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Einleitung 1

1  Einleitung

1.1 lonenkanale

Als Bestandteile der Zellmembran sind lonenkanéle unerldsslich fir die Funktion
eines lebenden  Organismus. In ihrer Form als  porenbildende,
membrandurchspannende Proteine steuern sie selektiv den Transport von lonen
durch die Zellmembran. Durch diese lonenstrébme wird sowohl das Verhalten einer
einzelnen Zelle gesteuert, als auch die Kommunikation der Zellen untereinander
erméglicht. Reize und Signale werden durch Anderung dieser Stréme weitergeleitet.
Da lonen als geladene Molekile die unpolare Lipiddoppelschicht der Zellmembran
nicht passieren kénnen, war es lange Zeit unklar, wie der der lonenfluss zwischen
dem Zellinneren und -&uBeren vor sich geht. Neben der Theorie von wassergefillten
Poren existierte auch die Vorstellung von vesikularem Transport der lonen durch die
Zellmembran. Elektrophysiologische Arbeiten an Riesen-Axonen von Tintenfischen
lieferten erstmalig Hinweise auf das Vorhandensein ionenselektiver Poren in der
Zellmembran (Armstrong 1971;Armstrong 1975). Die Entwicklung der Patch-Clamp-
Technik durch Neher und Sakmann 1975 (Neher & Sakmann 1976) ermdglichte
schlieBlich die Messung selbst kleinster Stréme durch einzelne Kanale. Damit
konnte die Existenz von lonenkanalen experimentell bewiesen werden. Im Laufe der
Zeit wurden fir nahezu alle fiir den Organismus relevanten lonen (Ca**, Na*, CI', K¥)
entsprechende Kanale entdeckt.

1.2 Kaliumkanale

Unter all diesen verschiedenen Kandlen sind die kaliumselektiven lonen-Kanéle
besonders hervorzuheben. Kaliumkanédle sind weit verbreitet. Sie kommen in
praktisch samtlichen Zellen eines Organismus vor, unabhangig, ob es sich um
Bakterien- oder Saugetierzellen handelt (Sigworth 2003). Kaliumkanale leisten einen
wichtigen Beitrag zur Aufrechterhaltung und Stabilisierung des
Ruhemembranpotentials einer Zelle. Das Ruhemembranpotential einer Zelle folgt
dem Konzentrationsgradienten von Kalium und entspricht in etwa dessen
Gleichgewichtspotential. Dieses lasst sicht mittels der Gleichung nach Nernst
berechnen. Eine genauere Berechnung erfolgt mit der Gleichung von Goldman-
Hodgkin-Katz, welche neben Kalium samtliche an der Aufrechterhaltung des
Membranpotentials beteiligten lonen mit einbezieht (Goldman 1943).

Zwischenzeitlich wurde eine groBe, auBerst vielfaltige Anzahl von Kaliumkanalen
identifiziert. Eine grobe Einteilung erfolgt aufgrund ihrer dreidimensionalen Struktur
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(Anzahl ihrer ~ membrandurchspannenden Doménen), sowie  der
entwicklungsgenetischen Verwandtschaft (Ahnlichkeit der zu Grunde liegenden DNS-
Sequenz). Dadurch lassen sich drei groBe Klassen von Kaliumkanalen
unterscheiden. Zum einen jene, mit sechs Transmembransegmenten, und die,
welche nur vier oder zwei Transmembransegmente besitzen. Samtliche bekannten
Kaliumkanale lassen sich entweder der einen oder der anderen Klasse zuordnen.
Eine weitere Unterteilung dieser Klassen erfolgt in Familien und Unterfamilien. Diese
Einteilung spiegelt auch die unterschiedliche Funktionweise einzelner Gruppen von
Kanélen wieder. So finden sich in der Klasse der Sechs-Transmebran-Kanéle eine
Reihe von spannungsabhéangigen oder kalziumgesteuerten Kaliumkanalen, wahrend
die Klasse der Zwei-Transmembran-Kandle die einwérts gleichrichtenden
Kaliumkanéle beeinhaltet (Coetzee et al. 1999;Miller 2000a).

Allen diesen Kanélen gemeinsam ist ein hochkonserviertes Sequenzmotiv von
Aminosauren: TMxTVGYG (Heginbotham et al. 1994). Diese Abfolge von
Aminosauren  befindet sich  jeweils zwischen den beiden letzten
Transmembransegmenten und stellt die eigentliche Kanalpore dar. Im Jahre 1998
gelang Doyle (Doyle et al. 1998) erstmalig durch R&ntgenstrukturanalyse die
rdumliche Darstellung eines kristallisierten Kaliumkanal-Proteins (KcsA aus
Streptomyces lividans). Die Einsicht in die molekulare Struktur machte es mdglich,
die bislang im Einzelnen ungeklarten Vorgédnge bezlglich lonenselektivitdt und
lonentransport besser zu verstehen. Die entscheidende Rolle fir den selektiven
Transport von Kalium-lonen durch die Membran kommt der oben bereits erwahnten
Porenregion zu. Die porenbildenden Aminosauren ordnen sich rdumlich so an, dass
ein wassergefillter ,Tunnel“ durch die Membran entsteht. Im oberen, extrazellularen
Bereich des Kanals befindet sich die als ,Selektivitatsfilter* bezeichnete Struktur. Hier
werden Carbonyl-Sauerstoffe des Kanalproteins so angeordnet, dass eine Offnung
ensteht, die exakt der GréBe eines dehydratisierten Kalium-lons entspricht. Passiert
ein (hydratisiertes) Kalium-lon den Selektivitatsfilter, streift es seine Hydrathylle ab
(wobei die Carbonyl-Sauerstoffe die Rolle der hydratisierenden Wassermolekile
dbernehmen) und gelangt durch den Filter in den wassergefillten Bereich der Pore,
wo es umgehend rehydratisiert wird. Andere lonen kénnen diesen Filter nicht
passieren, da sie entweder zu groB im Durchmesser sind, oder es, z.B. fir das
kleinere Natrium-lon, energetisch ungulnstiger ist, seine Hydrathllle abzustreifen
(Miller 2000Db).

Die Funktionweise der Kaliumkanéle unterliegt einem strengen
Regulationsmechnismus, welcher schnell und empfindlich auf Veranderungen des
Milieus innerhalb oder auBerhalb der Zelle reagiert. Davon héngt ab, ob der Kanal
gedffnet oder geschlossen wird. Signale fir die Zustandsanderung eines Kanals
kénnen verschiedener Art sein: Konzentrationsanderungen bestimmter lonen wie
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Na*, CI" oder Ca®*, regulatorische Molekiile wie z.B. ATP, aber auch Anderungen des
Membranpotentials beeinflussen das Offnen und SchlieBen des entsprechenden
Kanals.

Im Folgenden soll besonderes Augenmerk auf die Kaliumkanéle der Slo-Familie
gerichtet werden. Von speziellem Interesse fir die vorliegende Arbeit ist der als
Slo2.1 bezeichnete Kaliumkanal.

1.2.1 Die Slo-Genfamilie

Eine Unterfamilie von Kaliumkanédlen hebt sich durch eine ungewdéhnlich hohe
Leitfahigkeit hervor. Es handelt sich um Kanéle, welche zur Gruppe der Sechs-
Transmembran-Kanale zahlen. AuBer von BK-Kanalen fir ,big potassium (K%)-
Channels® spricht man in der Literatur auch von ,Maxi-K-Kanalen“ oder SLO-
Kanalen. Zunachst wurden in vielen Geweben groBe Kaliumstrome gemessen, die
sowohl abhangig von der Kalziumkonzentration als auch von der
Membrandepolarisation  waren. Exemplare der Fruchtfliege  Drosophila
melanogaster, welche an einer bestimmten Stelle ihres Genoms eine Mutation
trugen, zeigten aufféllig verlangsamte und gestérte Bewegungsablaufe und wurden
daher als ,slowpoke“ (Trodler, Langweiler) bezeichnet. Zusatzlich fehlte in den
Mutanten der groBe Ca®-abhangige Kaliumstrom (Elkins et al. 1986). Das
entsprechende Gen wurde in Anlehnung an ,slowpoke® nun als als slo bezeichnet
und codiert, wie sich spater herausstellte, fiir den Ca?*-abhangigen Kaliumkanal mit
groBer Leitfahigkeit (Atkinson et al. 1991). Dieser wurde somit zum Namensgeber
einer ganzen Familie von Kaliumkanalen.

1993 wurde erstmalig das homologe Gen in Saugetieren kloniert (Butler et al. 1993).
Nach und nach konnten mithilfe molekularbiologischer Methoden drei weitere slo-
Gene identifiziert und kloniert werden (Schreiber et al. 1998;Yuan et al.
2000;Bhattacharjee et al. 2003).

Slo1

—Si024
L g2

Slod

Abbildung 1-1 Phylogenetischer Stammbaum
Durch den jeweiligen Abstand der Gene wird ihr Verwandtheitsgrad angezeigt: So sind Slo1 und
Slo3 sich sehr ahnlich. Auch Slo2.1 und Slo2.2 zeigen groBe Ahnlichkeit, sind aber weiter

entfernt von Slo1 und Slo3.
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Die slo-Genfamilie besteht momentan aus vier Mitgliedern, welche im Anschluss
genauer beschrieben werden sollen. Die Abbildung 1-1 zeigt einen phylogenetischen
Stammbaum der einzelnen Mitglieder und stellt ihre strukturelle Verwandtschaft dar.
Je weiter die einzelnen Kanéle von einander entfernt sind, desto gréBer ist der
Unterschied in deren Sequenz. Folglich sind Slo1 und Slo3 sich sehr &hnlich,
unterscheiden sich aber von den beiden Slo2-Kanalen, die selbst wiederrum eine
groBe Ahnlichkeit zueinander aufweisen.

In der nachfolgenden Tabelle sind die Slo-Kanéale mit verschiedenen KenngréBen in
einer Ubersicht zusammengestellt:

Tabelle 1-1 Ubersichtstabelle Slo-Kanile (Salkoff et al. 2006)

Kanal Alternativbezeichnung Gensymbol Leitfahigkeit Kanalblocker Kanaloffner
Slo1 BKca, Maxi-K, KCa1.1 KCNMA1 100-270 pS  Iberiotoxin NS004
Charybdotoxin NS1619
(+)-Tubocurarin DHSH1
Kaliotoxin
Penitrem A

TEA(Tetraethylammoniumchlorid)

Slo2.1  Slick, Kna, KCa4.1 KCNT2 60-140 pS Intrazelluldres ATP
Chinidin
Ba2+

Slo2.2  Slack, Kna, KCa4.2 KCNT1 100-180 pS

Slo3 KCa5.1 KCNU1 70-100 pS
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1.2.1.1 Slo 1

Bei Slo1-Kanalen (BK, Maxi-K, KCNMA1) handelt es sich um die am besten
untersuchten Kanéle aus der Slo-Kanalfamilie. Seit der Entdeckung in Drosophila
(Elkins et al. 1986;Atkinson et al. 1991) und Klonierung des Maushomologen (Butler
et al. 1993) wurden standig neue Erkenntnisse Uber Struktur, Verteilung und
magliche biologische Funktionen gewonnen.

Struktur des BKc,

B-Untereinheit d-Untereinheit
] L1 | |
HN
extrazellular
rx‘ . X' A .x-."l l‘m‘ "I.I'"-llx' 'xl -’
1 2
P
LI X
Calcium-Bowl
P
intrazellulér COOH
RCK 1 RCK 2
COOH

Abbildung 1-1 Struktur des BKc, mit a- und p-Untereinheit

Der BKcs-Kanal setzt sich aus zwei Untereinheiten zusammen, die als a-
beziehungsweise B-Untereinheit bezeichnet werden. Die a-Untereinheit besteht aus
sieben Transmembransegmenten (S0-S6). Dies ist eine Besonderheit der Slo1 und
Slo3 Kanéle, da die anderen Kanéle der Gruppe nur sechs Transmembrandoménen
besitzen. Die Porenregion befindet sich zwischen S5 und S6. Das N-terminale Ende
des Kanalproteins befindet sich auBerhalb der Zelle, was durch die zusatzliche, als
S0 bezeichnete Transmembrandoméane zustande kommt. Weitere hydrophobe
Segmente (S7-S10) im C-Terminus sind beschrieben (Meera et al. 1997).
Transmembransegment S4 fungiert bei spannungsabhangigen Kaliumkanalen (Ky-
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Kanale) als sogenannter ,Spannungssensor®. In diesem Segment befinden sich
mehrere positiv geladene Arginine, welche auf Spannungsschwankungen reagieren
und das Offnungsverhalten des Kanals durch Konformationsénderung beeinflussen.
Auch der BKc, besitzt dieses konservierte Arginin-Motiv und reagiert in bestimmtem
MaBe auf Spannungsanderungen (Aggarwal & MacKinnon 1996;Seoh et al.
1996;Diaz et al. 1998;Savalli et al. 2006).

Auffallig ist der fur die Klasse der Slo-Kandle charakteristische, extrem lange
intrazellulare C-Terminus. Dieser umfasst zwei Drittel des Gesamtproteins und
enthalt bestimmte Doméanen, welche die Regulation des Kanals beeinflussen. Es
finden sich zwei besondere Strukturen, die als ,RCK“-Doméanen bezeichnet werden.
RCK steht hierbei fiir ,regulators of conductance of K* (Regulatoren der
Kaliumleitfahigkeit). Diese nehmen  einen entscheidenden Einfluss auf den
Offnungsmechanismus des Kanals (Jiang et al. 2001).

FOr die kalziumabhangige Regulation scheint eine Abfolge negativ geladener
Aminosauren im Endabschnitt des C-Terminus verantwortlich zu sein. Entsprechend
wird diese Region als ,Calcium bowl* (Kalzium-Schale) bezeichnet (Schreiber &
Salkoff 1997;Schreiber et al. 1999).

Die verschiedenen 3-Untereinheiten bestehen aus zwei membrandurchspannenden
Segmenten, wobei sich N- und C-Terminus des Proteins innerhalb der Zelle
befinden. Bislang sind sind vier verschiedene B-Untereinheiten bekannt, die als $1-B4
(KCNMB1-KCNMB4) bezeichnet werden. Die am besten untersuchte B-Untereinheit
ist B1, welche 1994 zum ersten Mal beschrieben wurde (Knaus et al. 1994). Die
Expression von von B-Untereinheiten ist stark gewebeabhangig. So findet sich die B+-
Untereinheit hauptsachlich in glatten Muskelzellen, den Haarzellen des Innenohrs
und verschiedenen Neuronen (Orio et al. 2002). Bo-Untereinheiten kommen im
Gerhirn und in chromaffinen Zellen vor (Xia et al. 1999), Bs-Untereinheiten hingegen
in Hoden, Pankreas und Milz (Xia et al. 2000). Die B4-Untereinheit scheint
hauptséachlich im Gehirn exprimiert zu werden (Brenner et al. 2000).

Um einen funktionsfahigen Kanal zu bilden, lagern sich vier a-Untereinheiten zu
einem porenbildenden Tetramer zusammen (Shen et al. 1994). Die B-Untereinheiten
wirken sich hierbei modulierend auf die Funktionsweise des BK-Kanals aus.
Interaktionen zwischen beiden Untereinheiten des BKcga sollen dber den
extrazellularen N-Terminus der a-Untereinheit und deren SO-Transmembransegment
zustande kommen (Wallner et al. 1999).
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Funktionsweise des BKca

Mit einer Leitfahigkeit von 250 — 300 pS in symmetrischer KCI-Lésung besitzt der
BKca die groBte Leitfahigkeit aller Kaliumkanéle. Dass dieser hohe Kaliumstrom von
der intrazelluldren Ca?*-Konzentration abhangig ist, wurde schon bald festgestellt
(Pallotta et al. 1981;Marty 1981) und durch viele Untersuchungen in verschiedenen
Geweben immer wieder bestatigt (McManus & Magleby 1991;Tseng-Crank et al.
1994;Tseng-Crank et al. 1996;Wallner et al. 1999;Brenner et al. 2000). Spater konnte
zusatzlich gezeigt werden, dass selbst bei Abwesenheit von Ca®-lonen eine
maximale, spannungsabhangige Aktivierung moglich ist (Horrigan et al.
1999;Horrigan & Aldrich 1999). Der BKca verbindet also die Eigenschaften eines
liganden- und spannungsgesteuerten lonenkanals.

Unter ,Ruhebedingungen” in der Zelle, das heiBBt geringen intrazellularen
Konzentrationen an freiem Ca®** (nanomolarer Bereich), wird der Kanal nur durch
extreme, unphysiologische Spannungsanderungen aktiviert. Steigt jedoch die
intrazelluldre Ca®*-Konzentration an (z. B. durch die Offnung spannungsabhéngiger
Ca**-Kanéle, Anstieg der Ca**-Konzentration in mikromolaren Bereich), kann der
BKca bereits durch geringe Anderungen des Membranpotentials aktiviert werden
(Gribkoff et al. 2001). Auf diese Weise erflllt der BKca wichtige Aufgaben bei der
Aufrechterhaltung des Membranpotentials und ist flr die Zelle ein empfindliches
Regulationsinstrument

Obwohl man mittlerweile immer besser versteht, wie das Offnen und SchlieBen des
Kanals vor sich geht, ist Uber seine biologische Funktion bislang noch wenig
bekannt.

Biologische Funktion des BKc,

Ein wichtiger Schritt zur Aufklarung der biologischen Funktion des BKg, war die
Entwicklung einer Maus, die, durch gezielte Inaktivierung des slo71-Gens, nicht mehr
in der Lage ist, einen funktionsfahigen BKcs-Kanal zu bilden (BK-Knockout-Maus).
Durch molekularbiologische Methoden wurde die Genregion, welche fir die o-
Untereinheit des BK¢, codiert, derart mutiert, dass eine Expression des lonenkanals
nicht mehr méglich ist.

Diese Tiere besitzen eine Reihe physiologischer und anatomischer Auffélligkeiten
(Phanotypen), durch deren Untersuchung sich Ruickschlisse auf die biologische
Funktion des BKc, ziehen lassen.

So konnte beispielsweise gezeigt werden, dass die Gangunsicherheiten, welche bei
den Tieren beobachtet werden, auf Stérungen im Kleinhirn mit seinen Purkinje-Zellen
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zurickzufihren sind. Diese Funktionsstérungen sind wiederum eine Folge des
fehlenden BKc, (Sausbier et al. 2004).

Weiterhin tritt bei den BK-Knockout-Mausen ein erhdhter Blutdruck auf. Dieser
basiert auf einem priméaren Hyperaldosteronismus und darauf, dass die Mause eine
verminderte Fahigkeit zur Vasodilatation besitzen (Sausbier et al. 2005).

AuBerdem findet sich bei den Tieren eine Uberaktive Blase (Meredith et al. 2004), sie
erfahren fortschreitenden Hdérverlust (Ruttiger et al. 2004) und zeigen eine erektile
Dysfunktion (Werner et al. 2005).

Zwischenzeitlich wurde auch beim Menschen eine Mutation im Gen des BKc,-Kanals
entdeckt, die mit einer erhéhten Bereitschaft fir epileptische Anfalle einhergeht (Du
et al. 2005).

Dies sind nur einige Beispiele, die zeigen, welche biologische Rolle dem BKc¢,-Kanal
im Saugetierorganismus zufallt.

1.2.1.2 Slo 2

Wie bei Slo1 lagen der Entdeckung von Slo2-Kandlen zunéachst
elektrophysiologische Beobachtungen zugrunde. In vielen Geweben wurden grofB3e
Kaliumstréme gemessen, die aber nicht, wie schon bekannt, durch Ca®**, sondern
durch intrazelluldares Na® aktiviert wurden. Zunachst wurden diese Stréme in
Kardiomyozyten des Meerschweinchens (Kameyama et al. 1984;Luk & Carmeliet
1990) entdeckt, dann aber auch in verschiedenen Neuronen anderer Tierspezies
(Huhn(Dryer et al. 1989;Dryer 1991); Katze (Schwindt et al. 1989); Ratte (Egan et al.
1992); Frosch (Dale 1993)) nachgewiesen.

Dass es sich bei diesen Kanalen um Mitglieder der slo-Genfamilie handelt, war
vorerst nicht bekannt. Ebensowenig, dass im Saugerorganismus zwei paraloge Gene
(paralog= verwandte Gene, die auf ein gemeinsames Gen zurlickzuflihren sind)
existieren, die als slo2.1 und slo2.2 bezeichnet werden.

Ein erster Schritt in Richtung der Identifizierung von Slo2 war die Klonierung und
Charakterisierung von SLACK (Joiner et al. 1998). Aufgrund der
Sequenzibereinstimmungen mit dem BKc, wurde der Kanal als SLACK (sequence
like a calcium-activated K*-channel) bezeichnet.

Joiner et al. stieBen durch Datenbankrecherche auf ein Gen des Fadenwurms
Caenorhabditis elegans, welches groBe Ahnlichkeit zum bekannten slo7-Gen besaB.
Klonierung dieses Gens aus dem Gehirn der Ratte und Koexpression des Proteins
mit Slo1 lieferte Kaliumstréme mittlerer Leitfahigkeit. Aus dieser Beobachtung
folgerten die Autoren, dass diese mittleren Stréme durch Zusammenlagerung von
SLACK- und Slo-Einheiten zustande kommen.
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Der erste tatsachlich als Slo2 bezeichnete lonenkanal wurde 2001 aus
Caenorhabditis elegans kloniert (Yuan et al. 2003). Auffallig an diesem Kanal war,
dass seine Aktivierung auBer von der Ca?-Konzentration zusétzlich von der CI-
lonen-Konzentration abhangig war. Da dieser Kanal des Fadenwurms eine groBe
Ahnlichkeit zum bereits friiher beschriebenen SLACK aus der Ratte hatte, lag die
Vermutung nahe, dass es sich bei SLACK um das Slo2-Orthologe (ortholog=
Verwandschaft von Genen in unterschiedlichen Spezies) bei Saugetieren handeln
kénnte.

Dieser Verdacht konnte bestéatigt werden, als namlich gezeigt wurde, dass es sich
beim Na*-abhangige K*-Kanal, dessen Existenz schon mehrfach bewiesen worden
war, um SLACK handelt, und dieser vom slo2-Gen codiert wird (Yuan et al. 2003).
Dass in Saugern zusatzlich zu SLACK (jetzt als Slo2.2 oder KCNT1 bezeichnet) ein
weiteres Gen vorhanden ist, welches fiir einen Na*-abhangigen K*-Kanal codiert,
wurde 2003 von Bhattacharjee et al. (Bhattacharjee et al. 2003) gezeigt. Dabei
handelt es sich um Slo2.1 (KCNT2), das jingste Mitglied der slo-Genfamile.

Da sich diese Arbeit mit der gezielten Inaktivierung von Slo2.1 befasst, soll dieser
weiter unten genauer betrachtet werden.

1.2.1.3 Slo 3

Wéahrend die oben beschriebenen lonenkanale durch elektrophysiologische
Messungen entdeckt worden waren, und die entsprechenden Gene im Nachhinein
zugeordnet wurden, erfolgte die Identifizierung des s/o3-Gens durch gezielten
Vergleich der bekannten Sequenz des BKc¢, (Slo1) mit einer Computer-Datenbank.
Der Kanal, der dabei entdeckt wurde, konnte kloniert und exprimiert werden. Dabei
handelt es sich um einen spannungsgesteuerten Kaliumkanal mit hoher Leitfahigkeit.
Ungwdhnlich ist, dass die Aktivitat von Slo3, trotz seiner groBen Ahnlichkeit zum
BKca, nicht durch die intrazelluldre Ca?*-Konzentration bestimmt wird, sondern durch
Anderungen des pH-Werts reguliert wird (Schreiber et al. 1998). Diese
unterschiedliche Aktivierung hangt offensichtlich mit den zytosolischen Doméanen der
beiden Kandle zusammen. In Mutationsstudien, bei welchen die C-Termini
gegeneinander ausgetauscht wurden, konnte gezeigt werden, dass sich damit auch
die Eigenschaften des jeweils anderen Kanals Ubertragen lassen. So war der
mutierte Slo1 nun pH-abhangig, wahrend die Slo3-Mutante auf Anderungen der
Ca?*-Konzentration reagierte (Xia et al. 2004).

Uber die biologische Funktion des Slo3 ist bislang nichts bekannt. Aufgrund seiner
spezifischen Expression in Spermatozyten wird angenommen, dass er eine wichtige
Aufgabe bei der Spermatozyten-Funktion erflllt (Schreiber et al. 1998).
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1.3 Slo 2.1 (Slick)

Das bislang letzte Mitglied der Slo-Genfamilie, der Na*- und CI" -abhangige
Kaliumkanal Slo2.1, wurde erstmals im Jahre 2003 charakterisiert (Bhattacharjee et
al. 2003). Seither wird, in Anlehnung an den strukturell sehr &hnlichen SLACK (74 %
Sequenzubereinstimmung), fur Slo2.1 auch das Synomym SLICK gebraucht. SLICK
steht hierbei fliir ,sequence like an intermediate conductance K*-channel”.

Struktur des Slo2.1

extrazellular
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intrazellular

s | M= COOH
Abbildung 1-2 Struktur des Slo2.1 (SLICK)

Slo2.1 zahlt wie auch Slo2.2 zur Klasse der Sechs-Transmembrankanale. Die
Porenregion befindet sich zwischen S5 und S6. Auch bei den Slo2 Paralogen findet
sich der fur die Slo-Genfamilie auffallig lange intrazellulare C-Terminus. Durch
Alignments mit dem in seiner Struktur genau bekannten BKg, (Slo1) wurden flr
Slo2.1 und Slo2.2 ebenfalls zwei RCK-Domanen ausfindig gemacht, tber welche der
Kaliumstrom reguliert wird. Nur bei Slo2.1, nicht hingegen bei Slo2.2, findet sich am
distalen Ende des C-Terminus ein ATP-Bindungsmotiv (GXXXXGKT), was auf eine
Regulierung des Kanals durch ATP schlieBen lasst.

AuBerdem werden fir den C-Terminus noch eine Reihe potentieller
Phosphorylierungsstellen vorhergesagt (siehe Alignment in Abbildung 1-4).

Der ebenfalls intrazelluldr gelegene N-Terminus ist bei Slo2.1 nur etwa halb so groB,
wie bei Slo2.2.

Im Gegensatz zu ihren Verwandten Slo1 und Slo3 fehlt den beiden Slo2-Kanélen das
als Spannungssensor fungierende Arginin-Motiv in S4. Demnach ist keine
spannungsabhéangige Regulation zu erwarten.
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Abbildung 1-3 Alignment von SLICK und SLACK
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Gewebeverteilung des Slo2.1

Durch erste Experimente, die auf dem Nachweis der entsprechenenden mRNS
mittels RT-PCR beruhten, konnte eine breite Gewebeverteilung von Slo2.1 gezeigt
werden. So finden sich Transkripte der mRNS, die fir Slo2.1 codiert, in
Gewebeproben von Gehirn, Herz, Hoden, Leber, Lunge, Niere und Skelettmuskel.
Slo2.2 hingegen findet sich wesentlichen im Gehirn, z. T. auch in Hoden und Nieren
(Yuan et al. 2003).

Die Verteilung der beiden Slo2-Kanale Uber groBe Bereiche des Gehirns wurde
daraufhin genauer analysiert. Dies geschah durch immunhistochemische Nachweise
mit einem spezifischen Antikbrper gegen SLICK bzw. SLACK. Detaillierte
Informationen Uber die Verteilung der beiden Kanéle in bestimmten Bereichen des
Gehirns finden sich bei Bhattacharjee et al. 2002 (SLACK) bzw. Bhattacharjee et al.
2005 (SLICK).

Funktionsweise des Slo2.1

Bei Slo2.1 handelt es sich um einen selektiven K*-Kanal mit einer Leitfahigkeit von
60 — 140 pS. Damit liegt diese zwischen den Ca?-abhidngigen Kaliumkanalen
mittlerer Leitféahigkeit (IKca, 20-85 pS (Ishii et al. 1997)) und denen, mit groBer
Leitfahigkeit, wie sie weiter oben beschrieben wurden.

Das Offnungsverhalten des Kanals wird, wie von Slo2.2 bereits bekannt (Joiner et al.
1998), von der intrazellularen Na*- und CI'-Konzentration bestimmt. Auch reagieren
beide Kanale aufgrund des fehlenden Spannungssensors kaum auf Anderung des
Membranpotentials. Eine Eigenschaft, die Slo2.1 vom ansonsten sehr ahnlichen
Slo2.2 unterscheidet, ist seine Empfindlichkeit gegentber der ATP-Konzentration in
der Zelle. Durch einen Anstieg der ATP-Konzentration wird die
Offenwahrscheinlichkeit des Slo2.1 herunter gesetzt. ATP ist also ein endogener
Blocker von Slo2.1 (Bhattacharjee et al. 2003).

In weiteren Tests mit bekannten Kaliumkanalblockern zeigten beide Slo2-Kanéle ein
nahezu identisches Profil. So haben die spezifischen Inhibitoren des BKca
Charybdotoxin (Miller et al. 1985) und lberiotoxin (Galvez et al. 1990), beides
peptidische Skorpiongifte, keinen Effekt. Der unspezifischere Kaliumkanalblocker
Tetraethylammonium (TEA) (Blatz & Magleby 1984) blockiert die Kanale erst in
unublich hohen Konzentrationen (20mM, sonst: 1mM).

Durch Ba®** hingegen, welches ein weiterer unspezifischer Blocker von
Kaliumkanalen ist (Armstrong et al. 1982) lassen sich die Kaliumstréme von Slo2.1
und Slo2.2 unterdriicken (Bhattacharjee et al. 2003).
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In aktuellen Untersuchungen konnte nachgewiesen werden, dass beide Kanale auch
tber die Aktivierung Gg-Protein-gekoppelter Rezeptoren (GPCR fiir G-protein-
coupled receptors) moduliert werden (Santi et al. 2006). G-Protein-gekoppelte
Rezeptoren sind membranstandige, aus sieben Transmembrandomé&nen bestehende
Proteine. Palczewski et. al gelang es im Jahre 2000 erstmalig, die Struktur eines G-
Protein-gekoppelten-Rezeptors darzustellen (Palczewski et al. 2000). Die Bindung
spezifischer Liganden bewirkt eine Konformationsédnderung des Rezeptors. Durch
diese Konformationsédnderung werden im Zellinneren s.g. GTP-bindende Proteine
(G-Proteine) aktiviert, welche daraufhin weitere Signalkaskaden in Gang setzen
(Stryer & Bourne 1986). Unter anderem resultiert eine derartige Signalkaskade durch
die Vermittlung sekundarer Botenstoffe (Phospholipase C, Inosit-1,4,5-triphosphat,
Diacylglycerol ) in der Aktivierung der Proteinkinase C (PKC) (Exton 1996).

Da im C-terminalen Teil von Slo2.1 und Slo2.2 mehrere potentielle
Phosphorylierungsstellen fir die PKC vorhergesagt waren (Bhattacharjee et al.
2003), wurden beide Kanale zunachst auf ihre Regulation durch Proteinkinasen
untersucht (Santi et al. 2006). Hierfir wurden beide Slo2-Kanale in Oozyten
exprimiert und der starke PKC-Aktivator PMA (Phorbol-12-myristat-13-acetat)
zugesetzt. Das Uberraschende Ergebnis des Experiments war die gegensatzliche
Regulation der Slo2-Kanale: Wahrend Slo2.2 durch die Proteinkinase C aktiviert
wurde, ergab sich fir Slo2.1 eine Inaktivierung.

In einem weiteren Experiment sollte die natlrliche Aktivierung der PKC durch
Signaltransduktion Gq-Protein-gekoppelter Rezeptoren und deren Einfluss auf die
Slo2-Kanéle untersucht werden. Hierfir wurden verschiedene GPCRs, der
metabotrope Glutamatrezeptor (mGluR1), der muskarinische Actylcholin-Rezeptor
(mAchR1) oder der Angiotensin-lI-Rezeptor vom Typ 1 (AT;:-Rezeptor) mit dem
jeweiligen Slo2-Paralogen koexprimiert. Die GPCRs wurden durch spezifische
Liganden aktiviert und die Kanalaktivitat gemessen. Die Ergebnisse dieses Versuchs
bestatigten die gegensétzliche Regulation von Slo2.1 und Slo2.2 (Santi et al. 2006).
Dass die Hypothese der Modulation von Slo2-Kanélen durch G-Protein-gekoppelte
Rezeptoren auch tatsachliche biologische Relevanz haben kdnnte, wurde dadurch
gezeigt, dass mit Immunfluoreszenz eine Kolokalisation von Slo2.1 bzw. Slo2.2 und
mAchR1 bzw. mGIuR1 in bestimmten Gehirnregionen nachgewiesen werden konnte
(Santi et al. 2006).

Biologische Funtion des Slo2.1
Da da bislang samtliche von Slo2.1 bekannten Eigenschaften durch Expression im

heterologen System, also in vitro Messungen, beschrieben wurden, kann Uber die
biologische Funktion des Slo2.1 im Moment nur spekuliert werden.
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Es wird angenommen, dass Na'-abhangige K"-Kanidle wie der Slo2.1 eine Art
Schutzfunktion vor Zerstérung von Gewebe durch Minderdurchblutung (Ischamie)
besitzen kdnnten. Eine Unterversorgung des Gewebes mit Sauerstoff fahrt zur
Nekrose (Absterben der Zellen) und geht mit einer Erhéhung der intrazellularen Na+-
Konzentration einher (Lazdunski et al. 1985). Am Herzen &uBert sich dies im
Myokardinfarkt. Da die Na'-abhangigen K'-Kanéle erstmals in Kardiomyozyten
entdeckt wurden (Kameyama et al. 1984) und wegen ihrer Aktivierung durch
intrazellulares Na*, sollen sie eine protektive Rolle bei der Ischdmie spielen.

Ihr gehauftes Vorkommen im Gehirn (Bhattacharjee et al. 2002;Bhattacharjee et al.
2005) und ihre gegensétzliche Regulation durch bestimmte Neurotransmitter (Santi
et al. 2006) erlaubt den Schluss, dass die Slo2-Kanale die Erregbarkeit von
Neuronen beeinflussen und diese entweder nach oben, oder nach unten regulieren
kénnen.

Die Rolle von Slo2.1 und Slo2.2 bei der Regulation und Koordination von Strémen in
auditorischen Neuronen (Neurone, welche wichtig fir den Hérprozess sind) wurde
jungst von Yang et al. beschrieben (Yang et al. 2007).

1.4 Knockout-Tiermodelle

In der Medizin dienen Tiere schon lange als Modellorganismen, an denen Symptome
von Krankheiten, deren Auswirkungen auf den Korper und deren
Behandlungsmadglichkeiten studiert werden. Immer in Hinblick darauf, die
gewonnenen Erkenntnisse auf den Menschen zu Ubertragen.

Die rasanten Fortschritte auf dem Gebiet der Gentechnologie brachten ihrerseits eine
Flalle neuer Anwendungen fir die biomedizinische Forschung. Mithilfe
molekularbiologischer Methoden ist es nun mdglich, Nukleinsduren, die als Trager
der Erbinformation erkannt wurden (Avery et al. 1944), nahezu beliebig zu
manipulieren. Seit Abschluss des Humangenomprojekts im Jahre 2001 (Venter et al.
2001) und des Mausgenomprojekts 2002 (Waterston et al. 2002) stehen die
vollstandig sequenzierten Genome dieser beiden Sauger-Organismus in Online-
Datenbanken zur Verfiigung. Die Kenntnis der Genomsequenz bildet die Grundlage
der systematischen Untersuchung des Erbguts.

Ein Oberraschendes Ergebnis dieser beiden Projekte war, dass anstelle der
erwarteten 100 000 nur etwa 30 000 proteincodierende Regionen (Gene) in der
Gesamtheit des Genoms gefunden wurden. Folglich muss jedes Gen die Information
fir mehrere Proteine in sich tragen.

Welche Aufgabe jedoch die einzelnen Gene fir den Gesamtorganismus erfillen, ist
zum jetzigen Zeitpunkt allenfalls ansatzweise bekannt. Eine Mdéglichkeit zur
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Aufklarung seiner biologischen Funktion ist die gezielte Inaktivierung des jeweiligen
Gens durch s.g. Gene Targeting (siehe Abbildung 1-5). Dabei kann das
interessierende Gen gezielt ausgeschaltet werden, so dass kein funktionsfahiges
Protein mehr gebildet wird (Knock-out). Wird hingegen eine bestimmte Mutation in
das Genom eingeflgt, verandert man damit auch das entsprechende Protein in der
gewulnschten Position. In diesem Fall spricht man von Knock-in.

