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PARGIETiC

=S
- Tumorsuppressorgen
- Relevant fur Apoptose
- "bremst” die Aktivitat vieler Gene

- PCNA
- "Klammer™ an DNA Polymerase
- Nur in S-Phase des Zellzyklus exprimiert
- Indikator fur Zellproliferation

- SNAP25
- SNARE-Komplex
- Vesikel-Membran-Fusion
- Neurosekretorischer Apparat

P53-Proteinstruktur PCNA-Proteinstruktur
Figure: de.wikipedia.org/wiki/P53  Figure: en.wikipedia.org/wiki/
PCNA
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Zellzyklus- und neuronale Gene in Trichoplax adhaerens

- je Haplotyp ca. 100 Tiere

- Nukleinsdaureisolation —  0.8% Gel (Check)

- DNA Verdau mit DNase (spatere PCRs sollen
ausschliel3lich exprimierte Gene amplifizieren)

- cDNA Synthese — im Detail

- PCR-Kontrolle: cDNA wird mit bekannten,
funktionierenden und intronudbergreifenden Primern
fur Trox-2 und Aktin amplifiziert und auf |.2 % Gel
aufgetragen

[ RNAIsolation |

[ DNA-Verdau)

CcDNA—Synthese)

( PCR—Check}
(Trox2, Actin)

'PCR-Amplifikation
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(Transformation)

(Bac—PCR)

CCycle—Sequencing}

Freitag, 19. Februar 2010
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| cDNA HI [:] - Aktin
2:cDNA HI1 1:100 - Aktin
3:cDNA H2 [:] - Aktin
4: cDNA H2 1:100 - Aktin
5:gDNA H2 [:100 - Aktin
6: sDNA H2 [:100 - Aktin

/: Negativkontrolle
M: Marker | KB

- PCR: Amplifikation von p53, PCNA und SNAPZ25 mit H2 2.2 und
H| Karo, HI 8.1 verworfen

- Aufreinigung mit NaAc und EtOH bei -80°C

[RNA-|so|ation]

[ DNA-Verdau )

CcDNA—Synthese)

( PCR—Check}
(Trox2, Actin)

' PCR-Amplifikation

[Nested-PCR]

Ausschneiden/
A-Talling/
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[Bac-PCR)
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3) Methoden: cDNA-Synthese
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pGEM-T Vektor

Ligation:
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PCR-Produnkt
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[ RNAIsolation |

3) Methoden: Cycle-Sequenzing
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118 126 138 148 158 1668 178 188

' Consensus-SequUenz: ;GaAGACGAGEGTACAGCTATTTATTCGTACTCCGAGCARARTCCTGATGTAGGAGCTCART TGTCCETTAATGTAGATEL
4) E rge b ﬂ | S S e vorausgesagte Sequenz: ;GAAGACGAGGGTACAGCTATTTATTCGTACTCCGAGCARARTCCTGATG-—————————————————————————- ATCC

E5S)

- Ubereinstimmung der
Consensus-Senguenz 98%

% : AANFRY
P53-Sequenz #3 GHHGHCGHGGGTHCHGCTHTTTHTTCGTHCTCNGHGCHHHHTCCTGHTGTHGGHGCTCHHTTGTCCCTTHHTGNHGHTC(

vorausgesagte Sequenz: [ I ——
0 155 181 578

|
0 281

—— 1
0 180

—— 1
27 234

P53-Sequenz #I

P53-Sequenz #2

P53-Sequenz #3

T P53-Sequenz #4

358 578
T P53-Sequenz #5
457 578
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S N APZS vorausgesagte Sequenz: - e

- Ubereinstimmung der 180
Consensus- mit der SNAP25-Sequenz #2 , I—
vorausgesagten Sequenz 96% SNAP25-Sequenz #3 ————————
176 383
SNAP25-Sequenz #4 |
180 385
PC N A vorausgesagte Sequenz: |
¥ 0 655
- —
- Ubereinstimmung der PCNA-Sequenz #1 557 655
—_ ml ——
Consensus- mit der B -
@)
EEiRllEocsaoien Sequenz 7976 | . i E—
PCNA-Sequenz #4 S
105 249
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5) Diskussion

Fehlerdiskussion: Warum nur kurze Fragmente bel der Sequenzierung?
- nicht sauber genug gearbertet

- zu viel DNA
- Sequenziermaschine

Weiteres Vorgehen: Expressionsstudien
- RNA-Interferenz
- In situ-Hybridisierung
- Antikdrpermarkierung
- gPCR
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