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Verzeichnis der Abkürzungen und Symbole

Abkürzungen

A: Adenin

ATP: Adenosintriphosphat

BLAT: Basic Logical Alignment Tool

Bottox A: Botulinum Toxin A

BSA: Bovin Serum Albumin

C: Cytosin

CCD: Charge Couled Device

CNS: Chronisch niederfrequente Stimulation

CycA: Cyclophilin A

cDNA: copy DNA

DNA: Desoxyribonucleic-Acid

dsDNA: doppelsträngige DNA

E: Effizenz der PCR-Reaktion

E. Coli: Escherichia Coli

EDTA: Ethylen-Diamin-Tetraacetat

G: Guanin

GAPDH: Glucosealdehydphosphat-Dehydrogenase

gDNA: genomische DNA

HPLC: High Pressure Liquid Chromatography

LB-Medium: Luria-Bertani-Medium

MHC-I oder I: Myosin-Heavy-Chain Typ I

MHC-IIa oder IIa: Myosin-Heavy-Chain Typ IIa

MHC-IIb oder IIb: Myosin-Heavy-Chain Typ IIb

MHC-IIx oder IIx: Myosin-Heavy-Chain Typ IIx

mRNA: messenger-RNA

RNA: Ribonucleic-Acid (Gesamt-RNA einer Probe)

MRF´s: Myogene Regulatorische Faktoren

Muskelfasern Typ I: langsame Muskelfasern (MHC-I)

Muskelfasern Typ II: schnelle Muskelfasern (MHC-IIx und -IIa,und -IIb)

m.: musculus

MUX: Multiplexer
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NCBI: National Center for Biotechnology Information

NF-AT: Nuclear factor of activated T-cell

NTC: No Template Control

PCR: Polymerase-Chain-Reaction

PHA: Polyhydroxyalkanoat

P3HB: Poly-3-hydroxybutyrat

rnMHC1.for: Forward Primer für rattus norvegicus MHC-I

rnMHC1.rev: Reverse Primer für rattus norvegicus MHC-I

rrMHC2a.for: Forward Primer für rattus rattus MHC-IIa

rrMHC2a.rev: Reverse Primer für rattus rattus MHC-IIa

rrMHC2b.for: Forward Primer für rattus rattus MHC-IIb

rrMHC2b.rev: Reverse Primer für rattus rattus MHC-IIb

rrMHC2x.for: Forward Primer für rattus rattus MHC-IIx

rrMHC2x.rev: Reverse Primer für rattus rattus MHC-IIx

rnActb.for: Forward Primer für rattus norvegic -Aktin

rnActb.rev: reverse Primer für rattus norvegicus -Aktin

RT: Reverse Transkription

RT
-

: nicht revers transkribiert

SOC-Medium: Derivat von SOB-Medium, Super Optimal Broth

T: Thymin

TBE: Tris-Borat-EDTA

TTX: Tetrodotoxin

UV: Ultraviolett

Symbole

b: Basenanzahl

bp: Basepairs, Anzahl an Basenpaaren

C: Cytosin

Ca
2+

: Zweifach positiv geladenes Kalziumion

cPlasmid: Plasmidkonzentration [1/l]

CT: Messwert bei der Real-Time PCR

cZielsequenz: Konzentration der Zielsequenz [1/l]

Da: 1 Dalton: Masseeinheit, 1/12 der Masse eines Kohlenstoffatomes
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Hz: Hertz, physikalische Einheit, Schwingungen pro Sekunde [1/s]

M: Molekulargewicht [g/mol]

m: Steigung in der allgemeinen Geradengleichung

MB: Molekulargewicht der vier Basen A,G,T,C, entspricht 660 [g/mol]

MgCl2: Magnesiumchlorid

n: Anzahl an PCR-Zyklen

NA: Avogadrokonstante, 6,23 × 10
23

 [1/mol]

Na
2+

: Zweifach positiv geladenes Natriumion

nges: Gesamtteilchenanzahl

nInsert: Gesamtanzahl an Insertionen (im Plasmid)

nNuc: Nucleotidanzahl

nPlasmid: Gesamtplasmidanzahl 

rpm: Rotations per minute, Umdrehungen pro Minute

s: Steigung der Kalibriergerade

Gesamtsumme

T: Temperatur [°C]

t: y-Achsenabschnitt der allgemeinen Geradengleichung

t: Zeit

TA: Annealingtemperatur [°C]

Tm: Schmelztemperatur [°C]

V: Volt

Rn: Normalisierte Emissionsintensität des Sybr-Green

Rn: Intensität der Emission einer Reaktion minus der Intensität der

Negativkontrolle

X: Startkopienzahl einer PCR

Y: Anzahl der Kopien nach der PCR



Einleitung -1-

1 Einleitung

Knochenersatzmaterial wird in der Zahnheilkunde und auch in der allgemeinen Medizin 

angewendet, um körpereigenen Knochen zu ersetzen. Als Goldstandard gilt hierbei immer 

noch die Transplantation körpereigenen Knochenmaterials. Diese Methode ist jedoch mit 

einem Zweiteingriff am Patienten verbunden und das Knochenmaterial steht nicht unbegrenzt 

zur Verfügung [2]. Aus diesen Gründen wird nach neuen, besser verträglichen 

Knochenersatzmaterialien gesucht bzw. werden Knochenersatzmaterialien hinsichtlich ihrer 

Eigenschaften optimiert.

1969 entdeckte Larry L. Hench mit seinen Kollegen der Universität Florida, dass bestimmte 

Silikat-Glas Konstruktionen Knochen verbinden können. Diese Glas-Konstruktionen nannte 

man „bioaktives Glas“. Die erste bioaktive Glas-Komposition 45S5 Bioglass
®

wird heute 

noch dental und orthopädisch angewandt. Die Forschungsgruppen der Universität Florida und 

des Imperial College London entwickelten unter anderem bioaktive Materialien und 

dreidimensionale, poröse Gerüste für den Gewebeumbau [1]. Das Knochenersatzmaterial soll 

die Bildung neuen, körpereigenen Knochens herbeiführen und gleichzeitig abgebaut werden

[3]. Eine hohe Porosität des  Knochenersatzmaterials wird angestrebt, damit das Implantat 

durchblutet werden kann und somit ein hoher Prozentsatz des Implantates durch 

körpereigenes Material, z. B. Proteine, ersetzt werden kann.

Die in dieser Arbeit verwendeten P3HB-Gerüste gehören zur Gruppe der 

Polyhydroxyalkanoate (PHA). Dies sind biokompatible, thermoplastischen Materialien die 

von einigen Mikroorganismen hergestellt werden. Das Molekulargewicht dieser Polyester ist 

abhängig von den Wachstumsbedingungen, dem verwendeten Bakterienstamm und der 

Kohlenstoffquelle. Die meisten dieser Homopolymere sind hochkristallin, sehr spröde und 

relativ hydrohob. Folglich dauert der Abbau dieser Polymere Jahrzehnte in vivo und sie sind 

nicht als Implantate geeignet. P3HB Polymere enthalten ungefähr 30% 3-

hydroxyvaleriansäuren und haben eine optimale Mischung aus Stärke und Zähigkeit um auf 

vielen Gebieten als Gerüst-Material verarbeitet zu werden. P3HB hat eine geringe Toxizität, 

es wird im Organismus zu 3-hydroxybuttersäure abgebaut, die ein natürlicher Bestandteil des 

Blutes ist.

Ein für die Medizin interessanter Aspekt ist die Anpassung des umliegenden Gewebes an das 

implantierte Knochenersatzmaterial. Es stellt sich die Frage wie das umliegende Gewebe auf 

den Knochenersatz reagiert, ob Umbauten innerhalb des Gewebes stattfinden oder sich das 
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Gewebe sogar soweit verändert, dass neuer Knochen aufgebaut wird. Möglich ist auch, dass 

gar keine Veränderungen stattfinden. 

Die Skelettmuskulatur besitzt die Eigenschaft sich an veränderte Gegebenheiten anzupassen

und selbst Knochen kann sich durch eine unterschiedliche Belastung der entsprechenden 

Muskulatur umformen. Diese Art der Anpassung der Muskulatur und den Mechanismus auf 

dem sie basiert weiter aufzuklären könnte die Behandlung orthopädischer und 

kieferorthopädischer Dysfunktionen erleichtern. Deshalb soll in dieser Arbeit untersucht 

werden, wie sich das Knochenersatzmaterial P3HB auf die direkt umliegende Muskulatur 

auswirkt und wie sich diese an das Material und die Tatsache, dass sie durch das 

unbewegliche Gerüst immobilisiert wird, anpasst.
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2 Literaturübersicht

2.1 Struktur und Funktion der Myosine

Der Skelettmuskel besteht aus den Muskelfasern, dass sind Bündel multinukleärer Zellen die 

nebeneinander und parallel zur Auswirkung der vom Muskel generierten Kraft liegen. 

Gestreifte Muskelfasern haben einen Durchmesser von 5-100µm und variieren sehr stark in 

der Länge, von ein bis zwei Millimeter bis zur gesamten Länge des Muskels. Den grössten 

Teil des intrazellulären Raumes entlang der Mitte jeder Faser nehmen die Proteinfilamente 

ein, die Myofibrillen genannt werden. Folglich befinden sich die Zellkerne und 

Mitochondrien im Cyto- oder Sarkoplasma. Jede Myofibrille besteht aus einer 

aneinandergereihten Kette aus Sarkomeren, die die Grundeinheit der Muskelfunktion bilden 

und bei Aktivierung Kraft erzeugen. Elektronenmicrographische Untersuchungen [56] von 

Längsschnitten der Muskelfasern zeigten dass die Sarkomere von der sogenannten Z-Linie 

genau begrenzt werden. Von dieser Z-Linie aus erstreckt sich eine helle Region, die „dünnen 

Filamente“ des Proteins Aktin. Die dünnen Filamente überlappen mit den „dicken 

Filamenten“, die das Protein Myosin bildet. Bei Dehnung oder Kontraktion des Muskels 

verändern die Sarkomere entsprechend ihre Länge. Nach der Gleitfilament-Theorie der 

Muskelkontraktion gleiten bei einer Kontraktion des Muskels die dicken und die dünnen 

Filamente ineinander [55]. Abbildung 2.1 zeigt den schematischen Aufbau der Aktin- und 

Myosinfilamente.
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Abbildung 2.1: Aktin- und Myosinfilamente im Sarkomer der Muskelfasern [57]

Wenn die Muskelfasern einen Stimulus in Form eines Aktionspotentials erhalten wird Ca
2+

 im 

Sarkoplasmatischen Rheticulum freigesetzt. Das Calcium bindet an das Troponin und setzt 

über das Tropomyosin eine Bindungsstelle für das Myosin am Aktinmolekül frei. Wenn ATP 

vorhanden ist, bindet der Myosinkopf an das Aktin und zieht das dünne Filament entlang des 

dicken Filamentes woraufhin sich das Sarkomer verkürzt. Solange Kalzium und ATP 

vorhanden sind binden die Myosinköpfe an das Aktin, ziehen, lösen sich ab und binden 

wieder. Dieser Prozess nennt sich „cross-bridge cycling“ [57]. 

Die Zellen der Skelettmuskelfasern können systematisch in Typen klassifiziert werden, da in 

jeder Muskelzelle die Mehrheit der dicken Filamente der Sarkomere dieselbe 

Zusammensetzung an Myosin-Isoformen besitzt. Myosin ist ein grosses Molekül das aus 

sechs Aminosäureketten besteht: zwei schweren Ketten, die Myosin-Heavy-Chains (das 

Molekulargewicht einer einzelnen ist ca. 200000kDa) [58] und vier leichten Ketten, die 

Myosin-Light-Chains (Molekulargewicht 17-23kDa) [59]. Die exakte Rolle der leichten 

Myosinketten bei der Muskelkontraktion ist noch nicht genau bekannt. Die schweren 

Myosinketten sind sowohl ein strukturelles Element als auch ein Enzym. Sie hydrolysieren 

das ATP und spielen daher eine Schlüsselrolle, wenn es um die Erforschung der Verbindung 

von Anregung und Kontraktion bzw. Bewegung des Muskels geht [60]. 

Die verschiedenen Muskeln wurden ursprünglich aufgrund ihrer 

Kontraktionsgeschwindigkeiten in langsame (Typ I) und schnelle (Typ II) Muskeln 
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unterschieden [61]. Nach histochemischen Analysen erfolgte dann die Einteilung in langsame 

und schnelle Muskelfasern.

2.2 Anpassung der Myosine

Die Immobilisation von Muskulatur ging bisher immer mit einer Athropie des Muskels und 

somit mit einer verringerten Vaskularisierung und Durchblutung einher. Allerdings wurden 

diese Ergebnisse durch eine Denervierung des Muskels erzielt, z. B. durch eine 

Unterbrechung der Reizleitung am synaptischen Spalt mit Bottox A. Dadurch konnte 

überhaupt keine Kontraktion der betroffenen Muskulatur stattfinden.

Bei der Immobilisation von Muskulatur mit Knochenersatzmaterial bleibt die Muskulatur 

innerviert und durchblutet, es kann eine isometrische Kontraktion stattfinden. Muskulatur 

kann auf verschiedene Arten immobilisiert werden, während der Immobilisation kann keine 

Kontraktion stattfinden, oder es findet eine isometrische Kontraktion statt. Bei der 

Immobilisation von Muskulatur kommt es zu mehreren, sich überlagernden Vorgängen im 

Muskel. Die Muskulatur reagiert auf die Krafteinwirkung des osteoinduktiven Implantates 

und der Knochenersatz selbst hat einen Einfluss auf die Veränderungen des umliegenden 

Gewebes und auf dessen Durchblutung. 

Durch die Immobilisation kann es zu einer Atrophie der Muskulatur kommen, gleichzeitig 

findet aber am Knochenersatz eine Regeneration und ein Aufbau von Knochenmaterial statt. 

Das Skelett dient dabei dem Ursprung und Ansatz der Muskulatur und der Knochen kann sich 

ebenfalls aufgrund seiner biologischen Plastizität eine Belastung anpassen [4].

Die Myosine sind die Hauptkomponenten des kontraktilen Apparates der Muskulatur. Sie 

reagieren auf Beanspruchung bzw. mechanische Kraft in einer Umwandlung ihrer MHC-

Komposition, einer sogenannten Shift der Muskelfasern. Diese Umwandlung geht mit einer 

Veränderung des metabolischen Profils, von der anaeroben hin zur aeroben 

Energiegewinnung oder umgekehrt, einher. Es kommt zu einer Veränderung der 

Mitochondrien- und Kapillardichte. Die Muskulatur kann folglich auf äussere Einflüsse mit 

einer Reorganisation bzw. Anpassung ihrer Struktur reagieren. Allgemein ist die Bestimmung 

des Verhältnisses von slow twitch Fasern zu fast twitch Fasern in einer gegebenen 

Muskelgruppe ein Hauptindiz in Bezug auf die Art der Veränderung, die in dieser 

Muskelgruppe vor sich geht [5].

Abbildung 2.2 verdeutlicht die Umwandlung von Muskelfasern in Abhängigkeit 

verschiedener Stimuli:
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Abbildung 2.2: Schematische Darstellung von Fasertypübergängen infolge veränderter neuromuskulärer 

Aktivität [16].

Faktoren, die die phänotypischen Eigenschaften der Muskelfasern beeinflussen sind z. B.

[16]: 

• Änderungen des neuronalen Impulsmusters 

o Denervation 

o Kreuzinnervation 

o Chronische Elektrostimulation

• Kontraktile Aktivität, mechanische Be- und Entlastung

o Dehnung 

o Immobilisation

o Schwerelosigkeit

• Hormone 

o z.B. Thyroidhormon 

• Grad und Dauer der Aktivitätsänderung, speziesspezifische Unterschiede im Ausmass 

der Effekte und Abhängigkeit von der Funktion der Muskeln. 

schnell langsam

Gesteigerte neuromuskuläre Aktivität

z.B. niederfrequente Elektrostimulation,

Ausdauertraining

Verminderte neuromuskuläre Aktivität

z.B. Immobilisation, Bettruhe, Schwerelosigkeit
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Die Umwandlung der Muskelfasern erfolgt nicht willkürlich, sondern lässt sich in dem in 

Abbildung 2.3 dargestellten Schema zusammenfassen:

Abbildung 2.3: Kompositionen der MHC-Muskelfaser-Isoformen während der Transformation [42]

(modifiziert)

Diese Faserübergänge wurden allerdings histochemisch bestimmt, also auf phänotypischer 

und nicht auf mRNA-Ebene. Während der phänotypischen Transformation der Muskelfasern 

werden Hybridfasern gebildet, die verschiedene MHC-Isoformen beeinhalten. Diese 

Hybridfasern entstehen bei Beginn der Expression einer neuen MHC-Isoform auf mRNA-

Ebene, weshalb vor allem am Anfang von Versuchen die Ergebnisse auf mRNA-Ebene nicht 

mit den Ergebnissen auf Proteinebene übereinstimmen. Fasern, deren mRNA-Gehalt nicht mit 

ihrem Proteingehalt zusammenpasst werden deshalb „mismatched fibers“ (fehlangepasste 

Fasern) genannt [43]. Die Fasern passen sich phänotypisch in einer linearen, schrittweisen 

Umwandlung in beide Richtungen gemäss dem obigen Schema an. Bei verminderter 

neuromuskulärer Aktivität wurden Fasern gefunden die MHC-I und MHC-IIx beeinhalteten, 

aber keine mit MHC-IIa was zu der Annahme führt, dass diese Fasern die MHC-IIa-

Expression überspringen. Muskelfasern, die die Expression einer Isoform bei einer langsam-

zu-schnell Umwandlung auslassen, werden jump fibers (Sprungfasern) genannt [43].

I&IIa* IIa IIa&IIx* IIxI IIx&IIb* IIb

I&IIx¹

¹ =  Jump Fiber

* =  Hybrid Fiber

langsam schnell
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2.3 Umwandlung vom Muskel in Knochen

Es stellt sich die Frage, ob durch die Immobilisation von Muskulatur mit osteoinduktivem 

Knochenersatzmaterial eine Umwandlung von Muskulatur in Knochen induziert werden kann. 

Ein Myoblast ist eine spindelförmige Vorläuferzelle der Skelettmuskelfasern beim Embryo, 

sie entwickeln sich aus Prämyoblasten die vom mittleren Keimblatt (Mesoderm) abstammen.

Die in den Skelettmuskelfasern unter der Basalmembran sitzenden Myoblasten nach der 

Geburt bezeichnet man als Satellitenzellen. Die Myoblasten synthetisieren die Myofilamente 

Aktin und Myosin [51]. 

Während der Regeneration von Muskelgewebe verlassen die Satellitenzellen ihren normalen, 

ruhenden Zustand und beginnen zu proliferieren. Nach einigen Cyclen der Teilung 

Differenzieren sich die Satellitenzellen und verbinden sich dann um neue Myofibrillen zu 

bilden oder beschädigte zu reparieren. Nach der Proliferation werden auch ruhende 

Satellitenzellen für nachfolgende Regenerationsschritte unter der Basallamina gespeichert.

Dabei ist bekannt, dass Satellitenzellen unter bestimmten Umständen in vivo adipöse und 

osteogene Gewebe bilden können [53].

Satellitenzellen sind in allen Skelettmuskeln präsent und werden mit allen Muskelfasertypen 

in Verbindung gebracht, allerdings ist ihre Anzahl ungleich verteilt. Eine hohe Anzahl an 

Satellitenzellen steht im Zusammenhang mit langsamen Muskelfasern, verglichen mit den 

schnellen Muskelfasern in eben demselben Muskel. Auch ist die Prozentzahl an 

Satellitenzellen im adulten, langsamen musculus soleus bei Ratten und Mäusen zwei- bis 

dreimal höher als im adulten, schnellen musculus tibials anterior [54]. Die 

Regulationsmechanismen die diesem Phänomen zugrunde liegen sind allerdings noch nicht 

hinreichend aufgeklärt [53]. 
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Abbildung 2.4: Bildung von Osteoblasten aus Satellitenzellen des Skelettmuskels [52]

Abbildung 2.4 veranschaulicht die Bildung von Osteoblasten aus Satellitenzellen, die im 

. Osteoblasten haben die Eigenschaft 

sich hautschichtartig an Knochen anzuheften und bilden die Grundlage für neue 

Knochensubstanz, die Knochenmatrix. Myoblasten die Integri

muskelspezifischen Marker, sind pluripotente Stammzellen. Wenn sie die Differenzierung 

zum Osteoblasten durchlaufen entsteht eine koordinierte Veränderung des Integrin-

Expressionsmusters, dass die Adhäsion und die Beweglichkeit an Molekülen der 

interstitiellen Matrix ermöglicht [52].

2.3.1 Codierung der MHC-Isoformen

Bei Säugetieren wird jede MHC-Isoform durch ein einziges Gen codiert [24]. Die 

ausgewachsene, langsame Myosin-Isoform MHC-I wird bei der Ratte durch ein Gen (myh7) 

auf Chromosom 15 codiert, bei Maus und Mensch liegt ihr Code auf Chromosom 14. Sie ist 

-cardiale MHC die im Herzmuskel exprimert wird [25]. Neben dem 

Gen für die -cardiale MHC liegt das Gen für die -cardiale MHC -

cardiale MHC ist aber nicht in aussreichendem Masse in adulten Skelettmuskeln exprimert, 

-cardialen MHC unterschiedliche Expressionsmuster im 

Herzmuskel gefunden [26]. Die adulten schnellen MHC-Isoformen (IIa, IIx, IIb) werden von 

Human Skeletal Muscle

Satellite Cells

Myotubes

Adipocyte

Osteoblast
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unterschiedlichen Genen codiert (myh2, myh1 und myh4) die bei Ratte, Maus und Mensch 

zusammen auf den Chromosomen 17, 11 und 10 liegen [25,27-29]. 

2.3.2 Zentrales Dogma der Molekularbiologie

Die hier angewendeten Mess- und Auswertungsmethoden basieren auf diesem grundlegenden, 

molekularen Mechanismus der in allen Lebewesen mit eigenem Stoffwechsel abläuft. Nach 

dem zentralen Dogma der Molekularbiologie, wie in Abbildung 2.5 schematisch dargestellt, 

wird die codierende DNA, die hier im Zellkern der Muskelzellen liegt, unter der Verwendung 

verschiedener Regulationsmechanismen in mRNA umgeschrieben (Transkription). Anhand 

der mRNA wird das Protein hergestellt (Translation). Im Normalfall bestimmt die Menge der 

entstehenden mRNA die Menge und Zusammensetzung an Protein und diese bestimmt

wiederum den Phänotyp der Muskelzelle. 