Grundlegende Idee der Knockout-Technologie ist es, das Gen, dessen biologische
Rolle aufgeklart werden soll, zu zerstéren, wahrend alle anderen Gene intakt bleiben.
Zeigt der entsprechende Organismus daraufhin mehr oder weniger auffallige
Besonderheiten im Vergleich zum unveranderten Exemplar (Wildtyp), kann daraus
geschlossen werden, dass dies eine Folge der kinstlich durchgefihrten
Genveranderung (-zerstérung) ist.

Durch systematisches Ausschalten der einzelnen Gene eines Lebewesens lasst sich
also deren Funktion nach und nach genau studieren. Ein groBer Vorteil ist, dass
diese Untersuchungen in vivo, das heiBt am lebenden Objekt durchgefihrt werden
kénnen.

Prinzipiell ist das Gene Targeting in jedem Organismus mdglich. So wurden derartige
Knockout-Experimente unter anderem an der Fruchtfliege Drosophila melanogaster
(Rong & Golic 2001) oder dem Fadenwurm Caenorhabditis elegans (Plasterk &
Groenen 1992) durchgefihrt.

Das derzeit beste Tiermodell in der biomedizinischen Forschung ist allerdings die
Maus (Mus musculus). Selbst ein Saugetier, ist sie dem Menschen &hnlicher, als sich
auf den ersten Blick vermuten lasst: Die Maus besitzt ebenfalls etwa 30 000 Gene.
Far Ober 90 % davon findet sich ein entsprechendes orthologes Gen beim
Menschen. Nur fir ca. 1 % der Gene gibt es kein entsprechendes Orthologon in der
anderen Spezies (Waterston et al. 2002).

Diese hohe Ubereinstimmung in der genetischen Ausstattung macht die Maus zum
bevorzugten Studienobjekt fir die Forschung auf den Gebieten der Physiologie,
Pathophysiologie oder Pharmakologie. Hinzu kommt die relativ einfache
Handhabung der Tiere die zudem eine kurze Generationszeit und eine hohe
Reproduktionsrate besitzen.

Mit dem ersten erfolgreichen Gene Targeting in embryonalen Stammzellen (ES-
Zellen) der Maus (Thomas & Capecchi 1987), war bereits vor 20 Jahren die
Grundlage zur Entwicklung von Knockout-Mausen geschaffen. Seither wurden
unzéhlige verschiedene Knockout-Mauslinien etabliert. Da diese Mause oftmals
Krankheitssymptome aufweisen, wie sie auch beim Menschen auftreten kdnnen,
lassen sich durch die Knockout-Technologie Zusammenhange zwischen (defekten)
Genen und damit assoziierten Krankheiten herstellen. Knockout-Mausmodelle tragen
somit zum besseren Verstandnis der molekularen Ursachen von Krankheiten bei und
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kénnen einen wichtigen Beitrag zur Entwicklung und Testung neuer, zielgerichteter
Medikamente leisten.

1.5 Gene Targeting

Vorraussetzung fir das erfolgreiche Gene Targeting ist die Herstellung eines
entsprechenden Targetingkonstruktes (B). Bei der Zielstruktur, die verandert werden
soll, handelt es sich meistens um ein Exon (A). Wichtig ist, dass die genaue Sequenz
des Genorts (Genlocus) bekannt ist, weil nur dann ein exaktes Konstrukt hergestellt
werden kann.

Prinzipiell gliedert sich ein Targeting-Konstrukt in vier Bereiche: Einen
Homologiebereich, der sich 5° des zu veradndernden (auszuschaltenden) Exons
befindet (), der Abschnitt, der die Veranderung beinhaltet (ll), einen 3’
Homologiebereich (lll) und das Vektor-Rickgrat (,Vector-backbone®, V). Beim
Vektor-Rickgrat handelt es sich in der Regel um ein klassisches Plasmid mit hoher
Kopienzahl. Als Mutation (ll) wird meist ein positiver Selektionsmarker, z.B. die
Neomycinresistenz eingefihrt, womit hinterher eine Selektion der korrekt
rekombinierten Stammzellklone durchgefihrt werden kann (siehe hierzu Kapitel
3.3.15.3 Homologe Rekombination in ES-Zellen bzw. 3.3.15.4 1. Targeting). Die
beiden Homologiebereiche werden oftmals auch als ,Arme*“ bezeichnet. Funktionell
sollen sich die homologen Arme nach Linearisierung (hier Linearisierung auf der 5°-
Seite) (C) an ihren Zielort anlagern (Heteroduplex-Bildung), worauf es anschlieBend
zum Austausch der entsprechenden DNS-Abschnitte, dem Crossing over, kommt
(D) (Thomas et al. 1986).

Je langer die homologen Abschnitte sind, desto gréBer ist die Wahrscheinlichkeit der
Rekombination (Hasty et al. 1991). Optimale Langen liegen zwischen 5 und 10 kb, so
dass das Gesamtkonstrukt eine GréBe von ca. 20 kb besitzt. GrdéBere
Homolgiebereiche wirden die Rekombinationseffizienz zwar erhéhen, in ihrer
Handhabung sind derartig lange Fragmente aus genomischer DNS aber fir die
ohnehin schon aufwandigen Klonierungsarbeiten des Targeting-Konstruktes nicht
praktikabel.

Nur etwa 1 von 1000 Zellen nimmt das Konstrukt auf und von 1000 transfizierten
Zellen kommt es bei nur einer Zelle zur korrekten homologen Rekombination
(Thomas et al. 1986).

Ein weiterer Faktor, der die Rekombinationseffizienz beeinflusst, ist unter anderem
die Zuganglichkeit des Genortes (Hasty et al. 1991). Ist der anvisierte Zielort im
Genom leicht fir das Konstrukt zugéanglich, erhéht sich die Wahrscheinlichkeit fir die
korrekte Rekombination.
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Widererwarten hat die Anzahl der in die Zelle eingebrachten DNS-Molekile keinen
Einfluss auf die Rekombinationsrate. Daraus resultiert der Schluss, dass die
Kapazitat der zelleigenen ,Rekombinationsmaschinerie® der limitierende Schritt fir
die Haufigkeit des Rekombinationsereignisses darstellt (Thomas et al. 1986).

Abbildung 1-4 ,,Gene Targeting“ (Erklarungen im Text)

Genomischer Locus T R

5'Homologiebereich 3'Homologiebereich
= R I I m R
Targeting Konstruktdg/l m_.

Vektor
v

C ,' JOPap
Homologe Rekombination l .

R .

! m—L
R < ><
| uuTaToNE

D R l

R
Mutierter Locus 5~ - - I m_. —L —

BN Ol B Exons

1-1v Teilbereiche des Targeting-Konstrukts

Intron

mutiertes Exon

Restriktionsstelle

Homologe Rekombination (Crossing-over)

>
d!/ Linearisierung des Vektors (Restriktionsverdau)
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1.5.1 Doppelte Selektion

Zusatzlich zur Homologen A Homologe Rekombination
Rekombination, bei der das R R

Konstrukt an der richtigen 5, J_m | . .3

Stelle im Genom integriert

(A), kommt es haufig auch R < >R
zur nicht homologen J—. Neo L TK = Targeting-Konstrukt
R

zufalligen Integration in das R

Genom (B). 5+ --L—f Neo I B
Wird zusétzlich zum posti- G418 resistent, Ganciclovir resistent

ven Selektionsmarker (po-
sitiv= alle Zellen die diesen
Selektionsmarker  tragen,

B Zufallige Integration

Uberleben die Selektion) 9+ - re - 3
noch ein weiterer, negativer ‘R R .
Selektionsmarker (negativ= J_. Neo ~——l{ TK =& Targeting-Konstrukt

alle Zellen, die diesen Se-
lektionsmarker nicht tra- 5. . B Neo — L« - .3
gen, Uberleben die Selek-

tion) verwendet, erhéht die

Ausbeute an richtig rekom-

binierten Klonen betracht- R  Restriktionsstelle

lich (Mansour et al. 1988). ><
Als negativer Selektions-
marker dient das Thymidin-
kinase-Gen, welches flr die

Herpes-simplex-Thymidin-
kinase codiert. Abbildung 1-5 Positiv-/ Negativselektion

G418 resistent, Ganciclovir sensitiv

Homologe Rekombination
Neo  Neomycinresistenz (G418 = Neomycinanalogon)

TK Thymidinkinase

Bei Rekombination am Doppelte Selektion durch Verwendung der Neo/ TK-
richtigen Genort, fallt das Kassette. (Nach Capecchi 2005)

auf der 3’-Seite, auBer-

halb des rekombinanten

Bereichs angebrachte Thymidinkinase-Gen weg, wahrend dies bei zufélliger
Integration im Genom oftmals mit eingebaut wird.

Diese Zellen exprimieren also die Thymidinkinase. Bei Anwesenheit des Nukleosid-
Analogons Ganciclovir im Medium wird dieses durch die Thymidinkinase aktiviert und
die entsprechenden ES-Zellklone sterben ab.
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1.6 Das Cre/ LoxP-System

Zur Erzeugung eines A

Knockouts gentigt es LoxP)
nicht in jedem Fall, das . T
entsprechende Gen l
durch Zerstérung des
Leserasters zu inaktivie-
ren. Der dabei entste-
hende ,totale Knockout®
kann bei  Uberlebens-
wichtigen Genen bereits + Cre-Rekombinase
im  Embryonalstadium ‘l\

todlich sein. Daher ist es LoxPp LoxPp

+ el ciACTCGTHT TGN TACCANGT e s 448 T WG W

notig, ein System zu
benutzen, das einen
Knockout des Gens zu
einem spateren Zeit-
punkt ermdglicht. Ein
solches System ist das B
s.g. Cre/ LoxP-System
(Abremski et al. 1983).

Hierbei handelt es sich ()+Cre_Rek0mbinase
um ein Rekombinase-

. . LoxPp 4LoxP
SyStem, be' dem ein ... . e - e v e —f— o s

Enzym, die Cre-Rekom-
binase (Cre= causes

recombination) eine o
spezifische Sequenz - Exons
erkennt, schneidet und =

die Fragmente neu zu-
sammensetzt. Die Er-
kennungssequenz wird
als LoxP-Sequenz
(oloxP-site“, locus of
crossing-over (x) des
Phagen P1) bezeichnet.
Hierbei handelt es sich
um eine Abfolge von 34 bp wobei je 13 palindromisch angeordnete Basen eine

Intron

LoxPp
ATAACTTCGTATA ATGTATGC TATACGAAGTTAT Orientierung der LoxP- Erkennungssequenz

Abbildung 1-6 Cre-LoxP-System (Erklarung im Text)
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unsymmetrische Sequenz

aus 8 Basen flankieren. Daraus ergibt sich eine

Orientierung, welche die Art der Rekombination beeinflusst (siehe Abbildung 1-7).
Befinden sich zwei LoxP-Sequenzen in der gleichen Orientierung, wird das, was sich
zwischen den beiden Squenzen befindet, unter Zyklisierung herausgeschnitten
wobei eine LoxP-Sequenz erhalten bleibt (A). Sind die LoxP-Sequenzen entgegen-
gesetzt orientiert, kommt es zu einer Inversion der flankierten Sequenz (B). Die Ver-

wendung dieses Systems
bei der gezielten Inaktivie-
rung von Genen ermdg-
licht es, in einem Schritt
sowohl .generelle”
Knockout-Mause, bei de-
nen das Gen in samtli-
chen Zellen zerstért ist,

als auch _konditionale“ ***

Knockout-Mause zu er-
zeugen. Diese besitzen
eine intakte Version des
Gens. Allerdings ist ein
Exon, das flir eine essen-
tielle Struktur des jeweili-
gen Proteins codiert, von
zwei LoxP-Sequenzen
flankiert (,floxed). Bis auf
diese zwei kurzen DNS-
Sequenzen sind geflox-
tes und Wildtyp-Gen also
identisch. Bei den
.gefloxten* Tieren ist es
moglich, das Gen zu ei-
nem spateren Zeitpunkt
und auch spezifisch in
einem oder mehreren
Geweben auszuschalten.
Auf diese Weise kann
das Problem des embryo-
nal letalen Konockouts
elegant umgangen wer-
den. Konditionale Knock-

) 4 '
genereller KO

—— i —

konditionaler KO “gefloxt”

Neo TK Selektionskassette

3 Essentielles Exon

[ Exon

— Intron

) LoxP-Sequenz

Abbildung 1-7 Cre-vermittelte Rekombination

Bei Verwendung von drei LoxP-Sequenzen entstehen durch
Cre-vermittelte Rekombination drei mégliche

Konstrukte, abhéangig davon, welche

LoxP-Sequenzen rekombinieren:

LoxP I+ll: Genereller Knockout

LoxP I+l : Konditionaler Knockout (“gefloxt”)

LoxP llI+11l: Genereller Knockout + Selektionsmarker
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out-Mause erlauben ferner, eine bessere Korrelation zwischen inaktiviertem Gen,
Gewebe und Phéanotyp herzustellen. Zur Etablierung dieser Mauslinien werden s.g.
Cre-Mause bendtigt, welche die Cre-Rekombinase unter Kontrolle eines gewebe-
oder zelltypspezifischen Promotors exprimieren. Durch Verpaarung von Cre-Mausen
und gefloxten Mausen erreicht man eine zielgerichtete Deletion des Gens im Cre-
exprimierenden Gewebe (Gu et al. 1994), (siehe hierzu auch Kapitel 6, Diskussion,
Abbildung 6-1). Obwohl sich der Selektionsmarker im Intronbereich des Gens
befindet, kann seine Anwesenheit die Expression beeinflussen. Mit Hilfe der Cre-
Rekombinase kann die Resistenzkassette wieder aus dem Genom entfernt werden.
Dies kann bereits in den ES-Zellen, durch transiente Expression der Cre-
Rekombinase, oder erst im Tier, durch Kreuzung mit Ella-Cre-Mausen (Expression
von Cre-Rekombinase im frilhen Embryonalstadium) erfolgen (Lakso et al.
1996;Holzenberger et al. 2000;Xu et al. 2001) (siehe Kapitel 6, Diskussion,
Abbildung 6-2). Hierfir wird ein Targeting-Konstrukt mit drei LoxP-Sequenzen
bendtigt (siehe Abbildung 1-8). Bei der Cre-vermittelten Rekombination kénnen, je
nachdem, welche LoxP-Sequenzen rekombinieren, drei verschiedene Ereignisse
eintreten. Erfolgt die Rekombination zwischen LoxP-Sequenz | und Il resultiert
daraus der generelle Knockout mit totalem Funktionsverlust des Gens in samtlichen
Zellen. Rekombination zwischen LoxP-Sequenz | wund |l entfernt die
Selektionskassette, die entsprechende Genregion ist ,gefloxt*, behalt aber ihre
Funktion. Das dritte Ereignis, Rekombination zwischen LoxP-Sequenz Il und lll,
liefert ein Konstrukt, bei dem die Selektionskassette noch vorhanden ist. Durch
Selektion mit dem Nukleosidanalogon Ganciclovir (siehe 4.3.15.5 2. Targeting)
werden derartig veranderte Zellen allerdings eliminiert, so dass letztendlich nur
genereller und konditionaler Knockout entstehen. Der Generelle Knockout wird nach
der Anzahl der vorhandenen LoxP-Sequenzen auch als ,L1% der konditionale
Knockout entsprechend als ,L2“ bezeichnet.
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2 Fragestellung und Zielsetzung

Wie zu Anfang bereits beschrieben wurde, spielen lonenkanéle, speziell
Kaliumkanale, eine wichtige Rolle fir den zellularen lonenaustausch und die
interzellulare Kommunikation. Bei einer so groBen Anzahl von bekannten lonen-
Kanalen ist es schwierig zu beurteilen, welche Aufgabe jeder einzelne dieser Kanéle
far sich erfullt.

Als sehr gutes Modell fur die Erforschung der biologischen Funktion eines Proteins
hat sich die Knockout-Maus erwiesen. Die gezielte Inaktivierung des Gens, welches
fir das gewtlnschte Protein codiert, erlaubt es, Tiere zu generieren, denen nur dieses
eine Protein fehlt. Durch Vergleich der Knockout-M&ause mit ihren unveranderten
Geschwistern (Wildtyp-Mause) lassen sich Verbindungen zwischen Genen und ihrer
biologischer Funktion herstellen. Neben dem Vorteil, die Physiologie der Knockout-
Mause in vivo studieren zu kénnen, bieten sie darlber hinaus die Mdglichkeit, die
Effektivitat neuartiger Behandlungsmethoden oder neu entwickelter Pharmaka zu
testen, bevor diese zur Anwendung am Menschen kommen.

Die bereits friher in unserem Labor entwickelte BK¢a-Knockout-Maus ist ein Beispiel
daftr, wie anhand dieses Tiermodells Einblicke in die biologische Funktion dieses
Kaliumkanals gewonnen werden konnten (Sausbier et al. 2004;Sausbier et al. 2005).

Mit dem Ziel, die biologische Funktion des Na*- und Cl-abh&ngigen Kaliumkanals
Slo2.1 aufklaren zu kénnen, sollte in der vorliegenden Arbeit das hierflir nétige
Knockout-Tiermodell entwickelt werden.

Da Uber dieses junge Mitglied der slo-Genfamilie zu Beginn der Arbeit nur sehr
wenig, weder Genstruktur noch Aminosauresequenz, bekannt war, stellte sich
zunachst die Aufgabe, diese zu ermitteln.

Daraufhin sollte zur ndheren Charakterisierung des Slo2.1 die cDNS der murinen
Variante dieses Kanals kloniert und exprimiert werden.

Die genaue Kenntnis des slo2.71-Genortes diente als Grundlage fir die Konstruktion
eines Targeting-Vektors, der sowohl die Herstellung des generellen Knockouts, bei
dem der Kanal im ganzen Organismus ausgeschaltet ist, als auch des
gewebespezifischen (konditionalen) Knockouts ermdglicht.

Unter Verwendung des Cre/ LoxP-Systems sollten durch homologe Rekombination in
embryonalen Stammzellen die entsprechenden Mauslinien etabliert und ihrer
phanotypischen Untersuchung zuganglich gemacht werden.
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3 Material

3.1 Chemikalien

Chemikalie Bezugsquelle

Agar Gibco BRL, Karlsruhe
Agarose Biozym, Hess.Oldendorf
Ampicillin, Natriumsalz Sigma-Aldrich, Steinheim
Borséaure Roth, Karlsruhe

Bromphenolblau

BSA V (Rinderserumalbumin)
Chloramphenicol

Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dinatrimhydrogenphosphat (Na;HPOQOy,)
EDTA

Ethanol

Ethidiumbromid

Ficoll

Hefeextrakt

Isopropanol

Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat(KH,PO,)
B-Mercaptoethanol

Natriumacetat

Natriumchlorid

Natriumcitrat
Natriumdihydrogenphosphat(NaH,PO,)
Natriumhydroxid

N-Laurylsarcosin

Phenol

RNase away

Salzséure

SDS
Tris-(hydroxymethyl)-Aminoethan
Trypsin/EDTA

Trypton

Xylencyanol

Radiochemikalien

SERVA, Heidelberg
Paesel+Lorei, Duisburg
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Biochrom, Berlin

Roth, Karlsruhe

SERVA, Heidelberg

Bezugsquelle

a-%2P-dCTP

GE-Healthcare, Freiburg



24

Material

3.2 Kit-Systeme

3.2.1 DNS/ RNS Isolierung

Kit Bestellnummer Bezugsquelle

GFX PCR 27 9602 01 GE-Healthcare, Freiburg

High Pure PCR Template Preparation

Kit 11 769 828 001 Roche Diagnostics, Mannheim
HiSpeed Plasmid Maxi Kit 12662 Qiagen, Hilden

MinElute Gel Extraction Kit 28604 Qiagen, Hilden

Perfectprep Plasmid Mini
Oligotex direct mMRNA
Midi/Maxi Kit

3.2.2 Klonierung

Kit

0032 005 454

70041

Bestellnummer

Eppendorf, Hamburg

Qiagen, Hilden

Bezugsquelle

TOPO TA Cloning Kit

3.2.3 PCR

Kit

K450001

Bestellnummer

Invitrogen, Karlsruhe

Bezugsquelle

Expand High Fidelity PCR System
SuperScript OneStep RT-PCR-System

3.2.4 Southern Blotting

Kit

1732641
11922010

Bestellnummer

Roche Diagnostics, Mannheim
Invitrogen, Karlsruhe

Bezugsquelle

NEBIot Kit

N1500L

New England Biolabs, Frankfurt
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3.3 Enzyme

3.3.1 Restriktionsendonukleasen

Enzym Erkennungssequenz (5'— 3’) Bezugsquelle

Aval ll G/GWCC New England Biolabs, Frankfurt
BamH | G/GATCC New England Biolabs, Frankfurt
Bsu36 | CC/TNAGG New England Biolabs, Frankfurt
Clal AT/CGAT New England Biolabs, Frankfurt
EcoR | G/AATTC New England Biolabs, Frankfurt
Hind Il A/AGCTT New England Biolabs, Frankfurt
Hpa | GTT/AAC New England Biolabs, Frankfurt
Kpn | GGTAC/C New England Biolabs, Frankfurt
Nar | GG/CGCC Roche Diagnostics, Mannheim
Nco | C/CATGG New England Biolabs, Frankfurt
Not | GC/GGCCGC New England Biolabs, Frankfurt
Pst | CTGCA/G New England Biolabs, Frankfurt
Sbf | CCTGCA/GG New England Biolabs, Frankfurt
Xho | C/TCGAG New England Biolabs, Frankfurt

W=A oder T, N=A, C, G oder T, /= Schnittstelle

3.3.2 Polymerasen

Polymerasen

Bestellnummer

Bezugsquelle

Platinum Pfx

Taq DNS Polymerase

11708-013
11 435 094 001

3.3.3 DNS modifizierende Enzyme

Enzym

Invitrogen, Karlsruhe
Roche Diagnostics, Mannheim

Bezugsquelle

CIP (Calf Intestinal Phosphatase)
T4 DNS Ligase

3.3.4 Sonstige Enzyme

Enzym

New England Biolabs, Frankfurt
New England Biolabs, Frankfurt

Bezugsquelle

Proteinase K

Roche Diagnostics, Mannheim
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3.3.5 Oligonukleotide

Samtliche Oligonukleotide, PCR-, sowie Sequenzierungsprimer wurden von der

Firma MWG Biotech AG (Ebersberg) bezogen.

Verwendete Primer

Name Sequenz (5 —3") Tm Verwendung
(°C)
porex_fw TGT GGG ATT CAG CAT CTA GAA 55,9 Sequenzierung von mslick; Cosmidbank-Screening
porex_rv ACT ACA AGG GCA ACG CAG A 56,7 Sequenzierung von mslick; Cosmidbank-Screening
seqgbst-1_fw ATG AAG AGG TTG AAG AAC ACG A 56,5 Sequenzierung von mslick
seqbst-1_rv CTG AGC TCT GTG TCG ACT GTAGT 62,4 Sequenzierung von mslick
seqgbst-2_fw TCTTTGTCGTTG CTATGATCT G 56,5 Sequenzierung von mslick
seqbst-2_rv GCT AACATGGCG TACTTAAACT 56,5 Sequenzierung von mslick
seqbst-3_fw CTG CGA AGT GGA TAG AAC CTC 59,8 Sequenzierung von mslick
seqbst-3_rv AAC ATATGT CTG AAG CAT TC 51,2 Sequenzierung von mslick
seqbst-4_fw TGA ATC CAG GTC CTC GAT ACA 57,9 Sequenzierung von mslick
seqbst-4_rv TGAAGATGT TTCTTCATCTGG T 54,7 Sequenzierung von mslick
seqbst-5_fw TGC GAT CTC CTA AGT GAC CAG 59,8 Sequenzierung von mslick
seqbst-5_rv AGT CTG CAC ATT CAC AAT CGT C 58,4 Sequenzierung von mslick
seqbst-6_fw AGA GGA AGA CTACATGGC AGAT 58,4 Sequenzierung von mslick
seqbst-6_rv AGA GGT TCA GTC GCT GTT GAG 58,8 Sequenzierung von mslick
seqgbst-7_fw AGG GCC GAA GCA CTC TGG TA 61,4 Sequenzierung von mslick
seqbst-7_rv AAT GTC TCT TATTTT TCT TTT CA 50 Sequenzierung von mslick
62,1 Sequenzierung von mslick;
seqbbst-7.2_rv GCA AGATCC CTG CAAGGACTAC Generierung der mslick cDNA
58,9 Sequenzierung von mslick;
mslick_fw ATG GTT GAT TTG GAG AGC GAA GT Generierung der mslick cDNA
pBSKS+_fw.1 GGC CGC AAT ACC ATG GGT ATG GCG CCT CGC AG Neue Klonierungsstelle fir Hilfsvektor
pBSKS+_rv.1 GAT CCT GCG AGG CGC CAT ACC CAT GGT ATT GC Neue Klonierungsstelle fir Hilfsvektor
pBSKS+_fw.3 GAT CCC TAG GCT AGC ATG TCA GAT CTATGA AT Neue Klonierungsstelle fir Hilfsvektor
pBSKS+_rv.3 CGA TTC ATA GAT CTG ACA TGC TAG CCT AGG Neue Klonierungsstelle fir Hilfsvektor
pSP72_fw TCG AGC CAG CCT GCA GGT ATG GAG CTA GCG GGC AT Neue Klonierungsstelle fir Hilfsvektor
pSP72_rv GCA TGC CCG CTA GCT CCA TAC CTG CAG GCT GGC Neue Klonierungsstelle fir Hilfsvektor
PCR-Fr_fw CAC TGT CAT ACCTAGCTC CCAG Generierung des PCR-Fragments mit LoxP und
Bsu36! Schnittstelle
PCR-Fr_rv CCT GCA GGC CTT AGG ATA ACT TCG TAT AGC ATA CAT Generierung des PCR-Fragments mit LoxP und
TAT ACG AAG TTA TAA GGG CTT GGAT GGA GCC CAACT Bsu36! Schnittstelle
KA_fw AGC CTA GTATAC CAC AAATCT GTG 59,3 Generierung des kurzen Arms
KA_rv CTATAA AGC ATT AAG TCC ATG AC 55,3 Generierung des kurzen Arms
PCR-Fr.2_fw GAG CTA AAGG TTATTG TGG ACA TA 57,1 Generierung des PCR-Fragments als Rest des
langen Arms
PCR-FR.2_rv ACT GTT GCT GCC AAA ACA CTA 58,4 Gegerierung des PCR-Fragments als Rest des
langen Arms
KO-Fragment_1 TGT ACATCT TAG CAT TCAGTT 52 Sequenzierung des Knockout-Fragments
KO-Fragment_2 AAG CAG TCT AGC AGC TCG CCT 61,8 Sequenzierung des Knockout-Fragments
KO-Fragment_3 TTG AAC TTA CTC GTG GAT AG 53,2 Sequenzierung des Knockout-Fragments
KO-Fragment_4 TGA GTC CAA GTG CAAGAC TACA 58,4 Sequenzierung des Knockout-Fragments
KO-Fragment_5 CTA TAA AGC ATT AAG TCC ATG AC 55,3 Sequenzierung des Knockout-Fragments
KO-Fragment_6 TGA GGA TAC CCA CTC TTA TGA CAG 61 Sequenzierung des Knockout-Fragments
KO-Fragment_7 CAT TTA CAG ATA GCA CCT GGT AC 58,9 Sequenzierung des Knockout-Fragments
KO-Fragment_8 ACT GTT GCT GCC AAAACACTAG 58,4 Sequenzierung des Knockout-Fragments
KO-Fragment_9 TAA CCA CAT AAATTT AGATGT G 50,9 Sequenzierung des Knockout-Fragments
KO-Fragment_10 GAT CTG TGC ATC TCT CCA AAT CC 60,6 Sequenzierung des Knockout-Fragments
KO-Fragment_11 GTA AGA TTC AAG GAC AGT GAG TC 58,9 Sequenzierung des Knockout-Fragments
KO-Fragment_12 AGT CCA TCT GCT TTG TAT CCA GG 60,6 Sequenzierung des Knockout-Fragments
KO-Fragment_13 ACA TGC TTC TCT GTC TGA GCT CT 60,6 Sequenzierung des Knockout-Fragments
KO-Fragment_14 CCT TTC TAA CAA TAA CAA GTC AT 53,5 Sequenzierung des Knockout-Fragments
KO-Fragment_15 CTG AAT GGT CTAACT CAGGAC TT 58,9 Sequenzierung des Knockout-Fragments
KO-Fragment_16 ATA ATATGC ATT TCT GAT ATT AC 50 Sequenzierung des Knockout-Fragments
KO-Fragment_17 TTA ATA GTATGT TAT GAA CAG TA 50 Sequenzierung des Knockout-Fragments
KO-Fragment_18 AGA GCC TTG AAG GTA GAT CACTC 60,6 Sequenzierung des Knockout-Fragments
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KO-Fragment_19
KO-Fragment_20.1
KO-Fragment_21.1
KO-Fragment_22
KO-Fragment_23.1
KO-Fragment_24
KO-Fragment_25
KO-Fragment_26

3’Probr2_fw
3’Probe2_rv
3’intern2_fw
KO-Fragment_21
5’Probe2_fw
5'Probe2_rv

Gen1
Gen2
Gen3
Gen4

Fr8Cla2)_fw
TK-2)_fw
KOFr_5)_rv

KOFr_12)_rv

GAA TTG AGA AAT TAG GAG ATATC
AAG GTG ATG CTG AGG AAT GT

TGA ATG GTA AAT GTT GGA AAT
GAA CAG TGA GAG CTG GAC AAC AG
GTATTAGCAATAATTGTGTCAG
GAG CTT GCC TAC ACT TGC AGT AT
ACG CTT AGA TGT AGT GCA AAC GT
ACT CTC TTA GAC GAT GAAGTC AT

AGG CTC CTG TCT GTA AGC ACA CAA
TGG CCC AAC TTG GGATAC ATC TC
ATG CCT AGG TAC CAA GTAATG ATG
GTG TTT AAC AGA GGT ATACGC TA
CCT GAC AAT GAG AGC AAA

TAG TAAATATTACAATAC TGAATT G

TCT GGA GTG ATT TCAGGA TCT GT
GAT CAG AAG CGG TCG ACT AG

CTA TAA AGC ATT AAG TCC ATG AC
AGT CCATCT GCT TTG TAT CCA GG

53,5
55,3

50
62,4
52,8
60,6
58,9
57,1

64,6
62,4
57,6
57,1
54,5
51,5

58,9
59,4
55,3
60,6

Sequenzierung des Knockout-Fragments
Sequenzierung des Knockout-Fragments
Sequenzierung des Knockout-Fragments
Sequenzierung des Knockout-Fragments
Sequenzierung des Knockout-Fragments
Sequenzierung des Knockout-Fragments
Sequenzierung des Knockout-Fragments
Sequenzierung des Knockout-Fragments

Generierung der 3"Sonde
Generierung der 3'Sonde
Generierung der 3"Sonde (intern)
Generierung der 3’Sonde (intern)
Generierung der 5°Sonde
Generierung der 5°Sonde

Genotypisierungs-PCR
Genotypisierungs-PCR
Genotypisierungs-PCR
Genotypisierungs-PCR



28

Material

3.4 Gerate und Verbrauchsmaterialien

3.4.1 Gerate

Geréat Hersteller

Brutschranke Hera Cell, Heraeus

DNS Konzentrator Concentrator, Eppendorf
Drehofen OV 1, Biometra

Elektroporator Gene Pulser Il, Biorad

FIGE FIGE Mapper, Biorad
Gasbrenner Gasprofi 1 Wild-Tec, Géttingen

Geldokumentationssystem
Gelelektrophorese

Handmonitor
Heizblock
Mikroskop

PCR Maschinen

Phosphoimager
Phosphoimagerplatten
Photometer

Pipetten 1-Kanal
8-Kanal
Pipettierhilfe

Rotor

Schuttelinkubator

Spannungsquelle

Sterilwerkbank

Szintillationszahler

Trockenschrank

Ultraturrax

UV-Crosslinker
Vakuumpumpe

Vortex
Wasseraufbereitungsanlage
Wasserbad

Zentrifugen

BioDocAnalyze, Biometra

Subcell Systems, Biorad

i-Mupid, Cosmo Bio

LB122, Berthold, Bad Wildbad
ThermomixerCompact, Eppendorf
Hund Wilovert 30, Hund Wetzlar
Mastercycler, Eppendorf
MastercyclerGradient, Eppendorf
BAS-1500, Fuji

BAS-MP 2040s, Fuiji

BioPhotometer, Eppendorf

Pipetman 10, 20, 200, 1000 pL Gilson
ResearchPro 20-300 pL, 50-1200 pL, Eppendorf
Accu-Jet, Brand, Wertheim

A6.9, Kontron Hermle, Gosheim
Edmund Bihler KS-10/ TH 10
Standard Power Pack P25, Biometra

Herasafe, Heraeus
Liquid Scintillation Analyzer 2500 TR, Packard,
Frankfurt

Binder FD, Binder, Tuttlingen

T8, IKA, Staufen

Biolink DNA Crosslinker, Biometra

KNF Laboport, KNF Neuberger GmbH, Freiburg
MS1 Minishaker, IKA, Staufen

Milli-Q Biocel, Millipore GmbH, Schwalbach
C 10, Thermo Haake, Karlsruhe

Centrifuge 5415 D, Eppendorf

Centrifuge 5810 R, Eppendorf

Centrifuge 5804, Eppendorf

RC 5C Plus, Sorvall
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3.4.2 Verbrauchsmaterial

3.4.2.1 Material Molekularbiologie

Material

Bestellnummer

Bezugsquelle

Chromatographiesaulen
Einmalpipetten

Filterpapier

Kryoréhrchen

Nylon-Membran

Parafilm

Pasteurpipetten Ungestopft
Gestopft

Petrischalen

Pipettenspitzen Ungestopft

ReaktionsgefaBe

Saran-Folie
UV-Klvetten

3.4.2.2 Material Zellkultur

Material

2mL
5mL
10 mL
25 mL

200 L

1000 pL

1.5 mL

1.5 mL (safelock)
2.0 mL (safelock)
12 mL

15 mL

50 mL

PCR

17 0855 02
4486

4487

4488

4489

GB 002
368632
RPN303B
H666.1

4522

E327.1
821472
70760002
70762200
4182.1

0030 120 086
0030 120 094
352059
430766
430897

0030 124 502
9068.1

0030 106 300

Bestellnummer

NICK Colums, GE Healthcare, Freiburg
Sarstedt, Nimbrecht

Sarstedt, Nimbrecht

Sarstedt, Nimbrecht

Sarstedt, Nimbrecht
Schleicher & Schuell/ Whatman
Nunc

Highbond N+, GE Healthcare, Freiburg
Roth

Roth

Roth

Sarstedt, Nimbrecht

Sarstedt, Nimbrecht

Sarstedt, Nimbrecht

Roth

Eppendorf

Eppendorf

Falcon

Corning

Corning

Eppendorf

Roth

Eppendorf

Bezugsquelle

Elektroporationskiivetten
Kulturflaschen

Kulturschalen

Pipettenspitzen (Etips)

Reagenzien-Trog (Tip-Tub)

25 cm?2
75 cm?
175 cm?
10 cm
6-Loch
24-Loch
96-Loch
300 puL
1200 pL

165-2081
430639
430641
431080
430167

3516
3526
3599
0030 000 897
0030 000 935
0030 058 607

Bio-Rad
Corning
Corning
Corning
Corning
Corning
Corning
Corning
Eppendorf
Eppendorf
Eppendorf
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3.4.2.3 Sonstiges Material

Material

Bestellnummer Bezugsquelle

Cosmid-Bank
Salmon Sperm DNA
2-Log DNA Ladder

3.5 Bakterien

Bakterienstamm

Nr. 121 (129/ola) RZPD, Berlin
201190 Stratagene, Amsterdam
N3200S New England Biolabs

Bestellnummer Bezugsquelle

E. coli XL2-Blue MRF'
E. coli XL10-Gold
E. coliSCS110

3.6 Wasser

200151 Stratagene
200315 Stratagene
200247 Stratagene

Samtliche Lésungen, Reagenzien und Puffer wurden mit autoklaviertem Milli-Q-

Wasser hergestellt.
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4 Methoden

4.1 Bakterienkultur

4.1.1 Medien

Medium Zusammensetzung

LB (Luria-Bertani) Trypton 109
Hefeextrakt 59
NaCl 10 g
Hgo ad1L

NZY* Casein Pepton 10 g
Hefeextrakt 59
NaCl 59
Hgo ad1L

—autoklavieren
—pH auf 7,5 mit NaOH

1 M MgCl, 12,5 mL
1 M MgSO, 12,5 mL
Glucose 20 %(w/v) 20 mL

—Diese Zusatze vorher sterilfiltrieren

SOC Trypton 2 Y%(w/v)
Hefeextrakt 0,5% (w/v)
NaCl 10 mM
KCI 2,5mM
MgCl, 10 mM
MgSO, 10 mM
Glucose 20 mM

Soweit nicht anders beschrieben, wurde zur Kultivierung der Bakterien autoklaviertes
(121° C, 2 bar, 20 min) LB-Medium (Luria-Bertani) verwendet. Lagerung bei RT im
Dunkeln. Die positive Selektion plasmidtragender Bakterien erfolgte durch Beifligung
eines geeigneten Antibiotikums.
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Durch Zugabe von Agar zum Medium vor dem Autoklavieren wurde Festmedium (LB-
Agar) hergestellt. Dazu wurde das autoklavierte Medium auf ca. 50° C abgekuihlt, das
sterilfiltrierte Antibiotikum in der richtigen Menge zugefligt und die Ldsung in
Petrischalen ausgegossen. Nach Abkihlen auf RT wurden die Schalen bei 4° C im
Dunkeln gelagert.

