-Ende von PCR-Produkten ein Desoxyadenosin an. Bei 

der direkten Klonierung von unmodifizierten PCR-Produkten wurde die terminale Transferase-Aktivität der 

Taq-Polymerase genutzt. Die Möglichkeit, mit der Taq-Polymerase an glatte Enden von linearisierten 

Vektoren einen einzelnen T-Rest anzuhängen, eröffnete einen leichten Weg zur direkten Klonierung von 

PCR-Fragmenten durch die T/A-Ligation. Es wurde der pGEM-T-Vektor (3.10) verwendet, der durch seine 

angefügten dephosphorylierten Thymidinreste eine sehr niedrige Rückligationsrate besaß. Von dem 

pGEM-T-Vektor wurden 50 ng in der Ligations-Reaktion eingesetzt.  

 

 

4.15 Herstellung kompetenter E. coli-Bakterien 
 

COHEN et al. (1972) konnten zeigen, dass die Vorbehandlung von Bakterien mit eiskaltem CaCl2 

ihre Zellwand für Plasmide durchlässig machte. Aus einem Glycerinstock mit E. coli-Bakterien des 

Stammes XL-1 Blue wurde eine 5 ml ÜNK mit 12,5 µg/ml Tetracyclin angesetzt. Der 

XL-1 Blue-Bakterienstamm trug ein Tetracyclin-Resistenzgen im Genom und wurde somit in seinem 

Wachstum nicht beeinträchtigt. Die Extinktion der ÜNK wurde mittels photometrischer Trübungsmessung 

(Turbidimetrie) bei 600 nm bestimmt. Die ÜNK wurde anschließend so verdünnt, dass ein Extinktionswert 

von 0,2 im gewünschten Endvolumen erreicht wurde. Die Bakterien wuchsen bei 37°C und 240 rpm bis zu 

einer OD von 0,6. Bei dieser OD befanden sie sich in der logarithmischen Wachstumsphase 

(SAMBROOK et al., 1989). Anschließend wurde die Bakterienkultur für 10 min auf Eis inkubiert. Es folgte 

eine 10minütige Zentrifugation bei 4°C mit 5000 g. Das Bakterienpellet wurde in 20 ml eiskalter 

CaCl2-Lösung (75 mM CaCl2; 10 mM PIPES; pH 7,0) resuspendiert und 1 h auf Eis inkubiert. Mit einem 

weiteren Zentrifugationsschritt mit 5000 g bei 4°C für 10 min wurden die Bakterien wieder pelletiert und 

das Pellet wiederum in 5 ml eiskalter CaCl2-Lösung aufgenommen. Diese enthielt zusätzlich zum Schutz 

der Bakterien gegen das Einfrieren 20% [v/v] Glycerin. Die Bakteriensuspension wurde in Aliquots von 

200 µl in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei -70°C gelagert. Bei dieser Temperatur blieben die 

Bakterien ohne Einbußen für mehrere Monate kompetent.  
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4.16 Transformation kompetenter E. coli-Bakterien 
 

1 ng Plasmid-DNA oder 5 µl eines Ligationsansatzes wurden mit aqua dest. auf ein Endvolumen 

von 40 µl aufgefüllt und auf Eis gestellt. Ein Aliquot kompetenter Bakterien wurde aus dem -70°C-Vorrat 

entnommen und auf Eis aufgetaut. Die Bakterien und die DNA-Lösung wurden gemischt und der Ansatz 

für 30 min auf Eis inkubiert. In dieser Zeit lagerte sich die DNA an die Zellwände der Bakterien an. Ein 

Hitzeschock für 2 min bei 42°C bewirkte die Aufnahme der DNA in die Bakterien (SAMBROOK et al., 

1989). Im Anschluss wurde der Ansatz für 2 min auf Eis inkubiert. Danach wurde der 

Transformationsansatz in 1,5 ml LB-Medium gegeben und bei 200 rpm für 1 h bei 37°C inkubiert. In 

dieser Zeit konnte sich die Antibiotikumsresistenz ausbilden, die die transformierten Bakterien durch die 

Aufnahme eines Plasmids erhalten hatten. Schließlich wurden die Bakterien durch Zentrifugation für 5 min 

bei 400 g pelletiert. Das zellfreie LB-Medium wurde dekantiert und die Bakterien mit 100 µl LB-Medium 

resuspendiert. Anschließend wurde die bakterienhaltige Lösung auf 37°C warme Agarplatten (4.2) mit 

einem Drigalsky-Spatel auf der Agar-Oberfläche ausplattiert. Im Anschluss erfolgte eine 16stündige 

Inkubation bei 37°C. Die Agarplatten konnten, mit Parafilm versiegelt, für ca. 3-4 Tage bei 4°C aufbewahrt 

werden. Bei zu langer Inkubation oder nach mehr als vier Tagen Aufbewahrungszeit entstanden 

Satellitenkolonien, da die Hauptkolonie das meiste an Antibiotikum abgebaut hatte und nun in ihrer nahen 

Umgebung Bakterien mit der Teilung beginnen konnten, die keine Resistenz besaßen. Von zufällig 

ausgewählten Kolonien wurden durch Picken ÜNKs (4.3) angelegt.  

 

 

4.17 DNA-Sequenzierung 
 

Bei dieser von SANGER et al. (1977) vorgestellten enzymatischen Methode der Sequenzierung 

wurden basenanaloge 2�,3�-Didesoxynukleosidtriphosphate als spezifische Kettenverlängerungs-

Inhibitoren der DNA-Polymerase für eine kontrollierte Unterbrechung der DNA-Replikation genutzt. Auf 

Grund des Fehlens der 3�-Hydroxyl-Gruppe brach die Ketten-Elongation mit dem Einbau eines ddNTP ab. 

Wenn Primer und DNA-Vorlage in Anwesenheit aller vier dNTPs und eines bestimmten ddNTPs mit 

DNA-Polymerase in einem Ansatz inkubiert wurden, entstand ein Gemisch aus unterschiedlich langen 

Fragmenten, die am 3�-Ende eines der vier ddNTPs trugen. Somit kam es an statistisch verteilten 

Positionen der neusynthetisierten DNA zu Kettenabbrüchen. Verwendet wurde ein automatisches 

DNA-Sequenziergerät, das für die Markierung Primer benutzte, die mit einem Infrarotfarbstoff gekoppelt 

waren. Während der elektrophoretischen Auftrennung wurden die markierten DNA-Fragmente durch 

einen Laserstrahl angeregt und emittierten infrarotes Licht mit einer Wellenlänge von 790 nm. Das 

erhaltene IR-Leitermuster zeigte die Verteilung der IR-markierten DNA an. Wenn analog dazu für alle vier 

Nukleotide (A,C,G und T) Ansätze hergestellt und parallel auf das Gel aufgetragen wurden, konnte 

anhand des Bandenmusters die Sequenz der DNA direkt abgelesen werden. Zur Auswertung wurden die 

Sequenzen mit verschiedenen Computerprogrammen bearbeitet (3.17).  

Zwei Glasplatten wurden mit aqua dest. gereinigt und mit Isopropanol entfettet. Dies war wichtig, 

da jegliche Verunreinigung den Lauf der Proben störte. Zwischen die Glasplatten wurden randständige 

Abstandshalter von 0,25 mm Dicke eingesetzt. Kleine Sequenziergele setzten sich aus 80% [v/v] 

Sequagel XR, 20% [v/v] Sequagel complete und 0,1% [v/v] APS zusammen. Große Gele bestanden aus 

72% [v/v] Sequagel XR, 20% [v/v] Sequagel complete, 8,4% [v/v] Harnstoff, 1% [v/v] DMSO und 0,1% 
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[v/v] APS. Unter optimalen Bedingungen ließen sich mit einem kleinen Sequenziergel bis zu 800 b lesen, 

mit einem großen bis zu 1200 b. Die gut gemischte Lösung wurde mittels einer Spritze zwischen die 

schrägstehenden Glasplatten gegeben. Nach dem Gießvorgang wurde ein Vorkamm zwischen die Platten 

gesetzt. Nach 2-3 h war die Polymerisation des Gels abgeschlossen und der Vorkamm konnte entfernt 

werden. Stattdessen wurde ein sog. Haifischkamm eingesetzt, der die Taschen für die Proben formte. 

Nachdem das Gel in die Sequenzierapparatur eingehängt worden war, wurde der Vorlauf des Gels bei 

45°C für 30 min mit 1500 V bzw. 2200 V (kleine bzw. große Sequenziergele) gestartet. Als Laufpuffer 

diente 1x TBE-Sequenzierungs-Puffer (45 mM Borsäure; 2,5 mM EDTA; 0,134 M Tris/HCl; pH 8,3-8,7). 

Die Sequenzierreaktion wurde als cycle-Sequenzierung mit dem Thermo Sequenase fluorescent 

labelled primer cycle sequencing kit mit 7-deaza-dGTP (3.5) durchgeführt. 1-2 µg der zu sequenzierenden 

DNA wurden mit 2 pmol infrarotgelabeltem Sequenzierungsprimer vermischt und der Ansatz mit aqua 

dest. auf 18,75 µl aufgefüllt. Je 4,5 µl dieser Mischung wurden dann in vier PCR-Reaktionsgefäße 

pipettiert und je 1,5 µl Terminationsmix (A, C, G oder T) des Thermo Sequenase Kits zugegeben. Dieser 

enthielt neben der thermostabilen DNA-Polymerase auch die erforderlichen dNTPs und ddNTPs. Die 

cycle-Sequenzierreaktion wurde unter Standard-PCR-Bedingungen durchgeführt (4.18). Danach wurden 

die Ansätze zur Denaturierung für 3 min auf 95°C erhitzt, sofort auf Eis gestellt und mit je 3 µl 

Stop/Ladepuffer (95% Formamid [v/v]; 0,1% [v/v] Xylencyanol; 10 mM EDTA; 0,1% [w/v] Bromphenolblau) 

versetzt. Im Anschluss wurden 1,5 µl der Proben in der Reihenfolge A, C, G und T auf das Gel 

aufgetragen und die Elektrophorese für 6-7 h bei 1500 V bzw. 2200 V durchgeführt.  

 

 

4.18 Polymerase-Ketten-Reaktion 
 

Die Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) wurde erstmals von SAIKI et al. (1985) und MULLIS et al. 

(1986) beschrieben. Hierbei wurde in einem 50 µl-Reaktionsgemisch eine DNA-Vorlage (1 ng 

Plasmid-DNA oder 500 ng genomische DNA) mit zwei flankierenden Oligonukleotiden mit 

entgegengesetzter Orientierung (je 10 pmol) durch die hitzestabile Polymerase aus Thermus aquaticus 

(Taq) (1 U) unter Zusatz der vier verschiedenen dNTPs (je 0,2 mM) in einem Thermocycler amplifiziert. 

Dies geschah nach einer initialen Denaturierung (Aufschmelzen der DNA-Doppelstränge) bei 95°C für 

5 min in 35 Zyklen durch Denaturierung für je 30 sec bei 95°C, durch Anlagerung der Oligonukleotide für 

je 45 sec bei 56°C und durch Neusynthese des komplementären DNA-Stranges (Elongation) durch die 

Taq-Polymerase für je 2 min bei 72°C und schließlich durch terminale Elongation für 10 min bei 72°C. 

Zuletzt erolgte eine Abkühlung auf 4°C. Die Taq-Polymerase, deren Temperaturoptimum bei 72°C lag, 

zeigte bei 95°C nur eine langsame Aktivitätsabnahme (INNIS et al., 1988). Der Nachteil dieser 

Polymerase lag in ihrer relativ hohen Fehlerquote von etwa 2 x 10-4 Fehlern pro eingebauter Base (CHA 

und THILLY, 1993). Die Taq-Polymerase amplifiziert pro min ca. 1 kb DNA. Die 3�-Enden der 

Oligonukleotide dienten ihr als Reaktionsstartpunkt. Da bei einer PCR mit genomischer DNA 

Fragmentlängen unbekannter Größe amplifiziert wurden, wurde die Elongationszeit bis auf das Maximum 

der Taq-Polymerase ausgedehnt (6-7 min). Durch die Variation der Anlagerungs-Temperatur (55-65°C) 

konnte die Stringenz, mit der synthetische Oligonukleotide an der Zielsequenz banden, erhöht bzw. 

erniedrigt werden, da bei niedriger Anlagerungs-Temperatur u.U. auch Hybride mit Fehlpaarungen stabil 

bleiben konnten. Insbesondere bei Primern, die durch die Synthese einer Klonierungs-Schnittstelle 

Basenfehlpaarungen zur Zielsequenz aufwiesen, wurde die Stringenz niedrig gehalten und die günstigste 
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Anlagerungs-Temperatur ermittelt. Die Temperatur für die Primer-Hybridisierung war je nach 

Basenzusammensetzung und Länge des Oligonukleotides verschieden und wurde mittels einer 

Annäherungsformel berechnet (THEIN und WALLACE, 1986). Danach galt: 

Tm (Hybridisierungstemperatur) = 4 x (% GC-Gehalt) + 2 x (% AT-Gehalt). Wurden zwei Primer mit 

unterschiedlichen Hybridisierungstemperaturen verwendet, so wurde die Anlagerung bei der niedrigeren 

Temperatur durchgeführt. Nach Aufschmelzen der DNA im Denaturierungsschritt konnte es beim 

Herunterkühlen auf die Anlagerungs-Temperatur zu intramolekularen Basenanlagerungen der 

einzelsträngigen DNA kommen. Derartige Sekundärstrukturen in der Matrize konnten die Anlagerung von 

Primern und die Synthese des komplementären Stranges durch die Polymerase stören. Durch die Zugabe 

von 5% [v/v] DMSO in das Reaktionsgemisch konnten auch sekundärstrukturreiche DNA-Abschnitte 

amplifiziert werden (WINSHIP, 1989). Neuere Cycler besaßen einen beheizbaren Deckel, der die 

Verschlußkappen der Reaktionsgefäße auf 110°C erhitzte. Dadurch entstand ein Temperaturgradient, der 

das Verdunsten der Proben verhinderte, auf Grund dessen auf eine Überschichtung des PCR-Ansatzes 

mit Mineralöl verzichtet werden konnte. Durchgeführt wurde die PCR mit dem Taq-Polymerase PCR Kit 

(3.5). Bei der Auswahl der Primer wurden einige grundsätzliche Parameter beachtet, soweit die 

Amplifikation von definierten DNA-Bereichen dies zuließ. Beim Entwurf der Primer wurde eine 

gleichmäßige Verteilung an G/C-Resten mit einem Anteil von ca. 50% angestrebt (LOWE et al., 1990). 

Alle Basen sollten in etwa gleichem Verhältnis vorkommen und miteinander vermischt sein. Poly(A), -(T), 

-(C) oder -(G)-Stellen sollten vermieden werden. Das 3�-Ende des Primers sollte aus mindestens zwei G 

bzw. C bestehen. Durch eine geringe bzw. keine Komplementarität der gewählten Primerpaare im 

3�-Bereich sollten die häufig auftretenden Primer-Dimer-Bildungen in der PCR minimiert werden. 

Weiterhin wurden die Primer auf eine Länge von maximal 30 b begrenzt, da bei der Synthese der 

Oligonukleotide über 30 b erhöhte Fehlerraten auftraten und Verlängerungen der Primer zu keiner 

signifikanten Erhöhung der Spezifität beitrugen. Wenn man die Primer so gestaltete, dass sie zwar zur 

gewünschten Sequenz auf der Ursprungs-DNA komplementär waren, jedoch eine Mutation von wenigen 

Basen enthielten, so konnte man aus der Ursprungs-DNA eine neue, mutierte DNA herstellen. Auf diese 

Weise ließen sich beispielsweise Restriktionsschnittstellen an einer bestimmten Stelle der DNA gezielt 

einfügen. Eine solche Veränderung der Ursprungs-DNA mittels PCR bezeichnete man als PCR-Mutation. 

 

 

4.19 Reinigung von PCR-Produkten 
 

Oft war es erforderlich z.B. Salze und Enzyme von PCR-Produkten zu entfernen, da diese bei 

weiteren Reaktionen stören könnten. Dies konnte auf zwei Arten erfolgen. Einmal konnte der gesamte 

PCR-Ansatz auf ein präparatives Agarosegel aufgetragen werden und nach erfolgter Gelelektrophorese 

aus dem Gel eluiert werden. Diese Methode war z.B. zwingend erforderlich, wenn dem PCR-Ansatz 

DMSO zugefügt worden war. Die zweite Methode basierte auf dem Prinzip der Plasmidisolierung. Hierbei 

wurde das QIAquick PCR-Reinigungskit (3.5) verwendet. Zu dem PCR-Ansatz wurde das 5fache 

Volumen PB gegeben. Danach wurden der Ansatz auf eine QIAquick-Säule pipettiert, deren Silica-Matrix 

bei hohen Salzkonzentrationen DNA-Fragmente band, die größer als 100 bp waren. So konnten die 

Primer aus dem Gemisch entfernt werden. Durch eine 1minütige Zentrifugation bei 16000 g wurde die 

Lösung durch die Matrix transportiert. Die gebundene DNA musste vor dem Eluieren einmal mit 750 µl PE 

gewaschen werden. Die Elution erfolgte mit 25 µl aqua dest.. 
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4.20 RT-PCR 
 

Bei der RT-PCR wurde ein Teilstück einer spezifischen mRNA durch PCR amplifiziert. Dazu 

wurde die mRNA durch reverse Transkription in cDNA umgeschrieben. Dies geschah entweder mit dem 

nach stromaufwärts gerichteten Oligo(dT)-Primer, dessen Poly(dT)-Sequenz homolog zum Poly(A)-Trakt 

von eukaryontischen mRNAs war, oder mit einem nach stromaufwärts gerichteten genspezifischen Primer 

(GSP). Während der Oligo(dT)-Primer an den Poly(A)-Trakt aller mRNAs band, wurden mit dem GSP 

bereits selektiv nur wenige mRNAs mit zu dem Primer homologen Sequenzen in cDNA umgeschrieben. 

Bei der PCR wurde anschließend durch GSPs ein Teilbereich einer cDNA amplifiziert. Dazu musste 

allerdings die Sequenz der cDNA bekannt sein. Die RT-PCR wurde nach dem Protokoll, der Methode und 

den Reagenzien des SuperScriptTM Preamplification System for First Strand cDNA Synthesis (3.5) 

durchgeführt. Der RNA/Primer-Mix setzte sich aus 5 µg total-RNA, 1 µl Oligo(dT)-Primer und 2 µl GSP 

bzw. 2 µl GSP1 zusammen. Dieser Ansatz wurde mit DEPC-H2O (aqua dest. mit 0,1% [v/v] DEPC) auf 

12 µl aufgefüllt und für 10 min bei 70°C inkubiert, was eine Denaturierung der RNA zufolge hatte. Im 

Anschluss daran folgte eine Inkubation für 1 min auf Eis und eine kurze Zentrifugation, um den Ansatz 

wieder zu sammeln. Der Reaktionsmix mit einem Gesamtvolumen von 7 µl setzte sich aus 2 µl 

10x PCR-Puffer, 2 µl MgCl2, 1 µl dNTPs und 2 µl DTT zusammen. Danach wurden 12 µl RNA/Primer-Mix 

und 7 µl Reaktionsmix zusammenpipettiert, gevortext und kurz abzentrifugiert. Für die Anlagerung der 

Primer an die RNA erfolgte eine Inkubation für 5 min bei 42°C. Schließlich wurde 1 µl SuperScript ΙΙ  RT 

zugegeben, danach gevortext und abzentrifugiert. Für die RT-Reaktion wurde der Ansatz für 60 min bei 

42°C inkubiert. Im Anschluss wurde die Enzymsynthese durch Inkubation für 15 min bei 70°C terminiert. 

Nach einer kurzen Abkühlung auf Eis konnte der Ansatz bei -20°C gelagert oder 10% des Ansatzes direkt 

in der Amplifizierungs-PCR eingesetzt werden (4.18). 

 

 

4.21 5’-RACE 
 

Mit der 5�-RACE-Technik war es möglich, unbekannte 5�-Enden von mRNAs zu amplifizieren. 

Dadurch konnten z.B. alternative 5�-Transkripte gefunden werden. In dieser Arbeit wurde das 5�-RACE 

System (3.5) verwendet. Beim 5�-RACE ging die cDNA-Synthese durch RT-PCR immer von einem nach 

stromaufwärts gerichteten GSP1 aus. An das 3�-Ende der cDNA (= das 5�-Ende der Ausgangs-mRNA) 

wurde durch die terminale Desoxyribonukleotidyl-Transferase (TdT) ein Oligo(dC)-Trakt angefügt. Dieser 

diente dem nach stromabwärts gerichteten Abridged Anchor Primer (AAP) als Bindestelle. Der AAP 

bestand aus einer 3�-Region, welche komplementär zum Oligo(dC)-Trakt war, sowie einer 

5�-Adaptersequenz. Mit dem AAP und dem GSP1 erfolgte eine erste Amplifizierung durch PCR, die aber 

in der Regel nicht spezifisch genug war, so dass eine zweite Amplifizierung durch nested-PCR notwendig 

war, mit der die Spezifität weiter erhöht wurde. Die zweite PCR erfolgte mit einem weiter stromaufwärts 

vom GSP1 gelegenen nach stromaufwärts gerichteten GSP2 und dem Abridged Universal Amplification 

Primer (AUAP), der an die 5�-Adaptersequenz des AAP band.  

Durch die Reinigung des GSP1 war es möglich, diesen von Proteinen, z.B. RNasen, zu säubern, 

da diese eine Durchführung des 5�-RACE unmöglich machen konnten. Um die Verluste an Nukleinsäuren 

in der zu reinigenden Lösung in Grenzen zu halten, wurden 250 pmol des GSP1 auf 300 µl mit DEPC-H2O 

(aqua dest. mit 0,1% [v/v] DEPC) aufgefüllt und durch Phenol/Chloroform-Extraktion gereinigt. Dazu 
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wurde die Lösung mit demselben Volumen Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1) versetzt und kurz 

auf dem Vortexschüttler homogenisiert, bis eine milchige Suspension entstanden war. 10 min 

Zentrifugation bei 16000 g trennten das Gemisch in eine wäßrige, obere Phase, eine dünne Interphase 

und eine hydrophobe, untere Phase. Die wäßrige Phase wurde vorsichtig abgesaugt und zur Entfernung 

von Phenolresten erneut mit Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) ausgeschüttelt, zentrifugiert und 

abgesaugt. Im Anschluss daran wurde der wäßrige Überstand aus der Chloroform-Extraktion durch saure 

ethanolische Fällung gefällt und das Pellet in 100 µl DEPC-H2O aufgenommen. 

Die cDNA-Synthese erfolgte wie unter 4.20 beschrieben mit 2,5 pmol gereinigtem GSP1. Um 

überschüssige GSP1, Puffer-Komponenten, dNTPs und Enzyme zu entfernen, wurde die cDNA 

anschließend einer Reinigung unterzogen. Diese Reinigung erfolgte durch die Bindung der DNA an die 

Silica-Matrix einer Säule in Gegenwart des chaotropen Salzes Natriumjodid (VOGELSTEIN und 

GILLESPIE, 1979). Zum cDNA-Reaktionsgemisch wurden 90 µl (4,5faches Volumen) der Binde-Lösung 

zugefügt und die Lösung auf eine GlassMax-Spin-Säule aufgetragen. Nach 30 sec Zentrifugation bei 

16000 g war die cDNA an die Silica-Matrix der Säule gebunden. Gewaschen wurde durch Auftragen und 

30sekündiger Zentrifugation bei 16000 g mit 3mal 400 µl eiskaltem 1x Waschpuffer und anschließend 

2mal mit 400 µl eiskaltem 70%igem Ethanol. Nach Entfernung des Ethanols wurde nochmals für 1 min 

zentrifugiert und die cDNA schließlich mit 50 µl 65°C warmen DEPC-H2O von der Säule eluiert. 

In ein Reaktionsgefäß wurden 10 µl der gereinigten cDNA, 5 µl 5x Tailing-Puffer und 2,5 µl dCTPs 

pipettiert, für 3 min bei 94°C inkubiert und 1 min auf Eis gestellt. Der Inhalt des Gefäßes wurde kurz 

herunterzentrifugiert, 1 µl TdT zugefügt und für 10 min bei 37°C inkubiert. Die TdT wurde zum Schluß 

durch Erhitzen für 10 min auf 70°C inaktiviert. Die mit einem Oligo(dC)-Trakt versehene cDNA konnte bei 

-20°C aufbewahrt oder direkt für die Amplifikation der cDNA eingesetzt werden. 

Für die erste Amplifizierung wurden in einem 50 µl-PCR-Ansatz 4 µl cDNA, 1 µl AAP-Primer und 

2 µl GSP1 verwendet. Die erhaltenen PCR-Produkte wurden mit aqua dest. 1:100 verdünnt und davon 

5 µl für eine zweite Amplifizierung (nested-PCR) mit 1 µl AUAP-Primer und 2 µl GSP2 eingesetzt.  

 

 

4.22 Genome walking 
 

Das genome walking war ein Verfahren zur Amplifizierung eines Teilstücks einer genomischen 

DNA-Sequenz durch PCR. In dieser Arbeit wurde das GenomeWalker-Kit (3.5) zur Amplifizierung 

unbekannter 5�-Enden von genomischer DNA verwendet. Genomische DNA war jeweils mit fünf 

verschiedenen blunt-end-Restriktionsenzymen (EcoR V, Sca I, Dra I, Pvu II, Ssp I) verdaut und an deren 

5�-Ende ein DNA-Adapter bekannter Sequenz angefügt worden, der als Anker für einen ersten 

Adapter-Primer (AP1) fungierte. Ein nach stromaufwärts gerichteter genspezifische Primer (GSP1) diente 

als Rückwärtsprimer. Während der Adapter-Primer im Verlauf der PCR an die Adaptersequenz aller 

DNAs band, wurden mit dem GSP1 bereits selektiv nur wenige DNAs mit zu dem Primer homologen 

Sequenzen amplifiziert. Bei der sich anschließenden nested-PCR wurde durch den zweiten 

Adapter-Primer (AP2) und den weiter innen liegenden zweiten genspezifischen Primer (GSP2; 

nested-Primer) die Spezifität soweit erhöht, dass der gewünschte DNA-Bereich aus dem DNA-Gemisch 

amplifiziert wurde. Abweichend vom Protokoll des Herstellers wurde eine Drei-Schritt-PCR mit der 

Taq-Polymerase durchgeführt. Für eine genome walking-PCR wurde 1 µg DNA als Vorlage eingesetzt.  
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4.23 Zu beachtende Arbeitsbedingungen bei Arbeiten mit RNA 
 

Bei Arbeiten mit RNA bestand die Gefahr der Kontamination mit RNasen. Aus diesem Grund 

wurde stets mit Handschuhen, hitzesterilisierten Glasgefäßen und RNase-freien Einwegartikeln 

gearbeitet. Zur Zerstörung der ubiquitär vorkommenden RNasen reichte eine Autoklavierung nicht aus, da 

sich die denaturierten Proteine spontan wieder zurückfalten konnten. Ein wirksamer Inhibitor von RNasen 

war DEPC, das kovalent an Histidin- und Tyrosin-Reste in Proteinen band und dadurch ihre Struktur 

zerstörte (LENONARD et al., 1970). Reaktionsgefäße und Pipettenspitzen, welche mit RNA-haltigen 

Lösungen in Berührung kommen sollten, wurden über Nacht in DEPC-H2O (aqua dest. mit 0,1% [v/v] 

DEPC) gelegt, 30 min autoklaviert und getrocknet. Alle benötigten Lösungen wurden mit 0,1% [v/v] DEPC 

angesetzt. Um einen autokatalytischen Prozeß der RNA zu verhindern, wurde stets auf Eis gearbeitet. 

Auch SDS war in wirksamer RNase-Inhibitor. Elektrophoresekammern, Gelformen, etc. wurden über 

Nacht in eine 1%ige SDS-Lösung gelegt und anschließend mit Isopropanol und DEPC-H2O gespült. 

 

 

4.24 RNA-Isolierung aus Zellkulturen und Geweben 
 

Die schnelle Isolierung von RNA aus Zellkulturen oder Geweben erfolgte durch 

Phenol/Chloroform-Extraktion nach dem Protokoll von CHOMCZYNSKI und SACCHI (1987).  

Für eine RNA-Präparation aus Zellen wurden diese in Petrischalen (∅  6,5 cm) ausgesät (4.27). 

Die Zellen wuchsen bis zur gewünschten Konfluenz heran. Das Kulturmedium wurde entfernt und die 

Zellen 2mal mit kaltem 1x PBS (0,8 mM Na2HPO4; 0,1 mM KH2PO4; 0,14 mM NaCl; 0,26 mM KCl; pH 7,4) 

gespült, um das Kulturmedium zu entfernen. Schließlich wurden 400 µl einer kalten GSCN-Lösung (4,3 M 

Guanidinthiocyanat; 17 mM N-Lauroylsarcosin; 0,7% [v/v] ß-Mercaptoethanol; 0,75 mM Na-Citrat; pH 7,0) 

auf die Schale gegeben, die Zellen homogenisiert und in ein Reaktionsgefäß überführt.  

Für die mRNA-Präparation aus Geweben wurden Balb/c-Mäuse verwendet. Zur 

Gewebeentnahme wurden die Tiere mit Kohlendioxid betäubt und anschließend durch Genickbruch 

getötet. Die Präparation der Gewebe erfolgte auf Eis, um die Aktivität von Enzymen, speziell RNasen, zu 

minimieren. Das Präparationsbesteck wurde vorher durch Hitzesterilisation von RNasen befreit. DieTiere 

wurden eröffnet, die gewünschten Organe entnommen, kurz in kaltem, sterilem 1x PBS gespült und 

schließlich in auf 4°C vorgekühlte Reaktionsgefäße überführt. Dazu wurde dasselbe Volumen an kalter 

GSCN-Lösung gegeben. Die Röhrchen wurden mehrmals einem Einfrier-Auftauvorgang (Wechsel 

zwischen flüssigem Stickstoff und RT) unterzogen, um die Zellen zu lysieren. Oft war es nötig, gleiche 

Gewebe aus mehreren Mäusen zu vereinen, um eine höhere RNA-Ausbeute zu erhalten.  

Den in GSCN-Lösung lysierten Zellkulturen bzw. Geweben wurde jeweils 1/10 Volumen einer 2 M 

NaOAc-Lösung (pH 4,0), 400 µl Phenol und 120 µl Chloroform zugeben. Die Suspension wurde durch 

vortexen gründlich gemischt, bis eine milchige Suspension entstanden war. Nach einer 15minütigen 

Inkubation auf Eis folgte eine Zentrifugation für 15 min bei 4°C mit 16000 g, die das Gemisch in eine 

RNA-haltige, wäßrige, obere Phase, eine dünne Interphase und eine hydrophobe, untere Phase 

auftrennte. Die RNA-haltige Phase wurde abgesaugt und in neues Reaktionsgefäß überführt. Schließlich 

wurde die RNA nach Zugabe von 700 µl kaltem Ispropanol 1 h bei -70°C oder über Nacht bei -20°C 

gefällt. Im Anschluss daran wurde die RNA durch eine 30minütige Zentrifugation mit 16000 g bei 4°C 

pelletiert und das Pellet zuerst mit 70% Ethanol, dann mit 96% Ethanol gewaschen. Das Ethanol wurde 
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abgesaugt, das Pellet bei 37°C getrocknet und in 30 µl DEPC-H2O (aqua dest. mit 0,1% [v/v] DEPC) 

aufgenommen. Die RNA-Lösung konnte bei -20°C gelagert werden.  

Zur RNA-Degradationsüberprüfung wurden pro Laufspur 3 µg RNA 1:6 mit 6x DNA-Probenpuffer 

(40% [w/v] Saccharose; 0,25% [w/v] Bromphenolblau) versetzt und auf ein 1,5%iges Agarosegel 

aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte sehr schnell mit 6-10 V/cm Elektrodenabstand bis die 

Bromphenolblaufront 1,5 cm vom Auftragungsort entfernt war. Danach wurde das Gel mit Ethidiumbromid 

(4.12) gefärbt. Bei einer gelungenen RNA-Präparation waren nur die 28S- und 18S-rRNA Bande zu 

erkennen. Bei degradierter RNA zog sich ein Schmier über die gesamte Lauffront. 

 

 

4.25 Northern-Blotting 
 

Das Northern-Blotting war ein Verfahren, bei dem nach der elektrophoretischen Auftrennung die 

RNA auf eine Trägerschicht übertragen und dort immobilisiert wurde. Der Nachweis spezifischer 

mRNA-Moleküle erfolgte durch Hybridisierung mit einer markierten Gensonde (einer der RNA 

komplementären DNA). Die Northern-Blot-Technik erlaubte eine qualitative und quantitative Bestimmung 

einzelner RNA-Moleküle in RNA-Gemischen. Die hier beschriebene Methode des Northern-Blotting 

richtete sich nach einem Protokoll von SAMBROOK et al. (1989), wobei abweichend vom Originalprotokoll 

ein nicht-radioaktives, enzymatisches Nachweisverfahren gewählt wurde.  

Die Markierung der DNA-Sonde erfolgte mit dem PCR Dig Probe Synthesis Kit (3.5). Die 

Durchführung der PCR erfolgte mit einigen Modifikationen. So wurde nicht die Taq-Polymerase 

verwendet, sondern der im Kit enthaltene Enzym-Mix Expand  High Fidelity (1,5% [v/v] des 

PCR-Ansatzes). Als dNTPs wurde der 10x PCR Dig Probe Synthesis Mix verwendet (10% [v/v] des 

PCR-Ansatzes), mit dem Dig-UTPs (Digoxigenin-markierte UTPs) in das PCR-Produkt eingebaut wurden. 

Als DNA-Vorlage wurde in dieser Arbeit durch RT-PCR mit dem Oligo(dT)-Primer umgeschriebene 

total-RNA verwendet (5% [v/v] des PCR-Ansatzes). Die Zyklenzahl wurde auf 30 begrenzt. Die ersten 

10 Zyklen der PCR wurden wie unter 4.18 beschrieben durchgeführt. Bei den folgenden 20 Zyklen wurde 

die Elongationszeit pro Zyklus um 5 sec erhöht. Der letzte Elongationsschritt wurde auf 7 min reduziert. 

Die markierte DNA-Sonde wurde wie unter 4.19 beschrieben gereinigt. 

Die Gelelektrophorese wurde wie unter 4.9.2 beschrieben durchgeführt. Für den anschließenden 

kapillaren Transfer wurde eine Lage Whatman-Papier so auf dem Tisch einer Elektrophoresevorrichtung 

plaziert, dass die Enden des Papiers in die Pufferkammern reichten. Das Agarosegel wurde mit der 

Oberseite nach unten auf das Whatman-Papier gelegt. Auf das Gel kamen eine Nylonmembran, dann 

zwei Lagen Whatman-Papier, ein 8-10 cm hohen Stapel Filterpapier, eine Glasplatte und zuoberst ein 

500 g-Gewicht. In die Pufferkammern wurde als Transferpuffer 20x SSC (0,3 M Trinatriumcitrat Dihydrat, 

3 M NaCl; 0,1% DEPC; pH 7,0) eingefüllt. Der kapillare Transfer, bei dem die RNA vom Gel auf die 

Nylonmembran transportiert wurde, erfolgte über Nacht (SAMBROOK et al., 1989). Im Anschluss wurde 

der Blot 3 min in 6x SSC gewaschen und danach getrocknet. Schließlich wurde die RNA mit UV-Licht 

(254 nm, 90 mJ/cm2) kovalent mit der Nylonmembran verknüpft (CHURCH und GILBERT, 1984).  

Dann wurde die Membran mit auf 42°C vorgewärmten 0,2 ml/cm2 High-SDS-Hybridisierungspuffer 

(Prähybridisierungslösung) (50% [v/v] deionisiertes Formamid; 5% [w/v] SDS; 25% [v/v] 20x SSC; 0,1% 

[w/v] N-Lauroylsarcosin; 23,6% [w/v] Blockierungs-Reagenz; 0,1% [v/v] DEPC; in aqua dest.) für 2 h bei 

42°C unter Schütteln inkubiert. Die markierte DNA-Sonde wurde mit DEPC-H2O (aqua dest. mit 0,1% [v/v] 
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DEPC) auf 100 µl aufgefüllt, für 10 min auf 95°C erhitzt, herunterzentrifugiert und im Anschluss sofort auf 

Eis abgekühlt. Danach wurde der Blot mit 2 µl DNA-Sonde pro ml Prähybridisierungslösung unter 

Schütteln über Nacht bei 42°C inkubiert. Eine bereits benutzte Sonde konnte wiederverwendet werden, 

indem diese für 10 min auf 68°C im Wasserbad erwärmt, bei RT etwas abgekühlt und gegen die 

Prähybridisierungslösung ersetzt wurde. Am nächsten Tag wurde die Sonde entnommen und bei -20°C 

aufbewahrt. Zum Waschen wurde der Blot zunächst 2mal für 15 min mit 2x SSC mit 0,1% [w/v] SDS bei 

RT gespült. Danach wurde mit auf 42°C vorgewärmten 1x SSC mit 0,1% [w/v] SDS bei 42°C 2mal für 

15 min gewaschen. Im Anschluss wurde die Membran mit Maleinsäurepuffer (100 mM Maleinsäure; 

150 mM NaCl; 0,1% [v/v] DEPC; pH 7,5) für 15 min bei RT äquilibriert. Zum Blocken aller unspezifischen 

Proteinbindestellen wurde der Blot für 30 min mit Maleinsäurepuffer mit 1% [w/v] Blocking-Reagenz 

(Roche) bei RT unter Schütteln inkubiert. Danach erfolgte die Inkubation des Blots mit anti-Dig 

AP-Konjugat (Fab Fragmente) (3.13) unter Schütteln für 30 min bei 37°C. Nicht gebundene AK wurden 

durch 2maliges Waschen für 15 min in Maleinsäurepuffer mit 0,1% [v/v] Tween 20 entfernt. Anschließend 

wurde der Blot mit Äquilibrierungspuffer (100 mM Tris/HCl; 100 mM NaCl; 50 mM MgCl2; 0,1% [v/v] 

DEPC; pH 9,5) für 15 min bei RT äquilibriert. Auf die abgetropfte Membran wurden 100 µl/cm2 

CSPD-Detektionslösung (1% [v/v] CSPD-Reagenz in Äquilibrierungspuffer) pipettiert und für 5 min bei 

37°C inkubiert. CSPD bildete ein Substrat für die AP und zersetzte sich nach Dephosphorylierung unter 

Aussendung von Fluoreszenz. Die Lichtemission war dabei proportional zur Enzymkonzentration und 

dauerte bis zu 12 h an. Der Blot wurde in eine Folie eingeschlagen und die Detektion in der 

Dunkelkammer durchgeführt (4.43). 

Gebundene DNA-Sonden und AK konnten wieder von der Membran eluiert werden, so dass der 

Blot mit einer anderen Sonde inkubiert und weitere Transkripte nachgewiesen werden konnten. Dazu 

wurde der Blot für 15 min mit kochender 0,1% [w/v] SDS-Lösung inkubiert. Daran schloß sich ein 

10minütiger Waschschritt mit der Elutionslösung (1% [w/v] SDS in 0,1x SSC) bei RT an. Danach konnte 

mit der Hybridisierung und Detektion der Digoxigenin-markierten DNA-Sonde fortgefahren werden. 

 

 

B) Zellbiologische Arbeitsmethoden 
 

4.26 Zu beachtende Arbeitsbedingungen bei Eukaryontenzellen 
 

Um Kontaminationen mit Bakterien oder Pilze der Eukaryontenzellen (3.8) zu vermeiden, wurden 

alle Arbeitsschritte unter einer Sterilbank mit sterilisierten Geräten, steril filtrierten, autoklavierten oder 

bereits steril gekauften Substanzen durchgeführt. 

 

 

4.27 Kultivierung von Eukaryontenzellen 
 

Die Eukaryontenzellen wurden in einem Brutschrank bei 37°C und 5% CO2-Begasung kultiviert. 

Das Kulturmedium (3.7) wurde vor Gebrauch auf 37°C erwärmt. Sobald die Zellen in der Kulturflasche zu 

einem konfluenten Rasen herangewachsen waren, wurde das Kulturmedium entfernt, mit 1x PBS 

(0,8 mM Na2HPO4; 0,1 mM KH2PO4; 0,14 mM NaCl; 0,26 mM KCl; pH 7,4) gewaschen und 50 µl/cm2 
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Trypsin/EDTA-Lösung (1,5% [w/v] Trypsin; 0,02% [w/v] EDTA; in 1x PBS) hinzugefügt. Nach 2-10 min 

Inkubation bei 37°C lösten sich die Zellen vom Boden der Kulturflasche ab. Zum Abstoppen der 

Trypsinreaktion wurde 0,5 ml/cm2 Kulturmedium hinzugefügt. Schließlich wurden die Zellen mit einer 

angemessenen Zellzahl pro cm2 in eine neue Kulturflasche ausgesät. Dabei richtete sich die Zellzahl nach 

der Wachstumsrate und Größe der Zellen.  

 

 

4.28 Gefrierkonservierung und Auftauen von Eukaryontenzellen 
 

Abtrypsinierte Zellen wurden für 10 min bei 400 g zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen, 

während das Zellpellet in 5 ml Einfriermedium (3.7) resuspendiert wurde. Dieses enthielt als 

Gefrierschutzmittel 10% [v/v] DMSO, was Kristallbildungen während des Einfriervorgangs verhinderte. Je 

1,5 ml der suspendierten Zellen wurden in Kryoröhrchen umgefüllt und in flüssigen Stickstoff endgelagert. 

Eine stufenweise Adaption an die Temperatur von -196°C ermöglichte den Zellen die osmotische Abgabe 

von intrazellulärem Wasser.  

Zum Auftauen wurde ein Kryoröhrchen mit eingefrorenen Zellen in einem 37°C warmen 

Wasserbad aufgetaut. Sobald sich das Einfriermedium verflüssigt hatte, wurden die Zellen für 10 min bei 

400 g pelletiert. Der Überstand wurde verworfen, während das Zellpellet in Kulturmedium (3.7) 

resuspendiert und in eine Kulturflasche mit 0,5 ml/cm2 Kulturmedium überführt wurde.  

 

 

4.29 Herstellung von Proteinextrakten aus Eukaryontenzellen 
 

Für die SDS-PAGE wurden Proteinextrakte aus Eukaryontenzellen hergestellt. Dazu wurde das 

alte Kulturmedium entfernt und die Zellen mit 1x PBS (0,8 mM Na2HPO4; 0,1 mM KH2PO4; 0,14 mM NaCl; 

0,26 mM KCl; pH 7,4) bedeckt. Dieses wurde anschließend gründlich abgesaugt und die Zellen mit 

10 µl/cm2 95°C heißem 1x SDS-Probenpuffer (100 mM DTT; 10% [w/v] SDS; 50% [v/v] Glycerin; 0,5% 

[w/v] Bromphenolblau; 50 mM Tris/HCl; pH 6,8) überschichtet. Die lysierten Zellen wurden mit einem 

Zellschaber homogenisiert und in ein Reaktionsgefäß überführt. Genomische DNA, die den Zellextrakt 

sehr viskos machte, wurde durch Zentrifugation für 5 min bei 16000 g pelletiert. Der Proteinextrakt konnte 

bei -20°C aufbewahrt werden. 

 

 

4.30 Bestimmung der Zellzahl von Eukaryontenzellen 
 

Die Bestimmung der Zellzahl von aus einer konfluenten Kulturflasche abtrypsinierten Zellen 

erfolgte mit der Neubauer-Zählkammer. Ein geeichtes Deckgläschen wurde befeuchtet und so auf die 

Kammer gelegt, dass zwischen den seitlichen Rändern des Deckglases und der Kammer Newton�sche 

Ringe sichtbar waren. Dann wurde die Kammer mit einem Tropfen der Zellsuspension gefüllt. Unter dem 

Umkehrmikroskop wurden acht Felder der Kammer ausgezählt. Die Anzahl der gezählten Zellen 

multipliziert mit dem Faktor 20.000 ergab die Zellzahl pro ml Kulturmedium. 
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4.31 Transiente Transfektion von Eukaryontenzellen 
 

Für Transfektionen wurde das Transfektions-Kit LipofectAMINE PLUS  Reagent (3.5) verwendet. 

Zur Transfektion wurden 2,5 x 105 Zellen pro 6-Well einer 35 mm-Kulturschalen (6-Well-Platten) ausgesät 

und für 18 h im Brutschrank mit 5% CO2 bei 37°C inkubiert. Danach besaßen die Zellen die für die 

Transfektion notwendige Konfluenz von 80%. 1 µg Plasmid-DNA wurde mit 100 µl 

Optimem-Glutamax-Medium verdünnt. Dieses Gemisch wurde nach der Zugabe von 6 µl Plus-Reagenz, 

das durch seine Bindung an die DNA eine effizientere Bildung von Liposomen-Nukleinsäure-Komplexen 

ermöglichte, 15 min bei RT inkubiert. Danach konnte die Lipofectaminlösung, bestehend aus 3 µl 

Lipofectamin in 100 µl DMEM-Medium zu der DNA-Lösung pipettiert werden. Eine weitere, mindestens 

15minütige Inkubation war notwendig, damit sich die DNA/Liposomenkomplexe ausbilden konnten. 

Zwischenzeitlich wurde das Kulturmedium über den Zellen gegen 2 ml DMEM-Medium ausgetauscht, da 

FKS und Antibiotika den Transfektionsvorgang störten. Nach der zweiten Inkubation wurden 0,8 ml 

DMEM-Medium zu dem Lipofectamin/DNA-Gemisch gegeben. Das DMEM-Medium wurde gegen diese 

Lösung ausgetauscht. Die Inkubation erfolgte bei 37°C im Brutschrank bei 5% CO2 für 3-4 h. Danach 

wurde das DNA/Lipofectamin-Gemisch entfernt und durch 4 ml Kulturmedium ersetzt. Im Anschluss 

blieben die Zellen 30-40 h stehen, um die transfizierte DNA exprimieren zu können.  

 

 

4.32 Immunzytochemische Fluoreszenzfärbung 
 

Diese Methode wurde zum Nachweis und zur Lokalisation von Antigenen in Zellen verwendet. Bei 

der indirekten Immunfluoreszenztechnik waren die sekundären AK (3.13), die spezifisch gegen einen 

primären AK (3.12) gerichtet waren, mit fluoreszierenden Farbstoffen markiert, die durch Anregung mit 

Licht der entsprechenden Wellenlänge zur Emission von Photonen angeregt werden konnten. Die 

verwendeten Sekundär-AK waren ausschließlich mit dem Fluorochrom Cy3 markiert. Cy3 wurde durch 

grünes Licht (553 nm) zur Emission von rotem Licht (575 nm) angeregt.  

Nachdem Zellen, die auf Deckgläschen ausgesät worden waren, die gewünschte Konfluenz 

erreicht hatten, wurden die Deckgläschen entnommen und 2mal für 1 min mit 1x PBS (0,8 mM Na2HPO4; 
0,1 mM KH2PO4; 0,14 mM NaCl; 0,26 mM KCl; pH 7,4) gespült. Anschließend wurden die Zellen mit 

kaltem Methanol-EGTA (0,02% [w/v] EGTA in Methanol) fixiert. Der Fixierungsprozeß erfolgte bei -20°C 

über einen Zeitraum von 20-30 min. Bei dieser Art der Fixierung wurden die Proteine durch Methanol 

dehydratisiert und immobilisiert. Auch wurden Membranproteine aus der Membran herausgelöst. Dadurch 

enstanden Lücken, durch die die AK in die Zellen eindringen konnten. Die zellulären Strukturen wurden 

bei diese Fixierungsmethode nicht zerstört und Epitope nicht maskiert oder verändert (HARLOW und 

LANE, 1988). Die fixierten Zellen wurden zunächst 10 min in 1x PBS rehydratisiert und anschließend für 

30 min mit unverdünnten Primär-AK beschichtet. Das Auftragen des sekundären AK erfolgte im 

Anschluss an einen 10minütigen Waschschritt mit 1x PBS. Die Deckgläschen wurden auf einen 

Objektträger in PBS/Glycerin (50% [v/v] 1x PBS; 50% [v/v] Glycerin) gelegt, mit Nagellack umrandet und 

unter dem Mikroskop ausgewertet (4.34). 
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4.33 In situ-Hybridisierung 
 

Die Markierung der in der in situ-Hybridisierung verwendeten Oligos wurde mit dem Dig 

Oligonucleotide Tailing Kit (3.5) durchgeführt. Auf Eis wurden 4 µl 5x Reaktionspuffer, 4 µl CoCl2-Lösung, 

100 pmol Oligonukleotide, 1 µl Dig-dUTP-Lösung, 1 µl dATP-Lösung und 1 µl terminale Transferase 

zusammenpipettiert, mit aqua dest. auf ein Gesamtvolumen von 20 µl aufgefüllt und für 15 min bei 37°C 

inkubiert. Zum Abstoppen der Enzymreaktion wurden 1 µl Glycogen-Lösung mit 200 µl EDTA-Lösung 

(0,2 M EDTA in aqua dest.; pH 8,0) gemischt und 2 µl dieser Verdünnung zu dem Reaktionsansatz 

gegeben. Zum Präzipitieren wurde 2,5 µl LiCl-Lösung (4 M LiCl in aqua dest.) und 75 µl eiskaltes Ethanol 

p.a. zugefügt und für 30 min bei -70°C oder für 2 h bei -20°C inkubiert. Im Anschluss wurde der Ansatz für 

30 min mit 16000 g bei 4°C abzentrifugiert, das Pellet mit 50 µl kaltem 70%igen Ethanol gewaschen, bei 

37°C getrocknet und in 20 µl DEPC-H2O (aqua dest. mit 0,1% [v/v] DEPC) aufgenommen. Die Proben 

wurden bei -20°C aufbewahrt. 

Mittels eines Dot Blots konnte die Effizienz der Markierungsreaktion ermittelt werden. 1 µl der 

Dig-markierten Sonde wurde mit aqua dest. 1:10, 1:100, 1:1.000 und 1:10.000 verdünnt und je 1 µl der 

Verdünnung auf eine Nylonmembran aufgetragen, die anschließend für 30 min an der Luft getrocknet 

wurde. Danach wurde die Membran für 5 min in Maleinsäurepuffer (100 mM Maleinsäure; 150 mM NaCl; 

0,1% [v/v] DEPC; pH 7,5) und anschließend zum Absättigen unspezifischer Bindestellen für 15 min in 

Maleinsäurepuffer mit 1% [w/v] Blocking-Reagenz (Roche) inkubiert. Der Nachweis der eingebauten 

Digoxigenin-Moleküle erfolgte mit anti-Dig AP-Konjugat (Fab Fragmente) (3.13) für 45 min bei RT. Danach 

wurde die Membran 2mal 10 min in Maleinsäurepuffer und 5 min in Äquilibrierungspuffer (100 mM 

Tris/HCl; 100 mM NaCl; 50 mM MgCl2; 0,1% [v/v] DEPC; pH 9,5) gewaschen. Die Detektion mit dem 

NBT-X-Phosphat-System erfolgte wie unter 4.42 beschrieben. Die Farbreaktion sollte bis zu einer 

Verdünnung von 1:10.000 noch sichtbar sein. Durch Vergleich der Farbintensitäten mit einer 

Standardreihe ließ sich ermitteln, wie gut die Markierung gelungen war. 

Nachdem Zellen, die auf Deckgläschen ausgesät worden waren, die gewünschte Konfluenz 

erreicht hatten, wurden die diese entnommen und 2mal für 1 min mit 1x PBS (0,8 mM Na2HPO4; 0,1 mM 

KH2PO4; 0,14 mM NaCl; 0,26 mM KCl; pH 7,4) gespült. Im Anschluss daran erfolgte die Inkubation für 

10 min in PFA-Lösung (4% [w/v] in 1x PBS; pH 7,2). Danach wurde 2mal für 5 min mit 1x PBS 

gewaschen. Schließlich wurden die Zellen in einer aufsteigenden Ethanol-Reihe (30%, 50% und 70%) 

jeweils für 5 min entwässert. Die Deckgläschen konnten, überschichtet mit 70% Ethanol, bei 4°C 

aufbewahrt werden. Zur in situ-Hybridisierung wurden die Zellen 2mal für 5 min in 90% Ethanol und 2mal 

für 5 min in Ethanol p.a. gewaschen und anschließend an der Luft getrocknet. Die Dig-markierten Sonden 

wurden mit 2x SSC/FA (50% [v/v] 2x SSC; 50% [v/v] Formaldehyd) 1:20 verdünnt. Durch Formaldehyd 

wurden die Schmelzpunkte der Sonden halbiert. Die Berechnung der Hybridisierungstemperatur erfolgte 

mit der Formel, die unter 4.18 angegeben war. 10 µl der verdünnten Sonde wurde auf autoklavierte 

Objektträger pipettiert und die Deckgläschen luftblasenfrei aufgelegt. Die Inkubation erfolgte über Nacht 

bei der entsprechenden Hybridisierungstemperatur der Sonden im Wasserbad in einer geschlossenen 

Metallkammer. Nach der Inkubation wurden die Objektträger in einer Glasküvette, die mit auf die 

Hybridisierungstemperatur vorgewärmten 2x SSC (0,03 M Trinatriumcitrat Dihydrat, 0,3 M NaCl; 0,1% 

DEPC; pH 7,0) gefüllt war, vorsichtig geschwenkt, bis sich die Deckgläschen abnehmen ließen. Im 

Anschluss wurden die Deckgläschen 3mal 20 min mit 0,1x SSC bei der Hybridisierungstemperatur, 2mal 

5 min mit PBT (0,2% [w/v] BSA; 0,1% [v/v] Tween 20; in 1x PBS) bei RT und 15 min mit P2 bei RT 
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gewaschen. Danach erfolgte die Inkubation der Deckgläschen mit anti-Dig AP-Konjugat (Fab Fragmente) 

(3.13) für 1 h in einer feuchten Kammer bei 37°C. Für die Substratreaktion wurden die Deckgläschen 

2mal 5 min in PBT und 2mal 5 min in P3 gewaschen. Dann erfolgte die Substratreaktion mit 

NBT-X-Phosphat-Substratlösung (4,5 µl NBT-Stammlösung und 2,5 µl X-Phosphat-Stammlösung pro ml 

P3) für ca. 30 min bei 37°C im Dunkeln, bis eine lila Färbung sichtbar wurde. Die Reaktion wurde durch 

Waschen in 1x PBS für 5 min gestoppt. Die Deckgläschen wurden auf einen Objektträger in PBS/Glycerin 

(50% [v/v] 1x PBS; 50% [v/v] Glycerin) gelegt, durch Umrandung mit Nagellack eingedeckelt und unter 

dem Mikroskop ausgewertet (4.34). 