Abbildung 2.5: Zentrales Dogma der Molekularbiologie beim Eukaryoten, schematisch

Wieviel der DNA in mRNA umgeschrieben wird regulieren die Promotoren, dass sind 

Sequenzen in der DNA die dem entsprechendem Gen vorgeschaltet sind. Die Promotoren 

ermöglichen es, dass die Transkription den äusseren Umwelteinflüssen angepasst werden 

kann, und somit auch der Phänotyp der Muskelzelle an Umwelteinflüsse angepasst wird. 

Verschiedene mögliche Regulationsmechanismen für die Expression von MHC´s sind auf der 

folgenden Seite beschrieben.

mRNA
Transkription Translation

im Zellkern
an den 

Ribosomen

Muskelzelle, Phänotyp

DNA Protein



Literaturübersicht -11-

2.3.3 Regulation der Genexpression beim Eukaryoten

Abbildung 2.6 zeigt den schematischen Aufbau eines eukaryotischen Promotors für das 

Beispielgen X. 

Abbildung 2.6: schematischer Aufbau eines eukaryotischen Promotors [48]

Der Promotor ist die dem Gen vorgeschaltete DNA-Sequenz, an die die allgemeinen 

Transkriptionsfaktoren und die RNA-Polymerase, die DNA in RNA umschreibt, binden. Die 

regulatorischen Sequenzen dienen als Bindungsstelle für genregulatorische Proteine deren 

Bindung an die DNA die Rate des Begins der Transkription bestimmt. Diese Sequenzen 

können direkt am Promotor lokalisiert sein, stromaufwärts vom Promotor, innerhalb von 

Introns oder sogar stromabwärts des Genes. Es wird angenommen dass die Schleifenbildung 

der DNA (DNA-loops) es genregulatorischen gebundenen Proteinen erlaubt an all diesen 

Positionen mit den Proteinen zusammenzuwirken, die mit den Promotor bilden. Die 

allgemeinen Transkriptionsfaktoren die sich am Promotor anlagern sind für all die Gene 

ähnlich, die von der Polymerase II transkribiert werden. Die genregulatorischen Proteine und 

die Lokalisation ihrer Bindungsstellen relativ zum Promotor sind für jedes Gen 

unterschiedlich.

Folgende Punkte unterstreichen die Komplexität der Genregulation bei Eukaryoten [48]:

• Eukaryoten nutzen genregulatorische Proteine die auch wirksam sind, wenn sie 

tausende von Nucleotiden von dem Promotor entfernt sind, den sie beeinflussen. Dies 

bedeutet, dass ein einzelner Promotor von einer beinahe unlimitierten Zahl an 

regulatorischen Sequenzen kontrolliert werden kann, die unwillkürlich entlang der 

DNA verteilt sind.
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• Die eukaryotische DNA-Polymerase II kann selbst keine Transkription initiieren. Sie 

benötigt die allgemeinen Transkriptionsfaktoren die sich an den Promotor binden 

müssen, ehe die Transkription beginnt. Dieser Prozess benötigt viele Schritte, die die 

Geschwindigkeit der Initiation der Transkription herauf- oder herabsetzen können als 

Antwort auf regulatorische Signale. Dazu gibt es noch sehr viele regulatorische 

Proteine, die diese Schritte beeinflussen.

• Auch die Verpackung der DNA in Chromatin stellt Möglichkeiten der Genregulation 

dar. 

Ein kurzer Überblick über die Genregulation der Eukaryoten zeigt, wie komplex diese 

Thematik ist und deshalb im Bezug auf die Veränderung der phänotypischen Eigenschaften 

des Muskels auf bestimmte Umweltreize hin noch nicht ausreichend erforscht wurde. 

2.3.4 Mögliche Regulationsmechanismen der MHC-Genexpression

Es gibt bis jetzt zwei bekannte regulatorische Bahnen die eine Rolle bei der Regulation der 

Expression von MHC´s spielen könnten: der Myogenic regulatory factor (MRF) Pfad der das 

Myogenin und das MyoD mit einbezieht, und der Calcineurin NF-AT Pfad [30].

Myogener Regulatorischer Faktor

Die MRF´s bestehen aus einer Gruppe von vier strukturell verwandten Proteinen, das 

Myogenin, MyoD, myf5 und MRF4 [31]. Diese MRF´s bilden Heterodimere mit sogenannten 

E-Proteinen. Diese Heterodimere binden an einen spezifischen DNA-Abschnitt, der sich E-

Box nennt. Die E-Box liegt in der regulatorischen Region für einige phänotypische 

Muskelproteine wie z.B. MHC-I und MHC-IIb [32]. 

Bei einer Denervierung wird der Myogenin und MyoD mRNA-Gehalt in den Muskelfasern 

innerhalb von Stunden schnell erhöht [35]. Eine elektrische Stimulation der Muskulatur 

verhindert diesen Anstieg. Bei der Immobilisation von Muskulatur mit TTX kommt es zu 

einem leicht Anstieg von MyoD und einem noch höherem Anstieg der Myogenin mRNA-

Expression [36]. Daraus folgt ein Anstieg des Verhältnisses von Myogenin/MyoD, was eine 

Veränderung des Muskels zum langsamen Phänotyp hin führt, also eine erhöhte MHC-I

mRNA-Expression. 

Die primäre Funktion der MRF´s ist scheinbar das „Anstellen“ der Expression 

muskelspezifischer Proteine während der Entwicklung von Muskelfasern [31]. Von einigen 
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MRF´s, besonders Myogenin und MyoD, wird angenommen das sie als Regulatoren für den 

Phänotyp von Muskelfasern agieren [33]. 

Calcineurin NF-AT Pfad

Der erste Schritt bei der Aktivierung eines Muskels ist die Depolarisation der Muskelzelle. 

Damit auf den elektrischen Reiz hin die Muskelkontraktion erfolgt, erhöht sich die Ca
2+

-

Konzentration in der Muskelzelle innerhalb von 20ms um das 500-fache. Das Ca
2+

 verbindet 

sich mit Troponin, woraufhin das Tropomyosin seine hemmende Wirkung auf die Aktin-

Myosin Verbindung verliert. Es kommt zum Filamentgleiten und somit zur Kontraktion des 

Muskels. Das freigesetzte Ca
2+

 wird unter ATP-Verbrauch wieder in die longitudinalen 

Tubuli zurückgepumpt [40]. 

Eine Möglichkeit wie die elektrische Aktivität der Skelettmuskeln die Expression der MHC-

Isoformen beeinflussen kann ist über cytosolische Ca
2+

 Sensoren. Während der Kontraktion 

wird das Ca
2+

vom sarkoplasmatischen Reticulum im Cytosol freigesetzt. Während der 

Kontraktion könnte die verminderte Anzahl von Ca
2+

 als Anzeichen verminderter elektrischer 

Aktivierung gelten. Die Art der elektrischen Aktivierung könnte über einen Ca
2+

- Sensor 

bestimmt werden, da eine langsame Aktivität der Motoneuronen (andauernde Stimulation bei 

10Hz) in einer andauernden Erhöhung des Ca
2+

-Spiegels (100-300nM) resultiert [37]. 

Dagegen verursacht eine schnelle Aktivität der Motoneuronen (Stösse von 100Hz) in kurzen, 

höheren (1µM) Ca
2+

-Spiegeln [38]. Weiter wurde gezeigt, dass Zellkulturen von Hasen-

Muskelzellen höhere Mengen an langsamen schweren und leichten Myosinketten 

produzierten, wenn die Ca
2+

-Konzentration im Medium chronisch erhöht wurde durch Zugabe 

von Ca
2+

 zum Kulturmedium [39].

Dabei nimmt man an, dass Calcineurin und Calmodulin zusammen im Skelettmuskel als 

Kalziumsensoren wirken [67]. Calcineurin ist eine Phosphatase die aktiviert wird wenn 

Calmodulin Ca
2+

 bindet . Substrate für das Calcineurin sind die phosphorylierten Isoformen 

der NF-AT Transkriptionsfaktoren, die die Transkription beeinflussen können [66]. Es wird 

angenommen, dass erhöhte kontraktile Aktivität des Muskels und die sich daraus ergebende 

erhöhte cytosolische Ca
2+

-Konzentration die fasertyp-spezifische Genexpression über den 

Calcineurin NF-AT Pfad beeinflussen kann [30].
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2.4 Bezug zur Zahnmedizin und Kieferorthopädie

Zahnmedizinisch bedeutsam sind die Muskulatur und der Knochen einerseits für die 

ästhetische Formgebung des Gesichtes, andererseits aufgrund ihrer Funktion als Grundgerüst 

für den Zahnhalteapparat [6]. Die Anpassung des Gewebes der craniofacialen Muskulatur ist 

ein wichtiger Aspekt für die Langzeit-Wirkung und Stabilität von kieferorthopädischen 

Therapien [7]. Diese Anpassung beinhaltet die Regeneration des Muskelgewebes und die 

Reorganisation seiner konnektiven Komponenten. Solche Anpassungsvorgänge der 

Muskulatur sind auch zum Beispiel nach chirurgischer Korrektur von Dysgnathien notwendig 

um die neue Kieferposition durch die Kaumuskulatur zu stabilisieren [8]. Bei bis zu 30% der 

Patienten findet die Adaption der Muskulatur nicht statt, es ist vielmehr postoperativ eine 

Atrophie der Kaumuskulatur auf der behandelten Seite zu erkennen [9]. Gelingt die 

Wiederherstellung der Muskulatur nicht, muss mit Rezidiven gerechnet werden.

Nach experimenteller Vorverlagerung des Unterkiefers mittels Aufbissplatten konnten beim 

Schwein Umbauten in verschiedenen Muskelgruppen sowohl histologisch als auch 

molekularbiologisch bereits nach 28 Tagen nachgewiesen werden [8]. Die Umbauten zeigten 

sich in quantitativen Veränderungen des Verhältnisses von Typ I- zu Typ II- Fasern sowohl 

im histologischen Bild als auch parallel im mRNA- Gehalt von Typ I- zu Typ II- Myosin. 

Dabei ergaben sich besonders in Regionen der extremen Muskelkompression oder 

Muskeldehnung Zunahmen des Anteiles von Typ I- Fasern bzw. des Typ I- Myosins [10]. 

Ähnliche Veränderungen wurden im Kaumuskel von Dysgnathiepatienten festgestellt [11].

Die oben beschriebenen Regulationsmechanismen und Umbauten sollen in dieser Arbeit auf 

RNA-Ebene unter dem Einfluss von Knochenersatzmaterial auf immobilisierte, stimulierte 

und durchblutete Muskulatur untersucht werden. Dadurch entsteht ein neues 

Expressionsmuster der oben aufgeführten Gene das den Zustand der Muskulatur genau 

charakterisiert. Um die molekularen Muskelumbauten zu definieren, sollen Untersuchungen 

an der Muskulatur von Ratten stattfinden, die mechanisch durch P3HB-Gerüste immobilisiert 

wurde. Dies hat den Vorteil, dass die immobilisierte Muskulatur an die Signaltransduktion 

über die neuronale motorische Endplatte angeschlossen bleibt und eine isometrische 

Kontraktion stattfinden kann. Der M. latissimus dorsi ist unter anderem für die abdominale 

Atmung zuständig. Die Immobilisation eines Teiles der Atemmuskulatur stellt sicher, dass die 

umgebende Muskulatur relativ gleichmässig be- und entlastet wird. Somit ist ein Vergleich 

der Muskelproben untereinander und mit den unbehandelten Kontrollen besser möglich. 
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Die Reaktion von intakter, innervierter Muskulatur auf Immobilisation mit osteoinduktivem 

Knochenersatzmaterial wurde derzeit noch nicht ausreichend untersucht. In diesem Versuch 

ist die neuronale Signalübertragung zur Muskulatur und das Zusammenspiel von äusserer 

Krafteinwirkung, Einfluss des Materials des Implantates, Muskelumbau und Durchblutung 

massgeblich. Die Ratte ist metabolisch und immunologisch ähnlich zum Menschen und 

erlaubt so auf den Menschen übertragbare Aussagen.

2.5 Zielsetzung

Ziel der Arbeit ist die Quantifizierung der mRNA der Myosin-Isoformen (I, IIa, IIb und IIx), 

in Proben aus mit P3HB-Gerüsten immobilisiertem M. latissimus dorsi der Ratte. In Bezug 

auf die Myosine kann das ermittelte Verhältnis von fast twitch zu slow twitch Fasern den 

metabolischen Phänotyp der untersuchten Muskelfasern im Tiermodell genauer 

charakterisieren. So können auf molekularer Ebene die Mechanismen nicht nur 

kieferorthopädischer, sondern auch vieler muskelphysiologischer Probleme und Krankheiten 

im Detail untersucht werden. Aufgrund der hier gewonnenen Erkenntnisse über die 

Interaktionen von Muskulatur und Knochenersatzmaterial könnten Chirurgen und Orthopäden 

Knochenersatzmaterial effizienter einsetzen. Dadurch kann die Rehabilitationszeit für ihre 

Patienten verkürzt werden. Für die Kieferorthopädie werden durch diese Studie neue 

Erkenntnisse über die Rezidivverhütung bei Dysgnathiepatienten gewonnen. Die Ergebnisse 

dieser Untersuchungen können auch zur Verkürzung der funktionskieferorthopädischen 

Behandlung bei kindlichen Dysgnathiepatienten und der Verkürzung der Rehabilitationszeit 

des Kiefergelenkes beitragen. Dies kann zu einer deutlichen Steigerung der Lebensqualität 

des Patienten und zu einer Kostenersparnis im Gesundheitswesen führen.
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3 Material und Methoden 

3.1 Material

Die für diese Arbeit benötigten Oligonucleotide (Primer) wurden bei der Firma Metabion

bestellt. Die bestellten Primer bestanden aus DNA, waren entsalzt und HPLC-aufgereinigt 

und wurden lyophilisiert versandt.

Kits und Biomaterialien

Tabelle 3.1 listet die benötigten molekularbiologischen Kits und Biomaterialien auf.

Tabelle 3.1: Kits und Biomaterialien

Material Firma

High Capacity cDNA Archive Kit Applied biosystems

AmpliTaq Gold DNA Polymerase Applied biosystems

GeneAmp 10×PCR Gold Puffer Applied biosystems

GeneAmp dNTP Mix Applied biosystems

Power SYBR Green PCR Master Mix Applied biosystems

PuReTaq ready to go PCR beads Amersham

TOPO TA Cloning Kit for Sequencing, Vector 2.1 Invitrogen

25bp ladder Invitrogen

100bp ladder Invitrogen

S.N.A.P. MiniPrep Kit Invitrogen

Qiashredder Qiagen

RNeasy Fibrous Tissue Mini Kit Qiagen

RNeasy Micro Kit Qiagen

Qiaquick Gen-Elute Gel-Extraktions Kit Qiagen

Qiaquick PCR Purification Kit Qiagen

Restriktionsenzym SpeI mit Puffer Promega
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Geräte 

• APPLIED BIOSYSTEMS 7500 Real Time PCR System

• APPLIED BIOSYSTEMS, Thermocycler Gene Amp PCR system 2400

• BIORAD Geldetektionssystem Gel Doc 2000

• B. BRAUN Schüttelinkubator Certomat U

• BROMMA Wasserbad LKB 2209 Multitemp

• EPPENDORFF Centrifuge 5417 R

• EPPENDORFF Photometer

• CONSORT Netzgerät EV 231

• GILSON Pipettensatz

• HERAEUS Biofuge

• HERAEUS Brutschrank B 5042

• HERAEUS Megafuge 1,0 R

• HERAEUS Sterilbank Hera Safe

• OHAUS Waage Navigator

• SARTORIUS Waage Portable

• SCIENTIFIC INDUSTRIES Vortexer Vortex Genie 2.0

• SIEMENS Microwelle

• TECNOMARO Pipettboy acu

• VWR International Gelkammern, Modell AGT-2-1

Chemikalien

-Aqua ad injectabila, B. BRAUN

-Ampicillin, MERCK

-Borsäure, ROTH

-Bromphenolblau, ROTH

-EDTA, MERCK

-Ethanol absolut, ROTH

-Ethidiumbromid, ROTH 

-Flüssigstickstoff

-Glycerin, MERCK

-Hefeextrakt, MP BIOMEDICALS

-LB-Agar INVITROGEN
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-2-Mercaptoethanol, ROTH

-Natriumchlorid z. a. MERCK

-peqGold Universal Agarose, PEQLAB

-SOC Medium INVITROGEN

-TRIS, ICN BIOMEDICALS

-Trypton ICN BIOMEDICALS

-RNAse Zap

Verbrauchsmaterialien

-96 well optical plates and caps, ABI PRISM

-Save-Lock Tubes 1,5ml, EPPENDORFF

-0,2ml PCR-Gefässe EPPENDORFF

-UVette Einmalküvetten, EPPENDORFF 

-Petrischalen, GREINER

-Peha-Soft Latex-Handschuhe, HARTMANN

-Optical Adhesive Covers, MICRO AMP

-MultiGuard Tips von 0,5 l bis 1000 l, ROTH

-50ml Falcon Tubes, SARSTEDT

-15ml Falcon Tubes, SARSTEDT

-Serological Pipett 10ml, SARSTEDT

Medien und Puffer

TBE Puffer

107,8g Tris

55,0g Borsäure

5,8g EDTA

Auf pH 8,0 einstellen und auf 1000 ml mit aqua dest auffüllen.

Probenpuffer für Agarosegele

50mM EDTA

30% Glycerin 

Etwas Bromphenolblau (1 Spatelspitze)
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LB-Medium

10g NaCl

10g Trypton

5g Hefeextrakt

Auf pH 7,4 einstellen und auf 1000ml mit aqua dest auffüllen

LB-Agar

15g/L Agar zum LB-Medium hinzufügen, in der Mikrowelle aufkochen. Den LB-Agar auf ca. 

60°C abkühlen lassen, dann  100µg/l Ampicillin hinzugeben. Den LB-Agar in Petrischalen 

giessen und erkalten lassen. 

3.2 Methoden

3.2.1 Tiermodell

Abbildung 3.1 zeigt den Ort des Implantates und die Region der Probennahme am 

Tiermodell.

Abbildung 3.1: Ort des Implantates und Region der Probenentnahme

Die P3HB-Gerüste wurden in einem hochgeschwindigkeits-Schmelzspinnverfahren und 

Spinn-Ziehverfahren hergestellt [21]. Sie sind scheibenförmig mit einem Durchmesser von 

12mm und einer Höhe von 2mm, die durchschnittliche Porengrösse beträgt 200µm [22]. Wie 

in der Abbildung dargestellt wird das P3HB-Gerüst unter dem Subcutangewebe und der 

Rippen

M. latissimus

dorsi

Subcutangewebe

P3HB-Gerüst

Probenentnahme

Fascie
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Fascie direkt auf dem M. latissimus dorsi der Ratte platziert. Die Ratten waren bei Beginn der 

Versuche fünf Monate alt und trugen die Implantate 48 bzw. 98 Tage. 

Der M. latissimus dorsi ist beim Menschen der grösste Muskel, er ist breit und flächenhaft. Er 

senkt den erhobenen Arm, adduziert ihn [18] und wird unter anderem durch den durch die 

Axilla laufenden Gefäss-Nervenstrang des Armes angesteuert. Beim Menschen besteht der 

Muskel aus vier Teilen: Pars vertebralis (Rückenteil), Pars costalis (Rippenteil), pars iliaca 

(Beckenteil), Pars scapularis (Schulterblattteil).

Der M. latissimus dorsi ist über den Nervus thoracodorsalis innerviert. Dieser ist ein Nerv des 

Plexus brachialis (Armgeflecht). Das Armgeflecht ist ein Geflecht aus den ventralen Ästen 

der Spinalnerven der letzten vier Hals- und des ersten Brustsegmentes. Die Spinalnerven 

vereinigen sich zu drei Hauptstämmen (Trunci) und anschliessend zu mehreren, verbundenen 

Strängen (Fasciculi). Diese Stränge treten entlang der Arteria subclavia und der Arteria 

Axillaris in die Achselgegend. Aus diesen Strängen bilden sich wiederum Nerven, die durch 

den Faseraustausch im Plexus nun immer Anteile von mehreren Spinalnerven besitzen. Diese 

Nerven innervieren die gesamte obere (bei Tieren vordere) Extremität sowie Teile der 

Brustwand [19]. Bei Haustieren verhält sich der Plexus brachialis sehr ähnlich [20].

3.2.2 RNA-Isolation aus fibrösen Geweben

Aus den den Tieren entnommenen Muskelproben wird zuerst die RNA isoliert. Grundlegend 

für eine gute Ausbeute bei der RNA-Isolation ist eine vorangehende Homogenisation des 

Gewebes. Die Zerkleinerung der Muskulaturproben erfolgt indem die in Flüssigstickstoff 

tiefgefrorene Probe im Mörser zermahlen wird, die Probe darf dabei nicht auftauen. Die 

weitere Homogenisation des Gewebes ist erforderlich, um die Viskosität der Probe zu 

reduzieren, die durch zelluläre Komponenten hohen Molekulargewichtes und Zelltrümmer 

entsteht. Zur Homogenisation wird das Material durch eine Shredder-Säule aus Biopolymeren 

zentrifugiert. Dabei werden auch Plasmamembranen, Zellen und Zellorganellen zerrissen 

damit die RNA zur Isolation freigesetzt werden kann. Um Proteine wie Collagen, die die 

Real-Time PCR stören können, zu entfernen, wird das Lysat mit Proteinase K verdaut. Die 

Probe wird nachfolgend auf eine Silica-Gelmembran aufgegeben, an die die RNA bindet. 

Nach einem Waschschritt wird die genomische DNA auf der Säule mit DNAse verdaut. 

Dieser Schritt entfernt die genomische DNA, die in der Real-Time PCR die quantitative 

Messung stören kann. In einem erneuten Waschschritt mit ethanolhaltigen Reagenzien 

werden die Enzyme und die verdaute DNA entfernt. Danach wir die aufgereinigte RNA mit 
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sterilem Wasser mittels Zentrifugation von der Säule eluiert und es wird im Agarose-Gel 

überprüft, ob die RNA intakt ist. Die RNA-Konzentration und Qualität wurde im Photometer 

überprüft. Nucleinsäuren absorbieren bei einer Wellenlänge von 260nm, Proteine bei 280nm 

und Huminsäuren bei 230nm. Es wird jeweils der Quotient von 260/280 und 260/230 

gemessen, wie in Gleichung 3.1 und Gleichung 3.2 dargestellt. Für saubere RNA gelten im 

Idealfall folgende Werte: 

260/280 1,7

Gleichung 3.1: Messung der Verunreinigung der RNA durch Proteine im Photometer

260/230 

Gleichung 3.2: Messung der Verunreinigung der RNA durch Huminsäuren im Photometer

3.2.3 Agarosegele

Um die Qualität der isolierten RNA zu überprüfen wird diese im Agarosegel sichtbar 

gemacht. Erhitzt man Agarose in Wasser, so bildet sie beim darauffolgenden Abkühlen 

polymerartige, vernetzte Strukturen aus. Diese Eigenschaft macht man sich im Agarosegel 

zunutze, um DNA- und RNA-Moleküle der Grösse nach aufzutrennen. Da DNA- und RNA-

Moleküle durch die negativen Phosphatreste aus denen ihre Grundstruktur besteht negativ 

geladen sind, laufen sie in einer Elektrophorese zum Pluspol. Laufen diese Moleküle dann 

durch ein horizontales Agarosegel an das eine Spannung angelegt wird, so werden die 

Moleküle einer Probe ihrer Grösse nach, d.h. nach Anzahl ihrer Basenpaare, aufgetrennt. Da 

die Moleküle im vernetzen Agarosegel langsamer vorankommen, je grösser sie sind, ist die 

Wanderungsgeschwindigkeit eines Moleküls im Gel umgekehrt proportional zu seiner Grösse

(bei Molekülen < 20kb). Moleküle die grösser sind als 20kb richten sich nicht mehr quer, 

sondern längs zum elektrischen Feld aus und können deshalb mit dieser Methode nicht mehr 

aufgetrennt werden. 