Medium Zusammensetzung

LB-Agar Agar 13,59
LB-Medium ad 1L

Die Antibiotika wurden in entsprechender Menge in H.O gelést, sterilfiltriert und in
1 mL-Aliquots bei -20° C aufbewahrt.

Antibiotikum Stammlésung Arbeitskonzentration
Ampicillin 100 mg/ mL in H,O 100 pg/ mL
Kanamycin 10 mg/ mL in H,O 50 pg/ mL

4.1.2 Kultivierung

Flassigkultur

Die entsprechende Menge LB-Medium (3 mL in Plastikréhrchen fir Minikulturen,
200-300 mL in Erlenmeyerkolben fir Maxikulturen) wurde mit der richtigen Menge
des Antibiotikums versetzt und mit dem gewilnschten Bakterium angeimpft (Impfése
oder Zahnstocher). Bei 37° C und 225 rpm wurde 8-12 h inkubiert.

Plattenkultur

Um einzelne Bakterienkolonien zu erhalten, wurde die fliissige Bakteriensuspension
auf antibiotikumhaltigen Agar-Platten ausgestrichen (Drigalskispatel) und bei 37° C
aerob 12-16 h inkubiert. Die bewachsenen Platten konnten mit Parafilm verschlossen
bis zu 8 Wochen bei 4° C gelagert werden.
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4.1.3 Langzeitlagerung

Zur langerfristigen Aufbewahrung der Bakterien wurden 300 pL Bakteriensuspension,
im logarithmischen Wachstum befindlich, mit 600 puL Glycerolayiokav. gemMischt und bei
-80° C eingefroren.

4.2 Plasmide

Unter Plasmiden versteht man ringférmige, doppelstrangige DNS-Molekiile, die
neben dem bakteriellen Genom innerhalb eines Bakteriums vorliegen und sich dort
vermehren kdnnen. Fir die Klonierung von DNS-Fragmenten wurden verschiedene
Vektoren benutzt.

Die Klonierungsstellen der kommerziellen Vektoren wurden zum Teil gegen eigene
mit anderer Schnittstellenanordnung ausgetauscht.

4.2.1 Kommerzielle Plasmidvektoren

Plasmid Eigenschaften Resistenz  Bezugsquelle

pBluescript Il KS+ Standard Klonierungsvektor mit E. coli Amp', Kan'  Stratagene
Replikationsursprung fiir eine hohe Kopienzahl

pBSloxPneotkloxP  Abgeleitet von pBluescript, enthalt zwei loxP Amp'

Erkennungssequenzen, das HSV-1 Thymidinkinasegen

(tk)

und das Neomycinresistenzgen (neo), jeweils unter der

Kontrolle von PGK Promotoren

r

pcDNA3.1 - Expressionsvektor fiir Sdugerzellen, enthélt Amp', Neo"  Invitrogen
CMV-Promotor fiir hohe Expressions-Raten

pCR 2.1 TOPO Vektor fir direkte PCR Klonierung, Topoisomerase | Amp', Kan'  Invitrogen
aktivierter Vektor

pSP 72 Standard Klonierungsvektor, enthalt SP6 und T7 Amp’ Promega

Promotoren fir in-vitro RNS-Transkription
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4.2.2 Im Rahmen der Arbeit hergestellte Vektoren

Im Rahmen der Arbeit hergestellte Plasmidvektoren

neue

Name Klonierungsstelle Sequenz

pBSKS+neu.1 Notl-Ncol-Narl-BamHI  5-GGCCGCAATACCATGGGTATGGCGCCTCGCAG-3”
pBSKS+neu.2 BamHI-Nhel-Bglll-Clal 5-GATCCCTAGGCTAGCATGTCAGATCTATGAAT- 3’
pSP72neu.2 Clal-Nhel-Sbfl-Xhol 5-TCGAGCCAGCCTGCAGGTATGGAGCTAGCGGGCAT-3’

Fett/ Unterstrichen=Erkennungssequenzen der Enzyme aus Spalte 2
Normal=Spacer-Nukleotide flr bessere Schnitt-Effizienz der Enzyme

Die Sequenzen der neuen Klonierungsstellen wurden als Sense- und Antisense-
Oligos bestellt, durch Erhitzen auf 95° C und anschlieBendes abkilihlen lassen
zusammengelagert und in den entsprechend gedéffneten Vektor einkloniert.

4.3 Molekularbiologische Methoden

4.3.1 Isolierung von Plasmid-DNS

Die Isolierung von Plasmid-DNS basiert auf dem Prinzip der alkalischen Lyse
(Birnboim & Doly 1979). Dazu werden die Bakterien in einem ersten Schritt alkalisch
mit NaOH/ SDS lysiert. Hierbei denaturieren DNS, RNS und Proteine. Zugesetzte
RNAse-A verdaut die RNS. Im zweiten Schritt, der Neutralisation mit Kaliumacetat,
bleibt die jetzt renaturierte kleine Plasmid-DNS in Ldsung, wéhrend die groBe
genomische Bakterien-DNS denaturiert bleibt und zusammen mit Proteinen,
prazipitierten Zellbestandteilen und SDS abgetrennt werden kann.

4.3.1.1 Minipraparation von Plasmid-DNS

Uber-Nacht-Kulturen von einzelnen Kolonien in 3 mL LB mit entsprechender
Antibiotikum-Konzentration wurden bei 4000 rpm 5 min pelletiert und die Plasmide
nach Vorschrift des PerfrectPrep Plasmid Mini Kits (Eppendorf) isoliert. Das
Reinigungsprinzip beruht auf darauf, die Plasmid-DNS an Silica-Gel zu binden und
nach Waschen wieder zu eluieren.
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Vorgehensweise

e AbgieBen des Uberstandes

e Resuspendieren der Bakterienin ca. 1 mL LB

o Uberfiihren in 1,5 mL Eppndorf, Zentrifugieren 30 s bei 13000 rpm

e Uberstand abnehmen

e Resuspendieren in 100 pL P1 (Kit)

e Zugabe von 100 pL P2 (Kit), Mischen

e Zugabe von 100 puL P3 (Kit), Mischen

e Zentrifugieren 1,5 min bei 13000 rpm

e Uberfiihren des Uberstandes auf Saule (Kit)

e Zugabe von 400 pL Binding-Matrix (Kit), 30 s bei 13000 rpm zentrifugieren
e Zugabe von 400 pL Wasch-Puffer (Kit), 1 min bei RT inkubieren

e 1 min bei 13000 rpm zentrifugieren, Uberstand verwerfen

e 1 min bei 13000 rpm zentrifugieren

e Séule auf neues 1,5 mL Eppendorf transferieren

e Zugabe von 50 uL Elutions-Puffer (oder Wasser), 1 min bei RT inkubieren
1 min bei 13000 rpm zentrifugieren

4.3.1.2 Maxipraparation von Plasmid-DNS

Einzelkolonien wurden fir ca. 8 h in 3 mL antibiotikumhaltigem LB-Medium
angezogen, die Minikultur anschlieBend in 300 mL antibiotikumhaltiges LB-Medium
(Erlenmeyerkolben) Uberflhrt und Gber Nacht bei 37° C und 225 rpm kultiviert.

Die anschlieBende Maxipraparation wurde nach Vorschrift des HiSpeed Plasmid
Maxi Kits (Qiagen) durchgeflhrt.

4.3.2 Isolierung von genomischer DNS

Die Isolierung genomischer DNS aus eukaryotischem Zellmaterial gestaltet sich
aufgrund der enormen GroéBe der Molekile ungleich schwieriger, als die Isolierung
von Plasmid-DNS. Die groBen Molekiile zerbrechen durch Scherkréafte (Pipettieren,
Schutteln, Zentrifugieren) leicht in kleinere Fragmente. Deshalb muss zur Isolation
genomischer DNS mit duBester Sorgfalt vorgegangen werden, um letztendlich
Fragmente in der GréBenordnung von etwa 100 kb aufreinigen zu kénnen.

Der Lysepuffer enthélt ein Detergens (N-Laurylsarcosin) um die Zellmembranen zu
solubilisieren. Weiterhin werden Proteine denaturiert und durch den Zusatz von
Proteinase-K abgebaut. EDTA komplexiert mehrwertige Kationen und unterbindet
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dadurch die Aktivitdt der vorhandenen DNAsen. AnschlieBend wird die DNS Uber
Alkoholféllung oder eine Saule aufgereinigt.

4.3.2.1 Isolierung von genomischer DNS aus ES-Zellen

ES-Zellen wurden in 96-well-Platten bis zur Konfluenz und Gelbwerden des Mediums
kultiviert. Nach Lyse der Zellen wurde die genomische DNS mit 100 % Ethanol
gefallt, getrocknet und anschlieBend direkt bei -20° C gelagert oder im
entsprechenden Restriktionsenzym-Mix gel6st, verdaut und bis zum Gelauftrag
eingefroren.

Lysepuffer
10 mM NaCl
10 mM Tris-HCI pH 7,5
10 mM EDTA
0,50% N-Laurylsarcosin
0,25 mg/ mL Proteinase K (Immer frisch zugeben!)

Proteinase K (20 mg/ mL) in 80 pL Aligouts bei -20° C Lagern

Pro 96-well-Platte werden 6 mL Lysepuffer und 75 pL Proteinase K (20 mg/ mL )
gemischt

75 mM NaCl in Ethanol 100%

150 pL 5M NaCl
10 mL 100% Ethanol

Vorgehensweise

¢ Medium vorsichtig Uber eine Ecke abkippen

e 2 x mitje 180 uL PBS waschen

e Zugabe von 50 uL Lysepuffer pro well

e Platte mit Parafilm verschlieBen, in Frischhaltefolie verpacken

e Platte in dicht verschlieBbarer Plastikschiissel in feuchte Tlcher verpacken
e Uber Nacht bei 55°C inkubieren

e Nach abkiihlen auf RT Zugabe von 100 uL Ethanol/ NaCl

¢ 1 hbei RT inkubieren, vorsichtig Gber eine Ecke abgieBen

e 3 x mit Ethanol 70 % waschen, vorsichtig tGber eine Ecke abgieBen

e Platte auf Papierttichern abklopfen und ca. 30 min bei RT trocknen lassen
e Platte mit Parafilm verschlieBen, bei -20° C einfrieren
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Alternativ:

Zugabe von 40 pL Restriktionsenzym-Mix pro well, Mischen
Platte mit Parafilm verschlieBen, in Frischhaltefolie verpacken
Uber Nacht bei 37° C inkubieren

Zugabe von 8 uL 6 x Dye pro well

Platte mit Parafilm verschlieBen

Bis zum Gelauftrag bei -20° C lagern

4.3.2.2 Isolierung von genomischer DNS aus Mausgewebe

Zur bestimmung des Genotyps junger Mause wurde genomische DNS aus
Gewebebiopsien der Maus (z.B. Schwanzspitze) nach Vorschrift des High Pure PCR
Template Preparation Kit (Roche) gewonnen. Die DNS wurde direkt fir die
Genotypisierungs-PCR verwendet.

Vorgehensweise

Gewebeprobe in steriles, nukleasefreies 1,5 mL Eppendorf geben

Zugabe von 200 pL Lysepuffer (Kit)

Zugabe von 40 pL Proteinase-K-Ldsung (Kit, frisch zubereitet)

3 Stunden oder Uber Nacht bei 55° C verdauen

Gewebe mit 10 uL PCR-Spitze oder Injektionsnadel im Eppendorfgefal3
,Zerreiben”

Zugabe von 200 pL Bindungspuffer

Zugabe von 100 pL Isopropanol

5 min bei 13000 RPM zentrifugieren

Uberstand auf Saule transferieren, 1 min bei 800 RPM zentrifugieren,
Durchfluss verwerfen

Zugabe von 500uL Inhibitor-Removal Puffer

1 min bei 8000 RPM zentrifugieren, Durchfluss verwerfen

Zugabe von 500 pL Wasch-Puffer

1 min bei 8000 RPM zentrifugieren, Durchfluss verwerfen

10 s bei Maximalgeschwindigkeit zentrifugieren

Saule auf neues 1,5 mL Eppendorf transferieren

Zugabe von 200 pl erhitztem (70° C) Elutionspuffer

1 min bei 8000 RPM zentrifugieren

Direkter Einsatz flir PCR oderLagerung der DNS-Lésung bei —20°C
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4.3.3 Isolierung von mRNS aus Mausgewebe

Die Isolierung von mRNS aus dem Maus-Gehirn erfolgte nach Vorschrift des Oligotex
direct mMRNS Midi/Maxi Kits (Qiagen). Die Gesamt-RNS des Gewebes ist ein
Gemisch aus tRNS, rBRNS und mRNS. Im Unterschied zu anderen RNS besitzt
mRNS einen ,Poly-A*-Schwanz“, eine Sequenz von 100- 200 Adenin-Nukleotiden,
die 3’ an das Ende eukaryotischer oder viraler mRNS angeknipft wird. Dadurch
lasst sich die mRNS selektiv von den anderen abtrennen.

Werden nun Oligo-desoxy-Thymidin-Nukleotide (Oligo-dT-Nukleotide) an eine feste
Matrix gekoppelt, hybridisiert der Poly-A*™-Schwanz der mRNS mit den Oligo-dTs und
bleibt an die Matrix gebunden, wahrend andere RNS in der Lésung verbleiben.

Im Anschluss lasst sich die mRNS mit geeignetem Puffer wieder von der Oligo-dT-
Matrix eluieren. Bei Oligotex handelt es sich um Polystyrol-Latex-Partikel, an deren
Oberflache die Oligo-dT-nukleotide gekoppelt sind.

Alle verwendeten Gerate wurden vor Gebrauch mit RNAse away gespuilt.

Vorgehensweise

e Das frisch praparierte Organ sofort in ein GefaB mit 3 mL OL1-Puffer
Uberfihren und mittels Ultra-Turrax homogenisieren

e Zugabe von 6 mL ODB-Puffer, mischen

e 3 min bei 13000 rpm zentrifugieren

e Uberstand in neues GefaB (iberfiihren

e Zugabe von 250 pL Oligotex-Suspension, mischen (Vortex), 10 min bei RT
inkubieren

e 5 min bei 13000rpm zentrifugieren, Uberstand abpipettiern und verwerfen

e Pelletin 300 pL OL1 resuspendieren

e Zugabe von 1200 uL ODB-Puffer, 3 min bei 70° C inkubieren, dann 10 min auf
RT abkihlen lassen

e 5 min bei 13000 rpm zentrifugieren, Uberstand abpipettiern und verwerfen

e Pelletin 1 mL OW1-Puffer resuspendieren

e Suspension in 2 mL Eppendorf Gberfihren, 5 min bei 13000rpm zentrifugieren,
Uberstand verwerfen

e Pellet 2 x mit je 1 mL OW2-Puffer waschen

e Pellet in 500 pl OEB-Puffer (70° C) resuspendieren

e Suspension auf groBe Saule in 2 mL Eppendorf Uberfihren, 1 min bei 13000
rpm zentrifugieren

e S&ule nochmals mit 500 pL OEB-Puffer (70° C) eluieren und Eluat (1 mL) bei
-20° C lagern
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4.3.4 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

4.3.4.1 Photometrische Konzentrationsbestimmung

Die Konzentration der Nukleinsaurelésungen wurde photometrisch Uber die Messung
der optischen Dichte (OD) bei einer Wellenlange von 260 nm bestimmt.
Uber folgende Formel lasst sich die Konzentration errechnen:

C [lJ.g/ ml_]= OD260 XxVxF

c= Konzentration der Ausgangslésung
ODyg9= Optische Dichte, gemessen bei 260 nm
V= Verdlinnungsfaktor
F= Multiplikationsfaktor: 50 fir dsDNS
40 fir RNS
33 fir esDNS
20 fr Oligonukleotide

Das Verhaltnis OD2g/OD2gy erlaubt zudem eine Aussage Uber die Reinheit der
Lésung. Liegt der Quotient zwischen 1,8 und 2,0 ist die Proteinverunreinigung der
Lésung als gering anzusehen.

4.3.4.2 Konzentrationsbestimmung Uber Agarosegelelektrophorese

Neben der Photometrischen Bestimmung lasst sich die Konzentration von DNS-
Lésungen auch Uber eine Agarosgelelektrophorese (s.u.) bestimmen. Tragt man den
Probenansatz zusammen mit einer Verdinnungsreihe aus DNS bekannter
Konzentrationen auf, Iasst sich die Konzentration der Probe Uber einen Vergleich der
Bandenintensitat bestimmen. Als interner Standard lassen sich auch kommerziell
erwerbliche GroBenmarker verwenden, bei welchen neben der Fragmentlange auch
die zur Bande gehdrige DNS-Menge definiert ist. Der Vorteil gegenlber der
Photometrie besteht darin, dass zur Konzentrationsbestimmung nur relativ kleine
DNS-Mengen nétig sind.
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4.3.5 Enzymatische Modifikation von Nukleinsauren

4.3.5.1 Restriktionsverdau

Restriktionsendonukleasen vom Typ Il (Restriktionsenzyme) sind Enzyme, die
bestimmte Sequenzen doppelstrangiger DNS erkennen und diese spezifisch
schneiden. Bei den Erkennungsstellen handelt es sich um vier bis acht palindromisch
angeordnete Basenpaare. Durch Hydrolyse der Phosphodiesterbindung zwischen
zwei benachbarten Basen entstehen DNS-Fragmente mit einem 5°-Phosphat- und
einem 3’-Hydroxyl-Ende. Dies ermdéglicht spater eine enzymvermittelte
Neuverknipfung kompatibler Enden. Sind die Enden ,glatt“, d.h. in beiden Strangen
an der gleichen Stelle geschnitten, spricht man von blunt-end, produziert das Enzym
einen Basen-Uberhang, wird dies als sticky-end bezeichnet.

Die Aktivitdt von Enzymen wird in Einheiten (Units, U) angegeben. 1U entspricht der
Enzymmenge, die nétig ist, um 1 pg definierter DNS unter optimalen Bedingungen in
einer Stunde vollstdndig zu verdauen. In der Regel wurden fir den
Restriktionsverdau von Plasmiden 2-5 U Enzym pro ug DNS eingesetzt, genomische
DNS wurde mit 10 U Enzym pro pg verdaut. Dabei sollte die Enzymmenge wegen
des Glycerolgehalts nicht mehr als 10 % des Ansatzvolumens betragen, da sonst die
Restriktions-Effizienz beeintrachtigt werden kann.

Ansatz fir Standardverdau

DNS-L&sung X pL
10 x Enzympuffer 2L
100 x BSA (wenn erforderlich) 0,2 uL
Enzym 2-5U
H-.O ad 20 pL

Der Ansatz wurde zwischen 1 Stunde (analytischer Ansatz) und 3-8 Stunden
(préparativer Ansatz) bei der flr das jeweilige Enzym optimalen Temperatur (zumeist
37° C) verdaut. Genomische DNS wurde in gréBeren Ansatzen (bis zu 50 pL) und
Uber Nacht verdaut.

4.3.5.2 Dephosphorylierung von DNS

Linearisierte Vektoren mit kompatiblen Enden neigen zur Selbstligation, was die
Klonierungsrate von DNS-Fragmenten drastisch verringert. Aus diesem Grund
wurden diese Vektoren nach Linearisierung mit alkalischer Phosphatase aus
Kalberdarm (CIP, Calf Intestinal Phosphatase) behandelt, welche 5°-Phosphat-
Gruppen abspalten kann und somit die Selbstligation verhindert. Die fir eine
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erfolgreiche Ligation nétigen Phosphat-Gruppen liefert jetzt allein das zu klonierende
DNS Fragment. Fur die Dephosphorylierung wurde dem verdauten Ansatz 1 pyL CIP
zugesetzt und far mindestens eine Stunde bei 37° C inkubiert. AnschlieBend wurde
das Enzym bei 65° C 10 min inaktiviert und eine Phenol/ Chloroform Extraktion
durchgeflhrt.

4.3.5.3 Ligation von DNS-Fragmenten

Die VerknlUpfung von DNS-Fragmenten erfolgte mit T4-Ligase. Dabei handelt es sich
um ein Enzym aus dem Phagen T4, welches ATP-abhangig die Bildung neuer
Phosphodiesterbindungen zwischen 5°-Phosphat- und 3’-Hydroxyl-Gruppen
katalysiert. Mit T4-Ligase kdnnen sowohl glatte, als auch Uberhangende Enden
verknUpft werden.

Ansatz fiir Standardligation

DNS (Insert) X pL
DNS (Vektor) y pL
10 x Ligase-Puffer 2L
T4-Ligase 1uL
H,O ad 20 uL

Das molare Verhaltnis Vektor:Insert betrug 1:3-5. Generell wird bei 16° C fir eine bis
mehrere Stunden ligiert. Wegen der besseren Effizienz bei der Klonierung groBer
Fragmente wurden die Ligationen bei 4° C tber Nacht durchgefihrt.

Molare Masse von DNS
Die molare Masse eines Basenpaares betragt 660 %wl' Daher berechnet sich die
molare Masse eines DNS-Fragments folgendermaBen:

Molare Masse pns.Fragment [%ol] = Lange pns [bp] x 660 %fzol

Berechnung der nétigen Mengen an Vektor und Insert

Insert /
Lange . [b
Vektor g Vekto [ p]

Masse insern= Masse vekior [NG] X LANGE Fragment [DP] X Verhaltnis

Beispiel:

Masse vektor = 50 Ng
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Lénge Fragment= 3000 bp

::> Masse jnsert= 150 ng

.. Insert
Verhéltnis =3:1

Vektor

Lange vektor = 3000 bp

4.3.6 Reinigung von Nukleinsauren

4.3.6.1 Alkoholfallung

DNS ist wegen ihrer Saure-Struktur in leicht alkalisch gepufferten Lésungen besser
I6slich, als im Sauren oder in reinem Wasser. Bei ~ pH 8 liegen die Phosphatgruppen
deprotoniert und die DNS als gut I6sliches Saure-Anion vor. Bestimmte enzymatische
Reaktionen (Restriktionsverdau, Ligation, PCR) erforden jedoch definierte, flr das
jeweilige Enzym optimale Reaktionsbedingungen. Daher ist es gelegentlich nétig, die
DNS von den enthaltenen Salzen zu reinigen und in Wasser zu Ldsen. Als
schonende Methode eignet sich dazudie Préazipitation der DNS in Ethanol oder
Isopropanol. DNS ist schlecht I6slich in organischen L&ésungsmitteln. Diese
Eigenschaft wird bei der Alkoholfallung ausgenutzt. Die Anwesenheit einwertiger
lonen verstarkt diesen Effekt. Bei der Zugabe von Natriumacetat werden die negativ
geladenen Phosphat-Gruppen durch die Na*-lonen abgefangen, wodurch die DNS,
jetzt ungeladen, schwerer l6slich ist. Der zugefligte Alkohol entzieht dem Molekdl
Wasser, so dass die DNS letztendlich ausféllt wahrend die stérenden Salze im
Uberstand geldst bleiben. Nach Waschen mit Ethanol 70 %, Zentrifugation und
Trocknung bei RT kann das DNS-Pellet in H,O aufgenommen und fir anschlieBende
Reaktionen verwendet werden.

Vorgehensweise
Ethanolfallung

e Zugabe von 0,1 Volumen 3 M Natriumacetat pH 5,5 zur DNS Lésung, mischen

e Zugabe von 2,5 Volumen Ethanolasoit (€ntspricht einer Endkonzentration von
ca. 70 % (v/v))

e 20 min bei -80° C inkubieren

e 15 min bei 13000 rpm zentrifugieren, Uberstand vorsichtig abgieBen

e Zugabe von 2,5 Volumen Ethanol 70 %
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e 10 min bei 13000 rpm Zentrifugieren, Uberstand vorsichtig abpipettieren
e Pellet ca. 10 min bei RT trocknen lassen und in geeignetem Volumen H,O
aufnehmen.

Isopropanolfallung

e Zugabe von 0,7 Volumen Isopropanol, mischen

e 30 min bei 13000 rpm zentrifugieren

e Uberstand abgieBen

e Zugabe von 0,7 Volumen Ethanol 70 %

e 15 min bei 13000 rpm zentrifugieren

o Uberstand vorsichtig abpipettiern

e Pellet ca. 10 min bei RT trocknen lassen und in geeignetem Volumen H20
aufnehmen

4.3.6.2 Phenol-Chloroform Extraktion

Eine weitere Form DNS von unerwiinschten Begleitstoffen wie Proteine zu reinigen,
ist die Extraktion der wassrigen Phase mit Phenol und Chloroform. Beide Substanzen
sind nicht mit H,O mischbar. Bei der Ausschiittelung denaturieren die
Verunreinigungen und sammeln sich in der organischen Phase bzw. bilden eine
Interphase an der Grenzschicht. Die beiden Phasen kdnnen jetzt separiert und die
DNS aus der wassrigen Phase Uber eine Alkoholfallung prazipitiert werden.

Vorgehensweise

e Zugabe von 1 Volumen Phenol zur wassrigen DNS-L&sung, mischen (Vortex)

e 1 min bei 8000 rpm zentrifugieren

e Wassrige (obere) Phase vorsichtig abpipettieren und in neues 1,5 mL
Eppendorf Gberflhren

e Zugabe von 1 Volumen Chloroform, mischen

e 1 min bei 8000 rpm zentrifugieren

e Wassrige (obere) Phase vorsichtig abpipettieren und in neues 1,5 mL
Eppendorf Gberflhren

¢ Alkoholfallung s.o.
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4.3.7 Transformation von Bakterien

4.3.7.1 Standard-Transformation

Als Transformation, besser Transfektion, bezeichnet man das Einschleusen von
Fremd-DNS in eine Wirtszelle. Bakterienzellen werden mit Plasmiden transfiziert, die
dort neben dem Bakteriengenom vermehrt werden. Hierfir ist es nétig, die Zellen far
die DNS leichter durchgéngig zu machen. Dies geschieht durch chemische
Vorbehandlung der zu transformierenden Bakterien und anschlieBenden
Hitzeschock. Fur die Klonierungsarbeiten wurden chemisch vorbehandelte
(chemically competent) kommerzielle E. coli Stdmme (siehe 3.4) verwendet. Die
Transformationseffizienz ist hierbei u.a. von der PlasmidgréBe abhangig. GroBe
Plasmide lassen sich generell schwieriger transformieren, als kleine. Auch die
Transformation von Ligationsansatzen ist weniger effizient, als diejenige von bereits
zirkular vorliegender DNS. Das folgende Transformationsprotokoll orientiert sich an
der Arbeitsvorschrift flir chemisch kompetente Zellen der Firma Stratagene:

e Zellen auf Eis auftauen

e 1,2 uL B-Mercaptoethanol zu 60 pL Zellsuspension in vorgekihltes 12 mL
Falcon-GefaB3 geben

e 10 min auf Eis inkubieren, alle 2 min vorsichtig schitteln

e Ligationsansatz zugeben, vorsichtig durch Antippen mit dem Finger mischen

e 30 min auf Eis inkubieren

e Ansatz genau 30 s bei 42° C im Wasserbad ohne zu schitteln inkubieren
(Hitzeschock)

e 2 min auf Eis

e Zugabe von 900 pL auf 42° C erwarmtes NZY-Medium

e 1 hbei37°C und 225 rpm im Schiittler inkubieren

e 5 min bei 4000 rpm zentrifugieren, Uberstand grdBtenteils abgieBen

e Bakterienpellet in verbliebenem Medium (ca. 200 pL ) resuspendieren

e Suspension mit Drigalskispatel auf antibiotikumhaltiger  Agarplatte
ausplattieren

e Uber Nacht bei 37° C im Brutschrank inkubieren
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Klonierung von PCR-Produkten

PCR-Produkte wurden mit Hilfe des TOPO TA Cloning Kits (Invitrogen) kloniert. Der
im Kit enthaltene Vektor pCR2.1 besitzt 3-Thymidin-Uberhdnge und liegt bereits in
linearisierter Form vor. Tag-amplifizierte Produkte kénnen aufgrund ihres Adenosin-
Uberhanges direkt in den offenen Vektor ligiert werden. Fiir die Ligationsreaktion ist
keine zuséatzliche Ligase erforderlich, da der Vektor tber die Topoisomerase | aus
dem Vaccinia Virus aktiviert ist. Das Enzym erkennt und schneidet spezifisch die
Sequenz 5°-(C/T)CCTT-3" und bindet kovalent an eine Phosphatgruppe des
endstandigen 3 -Thymidins. Dadurch wird die Selbstligation des Vektors verhindert.
Bei Anwesenheit eines kompatiblen DNS Fragments wird dieses innerhalb 5 min bei
RT in den Vektor ligiert und die Topoisomerase | diffundiert vom Molekul ab.

,0— ( Topoisomerase |

Y

/ Topoisomerase |

Abbildung 4-1 TOPO-Reaktion
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Vorgehensweise

Topo Cloning Reaktion

Ansatz fiir TOPO Cloning

Frisches PCR-Produkt oder Eluat aus Gelextraktion 0,25-2 uL

Salzlésung (Kit) 0,5 uL
TOPO Vektor (Kit) 0,5 uL
H.O ad 3 puL

Ansatz vorsichtig mischen
20 min bei RT inkubieren
Bis zur Transformation auf Eis Lagern oder -20° C Uber Nacht

Transformation

Pro Transformation ein 1,5 mL R&hrchen mit TOP 10 One Shot chemisch
kompetente Zellen (Kit) auf Eis auftauen

2 uL der TOPO Cloning Reaktion hinzugeben, vorsichtig durch Antippen mit
dem Finger mischen

30 min auf Eis inkubieren

Ansatz genau 30 s bei 42° C im Wasserbad ohne zu schitteln inkubieren
(Hitzeschock)

2 min auf Eis stellen

250 pL auf RT erwarmtes SOC-Medium (Kit) dazugeben

1 h bei 37° C und 225 rpm im Schuttler inkubieren, GeféaBe hierzu horizontal
befestigen (Klebeband)

100- 200 pL mit Drigalskispatel auf Kanamycinhaltiger Agarplatte ausplattieren
Uber Nacht bei 37° C im Brutschrank inkubieren

4.3.8 Agarosegelelektrophorese

Die Agarosegelelektrophorese ist eine geeignete Methode, um DNS-Fragmente
nach ihrer GréBe aufzutrennen und zu identifizieren (Vogelstein & Gillespie 1979)
Abhangig von GréBe und Ladung wandern die Molekile mit unterschiedlicher
Geschwindigkeit durch die als Molekularsieb wirkende Agarose-Matrix. Der
notwendige Elektrophorese-Puffer erméglicht die Ladungswanderung und halt das
einen pH-Wert von 8. Bei diesem pH liegt die DNS als negativ (Phosphatgruppen)



Methoden 47

geladenes Molekdl (Anion) vor wandert im elektrischen Feld zur positiv geladenen
Anode. Dabei durchlaufen kleine Fragmente die Agarose schneller als groBe. Die
Laufstrecke ist hierbei umgekehrt proportional zum Logarithmus der Fragmentlange.
Allerdings ist diese Beziehung nur flr Fragmente mit einer L&nge bis zu etwa 20 kb
gultig. GroBere Fragmente missen sich stark verformen um durch das Gitter zu
kommen und richten sich nach einer gewissen Zeit langs des elektrischen Feldes
aus. Jetzt durchwandern sie die Porenstruktur der Agarose mehr oder weniger
ungehindert auf gleicher Héhe, so dass eine Auftrennung groBer Fragmente nicht
mehr moglich ist. Die Wanderungsgeschwindigkeit h&ngt auBerdem von der
Konzentration des Agarosegels ab. Ublich sind Konzentrationen von 0,5-2%, wobei
groBe Fragmente besser in niedrigprozentigen, kleine Fragmente besser in
hochprozentigen Gelen aufzutrennen sind. Der Fortschritt der Elektrophorese lasst
sich durch den Zusatz von Farbstoffen zur Probelésung optisch verfolgen. Durch
Ethidiumbromid kénnen die gelelektrophoretisch aufgetrennten Fragmente unter UV-
Licht sichtbar gemacht werden. Ethidiumbromid interkaliert in die DNS-Helix und
verandert sein Anregungsspektrum dahingehend, dass die Fluroszenzeigenschaften
dieser Substanz verstarkt werden. Die Anregungswellenldngen liegen bei 302 nm
und 366 nm. Unter UV-Licht erscheinen die DNS-Fragmente auf dem Gel rétlich,
wahrend der Ubrige Bereich dunkel bleibt. Das Bandenmuster wird anschlieBend
fotografisch dokumentiert. Zur Bestimmung der Fragmentgr6Be wird parallel zu den
Proben in einer Gelspur ein GrdéBenmarker aufgetragen, der DNS-Bruchstiicke
definierter Lange enthéalt. Durch Vergleich der Banden kann die DNS-GréBe
bestimmt werden. Als GréBenmarker wude 2-Log DNA ladder (NEB) mit einem
Fragmentbereich von 0,1- 10 kb verwendet.

Verwendete Lésungen

Lésung Zusammensetzung

10x TBE 0,9 M Tris-HCI
0,9 M Borséaure
20mM EDTApH 8

6x Auftragspuffer 18% Ficoll
0,172mM EDTAPpH 8
6x TBE
0,10% Bromphenolblau
0,10% Xylencyanol

Ethidiumbromidlésung 1 % (w/v) Ethidiumbromid

0,5 M EDTA pH 8 0,5M EDTA
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Vorgehensweise

e 0,5-2 % (w/v) Agarose in 1x TBE aufkochen (Mikrowelle)

e Unter Rihren auf ca. 50° C (,handwarm®) abkuhlen lassen

e Zugabe von Ethidiumbromidlésung (finale Konzentration im Gel 1 ug/ mL)

e Gel auf Gelschlitten mit entsprechenden Kammen ausgieBen und erstarren
lassen

e Gel samt Schlitten in geeignete Kammer geben und mit 1 x TBE
Uberschichten

e DNS-Proben 5:1 mit 6x Auftragspuffer mischen und , je nach TaschengréBe,
zwischen 6 und 50 pL in die Taschen pipettieren

e Abhéangig von GelgréBe und gewinschter Trenn-Effizienz, eine Spannung
zwischen 30 und 140 V anlegen

e Verlauf der der Gelelektrophorese optisch verfolgen (im 1 % Gel wandert
Xylencyanol bei ca. 3 kb, Bromphenolblau bei ca. 300 bp)

e Wenn gewlinschte Trennung erreicht, Beenden der Elektrophorese

e Gel unter UV-Licht (312 nm, BioDocAnalyze) betrachten und dokumentieren

4.3.8.1 Praparatives Agarosegel

Zur Aufreinigung von DNS fiir préparative Zwecke wurde eine Gelelektrophorese
(s.0.) durchgeflhrt, die interessierende Bande mit einem sterilen Skalpell aus dem
Gel ausgeschnitten und nach Vorschrift des MinElute Gel-Extraction Kits (Qiagen)
aufgearbeitet. Hierbei wird die DNS samt Gel geldst, ausgefallt und an die Silica-
Membran einer Saule gebunden und durch mehrere Waschschritte von stérendem
Begleitmaterial (Agarose, Enzyme, Salze, PCR-Primer) gereinigt. AnschlieBend kann
die DNS mit Elutions-Puffer wieder von der Saule eluiert werden.