 

 

4.34 Mikroskopiertechniken 
 

Ein inverses Stereomikroskop (IM 35) mit Hellfeld- und Phasenkontrasteinrichtung diente der 

Überprüfung kultivierter Eukaryontenzellen. Ein Stereomikroskop (Zeiss Axiophot) mit Hellfeld-, 

Phasenkontrast- und Epifluoreszenzeinrichtung wurde für Epifluoreszenzmikroskopie verwendet. Dabei 

wurden die mit Fluoreszenzfarbstoffen markierten Objekte nach dem Auflichtprinzip durch Bestrahlung 

von oben mit Licht aus einer Quecksilberdampflampe zur Aussendung von Fluoreszenz angeregt. Die 

vom Objekt emittierte Fluoreszenz höherer Wellenlänge wurde durch Sperrfilter (Analysator) vom 

Anregungslicht getrennt. Ein Monochromator filterte für Färbungen mit dem Fluorochrom Cy3 Licht der 

Wellenlängen 530-570. Die Auswertung erfolgte mit den Öl-Immersions-Objektiven x63 und x100. Mit 

dem Axiophot konnte eine Dokumentation der hergestellten Zellpräparate auf Farbdiapositive erfolgen. 

Nach Entwicklung der Farbdias wurden diese mit einem Diafilm-Scanner digitalisiert. 

 

 

C) Proteinbiochemische Arbeitsmethoden 
 

4.35 Bakterielle Expression von His-tag-Fusionsproteinen 
 

Eine ÜNK aus BL21-Bakterien, die mit einem pET28a-Konstrukt transformiert worden waren, 

wurde mit dem entsprechenden Antibiotikum bei 37°C mit 240 rpm inkubiert. Die pET28-Vektoren 

besaßen das bakterielle lac-Operon, das durch IPTG (Isopropyl-ß-D-thiogalactosid), ein physiologisch 

nicht verwertbares Galactosederivat, induziert werden konnte. Unter der Kontrolle dieses lac-Operons 

stand die Expression der T7-RNA-Polymerase. Die zu exprimierenden DNA-Sequenzen waren so 

einkloniert worden, dass sie unter der translationalen Kontrolle der T7-RNA-Polymerase standen. Nach 

der Induktion nahm die Menge an Polymerase zu, wodurch die Unterdrückung der Basalexpression durch 

das in wenigen Kopien vorliegende T7-Lysozym, dessen DNA in das Genom der BL21-Bakterien integriert 

war, aufgehoben wurde. Die Extinktion der ÜNK wurde mittels photometrischer Trübungsmessung 

(Turbidimetrie) bei 600 nm bestimmt. Anschließend wurde diese so verdünnt, dass ein Extinktionswert 

von 0,2 im gewünschten Endvolumen der Expressionskultur erreicht wurde. Die Bakterien wuchsen bei 

37°C und 240 rpm bis zu einer OD von 0,7-0,9, so dass sie sich in der logarithmischen Wachstumsphase 

befanden und die Proteinexpression mit IPTG mit einer Endkonzentration von 1 mM induziert werden 

konnte. Nach weiterer 2-4stündiger Inkubation bei 37°C und 240 rpm wurde die Kultur für 10 min bei 
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5000 g abzentrifugiert. Das Pellet konnte bei -70°C eingefroren werden. Das Pellet wurde mit demselben 

Volumen an 1x PBS (0,8 mM Na2HPO4; 0,1 mM KH2PO4; 0,14 mM NaCl; 0,26 mM KCl; pH 7,4) für eine 

Affinitätsreinigung (4.36) oder 95°C heißen 1x SDS-Probenpuffer (100 mM DTT; 10% [w/v] SDS; 50% 

[v/v] Glycerin; 0,5% [w/v] Bromphenolblau; 50 mM Tris/HCl; pH 6,8) für eine SDS-PAGE (4.38) 

aufgenommen und die Bakterien durch 6malige Exposition mit Ultraschallwellen für jeweils 30 sec mit 

~100 W lysiert. Zwischenzeitlich wurde kurz auf Eis inkubiert, um einen Abbau der Proteine durch 

Proteasen zu vermeiden. Zuletzt erfolgte eine 15minütige Zentrifugation mit 16000 g bei 4°C. Die 

Proteinextrakte konnten bei -20°C gelagert werden. 

 

 

4.36 Affinitätsreinigung von His-tag-Fusionsproteinen 
 

Die Aufreinigung rek. His-tag-Fusionsproteine wurde mit einem von HOCHULI et al. (1987) 

beschriebenen Säulenmaterial durchgeführt, bei dem ein Nitrilo-Essigsäure-(NTA)-Derivat (Ni-NTA-Säule) 

mit vier funktionellen Gruppen als Ligand an Sepharose CL-6B gekoppelt vorlag. Die 

Metallchelataffinitätschromatographie (MCAC) beruhte auf NTA als Metallchelatformer und dem zentral 

gebundenen Ni2+, bei dem zwei der insgesamt sechs vorhandenen Koordinationsstellen des Ions frei 

blieben, wodurch Proteine, die mehr als zwei benachbarte Histidin-Reste besaßen, binden konnten. Die 

Bindekapazität wurde vom Hersteller mit 5-10 mg Protein pro ml Ni-NTA-Säule angegeben. Zur 

Aufreinigung von His-tag-Fusionsproteinen besaß der pET28a-Vektor auf der 5�-Seite der MCS 

Nukleotide, die für sechs aufeinanderfolgende Histidinreste (His-tag) codierten (HOCHULI et al., 1988). 

Die Aufreinigung erolgte mit einem Niederdruck-Chromatographie-System, bestehend aus einer 

Peristaltik-Pumpe, einem UV-Monitor und einem Schreiber. Der am Photometer angeschlossene 

Schreiber zeichnete die Absorption der Flüssigkeit bei 254 nm auf. 1 ml der Ni-NTA-Säule wurde in 

Fertigsäulen eingefüllt und diese mit Pumpe, Photometer und Auffanggefäß verbunden. Das Pumpsystem 

bewirkte, dass soviel Flüssigkeit nachfloß, wie von der Säule zum Photometer gelangte. Bei einem 

Austausch von einer zur anderen Lösung ließ man die Flüssigkeit gerade bis zur Harzoberfläche ablaufen. 

So konnte eine Vermischung der Lösungen und ein Verdünnungseffekt vermieden werden. Die Matrix 

durfte aber niemals austrocknen, da dies die Proteinbindungen zerstörte. Die Säule wurde mit 1x PBS 

(0,8 mM Na2HPO4; 0,1 mM KH2PO4; 0,14 mM NaCl; 0,26 mM KCl; pH 7,4) äquilibiert und die Absorption 

des Durchlaufs photometrisch erfasst. Es wurde solange äquilibrierte, bis der Schreiber eine gleichmäßige 

Basislinie zeigte. Anschließend wurde der Proteinextrakt, 1:2 mit 1x PBS verdünnt, auf die Säule 

gegeben. Dieser Vorgang wurde 2-3mal wiederholt, um die Proteinausbeute zu erhöhen. Anschließend 

wurde die Säule mit 1x PBS gewaschen, bis der Schreiber wieder eine konstante Basislinie anzeigte. 

Durch die niedrige Dissoziationskonstante von Ni-NTA (KD = 10-13 bei pH 8,0) ließen sich unspezifisch 

gebundene Proteine mit 10 mM Imidazol, einem Histidin-Analogon, von der Säule entfernen. Die Elution 

der His-tag-Fusionsproteine erfolgte mit 150 mM Imidazol. Um das Imidazol, das beim Erhitzen Proteine 

quervernetzen konnte, aus der affinitiätsgereinigten Proteinlösung zu entfernen, wurde das Eluat in einen 

Dialyseschlauch gefüllt, der mindestens das doppelte Volumen des Eluates fassen sollte, um bei 

eindiffundierender Flüssigkeit nicht zu platzen. Die Dialyse erfolgte über Nacht gegen zwei Liter 1x PBS 

bei 4°C unter leichtem Rühren. Bei der SDS-PAGE wurden die Proben wegen des noch in geringen 

Mengen vorhandenen Imidazols nur auf 56°C erhitzt. Die Proteine konnten bei -20°C gelagert werden. 
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4.37 Photometrische Bestimmung von Proteinkonzentrationen 
 

Durch den Gehalt an aromatischen Resten der AS Phenylalanin, Tyrosin, Tryptophan und Histidin 

absorbierten Proteine mit einem Maximum bei 280 nm. Nukleinsäuren, die als Verunreinigung des 

Proteinextraktes auftraten, absorbierten bei 260 nm. KALB und BERNLOHR (1977) beschrieben eine 

Methode, um diesen Fehler zu minimieren. Sie verwendeten die Absorption der Peptidbindungen, die bei 

230 nm lag. Die Nukleinsäuren zeigten hier ein Absorptionsminimum. Die Berechnung der 

Proteinkonzentration erfolgte mit der von KALB und BERNLOHR (1977) aufgestellten Formel:  

CProtein [mg/ml] = (183,1 x A230 � 75,8 x A260) / 1000      (C = Konzentration; A = Absorption) 

 

 

4.38 Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
 

In einem Polyacrylamidgel ließen sich Proteine unter reduzierenden und denaturierenden 

Bedingungen nach ihrem MW elektrophoretisch auftrennen (LAEMMLI, 1970; RAYMOND und 

WEINTRAUB, 1959). DTT reduzierte Disulfidbrücken im Protein zu Sulfhydrylgruppen, während sich das 

anionische Detergens SDS gleichmäßig in die Proteine einlagerte, wodurch es nichtkovalente 

Wechselwirkungen unterband und die Eigenladung der Proteine maskierte (STRYER, 1991). Die 

Wanderungsgeschwindigkeit der Proteine war abhängig von der elektrischen Feldstärke, der Nettoladung, 

der Masse und der Gestalt der Moleküle sowie dem Viskosegrad des Mediums (TISELIUS, 1937). Die 

Beweglichkeit der Proteine war auf Grund des konstanten Ladungs/Masse-Verhältnisses eine lineare 

Funktion der Logarithmen ihrer relativen MW (WEBER und OSBORN, 1969). Polyacrylamidgele 

entstanden durch chemische Kopolymerisation von Acrylamidmonomeren und dem Vernetzer 

N,N'-Methylenbisacrylamid. Bei der als radikalische Polymerisation ablaufenden Reaktion diente APS als 

Radikalbildner, dessen Reaktion durch N, N, N', N'-Tetramethylethylendiamin (TEMED) katalysiert wurde. 

In dieser Arbeit wurde die von ORNSTEIN (1964) eingeführte diskontinuierliche SDS-PAGE 

(DISK-SDS-PAGE) nach der Methode von LAEMMLI (1970) angewendet, mit der sich noch Proteine 

getrennt darstellen ließen, die nur einen Größenunterschied von 10 AS (ca. 1 kD) aufwiesen (STRYER, 

1991). Zwei gereinigte Glasplatten wurden durch zwei Abstandhalter (0,5 mm dick und 1 cm breit) an den 

Längsseiten voneinander getrennt und mit Klammern an der Elektrophoresekammer befestigt. Zwischen 

die Glasplatten wurde ein Kamm geschoben, der Taschen mit Probenvolumina von 40 µl bzw. 20 µl 

formte. Die verwendeten Trenngele bestanden aus 10-15% Acrylamid mit 0,1% [w/v] SDS und 375 mM 

Tris/HCl (pH 8,8). Das Sammelgel setzte sich aus 6% Acrylamid, 0,1% [w/v] SDS und 125 mM Tris/HCl 

(pH 6,8) zusammen. Die Polymerisation des Acrylamids erfolgte jeweils durch die Zugabe von APS und 

TEMED (Endkonzentration je 0,1% [w/v]) kurz vor dem Gießen der Gele. Anschließend wurden die 

Pufferreservoirs mit SDS-Elektrophoresepuffer (192 mM Glycin; 0,1% [w/v] SDS; 25 mM Tris/HCl; pH 8,3) 

aufgefüllt. Die Proteinproben wurden 5:1 mit 5x SDS-Probenpuffer (500 mM DTT; 10% [w/v] SDS; 50% 

[v/v] Glycerin; 0,5% [w/v] Bromphenolblau; 250 mM Tris/HCl; pH 6,8) gemischt, im Anschluss für 5 min bei 

95°C erhitzt und dann aufgetragen. In der äußersten Tasche wurden 10 µl eines Protein-Standardmarkers 

(3.16) aufgetragen. Leerbleibende Taschen wurden mit 10 µl 1x SDS-Probenpuffer beladen, um ein 

gleichmäßiges elektrisches Feld zu gewährleisten. Die Elektrophorese wurde mit konstant 0,5 V/cm² 

gestartet. Sobald die Laufront das Trenngel erreicht hatte, wurde die Spannung auf 0,8 V/cm² erhöht. 

Wenn die Lauffront das Ende des Trenngels erreicht hatte, wurde die Elektrophorese gestoppt.  
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4.39 Färbung von SDS-Gelen mit Coomassie-Brillant-Blau 
 

Die unspezifische Proteinfärbung mit Coomassie-Brillant-Blau beruhte auf elektrostatischen 

Bindungen und apolaren Wechselwirkungen zwischen dem Farbstoff und dem Protein (ANDREWS, 

1986). Coomassie detektierte einzelne Proteinbanden ab 0,1 µg Proteingehalt (HARLOW und LANE, 

1988). Die Gele wurden 30 min mit Coomassie-Brillant-Blau-Lösung (2,5% [w/v] Coomassie-Brillant-Blau; 

45% [v/v] Methanol; 45% [v/v] aqua dest.; 10% [v/v] Essigsäure) unter Schütteln bei RT inkubiert. 

Anschließend wurde der Hintergrund des SDS-Gels mit Coomassie-Brillant-Blau-Entfärbelösung (20% 

[v/v] Methanol; 70% [v/v] aqua dest.; 10% [v/v] Essigsäure) solange reduziert, bis die Proteinbanden 

sichtbar wurden. Die Gele konnten zwischen zwei Cellophan-Folien bei RT getrocknet werden.  

 

 

4.40 Western-Blotting 
 

Bei der von BURNETTE (1981) als Western-Blotting bezeichneten Methode wurden 

elektrophoretisch aufgetrennte Proteine auf eine PVDF- (Polyvinylidendfluorid-) Trägermembran 

(Bindungskapazität 170-200 µg/cm2) elektrophoretisch übertragen, an der sie über hydrophobe 

Wechselwirkungen immobilisiert wurden und dann für immunochemische Untersuchungen zur Verfügung 

standen (KYHSE-ANDERSEN, 1984; REISER und WARDALE, 1981; BITTNER et al., 1980; TOWBIN et 

al., 1979). In dieser Arbeit fand der Semi-Dry-Transfer Anwendung, bei dem nur ein Anfeuchten der 

Membran und Filterpapiere erforderlich war (KYHSE-ANDERSEN 1984). Die hydrophobe Oberfläche der 

PVDF-Membran wurde durch Inkubation für 10 sec in Methanol und anschließend für 10 min in 

Transfer-(Blotting-) Puffer (25 mM Tris/HCl; 192 mM Glycin; 20% [v/v] Methanol; pH 8,3) äquilibriert und 

dann dem SDS-Gel aufgelegt. Über und unter das Gel wurde ein mit Transfer-(Blotting-) Puffer 

angefeuchteter Filterpapierstapel gelegt. Der Aufbau wurde nun auf den mit Transfer-(Blotting-) Puffer 

befeuchteten Grafitelektroden einer Blotting-Apparatur so orientiert, dass das Gel zur Kathode und die 

PVDF-Membran zur Anode zeigte. Der Transfer erfolgte für 6 min je Prozentigkeit des SDS-Gels bei einer 

Stromstärke von 0,8 mA/cm2 Membranoberfläche. Nach Beendigung des Transfers wurden die 

Marker-Spuren für 1 h mit Coomassie-Brillant-Blau-Lösung (2,5% [w/v] Coomassie-Brillant-Blau; 45% [v/v] 

Methanol; 45% [v/v] aqua dest.; 10% [v/v] Essigsäure) unter Schütteln bei RT inkubiert. Danach wurde der 

Hintergrund mit Coomassie-Brillant-Blau-Entfärbelösung (20% [v/v] Methanol; 70% [v/v] aqua dest.; 10% 

[v/v] Essigsäure) und Methanol reduziert. Schließlich wurde der Markerstreifen getrocknet. 

 

 

4.41 Immundetektion von Proteinen 
 

Der Western-Blot wurde zum Absättigen freier Bindungsstellen in 1 ml/cm2 Blockierungs-Lösung 

(NBT-X-Phosphat-Färbesystem: 3% [w/v] BSA in 1x TBS; ECL-System: 2% [v/v] Blocking-Reagenz in 

1x TBS) über Nacht bei 4°C oder für 1 h bei RT unter Schütteln inkubiert. Der Nachweis von reaktiven 

Proteinbanden erfolgte durch indirekte Immunodetektion. Hierbei wurden die primären AK (3.12) durch mit 

Enzymen gekoppelte sekundäre AK (3.13) spezifisch erkannt. Alle Inkubations- und Waschschritte fanden 

auf dem Wippschüttler bei RT statt. Nach Entfernung der Blockierungs-Lösung wurde der Blot kurz mit 



4 Methoden 

 

55 

 

1x TBS (150 mM NaCl; 50 mM Tris/HCl; pH 7,5) gewaschen. Dann folgte die 45minütige Inkubation mit 

dem primären AK. Anschließend wurde 5mal 5 min mit 1x TBST (1x TBS mit 1% [v/v] Tween 20) 

gewaschen, bevor sich die 45minütige Inkubation mit dem sekundären AK anschloß. Schließlich wurde 

3mal für 5 min mit 1x TBST gewaschen, bevor die Nachweisreaktion erfolgte (4.42 und 4.43). 

 

 

4.42 Nachweisreaktion mit dem NBT-X-Phosphat-(BCIP-) System 
 

Die Nachweisgrenze des NBT-X-Phosphat-Färbesystems lag bei 100 pg Protein. Bei dieser 

Methode war das Enzym AP an den sekundären AK gekoppelt. Das Substrat X-Phosphat (BCIP = 

5-Brom-4-Chlor-3-indolylphosphat) wurde hydrolytisch gespalten, wodurch ein unlöslicher blauer Indigo-

Niederschlag entstand. Im alkalischen Medium gab Indigo Protonen ab, die den Farbverstärker 

Nitroblautetrazoliumchlorid (NBT) zu purpurfarbenem Diformazan reduzierten (BLAKE et al., 1984). Die 

Proteine wurden als lila Banden sichtbar. Der Blot wurde 2mal für 3 min mit P3 (100 mM Tris/HCl; 

100 mM NaCl; 50 mM MgCl2; 0,1% [v/v] DEPC; pH 9,5) gewaschen. Anschließend wurde der Blot mit 

100 µl/cm2 NBT-X-Phosphat-Substratlösung (4,5 µl NBT-Stammlösung und 2,5 µl X-Phosphat-

Stammlösung pro ml P3) bei 37°C für ca. 5 min inkubiert. Während der Farbentwicklung wurde der 

Ansatz abgedunkelt aufbewahrt, um ein Ausfallen des Farbkomplexes auf der Membran zu vermeiden. 

Die Reaktion wurde durch Waschen in 1x PBS (0,8 mM Na2HPO4; 0,1 mM KH2PO4; 0,14 mM NaCl; 

0,26 mM KCl; pH 7,4) für 5 min gestoppt. Anschließend wurde der Blot auf Filterpapier luftgetrocknet und 

unter Lichtausschluß aufbewahrt, da es sonst zum Ausbleichen der Farbstoffkomplexe kam. 

 

 

4.43 Nachweisreaktion mit dem ECL-System 
 

Verwendet wurde das ECL-Blotting-Reagenz (3.5). Die Nachweisgrenze der verstärkten 

Chemolumineszenz (ECL) lag bei 1 pg Protein. Bei diesem Nachweissystem war der sekundäre AK mit 

POD gekoppelt, das als Substrat H2O2 benötigte. Bei der Reaktion entstand ein Sauerstoffion, das unter 

Einfluß des Reduktionsmittels Luminol (Diazylhydrazid = 5-Amino-2,3-dihydrophthalazin-1,4-dion) 

oxidierte. Luminol wurde dabei zu 3-Aminophthalat umgewandelt, das bei Rückkehr in den Grundzustand 

Photonen der Wellenlänge 425 nm emittierte (ROSWELL und WHITE, 1978). Diese Lichtemissionen 

wurden durch 4-Jodophenol verstärkt, da dieses als Radikalüberträger zwischen H2O2 und Luminol 

fungierte. Da die Lichtemission proportional zur Enzymkonzentration und damit zur AK-Konzentration war, 

eignete sich das ECL-System für vergleichende Quantifizierungen. Der Blot wurde in der Dunkelkammer 

angetrocknet und mit 100 µl/cm2 Detektionslösung (1% [v/v] Startlösung B in 

Lumineszenzsubstratlösungen A; Inkubation für 30 min bei RT im Dunkeln) überschichtet und für 1 min 

inkubiert. Schließlich wurde die Membran auf Filterpapier angetrocknet, in eine Plastikfolie eingeschlagen, 

in die Expositionskammer gelegt und Röntgenfilme aufgelegt. Die Expositionszeit betrug zwischen 30 sec 

und 30 min. Zur Entwicklung wurden die Filme 5 min in ein Bad mit Röntgenfilm-Entwickler (1:5 verdünnt 

mit aqua dest.) gelegt, in aqua dest. gespült, 3 min in ein Bad mit Röntgenfilm-Fixierer (1:5 verdünnt mit 

aqua dest.) überführt, wieder mit aqua dest. gespült und im Anschluss getrocknet.  
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4.44 Antikörper-Elution 
 

Nach der Detektion mit dem ECL-System (4.43) konnten AK wieder von der Membran eluiert 

werden. Dadurch war es möglich, die Membran mit einem anderen primären und sekundären AK zu 

inkubieren. Die zweite Detektion erfolgte immer mit dem NBT-X-Phosphat-(BCIP-) System (4.42). Für die 

Elution wurde die Membran 3mal 5 min mit 1x TBST (0,15 M NaCl; 0,01 M Tris/HCl; 1% [v/v] Tween 20; 

pH 7,5) gewaschen, anschließend für 10 min mit Elutionspuffer (500 mM NaCl; 200 mM Glycin; pH 2,3) 

überschichtet, wieder 3mal 5 min mit 1x TBST gewaschen und nochmals für 10 min mit Elutionspuffer 

inkubiert. Die pH-Sprünge führten dabei zum Lösen der Antigen-AK-Bindungen. Zuletzt erfolgte ein 

Waschschritt mit 1x TBS (150 mM NaCl; 10 mM Tris/HCl; pH 7,5). Danach wurde, wie unter 4.41 

beschrieben, fortgefahren.  

 

 

4.45 Hochauflösende, zweidimensionale Gelelektrophorese 
 

Die hochauflösende, zweidimensionale Elektrophorese mit immobilisierten pH-Gradienten wurde 

nach der Methode von GORG et al. (2000) durchgeführt. Der Stand der Technik wurde regelmäßig von 

GORG et al. im lnternet aktualisiert (http://www.weihenstephan.de/blm/deg). Mit der isoelektrischen 

Fokussierung (1. Dimension) wurden Proteine auf Grund ihres relativen Gehalts an sauren und basischen 

AS nach ihren isoelektrischen Punkten in einem immobilisierten pH-Gradienten (IEF-IPG) aufgetrennt. 

Der isoelektroische Punkt (pI) eines Proteins war derjenige pH-Wert, bei dem seine Nettoladung Null 

betrug. Bei diesem pH-Wert war die elektrophoretische Beweglichkeit ebenfalls gleich Null. Bei der 

Elektrophorese eines Proteingemisches in einem pH-Gradienten wanderte jedes Protein so weit, bis es 

eine Position im Gel erreichte, wo der pH-Wert seinem pI entsprach. Mit der isoelektrischen Fokussierung 

konnte man Proteine trennen, deren pI-Werte sich nur um 0,01 unterschieden.  

Zur Herstellung von Proteinproben aus Zellkulturen wurden die Zellen mit 10 µl/cm2 Lysispuffer 

(7M Harnstoff; 2M Thioharnstoff; 1% [v/v] DTT; 2% [w/v] CHAPS; 0,8% [v/v] Pharmalyte; pH 3-10) lysiert, 

mit einem Zellschaber homogenisiert und in ein Reaktionsgefäß überführt. Um im Proteinextrakt die 

Aktivität von Proteasen zu hemmen, wurde PMSF bis zu einer Endkonzentration von 1 mM zugegeben. 

Im Anschluss erfolgte der Aufschluss der Zellen durch sechsmalige Exposition mit Ultraschallwellen für 

jeweils 30 sec mit ~100 W. Zwischen den Beschallungen wurden die Zellen für jeweils 30 sec auf Eis 

gestellt. Schließlich wurde der Proteinextrakt für 5 min bei 16000 g zentrifugiert, um unlösliche Materialien 

abzuzentrifugieren. Schließlich wurde der Überstand in ein neues Reaktionsgefäß pipettiert Zur 

Herstellung von Proteinproben aus rek. Proteinen (4.36) erfolgte die Dialyse nicht gegen 1x PBS, sondern 

gegen Lysispuffer. Nach Herstellung der Proteinproben wurde die Proteinkonzentration photometrisch 

bestimmt (4.37). Die Extrakte konnten bei -20°C aufbewahrt werden. 

Mit der IEF-Cell  wurden 17 cm lange IPG-Streifen prozessiert, die vor Beginn der Fokussierung 

rehydratisiert wurden. Dazu wurden 330 µl Rehydratisierungslösung (8 M Harnstoff; 10 mM DTT; 0,5% 

[w/v] CHAPS; 0,25% [v/v] Pharmalyte; pH 3-10) in die Mitte einer Vertiefungen des Kunststoffeinsatzes 

der IEF-Cell  pipettiert und die IPG-Streifen mit der Gelseite nach unten hinein gelegt. Im Anschluss 

erfolgte die Rehydratisierung für 12 h bei 30-50 V und 0,05 mA/IPG-Streifen. Dann wurden 100-250 µg an 

Protein seitlich in die Aussparungen der Kunststoffzelle appliziert. Um die IPG-Streifen vor Austrocknung 

bzw. der Auskristallisation des Harnstoffs zu schützen, wurde eine ausreichende Menge an Silikonöl auf 
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die Streifen pipettieren. Schließlich wurde die Fokussierung für 1 h bei 200 V, für 1 h bei 500 V, für 1 h bei 

500 V ansteigend bis 10.000 V und für 3 h bei 10.000 V durchgeführt. Nach Beendigung der Fokussierung 

konnten die IPG-Streifen bis zur weiteren Verwendung bei -7O°C (max. 9-12 Monate) gelagert oder sofort 

äquilibriert werden. Dazu wurden die IPG-Streifen 10 min in Äquilibrierungslösung (6 M Harnstoff; 30% 

[v/v] Glycerol; 2% [v/v] SDS; 50 mM Tris/HCI; 1% [w/v] DTT; 0,1% [w/v] Bromphenolblau; pH 8,8) 

geschüttelt. Danach wurde in Äquilibrierungslösung inkubiert, die zusätzlich 260 mM Jodacetamid enthielt, 

was Streifenbildungen im SDS-Gel vermied.  

Mit der sich anschließenden SDS-PAGE (2. Dimension) wurden die Proteine nach ihren MW 

aufgetrennt, was zu einem zweidimensionalen Punktmuster führte. Die Durchführung der SDS-PAGE 

unterschied sich in nur wenigen Punkten von der, die unter 4.38 beschrieben war. Diese 

Großformat-SDS-PAGE wurde mit der Protean II-Kammer über Nacht durchgeführt. Das SDS-Gel (15%) 

wurde mit dem Puffersystem nach LAEMMLI (1970) ohne Sammelgel hergestellt. Die äquilibrierten 

IPG-Streifen wurden kurz in SDS-Elektrophoresepuffer (192 mM Glycin; 0,1% [w/v] SDS; 25 mM Tris/HCl; 

pH 8,3) getaucht, auf das SDS-Gel gelegt und mit einem Spatel leicht angedrückt. Anschließend wurde 

der IPG-Streifen mit einer 70°C warmen 1%igen Agaroselösung fixiert. Um einen optimalen 

Proteintransfer vom IPG-Streifen in das SDS-Gel und eine gleichmäßige Auftrennung der Proteine zu 

gewährleisten, wurde die Stromstärke auf 20 mA pro Gel begrenzt.  

 

 

4.46 In vitro-Transkription/-Translation 
 

Die in vitro-Transkription und die in vitro-Translation waren biochemische Verfahren, bei denen 

eukaryontische mRNAs zellfrei, d.h. unter Verwendung entsprechend aufbereiteter Zellextrakte, in vitro 

transkribiert und translatiert wurden. In dieser Arbeit wurde das Linked in vitro 

SP6/T7-Transcription/Translation Kit nonradioactive (3.5) verwendet. Spiralförmig ineinander verdrehte 

(supercoiled) Plasmid-DNA, die den Promotor für die RNA-Polymerase des Bakteriophagen T7 trug, 

wurde dabei mit der T7-RNA-Polymerase in m7Gppp-Kappen-RNA transkribiert und mit 

Kaninchen-Retikulozyten-Lysat zu Biotin-markierten Proteinen, unter Verwendung von an ihrer 

ε-Aminogruppe mit Biotin gekoppelten Lysin-tRNA, translatiert (PELHAM und JACKSON, 1976). In einem 

zellfreien Transkriptionssystem begann die Translation immer am ersten Start-AUG. Die Synthese von 

Proteinen erforderte eine Reihe von Komponenten, die in dem in vitro-System enthalten waren. Hierzu 

gehörten u.a. Ribosomen, eine vollständige Mischung von tRNAs, Aminoacyl-tRNA-Synthetasen, Enzyme 

und Proteinfaktoren für die Initiation, Elongation und Termination der Proteinbiosynthese, energieliefernde 

Systeme sowie K+- und Mg2+-Ionen. Für die Transkriptionsreaktion sollten alle verwendeten Materialien 

RNase-frei sein. 5 µl 4x T7-Transkriptionspuffer und 0,5 µg Plasmid-DNA wurden zusammenpipettiert und 

mit DEPC-H2O (aqua dest. mit 0,1% [v/v] DEPC) auf 20 µl aufgefüllt. Der Ansatz wurde kurz 

abzentrifugiert und im Anschluss für 15 min bei 30°C inkubiert. Die Reaktion wurde durch Abkühlung auf 

Eis terminiert. Zur Translationsreaktion wurden 10 µl des Transkriptionsreaktionsansatzes und 40 µl des 

Translations-Mixes (Retrikulozyten-Lysat) zusammenpipettiert, vorsichtig gemischt, kurz abzentrifugiert 

und für 60 min bei 30°C inkubiert. Die Reaktion wurde durch Abkühlung auf Eis terminiert. 25 µl des 

Ansatzes wurden mit 5 µl des mAK anti-La/SS-B-5B9 (3.12) für weitere 30 min bei 30°C inkubiert. Die 

Immunpräzipitation erfolgte unter ständigem Schütteln für 10 min mit 5-15 mg Protein A-gekoppelter 

Sepharose. Die Protein A-Sepharose mit gebundenen Immunkomplexen wurde für 10 min bei 16000 g 
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abzentrifugiert, der Überstand verworfen, das Pellet mit 500 µl 1x PBS (0,8 mM Na2HPO4; 0,1 mM 

KH2PO4; 0,14 mM NaCl; 0,26 mM KCl; pH 7,4) homogenisiert und erneut für 10 min bei 16000 g 

abzentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und der Waschschritt ein weiteres Mal mit 500 µl 1x PBS 

wiederholt. Das Pellet wurde mit 20 µl 1x SDS-Probenpuffer (100 mM DTT; 10% [w/v] SDS; 50% [v/v] 

Glycerin; 0,5% [w/v] Bromphenolblau; 50 mM Tris/HCl; pH 6,8) homogenisiert und für 5 min bei 95°C 

aufgekocht. Anschließend wurde 10 min bei 16000 g abzentrifugiert und der Überstand in ein neues 

Reaktionsgefäß überführt. Die Probe wurde einer SDS-PAGE (4.38) mit anschließendem 

Western-Blotting (4.40) unterzogen. Der Nachweis der in vitro-Translationsprodukte wurde mit dem BM 

Chemiluminescence Blotting Kit (Biotin/Streptavidin) (3.5) durchgeführt. Nach dem Western-Blotting 

wurde die Membran für 40 min bei RT in 1 ml/cm2 Blockierungs-Lösung (2% [v/v] Blocking-Reagenz in 

1x TBS) inkubiert. Die Lösung wurde verworfen und der Blot 4mal für 10 min mit 1x TBS (150 mM NaCl; 

10 mM Tris/HCl; pH 7,5) gewaschen. Anschließend wurde die Membran mit 0,25 ml/cm2 

Streptavidin-POD-Arbeitslösung (1% [w/v] Blockingreagenz; 0,1 U/ml Streptavidin-POD-Konzentrat; in 

1x TBS) für 30 min inkubiert. Danach wurde die Membran 4mal für 10 min mit 1x TBST (1x TBS mit 1% 

[v/v] Tween 20) gewaschen. Die Detektion wurde nach 4.43 durchgeführt.  

 

 

4.47 Immunisierung von Mäusen 
 

Durch die Applikation immunogenen Materials konnte die Entwicklung von AK bzw. 

AK-produzierender Zellen induziert werden. Wurde mit kleinen Peptiden immunisiert, die auf Grund ihrer 

geringen Größe wenig immunogen waren, so wurden diese an ein Trägerprotein (carrier) gekoppelt, um 

die Immunreaktion zu erhöhen. In dieser Arbeit wurden an das Trägerprotein SOC (sequential 

oligopeptide carrier) (SAKARELLOS-DAITSIOTIS et al., 1999) chemisch gekoppelte Peptide verwendet. 

Immunisiert wurden weibliche, neun Wochen alte Balb/c-Mäuse in vierwöchigen Abständen. Insgesamt 

wurde 4mal immunisiert. Die erste (Grund-) Immunisierung erfolgte mit 100 µg Antigen pro Maus in 

Beisein von komplettem Freundschen Adjuvans. Die zweite Immunsierung (1. boost) wurde mit 100 µg 

Antigen pro Maus in Beisein von inkomplettem Freundschen Adjuvans durchgeführt. Bei der dritten und 

vierten Immunisierung (2. und 3. boost) wurden nur noch 50 µg Antigen pro Maus in physiologischer 

Kochsalzlösung (0,9% NaCl in aqua dest.) injiziert. Die Injektionen erfolgten intraperitoneal (in die 

Bauchhöhle). Bei dem kompletten Freundschen Adjuvans (cFa) handelte es sich um eine Wasser-in-Öl-

Emulsion, die hitzeinaktivierte Mycobakterien (Mycobacterium tuberculosum) enthielt, die bei dem 

inkompletten Adjuvans (iFa) fehlten. Freundsches Adjuvans führte zu einer Verstärkung der 

Immunantwort gegen das applizierte immunogene Material (MASSEGEFF et al., 1993). Die geringeren 

Antigenkonzentrationen bei den Auffrischimmunisierungen (boosts) und diese selbst dienten dazu, die 

Antigen-spezifischen B-Zellen zu vermehren und den Klassenwechsel von IgM zu IgG zu induzieren. 

 

 

4.48 Gewinnung von Blut aus Mäusen 
 

Die Balb/c-Mäuse wurden durch Ether narkotisiert und die Schwanzvene punktiert. Das Blut 

wurde in heparinisierten Kapillaren aufgenommen, in Reaktionsgefäße überführt, für 1 h bei 37°C und 

über Nacht bei 4°C inkubiert, um die Koaggulation zu begünstigen. Im Anschluss erfolgte eine 
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Zentrifugation bei 16000 g für 30 min, um Zellen und feste Serumbestandteile zu pelletieren. Der 

Serumüberstand konnte bei �20°C gelagert werden.  

 

 

4.49 ELISA 
 

Der ELISA (enzyme linked immunosorbent assay) eignete sich zum Nachweis von Serum-AK, die 

gegen bestimmte Antigene gerichtet waren. Die verwendeten Träger bestanden aus Kunststoff (Polystyrol 

und Polyvinylchlorid) (CATT und TREGEAR, 1967), an den Antigene nicht kovalent gebunden wurden 

(MILES und HALES, 1968; SILMAN und KATCHALSKI, 1966). Bei einem indirekten ELISA wurden die 

Serum-AK an das immobilisierte Antigen gebunden und mittels eines Enzym-markierten Sekundär-AK 

detektiert (ENGVALL und PERLMANN ,1971; VAN WEEMEN und SCHUURS, 1971). Die 

Detektionsgrenze des ELISA lag bei 0,01 bis 0,1 ng Protein (HARLOW und LANE, 1988). Die Sensitivität 

war abhängig von der Menge des Antigens und der Avidität der Primär-AK. Die Platten wurden mit 

Proteinkonzentrationen von 0,25 bis 0,5 µg beschichtet. Zuviel an Protein führte zur Ablösung von der 

Platte und Störung des Nachweises (HARLOW und LANE, 1988). Verdünnungen wurden in 1x PBS 

(0,8 mM Na2HPO4; 0,1 mM KH2PO4; 0,14 mM NaCl; 0,26 mM KCl; pH 7,4) angesetzt. Alle 

Inkubationsschritte wurden in einer feuchten Kammer durchgeführt.  

Pro Vertiefung wurden 50 µl der jeweiligen Antigenverdünnung in die Mikrotiterplatte pipettiert. Die 

optimale Antigenkonzentration wurde vorher in einer Verdünnungsreihe ermittelt. Die Kopplung der 

Proteine an die Platte erfolgte für 1 h bei 37°C. Im Anschluss wurde 3mal mit je 150 µl 1x PBST (1xPBS 

mit 0,1% [v/v] Tween 20) gewaschen. Um unspezifische Reaktionen zu vermeiden, mussten 

freigebliebene Bindestellen mit je 150 µl einer 1,5%igen BSA-Lösung (in 1x PBS) für 1 h bei RT inkubiert 

werden. Nach 3maligen Waschen mit je 150 µl 1x PBST wurden 50 µl des zu testenden Serums in die 

Vertiefungen pipettiert und über Nacht bei 4°C inkubiert. Die optimale Serumkonzentration wurde vorher in 

einer Verdünnungsreihe (1:10 bis 1:10000) ermittelt. Schließlich wurde 3mal mit je 150 µl 1x PBST 

gewaschen und die Mikrotiterplatte anschließend mit je 50 µl des mit 1x PBS 1:10000 verdünnten 

Sekundär-AK anti-Maus-IgG POD-Konjugat (3.13) beschichtet. Die Inkubation erfolgte für 1 h bei 37°C. 

Es folgte ein 3maliges Waschen mit je 150 µl 1x PBST und aqua dest..  

Die Detektion der AK erfolgte mittels eines Systems, das sich aus den Komponenten 

o-Phenylendiamin (OPD) und Wasserstoffperoxid zusammensetzte (VOLLER et al., 1979). Die an den 

Sekundär-AK gebundene Peroxidase katalysierte in Gegenwart von H2O2 die Umsetzung von OPD zu 

gelbbraunem 1,2-Dinitrophenol. Pro Vertiefung wurden 50 µl OPD-Substratlösung (15 mM OPD; 0,05% 

[v/v] H2O2; 50 mM Na2HPO4; 25 mM Citrat; pH 5,0) pipettiert. Im Anschluss inkubierte die Platte 15 min 

unter Lichtausschluß bei 37°C. Danach wurde die Färbereaktion durch Zugabe von je 25 µl einer 4,5 M 

H2SO4-Lösung beendet. Die Auswertung der Farbreaktionen erfolgte qualititativ und quantitativ mit einem 

Photometer bei 492 nm. 
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5 ERGEBNISSE 
 

A) Untersuchung des murinen La/SS-B-Strukturgens 
 

5.1 Sequenzierung des Gens 
 

Ziel der Sequenzierung war es, das vollständige murine La/SS-B-Strukturgen zu 

erhalten, um z.B. Rückschlüsse auf die Expression der murinen La/SS-B-mRNAs ziehen zu 

können. Von TOPFER et al. (1993) war eine murine La/SS-B-cDNA-Sequenz veröffentlicht 

worden (GenBank accession No. L00993), die als Vorlage zur Konstruktion von Exon-

spezifischen Primern diente, mit denen die Introns von genomischer DNA einer weiblichen 

129/SvEvTACfBr-Maus (3.11) durch PCR (4.18) amplifiziert werden sollten. Da beim humanen 

La/SS-B-Gen die Exon-Intron-Übergänge bekannt waren (GRÖLZ, 1998) (8.1 und Tabelle 2 

und 3), diente die humane Sequenz dazu, die splice-Stellen in der murinen La/SS-B-cDNA 

vorauszusagen, um die Lage der Exon-spezifischen Primer zu optimieren und diese nicht über 

eine splice-Stelle zu legen. Für jedes Intron sollte ein passendes Primerpaar gefunden werden, 

wobei ein Intron mit einem nach 3�-gerichteten Primer im Exon auf dessen 5�-Seite und einem 

nach 5�-gerichteten Primer im Exon auf dessen 3�-Seite amplifiziert werden sollte. Dies war 

auch größtenteils möglich. Einige Introns ließen sich jedoch nicht auf diese Weise amplifizieren. 

Solche Introns wurden mittels des genome walking (4.22) erhalten, einer Methode zur 

Amplifizierung unbekannter 5�-Enden einer genomischen DNA-Sequenz durch PCR. Hierbei 

war es notwendig, die Spezifität der ersten PCR-Reaktion durch eine zweite (nested-PCR) zu 

erhöhen, bei der die nested-Primer innerhalb der Sequenz des ersten PCR-Produktes lagen. 

Als Grundlage für die Sequenzierung des murinen La/SS-B-Gens dienten die durch PCR 

amplifizierten Intron-Fragmente (Abb. 4), die in den PCR-Klonierungsvektor pGEM-T (3.10) 

durch T/A-Klonierung einkloniert wurden (4.14.2). 
 

 

Abb. 4: Agarosegel der genomischen PCR des murinen La/SS-B-Gen
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Die Sequenzierung (4.17) erfolgte mit den Standard-Primern T7, SP6 und/oder T3 

(3.20), für die der Vektor pGEM-T spezifische Bindestellen besaß. Diese Vorgehensweise hatte 

den Vorteil, dass mit zuverlässigen Sequenzier-Primern gearbeitet werden konnte, da nicht 

jeder in der PCR einsetzbare Primer auch zum Sequenzieren geeignet war. Die Sequenz der 

meisten Introns konnte auf diese Weise ermittelt werden. Größere Fragmente, die sich nicht in 

einem durchsequenzieren ließen, konnten mit internen La/SS-B-spezifischen Intron-Primern 

(3.20) sequenziert werden. Dabei diente die mit den Standard-Primern ermittelte Sequenz als 

Grundlage für die Konstruktion weiter 5�-gelegener Sequenzier-Primer. Alle für die 

Sequenzierung des Gens verwendeten Primer finden sich im Anhang unter 8.2 und bei den 

Materialien unter 3.20. In Tabelle 1 sind die Primerkombinationen zur Amplifizierung der 

Introns, die Größe der PCR-Fragmente und die Größen der Introns dargestellt.  

 
Intron Primerkombination Größe des PCR-Fragments (in bp) Größe des Introns (in bp) 

Intron 1 (Teil A) 1. PCR: AP1 und GWK-In1-R1A 

2. PCR: AP2 und GWK-In1-R2-nested 

 

894 

 

858 

Intron 1 (Teil B) 1. PCR: AP1 und GWK-In2-R3 

2. PCR: AP2 und GWK-In2-R4-nested 

 

492 

 

217 

Intron 2 (Teil A) Maus-mRNA-F3 und GWK-In2-R3 432 432 

Intron 2 (Teil B) La-Murin-P2 und GWK-In2-R1 854 780 

Intron 2 (Teil C) 1. PCR: AP1 und GWK-In2-R1 

2. PCR: AP2 und GWK-In2-R2-nested 

 

710 

 

674 

Intron 2 (Teil D) 1. PCR: AP1 und GWK-Ex4-R1 

2. PCR: AP2 und GWK-Ex4-R2-nested 

 

509 

 

118 

Intron 2 (Teil E) La-Murin-In2-F1 und La-Murin-In2-R1 1595 1595 

Intron 3 La-Murin-P3 und La-Murin-P4R 368 193 

Intron 4 La-Murin-P4 und La-Murin-P5R 687 608 

Intron 5 La-Murin-P5 und La-Murin-P6R 254 71 

Intron 6 La-Murin-P4 und La-Murin-P8R 2477 1149 

Intron 7 La-Murin-P7 und La-Murin-P8R 348 296 

Intron 8 La-Murin-P8 und La-Murin-P9R 800 699 

Intron 9 La-Murin-P9 und La-Murin-P10R 770 362 

Intron 10 La-Murin-P10 und GWK-Ex11-R2-nested 576 286 

s 
Tabelle 1: Primerkombinationen, Größen der PCR-Fragmente und Größen der Introns des murinen La/SS-B-Gen
 

 

Die hier ermittelte Sequenz des Intron 1 mit einer Länge von 982 bp reichte nicht bis 

zum Exon 1b. Selbst mit der Technik des genome walking konnte die fehlende 

Anschlusssequenz nicht erhalten werden. Durch Sequenzierung eines genomischen 

La/SS-B-Klons einer Cosmid-Genbank mit dem Primer GWK-In1-R5 (3.20) konnte das 

fehlende Sequenzstück mit einer Länge von 420 bp ermittelt werden (SCHÖRNER und 

BACHMANN, 2000; unveröffentlicht). Damit betrug die Gesamtgröße des Intron 1 1402 bp. Wie 

das Intron 1 und konnten auch das Intron 2 nicht als zusammenhängendes Intron erhalten 

werden, sondern wurde durch PCR mit genomischer DNA und/oder genome walking 

amplifiziert. Die Gesamtgröße des Intron 2 betrug 2869 bp. Alle weiteren Introns konnten ohne 
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genome walking durch PCR mit genomischer DNA erhalten werden. Für das Intron 6 konnte 

kein geeignetes Primerpaar gefunden werden. Daher wurde dieses Intron mit weiter 5�- bzw- 3�-

liegenden Primern amplifiziert, was zur Folge hatte, dass es zusätzlich mit den 

La/SS-B-genspezifischen internen Sequenzierungs-Primern BaInt1 und BaInt2 sequenziert 

werden musste. Dabei diente die mit den pGEM-T-Standard-Primern ermittelte Sequenz zum 

Entwurf dieser Primer.  

Der Promotorbereich konnte weder durch PCR mit genomischer DNA noch durch 

genome walking ermittelt werden. Durch Sequenzierung eines genomischen La/SS-B-Klons 

einer Cosmid-Genbank mit dem Primer La-Murin-P1R (3.20) konnte die Promotorsequenz 

erhalten werden (SCHÖRNER und BACHMANN, 2000; unveröffentlicht).  

Alle ermittelten Sequenzen wurden zusammengefügt und mit der murinen cDNA-

Sequenz (TOPFER et al., 1993) kombiniert. Auf diese Weise wurde die komplette genomische 

Sequenz des murinen La/SS-B-Gens erhalten. Diese Sequenz ist in Abb. 5 dargestellt. 
 

Abb. 5: Sequenz des murinen La/SS-B-Gens 
Alle Exons sind umrandet. Fett dargestellt sind der Promotorbereich zu Beginn der Sequenz, die Poly(T)17-Region im Intron 1, 

das Start-AUG im Exon 2, die 9A-Kassette im Exon 7, das AUG-Codon zu Beginn der C-terminalen Proteinhälfte (M223) im 

Exon 9 und das Stop-Codon im Exon 11. Nach dem Promotor folgt das Exon 1a bzw. Exon 1b. Die Sequenz, um die das 

Exon 1b im Vergleich zum Exon 1a verlängert ist, ist unterstrichen. Da sich das Exon 1c direkt vor dem Exon 2 befindet, ist 

dieses durch Unterstreichung gekennzeichnet. Die 146 bp, um die die Exon 1c-Sequenz von MARRA et al. (1996; 

unveröffentlicht; GenBank accession No AA798418) im Vergleich zu der Exon 1c-Sequenz, die von TOPFER et al. (1993) 

gefunden wurde, verlängert ist, sind kursiv dargestellt.  
  