Das zum Gel zugegebene Ethidiumbromid interkaliert mit der DNA und macht sie im UV-

Licht sichtbar. Wird ein DNA Grössenstandard auf dem Gel mitgeführt, so können die 

verschiedenen Molekülgrössen und die Qualität der DNA bzw. RNA in einer Probe ermittelt 

werden.
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Die Proben werden vor dem Auftrag in die Geltaschen mit Probenpuffer vermischt. Das 

Bromphenolblau im Probenpuffer läuft als blaue Bande mit durch das Gel und schafft einen 

groben Überblick, wie lange das Gel schon gelaufen ist. Das Glycerin im Puffer verleiht der 

Probe beim Auftrag aufs Gel eine höhere Dichte und sie sinkt dadurch beim Auftrag auf das 

Gel leichter in die Geltasche. Der TBE-Puffer wird verwendet, um den pH während der 

Elektorphorese möglichst konstant zu halten. 

3.2.4 Reverse Transkription

Die isolierte RNA ist sehr instabil, sie zerfällt schnell bei mehrmaligem Auftauen und 

Einfrieren. RNA wird auch sehr schnell von RNAsen abgebaut, die jeder Mensch als 

Schutzmassnahme produziert und somit von ihnen umgeben ist. Gleich nach der Isolation 

wird ein Teil der RNA deshalb sofort in cDNA umgeschrieben, die restliche RNA wird bei -

80 C gefrierkonserviert. Das Umschreiben der RNA in die copy-DNA erfolgt quantitativ mit 

einem Random-Hexamer Primer und dem Enzym Reverse Transkriptase. Die RNA wird so 

quantitativ in cDNA umgeschrieben, die stabiler ist und daher bei -20 C gelagert und einige 

Male aufgetaut und eingefroren werden kann.

3.2.5 Funktionsweise der Real-Time PCR

Die Quantifizierung der cDNA und somit der RNA erfolgt im Real-Time Cycler. Der 

grundlegende Mechanismus der Real-Time PCR ist die klassische PCR. Hierfür werden Taq-

Polymerase (temperaturstabiles Enzym aus Thermophilus aquaticus), ein Puffer für die 

richtigen Reaktionsbedingungen, Desoxynucleotide, Primer, Magnesiumchlorid und ein 

DNA-Template benötigt. Damit die Template-DNA während der PCR exponentiell 

amplifiziert werden kann, muss der Reaktionsansatz in einem Thermocycler ein ganz 

bestimmtes, in Tabelle 3.2 dargestelltes Temperaturprofil durchlaufen:
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Tabelle 3.2: Temperaturprofil und zugehörige Reaktion bei einem PCR-Zyklus

T [ C] Reaktion

95 Denaturierung des doppelsträngigen DNA Templates

50-68 Annealing, also Bindung der Primer an die jetzt einsträngige DNA

72

Polymerisation, Verlängerung der Primer durch die Taq-Polymerase mit dem 

Template DNA-Strang als Matrize

Die PCR eignet sich für quantitative Untersuchungen, da die Konzentration an DNA in jedem 

Zyklus bzw. im Endzyklus der PCR proportional zur eingesetzten Anfangskonzentration des 

Templates ist. Durch quantitatives Auftragen der PCR-Produkte auf ein Gel z. B. können 

Rückschlüsse auf die Anfangskonzentration einer unbekannten Probe gezogen werden, 

besonders wenn die Intensität der Bande densitometrisch mit einem Standard bekannter 

Ausgangskonzentration verglichen wird. 

Bei der Real-Time PCR kann der Status der PCR jederzeit während des Laufes überprüft 

werden, da sich zum PCR-Reaktionsansatz zugegebene Fluoreszenzmarker fast zeitgleich mit 

der Entstehung eines neuen DNA-Stranges an die DNA anheften und ein Fluoreszenzsignal 

freisetzen. So kann durch die ständige Messung der Zunahme an Fluoreszenz nicht nur das 

Endergebnis einer PCR sichtbar gemacht werden, sondern ihr gesamter Verlauf.

SYBR-Green I Dye Real-Time PCR

Der für die Real-Time PCR verwendete Fluoreszenzmarker (DNA-bindende Farbe) muss 

folgende Kriterien erfüllen:

• Gesteigerte Fluoreszenz bei Bindung an doppelsträngige DNA

• Keine Inhibierung der PCR

Wenn Sybr-Green I Dye zur PCR-Reaktion hinzugegeben wird, bindet die Farbe sofort an alle 

doppelsträngigen DNA Moleküle in der Probe. Während der PCR amplifiziert die DNA-

Polymerase dann die Zielsequenz, dabei entstehen die PCR-Produkte, die Amplifikate. Die 

Sybr-Green I Dye bindet an jede Kopie doppelsträngiger DNA und während des PCR-

Prozesses werden immer mehr Amplifikate hergestellt. Da Sybr-Green an diese bindet, steigt 

die Fluoreszenz im Reaktionsgefäss proportional mit der Herstellung des PCR-Produktes an.

Die Vorteile der Sybr-Green PCR sind, dass Sybr-Green bei der Amplifikation jeder 

beliebigen Zielsequenz verwendet werden kann. Es ist im Vergleich zur TaqMan Real-Time 
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PCR keine spezifische Sonde notwendig (Probe), die die Kosten und den 

Optimierungsaufwand der PCR deutlich erhöht.

Ein Nachteil der Sybr-Green Chemie ist, dass der Fluoreszenzfarbstoff an jede 

Doppelsträngige DNA bindet, also auch an unspezifische PCR-Produkte oder Primer-Dimere.

Die PCR-Produkte sollten auf jeden Fall bei der Optimierung der PCR im Agarose-Gel 

überprüft werden. Es kann zusätzlich bei jeder PCR eine Dissoziationskurve erstellt werden, 

die angibt ob das gemessene PCR-Produkt spezifisch amplifiziert wurde. 

Abbildung 3.2 zeigt ein Reaktionsschema der Real-Time PCR mit dem Fluoreszenz-Farbstoff 

Sybr-Green, daneben ist das Grundprinzip der PCR dargestellt auf dem die Real-Time PCR 

basiert. Die angegebenen Temperaturen sind Beispiele, um das Temperaturprofil im 

Thermocycler darzustellen, sie müssen je nach Zielsequenz optimiert werden.
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Abbildung 3.2: Schema der Sybr-Green Real-Time PCR, applied biosystems, und die PCR Reaktion. 
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Real-Time PCR Systemen 7300 und 7500 detektiert wird.

Ablauf der SYBR
®

-Green PCR Reaktion
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Abbildung 3.3: Dissoziationskurven, applied biosystems

In Abbildung 3.3 ist eine Dissoziationskurve dargestellt wie sie während der Real-Time PCR 

aufgenommen wird. Bei der Erstellung der Dissoziationskurve misst der Cycler die 

Temperatur, bei der sich die Primer wieder vom Template lösen, also die Schmelztemperatur 

der Primer. Bindet ein Primer unspezifisch an das Template, ist die Bindung weniger fest als 

die spezifische und der Primer löst sich bei einer niedrigeren Temperatur vom Template. Die 

für diese Reaktion gemessene, niedrigere Schmelztemperatur weist auf unspezifische 

Produkte hin. Dissoziationskurven können nur mit der neuen Generation der Real-Time 

Cycler gemessen werden.

Begriffe und Definitionen 

ROX:

In den handelsüblichen Real-Time PCR Syber-Green Master Mixen ist ein Marker zur 

passiven Referenz zugegeben, der nicht an der Reaktion selber teilnimmt. Dieser Marker wird 

als interne Referenz genutzt gegen die das Sybr-Green-dsDNA Fluoreszenz-Signal 

normalisiert werden kann. Diese Normalisierung ist notwendig damit Fluktuationen der 

Fluoreszenz korrigiert werden können. Diese Fluktuationen entstehen durch Variationen des 
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Reaktionsvolumens oder Veränderungen der Konzentration von an der Reaktion 

teilnehmenden Komponenten. Der passive Referenzmarker wird als ROX bezeichnet.

Rn Wert:

• Rn: Intensität der Emission des Sybr-Green/Intensität der Emission von ROX

• Rn

+

 = Rn: Intensität der Emission aller Reaktionskomponenten, einschliesslich des 

Templates

• Rn

-

 = Rn: Intensität einer Probe die nicht an der Reaktion teilnimmt (Negativkontrolle, 

z.B. NTC: No Template Control, Reaktionsansatz ohne Template)

• n= (Rn

+

)- (Rn

-

) n die Höhe des Signales angibt, dass durch die jeweiligen 

Reaktionsbedingungen bei der PCR bestimmt wird

CT Wert:

Der Threshold Cycle bezeichnet die Zyklenzahl bei der Real-Time PCR, bei der zum ersten 

Mal ein Anstieg der Fluoreszenz über die Grundlinie erfasst wird. In einem PCR-System mit 

100% Effizienz nimmt der CT-Wert mit jeder Verdopplung der Startkopienzahl um einen

Zyklus ab. Abbildung 3.4 zeigt beispielhaft den CT-Wert aufgetragen über der Zyklenzahl.

Abbildung 3.4: Datenaufnahme während der Real-Time PCR, applied biosystems

Quantifizierungsstrategie: Relative Quantifizierung mit Standardkurve

Die PCR ist eine Reaktion, die exponentiell verläuft. Eine 100%-ige Effizienz der Reaktion 

entspricht einer Verdopplung der PCR-Produkte des vorigen Zyklus, mathematisch wird diese 

Reaktion wie in Gleichung 3.3 beschrieben:
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Y = X (1 + E)
n

Gleichung 3.3: Berechnung der Amplifikatkonzentration während der PCR

Dabei ist Y die Menge an hergestelltem Amplifikat (z.B. in [Kopien]), X die Startkopienzahl 

zu Beginn der PCR, E die Effizienz der Reaktion und n die Anzahl der PCR-Zyklen. Zur 

Erstellung einer Standardkurve wird die Gleichung in ihre logarithmierte Form 

umgeschrieben wie Gleichung 3.4 zeigt:

log Y = log X + n log (1 + E)

Gleichung 3.4: Darstellung der Standardkurve 

Die graphische Darstellung der Standardkurve erfolgt wie in Abbildung 3.5, indem der CT-

Wert über dem Logarithmus der Startkopienanzahl aufgetragen wird:

Abbildung 3.5: Standarkurvenerstellung in der Real-Time PCR, applied biosystems

Daraus leitet sich die Steigung s der Geraden ab, wie Gleichung Gleichung 3.5 zeigt: 

s = -1 / (log 1 + E)

Gleichung 3.5: Steigung der Standardkurve



Material und Methoden -29-

Hieraus wird dann  mit Gleichung 3.6 die Effizienz E der PCR-Reaktion berechnet:

E = 10
1/s

- 1

Gleichung 3.6: Effizienz der PCR-Reaktion

Dabei ist die Effizienz der PCR umso höher, je kürzer das Amplifikat ist:

Tabelle 3.3 zeigt die Effizienzen für verschieden lange Amplifikate, die mit konventionellen 

Endpunktmethoden bestimmt wurden [62]:

Tabelle 3.3: Effizienz in der Real-Time PCR für verschieden lange Amplifikate, applied biosystems [62]

Die in Abbildung 3.5 dargestellte Standardkurve kann auch mit der allgemeinen 

Geradengleichung Gleichung 3.7 mathematisch beschrieben werden.

y = m x + t

CT = m log X + t

Gleichung 3.7: Allgemeine Geradengleichung und Standardkurve

Dabei ist m die Steigung der Geraden und t ihr y-Achsenabschnitt. Wird über eine 

Standardkuve mit bekannter Steigung und bekanntem y-Achsenabschnitt einer bekannten 

Konzentration ein CT-Wert zugeordnet, so kann aus Gleichung 3.7 die Kopienzahl X einer 

unbekannten Probe über ihren CT berechnet werden, wie Gleichung 3.8 aufzeigt.

X = 10 exp ((C T – t) / m)

Gleichung 3.8: Konzentrationsberechnung in der Probe über die Standardkurve

Bei der relativen Quantifizierung soll dem gemessenen Signal eine Startkopienzahl oder 

Konzentration zugeordnet werden. Der dazu verwendete Standard bekannter Konzentration 
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besitzt die gleiche Sequenz wie die zu amplifizierende Zielsequenz: gleiche Amplifikatlänge, 

gleiche Nucleotidabfolge und die Verwendung der gleichen Primer stellt sicher, dass die 

Effizienz der Reaktion von Standard und Probe annähernd gleich läuft. 

Um die Standards herzustellen wird die zu quantifizierende Sequenz amplifiziert, in einen 

Vektor eingebracht und kloniert. 

Diese Art der Quantifizierung ist relativ, da die Messergebnisse relativ zu einem 

Standardprobenmaterial (endogene Kontrolle) angegeben werden. Die gemessene Menge der 

Zielsequenz wird bezogen auf die Kopienzahl eines House-Keeping -Actin, 

dessen Menge in genau der gleichen Probe mitbestimmt wird. Vorraussetzung ist, dass das 

Expressionsniveau des House-Keeping Genes im untersuchten Gewebe konstant ist und auch 

nicht durch die Versuchsbedingungen reguliert wird. -Actin ist genauso wie z.B. GAPDH 

dafür bekannt, dass sein Expressionsniveau in jedem Gewebe konstant ist. Für die 

experimentellen Proben wird die Menge der Zielsequenz anhand der erstellten Standardkurve 

bestimmt und dann durch die Kopienzahl der endogenen Kontrolle dividiert, die ebenfalls mit 

einer Standardkurve für diese erstellt wird. Durch die Divison fällt die Einheit der 

Standardkurven heraus und es kommt zu einer relativen Quantifizierung. Diese Art der 

Quantifizierung wird dann an z.B. unbehandelten (Kontrollen) und behandelten Proben 

durchgeführt und die Ergebnisse miteinander verglichen. 

Richtlinien für das Primerdesign

Bei der Auswahl der Primer für die Sybr-Green Real-Time PCR gelten folgende Richtlinien:

• Die Primer können so nahe wie möglich aneinander liegen, vorausgesetzt sie 

überlappen nicht.

• Der GC-Gehalt der Primer sollte 20-80% betragen.

• Die Abfolge identischer Nucleotide hintereinander sollte vermieden werden. Dies gilt 

vor allem für G (Guanin).

• Die Schmelztemperatur Tm sollte 58°C bis 60°C betragen.

• Die fünf Nucleotide am 3´-Ende sollten nicht mehr als zwei G´s oder C´s beeinhalten.

• Die amplifizierte Sequenz sollte ein oder mehrere Introns überspannen, um eine 

Coamplifikation von genomischer DNA auszuschliessen.

• Ist die Auswahl intronüberspannender Primer nicht möglich, sollten RT
-

Kontrollen 

mit diesen Primern durchgeführt werden, das heisst es wird eine Real-Time PCR mit 

RNA durchgeführt. Entsteht ein PCR-Produkt, so besteht die Gefahr der 

Coamplifikation von DNA.



Material und Methoden -31-

• Das Primerpaar soll spezifisch an das Zielgen binden und keine Pseudogene bzw. 

verwandte Sequenzen amplifizieren.

Es gibt eine Software von applied biosystems mit der Primer für die Real-Time PCR 

entworfen werden können. Bei der Sybr-Green PCR funktionieren aber normale PCR-Primer,

die die obigen Bedingungen erfüllen. Diese können kostenlos mit den im Internet 

angebotenen Programmen wie z B. ePrimer3 entworfen werden.

3.2.6 Technische Details des Real-Time PCR Gerätes

Strahlengang im 7700 SDS

Mit dem folgenden Schema des 7700 SDS von Applied Biosystems, das Abbildung 3.6

beschreibt, soll der Strahlengang zur Messung der Fluoreszenzsignale bei der Real-Time PCR 

veranschaulicht werden.

Abbildung 3.6: Strahlengang zur Messung der Fluoreszenzsignale im 7700 SDS, applied biosystems

Die Fluoreszenzanregung erfolgt mittels eines Argon-Lasers, dessen Strahl über einen 

dichroiden Spiegel auf einen Multiplexer (MUX) umgeleitet wird. Der MUX ist über 96 
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Lichtleiter mit dem optischen Heizdeckel der Thermocyclers verbunden, wobei diese über 

einer der 96 Linsen enden. Mit der MUX wird der Laserstrahl auf die einzelnen Positionen 

verteilt. Von der Linse fokussiert geht der Strahl in das geschlossene PCR-Reaktionsgefäss, 

regt dort die Fluoreszenzemission an, die den Cycler über den jeweils selben optischen Leiter 

wieder verlässt. Die Fluoreszenz besitzt eine anderen Wellenlänge als der Laserstrahl und 

wird deshalb von einem dichroiden Spiegel reflektiert, über eine Linse erneut fokusiert, auf 

einen Spektrographen geleitet und mittels einer CCD (Charge-Coupled Device) Kamera in ein 

elektrisches Signal umgewandelt. Somit sammelt die CCD Kamera für jede Probe alle sieben 

Sekunden die Emissiondaten von 500nm bis 660nm. 

Datenaufnahme

• Bei dem Messsystem handelt es sich um ein laserstimuliertes (488nm) 

Fluoreszenzemissionsspektrum

• Die Laserstimulierte Fluoreszenzanregung dauert pro Reaktionsgefäss 25-50ms (je 

nach Modus), so dass inklusive Bewegungszeiten der Optik eine Microtiterplatte in ca. 

7s gemessen werden kann

• Die Fluoreszenzemission passiert einen Filter, der nur Licht >503nm durchlässt

• Der Spektrograph teilt die Fluoreszenz (500-660nm) in ein bestimmtes Muster und 

leitet sie auf eine CCD Kamera weiter

• Die CCD Kamera teilt das Spektrum in 32 Datenpunkte ein und wandelt das Signal als 

Pixel in Intensitäten um (relative Kalibrierung, die Pixelintensität variiert von System 

zu System)

• Durch Vergleich mit den Referenzspektren erfolgt eine Multikomponenten-Analyse, 

über die die spektralen Anteile der verwendeten Farben am Emissionsspektrum 

herausgerechnet werden

• Erstellen der Datenpunkte für jedes Reaktionsgefäss, Berechnung des Mittelwertes

• Normalisieren auf das Signal der passiven Referenz

• Berechnung der Grundlinie aus dem Signal der Zyklen 3-15

• Multipliziert mit 10 × Standardabweichung = CT Wert
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7500 Real-Time PCR System

Abbildung 3.7: 7500 Real-Time PCR System, applied biosystems

In dieser Arbeit wurde, wie in Abbildung 3.7 dargestellt, mit dem 7500 Real-Time PCR 

System gearbeitet, dass auf der oben beschriebenen Funktionsweise des 7700 SDS basiert. 

Zur Fluoreszenzanregung wird hier eine Tungsten-Halogenlampe verwendet. Zusätzlich 

besteht das optische System aus fünf Anregungs-, fünf Emissionsfiltern und einer CCD-

Kamera. Die fünf Anregungsfilter ermöglichen dem Gerät Farben bei längeren Wellenlängen 

(z.B. Rot) anzuregen, woraus eine höhere Sensibilität und Präzision in Bezug auf diese Farben 

resultiert. Der Thermocycler weist eine Temperaturspanne von 4°C-100°C auf, die Kühl-

bzw. Heizrate beträgt +/- 1,6°C/sec. Die Dauer einer PCR beträgt 1h 50min, mit 

Dissoziationskurve 2h 18min.

3.2.7 Klonierung der Standards

Klonierungsstrategie

Zur Klonierung der Real-Time PCR Standards werden die PCR-Produkte der Real-Time PCR 

auf ein Agarose-Gel aufgetragen. Mit dem Gel wird überprüft, ob jedes Primerpaar spezifisch 

bindet und die gewünschten PCR-Produkte in einheitlicher Grösse und in ausreichender 

Menge produziert. Danach werden die PCR-Produkte aus dem Gel herausgeschnitten und 

aufgereinigt, um dann erneut als Template für eine PCR mit den selben Primern zu dienen.

Dieser Schritt garantiert ein sauberes PCR-Produkt in ausreichender Menge, dass dann in den 

Vektor kloniert werden kann. Die PCR Produkte werden schliesslich in den Vektor eingefügt. 

Mit diesen Vektor können mit Taq-Polymerase hergestellte PCR-Produkte ligiert und dann 
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kloniert werden, er besitzt 3´-Thymidin Überhänge für TA-Klonierungen. Das die Reaktion 

katalysierende Enzym, die Topoisomerase, ist kovalent an den Vektor gebunden weshalb 

dieser auch als aktivierter Vektor bezeichnet wird. Bei der Klonierung wird die vom Template 

unabhängige terminale-Transferase-Aktivität der Taq-Polymerase genutzt, die ein einziges 

Desoxyadenosin-Molekül an das 3´-Ende eines jeden PCR-Produktes hängt. Da der Vektor 

mit einem einzelnen, am 3´-Ende überhängenden Desoxythymidin versehen ist, kann das 

PCR-Insert effizient in den Vektor ligiert werden. Die Topoisomerase I aus dem Vaccinia 

virus bindet an spezifischen Stellen an doppelsträngige DNA und schneidet nach dem Signal 

5´-CCCTT das Phosophodiester-Rückgrat in einem Strang [63]. Die Energie der gebrochenen 

Phosphodiester-Bindung wird in Form einer kovalenten Bindung zwischen dem 3´-Phosphat 

des geschnittenen Stranges und einem Tyrosyl-Rest der Topoisomerase wieder manifestiert. 