Vorgehensweise

e Bande unter UV-Licht mit Skalpell aus Gel ausschneiden und in 2 mL
Eppendorf Uberflhren

e Pro 100 mg Gel werden 300 puL QG —Puffer (Kit) hinzugefligt

e Bei 50° C solange im Thermomixer (500 rpm) schitteln, bis das Gel
vollstandig geldst ist

e Zugabe von einem Gelvolumen Isopropanol, mischen

e In 700 pL Aliquots auf die Saule geben und 30 s bei 13000 rpm zentrifugieren

e Durchfluss jeweils verwerfen

e 500 pL QG-Puffer auf die Saule geben
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e 30 s bei 13000 rpm zentrifugieren

e Durchfluss verwerfen

e Zugabe von 700 pL ethanolischem PE-Puffer (Kit)
e 5 min bei RT inkubieren

e 1 min bei 13000 rpm zentrifugieren

e Durchfluss verwerfen und nochmals 1 min bei 13000 rpm zentrifugieren
e Saule auf 1,5 mL Eppendorf transferieren

e 30 pL EB-Puffer (Kit) oder H.O auf die Saule geben
e 1 min bei RT inkubieren

e 1 min bei 13000 rpm zentrifugieren

e Lagerung bei-20°C

4.3.8.2 Pulsfeldgelelektrophorese (PFGE)

Wie bereits erwahnt ist die gelelektrophoretische Auftrennung von groBen DNS-
Bruchstiicken (>20kb) schwierig, da diese die Gelmatrix aufgrund ihrer
Langsausrichtung alle auf ungeféahr gleicher Héhe durchlaufen. Die von (Schwartz &
Cantor 1984) beschriebene Pulsfeldgelelkirophorese PFGE bietet die Moglichkeit,
selbst Fragmente von bis zu 2000 kb noch in ausreichender Schérfe aufzulésen.
Durch standigen Wechsel des elektrischen Feldes missen sich die DNS-Molekiile
immer wieder neu in der Gelstruktur ausrichten. Die einfachste Art der PFGE ist die
field inversion gelelectrophoresis FIGE (Carle et al. 1986). Dabei wird der
Wechselstrom so eingestellt, dass sich die Laufrichtung immer um 180° andert, aber
letztendlich eine Wanderung Richtung Anode resultiert. Uber die lange Laufzeit
hinweg addieren sich diese Wechsel der Wanderungsrichtung, so dass nun auch
eine Auftrennung von groBen Fragmenten nach ihrer GréBe mdglich wird.
Feldinversionsgelelektrophoresen wurden mit dem FIGE Mapper System (Bio-Rad)
durchgefiihrt.  Dieses besteht aus programmierbarer  Spannungsquelle,
Elektrophoresekammer und Vakuum-Pumpe, welche eine kontinuierliche Umwalzung
des Puffers ermoglicht. Die stdndige Rezirkulation und Durchflihrung bei 4° C
verhindert, dass sich der Puffer wahrend der langen Laufzeit so stark erhitzt, dass es
zum Schmelzen des Gels kommt.

Vorgehensweise
e 0,7 % (w/v) Gel samt Schlitten in Kammer geben und mit 0,5 x TBE

Uberschichten
e Proben 5:1 mit 6x Auuftragspuffer mischen und in Taschen pipettieren
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e 10-15 min bei 120 V normale Elektrophorese bei DNS 1-2 cm ins Gel
eingelaufen ist (DNS kénnte sonst durch den Wechselstrom aus dem Gel
laufen)

e Wechselstrom anlegen (Voreingestelltes Programm 1; Vorwartsspannung
190 V, Rickwartsspannung 120 V) und Laufzeit (ca. 12-20 h) einstellen

4.3.9 Sequenzierung von DNS

Die Bestimmung der Nukleotidfolge innerhalb eines DNS-Stranges (DNS-Sequenz)
erfolgte nach der von (Sanger et al. 1992) erstmals beschriebenen Kettenabbruch-
Methode. Dabei handelt es sich um eine enzymatisch katalysierte Polymerisation von
Nukleotiden. Die Polymerase produziert anhand der zu bestimmenden DNS-Vorlage
(Template), Desoxynukleotiden (dNTPs) und eines geeigneten Start-Oligomers
(Primer) neue DNS Strange. Die VerknUpfung der einzelnen Nukleotide erfolgt dabei
immer vom 5°-Ende in Richtung 3’-Ende, d.h. das neue dNTP wird mit seinem 5’-
Phosphatrest an die 3'-Hydroxygruppe des vorangehenden Molekils angekniipft.
Fir die Sequenzierung nach Sanger werden zusatzlich zu den vier 2'-
Desoxynukleotiden (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) noch 2°,3"-Didesoxynukletide
(ddNTPs) zum Reaktionsansatz  zugefigt. Die Polymerase baut nun nach
statistischen Regeln gelegentlich auch diese ddNTPs in die wachsende DNS-Kette
ein. Durch die fehlende 3’-Hydroxyfunktion kann nun keine weitere
Kettenverlangerung mehr stattfinden, es kommt zum Kettenabbruch. Hierbei
entsteht ein Gemisch von unterschiedlichen Fragmenten die nun nach ihrer GréBe
aufgetrennt werden kénnen. Bei der urspringlichen Methode wurden parallel vier
Ansatze gemacht, wobei jedem Ansatz zusatzlich eines der vier ddNTPs in radioaktiv
markierter Form zugesetzt wurde. Die vier Reaktionsansatze wurden in einer
anschlieBenden Gelelekirophorese parallel nebeneinander aufgetragen und die
DNS-Sequenz kann aufgrund der Bandenverteilung direkt abgelesen werden.
Anstelle der radiokativen Markierung werden die ddNTPs heute meist an
Fluoreszenzfarbstoffe gekoppelt und mittels Kapillarelektrophorese (Jorgenson et al.
1983) aufgetrennt. Dadurch, dass jedes ddNTP an einen anderen Farbstoff
gekoppelt wird, kann die Reaktion in einem Ansatz durchgeflihrt werden. Der
Fluoreszenz-Detektor am Ende der Kapillare erkennt die verschiedenen Farbstoffe
und liefert eine vierfarbige DNS-Sequenz.

Die DNS-Sequenzierungen wurden von Frau Monika Papke und Herrn Jochen
Scholl, Molekulargenetisches Labor der Universitatsaugenklinik  Tibingen,
durchgefihrt.
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4.3.10 Amplifizierung von DNS durch Polymeraseketten-
reaktion

4.3.10.1 Standard Polymerasekettenreaktion

Die Polymerasekettenreaktion (Mullis & Faloona 1987) ermdglicht eine Amplifikation
von DNS-Abschnitten in vitro. Dabei nutzt man das Prinzip, dass DNS-Polymerasen
Einzelstrang-DNS als Matrize zur Synthese eines Komplementarstranges
verwenden und dadurch viele Kopien einer bestimmten DNS-Sequenz entstehen. Als
Vorlage dient meist doppelstrangige DNS. Diese wird in einem ersten Schritt
hitzedenaturiert. Hierbei trennt sich der Doppelstrang in die beiden komplementaren
Einzelstrange. In einem weiteren Schritt wird der Ansatz soweit abgekihlt, dass in
ihrer Sequenz definierte Starteroligomere (Primer), welche das zu amplifizierende
Stick 5’und 3’flankieren, an die getrennten Strdnge binden kénnen (Annealing).
Jetzt wird auf die optimale Arbeitstemperatur der thermostabilen Polymerase erhitzt,
welche nun die gebundenen Primer verlangert und die Komplementarstrange
synthetisiert (Elongation). Die Folge aus Denaturierung, Annealing und Elongation
wird zwischen 30 und 40 mal wiederholt, wobei die Menge des gewlnschten DNS-
Fragments im Ansatz exponentiell ansteigt.

Ansatz fir Standard PCR

Reaktionsansatz Endkonzentration

Matrizen DNS ca. 10000-100000 Molekile
1 uL Vorwarts-Primer (20 pmol/ pL) 0,4 pmol
1 uL Rickwarts-Primer (20 pmol/ uL) 0,4 pmol

5uL 10 x PCR-Puffer 1x
1 uL dNTPs (10 mM) 0,2 mM
0,2 uL Polymerase 1U
ad 50 uyL H,O

Die Ansatze wurden in 500 puL Eppendorf PCR-GefaBen im Eppendorf Mastercycler
amplifiziert.

Matrizen DNS

Auch als Template bezeichnet. Diese DNS dient als Vorlage fir die Amplifikation.
Die optimale Templatemenge wurde durch Parallelversuche mit ansteigender DNS-
Menge ermittelt. Gute Ergebnisse wurden bei Templatemengen von 10000-100000
Molekilen (entspricht etwa 0,1-1 pg eines 1000 bp DNS-Fragments ) erzielt.
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Primer

Oligonukleotide mit einer L&nge von jeweils 18 — 30 bp. Der Vorwartsprimer liegt 57,
der Ruckwartsprimer 3" der zu amplifizierenden Sequenz. Die Primer wurden so
ausgewahlt, dass die Schmelztemperaturen bei 50° C- 65° C lagen und der
Guanosin+Cytosin Anteil etwa 60 % betrug. Weiterhin wurden die Primer mittels
Computer auf Selbstannealing und Ausbildung von Haarnadelstrukturen Uberpruft.
Die optimalen Annealingtemperaturen wurden in einem Vorversuch Uber eine
Gradienten-PCR (s.u.) ermittelt.

10 x PCR-Puffer

Jede Polymerase bendtigt eine in Salzkonzentration und pH-Wert optimale
Pufferzusammensetzung. Essentiell flr die Aktivitat ist u.a. die Anwesenheit freier
Mg®*-lonen. Fiir die Reaktionen wurden der vom Enzym-Hersteller beigefligte 10 x
konzentrierte Puffer verwendet.

dNTPs
Es wurde ein dquimolares Gemisch aus dATP, dCTP, dGTP und dTTP verwendet.

Polymerasen

Erst die Entdeckung des hitzestabilen Bakteriums Thermus aquaticus und seiner
DNS-Polymerase (Tag-Polymerase), machte eine effiziente
Polymerasekettenreaktion Uberhaupt méglich (Saiki et al. 1988). Die Tag-Polymerase
ist ein Enzym mit hoher DNS-Syntheserate. Dem Vorteil der hohen Effizienz steht der
Nachteil der groBen Fehlerrate (etwa ein falscher Baseneinbau pro 1000
Nukleotiden) gegentber. Tag-amplifizierte Produkte enthalten zusatzlich an den
Enden einen Basenlberhang von einem Adenosin (Clark 1988;Hu 1993).

Als weitere thermostabile DNS-Polymerase wurde die aus Thermococcus spec.
isolierte Pfx-DNS-Polymerase verwendet. Diese besitzt im Vergleich zur Tag-
Polymerase eine geringere DNS-Syntheserate, dafir aber eine 35'-
Exonukleaseaktivitat, welche eine Korrektur falsch eingebauter Nukleotide erlaubt
(proofreading).

In der Regel wurden die Amplifikationen mit Tag-Polymerase der Firma Roche
durchgefihrt. Kleinere Fragemente, bei denen eine hohe Sequenz-Genauigkeit des
Amplikons wichtig war (Sonden, Targeting Konstrukt) wurden mit Pfx (Invitrogen)
amplifiziert.
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Protokoll fiir Standard Amplifizierung

94 °C 3 min Initiale Denaturierung

94°C 1 min Denaturierung

50°C-65°C 30s Annealing 30- 40 Zyklen
72°C (Taq) 1 min pro 1000bp (Taq)

bzw. 68°C (Pfx) bzw. 2 min pro 1000bp (Pfx)  Elongation

72°C (Taq)

bzw. 68°C (Pfx) 3 min Finale Elongation

4.3.10.2 PCR-Anwendungen

Gradienten- Polymerasekettenreaktion

Bestimmte PCR-Maschinen erlauben es, unter jede Reihe ihres Heizblocks eine
andere Temperatur anzulegen. Dadurch wird es méglich, in einem Anlauf PCRs bei
verschiedenen Annealing-Temperaturen durchzufiihren. Dies ermdglicht eine auBerst
schnelle und effiziente Optimierung der Reaktionsbedingungen fiir jeweils ein
bestimmtes Primer-Paar. Dabei wurden bis zu 10 Ansatze parallel Uber einen
Temperaturbereich von errechneter Annealing-Temperatur £10° C amplifiziert, wobei
jedem Ansatz eine definierte Temperatur zuzuordnen war. Die Temperatur, bei
welcher die Amplifikation bezlglich Menge und Spezifizat am besten war, wurde fir
die weiteren Experimente als Annealingtemperatur verwendet. Gradienten-PCRs
wurden im MastercyclerGradient der Firma Eppendorf durchgefihrt.

Reverse-Transkription- Polymerasekettenreaktion (RT-PCR)

Bei dieser Anwendung wird aus RNS durch reverse Transkription cDNS synthetisiert
und diese im néachsten Schritt Gber PCR amplifiziert. Normalerweise dient die DNS
eines Organismus als Matrize fir die Synthese der komplementaren RNS. Das
retrovirale Enzym Resverse Transkriptase erméglicht es, den umgekehrten Weg zu
gehen und RNS als Matrize flir die Synthese eines komplementaren einzelnen DNS-
Stranges zu verwenden. Diese als ,erster Strang” (,first-strand“) bezeichnete cDNS
dient nun als Template fir die anschlieBende PCR. Dabei ist es mdglich reverse
Transkription und PCR in einem Reaktionsansatz durchzufiihren.

In dieser Arbeit wurde mRNS aus Maus-Gehirn als Template verwendet, und die
Reaktion nach Vorschrift des SuperScript OneStep RT-PCR Systems (Invitrogen)
durchgefihrt.
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Protokoll fir RT-PCR

Reverse Transkription

50 °C 30 min cDNS-Synthese
94°C 2 min Initiale Denaturierung

PCR-Amplifikation

94°C 30s Denaturierung

58°C 30s Annealing 35 Zyklen
68°C 1 min pro 1000bp Elongation

72°C 5min Finale Elongation

4.3.11  Analyse von DNS durch Southern-Blot

Die nach ihrem Erfinder Ed Southern (Southern 1992) benannte Methode wird zur
Analyse von genomischer DNS eingesetzt. Hierbei wird die genomische DNS nach
der Gelelktrophorese auf eine Membran Ubertragen (Southern-Blot) und das
gesuchte DNS-Fragment mit einer radioaktiv markierten DNS-Sonde aufgespiirt
(Southern-Hybridisierung).  Zunachst wird die genomische DNS einem
Restriktionsverdau mit einem oder mehrerern bestimmten Enzymen unterworfen.
Aufgrund ihrer GroBe wird die DNS in sehr viele Fragmente zerschnitten, was bei der
Auftrennung im Agarosegel als ,Schmier® (,smear) Uber den gesamten
GrbéBenbereich sichtbar wird. Um auf das Vorhandensein eines Fragments
bestimmter Lange zu prifen, wird die DNS im Gel in Einzelstrdnge denaturiert und
Uber den eigentlichen Blotting-Vorgang auf einer Nitrocellulose oder Nylon-Membran
fixiert. Die Membran wird dabei auf das Gel aufgelegt und Pufferlésung durch Gel
und Membran gesaugt. Der Puffer nimmt die DNS aus dem Gel mit, so dass diese an
der Membran haften bleibt. Das Auftrennungsmuster des Gels Ubertragt direkt auf die
Membran. Die radioaktiv markierte Sonde kann spezifisch mit der immobilisierten
DNS auf der Membran hybridisieren und schlieBlich aufgrund ihrer Strahlung auf
einem  geeigneten  Medium  sichtbar gemacht werden  (Réntgenfilm,
Phosphoimagerplatte).
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4.3.11.1 Southern Blot

Verwendete Losungen

Lésung Zusammensetzung
Denaturierungslésung 0,5M NaOH
1,5M NaCl
Depurinierung 0,2M HCI
20x SSC 3 M NacCl

0,3 M Trinatriumcitrat

Neutralisierungslésung 3,0M NaCl

0,5M Tris
Hybridisierungspuffer 1 % (w/v) BSA
(Church-Puffer) 0,5M Na-Phosphat Puffer pH 7,4

7 % (w/iv) SDS
1mM EDTA (pH 8)

Na-Phosphat Puffer pH 7,4 387 mL 1 M NaHPO,
113mL 1M NaH2P04

TEpHS8 10 m M Tris-HCI pH 8
1mM EDTA pH8

SDS 20 % 20 % (w/v) SDS

Probenvorbereitung

Ansatz fiir den Verdau von

_genomischer DNS Pro Vertiefung
DNS In der Vertiefung
10 x Enzympuffer 4 uL
100 x BSA (wenn erforderlich) 0,4 uL
Enzym 40-50U
H,O ad 40 pL

Sollten mehrere Vertiefungen pro Platte verdaut werden wurde ein Ansatz fir x+ 10%
Vertiefungen im Reagenzien-Trog hergestellt und mit der 8-Kanal-Pipette jeweils 40
uL in jede Vertiefung pipettiert. Die Platten wurden mit Parafilm verschlossen, in
Frischhaltefolie eingepackt und bei 37° C Uber Nacht inkubiert. Nach Zugabe von 8
uL 6 x Dye pro Loch wurde der Ansatz direkt auf ein Gel aufgebracht oder bis zum
Gelauftrag eingefroren.
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Agarosegel

Die Gele hatten bei einer Grundflache von 477,75 cm? (I= 24,5 cm, b= 19,5 cm) eine
Dicke von von 0,85 cm, die Agarosekonzentration betrug 0,7 %. Auf ein Gel wurden
bis zu 50 Proben in zwei Reihen aufgetragen, wobei jeweils 48 uL Ansatz in eine
Tasche pipettiert wurden. Die Elektrophorese wurde bei einer Spannung von 125 V
durchgefihrt und nach einer Laufstrecke von 10-12 cm, abhéngig von den
nachzuweisenden FragmentgréBen, beendet. Die Gele wurden unter UV-Licht unter
Zuhilfenahme eines Langenstandards (Lineal) dokumentiert, durch Abschneiden der
Ecken gekennzeichnet und der DNS-GréBenmarker abgetrennt. Dies ist nétig, weil
wahrend der Hybridisierung sehr viel markierte Sonde unspezifisch an den
GréBenmarker bindet. Dadurch entstehen sehr starke Signale, welche andere,
schwéachere unter Umsténden Gberlagern.

Ubertragung der DNS auf die Membran und Immobilisierung

Damit der Transfer der DNS vom Gel auf die Membran méglich ist, muss diese einer
Vorbehandlung unterzogen werden. Die folgenden Schritte wurden in einer
Fotowanne auf einem Kreisschuttler durchgefihrt. Es ist darauf zu achten, dass das
Gel standig von Pufferlésung bedeckt ist (schwimmend), um eine ausreichende
Diffusion in das Gel zu gewahrleisten.

10 min in 0,2 N HCI
= Durch HCI wird die DNS teilweise depuriniert und zerbricht in kleinere

Fragmente. Die Depurinierung ist nétig um Fragmente >5 kb effizient
auf die Membran zu Ubertragen.

e Mit H,O waschen (Puffer mit Wasserstrahlpumpe absaugen)

e 45 minin 0,5M/NaOH/ 1,5 M NaCl
= Denaturierung (auftrennung in Einzelstrange) der DNS

e Mit H,O waschen

e 30 minin0,5M Tris/ 3 M NaCl pH 7,5
= Neutralisation

e 2 x mit HO waschen
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Aufbau des Kapillarblots

Papiertticher
S — Membran
. —
Whatman-Filter *—-=-__$__‘| | Gel
\ | / Schwamm

@ M - " e ! Lo
AR ARYE // Puffer
Ve ar Ty / Fotowanne

Abbildung 4-2 Southern Blot

Ein mit 10 x SSC- Puffer getranktes Filterpapier wird blasenfrei auf den
vollgesogenen Schwamm aufgelegt. Das Gel wird jetzt mit der Oberseite nach unten
auf das Filterpaier gelegt und Luftblasen mit dem stumpfen Ende einer sterilen
Pipette herausgestrichen. Um das Gel herum wird eine ,Maske” aus Parafilm
positioniert, um ein Vorbeisaugen des Transfer-Puffers neben dem Gel zu
verhindern. Die auf GelgréBe zurechtgeschnittene Nylon-Membran (Highbond N+,
Amersham) wird ebenfalls in 10 x SSC getrankt und mit einer flachen Pinzette ohne
Luftblasen auf das Gel transferiert. Darauf werden ein weiteres Filterpapier, ein
Stapel Papiertiicher und ein Gewicht von ca. 1 kg geschichtet. Uber Kapillarkrafte
wird der Hochsalzpuffer kontinuierlich aus der Wanne in die Papierticher gesaugt
wobei die DNS aus dem Gel mitwandert und an der Membran haften bleibt. Nach
etwa 12 — 16 Stunden ist der Transfer abgeschlossen. Zur spateren Orientierung
werden die Geltaschen auf der Membran mit Kugelschreiber markiert. Durch
Bestrahlung mit UV-Licht (120mJ) bindet die DNS kovalent an die Membran.
Zusatzlich Fixierung erfolgt durch Backen im Trockenschrank, 2 h bei 80° C.
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4.3.11.2 Southern Hybridisiserung

Herstellung von 32P-markierten Sonden

Die radioaktive Markierung der DNS-Sonden beruht auf dem Prinzip der DNS-
Verlangerung von zuféllig an den Einzelstrang gebundenen Oligomer-Primern (hier:
Octanukleotide) mit Hilfe des Klenow-Fragments (Feinberg & Vogelstein
1983;Feinberg & Vogelstein 1984). Das Klenow-Fragement ist die gréBere
Untereinheit der DNS-Polymerase | aus E.coli und besitzt eine 5°-3'-
Polymeraseaktivitat (Auffillen von Komplementarstrangen) und eine 3°-5'-
Exonukleaseaktivitat (Abbau von Uberstehenden 3°-Enden). Die in ihrer Sequenz
beliebigen Octanukleotide binden zuféllig an den DNS-Einzelstrang der Sonde und
die Polymerase baut die beigefligten dNTPs, wobei dCTP ausschlieBlich als [a-32P]-
dCTP zugegeben wird, in den Komplementarstrang ein. Die Reaktionen wurden mit
dem NEBIot-Kit (New England Biolabs) durchgefuhrt. Beim Klenow-Fragment des
Kits handelt es sich um eine 3°-5"-exo” Variante.

Vorgehensweise
Markierung der Sonde

e 25-100 ng DNS-Sonde mit H>O auf 33 pL auffillen

e 5 min bei 95°C im Heitzblock erhitzen (Denaturierung)
e 2 min auf Eis stellen, anzentrifugieren

e Mischen des Reaktionsansatzes:

Reaktionsansatz

DNS-Sonde 33 uL
10 x Markierungs-Puffer (inkl. Primer) 5uL
dNTP- Mix (je 2 uL dATP, dGTP, dTTP) 6 pL
a-32P-dCTP (6000 Ci/ mmol) 5uL
Klenow 1L

50uL

e 1h bei 37 °C inkubieren
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Aufreinigung der Sonde

Freies, nichtgebundenes dCTP wird durch Gelchromatographie Gber NICK-S&ulen
(GE Helthcare) abgetrennt.

Aufbewahrungspuffer von der Saule entfernen, mit TE pH 8 waschen
Saule mit TE pH aufflllen, durchlaufen lassen
Pro Saule 3 Eppendorf-GefaBe 1,5 mL vorbereiten, beschriften
30 pL TE zum Ansatz geben und diesen auf die Saule transferieren
Mit unterschiedlichen Volumina TE pH 8 eluieren und Fraktionen sammelin:
o 320 pL — Fraktion 1
o 500 pL — Fraktion 2
o 800 pL — Fraktion 3
Je 1 uL jeder Fraktion in Szintillations-GefaB geben und Cherenkov-Messung
am Szintillationsmessgerat durchfiihren
Die Sonde befindet sich in Fraktion 2
Einzusetzende Probenmenge: Ca. 2,5 x 10° cpom/ mL Hybridisierungspuffer

Prahybridisierung

Um unspezifisches Binden der radioaktiv markierten Sonde an die Membran zu
verhindern, muss diese vorhybridisiert werden. Dabei werden nicht mit DNS besetzte
Stellen auf der Membran durch Lachsspermien-DNS blockiert.

Membran in Hybridisierungsréhre geben

Zugabe von Hybridisierungspuffer (10 mL /100 cm? Membran)
Lachsspermien-DNS (Sonicated ssDNA, Stratagene) 5 min bei 95° C im
Thermomixer inkubieren und 100 uL in die Réhre pipettieren

1 h bei 60 °C im Drehofen hybridisieren

Hybridisierung

Noétige Sondenmenge 5 min bei 95° C im Thermimixer inkubieren
(Denaturierung)

2 min auf Eis

Prahybridisierungspuffer verwerfen

Neuen Hybridisierungspuffer einfiillen, Sonde dazupipettieren

Uber Nacht im Drehofen bei 60 ° C hybridisieren
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Entfernen nicht-spezifisch gebundener Sonde

Unspezifisch an der Membran anhaftende Sonde wird durch mehrfaches Waschen
in Puffern mit abnehmender Salzkonzentration entfernt. Eine abnehmende
Salzkonzentration verringert schrittweise die Bindung der Sonde an die
Komplementar-DNS. Negativ geladene Phosphatgruppen werden durch die Salze
abgeschirmt, was die AbstoBung verringert und somit die Bindung verstarkt. Durch
stufenweise Verringerung der Salzkonzentration wird die Bindung der Sonde an die
Komplementér-DNS immer schwéacher. Falsch hybridisierte Sonde wird dadurch
leichter zu entfernen wéahrend die an der richtigen Stelle gebundene Probe haften
bleibt.

Waschlésung Zusammensetzung

2 x SSC, 0,1 % SDS 20 x SSC 100 mL
20 % SDS 5mL
H,O ad1L

0,4 x SSC, 0,1 % SDS 20 x SSC 100 mL
20 % SDS 5mL
HQO ad1L

e 2x 10 min mit2 x SSC, 0,1 % SDS bei 60° C im Drehofen waschen

e 2x10 min mit 0,4 x SSC, 0,1 %SDS bei 60°C im Drehofen waschen

¢ Die Réhren werden dazu halb mit Puffer befallt

e Strahlung mit Hand-Sonde Uberprifen

e Bei mehr als 30— 40 IPS noch 1- 3 x 10 min mit 0,4 x SSC, 0,1 % SDS bei
60° C waschen

e Membranen trocknen lassen, in Frischhaltefolie einpacken und auf
Phosphorimagerplatte auflegen

Die Blots wurden 1 - 14 Tage exponiert und anschlieBend ausgewertet.
Autoradiographie - Storage Phosphor

Die Auswertung der Blots Uber Phosphorimager-Platten hat gegentber klassischen
Roéntgenfolien den Vorteil der bis zu 100-fach héheren Sensitivitat. Zusatzlich kénnen

die Signale durch WeiBlicht von der Imager Platte geléscht werden, so dass eine
Mehrfachverwendung mdglich ist. Die Imager Platte ist ein mit BaFBr:Eu?*-Kristallen
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beschichteter Schirm. Durch ionisierende Strahlung wie UV-, Réntgen, [- oder y-
Strahlung wird ein Elektron des Eu?* angeregt wodurch dieses zu Eu®* oxidiert wird
und ein BaFBr-Komplex entsteht. Der BaFBr -Komplex ist in seinem angeregten
Zustand stabil und ,speichert” (storage) somit die durch Membranexposition
Ubertragene Information. Bei Laser-Anregung fallen die Elekitronen wieder auf
Ausgangsniveau zuriick, Eu** wird zu angeregtem Eu®* reduziert und dieses geht
durch Abgabe eines Photons wieder in den Grundzustand Eu®* (ber. Das
abgestrahlte Licht kann nun vermessen und der Blot am Bildschirm sichtbar gemacht
werden. (Johnston et al. 1990)
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4.3.12 Methoden zur Erzeugung gentechnisch verander-
ter Mause durch Gene-Targeting in embryonalen
Stammzellen

Voraussetzung fur die Entwicklung gentechnisch verdnderter Mause war die
Entdeckung pluripotenter embryonaler Stammzellen. Diese wurden von Evans und
Kaufman (Evans & Kaufman 1981) und Martin (Martin 1981) erstmals erfolgreich aus
Mausembryonen isoliert und kultiviert. Die Stammzelltechnologie eréffnete somit die
Méoglichkeit, gezielte Veranderungen so in das Genom einzuflhren, dass sie im
ganzen Organismus vorhanden sind und aufgrund der Keimbahngangigkeit
(Germline transmission) auch von einer Generation zur nachsten weitergegeben
werden. Dies schlieBlich gelang Koller (Koller et al. 1989), als erstmalig Uber
homologe Rekombination in ES-Zellen eine gezielte Veranderung in das Genom der
Maus eingefiihrt werden konnte.

mit elnem mutierten,
einem Wildtyp Allel,
Fellfarbe: Agouti

Abbildung 4-3 Schema zur Erzeugung gentechnisch veranderter Mause
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4.3.13  Kultivierung embryonaler Stammzellen

Generell versteht man unter Stammzellen Kérperzellen, die noch nicht
ausdifferenziert, das heit auf ihre spatere Funktion spezialisiert sind. Aus
Stammzellen kédnnen samtliche Zellarten, Gewebe und Organe entstehen. Aufgrund
ihrer Herkunft werden Stammzellen, die aus dem Embryo isoliert werden, als
embryonale Stammzellen bezeichnet (im Unterschied =zu adulten oder
h&amatopoetischen Stammzellen). Eine weitere Einteilung erfolgt nach den
Differenzierungseigenschaften (totipotent, pluripotent, multipotent, unipotent). In der
Regel werden der Maus pluripotente Stammzellen aus der inneren Zellmasse
(Embryoblast) des im Blastozystenstadium befindlichen Embryos (dies post coitum
3,5) entnommen. Diese kdnnen in vitro (Zellkultur) beliebig vermehrt und in
Blastozysten reimplantiert werden. Es wurde gezeigt, dass diese Zellen nach
Reimplantation zur Entstehung aller Gewebe dieser durch Embryotransfer
generierten Maus beitragen kénnen (Beddington & Robertson 1989). Da die Zellen
der inneren Zellmasse enthommen wurden, kénnen sie sich nicht zu Geweben
differenzieren, die aus der auBeren Zellmasse des Blastozysten (Trophoblast)
hervorgehen (Nabelschnur, Plazenta). Daher ist nur noch Pluripotenz, aber keine
Totipotenz der Stammzellen mehr vorhanden.

Um die Pluripotenz der Stammzellen ex vivo in Zellkultur aufrechtzuerhalten ist es
notwendig, durch optimale Kulturbedingungen eine Differenzierung zu verhindern.
Dies geschieht durch Aussaen der embryonalen Stammzellen auf einen Rasen s.g.
Feederzellen. Hierbei handelt es sich um Fibroblasten, die aus Mauseembryonen
gewonnen und durch ionisierende Strahlung teilungsunfahig gemacht werden. Diese
bilden auf dem Boden des KulturgefaBes eine Ein-Zell-Schicht (Monolayer), und
geben neben bestimmten Wachstumsfaktoren und Nahrstoffen den Leukamie
inhibierenden Faktor (Leukemia Inhibitory Factor, LIF) in das Medium ab. LIF, ein
Polypeptid-Zytokin, wurde als der essentielle Faktor erkannt, der ein
Ausdifferenzieren der pluripotenten Stammzellen in andere Zelltypen verhindert
(Smith et al. 1988;Williams et al. 1988). LIF fungiert als Ligand am LIF-
Rezeptorkomplex  (LIF  bindendes  Protein und gp130 [Interleukin-6
Signaltransduktion])(Gearing et al. 1991;Davis et al. 1993). Wird dem Medium neben
den notwendigen Nahrstoffen auch LIF zugesetzt, ist eine Kultur auch ohne
Feederzellschicht, z.B. auf Agar, mdglich. Desweiteren ist sorgféltig darauf zu
achten, dass die einzelnen Zellkolonien sich gegenseitig nicht berlhren, da die
Zellen auch dabei differenzieren.

Generell wurde die Kultur in DMEM (Dulbeccos’s modified eagle medium)
durchgefihrt. Das Medium enthalt neben Aminosauren, Mineralsalzen und Vitaminen
zusatzlich Glucose und den pH-Indikator Phenolrot. Die Aufrechterhaltung eines
konstanten pH ist fur optimales Zellwachstum unumgénglich. Die Einstellung erfolgt
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Uber eine Hydrogencarbonatpufferung, die in Anwesenheit von 5 % CO, einen pH
von 7,2 — 7,4 gewahrleistet. Dem Medium wird weiterhin Fétales Kélberserum (FCS)
zugesetzt. Die neben vielen anderen Substanzen enthaltenen Wachstumsfaktoren
férdern zusatzlich das Zellwachstum. Verschiedene Chargen an FCS unterliegen
natdrlichen Schwankungen in ihrer Zusammensetzung. Daher ist es nétig, bei guter
Kompatibilitat mit den ES-Zellen, mdglichst viel dieser Charge zu erwerben. Der
Zusatz von B-Mercaptoethanol zum Medium verhindert eine Oxidation und damit
Inaktivierung des LIF.

4.3.13.1 Medien und Substanzen

Die Herstellung aller fur die Zellkultur erforderlichen Medien und Lésungen erfolgte
unter aseptischen Bedingungen.

Substanz Bestellnummer Bezugsquelle
DMEM (Dulbeccos modified eagle medium) FG 0445 Biochrom
FCS (Fotales Kéalberserum) fir ES-Zellen Charge: 40F4674K Biochrom
Ganciclovir-Natrium (Cymeven®) Roche
Geneticinldsung (G418) 345810 Calbiochem
LIF (ESGRO®) ESG1106 Chemicon
PBS ohne Ca**, Mg** mit EDTA L1825 Biochrom
10 x Trypsin/ EDTA L 2153 Biochrom
B-Mercaptoethanol 4227.3 Roth
4.3.13.2 Zusammensetzung der Medien
Medium Zusammensetzung
DMEM mg/ L
(Nach Dulbecco, Freeman
1959) Calciumchlorid 200
Eisen(lll)-nitrat ' 9 H,O 0,1
Kaliumchlorid 400
Magnesiumsulfat 97,7
Natriumbicarbonat 3700
Natriumchlorid 6400
Natriumdihydrogensulfat H,O 125
L-Arginin = HCI 84
L-Cystein 48
Glycin 30
L-Histidin “ HCI - H,O 42
Isoleucin 105
L-Leucin 105
L-Lysin . HCI 146

L-Methionin 30
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L-Phenylalanin 66
L-Serin 42
L-Threonin 95
L-Tryptophan 16
L-Tyorsin 72
L-Valin 94
D-Calcium-Pantothenat 4
Cholinchlorid 4
Folsaure 4
myo-Inositol 7,2
Nicotinamid 4
Pyridoxin - HCI 4
Riboflavin 0,4
Thiamin "HCI 4
D-Glucose 1000
Phenolrot 15
Natriumpyruvat 110
L-Glutamin 584
ES-Medium DMEM 398 mL
(Kultur der ES-Zellen) Fcs” 100 mL
LIF (100 U/ mL) 1mL
B-Mercaptoethanol (3,5uL/ mL
PBS) 1mL
EF-Medium DMEM 450 mL
(Kultur der Feederzellen) Fcs" 50 mL
G 418-Selektionsmedium ES-Medium 496 mL
Geneticinlésung (50 mg/ mL) 4 mL
Endkonzentration 0,4 mg/ mL Geniticin
Ganciclovir-
Selektionsmedium ES-Medium 500 mL
Ganciclovirldsung (0,2 M)? 100 pL

Endkonzentration 2 umol Ganciclovir

Medium zur
Kryokonservierung

Feederzellen
ES-Zellen

EF-Medium/ 20 % (v/v) DMSO
ES-Medium/ 20 % (v/v) DMSO

1 x Trypsin/ EDTA

10 x Trypsin/ EDTA
H,O

In 5 mL Aliquots bei -20° C lagern

5mL
45 mL

" Das bei -80° C gelagerte FCS wurde stufenweise (24 h bei -20° C) aufgetaut, fir 30 min bei 56° C

hitzeinaktiviert (evtl. vorhandene Viren) und in 50 mL Aliquots bei -20 ° C gelagert.

® Eine Ampulle Ganciclovir-Na-Salz = 543 mg (Cymeven, Roche) in 10,1 mL H,O I16sen c= 0,2 M,

Lagerung bei -20° C.