 

 -600                                                                               ANCCCCNACNCCNTTNAAGKSRAATNN     -501 

 -500      NTTTNNAAAGGCCAANNCTKTGGCCCNCCCCTTTWATAATTNCAANACNCCCGGAAAAGGTAGNNNAATTTCYCAACAAAGGNAGGAGGAGTTTTAGGGT     -401 

 -400      CANCCTGGTCTAAARANNAGCCCGAGTTCCTGGATAGCCGGGGCTTCSCCCGGAAACGCTKTCCCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA     -301 

 -300      AARRRRAAAGGGGGAAAAAAAGAAAAACCAAGCGCTACAGAAGAAAGAAGGGAAGGCTCGAACATACTGCCCAGAAACACATTAAARACAAAGATCTCCA     -201 

 -200      CAAAAAACACTTCCTGTCAGCCCCTAACATTCTGCTGAGCAATTTAACAATTTCTCGGGCGGGAGTTCCGGCGAGACGACTCTCCTTCAGATTGTGGAGC     -101 

 -100      TCGTAACGGCCGTGCGCGGAAAGCAGAGCCGGGCCACTGCGTCCGCGCCCACGCCCACCTGTCCGCAAGGGCTGCCGGGAAAGCCCCCATCTTTAAGCGC       -1 

    1      TGCTGTCGGGCCCGCCGGCGCTCGGAAGTCCAGGCGCTTCTGTCGTTGTTCTTGAAGCTGTGGTGACCGTGGGATCCGAATCTTTGAGGTGAGCTTCTTG      100 

  101      GAGACTGAGGAGAAGGTACGAAGGGCTGTGCTATGCGCAGGCCTCACCTTCCTCTCCGCGCCGCCGCGTGGGCCGCGCGGCCCGTGGCCGTGTGCTGGAC      200 

  201      CGCGGCCCGAGGGGGCGCGGGCCTCGGCGAGGCCACGGAGCGGGCCCCGGCCAGAGATGCGGGCGCCTGGGGCTTTCCACGTGGCAGGGATCCCGGCGGG      300 

  301      CCGGTGTGGGAGGATGCGGCTCTCGCGGGGCCTTTAGGCAGAGGCTCGCCGCATCCTCACGGCGTCCTTTCGGTTTGTTCCTTGCACCCCTTTCCTGACT      400 

  401      GGCCAGAGGCGGATGTTTCGGACCATTTAAGTCTTTAGGGTGGTCGGTGCGGGTTAAACGCGACAGGGTTCTGTGGGGACTGACTGGAGGCCGAAGAAGT      500 

  501      GGGGGCCGCTATTGGGTTCCCAGCGTCGCTATCTTTTTTTTTTTTTTTTTCCTTCAAAGAACTGCCATTGCCATTCTGTCTTCAGTGTGAAACAGTCCCT      600 

  601      AAATTGGGTAGGCCGCAGAAGTCTTGCAGGGGCTAACTAGGTCGGTATTGACCTGTGTCTCTGTAGTAATGAGAAGTGAGATTGTTGGTAGTGGGAGACA      700 

  701      AACCAGCGCCTGTAACAGTAAATTCTGAAGTGGGACGTGTACTTCGTAGATTTCCCATTACAGGACCAGTGTATCGCCAGCAGTCTCCAGCATTTTGAGC      800 

  801      AATGTCTCAAGAAATATACCAACAGTAACTCATAACTATATTCAGCTGCTGCAGATAAACTCTTCAAGAGCTGGTATACTTCCGTACAATATGGTAGGGT      900 

  901      GGTTTAGTAAGGCGCTGGAAGCCAGTAAGACAGAAGATCCGGTTTGTGATTTCTAGCAAACCAGTATCACAGTCCCTCTTTATTCTAGGATTGCTGTCAG      1000 

 1001      ACCGTGAAACAGGAAAGTGGCTATAGAGTTAACCAGTGTAGTAGTGTTTTAGGCACATCCTTACCTTCCAGCGTCCCTAGTTTAAAATTTTTTGTATCTG      1100 

 1101      TGCTCACAAGGTCCCATTTTTCTTGTATTCTCCTATATAGTGTCTAACACCGTAACTTTCATATCTGAACTCTATTTTCATTTTTACCAGTAATAAGTTT      1200 

 1201      TGGTAAGTCAGCTGTGACTAATTTTGAAAAGAAACGCAAATAATTGGCATTGAGGGCTATAGGAATATACTGCTGGCAGACTATAATACTGATATTTTTA      1300 

 1301      AAGCTAGGAATGATTGAGGGGTAGTTAAGTGGACATTTTCTGCTTTTTTGTTTTTATCGCTGAACTTTGCTTTACCAACTACATGAAGAGTTTGGTTACA      1400 

 1401      AAGTAGGATTTACTGGGAGGAGGGGTTGTTGATCTGAGTTTTCCATCCATAATCCAAGGTGTTGCTTTGTTGAGATGTATGAGAATTCATAGGGAAACCT      1500 

 1501      GTAAGGTTAGGAATTCTTGAAATTAAAAAAAAAGTGGCATACTTTTTACTCATTCTCTTGTATTGACTATTATATAAAAATAATAACCTTCCTACCAGTG      1600 

 1601      TGAGAAACTTTACAGATAGCCACAATGGCTGAAAATGGAGATAATGAAAAAATGACTGCTTTGGAGGCCAAAATCTGTCATCAAATTGAGGTATGATTCT      1700 

 1701      TGTGTGGTTAAATTGTAACTTAAGATGAAAACAGAACATCTAATAGCGATATGTGGGCTTTTCAAACAACTGGCTTAGCTTTGATTCTTGGAGTTAATAT      1800 

 1801      GAATGTATTCATATTAGGGCAAAGTTAGAAGTCTCAAGAATTACAGACATTCCAAAGGTAACACTGTAGACTGGTGTTTATTTTTGAGACACAGAGTTCT      1900 

 1901      CAAGTCTGTAAAATGGAGGTAATATTTGTCAGTTGATGTGAAAATTAATGGTGTGCCTAATATCTAACAAGCTAGCATAAATTCCATGGTAAAGTACTTC      2000 

 2001      TGGTCAAATAATAGTTTATTCTATCTAGTTAGTTCTCTTCTAAAAAGTTAACATAACTTTTTAACAAATTATGCATTTCAAAAGTCCTGTTAGACTGTTC      2100 

 2101      TCCACTTCTCTCTCTGCGTGCACTTAGCCCCTTCTCTCTTTCTCTCTTTTCTGCCCCACTTCCCCATGGAGACTTCCCTGGCCTTCATCCTTGGGGCCAG      2200 

 2201      TGATCTTGCCCATCTAAGATCAGCTTCCCAATAAACCTGCATTTAATATAATCTTAAAAAAAAAAAAAAGAAAGAAAAATAACAAAAGTCCTGTTAGCAT      2300 

 2301      TTCAAATTTAGGTTTAGATGGAATGTTGTCAGTAACAGAATGGCTGTGGGGAAATTGCCCATAAATTGCTTTTATGCCATGAAATAACCATTGGTTAGTG      2400 

 2401      TGTGTGCTCTTTTTTTTCCATTTCTTAGCTGTTTTGGTTTTGTTTTAACTTGTACACCTTTGTCCTTTAAATTGTCCTGCTTTTATTTTTCGTTTCTCAT      2500 

 2501      ATTTTCCCCCTTCTGAGTAATGGAGATCAAACTCAAGGCATGCTAGGCAGTCACTCAGTGAGCTGTAGGCATTTGCGGCTACAAATGTTGTCTGATTTTT      2600 

 2601      TTAAAAAATTATTTATTTTTATGTGCATTGGTGTTTTGTCTGCATGTATGTCTGTGTGAAGGATCCCCCGGAACTAGAGTTACAGACAGTTGTGAGCTTC      2700 

 2701      TATGTGGATGCCAAGAATTGAACCTGGGTCCTCCGGAAGAGCAGCTAGTTCTTTTAACTGCTGAACCATCTCCAGCCCCTTTTGTTTGATTGGGGGAAAA      2800 

 2801      AATTGTGTTTTCTTAATAATTGCAAAAGCAGTGATAAGATAATTTGCTGTTTAATGCTTGGAACAATAGCAAATTTGTTATAGAAAAGAATAATGTTCCT      2900 
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 2901      CCCACAGCCTGCAGCCTCACATCTCTCCCTCTTGAGATATTCAAGGTTAAAAGCCTTTTCATACTCCATGTTCAAAATACATTTTATTTTTAGTGTACTT      3000 

 3001      TATGTGTATGGATGTTATGTCTACATGTATGGCTGTGTGCCGTGTACATGCCTGGGTGCCCTCAGAAGCCAGAAGTGTGCACTGGCTCCCCTAGGACTGG      3100 

 3101      AATAACAGATGGGTATAAGGCCCCTAATGGAAGTGCCGGGAATTGAATCTGGTCACCATTCAGTGCTCTTAACCTCTGAGTCATCTCTCCAGCTCCTAAA      3200 

 3201      TATTTTTTTTTAAAGGAGGCCCAATTTTTTTATTTTTTTAAAGAATATAAAGTTCAAGTAAAACTACTCAGAGACAAGATTTCCTAAACATCCCCAACCA      3300 

 3301      GGATGGCCTATAAACTTAATTTTTATTTTTTCCTTTTCCCCCACCAAACATGAGATGTTTTTAGAGAGTAAAGTTTTGTTTCACCAACAATATATAATTA      3400 

 3401      ATAATCATCTTCTCTAAAGTATAGATTTTTAAAAATATGAGTTCTACGATATTCTTTATGTAAAAATTTTAGTAAACAGGTCTACTGCTTGCCTTCTCCC      3500 

 3501      TCTCGTTCCTCTCCTCCCTCCTTTTTCTCTTTTACTTTTTTCCTTCCTTTTATCCATCCATTCATCTCATGCATCCAGGGCTGTCCTGGGGAAAATTCAC      3600 

 3601      AAACTCATAGAGGTAGATCACCTTGCTTCTGCTTCCCATGTGTGAGAATTAAAGAGCATGAGCCATCACATCTACCTTATTTTAAAAAATAGTGTGTGTC      3700 

 3701      TGTGTCTGTCTGCATATCAATATTTGGCCCTCAGAGGTGTCATCCTCTGGAGCTGTAGTTACAGTCTCTTATGAGCCAACTGACAAGCCTGTAAGAACCT      3800 

 3801      ACCTCAGGTCTTCTGGAAGAGCAGCAGCATTCTTAGGCATTGAGCCATCCTCTAGCTCTCCTGCTGATTTCTTTAAGATGGAATTCCTAGGAGGAGCTAC      3900 

 3901      ATTGATTGGCTCAAGCTAGTGCTGAGATTGAAGGCATCTTAGGTTTTGATTAGTAATGATACTAGATTTTTTTGTGTTTGTGGTGTGTGTTTATATAATT      4000 

 4001      TTTAAAGGTGGCTGGGTATGGTGGTACCTAATTTTAATCCTAGGACCTTGGAAAGTAGAGGCAGGTGGATCTCTTGACTTTGAGAACTTAGAAGAAATTC      4100 

 4101      TGCCTCAGAGTCCTAAATGCAGAAATCACAGGCATGAACCACTACACCTGACTTCACGCTGAATTTATAAAAGCCTTAAGAATGAATGTTTGCCCCCCCT      4200 

 4201      CCTTTATGTTGCTTTTAACATTTCCAAGCAGTCATTCTTGGGTCTGCTACTTTTTTAGCTGAGGATTGAGCCCAACTCCTCAGTTTATTTACTTTTTCCA      4300 

 4301      CATTGATTTAAAAAGAAGTTTTAAAATATGTTAGATTTTCATTATATTTTTGAGACTTTATATTCTGGCAATGAACTTGTTCACTAACATTTTAGTATCC      4400 

 4401      TCTACTGATTTGTATTCATACATTATGGTCTATTAAGAGGAAATATTTAGGTCTTTTAAATTCTAACATTTTTAAAGTGTAAAAAAGTCATTTTCAAAAA      4500 

 4501      TTTCATGATTGAACTCAGTATTATACAATGCTCTTCTGAAATACATTATAATTATTCACAGTATTATTTTGGAGCTTCAATTTGCCACGAGACAAGTTTT      4600 

 4601      TAAAAGAACAGATCAAATTGGATGAAGGCTGGGTACCTTTGGAAACAATGATAAAATTCAACAGGTAAGTCTTTTTGGTTGGTTTGTTTCTATTTCTTGG      4700 

 4701      GATTAAACCTAGGAACTTGTACATGTGTTGTCATTGAATTACCTTAGTTTTGCGGCTAATAAACTAAAAAATCTTTTTAAAAGGCATCAGTTTCTGTTAC      4800 

 4801      TGTTGAGAGCTACTACTAAATCTGCTTTTTACAGTGTTTTTATGTATGTACTTTTCAGGCTAAACCGGCTGACAACAGACTTTAATGTAATTGTGCAAGC      4900 

 4901      ACTGAGCAAATCTAAGGCAAAACTCATGGAAGTCAGTGCAGACAAAACTAAAATTAGAAGATCACCAAGCAGACCACTCCCTGAAGTGACGGATGAGTAT      5000 

 5001      AAGAATGATGTAAAAAACAGATCTGTTTATATTGTAAGTGGGTCCATGATGTATTTCATGTATTTATTATTATTAATTATTACTATTTTTGGTTTTTTGA      5100 

 5101      GACAGGGTTTCTCTGTATAGTCCTGGCTATCCTGGAACTCACTCTGTAGACCAGGCTGGCCTCGAACTCAGAAATCTGCCTCATATTACTTTTACTTAGA      5200 

 5201      AAGAAAATGCTCAGGGATCACATTTGGCCAGTTTAGCTATTGTACTTCTAAGTTCTTTATCATTGTTAATGTTACATTGTTCACATGATAAACTCTAATA      5300 

 5301      GCTGAATTCTATAGTAATTTTCATTAGCATATTAATTTCTAAATGCATAATGGAAAGCTTTGAAAATAAGGAAGTAGATTGAATAGTGTGAAGTACCATT      5400 

 5401      GTGAAACCTCAAAAGTTCTTACCATGTAAATAATGCTTTGTCTTTGCTCCACCTGAGTTATTTTGGAGCAAATCTCAGGTGAATCACCTTATTGCACTAG      5500 

 5501      AGAATAAGGTTGTTAAACAATTAAGAGAGGGGAGAGAAAGATACCTAGCTCTGACTTCGTTTCGAGACAAAATAAATCAGTTTATTCTGGGGAGAGTTTA      5600 

 5601      CCCAGGAGTCATTATTTGTACTTCTTTTTCTACTTTTTACAGAAAGGTTTCCCAACTGACGCCACCCTTGATGATATAAAAGAATGGCTAGACGATAAAG      5700 

 5701      GCCAAATACTGAATATTCAAATGAGAAGAACATTACACAAAACATTTAAGGTATGATAATTTGATGTAGACTTTCTGATTGTGACATATCACTGTAAGGA      5800 

 5801      AATATTTATTTGTCCTTTACAGGGGTCAATATTTGCTGTGTTTGATAGTATTCAGTCTGCAAAGAAGTTTGTGGAGATCCCTGGCCAGAAGTACAAAGAC      5900 

 5901      ACTAACCTGCTAATACTCTTTAAGTAAGTCTTTTCTTAGGTTTCTCAGACCACAAAATTTTATTGGGAATTGATACAATGGGGTAAGGTAAACAACAGCA      6000 

 6001      CCTCCCACATAGTTAATATCATTTTGGTAGCTCTGAAACAGTTCAGGGGTAATTATAGTCTAAGGTTACTTATTTTTATTGCCTTGAGGTATGTATGGTT      6100 

 6101      ATGATGGAGGTCCACCTGGGCCTTAACATGCATGTGGAGGTCAGAGGACAACTCTGTAGTCAGCTCTCTCCTTCCACTTTATAGGGATTCCAGGGATTGA      6200 

 6201      ACTCAGGGCATCAATCTTGTGCAGCAAATGTTCTTACCTACTTGTGTGAGTCGTTAGAATTAAACTTGGGGGGCTGGAGAGATGGCTCAGTGGTTAAGAG      6300 

 6301      CACTGACTGCTCTTCCTTAGGTCCTGAGTTCAATTCCCAGCAAATCATATAAATATTATAAATAAATATTTAAAAAAAAAAAGAATCAAACTTGGGTTGT      6400 

 6401      CAGGCTTAGTAGCAGGTCATTTACATGATGAGCCATCATCTCTCTAGCCCTGCTAATAACTTTTCATTATTAGTGACTAGTGAGAAAAGTTGTTTAGTAT      6500 

 6501      TTATTTTGCATCTAAAACGTAAGGAAAATAGAGGTAATCAGAATGCTTAAATGTTTGGTTCTCATGTTTGGTTATTTTTCAGATTGTATATAAACATTTT      6600 

 6601      TTTAACATACATGTAGTATAAAGATAGGAGGCTTGGGCCACAATCTTGTATGATAAGATAAAAGTGAGGCCAGCTATAAAGACGCAACAGAGGTTAATAG      6700 

 6701      GAGTACGACTATTTTCCAAAGGTCCCAGATTCAATTTCTAGCACCCATATAACAACTTTAAGTTGTCCATAACATGTTAGTCTTTAGACTTAACATCCTC      6800 

 6801      TTTAGGTCTCAGGTACCATGCATGCATGTGGTACACAGATATACACATAAAATAAAAACTTAGGACATTCTGGGCAGTGGTGGCACATACCTTTAATCCC      6900 

 6901      AGCACTAAGGAGACGGAGGCAGGTGGATCTCTCTGTGAGGTCAAGGCTAGCCTGGTCTACAGAAGTAGTTCTGGGGGACAGCTAAGACTCCCCACAAATG      7000 

 7001      TTGTCTTGAAAACCAAGGGGAAAAAAGTAGTTTTCAGTCTTTGTGAGCTTAGCCTGTGTTTTATGTTCTTCAGGGAAGATTACTTTGCAAAAAAAAATGA      7100 

 7101      AGAAAGAAAGCAGAGCAAAGTGGAAGCTAAATTAAAAGCTAAACAGTAAGTCTGTTGACTTCTTTGTGACATTCTTAATTTTCTTAATGTTTTGACAAGT      7200 

 7201      TTAACTAGTTATTCTGGGACAAGCCGATGATGAGCTTTGAAATGAGTGGTAATGGCTCTGCCAGTATTGGTAATTGAAATGTTGGCCTCAAGATACCTTG      7300 

 7301      ATCAACCATTTTGCTGGTGTTGTATGATTGAAAAAAGAAAAAAACCCAAAGGACTTGCTTTGATGAAATGGGTTGGTGGTAATGTTCAAGGTTATGTAAG      7400 

 7401      TATAAACACATTATAATCATAAGACATTGTTTTTAGAGAGCATGAAGGAAGACACAAGCCAGGAAGTACTGAAACCGTAAGTACTAATAACTAAAACATG      7500 

 7501      AGATAATTTAAGGTAGAATTTTTTTTTTTGAAGTTACATTTTGTGTGTGTGTTGTATTGTATGGGTACACCGTTACATGCCACTGCAATTGTGTACAGGT      7600 

 7601      CAGAAGTCTCCATGTGTATCCCAGGGATTACAGTCAGGTTGTTAGCCTTGGCAATAAGCACTTTTACCATTACCCGCTGACCAATCTGCTGGCCGAGATA      7700 

 7701      GAGTCTCACTATGTAAGTCTAGCTGGTCTAGAATTGGCTATGTAGATCAGTAGGCCTCACATTTGGAGACATACACCTGATTCTACCTCCCAGCTACTGG      7800 

 7801      GATTTAAGAAAGGCACATACCACCATGTCCAATGTGTATGCTGGTACACATGGTACCTGCACCAACTATATCACTTATGCCTCGAGCACTGTGTGAGGAC      7900 

 7901      CGTGTGAGAATGTGTTTGAGTGTGTTGCATTAGTGATACACAAATACTGTTATCTGGGATTATTACTTAATAGCAGATAGTTATATTAAACCATCACCTA      8000 

 8001      TAGAAGAAACTAAAGTAAAGCCTTTGTAAGACATGACAGCCGAGACGAATACACAGTTTCACTGCATTAAAGTAGTTCTGATATATCTTTTTCCTATGTA      8100 

 8101      GGTATAGAATGACTTGAGCCATTTTGGTGAGGTTGCACTTAAGAAAGGCTTTTGATGGCCTTGTATATTTTTATAGAGAGCTCTAGAAGGAAAGATGGGA      8200 

 8201      TGCTTACTGAAGTTTTCAGGTGACTTGGATGACCAGACCTGTAGAGAAGATTTACACTTCCTTTTCTCAAATCATGGTGAAATAAAATGGGTCGACTTTG      8300 

 8301      CCAGAGGAGCAAAAGAGGTTTGGAAACATTTGTGTCCTTATTAGCAATTGCTTTAAAAGTCTGTAGAATGTTATCTCTTAGAAGAAAAAATTATTTAGAA      8400 

 8401      AGTAGTTGTTTTAAAAACTAGTTGTTATAAAGCATGTTAATTGAAATAGTTCCTAATTAGTCATTTACTTTTGTCTTTGGTCCTTTAATTGGATGTGATG      8500 

 8501      TCTTTTCCCCTCCTTGTCAGATGGGTAATATGCTGACGTTGAAACAAGATTTTGGGAGGAACAGGTCATGAAAATTGAAAATAGAAATAACAGATAGGAA      8600 

 8601      AGGTGTGTGTGGAGGGTAGTAAGAAATTGTCAGACTACAAACTAAAGAGTGAAACATTCATTTTTCTCTTTGATGTGTAGGGAATAATTCTCTTCAAAGA      8700 

 8701      AAAGGCTAAGGAAGCACTTGAGAAAGCCAGAAATGCAAATAATGGTAACCTACTGTTAAGGAACAAAAAGGTGACTTGGAAAGTACTAGAAGGACATGCG      8800 

 8801      GAAAAAGAAGCATTGAAAAAAATCACAGATGATCAGCAAGAATCCCTAAACAAATGGAAGTCAAAAGGAGGGCATGCAGGTGGAAGATTTAAAGGAAGCC      8900 

 8901      ATGTTTTTACAGCAGCCCGCAGATTTAAAGGAAAAGGGAAGGGTAATAGGCCTGGTTATGCTGGGGCACCCAAAGGAAGAGGACAGTTTCATGGAAGGAG      9000 

 9001      GACAAGATTTGATGATGATGATCGTCGTCGTGGTAAGTCTTTACTAATTCCTTTGGGAGCGAAATCTATAGTAAGATACTATTTCTCTGTCTAAGTGATA      9100 

 9101      TTCTTGAATTAGTACCGTCTTCCTTGCTTGTATTGTTTCACAAGTGAGAGGTTGGTTGAAAGATAAATTTAGAGATCAAAGGAAAGACTACTTAAGGAAA      9200 

 9201      GCTTTTCTCCTTGAAGGGAAGATGCATTTTTTTTTTAAGGAGGCTATTACCAATACTTGTAATCGTTATTACTAAAACAGTGCTAACAGTGAATTTAACA      9300 

 9301      AAATTATTTGTTGTAATAGGACCAATGAAAAGAGGAAGAGATGGAAGAGACAGAGAAGAACCCGCATCAAAGCATAAGAAAAGAGAAAATGGTGCTAGAG      9400 

 9401      ACAAGTAGTTTATTTAGTAAGCAGTGTTTTTATTCCTTAGTTAGATTTTAAGCTGCTTTTTGTCTTCAGAAGCTTTTAAAAAGAAAAGCGAATTAGGTCC      9500 

 9501      ACTTCGATGTCACCTGTATAAAGGAAAATTTTGTTTACTTCTTTTGTTGTATCAATCAAGTTTTTAAAATGTATAGTTCTGTTTGTGTTTGGATGATTAA      9600 

 9601      AATATGAGAAGGAAGATTCTTCCTCTTAATTGTCTTTGAATATGAGAATGTATTAGTACAGATTGTAAAATATATACTGTATAAAAATAGCCAATAGTTC      9700 

 9701      TTTCTTCTTTTTATTTCTCTTAAAACGTTTCATAAAGAACTTCAACTAAAATATTAGCTCTTGCGAGTATAAGCCCTTCTTCCCACAGCTAATTTGTCTA      9800 

 9801      ATCTCTCATGCTGACTTTATATTTACCCATTTACCTTGGTAAGAGTGAAATAACCATTACAAAAGCTTTTGAATACTGGATGTACACAGACTACAATTGG      9900 

 9901      AAAACTTACAGATTTCTTTTTATGAAAGTTGTATAATGCTGGTAGATCATATCGAAGCTCTGTTAAAAAAAAAAGCCCGACA                        10000 
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B) Untersuchung der murinen La/SS-B-mRNAs bzw. La/SS-B-cDNAs 
 

5.2 Northern-Blotting 
 

Mittels der Northern-Blot-Technik sollte eine Größenbestimmung der murinen 

La/SS-B-mRNAs erfolgen. Dazu wurde total-RNA aus NIH-3T3-Zellen isoliert (4.24), 

elektrophoretisch aufgetrennt (4.25) und auf eine Trägermembran übertragen (4.25). Der 

spezifische Nachweis der murinen La/SS-B-mRNAs erfolgte durch Hybridisierung mit einer 

Dig-markierten murinen La/SS-B-cDNA-Sonde, die mit dem AK anti-Dig AP-Konjugat (3.13) 

nachgewiesen wurde (4.25). Die Sonde wurde mit den Primern La-Murin-RT-PCR-Vor und 

La-Murin-RT-PCR-Rück (3.20) aus einer cDNA-Vorlage hergestellt, die aus total-RNA von 

NIH-3T3-Zellen mit dem Oligo(dT)-Primer durch RT-PCR erhalten wurde (4.20). Mit diesen 

Primern wurde ein 1285 bp großes PCR-Fragment 

amplifiziert, das nur den codierenden Leserahmen der 

La/SS-B-mRNA enthielt (Exon 2�11). Dadurch konnte die 

Sonde an alle La/SS-B-mRNA-Isoformen binden, da diese 

nur in ihren 5�-UTRs verschieden waren. Eine 

Unterscheidung der La/SS-B-mRNA-Isoformen war jedoch 

nur möglich, wenn dies das Auftrennungsvermögen des 

Northern-Blottings zuließ. Mit einem Dot Blot (4.33) wurde 

die Effizienz der Sondenmarkierung überprüft. Die Detektion 

der murinen La/SS-B-mRNAs ist in Abb. 6 dargestellt. Wie zu 

erkennen war, konnte nur eine einzelne Bande mit einer 

Laufhöhe von ca. 1,8 kb detektiert werden, die mit großer 

Wahrscheinlichkeit ein Gemisch aus den verschiedenen 

murinen La/SS-B-mRNA-Isoformen darstellte.  

 

 

5.3 In situ-Hybridisierung 
 

Durch die Technik der in situ-Hybridisierung (4.33) sollte

bei den murinen La/SS-B-mRNA-Isoformen um fertig gespliss

handelte. Die in situ-Hybridisierung wurde an NIH-3T3-Zellen d

großes Zytoplasma besaßen, wodurch eine zytoplasmatische D

wurde. Außerdem sollten die Zellen eine Konfluenz von weniger

Kern-Zytoplasmaverhältnis zu Gunsten des Zytoplasmas ve

Ausläufer ausbilden konnten. Zur Unterscheidung der drei mur

wurden die Oligo-Sonden so gewählt, dass diese jeweils spezi

 
Abb. 6: Detektion der murinen

La/SS-B-mRNA im Northern-Blot 
A) RNA-Marker (3.15) 

B) La/SS-B-mRNA-Isoformen 
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banden. Die Sonde Ex1a-antisense (3.20) erkannte die splice-Übergangssequenz zwischen 

dem Exon 1a und 2 und detektierte somit die Exon 1a-mRNA-Isoform. Die Sonde 

Ex1b-antisense (3.20) sollte in der Sequenz der 27 Nukleotiden binden, um die das Exon 1b im 

Vergleich zum Exon 1a verlängert war, und detektierte somit die Exon 1b-mRNA-Isoform. Die 

Sonde Ex1c-antisense (3.20) band an ein Sequenzstück des Exon 1c und detektierte somit die 

Exon 1c-mRNA-Isoform. Um unspezifische Bindungen auszuschließen, wurden als Kontrollen 

die Sonden Ex1a-sense, Ex1b-sense und Ex1c-sense hergestellt, die nicht binden sollten. Des 

weiteren wurden Zellen nur mit dem Nachweisreagenz behandelt, um unspezifische Reaktionen 

bei der Nachweisfärbung auszuschließen. Alle Sonden wurden Dig-markiert (4.33), so dass sie 

nach Bindung an ihre spezifische mRNA-Sequenz mit dem AK anti-Dig AP-Konjugat (3.13) im 

NBT-X-Phosphat-System (4.33) nachgewiesen werden konnten. Mittels eines Dot Blots (4.33) 

wurde die Effizienz der Sondenmarkierung überprüft. In Abb. 7 ist die lichtmikroskopische 

Auswertung der in situ-Hybridisierung dargestellt.  
 

 
 Abb. 7: In situ-Hybridisierung der murinen La/SS-B-mRNA-Isoformen an 

NIH-3T3-Zellen 
Die Zellen wurden bei 400x Vergrößerung dokumentiert.  



5 Ergebnisse 

 

67 

 

Mit allen antisense-Sonden konnten die jeweiligen murinen La/SS-B-mRNA-Isoformen 

im Zytoplasma detektiert werden. Damit stellten die murinen La/SS-B-mRNA-Isoformen fertig 

gesplissene, zytoplasmatische mRNAs dar. Mit den sense-Sonden konnten keine mRNAs 

detektiert werden. Ebenso war keine Färbung der Negativ-Kontrolle zu erkennen, die nur mit 

Nachweisreagenz behandelt worden war. 

 

 

5.4 Expressionsanalyse der mRNA-Isoformen 
 

In diesem Versuch sollte die Expression der drei murinen La/SS-B-mRNA-Isoformen in 

verschiedenen Geweben von Balb/c-Mäusen (3.18), Balb/c-Mausembryonen (3.18), murinen 

Zellkulturen (3.8) und murinen Primärzellen (3.8) mit der RT-PCR-Technik (4.20) untersucht 

werden. Von Interesse war hierbei, ob eine gewebe- bzw. zellspezifische Expression 

festzustellen war. Daher musste bei dieser Methode gewährleistet sein, dass sich die drei 

murinen La/SS-B-mRNA-Isoformen eindeutig voneinander unterscheiden ließen.  

Um bei Zellkulturen eine mögliche proliferationsabhängige Expression feststellen zu 

können, wurden die Zellen so ausgesät, dass diese zum Zeitpunkt der RNA-Präparation eine 

Konfluenz von mehr als 80% bzw. weniger als 50% besaßen oder im undifferenzierten bzw. 

differenzierten Stadium vorlagen. Zur Differenzierung waren zwei der verwendeten Zelllinien 

befähigt, die C2C12-Myoblasten und die PCC7-Mz1-Zellen. Während sich die C2C12-Zellen 

nach einigen Tagen von selbst zu Muskelgewebe differenzierten, benötigten die 

PCC7-Mz1-Stammzellen zur Differenzierung zu neuronalen Zellderivaten des PNS (BERGER 

et al., 1997) 0,1 µM all-trans-Retinsäure (RA) und 1 mM dibutyryl-cAMP (dbcAMP) als Zusatz 

zum Kulturmedium. Undifferenzierte bzw. differenzierte PCC7-Mz1- und C2C12-Zellen wurden 

zur Verfügung gestellt (3.8). 

Aus den murinen Zellmaterialien wurde total-RNA isoliert (4.24) und diese durch reverse 

Transkription (4.20) in cDNA umgeschrieben. Dies erfolgte mit dem nach stromaufwärts 

gerichteten Oligo(dT)-Primer (3.20), dessen Poly(dT)-Sequenz homolog zum Poly(A)-Trakt von 

eukaryontischen mRNAs war. Dadurch wurden alle mRNAs in cDNA umgeschrieben, die einen 

Poly(A)-Trakt besaßen. Bei der anschließenden PCR (4.18) wurde größtenteils der 5�-Bereich 

der cDNAs, der sich zwischen den drei mRNA-Isoformen unterschied, durch spezifische 

La/SS-B-mRNA-Isoform-Primer amplifiziert. Die Primer wurden so gewählt, dass die 

amplifizierten PCR-Fragemente eine Größe zwischen 350 und 400 bp basaßen, was die 

Auftrennung eng zusammenliegender Banden bei der DNA-Agarosegel-Analyse (4.9) unter 

Verwendung eines 2%igen LMP-Agarosegels (4.9.1) begünstigte. 

Für jede La/SS-B-mRNA-Isoform sollte ein eigenes Primerpaar konstruiert werden. Für 

die Exon 1a-und Exon 1c-Isoform war dies möglich, nicht jedoch für die Exon 1b-Form, da der 

Vorwärtsprimer in der 27 bp langen Sequenz hätte liegen müssen, um die das Exon 1b im 

Vergleich zum Exon 1a verlängert war. Diese Sequenz bot dafür aber keine optimalen 
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Voraussetzungen. Daher wurde das Primerpaar, das zur Detektion der Exon 1a-Isoform diente, 

auch zur Detektion der Exon 1b-Isoform genutzt. Somit wurden die Exon 1a- und 

Exon 1b-Isoform gleichzeitig in einem PCR-Ansatz nachgewiesen. Die Unterscheidung dieser 

beiden Isoformen erfolgte im Agarosegel durch den Laufunterschied von 27 bp. 

Zur Detektion der Exon 1a-Form bzw. Exon 1b-Isoform wurden zwei Primerpaare 

konstruiert (1. Primerpaar: La-mRNA-F1 und La-mRNA-R1; 2. Primerpaar: La-mRNA-F2 und 

La-mRNA-R1), um die Nachweischancen zu erhöhen, da mit beiden Primerpaaren bei 

veschiedenen Geweben bzw. Zellkulturen die Effizienz der cDNA-Amplifikation unterschiedlich 

war. Die mit dem 1. Primerpaar La-mRNA-F1 und La-mRNA-R1 (3.20) amplifizierte 

Exon 1a-Form besaß eine Größe von 376 bp, die Exon 1b-Form eine Größe von 398 bp. Die 

mit dem 2. Primerpaar La-mRNA-F2 und La-mRNA-R1 (3.20) amplifizierte Exon 1a-Form 

besaß eine Größe von 349 bp, die Exon 1b-Form eine Größe von 371 bp. 

Wenn im Agarosegel zwei Banden detektiert werden konnten, so bedeutete dies, dass 

sowohl die Exon 1a- als auch die Exon 1b-Isoform exprimiert wurden. War auf dem Agarosegel 

dagegen nur eine Bande zu erkennen, so musste festgestellt werden, um welche Isoform es 

sich dabei handelte. Dazu wurde die cDNA aus dem Agarosegel eluiert (4.12), durch 

T/A-Klonierung (4.14.2) in den PCR-Klonierungsvektor pGEM-T (3.10) einkloniert und mit den 

Standard-Primern T7, SP6 und/oder T3 (3.20) sequenziert (4.17).  

Mit den beiden Primern La-mRNA-F3 und La-mRNA-R1 (3.20) wurde die 

Exon 1c-Isoform in einem eigenen PCR-Ansatz amplifiziert. Die mit dieser Primerkombination 

amplifizierte cDNA besaß eine Größe von 362 bp. 

Um festzustellen, ob die PCR unter den gewählten Bedingungen erfolgreich sein konnte 

und um eine Degradation der total-RNA auszuschließen, wurden für jedes Gewebe bzw. 

Zellkulturen als Positiv-Kontrollen PCR-Fragmente mit zwei unterschiedlichen Primerpaaren 

amplifiziert. Zum einen wurde mit den Primern GAPDH-Vor und GAPDH-Rück (3.20) ein 

Bereich der Glycerinaldehyd-3-phosphatdehydrogenase (GAPDH) amplifiziert. Dieses 

PCR-Fragment besaß eine Größe von ca. 500 bp und sollte immer in allen Geweben bzw. 

Zellkulturen detektierbar sein, da es sich bei der GAPDH um ein essentielles, permanent 

exprimiertes Haushaltsgen handelte, das eine wichtige Funktion in der Glycolyse ausübte.  

Außerdem wurde mit den Primern La-Murin-RT-PCR-Vor und La-Murin-RT-PCR-Rück 

(3.20) ein PCR-Fragment von La/SS-B amplifiziert, das nur den codierenden Leserahmen 

(Exon 2�11) enthielt. Dieses PCR-Fragment besaß eine Größe von 1285 bp. Da mit dieser 

Primerkombination keine Isoform-spezifischen PCR-Produkte amplifiziert wurden, konnte mit 

dieser RT-PCR festgestellt werden, ob eine generelle La/SS-B-mRNA-Expression stattfand. 

Die Agarosegele zur Analyse der PCR-Fragmente aus verschiedenen Mausgeweben 

und Mausembryonen sind in Abb. 8 dargestellt. In Abb. 9 finden sich die Agarosegele zur 

Analyse der PCR-Fragmente aus murinen Zellkulturen und Primärzellen mit einer Konfluenz 

von >80% bzw. <50% oder im undifferenzierten bzw. differenzierten Stadium.  

Für die Abb. 8 und 9 galt folgende Auftragungsreihenfolge: In Laufspur (A) wurden die 
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PCR-Produkte des Primerpaares GAPDH-Vor und GAPDH-Rück und in Laufspur (B) die 

PCR-Produkte des Primerpaares La-Murin-RT-PCR-Vor und La-Murin-RT-PCR-Rück 

aufgetragen. In Laufspur (C) fanden sich die PCR-Produkte des Primerpaares La-mRNA-F1 

und La-mRNA-R1 und in Laufspur (D) die PCR-Produkte des Primerpaares La-mRNA-F2 und 

La-mRNA-R1. In Laufspur (E) waren die PCR-Produkte des Primerpaares La-mRNA-F3 und 

La-mRNA-R1 enthalten. Als Marker wurde immer der GeneRuler DNA Ladder (3.14) 

verwendet.  

Wie in Abb. 8 und 9 zu erkennen war, konnte in Laufspur (A) die spezifische 

GAPDH-Bande mit einer Laufhöhe von ca. 500 bp und in Laufspur (B) die PCR-Fragmente der 

La/SS-B-Kontrolle (Exon 2�11) mit einer Laufhöhe von ca. 1300 bp bei allen untersuchten 

Proben detektiert werden. Dies zeigte, dass die Durchführung der Versuche unter den 

gewählten Bedingungen möglich war und dass immer wenigstens eine La/SS-B-mRNA-Isoform 

exprimiert worden war, was der Beschreibung von La/SS-B als Haushaltsgen entsprach. 

In Laufspur (C) konnte bis auf Lebergewebe bei allen Proben eine Einzelbande mit einer 

Laufhöhe von ca. 400 bp detektiert werden. Bei NIH-3T3-Zellen (<50% konfluent) und 

P388D1-Makrophagen (<50% konfluent) traten zwei eng zusammenliegende Banden auf. 

 

 

 

 

Abb. 8: Nachweis der murinen La/SS-B-mRNA-Isoformen in adulten und 

fetalen Geweben  
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Abb. 9: Nachweis der murinen La/SS-B-mRNA-Isoformen in Zellkultur-

und Primärzellen durch RT-PCR 
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In Laufspur (D) wurde mit Ausnahme des Lebergewebes bei allen Proben eine Bande 

bei einer Laufhöhe von ca. 400 bp detektiert. Bei PCC7-Mz1-Nervenzellen (undifferenziert), 

NIH-3T3-Zellen (<50% konfluent), Swiss-3T3-Zellen (<50% konfluent), P388D1-Makrophagen 

(<50% konfluent) und Myelomzellen trat zusätzlich eine zweite Bande auf. 

Da in Laufspur (C) und (D) die gleichen mRNA-Isoformen amplifiziert wurden, stellte das 

ungleiche Auftreten der Doppelbanden zunächst einen Widerspruch dar. Eine wahrscheinliche 

Erklärung war, dass mit dem 1. Primerpaar La-mRNA-F1 und La-mRNA-R1 (Laufspur (C)) die 

cDNAs zu stark amplifiziert wurden, um zwei einzelne Banden unterscheiden zu können. Dies 

war dagegen mit dem 2. Primerpaar möglich (Laufspur (D)). 

Durch Sequenzierungen wurde festgestellt, dass es sich in Laufspur (C) bzw. (D) bei 

Einzelbanden und bei der unteren cDNA-Bande von Doppelbanden um die 

Exon 1a-mRNA-Isoform handelte. Somit stellte die obere cDNA-Bande die 

Exon 1b-mRNA-Isoform dar.  

In Laufspur (E) konnte mit Ausnahme des Leber- und Testisgewebes bei allen Proben 

die Exon 1c-mRNA-Isoform-Bande mit einer Laufhöhe von ca. 360 bp detektiert werden.  

Die erhaltenen Ergebnisse ließen sich kurz wie folgt zusammenfassen: Mit Ausnahme 

des Leber- und Testisgewebes wurden in allen untersuchten Proben die Exon 1a- und 

Exon 1c-mRNA-Isoform des murinen La/SS-B exprimiert. PCC7-Mz1-Nervenzellen 

(undifferenziert), NIH-3T3-Zellen (<50% konfluent), Swiss-3T3-Zellen (<50% konfluent), 

P388D1-Makrophagen (<50% konfluent) und Myelomzellen exprimierten zusätzlich die 

Exon 1b-mRNA-Isoform. 

 

 

5.5 Translationsanalyse der mRNA-Isoformen 
 

Da es sich bei den drei alternativen mRNA-Isoformen des murinen La/SS-B um 

vollständig gesplissene, zytoplasmatische mRNAs handelte (5.3), die größtenteils ubiquitär 

exprimiert wurden (5.4), stellte sich hier die Frage nach ihrer Funktion. Wurden die alternativen 

Isoformen für die Synthese von funktionellem La/SS-B-Protein genutzt oder handelte es sich 

um eine Art regulatorische und, zumindest auf der Ebene der Translation, nicht-funktionelle 

mRNAs? Wenn alle alternativen mRNA-Isoformen funktionelles La/SS-B-Protein lieferten, in 

welchem Ausmaß erfolgte dann die Translation? Im Folgenden sollte untersucht werden, ob 

alle mRNA-Isoformen gut translatierbar waren und ob es zwischen diesen Unterschiede in der 

Translationseffizienz gab. Die Überprüfung der Translatierbarkeit erfolgte durch transiente 

Transfektionen (4.31), die Quantifizierung der translatierten La/SS-B-Proteine durch 

in vitro-Transkription/-Translation (4.46).  
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5.5.1 Klonierung der eukaryontischen Expressionsvektoren 
 

Zur Translationsanalyse mussten zunächst die drei La/SS-B-mRNA-Isoformen als 

möglichst vollständige cDNAs aus total-RNA durch RT-PCR hergestellt und in den 

eukaryontischen Expressionsvektor pcDNA3 (3.10) kloniert werden. In diesem Vektor wurde die 

Transkription der einklonierten cDNA durch den viralen CMV-Promotor angetrieben.  

Um alle La/SS-B-mRNA-Isoformen durch RT-PCR zu erhalten, wurden die 

NIH-3T3-Zellen so ausgesät, dass diese zum Zeitpunkt der RNA-Präparation eine Konfluenz 

von weniger als 50% besaßen. Die reverse Transkription erfolgte mit dem nach stromaufwärts 

gerichteten Oligo(dT)-Primer (3.20), wodurch alle mRNAs in cDNA umgeschrieben wurden, die 

einen Poly(A)-Trakt besaßen. Bei der sich anschließenden PCR wurden die verschiedenen 

Isoformen durch La/SS-B-Isoform-spezifische Primer amplifiziert. Dabei musste gewährleistet 

sein, dass sich die murinen La/SS-B-mRNA-Isoformen eindeutig voneinander unterscheiden 

ließen. Die Primer für die RT-PCR wurden so gewählt, dass bei allen mRNA-Isoformen 

möglichst viele Basen der 5�-Bereiche und des 3�-Bereichs amplifiziert wurden.  

Daher konnten nicht für alle drei mRNA-Isoformen verschiedene Primerpaare 

konstruiert werden, sondern nur zwei. Mit dem ersten Primerpaar Iso-Ex1a/b-Vor und 

Iso-Ex11-Rück (3.20) wurden die beiden alternativen cDNA-Isoformen mit dem Exon 1a bzw. 

Exon 1b im gleichen PCR-Ansatz amplifiziert. Die Exon 1a-cDNA besaß eine Größe von 

1456 bp, die Exon 1b-cDNA 1483 bp. Diese beiden Isoformen unterschieden sich nur in ihrer 

Große, und zwar um die 27 Nukleotide, um die das Exon 1b im Vergleich zum Exon 1a 

verlängert war. Bei der Analyse dieser PCR-Fragmente im Agarosegel reichte der 

Laufunterschied von 27 bp bei einer Gesamtgröße von ca. 1500 bp zwischen den 

cDNA-Isoformen Exon 1a und Exon 1b nicht aus, um beide Bande getrennt darstellen zu 

können. Selbst bei der Verwendung eines 1%igen LMP-Agarosegels konnten die eng 

zusammenliegenden Banden nicht scharf voneinander getrennt werden. Somit war eine 

Unterscheidung dieser beiden cDNA-Varianten nur durch Sequenzierung möglich. Dazu wurde 

die Bande, die sowohl die Exon 1a- als auch die Exon 1b-Isoform enthielt, aus dem Agarosegel 

eluiert (4.12) und durch T/A-Klonierung (4.14.2) in den PCR-Klonierungsvektor pGEM-T (3.10) 

einkloniert. Mehrere Klone wurden mit den Standard-Primern T7, SP6 und/oder T3 (3.20) so 

lange sequenziert (4.17), bis ein Exon 1a- und ein Exon 1b-cDNA-Klon gefunden wurde.  

Mit dem zweiten Primerpaar Iso-Ex1c-Vor (3.20) und Iso-Ex11-Rück (3.20) wurde die 

Exon 1c-Variante in einem eigenen PCR-Ansatz amplifiziert. Die Exon 1c-cDNA besaß eine 

Größe von 1474 bp. Diese Exon 1c-cDNA entsprach der Sequenz, die von TOPFER et al. 

(1993) gefunden wurde. Eine Exon 1c-cDNA, die im Vergleich zur Exon 1c-cDNA von TOPFER 

et al. (1993) an ihrem 5�-Bereich um 146 bp verlängert war (MARRA et al., 1996; 

unveröffentlicht; GenBank accession No AA798418), konnte nicht erhalten werden. Die eluierte 

cDNA-Bande wurde durch T/A-Klonierung in den Vektor pGEM-T einkloniert.  

Als Positiv-Kontrolle wurde mit den Primern La-Murin-RT-PCR-Vor und 
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La-Murin-RT-PCR-Rück (3.20) ein PCR-Fragment des La/SS-B amplifiziert, das am 5�-Ende mit 

dem Start-AUG im Exon 2 begann und am 3�-Ende mit dem Stop-Codon endete und somit nur 

den codierenden Leserahmen enthielt. Somit konnte die Translation nicht durch 

Exon 1-spezifische 5�-Strukturen beeinflusst werden. Die cDNA wurde durch T/A-Klonierung in 

den Vektor pGEM-T (3.10) einkloniert.  

Für die weitere Klonierung dieser vier cDNAs in den eukaryontischen Expressionsvektor 

pcDNA3 (3.10) besaßen alle verwendeten Vorwärtsprimer an ihrem 5�-Ende artifizielle 

EcoR I-Restriktionsschnittstellen und alle Rückwärtsprimer an ihrem 3�-Ende artifizielle 

Not I-Restriktionsschnittstellen. Dadurch konnten alle cDNAs durch einen Restriktionsverdau 

(4.13) mit den Enzymen EcoR I und Not I (3.4) aus dem PCR-Klonierungsvektor pGEM-T 

herausgeschnitten und in den Vektor pcDNA3 einkloniert werden, der ebenfalls mit den 

Enzymen EcoR I und Not I verdaut wurde. Die durch diese Klonierung entstandenen Konstrukte 

wurden wie folgt bezeichnet: pcDNA3-Maus-La-Ex1a, pcDNA3-Maus-La-Ex1b, 

pcDNA3-Maus-La-Ex1c und pcDNA3-La-Murin (Exon 2-11).  

Nach Abschluß der Klonierungen wurden alle Bereiche, die durch PCR amplifiziert 

worden waren, sowie die Klonierungsschnittstellen und Übergänge vom Vektor zur cDNA durch 

Sequenzierung (4.17) auf Mutationen oder Klonierungsartefakte hin untersucht. 

 

 

5.5.2 Transiente Transfektion 
 

Die Translationsfähigkeit der drei murinen La/SS-B-cDNA-Isoformen (5.5.1) wurde mit 

der Technik der transienten Transfektion untersucht. Die Expressionsanalyse wurde in der 

humanen Zelllinien HeLa (3.8) durchgeführt. Das Zellsystem musste die Voraussetzung 

erfüllen, dass das durch die hineintransfizierten cDNAs exprimierte murine La/SS-B-Protein 

vom endogenen, humanen La/SS-B-Protein im Immuno-Blot unterscheidbar war. 

Für die Untersuchung der Expression im Immuno-Blot wurden humane HeLa-Zellen 

(3.8) mit den Vektoren, die unter 5.5.1 kloniert worden waren (pcDNA3-La-Murin (Exon 2-11), 

pcDNA3-Maus-La-Ex1a, pcDNA3-Maus-La-Ex1b und pcDNA3-Maus-La-Ex1c) transient 

transfiziert (4.31). Dabei diente das Konstrukt pcDNA3-La-Murin (Exon 2-11) als 

Positiv-Kontrolle. Zusätzlich wurde als Negativ-Kontrolle der Vektor pcDNA3 transfiziert. Von 

den Zellen wurden Zellextrakte hergestellt (4.29), in einem 10 %igen SDS-Gel durch 

Elektrophorese (4.38) aufgetrennt und durch das Western-Blotting auf eine Trägermembran 

übertragen (4.40). Die Probenvolumina betrugen jeweils 20 µl. Für die Detektion der 

La/SS-B-Proteine wurde der Immuno-Blot mit dem primären mAK 5B9 (3.12) und dem 

AP-markierten Sekundär-AK anti-Maus-IgG (3.13) im NBT-X-Phosphat-System (4.42) gefärbt. 

Kreuzreaktivitäten zwischen den AK konnten ausgeschlossen werden, wie Laborerfahrungen 

gezeigt hatten. Der mAK 5B9 reagierte gleichermaßen mit murinem und humanem 

La/SS-B-Protein (DRATHEN, 1997). Der Immuno-Blot ist in Abb. 10 dargestellt.  
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In allen fünf Laufspuren war jeweils die endogen
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5) pcDNA3-Maus-La-Ex 1c 
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Proteine aus dem Reticulozyten-Extrakt durch die Immundepletion entfernt werden. Die 

in vitro-Transkription/-Translation bestätigte die aus der transienten Transfektion (5.5.2) 

erhaltenen Ergebnisse, dass es sich bei allen drei La/SS-B-cDNA-Isoformen um exprimierbare, 

funktionelle cDNAs handelte. 
 

 
 

Zur Quantifizierung wurden die La/SS-B-Protein-Banden mit dem Programm Molecular 

Analyst (3.17) ausgewertet. Die Banden wurden durch einen Rahmen eingegrenzt und die 

Intensität der Schwärzung innerhalb des Rahmens im Vergleich zum Hintergrund des Blots 

berechnet. Die grafische Darstellung dieser Auswertung ist in Abb. 12 dargestellt. 
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Abb. 11: Immuno-Blot zur Untersuchung der drei 

murinen 5’-cDNA-Isoformen auf deren 

Expression in der in vitro-Transkription und in 

vitro-Translation 
Als Marker wurde der LMW-Marker (3.16) verwendet. 

1) pcDNA3-Vektor 

2) pcDNA3-La-Murin (Exon 2-Exon 11) 

3) pcDNA3-Maus-La-Ex 1a 

4) pcDNA3-Maus-La-Ex 1b 

5) pcDNA3-Maus-La-Ex 1c 
Abb. 12: Grafische Darstellung der densitometrischen Auswertung der murinen 

La/SS-B-Proteinbanden 
Die ermittelten OD-Werte sind in Prozent der Kontrolle (pcDNA3; Laufspur 1) dargestellt.  
 



5 Ergebnisse 

 

78 

Anhand der ermittelten OD-Werte konnte festgestellt werden, dass alle in vitro 

transkribierten La/SS-B-mRNAs annähernd mit gleicher Effizienz translatiert wurden. Die 

Konstrukte pcDNA3-La-Murin (Exon 2-11) und pcDNA3-Maus-La-Ex1a wurden fast gleich gut 

translatiert. Die Konstrukte pcDNA3-Maus-La-Ex1b und pcDNA3-Maus-La-Ex1c wurden etwas 

schwächer translatiert. Größere Differenzen in der Expression konnten allerdings nicht 

festgestellt werden. 

 

 

5.6 Lokalisationsanalyse des murinen La/SS-B-Proteins bei transienter Überexpression 
 

Das La/SS-B-Protein wird heute in der Literatur weitgehend als nukleäres Protein 

beschrieben (BACHMANN et al., 1986a). Von GRÖLZ und BACHMANN (1997e) war für das 

humane La/SS-B-Protein gezeigt worden, dass es zu einer Translokation vom Kern in das 

Zytoplasma kommen konnte, wenn es in NIH-3T3-Zellen von der alternativen Exon 1�-cDNA 

überexprimiert wurde. Dagegen zeigten Zellen, transfiziert mit der klassischen Exon 1-cDNA, 

auch bei Überexpression weiterhin die nukleäre La/SS-B-Protein-Lokalisation. 

Daher stellte sich die Frage, ob für das murine La/SS-B-Protein, wenn es von einer 

bestimmten murinen La/SS-B-cDNA-Isoform translatiert wurde, ebenfalls eine zytoplasmatische 

Proteinlokalisiation festgestellt werden konnte.  

Um dies zu untersuchen, wurden die unter 5.5.1 hergestellten cDNA-Konstrukte 

pcDNA3-Maus-La-Ex1a, pcDNA3-Maus-La-Ex1b und pcDNA3-Maus-La-Ex1c in 

NIH-3T3-Zellen transient transfiziert (4.31). Eine mögliche zytoplasmatische Detektion des 

murinen La/SS-B-Proteins wurde durch das große Zytoplasma der dieser Zellen begünstigt.  

Um auszuschließen, dass NIH-3T3-Zellen von sich aus eine zytoplasmatische 

La/SS-B-Protein-Lokalisation aufwiesen oder dass eine Translokation des La/SS-B-Proteins 

vom Kern in das Zytoplasma infolge der Transfektion stattfand, wurde als Negativ-Kontrolle der 

Vektor pcDNA3 transfiziert. Um auszuschließen, ob eine veränderte Lokalisation auf Grund der 

Transfektion erfolgte, die nicht auf eine bestimmte cDNA-Isoform zurückzuführen war, wurde 

das Konstrukt pcDNA3-La-Murin (Exon 2-11) transfiziert.  

Zur Detektion der Translationprodukte wurde der mAK 5B9 verwendet, mit dem 

allerdings das endogene, murine La/SS-B-Protein nicht von dem überexprimierten Protein 

unterschieden werden konnte. Transfizierte Zellen ließen sich von nicht-transfizierten nur 

dadurch unterscheiden, dass einige Zellen infolge der Transfektion vergrößert waren.  

Damit überprüft werden konnte, ob die Transfektion unter den gewählten Bedingungen 

erfolgreich verlaufen war, wurde als Positiv-Kontrolle das Konstrukt pCI-La-Voll-dHis (3.10) 

transfiziert. Der darin enthaltene Leserahmen codierte für das humane La/SS-B-Protein. Dieses 

konnte mittels des La/SS-B-spezifischen mAK SW5 (3.12) eindeutig vom endogenen, murinen 

La/SS-B-Protein unterschieden werden, da der mAK SW5 nur humanes La/SS-B-Protein 

detektierte, nicht aber murines.  
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30 h nach Beginn der Transfektion wurden die Zellen in Methanol/EGTA fixiert (4.32), 

die Translationsprodukte immunzytochemisch mit den mAK 5B9 bzw. SW5 (3.12) und einem 

mit dem Fluoreszenzfarbstoff Cy3 markierten anti-Maus-AK (3.13) nachgewiesen und durch 

Epifluoreszenz-Mikroskopie (4.34) analysiert. Laborerfahrungen zufolge konnten 

Kreuzreaktivitäten zwischen den AK ausgeschlossen werden. Die Immunfluoreszenzfärbungen 

sind in Abb. 13 dargestellt.  

Die Immunfärbung in Bild (F) der Abb. 13 zeigte, dass die Transfektion unter den 

gewählten Bedingungen erfolgreich verlaufen war, da das humane La/SS-B-Protein im Zellkern 

detektiert werden konnte. Eine zytoplasmatische Translokation des endogenen, murinen 

La/SS-B-Proteins infolge der Transfektion konnte nicht festgestellt werden (Abb. 13: Bild (A)). 

Wie die Bilder (B) bis (E) der Abb. 13 zeigten, konnte in allen Zellen das murine 

La/SS-B-Protein mit der typischen, nukleären Lokalisation nachgewiesen werden. Infolge der 

Transfektion vergrößerte Zellen waren nur teilweise zu erkennen (Abb. 13).  

 

 
 

 

 

 

 

Abb. 13: Immunzytochemische Fluoreszenzfärbung von La/SS-B nach transienter 

Transfektion der murinen 5’-cDNA-Isoformen in NIH-3T3-Zellen 
A) pcDNA3-Vektor;  B) pcDNA3-La-Murin (Exon 2-11) ;  C) pcDNA3-Maus-La-Ex 1°; 

D) pcDNA3-Maus-La-Ex 1b;  E) pcDNA3-Maus-La-Ex 1c;  F) pCI-La-Voll-dHis 

Detektion mit dem mAK 5B9: A), B), C), D), E);  Detektion mit dem mAK SW5: F) 

Die Zellen wurden bei 400x Vergrößerung dokumentiert. 
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5.7 Untersuchung der mRNA-Isoformen auf das Vorkommen einer IRES 
 

Zum eindeutigen Nachweis einer möglichen internen Ribosomen-Eintrittsstelle (IRES) in 

cDNAs war nur der dicistronen-Test anerkannt. Hierbei wurden zwei exprimierbare, funktionelle 

cDNAs mit einem Initiator- und einem Stop-Codon hintereinander gesetzt. Nach der 

Transkription entstand eine dicistrone mRNA, bei der zwei vollständige Leserahmen (Cistrons) 

hintereinander auf einer mRNA lagen. Nach dem scanning-Model band die 40S-Untereinheit 

des Ribosoms an die 5´-Kappe der dicistronen mRNA, lief bis zum ersten geeigneten 

Start-AUG, verband sich dort mit der 60S-Untereinheit und translatierte den ersten 

Leserahmen. Am Stop-Codon des ersten Leserahmens wurde die Translation unterbrochen, 

und das Ribosom zerfiel wieder in seine Untereinheiten. Zu einer internen Initiation am 

Start-AUG des zweiten Leserahmens konnte es bei eukaryontischen Zellen nicht mehr 

kommen, es sei denn, der zweite Leserahmen enthielt IRES-Elemente (SARNOW et al., 1995). 

 

 

5.7.1 Klonierung der dicistronen Konstrukte 
 

Zur Untersuchung einer möglichen internen Initiation am Start-AUG im Exon 2 der 

murinen La/SS-B-cDNA-Isoformen sollten für die Transfektion in humane HeLa-Zellen 

geeignete dicistrone Vektoren mit den verschiedenen 5�-UTRs der murinen La/SS-B-cDNAs 

hergestellt werden. Als funktionelle, dicistrone cDNAs wurden Konstrukte, bestehend aus dem 

Leserahmen der bakteriellen Chloramphenicol-Acetyltransferase (CAT) (GORMAN et al., 1982) 

und dem Leserahmen der murinen La/SS-B-cDNAs mit den verschiedenen 5�-UTRs angestrebt. 

Der CAT-Leserahmen sollte als eigenständiger, offener Leserahmen vor dem offenen 

Leserahmen der jeweiligen murinen La/SS-B-cDNA-Isoformen kloniert werden. 