Daraufhin kann die entstandene Phospho-Tyrosyl-Bindung zwischen der DNA und dem 

Enzym von der 5´-Hydroxyl-Gruppe des geschnittenen Stranges angegriffen werden. Die 

Reaktion läuft umgekehrt ab und setzt dabei die Topoisomerase frei [64]. PCR-Produkte 

können so sehr effizient kloniert werden, die Dauer der Ligation beträgt nur noch 5 Minuten 

anstatt bis zu 16h wie bei dem Enzym Ligase. Nach der Ligation werden die Vektoren in 

kompetente E. Coli TOP10 Zellen transformiert. Nach der Selektion durch ein Antibiotikum 

in Agar-Platten werden einzelne Klone von der Patte gepickt und mittels einer PCR mit 

Sequenzierprimern auf ein Insert hin überprüft. Positive Klone werden in einer 

Übernachtkultur angezogen und das Plasmid mit dem gewünschten Insert wird isoliert. In 

einer PCR mit den spezifischen Real-Time PCR Primern für das jeweilige Insert und einem 

darauffolgenden Agarosegel wird noch einmal überprüft, ob das Plasmid das richtige Insert 

trägt.

Verdau

Da geschlossene Plasmide supercoiled (verknäuelt) vorliegen, würde bei der Anwendung von 

geschlossenen Plasmiden als Standard die Messkurve der Real-Time PCR bei jeder 

Standardkurve mit unterschiedlicher Effizienz, d.h. mit unterschiedlicher Steigung verlaufen. 

Dies geschieht, da die Primer beim Annealing unterschiedlich lange benötigen, bis sie am 

Plasmid die richtige Bindungsstelle gefunden haben. Deshalb werden die Standards vor ihrer 

Verwendung einmal mit einem Restriktionsenzym geschnitten. Das circuläre Plasmid wird 

dann linear und die Primer können sich besser an die Zielsequenzen anlagern. Es muss vorher 

überprüft werden, dass das ausgewählte Restriktionsenzym das Plasmid nur einmal und das 
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Insert gar nicht schneidet. Nach dem Verdau wird in einem Agarosegel überprüft, ob die 

Plasmide vollständig verdaut wurden.

Einstellen der Konzentration

Die Konzentration der verdauten Plasmide wird im Photometer gemessen. Da die Anzahl der 

Nucleotide des Vektors nPlasmid und die der Inserts nInsert bekannt ist kann nach Gleichung 3.9

berechnet werden, wie viele Nucleotide nges ein Plasmid enthält:

nges [bp] = nPlasmid [bp] + nInser t[bp]

Gleichung 3.9: Berechnung der Nucleotidzahl im Plasmid mit Insert

Die Anzahl an Nucleotiden in der Probe nNuc lässt sich aus der gemessenen Konzentration c 

über das Molekulargewicht eines Basenpaares MB und die Avogadro-Konstante NA nach 

Gleichung 3.10 berechnen:

nNuc [bp/ l] = (c [g/ l] / MB [g/mol]) × NA [bp/mol] 

Gleichung 3.10: Berechnung Gesamtnucleotidzahl in der Probe

Dabei beträgt NA = 6,23 × 10
23

bp/mol und MB = 660g/mol. Um die Konzentration an 

Plasmidkopien cPlasmid in der Probe zu erhalten, wird die Anzahl an Nucleotiden nNuc in der 

Probe durch die Gesamtanzahl der Nucleotide des Plasmides mit Insert nges geteilt wie in 

Gleichung 3.11 beschrieben:

cPlasmid [Kopien/ l] = nNuc [bp/ l] / nges[bp] 

Gleichung 3.11: Berechnung der Plasmidkonzentration

Da jedes Plasmid aber aus doppelsträngiger DNA besteht, ist die Konzentration der 

Zielsequenz cZielsequenz doppelt so hoch wie die Konzentration der Plasmide und berechnet sich 

nach Gleichung 3.12:



Material und Methoden -36-

cZielsequenz = cPlasmid [Kopien/ l] ×2

Gleichung 3.12: Berechnung der Plasmidkonzentration unter der Berücksichtigung doppelsträngiger DNA

Nach der Berechnung der Konzentration können die Standards auf die gewünschte 

Kopienzahl verdünnt werden.
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4 Durchführung

4.1 Tiermodell und Entnahme der Proben

Bei 12 Wistar-King Ratten wurden Teile des M. latissimus dorsi durch intramuskuläre 

Implantation von P3HB-Gerüsten immobilisiert. Auf jeder Seite der Wirbelsäule wurde ein 

Gerüst implantiert, also zwei Gerüste pro Ratte. Die Orte der Implantate wurden mittels 

statistischer Randomisierung ermittelt. Nach 49 bzw. 98 Tagen wurden jeweils sechs Ratten 

getötet und die Implantate und das umliegende Gewebe für die genetische Untersuchung 

konserviert. Pro Ratte wurden vier Muskelproben (auf jeder Seite zwei) genommen. Als 

Kontrollgruppe dienten acht Ratten, die keine Implantate trugen. Die Proben wurden bei -

80 Abbildung 4.1 (a) zeigt ein Implantat im M. latissimus dorsi der 

Ratte, Abbildung 4.1 (b) die Region des Muskels, aus der die Proben entnommen wurden.
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Abbildung 4.1: (a) Implantiertes P3HB-Gerüst, ca. 24 Tage nach der Implantation

(b) Muskulatur unter dem Gerüst, aus dem kreisförmigen Bereich wurden die Proben ent-

nommen

4.2 Primerdesign

Zuerst wurde in der Internet-Datenbank NCBI nach den Zielsequenzen, den mRNA-

Sequenzen der Ratte für die MHC-Isoformen I, IIa, IIb, IIx und beta-actin gesucht. 

Die Primer wurden wenn möglich Intron-überspannend entworfen, damit die Amplifikation 

von genomischer DNA ausgeschlossen werden kann. Zur Analyse der Exon-Intron Struktur 

der Zielsequenz wurde diese mit dem Programm BLAT mit dem Genom der Ratte verglichen. 

Dazu wird die mRNA Sequenz aus NCBI im Fasta-Format in das dafür vorgesehene Feld auf 

der Web-Site von BLAT eingefügt. Nach der Auswahl des Organismus und dem Start des 
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Programms zeigt dieses die Exons der zugehörigen gDNA Sequenz blau und die Introns 

schwarz an. Da die in der Datenbank angebotenen Sequenzen für MHC-IIa und IIb nur aus 

einem einzigen Exon bestanden, konnten diese Primer nicht intron-überspannend gewählt 

werden. Zur Kontrolle müssen bei diesen Proben RT
-

Kontrollen durchgeführt werden, das 

heisst es wird eine Real-Time PCR mit der RNA der Probe durchgeführt um diese auf 

genomische DNA zu testen.

Die Primer wurden schliesslich unter der Verwendung des Programms EPRIMER3 

ausgesucht. Die optimale Länge für Primer wurde mit 18-21 Nucleotiden angegeben. Es 

wurde darauf geachtet, dass die Schmelztemperatur der Primer bei Tm = 60 C liegt, damit 

ergibt sich dann in der PCR eine Annealing-Temperatur von mindestens TA = 58 C. Die 

Optimale Produktlänge liegt zwischen 50bp und 150bp und die Zielsequenz wurde so 

angegeben, dass Forward- und Reverse Primer je auf einem Exon liegen und das Produkt das 

dazwischenliegende Intron überspannt. Der GC-Gehalt der Primer sollte zwischen 20% und 

80% liegen. 

4.3 RNA-Isolation

Das bei -80 C gelagerte Muskelgewebe von Ratten wurde mit Flüssigstickstoff im Mörser 

zermahlen. Das zerkleinerte Gewebe wurde mit einem Spatel in ein 1,5ml Reaktionsgefäss 

gegeben und über die noch gefrorene Probe wurden 300µl Puffer RLT mit 2-Mercaptoethanol 

nach Anleitung pipettiert. Die Homogenisation des Gewebes erfolgte dann im Qiashredder.

Die weitere RNA-Isolation erfolgte genau nach dem Handbuch für den entspechenden Kit des 

Herstellers Qiagen. Wenn genügend Probenmaterial zur Verfügung stand wurde die RNA mit 

dem RNeasy Fibrous Tissue Mini Kit isoliert, bei weniger Probenmaterial mit dem RNeasy 

Micro Kit, aber in beiden Fällen nach dem Protokoll für Fibrous Tissues.

4.4 Herstellung von Agarose-Gelen

Die für die Herstellung von Agarose-Gelen benötigte Menge an Agarose wurden abgewogen 

(bei einem 1,5% igem Gel z.B. 0,6g Agarose auf 40ml TBE-Puffer) und für ein Gel 40ml 

TBE Puffer zugegeben. Das Agarose-TBE Gemisch wurde in der Microwelle zwei- bis 

dreimal aufgekocht, bis eine homogene, klare Flüssigkeit entstand. Nach Abkühlen des 

Gemisches auf ca. 60ºC wurde 1µl Ethidiumbromid zugegeben und das Gel in den Schlitten 

gegossen. Danach wurde der Kamm für die Taschen auf den Schlitten aufgesetzt. 
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Nachdem das Gel abgekühlt und fest war, wurde der Kamm gezogen und der Schlitten mit 

dem Gel in die Gelkammer eingesetzt. Diese wurde dann mit TBE Puffer befüllt, so dass das 

Gel gut mit Flüssigkeit bedeckt war. Jeweils 2µl der isolierten RNA wurden mit 1µl 

Probenpuffer und 7µl aqua ad injectabila zusammenpipettiert. Die 10µl Probe wurden dann in 

je eine Geltasche pipettiert. Als Grössenstandard wurde für 1,5%ige Agarosegele ein 100bp 

DNA Marker mit auf das Gel aufgetragen, für 3% ige Gele ein 25bp DNA Marker. Vom 

Marker wurden jeweils 1µl Marker, 1µl Probenpuffer und 8µl aqua ad injectabila gemischt 

und auf das Gel pipettiert. Das Gel lief ca. 40 Minuten bei einer Spannung von 90V. Danach 

wurde die RNA im UV-Licht detektiert, das Gel abfotografiert und die Ergebnisse 

dokumentiert. 

4.5 Reverse Transkription

Gleich nach der Isolation der RNA fand die reverse Transkription statt. Dazu wurde nach der 

Messung der RNA-

Bei weniger Probenmaterial wurden 100- bis 

500ng RNA umgeschrieben.

Für 10 -fach konzentrierter Mastermix für die reverse Transkription werden wie in Tabelle 

4.1 dargestellt folgende Volumina pipettiert:

Tabelle 4.1: Mastermix für die reverse Transkription

Reagenz Volumen [ l]

10×RT Puffer 2

dNTP Mix    0,8

Random Hexamer Primer 2

Multiscribe Reverse Transkriptase 1

Aqua ad injectabila 4,2

10

ad injectabila 

aufgefüllt. Dazu wurden 10  2 × Master-Mixes pipettiert. Der Ansatz wurde dann in den 

Thermocycler gestellt und das in Tabelle 4.2 angegebene Temperaturprofil gefahren.
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Tabelle 4.2: Temperaturprofil für die Reverse Transkription

T [ C] t [min]

25 10

37 120

Nach der reversen Transkription wurde die cDNA für die Real-Time PCR 1:10 bis 1:50

verdünnt. Die Stocklösung und vier 20 -Aliquots der verdünnten cDNA wurden bei -20 C 

gelagert. 

4.6 Klonierung der Standards

4.6.1 Aufreinigung der zu klonierenden PCR-Fragmente

Mit aus Muskulatur von Kontrollratten gewonnener cDNA wurde eine Sybr-Green Real-Time 

PCR durchgeführt. 2  der 1:10 verdünnten cDNA wurden mit den Primerpaaren 

rnMHC1.for/rnMHC1.rev, rnActb.for/rnActb.rev, rrMHC2a.for/rrMHC2a.rev, 

rrMHC2b.for/rrMHC2b.rev und rrMHC2x.for/rrMHC2x.rev in einem PCR-Ansatz mit 25

Gesamtvolumen amplifizert.  Die 

PCR-Produkte wurden mit einem 25bp-Marker als Grössenstandard auf ein 1,5% iges,

ethidiumbromidhaltiges Agarosegel aufgetragen. Das Gel lief in der Elektrophoresekammer 

mit 1 × TBE Puffer ca. 35 Minuten bei 100V. Danach wurde das Gel auf einen UV-Tisch 

gelegt und die Banden mit einem Skalpell herausgeschnitten. Die ausgeschnittenen Banden 

wurden in ein Eppendorff-Reaktionsgefäss gegeben, gewogen, und das PCR Produkt dann mit 

dem Qiaquick Gen-Elute Gel-Extaktions Kit aufgereinigt. 

Das aufgereinigt PCR-Produkt dient dann wiederum als Template für eine erneute PCR im 

Thermocycler mit den jeweiligen für das Template spezifischen Primern aus der Real-Time 

PCR. Den Ansatz für die PCR beschreibt Tabelle 4.3. 
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Tabelle 4.3: Zusammensetzung des Reaktionsansatzes für die Klonierungs-PCR

Reagenz Volumen l]

10×Puffer 2,5

MgCl2 (25mM) 4

dNTP´s (50mM each) 2

Primer forward (10 M) 1

Primer reverse (10 M) 1

Ta 0,5

Template 6

Aqua ad injectabila 8

25

Die zusammenpipettierten Ansätze wurden in den Thermocycler gestellt und folgendes 

Programm eingegeben und gestartet:

95 C 5min (95°C 30s, 60 C 30s, 72 C 30s) × 25, 72 C 7min. Nachfolgend wurden die PCR-

Produkte im Agarose-Gel überprüft, danach erfolgte sofort die Klonierung des frischen PCR-

Produktes. 

4.6.2 TOPO-Klonierung der Standards

Die TOPO-Cloning Reaktion wurde wie in Tabelle 4.4 zusammenpipettiert:

Tabelle 4.4: Ansatz für die TOPO-Cloning Reaktion

Reagenz Volumen l]

Salzlösung 1

TOPO Vektor 1

Frisches PCR-Produkt 1

Aqua ad injectabila 3

5

Der Reaktionsansatz wurde vorsichtig gemischt und bei Raumtemperatur für 10-15 Minuten 

inkubiert. Danach wurde der Reaktionsansatz auf Eis gestellt und mit einer ONE SHOT 
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chemischen Transformation fortgefahren. Dazu wurden 2µl des Klonierungsansatzes in ein 

Reaktionsgefäss mit OneShot TOP10 chemisch kompetenten E.coli pipettiert und der Ansatz 

vorsichtig gemischt. Der Transformationsansatz wurde für 15 Minuten auf Eis inkubiert. Für 

die Transformation erfolgte ein Hitzeschock der Zellen bei 42 C für 60 Sekunden. Danach 

wurde die Reaktion wieder auf Eis gestellt und 250µl SOC Medium zupipettiert. Der Ansatz 

wurde im Schüttelinkubator im geschlossenen Gefäss bei 37°C und 200rpm für 1h inkubiert. 

Nach der Inkubation wurden 50µl der Bakteriensuspension auf eine vorgewärmte selektive 

Agarplatte mit 100µM Ampicillin aufgetragen und ausgespatelt. Die Agarplatten wurden bei 

37°C im Brutschrank über Nacht inkubiert. Nach der Inkubation waren am nächsten morgen 

die Klone mit einem aufgenommenem Plasmid als Bakterienkolonie auf der Agarplatte 

sichtbar. 

Es wurden pro Klonierung 10 Klone mit Pipettenspitzen von der Platte gepickt. Die Klone 

wurden in 100  LB-Medium im 1,5ml Reaktionsgefäss aufgenommen und auf einer neuen 

selektiven Platte (Masterplatte) erneut nummeriert und ausgestrichen. Diese Platte wurde im 

Kühlschrank aufbewahrt. Um zu überprüfen der Vektor der Klone ein Insert aufgenommen 

hat, wurden 0,5  der Klone in LB-Medium als Template für eine PCR mit M13-Primern 

verwendet, für die das Plasmid Bindungsstellen besitzt. Der PCR-Ansatz für den M13 Test ist 

in Tabelle 4.5 angegeben.

Tabelle 4.5: PCR-Ansatz für den M13-Test der Klone

Reagenz Volumen l]

10×Puffer 2,5

MgCl2 (25mM) 2,5

dNTP´s (50mM each) 2

M13 Primer for (10 ) 0,5

M13 Primer rev (10 0,5

Taq Polymerase (5 ) 0,3

Aqua ad injectabila 16,2

Template (Klon in LB-Medium) 0,5

25

Der Thermocycler wurde auf das folgende Temperaturprofil programmiert:

95 C 5min (95 C 30s, 56 C 30s, 72 C 30s) × 25, 72 C 7min.
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Die PCR-Produkte wurden dann auf einem Agarose-Gel überprüft. Dazu wurden 4

Probenpuffer zu dem PCR-Produkt gegeben und 12 dieses Gemisches auf das Gel 

aufgetragen.

Von den Klonen mit Insert wurde eine Übernachtkultur angesetzt. Dazu wurde ein 1ml 

Falcon-Röhrchen mit 5ml ampicllinhaltigem LB-Medium mit der Impföse von der Master-

Platte angeimpft. Die Kultur wurde über Nacht im Schüttler bei ca. 400rpm und 37°C 

inkubiert. Aus der Übernachtkultur wurden am folgenden Tag die Plasmide mit den 

klonierten Standards isoliert, es wurde der S.N.A.P. Minipräp Kit verwendet. Damit die 

Plasmide linear vorliegen, wurden sie in einem Restriktionsverdau einmal geschnitten. Vorher 

wurde mit den bekannten Plasmid- und Insertsequenzen und mit Hilfe der Programmes 

Webcutter ein Restriktionsenzym ermittelt, dass die Inserts nicht und jedes Plasmid genau 

einmal schneidet. Folglich wurden die fünf Plasmide mit SpeI verdaut. Tabelle 4.6

veranschaulicht den Reaktionsansatz für den Verdau.

 Tabelle 4.6: Restriktionsansatz für den Verdau der Standards

Reagenz Volumen l]

10 × Puffer mit BSA 3

SpeI 2

Plasmid DNA(ca. 30µg) 25

30

Die Restriktionsansätze wurden über Nacht bei 37°C inkubiert. Nach dem Verdau wurde die 

Konzentration der Standards im Photometer bestimmt und die Plasmid-Kopienzahl der 

Standards eingestellt.

Eine Plasmidkarte des Vektors ist in Anhang D dargestellt. 

4.6.3 Einstellen der Standards

Da der Real-Time PCR Cycler genauer misst als ein Photometer, wurden die Standards durch 

mehrmalige Messung im Real-Time Cycler und entsprechende Verdünnung des Standards 

eingestellt. Die Standards wurden so eingestellt, dass die Geraden der untersuchten 

Zielsequenzen möglichst aufeinander liegen, so dass bei allen Standards gleicher CT auch 

gleiche Kopienanzahl bedeutet. Dies ist nicht unbedingt notwendig, erleichtert aber die 
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Übersicht über die Messwerte und die Auswertung. Es wurde weiterhin darauf geachtet, dass 

die erhaltenen Standardkurven reproduzierbar sind. Die Steigung (Effizienz der Reaktion) 

einer Standardkurve muss immer gleich bleiben, ein unterschiedlicher y-Achsenabschnitt 

kann bei der Auswertung rechnerisch korrigiert werden. 

Herstellung der Standardkurven-Aliquots

Um zu gewährleisten dass die Standardkurven auf jeder 96-Well Platte gleich laufen, wurde 

von jedem Gen eine eingestellte Verdünnungsreihe hergestellt und aliquotiert. Dazu wurden 

im 1,5ml Eppendorff-Reaktionsgefäss jeweils für eine 1:10 Verdünung 10  des Plasmids auf 

90 aqua ad injectabila gegeben, gevortext, herunterzentrifugiert und wieder 10  dieser 

vorherigen Verdünnungsstufe auf die nächsten 90 aqua ad injectabila gegeben. So wurde 

von jedem Gen eine Verdünnungsreihe von 0,5 × 10
10

 bis 0,5 × 10
2

Kopien/  hergestellt. 

Von den Verdünnungen 0,5 × 10
6

 bis 0,5 × 10
2

 wurden jeweils 9 Aliquots mit je 10  der 

Verdünnung  hergestellt und bei -20°C eingefroren. Jedes Aliquot wurde nur einmal aufgetaut 

und jeweils 2  in einem 25 Real-Time PCR Ansatz eingesetzt. 

Auswählen des Messbereiches

Als Messbereich wurde der Bereich der Standardkurven von 10
6

 bis 10
3 

Kopien ausgewählt. 

Dies ist der lineare Bereich der Messkurve, bei dem in jedem PCR-Zyklus annähernd eine 

Verdopplung des PCR Produktes erzielt wird. In diesem Bereich sind auch die Schwankungen 

der Messwerte am geringsten. Die Standardkurve hat im linearen Abschnitt eine Steigung von 

maximal -3,3 ct/logKopien. Diese Steigung entspricht einer Effizienz der Reaktion von 100%. 

Dieser Wert wird in der PCR aber nur annähernd und nie vollständig erreicht. Durch Real-

Time PCR´s mit verschiedenen Verdünnungsstufen der cDNA wurde schliesslich die 

Verdünnungsstufe für die Proben gewählt, die innerhalb im Messbereich liegt.

4.7 Real-Time PCR

4.7.1 Einstellen der Primer

Das Einstellen der Primerkonzentrationen für die Real-Time PCR erfolgte nach dem von 

applied biosystems vorgeschlagenem Schema. Allerdings wurden bei jedem Ansatz nur 

Doppelt- anstatt Vierfachbestimmungen vorgenommen und das Reaktionsvolumen betrug 

25 l anstatt der bei applied biosystems vorgeschlagenen 50 l. Es wurden jeweils 8ng cDNA 
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eingesetzt. Nach dem Lauf wurden die Primerkonzentrationen ausgesucht, bei denen die No 

Template Control am wenigs Rn der Reaktion (und somit die 

Ausbeute an PCR Produkt) möglichst hoch und auch der CT-Wert (gute Effizienz) möglichst 

hoch war.

Die Primer wurden zu 5 M Aliquots verdünnt und in -20°C eingefroren. Die 

Konzentrationenskombinationen für die Einstellung der Primer sind nach Tabelle 4.7

zusammengestellt:

Tabelle 4.7: Konzentrationskombinationen für die Einstellung der Primer

Reverse Primer [nM] 50 300 900

50 50/50 300/50 900/50

300 50/300 300/300 900/300

90 50/900 300/900 900/900

Sybr-Green Master Mix, Primer, Wasser und Template wurden jeweils einzeln in die 

entsprechenden Wells pipettiert. Die Plattenkonfiguration für die Einstellung der Primer ist in 

Anhang C dargestellt. Nach dem in Tabelle 4.7 beschriebenen Schema wurden alle Primer 

eingestellt. Zur Messung wurde der Real-Time PCR Cycler auf das in Tabelle 4.8 dargestellte 

Programm eingestellt.