Gebrauchsverdiinnung: 50 pL [0,2M] + 950 pL H,O; zu 100 pL aliquotieren [c= 10 mM];

Lagerung bei -20°C
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GefaBe fiir die Zellkultur

GefaB Flache Volumen

Flasche 175 cm?2 20 mL
Flasche 75 cm?2 15mL
Flasche 25 cm? 5mL
Petrischale 55 cm?2 10 mL
6 Loch Platte 6 x 9,5 cm2= 57 cm? 3 mL/ Loch
24 Loch Platte 24 x 1,9 cm3= 45,6 cm? 1 mL/ Loch
96 Loch Platte 96 x 0,32 cm?=30,72cm? 200 pL/ Loch

Abbildung 4-4 Schema zum Ablauf der zellkulturtechnischen Arbeiten

Molekularbiologische Methoden

Konstruktion des Tageting-Vektors

¢

Praparation von Feeder-Zellen

b

Aussaen von Feederzellen

‘

Auftauen und Expansion von ES-Zellen

b

Transfektion von ES-Zellen (Elektroporation)

¢

Selektion

b

Isolierung und Kultur iiberlebender Klone

{

Splitten der Klone

/ N\

Zellkultur

Y

Kultur von Master-Klonen (A-Platte) Kultur von Klonen zur DNA-Isolation

Wachstum bis zu optimaler Dichte

Einfrieren und Lagerung Isolierung von DNA

/

Auftauen und Expandieren der positiven Klone

.

Vorbereiten der Klone zur erneuten Selektion
oder Blastozysteninjektion

'

Blastozysteninjektion

(B-, C-, D-Platten), Wachstum bis Konfluenz

Analyse durch Southern-Blot
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4.3.14 Feederzellen

4.3.141 Gewinnung von Feederzellen

Die als Feederzellen bezeichneten Fibroblasten wurden am Tag 14,5 post coitum
aus Mauseembryonen gewonnen. Da die Selektion der rekombianten ES-Zellen in
geniticinhaltigem (G 418) Medium durchgefirt wird, ist es ndétig, dass auch die
Feederzellen die entsprechnede Resistenz besitzen. Aus diesem Grund wurden
méannliche CNG3"-Mause (freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von Prof. Dr.
Martin Biel, Mlinchen), welche des Neo-Resistenzgen homozygot besitzen, mit
weiblichen Wildtypmausen verpaart. Die Embryonen sind somit heterozygot
bezlglich des Neo-Resistenzgens. Dazu werden am Abend in mehreren Kafigen je
ein Mannchen mit zwei Weibchen zusammengesetzt. Am nachsten Morgen werden
die Paare wieder separiert und die Weibchen auf Vorhandensein eines Vaginalplugs
gepruft. Der Vaginalplug aus koaguliertem Sperma ist Indiz fur erfolgte Kopulation.
Der Morgen des ,Plug-Checks® wird als Tag 0,5 p.c. definiert. Am Tag 14,5 p.c.
werden die Embryonen isoliert und zur Feederzell-Praparation verwendet. Die bereits
gebildeten Organe (Leber, Herz, Niere, s.g. ,rote Gewebe*) eignen sich nicht zur
Fibroblasten-Gewinnung und missen entfernt werden. Der verbleibende Rumpf wird
mit Trypsin behandelt, welches die Zellverbande auflést, so dass vereinzelte Zellen
resultieren. Damit die Feederzellen spéter nicht die ES-Zellen Gberwuchern, werden
sie durch Bestrahlung mit y-Strahlung teilungsunféhig gemacht.

Vorgehensweise

e Am Tag 14,5 p.c.: Téten der schwangeren Maus durch zervikale Dislokation

e Maus komplett in 80 % Ethanol baden

e Maus fixieren, Bauchraum eréffnen, den Uterus entnehmen und in eine Schale
mit PBS legen

e Embryonen aus dem Uterus freipraparieren und in frisches PBS Uberfihren

e Kopfe abschneiden und Corpus in frisches PBS Uberfihren

e rote Gewebe“ (Herz, Leber, Lunge) entfernen

e Rest des Corpus in frisches PBS Uberfiihren

e Pro Embryo 1 mL 1 x Trypsin/ EDTA in 50 mL Falcon-GefaB vorlegen

e Embryos Uber dem GefaB mit Pinzette kleinrupfen und in die Lésung fallen
lassen

e 5—10 min bei 37°C im Brutschrank trypsinieren

e Gut und lange mit Pipetten resuspendieren (absteigend: erst 25 mL-, dann
10mL-, dann 5 mL-Stripette), bis L6sung homogen ist

e Mit EF-Medium auf 25 mL auffillen
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e Mit 5 mL-Pipette intensiv resuspendieren (ca. 5 — 10 min)

e Zelltrimmer 5-10 min absinken lassen

e Je 1 mL Zellsuspension plus 19 mL EF-Medium in eine 175 cm2-Flasche
geben (pro Embryo ca. 5 Flaschen)

e Zellen bei 37°C und 5 % CO, inkubieren

e Mediumwechsel (EF-Medium) am Tag nach der Praparation, dann alle zwei
Tage bis zur Konfluenz (ca. 5-6 Tage)

Expandieren der Zellen (1. Passage)

e je nach Zelldichte 1 Flasche auf 3 neue Flaschen expandieren

e Medium absaugen

e Mit 6 mL PBS/ Flasche waschen, absaugen

e Pro Flasche 3 mL 1 x Trypsin zugeben, Trypsin gleichmaBig verteilen

e 5 min bei 37°C inkubieren

e Zellen durch Abklopfen (Handflache, Tisch) ablésen, mdglichst vereinzelte
Zellen

e 6 mL EF-Medium zugeben

e Mit 10 mL-Pipette resuspendieren

e Die jetzt insgesamten 9 mL Suspension auf 3 neue Flaschen verteilen (3 mL/
Flasche) und auf 20 mL mit EF-Medium aufflllen

e Bis zur Konfluenz wachsen lassen

Ernten der Zellen u. Vorbereiten zur Bestrahlung (2. Passage)

e wie 1. Passage

e Nach Resuspension werden je 5 Flaschen in einem 50 mL Falcon vereinigt
(insgesamt dann 45 mL Suspension)

e 5 min bei 1000 rpm zentrifugieren

e Uberstand absaugen

e Pellet in jeweils 10 mL EF-Medium resuspendieren

e Je zwei Falcons vereinigen und mit EF-Medium auf 40 mL auffillen

Bestrahlung

e Zellen im Falcon in horizontaler Lage Uber die Transportzeit absetzten lassen

e Bestrahlung in Radioonkologie, Universitatsklinikum Tibingen

e Zellen so ausrichten, dass Bestrahlungsebene in der Mitte der Zellsuspension
liegt
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e 5x 3 min mit je 10 Gray (Gesamtstrahlendosis: 50 Gray)
Einfrieren

e 5 min bei 1000 rpm zentrifugieren

e Die Falcons nacheinander Bearbeiten

e Benétigte Menge an EF/ DMSO 10 % herstellen (aus 1 geernteten 175cm?
Flasche werden 3 Kryostocks hergestellt)

e Zellen immer mit 5 mL-Pipette gut resuspendieren (gleichbleibende Zelldichte)

e Je 1 mL in ein Nunc-Kryovial aliquotieren

e Stufenweise einfrieren (1 Tag -20° C, 1 Tag -80° C, dann in flissigen
Stickstoff -183° C Uberflhren)

e Die Effizienz der Feederzellen muss durch eine Test-Aussaat bestimmt
werden. Bei gelungener Praparation enspricht die Feederzahl eines
Kryoréhrchens (1 Stock) ca. 100 cm?. Fir den Test 0,5 und 1 Stock aussaen.

4.3.14.2 Aussien von Feederzellen

Generell wird die nétige Menge an Feederzellplatten am Tag vor Beginn der
geplanten ES-Zellkultur vorbereitet. Nach dem Auftauen werden die Zellen vom
Kryomedium befreit und auf auf Flaschen, Platten oder Schalen ausgesat.

e Gefrierstocks bei 37°C im Wasserbad auftauen

e Inhalt von 2zwei Kryo-Réhrchen in 5 mL EF-Medium suspendieren (15 mL
Falcon-Réhrchen)

e 5 min bei 1000 rpm zentrifugieren

e Uberstand absaugen

e Pellet in geeigneter Menge EF-Medium resuspendieren

e Bei37°C und 5 % CO,inkubieren

e Mediumwechsel nach 24 h; weitere Mediumwechsel ist nicht notwendig, da
die Feederzellen sich nicht mehr teilen und damit kein Medium verbrauchen.

4.3.15 Embryonale Stammzellen

4.3.15.1 Gewinnung Embryonaler Stammzellen

In der vorliegenden Arbeit wurden R1 ES-Zellen (Nagy et al. 1993) verwendet. Diese
wurden aus Blastozysten von agoutifarbenen Mausen gewonnen, expandiert und
nach der 13. Passage als gebrauchsfertige Gefrierstocks in flissigem Stickstoff
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gelagert. Zum Zeitpunkt der Transfektion befanden sich die Zellen in der 15.
Passage.

4.3.15.2 Aussiaen Embryonaler Stammazellen

Auftauen der ES-Zellen

e Gefrierstocks bei 37°C im Wasserbad auftauen

e In 15 mL Falcon-Réhrchen mit 5 mL ES/ LIF-Medium geben

e 5 min bei 1000 rpm zentrifugieren

e Uberstand absaugen; in 5 mL ES/ LIF-Medium resuspendieren

e Waschen wiederholen

e Die 5 mL Zellsuspension in 25 cm2-Flasche mit Feeder-Zellen tGberflhren
e Bei37°C und 5 % CO, im Brutschrank inkubieren

e  Wachstum bis 70 % Konfluenz (ca. 3 Tage); Taglich Mediumwechsel

Expandieren (1. Passage)

Um genugend Zellmaterial flr die Elektroporation zu erhalten, werden die
Stammzellen von einer 25 cm?-Flasche auf eine 75 cm2-Flasche expandiert. Dazu
werden die Zellverbande von Feeder- und Stammzellen mit Trypsin aufgeldst. Zu
lange Trypsineinwirkung schadet den Zellen allerdings, so dass eine Inaktivierung
durch Zugabe von Medium und den darin enthaltenen Kationen vorgenommen wird.

e Medium absaugen

e Zweimal mit 5 mL PBS waschen

e 1mL 1 x Trypsin/ EDTA zugeben

e 5 min bei 37° C inkubieren, Zellen durch Auf-und Ab-Pipettieren mit 5 mL
Pipette vereinzeln

e Zugabe von 5 mL ES/ LIF, resuspendieren

¢ In 15 mL Falcon-Rdéhrchen Uberflihren

e 5 min bei 1000 rpm zentrifugieren, absaugen

e Nochmals in 5 mL ES/ LIF suspendieren, zentrifugieren, absaugen

e Zellenin 5 mL ES/ LIF-Medium resuspendieren

e In vorbereitete 75 cm2Flasche mit Feeder-Zellen und 10 mL ES/ LIF
Uberfihren (Endvolumen 15 mL)

e Zellen durch ,Achterbewegung” gleichmaBig in der Flasche verteilen

e Bei37°C und 5 % CO, im Brutschrank inkubieren

e Wachstum bis 50 % Konfluenz, kein interzellularer Kontakt (ca. 2-3 Tage);
Taglich Mediumwechsel
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Vorbereitung zur Elektroporation (2. Passage)

e Medium absaugen

e 2 xmit 15 mL PBS waschen

e Zugabe von 3 mL 1 x Trypsin/ EDTA

e 5 min bei 37° C im Brutschrank inkubieren, Zellen mit 5 mL Pipette vereinzeln
(evtl. mikroskopische Kontrolle)

e Zugabe von 7 mL ES/ LIF, resuspendieren

e In 15 mL Falcon-Réhrchen Uberflhren

e 5 min bei 1000 rpm zentrifugieren

e Pelletin 10 mL PBS suspendieren

e 5 min bei 1000 rpm zentrifugieren

e Uberstand absaugen

e Pelletin 800 uL PBS aufnehmen

e Ca. 6 x 10° Zellen; Zellzahlung mit 1 pL Zellsuspension (siehe Abbildung 4-5)

Abbildung 4-5 Bestimmung der Zellzahl mit Neubauer Zellzadhlkammer

Deckglas

‘ - 1 0,1 mm

RV

Wasser

|——p|

1mm

e Zugabe von 10 — 30 uL Zellsuspension auf das Raster

e Je einen Tropfen Wasser in die seitlichen Cavitaten tropfen und Deckglas
durch Adhasion fixieren

e Unter dem Mikroskop die Zellen in einem kleinen Quadrat z&hlen

e Mehrere Quadrate auszahlen und Mittelwert berechnen
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e Gezahlte Zellen x 16 = Zellzahl in 0,1 mm3
e Zellzahlin 0,1 mm?3 x 10000 = Zellzahl in 1 mL (1 cm3)

4.3.15.3 Homologe Rekombination in ES-Zellen

Die gezielte Manipulation von ES-Zellen durch homologe Rekombination wird als
.Gene-Targeting* (siehe 1.5) bezeichnet. Dabei wird Fremd-DNS (Targeting-
Konstrukt) in die Stammzellen eingebracht (Transfektion). Ein effizientes Verfahren
zur Transfektion eukaryotischer Zellen ist die Elektroporation (Neumann et al.
1982;Chu et al. 1987). Kurze Hochspannungsimpulse bewirken eine Stérung des
Membranpotentials der Zelle. Es entstehen Poren in der Membran und fremde DNS
kann in das Zellinnere aufgenommen werden (Klenchin et al. 1991;Sukharev et al.
1992). Im Zellinneren kann sich der fremde DNS-Strang in das Genom der Zelle
intgrieren. Diesen Vorgang bezeichnet man als ,crossing over. Um die
Wabhrscheinlichkeit der Rekombination am gewiinschten Gen-Ort méglichst groB zu
halten, ist es nétig, dass das Targeting-Konstrukt neben der Mutation auch grofe,
zur Zielstruktur identische DNS-Abschnitte enthélt. Dennoch ist das Ereignis der
Rekombination an der richtigen Stelle relativ selten. Nur bei etwa 0,1 — 1 % der
transfizierten Zellen findet sich eine korrekte Insertion. Bei den restlichen Zellen
integriert das Targeting-Konstrukt entweder zuféllig in das Genom, oder gar nicht.
Aus diesem Grund ist eine geeignete ,Screening“-Methode nétig, um Zellklone zu
identifizieren, welche das Targeting-Konstrukt in ihr Genom aufgenommen haben
und desweiteren diejenigen auszumachen, bei denen die Rekombination zusatzlich
an der richtigen Stelle stattgefunden hat. Das Targeting-Konstrukt wird daher so
konzipiert, dass spater eine Selektion der gewlinschten Zellen erfolgen kann. Zum
einen enthalt der zur Konstruktion verwendete Vektor eine s.g. ,neo/tk-Kasette*
(Erklarung s.u.), worliber eine Doppelselektion positiver Zellklone mdglich ist. Ob
das Konstrukt zufallig oder korrekt integriert hat, wird durch Detektion definierter
Fragmente Uber Southern-Blot nachgewiesen. Dem Konstrukt werden zuséatzliche,
am urspringlichen Genort nicht vorhandene Restriktionsschnittstellen hinzugeflgt.
Bei richtiger Integration tritt somit eine Verlangerung oder Verkirzung im Vergleich
zum entsprechenden Wilttyp-Fragment auf.
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Abbildung 4-6 Schema zum Ablauf eines Targetings

Aussaen von Feederzellen

Plasmid Elektroporation

~  Selektion

>
@ Aussaen von Stammzellen
41
g/
|
E
|

ﬁ Picken resistenter Klone

Platte A 7

(Sicherungsplatte) / Platte B

(Duplikat von A)

Splitten

Einfrieren

Platte C Platte D

DNS-Praparation fur Southernnachweis
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4.3.15.4 1. Targeting (positive Selektion)

Im 1. Targeting werden die ES-Zellen mit dem Targeting Konstrukt transfiziert. Der
entsprechende Vektor enthalt ein Gen, das eine Resistenz gegenlber dem
Aminoglykosid-Antibiotikum Geneticin vermittelt (neo). Das Resistenzgen codiert flr
eine bakterielle Aminoglykosid-N-Acyltransferase, welche in der Lage ist, einen Acyl-
Rest auf die 6-Aminogruppe von Aminoglykosiden zu Ubertragen und diese damit
unwirksam zu machen. Im Gegensatz zu anderen Aminoglykosiden, wie Gentamicin
oder Streptomycin, blockiert Geneticin die zellulare Proteinsynthese durch Bindung
an eukaryotische 80 S Ribosomen. Diese Eigenschaft macht Geneticin zu einem
wirkungsvollen Selektionsinstrument in eukaryotischen Zellsystemen (Davies &
Jimenez 1980). Die Kultur in geneticinhaltigem Medium Uberleben folglich nur die
Zellen, welche den Selektionsmarker in ihr Genom intgriert haben und somit resistent
gegen das Antibiotikum sind. Die Resistenz zeigt jedoch lediglich an, dass das
Targeting-Konstrukt integriert hat, nicht jedoch, an welcher Stelle. Auf korrekte
Integration wird mittels zweier externer Southernsonden gepruft. Mehrfachintegration
wird Uber eine flir das Resistenzgen spezifische Sonde (neo-Sonde)
ausgeschlossen, die bei Einfachintegration nur ein Signal liefern darf. Da diese Art
der Selektion nur Zellen Uberleben, welche die Resistenz stabil aufgenommen
haben, spricht man von einer ,Positiv-Selektion®. Zellklone, die aus dem 1. Targeting
hervorgehen, werden einem zweiten Targeting unterzogen.

Vorgehensweise

Vorbereitung der DNS

e 100 pg des Targeting-Konstrukts linearisieren

e Phenol/ Chloroform Aufreinigung (s.o.)

e Ethanolfallung (s.0.)

e Pellet unter Sterilwerkbank trocknen

e In 100 puL PBS lésen (Dem Lésungsvorgang Zeit geben, evtl. Gber Nacht)
e 5 mL fur Checkgel einsetzen

e 50- 60 ug DNS zur Elektroporation einsetzen

Elektroporation

e 50 pg DNS in sterilem Kryovial vorlegen

e Mit den vorbereiteten ES-Zellen in PBS (s.0.) vorsichtig mischen

e Mit gestopfter Pasteur-Pipette in vorgekihlte Elektroporationskivette
Uberfihren und auf Eis lagern
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e Elektroporationsbedingungen: (am Gerat einstellen)
Ladung: 500 puF
Spannung: 0,23 kV
e Kuvette ins Gerat einbringen
e Elektroporation bis akustisches Signal ertdnt
o Zeitkonstante" Teons am Gerét ablesen (soll: 7-9 msec)
e Kontrolle mit 900 uL PBS durchfihren: Gleiche Zeitkonstante
e Zellen in der Kivette 5 min bei RT stehen lassen
e In 15 mL Falcon-Réhrchen 9,2 mL ES/ Lif vorlegen
e Zellen mit gestopfter Pasteur-Pipette in Falcon-Réhrchen Gberfihren und gut
resuspendieren
e Je 1 mLin 55 cm? Petrischale® geben
e Zellen durch 8er-Bewegung gleichmaBig verteilen
e Bei37°C und 5 % CO2 inkubieren
e Nach 24 Stunden mit der Selektion (0,4 mg G418/ mL ES/ LIF) beginnen
e Téaglicher Mediumwechsel
e Resistente Klone nach ca. 8 Tagen picken

1) Die Zeitkonstante T (Tau) beschreibt die Zeit, in welcher die Spannung auf den Wert
1/e (etwa 37 %) des Ausgangswertes absinkt. Sie errechnet sich aus dem Produkt

aus Widerstand und Kapazitat.

2) Am Nachmittag zuvor 10 Schalen mit Feederzellen und 10 mL ES/ LIF vorbereiten.

Zur optimalen pH Einstellung 30 min. vor Elektroporation Mediumwechsel
Picken der ES-Zellklone
Vorbereitungen:

e Sterilwerkbank ausrdumen, sdubern, UV-Bestrahlung (20 min)

e Mikroskop mit Ethanol 70 % einspriihen, abwischen und in Werkbank stellen

e 2 x 96-Loch-Platten, AbfallgefaB3, autoklavierte 200 pL-Spitzen und 20 pL-
Pipette unter die Werkbank

e Haarnetz und Mundschutz aufziehen

e Kurz vor dem Picken in jedes Loch einer 96-Loch-Platte 35uL PBS vorlegen
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Picken

Gepickt wird unter dem Mikroskop, bei 25-facher VergréBerung im Dunkelfeld. Die zu
pickenden Klone sollten auch mit blosem Auge in der Kulturschale erkennbar und ihr
Durchmesser grdBer als jener der Pipettenspitze sein. Nur Zellklone, die einen scharf
abgegrenzten, leuchtenden Rand haben, werden gepickt (siehe Abbildung 5-25). Ist
der Rand unférmig ausgefranst oder beriihren sich die Zellklone bereits, deutet dies
auf beginnende Differenzierung hin. Entsprechende Zellen dirfen wegen fehlender
Pluripotenz nicht verwendet werden. Die Klone méglichst ganz mit der Pipette
einsaugen, da diese sonst erneut anwachsen kénnen und eventuell doppelt gepickt
werden.

e Je einen Klon mit der 20 pL Pipette
(Einstellung 2,5 pL) umfahren, ‘N
einsaugen und in ein Loch mit PBS i
transferieren

e Spitzen korrespondierend zum Loch
entnehmen, nicht bendtigte Ldcher
der 96-Loch-Platte mit Deckel der
zweiten Platte abdecken.

e Wenn Klone gepickt, Zugabe con 30
uL 2 x Trypsin/EDTA in jedes Loch L/

e 10 min bei 37° C inkubieren

e Mit 8-Kanal-Pipette (auf 40 pL O
einstellen) Zellen vereinzeln |
(mikroskopische Kontrolle) Abbildung 4-7 Picken der Klone

e 60 uL ES/ LIF/G418 zugeben

e Mit 8-Kanal-Pipette suspendieren
und je 50 pL auf 2 frische, mit
Feederzellen beschichtete 96-
Loch-Platten (A- und B-Platte) mit vorsichtiges AnstoBen kann der Klon
75 uL ES/LIF/G418 pro Loch gelockert und anschlieBend eingesaugt
geben werden

e Am Tag nach dem Picken
Mediumwechsel, dann alle zwei
Tage

e Nach 2 bis 3 Tagen Evaluation

Zum Picken werden die Klone vorsichtig
umfahren. Dabei wird die Feederzellschicht

mit der Pipettenspitze ,zerschnitten”. Durch
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Evaluation

Nach 2 bis 3 Tagen wird das Wachstum der einzelnen Stammzellklone bezlglich
GroBe, Anzahl und Aussehen unter dem Mikroskop beurteilt. Dabei bedient man sich
eines 4-Farben-Codes und ordnet jedem Loch eine Farbe zu. Dies wird auf einer
Papierkopie der Platte festgehalten.

Abbildung 4-8 Beispiel fiir eine Evaluation

Platte X

Ubertrag | | 838888883388
| | §etessseess

000000000000

000000000000

000000000000

00000000000

Platte X ® Kein Wachstum

® Wenige Zellklone
Gutes Wachstum,
Zellen beruhren sich noch nicht

® Gutes Wachstum, Zellen sehr dicht,
z.T Beruhrung

Einfrieren der Sicherungsplatte (Platte A)

Von dieser Platte werden nach erfolgter Southern-Blot-Analyse die entsprechenden,
rekombinanten Zellklone aufgetaut und fir das zweite Targeting vorbereitet. Die
Sicherungsplatte sollte nicht langer als 3- 4 Wochen bei — 80° C gelagert werden, da
die Zellen zunehmend an Qualitat flr eine Keimbahngéangigkeit verlieren.

e Medium vorsichtig abgieBen

e Zugabe von 180 pL PBS pro Loch (8-Kanal-Pipette)

e PBS abgieB3en

e Zugabe von 30 pL 1x Trypsin/EDTA pro Loch

e 10 min bei 37° C inkubieren

e M®dglichst vereinzelte Zellen (mikroskopische Kontrolle)

e Zugabe von 180 pL Kryomedium (ES/LIF/G418 + 10 % DMSO)

e Zellen mit 8 Kanal-Pipette suspendieren

e Mit autoklavierband abkleben, 1- 3 Stunden bei -20° C, dann -80°C
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Vervielfaltigung der Platte B fiir DNS-Praparation

Platte B und die resultierenden Platten C und D sind exakte Duplikate der
Sicherungsplatte A. Die Southern-Ergebnisse kénnen somit zugeordnet und der
richtige Klon von der Sicherungsplatte aufgetaut werden.

e Medium vorsichtig abgieBen

e 2 xmit 180 uL PBS waschen

e Zugabe von 30 pL 1 x Trypsin/EDTA

e 10 min bei 37° C inkubieren (mikroskopische Kontrolle)

e Zugabe von 120 uL ES/ LIF/ G418

e Mit 8-Kanal-Pipette resuspendieren

e Je 50 pL der Zellsuspension auf 2 firsche, mit Feederzellen beschichtete 96-
Loch-Platten (Platten C und D) mit 150 uL ES/ LIF/ G418 pro Loch verteilen

e Zum Rest der Zellen je 150 uL ES/ LIF/ G418 zugeben (bleibt Platte B)

e Zellen solange wachsen lassen, bis das Medium gelb wird (ca. 4 Tage)

Einfrieren der Zellen fiir die DNS-Praparation
Diese Arbeiten werden normal im Labor unsteril durchgefihrt.
e Medium vorsichtig Uber eine Ecke abkippen
e 180 uL PBS zugeben, vorsichtig abkippen
e Platte leicht auf Papierhandtiichern trockenklopfen
e Mit Parafilm abkleben und bei -20° C lagern

DNS-Praparation

Die Durchfiihrung der DNS-Praparation wurde wie unter 4.3.2 beschrieben
durchgeflhrt

Analyse der DNS mittels Southern Blot
Da als blau und grin evaluierte Zellen aufgrund ihres schlechten
Wachstumverhaltens als ungeeignet flr eine spatere Injektion angesehen werden,

wurden nur gelbe und rote Zellklone auf homologe Rekombination Gberprift.

Die DNS-Analyse (ber Southern-Blot wurde wie unter 4.3.11 beschieben
durchgeflhrt.
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4.3.15.5 2. Targeting (negative Selektion)

Neben der neo-Resistenz besitzt der Vektor als weiteren Selektionsmarker ein Gen,
das fUr die virale Thymidinkinase codiert (tk). Die Thymidinkinase ist ein Enzym,
welches zu den Nukleosid-Analoga zahlende Virostatika wie Aciclovir oder
Ganciclovir phosphoryliert und somit in die aktive Form Uberflhrt. Diese Substanzen
dienen der DNS-Polymerase als ,falsche Substrate® und fihren aufgrund ihrer
Struktur, die keine weitere Verlangerung mehr zuldsst, zum Kettenabbruch. Im 2.
Targeting erfolgt die Transfektion mit dem Vektor plC-Cre. Dieser Vektor wird nur
vorribergehend (transient) in die Zellen aufgenommen und vermittelt die Expression
der Cre-Rekombinase (zum Cre/ Lox P-Systems siehe 1.6.). Nur die zwei
Rekombinationsereignisse, bei denen die Selektionskassette wieder entfernt wurde,
sind erwtinscht. Wird die Kultur nun in ganciclovirhaltigem Medium durchgefiihrt,
kann das Virostatikum nur bei vorhandener Thymidinkinase aktiviert weden. Alle
Zellen, bei denen die neo/tk-Kassette noch vorhanden ist, sterben folglich ab,
wahrend die anderen von der Substanz unberihrt bleiben. Diese Art der Selektion
wird als ,Negativ-Selektion® bezeichnet, da dieses Mal nur Zellen ohne
Selektionsmarker Uberleben. Die Analyse und Unterscheidung der resultierenden
Zellklone erfolgt ebenfalls Gber Southern-Blot.

Vorgehensweise

Auftauen der positiven Klone

e Enstsprechende 96-Loch-Platten kurz bei 37° C im Brutschrank auftauen

e Zellen in der jeweiligen Vertiefung gut mit 200 pL-Pipette und gestopfter
Spitze resuspendieren

e Den Inhalt einer Vertiefung der 96-Loch-Platte in eine Vertiefung einer 24-
Loch-Platte (mit Feedern beschichtet, 1 mL ES/LIF/G418 pro Loch) Uberflhren

e Bei 37°C und 5% CO, im Brutschrank inkubieren

e Téaglicher Mediumwechsel bis Zellen ca. 70 % konfluent (ca. 5-6 Tage)

Expandieren auf 6-Loch-Platte (1. Passage)

e Medium absaugen

e 2 x mit PBS waschen

e Pro Loch 200 pL 1 x Trypsin/ EDTA zugeben

e 5 min bei 37°C im Brutschrank inkubieren

e Mit gestopfter 200 pL-Spitze resuspendieren (mikroskopische Kontrolle)
e Zugabe von je 900 puL ES/LIF/G418
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e Mit gestopfter Pasteur-Pipette gut resuspendieren

e In eine Vertiefung einer 6-Loch-Platte (Feederzellen; 3 mL/ Vertiefung)
transferieren

e Bei 37°C und 5 % CO2 im Brutschrank inkubieren

e Téaglicher Mediumwechsel bis Zellen ca. 70 % konfluent sind (ca. 1-2 Tage)

Expandieren auf 25 cm2Flasche, Abzweigen von Zellen fir Kryo-
Konservierung (2. Passage)

e Medium absaugen

e 3 x mit PBS waschen

e Zugabe vonvon je 1 mL 1 x Trypsin/EDTA

e 5 min bei 37°C inkubieren

e Mit gestopfter 1 mL Spitze vorsichtig resuspendieren (mikroskopische
Kontrolle)

e Zugabe von 3 mL ES/LIF/G418; resuspendieren (insgesamt 4 mL
Zellsuspension

e In 15 mL Falcon-Rdhrchen dberfihren, 5 min bei 1000 rpm zentrifugieren;
absaugen

e Pelletin 4 mL ES/LIF/G418 Medium aufnehmen

e 2 mL davon in 15 mL Falcon-Réhrchen mit 3 mL ES/LIF/G418

e 5 min bei 1000 rpm zentrifugieren; absaugen

e Pellet in 2 mL Kryo-Medium (ES/LIF/G418/ 10 % DMSOQO) aufnehmen und je 1
mL in Nunc-Kryo-Rdéhrchen pipettieren.

e Uber Nacht bei -80° C lagern, dann in fliissigen Stickstofff Giberfiihren

e Restliche 2 mL in 25 cm?-Flasche (mit Feederzellen beschichtet, 3 mL
ES/LIF/G418) transferieren

e Bei 37°C und 5 % CO2 im Brutschrank inkubieren

e Téaglicher Mediumwechsel bis Zellen ca. 70 % (konfluent sind (ca. 2 Tage)

Vorbereiten zur Elektroporation und Abzweigen von Zellen fiir DNS-Praparation
(3. Passage)

e Medium absaugen

e 2 x mit PBS waschen

e Zugabe vonje 1,5mL 1 x Trypsin/EDTA

e 5 min bei 37°C im Brutschrank inkubieren

e Mit gestopfter Pasteurpipette vorsichtig resuspendieren
e Zugabe von 5 mL ES/LIF/G418, resuspendieren
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e 5 min bei 1000 rpm zentrifugieren

e Pellet in 6 mL ES/LIF/G418 aufnehmen,
resuspendieren

e 5 mL in 75 cm?Flasche ( mit Feederzellen
beschichtet, 10 mL  ES/LIF/G418)
transferieren

e Restliche 1 mL mit einer Spitze der 8-
Kanal-Pipette suspendieren und je 30 pL
pro Vertiefung auf 3 Reihen einer 96-Loch-
Platte (mit Feederzellen beschichtet; 100
uL ES/LIF/G418) verteilen (Abbildung 4-9);
wachsen lassen bis Medium gelb; DNS- ¢
Praparation s.0.)

e Bei der Flasche taglich Mediumwechsel bis
Zellen 70 % konfluent sind (1-2 Tage),
dann Cre-Transfektion Abbildung 4-9 Abzweigen von Zellen

fir DNA-Praparation

Vorbereitung der DNS

e 100 pg nicht-linearisierten plC-Cre-Vektor vorbereiten

(siehe 4.3.15.4 1. Targeting )

Cre-Transfektion

e Medium absaugen

e 2 x mit PBS waschen

e Zugabe von 3 mL 1 x Trypsin/EDTA

e 5 min bei 37°C inkubieren

e Mit gestopfter Pasteurpipette vorsichtig resuspendieren
e Zugabe von 7 mL ES/LIF ( ohne G418!), suspendieren
e In 15 mL Falcon-Réhrchen Uberflihren

e 5min bei 1000 rpm zentrifugieren; absaugen

e Pelletin 10 mL PBS resuspendieren

e 5 min bei 1000 rpm zentrifugieren absaugen

e In 900 pL PBS resuspendieren

e 20 ug plC-Cre in Nunc-Kryoréhrchen vorlegen

e Zugabe der 900 pL Zellsuspension
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Vorsichtig mit gestopfter
Elektroporationsklvette Uberfihren und auf Eis lagern
Elektroporationsbedingungen: (am Geréat einstellen)

Ladung: 500 puF
Spannung: 0,23 kV

Kivette ins Gerét einbringen

Elektroporation bis akustisches Signal ertdnt

Zeitkonstante Tconst. am Gerat ablesen (soll: 7-9 msec)
Kontrolle mit 900 puL PBS durchfihren: Gleiche Zeitkonstante
Zellen in der Klvette 5 min bei RT stehen lassen

9 mL ES/LIF in 15 mL Falcon-Réhrchen vorlegen

Pasteurpipette mischen und

Zellen mit gestopfter Pasteurpipette
suspendieren; Zellzahl: ca. 1 x 10” Zellen (Zellzahlung siehe oben)
Auf Kulturschalen mit Feederzellen und 10 mL ES/LIF nach folgendem

Schema verteilen:

Tabelle 4-1 Verteilung der Zellen auf Kulturschalen

vorgekuihlte

in Rdéhrchen dberflhren und gut

Anzahl der Schalen Nummerierung Volumen der Zellsuspension Zellzahl
1 1 2,00 mL 2x10°
3 2 1,00 mL 1x10°
3 3 0,50 mL 0,5x 10°
2 4 0,25 mL 0,25 x 10°
1 5 0,10 mL 0,1x10°

Das Aussaen der Zellen in Schalen verschiedener Dichte ist nétig, da das
Wachstumverhalten der transfizierten Zellen nicht vorherzusehen ist. Bei zu hoher
Zelldichte werden durch das einsetzende Absterben der Zellen sehr groBe
Mengen an Faktoren freigesetzt, welche dann ihrerseits das Wachstum der richtig

rekombinierten Stammzellen beeintrachtigen kénnen.

taglicher Mediumwechsel

Wachstum der Zellen kontrollieren; bevor Zellen sich berihren (ca. 2 Tage)

Selektionsstart mit Ganciclovir
Taglicher Mediumwechsel mit ES/LIF/Ganc.
Nach ca. 8- 10 Tagen kdénnen ES-Zellklone gepickt werden

Weiteres Vorgehen (Picken, Vervielfaltigung, Einfrieren, DNS-Praparation) siehe 1.
Targeting (4.3.15.4)
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4.3.16 Injektion genetisch modifizierter ES-Zellen in
Blastozysten

Die embryonalen Stammzellen, welche doppelt selektioniert sind und bei denen alle
Nachweise anzeigen, dass die gewilnschte Mutation an der richtigen Stelle im
Genom vorliegt, werden schlieBlich zur Generierung der Knockout-Maus
herangezogen. Dazu werden die entsprechenden Zellklone aufgetaut, in
Blastozysten injiziert und diese Blastozysten in Ammen-Mause (foster-mice)
reimplantiert. In Abbildung 4-3 ist dieses Vorgehen schematisch dargestellt.

Ziel der Injektion und Reimplantation ist es, eine Maus zu erzeugen, die zu einem
groBen Teil aus den mutierten ES-Zellen entstanden ist. Da die durch homologe
Rekombination veranderten ES-Zellen und die fir die Injektion verwendeten
Blastozysten von Mausen mit unterschiedlichem genetischen Hintergrund
abstammen, werden die so erzeugten Mause als Chiméaren bezeichnet. Die zu
mutierenden Stammzellen werden aus Blastozysten von SV 129 Mausen gewonnen,
deren Fell eine golden-braunliche (agouti) Farbung aufweist. Die Blastozysten flr die
Injektion hingegen stammen von C57/BI6 Mausen mit schwarzem Fell. Zur
Entstehung des Maus-Organismus tragen somit Stammzellen beider Mauslinien bei.
Auch die Fellfarbung setzt sich anteilig aus braun und schwarz zusammen, so dass
die Mause ein geflecktes Fell aufweisen. Das AusmaB des Chimarismus lasst sich
dadurch bereits optisch durch Beurteilung der Fellfarbe abschatzen. Je gréBer der
agoutifarbene Anteil, desto gréBer ist die Wahrscheinlichkeit, dass auch
Keimbahnzellen die gewlnschte Mutation tragen und diese dadurch weitervererbt
wird (Keimbahngangigkeit).