Grundlage dieser Klonierungen bildeten die unter 5.5.1 hergestellten Konstrukte 

pcDNA3-Maus-La-Ex1a, pcDNA3-Maus-La-Ex1b und pcDNA3-Maus-La-Ex1c. Die Primer für 

die PCR der La/SS-B-cDNA-Isoformen (5.5.1) waren so gewählt worden, dass möglichst viele 

Basen der unterschiedlichen 5�-Bereiche und des 3�-Bereichs amplifiziert wurden, da eventuell 

vorhandene IRES-Elemente sowohl im 5�- als auch im 3�-Bereich lokalisiert sein konnten. Die 

genaue Position ist bis heute jedoch nicht geklärt. Zur Herstellung der CAT-Konstrukte wurden 

die unter 5.5.1 hergestellten Konstrukte mit den Restriktionsenzymen EcoR I und Not I verdaut. 

Alle zur Herstellung der pcDNA3-Konstrukte verwendeten Vorwärtsprimer besaßen an ihrem 

5�-Ende artifizielle EcoR I-Restriktionsschnittstellen und alle Rückwärtsprimer an ihrem 3�-Ende 

artifizielle Not I-Restriktionsschnittstellen. Die herausgeschnittenen cDNAs wurden in den 

Vektor pCI einkloniert, der mit den Enzymen EcoR I und Not I verdaut worden war. Die 

entstanden Konstrukte erhielten die Bezeichnungen pCI-Ex1a-Maus-La, pCI-Ex1b-Maus-La 

und pCI-Ex1c-Maus-La (Abb. 14). 
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Abb. 14: Klonierungsschema der murinen dicistronen CAT-La/SS-B-cDNA-Konstrukte
 

Grundlage zur Herstellung eines Kontrollkonstrukts war der Klon pcDNA3-La-Murin 

on 2-11) (5.5.1), dessen La/SS-B-Insert mit dem Start-AUG im Exon 2 begann und am 

nde mit dem Stop-Codon endete und somit nur den codierenden Leserahmen ohne die 

rnativen 5�-Anfänge enthielt. Das Konstrukt pcDNA3-La-Murin (Exon 2-11) wurde mit den 

triktionsenzymen EcoR I und Not I verdaut, da dies die unter 5.5.1 verwendeten Primer auf 

nd der artifiziellen Restriktionsschnittstellen zuließen. Die herausgeschnittene cDNA wurden 

en Vektor pCI einkloniert, der mit den Enzymen EcoR I und Not I verdaut worden war, 

ei das Konstrukt pCI-La-Murin (Exon 2-11) (Abb. 14) entstand.  

Als Ausgangskonstrukt für die Herstellung des CAT-Leserahmens diente der Vektor 

-Basic (3.10). Die PCR (4.18) zur Amplifizierung der CAT-cDNA wurde mit den Primern 

-Vor und CAT-Rück (3.20) durchgeführt. Die amplifizierte CAT-cDNA besaß eine Größe 

 648 bp. Die Primer wurden so gewählt, dass die CAT-cDNA mit dem Start-AUG begann 

 mit dem Stop-Codon endete. Die CAT-cDNA wurde durch T/A-Klonierung in den 

-Klonierungsvektor pGEM-T (3.10) einkloniert. Der CAT-Vorwärtsprimer besaß an seinem 

nde eine artifizielle Nhe I-Restriktionsschnittstelle und der CAT-Rückwärtsprimer eine 

izielle Xho I-Restriktionsschnittstelle. Dadurch konnte die CAT-cDNA mit diesen beiden 

ymen herausgeschnitten und in die zuvor hergestellten pCI-Konstrukte einkloniert werden, 

ebenfalls mit den Restriktionsenzymen Nhe I und Xho I verdaut worden waren. Die Nhe I- 

 Xho I-Restriktionsschnittstellen waren im Vektor pCI so gelegen, dass die CAT-cDNA vor 
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den verschiedenen La/SS-B-cDNAs kloniert werden konnte (Abb. 14).  

Zusätzlich sollte ein pCI-Konstrukt kloniert werden, das nur den CAT-Leserahmen 

enthielt. Dazu wurde der Vektor pCI mit den Restriktionsenzymen Nhe I und Xho I verdaut und 

die CAT-cDNA einkloniert, die ebenfalls mit den Restriktionsenzymen Nhe I und Xho I verdaut 

worden war. Das dabei entstandene Konstrukt erhielt die Bezeichnung pCI-CAT. 

Am Ende der Klonierungen standen folgende Konstrukte zur transienten Transfektion in 

HeLa-Zellen (5.7.2) zur Verfügung: pCI-CAT-Ex1a-Maus-La, pCI-CAT-Ex1b-Maus-La, 

pCI-CAT-Ex1c-Maus-La, pCI-CAT-La-Murin (Exon 2-11) und pCI-CAT.  

Nach Abschluß der Klonierungen wurden alle Bereiche, die durch PCR amplifiziert 

worden waren, sowie die Klonierungsschnittstellen und Übergänge vom Vektor zur cDNA durch 

Sequenzierung (4.17) auf Mutationen oder Klonierungsartefakte hin untersucht. 

 

 

5.7.2 Transiente Transfektion und Immuno-Blotting 
 

Als Modellsystem zur Untersuchung einer möglichen internen Initiation der Translation 

der drei murinen La/SS-B-cDNA-Isoformen diente die humane Zelllinie HeLa (3.8). Dabei 

musste die Voraussetzung erfüllt sein, dass eine Unterscheidung des endogenen, humanen 

La/SS-B-Proteins und des eventuell durch eine interne Initiation translatierten murinen 

La/SS-B-Proteins möglich war. Für die Untersuchung des murinen La/SS-B-Proteins im 

Immuno-Blot wurden humane HeLa-Zellen (3.8) mit den Vektoren, die unter 5.7.1 kloniert 

wurden, transient transfiziert (4.31).  

30 h nach Beginn der Transfektion wurden aus den transfizierten Zellen Zellextrakte 

hergestellt (4.29) und diese in einem 10%igen SDS-Gel elektrophoretisch aufgetrennt (4.38). 

Die Probenvolumina betrugen jeweils 20 µl. Danach erfolgte der Transfer der Proteine durch 

das Western-Blotting (4.40) auf eine PVDF-Membran. Die Detektion der humanen bzw. 

murinen La/SS-B- und CAT-Proteine konnte gleichzeitig erfolgen, da alle Proteine verschiedene 

MW besaßen und daher in der SDS-PAGE Laufunterschiede aufwiesen. Zur Detektion der 

La/SS-B-Proteine wurde der mAK 5B9 (3.12) verwendet, mit dem sowohl endogenes, humanes 

La/SS-B-Protein detektiert werden konnte, als auch murines La/SS-B-Protein (DRATHEN, 

1997). Der polyklonale Digoxygenin-markierte anti-CAT-AK (3.12) detektierte nur die 

Chloramphenicol-Acetyltransferase. Kreuzreaktivitäten zwischen den AK konnten 

ausgeschlossen werden (GRÖLZ, 1998; PAUTZ, 1998). Die primären Immunkomplexe wurden 

mit den AP-konjugierten Sekundär-AK anti-Dig (3.13) und anti-Maus-IgG (3.13) im 

NBT/X-Phosphat-System (4.42) sichtbar gemacht. Die verwendeten Sekundär-AK waren 

bereits dahingehend charakterisiert worden, dass sie keine Kreuzreaktivitäten zeigten (PAUTZ, 

1998). Der Immuno-Blot ist in Abb. 15 dargestellt.  

Um den Laufunterschied zwischen endogenem, humanem La/SS-B-Protein (ca. 50 kDa) 

und murinem (ca. 45 kDa) zu verdeutlichen, wurde in Laufspur 1 ein NIH-3T3-Zellextrakt und in 
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Laufspur 2 ein HeLa-Zellextrakt aufgetragen (Abb. 15). 

In Laufspur 3 (Abb. 15) wurde ein Extrakt aus mit pCI-CAT transfizierten HeLa-Zellen 

aufgetragen. Hierbei konnte das endogene, humane La/SS-B-Protein bei etwa 50 kDa (obere 

Bande) und das CAT-Protein mit einem MW von ca. 29 kDa (untere Bande) detektiert werden. 

In Laufspur 4 (Abb. 15) mit pCI-CAT-La-Murin (Exon 2-11) transfizierten HeLa-Zellen, 

konnten nur das endogene, humane La/SS-B-Protein und das CAT-Protein nachgewiesen 

werden, nicht aber das murine La/SS-B-Protein. Die Expression des zweiten Leserahmens 

(murines La/SS-B) hätte nur möglich sein können, wenn IRES-Elemente innerhalb des 

codierenden La/SS-B-Leserahmens lagen. Da die Translation nicht durch Exon 1-spezifische 

5�-Strukturen beeinflusst werden konnte, konnten sich potentielle IRES-Elemente nur noch in 

den verschiedenen 5�-UTRs der murinen La/SS-B-cDNAs befinden.  

In den Laufspuren 5-7 (Abb. 15) konnte das endogene humane La/SS-B-Protein (obere 

Bande) und und das CAT-Protein als Translationsprodukt des ersten Leserahmens (untere 

Bande) detektiert werden. Das murine La/SS-B-Protein mit einem MW von etwa 45 kDa ließ 

sich als Translationsprodukt des zweiten Leserahmens in keinem Fall detektiert (Abb. 15). 

Somit enthielten die verschiedenen 5�-UTRs der murinen La/SS-B-cDNAs nicht die Information, 

die für eine interne Translationsinitiation verantwortlich waren.  

Das CAT-Protein konnte im Vergleich zum endogenen, humanen La/SS-B-Protein in 

allen transfizierten HeLa-Zellextrakten in höherer Konzentration detektiert werden (Abb. 15), 

was für eine gut gelungene Transfektion gewertet werden konnte. 

Zusammengefasst ließ sich folgendes feststellen: In allen dicistronen Konstrukten wurde 

nur der erste der beide Leserahmen (CAT-Leserahmen) exprimiert. In keinem Fall wurde das 

zweite, für La/SS-B codierende Cistron, translatiert. Dies ließ den Schluß zu, dass die murinen 

La/SS-B-cDNAs keine IRES besaßen und die Translation nicht durch interne 

Translationsinitiation am Start-AUG im Exon 2 erfolgte. 
 

 
 

 

 

 

 

 

Abb. 15: Immuno-Blot zur Untersuchung einer IRES nach transienter Transfektion der drei

murinen 5’-cDNA-Isoformen humaner HeLa-Zellen 
Als Marker wurde der LMW-Marker (3.16) verwendet.  

1) NIH-3T3-Zellextrakt; 2) HeLa-Zellextrakt; 3) pCI-CAT ; 4) pCI-CAT-La-Murin (Exon 2-Exon 11) ;

5) pCI-CAT-Maus-La-Ex1a ; 6) pCI-CAT-Maus-La-Ex1b; 7) pCI-CAT-Maus-La-Ex1c 
 



5 Ergebnisse 

 

84 

5.8 Suche nach weiteren mRNA-Isoformen 
 

5.8.1 Suche nach weiteren alternativen 5’-mRNA-Isoformen durch 5’-RACE 
 

Bisher wurden drei murine La/SS-B-mRMA-Isoformen gefunden (TOPFER et al., 1993; 

GenBank accession No. L00993; GenBank accession No. Y07951), die sich nur in ihren 

5�-UTRs unterschieden. Mittels des 5�-RACE (4.21), mit dem unbekannte 5�-Enden von mRNAs 

amplifiziert werden konnten, wurde nach weiteren La/SS-B-5�-UTR-Transkripten gesucht.  

Verwendet wurden total-RNA-Präparationen (4.24) von NIH-3T3-Zellen, deren 

Konfluenz weniger als 50% betrug. Mit dem nach stromaufwärts gerichteten genspezifischen 

Primer (GSP1) La-Murin-P5 (3.20) wurde selektiv nur ein Teilstück der La/SS-B-mRNAs durch 

reverse Transkription (4.20) in cDNA umgeschrieben. Bei der ersten PCR wurden mit dem 

Vorwärtsprimer AAP (3.20) und dem Rückwärtsprimer La-Murin-P5R diese cDNA-Teilstücke 

amplifiziert. Die anschließende nested-PCR zur Erhöhung der Spezifität wurde mit dem weiter 

innen liegenden GSP2-Rückwärtsprimer Maus-mRNA-R1 (3.20) und dem Vorwärtsprimer 

AUAP (3.20) durchgeführt. Durch die Wahl des AAP und AUAP als Stromaufwärts-Primer 

wurde keine Selektion auf Exon 1a-, 1b- oder 1c-cDNAs getroffen.  

Der gesamte PCR-Ansatz wurde in einem 1%igen LMP-Agarosegel (4.10) analysiert. 

Meist war nur ein Schmier über die ganze Laufspur zur erkennen. Nur einmal konnten drei 

dominierende Banden aus dem Gel ausgeschnitten und die cDNA eluiert (4.12) werden. 

Allerdings liefen diese cDNAs unter der zu erwartenden Laufhöhe von 401 bp (Exon 1a), 

428 bp (Exon 1b) bzw. 395 bp (Exon 1c). Die isolierten PCR-Fragmente wurden in den 

Klonierungsvektor pGEM-T (3.10) subkloniert (4.14.2) und einzelne Klone mit den 

Standard-Primern T7, SP6 und/oder T3 (3.20) sequenziert (4.17). Die Sequenzierungen 

zeigten, dass es sich um die bereits beschriebenen cDNAs handelte. Von den 5�-UTRs waren 

aber nur noch wenige Nukleotide erhalten, dass gerade noch eine Identifizierung der 

cDNA-Isoformen möglich war. Somit wurden weitere 5�-Isoformen nicht gefunden. Vermutlich 

stellten die bisher gefundenen murinen La/SS-B-mRNA-Isoformen die längsten Transkripte dar. 

 

 

5.8.2 Suche nach splice-mRNA-Isoformen durch RT-PCR 
 

Mittels RT-PCR (4.20) sollte untersucht werden, ob murine La/SS-B-mRNA-Isoformen 

existierten, die alternative mRNA-splice-Transkripte darstellten. Z.B. wurde bei einer 

mRNA-Isoform des Ro52/SS-A das Exon 4 durch alternatives splicing entfernt (CHAN et al., 

1995). Auch dem humanen La/SS-B-Pseudogen 3 fehlte das Exon 3 (GRÖLZ et al., 1997c).  

Für die RT-PCR wurden total-RNA-Präparationen (4.24) von NIH-3T3-Zellen verwendet, 

deren Konfluenz weniger als 50% betrug. Die reverse Transkription (4.20) erfolgte mit dem 

Oligo(dT)-Primer (3.20), wodurch alle mRNAs mit einem Poly(A)-Trakt in cDNAs 
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umgeschrieben wurden. Mit den Primern La-Murin-RT-PCR-Vor und La-Murin-RT-PCR-Rück 

(3.20) wurde ein PCR-Fragment des La/SS-B amplifiziert, das am 5�-Ende mit dem Start-AUG 

im Exon 2 begann und am 3�-Ende mit dem Stop-Codon endete und somit nur den codierenden 

Leserahmen enthielt. Der gesamte PCR-Ansatz wurde in einem 1%igen LMP-Agarosegel 

(4.9.1) so weit aufgetrennt, dass Banden mit geringen Laufunterschieden getrennt voneinander 

darstellbar waren. Außer der erwarteten Bande bei 1285 bp waren jedoch keine weiteren 

Banden zu erkennen. Somit konnten keine mRNA-splice-Transkripte gefunden werden.  

 

 

C) Untersuchung des murinen La/SS-B-Proteins 
 

5.9 Bakterielle Expression 
 

5.9.1 Klonierung des bakteriellen Expressionvektors 
 

Zur Herstellung von rek. murinem La/SS-B-Protein musste der La/SS-B-Leserahmen in 

einen geeigneten Expressionsvektor kloniert werden. Die Expression sollte im bakteriellen 

System erfolgen, da sich hierbei in kurzer Zeit größere Proteinmengen gewinnen ließen. 

Für die Klonierung eines bakteriellen, murinen La/SS-B-Expressionsvektors standen der 

Klon pcDNA3-La-Murin (Exon 2-11) (5.5.1) und der bakterielle Expressionsvektor pET28a 

(3.10) zur Verfügung. Die RT-PCR-Primer (3.20) zur Herstellung des Konstrukts 

pcDNA3-La-Murin (Exon 2-11) waren so gewählt worden, dass die La/SS-B-cDNA am 5�-Ende 

mit dem Start-AUG im Exon 2 begann und am 3�-Ende mit dem Stop-Codon endete (3.20). Die 

Primer wurden so konstruiert, dass die La/SS-B-cDNA in frame mit dem N-terminal gelegenen 

Start-AUG und His-tag des pET28a-Vektors durch eine EcoR I-/Not I-Restriktionsverdau 

kloniert werden konnte (4.13). Der N-terminal gelegene His-tag, bestehend aus sechs 

Histidin-Resten, war für die Proteinaufreinigung über eine Ni-NTA-Agarosesäule notwendig 

(4.36). Bei dieser Klonierung wurde das Konstrukt pET28a-La-Murin (Exon 2-11) erhalten. Vor 

der Transformation dieses Konstrukts in Expressionsbakterien des Stammes BL21 (4,16), 

wurde es durch Sequenzierung auf seine Korrektheit hin überprüft (4.17). 

 

 

5.9.2 Expression und Aufreinigung 
 

Nach Expression des rek. His-tag-Fusionsproteins in BL21-Bakterien (4.35) und der 

Herstellung von bakteriellem Protein-Totalextrakt (4.35), erfolgte die Affinitätsreinigung mittels 

einer Ni-NTA-Säule (4.36). Bei der Affinitätsreinigung wurde der kompetitiven Effekt von 

Imidazol genutzt, das als Histidin-Analogon Histidin-Reste von der Säule verdrängte. Durch 
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einen Waschschritt mit Imidazol in niedriger Konzentration (10 mM) wurden unspezifisch 

gebundene, bakterielle Proteine von der Säule entfernt. Insgesamt wurden zehn 

Waschfraktionen zu je 2 ml aufgefangen. Die Elution des rek. His-tag-Fusionsproteins von der 

Säule erfolgte mit Imidazol in höherer Konzentration (150 mM). Hierbei wurden drei 

Eluatfraktionen zu je 2 ml erhalten. Da Imidazol nicht die Proteinstruktur beeinflusste, war das 

rek. His-tag-Fusionsprotein nativ.  

 

 

5.9.3 SDS-PAGE und Coomassie-Färbung 
 

Die Überprüfung der Qualität und Quantität der Proteinexpression und 

Affinitätsreinigung erfolgte durch eine 10%ige SDS-PAGE (4.38) und anschließender Färbung 

des SDS-Gels mit Coomassie-Brillant-Blau (4.39). Aufgetragen wurden jeweils 5 µl des 

Totalextrakts, der ersten beiden Waschfraktionen, die erfahrungsgemäß den meiste Anteil an 

bakteriellen Proteinen enthielten, und der drei Eluatfraktionen.  
 

 
 

Im Totalextrakt (Abb. 16: Laufspur 1) ließen si

Waschfraktionen (Abb. 16: Laufspur 2 und 3) ware

wahrscheinlich durch das kontinuierliche Waschen eine 

wodurch die Proteinkonzentration unter die Coomassie

war. Das rek. His-tag-Fusionsprotein war nur in den 

detektierbar (Abb. 16: Laufspuren 4, 5 und 6). Wahrsc

Nachweisgrenze der Coomassie-Färbung nicht mehr in 

werden. Das MW des rek. His-tag-Fusionsproteins l

zusätzlichen AS des pET28a-Vektors (darunter auch der

Die Quantität des rek. His-tag-Fusionsprotein

Markerbanden mit bekannten Proteinkonzentrationen 

Auftragungsmenge von 5 µl ergab sich eine Gesamtprot
Abb. 16: SDS-Gel zur murinen La/SS-B-

Proteinexpression 
Als Marker wurde der LMW-Marker (3.16) verwendet. 

1) Totalextrakt 

2) 1. Waschfraktion mit bakt. Proteinen 

3) 2. Waschfraktion mit bakt. Proteinen 

4) 1. Eluatfraktion mit rek. murinem La/SS-B-Protein 

5) 2. Eluatfraktion mit rek. murinem La/SS-B-Protein 

6) 3. Eluatfraktion mit rek. murinem La/SS-B-Protein 
ch viele Proteine nachweisen. In den 

n keine Proteine zu erkennen, da 

so große Verdünnung eingetreten war, 

-Brillant-Blau-Nachweisgrenze gefallen 

ersten beiden der drei Eluatfraktionen 

heinlich konnte es nur auf Grund der 

der dritten Eluatfraktion nachgewiesen 

ag etwas über 45 kDa, was auf die 

 His-tag) zurückzuführen war.  

s ließ sich im Vergleich mit den 

im SDS-Gel abschätzen. Bei einer 

einkonzentration von etwa 0,5 mg/ml. 
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5.9.4 Western-Blotting und Immundetektion 
 

Zur Überprüfung der Immunogenität des rek. His-tag-Fusionsproteins wurden jeweils 

2 µl des Totalextrakts, der ersten beiden Waschfraktionen und der drei Eluatfraktionen durch 

eine 10%ige SDS-PAGE (4.38) aufgetrennt und durch das Western-Blotting auf eine 

PVDF-Membran transferiert (4.40). Die indirekte Immundetektion (4.41) der immobilisierten 

Proteine erfolgte mit dem mAK 5B9 (3.12) und dem mit AP konjugierten 

anti-Maus-IgG-Sekundär-AK (3.13). Dieser war bereits dahingehend charakterisiert worden, 

dass keine Kreuzreaktivitäten auftraten. Der Nachweis erfolgte durch das 

NBT-/X-Phosphat-System (4.42). Dieses System war sensitiver als die Färbung der SDS-Gele 

mit Coomassie-Brillant-Blau (4.39).  

 

 
 

Auf Grund der höheren Sensitivität des 

His-tag-Fusionsprotein mit einem MW von etwas übe

Eluatfraktionen nachweisen (Abb. 17: Laufspuren 1, 4

Vermutung, dass das rek. His-tag-Fusionsprotein auch i

und nur auf Grund der niedrigeren Nachweisgrenze der

detektiert werden konnte. Bei den Waschfraktionen (Abb

rek. His-tag-Fusionsprotein detektieren.  

Im Immuno-Blot waren beim Totalextrakt und de

den rek. His-tag-Fusionsprotein-Banden mit einem MW

MW von ungefähr 43 und 28 kDa zu erkennen. Hie

Degradationsprodukte des rek. His-tag-Fusionsprotei

Waschfraktionen (Abb. 17: Laufspuren 2 und 3) detektie

Die unter 5.9.3 und 5.9.4 erhaltenen Erge

zusammenfassen: Das murine La/SS-B-Protein konnte

rek. His-tag-Fusionsprotein in ausreichender Menge exp

gereinigt werden, so dass es für weitere Experimente zu
Abb. 17: Immuno-Blot zur murinen La/SS-B-

Proteinexpression 
Als Marker wurde der LMW-Marker (3.16) verwendet. 

1) Totalextrakt 

2) 1. Waschfraktion mit bakt. Proteinen 

3) 2. Waschfraktion mit bakt. Proteinen 

4) 1. Eluatfraktion mit rek. murinem La/SS-B-Protein 

5) 2. Eluatfraktion mit rek. murinem La/SS-B-Protein 

6) 3. Eluatfraktion mit rek. murinem La/SS-B-Protein 
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5.10 Hochauflösende 2D-Gelelektrophorese 
 

Bisher konnten 14 isoelektrische, humane La/SS-B-Proteinformen mit einem MW von 

etwa 50 kDa gefunden werden. Nur vier dieser isoelektrischen Proteinformen ließen sich auf 

Phosphorylierungen zurückführen. Die anderen isoelektrischen Formen stellten eine große 

Ladungsheterogenität des humanen La/SS-B-Proteins dar (BROEKHUIS et al., 2000). 

Diese Ergebnisse sollten als Grundlage für die Untersuchung dienen, ob und wie viele 

isoelektrische murine La/SS-B-Proteinformen existierten und ob das murine La/SS-B-Protein 

ebenfalls eine hohe Ladungsheterogenität besaß. Zu diesem Zweck wurde ein Zellextrakt aus 

murinen NIH-3T3-Zellen und das unter 5.9 hergestellte rek. murine La/SS-B-Protein mittels der 

hochauflösenden 2D-Gelelektrophorese aufgetrennt. Mit dem Zellextrakt aus murinen 

NIH-3T3-Zellen sollte die Gesamtzahl an isoelektrischen Proteinformen bestimmt werden. Rek. 

Protein sollte keiner posttranslationalen Modifikation unterworfen worden sein. Sollten sich 

trotzdem isoelektrische Proteinformen nachweisen lassen, so müssen diese eine hohe 

Ladungsheterogenität repräsentieren.  

Nach Herstellung der Proteinproben für die 2D-Gelelektrophorese (4.45) wurden 125 µg 

des NIH-3T3-Extraktes bzw. 250 µg des rek. murinen Proteins auf einen IPTG-Streifen (4.45) 

aufgetragen. Im Anschluss daran erfolgte die Auftrennung der Proteine mit der isoelektrischen 

Fokussierung (1. Dimension) (4.45) auf Grund des relativen Gehalts an sauren und basischen 

AS nach den isoelektrischen Punkten (pI). Im Anschluss erfolgte die weitere Auftrennung der 

Proteine nach ihrem MW in einer 15%igen SDS-PAGE (2. Dimension) (4.45). Nach Transfer 

der Proteine auf eine PVDF-Membran (4.40), wurde die Detektion der isoelektrischen 

La/SS-B-Proteinformen mit dem mAK 5B9 (3.12) und dem Sekundär-AK anti-Maus-IgG 

POD-Konjugat (3.13) im ECL-Färbesystem (4.43) durchgeführt. 

Der Immuno-Blot der 2D-Gelelektrophorese mit murinem NIH-3T3-Zellextrakt findet sich 

in Abb. 18. Es konnten 16 isoelektrische Formen des murinen La/SS-B-Proteins mit einem pI 

von 5,1 bis 6,1 detektiert werden. Als MW-Standard wurden 20 µg rek. murines 

La/SS-B-Protein aufgetragen. Alle Proteine besaßen das erwartete MW von etwa 45 kDa. 
 

 
  
Abb. 18: Hochauflösende 2D-Gelelektrophorese mit NIH-3T3-Zellextrakt
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Die Darstellung des Immuno-Blots der 2D-Elektrophorese von rek. murinem 

La/SS-B-Protein findet sich Abb. 19. Hierbei ließen sich 13 isoelektrische Proteinformen mit 

einem pI zwischen 4,5 und 5,5 detektieren. 

 

 
 

 

Da bei der 2D-Gelelektrophorese mit murinem NIH-3T3-Zellextrakt insgesamt 16 

isoelektrische Formen des murinen La/SS-B-Proteins, von BROEKHUIS et al. (2000) aber nur 

14 isoelektrische Formen des humanen La/SS-B-Proteins detektiert werden konnten, sollte mit 

einer 2D-Gelelektrophorese eines humanen HeLa-Zellextrakts überprüft werden, ob nicht 

ebenfalls 16 isoelektrische La/SS-B-Proteinformen existierten. Vielleicht konnten die Autoren 

nicht alle isoelektrische Formen des humanen La/SS-B-Proteins detektieren, da über den mAK 

SW5 (3.12) aufgereinigte, humane Zellextrakte verwendet worden waren. 

Die Herstellung des humanen HeLa-Zellextraktes und die Durchführung der 

2D-Gelelektrophorese erfolgte wie bei dem murinen NIH-3T3-Zellextrakt. Der Immuno-Blot der 

2D-Gelelektrophorese mit humanem HeLa-Zellextrakt ist in Abb. 20 dargestellt. Als 

MW-Standard wurden 20 µg eukaryontisches, rek. humanes La/SS-B-Protein (3.19) auf das 

Gel aufgetragen. Es konnten 16 isoelektrische Proteinformen mit einem pI zwischen 6,0 und 

6,8 detektiert werden. Alle Proteine besaßen das erwartete MW von etwa 50 kDa. 
 

 
 

 

Zu

posttrans

in 16 iso

 

 

Abb. 20: Hochauflösende 2D-Gelelektrophorese mit HeLa-Zellextrakt
Abb. 19: Hochauflösende 2D-Gelelektrophorese mit rek. murinem La/SS-B-Protein
 

sammengefasst zeigten die hier erhaltenen Ergebnisse folgendes: Eukaryontisches, 

lational modifiziertes, murines La/SS-B-Protein ließ sich in der 2D-Gelelektrophorese 

elektrische Proteinformen auftrennen. Selbst rek. murines La/SS-B-Protein lieferte 
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noch 13 isoelektrische Formen. Bei eukaryontischem, posttranslational modifiziertem, 

humanem La/SS-B-Protein konnten im Vergleich zu BROEKHUIS et al. (2000) drei weitere 

isoelektrische Proteinformen detektiert werden. Damit erhöhte sich die Anzahl der 

isoelektrischen humanen La/SS-B-Proteinformen auf 16. Somit besaßen das humane und 

murine La/SS-B-Protein dieselbe Anzahl an isoelektrischen Proteinformen.  

 

 

5.11 Untersuchung des Einflusses von NO auf das murine La/SS-B-Protein 
 

Im Zusammenhang mit der Entstehung von Autoimmunerkrankungen war eine 

Beteiligung von Stickstoffmonoxid (NO) diskutiert worden, ein Molekül mit vielfältigen Aufgaben 

im Organismus. Von mehreren Arbeitsgruppen konnte gezeigt werden, dass die 

NO-Konzentration bei SLE-Patienten im Vergleich zu Gesunden erhöht war (WANCHU et al., 

1998). Außerdem wurden Tiermodelle beschrieben, bei denen NO-Gabe zu typischen 

Autoimmunkrankheitssymptomen führten (MCCARTNEY-FRANCIS et al., 1993; WEINBERG et 

al., 1994; CROSS et al., 1994; ZHAO et al., 1996; BRENNER et al., 1997; HOEY et al., 1997).  

Exemplarisch sollte am La/SS-B-Protein untersucht werden, ob NO auf Autoantigene 

Einfluß ausübt. Da alle Autoimmun-NO-Tierversuche an Nagern durchgeführt wurden, erschien 

es zweckmäßig, NIH-3T3-Zellen (3.8) zu verwendet. Konkret sollte ermittelt werden, ob Zellen, 

die einem NO-Donor ausgesetzt wurden, eine Veränderung der Proteinmenge und/oder eine 

Veränderung der Proteinlokalisation des La/SS-B zeigten. Die Quantifizierung erfolgte durch 

Immuno-Blot-Analyse (5.11.1), die Lokalisation durch Epifluoreszenzmikroskopie (5.11.2). 

 

 

5.11.1 Quantifizierung 
 

NIH-3T3-Zellen wurden für 2, 4, 8, 12 und 24 h in Stimulationsmedium kultiviert (3.7). 

Dieses Medium enthielt als NO-Donor S-Nitroso-L-Glutathion (GSNO) in einer Konzentration 

von 1 mM. Des weiteren wurden als Kontrollen NIH-3T3-Zellen in Kulturmedium (3.7) zum 

Zeitpunkt des Versuchsbeginns (0 h) und für 24 h gehalten. Diese Zellen sollten die 

�Normalexpression� des endogenen La/SS-B-Proteinen zeigen. Nach den entsprechenden 

Inkubationszeiten der NIH-3T3-Zellen wurden aus den Zellen Extrakte hergestellt (4.29) und die 

Gesamtproteinkonzentration photometrisch bestimmt (4.37). 

Von den hergestellten Proteinextrakten wurden jeweils 30 µg auf ein 10%iges SDS-Gel 

aufgetragen. Nach der Durchführung der SDS-PAGE erfolgte das Western-Blotting und die 

Detektion der La/SS-B-Proteinbanden mit dem mAK 5B9 (3.12) und dem anti-Maus-IgG 

POD-Konjugat�Sekundär-AK (3.13) im ECL-System (4.43). Das ECL-System eignete sich für 

vergleichende Quantifizierungen, da die Lichtemission proportional zur Enzymkonzentration 

und damit zur AK-Konzentration war. Die Darstellung des Immuno-Blots findet sich Abb. 21. In 
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allen Laufspuren war eine murine La/SS-B-Proteinbande mit einem MW von ungefähr 45 kDa 

zu erkennen (Abb. 21).  

Zur Quantifizierung wurden die einzelnen Banden durch einen Rahmen eingegrenzt und 

die Intensität der Schwärzung innerhalb des Rahmens im Vergleich zum Hintergrund des Blots 

mit dem Programm Molecular Analyst (3.17) berechnet. Die grafische Darstellung der 

densitometrischen Auswertung der La/SS-B-Proteinbanden findet sich in Abb. 22. Es gab eine 

deutliche Zunahme des La/SS-B-Proteins bei den Zellen, die mit Stimulationsmedium inkubiert 

wurden, im Vergleich zu den Zellen, die in Kulturmedium gehalten wurden. Nach 2 h Inkubation 

stieg die Proteinmenge um das 4fache des Normalwertes an, nach 4 h um das 5fache. 
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Abb. 21: Immuno-Blot zur Stimulation von 

NIH-3T3-Zellen mit GSNO 
Als Marker wurde der LMW-Marker (3.16) 

verwendet.  

0) Zellen in Kulturmedium bei 0 h 

1) Zellen in Stimulationsmedium für 2 h 

2) Zellen in Stimulationsmedium für 4 h 

3) Zellen in Stimulationsmedium für 8 h 

4) Zellen in Stimulationsmedium für 12 h 

5) Zellen in Stimulationsmedium für 24 h 

6) Zellen in Kulturmedium für 24 h 
Abb. 22: Grafische Darstellung der densitometrischen Auswertung der La/SS-B-Proteinbanden 
Die ermittelten OD-Werte sind in Prozent der Kontrolle (Kulturmedium bei 0 h) dargestellt. 
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5.11.2 Lokalisationsanalyse 
 

NIH-3T3-Zellen wurden für 2, 4, 8, 12 und 24 h in Stimulationsmedium kultiviert (3.7). 

Mittels dieser stimulierten Zellen sollte untersucht werden, ob eine Translokation des 

La/SS-B-Proteins aus dem Kern stattfand. Als Kontrollen wurden NIH-3T3-Zellen in 

Kulturmedium (3.7) zum Zeitpunkt des Versuchsbeginns (0 h) und für 24 h kultiviert. Diese 

Zellen sollten die typische, nukleäre Färbung zeigen.  

Die Zellen wurden nach ihrer jeweiligen Inkubationszeit in Methanol/EGTA fixiert (4.32) 

und mit immunzytochemischen Färbungen (4.32) analysiert. Der Nachweis der endogenen, 

murinen La/SS-B-Proteine erfolgte mit dem mAK 5B9 (3.12) und einem mit dem 

Fluoreszenzfarbstoff Cy3 markierten anti-Maus-AK (3.13). Laborerfahrungen zufolge konnten 

Kreuzreaktivitäten zwischen den AK ausgeschlossen werden. Die Auswertung der hergestellten 

Präparate erolgte durch Epifluoreszenz-Mikroskopie (4.34). Die Immunfluoreszenzfärbungen 

sind in Abb. 23 dargestellt.  
 

 

 

Abb. 23: Immunzytochemische Fluoreszenzfärbung von NIH-3T3-Zellen nach Stimulation mit GSNO 
0) Kulturmedium bei 0 h; 1) Stimulationsmedium für 2 h; 2) Stimulationsmedium für 4 h; 3) Stimulationsmedium für 8 h; 

4) Stimulationsmedium für 12 h;  5) Stimulationsmedium für 24 h;  6) Kulturmedium für 24 h 

Die Zellen wurden bei 400x Vergrößerung dokumentiert. 
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Die in Kulturmedium gehaltenen NIH-3T3-Zellen (Abb. 23: Bild 0 und 6), zeigten die 

typische, nukleäre Färbung. Auch bei den Zellen, die verschieden lang mit GSNO inkubiert 

wurden (Abb. 23: Bilder 1-5), ließ sich größtenteils die typische, nukleäre Proteinlokalisation 

detektieren. Allerdings traten auch Kern- und Zytoplasmafärbung oder nur zytoplasmatische 

Färbung auf. Eine Zunahme der Translokation in das Zytoplasma konnte auch bei längerer 

Inkubationsdauer nicht ermittelt werden. Nicht auszuschließen war bei einigen Zellen auch eine 

Translokation bis auf die Zelloberfläche.  

 

 

5.12 Induktion von Autoantikörpern durch Immunsierung des humanen neo-La-Epitops 
 

Bei einer Autoimmunpatientin konnte im Exon 7 des humanen La/SS-B-Gens in einer 

hot spot-Region, in der die Mutationswahrscheinlichkeit stark erhöht war, eine Deletion eines 

Adenin-Nukleotids festgestellt werden (BACHMANN et al., 1996a). Wahrscheinlich handelte es 

sich um eine Punktmutation, die von der Patientin im Laufe ihres Lebens erworben wurde. Als 

Folge dieser somatischen Mutation wurde nur das N-terminale Fragment des La/SS-B-Proteins 

gebildet (BACHMANN et al., 1997). Jedoch wich die AS-Sequenz unterhalb der 

Rasterschubmutation von der nativen AS-Sequenz ab, da, bedingt durch die Mutation, 12 neue 

AS codiert wurden, die im nativen La/SS-B-Protein nicht vorkamen, bevor die Translation in 

Folge eines neu entstandenen Stop-Codons unterbrochen wurde (BACHMANN et al., 1996b). 

Diese 12 AS wurden im Folgenden mit neo-La bezeichnet. Das N-terminale Proteinfragment 

des La/SS-B, an dessen C-terminalem Ende sich diese 12 AS befanden, wurde als La-N(7A) 

benannt. Ein N-terminales Proteinfragment des La/SS-B ohne die 12 fremden AS wurde als 

La-N(9A) bezeichnet.  

Hypothetisch gesehen würde auch die Deletion eines Adenin-Nukleotids in der 

hot spot-Region im Exon 7 des murinen La/SS-B-Gens zur Bildung von 12 fremden AS führen. 

Diese 12 AS würden sich zwischen Mensch und Maus in nur drei AS (Abb. 32) unterscheiden.  

Die neu entstandenen 12 AS stellten vermutlich ein Neoepitop dar. Nach der Hypothese 

von LANZAVECCHIA (1995) könnten Neoepitope beim Durchbrechen von Toleranz, bei der 

Entstehung von Autoimmunität und/oder dem triggern der Immunantwort beteiligt sein. Das 

neo-La zeigte Homologie zur Topoisomerase I, zur RNA-Polymerasen, zur reversen 

Transkriptase, zu einigen anderen DNA-bindenden Proteinen und zum nativen La/SS-B-Protein 

selbst (BACHMANN et al., 1996a).  

Daher sollte durch Immunisierung von Balb/c-Mäusen mit neo-La untersucht werden, ob 

es möglich war, AK gegen das neo-La-Epitop zu induzieren. Des weiteren sollte überprüft 

werden, ob die Immuntoleranz gegen körpereigenes La/SS-B-Protein durchbrochen werden 

konnte und sich Autoantikörper gegen das endogene, murine La/SS-B-Protein nachweisen 

ließen. Gleichzeitig sollte untersucht werden, gegen welche Domänen im La/SS-B-Protein 

Autoantikörper gebildet wurden.  
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Da bei einer Immunisierung mit kleinen Peptiden die Induktion einer Immunantwort nur 

schwer auszulösen war, wie dies bei dem nur 12 AS großen neo-La der Fall war, musste die 

Immunogenität erhöht werden. Dies wurde durch chemische Kopplung des neo-La an das 

Trägerprotein SOC (sequential oligopeptide carrier) (SAKARELLOS-DAITSIOTIS et al., 1999) 

erreicht. Dieses Immunisierungspeptid wurde als SOC-neo-La bezeichnet (3.19).  

Mit SOC-neo-La wurden weibliche, neun Wochen alte Balb/c-Mäuse in vierwöchigen 

Abständen 4mal immunisiert (4.47). Fünf Tage nach jeder Immunisierung wurde den Mäusen 

Blut abgenommen (4.48) und das Serum isoliert. Die Seren wurden auf das Vorhandensein von 

Autoantikörpern im ELISA (5.12.1), im Immuno-Blot (5.12.2) und mit immunzytochemischen 

Färbung (5.12.3 und 5.12.4) getestet. 

 

 

5.12.1 Nachweis von Autoantikörpern durch ELISA 
 

Getestet wurde neben der Reaktivität der Seren auf SOC-neo-La und neo-La die 

Reaktivitäten auf folgende bakteriellen rek. La/SS-B-Proteine bzw. �Proteinfragmente (3.19): 

humanes La/SS-B-Protein (rek. hLa), humaner La/SS-B-N-Terminus mit Neoepitop 

(rek. hLa-N(7A)), humaner La/SS-B-N-Terminus ohne Neoepitop (rek. hLa-N(9A)), humaner 

La/SS-B-C-Terminus (rek. hLa-C) und bakterielles murines La/SS-B-Protein (rek. mLa) (5.9). 

Von SOC-neo-La wurden 5 µg, von neo-La 2,5 µg, von rek. hLa, rek. hLa-N(7A)), 

rek. hLa-N(9A)), rek. hLa-C und rek. mLa jeweils 0,25 µg im ELISA eingesetzt. Als 

Negativkontrollen dienten PBS, um auf unspezifische Reaktionen des Sekundär-AK 

anti-Maus-IgG POD-Konjugat (3.13) mit den Antigenen hinzuweisen, und Serum einer 

Balb/c-Maus, das vor den Immunisierungen abgenommen wurde, womit das Vorhandensein 

von Autoantikörpern vor den Immunisierungen ausgeschlossen werden sollte. Die Auswertung 

des ELISA (4.49) erfolgte qualititativ und quantitativ mit einem Photometer bei 492 nm. Die 

grafische Darstellung der ELISA-Messungen der Balb/c-Maus, mit den größten Reaktivitäten, 

sind in Abb. 24 dargestellt. 

Schon fünf Tage nach der 1. Immunisierung zeigten sich gute Reaktivitäten des 

Maus-Serums auf SOC-neo-La, rek. hLa, rek. hLa-N(7A), und rek. mLa. Hierbei lagen die 

Reaktivitäten zwischen 240% und 320% der Kontrolle (Abb. 24). Eine etwas schlechtere 

Reaktivität konnte für neo-La detektiert werden (ca. 160% der Kontrolle) (Abb. 24). Dagegen 

waren nur wenige AK gegen rek. hLa-N(9A)) und rek. hLa-C nachzuweisen (Abb. 24). 

Nach der 2. Immunisierung zeigte sich, dass die Reaktivitäten auf SOC-neo-La, 

rek. hLa-N(7A) und rek. mLa weiter zunahmen. Hierbei stiegen die Reaktivitäten auf 300% bis 

430% der Kontrolle an (Abb. 24). Die Reaktivität gegen rek. hLa änderte sich im Vergleich zur 

1. Immunisierung kaum (Abb. 24). Die AK gegen neo-La und rek. hLa-N(9A) dagegen nahmen 

auf etwa 270% bis 340% der Kontrolle stark zu (Abb. 24). Die Reaktivität gegen rek. hLa-C 

verstärkte sich nur leicht auf etwa 160% der Kontrolle (Abb. 24). 
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Fünf Tage nach der 3. Immunisierung stieg die Reaktivität gegen SOC-neo-La, neo-La, 

rek. hLa, rek. hLa-N(9A) und rek. mLa. auf ca. 400% der Kontrolle an (Abb. 24). Die Reaktivität 

gegen rek. hLa-N(7A) betrug nun ca. 460% der Kontrolle. Die Reaktivität gegen rek. hLa-C 

stieg von ca. 160% nach der 2. Immunisierung auf ca. 280% der Kontrolle an.  

Nach der 4. Immunisierung erhöhte sich die Reaktivität gegen SOC-neo-La auf 1200% 

der Kontrolle. Zwischen allen anderen Proteinen bzw. Proteinfragmenten ließen sich nur noch 

geringe Unterschiede in der Reaktivität feststellen (Abb. 24). Eine stärkere Zunahme der 

Reaktivitäten gegenüber der 3. Immunisierung ließ sich nicht nachweisen. 
 

 
 

 

 

Kurz zusammengefasst zeigten die hier ermittelten Ergebnisse, dass sich bei 

Immunisierung des humanen La/SS-B-Neoepitops AK gegen das Neoepitop induzieren ließen. 

Außerdem konnte die Immuntoleranz gegen endogenes, murines La/SS-B-Protein 

durchbrochen werden. Auch humanes La/SS-B-Protein wurde von den Serum-AK erkannt. Die 

Reaktivitäten gegen humanes und murines La/SS-B-Protein waren ungefähr gleich. Anfangs 

wurden AK gegen die N-terminale Proteinhälfte des humanen La/SS-B gebildet. Später war 

auch der La/SS-B-C-Terminus in die Immunantwort involviert. Somit könnte die Immunantwort 

dem Mechanismus des intramolekularen epitope spreading folgen.  

Abb. 24: Grafische Darstellung der ELISA-Messung der Seren einer Balb/c-Maus 
Die ermittelten OD-Werte sind in Prozent der Kontrolle (vor der 1. Immunisierung) dargestellt. 



5 Ergebnisse 

 

96 

5.12.2 Nachweis von Autoantikörpern durch Immuno-Blotting 
 

Um die Reaktivitäten der Maus-Seren im Immuno-Blot zu überprüfen, wurden jeweils 

25 µg der bakteriellen Proteine rek. hLa, rek. hLa-N(7A), rek. hLa-N(9A), rek. hLa-C (3.19) und 

rek. mLa (5.9) auf ein 10%iges SDS-Gel aufgetragen, durch SDS-PAGE (4.38) aufgetrennt und 

durch Western-Blotting auf eine PVDF-Membran transferiert (4.40). Die Immundetektion (4.41) 

der immobilisierten La/SS-B-Proteine erfolgte mit den gewonnen Maus-Seren (5.12). Der 

indirekte Nachweis der AK-Protein-Komplexe erfolgte durch ein Gemisch bestehend aus einem 

mit AP konjugierten anti-Maus-IgG-Sekundär-AK (3.13) und einem mit AP konjugierten 

anti-Maus-IgM-Sekundär-AK (3.13). Der anti-Maus-IgM-Sekundär-AK wurde zusätzlich 

verwendet, um auch IgM in den Seren nachweisen zu können. In manchen Fällen konnten trotz 

mehrmaliger Immunisierungen keine IgG induziert werden. Die verwendete Sekundär-AK 

waren bereits dahingehend getestet worden, dass sie keine Kreuzreaktivitäten zeigte. Die 

Detektion erfolgte durch das NBT-/X-Phosphat-System (4.42). 

Im Immuno-Blot zeigte keines der Seren Reaktivität zu den Proteinen bzw. 

Proteinfragmenten. Dies lag vermutlich daran, dass die Proteine durch die SDS-PAGE 

denaturiert wurden. Im ELISA (5.12.1) wurden nur Proteine eingesetzt, die unter nativen 

Bedingungen gewonnen wurden. Dies ließ den Schluß zu, dass die Serum-AK ausschließlich 

Konformationsepitope erkennen konnten. 

 

 

5.12.3 Nachweis von Autoantikörpern durch immunzytochemische Färbung 
 

Um die Hypothese zu bestätigen, dass die Serum-AK nur native Proteine detektierten, 

wurde die Reaktivität der Maus-Seren in immunzytochemischen Färbungen (4.32) auf murinen 

NIH-3T3-Zellen getestet. Den ELISA-Ergebnissen zufolge war zu erwarten, dass die Seren die 

endogenen, murinen La/SS-B-Proteine detektierten.  

Zur Immunfärbung wurden NIH-3T3-Zellen in Methanol/EGTA fixiert (4.32). Diese Art 

der Fixierung führte zu keiner Veränderung der Proteinstrukturen. Die fixierten Zellen wurden 

anschließend mit den Maus-Seren inkubiert (4.32). Das Serum einer Balb/c-Maus, das vor den 

Immunisierungen abgenommen wurde (5.12), diente dazu, das Vorhandensein von 

Autoantikörpern auszuschließen. Der Nachweis der Antigen-AK-Komplexe erfolgte mit einem 

mit dem Fluoreszenzfarbstoff Cy3 markierten anti-Maus-AK (3.13). Dieser Sekundär-AK 

detektierte alle Subklassen muriner AK. Laborerfahrungen zufolge konnten Kreuzreaktivitäten 

des Sekundär-AK ausgeschlossen werden. Die Bilder der Immunfluoreszenzfärbungen sind in 

Abb. 25 dargestellt. 

Wie in Abb. 25 zu erkennen war, lieferten alle Seren eine nukleäre Färbung, wie sie für 

das La/SS-B-Protein typisch war. Das Serum einer Balb/c-Maus, das vor den Immunisierungen 

abgenommen wurde, lieferte keinerlei Färbung. Die Ergebnisse der immunzytochemischen 
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Färbung bestätigten die aus den Ergebnissen des ELISA (5.12.1) und des Immuno-Blots 

(5.12.2) geschlossene Vermutung, dass mit den Maus-Seren nur Konformationsepitope nativer 

Proteine detektiert werden konnten.  

 

 

Abb. 25: Immunzytochemische Fluoreszenzfärbungen von NIH-3T3-Zellen, gefärbt mit murinen Seren, die nach den 

Immunisierungen mit SOC-neo-La erhalten wurden. 
A) 1. Immunisierung;  B) 2. Immunisierung;  C) 3. Immunisierung;  D) 4. Immunisieung 

Die Zellen wurden bei 400x Vergrößerung dokumentiert. 
  

 

 

5.12.4 Zusammenhang zwischen ANAs und einer zellschädigenden Vorläuferreaktion 
 

Als endogener Faktor bei der Entstehung von Autoimmunität wurde u.a. eine 

zellschädigende Vorläuferreaktion diskutiert. Die Zellmembran stellte für die antinukleären 

Antikörper (ANAs) eine undurchdringliche Barriere dar. Ebensowenig konnten die nukleären 

Antigene die Zellmembranen intakter Zellen nicht durchdringen.  

Um zu untersuchen, ob durch die Immunisierung mit neo-La Serum-AK erzeugt wurden, 

die an Zelloberflächen banden und somit eine zellschädigende Vorläuferreaktion auslösen 

konnten, wurden mit den Maus-Seren immunzytochemische Färbungen (4.32) an 

NIH-3T3-Zellen durchgeführt. Die Färbungen erfolgten wie unter 4.32 beschrieben, allerdings 

mit dem Unterschied, dass die Zellen zuerst mit den Serum-AK inkubiert (4.32) und danach erst 

mit Methanol/EGTA fixiert (4.32) wurden. Auf diese Weise konnten die Serum-AK nicht in die 

Zellen eindringen. Wenn die Serum-AK an Oberflächenstrukturen auf den NIH-3T3-Zellen 

binden sollten, dann müsste dies in der immunzytochemischen Färbung in einer Färbung der 

Zellmembran resultieren. Die Auswertung der Präparate erolgte durch 

Epifluoreszenz-Mikroskopie (4.34).  

In keinem Fall konnte eine Immunfluoreszenzfärbung detektiert werden. Somit banden 

die Serum-AK nicht an Oberflächenstrukturen von NIH-3T3-Zellen. Dies ließ den Schluß zu, 

dass die induzierten Serum-AK nicht für eine zellschädigende Vorläuferreaktion verantwortlich 

sein konnten.  
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6 DISKUSSION 
 

A) Analyse des murinen La/SS-B auf genomischer Ebene 
 

Im Zusammenhang mit der genomischen Situation sollte die Organisation des murinen 

La/SS-B-Strukturgens aufgeklärt werden, damit u.a. Rückschlüsse auf die Transkription 

gezogen werden konnten. Von besonderem Interesse war, zu kären, ob die Möglichkeit der 

Existenz eines zweiten, alternativen Promotors neben dem eigentlichen Basis-Promotor 

gegeben war und welche mRNA-Isoformen von diesem aus transkribiert werden könnten. In 

diesem Zusammenhang war die Aufklärung des splice-Mechanismus, der für die Entstehung 

der mRNA-Isoformen verantwortlich war, von großer Bedeutung.  

 

 

6.1 Allgemeine Merkmale des Strukturgens 
 

Das La/SS-B codierende Gen des Menschen und der Maus lagen jeweils auf dem 

Chromosom 2 (PRUIJN, 1994; TOPFER et al., 1993; CHAMBERS et al., 1988) (1.5.1 und 1.6). 

Beide Gene codierten für 13 Exons (PRUIJN, 1994; TOPFER et al., 1993; CHAMBERS et al., 

1988) (Abb. 5 und 8.1). Neben dem eigentlichen Gen existierten im humanen Genom drei 

La/SS-B-Retropseudogene, die vermutlich nach reverser Transkription von La/SS-B-mRNAs in 

das Genom integriert wurden und von invertierten Sequenzwiederholungen eingerahmt waren 

(BARTSCH 1997; GRÖLZ et al., 1997c) (1.5.1). TOPFER et al. (1993) beschrieben dagegen 

das murine La/SS-B-Gen als single copy-Gen. Die Untersuchung von drei Mausstämmen ergab 

keine Hinweise auf Restriktionsfragmentlängenpolymorphismen (TOPFER et al., 1993) (1.6). 

Die ermittelte Sequenz des murinen La/SS-B-Gens wurden mit FASTA-Mail 

(EMBL-Datenbank, U.K., FASTA@EBI.AC.UK) auf Homologien zu bekannten Sequenzen 

untersucht. Allerdings konnten keine ermittelt werden. Im Gegensatz dazu wurde von GRÖLZ 

(1998) gezeigt, dass die humane La/SS-B-Gensequenz eine Reihe von Alu-Sequenzen in den 

2 kb stromaufwärts des Exon 1, sowie in den Introns 1, 2, 4, 6 und 8 enthielt (8.1). 