Tabelle 4.8: PCR-Programm für den Real-Time Cycler mit Aktivierung, Denaturierung, Annealing und 

Extension, nach applied biosystems

PCR

Cycle (40 Zyklen)

Aktivierung 

der

Polymerase

Denaturierung

Denaturierung Annealing/Extension

Stufe

Hold Cycle

Temperatur 50ºC 95ºC 95ºC 60ºC

Zeit 2min 10min 15sec 1min

Forward Primer [nM]
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Die Messung der Intensität der Fluoreszenz findet nach jedem einzelnen der 40 Zyklen direkt 

nach dem Annealing (60ºC, 1min dann Fluoreszenzmessung) statt. Auch diese Funktion muss 

beim Real-Time Cycler extra eingestellt werden. Nach der letzten Messung berechnet der 

Real-Time Cycler automatisch die Baseline aus den Ergebnissen der Zyklen 3 bis 15, der 

Threshold wird automatisch bei 0,2 gelegt. Diese Einstellungen können bei Bedarf manuell 

verändert werden.

Die Messung der Dissozationskurve erfolgte während der PCR und nach dem in Tabelle 4.9

aufgezeigten Programm.

Tabelle 4.9: Programm für die Messung der Dissoziationskurve im Real-Time Cycler

Stufe Cycle

Temperatur 95ºC 60ºC 98ºC

Zeit 15s 1min 15s

4.7.2 Vorbereitung des Reaktionsansatzes

Für die Messung der Proben wurden Mastermix, Wasser und Primer nach Tabelle 4.10

zusammenpipettiert:

Tabelle 4.10: Ansatz des Mastermixes für die Real-Time PCR-Messung der Proben

Reagenz MHC-IIa,-IIb,-IIx, Actb   ×1 MHC-I ×1

Aqua ad injectabila 7,5 8,75

SYBR Green Mix 12,5 12,5

Primer for (5 M) 1,5 0,25

Primer rev (5 M) 1,5 1,5

23 23

Ein Mastermix wurde jeweils für eine Doppelbestimmung aller zu messender Proben einer 

Zielsequenz, für eine Doppelbestimmung der jeweiligen Standardkurve und der NTC´s dieser 

Zielsequenz angesetzt und auf einer 96-well Platte verteilt. Es wurden jeweils immer 10% 
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mehr Mastermix als notwendig angesetzt. 23µl des Reaktionsgemisches wurden je in ein Well 

pipettiert, danach wurden 2µl der jeweiligen cDNA in das Well pipettiert.

Auf einer 96-Well Platte wurden immer MHC-I, -IIa und Actb der Proben gemessen, auf 

einer zweiten 96-well Platte, die gleich danach zusammenpipettiert wurde, MHC-IIb, -IIx und 

Actb derselben Probe.

MHC-IIb und IIx wurden nach dem gleichen Schema pipettiert. Die Programmierung am 

Real-Time Cycler für die Messung der Proben erfolgte nach Tabelle 4.8 und Tabelle 4.9

genauso wie für die Einstellung der Primer. Die Einteilung der 96-well Platten für die 

Messung der Proben ist in Anhang C dargestellt. 
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5 Ergebnisse

5.1 RNA Isolation

Die RNA wurde nach der Isolation im Agarosegel überprüft. In Abbildung 5.1 ist die isolierte 

RNA im Agarosegel dargestellt. Mit dem Mini-Kit wurde ungefähr die Hälfte der vom 

Hersteller angegebenen Ausbeute an RNA erreicht, im Durchschnitt wurden aus ca. 30mg 

Gewebe 14µg RNA in 20µl Volumen isoliert (lt. Hersteller 20µg).

Abbildung 5.1: Isolierte RNA im Agarose-Gel

Wie Tabelle 5.1 zeigt, schwankte die mit dem Photometer ermittelte Qualität der RNA:

Tabelle 5.1: Qualitätsmessung der RNA im Photometer

RNA Isolation 260/280 260/230

Mini Kit 1,3-1,8 1,0-2,23

Micro Kit 0,69-1,8 0,7-1,5

Ideal >1,7 >2,0

Bei weniger Probenmaterial wurde die RNA mit dem Micro Kit isoliert. Mit diesem Kit 

wurde nur 1/10 bis 1/100 der vom Hersteller angegebenen Ausbeute erreicht. Die Qualität der 

RNA ist im Hinblick auf Protein- und Huminsäurenkontamination deutlich schlechter als 

1500 bp

600 bp

RNA 1 RNA 2Marker
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beim Mini-Kit. Beim Messwert 260/230 kam die mit dem Micro-Kit isolierte RNA nicht 

einmal annähernd an den idealen Bereich heran. Da die Ausbeute an RNA gering war 

(50ng/12µl), konnte die Qualität der RNA auch nicht mehr im Agarosegel überprüft werden. 

Bei Aufschluss und Homogenisation des Gewebes im Mörser und im Shredder geht viel an 

Probenmaterial und Qualität verloren, deshalb ist dieses RNA-Isolationsverfahren nicht mehr 

für Gewebeproben von Tieren geeignet, die weniger als 10mg Gewebe beinhalten.

Die mit dem Micro-Kit isolierte RNA war als cDNA umgeschrieben bedingt in der Real-Time 

PCR messbar. Die Proben wiesen trotz normal -Actin Werte geringere Absolutmengen an 

allen vier Muskelfasertypen auf (ca. Faktor 10-100). Da aber das Verhältnis von langsamen 

zu schnellen Muskelfasern mit den anderen Proben sehr gut vergleichbar war, wurden die vier 

Muskelfasertypen einer Probe alle mit dem gleichen Faktor multipiziert, um ihre 

Absolutwerte an die anderen Proben anzupassen und die Bildung eines Mittelwertes zu 

ermöglichen.

Ein Grund für dieses Phänomen könnte eine Hemmung der Polymerase in der Real-Time 

PCR sein, die durch die schlechte Qualität der RNA verursacht wird. Huminsäuren hemmen 

nachweislich die Taq-Polymerase [65]. Da die vier Muskelfasertypen aus einer Probe 

gemessen wurden, kann es sein dass bei den Messungen in jedem Well die Kontamination 

gleich hoch war und somit gleiche Anteile der Taq-Polymerase gehemmt wurden. Das erklärt 

auch das intakte Verhältnis von langsamen zu schnellen Muskelfasern, da sich hier der Fehler 

herauskürzt. Die trotzdem normalen Messwerte beim -Actin sind nicht verwunderlich, da die 

PCR´s mit den House-Keeping Genen sehr gut etabliert sind. Diese Reaktionen sind meist 

„unverwüstlich“ und funktionieren so gut wie immer. Eine Kontamination kann 

ausgeschlossen werden, da immer NTC´s mitgemessen wurden. Diese waren immer negativ. 

Die RNA-Isolation mit dem Micro-Kit musste für viele Proben auch wiederholt werden da die 

Dissoziationskurve in der Real-Time PCR bei diesen Proben vermehrt auf unspezifische 

Produkte wies. Eine erneue Messung half nicht, dies konnte nur durch erneute RNA-Isolation 

korrigiert werden.

Ein anderer Grund für die hohen im Photometer gemessenen Huminsäurewerte bei den mit 

dem Micro-Kit isolierten Proben könnte die Tatsache darstellen, dass mit diesem Kit die 

Proben isoliert wurden, von welchen sowieso sehr wenig Probenmaterial vorhanden war. Da 

Huminsäure unter Verwesung mit mangelndem Sauerstoff entsteht, könnte es sein dass bei 

den Proben beim Transport einmal die Kühlkette unterbrochen wurde. Aufgrund des 

geringeren Silica-Gel Säulenmaterials beim Micro-Kit konnte dieser die Huminsäure nicht so 

gut aus der Probe entfernen.
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Es besteht auch die Möglichkeit, dass sich das hier verwendete Verfahren nicht besonders gut 

für geringe Probenmengen eignet, oder der Micro-Kit für fibröse Gewebe nicht gut 

funktioniert. Manchmal reicht schon eine geringe Veränderung im Verfahren (z.B. das 

Umschreiben von weniger als 1µg RNA in cDNA) oder alleine die Anwendung eines anderen 

Kits aus, um das Verhalten der Proben in der Real-Time PCR zu verändern.

Es wurde auch der Versuch unternommen, die cDNA nach der reversen Transkription über 

eine Silica-Gel Säule aufzureinigen mit dem Qiaquick PCR Purification Kit. Die 

n in der Real-Time 

PCR auf und liefen mit viel geringerer Effizienz als die Standards. Die Proben können so 

nicht über die Standardkurve ausgewertet werden.

Ein weiterer Faktor bei der Qualität der RNA ist auch die Zeit der Probennahme nach dem 

Tod der Ratte. Der Abbauprozess im Gewebe beginnt sofort nach dem Tod der Ratte, was 

heisst das Tierproben fast immer Spuren von Verwesung aufweisen wenn nicht blitzschnell 

gearbeitet wurde. Die Zeit nach dem Tod des Tieres bis zum Schockfrieren der Probe in 

Flüssigstickstoff beeinflusst entscheidend die Qualität der RNA. Je länger dieser Zeitraum ist, 

desto mehr Abbauprodukte können im Gewebe entstehen die die Real-Time PCR stören. Die 

Qualität der Probe und der RNA ist die Grundlage für gute Messwerte in der Real-Time PCR. 

Dies gilt besonders für die Arbeit mit Tiergeweben, da hier die Isolation von RNA mehr 

Arbeitsschritte (z.B. Zerkleinerung im Mörser, Homogenisation im Shredder, Verdau des 

Bindegewebes) verlangt als bei der RNA-Isolation von z.B. Zellen. Mehr Arbeitsschritte 

bedeuten immer mehr Verlust an Probenmaterial, mehr Kontaminationsgefahr und mehr 

Fehler die in den Arbeitsablauf eingebracht werden. Je geringer die Menge an Probe ist, mit 

der gearbeitet wird, desto stärker werden diese Effekte sichtbar da das gesamte System 

empfindlicher wird.  

5.2 Real-Time PCR

5.2.1 Primer Design

Die folgenden Tabellen 5.2, 5.3, 5.4, 5.5 und 5.6 charakterisieren die ausgewählten Primer 

näher. Die Tabellenüberschriften bezeichnen die Sequenz in der Datenbank NCBI

(www.pubmed.com). Produktgrösse, Primerlänge und der Ort des Startes der Primer sind in 

Basen angegeben.
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Tabelle 5.2: Eigenschaften der Primer für -Actin

Beta-Actin Ratte,  NM_031144

Primer

Produkt-

grösse

Start

Primer-

länge

Tm

[ºC]

GC [%] Sequenz

rnActb.for 70 168 18 61,04 61,11

CGTCTTCCCCTC

CATCGT

rnActb.rev 217 21 59,81 57,14

GGAGTCCTTCTG

ACCCATACC

Tabelle 5.3: Eigenschaften der Primer für MHC-I

MHC Typ I Ratte, NM_017240

Primer

Produkt-

grösse

Start

Primer-

länge

Tm

[ºC]

GC 

[%]

Sequenz

rnMHC-I.for 98 4288 20 60,05 55,00

ACCTGATGGTGGAT

GTGGAG

rnMHC-I.rev 4386 20 59,01 50,00

CTTCTGCTTCCACTC

AACCA

Tabelle 5.4: Eigenschaften der Primer für MHC-IIa

MHC Typ IIa Ratte, X72589

Primer

Produkt

-grösse

Start

Primer-

länge

Tm

[ºC]

GC 

[%]

Sequenz

rrMHC-IIa.for 74 9 20 60,82 55,00

CCGCGAGGTTCACA

CTAAAG

rrMHC-IIa.rev 63 20 59,95 50,00

TGCCTCTCTTCGGTC

ATTCT
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Tabelle 5.5: Eigenschaften der Primer für MHC-IIb

MHC Typ IIb Ratte, X72590

Primer

Produkt

-grösse

Start

Primer-

länge

Tm

[ºC]

GC 

[%]

Sequenz

rrMHC-IIb.for 69 4 20 59,46 55,00

AAGAGCCGAGAGGT

TCACAC

rrMHC-IIb.rev 51 22 59,75 40,91

TGTCACCTTTCAACA

GAAGGAA

Tabelle 5.6: Eigenschaften der Primer für MHC-IIx

MHC Typ IIx Ratte, AF157005

Primer

Produkt

-grösse

Start

Primer-

länge

Tm

[ºC]

GC 

[%]

Sequenz

rrMHC-IIx.for 95 226 20 59,99 45,00

GAACAGAAGCGCAA

TGTTGA

rrMHC-IIx.rev 300 20 59,99 50,00

TTCTTGCGGTCTTCC

TCAG

Die Primer für MHC-IIa und MHC-IIb konnten nicht intron-überspannend gewählt werden. 

Für diese Proben wurden RT
-

Kontrollen durchgeführt, d.h. Real-Time PCR mit der isolierten 

RNA als Template. Die RT
-

Kontrollen wiesen keine Amplifikate auf, weshalb nicht von einer 

Amplifikation von genomischer DNA ausgegangen werden kann. Die genomische DNA 

wurde bei allen Proben während der RNA-Isolation in einem Verdau mit spezifischen 

DNAsen abgebaut.

5.2.2 Spezifität der Real-Time PCR

Die Primer wurden in einem Real-Time PCR Testlauf mit 8ng cDNA-Template und je 10µM 

Endkonzentration bei einer Annealing-Temperatur von TA = 60ºC getestet. Die 

Dissoziationskurve wies auf spezifische Produkte. Zur Überprüfung wurden die PCR-

Produkte nach dem Lauf mit einem 25bp-Marker auf ein 3% Agarose-Gel aufgetragen und 

mit EtBr angefärbt. Abbildung 5.2 zeigt eine Fotographie des Agarose-Gels:
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Abbildung 5.2: Agarose-Gel mit den für die Zielsequenz spezifischen Real-Time PCR Produkte

Das Gel zeigt dass das Produkt spezifisch amplifiziert wurde, da nur eine scharfe Bande pro 

Spur auf dem Gel zu sehen ist. Die Grösse der PCR-Produkte stimmt mit der Länge der 

Zielsequenzen überein, für die die Primer ausgewählt wurden (s. Tabellen 5.2 bis 5.6).

5.2.3 Klonierung der Standards

Die Standards liessen sich gut klonieren, die verdauten Standards wurden in der Real-Time 

PCR mit TA = 60ºC und dem jeweiligen Primerpaar getestet. Auch hier wiesen die 

Dissoziationskurven auf spezifische Produkte hin. Es wurden 10
7

 Kopien des Standards 

eingesetzt. Nach der PCR wurden die Produkte mit einem 25bp Marker auf ein 3%-Agarose-

Gel aufgetragen. Da der Marker auf dem Gel nicht gut zu sehen ist, wurde er in Abbildung 5.3

zur Veranschaulichung nachgezeichnet. 

125bp

75bp

IMarker IIa IIb IIx Actb

98bp

74bp
69bp

95bp

70bp
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Abbildung 5.3: Real-Time PCR Produkte der klonierten Zielsequenzen der Muslkelfaserisoformen

Auf dem Gel wiederholt sich deutlich das Muster der schon in Abbildung 5.2 beschriebenen 

Zielsequenzen. Die Real-Time PCR mit den Standards liefert deutliche Banden der richtigen 

Grösse. Folglich werden in der Real-Time PCR mit den ausgesuchten Primern bei einer 

Annealing-Temperatur von TA = 60ºC dieselben Zielsequenzen der cDNA-Proben als auch 

der klonierten Standards spezifsch amplifiziert.

5.2.4 Einstellen der Standards

Abbildung 5.4 zeigt die optimerten Standardkurven, es wurde der Logarithmus der 

Gesamtkopienanzahl gegen den gemessenen CT-Wert aufgetragen. Die Standardkurven der 

vier MHC´s wurden jeweils mit der -Actin Standardkurve im Diagramm aufgetragen 

um zu zeigen, dass die Effizienz der Reaktionen sehr ähnlich ist.

Optimierung bedeutet hier, die Feineinstellung der Konzentration der Standards, damit die 

Standardkurven möglichst aufeinander liegen. Denn gleiche Kopienzahlen müssen dem 

gleichen CT-Wert zugeordnet werden, unabhängig davon um welches Gen es sich handelt. Die 

Standardkurven können optimiert werden bis sie 100% aufeinander liegen, allerdings kostet 

das sehr viel Zeit und Material. Wenn Kontrollen und Proben gegen die gleichen Standards 

gemessen werden wird überall der gleiche Fehler gemacht und fällt nicht ins Gewicht. Die 

Unterschiede im y-Achsenabschnitt der Standardkurven können auch rechnerisch beglichen 

werden, indem die Standardkurven einfach aufeinander gelegt werden. Dies muss dann aber 

für alle Kontrollen und Proben gleichermassen geschehen. 

125 bp

IIaMarker I IIb IIx Actb
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Abbildung 5.4: optimierte Standardkurven
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Im Anhang D sind die Real-Time PCR Messwerte aus denen diese Standardkurven erstellt 

wurden, aufgeführt. Ausreisser wurden aus der Tabelle gelöscht bzw. nicht berücksichtigt

oder durch den entsprechenden anderen Messwert der Doppelbestimmung ersetzt. 

5.3 Ergebnisse nach 48 und 98 Tagen

Abbildung 5.5 zeigt die RNA-Expression der Kontrollen und die der Proben 48 Tage nach der 

Implantation. Die y-Achse zeigt die auf das Housekeeping-Gen normalisierte Kopienanzahl 

des jeweiligen untersuchten Muskelfasertypen an.
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Abbildung 5.5: RNA-Expression der Proben 48 Tage nach der Implantation gegenüber den Kontrollen

Bei MHC-I ist eine signifikante Erhöhung der Expression um 96% zu erkennen (p<0,02), bei 

MHC-IIx eine signifikante Verringerung der Expression um 60% (p<0,02). MHC-IIa und IIb 

zeigen einen Anstieg der jedoch nach dem paired t-test, der für diese Auswertung angewendet 

wurde, nicht als signifikant gewertet wird. 
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Abbildung 5.6 veranschaulicht den RNA-Gehalt der immobilisierten Muskulatur nach 98 

Tagen.
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Abbildung 5.6: RNA-Gehalt der Proben 98 Tage nach der Implantation gegenüber den Kontrollen

MHC-I ist weiter gestiegen gegenüber der Kontrolle 100% (p<0,01). MHC-IIa im Vergleich 

zur Kontrolle noch um 68% erhöht (p<0,02). MHC-IIb zeigt keine signifikante Veränderung. 

MHC-IIx ist im Vergleich zur Kontrolle wieder etwas angestiegen, der MHC-IIx-Gehalt ist 

den Kontrollen gegenüber nicht mehr signifikant erniedrigt. 

Wird der gemessene RNA-Gehalt 48 Tage nach der Implantation direkt mit dem RNA-Gehalt 

98 Tage nach der Implantation verglichen, so gibt es keine signifikanten Veränderungen, 

diese sind nur den Kontrollen gegenüber zu erkennen. 

Sichtbar ist jedoch dass die Expression von MHC-I die 98 Tage hindurch, die die Tiere das 

Implantat trugen, den Kontrollen gegenüber stetig gestiegen ist. Der RNA-Gehalt an MHC-IIa 

steigt ebenfalls, aber langsamer an. Dagegen wirkt sich die Immobilisation des Muskels 

negativ auf die Expression von MHC-IIx aus, dieser Effekt scheint sich aber mit längerer 

Dauer der Immobilisation wieder abzuschwächen. MHC-IIb ist während des gesamten 
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Zeitraumes der Immobilisation nur wenig betroffen, es ergeben sich keine signifikanten 

Veränderungen. 

5.4 Verhältnis von langsamen zu schnellen Muskelfasern

In Abbildung 5.7 ist das Verhältnis von langsamen zu schnellen Muskelfasern von Kontroll-

und behandelten Tieren dargestellt.
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Abbildung 5.7: Verhältnis von langsamen zu schnellen Muskelfasern bei Kontrollen und Proben

Innerhalb der ersten 48 Tage der Immoblilisation verdoppelt sich das Verhältnis des RNA-

Gehaltes von langsamen zu schnellen Muskelfasern in den Proben. Durch den steigenden 

Gehalt an MHC-I ist diese Verschiebung in der Expression der Muskelfasern auch 98 Tage 

nach der Implantation sichtbar. Der Messwert nach 48 Tagen ist signifikant gegenüber der 

Kontrollen (p<0,01), ebenso der noch höhere, nach 98 Tagen erhaltene Wert (p<0,02). Das 

Diagramm zeigt auf RNA-Niveau einen deutlichen, langfristigen Umbau der 

Muskelfasertypen, der vor allem auf einer Erhöhung des Anteils der RNA des langsamen 

Muskelfasertypes I basiert.

Kontrolle 48 Tage 98 Tage
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5.5 Verlauf der Expression

Abbildung 5.8 zeigt noch einmal die RNA-Gehalte der Proben nach 48 Tagen und nach 98 

Tagen und die Kontrollen, so dass der Verlauf der Expression erkennbar wird.
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Abbildung 5.8: Überblick und Zeitverlauf der Expression der Muskelfaser

Auffallend ist der starke Anstieg von MHC-I über den Zeitraum von 98 Tagen. MHC-IIa 

steigt nur langsam an. MHC-IIb verändert sich nicht signifikant. MHC-IIx fällt im ersten 

Zeitraum nach 48 Tagen stark ab, um sich nach 98 Tagen langsam zu normalisieren. 
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5.6 Reproduzierbarkeit der Ergebnisse

Um die Reproduzierbarkeit der Messwerte zu überprüfen wurde von je einer Probe von drei 

unterschiedlichen Kontrolltieren zweimal RNA isoliert und diese Proben jeweils in der Real-

Time PCR gemessen. Die Ergebnisse sind in Abbildung 5.9 zu sehen.
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Abbildung 5.9: Reproduzierbarkeit der Real-Time PCR Ergebnisse von unterschiedlichen Individuen

Die Abbildung macht deutlich, dass die Real-Time PCR mit dem Primer für MHC-I und 

MHC-IIa die genauesten Werte liefert. Ein Grund könnte sein, dass diese Primer weniger 

empfindlich sind wenn es um Verunreinigungen in der Probe geht. Es ist aber auch sehr 

wahrscheinlich, dass die Schwankungen aufgrund der unterschiedlichen individuellen 

Physiologie der einzelnen Ratten entstehen. Um diese Frage weiterzuverfolgen stellt 

Abbildung 5.10 die Ergebnisse der Real-Time PCR für zwei Messungen von Proben der 

gleichen Kontrollratte dar.

MHC-I MHC-IIa MHC-IIb MHC-IIx
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Abbildung 5.10: Real-Time PCR Ergebnisse von Proben derselben Ratte

Bei Betrachtung der Abbildung wird ersichtlich, dass die Messwerte von MHC-I, -IIa, und -

IIb bei Messungen von Proben ein- und derselben Ratte geringfügiger schwanken. Somit 

ergeben sich individuelle Schwankungen bei der Verteilung der Muskelfasertypen der Ratte 

vor allem bei MHC-IIb, wobei das Primerpaar für MHC-IIx anfälliger ist für 

Verunreinigungen und so mit der Qualität der RNA schwankt. 