4.3.16.1 Isolierung von Blastozysten

Zur Gewinnung der Blastozysten werden abends C57/BI6 Weibchen mit mannlichen
C57/Bl6 Mausen zusammengesetzt und am nachsten Morgen wieder getrennt. Ein
sichtbarer Vaginalpfropf deutet auf erfolgte Kopulation hin. Bei erfolgter Befruchtung
entspricht dies Tag 0,5 p.c. An Tag 3,5 p.c. werden die Spendertiere getétet und die
Blastozysten entnommen (Hogan et al. 2000).
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4.3.16.2 Vorbereitung der ES-Zellen zur Injektion

7 - 9 Tage vor geplanter Injektion werden die daflir vorgesehenen Zellen in Kultur
genommen. Dazu werden sie wie unter 4.4.3.4 beschrieben aufgetaut, in eine 24-
Loch-Platte Gberflhrt und nach Trypsinierung in verschiedenen Verdinnungen auf
einzelne Vertiefungen einer 6-Loch-Platte verteilt. Nach 2-4 Tagen, je nach Dichte
der ausgesaten Zellen, haben die Stammzellen die fir die Injektion optimale GréBe
erreicht.

Far die Injektion werden die ES-Zellen einer Vertiefung durch Trypsinierung
vereinzelt, zentrifugiert und in ca. 3 mL ES-Medium aufgenommen. 1 — 1,5 mL davon
werden zentrifugiert und nach Absaugen eines GroBteils des Uberstandes zur
Injektion eingesetzt. Aus den verbliebenen Zellen wird DNS prapariert und die
Richtigkeit der injizierten Klone nochmals per Southern-Blot bzw. PCR Uberprift.

4.3.16.3 Blastozysteninjektion

Um die vereinzelten Stammzellen in die isolierte Blastozyste zu bringen, bedient man
sich der Mikroinjektionstechnik. Unter mikroskopischer Kontrolle werden 10 - 20
Stammzellen perlschnurartig in die Injektionskapillare aufgezogen und in die an der
Haltepipette durch Ansaugen immobilisierte Blastozyste injiziert. Die innere
Zellmasse der Blastozyste ist hierbei auf Seite der Haltepipette oder um etwa 90°
gedreht.

4.3.16.4 Embryotransfer in pseudoschwangere Ammenmause

Die injizierten Blastozysten missen nun in weibliche Ammenm&use reimplantiert
werden. Diese Weibchen sollen vom Hormonstatus auf Schwangerschaft eingestellt
sein, jedoch keine eigenen Embryos tragen. Dies erreicht man durch
Zusammensetzen der Ammen-Mause mit sterilen, vasektomierten Mannchen. Nach
erfolgter Kopulation stellt sich der Kérper der Weibchen auf Schwangerschaft um,
ohne dass eine Befruchtung stattgefunden hat (Pseudoschwangerschaft). Der
Embryotransfer findet an Tag 2,5 der Pseudoschwangerschaft statt.

Unter Narkose werden die Blastozysten nun in diese Ammen-Mause implantiert.
Durch einen Schnitt am Ricken wird der Uterus freigelegt, mit einer Nadel punktiert
und mit der Transferpipette werden ca. 10 -15 Blastocysten in das Uterushorn
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injiziert. Da die Maus zwei Uterushérner besitzt, kbnnen 20-30 Blastozysten in eine
Ammen-Maus reimplantiert werden.

Die Tragezeit von Mausen betragt 21 Tage. Die Blastozysten befinden sich im Tag
3,5 ihrer Entwicklung. Somit werden an Tag 18 nach erfolgreicher Reimplantation
Junge geboren. Etwa 10 Tage nach der Geburt ist das Fell der Jungen entwickelt, so
dass erste Aussagen Uber etwaigen Chimarismus gemacht werden kénnen.

4.3.16.5 Testung der Chimaren auf Keimbahngangigkeit und Etablierung
von Knockout-Mauslinien (siehe Abbildung 4-10)

Wie bereits erwahnt, bestehen die chimaren Mause aus Zellen, die sich einerseits
aus den Blastozysten der schwarzen Spendertiere (C57/BI6) entwickelt haben und
Zellen, die aus den injizierten mutationstragenden ES-Zellen der agouti-farbenen
Mause (SV 129) hervorgegangen sind (A). Die Mutation kann nur von einer auf die
nachste Generation weitervererbt werden, wenn auch Zellen der Keimbahn die
genetische Veranderung tragen. Um eben diese Keimbahngangigkeit zu testen,
werden mannliche Chiméaren mit hohem (60 — 90 %) agouti-farbenem Fellanteil mit
schwarzen C57/BI6 Weibchen verpaart (A). In der Abbildung werden schematisch die
unterschiedlichen Kombinationsmdglichkeiten dargestellt. Agouti wird dominant Uber
schwarz vererbt, so dass braune Nachkommen potentiell Trager der Mutation sind
(B). Diese Tiere sind heterozygot SV 129 /C57/Bl6. Da jedoch die injizierten
Stammzellen auch nur in einem Allel mutiert sind (eine korrekte homologe
Rekombination beider Allele ist ein duBerst unwahrscheinliches Ereignis), kann es
sein, dass es sich bei agouti-farbenen Tieren dennoch um Wildtyp-Mause handelt.
Ob von der Chimare das Wildtyp (WT, +) Allel, oder das mutierte (m, -) Allel
weitergegeben wurde, wird Uber Southern-Blot bzw. Genotypisierungs-PCR mit
Mausschwanz-DNS bestimmt.

Mutationstragende heterozygote Tiere (m/WT bzw. +/-) werden untereinander
verpaart um letztendlich homozygote m/m bzw. -/- Mause zu erhalten (C). Hierbei
folgt die Vererbung theoretisch den Mendelschen Gesetzen. Die Wahrscheinlichkeit
fir einen homozygoten -/- Nachkommen durch Verpaarung zweier heterozygoter +/-
Mause betragt rechnerisch 25 %.
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Abbildung 4-10 Schema zur Etablierung einer Knockout-Mauslinie (Erklarungen im Text)

Chimére C57/BL6 Wildtyp
agouti/ schwarz schwarz

heterozygot heterozygot heterozygot heterozygot homozygot homozygot homozygot homozygot
WT/WT WT/WT m/WT m/WT WT/WT WT/WT WT/WT WT/WT

Cl &

homozvaot heterozygot heterozygot homozygot
m/m i m/WT m/WT WT/WT

. Wildtyp-Allel (WT),C57/BL6

ﬁ Mutiertes Allel (m), agouti



Methoden

87

4.3.16.6

Genotypisierung der Mause durch PCR

Den 8- 10 Tage alten Tieren werden Schwanzbiopsien entnommen und die DNS wie
unter 4.3.2.2 beschrieben Isoliert. Etwa 5 uL der DNS-L&sung werden fiir die
Genotypisierungs-PCR eingesetzt. Die PCR-Primer sind so gewahlt, dass sich
Wildtyp-, L1- und L2-Allele aufgrund verschiedener AmplikongréBen unterscheiden

lassen.

Abbildung 4-11 Genotypisierungs-PCR

L3 TK-2
Narl |
Fr8Cla2 (Clal) lal KOFr5 Pore KOFr12
____ "‘ ) A | | i
| Neo TK nl | I In \
180bp 89bp L@ 150bp 446bp
40bp8bp
L1 2420p
FréCla2 CCalgl) KOFr12 FrBCl_aq Clal KOFr5 Pore I KOFr12
By I | q..
| WT | 1
m 180bp 150bp 446bp
e —| |
715bp 330bp
2 WT=330 bp
L
L1=715 bp
FriCla2 (Clal)Clal KOFr5 ore r
(Clal) .-1 PI u KOFri2 L2=437 bp
HH I T L3=242 bp

180bp 89bp 160bp
18bp

437bp

Verwendete Primer

446bp

Fr8Cla2 (fw), TK-2 (fw), KO-Fr_5 (rv), KO-Fr_12 (rv)

Strategie

’ =LoxP=34bp

1cm=250bp

Die PCR-Strategie zum Nachweis der einzelnen Genotypen beruht darauf, dass ein
aquimolares Gemisch der vier Primer eingesetzt wird. Je nach Genotyp entstehen
Fragmente unterschiedlicher Gr6Be, die im Agarosegel voneinander unterschieden

werden kénnen. Die Primer sind so gewahlt, dass beide Vorwarts-Primer mit beiden
Rackwarts-Primern kompatibel sind. So sind die Primer zwar alle im Reaktionsansatz
vorhanden, ein Amplikon entsteht dabei aber nur, wenn je ein Vorwarts- und ein
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Rackwartsprimer im richtigen Abstand zueinander liegen , dass unter den
gewinschten PCR-Bedingungen das Fragment entsprechender GréBe entstehen
kann. Liegen die Primer zu weit auseinander, wird das theoretisch mdgliche
Fragment unter diesen Voraussetzungen nicht gebildet.

Wildtyp

Mit Fr8Cla2 und KO-Fr_5 entsteht ein 330 bp Fragment. TK-2 kann nicht binden, da
die NeoTK-Selektionskassette fehlt. Fr8Cla2 und KO-Fr_12 liegen zu weit
auseinander (2,8 kb).

L3

Mit TK-2 und KO-Fr_5 entsteht ein 242 bp Fragment. KO-Fr_12 ist von beiden
Vorwartsprimern zu weit entfernt, bei Fr8Cla2 und KO-Fr_5 ist der Abstand durch
Insertion der NeoTK-Selektionskassette ebenfalls zu groB.

L1

Durch Wegfall des gesamten Abschnitts zwischen LoxP-I und LoxP-III ricken
Fr8Cla2 und KO-Fr_12 soweit zusammen, dass ein Amplikon von 715 bp gebildet
wird.

L2

Im L2-Allel fehlt die Selektionskassette. Somit kann jetzt mit Fr8Cla2 und Ko-Fr_5
ein 437 bp Fragment amplifiziert werden. Mit Fr8Cla2 und KO-Fr_12 entsteht
aufgrund der groBen raumlichen Distanz kein Amplikon.

Protokoll fiir Genotypisierungs-PCR

94 °C 3 min Initiale Denaturierung

94°C 1 min Denaturierung

60°C 30s Annealing 29 Zyklen
72°C 30s Elongation

72°C 3 min Finale Elongation
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5 Ergebnisse

5.1 Identifizierung des murinen slo2.1 Gens

Far die erfolgreiche Entwicklung einer Strategie zur Deletion des slo2.1 Gens in der
Maus war es unabdingbar, sich einen genauen Uberblick (iber die Genarchitektur
von slo2.1 zu verschaffen. Nur mit Kenntnis der Exon-/ Intronstruktur eines Gens
lasst sich eine Strategie zur Herstellung des Targeting-Konstruktes planen. Dies
stellte sich als problema-

der Arbeit keine Sequenz

tisch heraus, da zu Beginn E ~
CH

des slo2.1 verflgbar war. i = -
Einzig die Sequenz des
homologen Kalium-Kanals B »
SLACK (slo2) aus Ratte M u !
und Fadenwurm (Yuan et | [T =
al. 2000;Yuan et al. 2003) 5 u ] §

1 g 3 4 a ] 7 ] 9 10

war bekannt. Die Arbeit von
Yuan et al. lieferte erste
Hinweise, dass der natri-
umaktivierte  Kaliumkanal
zur slo Genfamilie zahlt und
dass dartber hinaus zwei
unterschiedliche Paraloge
des slo2 Gens existieren, | ii 13 id 15 18 17 1% 1%

die jetzt als slo2.17 und
slo2.2 bezeichnet wurden.
Die daraufhin mit der be-
kannten Sequenz des slo2 BLAST von slo2 (Ratte), Mausgenom
der Ratte durchgefihrte 5 . 000

Datenbankrecherche lan-
dete zwei Treffer. Mit Hilfe
der BLAST-Funktion des
Ensemble Mouse Genome Server (www.ensembl.org) fand sich ein Bereich groBer
Homologie auf Chromosom 2, ein Bereich mit geringerer Ubereinstimmung auf
Chromosom 1 (Abbildung 5-1). Bei BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)
handelt es sich um ein Programm mit dem, basierend auf einem bestimmten
Algorithmus, DNS- oder Proteinsequenzen auf Ubereinstimmungen untersucht
werden kdnnen (Altschul et al. 1990). Das Ergebnis der BLAST -Suche flhrte zu

Abbildung 5-1 Chromosomenverteilung Slo2.1 und Slo2.2

Blau= slo2.1
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dem Schluss, dass es sich bei dem Treffer auf Chromosom 2 um das Mausorthologe
zu Slo2 (jetzt Slo 2.2) handelt und der Abschnitt auf Chromosom 1 das von mir
gesuchte Gen slo2.1 beinhalten musste. Um mehr Informationen Uber Gen- und
Proteinsequenzen zu bekommen, wurde daraufhin die Datenbank des National
Center for Biotechnologie Information (NCBI) durchsucht und lieferte eine putative
cDNA- und Protein-Sequenz  des wahrscheinlichen Slo2.1. Alignments dieser
Sequenz mit dem Slo2 Protein zeigten relativ. hohe Homologien im
transmembranaren Bereich, jedoch fehlten dem putativen Slo2.1 zwei
Transmembransegmente und der N-terminale Teil bzw. wére dieser als extrem kurz
anzusehen (Abbildung 5-2). Da dies sehr unwahrscheinlich schien, wurde die
putative Sequenz der Datenbank zum Primerdesign herangezogen und eigene
PCR-Amplifizierungen mit anschlieBenden Sequenzierungsarbeiten an Erststrang-
cDNS durchgefuhrt. Der Erststrang war durch Reverse Transkription gewonnen
worden. Als Matrize fur diese Reaktion diente Poly-A-mRNS welche aus dem
Mausgehirn isoliert worden war (4.3.3). Auf diese Weise konnte die cDNA-Sequenz
des Slo2.1 sukzessive zusammengetragen werden. Die von mir ermittelte Sequenz
des murinen Slo2.1 stimmt zu etwa 98 % mit der von Bhattacharjee et al. 2003
nahezu gleichzeitig verdffentlichten Sequenz des Slo2.1 der Ratte tberein. Aufgrund
zweier verschiedener Tierspezies finden sich Unterschiede in einzelnen
Aminosduren des N-Terminus, wahrend Transmembran- und Porenregion
hochkonserviert sind (Abbildung 5-3).
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Abbildung 5-2 Alignment des putativen slo2.1 mit slo2 der Ratte
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S2 ——

kgniwe 15 fhvsfvlemintlpfiitviwpplrnlfipviflncwlakhalenmindfhra
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——————————————————— LCVVNTGegefnhfvwilkakgevgnltdafvptkhkslkt
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esiCGIQHLERIGKKLNLFDSLYFCIVIFSTVGFGDVTPETWsSSKLFVVAMICVALVVLP
---CGIQHLERAGGNLNLLTSFYFCIVTFSTVGFGDVTPKIWpSQLLVVILICVTLVVLP
|

IQFEQLAYLWMERQKSGGNY SRHRAQTEKHVVLCVSSLKIDLLMDFLNEFYAHPRLODYY
LOFEELVYLWMERQKSGGNYSRHRARTEKHVVLCVSSLEKIDLIMDFLNEFYAHPRLODYY

VVILCPTEMDVQVRRVLOIPMWSQRVIYLOGSALKDOQDLLRAKMDNAEACFILSSRCEVD
VVILCPSEMDVQVRRVLOIPLWSQRVIYLQGSALKDQDLMRAKMDNGEACFILSSRNEVD

RTSSDHQTILRAWAVKDFAPNCPLYVQILKPENKFHIKFADHVVCEEEFKYAMLALNCIC
RTAADHQTILRAWAVEDFAPNCPLYVQILKPENKFHVKFADHVVCEEECKYAMLALNCIC

PATSTLITLLVHTSRGQOEGQQSPEQWOKTYGRCSGNEVYHIv1eESTFFAEYEGKSFTYA
PATSTLITLLVHTSRGQEGQESPEQWORMYGRCSGNEVYHIrmgDSKFFREYEGKSFTYA

SFHAHKKFGVCLVGVRREDNKNILLNPGPRYIMNASDICFYINITKEENSAF---KNQDQ
AFHAHKKYGVCLIGLKREENKSILLNPGPRHILAASDTCFYINITKEENSAFifkQEEKQ

QRKSNVSRSFYHGPSRLPVHSITIASMgtVAIDLODTSCRATSGptlal------ PSEGGK
NRRGLAGQALYEGPSRLPVHSIIASM--VAMDLONTDCRPSQGgsgggggkl tl1PTENGS

ELRRPSIAPVLEVADTSSIQTCDLLSDQSEDETTpdeetssnldykvwedygetktveln
GSRRPSIAPVLELADSSALLPCDLLSDQSEDEVTpsddeglsvveyvkgyppnspyigss

ypgvynliltvrlssqrkgtvqd fLKKSCQHNYYEDAKAYGFKNKLITVAAETAGNGLYN
ptlchllpvkapfcclr------- LDKGCKHNSYEDAKAYGFKNKLIIVSAETAGNGLYN

FIVPLRAYYRPKKELNPIVLLLDNp—-—-————=———— = ————m—m—m———— CGVTF
FIVPLRAYYRSRRELNPIVLLLDNkpdhhfleaiccfpmvyymegsvdnldsllqCGIIY

AANMVVVDKESTMSAEEDYMADAKTIVNVQTLFRkhatgqgasqgkeyeryad-—-------
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syslalskLEKQERENGSNLAFMFRLPFAAGRVFSISMLDTLLYQsfvkdymititrlll

————————————— MKITEDDLWIRTYARLYQKLCSSTGDVPIGIYRTEsgkltt------
gldttpgsgylcaMKVTEDDLWIRTYGRLFQKLCSSSAEIPIGIYRTEchvEssephdlr

SESQISISVEEWEDTKDVKDPghhrslh-—------ RNSTSSDQSDHPLLRRKSMOWARRL
AQSQISVNMEDCEDTREAKGPwgtraasgggs thgRHGGSADPVEHPLLRRKSLQWARKL

SRKGPKHSGK---TAEKITQQRLNLYRRSERQELAELVKNRMKHLGLSTVGY -—-—-—-——-—
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REnsicnaavqg---DSREETQL
RKsscsnklsscnpETRDETQL

== Transmembrandomanen

Alignment erstellt nach Bhattacharjee 2003 mit DIALIGN
(B. Morgenstern 2004 :DIALIGN: Multiple DNA and Protein
Sequence Alignment at BiBiServ.Nucleic Acids Research 2, 33-W36)
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Abbildung 5-3 Alignment muriner slo2.1 mit slo2.1 der Ratte

[

mslo2.
rslo2.

MVDLESEVPPLPPRYRFRDLLLGDQGWQNDDRVQVEFYMNENTFKERLKLFFIKNQRSSL
E:DLESEVPPLPPRYRFRDLLLGDQGWQNDDRVQVEFYMNENTFKERLKLFFIKNQRSSL
| |
mslo2.1l RIRLFNFSLEKLLSCLLYIIRVLLEKPSQGNEWSHIFWVNRSLPLWGLQVSVALISLFETI
rslo2.1 RIRLFNFSLKLLSCLLYIIRVLLEKPSQGNDWSHIFWVNRSLPLWGLOQVSVALISLFETI
— 53 | T —
mslo2. LLGYLSYKGNIWEQILRIPFILEIINAVPFIISIFWPTLRNLFVPVFLNCWLAKHALENM
rslo2.1l LLGYLSYKGNIWEQILRVPFILEIINAVPFIISIFWPTLRNLFVPVFLNCWLAKHALENM
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mslo2. INDLHRAIQRTQSAMFNQVLILISTLLCLIFTCICGIQHLERIGKKLNLFDSLYFCIVTF
rslo2.1l INDLHRAIQRT%SEMFNQVLILISTLLCLIFTCICGIQHLERIGKKLNLFDSLYFCIVTF
—— _—————
mslo?2. STVGFGDVTPETWSSKLFVVAMICVALVVLPIQFEQLAYLWMERQKSGGNYSRHRAQTEK
rslo2.1l STVGFGDVTPETWSSKLEFVVAMICVALVVLPIQFEQLAYLWMERQKSGGNY SRHRAQTEK

[
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[y

[y

mslo2.1 HVVLCVSSLKIDLIMDFLNEFYAHPRLODYYVVILCPTEMDVQVRRVLOIPMWSQRVIYL
rslo2.1 HVVLCVSSLKIDLILMDFLNEFYAHPRLODYYVVILCPTEMDVQVREVLOIPMWSQRVIYL

mslo2.1 QGSALKDQODLLRAKMDNAEACFILSSRCEVDRTSSDHQTILRAWAVKDFAPNCPLYVQIL
rslo2.1 QGSALKDODLLRAKMDNAEACFILSSRCEVDRTSSDHOTILRAWAVKDFAPNCPLYVQIL

mslo2.1 KPENKFHIKFADHVVCEEEFKYAMLALNCICPATSTLITLLVHTSRGQ-----—-- EGQQS
rslo2.1 KPENKFHIKFADHVVCEEEFKYAMLALNCICPATSTLITLLVHTSRGQcvclccrEGQQS

mslo2.1 PEQWQKTYGRCSGNEVYHIVLEESTFFAEYEGKSFTYASFHAHKKFGVCLVGVRREDNKN
rslo2.1 PEQWQKTYGRCSGNEVYHIVLEESTFFAEYEGKSFTYASFHAHKKFGVCLVGVRREDNKN

mslo2.1 ILLNPGPRYIMNASDICFYINITKEENSAFKNODQORKSNVSRSFYHGPSRLPVHSIIAS
rslo2.1 ILLNPGPRYIMNASDICFYINITKEENSAFKNQDQQORKSNVSRSFYHGPSRLPVHSIIAS

mslo2.1l MGTVAIDLODTSCRATSGPTLALPSEGGKELRRPSIAPVLEVADTSSIQTCDLLSDQSED
rslo2.1 MGTVAIDLODTSCRAASGPTLALPSEGGKELRRPSIAPVLEVADTSSIQTCDLLSDQSED

mslo2.1 ETTPDEETSSNLEYAKGYPPYSPYIGSSPTFCHLLOEKVPFCCLRLDKSCQHNYYEDAKA
rslo2.1 ETTPDEETSSNLEYAKGYPPYSPYIGSSPTFCHLLOQEKVPFCCLRLDKSCQHNYYEDAKA

mslo2.1 YGFKNKLIIVAAETAGNGLYNFIVPLRAYYRPKKELNPIVLLLDNPPDMHFLDAICWEFPM
rslo2.1 YGFEKNKLIIVAAETAGNGLYNFIVPLRAYYRPKKELNPIVLLLDNPPDMHFLDAICWFPM

[y

mslo2. VYYMVGSIDNLDDLLRCGVTFAANMVVVDKESTMSAEEDYMADAKTIVNVQTLFRLFSSL
rslo2.1l VYYMVGSIDNLDDLLRCGVIFAANMVVVDKESTMSAEEDYMADAKTIVNVQTLFRLFSSL

[y

mslo2. SIITELTHPANMRFMOFRAKDCYSLALSKLEKKERERGSNLAFMFRLPFAAGRVFSISML
rslo2.1 SIITELTHPANMRFMOFRAKDCYSLALSKLEKKERERGSNLAFMFRLPFAAGRVFSISML

[y

mslo2. DTLLYQSFVKDYMISITRLLLGLDTIPGSGFLCSMKITEDDLWIRTYARLYQKLCSSTGD
rslo2.1 DTLLYQSFVKDYMISITRLLLGLDTIPGSGFLCSMKITEDDLWIRTYARLYQKLCSSTGD

[y

mslo2. VPIGIYRTESQKLTTSESQISISVEEWEDTKDVKDPGHHRSLHRNSTSSDQSDHPLLRRK
rslo2.1 VPIGIYRTESQKLTTSESQISISVEEWEDTKDVKDPGHHRSIHRNSTSSDQSDHPLLRRK

mslo2.1 SMOWARRLSRKGPKHSGKTAEKITQQORLNLYRRSERQELAELVKNRMKHLGLSTVGYDEM
rslo2.1 SMOWARRLSRKGPKHSGKTAEKITQQRLNLYRRSERQELAELVKNRMKHLGLSTVGYDEM

mslo2.1 NDHQSTLSYILINPSPDTRLELNDVVYLIRPDPLSYLPNSEPSRKNSICNAAVQDSREET
rslo2.1 NDHOSTLSYILINPSPDTRLELNDVVYLIRPDPLSYLPNSEPSRKNSICNAAVQDSREET

[

mslo2. QL
rslo2.1 QL

=== Transmembrandomanen

Alignment erstellt nach Bhattacharjee 2003 mit DIALIGN
(B. Morgenstern 2004:DIALIGN: Multiple DNA and Protein
Sequence Alignment at BiBiServ.Nucleic Acids Research 2, 33-W36)



Ergebnisse 93

5.2 Entwicklung der Knockout-Strategie fur slo2.1

5.2.1 Erstellung einer Gen-Karte

Nachdem die Sequenz der mRNS jetzt bekannt war, konnte Uber BLAST auch die
Genarchitektur ermittelt werden. Dazu wurde mit der mRNS- bzw. cDNA-Sequenz
von slo2.1 und dem Maus-Genom eine BLAST Analyse durchgeflihrt. Als Resultat
erhielt man eine Folge von 28 Alignments, die sich auf einem 370 kb groBen
Abschnitt des Chromosom 1 verteilten. Da sich die 28 Alignments umgkehrt wieder
zur Ausgangs-cDNS zusammenflgen lieBen, wurde daraus geschlossen, dass es
sich hierbei um die Exon-Sequenzen handelt. Das slo2.1 Gen erstreckt sich also
Uber einen Abschnitt von 370 kb und besteht aus 28 Exonen. Die reine Exon-
Sequenz (MRNS, cDNA) hat die Lange von 3408 bp, das hieraus abgeleitete Protein
besteht aus 1136 Aminosduren. Interessant ist weiterhin zu erwahnen, dass sich
zwischen dem ersten und zweiten Exon ein Intron-Bereich von 100 kb befindet. Mit
groBer Wahrscheinlichkeit finden sich in diesem Abschnitt weiter Exone. Spekulativ
kann also angenommen werden, dass noch andere Varianten von Slo2.1 existieren,
die durch alternatives SpleiBen enstanden sind.

Exon Nr. 9
PORE

0 10110 150 200 250 300 350 kb

‘ Exon

— Intron

Abbildung 5-4 Genkarte von slo2.1

5.2.2 Knockout-Strategie

Ziel des Knockouts ist es, das Gen in seiner Funktion so zu beeintrachtigen, dass
kein funktionsféahiges Protein mehr daraus entstehen kann. Neben der Verschiebung
des Leserasters durch Einklonierung einer fremden DNS-Sequenz (z.B. einer
Selektionskassette), kann dies auch dadurch erreicht werden, dass ein essentielles
Strukturelement des Proteins zerstdrt wird. Bei lonenkanalen stellt die Pore ein
geeignetes Ziel fur derartige Manipulationen dar.
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Im Falle von slo2.1 ist der flir die Porenregion codierende DNS-Abschnitt im Exon
Nummer 9 lokalisiert. Die Strategie beruht auf der gezielten Deletion dieses Exons.
Hierzu wurde ein Bereich von ca. 20 kb aus der genomischen DNS-Sequenz
ausgewahlt, bei welchem sich Exon 9 etwa in der Mitte befindet. Dieser Abschnitt
wurde mit dem Online-Computerprogramm NEBcutter (www.tools.neb.com) einer
genauen Restriktionsanalyse unterzogen, um einen Uberblick (iber vorhandene
Restriktions-Stellen zu bekommen. Schnittstellen, die in diesem Abschnitt nur einmal
vorkommen (7-cutter), wurden bevorzugt in die Uberlegungen miteinbezogen.
Schneidet ein Enzym mehrfach kann es sein, dass bereits klonierte Fragmente in
einem spateren Klonierungsschritt ungewollt wieder zerschnitten werden.

Exon Nr. 9
PORE

0 10110 150 200 TU250 300 350 kb

EcoNI Hindlll Ncol Bsu36l Clal Bglll HindliiNhel Sbf IBamHI Hindlll Xhol B-SUSEI

s ... LI || L g Yol g ml 1. s
i — |

1kb

| |:| Exon

—— Intron

Abbildung 5-5 Porenregion

Dargestellt ist ein Bereich 10 kb up bzw. downstream des Poerenexons (P). Auch die flr die

Knockoutstrategie relevanten Restriktionsstellen sind eingezeichnet.



Ergebnisse 95

Als Ziel der Abeit * X *x X
Sacl Notl BamHISmalPstl EcoRI Hindlll HindlliClal Sall Xhol Apal Kpnl
sollten sowohl gene- NN o @ L]

relle, als auch kondi-
tionale Knockout-
Mause erzeugt wer-
den. Dahingehend
wurde auch die
Strategie ausgelegt.
Porenexon Nr. 9

pBSloxPneotkloxP

sollte letzendlich LO*XP’ CE)irllma.lige Restriktionssequenzen (unique sites)
gefloxt vorliegen. oo rientierung der LoxP-Erkennungssequenz
Folglich werden ins- 1 PGK-Promotor (Phosphoglyceratkinase)
gesamt drei LoxP- PGK-PolyA+-Signal

Sequenzen bendtigt Neomycin-Resistenzgen

(siehe Cre/LoxP- Thymidinkinase

System). Zwei Abbildung 5-6 Knockoutvektor pBSloxPneotkloxP

LoxP-Sequenzen

sind bereits im vorgegebenen Vektor pBSLoxPneotkLoxP vorhanden. Dieser beruht
auf einem pBluescript Grundgertst und enthalt eine von zwei LoxP-Sequenzen
flankierte Selektionskassette (neo/TK) in seiner Klonierungsstelle. In 5~ und 3-
Richtung der Selektionskassette befinden sich jeweils zwei, einmalig vorkommende
Restriktionsstellen, Gber welche die homologen Bereiche in den Vektor eingeflgt
werden. Die dritte LoxP-Sequenz muss so konzipiert sein, dass ein Entfernen des
Porenexons Nr. 9 Uber Cre-vermitteltete Rekombination mdéglich ist. An die dritte,
auch als ,singular® bezeichnete, LoxP-Sequenz wird weiterhin eine
Restriktionserkennungssequenz, die im Wildtyp-Gen an dieser Stelle nicht
vorkommen darf, angeflgt. Damit wird spater das Rekombinationsergeignis
nachgewiesen. LoxP- und Restriktionssequenz werden durch PCR erzeugt. LoxP
und Enzymschnittstelle allein lassen sich aber noch nicht in richtiger Orientierung und
an der richtigen Stelle in das Targeting-Konstrukt einfligen. Dazu wird ein Fragment
bendtigt, das die richtige GréBe hat, um korrekt durch PCR amplifiziert zu werden,
den richtigen Abstand zum Porenexon (2500bp) besitzt und nach Mdglichkeit von
zwei verschiedenen, einmaligen Restriktionserkennungsequenzen begrenzt wird.
Uber diese wird das native Fragment im Targeting-Konstrukt durch das, mit LoxP-
und Restriktionssequenz modifizierte, ersetzt. Als Primer fir die PCR dienen
Oligonukleotide, die einen Uberhang besitzen, der auf der einen Seite aus Enzym-
Schnittstelle, auf der anderen Seite aus Enzymschnittstelle, LoxP-Sequenz und
zusatzlicher Schnittstelle besteht. Ein fir die Modifikation geeigneter DNS-Abschnitt
findet sich 600 bp in 3"-Richtung von der Pore. Hier wird ein 150 bp langes Fragment
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von den Schnittstellen Nhel und Sbfl begrenzt. Aufgrund der Position dieses PCR-
Fragments, und der Tatsache, dass sich in 5°-Richtung der Pore ein groBer
Intronbereich befindet, wurde entschieden, die Selektionskassette 5", und die
singulare LoxP mit angehangter Schnittstelle 3" der Pore einzufligen. Das prinzipiell
aus drei Absschnitten bestehende Targeting-Konstrukt setzt sich in diesem Fall
folgendermaBen zusammen (Abbildung 5-7):

e 1. Kurzer Arm

e 2. Selektionskassette

e 3. Langer Arm.
Die Pore befindet sich im langen Arm, der sich ebenfalls in drei Abschnitte unterteilt:

e 1. Vom Ende der Selektionskassette bis PCR-Fragment

e 2. PCR-Fragment inklusive LoxP

e 3. Vom Ende des PCR-Fragments bis Ende des Homologiebereichs
Im weiteren Verlauf der Strategie-Planung mussten nun die begrenzenden
Schnittstellen flr kurzen und langen Arm festgelegt werden.
Bei ndherer Betrachtung der Restriktionkarte und der Klonierungsstelle des Vektors
fallt auf, dass die Schnittstellen BamHI, Clal und Xhol sowohl im gewahlten
Genabschnitt, als auch im Vektor (als die einmaligen Restriktionsstellen)
vorkommen. Clal und Xhol liegen auBerdem in der richtigen Reihenfolge vor, so dass
diese als Begrenzung fur den langen Arm in Frage kommen. Fir das 5°-Ende des
kurzen Armes ist die Ncol-Schnittstelle geeignet, so dass das Targeting-Konstrukt
folgende Gliederung aufweisen soll:

Selektionskassette PCR-Fragment
(I
EcoNI Hindlll Ncol Bsu36l Clal Bglll HindlllNhel Sbf 1BamHI Hindlll Xhol Bsu36l
. Ll L . Yg rnl on Ll s
il L L |
L 1 R ]
1kb Kurzer Arm Langer Arm
Homologiebereich

Abbildung 5-7 Targeting-Konstrukt

Die Abbildung zeigt die geplanten Verdnderungen des Gens. Die Selektionskassette soll
Uber eine Clal Schnittstelle 5°des Porenexons eingeflihrt werden, das PCR-Fragment,
inklusive dritter, singularer LoxP-Sequenz wird Uber Nhel und Sbfl 3'des Porenexons

eingefiigt.



Ergebnisse

97

Das Vorhandensein von BamHI und Clal
wirde bei nachfolgenden
Klonierungsarbeiten allerdings Probleme
bereiten:

Wird zuerst der kurze Arm in den Vektor
eingebracht, bekommt dieser eine
zusatzliche Clal Schnittstelle. Zur
Insertion des langen Arms muss der
Vektor aber mit Clal und Xhol gedffnet
werden. Der kurze Arm wirde hierbei
zwangslaufig  zerstért (A). Wird
umgekehrten Fall zuerst der lange Arm in
den Vektor kloniert, kommt eine BamHI-
Schnittstelle hinzu, die bei Offnen des
Vektors mit BamHI ebenfalls geschnitten,
und der lange Arm dadurch zerstort
wirde (B). Eine der beiden Schnittstellen
musste folglich eliminiert werden. Zur

B

1. Offnen des Vektors mit Clal und Xhol,
Einfligen des langen Arms

*

im

*

BamHI

pBSloxPneotkloxP

2. Offnen des Vektors mit Not und BamHI
zum Einfiigen des kurzen Arms.

Hierbei wiirde der lange Arm auch zerschnitten.

Kurzer Arm

pBSloxPneotkloxP

Abbildung 5-9 Klonierung des Vektors (2)

A

1. Offnen des Vektors mit Notl und BamHI,
Einfigen des kurzen Arms

* *
Q%mtl BamW
/

pBSloxPneotkloxP

*

Clal

*

Xhol

2. Offnen des Vektors mit Clal und Xhol
zum Einfligen des langen Arms.

Hierbei wiirde der kurze Arm auch zerschnitten.

Abbildung 5-8 Klonierung des Vektors (1)

Eliminierung einer Schnittstelle wird ein
Restriktionsenzym benétigt, das zwar
eine  andere Erkennungssequenz
besitzt, aber dennoch den gleichen,
kompatiblen Uberhang erzeugt. Die
kompatiblen Uberhdnge kénnen ligiert
werden, wobei eine neue
Basensequenz entsteht, die (meist) von
keinem der beiden Enzyme erkannt wird
und an dieser Stelle nicht mehr
geschnitten werden kann. Eine Liste
von Enzymen, die kompatible Enden
produzieren, findet sich
Produktkatalog der New England
Biolabs.