 

 

6.2 Sequenzunterschiede 
 

Zwischen der erhaltenen murinen Gen-Sequenz (Abb. 5) und der Sequenz von 

TOPFER et al. (1993) (GenBank accession No. L00993) wurden im Exon 1b und im Exon 11 

Unterschiede in der Nukleotidsequenz festgestellt (Abb. 26). Hierbei handelte es sich um 

Punktmutationen, die allerdings nicht den codierenden Bereich betrafen und vermutlich auf 

Sequenzierfehler zurückzuführen waren, die im Rahmen jeder Sequenzierung auftraten.  
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Exon 1b 

(1) 

(2) 

 

TGCTGTCGGGCCCGCCGGCGCTCGGAAGTCCAGGCGCTTCTGTCGTTGTTCTTGAAGCTGTGGTGACCGTGGGATCCGAATCTTTCGAGGT AGCTTC TGGAGACTGAGGAGA 

TGCTGTCGGGCCCGCCGGCGCTCGGAAGTCCAGGCGCTTCTGTCGTTGTTCTTGAAGCTGTGGTGACCGTGGGATCCGAATCTTT GAGGTGAGCTTCTTGGAGACTGAGGAGA 

Exon 11 

(1) 

(2) 

 

GTTAGATTTTAAGCTGCTTTTTGTCTTCAGAAGCTTTTAAAAAGAAAAGCGAATTAGG CCACTTCGATGTCACCTGTATAAAGGAAAATTTTGTTTACTTCTTTTGTTGTATC 

GTTAGATTTTAAGCTGCTTTTTGTCTTCAGAAGCTTTTAAAAAGAAAAGCGAATTAGGTCCACTTCGATGTCACCTGTATAAAGGAAAATTTTGTTTACTTCTTTTGTTGTATC 
Abb. 26: Sequenzabweichungen im Exon 1b und Exon 11 des murinen La/SS-B 
Fehlende Basen in der Datenbanksequenz von TOPFER et al. (1993) (GenBank accession No. L00993) (1) oder dem 

sequenzierten murinen La/SS-B (2) sind durch ein Leerzeichen gekennzeichnet. 
 

 

 

6.3 Die Exons und Introns 
 

Das murine Gen besaß vom ersten Exon bis zur 3�-UTR eine Länge von 9982 bp, das 

humane Gen 10567 bp (Abb. 5 und 8.1). Somit differierte die Gesamtgröße des Gens zwischen 

diesen beiden Spezies nicht sehr stark. Beim Vergleich der Exons wurde festgestellt, dass die 

Größen der Exons 3, 4, 5, 6, 7 und 9 beim humanen und murinen Gen übereinstimmten. Die 

Exons 2, 8, 10 und 11 differierten in ihrer Größe zwischen 10 und 30 Nukleotiden (Tabelle 2).  

Auch beim Vergleich der Nukleotidsequenzen der Exons 2-11 ließen sich größe 

Übereinstimmungen feststellen. Dies hatte sicherlich die hohe Homologie des murinen und 

humanen La/SS-B-Proteins von etwa 76,7% zufolge. Größere Sequenzabweichungen ließen 

sich ab dem Exon 8 erkennen. Dies war vermutlich der Grund für die Homolgie der C-Termini 

des murinen und humanen Proteins von nur noch 65% (TOPFER et al., 1993) (1.6). 

Die Größen der verschiedenen Exon 1 wichen stark voneinander ab. Das humane 

Exon 1 besaß eine Länge von 156 bp, das Exon 1� eine Länge von 489 bp und das Exon 1�� 

eine Länge von 493 bp (Tabelle 2). Schon zwischen dem humanen Exon 1 und dem Exon 1� 

bzw. 1�� ließen sich in Bezug auf ihre Größe keine Gemeinsamkeiten feststellen. Das murine 

Exon 1a besaß eine Größe von 86 bp, das Exon 1b eine Größe von 113 bp und das Exon 1c 

eine Größe von 225 bp (Tabelle 2). Auch die Nukleotidsequenzen der humanen und murinen 

Exon 1 unterschieden sich vollständig voneinander (Abb. 5 und 8.1). Somit ließ sich keine 

Aussage darüber machen, welches humane Exon 1 einem murinen Exon 1 entsprach.  

Beim Vergleich der Intron-Sequenzen und Intron-Größen ließen sich fast keine 

Gemeinsamkeiten feststellen (Abb. 5 und 8.1), was sicherlich an den verschiedenen Spezies 

lag. Als einzige Gemeinsamkeit fand sich im Intron zwischen dem humanen Exon 1 und Exon 2 

in der Sequenz des Exon 1� bzw. Exon 1�� eine Poly(T)23-Region (8.1). Auch in der murinen 

Sequenz fand sich im Intron 1 eine Poly-(T)17-Region (Abb. 5). Überaschenderweise besaß das 

murine La/SS-B-Gen zwischen dem Exon 1c und dem Exon 2 kein Intron (Abb. 5). Das humane 

Gen konnte dagegen zwischen allen Exons ein Intron aufweisen (8.1). In Tabelle 2 sind alle 

Exon-Intron-Größen des murinen und humanen La/SS-B-Gens detailiert dargestellt.  
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A) Humanes La/SS-B-Gen B) Murines La/SS-B-Gen 

 Lage (in bp) Größe (in bp)  Lage (in bp) Größe (in bp) 

Promotor 1 - 239 239 Promotor -527 - -1 527 

Exon 1 240 - 396 156 Exon 1a 1 - 86 86 

Intron 1 397 - 2328 1931 Intron 1a 87 - 1516 1429 

Exon 1’ 397 - 886 489 Exon 1b 1 - 113 113 

Intron 1’ 887 - 2328 1441 Intron 1b 114 - 1516 1402 

Exon 1’’ 397 - 890 493 Exon 1c 1371 - 1596 225 

Intron 1’’ 891 - 2328 1437 Intron 1c - - 

Exon 2 2329 - 2403 74 Exon 2 1597 - 1690 93 

Intron 2 2404 - 4127 1723 Intron 2 1691 - 4561 2870 

Exon 3 4128 - 4231 103 Exon 3 4562 - 4664 103 

Intron 3 4232 - 4318 86 Intron 3 4665 - 4858 193 

Exon 4 4319 - 4493 174 Exon 4 4859 - 5033 174 

Intron 4 4494 - 5437 943 Intron 4 5034 - 5642 608 

Exon 5 5438 - 5545 107 Exon 5 5643 - 5750 107 

Intron 5 5546 - 5623 77 Intron 5 5751 - 5822 71 

Exon 6 5624 - 5724 100 Exon 6 5823 - 5923 100 

Intron 6 5725 - 7135 1410 Intron 6 5924 - 7073 1149 

Exon 7 7136 - 7207 71 Exon 7 7074 - 7145 71 

Intron 7 7208 - 7513 305 Intron 7 7146 - 7436 290 

Exon 8 7514 - 7556 42 Exon 8 7437 - 7476 39 

Intron 8 7557 - 8927 1370 Intron 8 7477 - 8176 699 

Exon 9 8928 - 9068 140 Exon 9 8177 - 8317 140 

Intron 9 9069 - 9520 451 Intron 9 8318 - 8680 362 

Exon 10 9521 - 9848 327 Exon 10 8681 - 9032 351 

Intron 10 9849 - 10192 343 Intron 10 9033 - 9319 286 

Exon 11 10193 - 10580 387 Exon 11 9320 - 9687 367 

3’-UTR 10581 - 10806 288 3’-UTR 9688 - 9982 294 

 

 

 

 

 

 

Beim

Exon 2 de

Hierbei bes

die Basena

keinerlei G

Exon 1 be

Sequenzen

 

 

 
Tabelle 2: Lage und Größe der Exons und Introns im (A) humanen La/SS-B-Gen (GRÖLZ,

1998) und (B) murinen La/SS-B-Gen 
Die Zahlenangaben beim murinen La/SS-B-Gen beziehen sich auf die komplette 

Nukleotidsequenz aus Abb. 8, die Zahlenangaben beim humanen La/SS-B-Gen auf die 

komplette Nukleotidsequenz im Anhang (8.1). 
 

 Vergleich der Exon-Intron-splice-Nukleotidsequenz-Übergänge ließen sich ab dem 

s humanen und murinen La/SS-B-Gens große Übereinstimmungen feststellen. 

aß die 5�-splice-Stelle meist die Basenabfolge AG/GT und die 3�-splice-Stelle meist 

bfolge AG/GG. Dagegen wiesen die Sequenz-Übergänge der verschiedenen Exon 1 

emeinsamkeiten auf. Dies konnte nicht weiter verwundern, da die verschiedenen 

i der Maus und beim Menschen auch sonst keine Ähnlichkeiten besaßen. Die 

 der Exon-Intron-splice-Übergänge finden sich in Tabelle 3.  
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A) Sequenzen der Exon-Intron-splice-Übergänge im humanen La/SS-B-Gen 

 
Bezeichnung Exon 3’ Intron 5’ Intron 3’ Exon 5’ Bezeichnung 
Exon 1 ...GCTTTGCT GGTGCGCG... ...TTTTACAG ATAGCCGC... Exon 2 
Exon 1� ...GGGAAAAC GTGGGTAA... ...TTTTACAG ATAGCCGC... Exon 2 
Exon 1�� ...AAACGTGG GTAATATT... ...TTTTACAG ATAGCCGC... Exon 2 
Exon 2 ...AAATTGAG GTATGATT... ...TCTCACAG TATTATTT... Exon 3 
Exon 3 ...TTCAACAG GTAACAAG... ...CTCTTCAG GTTGAACC... Exon 4 
Exon 4 ...TTTATATT GTAAGTGG... ...CTTCACAG AAAGGCTT... Exon 5 
Exon 5 ...CATTTAAG GTATGATA... ...TTTTACAG GGATCAAT... Exon 6 
Exon 6 ...CTTTTCAA GTAAGTCT... ...TTCTTTAG GGACGATT... Exon 7 
Exon 7 ...GCTAAACA GTAAGTAT... ...ATTTGTAG GGAGCAAG... Exon 8 
Exon 8 ...CTGAAATG GTAAGTAT... ...TTTTATAG AAATCTCT... Exon 9 
Exon 9 ...CAAAAGAG GTCAGAGG... ...TGGTATAG GGGATAAT... Exon 10 
Exon 10 ...TGCAACTG GTAAGTTT... ...CGTTATAG GACCTGTG... Exon 11 

 
B) Sequenzen der Exon-Intron-splice-Übergänge im murinen La/SS-B-Gen 

 
Bezeichnung Exon 3’ Intron 5’ Intron 3’ Exon 5’ Bezeichnung 
Exon 1a ...AATCTTTG AGGTGAGC... ...TTCCTACC AGTGTGAG... Exon 2 
Exon 1b ...TGAGGAGA AGGTACGA... ...TTCCTACC AGTGTGAG... Exon 2 
Exon 1c ...ACTTTGCT TTACCAAC... ...ATTCACAG TATTATTT... Exon 2 
Exon 2 ...AAATTGAG GTATGATT... ...ATTCACAG TATTATTT... Exon 3 
Exon 3 ...TTCAACAG GTAAGTCT... ...CTTTTCAG GCTAAACC... Exon 4 
Exon 4 ...TTTATATT GTAAGTGG... ...TTTTACAG AAAGGTTT... Exon 5 
Exon 5 ...CATTTAAG GTATGATA... ...CTTTACAG GGGTCAAT... Exon 6 
Exon 6 ...CTCTTTAA GTAAGTCT... ...TTCTTCAG GGAAGATT... Exon 7 
Exon 7 ...GCTAAACA GTAAGTCT... ...GTTTTTAG AGAGCATG... Exon 8 
Exon 8 ...CTGAAACC GTAAGTAC... ...TTTTATAG AGAGCTCT... Exon 9 
Exon 9 ...CAAAAGAG GTTTGGAA... ...ATGTGTAG GGAATAAT... Exon 10 
Exon 10 ...TCGTCGTG GTAAGTCT... ...TGTAATAG GACCAATG... Exon 11 
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Tabelle 3: Sequenzen der Exon-Intron-splice-Übergänge im (A) humanen La/SS-B-Gen (GRÖLZ, 

1998) und (B) murinen La/SS-B-Gen 
Dargestellt sind jeweils acht Nukleotide auf der 3�-Seite eines vorangehenden Exons, auf der 5�- und 

3�-Seite des nachfolgenden Introns und auf der 5�-Seite eines darauffolgenden Exons. 
asis-Promotor 

ukaryontische Pol II-Promotoren bestanden aus einem core-Promotor-Element 

romotor) sowie aus genspezifischen, regulatorischen DNA-Elementen (TJIAN und 

IS, 1994; KOLESKE und YOUNG, 1995; KORNBERG, 1996). Das 

motor-Element bildete das minimale DNA-Element, das für die Transkriptions-Initiation 

e RNA-Pol II in vitro notwendig und ausreichend war. Die regulatorischen Elemente 

n aus den die Transkription verstärkenden enhancer- und abschwächenden 

Elementen und konnten über einen weiten Bereich, sowohl stromaufwärts wie auch 

ärts vom Transkriptionsstart, verteilt sein. An das core-Promotor-Element banden 

ene generelle Transkriptionsfaktoren (GTFs), rekrutierten die Pol II und bildeten den 

Transkriptionsapparat (BURATOWSKI, 1994; ROEDER, 1996). An die enhancer- und 

Elemente banden regulatorische Faktoren, die Aktivatoren bzw. Repressoren. Die 

n zwischen dem basalen Transkriptionsapparat und den regulatorischen Faktoren 

ermutlich über verschiedene Kofaktoren erfolgen. Als Kofaktoren wurden mit dem 

x-Bindeprotein (TBP) assoziierte Faktoren (TAFs), lösliche generelle Kofaktoren und 

 C-terminalen Ende der Pol II direkt interagierende Mediatoren beschrieben 
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(VERRIJZER und TJIAN, 1996; KAISER und MEISTERERNST, 1996; BJÖRKLUND und KIM, 

1996). Der core-Promotor wurde bei den meisten Genen durch die etwa 30 bp stromaufwärts 

vom Transkriptionsstart gelegene TATA-Box gebildet. Darüber hinaus enthielten viele 

Promotoren, mit oder ohne TATA-Box, eine pyrimidinreiche Initiator-Sequenz, die direkt über 

dem Transkriptionsstart lag (ROEDER, 1996). Ein Initiator-Element wurde erstmals von SMALE 

und BALTIMORE (1989) am Beispiels des Gens der murinen terminalen 

Desoxyribonucleotidyltransferase (TdT) beschrieben und besaß die nur sehr schwache 

Konsensussequenz YYAYTCYY (DU et al., 1993). Allgemein konnten Promotoren von 

eukaryontischen Genen in solche eingeteilt werden, bei denen das core-Promotor-Element eine 

TATA-Box enthielt, und in solche ohne TATA-Box. Die Promotoren vieler Haushaltsgene 

enthielten Initiatorelemente, jedoch keine TATA-Box, und erschienen auf Grund mehrerer 

Bindestellen für den Transkriptionsfaktor (TF) Sp1 G/C-reich (DYNAN und TJIAN, 1983; 

MELTON et al., 1986; VIHINEN et al., 1996). Die Initiation der Transkription konnte bei diesen 

Promotoren an verschiedenen Stellen erfolgen (MELTON et al., 1986). 

Der Promotorbereiche des humanen La/SS-B-Gens besaß eine Größe von 239 bp 

(Tabelle 2). GRÖLZ (1998) suchte mit dem Programm HUSAR (3.17) den Promotorbereich des 

humanen La/SS-B-Gens nach Promotorelementen und potentiellen TF-Bindestellen ab. Dabei 

fand sich keine TATA-Box, dafür aber eine GC-reichen Region. Stromaufwärts des humanen 

Exon 1 lagen eine CAAT-Box, eine SP1-Bindestelle und direkt stromabwärts davon eine 

AP2-Bindestelle. Ein 17 Nukleotide langer Bereich wurde auf Grund von Sequenzvergleichen 

mit Promotoren anderer Gene nach CHAMBERS et al. (1988) als G/C-reiches 

Promotorelement bezeichnet. Im Exon 1 selbst lag eine weitere AP2-Bindestelle.  

Auch der Promotorbereiche des murinen La/SS-B-Gens, der eine Größe von 527 bp 

besaß (Tabelle 2) und sich stromaufwärts des Exon 1a bzw. Exon 1b befand, wurde mit dem 

Programm HUSAR (3.17) nach Promotorelementen und TF-Bindestellen abgesucht. Nur die 

gängigsten TFs sind in Abb. 27 dargestellt und im Folgenden kurz beschrieben. Es fanden sich 

eine CCAAT-Box und mehrere davon abweichende Bindestelle, an die der CCAAT-binding 

factor oder der CTF (= CCAAT-Box-factor = nuclear factor-1 = NF-1) binden konnten. 

CCAAT-bindende Proteine fungierten als Aktivatoren der Promotor-Grundfunktion und als 

Regulationselemente (KNIPPERS, 1997). Feststellen ließen sich auch Bindestellen für TFIIA, 

TFIIA-α/β precursor (major), TFIIA-α/β precursor (minor), TFIIA-γ, TFIIB, TFIIE, TFIIF, TFIIF-α, 

TFIIF-β und TFIID. TFIID spielte eine besondere Rolle beim Aufbau des 

Transkriptionskomplexes (KNIPPERS, 1997). Bindestellen für TBP, TBP-1 und TBF1 ließen 

sich ebenfalls detektieren. Von Bedeutung war das Vorhandensein von GC-Boxen, die 

besonders häufig in Promotoren von TATA-Box-freien Haushaltsgenen vorkamen und an die 

das Glykoprotein Sp1 (GC-Box-Protein) band. Sp1 sorgte zusammen mit TAF für die richtige 

Plazierung von TFIID im Bereich des Transkriptionsstarts (KNIPPERS, 1997). Des weiteren 

fanden sich Bindestellen für c-Myc und E2F-1, das eine zentrale Rolle bei der Regulation der 

Genaktivität im Verlauf des Zellzyklus einnahm (KNIPPERS, 1997). Interessanterweise ließen 
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sich auch Bindestellen für NF-κB (nuclear factor κB), NF-κB(-like), NF-κB1 und NF-κB1/2 

precursor feststellen. Außerdem konnten Bindestellen für AP-2 und AP-3 (activator protein) 

ermittelt werden. Das AP-Protein setzte sich aus den Proteinen Fos und Jun zusammen, die je 

eine Untereinheit von AP darstellten (KNIPPERS, 1997). Des weiteren fanden sich Bindestellen 

für E12 und E47. Detektieren ließen sich auch Homöobox-Bindestellen für das Protein HOXA5 

und N-Oct-3 (Oktamer-Bindeprotein). Auch fand sich eine Bindestelle für TCF-2α (ternary 

complex formation), der aus den drei Komponenten DNA, SRF (serum response factor) und 

p62 (KNIPPERS, 1997) bestand. Schließlich wurden noch Bindestellen für GATA-1, GATA-1B, 

GATA-2, GATA-3 und NF-E1b und NF-E1c gefunden. Eine TATA-Box ließ sich nicht detektiert.  

Zusammengenommen wiesen die Promotorelemente darauf hin, dass es sich beim 

murinen La/SS-B-Gen um ein permanent exprimiertes Haushaltsgen handelte, wie bereits von 

CHAMBERS et al. (1988) für das humane La/SS-B-Gen beschrieben worden war (1.5.1). 
 

 
                                                                                               TFIID 
                                                                                               TTTGAA 
                                                                                            SP1 
                                                                                         TACGCCCTTA 
                                                                                       AP-2 
                                                                                    TCCCCANSSS 
-600                                                                               ANCCCCNACNCCNTTNAAGKSRAATNN     -501 
 
                                           HOXA5 
                                         TTTAATAATTA 
                                     TBP-1 
           TFIID                     TBP 
           TTTGAA                    TFIIF-β   
           NF-1                      TFIIF-α 
          CTTTCC                     TFIIF 
             AP-3                    TFIIE 
          ATTTCCAAA                  TFIID 
          TFIIF-β                    TFIIB 
          TFIIF-α                    TFIIA-γ 
          TFIIF                      TFIIA-α/β precursor (minor) 
          TFIIE                      TFIIA-α/β precursor (major) 
          TFIIB                      TFIIA  
          TFIIA-γ                    TTTTATA                              NF-κB1/2 precursor 
          TFIIA-α/β precursor (minor)                                     NF-κB1 
          TFIIA-α/β precursor (major)                                     NF-κB(-like) 
          TFIIA                                                           NF-κB 
          TBP-1      CCAAT-binding factor                                 N-Oct-3 
          TTTTATA    CCAATC                                               TFIID 
           TFIID      CTF          AP-2                  Sp1 
         TATTTATA   GCCAATG      CCCMNSSS               ACGCCC 
            TBP      NF-1          SP1            AP-3                        AP-3 
          TTTTTTA   GCCAAG      GCCCGCCCC       ATTGCAACA                  AAATTTCCCAA 
-500      NTTTNNAAAGGCCAANNCTKTGGCCCNCCCCTTTWATAATTNCAANACNCCCGGAAAAGGTAGNNNAATTTCYCAACAAAGGNAGGAGGAGTTTTAGGGT     -401 
 
                       NF-E1c 
                       NF-E1b 
                       GATA-3 
                       GATA-2 
                       GATA-1B 
                       GATA-1A 
                       GATA-1 
                       WGATAR 
                      TBP                                            NF-1 
                    TAAAAAA                                         CTTTCC 
-400      CANCCTGGTCTAAARANNAGCCCGAGTTCCTGGATAGCCGGGGCTTCSCCCGGAAACGCTKTCCCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA     -301 
 
               NF-1 
              GGAAAG 
           TBP 
         TAAAAAA 
          c-Myc                                                             SP1 
         TAAGAGA                                                         ATACTGCCC 
-300      AARRRRAAAGGGGGAAAAAAAGAAAAACCAAGCGCTACAGAAGAAAGAAGGGAAGGCTCGAACATACTGCCCAGAAACACATTAAARACAAAGATCTCCA     -201 
 
                  TCF-2α    TBF1            CCAAT-Box          SP1 
                  RCTTCCTS     CCCTAA           GCAAT            CGGGCGG 
-200      CAAAAAACACTTCCTGTCAGCCCCTAACATTCTGCTGAGCAATTTAACAATTTCTCGGGCGGGAGTTCCGGCGAGACGACTCTCCTTCAGATTGTGGAGC     -101 
 
                                                                   E47 
                                                                   E12  
                                                                 CANCTGY 
                            NF-1                              SP1                       NF-κB1 
                           GGAAAG                           ACGCCC                      NF-κB 
                         E2F-1                             AP-2                         NF-1 
                       GCGCGGAA                          CCCMNSSS                      GGAAAGCCCCC 
-100      TCGTAACGGCCGTGCGCGGAAAGCAGAGCCGGGCCACTGCGTCCGCGCCCACGCCCACCTGTCCGCAAGGGCTGCCGGGAAAGCCCCCATCTTTAAGCGC       -1 
 

 

Abb. 27: Darstellung von TFs im Basis-Promotor des murinen La/SS-B 
Die Zahlenangaben beziehen sich auf diejenigen in Abb. 5 
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6.5 Der alternative Promotor 
 

Bei der Untersuchung, wie es zur Entstehung der alternativen mRNAs des humanen 

La/SS-B kommen konnte, fand GRÖLZ (1998), dass das humane Gen einen zweiten, 

alternativen Promotor besaß und die verschiedenen mRNA-Isoformen durch einen 

Promotorwechsel in Kombination mit alternativem splicing entstanden. Der alternative Promotor 

lag im Intron 1 nach dem Exon 1 und dehnte sich bis in das alternative Exon 1� hinein aus 

(1.5.1 und Abb. 2). Mit dem Programm HUSAR (3.17) wurden in diesem Bereich Bindestellen 

für AP1 und TFIID gefunden. Im Exon 1�, stromaufwärts der Poly(dT)-Sequenz (8.1), befanden 

sich zwei weitere Konsensussequenzen für Sp1, zwei für AP2 und eine Bindestelle für NF-κB 

(GRÖLZ, 1998). Etwa 20 bp stromaufwärts des Transkriptionsstarts des längsten alternativen 

Exon 1�- bzw. Exon 1��-Transkripts wurde eine von der TATA-Box-Konsensussequenz 

abweichende TFIID-Bindesequenz (TACAAA) gefunden. Diese Sequenz fungierte beim 

EIIaL-Gen des Adeno-Virus als schwacher Promotor (HUANG et al., 1988) und könnte bei der 

Transkription der alternativen Exon 1�- bzw. Exon 1��-mRNA-Isoformen das 

core-Promotor-Element darstellen. Da sich die humane Exon 1��-La/SS-B-mRNA von der 

Exon 1�-La/SS-B-mRNA nur um vier Nukleotide am 3�-Ende unterschied, wurde davon 

ausgegangen, dass die beiden Isoformen durch alternatives splicing einer gemeinsamen 

Vorläufer-RNA entstanden (1.5.1). Die Transkription dieser mRNA-Isoformen erfolgte von dem 

alternativen Promotor aus. Somit verfügten die klassische Exon 1- und die alternativen Exon 1�- 

bzw. Exon 1��-mRNA-Isoformen jeweils über einen eigenen Promotor (1.5.1 und Abb. 2). Die 

Promotoren der Exon 1- und Exon 1�- bzw. Exon 1��-Isoformen könnten darüber hinaus auf 

gemeinsame regulatorische Elemente zurückgegriffen und sich gegenseitig positiv oder negativ 

beeinflusst haben. Offensichtlich hemmte ein Sequenzbereich stromaufwärts des 

Transkriptionsstarts der Exon 1-mRNA-Isoform selektiv den alternativen Promotor. Dies war ein 

Hinweis darauf, dass es regulatorische Elemente gab, die selektiv die Transkriptionsrate der 

alternativen Isoformen beeinflussten (GRÖLZ, 1998). 

Um zu überprüfen, ob das murine La/SS-B-Gen neben dem Basis-Promotor, wie das 

humane La/SS-B-Gen, einen zweiten, alternativen Promotor besitzen und ob die Transkription 

der drei murinen La/SS-B-mRNA-Isoformen ebenfalls durch einen Promotorwechsel in 

Kombination mit alternativem splicing entstehen könnte, wurde der Bereich, den das Intron 1 

und Exon 1c des murinen La/SS-B-Gens umfasste (Abb. 5), mit dem Programm HUSAR (3.17) 

nach Promotorelementen und TF-Bindestellen abgesucht. 

Die Positionen der hierbei gefunden TFs sind in Abb. 28 dargestellt. Es fand sich eine 

TATA-Box und Bindestellen für MTF-1 und PPAR. Außerdem ließ sich eine Bindestelle für 

NF-1/L (nuclear factor-1 oder CCAAT-Box-TF CTF) detektieren. Weiterhin wurden Bindestellen 

für c-Fos und c-Jun, insbesondere für JunD gefunden. Ebenso wurden Bindestellen für AP-1 

und AP-2 detektiert. Des weiteren fand sich eine Bindestelle für TCF-1A. Außerdem waren 

SP1- und TFIID-Bindestellen vorhanden. Des weiteren fanden sich Bindestellen für c-Myc. 
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Ebenso ließen sich Bindestellen für die Proteine E12 und E47 detektieren. Nachweisen ließ 

sich des weiteren eine Homöobox-Bindestelle für das Oktamer-Bindeprptein N-Oct-3. 

Schließlich konnten noch Bindestellen für die TFs GATA-1, GATA-1B, GATA-2, GATA-3 und 

NF-E1b und NF-E1c gefunden werden. 
 

                                                                              AP-2 
                                                                            SSSNKGGG 
  101      GAGACTGAGGAGAAGGTACGAAGGGCTGTGCTATGCGCAGGCCTCACCTTCCTCTCCGCGCCGCCGCGTGGGCCGCGCGGCCCGTGGCCGTGTGCTGGAC      200 
 
                                                                                         c-Myc 
                                                                                        CACGTG 
                                                         AP-2 
                                                       CCCMNSSS 
                  AP-2                                 Sp1                  AP-2    NF-1 
                SSSNKGGG                             GGCCCC               SSSNKGGG CTTTCC 
  201      CGCGGCCCGAGGGGGCGCGGGCCTCGGCGAGGCCACGGAGCGGGCCCCGGCCAGAGATGCGGGCGCCTGGGGCTTTCCACGTGGCAGGGATCCCGGCGGG      300 
 
                                                                                                     NF-1 
                                                                                                    CTTTCC 
                                      SP1                                                     MTF-1 
                                     GGGGCC                                                  TGCRCNC 
  301      CCGGTGTGGGAGGATGCGGCTCTCGCGGGGCCTTTAGGCAGAGGCTCGCCGCATCCTCACGGCGTCCTTTCGGTTTGTTCCTTGCACCCCTTTCCTGACT      400 
 
                  Sp1                                                                AP-2 
                KRGGCKRRK                                                           TGGGGA 
  401      GGCCAGAGGCGGATGTTTCGGACCATTTAAGTCTTTAGGGTGGTCGGTGCGGGTTAAACGCGACAGGGTTCTGTGGGGACTGACTGGAGGCCGAAGAAGT      500 
 
                                       NF-E1c 
                                       NF-E1b 
                                       GATA-3 
                                       GATA-2 
                                       GATA-1B 
                                       GATA-1A                  TCF-1A 
              Sp1                      GATA-1                   TFIID 
            GGGGCC                     YTATCW                  TTCAAAG 
  501      GGGGGCCGCTATTGGGTTCCCAGCGTCGCTATCTTTTTTTTTTTTTTTTTCCTTCAAAGAACTGCCATTGCCATTCTGTCTTCAGTGTGAAACAGTCCCT      600 
 
                                                            PPAR 
                                                           TGACCT 
  601      AAATTGGGTAGGCCGCAGAAGTCTTGCAGGGGCTAACTAGGTCGGTATTGACCTGTGTCTCTGTAGTAATGAGAAGTGAGATTGTTGGTAGTGGGAGACA      700 
 
                                                              N-Oct-3 
                                                            ATTWNNNATK 
  701      AACCAGCGCCTGTAACAGTAAATTCTGAAGTGGGACGTGTACTTCGTAGATTTCCCATTACAGGACCAGTGTATCGCCAGCAGTCTCCAGCATTTTGAGC      800 
 
                                                               TFIID 
                                                               NF-E1c 
                                                               NF-E1b 
                                                               GATA-3 
                                                               GATA-2 
                                                       E47     GATA-1B 
                                     AP-1              E12     GATA-1 
                                    TAACTCA          CANCTGY   WGATAR 
  801      AATGTCTCAAGAAATATACCAACAGTAACTCATAACTATATTCAGCTGCTGCAGATAAACTCTTCAAGAGCTGGTATACTTCCGTACAATATGGTAGGGT      900 
 
  901      GGTTTAGTAAGGCGCTGGAAGCCAGTAAGACAGAAGATCCGGTTTGTGATTTCTAGCAAACCAGTATCACAGTCCCTCTTTATTCTAGGATTGCTGTCAG      
1000 
 
                      NF-1 
                     GGAAAG 
1001      ACCGTGAAACAGGAAAGTGGCTATAGAGTTAACCAGTGTAGTAGTGTTTTAGGCACATCCTTACCTTCCAGCGTCCCTAGTTTAAAATTTTTTGTATCTG      1100 
 
                                                                                    N-Oct-3 
                                                                                   ATTWNNATK 
1101      TGCTCACAAGGTCCCATTTTTCTTGTATTCTCCTATATAGTGTCTAACACCGTAACTTTCATATCTGAACTCTATTTTCATTTTTACCAGTAATAAGTTT      1200 
 
                         JunD 
                         c-Jun 
                         c-Fos 
                         AP-1 
                       GTGACTAA 
                    E47 
                    E12          TFIID               NF-1/L                                TATA-Box 
                  CANCTGY       TTTGAA               TTGGCA                                TATAAT 
1201      TGGTAAGTCAGCTGTGACTAATTTTGAAAAGAAACGCAAATAATTGGCATTGAGGGCTATAGGAATATACTGCTGGCAGACTATAATACTGATATTTTTA      1300 
 
                                                               TFIID 
                                                              TTTATC 
1301      AAGCTAGGAATGATTGAGGGGTAGTTAAGTGGACATTTTCTGCTTTTTTGTTTTTATCGCTGAACTTTGCTTTACCAACTACATGAAGAGTTTGGTTACA      1400 

 

 

Zusammengefasst ließ sich folgendes feststellen: Die stromaufwärts des Exon 1c im 

Intron 1 gefundenen Promotorelemente und regulatorischen TFs könnten auf einen zweiten, 

alternativen Promotor des murinen La/SS-B-Gens hindeuten. Die Existenz eines solchen 

alternativen Promotors müsste aber noch eindeutig bewiesen werden.  

Abb. 28: Darstellung von TFs, die stromaufwärts des Exon 1c im Intron 1 des murinen La/SS-B liegen 
Die Zahlenangaben beziehen sich auf diejenigen in Abb. 5 
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6.6 Der alternative splice-Mechanismus 
 

Aufgrund der erhaltenen Ergebnisse (6.4 und 6.5) konnte ein hypothetisches Modell 

entwickelt werden, wie es zur Entstehung der alternativen mRNAs des murinen La/SS-B 

kommen konnte (Abb. 29). Vermutlich besaß das murine Gen neben dem Basis-Promotor 

einen zweiten, alternativen Promotor, der sich im Intron 1 zwischen dem Exon 1a bzw. Exon 1b 

und dem Exon 1c befand. Somit war die Möglichkeit gegeben, dass die Transkription von zwei 

verschiedenen Promotoren aus starten konnte. Wahrscheinlich entstanden die verschiedenen 

mRNA-Isoformen durch einen Promotorwechsel in Kombination mit alternativem splicing 

(Abb. 29). Dies würde genau der Situation beim humane La/SS-B-Gen entsprechen (Abb. 2). 

Zumindest musste man für die murinen mRNA-Isoformen Exon 1a und Exon 1b ein solches 

alternatives splicing fordern. Da sich diese nur um 27 Nukleotide am 3�-Ende des Exon 1 

unterschieden, konnte davon ausgegangen werden, dass diese beiden Isoformen durch 

alternatives splicing einer gemeinsamen Vorläufer-RNA, unter Verwendung einer zum Exon 1b 

alternativen, 27 Nukleotide stromabwärts gelegenen 5�-splice-Stelle, entstanden (Abb. 29), wie 

dies bei den Exon 1�- bzw. Exon 1��-mRNA-Isoformen des humanen La/SS-B-Gens der Fall war. 

Aus diesem Grund konnte angenommen werden, dass es einen gemeinsamen Promotor für die 

Exon 1a-mRNA und Exon 1b-mRNA gab. 

 

 

 

Abb. 29: Die hypothetische Entstehung der mRNA-Isoformen des murinen La/SS-B 
A) alternative mRNA mit dem Exon 1a 

B) alternative mRNA mit dem Exon 1b 

Mitte: Gen mit dem Basis-Promotor P1, Exon 1a, Exon 1b, alternativen Promotor P2, Exon  1c und Exon 2 

C) alternative mRNA mit dem Exon 1c 
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6.7 Vergleich der alternativen Exon 1 des murinen und humanen La/SS-B-Gens 
 

Da sich die Sequenzen der humanen und murinen Exon 1 vollständig voneinander 

unterschieden (6.3) und sich daher keine Aussage darüber machen ließ, welches humane 

Exon 1 einem murinen Exon 1 entsprach, musste der Vergleich einerseits nach ihrer Lage auf 

dem La/SS-B-Gen und andererseits nach der Art des splice-Mechanismus erfolgen. 

Übereinstimmend war der splice-Mechanismus der Exon 1�- bzw. Exon 1��-mRNA-Isoform und 

der Exon 1a- bzw. Exon 1b-mRNA-Isoform (Abb. 2 und Abb. 29). Diese beiden mRNA-Formen 

entstanden sowohl beim Menschen als auch bei der Maus vermutlich aus einem gemeinsamen 

Vorläufer-RNA-Molekül, wobei eine Exon 1-splice-Variante jeweils immer an ihrem 3�-Ende um 

einige Basen verlängert war. Während im humanen Gen sich das Exon 1�- bzw. Exon 1�� im 

Intron zwischen dem Exon 1 und dem Exon 2 befand (8.1), stellte das Exon 1a- bzw. Exon 1b 

im murinen Gen das erste Exon dar, das nach dem Basis-Promotor lokalisiert war (Abb. 5).  

Demzufolge müsste das humane Exon 1 dem murinen Exon 1c entsprechen. Allerdings 

war das humane Exon 1 und das murine Exon 1c bei den jeweiligen Genen verschieden 

lokalisiert. Das humane Exon 1 war das erste Exon nach dem Basis-Promotor (8.1), während 

das murine Exon 1c zwischen dem Exon 1a bzw. Exon 1b und dem Exon 2 lag (Abb. 5).  

Die verschiedenen mRNA-Isoformen wurden beim humanen und murinen Gen von 

verschiedenen Promotoren aus transkribiert. Die humanen mRNA-Formen Exon 1� bzw. 1�� 

wurden wahrscheinlich vom zweiten, alternativen Promotor des humanen La/SS-B-Gens 

transkribiert, während die murinen mRNA-Formen Exon 1a- bzw. Exon 1b vermutlich vom 

Basis-Promotor des murinen La/SS-B-Gens transkribiert wurden. Im Unterschied zur humanen 

Exon 1-mRNA, die vom Basis-Promotor transkribiert wurde, wurde die murine Exon 1c-mRNA 

vermutlich vom zweiten, alternativen Promotor transkribiert.  

Nach Abwägung aller Fakten könnte das humane Exon 1 dem murinen Exon 1c, das 

humane Exon 1� dem murinen Exon 1a und das humane Exon 1�� dem murinen Exon 1b 

entsprechen. 

 

 

6.8 Die codierende, C-terminale Nukleotidsequenz 
 

SEMSEI et al. (1993) konnten in der C-terminalen, codierenden Nukleotidsequenz des 

La/SS-B aus Ratte im Vergleich zur humanen und bovinen Nukleotidsequenz eine 

Nukleotid-Insertion und eine Nukleotid-Deletion feststellen (Abb. 30). Da die murine 

Nukleotidsequenz in diesem Bereich fast vollständig mit der aus Ratte übereinstimmte, wies die 

murine Sequenz ebenfalls die Insertion und Deletion auf (Abb. 30). Somit lag der Verdacht 

nahe, dass es sich um eine Nager-spezifische Insertion bzw. Deletion handeln könnte. 

Die Insertion umfasste 48 Nukleotide (Abb. 30 A). 13 Nukleotide stromabwärts des 

5�-Endes dieser Insertion fand sich ein 17 bp langes Motiv (in Abb. 30 A unterstrichen), das 
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exakt nach dem 3�-Ende der Insertion wiederholt wurde (in Abb. 30 A finden sich aus 

Platzgründen nach dem 3�-Ende der Insertion nur noch 9 b dieses Motivs). 

Die Deletion umfasste 24 Nukleotide (Abb. 30 B). Teilweise fand sie sich auch in der 

bovinen Nukleotidsequenz (Abb. 30 B). Die Entstehung dieser Deletion bei Nagern bzw. der 

teilweisen Deletion beim bovinen La/SS-B könnte durch eine Spezies-abhängige Entwicklung 

einer Donor-Akzeptor-splice-Stelle erklärt werden. Interessanterweise fand sich auf der 3�-Seite 

der Deletion eine splice-Stelle (in Abb. 30 B durch einen Pfeil gekennzeichnet). 

In ihrer Gesamtheit betrachtet, könnten Spezies-spezifische Unterschiede des La/SS-B 

auf eine Optimierung auf die jeweilige Spezies hinweisen, was im Endeffekt zur Bildung 

Spezies-spezifischer Barrieren geführt haben könnte. 

 
 

A) Nukleotid-Insertion 

humanes La :  960  :  AATAATAGAAGACCAACAAGAATCCCTAAACAAATGGAAGTCAAAAGGT------------------------------------------------CGTAGATTT 

bovines La :  960  :  AATAATAGAAGATCAACAAGAATCTCTAAACAAATGGAAGTCAAAAGGT------------------------------------------------CGAAGATTT 

Ratten  La :  960  :  AATCACAGATGATCAACAAGAATCTCTGAACAAATGGAAGTCAAAAGGAGGTCATGCAGCCCGCAGATTTAAAGGAAGTCATGTTTTTACAGCAGCTCGCAGATTT 

murines La :  960  :  AATAATAGAAGACCAACAAGAATCCCTAAACAAATGGAAGTCAAAAGGAGGGCATGCAGGTGGAAGATTTAAAGGAAGTCATGTTTTTACAGCAGCCCGCAGATTT 
 

B) Nukleotid-Deletion 

                                                            ↓ 

humanes La :  1120  :  ATGAACATGATGAACATGATGAAAATGGTGCAACTGGACCTGTGAAAAGA 

bovines La :  1120  :  ATGAACGTGATG---------AAAATGGTGCATCTCGAGCAGTAAAAAGA 

Ratten  La :  1120  :  ATCATCGTCGTG------------------------GACCAGTGAAAAGA 

murines La :  1120  :  ATCATCGTCGTG------------------------GACCAGTGAAAAGA 
Abb. 30: Darstellung der Spezies-spezifischen Insertion bzw. Deletion in der C-terminalen, codierenden Nukleotidsequenz 

des La/SS-B von Mensch, Rind, Ratte und Maus (verändert nach SEMSEI et al., 1993) 
Die Zahlenangaben beziehen sich auf die murine Nukleotidsequenz (8.3). Fett gedruckte Nukleotide kennzeichnen 

Sequenzunterschiede. Striche stellen fehlende Nukleotide dar. In (A) ist das 17 bp lange Motiv unterstrichen, das exakt nach dem 

3�-Ende der Insertion wiederholt wird. Aus Platzgründen finden sich nur noch 9 b dieses Motivs nach dem 3�-Ende der Insertion, die 

ebenfalls unterstrichen sind. Der Pfeil in (B) kennzeichnet eine splice-Stelle. 
  

 

 

6.9 Die alternativen Polyadenylierungsstellen 
 

Die La/SS-B-Nukleotidsequenz in der 3�-UTR von Maus und Ratte, die die 

Polyadenylierungsstellen enthielt, stimmte fast vollständig überein (Abb. 31). SEMSEI et al. 

(1993) zeigten, dass bei der La/SS-B-Nukleotidsequenz der Ratte im Gegensatz zu der des 

humanen La/SS-B andere Polyadenylierungsstellen bzw. -signale vorhanden waren. Die 

klassische Polyadenylierungssequenz (5�-AAUAAA-3�) des humanen La/SS-B fand sich nicht in 

der Ratten-Nukleotidsequenz. Ebensowenig konnte diese beim murinen La/SS-B gefunden 

werden (Abb. 31).  

Anstelle dessen fanden sich bei beiden Nagern zwei alternative Sequenzen 

(5�-AUUAAA-3�, 5�-AAUAUA-3�) (Abb. 31). Scheinbar wurde die klassische 

Polyadenylierungssequenz bei Nagern deletiert. Auf der anderen Seite fanden sich in der 

humanen Sequenz ebenfalls zwei alternative Polyadenylierungsstellen (5�-AUUAAA-3�, 

5�-AUAUA-3�) (Abb. 31). Von SEMSEI et al. (1993) konnte gezeigt werden, dass alle 
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Polyadenylierungsstellen in Mensch und Ratte genutzt wurden. Da die beiden 

Nager-Sequenzen in diesem Bereich zu fast 100% identisch waren, konnte mit großer 

Sicherheit postuliert werden, dass beim murinen La/SS-B ebenfalls die beiden alternativen 

Polyadenylierungsstellen verwendet wurden.  

Alternative Polyadenylierungsstellen wurden bei nur 5% aller mRNAs nachgewiesen. 

Dass allerdings Haushaltsgene wie La/SS-B alternative Polyadenylierungssequenzen besaßen, 

war sehr ungewöhnlich (SEMSEI et al., 1993).  

 
 

humanes La :  9186  : ATTCAAATATCAAAAGGAAGATTCTTCCATTAAATTGCCTTTGTAATATGAGAATGTATTAGTACAAACT---AACTAATAAAATATATACTATATGAAAAGAGC 

Ratten  LA :  9186  : ATTAAAATATGAAAAGGAAGATTCTTCCTCTTAATTGCCTTTGTAATATGAGAATGTATTAGTACAGACTTGTAA-------AATATATACTGTATAAAAATAGC 

murines La :  9186  : ATTAAAATATGAGAAGGAAGATTCTTCCTCTTAATTGTCTTTG-AATATGAGAATGTATTAGTACAGA-TTGTAA-------AATATATACTGTATAAAAATAGC 

 
Abb. 31: Vergleich der Polyadenylierungsstellen im 3’-Bereich der La/SS-B-Nukleotidsequenzen von Mensch, Ratte und

Maus (verändert nach SEMSEI et al., 1993) 
Die klassische Polyadenylierungssequenz ist fett unterstrichen. Die alternativen Polyadenylierungssequenzen sind dünn 

unterstrichen. Fett gedruckte Nukleotide kennzeichnen Sequenzunterschiede. Striche stellen fehlende Nukleotide dar. Die 

Zahlenangaben beziehen sich auf murine La/SS-B-Gensequenz aus Abb. 5.  
 

 

 

6.10 Die hot-spot-Region 
 

Im Exon 7, das für die linker-Region codierte, die die N- und C-terminale Domäne des 

humanen La/SS-B-Proteins miteinander verband, war eine Adenin-Kassette enthalten, in der 

acht Adenine aufeinander folgten. Bisher wurden zwei humane cDNAs isoliert, die in dieser 

Adenin-Kassette eine Insertion (9A-Mutation) bzw. eine Deletion (7A-Mutation) eines Adenins 

aufwiesen (1.5.9). Darüber hinaus war dieselbe Region, in der die Mutationen in den cDNAs 

gefunden worden waren, auch bei den drei humanen La/SS-B-Pseudogenen ungewöhnlich 

inhomogen (1.5.1). So enthielten die Pseudogene an der Poly(dA)8-Stelle Insertionen von 4, 16 

und 24 Adenin-Resten (BARTSCH, 1997; GRÖLZ et al., 1997c). Offensichtlich handelte es sich 

bei der Region im Exon 7 um eine hot spot-Region, in der Mutationen gehäuft auftraten. 

Sowohl die 9A- als auch die 7A-Mutation hatte eine Verschiebung des Leserasters 

zufolge. Bei der 9A-Mutation entstand ein neues Stop-Codon gleich nach der Punktmutation 

(Abb. 32). Bei der 7A-Mutation wurde der eigentliche Leserahmen des La/SS-B-Proteins 

verlassen, was die Synthese von 12 AS bewirkte, die normalerweise kein Bestandteil des 

humanen La/SS-B-Proteins waren und ein Neoepitop bilden könnten (BACHMANN et al., 

1996b) (1.5.9), bevor die Translation an einem neu entstandenen Stop-Codon abbrach 

(Abb. 32). In beiden Fällen wurde nur die N-terminale Proteinhälfte translatiert.  

Vollständiges La/SS-B-Protein könnte trotz der 7A- oder -9A-Mutation gebildet werden, 

indem die Translation am nachfolgenden Start-AUG an Position 223 (M223) durch den Eintritt 

des Ribosoms nach dem Mechanismus der internen Translationsinitiation oder der Reinitiation 

fortgesetzt wurde. Funktionelles La/SS-B-Protein könnte somit durch Zusammenlagerung der 

N-terminalen und C-terminalen Proteinhälfte entstehen.  
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Hypothetisch würde die für das humane La/SS-B-Gen beschriebene Insertions- bzw. 

Deletions-Mutation beim murinen La/SS-B-Gen die gleichen Folgen ergeben. Der einzige 

Unterschied bestand darin, dass die Poly-(A)-Kassette des murinen La/SS-B im Normalfall 

neun Adenine enthielt (Abb. 32). Bei der Insertions-Mutation (10A-Mutation) wären es dann 

zehn Adenine, bei der Deletions-Mutation (8A-Mutation) nur acht Adenine. Wie beim humanen 

La/SS-B würde bei der Insertions-Mutation der Leserahmen so verschoben werden, dass die 

Translation an einem neu entstandenen Stop-Codon vorzeitig abbrach (Abb. 32). Bei einer 

Deletions-Mutation würde die Leserasterverschiebung die Bildung von 12 fremde AS bewirken 

(Abb. 32). Diese 12 AS stimmte zwischen Mensch und Maus bis auf drei AS überein (Abb. 32: 

unterstrichene AS). Neoepitope könnten bei der Entstehung von Autoimmunität und dem 

triggern der Immunantwort beteiligt sein (LANZAVECCHIA, 1995) (1.5.9). 

 
 
Normale Situation: 
 
murin 9A:                   AAGGAAGATTACTTTGCAAAAAAAAATGAAGAAAGAAAGCAGAGCAAAGTGGAAGCTAAATTAAAAGCTAAACAA 
                             K  E  D  Y  F  A  K  K  N  E  E  R  K  Q  S  K  V  E  A  K  L  K  A  K  Q  
 
human 8A: GACCTGCTAATACTTTTCAAGGACGATTACTTTGCCAAAAAAAATGAAGAAAGAAAACAAAATAAAGTGGAAGCTAAATTAAGAGCTAAACAGGAGCAAGAAGCCAAACAAAAGTTAGAA 
           D  L  L  I  L  F  K  D  D  Y  F  A  K  K  N  E  E  R  K  Q  N  K  V  E  A  K  L  R  A  K  Q  E  Q  E  A  K  Q  K  L  E  
 
 
Insertions-Mutation: 
 
murin 10A:                  AAGGAAGATTACTTTGCAAAAAAAAAATGA 
                             K  E  D  Y  F  A  K  K  K  *  
 
human 9A: GACCTGCTAATACTTTTCAAGGACGATTACTTTGCCAAAAAAAAATGA  
           D  L  L  I  L  F  K  D  D  Y  F  A  K  K  K  *   
 
 
Deletions-Mutation: 
 
murin 8A:                   AAGGAAGATTACTTTGCAAAAAAAATGAAGAAAGAAAGCAGAGCAAAGTGGAAGCTAAATTAA 
                             K  E  D  Y  F  A  K  K  M  K  K  E  S  R  A  K  W  K  L  N  *  
 
human 7A: GACCTGCTAATACTTTTCAAGGACGATTACTTTGCCAAAAAAATGAAGAAAGAAAACAAAATAAAGTGGAAGCTAAATTAA  
           D  L  L  I  L  F  K  D  D  Y  F  A  K  K  M  K  K  E  N  K  I  K  W  K  L  N  *   

 

Abb. 32: Darstellung der Poly-(A)-Kassette im Exon 7 des murinen und humanen La/SS-B mit und ohne Mutationen in der 

hot spot-Region 
Die Sequenzen beginnen mit der ersten Aminosäure des Exon 7. Die Poly-(A)-Kassette ist jeweils fett dargestellt. Die AS, die sich 

zwischen dem humanen und murinem Neoepitop unterscheiden, sind durch Unterstreichung gekennzeichnet.  
  

 

 

B) Analyse des murinen La/SS-B auf transkriptionaler und 
translationaler Ebene 

 

Im Zusammenhang mit der Expression der murinen mRNA-Isoformen sollte zunächst 

gekärt werden, welche Größen die polyadenylierten mRNAs besaßen. Außerdem musste 

überprüft werden, ob weitere mRNA-5�-UTR-Transkripte oder alternative splice-Transkripte 

existierten. Des weiteren sollte ermittelt werden, ob es sich um fertig prozessierte, 

zytoplasmatische und funktionelle mRNAs handelte, die für die Synthese von La/SS-B-Protein 

genutzt wurden, und ob das Protein vom Zellkern in das Ztyoplasma translokalisiert wurde, 

wenn die Translation von einer bestimmte mRNA-Isoform erfolgte. Außerdem sollte festgestellt 

werden, ob es eine gewebeabhängige oder zellspezifische Expression der mRNA-Isoformen 
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gab. Von großem Interesse war auch die Aufklärung des Translationsmechanismus der 

mRNA-Isoformen. Hierbei sollte festgestellt werden, ob die Translation nach dem 

scanning-Modell von KOZAK und/oder durch den internen Eintritt des Ribosoms infolge einer 

internen Ribosomeneintrittsstelle (IRES) erfolgen konnte.  

 

 

6.11 Größenbestimmung der polyadenylierten mRNAs 
 

Zur Größenbestimmung der murinen La/SS-B-mRNA wurde ein Northern-Blotting 

durchgeführt (5.2). Mit der zur Detektion verwendeten Sonde konnten zwar theoretisch die drei 

murinen alternativen mRNA-Isoformen unterschieden werden, jedoch ließ dies das geringe 

Auftrennungsvermögen des Northern-Blottings nicht zu, da nur eine einzelne Bande von etwa 

1,8 kb detektiert werden konnte (5.2). Diese Bande stellte mit großer Wahrscheinlichkeit ein 

La/SS-B-mRNA-Gemisch dar, bestehend aus den drei murinen mRNA-Isoformen. Auch die 

humane La/SS-B-mRNA erschien im Norther-Blot als einzelne Bande und besaß eine Größe 

von ca. 1,8 kb (CHAN et al., 1989a; CHAMBERS et al., 1988) (1.5.1). Humane 

mRNA-Isoformen ließen sich auch hier nicht unterscheiden. Betrachtete man die Größe der 

murinen cDNAs mit ca. 1,4 kb (8.3), so müssten die murinen La/SS-B-mRNAs einen etwa 

400 b langen Poly(A)-Trakt besitzen. Dass ein Poly(A)-Trakt vorhanden war, wurde aus der 

Tatsache geschlossen, dass die cDNA-Synthese mit dem Oligo(dT)-Primer möglich war (z.B. 

5.4). Die Bildung des Poly(A)-Trakts konnte beim murinen La/SS-B nur durch die alternativen 

Polyadenylierungsstellen (6.9) erfolgen, denen somit eine reelle Funktion zukam. 

 

 

6.12 Suche nach weiteren mRNAs 
 

Bei dem 5�-RACE (5.8.1) wurden die amplifizierten La/SS-B-cDNA-Fragmente daraufhin 

untersucht, ob weitere alternative 5�-Isoformen existierten und ob die alternativen 5�-Isoformen 

in ihrer Länge von den bekannten Isoformen abwichen. Falls es sich bei den alternativen 

mRNAs mit dem Exon 1a, 1b bzw. 1c um unvollständig gesplissene precursor-mRNAs 

handelte, musste es möglich sein, cDNA-Fragmente der vollständig gesplissenen Formen zu 

isolieren. Alternative Isoformen könnten ein artifizielles Nebenprodukt der Transkription eines 

Haushaltsgenes darstellen. Durch einen zu weit stromabwärts liegenden Startpunkt der 

Transkription könnten nicht-funktionelle Abbilder der einzigen physiologischen mRNA 

entstehen. Aberrante mRNAs kamen vermutlich nur in einer sehr geringen Konzentrationen vor 

und wurden rasch abgebaut. Bedingt durch die hohe Sensitivität der PCR wäre es jedoch 

möglich solche artifiziellen Nebenprodukte zu detektieren. Die Sequenzierungen der 

5�-RACE-cDNA-Produkte zeigten, dass es sich bei um die bereits beschriebenen 5�-Anfänge 

der mRNAs handelte. Allerdings waren diese deutlich verkürzt. Dies stimmte mit den von 
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CHAMBERS et al. (1988) erhaltenen Ergebnissen für das humane La/SS-B überein, bei dem 

die 5�-Anfänge der mRNA-Isoformen ebenfalls stark variierten. Dies war typisch für 

Haushaltsgene mit einem Promotor ohne TATA-Box (MELTON et al., 1986). Somit stellten die 

drei bisher gefundenen murinen La/SS-B-mRNA-Isoformen (TOPFER et al., 1993; GRÖLZ und 

BACHMANN, 1997d; unveröffentlicht) (GenBank accession No. L00993 und Y07951) 

vermutlich die längsten Transkripte dar. Weitere alternative 5�-Isoformen wurden nicht 

gefunden. Falls alle Isoformen einen signifikanten Beitrag zur Menge an La/SS-B-Protein 

leisteten, mussten sie in ähnlichem Umfang gebildet werden. Ansonsten hätte es sich bei ihnen 

auch um Nebenprodukte der Transkription handeln können. Die für die den 5�-RACE für alle 

Isoformen immer die gleiche Primerkombinationen verwendet wurde und auch sonst immer 

gleiche Bedingungen vorherrschten, konnten die amplifizierten PCR-Banden quantitativ 

miteinander verglichen werden. Größere Konzentrationsunterschiede zwischen den 

cDNA-Produkten konnten allerdings nicht festgestellt werden.  