Diskussion -63-

6 Diskussion 

6.1 Methodenkritik

6.1.1 RNA-Isolation 

Wie schon in Kapitel 5.1 beschrieben basieren gute Ergebnisse in der Real-Time PCR auf der 

guten Qualität der RNA. Eine gute Qualität und Ausbeute der RNA ist wiederum in hohem 

Masse vom ersten Schritt in der RNA-Isolation abhängig, dem Zerreisen und Homogenisieren 

des Gewebes. Da RNA sehr instabil und empfindlich gegenüber Kontaminationen vor allem 

mit RNAsen ist, ist eine schnelle Isolationsmethode mit möglichst wenig Arbeitsschritten 

vorzuziehen. Da die RNA-Menge und Qualität in dieser Arbeit vor allem bei geringeren 

Probenmengen nicht immer zufriedenstellend war, sollte bei weiteren Versuchen die RNA-

Isolation optimiert werden. Dies ist nicht ohne grösseren finanziellen und zeitlichen Aufwand 

möglich. Die günstigere Methode bei welcher das Gewebe in Flüssigstickstoff im Mörser 

zerrissen und danach im Shredder homogenisiert wird, kann nur bei genügend Probenmaterial 

angewendet werden (>30mg).

Zerreisen und Homogenisieren des Gewebes kann in einem Arbeitsschritt erledigt werden, 

wobei somit der Probenverlust, die Dauer der RNA-Isolation und die Kontaminationsgefahr 

weiter reduziert werden. Hierfür erfolgt der Aufschluss der Probe in einem Rotor-Stator 

Homogenisator. Der sich sehr schnell drehende Rotor zerreist und homogenisiert das Gewebe

im Lysepuffer indem er auf die Probe eine mit einer Kombination aus Turbulenz und 

Scherkraft einwirkt.

Eine andere Alternative ist die Perlmühle in der die Homogenisation und das Zerreissen der 

Probe im Lysepuffer durch Scherkräfte und Kollision mit den zugegebenen Kugeln erfolgt. In 

beiden Fällen werden die Proben in einem die RNA stabilisierenden Lysepuffer sehr schnell 

in einem geschlossenen, gut zu reinigendem Gefäss aufgeschlossen. 

Im Mörser dagegen hat die pulverisierte Probe über eine grosse Oberfläche Kontakt zur 

Umgebung ehe der RNA-stabilisierende Lysepuffer zugegeben wird. 

Laut dem Hersteller Qiagen des RNA-Isolationskits liefern Rotor-Stator und Perlmühl-

Aufschlussverfahren  die beste und zuverlässigste RNA-Ausbeute und Qualität. Allerdings 

sind diese Verfahren teuer in Bezug auf die Geräteanschaffung und benötigen einen hohes 

Mass an Optimierungsaufwand (Gefässgrösse, Puffermenge, Geschwindigkeit bzw. Kraft 
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beim Aufschluss, Zeit, Konfiguration, Grösse und Menge der Perlen, usw.) und erhöhen 

dadurch auch die Kosten für Verbrauchsmaterial. Folglich rechtfertigt sich die Anschaffung 

dieser Geräte erst ab einer bestimmten Probenmenge, die in dieser Arbeit nicht gegeben war. 

6.1.2 Reverse Transkription

Die reverse Transkription verläuft meist ohne Schwierigkeiten, die RNA wird quantitativ in 

cDNA umgeschrieben. In dieser Arbeit mussten aufgrund der limitierenden RNA-Menge in 

einigen Fällen unterschiedliche Mengen an RNA umgeschrieben werden, es wurden jedoch 

die Mindestangaben die in der Anleitung angegeben waren (20ng bis 2µg pro 20µl 

Reaktionsvolumen) eingehalten. Die besten Vorraussetzungen für genaue Messwerte sind 

aber meist dann gegeben, wenn alle Proben exakt gleichbehandelt werden, das heisst. z. B. im 

Idealfall immer 1µg RNA in 20µl Reaktionsvolumen umgeschrieben wird. Diese Regel 

konnte bei ungefähr 70% der Proben eingehalten werden.

6.1.3 Real-Time PCR

Sybr-Green PCR

Beim Primerdesign für die Real-Time PCR stellt die extreme Kurzlebigkeit der Daten ein 

Problem da. Wurden die richtigen Primer ausgesucht und damit gearbeitet, kann es sein dass 

schon einen Monat später eine neue oder aktualisierte Sequenz in NCBI erscheint, mit der 

man bessere Primer entwerfen hätte können. So z. B. in dieser Arbeit bei MHC-IIb, am 

25.06.2006 wurde die Sequenz für die Ratte aktualisiert. Eine vorher nur vorhergesagte 

Sequenz wurde durch die Sequenz NM_019325 ersetzt ist jetzt auch umfangreich genug um 

intronüberspannende Primer zu entwickeln. Auch ist nicht klar, wie gut die Internet Search 

und Alignment Tools wie BLAT aktualisiert werden. An den Sequenzen in der Datenbank 

NCBI wird immer weiter gearbeitet, viele der Sequenzen sind noch nicht vollständig oder 

werden noch geändert. 

Die Real-Time PCR mit Sybr-Green ist eine gute und kostengünstige Methode, um ohne 

grossen Optimierungsaufwand einen Überblick über die RNA-Gehalte von Proben zu 

schaffen. Allerdings besteht die Möglichkeit, wie schon in Kapitel 3.2.5 beschrieben, dass 

unspezifische Produkte coamplifiziert werden oder Pimerdimere das Messergebnis fälschen. 

Durch Optimierung der Primerkonzentrationen, Überprüfung der PCR-Produkte im Gel und 
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die Erstellung von Dissoziationskurven können diese Fehler minimiert, aber nicht ganz 

ausgeschlossen werden. 

Soll die Gefahr der Bildung von Primerdimeren und unspezifischer Produkte noch drastisch 

verringert werden, so kann in der Real-Time PCR mit der TaqMan Methode gemessen 

werden. Bei dieser Methode werden als Fluoreszenzmarker spezifische Sonden verwendet, 

die pro neu gebildetem PCR-Produkt genau ein Fluoreszenzsignal abgeben. Aber auch mit 

dieser Methode kann nur genau gemessen werden, wenn die Qualität der RNA stimmt. 

Quantitativ kann diese Methode mit hoher Präzision auf eine einzige Kopie genau messen. Da 

die Sonden aber sehr teuer sind und genauere Messmethoden meist noch sensibler auf 

Verunreinigungen reagieren ist für die Zwecke dieser Arbeit mit der Sybr-Green PCR die 

richtige Methode ausgewählt worden. 

Quantifizierung

Für die vorliegende Arbeit wurde ein Messbereich von 10
3

 bis 10
6

 Kopien gewählt, da hier

die Schwankungen minimal waren, in Aussnahmen wurde die Kopienzahl 10
2

 mit in die 

Standardkurve einbezogen. Tabelle 6.1 zeigt die Mittelwerte der Steigungen der verwendeten 

Standardkurven und die Standardabweichungen. Für MHC-I, -IIa, -IIb und -IIx wurden sieben 

Standardkurven ausgewertet, für -Actin vierzehn.  

Tabelle 6.1: Mittelwerte der Steigungen der Standardkurven mit Standardabweichung

MHC-I MHC-IIa MHC-IIb MHC-IIx Actb

Mittelwerte -3,41 -3,44 -3,29 -3,35 -3,30

Standardabweichung ±0,02 ±0,05 ±0,05 ±0,06 ±0,03

Der y-Achsenabschnitt der Standardkurven, der CT-Wert, wurde hier nicht aufgeführt da 

dieser mit der Lage des Thresholds variiert. Bei der relativen Quantifizierung ist somit die 

Steigung (und damit auch die Effizienz) der Standardkurven ausschlaggebend für die 

Genauigkeit der Messung. Daher ist es wichtig die Standardkurven zu optimieren, die 

Standardkurven müssen auch auf unterschiedlichen Mikrotiterplatten immer gleich laufen.

Um Fehler bei der Verdünnung der Standards und den Aufwand bei ihrer Einstellung zu 

minimieren können auch Doppelstandards kloniert werden. Dabei wird immer ein Zielgen 

(z.B. MHC-I -Actin in ein Plasmid kloniert. Die Standardkurven von 

Ziel- und Referenzgen werden so in einem Schritt erstellt. Der Optimierungsaufwand beim 
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Einstellen der Standards ist geringer, da die Standardkurven von Ziel- und Referenzgen 

automatisch genau aufeinander liegen (da genau gleiche Kopienzahl von Ziel- und 

Referenzgen in einer Messung) und somit der y-Achsenabschnitt herausfällt. Allerdings ist 

hierfür ein erneuter Klonierungsschritt und eine Klonierungsstrategie und somit mehr 

materieller Aufwand notwendig. Zusätzlich ist es sehr schwierig, DNA-Fragmente die kleiner 

als 100bp sind, ein zweites Mal zu klonieren. Sequenzen dieser Grösse gehen meist beim 

Aufreinigen verloren. Wird ein Doppelstandard kloniert, so sollte das PCR-Produkt der 

Zielsequenz mindestens >200bp sein, was wiederum die Effizienz in der Real-Time PCR 

verringert (s. Tabelle 3.3). Dieser Aufwand lohnt sich nur, wenn langfristig viele Proben 

gemessen werden. 

Die Quantifizierungsmethode beinhaltete auch, dass von jeder Probe eine Doppelbestimmung 

gemessen wurde. Dadurch sollen Pipettierfehler aufgedeckt und minimiert werden. Auch 

zeigt die Doppelbestimmung ob die Probe bei der Konzentrationsbestimmung homogen 

durchmischt war. Die Doppelbestimmungen zeigten nicht mehr als eine Abweichung von CT

±0,3. Diese Abweichung gilt als Faustregel, wird sie überschritten so wird die Probe noch 

einmal gemessen. Eine Abweichung von ±0,3 bei einem CT = 15 (10
7

 Kopien) entspricht

gerade einmal einer Schwankung um 2 × 10
5

 Kopien, also ± 2% des Messwertes, 

ausgerechnet mit dem Dreisatz in Gleichung 6.1:

(15,3/15) 10
7

 Kopien = 0,98

Gleichung 6.1: Beispielrechnung, Genauigkeit der Messwerte bei der Real-Time PCR

Die im Abschnitt Reproduzierbarkeit aufgezeigten Schwankungen der Messwerte von ca. 

33% und mehr (s. MHC-IIx und -IIb, Abbildung 5.11)  lassen sich folglich nicht durch 

Messfehler bei der Real-Time PCR erklären.

Die Standards liefen in der Real-Time PCR hinreichend genau und reproduzierbar (s.

Abbildung 5.4), die Messergebnisse der Doppelbestimmungen waren spezifisch und zeigten 

keine Auffälligkeiten, so dass Schwankungen bei den Messwerten vor allem auf die RNA-

Isolationsmethode und die Qualität der RNA zurückzuführen sind bzw. eine dadurch 

verursachte Hemmung des Enzyms oder andere Beeinträchtigungen der Reaktion. 

Für diese Arbeit hätte auch eine Quantifizierung ohne Standardkurve, d.h. ein Bezug der 

Messergebnisse der behandelten Proben auf das Referenzgen und dann auf die Kontrolle, 

ausgereicht. Da aber durch die Zusammenarbeit mit der AG Onkologie die Ausrüstung für die 
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Klonierung der Standards zur Verfügung stand, wurde davon Gebrauch gemacht. Eine 

Quantifizierung mit Standards gibt mehr Kontrolle über die Reaktion und liefert mehr 

Information über die gemessenen Grössenordnungen. Die Ergebnisse können später mit 

anderen Spezies oder Gewebearten besser verglichen werden. 

Überprüft wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht, o -actin 

in den einzelnen unterschiedlichen Muskelfasertypen gleich ist. Dies hätte den veranschlagten 

Rahmen dieser Arbeit gesprengt. Auch das ist eine mögliche Fehlerquelle bei der 

Quantifizierung und sollte bei weiteren Messungen mit mehr Probenmaterial auf jeden Fall 

überprüft werden. Inzwischen gibt es ganz neue Literatur darüber, dass das Referenzgen 

CycA (Cyclophilin A) in den vier Muskelfasertypen konstant exprimert wird [44]. Wird 

dieses Ergebnis noch einmal verifiziert, ist es sinnvoll für weitere Versuche darauf 

umzusteigen. 

6.2 Ergebniskritik

6.2.1 Prozentuale Anteile der MHC-Isoformen 

Tabelle 6.2 zeigt eine Übersicht über die prozentualen Anteile der untersuchten 

Muskelfasertypen der Kontrollen an der Gesamtsumme der gemessenen Muskelfasertypen.

Sie zeigt also den Grundzustand des M. latissimus dorsi vor der Immobilisation.

Tabelle 6.2: Prozentualanteil der Muskelfasertypen im M. latissimus dorsi der Kontrollen bezogen auf die 

Gesamtsumme

MHC-I [%] MHC-IIa [%] MHC-IIb [%] MHC-IIx [%]  (I,IIa,Ib,IIx)

9,0 7,0 14,0 70,0 100

Insgesamt enthalten Muskeln kleinerer Säugetiere höhere Anteile der schnellen MHC-

Isoformen als die entsprechenden Muskeln gösserer Säugetiere [12]. Da es sich bei der Ratte 

um ein sehr kleines Säugetier handelt, ist diese Aussage bzw. der eher schelle Charakter des 

Muskels in Übereinstimmung mit Tabelle. Der in dieser Arbeit gemessene Anteil der 

schnellen Muskelfasern beträgt bei den Kontrollratten 91%, der der langsamen nur 9%. In 

Skelettmuskeln von Hund [13], Schaf [14] und Pferd [15] findet sich keine der MHC-IIb 

homologe Isoform. Zusätzlich finden sich Typ IIb-Fasern in Kaninchenmuskeln in wesentlich 
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geringerer Form als in den gleichen Muskeln von Ratte und Maus, die Expression der 

schnellen MHC-IIb Fasern nimmt also mit zunehmender Körpergrösse ab [16]. Die obige 

Tabelle zeigt, dass der Anteil der MHC-IIb Muskelfaser bei der Ratte mit 14% den 

zweitgössten Anteil an der Summe der Muskelfasertypen darstellt. 

Literaturdaten über die mit Real-Time PCR gemessene prozentuale Verteilung der MHC´s 

existieren bei Sprague-Dawley Ratten. Es wurde, wie Tabelle 6.3 zeigt, der m. plantaris, ein 

schneller Muskel in der Fusssohle, und der m. soleus von ausgewachsenen Ratten untersucht

[44]: 

Tabelle 6.3: mRNA-Expression der Fasertypen in Skelettmuskeln von Ratten bezogen auf die gesamte MHC-

Expression [44] (modifiziert).

MHC mRNA Typ I Typ IIa Typ IIb Typ IIx

Adult soleus 93,1 2,3 1,2 1,4

Adult plantaris 3,9 12,7 31,5 81,5

Auffallend ist beim Vergleich dieser Tabelle mit den Daten des M. latissimus dorsi, dass 

dieser Muskel zwar 2,3 mal so viel langsame Muskelfasern wie der schnelle m. plantaris hat, 

aber nur 0,1 mal so viel langsame Muskelfasern wie der ausdauernde m. soleus. Im Vergleich 

mit der Tabelle ist der M. latissimus der Kontrollratten ein Muskel mit eher schnellen 

Eigenschaften. Dies kann natürlich auch von dem Trainingszustand der Ratten abhängen, die 

sich in oft kleinen Käfigen nicht viel bewegen können. Allerdings ist bei Ratten auch bekannt, 

dass sie eher stark ausgebildete Hinterläufe zum Laufen und Springen besitzen und die 

Vorderpfoten, die ja mit über den M. latissimus dorsi angesteuert sind, eher weniger 

ausgebildet sind (s. Abbildung 6.1). Somit ist der m. soleus (Schollenmuskel), der eng mit 

dem m. gastrocnemius (Wadenmuskel) zusammenarbeitet und von diesem überdeckt wird, ein 

ganz extrem beanspruchter Muskel der Ratte, wie in Abbildung 6.1 dargestellt. Die beiden 

Muskeln enden in der Archillessehne, über die sehr viel Kraft auf das Sprunggelenk 

übertragen werden kann [46]. Dagegen handelt es sich beim m. plantaris um einen funktionell 

weniger bedeutenden Muskel [47]. Es macht also Sinn, dass der m. latissmus dorsi der Ratte 

mit seiner MHC-Zusammensetzung zwischen diesen beiden Extremen liegt. 
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Abbildung 6.1: Anatomie der Ratte und der Gebrauch von Vorder- und Hinterläufen [45].

Tabelle 6.4 aus der Literatur beschreibt die MHC-Zusammensetzung in den hinteren 

Gliedmassen von Ratte, Katze und Mensch.

Tabelle 6.4: MHC-Zusammensetzung in den hinteren Gliedmassen von Ratte, Katze und Mensch . MG: medial 

gastrocnemius, TA: tibialis anterior, VL: vastus lateralis [30]

Bei Betrachtung dieser Tabelle wird ebenfalls klar, dass der M. latissimus dorsi der Ratte ein 

Muskel mit eher schnellen Eigenschaften ist, aber von einem sehr schnellen Muskel wie dem 

tibialis anterior und dem vastus lateralis noch weit entfernt ist. Diese beiden Muskeln besitzen 

keine MHC-I Isoform aber sehr hohe Anteile an der schnellsten MHC-Isoform IIb.

6.2.2 Einflussfaktor erhöhte Aktivität

Erhöhte Aktivität wird hier als Regulator der MHC-Expression diskutiert, da schnell-zu-

langsam Umwandlungen der Muskelfasern in der Literatur meist mit erhöhter Aktivität in 

Verbindung gebracht werden. Erhöhte Aktivität lässt sich beschreiben als erhöhte 

neuromuskuläre Aktivität durch chronische Stimulation, funktionelle Überlastung, 

Ausdauertraining und Kraft- oder Widerstandstraining. Dabei bedeutet Widerstandstraining 
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erhöhte Last, aber nur gering erhöhte neuromuskuläre Aktivität [41]. Diese Regulatoren 

verursachen alle erhöhte Expression von MHC-I und/oder MHC-IIa [30], da diese beiden 

Muskelfasertypen die geringste Verkürzungsgeschwindigkeit mit dem geringsten ATP-

Verbrauch darstellen. Beide MHC-Isoformen wurden auch in dieser Arbeit nach 98 Tagen 

signifikant erhöht gefunden. Allerdings ist dieses Ergebnis ein scheinbarer Widerspruch in 

Bezug darauf, dass der Muskel immobilisiert wurde und somit eigentlich eine geringere

Aktivität aufweisen sollte was sich in einer langsam-zu-schnell Transformation der 

Muskelfasern zeigt. 

Modelle an welchen die langsam-zu-schnell Umwandlungen der Muskelfasern beobachtet 

wurden, gingen bisher auch immer mit verringerter neuromuskulärer Aktivität einher. Die 

neuromuskuläre Aktivität wurde über eine Durchtrennung des Rückenmarkes, eine 

Behandlung mit Bottox A oder TTX bzw. durch eine direkte Neurostimulation erreicht. Auch 

wurde in diesen Versuchen immer der komplette Muskel immobilisiert, nicht ein Teilstück 

wie in dieser Arbeit. Der die immobilisierte Muskulatur umgebende Bereich des Muskels war 

noch normal aktiv. 

So ist es nicht verwunderlich, dass das Modell der Immobilisation mit Knochenersatzmaterial 

bei isometrischer Kontraktion ein unerwartetes Expressionsmuster der vier Myosin-Isoformen 

liefert. Das Expressionsmuster ist direkt abhängig von der Art der neuromuskulären 

Stimulation und die Art der Stimulation ist bei diesem Modell nicht genau bekannt. Auch ist 

es nicht unbedingt unlogisch das sich ein Muskel, der ständig stimuliert wird und versucht 

sich gegen einen Widerstand zu kontrahieren, sich auf einen geringeren Energiebedarf und 

eine langsamere Kontraktion einstellt. 

Bekannt ist auch nicht, ob Knochenersatzmaterial selbst einen Einfluss auf den Phänotyp der 

Muskelfasern hat, denn es wird teilweise abgebaut und gibt Stoffe an die umliegenden Zellen 

ab (s. S.1). Es sollte auch noch untersucht werden, ob sich das hier bestimmte mRNA-

Expressionsmuster auch in der Proteinebene und im Phänotyp der Muskelfasern 

widerspiegelt. Ein erhöhter mRNA-Gehalt deutet meist aber nicht zwingend auf einen 

erhöhten Proteingehalt und somit auf einen Umbau der Fasern.

Aufgrund der umliegenen aktiven Teile des Muskels und der andauernden Neurostimulation 

könnte der mit P3HB stimulierte Muskel besser durchblutet und damit besser mit Sauerstoff 

versorgt sein als der völlig denervierte. Da Muskeln mit stärkerer Aktivität auch stärker 

durchblutet sind könnte die Durchblutung auch ein Faktor für schnell-zu-langsam Shifts beim

mRNA-Gehalt sein.
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Eine weitere Möglichkeit ist, dass die Umwandlung der Muskelfasern auch vom 

Grundzustand des Muskels abhängt. Wie auf S. 68 beschrieben hat der m. latissmus dorsi der 

Kontrollratten schon relativ schnelle Eigenschaften und damit nicht mehr viel Kapazitäten, 

um sich in einen noch schnelleren Muskel zu verwandeln. 

Zusätzlich ist die Immobilisation eines Muskels durch Aufsetzen eines P3HB-Gerüstes 

wahrscheinlich nicht so stark gegeben wie durch eine totale neuromuskuläre Stillegung. Bei 

der Immobilisation durch das P3HB-Gerüst wird die Muskulatur unter dem Gerüst immer 

wieder versuchen zu kontrahieren und kurze Strecken der Aktin- und Myosinfilamente im 

Sarkomer werden übereinandergleiten. Es kann auch nicht unterschieden werden, ob die 

Muskulatur durch das P3HB-Gerüst in einer beladenen oder unbeladenen Situation 

immobilisiert wurde, also ob der Muskel zum Zeitpunkt der Immobilisation vollständig 

entlastet war. Auf der anderen Seite kommt eine Immobilisation einer Entlastung des Muskels 

gleich. Auch andere Arbeitsgruppen haben die Erfahrung gemacht, dass Muskulatur mit 

schnellen Eigenschaften in einem entlasteten Zustand ihren Phänotyp von schnell nach 

langsam verändert [49]. In welche Richtung sollte Muskulatur, die schon schnelle 

Eigenschaften hat, sich sonst verändern [49]?