Sowohl fir BamHI, als auch Clal finden
sich derartige Enzyme. Da sich die

im
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BamHI-Schnittstelle aber inmitten des langen Arms befindet, wirde ihre Eliminierung
mit zusatzlichen Klonierungsschritten verbunden sein. Die Clal-Schnittstelle aber liegt
ohnehin am Ende des kurzen Arms wo sie ohne weitere Klonierungen durch
Rekombination mit einer Narl-Schnittstelle eliminiert werden kénnte. Narl produziert
den gleichen CG-Uberhang wie Clal und ist daher zur Eliminierung geeignet. Dazu
bedarf es aber zusatzlich eines Hilfsvektors, der die bendtigten
Erkennungssequenzen in der richtigen Reihenfolge in seiner Klonierungsstelle
enthalt: Notl-Ncol-Narl-BamHI. Auch zur Klonierung des langen Armes sind
verschiedene Hilfsvektoren nétig.

Im Folgenden wird die Vorgehensweise zur Herstellung von Hilfsvektoren und die
Darstellung von kurzem und langem Arm und deren Zusammenfigen zum
Gesamtkonstrukt beschrieben.

5.2.3 Klonierung des Targeting-Konstrukts

5.2.3.1 Cosmidbankscreening

Die fir die Klonierung des Targeting-Konstruktes nétigen DNS-Fragmente sollten aus
Cosmiden gewonnen werden. Als Cosmide werden zirkulare, doppelstrangige DNS-
Molekile bezeichnet, die s.g ,cos-sites” (cohesive sites) besitzen, Uber welche die
ZykKlisierung stattfindet. Im Unterschied zu Plasmiden kénnen Cosmide allerdings
DNS-Fragmente in der GréBenordnung von 40- 50 kb aufnehmen. Daher eignen sie
sich besonders gut, um genomische Banken zu erstellen. Eine Cosmid-Bank enthalt
das ganze Genom eines Organismus (z.B. Maus). Prinzipiell wird das Genom hierzu
durch Restriktionsverdau in 40-50 kb groBe DNS-Fragmente zerlegt und diese
Fragmente in Cosmid-Vektoren kloniert, so dass fir jeden Abschnitt des Genoms
theoretisch ein Cosmid-Klon vorliegt (Ish-Horowicz & Burke 1981). Ein Problem
besteht allerdings darin, dass es bei Fragmenten dieser GréBe schon innerhalb des
Fragments selbst zu Rekombinationen kommen kann. Das slo2.1-Gen ist mit einer
GroBe von ca. 370 kb zu groB ist, um als Ganzes in der Cosmidbank vorzukommen.
Daher sollten Klone identifiziert werden, welche zumindest die Porenregion
beinhalten. Zu diesem Zweck wurde bei der Firma RZPD (Berlin) eine Cosmidbank
bestellt (Cosmid-Bank Nr. 121, 129/ola). Diese wurde dann mit Hilfe einer PCR, in
welcher mit den Primern porex_fw und porex_rv spezifisch die Porenregion
amplifiziert wird, gescreent. Die Cosmid-Bank selbst besteht aus einer 96-Loch-
Platte, wobei jede Vertiefung einen s.g. Primar-Pool beinhaltet, der wiederum aus
acht vereinigten 96-Loch-Platten besteht (Abbildung 5-10 A). Jeder Primarpool
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beherbergt also 8 x 96 = 768 Klone, so dass die gesamte Cosmidbank 768 x 96 =
73728 Klonen enthalt und bei einer angenommenen GréBe von 50 kb pro Cosmid
dadurch das komplette Mausgenom mit seinen ca. 3 Milliarden Basenpaaren
abgedeckt wird: 73728 x 50000 bp = 3,6 x 10° bp. Durch PCR-Screening der
Cosmidbank mit ihren Primar-Pools l&sst sich also die Suche nach dem Klon, der die
Pore enthalt, schon weiter eingrenzen. Die Primarpools, die nach dem ersten Screen
ein positives Ergebnis liefern, werden nach einem bestimmten System zu neuen,
jetzt als Sekundar-Pools bezeichneten, 96-Lochplatten zusammengefligt (Abbildung
5-10 B): Je eine der acht Platten, die den Primar-Pool bilden, wird in eine Vertiefung
einer neuen 96-Loch-Platte gegeben, so dass die erste Saule (1A-1H) belegt ist
(,Platten-Pool®). In die nachsten zwei Saulen (2A-3H) werden die ,Reihen® von je 4
Platten vereinigt (pro Platte gibt es acht Reihen (A-H), insgesamt also sechzehn
Reihen; ,Reihen-Pool“). Die folgenden drei S&ulen (3A-6H) des neuen Pools werden
durch die S&aulen von wiederum jeweils 4 Platten belegt (pro Platte existieren 12
Saulen (1-12), insgesamt sind also 24 Vertiefungen belegt; ,Saulen-Pool*).

Um den richtigen Klon zu identifizieren, missen mit der PCR drei ,Treffer® im
Sekundarpool gelandet werden: Der Treffer im Plattenpool bezeichnet die Platte auf,
welcher der Klon zu finden ist, die zwei Treffer in Reihen- und S&ulenpool zeigen die
Koordinaten des gesuchten Klons (Abbildung 5-10 C). Durch dieses System lasst
sich mit nur zwei PCR-Reaktionen der Klon, der das gewilnschte Insert enthalt, aus
der Masse von Uber 70000 Klonen der Cosmid-Bank isolieren.

Es wurde mit der PCR ein positiver Primarpool ausfindig gemacht, der zugehérige
Sekundarpool angefordert, gescreent und letzten Endes ein Klon identifiziert, der den
gewinschten DNS-Abschnitt beinhalten misste.

Nun sollte das gesamte Porenfragment, ca. 11kb mit Ncol und Xhol aus dem Cosmid
ausgeschnitten und, wegen der einfacheren Handhabung, in ein High-Copy-Plasmid
(z.B. pBluescript) subkloniert werden. Damit ware genigend Ausgangsmaterial fir
die nachfolgende Klonierung der homologen Arme vorhanden.

Nach mehreren vergeblichen Versuchen wurde das Cosmid mit geeigneten Primern
fir das 11 kb-Porenfragment sequenziert. Damit wurde Uberprift, ob die gesuchte
DNS-Sequenz und die erforderlichen Schnittstellen Uberhaupt vorhanden sind.
Ungllcklicherweise stellte sich heraus, dass nicht das komplette 11 kb-Fragment im
Cosmid enthalten war. Der Bereich von Bglll bis Xhol (groBer Teil des langen Arms,
Pore) war vorhanden, wahrend der Rest von Ncol bis Bglll (kurzer Arm, Teil des
langen Arms) vermutlich durch Rekombination verloren war. Aufgrund dieser
Erkenntnis wurde die Strategie dahingehend geandert, dass die vorhandenen DNS-
Fragmente aus dem Cosmid ausgeschnitten und in Hilfsvektoren subkloniert werden
sollten, die fehlenden Teile jedoch Uber PCR erzeugt werden mussten.
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Abbildung 5-10 Cosmid-Bank-Screening

A

FOO0000Q00Q0000
@000000000000
HOQOQOQOOQO00O

Cosmid-Bank

gesuchter
in Nahr-Medium

Abblidung erstelit nach www.rzpd.de Flash-Movle: “From Pools to Clones”
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5.2.3.2 Klonierung des kurzen Arms (Erklarungen im Text)
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Hindlll EcoNI NcolBsu36l Clal ngll indlll Nhel b1| BamHI Hindlll Xhol Bsu36l
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pBluescriptKS+_neu.1
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Abbildung 5-11 Kurzer Arm
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Die Klonierung des kurzen Arms erfolgte in mehreren Schritten. Da er sich nicht im
Cosmid befindet, muss er komplett mittels PCR erzeugt werden. Hierzu wurde das
2,6 kb Fragment mit dem Primerpaar KA-fw und KA-rv unter Verwendung der Tag-
Polymerase amplifiziert (A). Als Template diente isolierte Mausschwanz-DNS. Das
Amplikon wurde anschlieBend Uber ein Agarosegel aufgereinigt und mit seinem
Adenosin-Uberhang in den pCR 2.1 Topo-Vektor kloniert (B) (TOPO-TA Cloning-Kit,
Invitrogen). Die isolierten Plasmide  verschiedener Bakterienklone mussten
daraufhin zur Uberpriifung der korrekten Amplifizierung in voller Linge sequenziert
werden. Die Sequenzen mehrerer unabhangiger Klone zeigten im Vergleich mit der
Datenbank zwei Basenaustausche. Da die Sequenzen der verschieden Klone
untereinander identisch waren und die Datenbank in dieser Region selbst viele N-
Stellen aufweist, wurde einer dieser Klone weiterverwendet. Der kurze Arm wurde
dann mit Ncol und Clal aus dem Topo-Vektor ausgeschnitten (C), in einen
Hilfsvektor, pBluescriptKS+ neu.1 mit richtiger Schnittstellenfolge subkloniert (D),
von dort mit Notl und BamHI| herausgenommen (E) und in den gedffneten
pBSloxPneotkloxP eingebracht (F,G).

Hilfsvektor pBluescriptKS+_neu.1

Zur Generierung eines Hilfsvektors muss die Klonierungsstelle des Wildtyp-Vektors
gegen eine neue mit passender Schnittstellenabfolge ausgetauscht werden. Zu
diesem Zweck werden zwei Oligonukleotide entworfen, welche die gewlinschten
Schnittstellen in 5°-3"-Richtung und 3°-5"-Richtung beinhalten. Zwischen die
einzelnen Erkennungssequenzen werden vier bis sechs Basen als Abstandshalter
(,spacer”) eingebaut, um die Schnitteffizienz der einzelnen Enzyme nicht zu
beeintrachtigen. Am Ende des Oligonukleotids befinden sich die nétigen Uberhdnge,
um die neue Klonierungsstelle in den geb6ffneten Wildtyp-Vektor einzubringen.
Aquimolare Mengen der beiden Oligonukleotide werden zunachst auf 90° C erhitzt,
wobei diese linearisieren, und anschlieBend schrittweise auf Raumtemperatur
abgekuhlt. Hierbei lagern sich die komplementaren Fragmente zu einem
Doppelstrang zusammen. Dieser kann direkt in den Vektor ligiert werden und das
neu enstandene Plasmid zur Vermehrung in Bakterien transformiert werden.

Der Hilfsvektor pBluescriptKS+_neu.1 beruht auf pBluescriptKS+ in dessen
Klonierungsstelle der Adapter aus den Oligonukleotiden pPBSKS+_fw.1/ pBSKS+_rv.1
eingefligt wurde:
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Notl Ncol Narl BamHI

5-GGC CGC AAT ACC ATG GGTATG GCG CCT CGC AG-3° pBSKS+_fw.1
3’-CG TTATGG TAC CCATAC CGC GGA GCG TCC TAG-5" pBSKS+_rv.1

l\kllal xnﬁo Notl Ncol  Narl BamHI
| | | |

pBluescriptKS+

pBluescriptKS+
_neu.1

Abbildung 5-12 Hilfsvektor pBluescript KS+_neu.1

Der Hilfsvektor wurde nun mit Ncol und Narl gedéffnet und der kurze Arm, der mit
Ncol und Clal ausgeschnitten worden war, konnte jetzt in den Hilfsvektor eingefligt
werden. Aus den kompatiblen Uberhangen von Clal und Narl entsteht eine neue
Basenabfolge, die weder von Clal, noch von Narl wiedererkannt wird. Somit konnte
die fir weitere Klonierungsschritte stérende Clal-Erkennungssequenz aus dem
kurzen Arm entfernt werden. Dieser wurde jetzt mit den Enzymen Notl und BamHI
aus dem Hilfsvektor ausgeschnitten, durch Elution aus dem Gel aufgereinigt und in
den offenen pBSloxPneotkloxP ligiert.
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5.2.3.3 Klonierung des Langen Armes (Erklarung im Text)
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Abbildung 5-13 Klonierung des langen Arms (1)
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Abbildung 5-14 Klonierung des langen Arms (2)
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Abbildung 5-15 Klonierung des langen Arms (3)
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Die Darstellung des langen Armes gestaltete sich deshalb schwieriger, weil er aus
vier Teilen besteht, die nacheinander in mehreren Klonierungsschritten zum
Gesamtfragment zusammengefligt werden mussten. Zwei DNS-Fragmente konnten
aus dem Cosmid isoliert werden, die beiden anderen mussten mit PCR erzeugt

werden. Weiterhin wurden zwei Hilfsvektoren, pSP72_neu und
pBluescriptKS+_neu.2 zur Subklonierung verschiedener Klonierungszwischenstufen
bendbtigt.

Zunachst wurde das PCR-Fragment generiert, welches die singulare LoxP-Sequenz
und die Erkennungssequenz fir das Enzym Bsu36l enthalt, mit welcher spéater das
Rekombinationsereignis am 3°-Ende nachgewiesen werden sollte (A). Die
Amplifizierung erfolgte mit dem Primerpaar PCR-Fr_fw/ PCR-Fr_rv. Der
Riickwartsprimer wurde hierbei so entworfen, dass er einen Uberhang besitzt, der die
LoxP-Sequenz, die Bsu36l- und die Sbfl-Erkennungssequenz besitzt. Wichtig ist es,
darauf zu achten, dass die LoxP-Sequenz die richtige Orientierung aufweist, da es
sonst nicht zur Exzision, sondern zur Inversion des entsprechenden Fragments
kommt.

PCR-Fragment

Uberhang

Nhel LoxP Bsu36l Sbfi
PCR-Fr_fw
— >
R ]
PCR-Fr_rv
185bp
264bp
Sbfl Bsu36l ‘ LoxP
PCR-Fr_rv: 5'-| CCTGCAGG ATAACTTCGTATAGCATACATTATACGAAGTTATI AAGGCTTGATGGAGCCCAACT-3"

Abbildung 5-16 Darstellung des PCR-Fragments

Das PCR-Fragment (Nhel—Sbfl, 185 bp) wurde Uber Gelelektrophorese aufgereinigt,
in den pCR2.1 TOPO-Vektor subkloniert (B), sequenziert und von dort mit Nhel und
Sbfl wieder ausgeschnitten (C). Jetzt konnte das PCR-Fragement in den gedffneten
Hilfsvektor pSP72_neu.2 kloniert werden (D, E).
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Hilfsvektor pSP72_neu.2

Der Hilfsvektor pSP72_neu.2 basiert auf einem pSP-72_Vektor, in dessen
Klonierungsstelle der Adapter aus den Oligonukleotiden pSP72_fw/ pSP72_rv
eingefligt wurde.

Clal Nhel Shfll Xhol

5'-TCG AGC CAG CCT GCA GGT ATG GAG CTA GCG GGC AT-3' pSP72_fw.
3'-CG GTC GGA CGT CCA TAC CTC GAT CGC CCG TAG C-5° PSP72rv.

\%&lal Xh\%ﬂ Clal Nhel  Sbfl Xhol
| | | |

pSP72 _— pSP72_neu.2

Abbildung 5-17 Hilfsvektor pSP72_neu.2

Das 6 kb-Fragment, welches sich von Sbfl bis Xhol erstreckt, wurde direkt aus dem
Cosmid ausgeschnitten, aufgereinigt und in pSP72_neu.2, der schon das PCR-
Fragment enthalt, hineinkloniert (F, G).

In einem weiteren Schritt sollte jetzt das zweite PCR-Fragment, welches den Bereich
von Clal bis Bglll abdeckt, der ja auf dem Cosmid ebenfalls nicht mehr vorhanden
war, erzeugt werden. Hierzu wurden das Primerpaar PCR-Fr.2_fw/ PCR-Fr.2_rv und
Mausschwanz-DNS verwendet. Das Fragment wurde mit Hilfe der Tag-Polymerase
erzeugt, aufgereinigt und pCR2.1 TOPO kloniert (H, I). Von dort sollte das per
Sequenzanalyse Uberprifte Stick mit Clal und Bglll wieder ausgeschnitten und in
den gedffneten Hilfsvektor pBluescriptKS+_neu.3 eingebracht werden. Problematisch
hierbei erwies sich die Clal-Erkennungssequenz ATCGAT, welche potentiell ein
Signal zur dam-Methylierung aufweist (GATC). Folgt auf die Erkennungssequenz
also ein weiteres C, wird das G innerhalb der Schnittstelle vom bakterieneigenen
Enzym Dam-Methylase methyliert und kann nicht mehr geschnitten werden. Die
native Clal-Stelle am 5°-Ende des Fragments lautet .....ATCGATC... und beinhaltet
folglich das Methylierungssignal. Da ein direktes Ausschneiden mit Bglll und Clal nun
nicht méglich war, musste das isolierte Plasmid zunachst in einen Bakterienstamm,
der die Dam-Methylase nicht exprimiert, zurlicktransformiert werden. Beim E.coli-
Stamm SCS-110 handelt es sich um eine derartige dam-negative Zelllinie. Nach
Racktransformation und erneuter Plasmidisolierung konnte das zweite PCR
Fragment (Clal—Bglll, 1,4 kb) wie gewlinscht mit Clal und Bglll ausgeschnitten (J),
gereinigt und in den Hilfsvektor pBluescriptKS+_neu.3 eingeflgt werden (K, L).
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Hilfsvektor pBluescriptKS+_neu.3

Der Hilfsvektor pBluescriptKS+_neu.3 beruht wieder auf dem pBluescriptKS+
Grundgerust. Die neue Klonierungsstelle tragt folgende Erkennungssequenzen und
wurde aus den Oligonukleotiden pBSKS+_fw.3/ pBSKS+_rv.3 erstellt:

BamHI Nhel Bglll Clal

5°-GAT CCC TAG GCT AGC ATG TCA GAT CTATGAAT-3°  pBSKS+_fw.3.
3" -GG ATC CGA TCG TAC AGT CTA GAT ACT TAGC-5  PBSKS+_rv.3.

Q%rmm Cl\#ﬂ BamHI Nhel Bglll Clal

pBluescriptKS+

pBluescriptKS+
_heu.3

Abbildung 5-18 Hilfsvektor pBluescriptKS+_neu.3

Der Abschnitt des langen Armes, der das Porenexon enthalt und von Bglll bis Nhel
reicht, konnte wiederum direkt mit den beiden Enzymen aus dem Cosmid
ausgeschnitten werden. Nach Gelaufreinigung wurde das 1,2 kb groBe Fragment in
den Hilfsvektor pBluescriptKS+_neu.3, der schon das zweite PCR-Fragment
(Clal—Bglll, 1,4 kb) enthalt, eingbracht (M, N). Um aus diesem Hilfsvektor das
zusammenhangende Fragment Clal-Nhel von 2,6 kb Lange, mit Clal und Nhel
ausschneiden zu kénnen, musste das Plasmid zun&chst wieder in die dam-negativen
Zellen  zuricktransformiert  werden. Eine  direkte  Transformation des
Ligationsansatzes in SCS110-Zellen war nicht méglich, da diese Zellen im Vergleich
zu XL-Gold-Zellen eine um den Faktor 10% geringere Transformationseffizienz
aufweisen. Jetzt konnte das Plasmid isoliert, mit Clal und Nhel geschnitten, gereinigt
und in den geéffneten Hilfsvektor pSP72_neu liegiert werden (O, P). In diesem
befinden sich bereits die anderen Teile des langen Arms. Somit ist der gesamte
lange Arm (Clal—Xhol, 8,8 kb) in pSP72_neu subkloniert. Der lange Arm wurde nun
mit den Enzymen Clal und Xhol aus dem Hilfsvektor ausgeschnitten (Q), Uber
Gelelektrophoerese gereinigt und in den Uber diese Schnittstellen gedéffneten
pBSloxPneotkloxP, der schon den kurzen Arm (Ncol—Clal, 2,5 kb) enthalt, ligiert
werden (R).

Damit war das Targeting-Konstrukt fertiggestellt (S) und wurde zur nochmaligen
Uberpriffung sequenziert.
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5.2.4 Nachweis der homologen Rekombination

5.2.4.1 Southern-Nachweis

Diejenigen Stammzellen, welche das Targeting-Konstrukt Gber homologe
Rekombination an der richtigen Stelle integriert haben, miissen von denen, die nicht,
bzw. an der falschen Stelle, rekombiniert haben, zu unterscheiden sein. Hierflr
eignet sich der Southern-Blot, mit dem es mdoglich ist, ein DNS-Fragment von
bestimmter GrdéBe in der Masse von genomischer DNS mit einer radioaktiv
markierten Sonde aufzuspulren. Der Southern-Blot ( siehe 4.3.11) ist eine Methode,
die es erlaubt, in kurzer Zeit eine groBe Anzahl von Zellen zu Uberprifen (,Massen-
Screen®).

Der Nachweis beruht darauf, dass durch Restriktionsverdau von Wildtyp ES-Zell-
DNS mit einem Enzym ein Fragment bestimmter GréBe entsteht. Durch das
Targeting-Konstrukt werden zusétzliche Restriktionssequenzen an den Genort
gebracht, so dass bei richtiger Integration eine Verklrzung oder Verlangerung des
Fragments auftritt, was dann im Southern-Blot nachzuweisen ist.

Bei der Auswahl der Schnittstellen und der Sonden sind verschiedene Punkte zu
beachten. Die durch Restriktionsverdau entstehenden Fragmente von Wildtyp und
Mutante sollten so gewahlt werden, dass sie durch Agarosgelelektrophorese gut
getrennt und unterschieden werden kénnen. Ein Langenunterschied von 1-2 kb bei
Fragmenten der GréBenordnung <12 kb kann im 0,7 %igen Gel in angemessener
Laufzeit und Aufldsung getrennt werden. Zu lange Laufzeiten und Laufstrecken
beeintrachtigen die schnelle Anwendbarkeit der Methode und erschweren die
Handhabung. Von den Schnittstellen muss eine auBerhalb, die andere innerhalb des
rekombinanten Bereichs liegen, da nur so eine Aussage getroffen werden kann, ob
eine Integration an der richtigen Stelle stattgefunden hat. Theoretisch kdénnte bei
falscher Integration zufallig ein Fragment gleicher GrdBe entstehen. Dieses Ereignis
wird aber, statistisch gesehen, ausgeschlossen. Auch die Sonden missen auBerhalb
des rekombinanten Bereichs liegen, da interne Sonden immer, auch bei zufalliger
Integration des Konstrukts, ein Signal liefern. Dies flhrt zu vielerlei unspezifischen
Signalen und erhdht die Wahrscheinlichkeit far falsch positive Ergebnisse. Die
Sonden sind 100-1000 bp groBe DNS-Stlicke, die mdglichst spezifisch flr das zu
detektierende Fragement sein missen. Weiterhin kann es vorkommen, dass das
Targetingkonstrukt nur in ,Einzelteilen“ integriert. Darum muss die korrekte Insertion
sowohl am 5°-; als auch am 3’-Ende Uberpruft werden. Eine Sonde, die spezifisch die
NeoTK-Selektionskassette detektiert, soll zeigen, dass diese nur einmal im Genom,
an der richtigen Stelle vorkommt. Nur Stammzellen, die alle drei Kriterien erfillen,
werden flr die Balstozysteninjektion herangezogen.
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5.2.4.2 Sonde fiir den 5’-Nachweis

Rekombinanter Bereich

A ' '
EcoNII Tindlll Ncol Bsu36l Clal Hindijl Hindlll Xhol Bsu36l
: | | I I H [ 1) ,
5-- - - --- 3
: U .
5'Sonde b, T
c =] . .
7.1kb
EcoNI | Hindlll Ncol Bsu36l Hind|ll EcoNI Hindlll Hindlll Bsu36l HindIII;(hoIBsuSBI
l
s Ll || ’“°°|TK“—LH‘“‘D I |H| .
5'Sonde
L =
5.9kb

1kb
Abbildung 5-19 Strategie fiir Nachweis der 5’-Rekombination

Far den Restriktionsverdau zum Nachweis auf der 5°-Seite wurde Hindlll ausgewéahlt.
Mit Hindlll ergibt sich fir den WT ein Fragment der Lange 7,1kb (A). Die
entsprechende Sonde liegt zwischen der Hindlll-Schnittstelle und dem
rekombinanten Bereich, der mit Ncol beginnt. Durch die Einfihrung der NeoTK-
Selektionskassette kommt eine neue Hindlll-Erkennungssequenz hinzu. Das mit der
ausgesuchten Sonde detektierte Fragment wird nach erfolgter Rekombination auf 5,9
kb verkirzt (B).

Herstellung der Sonde und Test an WT-DNS

Bei der Sonde handelt es sich um ein 200 bp groBes Wildtyp-ES-Zell-DNS
Fragment, das nach Spezifitat und Einzigartigkeit zunachst Hindlll-Verdau

am  Computer  ausgewahlt  wurde  (BLAST  auf

www.ensembl.org, www.repeatmasker.org ). Entsprechend

wurde die Sonde durch PCR mit dem Primerpaar i
5'Probe2_fw/rv und Tag-Polymerase an Mausschwanz-DNS 7,1 kb &
erzeugt, in TOPO kloniert und sequenziert. Flr die Southern-
Hybridisierung wurde die Sonde dann mit EcoRl aus dem

TOPO-Vektor ausgeschnitten und Uber Gelelektrophoerese

gereinigt. Die Markierung erfolgte wie unter 4.3.11.2

beschrieben. Zum Test der Sonden-Spezifitdt wurden ca. 7ug

Wildtyp ES-Zell-DNS mit Hindlll (50 U) verdaut und geblottet, Abbildung 5-20 Testung
Die Hybridisierung erfolgte mit der markierten 5°-Sonde und 9er 5 -Sonde

sollte das WT-Fragment von 7,1 kb liefern.
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5.2.4.3 Sonde fiir den 3'-Nachweis

A Rekombinanter Bereich
EcoNI Hindlll Ncoll Bsu3él Clal Hindlll Hindlll Xhol Bsu36l
5,__II [ 1 L [{ H [ mil 1|5
3'Sonde
(=15 t.
11.4kb -
EcoNI Hindlll Ncol Bsu36l ‘Hindlll  EcoNI Hindlll Hindlll Bsu36l Hindlll Xhol Bsu36l
e Ll N ] S
3'Sonde
Gl
—_— 6.6 kb

1kb
Abbildung 5-21 Strategie zum Nachweis der 3’-Rekombination

Der Nachweis auf der 3’-Seite sollte nach Restriktionsverdau mit Bsu36l
durchgefihrt werden. Auch hier liegt die Sonde auBerhalb des rekombinanten
Bereichs und liefert fir den Wildtyp ein Fragment der Gr6Be 11,4 kb (A). Durch die
zusatzliche, zusammen mit der dritten LoxP-Sequenz eingeflhrten Bsu36l
Erkennungsstelle verkirzt sich das Fragment nach erfolgreicher Rekombination auf
6,6 kb (B).

Herstellung der Sonde und Test an WT-DNS

Bei der 3’-Sonde handelt es sich um ein 86 bp Fragment, das Wildtyp-ES-Zell-DNS
mit dem Primerpaar 3'Probe2_fw/rv wie unter 5.2.4.2 Bsu36l-Verdau
beschrieben erzeugt wurde. Die Sonde ist sehr kurz, da der
Bereich zwischen Xhol (Rekombinanter Bereich) und Bsu36l
an sich nur 600 bp groB ist, wovon wiederum ein groBer Teil
sehr viele repetitive Basenfolgen beinhaltet.

Zum Test wurden ebenfalls ca. 7 ug Wildtyp-ES-Zell-DNS mit
50 U Bsu36l Uber Nacht verdaut, elektrophoriert und
geblottet. Nach Hybridisierung zeigte sich das gewlinschte |
WT-Fragment von 11,4 kb.

11,4 kb e

3'Sonde

Abbildung 5-22 Testung
der 3'Sonde



Ergebnisse 113

5.2.4.4 Neo-Sonde

Rekombinanter Bereich

A . .

EcoNII I|-|ind||| Ncol Bsu36l Clal Hindlll Hindlll Xhol Bsu36l
. | | | | [d I [ 1|
5 : e | p— I 3
EcoNl Hindlll Ncol Bsu36l Hindlll EcoNI| Hindlll Hindill Bsu36l Hindlll Xhol Bsu361
|
5. | | | | ’ Neo | TK "—LH_“_D D IH | I___ 3
Neo-Sonde
L a J
9kb

Abbildung 5-23 Strategie zum Nachweis der Einfachintegration

Zum Nachweis daflrr, dass die NeoTK-Selektionskassette nur einmal und an der
richtigen Stelle ins Genom integriert hat, wurde ein 600 bp Fragment, welches sich
im Anfangsbereich der Selektionskassette befindet, generiert. Die DNS soll mit
EcoNIl verdaut werden. Da im Wildtyp urspringlich keine Neomycin-Resistenz
vorkommt, darf mit der Neo-Sonde kein Signal mit Wildtyp-ES-Zell-DNS zu sehen
sein (A).

Nach erfolgter Rekombination ergibt sich durch Verdau mit EcoNI ein 9 kb-Fragment,
was mit der Neo-Sonde detektiert wird (B).

Es darf auch nur ein einziges Signal zu sehen sein, weil ansonsten angenommen
werden muss, dass das Targeting-Konstrukt, bzw. die isolierte Selektionskassette
zusatzlich noch an anderer Stelle integriert wurde. Ware dies der Fall, kann durch die
zufallige Integration ein weiteres Gen zerstdrt oder zumindest beeinflusst werden, so
dass diese Zellen nicht flr die Blastozysten-Injektion herangezogen werden durfen.
Mause, die aus solchen Zellen entstinden, wirden einen nicht zuzuordnenden
Phanotyp aufweisen.

Die Neo-Sonde konnte insofern nicht vorab getestet werden, da im Wildtyp kein
Signal zu erwarten ist.

Fir den ,Massen-Screen nach dem ersten Targeting ist die 5-Sonde vorgesehen.
Hindlll ist, verglichen mit Bsu36l, ein preiswertes, gut charakterisiertes Enzym, das
zusatzlich in hochkonzentrierter Form (50U/ pL) erhaltlich ist, so dass die
Glycerolkonzentration im Restriktionsansatz gering gehalten werden kann. Nur
Stammzellen, die mit der 5°-Sonde positive Signale liefern, werden auch mit 3"-und
Neo-Sonde Uberprift. Fir das zweite Targeting werden nur Zellen eingesetzt, die mit
allen drei Sonden positiv sind.
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5.3 Targeting von slo2.1

5.3.1 Das 1. Targeting

A Wildtyp-Allel

EcoNI Hindlll Ncol Bsu36l Clal Hindlll Hindlll  Xhol Bsu36l
s .. || N I B 1 T
:“ |_| Ll |_| |.| ‘-.

3'Sonde
e

5'Sonde '
=]

7.1kb

X . * 11,4kb
Rekombinantes Allel '

L3 :
EcoNl Hindlll Ncol Bsu36l ‘Hindlll ECONl‘HindIII Hindlll Bsu36l Hindlll Xhol Bsu36l
5;_| | || D Neo H D IH | |3
5'Sonde 3'Sonde
L D ] L DI
L) Neo-Sonde 6.6kb

]

9kb

1kb
Abbildung 5-24 Homologe Rekombination des Targetingkonstruktes

Im ersten Targeting werden die Stammzellen mit dem Targeting-Konstrukt
transfiziert. Erwartet wird homologe Rekombination, was zu mutierten Zellen fihren
soll, die am Gen-Locus drei LoxP-Sequenzen (L3) tragen. Die Vorbereitungen zum
ersten Targeting, sowie das Targeting selbst wurden wie unter 4.3.15.4 beschrieben
durchgefihrt. Hierzu wurden 75 pg des zuvor mit Xhol linearisierten Targeting-
Vektors zur Elektroporation (4.3.15.4, Elektroporation) eingesetzt. Xhol ist zur
Linearisierung geeignet, da es sich hierbei um eine Schnittstelle handelt, die nur ein
einziges Mal, am Ende des langen Arms, im Konstrukt vorkommt. Am Tag nach der
Elektroporation wurde mit der G418-Selektion begonnen, und die Uberlebenden
Zellklone unter der Sterilbank nach Vorschrift (4.3.15.4, Picken) gepickt. Die DNS
von gelb bzw. rot evaluierten (4.3.15.4, Evaluation) Zellen wurde Hindlll verdaut und
mit der 5°-Sonde hybridisiert. ,Griine” Klone liefern in der Regel zu wenig DNS fir
den Southern-Blot und werden daher nicht verwendet. Nur 5°-positive Zellklone
wurden mit 3- und Neo-Sonde weiterlberpriift und fir ein eventuelles zweites
Targeting vorbereitet. Insgesamt wurde das erste Targeting viermal durchgeflhrt,
wobei aus den ersten Versuchen keine rekombinanten Stammzellklone
hervorgingen.

Nachdem die anfénglichen Blastozysteninjektionen mit Zellen, die aus Targeting
Nummer 3 hervorgegangen waren, erfolglos blieben, wurde parallel zu den
Injektionen ein weiteres Targeting (Nummer 4) durchgefihrt.
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Abbildung 5-25 ES-Zellen auf Feederzellrasen

(A) Stammzellen auf einer Schicht von Fibroblastenzellen (Feederzellen).

(B) Einzelner Stammzellklon in VergréBerung. Auffallig die runde Form, die von einem leuchtenden
Rand umgeben ist. ES-Zellen dieser Morphologie befinden sich noch im undifferenzierten Zustand
und kdénnen gepickt werden.
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Tabelle 5-1 Ergebnisse des 1. Targetings

1. Targeting
Targeting Zellzahl/ Gepickte Gelbe bzw Rekombinante 5°-Sonde 3’-Sonde Neo-Sonde
Nummer Zeitkonstante Klone rote Zellen Klone positiv positiv positiv
1 2,8x10(7)/8,4 100 36 0 0 0 0
2 3,5x10(7)/9,9 360 46 0 0
3 3x10(7)/8,4 1248 770 12 12 2 1
4 1,7x10(7)/71 1214 751 0 0

Wie Tabelle 5-1 zeigt, waren von den 1248 gepickten Klonen nur

12 Stlick mit der 5°-

Sonde positiv. Bei einer Uberpriifung dieser Klone mit der 3’-Sonde zeigten zwei
davon ein deutlich positives Signal im Southern Blot. Nach weiterer Uberpriifung mit
Hilfe der der Neo Sonde blieb letztendlich ein einziger Klon Ubrig, der fir alle drei

Sonden positiv war.

Aus 1248 gepickten ES-Zellklonen resultierte einer der flr das zweite Targeting

herangezogen werden konnte. Das entspricht einer Ausbeute von

5.3.1.1 Nachweis mit der 5'-Sonde (Massenscreen)

Fir die Hybridisierung mit der 5°-Sonde wurde die DNS der
gepickten ES-Zellen wie unter 4.3.2.1 beschrieben isoliert, mit
Hindlll verdaut, elektrophoriert, geblottet (4.3.11.1) und mit der
5’-Sonde hybridisiert (4.3.11.2). Nach der Detektion konnten 12
Klone ausfindig gemacht werden, bei denen die gewlnschten
Fragmente von 7,1 kb flr das Wildtyp Allel und 5,9 kb flr das L3-
Allel vorhanden waren. Es missen beide Banden vorhanden
sein, da eine homologe Rekombination des Konstrukies auf
beiden Allelen als nahezu unwahrscheinlich angesehen werden
kann.

Die Abbildung 5-27 zeigt beispielhaft zwei Spuren des Massen-
Screens in dem ein rekombinanter L3-Klon und ein reiner Wildtyp
nebeneinander vorliegen.

0,8 Promille.
%)
(9]
[Tp]
9
S =
E =
= "
WT 7,1kb
L3 5,9kb
5’-Sonde

Abbildung 5-26

Screen mit der 5-Sonde
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Bezeichnung der Klone

1.3 2A5 12C= 1. Targeting, zum 3. Mal, 5.A-Platte von an Tag 2 gepickten Klonen,
Koordinate 12C auf 96-well

Nachweis mit 3 - und Neo-Sonde

Nur die zwolf Klone, die nach dem Massenscreen mit der 5°-Sonde positiv waren,
wurden mit der 3’-Sonde und der Neo-Sonde Uberprift. Die DNS der
entsprechenden ES-Zellen wurde aufgearbeitet (4.3.2.1), mit Bsu36I (3-Sonde) bzw.
EcoNI (Neo-Sonde) verdaut, elektrophoriert, geblottet (4.3.11.1) und mit den Sonden
hybridisiert (4.3.11.2).

Fir den 3-Nachweis wurde eine Bande bei 11,4 kb fir den Wildtyp erwartet, die sich
nach erfolgter Rekombination auf 6,6 kb verklrzt. Hierbei wird zugleich auch die
dritte, singulare LoxP-Sequenz nachgewiesen (siehe 5.2.4.3).