Mittels der Technik der RT-PCR sollte (5.8.2) untersucht werden, ob murine, alternative 

La/SS-B-mRNA-Isoformen existierten, bei denen Exons herausgeschnitten oder Introns nicht 

herausgeschnitten waren. Wie bei dem Autoantigen Ro52β/SS-A, bei dem im Vergleich zum 

Ro52α/SS-A das Exon 4 herausgeschnitten wurde, könnten ganze Exons fehlen. Auch das 

Pseudogen 3 des humanen La/SS-B, bei dem das Exon 3 fehlte, könnte auf die Existenz 

weiterer Isoformen hindeuten (1.5.1). Splice-Varianten des murinen La/SS-B, bei denen ein 

Exon deletiert war, waren nicht zu erwarten. Einmal, weil auch beim humanen La/SS-B keine 

mRNAs gefunden wurden, bei denen ein Exon herausgepliced war. Auf der anderen Seite 

hätten auch nur wenige Exons herausgeschnitten werden können, ohne dass es dabei zu einer 

Leserasterverschiebung kommen würde. Dies wäre nur bei den Exons 5, 7 und 9 möglich 

gewesen. Dabei wäre die cDNA um 108 bp, 72 bp bzw. 141 bp verkürzt gewesen. Durch eine 

solche Deletion wären teilweise funktionelle Proteinbereiche deletiert worden. Intron-Insertionen 

waren im Grunde gänzlich auszuschließen, da es hierbei immer zu einer Verschiebung des 

Leserasters kommen würde. Alternativ gesplissene cDNA-Fragmente wurden nicht gefunden. 

Die Ergebnisse der 5´-RACE- und RT-PCR-Experimente ließen die folgenden Aussagen 

zu: Da keine weiteren mRNA-Isoformen des murinen La/SS-B-Gens nachgewiesen werden 

konnten, musste es sich bei allen La/SS-B-cDNA-Isoformen um Derivate von vollständig 

gesplissenen La/SS-B-mRNAs handeln. Die bereits gefundenen murinen mRNAs stellen 

vermutlich die längsten gefundenen Transkripte dar (TOPFER et al., 1993; GenBank accession 

No. L00993; GenBank accession No. Y07951), da keine verlängerten Transkripte detektiert 

werden konnten. Weitere 5�-UTR-Isoformen oder splice-Varianten des La/SS-B-Gens konnten 

mit der zur Zeit sensitivsten Technik, der PCR, nicht gefunden werden. Somit schien die Anzahl 

an La/SS-B-mRNA-Isoformen bei Mensch und Maus identisch zu sein (1.5.1 und 1.6).  
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6.13 Ubiqitäre und zellspezifische Expression der mRNAs 
 

Die Expression der drei murinen La/SS-B-mRNA-Isoformen in Mausgeweben, 

Mausembryonen, murinen Zellkulturen und Primärzellen sollte dahingehend untersucht werden, 

ob eine gewebespezifische mRNA-Expression festzustellen war (5.4). Voraussetzung für 

diesen Versuch war, dass sich durch die angewandte Methode alle drei murinen 

La/SS-B-mRNA-Isoformen eindeutig voneinander unterscheiden ließen, dass die Methode 

einfach, schnell und reproduzierbar war, dass wenig Ausgangsmaterial notwendig war, dass die 

Methode sensitiv genug war und dass eventuell eine Quantifizierung möglich war.  

Zu dieser Untersuchung boten sich somit die Methode des Northern-Blots, der 

in situ-Hybridisierung oder der RT-PCR an. Das Northern-Blotting bot z.B. die Möglichkeit, die 

La/SS-B-mRNA-Isoformen relativ schnell und mit geringem Aufwand zu quantifizieren. 

Allerdings war eine Unterscheidung der mRNA-Isoformen auf Grund des geringen 

Auflösungsvermögens der mRNAs bei einer Laufhöhe von ca. 1,8 kb nicht möglich (5.2). Des 

weiteren erforderte das Northern-Blotting große Mengen an Ausgangsmaterial. So benötigten 

CHAMBERS et al. (1988) für einen Northern-Blot 10 µg Poly(A)-gereinigter humaner 

La/SS-B-mRNA. Diese Menge an gereinigter mRNA erforderte ungefähr 1 mg RNA einer 

Präparation von total-RNA. Ein Northern-Blot konnte aus diesem Grunde nur angewendet 

werden, wenn genügend Ausgangsmaterial zur Verfügung stand und das Gen von Interesse in 

größerem Ausmaß exprimiert wurde. In der in situ-Hybridisierung war es zwar möglich, die drei 

murinen La/SS-B-mRNA-Isoformen eindeutig voneinander zu unterscheiden (5.3), jedoch 

gestaltete sich die Herstellung von Gewebeschnitten gerade bei sehr kleinen Geweben (z.B. 

Nebenniere) als schwierig. Auch war die in situ-Hybridisierung oft weniger gut zu reproduzieren.  

Die RT-PCR stellte eine der sensitivsten Techniken dar. Ausgehend von Femtogramm 

oder nur einem einzelnen Molekül wurde die Nukleinsäure zwischen zwei Primern um das 

107-1010 fache vermehrt. Daher waren nur geringe Mengen an Ausgangsmaterial notwenig. 

Theoretisch wurden in der PCR während der exponentiellen Phase der Vermehrung in n Zyklen 

2n Kopien des PCR-Produktes gebildet. Tatsächlich war die Vermehrungsrate zumeist geringer 

und hing von einer Vielzahl von Parametern wie z.B. den Reaktionsbedingungen und 

Bindungseigenschaften der Primer ab. Im Vergleich zum Northern-Blotting wurde für einen 

Ansatz einer RT-PCR nur etwa 5 µg total-RNA eingesetzt. Außerdem konnten gleiche Gewebe 

vereinigt werden. Ein Nachteil der RT-PCR war, dass sich die PCR-Produkte nur sehr schwer 

quantifizieren ließen. Die bisher übliche Methode mit einer Referenz-RNA und das Austesten 

der optimalen Zyklenzahl war in dieser Art und Weise nicht mehr akzeptiert. Heute erfolgte eine 

PCR-Quantifizierung mit einem light-cycler, der die Zunahme der PCR-Produkte während der 

PCR photometrisch bestimmte. Ein solches Gerät stand allerdings nicht zur Verfügung. 

Voraussetzung für eine Quantifizierung war des weiteren, dass die Referenz-mRNA und die zu 

untersuchende mRNA im gleichen Ansatz amplifiziert wurden, was wahrscheinlich nicht möglich 

war, da eine Hybridisierung der Primer mit sich selbst nicht auszuschließen war. Nach 
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Abwägung aller Faktoren wurde zur Expressionsanalyse der murinen 

La/SS-B-mRNA-Isoformen die Methode der RT-PCR gewählt.  

In allen untersuchten Mausgeweben, Mausembryonen, murinen Zellkulturen und 

Primärzellen konnte die GAPDH-Kontrollbande detektiert werden (Abb. 8 und 9), was zeigte, 

dass die Durchführung des Versuchs unter den gewählten Bedingungen möglich war. Ebenso 

konnte überall die La/SS-B-Kontrollbande (Exon 2�11) nachgewiesen werden (Abb. 8 und 9), 

was bedeutete, dass immer wenigstens eine La/SS-B-mRNA-Isoform exprimiert werden 

musste, was der Beschreibung von La/SS-B als permanent exprimierendes Haushaltsgen 

entsprach (1.5.1). Auch von TOPFER et al. (1993) konnte gezeigt werden, dass das 

La/SS-B-Protein in vielen Mausgeweben exprimiert wurde, was auf eine ubiquitäre Expression 

schließen ließ. Dabei blieb jedoch die Frage offen, welche mRNA-Isoform in welchem Gewebe 

exprimiert wurde.  

Die Exon 1a- und die Exon 1c-mRNA-Isoform des murinen La/SS-B wurden ebenfalls 

von fast allen untersuchten Proben exprimiert (Abb. 8 und 9). Eine Ausnahme bildeten das 

Leber- und Testisgewebe (Abb. 8). Bei Lebergewebe konnte mit allen Isoform-spezifischen 

Primern kein PCR-Produkt erhalten werden (Abb. 8). Da aber der codierende Leserahmen des 

La/SS-B amplifiziert werden konnte, konnte dies nicht auf eine gewebeabhängige Expression 

hindeuten. Bei Testisgewebe konnte mit dem Primerpaar La-mRNA-F3 und La-mRNA-R1 (5.4) 

keine Bande amplifiziert werden (Abb. 8). Wahrscheinlich wurde die PCR bei diesen Geweben 

durch unbekannte Faktoren gestört.  

Die zusätzliche Expression der Exon 1b-mRNA-Isoform konnte in keinem der 

untersuchten murinen Geweben, Mausembryonen oder murinen Primärzellen, sondern nur in 

Zellkulturen nachgewiesen werden, jedoch nur in solchen, die zum Zeitpunkt der 

RNA-Präparation eine Konfluenz von weniger als 50% besaßen (NIH-3T3-Zellen, 

Swiss-3T3-Zellen, P388D1-Makrophagen und Myelomzellen) oder im undifferenzierten 

Entwicklungsstadium (PCC7-Mz1-Nervenzellen) vorlagen (Abb. 9). Die zusätzliche Expression 

der Exon 1b-mRNA-Isoform bei NIH-3T3-Zellen (<50% konfluent) bestätigte die Ergebnisse 

aus der in situ-Hybridisierung (5.3). Der Unterschied zu den Zellkulturen, die zum Zeitpunkt der 

RNA-Präparation eine Konfluenz von mehr als 80% besaßen oder im differenzierten 

Entwicklungsstadium vorlagen, bestand darin, dass sich diese Zellen in der proliferativen Phase 

befanden. Die meisten hier verwendeten Zelllinien waren Kontakt-inhibiert, so dass die 

Proliferation mit zunehmender Konfluenz abnahm. Dies würde erklären, warum sich diese 

mRNA-Isoform in keinem murinem Gewebe nachweisen ließ, denn hierbei handelte es sich 

ausschließlich um nicht-proliferatives Dauergewebe. Jedoch konnte in embryonalem 

Mausgewebe (Mausembryo Tag 10 und 15) (Abb. 8), das stark proliferativ war, und einigen 

Zellkulturen mit einer Konfluenz von weniger als 50% zum Zeitpunkt der RNA-Präparation 

(Mesangiumzellen und C2C12-Muskelzellen) ebenfalls keine Exon 1b-mRNA-Isoform detektiert 

werden (Abb. 9). Somit konnte die Expression dieser mRNA-Isoform nicht alleine von der 

Proliferationsphase der jeweiligen Zellen abhängen. Alle Zellkulturen, bei denen die 
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Exon 1b-mRNA-Isoform detektiert werden konnte, besaßen als einzige Gemeinsamkeit 

Tumoreigenschaften, wobei die Zellen aus unterschiedlichen Tumorgeweben isoliert wurden 

(3.8). Interessanterweise wurde auch die humane La/SS-B-Exon 1��-mRNA-Isoform aus 

Tumor-Lebergewebe isoliert. Dass die Exon 1b-mRNA-Isoform nur in verschiedenen, 

tumorartigen Zellkulturen nachgewiesen werden konnte, nicht aber in allen Zellkulturen, zeigte, 

dass es sich um eine Tumor-spezifische Expression handeln könnte. Aus den genannten 

Gründen konnte es sich nicht um Zellkulturartefakte handeln.  

Der Exon 1b-mRNA-Isoform könnte bei proliferativen Tumorzellen möglicherweise eine 

besondere Funktion zugeordnet werden, wobei die Funktion der mRNA-Isoformen generell 

sowohl beim murinen als auch beim humanen La/SS-B unbekannt war. Vermutet wurde aber 

eine regulatorische Funktion (BACHMANN et al., 1997), was für die hier erhaltenen Ergebnisse 

zutreffen würde. Auf der anderen Seite könnte das Zustandekommen dieser mRNA-Isoform 

durch ein verändertes splicing bei proliferativen Tumorzellen erklärt werden. Hierbei könnte es 

sich nur um eine Überlastung des splice-Apparates handeln, wenn man davon ausging, dass in 

der Proliferation von der Zelle vermehrt La/SS-B-Protein exprimiert werden musste. Durch die 

Überlastung könnten die 27 Nukleotide, um die das Exon 1b im Vergleich zum Exon 1a 

verlängert war, nicht mehr deletiert werden. Ob es sich bei der Expression der 

Exon 1b-mRNA-Isoform um einen Tumormarker handelte, müsste allerdings noch weiter 

untersucht werden. Interessant zu überprüfen wäre, ob sich diese mRNA-Isoform auch in 

Maus-Tumorgewebe nachweisen ließ und wenn ja, ob es sich hierbei um einen allgemeinen 

Tumormarker handelte, mit dem sich viele Krebsarten detektieren ließen, oder ob diese 

mRNA-Isoform nur bei speziellen Tumoren auftrat. Leider stand tumoröses Mausgewebe nicht 

zur Verfügung und die Induktion von Tumoren bei Tieren unterlag strengen Bestimmungen. 

Für die humanen La/SS-B-mRNA-Isoformen konnte bisher keine eindeutige, 

gewebespezifische Expression gezeigt werden. GRÖLZ (1998) fand, dass in Raji-Zellen die 

Transkription aller La/SS-B-mRNA-Isoformen hochreguliert war; insbesonders wurden die 

alternativen Exon 1�-Transkripte in weit größerem Umfang transkribiert, als dies in anderen 

Zelllinien oder Geweben der Fall war. Raji-Zellen wurden aus mit dem Epstein-Barr-Virus (EBV) 

transformierten Lymphozyten eines Patienten mit Burkitt-Lymphom isoliert. Dies stellte eine 

interessante Korrelation mit den Ergebnissen über die murine Exon 1b-mRNA-Isoform dar. 

Demzufolge könnte die murine Exon 1b-mRNA-Isoform der humanen alternativen 

Exon 1�-mRNA-Isoform homolog sein. Interessanterweise wurde von verschiedenen 

Arbeitsgruppen eine Infektion mit EBV und die Enstehung von Autoimmunität und 

Sjögren Syndrom (SS) in Verbindung gebracht. So konnten EBV-DNA und -Antigene in einer 

statistisch signifikanten Häufigkeit bei Patienten mit SS nachgewiesen werden (FOX et al., 

1992; FOX et al., 1986; MARIETTE et al., 1991). Vielleicht führten Infektionen mit bestimmten 

Viren zu einer Hochregulation bzw. Veränderung des Mengenverhältnisses der 

La/SS-B-mRNAs in Lymphozyten. Denkbar wäre, dass die Enstehung von Autoimmunität durch 

eine unter pathophysiologischen Bedingungen veränderte Genexpression begünstigt wurde.  
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6.14 Fertig gesplissene und zytoplasmatische mRNAs 
 

Nach KOZAK (1991b) konnten cDNAs mit verschiedenen 5�-UTRs precursor-mRNAs 

darstellen, welche posttranskriptional erst zu funktionellen mRNAs weiter zurecht geschnitten 

wurden. Dies könnte z.B. bei den beiden mRNA-Isoformen Exon 1a und Exon 1b der Fall 

gewesen sein. Bei der Exon 1b-mRNA-Isoform handelte sich entweder um eine alternativ 

gesplißene mRNA, bei der die 27 Nukleotide, um die das Exon 1a der Exon 1a-mRNA-Isoform 

verkürzt war, durch alternatives splicing erst noch entfernt wurden (Abb. 29), oder es handelte 

sich um eine fertig gesplissene mRNA-Form. Den Ergebnissen der in situ-Hybridisierung (5.3) 

zufolge handelte es sich bei allen La/SS-B-mRNA-Isoformen nicht um precursor-mRNA, 

sondern um fertig gesplißene, zytoplasmatische mRNAs, da alle mRNA-Isoformen im 

Zytoplasma detektiert werden konnten.  

 

 

6.15 Funktionelle mRNAs 
 

Um zu klären, ob es sich bei den drei vollständig gesplissenen, zytoplasmatischen 

mRNA-Isoformen des murinen La/SS-B um funktionelle mRNAs handelte, die für die Synthese 

von funktionellem La/SS-B-Protein genutzt wurden, oder ob es sich um eine Art regulatorische 

und, zumindest auf der Ebene der Translation, nicht-funktionelle mRNAs handelte, wurde deren 

Translation qualitativ durch transiente Transfektion und quantitativ durch 

in vitro-Transkription/-Translation untersucht (5.5).  

Die transiente Transfektion der drei verschiedenen cDNA-Isoformen erfolgte in 

humanen HeLa-Zellen, die ein geeignetes Testsystem zur Untersuchung der Expression von 

murinem La/SS-B-Protein darstellten. Die Translationsprodukte aller La/SS-B-cDNA-Isoformen 

ließen sich in der transienten Transfektion mit dem La/SS-B-spezifischen mAK 5B9 (3.12) im 

Immuno-Blot detektieren. Der mAK 5B9 reagierte spezifisch mit humanem und murinem 

La/SS-B-Protein (1.5.8). Das durch die murine La/SS-B-Protein mit einem MW von etwa 

45 kDa konnte im Blot vom humanen mit einem MW von etwa 50 kDa deutlich unterschieden 

werden (Abb. 10). Damit stellten die mRNA-Isoformen nicht nur fertig gesplissene und 

zytoplasmatische, sondern auch funktionelle mRNAs dar, die translatiert werden konnten. 

Um die Vermutung von TOPFER et al. (1993) zu überprüfen, die Funktion der 

verschiedenen La/SS-B-mRNA-Isoformen könnte darin bestehen, unterschiedliche 

Proteinmengen zu liefern und somit die Expression des La/SS-B-Proteins zu regulieren, wurde 

die Proteinexpression der drei mRNA-Isoformen quantifiziert (5.5.3). Um quantitative 

Unterschiede in der Expression der alternativen cDNA-Isoformen genauer bestimmen zu 

können, wurde mit der in vitro-Transkription/-Translation eine Technik eingesetzt, die sich sehr 

gut für Quantifizierungen eignete. Da die Transkription und Translation in einem Ansatz 

stattfanden, konnte davon ausgegangen werden, dass Unterschiede der murinen 
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La/SS-B-Proteinmengen auf die Translationseffizienz der cDNA-Isoformen zurückzuführen 

waren. Durch eine densitometrische Bestimmung konnte gezeigt werden, dass alle in vitro 

transkribierten/translatierten alternativen cDNA-Isoformen mit gleicher Effizienz exprimiert 

wurden (Abb. 12). Im Gegensatz dazu konnte von GRÖLZ (1998) für die humanen 

La/SS-B-cDNA-Isoformen gezeigt werden, dass die Translationseffizienz der alternativen 

cDNA-Isoformen geringer war, als die der klassischen. 

Neben den murinen La/SS-B-Banden mit einem MW von etwa 45 kDa konnten auch 

einige schwächere Banden detektiert werden (Abb. 11). Diese Banden waren nur in den 

Laufspuren zu erkennen, in denen die Translationsprodukte der alternativen cDNA-Konstrukte 

des La/SS-B aufgetragen wurden. Somit konnten unspezifische Transkriptionen und 

Translationen von Anteilen des Vektors pcDNA3 ausgeschlossen werden. Auch konnten diese 

Banden keine Proteine aus dem Reticulozyten-Extrakt darstellen, da diese offensichtlich alle 

durch die Immundepletion mit dem für das La/SS-B-spezifische mAK 5B9 entfernt wurden. 

Demzufolge musste es sich bei diesen Banden ebenfalls um La/SS-B-Banden handeln. Bei den 

Banden mit ungefähr 43 und 28 kDa handelte es sich entweder um Degradationsprodukte des 

La/SS-B-Proteins, oder um ein N-terminal verkürztes La/SS-B-Protein, das durch interne 

Initiation entstanden sein musste (SCHÖRNER und DRATHEN, 2000; unveröffentlicht).  

In vitro-Translationssysteme mit Reticulozyten-Lysat neigten zur Artefaktbildung; 

mitunter kam es zur Entstehung von aberranten Translationprodukten. Diese 

Translationsprodukte entstanden vermutlich durch Initiation der Translation von einem intern 

gelegenen Methionin anstelle des korrekten Start-AUGs (SVITKIN et al., 1994). Die Banden mit 

einer Größe von etwa 43 und 28 kDa könnten solchen aberranten Translationsprodukten 

entsprechen. Die Banden mit einem MW von ca. 60 kDa könnten La/SS-B-Proteine darstellen, 

die mit verkürzten La/SS-B-Fragmenten assoziiert waren (BACHMANN, 2000; unveröffentlicht).  

Da die Nebenbanden jeweils gleich intensiv gefärbt waren, musste die 

in vitro-Translation und die Immundepletion bei allen Ansätzen mit einer vergleichbaren 

Effizienz abgelaufen sein. Darum war es auch zulässig, die Intensität der La/SS-B-Banden 

direkt miteinander zu vergleichen (Abb. 11). 

 

 

6.16 Der Translationsmechanismus der mRNAs 
 

Das scanning-Modell der Translation von eukaryontischen mRNAs (KOZAK, 1978) 

postulierte, dass die 40S-Ribosomenuntereinheit zusammen mit verschiedenen 

Translations-Initiationsfaktoren am 5�-Ende einer mRNA an die 7-Methylguanosinium-Kappe 

(m7Gppp-Kappe) band und über die 5´-UTR bis zu einem ersten Start-AUG mit einer für die 

Initiation der Translation vorteilhaften Umgebungssequenz (Kozak-Sequenz) (KOZAK, 1989; 

KOZAK, 1987) wanderte. Durch einen Vergleich von 699 Vertebraten-mRNAs wurde von 

KOZAK (1987) die Konsensussequenz GCCGCCA/GCCAUGG für die Initiation der Translation 
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ermittelt (das Start-AUG ist unterstrichen). Das Start-AUG und die flankierenden Sequenzen 

fungierten dabei als Stop-Signal für die ribosomale 40S-Untereinheit (KOZAK, 1987).  

Vor allem zwei Positionen in der Umgebungssequenz des AUGs waren hoch 

konserviert: 97% aller von KOZAK (1987) untersuchten mRNAs besaßen ein Purin an Position 

-3 (ausgehend von dem Adenin des AUG mit der Position +1) und 46% ein G an Position +4. 

Üblicherweise reichte bereits ein Purin an der Position -3 für die Initiation der Translation am 

ersten Start-AUG (KOZAK, 1991a). Sobald ein AUG erkannt wurde, verband sich die 40S- mit 

einer 60S-Untereinheit zum intakten Ribosom und begann mit der Translation. Neben der 

Position und Umgebungssequenz beeinflussten die Länge der 5�-UTR und Sekundärstrukturen 

sowohl stromaufwärts wie stromabwärts des Initiator-AUGs die Effizienz der Initiation der 

Translation (KOZAK, 1991a). Stromabwärts vom AUG liegende Sekundärstrukturen konnten 

sich positiv auf die Initiation auswirken, vermutlich indem sie die Geschwindigkeit abbremsten, 

mit der die 40S-Untereinheit an der mRNA entlangwanderte (KOZAK, 1991a). Demgegenüber 

wirkten sich Sekundärstrukturen zwischen der m7Gppp-Kappe und dem Initiator-AUG immer 

negativ auf die Translation aus (KOZAK, 1986). Für eine effektive Translation musste die 

5�-UTR wenigstens 20 Nukleotide Länge besitzen. Eine längere 5�-UTR verbesserte die 

Translationseffizienz nur, wenn sie keine Sekundärstrukturen enthielt. Die optimale Länge lag 

bei etwa 80 Nukleotiden (KOZAK, 1991a). Eine lange und sekundärstrukturreiche 5�-UTR 

bildete die größte Barriere für eine effektive Translation (KOZAK, 1991b).  

Die überwiegende Mehrzahl aller mRNAs bei Vertebraten entsprach den Kriterien einer 

für die 40S-Untereinheit gut scannbaren und damit translatierbaren mRNA. Die 5�-UTRs der 

meisten Vertebraten-mRNAs hatten eine Länge von 20 bis 100 Nukleotiden (KOZAK, 1987). 

Von 346 untersuchten mRNAs besaßen nur 27 eine 5�-UTR, die länger als 200 Nukleotide war 

(KOZAK, 1987). Zusätzliche, in der 5�-UTR stromaufwärts des eigentlichen Initiator-AUGs 

gelegene AUGs fanden sich in 82 von 701 mRNAs (KOZAK, 1987). mRNAs mit langen 

5�-UTRs, ausgedehnten Sekundärstrukturen und mehreren potentiellen Start-AUGs gehörten 

vor allem zur Gruppe der Protooncogene, der TFs, der Rezeptor-Proteine, der 

Signaltransduktionsproteine und der Immunantwortproteine (KOZAK, 1991b). Da diese 

Proteine in der Regel nur in sehr geringer Konzentration in der Zelle vorlagen, könnte die 

Struktur der 5�-UTR ihrer mRNAs einen Regulationsmechanismus darstellen (KOZAK, 1991b). 

Diese mRNAs sollten demnach ineffizient translatiert werden. Abgesehen davon könnten nach 

KOZAK (1991b) viele der publizierten cDNAs mit ausgedehnter 5´-UTR mRNA-Vorläufern 

entsprechen, welche noch ein Intron enthielten. Darüber hinaus verfügten einige Gene über 

mehrere Promotoren. Je nachdem, von welchem Promotor aus die Transkription erfolgte, 

entstand eine funktionelle, translatierbare mRNA oder eine nicht-funktionelle mRNA mit langer 

5�-UTR. Bei solchen Genen konnte durch Umschalten von einem auf den anderen Promotor die 

Menge an funktioneller mRNA des betreffenden Proteins reguliert werden (KOZAK, 1991b). 

Denkbar wäre auch, dass bei einigen publizierten cDNAs mit langer, sekundärstrukturreicher 

5�-UTR lediglich die gut translatierbare Form noch nicht gefunden wurde (KOZAK, 1991b). 
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Bei mRNAs mit langer 5´-UTR gab es nach KOZAK (1991b und1989) im wesentlichen 

zwei Möglichkeiten, wie trotz stromaufwärts gelegener AUGs die Translation am eigentlichen 

Initiator-AUG beginnen konnte. Wenn die Umgebungssequenz eines AUGs in einer für die 

Initiation der Translation unvorteilhaften Umgebung lag, konnten einige der Ribosomen dieses 

AUG überlesen und zum nächsten AUG gelangen, das in einer für die Translationsinitiation 

vorteilhaften Umgebung lag, und dort mit der Translation beginnen. Dies wurde als leaky 

scanning bezeichnet (KOZAK, 1989). Eine zweite Möglichkeit bestand darin, dass es trotz 

5�-aufwärts gelegener AUGs, die sich in einer für die Initiation der Translation vorteilhaften 

Umgebung befanden, zu einer Initiation der Translation an dem weiter 3�-gelegenen AUG 

kommen konnte. Einer solchen Reinitiation waren jedoch enge Grenzen gesetzt. Sie konnte nur 

stattfinden, wenn dem weiter am 5�-Anfang gelegenen AUG dicht darauf ein Stop-Codon folgte 

und dieses Stop-Codon stromaufwärts des eigentlichen Initiator-AUGs lag. Nach erreichen 

dieses Stop-Codons sollte die 40S-Ribosomenuntereinheit dann nicht wie gewöhnlich von der 

mRNA-Matritze abfallen, sondern an ihr weiter entlangwanderen (KOZAK 1991a: KOZAK 

1991b; KOZAK 1989). Erreichte sie ein weiteres Start-AUG, konnte sie sich erneut mit der 

60S-Ribosomenuntereinheit verbinden und somit die Translation initiieren. Eine Reinitiation war 

nur dann effizient, wenn der stromaufwärts des eigentlichen Start-AUGs gelegene Leserahmen 

kurz war und er in der Nähe des 5�-Endes der mRNA lag. Codierte der erste Leserahmen 

dagegen ein vollständiges Protein, so war eine Reinitiation an einem weiter 3�-gelegenen 

Start-AUG kaum noch möglich. Bei überlappenden ORFs konnte es keine Reinitiation an dem 

stromaufwärts vom Stop-Codon liegenden AUG geben, da sich die 40S-Untereinheit nur in 

5´-3´-Richtung fortbewegen konnte (KOZAK, 1995). 

Von verschiedenen viralen mRNAs war bekannt, dass sie auf eine von der 5�-Kappe 

unabhängige Weise translatiert werden konnten. Erste Hinweise kamen von Picorna-Viren, 

deren Genom aus einer Plusstrang-RNA bestand, welche anstelle einer 5�-m7Gppp-Kappe am 

5�-Ende ein kleines, kovalent gebundenes Peptid enthielt (EHRENFELD und SEMLER, 1995). 

Die 5�-UTRs waren in der Regel sehr lang (650-1300 Nukleotide) und besaßen neben massiven 

und ausgedehnten Sekundär- und Tertiärstrukturen auch mehrere Start-AUGs (SACHS et al., 

1997). Trotz dieser Struktur wurden die viralen RNAs in infizierten Zellen mit hoher Effizienz 

translatiert (EHRENFELD und SEMLER, 1995; HELLEN und WIMMER, 1995; SACHS et al., 

1997). Von SACHS et al. (1997) konnte für alle RNAs bzw. mRNAs von Piocorna-Viren gezeigt 

werden, dass sie über eine interne Ribosomen-Eintrittsstelle (IRES) verfügten, an der die 

Translation durch einen internen Eintritt der 40S-Untereinheit des Ribosoms eingeleitet wurde. 

Auch die RNA des Hepatitis-C-Virus (HCV) enthielt eine IRES (TSUKIYAMA-KOHARA et al., 

1992), die entgegen der Picorna-Virus-IRES nicht nur aus Bereichen der 5�-UTR bestand, 

sondern mit der codierenden Sequenz überlappte (REYNOLDS et al., 1995). Da die den 

Picorna-Viren eigenen IRES-Elemente auch in Abwesenheit weiterer, vom Virus-Genom 

codierter Proteine funktionell waren, musste der zelluläre Translationsapparat alleine in der 

Lage sein, eine interne Initiation zu ermöglichen. Nach einer Infektion mit Polio-Virus, einem 
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Vertreter der Picorna-Viren, wurde in den infizierten Zellen der Initiationskomplex inaktiviert, 

welcher es der 40S-Untereinheit ermöglichte an die m7Gppp-Kappe von mRNAs zu binden. Auf 

diese Weise wurde die von der 5�-Kappe abhängige Translation zellulärer mRNAs unterdrückt 

(GUTIERREZ-ESCOLANO und DEL ANGEL, 1996).  

Der Vorteil dieser Strategie für die Viren war offensichtlich. Schon früh wurde darüber 

spekuliert, dass auch bei zellulären mRNAs mit langer 5�-UTR eine Initiation der Translation 

durch eine IRES ohne ein scanning der 5�-UTR möglich sein könnte (PELLETIER und 

SONENBERG, 1988). Und tatsächlich konnten einige eukaryontische, zelluläre mRNAs 

identifiziert werden, deren Translation nach dem Mechanismus der alternativen Translation 

durch eine IRES erfolgte. So wurde beobachtet, dass die mRNAs von Hitzeschockproteinen 

(HSPs) unter Bedingungen, bei denen die von der 5�-Kappe abhängige Translation der meisten 

zellulären mRNAs inhibiert war, z.B. während eines Hitzeschocks, aber auch nach einer 

Infektion mit Picorna-Viren, effektiv translatiert wurden (RHOADS und LAMPHEAR, 1995). 

Obwohl klar schien, dass HSP-mRNAs einen von der 5�-Kappe unabhängigen Mechanismus für 

ihre Translation ausnutzen konnten, konnte bisher nur für die mRNA des HSP-Proteins BiP 

(Bindeprotein der schweren Kette des Immunglobulin) eine interne Initiation nachgewiesen 

werden (MACEJAK und SARNOW, 1991). Die interne Initiation könnte auch zu bestimmten 

Zeiten des Zellzyklus oder der Entwicklung und Differenzierung einer Zelle der vorherrschende 

Mechanismus der Translation sein. So war in Mammalia-Zellen während der Mitose infolge 

einer Unterphosphorylierung des Faktors eIF-4E, welcher ein Bestandteil des 

5�-Kappe-Erkennungskomplexes war, die 5�-Kappe-abhängige Translation stark vermindert 

(TARNOWKA und BAGLIONI, 1979, BONNEAU und SONENBERG, 1987). YE et al. (1997) 

fanden darüber hinaus, dass in transgenen D. melanogaster die Aktivität der IRES der Gene 

antennapedia und ultrabithorax stark entwicklungsabhängig reguliert war.  

Die IRES-Elemente der verschiedenen viralen und zellulären mRNAs besaßen wenig 

oder überhaupt keine Homologien in ihrer Primärsequenz. Auf der Ebene der 

Sekundärstrukturen hingegen schienen gemeinsame Elemente vorhanden zu sein (SACHS et 

al., 1997; LE und MAIZEL, 1997). Seit der Entdeckung des von der 5�-Kappe unabhängigen 

Translationsmechanismus wurde intensiv nach zellulären Faktoren gesucht, die die interne 

Initiation ermöglichten. Da in dem für einen von der 5�-Kappe abhängigen 

Translationsmechanismus gut geeigneten in vitro-Translationssystem mit Extrakten von 

Weizenkeimlingen keine der bekannten IRES funktionell war, musste es zelluläre 

Initiations-Faktoren geben, die über eine Bindung an die mRNA der 40S-Untereinheit den 

internen Eintritt ermöglichten (SACHS et al., 1997). Vor allem wurden das 

Polypyrimidintract-Bindeprotein (PTB) und das La/SS-B-Protein diskutiert (BELSHAM und 

SONENBERG, 1996). Dabei könnte die Fähigkeit des La/SS-B-Proteins zweiwertige Kationen 

binden zu können mit der internen Initiation der Translation in Zusammenhang stehen, da 

5�-UTRs oft zweiwertige Kationen enthielten. Das La/SS-B-Protein könnte an diese Kationen 

binden, wodurch es dem Ribosom helfen könnte, das Start-AUG zu finden, an dem die interne 
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Translationsinitiation erfolgen sollte (BACHMANN et al., 2000). Nach der Hypothese von YOO 

und WOLIN (1997) könnte das La/SS-B-Protein durch seine chaperone-Aktivität die Menge an 

korrekt gefalteten RNAs und damit die Funktionalität der IRES erhöhen. So konnte die Menge 

der Polio-Virus-RNA durch die Zugabe von rek. La/SS-B-Protein zu Reticulozyten-Lysat auf das 

10fache gesteigert werden (MEEROVITCH et al., 1993).  

Nach JACKSON et al. (1995) gab es nur einen überzeugenden Nachweis für die 

Existenz einer IRES: den dicistronen-mRNA-Test. Bei einer dicistronen mRNA lagen zwei 

vollständige, offene Leserahmen (Cistrons) mit einer 5�-UTR, einem Initiator-AUG und einem 

Stop-Codon auf einer mRNA direkt hintereinander. Da beide Sequenzen unter der Kontrolle 

eines übergeordneten Promotors standen, wurden sie bei der Transkription in eine dicistrone 

mRNA umgeschrieben. An die 5�-Kappe dieser dicistronen mRNA band die 40S-Untereinheit 

des Ribosoms und wanderte von dort aus stromabwärts, bis sie ein in einer optimalen 

Umgebung liegendes Start-AUG erreicht hatte. Dort verband sie sich mit der 

60S-Ribosomenuntereinheit und die Translation begann. Wenn das Ribosom an dem ersten 

Stop-Codon angelangt war, das in einem dicistronen Konstrukt das des ersten Leserahmens 

sein sollte, zerfiel es in seine Untereinheiten und beendete damit die Übersetzung der mRNA in 

eine Proteinsequenz. Normalerweise sollte in einer eukaryontischen Zelle lediglich das erste 

Cistron translatiert werden. Ein darunterliegender Leserahmen konnte nur dann noch 

translatiert werden, wenn er eine IRES enthielt, an der das Ribosom intern initiieren konnte. Die 

Hypothese wurde untermauert, wenn die Translationseffizienz des zweiten Cistrons gegenüber 

der des ersten nicht stark vermindert war (KAMINSKI et al., 1994). PELLETIER und 

SONENBERG (1988) plazierten die 5�-UTR des Polio-Virus zwischen die Leserahmen für die 

Thymidin-Kinase und die Chloramphenicol-Acetyltransferase (CAT). Die Autoren konnten 

nachweisen, dass sowohl in vivo nach Transfektion in Cos-Zellen als auch in vitro in einem 

Reticulozyten-Translationssystem das zweite Cistron der dicistronen mRNA translatiert wurde.  

Die Situation der Translation von zwei der humanen La/SS-B-mRNA-Isoformen ließ sich 

mit den Modellen zur Initiation der Translation bei Vertebraten nur schwer in Einklang bringen. 

Die klassische Exon 1-La/SS-B-mRNA-Isoform enthielt keine weiteren AUGs, besaß keine 

besonderen Strukturmerkmale, entsprach mit etwa 100 Nukleotiden Länge den Kriterien einer 

gut scannbaren mRNA und wurde von einem Promotor transkribiert, wie er typisch für 

Haushaltsgene war (GRÖLZ, 1998) (1.5.3). Diese mRNA-Isoform sollte demnach gut 

translatierbar sein, keine IRES besitzen und daher auch nicht nach dem Mechanismus der 

internen Initiation translatiert werden müssten. Dagegen besaßen die alternativen Exon 1�- bzw. 

Exon 1��-La/SS-B-mRNAs eine etwa 500 Nukleotide lange 5�-UTR mit ausgedehnten 

Sekundärstrukturen und drei zusätzlichen AUGs mit offenen Leserahmen (ORF-1 bis 3) (1.5.3). 

Aus diesen Gründen erschienen die beiden alternativen mRNAs nach dem scanning-Modell für 

eine Translation ungeeignet. Die Untersuchung und der Nachweis einer IRES bei den humanen 

La/SS-B-mRNA-Isoformen erfolgte mit dem dicistronen-mRNA-Test. Alle verwendeten 

Konstrukte enthielten als ersten Leserahmen den der Chloramphenicol-Acetyltransferase und 
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als zweiten Leserahmen den der jeweiligen La/SS-B-mRNA-Isoform. GRÖLZ (1998) und 

PAUTZ (1998) konnten nachweisen, dass die alternativen Exon 1�- bzw. Exon 1��-mRNAs eine 

IRES enthielten und nach dem Modell der internen Initiation translatiert wurden. Ein artifizielles 

Durchlesen (leaky scanning) oder eine Reinitiation erschien als Erklärung für die Expression 

unwahrscheinlich. Bei diesen beiden mRNA-Isoformen war die interne Initiation die 

Voraussetzung für die Translation.  

Überraschenderweise konnte gezeigt werden, dass auch die Translation der humanen, 

klassischen Exon 1-La/SS-B-mRNA durch eine IRES erfolgte (SCHÖRNER und DRATHEN, 

2000; unveröffentlicht; GRÖLZ, 1998; PAUTZ, 1998), obwohl diese mRNA nach den Kriterien 

von KOZAK (1991b) gut translatierbar war und daher nicht über eine IRES verfügen müsste. 

Wahrscheinlich konnte diese mRNA-Isoform sowohl nach dem scanning-Modell als auch dem 

Mechanismus der internen Initiation translatiert werden. Mit Ausnahme der BIP-mRNA 

(MACEJAK und SARNOW, 1991) war bisher in mRNA-Molekülen, die eine gut scannbare 

5�-UTR besaßen, noch keine IRES detektiert worden. 

Somit konnten die humanen, alternativen mRNAs von La/SS-B, das mutmaßlich selbst 

einen Faktor für die interne Initiation darstellte, selbst intern initialisiert werden. Es wäre 

vorstellbar, dass zu Zeiten, in denen die von der 5�-Kappe abhängige Translation nach dem 

scanning-Modell nicht möglich war, die Produktion von La/SS-B-Protein durch interne Initiation 

erfolgte. Dies könnte z.B. immer dann der Fall sein, wenn der Faktor eIF-4E 

unterphosphoryliert vorlag (GRÖLZ, 1998).  

Es stellte sich die Frage, in welcher Region der humanen La/SS-B-mRNA die 

Information lag, die dafür verantwortlich war, dass in dicistronen Konstrukten eine interne 

Initiation des zweiten Leserahmens stattfand und warum diese ausschließlich an dem 

Start-AUG in Exon 2 begann. Es wurde vermutet, dass die Region unterhalb der Sequenz des 

Exon 1 bzw. des Exon 1� oder Exon 1�� lag, da eine interne Initiation der humanen mRNA von 

La/SS-B auch ohne die Sequenz des Exon 1 bzw. Exon 1� oder Exon 1�� möglich war (GRÖLZ, 

1998; PAUTZ, 1998). Dass die Lage einer IRES nicht auf die 5�-UTR einer mRNA beschränkt 

sein musste, war schon für die IRES des Hepatitis-C-Virus gezeigt worden. Diese erstreckt sich 

bis in den codierenden Bereich der mRNA (REYNOLDS et al., 1995). PAUTZ (1998) konnte 

zeigen, dass eine Beteiligung der C-terminalen Nukleotidsequenz des humanen La/SS-B nicht 

auszuschließen war. Somit könnte auch die 3�-Region bei der Initiation der Translation einen 

Einfluß haben. In der Tat gab es Hinweise auf eine Bedeutung von 3�-Elementen an der 

internen Initiation, wie z.B. für die virale mRNA des Gelben-Gersten-Zwergwuchs-Virus (barley 

yellow dwarf virus) gezeigt werden konnte (WANG et al., 1997) gezeigt. 

In Analogie zum humanen La/SS-B erfolgte die Untersuchung der Existenz einer 

möglichen IRES am Start-AUG im Exon 2 bei den murinen La/SS-B-cDNA-Isoformen ebenfalls 

durch dicistrone Konstrukte. Es wurden Konstrukte hergestellt, bestehend aus dem 

CAT-Leserahmen und dem Leserahmen der verschiedenen 5�-UTRs der murinen 

La/SS-B-cDNAs. Als Modellsystem zur Untersuchung einer möglichen internen Initiation der 
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Translation diente die humane Zelllinie HeLa. In diesem Modellsystem war eine Unterscheidung 

des endogenen, humanen La/SS-B-Proteins und des möglicherweise durch eine IRES 

translatierte murine La/SS-B-Proteins möglich, da der mAK 5B9 sowohl humanes als auch 

murines La/SS-B-Protein detektieren konnte (1.5.8). Mit dem Konstrukt 

pCI-CAT-La-Murin (Exon 2-11) (Abb. 15: Laufspur 4) sollte ausgeschlossen werden, dass die 

Expression des zweiten Leserahmens auf eine Reinitiation der Translation zurückgeführt 

werden konnte, was zwar der geringe Abstand von fünf Nukleotiden zwischen dem Stop-Codon 

des CAT-Gens und dem Initiator-AUG des La/SS-B-Leserahmens möglich machen könnte, 

jedoch auf Grund der Länge des ersten Cistrons von 648 bp als wenig wahrscheinlich erschien 

(KOZAK, 1991b). Demnach hätte sich das La/SS-B-Protein als Translationsprodukt des zweiten 

Leserahmens nachweisen lassen können, genau dann, wenn sich innerhalb des codierenden 

La/SS-B-Leserahmens eine IRES befand, die für eine interne Initiation am Start-AUG im 

Exon 2 hätte sorgen können. Ein solches Translationsprodukt ließ sich jedoch nicht 

nachweisen. Demnach bestand noch die Möglichkeit, dass eine potentielle IRES in den 

verschiedenen 5�-UTRs lokalisiert war, so dass jeweils der zweite Leserahmen der Konstrukte 

pCI-CAT-Maus-La-Ex1a, pCI-CAT-Maus-La-Ex1b und pCI-CAT-Maus-La-Ex1c (Abb. 15: 

Laufspuren 5-7) durch interne Initiation der Translation hätte exprimiert werden müssen. Dies 

war aber nicht der Fall, denn das murine La/SS-B-Protein mit einem MW von etwa 45 kDa ließ 

sich als Translationsprodukt des zweiten Leserahmens in keinem Fall detektieren (Abb. 15).  

Nun stellte sich die Frage, warum die Translation der murinen La/SS-B-cDNA-Isoformen 

im Gegensatz zu den humanen nicht intern initiiert wurde. Zuerst musste überprüft werden, ob 

die Notwendigkeit einer internen Translationsinitiation bestand. Dazu wurden die 5�-UTRs der 

mRNAs mit den Programmen RNAdraw (3.17) nach einem Algorithmus von ZUKER und 

STIEGLER (1981) und OLIGO 5 (3.17) analysiert. In den 5�-UTRs der murinen Exon 1a- 

(GRÖLZ und BACHMANN, 1997d; unveröffentlicht; GenBank accession No Y07951), Exon 1b- 

(TOPFER et al., 1993; GenBank accession No. L00993) und Exon 1c-cDNA-Isoformen 

(TOPFER et al., 1993) fanden sich keine besonderen Strukturmerkmale, wie im Fall der 

humanen Exon 1�- und Exon 1��-cDNA, so z.B. ausgeprägte Sekundärstrukturen, lange 

Poly-Sequenzen, lange G/C-reiche Regionen oder zusätzliche aufwärts AUGs, die eine 

Translation nach dem scanning- oder leaky scanning-Modell hätten behindern können und eine 

interne Translationsinitiation erforderlich machten. 

Auch in der Exon 1c-Sequenz (MARRA et al., 1996; unveröffentlicht; GenBank 

accession No AA798418), die im Vergleich zu der von TOPFER et al. (1993) an ihrem 

5�-Bereich um 146 bp verlängert war, fanden sich keine ausgeprägten Sekundärstrukturen, 

lange Poly-Sequenzen oder lange G/C-reiche Regionen. Allerdings besaß diese an ihrem 

5�-Ende verlängerte Exon 1c-Sequenz drei potentielle Start-AUGs. Bei einer Initiation der 

Transaltion an einem dieser drei Start-AUGs würden aber nur sehr kurze Leserahmen codiert. 

Bei einer Expression am ersten möglichen Start-AUG würden nur sechs AS translatiert, bevor 

ein Stop-TAG die Translation beenden würde. Bei einer Translation am zweiten Start-AUG 
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würden nur fünf AS gebildet werden, bevor wiederum ein Stop-TAG die Translation 

unterbrechen würde. Begann die Translation am letzten Start-AUG, das sich im 

La/SS-B-Leserahmen befand, so würden nur 12 AS entstehen, bevor ein Stop-TGA die 

Translation beenden würde. Nach dem leaky scanning-Modell von KOZAK könnte die 

Translation auf Grund dieser sehr kurzen Aufwärtsleserahmen trotzdem immer am eigentlichen 

Start-AUG im Exon 2 erfolgen. Somit wäre eine interne Initiation der Translation auch bei dieser 

verlängerten Exon 1c-mRNA nicht zwingend notwendig.  

Des weiteren besaß das murine La/SS-B im Exon 2 mit der Nukleotidsequenz 

ACAAUGG (das Start-AUG ist unterstrichen) die von KOZAK (1987) ermittelte optimale 

Ribosombinde-Konsensussequenz (ANNAUGG), was als ein Hinweis für das scanning-Modell 

gewertet werden konnte. Allerdings enthielt auch das humane La/SS-B diese optimale 

Konsensussequenz. Der einzige Unterschied bestand darin, dass beim humanen La/SS-B das 

Adenin in Position �3 durch ein Guanin ersetzt war. Ob dieser geringfügige Unterschied 

allerdings dafür verantwortlich war, dass das humane La/SS-B-Protein durch eine interne 

Translationsinitiation exprimiert wurde, war sehr fraglich. Nach KOZAK (1991a) sollte ein 

solcher Austausch, bei dem ein Purin durch ein anderes Purin ersetzt wurde, keinen Einfluß auf 

Initiation der Translation am ersten Start-AUG haben.  

Auch die Länge der murinen, alternativen Exon 1 entsprachen mit 86 (Exon 1a) (GRÖLZ 

und BACHMANN, 1997d; unveröffentlicht; GenBank accession No Y07951), 113 (Exon 1b) 

(TOPFER et al., 1993; GenBank accession No. L00993) und 80 Nukleotiden (Exon 1c) 

(TOPFER et al., 1993) bzw. 225 Nukleotiden (MARRA et al., 1996; unveröffentlicht; GenBank 

accession No AA798418) der von KOZAK (1991a) postulierten optimalen Länge, um für die 

40S-Untereinheit eine gut scannbaren und damit translatierbaren mRNA darzustellen.  

Ein weiterer Grund für das Fehlen einer IRES bei den murinen 

La/SS-B-cDNA-Isoformen könnte im C-terminalen Bereich des codierenden Leserahmens 

liegen. PAUTZ (1998) konnte zeigen, dass die interne Translationsinitiation des humanen 

La/SS-B einer dicistronen mRNA deutlich verschlechtert war, wenn der C-terminale, codierende 

Leserahmen deletiert war. Dies wies darauf hin, dass der C-Terminus zumindest einen 

positiven Effekt auf eine interne Initiation der Translation besaß. Auch könnten IRES-Elemente 

vollständig im C-Terminus lokalisiert sein. Dass sich beim murinen La/SS-B keine interne 

Translationsinitiation nachweisen ließ, könnte an der im Vergleich zum humanen La/SS-B 

anderen Nukleotidabfolge hängen. Der C-Terminus des murinen und humanen 

La/SS-B-Proteins wiesen nämlich nur noch zu 65% Homologie auf (1.6).  

Zusammengefasst konnte folgendes festgehalten werden: Da das zweite, für La/SS-B 

codierende Cistron, nie translatiert wurde, ließ dies die Schlussfolgerung zu, dass die murinen 

La/SS-B-cDNAs keine IRES besaßen, die eine interne Translationsinitiation am Start-AUG im 

Exon 2 ermöglichte. Die murinen mRNA-Isoformen ließen sich mit dem scanning-Modell zur 

Initiation der Translation bei Vertebraten sehr gut in Einklang bringen. Eine Notwendigkeit der 

internen Initiation der Translation bestand nicht. 
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6.17 Die Lokalisation des Proteins 
 

Bei La/SS-B-Protein-Immunfärbungen konnten homogene (NYMAN et al., 1986) oder 

gesprenkelte Kernfärbungen (BACHMANN et al., 1990b; CHAN und TAN, 1987; BACHMANN 

et al., 1986a) oder auch nukleoläre Färbungen (DENG et al., 1981) auftreten (1.5.10). 

GRÖLZ und BACHMANN (1997e) transfizierten NIH-3T3-Zellen mit der klassischen 

Exon 1-cDNA und den alternativen Exon 1�- bzw. Exon 1��-cDNAs des humanen La/SS-B. 

Zellen, die mit der klassischen Exon 1-La/SS-B-cDNA transfiziert wurden, zeigten eine nukleäre 

La/SS-B-Protein-Lokalisation, während Zellen, transfiziert mit den alternativen Exon 1�- bzw. 

Exon 1��-La/SS-B-cDNAs, eine vermehrt zytoplasmatische Lokalisation aufwiesen. Bedachte 

man, dass die alternativen Exon 1�-und Exon 1��-cDNAs aus den PBLs einer pSS-Patientin 

isoliert wurden, könnte den alternativen La/SS-B-Transkripten eine pathophysiologische 

Bedeutung zukommen. Insgesamt gesehen führten pathophysiologische Faktoren, die bei 

Patienten einen Krankheitsschub auslösten, zu einer Umverteilung des La/SS-B-Proteins, so 

dass den ANA eine pathogene Funktion zukommen könnte. (PEEK et al., 1994; VENABLES 

und BROOKES, 1992; BABOONIAN et al., 1989). 

Auf der Grundlage dessen stellte sich die Frage, ob für das murine La/SS-B-Protein, 

wenn es von einer der drei murinen La/SS-B-mRNA-Isoformen translatiert wird, ebenfalls eine 

vermehrt zytoplasmatische Proteinlokalisiation festgestellt werden konnte, was auf eine 

pathophysiologische Bedeutung der murinen alternativen mRNAs schließen lassen würde. Die 

Untersuchung erfolgte durch transiente Transfektion und immunzytochemische 

Fluoreszenzmikroskopie (5.6). Dabei konnte das La/SS-B-Protein immer nur mit der üblichen 

nukleären Lokalisation nachgewiesen werden (Abb. 13). Trotz der Überexpression war keine 

zytoplasmatische Färbung des La/SS-B-Proteins und somit keine Translokation detektierbar. 

Somit stellte sich die Frage, ob den alternativen, murinen La/SS-B-mRNA-Isoformen überhaupt 

eine pathophysiologische Bedeutung zugesprochen werden konnte. Nur die gewebespezifische 

Expression der Exon 1b-mRNA-Form in proliferierenden Zellkulturen mit Tumorcharakter 

könnte auf eine Pathophysiologie hindeuten (5.4 und 6.13).  

 

 

C) Analyse des murinen La/SS-B auf Proteinebene 
 

Die Untersuchung des murinen La/SS-B-Proteins erfolgte unter physiologischen und 
pathophysiologischen Bedingungen. Zunächst sollten die Domänen und Strukturelemete des 
murinen Proteins mit dem humanen verglichen werden. Des weiteren sollte festgestellt werden, 
ob sich verschiedene isoelektrische Proteinformen nachweisen ließen und ob das murine 
Protein, ähnlich dem humanen, eine hohe Ladungsheterogenität besaß.  