6.2.3 Umbau von Muskel in Knochen

Dass sich der immobilisierte m. latissiumus dorsi von einem schnellen in einen langsamen 

Muskel umbaut, geht einher mit der Tatsache dass das der prozentuale Anteil an 

Satellitenzellen in der Muskulatur erhöht wird (s. S. 8). Damit erhöht der Muskel allgemein 

sein Potential zur Regeneration und zum Umbau in Knochen, und dieser Effekt hält über 

einen Zeitrau von 98 Tagen an. Ob dieses wirklich zu einem Umbau in Knochen genutzt wird 

und der Auslöser dafür das Knochenersatzmaterial ist, kann in dieser Arbeit nicht beurteilt 

werden aber könnte in weiteren Arbeiten untersucht werden.

6.2.4 Phänotypische Umwandlung von Muskelfasern

Aus den Ergebnissen dieser Arbeit kann geschlossen werden, dass sich die schnellen MHC-

IIx Muskelfasern in die langsameren MHC-IIa Muskelfasern und diese sich dann in die ganz 

langsamen MHC-I Muskelfasern umgewandelt haben. Die MHC-IIb-Fasern waren von dieser 

Umwandlung nicht in signifikantem Masse betroffen. 
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Entscheidend ist jedoch dass das hier gemessene mRNA-Expressionsmuster in sich schlüssig 

ist und von seinem Ablauf her mit Beobachtungen aus der Literatur auf phänotypischer Ebene 

abgeglichen werden kann. 

6.2.5 Immobilisation und Regulation der MHC-Expression

Die Immobilisation des Soleus-Muskels von Ratten mit TTX führte nach zwei Wochen zu 

einer Erhöhung der RNA-Expression von MHC-I und MHC-IIx gegenüber Kontrollen. Der 

Anteil an MHC-IIa-Fasern sank. Die Expression von MHC-IIb wurde weder bei einer 

Immobilisation mit TTX noch bei einer Durchtrennung des Rückenmarkes hochreguliert. 

Diese Daten unterstützen eher die Annahme, dass MHC-IIb nur minimal durch 

Äktivitätsänderung im Muskel reguliert wird [30]. MHC-IIb könnte auch anders als über die 

Aktivitätsänderung des Muskels reguliert werden, z.B. über die Ernährung.  

Zurzeit ist nicht bekannt warum die Expression von MHC-I bei Immobilisation mit TTX 

steigt und bei der Durchtrennung des Rückenmarkes sinkt, aber ein Grund könnten bei einem 

der Modelle Unterbrechungen bei der Übertragung von neutrophen Faktoren zur motorischen 

Endplatte sein [30]. Bei diesen Modellen liegen grundlegend unterschiedliche Ergebnisse vor, 

allerdings wurden ähnliche Arten der Immobilisation an der gleichen Spezies gewählt: der m. 

soleus der Ratte wurde denerviert durch TTX bzw. über eine Durchtrennung des 

Rückenmarkes [30].

Diese Daten zeigen wie die Ergebnisse dieser Arbeit, dass sich Immobilisation des Muskels 

und erhöhte MHC-I-Expression nicht ausschliessen. Die Regulation der eukaryotischen 

Genexpression und damit die der Muskelfaserisoformen ist zu komplex um sie schon im 

Detail zu überblicken. Die Art der Immobilisation hat nach den oben beschriebenen Modellen 

einen entscheidenden Einfluss auf die Expression der Muskelfaserisoformen so dass 

Immobilisation von Muskulatur nicht immer mit einem schnellen Charakter des betroffenen 

Muskels gleichgesetzt werden kann.

Calcineurin NF-AT Pfad

Bezüglich des hier angewandten Modells stellt sich die Frage, welche molekularen 

Mechanismen in Teilen der Muskulatur ablaufen, die ein Aktionspotential erhält, es aber nicht 

in Form einer Kontraktion umsetzen kann. Es gibt eine Verbindung von höheren, 

längerfristigen Ca
2+

-Konzentration in der Muskelzelle und der erhöhten Expression von 

langsamen MHC´s, also ist ein Einfluss der isometrischen Kontraktion auf die Expression der 
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MHC´s und somit auf ihren Phänotyp nicht auszuschliessen (s. S. 13). Eine Erklärung kann 

auch sein, das der Muskel aufgrund langanhaltenden „cross-bridge-cyclings“ (s. S. 4) einen 

langsamen Charakter annimmt. Dabei ist nicht bekannt, ob die Myosinköpfe wiederholt an 

das Aktin binden wenn die Filamente durch die Immobilisation nicht übereinander gleiten 

können. Zusätzlich hängt die Ca
2+

- Konzentration in der Zelle von der Frequenz der 

Neurostimulation ab, was wieder mehr Variablen in die Regulation der Genexpression 

einbringt und das Thema komplexer gestaltet. 

6.2.6 Chronische Elektrostimulation

Das hier gemessene Expressionsmuster ist den Änderungen bei einer chronisch-

niederfrequenten Stimulation (CNS) ähnlich. Die Stimulation eines Muskels mit einem 

chronisch-niederfrequenten neuronalen Impulsmusters verursacht eine Umwandlung von 

schnellen in langsame Muskeln, wie in der folgenden Abbildung 6.2 dargestellt.
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Abbildung 6.2: Zeitverlauf der durch niederfrequente Stimulation (10 Hz, 12 Std. täglich) im m. tibialis anterior 

des Kaninchens induzierten Änderungen der Expression von Isoformen der schweren Myosinkette (MHC). 

Aufgetragen sind Durchschnittswerte ± SD, n = 3-5 pro Zeitpunkt. Modifiziert nach [17]



Diskussion -74-

Abbildung 6.2 zeigt nach ca. 48 Tagen niederfrequenter Stimulation des m. tibialis anterior 

des Kaninchens einen deutlichen Anstieg des MHC-I um ca. 30%, eine drastische 

Verringerung des Gehaltes an MHC-IIx ( = MHC-IId) um ca. 60% und eine Erhöhung von 

MHC-IIa um ca. 35%. Bei diesem Versuch war der Muskel allerdings in der Lage sich zu 

kontrahieren, abgesehen davon das er an einer anderen Spezies mit einem anderen Zeitrahmen

und an einem anderen Muskel durchgeführt wurde. 

Ein direkter Vergleich der Daten der beiden Modelle ist hier eigentlich nicht angebracht bzw. 

mit Vorsicht zu geniessen, da bei dem hier untersuchten Modell ein mit 

Knochenersatzmaterial immobilisierter Muskel mit einem unbekannten neuronalen 

Impulsmuster angesteuert wurde. Nur die Ähnlichkeit der beiden Expressionsmuster fällt ins 

Auge. Der Kaninchenmuskel im CNS-Versuch war ebenfalls nicht denerviert, da das 

hochfrequente phasische Impulsmuster dass für die Umwandlung in schnelle Muskelfasern 

verantwortlich ist, von der niederfrequenten Stimulation der Motoneuronen vollständig 

überlagert wird [16]. So viel haben die beiden Modelle hier auf jeden Fall gemeinsam, der 

untersuchte Muskel war im intakten Organismus, nur dass ein Muskel isometrisch

kontrahierte und einer natürlich. Aber doch war bei beiden Muskeln eine Form der 

Kontraktion vorhanden. 

Die Immobilisation des M. latissimus dorsi mit P3HB-Gerüsten verursacht eine isometrische 

Kontraktion der Muskulatur, dies kann eine mechanische Belastung für den Muskel 

darstellen. Die Muskulatur bleibt innerviert und wird somit über den gesamten Zeitraum der 

Immobilisation stimuliert. 

So kann es sein, dass der immobilisierte Teil der M. latissimus dorsi mit einem 

niederfrequenten neuronalen Impulsmuster angesteuert wurde und daraus die in dieser Arbeit 

gemessene Verteilung des mRNA-Gehaltes der Muskelfasertypen resultiert. Dies würde auch 

den nach 98 Tagen noch anhaltenden sichtbaren Effekt und den über den gesamten Zeitraum 

noch langsam ansteigenden MHC-I mRNA-Gehalt erklären. 

Literatur gibt es im Allgemeinen vor allem zu Untersuchungen an denervierter Muskulatur, 

wie z. B. dem Soleus-Muskel der Ratte nach einer Durchtrennung des Rückenmarks. 100 

Tage nach der Durchtrennung sinkt der mRNA-Gehalt von MHC-I sehr stark, MHC-IIa steigt, 

MHC-IIb bleibt unverändert und MHC-IIx steigt stark an. Der eigentlich langsame Muskel 

nimmt durch die Denervierung schnelle Eigenschaften an [24]. Ähnliche Ergebnisse wurden 

auch im mit Bottox A immobilisierten Masseter Muskel von Schweinen erzielt, wobei aber 

die Immobilisation mit Bottox A einer Denervierung gleichkommt. Dies führte zu der 

Annahme, dass ein inaktiver Muskel eine phänotypische langsam-zu-schnell Umwandlung 
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durchlaufen muss. Diese Arbeit liefert allerdings ein weiteres Beispiel dafür, dass dieses 

Phänomen komplexer und umfangreicher ist als bisher angenommen.

6.2.7 Weitere Untersuchungen

In weiteren Versuchen zu diesem Thema könnte z.B. das übertragene Impulsmuster des M. 

latissimus dorsi der Ratte vor und während der Immobilisation des Muskels bestimmt werden. 

Auch eine Messung des intramuskulären Calciumgehaltes wäre sinnvoll. Diese Versuche in 

vivo durchzunehmen gestaltet sich im Tierversuch allerdings schwierig und eine Präparierung 

des Muskels beeinflusst wiederum das Impulsmuster. 

Eine weitere Möglichkeit wäre, mit Muskelzellen zu arbeiten und den Phänotyp der 

Muskelfasern in Abhängigkeit von äusseren Einflüssen (z.B. Änderung des Nährmediums, 

der Temperatur, der Sauerstoffsättigung der Luft, der Elektrostimulation, usw.) zu 

untersuchen. Die Zelllinien können aus einem Rattenmuskel präpariert und etabliert werden. 

Eine bestimmte Anzahl an Zellen wird ausgesät und gegenüber Kontrollen entsprechend 

behandelt. Die Unterscheidung der Muskelfasertypen kann dann wieder mit RNA-Isolation 

aus Zellen und der bereits etablierten Real-Time PCR-Methode erfolgen. Dabei gestaltet sich 

die RNA-Isolation aus Zellen viel einfacher als die aus Gewebe. Dieses Modell ist dann

allerdings weiter vom lebenden Organismus entfernt. Es ist bereits gelungen, aus solch einer 

Rattenzelllinie die auf einem bestimmten Kollagennährboden ausgesät wurde, einen 

funktionierenden Muskel zu entwickeln [50].

Um den Regulationsmechanismus der Expression der Muskelfaserisoformen genauer zu 

bestimmen, könnte eine Promotorcharakterisierung der Myosine durchgeführt werden. Dazu 

müsste die gDNA-Sequenz vor dem Transkriptionsstart einer Myosinisoform kloniert werden. 

Durch PCR mit entsprechenden Primern werden dann 5´-Deletionen der regulatorisch aktiven 

Region hergestellt und jeweils in ein geeignetes Plasmid kloniert. Eine Muskelzelllinie kann 

mit je einem Plasmid transfiziert werden und mittels einem Luciferase-Assay kann dann die 

Aktivität es jeweiligen klonierten Promotorteiles in der Muskelzelle gemessen werden. So 

lässt sich herausfinden, an welchen Stellen im Promotor sich überhaupt regulatorisch aktive 

Sequenzen befinden. Diese Methode geht allerdings sehr ins Detail und ist weit entfernt von 

der angewandten Medizin am Patienten, ist aber auf lange Zeit für die genaue Erklärung der 

beobachteten Phänomene unumgänglich.
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7 Zusammenfassung und Ausblick

Das hier erhaltene mRNA-Expressionmuster zeigt eine in sich schlüssige schnell-zu-langsam 

Umwandlung der Muskelfasertypen, die mit dem phänotypischen Schema aus der Literatur 

abgeglichen werden kann. Auch die prozentualen Anteile der Muskelfasertypen gemessen an 

der Gesamtsumme der Muskelfasertypen liefern realistische Werte. Problematisch ist ein 

Zusammenbringen von immobilisierter Muskulatur mit steigendem langsamen 

Muskelfaseranteil, da die bisherige Literatur meist gegensätzliches lehrt.  

Die Immobilisation eines Teilstückes von innervierter, intakter Muskulatur mit 

Knochenersatzmaterial liefert ein neues Expressionsmuster der Myosin-Isoformen MHC-I, 

IIa, IIb und IIx. Anhand dieser Ergebnisse wird deutlich, dass die Regulation der Expression 

der MHC´s vor allem auf molekularer Ebene noch nicht ausreichend erforscht ist. Bei den 

bisher vorliegenden Untersuchungen wurde der Muskel vor allem über die motoneuronale 

Signalübertragung beeinflusst, Untersuchungen an natürlich innervierter, immobilisierter 

Muskulatur fehlen. Dabei ist dieser Zustand in der Medizin, vor allem bei der Anwendung 

von Knochenersatzmaterialen, oft herbeigeführt. Die Schwierigkeit bei dieser 

Aufgabenstellung ist, den Muskel von aussen mechanisch geeignet zu immobilisieren und den 

Wirkungsgrad dieser Immobilisation zu bestimmen, vor allem dann wenn die umliegende 

Muskulatur bewegt wird. Ein neuer Einflussfaktor auf die Expressionsregulation der MHC´s 

könnte die Durchblutung bzw. die Sauerstoffversorgung im Muskel sein. Das heisst allerdings 

auch, dass dieser Faktor in weiteren Versuchen bestimmt und gemessen werden muss.

Insgesamt zeigt diese Arbeit, dass das bisherige Schema für die Regulation der Expression der 

Myosine (ein trainierter Muskel bekommt langsame Eigenschaften, ein immobilisierter 

schnelle) zu einfach ist. Es müssen beim Modell der Immobilisation mit 

Knochenersatzmaterial neue Faktoren wie z. B. Durchblutung, Stimulation, Grad der 

Immobilisation und Grundzustand des Muskels in weiteren Versuchen genauer beachtet und 

definiert werden.
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Anhang C: Pipettierschema für die Einstellung der Primer und Einteilung der 

96-Well Platten

Für die Einstellung der Primer pipettierte Volumina:

Wells PCR

Master

Mix [µl]

5 µM

Forward 

Primer [µl]

5 µM

Reverse

Primer [µl]

Template

[µl]

Aqua ad 

Injectabila

[µl]

Gesamt-

volumen

[µl]

A01-A02 12,5 0,25 0,25 2 10 25

A03-A04 12,5 0,25 1,5 2 8,75 25

A05-A06 12,5 0,25 4,5 2 5,75 25

A07-A08 12,5 1,5 0,25 2 8,75 25

A09-A10 12,5 1,5 1,5 2 7,5 25

A11-A12 12,5 1,5 4,5 2 4,5 25

B01-B02 12,5 4,5 0,25 2 5,75 25

B03-B04 12,5 4,5 1,5 2 4,5 25

B05-B06 12,5 4,5 4,5 2 1,5 25

B07-B08 12,5 0,25 0,25 0 12 25

B09-B10 12,5 0,25 1,5 0 10,75 25

B11-B12 12,5 0,25 4,5 0 7,75 25

C01-C02 12,5 1,5 0,25 0 10,75 25

C03-C04 12,5 1,5 1,5 0 9,5 25

C05-C06 12,5 1,5 4,5 0 6,5 25

C07-C08 12,5 4,5 0,25 0 7,75 25

C09-C10 12,5 4,5 1,5 0 6,5 25

C11-C12 12,5 4,5 4,5 0 3,5 25
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Einteilung einer 96-Well Platte für die Einstellung von zwei Primerpaaren. Die Angaben im 

Well (z.b. A1) entsprechen: 

forward Primer/

Reverse Primer/

aqua ad injectabila

pipettiertes Volumen in [µl]

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A

MHC-I

0,25/

0,25 

10

0,25/

0,25

10

0,25/

1,5

8,75

0,25/

1,5 

8,75

0,25/

4,5

5,75

0,25/

4,5

5,75

1,5/

0,25

8,75

1,5/

0,25

8,75

1,5/

1,5

7,5

1,5/

1,5

7,5

1,5/

4,5

4,5

1,5/

4,5

4,5

B

MHC-I

4,5/

0,25

5,75

4,5/

0,25

5,75

4,5/

1,5

4,5

4,5/

1,5

4,5

4,5/

4,5

1,5

4,5/

4,5

1,5

0,25/

0,25

12

0,25/

0,25

12

0,25/

1,5

10,75

0,25/

1,5

10,75

0,25/

4,5

7,75

0,25/

4,5

7,75

C

MHC-I

1,5/

0,25

10,75

1,5/

0,25

10,75

1,5/

1,5

9,5

1,5/

1,5

9,5

1,5/

4,5

6,5

1,5/

4,5

6,5

4,5/

0,25

7,75

4,5/

0,25

7,75

4,5/

1,5

6,5

4,5/

1,5

6,5

4,5/

4,5

3,5

4,5/

4,5

3,5

D

E

F

MHC-IIa

0,25/

0,25 

10

0,25/

0,25

10

0,25/

1,5

8,75

0,25/

1,5 

8,75

0,25/

4,5

5,75

0,25/

4,5

5,75

1,5/

0,25

8,75

1,5/

0,25

8,75

1,5/

1,5

7,5

1,5/

1,5

7,5

1,5/

4,5

4,5

1,5/

4,5

4,5

G

MHC-IIa

4,5/

0,25

5,75

4,5/

0,25

5,75

4,5/

1,5

4,5

4,5/

1,5

4,5

4,5/

4,5

1,5

4,5/

4,5

1,5

0,25/

0,25

12

0,25/

0,25

12

0,25/

1,5

10,75

0,25/

1,5

10,75

0,25/

4,5

7,75

0,25/

4,5

7,75

H

MHC-IIa

1,5/

0,25

10,75

1,5/

0,25

10,75

1,5/

1,5

9,5

1,5/

1,5

9,5

1,5/

4,5

6,5

1,5/

4,5

6,5

4,5/

0,25

7,75

4,5/

0,25

7,75

4,5/

1,5

6,5

4,5/

1,5

6,5

4,5/

4,5

3,5

4,5/

4,5

3,5



Anhang C -89-

96-Well Platten-Einteilung für die Messung der Proben. Standardkurven für das 

entsprechende Gen bzw. -Actin und NTC´s müssen mit den 

Proben auf jede Platte

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A

MHC-I

10
6

Std

10
6

Std

10
5

Std

10
5

Std

10
4

Std

10
4

Std

10
3

Std

10
3

Std

Pro-

be01

Pro-

be01

02 02

B

MHC-I

03 03 04 04 05 05 06 06 07 07 08 08

C

MHC-I

09 09 10 10 11 11 NTC

I

NTC

I

NTC

IIa

NTC

IIa

NTC

Actb

NTC

Actb

D

MHC-

IIa

10
6

Std

10
6

Std

10
5

Std

10
5

Std

10
4

Std

10
4

Std

10
3

Std

10
3

Std

Pro-

be01

Pro-

be01

02 02

E

MHC-

IIa

03 03 04 04 05 05 06 06 07 07 08 08

F

MHC-

IIa/Actb

09 09 10 10 11 11 10
6

Std

10
6

Std

10
5

Std

10
5

Std

10
4

Std

10
4

Std

G

Actb

10
3

Std

10
3

Std

Pro-

be01

Pro-

be01

02 02 03 03 04 04 05 05

H

Actb

06 06 07 07 08 08 09 09 10 10 11 11
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Anhang D: Messwerte zu den eingestellten Standardkurven, Klonierungsvektor 

und Primersequenzen

Document Name: hs10-04-06 

Plate Type: Absolute Quantification

User: QPCR1

Document Information

Operator: QPCR1

Run Date: Monday April 10  2006 13:35:54

Last Modified: Monday April 10  2006 15:34:02

Instrument Type: Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System

Comments:

SDS v1.3

W ell Sample NameDetector Task Ct StdDev Ct Qty Mittel Ct log (Kopien)Filtered Tm

A1 MyHCI EvaGreen3Unknown 16,26 6,203 6 81,7

A2 MyHCI EvaGreen3Unknown 16,3 6,203 6 16,28 6 81,7

A3 MyHCI EvaGreen3Unknown 19,29 6,203 5 81,7

A4 MyHCI EvaGreen3Unknown 19,22 6,203 5 19,255 5 82,1

A5 MyHCI EvaGreen3Unknown 22,55 6,203 4 82,1

A6 MyHCI EvaGreen3Unknown 22,5 6,203 4 22,525 4 82,1

A7 MyHCI EvaGreen3Unknown 26,11 6,203 3 82,1

A8 MyHCI EvaGreen3Unknown 26,03 6,203 3 26,07 3 82,1

A9 MyHCI EvaGreen3Unknown 29,46 6,203 2 81,7

A10 MyHCI EvaGreen3Unknown 29,25 6,203 2 29,355 2 81,7

A11 MyHCI EvaGreen3Unknown 33,07 6,203 1 81,7

A12 MyHCI EvaGreen3Unknown 34,49 6,203 1 33,78 1 82,1

B1 MyHCIIa Myco Unknown 16,16 5,8 6 76,9

B2 MyHCIIa Myco Unknown 16,23 5,8 6 16,195 6 76,9

B3 MyHCIIa Myco Unknown 19,3 5,8 5 76,9

B4 MyHCIIa Myco Unknown 19,32 5,8 5 19,31 5 76,9

B5 MyHCIIa Myco Unknown 22,47 5,8 4 77,3

B6 MyHCIIa Myco Unknown 22,43 5,8 4 22,45 4 77,3

B7 MyHCIIa Myco Unknown 26,06 5,8 3 77,3

B8 MyHCIIa Myco Unknown 25,94 5,8 3 26 3 76,9

B9 MyHCIIa Myco Unknown 29,65 5,8 2 76,9

B10 MyHCIIa Myco Unknown 29,17 5,8 2 29,41 2 76,6

B11 MyHCIIa Myco Unknown 32,74 5,8 1 76,9

B12 MyHCIIa Myco Unknown 31,55 5,8 1 32,145 1 76,6

C1 MyHCIIb EvaGreen3Unknown 5,428 6 75,2

C2 MyHCIIb EvaGreen3Unknown 16,83 5,428 6 16,83 6 75,2

C3 MyHCIIb EvaGreen3Unknown 19,96 5,428 5 75,2

C4 MyHCIIb EvaGreen3Unknown 19,82 5,428 5 19,89 5 75,2

C5 MyHCIIb EvaGreen3Unknown 23,11 5,428 4 75,2

C6 MyHCIIb EvaGreen3Unknown 23,13 5,428 4 23,12 4 75,2

C7 MyHCIIb EvaGreen3Unknown 26,44 5,428 3 75,2

C8 MyHCIIb EvaGreen3Unknown 26,6 5,428 3 26,52 3 75,2

C9 MyHCIIb EvaGreen3Unknown 29,82 5,428 2 75,2

C10 MyHCIIb EvaGreen3Unknown 30 5,428 2 29,91 2 74,9

C11 MyHCIIb EvaGreen3Unknown 32,76 5,428 1 74,9

C12 MyHCIIb EvaGreen3Unknown Undetermined 1 1 65,4

D1 MyHCIIx Myco Unknown 16,22 5,837 6 78

D2 MyHCIIx Myco Unknown 16,22 5,837 6 16,22 6 78

D3 MyHCIIx Myco Unknown 19,42 5,837 5 78

D4 MyHCIIx Myco Unknown 19,33 5,837 5 19,375 5 78

D5 MyHCIIx Myco Unknown 5,837 4 78

D6 MyHCIIx Myco Unknown 22,65 5,837 4 22,65 4 78

D7 MyHCIIx Myco Unknown 26,12 5,837 3 78

D8 MyHCIIx Myco Unknown 26,08 5,837 3 26,1 3 78

D9 MyHCIIx Myco Unknown 29,48 5,837 2 77,7

D10 MyHCIIx Myco Unknown 5,837 2 29,48 2 77,7

D11 MyHCIIx Myco Unknown 32,01 5,837 1 77,3

D12 MyHCIIx Myco Unknown 33,08 5,837 1 1 76,9

E1 Actb EvaGreen3Unknown 16,54 6,022 6 81,7

E2 Actb EvaGreen3Unknown 16,55 6,022 6 16,545 6 81,7

E3 Actb EvaGreen3Unknown 19,61 6,022 5 81,7

E4 Actb EvaGreen3Unknown 19,66 6,022 5 19,635 5 81,7

E5 Actb EvaGreen3Unknown 23,08 6,022 4 81,7

E6 Actb EvaGreen3Unknown 23,06 6,022 4 23,07 4 81,7

E7 Actb EvaGreen3Unknown 26,27 6,022 3 81,7

E8 Actb EvaGreen3Unknown 6,022 3 26,27 3 81,3

E9 Actb EvaGreen3Unknown 29,99 6,022 2 81,3

E10 Actb EvaGreen3Unknown 29,59 6,022 2 29,79 2 81,3

E11 Actb EvaGreen3Unknown 32,25 6,022 1 80,9

E12 Actb EvaGreen3Unknown 34,45 6,022 1 33,35 1 80,5
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Vektor, in den die Zielsequenzen kloniert wurden um die Standards herzustellen
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Die Sequenzen der Primer sind orange gekennzeichnet