Unter pathophysiologischen Bedingungen wurde der Einfluß des Moleküls 
Stickstoffmonoxid auf das murine La/SS-B-Protein untersucht. Außerdem sollte mittels 
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Immunisierung des humanen La/SS-B-Neoepitops geklärt werden, ob sich anti-Neoepitop-AK 
oder sogar Autoantikörper gegen das native La/SS-B-Protein erzeugen ließen, die womöglich 
für eine zellschädigende Vorläuferreaktion verantwortlich sein könnten, bei der die nukleären 
Autoantigene dem Immunsystem zugänglich gemacht werden konnten.  
 

 

6.18 Das murine La/SS-B-Protein 
 

6.18.1 Konservierungen 
 

Das La/SS-B-Protein war hoch konserviert und besaß zwischen den verschiedenen 

Spezies Homologien von 60% bis zu 95% (PRUIJN, 1994) (1.5.6). Das murine La/SS-B-Protein 

war zu 76,7% mit dem humanen und bovinen (GenBank accession No. X13698) 

La/SS-B-Protein identisch, wobei die N-terminale Proteinhälfte die größte Homologie besaß 

(1.6). Der C-terminale Domäne stimmte mit der des humanen oder bovinen La/SS-B-Proteins 

nur noch zu ungefähr 65% überein (TOPFER et al., 1993) (1.6). Ein Vergleich der AS-Sequenz 

des murinen und humanen La/SS-B-Proteins findet sich in Abb. 33. Zwar waren besonders im 

C-Terminus des Proteins mehrere AS-Austausche zu erkennen, jedoch wurden viele AS durch 

ähnliche ersetzt (Abb. 33), was sicherlich die große Homologie von 76,7% erklärte.  

 

 

6.18.2 Das RNP-Motiv 
 

Das in der N-terminale Domäne ca. 80 AS umfassende RNP-Motiv (AS 112-187) war 

hoch konserviert (1.5.4). Im RNP1 des RNP-Motivs fand sich nur ein einzelner Austausch einer 

AS, der keine signifikante Änderung dieser Struktur zur Folge hatte, wobei Valin beim humanen 

La/SS-B-Protein durch Alanin beim murinen La/SS-B-Protein ersetzt wurde (Abb. 33). Einen 

solchen AS-Austausch fand sich auch beim bovinen La/SS-B-Protein (TOPFER et al., 1993).  

 

 

6.18.3 Das Kernlokalisationssignal 
 

Die AS-Sequenz des auf der C-terminalen Domäne liegenden NLS (Abb. 33), das für 

den Transport des neusynthetisierten, prozessierten Proteins durch die Kernporen in den 

Zellkern verantwortlich war (SIMONS et al., 1996; DINGWALL und LASKEY, 1991) (1.5.4), 

wich zwischen den Spezies Mensch und Maus nur geringfügig ab. Da aber auch das murine 

La/SS-B-Protein in der Zelle nukleär lokalisiert vorlag, müsste dieser Bereich trotzdem für den 

Import des Proteins in den Zellkern verantwortlich sein.  
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6.18.4 Die linker-Region 
 

Die 130 AS große linker-Region, die die N- und C-terminale Domäne des 

La/SS-B-Proteins verband (CHAMBERS et al., 1988) (1.5.4), war zwischen Mensch und Maus 

stark modifiziert. Eine Anhäufung von AS-Austauschen fand sich zwischen den AS 211 und 230 

(Abb. 33: die Zahlenangaben beziehen sich auf das humane La/SS-B). Beim Vergleich des 

humanen und bovinen La/SS-B-Proteins fanden sich nur drei AS-Austausche. Beim Maus- und 

Ratten-La/SS-B-Protein (GenBank accession No. X67859) (SEMSEI et al., 1993) wich ein 

cluster von 11 AS ab der AS 211 vollständig von der humanen bzw. bovinen AS-Sequenz ab 

(Abb. 33). Diese 11 AS könnten ein Nager-spezifisches Epitop darstellen, dass dafür 

verantwortlich war, dass viele mAK humanes und bovines, nicht aber Maus- oder 

Ratten-La/SS-B erkannten (SEMSEI et al., 1993). 

 

 

6.18.5 Die ATP-Bindestelle 
 

Bei der von TOPFER et al. (1993) in der C-terminalen Hälfte des La/SS-B-Proteins 

beschriebenen AS-Sequenz, die die ATP-Bindestelle beinhaltete (1.5.4), ließ sich beim murinen 

La/SS-B-Protein im Vergleich zum humanen eine Insertion von 16 AS erkennen (Abb. 33). Im 

bovinen La/SS-B-Protein fand sich keine Insertion, bei La/SS-B-Protein aus Ratten dagegen 

schon (SEMSEI et al., 1993). Demzufolge könnte es sich um eine Nager-spezifisches Insertion 

handeln, deren Funktion aber nicht bekannt war.  

 
 
murines La : MAENGDNEKMTALEAKICHQIEYYFGDFNLPRDKFLKEQIKLDEGWVPLETMIKFNRLNRLTTDFNVIVQALSKSKAKLMEVSADKTKIRRSPSRPLPEV  :   100 
             ::::::::::.:::::::::::::::::::::::::::::::::::::::.::::::::::::::::::.:::::::.:::.:.::::::::::.:::::       
humanes La : MAENGDNEKMAALEAKICHQIEYYFGDFNLPRDKFLKEQIKLDEGWVPLEIMIKFNRLNRLTTDFNVIVEALSKSKAELMEISEDKTKIRRSPSKPLPEV  :   100 
 
                                                           RNP 80-Motiv 
                         RNP 2                                  RNP 1 
murines La : TDEYKNDVKNRSVYIKGFPTDATLDDIKEWLDDKGQILNIQMRRTLHKTFKGSIFAVFDSIQSAKKFVEIPGQKYKDTNLLILFKEDYFAKKNEERKQSK  :   200 
             :::::::::::::::::::::::::::::::.::::.:::::::::::.::::::.:::::.:::::::.::::::.:.::::::.::::::::::::.:       
humanes La : TDEYKNDVKNRSVYIKGFPTDATLDDIKEWLEDKGQVLNIQMRRTLHKAFKGSIFVVFDSIESAKKFVETPGQKYKETDLLILFKDDYFAKKNEERKQNK  :   200 
 
murines La : VEAKLKAKQEHEGRHK-PGSTETRALEGKMGCLLKFSGDLDDQTCREDLHFLFSNHGEIKWVDFARGAKEGIILFKEKAKEALEKARNANNGNLLLRNKK  :   299 
             :::::.::::.:...:  ...: ..::.:.::::::::::::::::::::.::::::::::.::.::::::::::::::::::.::.::::::: ::::.       
humanes La : VEAKLRAKQEQEAKQKLEEDAEMKSLEEKIGCLLKFSGDLDDQTCREDLHILFSNHGEIKWIDFVRGAKEGIILFKEKAKEALGKAKDANNGNLQLRNKE  :   300 
                             PEST 1 
 
                                            putative ATP-Binderegion 
murines La : VTWKVLEGHAEKEALKKITDDQQESLNKWKSKGGHAGGRFKGSHVFTAARRFKGKGKGNRPGYAGAPKGRGQFHGRRTRFDDDDRRR--------GPMKR  :   391 
             :::.::::..::::::::..:::::::::::::                ::::::::::... .:. ::. ::.:..:.:..:: .         ::.::       
humanes La : VTWEVLEGEVEKEALKKIIEDQQESLNKWKSKG----------------RRFKGKGKGNKAAQPGSGKGKVQFQGKKTKFASDDEHDEHDENGATGPVKR  :   384 
 
murines La : GRDGRDREEPASKHKKRENGARDK                                                                              :   415 
             .:.. :.::::::..: :::: :.                                                                                   
humanes La : AREETDKEEPASKQQKTENGAGDQ                                                                              :   408 
         PEST 2 PEST 3 NLS-Signal 

 

 

Abb. 33: Vergleich der humanen und murinen AS-Sequenz (verändert nach TOPFER et al., 1993) 
Dargestellt sind die humane und die murine La/SS-B AS-Sequenz. Wenn AS durch sehr ähnliche ersetzt werden, so ist dies 

durch einen einfachen Punkt zwischen der humanen und murinen Sequenz gekennzeichnet. Ein doppelter Punkt bedeutet, 

dass die jeweilige AS vollständig übereinstimmt. Wenn die AS zu unterschiedlich sind, findet sich ein Freiraum zwischen 

den beiden Sequenzen. In der Sequenz hervorgehoben sind das RNP 80-Motiv (fett) mit den beiden hochkonservierten 

Regionen RNP1 und RNP2 (fett und unterstrichen), die PEST-Sequenzen (fett) und das sich mit den PEST-Sequenzen 2 

und 3 überlappende NLS-Signalmotiv (unterstrichen).  
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6.19 Die isoelektrischen Proteinformen 
 

CHAMBERS et al. (1988), FRANCOEUR (1985) und PIZER et al. (1983) konnten in der 

zweidimensionalen Gelelektrophorese bis zu acht isoelektrische Formen des humanen 

La/SS-B-Proteins mit einem pI zwischen 6 und 7,5 detektieren. Dabei sollten diese 

isoelektrischen Proteinformen überwiegend durch in vivo-Phosphorylierungen nur an den in der 

C-terminalen Proteindomäne enthaltenen frei zugänglichen Serin-Resten zustande kommen 

(CHAN et al., 1986). Threonin-Phosphorylierungen stellten nach PFEIFLE et al. (1987) und 

PIZER et al. (1983) in vitro-Artefakte dar (1.5.5).  

BROEKHUIS et al. (2000) fanden mit der hochauflösenden 2D-Gelelektrophorese 

(GORG et al., 2000) in mit dem mAK SW5 aufgereinigten humanen Zellextrakten insgesamt 14 

isoelektrische Formen des humanen La/SS-B-Proteins mit einem pI zwischen 6 und 7,5 (1.5.5). 

Mittels mutierter La/SS-B-Proteine konnten die Autoren die konservierten AS Thr-302, Ser-325, 

Thr-362 und Ser-366 als Phosphorylierungsstellen identifizieren, wobei Ser-366 am 

effizientesten phosphoryliert wurde. Nach FAN et al. (1997) sorgte das humane 

La/SS-B-Protein nur dann effizient für die Termination der Transkription von 

Pol III-Transkripten, wenn der Serin-Rest 366 unphosphoryliert war (1.5.11.1). Des weiteren 

behandelten die Autoren das aufgereinigte, humane La/SS-B-Protein mit alkalischer 

Phosphatase. In der 2D-Gelelektrophorese konnten immer noch acht isoelektrische 

Proteinformen detektiert werden, die etwas basischere pI-Werte aufwiesen. Das humane 

La/SS-B-Protein musste demnach eine hohe Ladungsheterogenität besitzen.  

Die von BROEKHUIS et al. (2000) erhaltenen Ergebnisse waren die Intention zu 

überprüfen, wie viele isoelektrische Proteinformen des murinen La/SS-B existierten. Durch die 

2D-Gelelektrophorese mit murinem NIH-3T3-Zellextrakt konnten 16 isoelektrische 

Proteinformen mit einem pI zwischen 5,1 und 6,1 ermittelt werden (5.10). Rek. murines 

La/SS-B-Protein lieferte 13 isoelektrische Proteinformen mit einem pI zwischen 4,5 und 5,5 

(5.10). Das murine La/SS-B-Protein musste demnach, wie auch das humane La/SS-B 

(BROEKHUIS et al., 2000), eine hohe Ladungsheterogenität besitzen. Der Unterschied von drei 

isoelektrischen, murinen Proteinformen würde genau mit den drei potentiellen 

Phosphorylierungsstellen im murinen La/SS-B-Protein korrelieren. Dies müssten die 

konservierten AS Thr-302, Ser-325 und Thr-362 sein. Das Ser-366, das beim humanen 

La/SS-B-Protein am effizientesten phosphoryliert werden sollte, fand sich nicht im 

La/SS-B-Protein von Nagern. Damit wurde die Beobachtung von FAN et al. (1997) in Frage 

gestellt, dass humanes La/SS-B-Protein nur dann effizient für die Termination der Transkription 

von Pol III-Transkripten sorgte, wenn der Serin-Rest 366 unphosphoryliert war (1.5.11.1). Beim 

murinen La/SS-B-Protein könnte eine andere Phosphoryliserungsstelle die Aufgabe des 

Ser-366 übernehmen oder es wurde ein anderer Mechanismus der Termination der 

Transkription von Pol III-Transkripten verwendet. Zwischen den pI-Werten der murinen, 

isoelektrischen La/SS-B-Proteinformen von NIH-3T3-Zellextrakten (pI zwischen 5,1 und 6,1) 
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und rek. Proteinen (pI zwischen 4,5 und 5.5) ließ sich eine pI-Wert-Verschiebung in den sauren 

Bereich feststellen. Dies war sicherlich auf die unterschiedliche Art der Gewinnung dieser 

beiden Proben zurückzuführen (5.10). Somit war es nicht möglich, die einzelnen isoelektrischen 

Formen der Zellextrakt-La/SS-B-Proteine und der rek. La/SS-B-Proteine zu vergleichen und 

dadurch festzustellem, welche isoelektrische Form der entsprechenden zuzuordnen war. 

Da für das murine La/SS-B-Proteine 16 isoelektrische Formen detektiert werden 

konnten, sollte überprüft werden, ob noch weitere humane isoelektrische Proteinformen des 

La/SS-B existierten (5.10). Und tatsächlich konnte mit der hochauflösenden 

2D-Gelelektrophorese mit humanem HeLa-Zellextrakt insgesamt 16 isoelektrische 

La/SS-B-Proteinformen mit einem pI zwischen 6,0 und 6,8 detektiert werden (5.10). Nun stellte 

sich Frage, warum zwei Proteinformen mehr detektiert werden konnten. Die erste Möglichkeit 

bestand darin, dass von den Autoren über den mAK SW5 aufgereinigte, humane Zellextrakte 

verwendet wurden. Zellextraktaufarbeitungen konnten stark die isoelektrische Fokussierung 

(1. Dimension) beeinflussen. Jede zusätzliche Behandlung eines Extraktes konnte zu 

Modifikationen von Proteinen führen. Zum zweiten könnten die verwendeten mAK die Ursache 

für die Diskrepanz darstellen. Der hier verwendete mAK 5B9 könnte ein solches Epitop im 

La/SS-B-Protein erkennen, dass es ihm möglich war, alle isoelektrischen Proteinformen zu 

erkennen. Vielleicht lag das Epitop des von BROEKHUIS et al. (2000) verwendeten mAK SW5 

in einer Region des La/SS-B-Proteins, die einer solchen Modifikation unterworfen war, dass 

dieser mAK eine solche isoelektrische Proteinform nicht mehr detektieren konnte. Des weiteren 

ließen sich geringe Unterschiede in den erhaltenen pI-Werten feststellen.  

Im Folgenden sollten hier die Ergebnisse zusammengefasst werden: BROEKHUIS et al. 

(2000) detektierten 14 isoelektrischen Formen des humanen La/SS-B-Proteins mit einem pI 

zwischen 6 und 7,5. In dieser Arbeit wurden 16 isoelektrischen Formen des humanen 

La/SS-B-Proteins mit einem pI von 6 und 6,8 nachgewiesen. Dieser Unterschied könnte die 

Theorie stützen, dass Zellextraktaufarbeitungen die isoelektrische Fokussierung (1. Dimension) 

beeinflussen könnten. Eine 2D-Gelelektrophorese mit murinem NIH-3T3-Zellextrakt lieferte 

ebenfalls 16 isoelektrische Proteinformen mit einem pI zwischen 5,1 und 6,1. Rek. murines 

La/SS-B-Protein lieferte 13 isoelektrische Proteinformen mit einem pI zwischen 4,5 und 5,5. 

Das murine La/SS-B-Protein besaß somit eine hohe Ladungsheterogenität. Der Unterschied 

von drei isoelektrischen, Proteinformen korrelierte mit den drei potentiellen 

Phosphorylierungsstellen im murinen La/SS-B-Protein. 

 

 

6.20 Der Einfluß von NO auf das murine Autoantigen La/SS-B 
 

Die Rolle von NO in Säugern war sehr komplex. Alleine die Tatsache, dass ein so 

einfach aufgebautes Molekül Signalfunktionen ausübte und dadurch komplexe Prozesse 

steuerte, war höchst erstaunlich (BOGDAN, 1998). Mittlerweile wurden drei verschiedene 
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NO-Synthasen (NOS) beschrieben, die alle die gleiche Redoxreaktion katalysierten, sich jedoch 

in ihren biochemischen und strukturellen Eigenschaften, in der Art und Weise der 

NO-Freisetzung, in ihrer Verteilung und in ihrer Regulation beträchtlich voneinander 

unterschieden (MICHEL und FERON, 1997; NATHAN, 1997). Die Typ 1-NOS wurde konstitutiv 

in Neuronen exprimiert, deren Aktivität durch den Ca2+-Gradienten reguliert wurde. NO war in 

Neuronen wichtig für die Neurotransmission und den Lernvorgang. Die Typ 2-NOS wurde auf 

transkriptionaler Ebene durch Zytokine induziert. Eine Regulation durch einen Ca2+-Gradienten 

fand nicht statt. Exprimiert wurde die Typ 2-NOS vor allem in inflammatorisch wirkenden 

Makrophagen, denen es dadurch möglich war mikrobielle Pathogene und Tumorzellen effektiv 

zu bekämpfen. Die Typ 3-NOS wurde konstitutiv in Endothel- und Blutzellen exprimiert. NO 

regulierte dort den Tonus der glatten Endothelmuskulatur, die Thrombozytenaggregation und 

die Adhäsion von zirkulierenden Blutzellen an die Endothelzellen. In jüngerer Zeit hatte sich 

gezeigt, dass nicht nur die Zytokin-induzierbare Typ 2-NOS, sondern auch die konstitutive 

Typ 1-NOS und Typ 3-NOS in ihrer Expression reguliert werden konnten. In Anbetracht der 

zahlreichen Funktionen der NOS kam der Expressionsregulation dieser Enzyme erhebliche 

physiologische und pathophysiologische Bedeutung zu (BOGDAN, 1998).  

NO schützte vor intrazellulären Bakterien und Parasiten und half bei der Bekämpfung 

von verschiedenen viralen Infektionen (XIE et al., 1996; BOGDAN, 1997; MACMICKING et al., 

1997; FANG, 1997), förderte aber die Entstehung von Tumoren und Metastasen (JENKINS et 

al., 1995; DUENAS-GONZALEZ et al., 1997). NO besaß auch neurotoxische Eigenschaften 

und konnte Bluthochdruck verursachen (MICHEL und FERON, 1997; NATHAN, 1997). 

Außerdem konnte in Tiermodellen von Nagern eindrucksvoll bestätigt werden, dass NO die 

experimentelle, allergische Encephalopathie und Uveitis, die inflammatorische Arthritis und die 

Immunkomplex-Glomerulonephritis auslöste (MCCARTNEY-FRANCIS et al., 1993; 

WEINBERG et al., 1994; CROSS et al., 1994; ZHAO et al., 1996; BRENNER et al., 1997; 

HOEY et al., 1997). Somit hatte NO einen entscheidenden Einfluß bei der Entstehung von 

Autoimmunerkrankungen. Hierbei beeinflusste NO das Verhältnis der Th1/Th2-CD4-T-Zellen, 

wodurch sich das Verhältnis der Th1/Th2-spezifischen Zytokine änderte (SINGH et al., 2000).  

Bei SLE-Patienten konnte eine Hochregulation der induzierbaren Typ 2-NOS im 

Gefäßendothel und eine insgesamt erhöhte Blut-NO-Konzentration festgestellt werden 

(BELMONT et al., 1997). Diese Ergebnisse für das Gefäßendothel konnten von BRUNDIN et 

al. (1998) im Gehirn von SLE-Patienten bestätigt werden, wobei die NO-Konzentration 

ebenfalls erhöht war. Eine generelle Erhöhung der NO-Konzentration bei SLE-Patienten 

konnten WANCHU et al. (1998) feststellen. Dies ließ den Schluß zu, dass NO einen wichtiger 

Faktor für die Entstehung von SLE darstellen könnte. Die Frage blieb aber bestehen, ob die 

erhöhte NO-Konzentration die Entstehung von Autoimmunität auslöste oder ob die erhöhte 

NO-Konzentration eine Folge von Autoimmunität war. Nicht auszuschließen war auch ein 

möglicher gegenseitiger Verstärkereffekt.  

Die pathophysiologische Funktion von NO konnte nur vollständig geklärt werden, wenn 
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dessen Einfluß auf bekannte Autoantigene, wie z.B. dam Autoantigen La/SS-B verstanden 

wurde. Insbesondere von Interesse war, ob es zu einer Veränderung der 

Proteintranslationseffizienz oder der Proteinlokalisation kommen konnte (5.11).  

 

 

6.20.1 Der Einfluß von NO auf die Expression 
 

Da es sich bei La/SS-B um ein permanent exprimiertes Haushaltsgen handelte (6.4 und 

6.5), war es sehr überraschend, dass der NO-Donor GSNO offensichtlich die Expression des 

La/SS-B-Proteins positiv beeinflusste und eine deutliche Zunahme der 

La/SS-B-Proteinkonzentration bei NIH-3T3-Zellen bewirkte (Abb. 21 und 22). Allerdings waren 

in der Literatur auch andere Haushaltsgene beschrieben worden, die einer Regulation 

unterlagen, so z.B. die für die NOS codierenden Gene. Die La/SS-B-Konzentration stieg nach 

nur 2 h Inkubation mit GSNO um das 4fache des Normalwertes an. Eine längere Inkubation mit 

GSNO erhöhte die Expressionseffizienz nur noch wenig (5fache des Normalwertes). Die 

Bedeutung der Erhöhung der La/SS-B-Expression blieb aber unklar. 

Auf trankriptioneller Ebene könnte der TF NF-κB (6.4 und 6.5) für eine verstärkte 

La/SS-B-Transkription sorgen, was zu einer Erhöhung der Proteinmenge führte. Normalerweise 

lag NF-κB in einer inaktiven Form vor. Zu einer Aktivierung dieses TF kam es vor allem durch 

äußere Einflüsse, wie z.B. durch Zytokine, durch Hemmung der Proteinbiosynthese, durch 

Schädigung der DNA, durch Erhöhung der intrazellulären Sauerstoffradikale im Zuge einer 

Entzündung oder durch Virusinfektionen (KNIPPERS, 1997). Womöglich besaß auch das 

Molekül NO die Fähigkeit, eine Aktivierung von NF-κB auszulösen. Sowohl der Basis-Promotor 

(6.4) als auch der alternative Promotor (6.5) besaßen Bindestellen für NF-κB.  

 

 

6.20.2 Der Einfluß von NO auf die Lokalisation 
 

In immunzytochemischen Färbungen ließ sich das La/SS-B-Protein hauptsächlich im 

Zellkern detektieren (BACHMANN et al., 1990b; CHAN und TAN, 1987; BACHMANN et al., 

1986a; NYMAN et al., 1986; DENG et al., 1981) (1.5.10). Das La/SS-B-Protein konnte aber 

auch in das Zytoplasma translokiert werden, so z.B. über die transiente Bindung an den 

3�-Oligo-U-Teil von RNA-Pol III-Transkripten (z.B. 4,5S-RNA, hY-RNAs) (PEEK et al., 1994; 

PEEK et al., 1993). In seltenen Fällen fand sich eine zytoplasmatische Lokalisation des 

La/SS-B-Proteins in mitotischen Zellen (BACHMANN et al., 1992a). Insbesondere fand sich 

eine zytoplasmatische Lokalisation des La/SS-B-Proteins bis hin zur Translokation an die 

Zelloberfläche nach Einwirkungen verschiedener Stressfaktoren, z.B. bei Herpes- und 

Polio-Virusinfektionen (MEEROVITCH et al., 1993; BACHMANN et al., 1992b; BACHMANN et 

al., 1989c; BABOONIAN et al., 1989), Hemmung der Glykosylierung (BACHMANN et al., 
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1990b), Inhibition der Transkription (BACHMANN et al., 1989a; BACHMANN et al., 1987) und 

Apoptoseinduktion durch UV-Licht (BACHMANN et al., 1990b) (1.5.10).  

Ausgehend von der Überlegung, dass NO einen Stressfaktor für Zellen darstellen 

könnte, war es nicht weiter überraschend, dass Zellen, die mit dem NO-Donor GSNO inkubiert 

wurden, neben der üblichen nukleären Färbung teilweise eine zytoplasmatische Lokalisation 

oder sogar eine Translokation bis an die Zelloberfläche des La/SS-B-Proteins zeigten 

(Abb. 23). Dabei spielte die Dauer der Inkubationszeit kaum eine Rolle. Nach 2 h traten die 

ersten Protein-Translokationen auf. Trotz längerer Inkubationzeiten blieb das Verhältnis der 

Zellen, die nur eine Kernfärbung zeigten, zu denen konstant, die eine Translokation aufwiesen.  

Zusammengefasst zeigten die hier erhaltenen Ergebnisse, dass die murine 

La/SS-B-Expression von NO positiv beeinflusst werden konnte. Dies war für ein Haushaltsgen 

bei erster Betrachtung ungewöhnlich. Über den Grund einer Erhöhung der 

La/SS-B-Proteinkonzentration ließ sich nur spekulieren. NO bewirkte zum zweiten eine 

Translokation des La/SS-B-Proteins vom Zellkern in das Zytoplasma oder sogar auf die 

Zelloberfläche. Damit könnte NO eine pathogene Funktion zugeordnet werden, da somit eines 

der Zielautoantigene von Kollagenosen dem Immunsystem zugänglich gemacht wurde.  

 

 

6.21 Induktion von ANAs durch Immunisierung des humanen La/SS-B-Neoepitops 
 

6.21.1 epitope spreading induzierter ANAs 
 

Als Neoepitope wurden AS-Sequenzen oder �Strukturen bezeichnet, die unter normalen 

Umständen im Körper nicht gebildet wurden oder dem Immunsystem nicht zugänglich waren 

(1.3). Erst pathologische Veränderungen, z.B. somatische Mutationen, könnten zur Entstehung 

von Neoepitopen führen (1.3 und 1.5.9). Wenn diese im Laufe des Lebens entstanden, könnten 

Immunzellen dieses Epitop als fremd erkennen und dagegen vorgehen, da diese Immunzellen 

bei der Ausbildung der Selbsttoleranz nicht den Toleranzmechanismes unterworfen wurden. 

Falls Neoepitope zusätzlich Homolgien zu anderen körpereigenen Proteinen aufwiesen, 

könnten AK nach dem Mechanismus des molekularen mimikry gegen diese körpereigenen 

Proteine affin werden, d.h. es fand ein intermolekulares epitope spreading vom Neoepitop auf 

andere Proteine statt. Somit könnten Neoepitope dafür verantwortlich sein, dass die 

Selbsttoleranz des Immunsystems gegen Eigenantigene durchbrochen wurde und dadurch 

Autoimmunität entstand (LANZAVECCHIA, 1995). Die Neoepitope könnten des weiteren durch 

triggern des Immunsystems die Immunantwort aufrecht erhalten. Ebenso bestand die 

Möglichkeit, dass, wenn in körpereigenen Proteinen ein Neoepitop enthalten war, die gegen 

das Neoepitop gebildeten AK durch den Mechanismus des intramolekularen epitope spreading 

auf andere, native Epitope desselben Proteins reiften.  

Die Situation eines durch ein Neoepitop ausgelöstes intra- und intermolekulares epitope 
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spreading könnte bei der SLE-Patientin vorherrschen, die eine somatische Punktmutation in der 

linker-Region des humanen La/SS-B aufwies (1.5.9). Durch die Mutation konnte nur der 

N-terminale Bereich des La/SS-B-Proteins exprimiert werden (BACHMANN et al., 1997). An 

dessen C-terminalem Ende fanden sich jedoch, bedingt durch die Rasterschubmutation, 12 

fremde AS, die im normalen La/SS-B-Protein nicht vorkamen und somit ein Neoepitop 

darstellen könnten (BACHMANN et al., 1996b). Dieses Neoepitop wies Homologie zu anderen 

bekannten Autoantigenen und zum nativen La/SS-B-Protein auf (BACHMANN et al., 1996a). 

Somit lag der Verdacht nahe, dass das Neoepitop für die Bildung von anti-La/SS-B-AK durch 

den Mechanismus des intramolekularen epitope spreading verantwortlich sein könnte.  

Um diese Möglichkeit zu überprüfen, wurden Balb/c-Mäuse mit dem Neoepitop 

immunisiert (5.12). In erster Linie sollte überprüft werden, ob es generell möglich war, AK 

gegen das Neoepitop zu erzeugen. Da das 12 AS lange Neoepitop nur wenig immunogen war, 

wurde es an das Trägerprotein SOC (sequential oligopeptide carrier) (SAKARELLOS-

DAITSIOTIS et al., 1999) chemisch gekoppelt. SOC ersetzte in diesem Fall den N-Terminus 

des humanen La/SS-B-Proteins. Der N-Terminus mit dem Neoepitop des La/SS-B-Proteins, wie 

er von der autoimmunen Patientin gebildet wurde, konnte deshalb als Trägerprotein nicht 

verwendet werden, da sich sonst nicht unterscheiden ließ, ob die Immunantwort auf Grund des 

La/SS-B-N-Terminus oder des Neoepitops zustande kam. 

Die gute Reaktivität gegen SOC-neo-La nach der 1. Immunisierung ließ sich darauf 

zurückführen, dass dieses Immunisierungs-Peptid sowohl von AK gegen SOC als auch von AK 

gegen neo-La erkannt wurden. Hierbei überwogen die AK gegen SOC, da die Reaktivität gegen 

das neo-La-Peptid etwas schlechter ausfiel. In den nachfolgenden Immunisierungen zeigten 

sich deutliche Reaktivitäten gegen das neo-La-Peptid. Somit stellte das Neoepitop ein 

immunogenes Antigen dar, wogegen im Tiermodel Maus die AK-Bildung induziert werden 

konnte (5.12.1). Dass aber schon fünf Tage nach der 1. Immunisierung Reaktivitäten gegen 

rek. hLa vorhanden waren, spiegelte die Tatsache wieder, dass das Neoepitop 

Kreuzreaktivitäten gegen natives La/SS-B-Protein zeigte. Ähnlich war die Reaktivität gegen 

rek. mLa zu erklären, da humanes und murines La/SS-B-Protein ca. 76,7% Homologie 

besaßen (1.6). Hierbei könnten die AK aber nur Epitope auf rek. hLa und rek. mLa erkennen, 

die sich in der N-terminalen Proteinhälfte befanden, da sich keine Reaktivität gegen rek. hLa-C 

detektieren ließ. Dies ließe sich auch damit erklären, dass die C-terminale Proteinhälfte 

zwischen humanen und murinen La/SS-B-Proteinen nur noch 65% Identität aufwies (1.6). Dies 

stellte zunächst einen Widerspruch dar, denn rek. hLa-N(9A) zeigte nur eine schlechte 

Reaktivität. Wahrscheinlich fehlten diesem La/SS-B-N-Terminus einige Konformationsepitope, 

die auf Grund des Vorhandenseins des C-terminalen Abschnitts bei dem 

La/SS-B-Volllängeprotein vorhanden waren, nicht aber bei rek. hLa-N(9A). Die gute Reaktivität 

gegen rek. hLa-N(7A) ließ sich auf zwei Gründe zurückführen. Dieser La/SS-B-N-Terminus 

konnte sowohl von AK, die gegen neo-La gerichtet waren, als auch von AK, die gegen den 

N-Terminus des La/SS-B-Proteins gerichtet waren, erkannt wurden. Auch AK, die die 
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Übergangsregion detektierten, konnten für die Reaktivität verantwortlich gewesen sein (5.12.1).  

Nach weiteren Immunisierrungen nahmen die Reaktivitäten gegen alle getesteten 

Proteine bzw. Proteinfragmente oder Peptide weiter zu. Vor allem ließ sich nun die Reaktivität 

gegen rek. hLa-C detektieren. Die enorme Reaktivität gegen SOC-neo-La nach der 

4. Immunisierung konnte man damit erklären, dass durch diesen letzten boost vor allem AK 

gegen SOC erzeugt wurden. (5.12.1)  

Des weiteren ließen sich im Verlauf der Immunantwort AK nachweisen, die sowohl mit 

endogenem, murinem als auch mit humanem La/SS-B-Protein reagierten (5.12.1). Diese AK 

waren mit großer Wahrscheinlichkeit nach dem Mechanismus des intramolekularen epitope 

spreading gebildet worden. Dies zeigte, dass die Immuntoleranz gegen das Autoantigen 

La/SS-B durch Immunisierung des Neoepitops durchbrochen werden konnte. Die Reaktivitäten 

der Serum-AK gegen humanes und murines La/SS-B-Protein waren ungefähr gleich. Die 

Immunantwort gegen humanes La/SS-B-Protein war zunächst gegen das immunodominante 

N-terminale Epitop gerichtet und ging erst später, wahrscheinlich wiederum durch 

intramolekulares epitope spreading, auf die C-terminale Region über. Dies stimmte mit 

Ergebnissen überein, die von MCNEILAGE et al. (1990) bei der Untersuchung von 

Patientenseren publiziert worden waren (1.5.7).  

Die Neoepitop-Sequenz des humanen und murinen La/SS-B-Protein unterschieden sich 

in nur drei AS (Abb. 32). Anhand der Ergebnisse ließ sich feststellen, dass es keine große Rolle 

spielte, ob die Immunisierungen mit humanem oder murinem Neoepitop durchgeführt wurden. 

Die Immunisierung mit humanem Neoepitop erschien als logisch, da bisher nur bei einer 

Patientin dieses eindeutig nachgewiesen werden konnte. Da das humane und murine 

La/SS-B-Protein etwa 76,7% Homologie aufwiesen, war es nicht verwunderlich, dass die 

murinen Serum-AK auch rek. humanes La/SS-B-Protein erkannten (5.12.1). Gerade der 

N-Terminus des La/SS-B-Proteins wies zwischen diesen beiden Spezies eine sehr große 

Homologie auf. Speziesspezifische C-terminale Serum-AK konnten nicht detektiert werden, da 

kein C-terminales Fragment des murinen La/SS-B-Proteins zur Verfügung stand.  

Übertrug man diese Ergebnisse auf die autoimmune SLE-Patientin, bei der das 

Neoepitop gebildet wurde (1.5.9), hätten sich im Anfangsstadium der Krankheit in erster Linie 

Autoantikörper gegen das Neoepitop des La/SS-B-Proteins nachweisen lassen müssen. Im 

fortgeschrittenen Krankheitsstadium waren dann infolge des epitope spreading Autoantikörper 

vorhanden, die auch mit dem nativen La/SS-B-Protein reagierten. Da das Serum dieser 

Patientin auch AK gegen andere Autoantigene enthielt (ältere Laborbefunde), wie etwa 

Ro52/SS-A und Ro60/SS-A, könnte die Immunantwort durch den Mechanismus des 

intermolekularen epitope spreading auf diese Antigene übergegangen sein. Dies ließ sich 

allerdings nicht mehr verifizieren, da Serumproben aus den Anfängen der Krankheit nicht zur 

Verfügung standen. Bedenken sollten man allerdings, dass diese Art der Entstehung von 

anti-La/SS-B-Autoantikörpern bis jetzt mit großer Wahrscheinlichkeit einmalig war, da bisher in 

keinem anderen autoimmunen Patienten die Bildung eines solchen Neoepitops nachgewiesen 
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werden konnte. Sicherlich stellten Neoepitope nur eine Möglichkeit dar, um die 

Toleranzmechanismen des Immunsystems zu durchbrechen.  

Interessanterweise handelte es sich bei den Epitopen, die von den Serum-AK erkannt 

werden, ausschließlich um Konformationsepitope, da mit den Maus-Seren nur native, nicht aber 

denaturierte Proteine detektiert werden konnten (5.12.2 und 5.12.3). Demnach könnte es sich 

bei allen immundominanten Epitopen (CHAN et al., 1986), die unter den Säugetierspezies 

konserviert waren (SEMSEI et al., 1993; WENG et al., 1993; CHAN et al., 1986), um 

immundominante Konformationsepitope handeln (1.5.7).  

Zusammengefasst konnte im Tiermodell Maus gezeigt werden, dass 

B-Zell-Autoimmunität und die Entstehung von ANAs zumindest teilweise auf einen 

Autoantigen-getriebenen Mechanismus infolge einer fehlerhaften Proteinexpression eines 

Autoantigens zustande kam. Damit fiel den ANAs eine direkte pathophysiologische Rolle zu. 

 

 

6.21.2 Zellschädigende Vorläuferreaktion induzierter ANAs 
 

Da Zellmembranen für die antinukleären Antikörper (ANAs) eine undurchdringliche 

Barriere darstellten und die die nukleären Antigene die Zellmembranen intakter Zellen nicht 

durchdringen konnten, war vermutlich eine zellschädigende Vorläuferreaktion dafür 

verantwortlich, dass den ANAs ihre Zielantigene zugänglich gemacht wurden (1.3). Allerdings 

spielten noch viele andere Faktoren bei der Entstehung von Autoimmunität eine wichtige Rolle.  

Eine zellschädigende Vorläuferreaktion könnte z.B. durch Kreuzreaktivitäten der 

induzierten Autoantikörper mit Zelloberflächenstrukturen zustande kommen. Wenn die 

Autoantikörper auch Oberflächenstrukuren erkennen würden, dann konnten die nukleären 

Autoantigene durch die nachfolgende Zerstörung der Zielzelle, bedingt durch eine 

Entzündungsreation, freigesetzt werden. Allerdings ließen sich keine Kreuzreaktivitäten der 

Maus-Seren mit Zelloberflächenproteinen nachweisen. Dies ließ den Schluß zu, dass die 

induzierten Serum-AK nicht für eine Zellschädigung verantwortlich waren.  

Ein weiterer Hinweis auf eine zellschädigende Vorläuferreaktion wären auftretende 

Krankheitssymptome bei den immunisierten Mäusen gewesen, wie sie für den SLE oder das 

pSS typisch waren. Solche Symptome konnten aber nicht festgestellt werden. Dies ließ 

vermuten, dass die Bildung von Autoantikörpern alleine nicht ausreichte, um die Krankheiten zu 

induzieren. Dafür müssten weitere Prädispositionen vorhanden sein, was die Tatsache 

wiederspiegelte, dass Autoimmunerkrankungen multifaktorelle Krankheiten waren (1.3). 

Zusammengefasst ließ sich Folgendes feststellen: Die induzierten Autoantikörper waren 

nicht für eine zellschädigende Vorläuferreaktion verantwortlich, da sie nicht mit 

Zelloberflächenproteinen kreuzreagierten und bei den immunisierten Mäuse keinerlei 

Krankheitssymptome auftraten.  
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7 ZUSAMMENFASSUNG 
 

 

Seren von Patienten mit Kollagenosen, wie dem systhemischen Lupus erythematodes 

oder dem primären Sjögren Syndrom, enthalten autoreaktive Antikörper gegen Proteine des 

Zellkerns. Eines dieser Zielantigene ist das Autoantigen La/SS-B. Zur Bildung der antinukleären 

Antikörper könnten neben weiteren Faktoren auch Veränderungen in den Zielantigenen führen. 

Zur Entwicklung eines murinen Tiermodells, an dem eine pathophysiologisch veränderte 

Expression des Autoantigens La/SS-B untersucht werden konnte, musste die physiologische 

Situation des murinen La/SS-B auf genomischer Ebene, auf der Ebene der Transkription und 

Translation und der Ebene des funktionellen Proteins verstanden werden, um einen Vergleich 

mit dem humanen La/SS-B zu ermöglichen. 

Das murine La/SS-B-Strukturgen lag als single copy-Gen auf dem Chromosom 2. 

Pseudogene oder Restriktionsfragmentlängenpolymorphismen existierten nicht (TOPFER et al., 

1993). Das Gen besaß vom ersten Exon bis zur 3�-UTR eine Länge von 9982 bp und enthielt 

13 Exons, wobei in den Exons 2-11 der codierende Leserahmen enthalten war. Das Start-AUG 

befand sich im Exon 2. Insgesamt existierten drei verschiedene Exon 1, die nach ihrer Lage auf 

dem Gen mit Exon 1a, 1b und 1c bezeichnet wurden. Das Exon 1b war mit dem Exon 1a 

identisch, nur dass es an seinem 3�-Ende um 27 Nukleotide verlängert war. Das Exon 1c besaß 

keinerlei Ähnlichkeit mit dem Exon 1a bzw. Exon 1b. Dem Exon 1c folgte sofort das Exon 2. Ein 

Intron zwischen diesen beiden Exons existierte nicht.  

Die Intronsequenzen des murinen und humanen La/SS-B wiesen große Unterschiede in 

ihrer Größe und Nukleotidsequenz auf. Die Exon-Sequenzen und die 

Exon-Intron-splice-Sequenzübergänge beim humanen und murinen La/SS-B-Gen stimmten fast 

vollständig überein. Eine Ausnahme stellten die verschiedenen Exon 1 dar, die keinerlei 

Gemeinsamkeiten aufwiesen. Ging man von der Lage auf dem Gen und der Art des 

splice-Mechanismus aus, so würde das humane Exon 1 dem murinen Exon 1c, das humane 

Exon 1� dem murinen Exon 1a und das humane Exon 1�� dem murinen Exon 1b entsprechen.  

Bedingt durch die drei verschiedenen Exon 1, existierten drei verschiedene murine 

mRNA-Isoformen, die sich nur in ihrem jeweiligen Exon 1 unterschieden. Das Exon 1a, 1b oder 

1c stellte jeweils die 5�-nicht codierende Region der La/SS-B-mRNAs dar.  

Stromaufwärts des Exon 1a bzw. 1b befand sich der Basis-Promotor, dessen 

Strukturelemente dafür sprachen, dass es sich um ein permanent exprimiertes Haushaltsgen 

handelte. Strukturelemente im Intron 1 wiesen auf einen alternativen Promotor hin. Vermutlich 

entstanden die drei mRNA-Isoformen durch einen Promotorwechsel in Kombination mit einem 

alternativen splice-Vorgang. Die Exon 1a- und Exon 1b-mRNA-Isoform wurden vermutlich aus 

einer gemeinsamen Vorläufer-RNA gebildet.  

Die Polyadenylierung erfolgte wahrscheinlich an zwei alternativen 
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Polyadenylierungssequenzen, da die klassische Polyadenylierungssequenz im murinen 

La/SS-B nicht existierte. Die polyadenylierten mRNAs besaßen eine Länge von etwa 1,8 kb. 

Bei den murinen mRNA-Isoformen handelte es sich nicht um precursor-mRNAs, 

sondern um vollständig gesplissene, zytoplasmatische und funktionelle mRNAs, die mit gleicher 

Effizienz zu La/SS-B-Protein translatiert wurden. Die Initiation der Translation erfolgte nicht wie 

beim humanen La/SS-B durch eine interne Translationsinitiation mittels einer internen 

Ribomsomeneintrittsstelle (IRES), sondern durch das scanning-Modell für Vertebraten von 

KOZAK. Die Exon 1a- und die Exon 1c-mRNA-Isoform wurden ubiquitär exprimiert. Dagegen 

fand sich die Exon 1b-mRNA-Isoform ausschließlich in proliferierenden Zellkulturen mit 

Tumorcharakter. Weitere alternative mRNA-Isoformen oder an der 5�-Seite verlängerte 

Transkripte gab es nicht. Jede mRNA-Isoform codierte für nukleäres La/SS-B-Protein.  

Das murine La/SS-B-Phosphoprotein bestand aus 415 AS und besaß ein theoretisches 

MW von 47,7 kDa. Es hatte 76,7% Homologie zu dem humanen La/SS-B-Protein. 

Spezies-spezifischen Unterschiede wiesen auf eine Optimierung des Proteins auf die jeweilige 

Spezies hin. Im ATP-Bindemotiv des murinen La/SS-B fand sich im Vergleich zum humanen 

eine Insertion von 16 AS, die eine Nager-spezifische Insertion darstellen könnte (TOPFER et 

al., 1993). Auf cDNA-Ebene fanden sich in der C-terminalen Nukleotidsequenz eine 

Nager-spezifische Insertion und eine Deletion.  

Posttranslational modifiziertes, murines La/SS-B-Protein besaß eine hohe 

Ladungsheterogenität und ließ sich in der 2D-Gelelektrophorese in 16 isoelektrische 

Proteinformen mit einem pI zwischen 5,1 und 6,1 auftrennen. Davon ließen sich vermutlich nur 

drei isoelektrische Proteinformen auf Phosphorylierungen zurückführen. Auch humanes 

La/SS-B-Protein ließ sich in 16 isoelektrische Formen auftrennen, wobei nur vier davon auf 

Phosphorylierungen zurückzuführen waren. 

Zusammenfassend ließ sich feststellen, dass sich die physiologische Expression des 

murinen La/SS-B sehr gut in Einklang mit der humanen bringen ließ. Somit stellte das murine 

Tiermodell ein geeignetes System zu weiteren Untersuchungen bei pathophysiologischen 

Expressionsveränderungen dar. 

Die Expression des murinen La/SS-B-Proteins konnte durch Stickstoffmonoxid (NO) um 

das 5fache gesteigert werden. Außerdem bewirkte NO eine Translokation des Proteins vom 

Zellkern in das Zytoplasma oder sogar auf die Zelloberfläche. Damit könnte NO eine pathogene 

Funktion zugeordnet werden, da somit eines der Zielautoantigene von Kollagenosen dem 

Immunsystem zugänglich gemacht wurde. 

Nach Immunisierung des humanen La/SS-B-Neoepitops ließen sich AK gegen das 

Neoepitop, humanes und murines La/SS-B-Protein induzieren. Damit konnte die Entstehung 

von ANAs teilweise auf einen Autoantigen-getriebenen Mechanismus infolge einer fehlerhaften 

Proteinexpression zurückgeführt werden. Die AK erkannten nur Konformationsepitope. Durch 

die induzierten AK ausgelöste zellschädigende Vorläuferreaktionen, die für die 

Krankheitsentstehung hätten verantwortlich sein können, waren nicht festzustellen.  
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8 ANHANG 
 

 

8.1 Genomische Sequenz des humanen La/SS-B 
 

Die folgende Sequenz findet sich in der Datenbank unter GenBank accession No. X97869 

(GRÖLZ et al., 1998). Alle Exons sind umrandet. Fett dargestellt sind der Promotorbereich, die 

Poly(T)23-Kassette und die drei potentiellen Start-AUGs im Exon 1� bzw. Exon 1��, das eigentliche 

Start-AUG im Exon 2, die 8A-Kassette im Exon 7, das Start-AUG zu Beginn der C-terminalen 

Proteinhälfte (M223) im Exon 8 und das Stop-Codon im Exon 11. Die Sequenz beginnt mit dem 

Promotorbereich. Das Exon 1, das direkt dem Promotorbereich folgt, ist nur umrandet. Das nachfolgende 

Exon 1� ist doppelt unterstrichen. Die vier Nukleotide, um die das Exon 1�� im Vergleich zum Exon 1� 

verlängert ist, sind einfach unterstrichen.  