Beta-actin

>gi|42475962|ref|NM_031144.2| Rattus norvegicus actin, beta (Actb), mRNA

GGGGTCGAGTCCGCGTCCACCCGCGAGTACAACCTTCTTGCAGCTCCTCCGTCGCCGGTCCACACCCGCC

ACCAGTTCGCCATGGATGACGATATCGCTGCGCTCGTCGTCGACAACGGCTCCGGCATGTGCAAGGCCGG

CTTCGCGGGCGACGATGCTCCCCGGGCCGTCTTCCCCTCCATCGTGGGCCGCCCTAGGCACCAGGGTGTG

ATGGTGGGTATGGGTCAGAAGGACTCCTACGTGGGCGACGAGGCCCAGAGCAAGAGAGGCATCCTGACCC

TGAAGTACCCCATTGAACACGGCATTGTCACCAACTGGGACGATATGGAGAAGATTTGGCACCACACTTT

CTACAATGAGCTGCGTGTGGCCCCTGAGGAGCACCCTGTGCTGCTCACCGAGGCCCCTCTGAACCCTAAG

GCCAACCGTGAAAAGATGACCCAGATCATGTTTGAGACCTTCAACACCCCAGCCATGTACGTAGCCATCC

AGGCTGTGTTGTCCCTGTATGCCTCTGGTCGTACCACTGGCATTGTGATGGACTCCGGAGACGGGGTCAC

CCACACTGTGCCCATCTATGAGGGTTACGCGCTCCCTCATGCCATCCTGCGTCTGGACCTGGCTGGCCGG

GACCTGACAGACTACCTCATGAAGATCCTGACCGAGCGTGGCTACAGCTTCACCACCACAGCTGAGAGGG

AAATCGTGCGTGACATTAAAGAGAAGCTGTGCTATGTTGCCCTAGACTTCGAGCAAGAGATGGCCACTGC

CGCATCCTCTTCCTCCCTGGAGAAGAGCTATGAGCTGCCTGACGGTCAGGTCATCACTATCGGCAATGAG

CGGTTCCGATGCCCCGAGGCTCTCTTCCAGCCTTCCTTCCTGGGTATGGAATCCTGTGGCATCCATGAAA

CTACATTCAATTCCATCATGAAGTGTGACGTTGACATCCGTAAAGACCTCTATGCCAACACAGTGCTGTC

TGGTGGCACCACCATGTACCCAGGCATTGCTGACAGGATGCAGAAGGAGATTACTGCCCTGGCTCCTAGC

ACCATGAAGATCAAGATCATTGCTCCTCCTGAGCGCAAGTACTCTGTGTGGATTGGTGGCTCTATCCTGG

CCTCACTGTCCACCTTCCAGCAGATGTGGATCAGCAAGCAGGAGTACGATGAGTCCGGCCCCTCCATCGT

GCACCGCAAATGCTTCTAGGCGGACTGTTACTGAGCTGCGTTTTACACCCTTTCTTTGACAAAACCTAAC

TTGCGCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

Intron

EPRIMER3 RESULTS FOR NM_031144.2

#                      Start  Len   Tm     GC%   Sequence

   1 PRODUCT SIZE: 70

     FORWARD PRIMER     168   18  61.04  61.11  CGTCTTCCCCTCCATCGT

     REVERSE PRIMER     217   21  59.81  57.14  GGAGTCCTTCTGACCCATACC

MyHC Typ I

>gi|8393806|ref|NM_017240.1| Rattus norvegicus myosin, heavy polypeptide 7, 

cardiac muscle, beta (Myh7), mRNA

CCGCTCAGTCATGGCGGATCGAGAGATGGCTGCATTTGGGGCCGGAGCCCCCTTCCTGCGAAAATCTGAG

AAGGAGCGGCTGGAGGCGCAGACCAGGCCCTTTGACCTCAAGAAAGATGTTTTTGTGCCTGATGACAAAG

AAGAGTTTGTCAAGGCCAAGATCGTGTCTCGAGAGGGTGGCAAAGTCACCGCTGAGACAGAGAATGGCAA

GACGGTGACTGTGAAGGAGGACCAGGTGATGCAGCAGAACCCTCCCAAGTTCGACAAGATCGAGGACATG

GCCATGCTGACCTTCCTGCACGAGCCGGCTGTGCTCTACAATCTCAAGGAGAGGTACGCTTCCTGGATGA

TCTACACCTACTCAGGCCTCTTCTGTGTCACCGTCAACCCCTATAAGTGGCTGCCAGTGTACAATGCGCA

AGTGGTAGCTGCCTACCGGGGCAAGAAGAGGAGCGAGGCTCCACCCCACATCTTCTCCATCTCTGACAAC

GCCTATCAGTACATGCTGACAGATCGGGAGAACCAGTCCATCCTCATCACCGGAGAATCCGGAGCTGGTA

AGACCGTCAACACCAAGAGGGTCATCCAATATTTTGCTGTTATTGCTGCCATTGGGGACCGCAGCAAGAA

GGACCAGACCCCAGGCAAGGGCACCTTGGAAGATCAAATCATCCAAGCCAACCCCGCTCTGGAGGCCTTT

GGCAATGCCAAGACAGTTCGGAATGATAACTCCTCCCGATTTGGGAAATTCATTCGAATCCATTTTGGGG

CAACAGGAAAGTTGGCATCTGCAGATATAGAGACCTACCTTCTGGAAAAATCCAGAGTTATTTTCCAGCT

GAAAGCAGAAAGAGATTATCACATTTTCTACCAAATCCTGTCTAATAAAAAGCCTGAGCTTCTAGACATG

CTGCTGATCACCAACAACCCCTACGATTATGCGTTCTTCTCCCAGGGAGAGACGACTGTGGCCTCAATAG

ATGACTCTGAAGAGCACATGGCCACCGATAGCGCCTTTGATGTGCTGGGCTTCACTCCAGAAGAGAAGAA

CTCCATTTACAAGCTGACAGGCGCCATCATGCACTTTGGAAACATGAAGTTCAAACAGAAGCAGAGGGAG

GAGCAGGCAGAGCCAGACGGCACGGAAGAAGCTGACAAGTCAGCCTACCTCATGGGACTGAACTCGGCTG

ACCTGCTCAAGGGGTTGTGCCACCCTCGAGTCAAAGTGGGCAACGAGTATGTCACCAAAGGGCAGAATGT

CCAGCAGGTGGCATATGCCATCGGGGCACTGGCCAAGTCAGTGTACGAGAAGATGTTCAACTGGATGGTG

ACACGCATCAACGCAACCCTGGAGACCAAGCAGCCACGCCAGTACTTCATAGGTGTCCTGGACATCGCCG

GCTTTGAGATCTTTGATTTCAACAGCTTTGAGCAGCTGTGCATCAACTTCACCAATGAGAAGCTGCAGCA
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GTTCTTCAACCACCACATGTTCGTGCTGGAGCAGGAGGAGTACAAGAAGGAAGGCATCGAGTGGACGTTT

ATTGACTTCGGCATGGACCTGCAGGCCTGCATCGACCTCATCGAGAAGCCCATGGGCATCATGTCCATCC

TGGAGGAGGAGTGCATGTTCCCCAAGGCCACGGACATGACCTTCAAGGCCAAGCTGTACGACAACCACCT

GGGCAAGTCCAACAACTTCCAGAAGCCTCGCAATATCAAGGGAAAGCAGGAAGCCCACTTCTCTCTGATC

CACTATGCTGGCACCGTGGACTACAATATCCTGGGCTGGCTACAGAAGAACAAGGACCCTCTCAATGAGA

CGGTGGTGGGGCTGTACCAGAAGTCCTCCCTCAAGCTCCTAAGTAATCTGTTTGCCAACTATGCTGGAGC

TGATGCACCTGTAGACAAGGGCAAAGGCAAAGCAAAGAAAGGCTCATCCTTTCAGACCGTGTCCGCACTG

CACAGGGAAAATCTGAACAAACTTATGACAAACCTGCGCTCCACGCACCCTCACTTTGTACGCTGCATCA

TCCCCAATGAGACGAAGTCTCCAGGGGTGATGGACAACCCCCTGGTCATGCACCAGCTGCGATGCAACGG

AGTGCTGGAGGGTATCCGCATCTGTAGGAAGGGCTTCCCCAACCGCATTCTTTATGGGGACTTCCGGCAG

AGGTATCGAATCCTGAACCCAGCAGCCATCCCTGAGGGCCAATTCATTGATAGCCGGAAAGGGGCTGAGA

AGCTGCTGGGCTCCCTGGACATTGACCACAACCAGTACAAGTTTGGCCACACCAAGGTGTTCTTCAAGGC

GGGGCTGCTGGGGCTGCTGGAGGAGATGCGAGATGAGAGGCTGAGCCGCATCATCACCAGAATCCAGGCC

CAGTCCCGAGGTGTACTTTCCAGAATGGAGTTTAAGAAGCTGCTGGAGCGCAGAGACTCCCTGCTGATTA

TCCAGTGGAACATCCGCGCCTTCATGGGGGTCAAGAATTGGCCGTGGATGAAGCTCTACTTCAAGATCAA

GCCGCTGCTGAAGAGCGCAGAGACAGAGAAGGAGATGGCCAACATGAAGGAGGAGTTCGGGCGAGTCAAA

GATGCACTAGAGAAGTCTGAGGCTCGCCGCAAGGAGCTGGAGGAGAAGATGGTGTCCCTGCTGCAGGAGA

AGAATGACCTGCAGCTCCAAGTGCAGGCGGAACAAGACAACCTGGCAGATGCCGAGGAGCGCTGCGACCA

GCTGATCAAGAACAAGATCCAGCTGGAGGCCAAGGTGAAGGAGATGACCGAGAGGCTGGAGGACGAGGAG

GAGATGAACGCCGAGCTCACGGCCAAGAAGCGCAAACTGGAAGACGAGTGCTCAGAGCTCAAGAGAGATA

TCGATGACCTGGAGCTGACCCTGGCCAAGGTGGAGAAGGAAAAGCACGCAACAGAGAACAAGGTGAAAAA

CCTGACAGAGGAGATGGCTGGGCTGGACGAGATCATTGTCAAGCTGACCAAGGAGAAGAAAGCTCTACAA

GAGGCCCACCAGCAAGCCCTAGATGACCTTCAGGCTGAGGAGGACAAGGTCAACACTCTGACCAAGGCCA

AGGTCAAGCTGGAGCAGCAAGTGGATGATCTGGAGGGATCCCTGGATCAGGACAAGAAGGTGCGCATGGA

CCTGGAGCGAGCAAAGCGGAAGCTGGAGGGTGACCTGAAGCTGACCCAGGAGAGCATCATGGACCTGGAG

AACGACAAGCAGCAGTTGGATGAGCGACTCAAAAAGAAGGACTTTGAGTTAAATGCACTCAACGCCAGGA

TTGAGGATGAGCAGGCCCTGGGCAGCCAGCTGCAGAAGAAGCTCAAAGAGCTTCAGGCACGCATCGAGGA

GCTGGAGGAGGAGCTGGAGGCTGAGCGCACAGCCCGGGCCAAGGTGGAGAAGCTGCGCTCAGACCTGTCC

CGGGAGCTGGAGGAGATCAGTGAGAGGCTAGAGGAAGCCGGTGGGGCCACATCTGTGCAGATAGAGATGA

ACAAGAAGCGCGAGGCCGAGTTCCAGAAGATGCGGCGGGACCTAGAGGAGGCCACGCTGCAGCATGAGGC

CACAGCTGCGGCCCTGCGCAAGAAACACGCGGACAGCGTGGCCGAGCTGGGCGAGCAGATAGACAATCTA

CAGCGGGTGAAGCAGAAGCTGGAGAAAGAGAAGAGCGAGTTCAAGCTGGAGCTGGATGACGTTACCTCCA

ACATGGAGCAGATCATCAAGGCCAAGGCTAACCTGGAGAAGATGTGCCGGACCCTGGAGGACCAGATGAA

TGAACACCGGAGCAAGGCTGAGGAGACACAGCGTTCTGTCAATGACCTCACCCGCCAGCGGGCCAAGCTG

CAGACAGAGAATGGGGAGCTGTCCAGACAGCTGGATGAGAAGGAGGCTCTTATCTCTCAGCTGACCCGAG

GCAAGCTCACGTATACCCAGCAGCTGGAGGACCTCAAGAGGCAGCTGGAGGAGGAGGTCAAGGCCAAGAA

TGCCCTGGCCCACGCACTGCAGTCAGCCCGGCATGATTGCGACCTGCTGCGGGAACAGTACGAGGAGGAA

ACAGAAGCCAAGGCTGAGCTGCAGCGTGTCCTGTCCAAGGCCAACTCAGAGGTGGCCCAGTGGAGGACCA

AGTATGAGACGGACGCCATACAGAGGACGGAGGAGCTGGAGGAAGCCAAGAAGAAGCTGGCTCAGAGGCT

TCAGGATGCTGAGGAGGCAGTGGAGGCCGTCAACGCCAAGTGCTCCTCGCTGGAGAAGACCAAGCACAGG

CTGCAGAACGAGATCGAGGACCTGATGGTGGATGTGGAGCGCTCCAATGCGGCCGCCGCAGCCCTGGACA

AGAAGCAGAGGAACTTCGACAAGATCCTGGTTGAGTGGAAGCAGAAGTATGAGGAGTCCCAGTCAGAGCT

GGAGTCTTCCCAGAAGGAGGCGCGCTCCCTGAGCACAGAGCTCTTCAAGCTGAAGAATGCCTATGAGGAG

TCTCTGGAGCACCTGGAGACCTTCAAGCGGGAGAACAAGAACCTCCAGGAGGAGATCTCAGACCTGACTG

AACAGCTGGGCTCAACTGGGAAGAGCATCCACGAGCTGGAGAAGATCCGAAAGCAACTGGAGGCTGAGAA

GCTGGAGCTGCAGTCAGCCCTGGAAGAGGCTGAGGCCTCCCTGGAGCATGAGGAGGGCAAGATCCTCCGA

GCCCAGCTGGAGTTCAACCAGATCAAGGCAGAGATCGAAAGGAAGCTGGCAGAGAAGGACGAGGAGATGG

AGCAGGCCAAGCGCAACCACCTGCGGGTGGTGGACTCCCTGCAGACCTCCCTGGATGCCGAGACGCGCAG

CCGCAACGAGGCCCTGCGGGTGAAGAAGAAGATGGAGGGCGACCTCAACGAGATGGAGATCCAGCTCAGT

CATGCCAACCGCATGGCTGCTGAGGCCCAGAAACAAGTGAAGAGCCTCCAGAGTTTGCTGAAGGACACTC

AAATCCAGCTGGATGACGCAGTCCGTGCCAATGACGACCTGAAGGAGAACATCGCCATCGTGGAGCGGCG

CAACAACCTGCTGCAGGCGGAGCTGGAGGAGCTGCGGGCCGTGGTGGAGCAGACGGAGCGGTCTCGGAAG

CTGGCAGAGCAGGAGCTGATCGAGACCAGCGAGCGGGTGCAGCTGCTGCACTCCCAGAACACCAGCCTCA

TCAACCAGAAGAAGAAGATGGATGCAGACCTCTCCCAGCTCCAGACAGAGGTGGAGGAGGCGGTGCAGGA

GTGTAGGAACGCAGAGGAGAAGGCCAAGAAGGCCATCACAGATGCCGCCATGATGGCCGAGGAGCTGAAG

AAGGAGCAGGACACCAGCGCCCACCTGGAGCGCATGAAGAATAACATGGAGCAGACCATCAAGGACCTGC

AGCACCGGCTGGACGAGGCAGAGCAGATCGCCCTCAAGGGTGGCAAGAAGCAGCTGCAGAAGCTGGAGGC

CCGGGTCCGGGAGCTGGAGAATGAGCTGGAGGCTGAGCAGAAGCGCAATGCGGAGTCGGTGAAGGGCATG

AGGAAGAGCGAGCGGCGCATCAAGGAGCTCACCTACCAGACAGAGGAAGACAGGAAGAACCTACTGCGAC

TGCAGGACCTGGTGGACAAGCTGCAGTTAAAGGTGAAGGCCTACAAGCGCCAGGCTGAGGAGGCGGAGGA

ACAGGCCAACACCAACCTGTCCAAGTTCCGCAAGGTGCAGCACGAGCTGGATGAGGCAGAGGAGAGGGCG

GACATTGCCGAGTCCCAGGTCAACAAGCTGCGGGCCAAGAGCCGTGACATTGGCGCCAAGGGCCTGAATG
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AAGAGTAGATCTTGTGCTACCCAACCCTAAGGATGCCTGTGAAGCCCTGAGACCTGGAGCCTTTGAAACA

GCACCTTAGGCAGAAACACAATAAAGCAATTTTCCTTCAAGCCAA

Intron

2 PRODUCT SIZE: 98

     FORWARD PRIMER    ACCTGATGGTGGATGTGGAG

     REVERSE PRIMER    4368   20  59.01  50.00  CTTCTGCTTCCACTCAACCA

MyHC Typ 2b

>gi|288643|emb|X72590.1|RRMHC2B R.rattus mRNA for 2B myosin heavy chain

GTGAAGAGCCGAGAGGTTCACACCAAAGTCATAAGCGAAGAATAGCTCAATTCCTTCTGTTGAAAGGTGA

CAGAAGAAATCACACAAATGTGACGTTCTTTGTCACTGTCCTGTATATCAAGGAAATAAAAGCTGCAGAT

AATTTTGCAAAAAAAAAAAA

3 PRODUCT SIZE: 69

     FORWARD PRIMER       4   20  59.46  55.00  AAGAGCCGAGAGGTTCACAC

     REVERSE PRIMER      51   22  59.75  40.91  TGTCACCTTTCAACAGAAGGAA

MyHC Typ 2a

>gi|488527|emb|X72589.1|RRMHC2A R.rattus mRNA for 2A myosin heavy chain

GTAAAGAGCCGCGAGGTTCACACTAAAGTCATAAGTGAAGAGTAAGGCAGCTCTGATGCTGTAGAATGAC

CGAAGAGAGGCACAAAATGTGAAGCCTTTGGTCATGTCCCCATGTGATTCTATTTAATCCTATTGTAAGG

AAATAAAGAGCCCAAGTTCTTGCAAAGCAAAAAAAAAAAAAAAA

5 PRODUCT SIZE: 74

     FORWARD PRIMER       9   20  60.82  55.00  CCGCGAGGTTCACACTAAAG

     REVERSE PRIMER      63   20  59.95  50.00  TGCCTCTCTTCGGTCATTCT

MyHC Typ 2x

>gi|5802177|gb|AF157005.1|AF157005 Rattus norvegicus type 2X myosin heavy 

chain (MYHC) mRNA, partial cds

AAGGCCAAGAAGGCCATCACTGACGCCGCCATGATGGCGGAGGAGCTGAAGAAGGAGCAGGACACCAGCG

CCCATCTGGAGCGGATGAAGAAGAACCTGGAGCAGACGGTGAAGGACCTGCAGCACCGTCTGGACGAGGC

TGAGCAGCTGGCGCTGAAGGGCGGCAAGAAGCAGATCCAGAAACTGGAGGCCAGGGTCCGTGAACTTGAA

GGAGAAGTTGAAAACGAACAGAAGCGCAATGTTGAAGCTATCAAGGGTCTGCGCAAACATGAGAGAAGAG

TGAAAGAACTCACTTACCAAACTGAGGAAGACCGCAAGAACGTTCTCAGGCTCCAGGACCTTGTTGACAA

ACTGCAATCAAAGGTCAAAGCATACAAGAGACAAGCCGAGGAAGCGGAGGAAGAATCCAACGTCAACCTG

GCCAAGTTCCGCAAGATCCAGCACGAGCTGGAGGAAGCCGAGGAGCGGGCTGACATCGCCGAGTCCCAGG

TCAACAAGCTGCGGGTGAAGAGCCGCGAGGTTCACACCAAAATCATAAGCGAAGAGTGATCGATCCAAAT

GCAGGAAAGTGACCAAAGAGATGAGCAAAATGTGAAGATCTTTGTCACTCCATTTTGTACTTACGACTTT

GGGAGATAAAAAAAA

3 PRODUCT SIZE: 95

     FORWARD PRIMER     226   20  59.99  45.00  GAACAGAAGCGCAATGTTGA

     REVERSE PRIMER     300   19  59.99  50.00  TTCTTGCGGTCTTCCTCAG
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