 
 

    1      GGGCTGGGGTACAGACGCCGTCCAGAAATACTTAAAAATAAATGTTTATACTAACACAAACTAGCAGCCATTCCCCTACAACCTGGAGTACTTTTTAACC      100 

  101      CAATCTGTTTGGGATTGAGGGCGGGACTCCAGGGTCCCTGGGAGGCCCCGGCAGCCGCGCATGCTCAGAGCACAGGGACCGCTCCACCTCGTCCGTGGCC      200 

  201      CTGCCCACCCAGGCCGCAAGAGCTGCCGGGACGGTCCCCATCTTCTTGGAGCGCTTTAGGCTGGCCGGCGGCGCTGGGAGGTGGAGTCGTTGCTGTTGCT      300 

  301      GTTTGTGAGCCTGTGGCGCGGCTTCTGTGGGCCGGAACCTTAAAGGTGAGTAACTCTCGGTGGCTAATGAGAAGCTACAAAAGGGTCCGCTTTGCTGGTG      400 

  401      CGCGACTGCGCGTTTCCGTTCTTTACTGCTTCTCGCGGCGTCCGTCCGCCCCTCGCCTTCCTCACGTTCAGGCCGAGCGCCGCGTGGGCCGCAGCCGGAG      500 

  501      GCGGCGGAGCCGAGGGGGCGCGGGCGGCGGCGAGGCTGCCCCCGCGAGGAATGCGGGATCCTGGGGTTCCCCGCACGTGGCTGGTGCCCAGGCAGTTCCG      600 

  601      CGGTTGCTTAGAGACGGGACTGTGGCTGCCCTCATCCCCATTGCGTCTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTACCTCCACCGCCTTCTAGTCTCACCGAAGG      700 

  701      CTTGTGGCCATCTCTGTAAAGTTTCTGGGGAGGTGGGCACGGGGTAAACGCCGGAGGGTTCTGTGGAGCCTATGGGACTGACTGGAGGCCAAAGAACTTT      800 

  801      GGGCCGCAGATGTACACCAGCGTCACTCTTTTGGTCTGTTAGGGCCTTCATCGCTCACATCAGGTTTCAGTGTGAAACGGGAAAACGTGGGTAATATTTC      900 

  901      ATTTACAGTCGTACATTCTGGAAAAGTATCTGATGAAACGCAGTTCCAAAATTAGGCCAAATAGGTTTTGCAGGGTCTAAATAGTTATTTTATTTCATCG      1000 

 1001      TTTGCTTTGTAGGGGGCCCTAGATCACGGTAGTAACTTAGGAGTGTAGATTGTGATAGACAAGACAATGCATAAAATTGAGTAATTTCTCTAGGGGGATG      1100 

 1101      TGGATCACACAGTACCCCGTTGCAAGTGCTTCCTATGTGTATCCATGGTATCGAATGCAATTGCAGTGTGTCAGGGGATGCTTCCAGGAAGTGTACCTAC      1200 

 1201      ATCAGTTCATAACTAGAGTCAACTAATGGCAATATTCTCGATGATTTGTTCACATAACTTTTGTACAGTTGGGATGACTGGGTGGCTTAGTAGAGTCCTG      1300 

 1301      GAGGCAAGTACTTTGTAAGTAGAAGACTTGGTTTGTAATTTCTAGCAAACTAATAGCACAGCTTCCTTTTTTCATTGCAGTGCTAATGTCAGGAATACGA      1400 

 1401      AACAGGAAACTGGCTATCCAATGTATTAGTAAATTAGTAGGCATACTCCCCAGTTTAATGTTGTGTTAGTATGACCACATTCTCCCATTTTTGTTTTCGT      1500 

 1501      ATGTTCCTTAGCATAGAGTATCTAAGGAACTGTAACATTTTTCACCTTAAAGTTATGATGTCTAACTTGGTAACAAGGTTTGGGTAAGTCAGTTGTGACT      1600 

 1601      ACATTTTAAAAGAAATGAGGCCGGGCGCGGTGGCTCACGCCTGTAATCCCAGCACTTTGGGAGGCCGAGGCGGGTGGATCGCCAGAGGTCAGGAGTTCAA      1700 

 1701      GACCAGCCTGACCAACATGGTGAAACCCCGTCTCTACTAAAAATACAAAAATTAGTCAGCCGCAGCCGTGGTGGTGGGCGCCTGTAATCCCAGCTACTCA      1800 

 1801      GGAGGCGAAGGCGGAATCGCTGGAACCTGGGAGGCAGAGGTTGCAGTGAGCCGAGATCGCACCATTGCACTCCAGCCTGGGCAACAAAAGCGAGACTCCG      1900 

 1901      TCTCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAGAGGTGAACCCATACCAAACAAATGCACAGAGAGCCATGGTAATATACAGATAGATAGTTATCTGTTTAA      2000 

 2001      AACTGGAAATGGTTGGTAAGTGATTGGAGTTTTTTTCCCTAAAGCTTGCTTGACCAGCTAAGTGAAGATAAACAGTTTCTTGTTATAGAAGATGGGGTAG      2100 

 2101      TGATTTACTGAAAGACAAGTTTTTTATAGTTTTTAGATTTTTTCATCACTTATTCCAAAGTGTTGCTTTGTTGAGATATTTGAGAACTGAGTAAAGAAAC      2200 

 2201      TGAACCCGTGAAAATAGAAATTCTTGATTTTTTAAGAAAACGGGATATTAATACTTTGTAAACATTATCTTTCTATTCTTGAGTTTTATATAAAAAATAA      2300 

 2301      CTTTATGCTAATTTGGGAAATTTTACAGATAGCCGCAATGGCTGAAAATGGTGATAATGAAAAGATGGCTGCCCTGGAGGCCAAAATCTGTCATCAAATT      2400 

 2401      GAGGTATGATTCCTGTGCTATAAACTGCAAAAACAAGTTCCTTGAAAGAAAATACAGAAAGAACATTTAATTCTAGTACTAGGACATATTCAACATTTGG      2500 

 2501      TTTGCCTTTGATTCTTAGATGAACATATAATAGCATACAGTTTTATATTGGTGGAGCCAGGTTGTGAAACTTAAGATGTACAAACATTTCAAAAGGTAAC      2600 

 2601      ACTATAAACTAGAGTTACTTAATCTTTTTAAAATTTTAGTTTCATAGTCTCATATAAAAATTTTAGCTTCATAGTCTCATATAAAATGAGAATAATAGTA      2700 

 2701      GTTCCCTCCTCATAAGGTAGTTTGGAGGATTAGTGAATATAATGTTAAGTACTTAGAGAATTCTTGACAAAATTTGTTTGTCTTTTACTTTTTATGTTAC      2800 

 2801      TTCTGGCATTCCAAATAGTCATACTTGGGTTTTTCCTTGGCTTGTATATTGAGAGTTCCTCTATGCTTAAATTTGAGAAACATTTACTTTAACTTTTTTT      2900 

 2901      TTTTTTTTTTTTTTTTGAGGCAGCGTCTTACTTTGTTGCCCAGGCTGGAGTACAGTGGCACAATTATGCCTCACTGCAGCTTCAACCTGCCAGGCTTAAG      3000 

 3001      CAATCCTCCCACTTCAGCTTCCTGAGCTGGGACTAGAGGCACGTACCTCTATTTCTTATTTATTTTATTTATTTATTTATTTTTTGGAGAGCTGGGGTCT      3100 

 3101      TGCCATGTTGCCCAAGCTGGTCTTGAACTCCTAGACTCAAGCAATGCACCCACCTCAGCCTCCTAAAGTGCTGGGATTAGGCATGAACCACCACTCCTGG      3200 

 3201      CCCCCCACCCCCTTTTTTGAGATGGAGTCTCACTCTTTTGTCAGGCTGGAATGCAGTGGCACAATCTTGGCTCACTGCAGCCTCTGCCTCCCGGTTTCAA      3300 

 3301      ATGATTCTTCTGCCCCAGCCCCCTGAGTAGCTGGGACTACAGGTGTGTGCCACTATGTGCAGCTAATTTTTGTATTTTTAGTAGAGACGGGGTTTGACCA      3400 

 3401      TGTCGGCCAGGGTGGTCTCAATCTCTTGACCTCCCAAAGTGCAGGGATACAGGCGTGCGGCACCGTGCCTGGCCCCTGTCCCTTATTTTTTAATTTTAAA      3500 

 3501      AAATTAGAAGGGCAGGTGTGGTGGCTCATGCCTGCAATCCCAGCACTTTGGGAGGCCGAGGTGGGCAGATCGCTTGAGATCAGGAGTTCAAGGCCAACAT      3600 

 3601      GGTAAAACCCTGTCTCTACTAAAAATAACAAAAATTTGCTGGGCGTGGTGGTACATGCCTGTAATCCCAGCTACTCAGGAGGCTGAGGCAGGAGAATCAC      3700 

 3701      TTGAACCTGGGAAGCGGAGGTTGCGGCAAGCTGAGTTCATGCCACTGCACTCCAGCCTGAGCGACAGAGTAAGACTCTGTCTCAAAAAAAAATAAGAATT      3800 

 3801      GAGTGATTAACCAATTTCTTCCAGTTCTTTTTATTTAACCATCTGTTCTTTCCACACTGATTTGCAAGAGCCTTTTCATATAATCTTTAAATATATTCTT      3900 

 3901      CTTTAAGGTTTTCTAGTCTATTGACACATCTGTTACACTATTTTAGTAATTGACATTTTAGTTTTATCTTTTTGCTAATTTGTAAACATTATTGTATATT      4000 

 4001      TGGGGAAAGTGTTTTGCCTTTTGTAACTTATGTATTTTTAAATAACAGAACTTGGTACTGTAGAGTAATGTCAGGATTGGAGTCCATATTATACAGTGTT      4100 

 4101      CTGAAATACATTGTAATTATCTCACAGTATTATTTTGGCGACTTCAATTTGCCACGGGACAAGTTTCTAAAGGAACAGATAAAACTGGATGAAGGCTGGG      4200 

 4201      TACCTTTGGAGATAATGATAAAATTCAACAGGTAACAAGCTTTTAAAAATAATCTTTAGGTTTTCTGTTTACAATGAGTGCTACTGCTGAGTCTTATGTT      4300 

 4301      TTTATATGTACTCTTCAGGTTGAACCGTCTAACAACAGACTTTAATGTAATTGTGGAAGCATTGAGCAAATCCAAGGCAGAACTCATGGAAATCAGTGAA      4400 

 4401      GATAAAACTAAAATCAGAAGGTCTCCAAGCAAACCCCTACCTGAAGTGACTGATGAGTATAAAAATGATGTAAAAAACAGATCTGTTTATATTGTAAGTG      4500 

 4501      GGCCTGTAATGCATTTAAATATCTTACATTTATTTAGAAAGTAAAGTACGGAAGAATAAGGGCTCAGGAATCACAGCCTCACTAATTACTGTATGTCCTT      4600 

 4601      TCGTAATATTCTTAACCTAAGTTTCTTTTGTTTTGTTTTGTTTTGAGACAGTCTCATCCTGTTGCTCACGTTGGAGTGCAGTGGTGTGATCATGGCCCAC      4700 
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 4701      TGCAGTCTTGACCTCCTGGGCTCAAGTGATCCTCCCACCTCAGCCTCCTGAGTAGCTGGGACTACAGGTGCATGCTACCATGCCTGGCAAAAAATTTTTT      4800 

 4801      GTAGAGACGGTCTTCCTGTGTTGCCCAGGCTGGTGTCAATCTCCTGGGCTCTAGTGATCCAATCACCTTGACCTCCCAAAGTGCTGGGATTACAGGTGTG      4900 

 4901      AGCCACCATGCCTAGTCCTAAGTTTTATCTTCATAAACGTGGATATTTTCTACCTTGTAGAACTGTTGTGAGAATTAAATGAAAAAAAATATATATACCA      5000 

 5001      TTGGATGAAATCTTTGACATATTCTAAGCACCTATTGCCTATTAGCTGTTCTTATTTATCAGCAGCTAAACTTGATTGCAGTTTTCTTTAGTGTATTTTT      5100 

 5101      AAATAGTTTTTTATTACGGAAAATTTCAGATACATATATAAATAGATTCAATAATGTACCATCACCAGCTTTAGTAGTTAATAACAGAACATGCAAATCA      5200 

 5201      TCTTGTTTTATTTCTGCTTCAACTGAATTATTTTGAAGCAAATACCAGATGAATCACTTTTATTGTACTGGAGAGTAGTGGCTCCTAAACAAGGCTGTTA      5300 

 5301      AGTGATTAACAAAGAGAAATAGAGATAGATAGGTATATCCTGGGTTCATTTCAAGAAAAAATGAATCAAATTCTCTCCAATTGTTTATCTGAGAAGTCAT      5400 

 5401      TATTTGTTATTTGTACATTTCTTCCCACTCTTCACAGAAAGGCTTCCCAACTGATGCAACTCTTGATGACATAAAAGAATGGTTAGAAGATAAAGGTCAA      5500 

 5501      GTACTAAATATTCAGATGAGAAGAACATTGCATAAAGCATTTAAGGTATGATAATACAGACTTTTTCTAGTTTTAAAATATATGGGACATAACTTAAAAA      5600 

 5601      AATATTTTCCTTCCTTTTTACAGGGATCAATTTTTGTTGTGTTTGATAGCATTGAATCTGCTAAGAAATTTGTAGAGACCCCTGGCCAGAAGTACAAAGA      5700 

 5701      AACAGACCTGCTAATACTTTTCAAGTAAGTCTTTTTGCTGATGTTTCTCCTGGCCTTTTACTTATATGGACACACACTAGGGTAAGGAGCATGGAAGTAG      5800 

 5801      TATCCCCTGAAAGGCCAATATTCTTAGTATCTTTAGATGACCTTTGAGAAATGCTTGATATTTGTTCAGTGAGAACTATAGTCTTTTGAGACTATAAGAA      5900 

 5901      AAGTGTTCATTAGTACCTTTTCACTGTTAACAATTTTTTTTTGTTTTTCTTTTTTTTTTGAGACAAGTTTCACTCTTGTCACCCAGGCTGGAGTGCAGTG      6000 

 6001      GTGTGATCTTGGCTCCCTGCAACCTCTGCTTCCTGGGTTCAAGCGATTCTCCTGCCCCAGCCTCCTGAGTAGCTGGGACTACAGGCGCGTGCCACCTCGT      6100 

 6101      CCACCTAATTTTTGTATTTTTAGTAGAGATGGAGTTTCACCATGTTGGCCAGGCTGGTCTTGAACTCCTGACTTCAGATCATCCGCCTGCTTTGGCCTCC      6200 

 6201      CAAAGTGTTGGGACTACAGGCGTAGACGCTGCGCCCCAGCCACTGTTAGCCATTATTAAAGGAGGTTATGTTTTAATACTGATTTTGCATCTAAAACTTT      6300 

 6301      TGATCAGGCTGGGTATTAAAATTTGGTCTTTTGTGTGTTTGGAAAATATATCAATGCAGTTTTCATCTTATTTTTCATAGCCTATATGTCTTTTTTTTTT      6400 

 6401      TTTTTTTTTTTTTTTTTTACAGTACAAAGGATTTGAGATTTGGGTCACATTCTTTGTGAATGTGTGTCTAAGTGTCTAAAAATGGGGATGAACCAGAGCA      6500 

 6501      TTTTCATGATAAAATTAGGTGTAGGGCCATAGTTCCCTACTTTAGAAGACTGTGCATTAGTCTTCTAAATGGTATATACTAAACTTGATTGACTTAGAGA      6600 

 6601      TGCACTGTGATGGGTCATAGTATCAGTGTTAAATCCTCAAAAATTATTTAACATGATTTTCATATGTTATTGTTGGATCTTGGGGATTTTAGAATTTTCT      6700 

 6701      CCTTTTGTGGAATTAACACTATAGAAAACTGCAATATTATTTGCATGACTTCTGATACACTTTTTTCCCTATACATGAATGATAAATGGAAATCAACATG      6800 

 6801      AAATTGCTAATGGATAGGGGGTTTCTTTTTGGGGTCATGAAAATGTTCTGAAATTAGTAGTGATGGTTGTACAACTGAATATACTAAAAAACATTCAAGG      6900 

 6901      TACACTTTAAAAGAGTGAATTTTGTGGCACATGGATTTTTTCCTCAGTAAAGCTGTTATATAAAAAAACATGAGAGAGTAAATTCCTTGGCATATTTTGA      7000 

 7001      ATTTTTAGTTGATGATTATGTTGATAGTAAGCGTGTGCAACATTCATTGCTGTGCCATGTCTTAAGTTATTCATAATAATCTGCAGTCTTAACTTTGTTC      7100 

 7101      TCGTGAACTTAGCCTCTGTACTGTGTGTTCTTTAGGGACGATTACTTTGCCAAAAAAAATGAAGAAAGAAAACAAAATAAAGTGGAAGCTAAATTAAGAG      7200 

 7201      CTAAACAGTAAGTATGTTGAACTAATCACGACATAATTTGAATTCCTTAAAACTCTGACAGAAATATAGCTGGTGAGCTCTGAAATAGTGGCAGTAGACC      7300 

 7301      TTTCTCTTTGCTAGTGAAACACTGAGATCTTAAGCTGCCTTGACAATCTCAGGGCCAAATTGCATTGCAGTCTAGCATTGGACGATCAAAAAAACCTAAG      7400 

 7401      GACTTCTGGCTTTGGTTAAGTAAGTTTAGTGATCATGATTGGTTAACTTTATTAGGACTTAATTTTCTTATATAGTAAATAGAAGTATGTTATAATTATA      7500 

 7501      TTTTTATTTGTAGGGAGCAAGAAGCAAAACAAAAGTTAGAAGAAGATGCTGAAATGGTAAGTATATATTACTGCTATCTAGTACATCTGTAATTCGAAGT      7600 

 7601      TAAATGAATAGCTTTTAAGTCTGAGGACTTTTTCAAGAAAATACGTAAGCAAAGCTATCTATAGTTGTTATTGCATTAAGTAATACATCAGGTATTATAT      7700 

 7701      TGAGGGAAAAGAGAAAACTAAGGATAGGAAATATGTTCTAAAATATGGAAAAGGCCGGGTGCAGTGGCCCACGCCTGTAATCCCAGCACTTTGGAAGGCC      7800 

 7801      GAGGCGGGCAGATCAGTTGAGGCACGGAGTTCGAGACCAGCCTGGCCAATATGGTGAAACCCCATCTTGACTAAAAATACAAAAATTAGCCAGGCGTGGT      7900 

 7901      GGTGCATGCCTGTAATCCCAGCTATGTGGGAGGCTGAGGCAGGAGAATCACTTGAACCCAGGAGGCGGAGGTTGCAGTGAACCAAGATCATGCCACTGCA      8000 

 8001      CTCCAGCCTGGGTGACAGAGTGAGACCCTGTTTAAAAATAAAAAATATAATAAAACACAGGAAAATATATTTTGAAATATTCAGAAAAAGTTCATTTATG      8100 

 8101      CCTAGAACTTATTTTTATGAGAAAATGTCCTATAACTTCTAAAGATTCTAATCATAGGTTAATACTAACATGACTTTTATTTTTGACTTAATAAGATACT      8200 

 8201      GATGTGTATTTCCATTTAGAAAGTTACAGGTAAAAATTTTTATTTGGGGAAAATAATGACTATAAATTTTTTTTTTTCTTTTTTTGAGACCGAGTCTCAC      8300 

 8301      TGTTGCCCAGGCTGGAGTGCAGTGGCGCGATCTCGGCTCACTGCAAGCTCCACCTCCCAGATTCATGCCATTCTTCTGCCTCAGCCTCCCGAGTAGCTGG      8400 

 8401      GACTACAGGCGCCTGCACCACGTCGGCTAATTTTTTGTATTTTTTTTTAGCAGAGACGGGGTTTCACCATGTTAGCTAGGATGCTCTCGATCTCTTGACC      8500 

 8501      TGGTGATCCGCCTGCCTCGGCCTCCCAAAGTGCTGGGATTACAGGTGTCAGCCACTGCGCCCGGCCTAAAAATTTTTTAAAGTATGATAAATACTGCCTA      8600 

 8601      GAATTATTTTCCAAGATAGTTTAATAGCCAGATTTATGTAGTTTATAACTAATTAATACCAGTTGTATAAGAGATCAATATATGAAAGCCATTTGGAATA      8700 

 8701      AAGGATGACAAAGGAAACACCAACACTATGAAACTACTTTATTTATTTATTATTATTATTATTTTTTGAGATGGAGTTTCGCTCTTGCTGCCCCGGCGGA      8800 

 8801      AGAAACTACTTTAAAATAGCATTTTGGTTTCTAGTCTTTTTCTTGTATAGCTATAAGGTGGTGTGAGTCATTTCTGGTCTGTTGCTGCTTTTAAGAAACT      8900 

 8901      TTTTGATCACTTTGTATATTTTTATAGAAATCTCTAGAAGAAAAGATTGGATGCTTGCTGAAATTTTCGGGTGATTTAGATGATCAGACCTGTAGAGAAG      9000 

 9001      ATTTACACATACTTTTCTCAAATCATGGTGAAATAAAATGGATAGACTTCGTCAGAGGAGCAAAAGAGGTCAGAGGAGCAAAAGAGGTTTGGATACATCC      9100 

 9101      CTATCCTTTTTAGCAATCAGTTTGAAAATCTGTAGAAACTTAGACAAAATTAGTAGAAAGTAATTTTAAAAATTGTGTTTATTAAATTAGTTTCTACTTG      9200 

 9201      ATCATTTGTTATTGCCACTAGATGTGATGTCTGATATTTTCTGAATTATACTAAATTAGTTTCTACTTGATCATTTACTTTGTTGTTATTGTCACTATAT      9300 

 9301      GTGATGTCTGATAGTTTCTGAATTATACTATGAATAACTGTTCATACTGATGATTGCAGTTTTACTTCTGTAGCATTCCTTTTCTACTGTTCAGTAAAAT      9400 

 9401      TCATTCAAACTGGTAAAGACATGGAAGGTTTGCAGGGTAGAAAAAATTACTTTGGACAAAGAAATTAATTGTGGGACTAAAAACCAAGGGTATGGCTTTT      9500 

 9501      GTTTTCTGTCTCTGGTATAGGGGATAATTCTATTTAAAGAAAAAGCCAAGGAAGCATTGGGTAAAGCCAAAGATGCAAATAATGGTAACCTACAATTAAG      9600 

 9601      GAACAAAGAAGTGACTTGGGAAGTACTAGAAGGAGAGGTGGAAAAAGAAGCACTGAAGAAAATAATAGAAGACCAACAAGAATCCCTAAACAAATGGAAG      9700 

 9701      TCAAAAGGTCGTAGATTTAAAGGAAAAGGAAAGGGTAATAAAGCTGCCCAGCCTGGGTCTGGTAAAGGAAAAGTACAGTTTCAGGGCAAGAAAACGAAAT      9800 

 9801      TTGCTAGTGATGATGAACATGATGAACATGATGAAAATGGTGCAACTGGTAAGTTTTTTTTAAGTCCTTTGGTAGTTTCATGAGAAAATTTCTACTTCCA      9900 

 9901      TAAATAAATGATTTGCCAGAGAGAATAGGGATTTGGCTTTTCAACTCCTGTATAAGTGCCATTCTTGGATTATTAACGATTTACCTCGGTTATGCTGTTG      10000 

10001      TATARGTCAGGGACAGGATATTTGGAAGATGAATCTAGAGGTCAGGTCTGTACTAAGAGAAAAGCCTTTTCTCATTGGTGCAAGGAAGTTGTTGCATCTT      10100 

10101      TTTCAACAGTATCATTATTAATAATTGTGCTCAGTATTAAACTAGAGCAGTACTTACGTTGAATTTAACAAAAATTAATTGTTACGTTATAGGACCTGTG      10200 

10201      AAAAGAGCAAGAGAAGAAACAGACAAAGAAGAACCTGCATCCAAACAACAGAAAACAGAAAATGGTGCTGGAGACCAGTAGTTTAGTAAACCAATTTTTT      10300 

10301      ATTCATTTTAAATAGGTTTTAAACGACTTTTGTTTGCGGGGCTTTTAAAAGGAAAACCGAATTAGGTCCACTTCAATGTCCACCTGTGAGAAAGGAAAAA      10400 

10401      TTTTTTTGTTGTTTAACTTGTCTTTTTGTTATGCAAATGAGATTTCTTTGAATGTATTGTTCTGTTTGTGTTATTTCAGATGATTCAAATATCAAAAGGA      10500 

10501      AGATTCTTCCATTAAATTGCCTTTGTAATATGAGAATGTATTAGTACAAACTAACTAATAAAATATATACTATATGAAAAGAGCAAAAACAGTTTTTGAT      10600 

10601      TTTTTTTTTCTTTTTGTACCCAAAGCATTTAGGAAAGAACTAGAATATTAGCTATTGACGATGGGCCTTTCCCACAGGCCATTTATGGTGTCTCCTAGGC      10700 

10701      TGGCTTTGTATATTTACACAGGAAAGTTGGTAACACTAGAAATAATTACTGTCACAAAGCTTTCCCTTTTTTTTCTTTTCGAGACTGAGTCTCACTCYTA      10800 

10801      TCGCGC                                                                                                    10806 
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8.2 Lage der Primer im murinen La/SS-B-Gen 
 

In der folgenden Sequenz des murinen La/SS-B-Gens sind alle Primer enthalten, die für PCR mit 

genomischer DNA oder für das genome walking verwendet werden. Vorwärtsprimer sind durch (→), 

Rückwärtsprimer durch (←) gekennzeichnet. Alle Rückwärtsprimer tragen außerdem den Zusatz �-R� 

oder �-Rück�. Alle Exons sind umrandet. Fett dargestellt sind das Start-AUG im Exon 2, die 9A-Kassette 

im Exon 7, das Start-AUG zu Beginn der C-terminalen Proteinhälfte (M223) im Exon 9 und das 

Stop-Codon im Exon 11. Die Sequenz beginnt mit dem Exon 1a bzw. Exon 1b. Im ersten Exon ist die 

Sequenz unterstrichen, um die das Exon 1b im Vergleich zum Exon 1a verlängert ist. Da sich das Exon 1c 

direkt vor dem Exon 2 befindet, ist das Exon 1c zusätzlich durch Unterstreichung gekennzeichnet. Die 

Lage und Größe der Exons und Introns des murinen La/SS-B-Gens finden sich in Tabelle 2.  

 
 

                                                                                                      La-Murin- 
    1      TGCTGTCGGGCCCGCCGGCGCTCGGAAGTCCAGGCGCTTCTGTCGTTGTTCTTGAAGCTGTGGTGACCGTGGGATCCGAATCTTTGAGGTGAGCTTCTTG      100 

            -P1R (←←←←) 
  101      GAGACTGAGGAGAAGGTACGAAGGGCTGTGCTATGCGCAGGCCTCACCTTCCTCTCCGCGCCGCCGCGTGGGCCGCGCGGCCCGTGGCCGTGTGCTGGAC      200 

  201      CGCGGCCCGAGGGGGCGCGGGCCTCGGCGAGGCCACGGAGCGGGCCCCGGCCAGAGATGCGGGCGCCTGGGGCTTTCCACGTGGCAGGGATCCCGGCGGG      300 

  301      CCGGTGTGGGAGGATGCGGCTCTCGCGGGGCCTTTAGGCAGAGGCTCGCCGCATCCTCACGGCGTCCTTTCGGTTTGTTCCTTGCACCCCTTTCCTGACT      400 

  401      GGCCAGAGGCGGATGTTTCGGACCATTTAAGTCTTTAGGGTGGTCGGTGCGGGTTAAACGCGACAGGGTTCTGTGGGGACTGACTGGAGGCCGAAGAAGT      500 

  501      GGGGGCCGCTATTGGGTTCCCAGCGTCGCTATCTTTTTTTTTTTTTTTTTCCTTCAAAGAACTGCCATTGCCATTCTGTCTTCAGTGTGAAACAGTCCCT      600 

  601      AAATTGGGTAGGCCGCAGAAGTCTTGCAGGGGCTAACTAGGTCGGTATTGACCTGTGTCTCTGTAGTAATGAGAAGTGAGATTGTTGGTAGTGGGAGACA      700 

  701      AACCAGCGCCTGTAACAGTAAATTCTGAAGTGGGACGTGTACTTCGTAGATTTCCCATTACAGGACCAGTGTATCGCCAGCAGTCTCCAGCATTTTGAGC      800 

                                GWK-In1-R5 (←←←←) 
  801      AATGTCTCAAGAAATATACCAACAGTAACTCATAACTATATTCAGCTGCTGCAGATAAACTCTTCAAGAGCTGGTATACTTCCGTACAATATGGTAGGGT      900 

  901      GGTTTAGTAAGGCGCTGGAAGCCAGTAAGACAGAAGATCCGGTTTGTGATTTCTAGCAAACCAGTATCACAGTCCCTCTTTATTCTAGGATTGCTGTCAG      1000 

 1001      ACCGTGAAACAGGAAAGTGGCTATAGAGTTAACCAGTGTAGTAGTGTTTTAGGCACATCCTTACCTTCCAGCGTCCCTAGTTTAAAATTTTTTGTATCTG      1100 

 1101      TGCTCACAAGGTCCCATTTTTCTTGTATTCTCCTATATAGTGTCTAACACCGTAACTTTCATATCTGAACTCTATTTTCATTTTTACCAGTAATAAGTTT      1200 

 1201      TGGTAAGTCAGCTGTGACTAATTTTGAAAAGAAACGCAAATAATTGGCATTGAGGGCTATAGGAATATACTGCTGGCAGACTATAATACTGATATTTTTA      1300 

                                                                               GWK-In1-R2-nested (←←←←) 
 1301      AAGCTAGGAATGATTGAGGGGTAGTTAAGTGGACATTTTCTGCTTTTTTGTTTTTATCGCTGAACTTTGCTTTACCAACTACATGAAGAGTTTGGTTACA      1400 

                                                                                  GWK-In1-R1A (←←←←) 
 1401      AAGTAGGATTTACTGGGAGGAGGGGTTGTTGATCTGAGTTTTCCATCCATAATCCAAGGTGTTGCTTTGTTGAGATGTATGAGAATTCATAGGGAAACCT      1500 

                                                             Maus-mRNA-F3 (→→→→) 
 1501      GTAAGGTTAGGAATTCTTGAAATTAAAAAAAAAGTGGCATACTTTTTACTCATTCTCTTGTATTGACTATTATATAAAAATAATAACCTTCCTACCAGTG      1600 

                              La-Murin-P2 (→→→→) 
 1601      TGAGAAACTTTACAGATAGCCACAATGGCTGAAAATGGAGATAATGAAAAAATGACTGCTTTGGAGGCCAAAATCTGTCATCAAATTGAGGTATGATTCT      1700 

                                           GWK-In2-R4-nested (←←←←) 
 1701      TGTGTGGTTAAATTGTAACTTAAGATGAAAACAGAACATCTAATAGCGATATGTGGGCTTTTCAAACAACTGGCTTAGCTTTGATTCTTGGAGTTAATAT      1800 

 1801      GAATGTATTCATATTAGGGCAAAGTTAGAAGTCTCAAGAATTACAGACATTCCAAAGGTAACACTGTAGACTGGTGTTTATTTTTGAGACACAGAGTTCT      1900 

                                                                        GWK-In2-R3 (←←←←) 
 1901      CAAGTCTGTAAAATGGAGGTAATATTTGTCAGTTGATGTGAAAATTAATGGTGTGCCTAATATCTAACAAGCTAGCATAAATTCCATGGTAAAGTACTTC      2000 

 2001      TGGTCAAATAATAGTTTATTCTATCTAGTTAGTTCTCTTCTAAAAAGTTAACATAACTTTTTAACAAATTATGCATTTCAAAAGTCCTGTTAGACTGTTC      2100 

 2101      TCCACTTCTCTCTCTGCGTGCACTTAGCCCCTTCTCTCTTTCTCTCTTTTCTGCCCCACTTCCCCATGGAGACTTCCCTGGCCTTCATCCTTGGGGCCAG      2200 

 2201      TGATCTTGCCCATCTAAGATCAGCTTCCCAATAAACCTGCATTTAATATAATCTTAAAAAAAAAAAAAAGAAAGAAAAATAACAAAAGTCCTGTTAGCAT      2300 

                              La-Murin-In2-F1 (→→→→) 
 2301      TTCAAATTTAGGTTTAGATGGAATGTTGTCAGTAACAGAATGGCTGTGGGGAAATTGCCCATAAATTGCTTTTATGCCATGAAATAACCATTGGTTAGTG      2400 

                                                                GWK-In2-R1 (←←←←) 
                                                           CTTGTACGTGTGTTGTCATGGA 
 2401      TGTGTGCTCTTTTTTTTCCATTTCTTAGCTGTTTTGGTTTTGTTTTAACTTGTACACCTTTGTCCTTTAAATTGTCCTGCTTTTATTTTTCGTTTCTCAT      2500 

 2501      ATTTTCCCCCTTCTGAGTAATGGAGATCAAACTCAAGGCATGCTAGGCAGTCACTCAGTGAGCTGTAGGCATTTGCGGCTACAAATGTTGTCTGATTTTT      2600 

 2601      TTAAAAAATTATTTATTTTTATGTGCATTGGTGTTTTGTCTGCATGTATGTCTGTGTGAAGGATCCCCCGGAACTAGAGTTACAGACAGTTGTGAGCTTC      2700 

 2701      TATGTGGATGCCAAGAATTGAACCTGGGTCCTCCGGAAGAGCAGCTAGTTCTTTTAACTGCTGAACCATCTCCAGCCCCTTTTGTTTGATTGGGGGAAAA      2800 

 2801      AATTGTGTTTTCTTAATAATTGCAAAAGCAGTGATAAGATAATTTGCTGTTTAATGCTTGGAACAATAGCAAATTTGTTATAGAAAAGAATAATGTTCCT      2900 

 2901      CCCACAGCCTGCAGCCTCACATCTCTCCCTCTTGAGATATTCAAGGTTAAAAGCCTTTTCATACTCCATGTTCAAAATACATTTTATTTTTAGTGTACTT      3000 

 3001      TATGTGTATGGATGTTATGTCTACATGTATGGCTGTGTGCCGTGTACATGCCTGGGTGCCCTCAGAAGCCAGAAGTGTGCACTGGCTCCCCTAGGACTGG      3100 

 3101      AATAACAGATGGGTATAAGGCCCCTAATGGAAGTGCCGGGAATTGAATCTGGTCACCATTCAGTGCTCTTAACCTCTGAGTCATCTCTCCAGCTCCTAAA      3200 

 3201      TATTTTTTTTTAAAGGAGGCCCAATTTTTTTATTTTTTTAAAGAATATAAAGTTCAAGTAAAACTACTCAGAGACAAGATTTCCTAAACATCCCCAACCA      3300 

 3301      GGATGGCCTATAAACTTAATTTTTATTTTTTCCTTTTCCCCCACCAAACATGAGATGTTTTTAGAGAGTAAAGTTTTGTTTCACCAACAATATATAATTA      3400 

 3401      ATAATCATCTTCTCTAAAGTATAGATTTTTAAAAATATGAGTTCTACGATATTCTTTATGTAAAAATTTTAGTAAACAGGTCTACTGCTTGCCTTCTCCC      3500 

 3501      TCTCGTTCCTCTCCTCCCTCCTTTTTCTCTTTTACTTTTTTCCTTCCTTTTATCCATCCATTCATCTCATGCATCCAGGGCTGTCCTGGGGAAAATTCAC      3600 

 3601      AAACTCATAGAGGTAGATCACCTTGCTTCTGCTTCCCATGTGTGAGAATTAAAGAGCATGAGCCATCACATCTACCTTATTTTAAAAAATAGTGTGTGTC      3700 

 3701      TGTGTCTGTCTGCATATCAATATTTGGCCCTCAGAGGTGTCATCCTCTGGAGCTGTAGTTACAGTCTCTTATGAGCCAACTGACAAGCCTGTAAGAACCT      3800 

                                                                                                      La-Murin- 
 3801      ACCTCAGGTCTTCTGGAAGAGCAGCAGCATTCTTAGGCATTGAGCCATCCTCTAGCTCTCCTGCTGATTTCTTTAAGATGGAATTCCTAGGAGGAGCTAC      3900 

           In2-R1 (←←←←) 
 3901      ATTGATTGGCTCAAGCTAGTGCTGAGATTGAAGGCATCTTAGGTTTTGATTAGTAATGATACTAGATTTTTTTGTGTTTGTGGTGTGTGTTTATATAATT      4000 

 4001      TTTAAAGGTGGCTGGGTATGGTGGTACCTAATTTTAATCCTAGGACCTTGGAAAGTAGAGGCAGGTGGATCTCTTGACTTTGAGAACTTAGAAGAAATTC      4100 
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 4101      TGCCTCAGAGTCCTAAATGCAGAAATCACAGGCATGAACCACTACACCTGACTTCACGCTGAATTTATAAAAGCCTTAAGAATGAATGTTTGCCCCCCCT      4200 

 4201      CCTTTATGTTGCTTTTAACATTTCCAAGCAGTCATTCTTGGGTCTGCTACTTTTTTAGCTGAGGATTGAGCCCAACTCCTCAGTTTATTTACTTTTTCCA      4300 

 4301      CATTGATTTAAAAAGAAGTTTTAAAATATGTTAGATTTTCATTATATTTTTGAGACTTTATATTCTGGCAATGAACTTGTTCACTAACATTTTAGTATCC      4400 

 4401      TCTACTGATTTGTATTCATACATTATGGTCTATTAAGAGGAAATATTTAGGTCTTTTAAATTCTAACATTTTTAAAGTGTAAAAAAGTCATTTTCAAAAA      4500 

                         GWK-In2-R2-nested (←←←←)                                   La-Murin-P3 (→→→→) 
 4501      TTTCATGATTGAACTCAGTATTATACAATGCTCTTCTGAAATACATTATAATTATTCACAGTATTATTTTGGAGCTTCAATTTGCCACGAGACAAGTTTT      4600 

 4601      TAAAAGAACAGATCAAATTGGATGAAGGCTGGGTACCTTTGGAAACAATGATAAAATTCAACAGGTAAGTCTTTTTGGTTGGTTTGTTTCTATTTCTTGG      4700 

 4701      GATTAAACCTAGGAACTTGTACATGTGTTGTCATTGAATTACCTTAGTTTTGCGGCTAATAAACTAAAAAATCTTTTTAAAAGGCATCAGTTTCTGTTAC      4800 

                                                                                                    GWK-Ex4-R2- 
 4801      TGTTGAGAGCTACTACTAAATCTGCTTTTTACAGTGTTTTTATGTATGTACTTTTCAGGCTAAACCGGCTGACAACAGACTTTAATGTAATTGTGCAAGC      4900 

           -nested (←)              GWK-Ex4-R1 (←) 
                            La-Murin-P4R (←←←←)                                              La-Murin-P4 (→→→→) 
 4901      ACTGAGCAAATCTAAGGCAAAACTCATGGAAGTCAGTGCAGACAAAACTAAAATTAGAAGATCACCAAGCAGACCACTCCCTGAAGTGACGGATGAGTAT      5000 

 5001      AAGAATGATGTAAAAAACAGATCTGTTTATATTGTAAGTGGGTCCATGATGTATTTCATGTATTTATTATTATTAATTATTACTATTTTTGGTTTTTTGA      5100 

 5101      GACAGGGTTTCTCTGTATAGTCCTGGCTATCCTGGAACTCACTCTGTAGACCAGGCTGGCCTCGAACTCAGAAATCTGCCTCATATTACTTTTACTTAGA      5200 

 5201      AAGAAAATGCTCAGGGATCACATTTGGCCAGTTTAGCTATTGTACTTCTAAGTTCTTTATCATTGTTAATGTTACATTGTTCACATGATAAACTCTAATA      5300 

 5301      GCTGAATTCTATAGTAATTTTCATTAGCATATTAATTTCTAAATGCATAATGGAAAGCTTTGAAAATAAGGAAGTAGATTGAATAGTGTGAAGTACCATT      5400 

 5401      GTGAAACCTCAAAAGTTCTTACCATGTAAATAATGCTTTGTCTTTGCTCCACCTGAGTTATTTTGGAGCAAATCTCAGGTGAATCACCTTATTGCACTAG      5500 

 5501      AGAATAAGGTTGTTAAACAATTAAGAGAGGGGAGAGAAAGATACCTAGCTCTGACTTCGTTTCGAGACAAAATAAATCAGTTTATTCTGGGGAGAGTTTA      5600 

                                                           La-Murin-P5R (←) 
                                                             La-Murin-P5 (→→→→) 
 5601      CCCAGGAGTCATTATTTGTACTTCTTTTTCTACTTTTTACAGAAAGGTTTCCCAACTGACGCCACCCTTGATGATATAAAAGAATGGCTAGACGATAAAG      5700 

 5701      GCCAAATACTGAATATTCAAATGAGAAGAACATTACACAAAACATTTAAGGTATGATAATTTGATGTAGACTTTCTGATTGTGACATATCACTGTAAGGA      5800 

                                                                                              La-Murin-P6R (←←←←) 
 5801      AATATTTATTTGTCCTTTACAGGGGTCAATATTTGCTGTGTTTGATAGTATTCAGTCTGCAAAGAAGTTTGTGGAGATCCCTGGCCAGAAGTACAAAGAC      5900 

 5901      ACTAACCTGCTAATACTCTTTAAGTAAGTCTTTTCTTAGGTTTCTCAGACCACAAAATTTTATTGGGAATTGATACAATGGGGTAAGGTAAACAACAGCA      6000 

 6001      CCTCCCACATAGTTAATATCATTTTGGTAGCTCTGAAACAGTTCAGGGGTAATTATAGTCTAAGGTTACTTATTTTTATTGCCTTGAGGTATGTATGGTT      6100 

 6101      ATGATGGAGGTCCACCTGGGCCTTAACATGCATGTGGAGGTCAGAGGACAACTCTGTAGTCAGCTCTCTCCTTCCACTTTATAGGGATTCCAGGGATTGA      6200 

 6201      ACTCAGGGCATCAATCTTGTGCAGCAAATGTTCTTACCTACTTGTGTGAGTCGTTAGAATTAAACTTGGGGGGCTGGAGAGATGGCTCAGTGGTTAAGAG      6300 

 6301      CACTGACTGCTCTTCCTTAGGTCCTGAGTTCAATTCCCAGCAAATCATATAAATATTATAAATAAATATTTAAAAAAAAAAAGAATCAAACTTGGGTTGT      6400 

 6401      CAGGCTTAGTAGCAGGTCATTTACATGATGAGCCATCATCTCTCTAGCCCTGCTAATAACTTTTCATTATTAGTGACTAGTGAGAAAAGTTGTTTAGTAT      6500 

 6501      TTATTTTGCATCTAAAACGTAAGGAAAATAGAGGTAATCAGAATGCTTAAATGTTTGGTTCTCATGTTTGGTTATTTTTCAGATTGTATATAAACATTTT      6600 

 6601      TTTAACATACATGTAGTATAAAGATAGGAGGCTTGGGCCACAATCTTGTATGATAAGATAAAAGTGAGGCCAGCTATAAAGACGCAACAGAGGTTAATAG      6700 

 6701      GAGTACGACTATTTTCCAAAGGTCCCAGATTCAATTTCTAGCACCCATATAACAACTTTAAGTTGTCCATAACATGTTAGTCTTTAGACTTAACATCCTC      6800 

 6801      TTTAGGTCTCAGGTACCATGCATGCATGTGGTACACAGATATACACATAAAATAAAAACTTAGGACATTCTGGGCAGTGGTGGCACATACCTTTAATCCC      6900 

 6901      AGCACTAAGGAGACGGAGGCAGGTGGATCTCTCTGTGAGGTCAAGGCTAGCCTGGTCTACAGAAGTAGTTCTGGGGGACAGCTAAGACTCCCCACAAATG      7000 

 7001      TTGTCTTGAAAACCAAGGGGAAAAAAGTAGTTTTCAGTCTTTGTGAGCTTAGCCTGTGTTTTATGTTCTTCAGGGAAGATTACTTTGCAAAAAAAAATGA      7100 

                    La-Murin-P7 (→→→→) 
 7101      AGAAAGAAAGCAGAGCAAAGTGGAAGCTAAATTAAAAGCTAAACAGTAAGTCTGTTGACTTCTTTGTGACATTCTTAATTTTCTTAATGTTTTGACAAGT      7200 

 7201      TTAACTAGTTATTCTGGGACAAGCCGATGATGAGCTTTGAAATGAGTGGTAATGGCTCTGCCAGTATTGGTAATTGAAATGTTGGCCTCAAGATACCTTG      7300 

 7301      ATCAACCATTTTGCTGGTGTTGTATGATTGAAAAAAGAAAAAAACCCAAAGGACTTGCTTTGATGAAATGGGTTGGTGGTAATGTTCAAGGTTATGTAAG      7400 

                                                 La-Murin-P8R (←) 
                                                 La-Murin-P8 (→→→→) 
 7401      TATAAACACATTATAATCATAAGACATTGTTTTTAGAGAGCATGAAGGAAGACACAAGCCAGGAAGTACTGAAACCGTAAGTACTAATAACTAAAACATG      7500 

 7501      AGATAATTTAAGGTAGAATTTTTTTTTTTGAAGTTACATTTTGTGTGTGTGTTGTATTGTATGGGTACACCGTTACATGCCACTGCAATTGTGTACAGGT      7600 

 7601      CAGAAGTCTCCATGTGTATCCCAGGGATTACAGTCAGGTTGTTAGCCTTGGCAATAAGCACTTTTACCATTACCCGCTGACCAATCTGCTGGCCGAGATA      7700 

 7701      GAGTCTCACTATGTAAGTCTAGCTGGTCTAGAATTGGCTATGTAGATCAGTAGGCCTCACATTTGGAGACATACACCTGATTCTACCTCCCAGCTACTGG      7800 

 7801      GATTTAAGAAAGGCACATACCACCATGTCCAATGTGTATGCTGGTACACATGGTACCTGCACCAACTATATCACTTATGCCTCGAGCACTGTGTGAGGAC      7900 

 7901      CGTGTGAGAATGTGTTTGAGTGTGTTGCATTAGTGATACACAAATACTGTTATCTGGGATTATTACTTAATAGCAGATAGTTATATTAAACCATCACCTA      8000 

 8001      TAGAAGAAACTAAAGTAAAGCCTTTGTAAGACATGACAGCCGAGACGAATACACAGTTTCACTGCATTAAAGTAGTTCTGATATATCTTTTTCCTATGTA      8100 

 8101      GGTATAGAATGACTTGAGCCATTTTGGTGAGGTTGCACTTAAGAAAGGCTTTTGATGGCCTTGTATATTTTTATAGAGAGCTCTAGAAGGAAAGATGGGA      8200 

                           La-Murin-P9R (←) 
                           La-Murin-P9 (→→→→) 
 8201      TGCTTACTGAAGTTTTCAGGTGACTTGGATGACCAGACCTGTAGAGAAGATTTACACTTCCTTTTCTCAAATCATGGTGAAATAAAATGGGTCGACTTTG      8300 

 8301      CCAGAGGAGCAAAAGAGGTTTGGAAACATTTGTGTCCTTATTAGCAATTGCTTTAAAAGTCTGTAGAATGTTATCTCTTAGAAGAAAAAATTATTTAGAA      8400 

 8401      AGTAGTTGTTTTAAAAACTAGTTGTTATAAAGCATGTTAATTGAAATAGTTCCTAATTAGTCATTTACTTTTGTCTTTGGTCCTTTAATTGGATGTGATG      8500 

 8501      TCTTTTCCCCTCCTTGTCAGATGGGTAATATGCTGACGTTGAAACAAGATTTTGGGAGGAACAGGTCATGAAAATTGAAAATAGAAATAACAGATAGGAA      8600 

 8601      AGGTGTGTGTGGAGGGTAGTAAGAAATTGTCAGACTACAAACTAAAGAGTGAAACATTCATTTTTCTCTTTGATGTGTAGGGAATAATTCTCTTCAAAGA      8700 

 8701      AAAGGCTAAGGAAGCACTTGAGAAAGCCAGAAATGCAAATAATGGTAACCTACTGTTAAGGAACAAAAAGGTGACTTGGAAAGTACTAGAAGGACATGCG      8800 

 8801      GAAAAAGAAGCATTGAAAAAAATCACAGATGATCAGCAAGAATCCCTAAACAAATGGAAGTCAAAAGGAGGGCATGCAGGTGGAAGATTTAAAGGAAGCC      8900 

                                                       La-Murin-P10 (→→→→)     La-Murin-P10R (←←←←) 
 8901      ATGTTTTTACAGCAGCCCGCAGATTTAAAGGAAAAGGGAAGGGTAATAGGCCTGGTTATGCTGGGGCACCCAAAGGAAGAGGACAGTTTCATGGAAGGAG      9000 

 9001      GACAAGATTTGATGATGATGATCGTCGTCGTGGTAAGTCTTTACTAATTCCTTTGGGAGCGAAATCTATAGTAAGATACTATTTCTCTGTCTAAGTGATA      9100 

 9101      TTCTTGAATTAGTACCGTCTTCCTTGCTTGTATTGTTTCACAAGTGAGAGGTTGGTTGAAAGATAAATTTAGAGATCAAAGGAAAGACTACTTAAGGAAA      9200 

 9201      GCTTTTCTCCTTGAAGGGAAGATGCATTTTTTTTTTAAGGAGGCTATTACCAATACTTGTAATCGTTATTACTAAAACAGTGCTAACAGTGAATTTAACA      9300 

 9301      AAATTATTTGTTGTAATAGGACCAATGAAAAGAGGAAGAGATGGAAGAGACAGAGAAGAACCCGCATCAAAGCATAAGAAAAGAGAAAATGGTGCTAGAG      9400 

 9401      ACAAGTAGTTTATTTAGTAAGCAGTGTTTTTATTCCTTAGTTAGATTTTAAGCTGCTTTTTGTCTTCAGAAGCTTTTAAAAAGAAAAGCGAATTAGGTCC      9500 

           GWK-Ex11-R2-nested (←←←←) 
 9501      ACTTCGATGTCACCTGTATAAAGGAAAATTTTGTTTACTTCTTTTGTTGTATCAATCAAGTTTTTAAAATGTATAGTTCTGTTTGTGTTTGGATGATTAA      9600 

 9601      AATATGAGAAGGAAGATTCTTCCTCTTAATTGTCTTTGAATATGAGAATGTATTAGTACAGATTGTAAAATATATACTGTATAAAAATAGCCAATAGTTC      9700 

 9701      TTTCTTCTTTTTATTTCTCTTAAAACGTTTCATAAAGAACTTCAACTAAAATATTAGCTCTTGCGAGTATAAGCCCTTCTTCCCACAGCTAATTTGTCTA      9800 

 9801      ATCTCTCATGCTGACTTTATATTTACCCATTTACCTTGGTAAGAGTGAAATAACCATTACAAAAGCTTTTGAATACTGGATGTACACAGACTACAATTGG      9900 

 9901      AAAACTTACAGATTTCTTTTTATGAAAGTTGTATAATGCTGGTAGATCATATCGAAGCTCTGTTAAAAAAAAAAGCCCGACA                        10000 
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8.3 Lage aller Oligonukleotide in der murinen La/SS-B-cDNA 
 

In der folgenden murinen La/SS-B-cDNA-Sequenz sind alle Primer und Sonden enthalten, die für 

PCRs mit La/SS-B-cDNAs und in situ-Hybridisierungen verwendet werden. Vorwärtsprimer sind durch 

(→), Rückwärtsprimer durch (←) gekennzeichnet. Alle Rückwärtsprimer tragen außerdem den Zusatz �-R� 

oder �-Rück�. Fett dargestellt sind das Start-AUG im Exon 2, das Stop-Codon im Exon 11 und artifizielle 

Restriktionsschnittstellen in den Primersequenzen. Die drei alternativen Exon 1 (Exon 1a, 1b und 1c) sind 

einzeln dargestellt. Die Sequenz beginnt mit dem ersten alternativen Exon 1 (Exon 1a bzw. Exon 1b). Im 

ersten Exon ist die Sequenz doppelt unterstrichen, um die das Exon 1b im Vergleich zum Exon 1a 

verlängert ist. Ab dem Exon 2 ist jedes geradzahlige Exon unterstrichen. Das Exon 11 ist doppelt 

unterstrichen, um es von der 3�-UTR abzugrenzen. 

 
 
Exon 1a / Exon 1b 
                                  Iso-Ex1a/b-Vor (→)                       
                               GAATTCCAGGCGCTTCTGTCGTTG                     
                                      Maus-mRNA-F1 (→)     Maus- 
                                     CAGGCGCTTCTGTCGTTGT   TGAAGCTG 
   1   TGCTGTCGGGCCCGCCGGCGCTCGGAAGTCCAGGCGCTTCTGTCGTTGTTCTTGAAGCTG     60 
 
                      Exon 1b-antisense/sense 
                    ATCCGAATCTTTGAGGTGAGCTTCTG 
       mRNA-F2 (→)                 Exon 1a-antisense/sense 
       TGGTGACCGTG               AGGTGAGCTTCTTGGAGACTGAGGAGA 
  61   TGGTGACCGTGGGATCCGAATCTTTGAGGTGAGCTTCTTGGAGACTGAGGAGA            113 

 
 

 
Exon 1c 
 
   1   TTACCAACTACATGAAGAGTTTGGTTACAAAGTAGGATTTACTGGGAGGAGGGGTTGTTG     60  

  61   ATCTGAGTTTTCCATCCATAATCCAAGGTGTTGCTTTGTTGAGATGTATGAGAATTCATA     120 

 

                                                    Exon 1c-antisense/sense 
                                                              TACTC 
                                                      Iso-Ex1c-Vor (→) 
                                                         GAATTCACTC 
                                                         Maus-mRMA-F3 (→) 
                                                               ACTC 
 121   GGGAAACCTGTAAGGTTAGGAATTCTTGAAATTAAAAAAAAAGTGGCATACTTTTTACTC     180 

 

        Exon 1c-antisense/sense 
       ATTCTCTTGTATTGACTATTATATA 
        Iso-Ex1c-Vor (→) 
       ATTCTCTTGTATTGACTA 
        Maus-mRMA-F3 (→) 
       ATTCTCTTGTATTGACTAT 

 181   ATTCTCTTGTATTGACTATTATATAAAAATAATAACCTTCCTACC                    240 

 
 

 
Exon 2 – Exon 11 
                                          La-Murin-RT-PCR-Vor (→)        
   1                                    GAATTCGAAACTTTACAGATAGCCAC         
                                       AGTGTGAGAAACTTTACAGATAGCCACA     28 
 
  29   ATGGCTGAAAATGGAGATAATGAAAAAATGACTGCTTTGGAGGCCAAAATCTGTCATCAA     88 
   1    M  A  E  N  G  D  N  E  K  M  T  A  L  E  A  K  I  C  H  Q      20 
 
  89   ATTGAGTATTATTTTGGAGACTTCAATTTGCCACGAGACAAGTTTTTAAAAGAACAGATC     148 
  21    I  E  Y  Y  F  G  D  F  N  L  P  R  D  K  F  L  K  E  Q  I      40 
 
 149   AAATTGGATGAAGGCTGGGTACCTTTGGAAACAATGATAAAATTCAACAGGCTAAACCGG     208 
  41    K  L  D  E  G  W  V  P  L  E  T  M  I  K  F  N  R  L  N  R      60 
 
 209   CTGACAACAGACTTTAATGTAATTGTGCAAGCACTGAGCAAATCTAAGGCAAAACTCATG     268 
  61    L  T  T  D  F  N  V  I  V  Q  A  L  S  K  S  K  A  K  L  M      80 
 
                                    Maus-mRNA-R1 (←)                       
                                 TAGAAGATCACCAAGCAGACC                      
 269   GAAGTCAGTGCAGACAAAACTAAAATTAGAAGATCACCAAGCAGACCACTCCCTGAAGTG     328 
  81    E  V  S  A  D  K  T  K  I  R  R  S  P  S  R  P  L  P  E  V      100 
 
                                                 La-Murin-P5R (←)          
                                                        GTTTCCCAACT         
 329   ACGGATGAGTATAAGAATGATGTAAAAAACAGATCTGTTTATATTAAAGGTTTCCCAACT     388 
 101    T  D  E  Y  K  N  D  V  K  N  R  S  V  Y  I  K  G  F  P  T      120 
 
       La-Murin-P5R (←)                                                 
       GACGCCACCC                                                        
 389   GACGCCACCCTTGATGATATAAAAGAATGGCTAGACGATAAAGGCCAAATACTGAATATT     448 
 121    D  A  T  L  D  D  I  K  E  W  L  D  D  K  G  Q  I  L  N  I      140 
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 449   CAAATGAGAAGAACATTACACAAAACATTTAAGGGGTCAATATTTGCTGTGTTTGATAGT     508 
 141    Q  M  R  R  T  L  H  K  T  F  K  G  S  I  F  A  V  F  D  S      160 
 
 509   ATTCAGTCTGCAAAGAAGTTTGTGGAGATCCCTGGCCAGAAGTACAAAGACACTAACCTG     568 
 161    I  Q  S  A  K  K  F  V  E  I  P  G  Q  K  Y  K  D  T  N  L      180 
 
 569   CTAATACTCTTTAAGGAAGATTACTTTGCAAAAAAAAATGAAGAAAGAAAGCAGAGCAAA     628 
 181    L  I  L  F  K  E  D  Y  F  A  K  K  N  E  E  R  K  Q  S  K      200 
 
 629   GTGGAAGCTAAATTAAAAGCTAAACAAGAGCATGAAGGAAGACACAAGCCAGGAAGTACT     688 
 201    V  E  A  K  L  K  A  K  Q  E  H  E  G  R  H  K  P  G  S  T      220 
 
 689   GAAACCAGAGCTCTAGAAGGAAAGATGGGATGCTTACTGAAGTTTTCAGGTGACTTGGAT     748 
 221    E  T  R  A  L  E  G  K  M  G  C  L  L  K  F  S  G  D  L  D      240 
 
 749   GACCAGACCTGTAGAGAAGATTTACACTTCCTTTTCTCAAATCATGGTGAAATAAAATGG     808 
 241    D  Q  T  C  R  E  D  L  H  F  L  F  S  N  H  G  E  I  K  W      260 
 
 809   GTCGACTTTGCCAGAGGAGCAAAAGAGGGAATAATTCTCTTCAAAGAAAAGGCTAAGGAA     868 
 261    V  D  F  A  R  G  A  K  E  G  I  I  L  F  K  E  K  A  K  E      280 
 
 869   GCACTTGAGAAAGCCAGAAATGCAAATAATGGTAACCTACTGTTAAGGAACAAAAAGGTG     928 
 281    A  L  E  K  A  R  N  A  N  N  G  N  L  L  L  R  N  K  K  V      300 
 
 929   ACTTGGAAAGTACTAGAAGGACATGCGGAAAAAGAAGCATTGAAAAAAATCACAGATGAT     988 
 301    T  W  K  V  L  E  G  H  A  E  K  E  A  L  K  K  I  T  D  D      320 
 
 989   CAGCAAGAATCCCTAAACAAATGGAAGTCAAAAGGAGGGCATGCAGGTGGAAGATTTAAA     1048 
 321    Q  Q  E  S  L  N  K  W  K  S  K  G  G  H  A  G  G  R  F  K      340 
 
 
1049   GGAAGCCATGTTTTTACAGCAGCCCGCAGATTTAAAGGAAAAGGGAAGGGTAATAGGCCT     1108 
 341    G  S  H  V  F  T  A  A  R  R  F  K  G  K  G  K  G  N  R  P      360 
 
1109   GGTTATGCTGGGGCACCCAAAGGAAGAGGACAGTTTCATGGAAGGAGGACAAGATTTGAT     1168 
 361    G  Y  A  G  A  P  K  G  R  G  Q  F  H  G  R  R  T  R  F  D      380 
 
1169   GATGATGATCGTCGTCGTGGACCAATGAAAAGAGGAAGAGATGGAAGAGACAGAGAAGAA     1228 
 381    D  D  D  R  R  R  G  P  M  K  R  G  R  D  G  R  D  R  E  E      400 
 
                                       La-Murin-RT-PCR-Rück (←)         
                                     GGTGCTAGAGACAAGTAGTTGCGGCCGC        
1229   CCCGCATCAAAGCATAAGAAAAGAGAAAATGGTGCTAGAGACAAGTAGTTTATTTAGTAA     1288 
 401    P  A  S  K  H  K  K  R  E  N  G  A  R  D  K  *                  415 
 
1289   GCAGTGTTTTTATTCCTTAGTTAGATTTTAAGCTGCTTTTTGTCTTCAGAAGCTTTTAAA     1348 
 
                             Iso-Ex11-Rück (←)                         
                         CACTTCGATGTCACCTGTATGCGGCCGC                    
1349   AAGAAAAGCGAATTAGGCCACTTCGATGTCACCTGTATAAAGGAAAATTTTGTTTACTTC     1408 
 
1409   TTTTGTTGTATCAATCAAGTTTTTAAAATGTATAGTTCTGTTTGTGTTTGGATGATTAAA     1468 
 
1469   ATATGAGAAGGAAGATTCTTCCTCTTAATTGTCTTTGAATATGAGAATGTATTAGTACAG     1528 
 
1529   ATTGTAAAATATATACTGTATAAAAATAGCCAATAGTTCTTTCTTCTTTTTATTTCTCTT     1588 
 
1589   AAAACGTTTCATAAAGAACTTCAACTAAAATATTAGCTCTTGCGAGTATAAGCCCTTCTT     1648 
 
1649   CCCACAGCTAATTTGTCTAATCTCTCATGCTGACTTTATATTTACCCATTTACCTTGGTA     1708 
 
1709   AGAGTGAAATAACCATTACAAAAGCTTTTGAATACTGGATGTACACAGACTACAATTGGA     1768 
 
1769   AAACTTACAGATTTCTTTTTATGAAAGTTGTATAATGCTGGTAGATCATATCGAAGCTCT     1828 
 
1829   GTTAAAAAAAAAAGCCCGACA                                            1850 
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