Das Rekombinationsereignis konnte im 3’-Southern nur fiir zwei Klone eindeutig
gezeigt werden.

Die Hybridisierung mit der Neo-Sonde zeigte, dass nur einer der zwei 5- und 3’-
positiven Klonen die Selektionskassette richtig integriert hatte. Beim anderen ist eine
zusatzliche Bande zu sehen, was auf Mehrfachintegration hinweist.

Nach erfolgtem 3°-Nachweis wurden die bei -80° C gelagerten Zellen erneut
aufgetaut, expandiert und zur Langzeitlagerung in flissigen Stickstoff bei -183° C
Uberflhrt. Hierbei sollte von den zwdélf Klonen noch einmal DNS isoliert, verdaut und
mit den drei Sonden hybridisiert werden, um die Ergebnisse in einer Synopsis
darzustellen. Zwei der zwolf Klone (1.3 2A2 6G und 1.3 2A2 10 G) wurden bereits
nach dem 3’-Southern als negativ beurteilt und daher nicht aufgetaut, weitere zwei
(1.3 1A 10A und |.3 2A3 6E) sind nach dem Transfer von der 96-Loch-Platte nicht
weiter angewachsen.

Die Klone 1.3 2B7 1G und 1.3 3A 1B zeigen im zweiten 5°-Southern nur noch die
Wildtypbande.
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Abbildung 5-27 Southern-Blot-Ergebnisse des 1. Targetings

Der einzige L3 Klon, der mit allen drei Sonden positiv ist, ist .3 2B5 12C. Bei den anderen Klonen ist
entweder die 3’-Sonde negativ, oder bei Hybridisierung mit der Neo-Sonde tauchen zusétzliche

Banden auf, was auf eine Mehrfachintegration hinweist.
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5.3.2 Das 2. Targeting

Mit dem im 1. Targeting erhaltenen positiven Klon 1.3 2B5 12 C wurde nun das 2.
Targeting durchgefihrt. Im 2. Targeting werden die Stammzellen mit einem Vektor,

plC-Cre transfiziert, durch welchen in den transfizierten Zellen die Cre-Rekombinase
exprimiert wird. Durch die Aktivitdt der Cre-Rekombinase kommt es im L3 Allel zur
Rekombination der LoxP-Sequenzen. Hierbei sind drei verschieden Ereignisse
denkbar (siehe 1.6 Cre/LoxP-System). Allerdings Uberleben nur diejenigen Zellen die
Selektion in ganciclovirhaltigem Medium, bei denen die NeoTK-Selektionskassette

entfernt wurde, folglich die L1 (A) und L2 Klone (B).

Wildtyp-Allel
EcoNIHindlll  Ncol Bsu36l Clal Hindlll Hindlll XholBsu36l
5-...L. L L 18 I pl 1.3
5'Sonde
. '7 o = 3';-3onde
Rekombinantes Allel . 1.4kb
L3
EcoNl Hindlll Ncol Bsu36l Hindlll EcoNI Hindlll Hindlll Bsu36l Hindlll Xhol Bsu36l
s L p e i ]
5'Sonde | o | 3'Sonde
. o N I N g,
5.8kb :‘:|Neo-Sonde ' . ’ Y & 6,6kb
. L. O ! ’ \ o
9kb o - + Cre-Rekombinase
Dl [
. v
: \: ’I
| \ ;
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A Genereller Knockout v 0
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Abbildung 5-28 Rekombinationsereignisse im 2. Targeting
A: Rekombination zwischen LoxP-1 und LoxP-Ill fihrt zum generellen (totalen) Knockout

B: Rekombination zwischen LoxP-| und LoxP-Il fihrt zum konditionalen Knockout
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Das 2. Trageting wurde wie unter 4.3.15.5 beschrieben durchgefihrt. Fir die
Transfektion wurden 20 ug des gereinigten plC-Cre-Vektors eingesetzt. Abweichend
vom Protokoll wurde schon 24 Stunden nach Cre-Transfektion mit der
Ganciclovirselektion begonnen, da das Wachstum der Zellen, vor allem auf der Platte
mit hdchster Dichte schon sehr weit fortgeschritten war. Am Tag 7 nach der Cre-
Transfektion wurde mit dem Picken der Klone begonnen werden. Das Picken der
Zellen und die weitere Verarbeitung wurden unter 4.3.15.4 beschrieben.

Insgesamt konnten 352 Klone gepickt werden, von welchen 252 in der Evaluation als
rot bzw. gelb beurteilt wurden. Nur diese Klone wurden mit Southern-Blot untersucht,
da nur gelbe und rote potentiell fir eine Blastozysten-Injektion in Frage kommen.

Die Ergebnisse des 2. Targetings sind in Tabelle 5-2 zusammengefasst:

Tabelle 5-2 Ergebnisse des 2. Targetings

2. Targeting
Targeting Zeitkonstante Gepickte Gelbe bzw L1 Klone L2 Klone
Nummer Klone rote Zellen
1 8,5 352 252 221 31

Das Rekombinationsereignis, welches zu L1-Klonen fihrt, ist um etwa den Faktor 8
wahrscheinlicher, als jenes, aus welchem L2-Klone resultieren.

5.3.2.1 Nachweis (iber Southern-Blot

Im Southern-Blot lassen sich mit Hilfe der 5"-Sonde L1

und L2 voneinander unterscheiden. Der Nachweis

beruht ebenfalls auf einem Verdau der DNS mit Hindlll.

Bei L1-Klonen bleibt nur eine LoxP-Sequenz erhalten,

alles zwischen LoxP | und LoxP Il fallt weg. Somit auch 1 11.2kb
die urspringlich in diesem Abschnitt vorhandenen Vl_\g ;;ig
Hindlll Schnittstellen. Es ergibt sich jetzt ein 11,2 kb '
Fragment zwischen der HindlllI-Schnittstelle auBerhalb

des Homologiebereichs und der Hindlll-Schnittstelle, die

sich kurz vor dem 3’-Ende befindet. Fir die L2-Klone

ergibt sich durch Exzision der Selektionskassette ein 5 Seride
Fragment der Lange 5,9 kb, da eine zusatzliche Hindlll-  appiigung 5-29
Schnittstelle, welche mit der NeoTK-Kassette eingeflihrt gereen mit der 5'Sonde
worden war, zurlckbleibt. L3-Klone, welche dieselbe

111 2A 2A
1.1 2A 2B
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FragmentgroBe von 5,9 kb erwarten lieBen (siehe 4.2.4.2.), Uberleben die
Ganciclovirselektion nicht und kénnen somit im 2.Targeting nicht vorkommen.

Mit der 3’-Sonde findet sich kein Unterschied zwischen L1 und L2 da bei beiden
Genotypen die singulare LoxP-Sequenz mit der zusatzlichen Bsu36I-Schnittstelle
erhalten bleibt.

Da auch die Cre-Rekombination nur auf einem, dem vorherigen L3-Allel stattfindet,
sind auch hier pro Zellklon zwei Banden zu erwarten, die 7,1 kb Wildtyp-Bande und
zusatzlich entweder die L1- oder L2-Bande (siehe Abbildung 5-30).

Der 5°-Nachweis zeigte, dass sich unter den analysierten Zellen 31 L2-Klone
befanden, der Rest besaB das L1-Allel.

Nicht alle Zellen sollten zur Langzeitkonservierung in fliissigen Stickstoff Gberflhrt
werden. Daher wurden 24 Klone, darunter 5 L2-Klone und 19 L1-Klone, aufgetaut,
expandiert und bei -183° C aufbewahrt. Wahren der 2. Passage wurde von allen
Zellen ein Anteil abgezweigt, der zur nochmaligen Southern-Uberpriifung kultiviert
und anschlieBend die DNS prapariert wurde.

Abbildung 5-30 Southern-Blot —Ergebnisse des 2. Targetings
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5.3.3 Blastozysteninjektion

FUr die Blastozysteninjektion und den anschlieBenden Embryotransfer wurden
ausgewahlte L1- und L2-Klone des zweiten Targetings verwendet. Dazu wurden die
Stammzellen aufgetaut und durch Expansion fiir die Mikroinjektion vorbereitet.

Blastozystenisolierung, -injektion und Embryotransfer wurden von Dr. Matthias und
Dr. Ulrike Sausbier, Tlbingen, sowie Herrn Christian Klasen, EMBL Heidelberg,
durchgefihrt.

Anfangliche Injektionsexperimente brachten jedoch nicht den erwiinschten Erfolg. So
wurden entweder keine oder ausschlieBlich nicht-chimare Nachkommen geboren.
Auch die Injektion des ,Master“-L3-Klons war nicht erfolgreich. Mit Etablierung einer
L3-Mauslinie hatten durch Verpaarung mit einer ,Cre-deleter*-Maus (siehe Abbildung
6-2) die entsprechenden L1- bzw. L2-Mause erzeugt werden kénnen.

Da die Zellen aufgrund der optimalen Targetingverlaufe und ihres
Wachstumsverhalten als potent eingestuft wurden, sollten die Injektionsparameter
optimiert werden. Durch Verringerung der normalerweise pro Blastozyste injizierten
Stammzellzahl von 10 — 12 auf 8 — 10 war es gelungen, drei mannliche Chiméren zu
erzeugen. Nur mannliche Tiere sind in der Lage, die Mutation an ihre Nachkommen
weiterzugeben, da die fir die Targeting-Experimente benutzten ES-Zellen aus
mannlichen SV129 gewonnen worden waren (Nagy et al. 1993). Der Chiméarismus
der Mause wurde anhand der Fellfarbung auf 5 - 30 % geschétzt.

Im Alter von 7 — 8 Wochen kénnen die Chimaren mit weiblichen C57/ BL6-Weibchen
verpaart und damit die Keimbahntransmission der Mutation getestet werden.

Die Ergebnisse der Injektionen sind in Tabelle 5-3 zusammengefasst:

Tabelle 5-3 Ergebnisse der Blastozysteninjektionen

Blastozysteninjektion

Stammzell-Klon Anzahl an Nachkommen Chimaren & Chimarismus Keimbahn-

LoxP-Seiten transmission
1.3 2A512C L3 0
I.12A 2A L1 0
I.12A 2B L1 0 -
I.12A 6A L2 4 0
I.12A 6B L2 0 -
1.1 3A2 4G L1 14 3

5-30% ?
I.1 3A2 5F L2 -

o
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5.4 Klonierung des murinen Slo2.1 in Expressions-
vektoren

Nachdem das slo2.1-Gen wie unter 5.1 beschrieben identifiziert war, sollte das
Protein Slo2.1 flr weitere Untersuchungen im heterologen System exprimiert
werden. Von heterologer Expression spricht man dann, wenn das zu exprimierende
Protein so in der Zelle nicht vorhanden ist.

Zur Expression in einem heterologen System ist es nétig, die Information flr das zu
exprimierenden Protein, d.h. den codierenden DNS-Bereich des Gens, in eine
Wirtszelle einzuschleusen. Dort wird, unter bestimmten Vorraussetzungen, im
Rahmen der wirtszelleigenen Proteinbiosynthese auch die Information der fremden
DNS verwendet und das zugehdrige Protein hergestellt. Hierflir bedient man sich der
cDNS, die Uber reverse Transkription aus RNS erzeugt wird. Die cDNS, welche die
komplette (aus Exonen bestehende) Information flr das Protein enthalt, wird in einen
Expressionsvektor kloniert und damit die gewlnschten Zellen transfiziert. Die
Vektoren besitzen die Eigenschaften klassischer bakterieller Plasmide. Auf diese
Weise lasst sich in Bakterien eine zur Transfektion ausreichende DNS-Menge
erzeugen. Zusatzlich benétigen Expressionsvektoren weitere Eigenschaften, die eine
Proteinexpression erlauben: Sie besitzen einen flr das entsprechende Zellsystem
spezifischen Promotor, der ein Ablesen der cDNS ermdglicht. An diesen schlieBt sich
in der Regel ein RNS-Polymerase Promotor an, der das Umschreiben in RNS
kontrolliert. Ein zusétzliches Polyadenylierungs-(Poly-A-)Signal kennzeichnet die in
der Zelle transkribierte RNS als proteinkodierende Boten-RNS (messenger RNA,
mRNA).

5.4.1 Erzeugung eines kompletten cDNS-Klons von Slick

Die cDNS, welche die kodierende Information flr Slick enthalt, wurde, wie in 4.3.10.2
beschrieben, mittels RT-PCR erzeugt.

Als Primer wurden der mslick_fw-Primer und der seqgbest-7.2_rv-Primer eingesetzt.
Als Template diente Poly-A-mRNS, die aus dem Gehirn einer 6 Wochen alten SV
129 Maus isoliert worden war (4.3.3).

Mit der RT-PCR konnte ein entsprechendes Fragment mit der erwarteten GréBe von
3,4 kb erzeugt werden. Dieses wurde aus dem Agarosegel isoliert und Uber TOPO-
TA-Cloning in den Vektor pCR2.1 eingfugt (4.3.7.1). Durch Sequenzierung mehrerer
Klone wurde bestatigt, dass es sich hierbei um die cDNS von Slick handelt.

Die Slick-cDNS wurde nun mit Ober Kpnl und Notl aus dem TOPO-Vektor
ausgeschnitten und den gedffneten Expressionsvektor pcDNAS.1- (Invitrogen) ligiert.
Dass der fur die Expression nétige offene Leserahmen (,open reading frame®, ORF)
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mit Startcodon ATG und Stop-Codon TGA vorliegt, wurde nochmals durch
Sequenzierung Uberprift.

A RT-PCR

VV\/ mRNS

¢ Reverse Transkription

cDNS
¢ pcr Seqbest7.2_rv

mslick_fw

A slick (slo2.1)| 5

Agarose 1%

B Afean]
§g°
T D®/T
o)

S I

pCR 2.1 TOPO EE— pCR 2.1 TOPO
CKpni Not /
slick (slo2.1)
Notl Kpnl Notl Kpnl
\ I I ¥ slick (slo2.1)
—_—

pcDNA3.1-

Abbildung 5-31 Herstellung eines cDNS-Klons von slo2.1

A: RT-PCR an mRNS aus dem Maus-Gehirn
B: TOPO-Klonierung des PCR-Produkt, anschlieBendes Umklonieren in pcDNA3.1-



Ergebnisse 125

5.4.2 Transfektion von HEK-Zellen

Die Abkirzung HEK steht fur ,Human Embryonic Kidney“. Bei den Zellen handelt
sich also um menschliche embryonale Nierenzellen, welche wiederum Epithelzellen
sind. Die aus embryonalem Nierengewebe kultivierten Zellen wurden mit Hilfe eines
onkogenen Virus, dem Simian Virus 40 (SV 40) (Schein H.M. & Enders J.F 1962),
auch 293T-Zellen bezeichnet, oder dem Adeno-Virus Typ 5 (Graham et al. 1977)
(293-Zellen) transfiziert. Auf diesem Weg wurden den Zellen auf kiinstlichem Wege
Eigenschaften verliehen, die normalerweise charakteristisch flr Krebszellen sind,
z.B. die ungehemmte Vermehrung.

Fir die Zellkultur sind HEK-Zellen insbesondere durch ihre einfache Handhabung
interessant. Sie lassen sich leicht kultivieren und auch das Einbringen von Fremd-
DNS stellt kein gdBeres Problem dar.

Sie sind daher ein etabliertes, gut charakterisiertes System flr die heterologe
Expression eukaryotischer Proteine. HEK-Zellen gewéhrleisten als Saugerzellen eine
korrekte Faltung und Modifizierung der exprimierten (eukaryotischen) Proteine.

Die Expression von Slo2.1 in HEK-Zellen soll grundlegende elektrophysiologische
Funktionsuntersuchungen, wie beispielsweise die Regulation durch Proteinkinasen,
ermdglichen. Diese Ergebnisse kdénnen dann mit In-vivo-Studien am Knockout-
Mausmodell verglichen werden.

Die Expression und die Funktionsuntersuchungen werden zurzeit von Professor Dr.
Michael Korth, Hamburg, durchgefihrt.
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6 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde beschrieben, wie mithilfe molekularbiologischer
Methoden der Na*- und Cl-abhangige K*-Kanal Slo2.1 kloniert und durch homologe
Rekombination in ES-Zellen der Maus gezielt inaktiviert wurde. Durch Injektion der
Zellen in Blastozysten und anschlieBende Reimplantation in pseudoschwangere
Ammenmause (Embryotransfer) wurden chimdre Mause erzeugt. Eine
Keimbahntransmission (Beteiligung der mutierten ES-Zellen an den Keimbahnen der
chimaren Mause) und damit Weitervererbung der KO-Mutation an ihre Nachkommen
konnte bislang noch nicht gezeigt werden.

lonenkanéle regulieren das Stoffwechselgeschehen auf zellularer Ebene. Sie sorgen
fr einen reibungslosen Ablauf bei der Weitergabe von Information durch elektrische
Signale. Dies geschieht letztendlich durch ein sehr gut koordiniertes Zusammenspiel
aus Offnen und SchlieBen der einzelnen lonenkanéle.

Prinzipiell ist ein Leben in der Tier-und Pflanzenwelt ohne lonenkanale nicht méglich.
Defekte in der Funktion bereits eines Kanaltyps &auBern sich mitunter in
schwerwiegenden Krankheiten. Mukoviszidose, eine Erkrankung, bei welcher der
Wasserhaushalt der Zellen gestért ist, und daher samtliche Kdrpersekrete auBerst
zahflissig sind,  wird durch einen defekten Chlorid-lonen-Kanal verursacht
(Rommens et al. 1989). Auch bei neurologischen Stérungen (Epilepsie, (Bernard et
al. 2004;Du et al. 2005)) oder allergischen Erkrankungen (Bradding & Conley 2002)
spielen pathologisch veranderte lonenkanale eine Rolle.

Strukturen, die derart weit in einem Organismus verbreitet sind, wie die lonenkanale,
eignen sich auch hervorragend als Angriffspunkte flir bestimmte Pharmaka.
Bewahrte Medikamente entfalten ihre Wirkung Uber die Blockade oder Aktivierung
von lonenenkanélen. Beispielsweise wird der Kalziumkanalblocker Nifedipin schon
geraume Zeit erfolgreich zur Behandlung des Bluthochdrucks eingesetzt (Guazzi et
al. 1977). Ein anderes Arzneimittel mit einem lonenkanal als Zielstruktur, ist das
orale Antidiabetikum Glibenclamid. Hierbei handelt es sich um einen Blocker eines
ATP-sensitiven Kaliumkanals (Inoue et al. 1991).

Diese exemplarisch aufgezeigten Beispiele unterstreichen, wie wichtig es ist, Uber
die Funktionsweise dieser Kanédle Bescheid zu wissen. Nicht zuletzt im Hinblick
darauf, massgeschneiderte Medikamente zu entwickeln, welche die selektive
Modulation eines einzelnen Kanals erlauben und somit das Krankheitsgeschehen
beeinflusst werden kann.

Die Entwicklung der Knockout-Technologie, mit deren Hilfe Gene in einem
Organismus gezielt ausgeschaltet werden kdénnen (,Gene-Targeting*) (Thomas &
Capecchi 1987;Capecchi 1989), leistet bis heute einen wichtigen Beitrag zum
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Verstandnis der Funktion von Genen und den daraus resultierenden Proteinen. Seit
Etablierung der ersten Knockout-Mauslinie (Koller et al. 1989) wurden unzahlige
Knockout-Mause fir die verschiedensten Proteine geschaffen und und untersucht.
Auf diese Weise konnte das Wissen Uber die biologische Funktion unterschiedlicher
Gene und Proteine betrachtlich erweitert werden.

Der ,klassische* Knockout
besteht darin, das Le-
seraster eines Gens zu
zerstéren, indem durch
homologe Rekombination

in embryonalen Stamm- e Y e
zellen eine Mutation in xt” Gewebespezifische Cre-Expression

Konditionaler KO “geflo
das entsprechende Gen
eingefihrt wird. Dabei
handelt es sich im Allge-
meinen um einen Selekti-
onsmarker, wie das Neo-
mycin-Resistenzgen, der
eine Selektion der rekom-
binierten Stammzellen
ermég"Cht (Thomas & Cre-Rekombinase in bestimmtem Gewebe
Capecchi 1987). Wahrend B Exon
das Resistenzgen abge- :I:;‘::Sequenz
lesen und exprimiert wird,
bleibt das Zielgen, in seiner
Struktur zerstort,  funkti- Abbildung 6-1 Gewebespezifischer Knockout
onslos. Da diese Tiere in
keinem Gewebe ein funk-
tionsfahiges Protein
exprimieren kdénnen, be-
zeichnet man dies auch
als ,totalen® Knockout.
Die Durchfihrung eines totalen Gen-Knockouts ist mit einer Reihe von Nachteilen
behaftet (Rajewsky et al. 1996):
Zum einen flhrt der totale Knockout eines lebenswichtigen Proteins bereits im
Embryonalstadium zum Tod der Maus. Desweiteren erflllt ein Gen seine Aufgabe
nicht in allen Geweben auf die gleiche Weise. Ein totaler Knockout kénnte
beispielsweise Regulations- oder Kompensationsmechanismen hervorrufen, welche
komplexe Phanotypen erzeugen, die eine Zuordnung zwischen Gen, Funktion und

Gewebespezifischer KO

Durch  Verpaarung konditionaler = Knockout-Mause  mit
transgenen Cre-Mausen kénnen gewebespezifische Knockouts

erzeugt werden (Erlauterungen im Text).
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Zelltyp erschweren. Auch das Verbleiben des Selektionsmarkers mit seinem eigenen
Promotor stellt ein Problem dar, da nicht ausgeschlossen werden kann, dass dies
Einfluss auf das Ablesen anderer Gene hat. Dadurch kénnte der Phanotyp der
Knockout-Maus in unerwiinschter Weise beeinflusst werden.

Eine Lésung dieser Probleme bot die Einfihrung des Cre/ LoxP-Systems (siehe 1.6)
in die Knockout-Strategie. Mithilfe dieses Rekombinase-Systems ist es mdglich, s.g.
.konditionale“ Knockouts zu erzeugen (Rajewsky et al. 1996). Bei diesen Mausen
kann einerseits der Selektionsmarker wieder entfernt werden und andererseits ein
Zelltyp-(Gewebe-)spezifischer Knockout generiert werden (Abbildung 6-1). Technisch
werden sowohl das Zielgen, welches ausgeschalten werden soll, als auch der
Selektionsmarker durch LoxP-Erkennungsstellen flankiert (,gefloxt®). Diese werden
vom Enzym Cre-Rekombinase als Schnittstellen erkannt und der Bereich zwischen
zwei LoxP-Seiten wird entfernt. Eine LoxP-Sequenz bleibt zurlick. Die Cre-vermittelte
Rekombination kann in vitro, durch transiente Expression des Enzyms in ES-Zellen,
oder in vivo, durch Verpaarung der ,gefloxten* Tiere mit transgenen Cre-Mausen
erfolgen. Transgene Cre-Mause exprimieren die Cre-Rekombinase unter Kontrolle
eines gewebespezifischen Promotors nur im gewlinschten Gewebe. Handelt es sich
um eine s.g. ,Cre-deleter-Maus®, welche die Cre-Rekombinase mosaikartig in der
Keimbahn exprimiert (Holzenberger et al. 2000), kdnnen die verschiedenen
Mausvarianten aus einem ES-Zellklon mit 3 LoxP-Sequenzen erzeugt werden
(Abbildung 6-2). Der Vorteil dieser Variante besteht darin, dass den ES-Zellen ein
weiteres Targeting (Elektroporation, Kultur, Selektion) erspart bleibt, und die Zellen
eher ihre Pluripotenz behalten, was wiederum die Wahrscheinlichkeit der
Keimbahntransmission erhéht (Holzenberger et al. 2000;Glaser et al. 2005).



Diskussion 129

Ella-Cre
“Cre-Deleter”

Totaler KO Konditionaler KO “gefloxt” Totaler KO,
Selektionskassette “gefloxt”

Selektionskassette

Bl Exon
—— Intron

)} LoxP-Sequenz

Abbildung 6-2 In-vivo-Knockouts durch Verpaarung mit Cre-deleter-Maus

Durch Verpaarung dreifach gefloxter Mause mit s.g. Cre-deleter-Mausen kénnen
genereller und konditionaler Knopckout auch in vivo erzeugt werden

(Erlauterungen im Text)

Der Na*- und Cl'-abhangige K*-Kanal Slo2.1, auch als SLICK bezeichnet, gehort zur
Familie der Slo-Kanale. Strukturell handelt es sich dabei um Kanéale, die sechs
membrandurchspannende Domanen besitzen (6-TM-Kanéle). Alle Mitglieder der Slo-
Familie zeichnen sich durch ihre ungwdéhnlich hohen Kaliumleitfahigkeiten aus. Diese
hohen Kaliumstrdome waren es, die zur Entdeckung des BKcga-Kanals (Slo1), des
ersten Mitglieds und Namensgebers dieser Klasse von Kaliumkanélen, gefihrt haben
(Elkins et al. 1986;Atkinson et al. 1991).

Nach und nach wurden weitere Slo-Kanéle entdeckt, so dass die Slo-Familie heute
aus vier Mitgliedern besteht: Slo1, Slo2.1, Slo2.2, Slo3. Wahrend Slo1 mittlerweile
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sehr gut untersucht wurde, ist Uber die anderen, vor allem Uber deren biologische
Funktion, nur sehr wenig bekannt.

Speziell zu Slo2.1, dem jingsten Mitglied der Slo-Familie, liegen nur sehr wenige
Daten vor. So konnte in elektrophysiologischen Experimenten gezeigt werden, dass
der Kanal eine auBergewdhnliche Aktivierung durch Na*- und CI-lonen erfahrt, durch
ATP hingegen blockiert wird (Bhattacharjee et al. 2003). Auch seine breite Verteilung
im ZNS ist bekannt (Bhattacharjee et al. 2005). Weitergehende
immunhistochemische Untersuchungen férderten eine Kolokalisation von Slo2.1 und
Gq-Protein gekoppelten Rezeptoren zu Tage, die auch von funktioneller Bedeutung
zu sein scheint (Santi et al. 2006).

Diese Beobachtungen zeichnen zwar ein charakteristisches Bild von Slo2.1, seine
biologische Funktion ist aber weiterhin unklar. Die Art seiner Regulation Uber
Neurotransmitter und sein Vorkommen in Neuronen und am Herzen lassen allenfalls
spekulativ vermuten, dass Slo2.1 einen modulierenden Effekt auf die neuronale
Erregbarkeit austbt, oder eine protektive Rolle bei ischamischen Vorgangen spielt
(Bhattacharjee et al. 2003;Santi et al. 2006). Um diese Vermutungen zu bestatigen,
ist es nétig, den Kanal in seiner nativen Umgebung studieren zu kénnen. Vor allem
die Auswirkungen auf den Organismus, wenn der Kanal fehlt, sind interessant. Wie
u.a. fir den BKca gezeigt wurde, ist die Knockout-Maus dafiir ein geeigentes Modell.
So wurden durch Vergleichstudien der BK-Knockout-Maus mit Wildtyp Tieren eine
ganze Reihe neuer Erkenntnisse Uber die physiologische Bedeutung dieses Kanals
gewonnen (Sausbier et al. 2004;Meredith et al. 2004;Sausbier et al. 2005;Werner et
al. 2005).

Aus diesem Grunde lag es nahe, die Funktion des Slo2.1 ebenfalls durch
Entwicklung eines Knockout-Tiermodells zu ergriinden.

Die grundlegende Strategie zur gezielten Inaktivierung des slo2.1-Gens in der Maus
war es, basierend auf dem Cre/loxP-System einen Knockout-Vektor zu konstruieren,
der durch homologe Rekombination in ES-Zellen sowohl den totalen, als auch den
konditionalen, gewebespezifischen Knockout ermdglichte.

Da fir das erfolgreiche Gene Targeting groBe Homologiebereiche erforderlich sind
(Hasty et al. 1991), muss die Struktur des Zielgens im Detail bekannt sein. Zwar war
nach Abschluss des Mausgenomprojekis (Waterston et al. 2002) die komplette
Sequenz in Online-Datenbanken (z.B. www.ensembl.org) verflgbar, Informationen
Uber bestimmte Gene aber nur ansatzweise vorhanden. Ausgehend von der
Sequenz des Slo2.2 wurde Uber BLAST ein ,putatives® (mutmaBliches) Gen fir
Slo2.1 identifiziert (siehe 5.1). Da diese Information rein auf einem mathematischen
Algorithmus far die Exon-Vorhersage (,Exon-trapping®, ,Exon prediction®) beruhte
(Shepherd 1981;Gelfand 1990), musste die Sequenz aus der Datenbank zun&chst
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durch eigene Klonierungs- und Sequenzierungsarbeiten bestatigt werden. Mit der
bekannten Sequenz konnte dann auch die korrekte Genstruktur von slo2.1
identfiziert werden. Durch Anwendung der RT-PCR (4.3.10.2) war es schlieBlich
gelungen, ein komplettes cDNS-Transkript von slo2.1 zu erzeugen und zu klonieren.
Der slo2.1 cDNS-Klon wird zur Expression im Heterologen System verwendet.
Ergebnisse dieser Expressionsstudien liegen zum jetzigen Zeitpunkt noch nicht vor.
Mit Kenntnis der Genstruktur von slo2.17 waren die Vorraussetzungen fir die
Entwicklung einer Knockout-Strategie geschaffen. Im Anschluss daran erfolgten
aufwandige Klonierungen, in welchen ein Knockout-Konstrukt mit drei LoxP-Seiten
erstellt wurde. Sowohl das Poren-Exon des Kanals, als auch die NeoTK-
Selektionskassette lagen somit in ,gefloxter” Form vor. Mit diesem Targeting-Vektor
wurden daraufhin ES-Zellen transfiziert (Elektroporation 4.3.15.3) und rekombinante
Klone durch Selektion in G418-haltigem Medium angereichert. Nach mehreren
Targeting-Experimenten konnte lediglich ein Klon isoliet werden, der nach
Uberpriifung durch Southern-Blot eine korrekte Integration aufwies (Abbildung 5-27,
Tabelle 5-1)). Allerdings bestatigt dies auch die in der Literatur beschriebenen
Rekombinationsraten von 1 %. (Thomas et al. 1986). Die verschiedenen Faktoren,
welche die Effizienz der Homologen Rekombination beeinflussen, wurden bereits in
Kapitel 1.5 beschrieben. Da schon bei der Konzeption auf groBe Homologiebereiche
geachtet wurde und zur Anreicherung rekombinanter Klone doppelt selektioniert
wurde (1.5.1), kann womdglich ein schlecht zugénglicher Locus des slo2.1-Gens ein
Grund fir die geringe Rekombinationsfrequenz sein.

Der korrekte L3-Klon wurde mit einem Vektor, der transient die Cre-Rekombinase
exprimiert, transfiziert, worauf nach Ganciclovir-Selektion ausschlieBlich L1-bzw. L2-
Klone isoliert werden konnten (5.3.2). Dies bestétigt noch einmal die Richtigkeit des
verwendeten ,Master-(L3)-Klons, ist vor allem aber ein Hinweis darauf, dass die
Konzeption des Targeting-Konstruktes auf dem Papier stimmt, und das Cre/loxP-
System auf gewlinschte Weise in den ES-Zellen funktioniert.

In mehreren Sitzungen wurden daraufhin Injektionen mit ausgewahlten L1- und L2-
Klonen vorgenommen. Erst nach mehreren Anlaufen war es gelungen, chimare
Nachkommen zu erzeugen (5.3.3). Dass in den ersten Versuchen keine chimaren
Mause generiert wurden, mag daran gelegen haben, dass die optimale Zahl der zu
injizierenden ES-Zellklone pro Blastozyste erst experimentell ermittelt werden
musste. Wird generell empfohlen, zwischen 15 und 25 ES-Zellen in eine Blastozyste
zu injizieren (Hogan et al. 2000) schien das Optimum unserer Zellen zwischen 8 und
10 ES-Zellen pro Blastozyste zu liegen. Mit dieser Zahl von Stammzellen konnten
mannliche chimare Mause erzeugt werden. Der Chimarismus liegt mit 5 -30 % relativ
niedrig.  Zum  Zeitpunkt  der  Fertigstellung  dieser  Arbeit  finden
Verpaarungsexperimente Chimare/ Wildtyp statt, um eine Keimbahngéangigkeit der
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Mutation nachzuweisen. Eine Abschatzung des Chiméarismus Uber die
Zusammensetzung des Fells erlaubt Schlisse auf den Beitrag der mutierten ES-
Zellen am Gesamtorganismus. Je héher der Anteil der mutierten ES-Zellen an der
Fellfarbe ist, desto gréBer ist die Wahrscheinlichkeit, dass auch die Keimbahnen von
diesen Zellen gebildet werden und damit eine Weitervererbung stattfinden kann. Eine
absolute Aussage ist dadurch allerdings nicht mdglich. So wurde einerseits eine
Keimbahngangigkeit bei Tieren mit 30% oder weniger Fellchimarismus beobachtet,
wahrend andererseits bei hochchimaren Mausen (80 — 100 %) keine Vererbung der
Mutation vorhanden war (Suzuki et al. 1997). Die Zusammensetzung der Fellfarbe
stellt somit ein wichtiges, aber keinesfalls entgiltiges Kriterium fir die
Wabhrscheinlichkeit einer Keimbahntransmission dar. Letztendlich kann diese nur
durch Verpaarung mit Wildtypmausen und anschlieBende Genotypisierung der
Nachkommen bewiesen werden.

Auch das Alter der Stammzellen scheint sich negativ auf die Keimbahngangigkeit
auszuwirken, wobei sich in der Literatur widersprichliche Aussagen finden. Fir Nagy
R1-Zellen (Nagy et al. 1993) wird eine Verschlechterung der Keimbahngangigkeit
berichtet, wenn die Zellen éfter als 15 — 20 mal passagiert wurden. Auf der anderen
Seite wurde aber auch mit Zellen, die sich bereits in der 32. Passage befanden, eine
Keimbahntransmission erreicht (Fedorov et al. 1997). Die L1- und L2-Klone befinden
sich zum Zeitpunkt der Injektion in der 28. Passage. Dies kdnnte eine Erklarung fur
die geringe Ausbeute an chimdren Tieren darstellen. Daher sollen bei erneuten
Injektionen optimale Zahlen von L3-Klonen injiziert werden, welche sich erst in der
18. Passage befinden. Dadurch kénnte die Wahrscheinlichkeit, mehrere hochchiméare
Mause zu erhalten, betrachtlich gesteigert werden. Konditionaler und Totaler
Knockout missten dann in vivo mithilfe einer Cre-deleter-Maus erzeugt werden.
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7  Ausblick

Das néachstliegende Ziel ist die Etablierung der unterschiedlichen Knockout-
Mauslinien. Vorraussetzung dafir sind ausreichend Chiméaren mit hohem
agoutifarbenen Fellanteil, da hierbei mit gréBerer Wahrscheinlichkeit eine
Keimbahntransmission der mutierten Stammzellen zu erwarten ist. Zurzeit werden
die bisherigen mannlichen Chimaren bereits mit Wildtyp-Mausen verpaart und
parallel dazu weitere Injektionen mit den einfach getargeten ES-Zellen (L3-Klon: 1.3
2A5 12C) durchgefihrt. Durch dieses zweigleisige Vorgehen kann bald mit den
ersten Mausmutanten gerechnet werden.

Die gezielte phanotypische Untersuchung der Knockout-Mause wird zuklnftig klaren,
welche Rolle der Slo2.1-Kanal in vivo besitzt. Von besonderem Interesse wird sein,
ob sich die bislang gefundenen In-vitro-Messungen am lebenden Tier bestatigen
lassen, und damit gezeigt wird, dass Slo2.1 tatsachlich die postulierte protektive
Funktion bei der Ischamie (Bhattacharjee et al. 2003) oder der neuronalen
Signaltransduktion (Santi et al. 2006) ausubt.

Mithilfe der konditionalen Knockout-Mause lassen sich durch Kreuzung mit Cre-
Mausen gewebespezifische Knockouts erzeugen. Damit kdénnen zusatzliche
Untersuchung durchgeflihrt werden, die in der Lage sind, einen weitaus genaueren
Aufschluss Uber die biologische Funktion des Slo2.1 zu geben.
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8 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wird beschrieben, wie mithilfe molekularbiologischer
Techniken gezielt das slo2.1-Gen in der Maus ausgeschaltet wird (slo2. 7-Knockout-
Maus). Das slo2.1-Gen codiert fiir den natrium- und chloridabhé@ngigen Kaliumkanal,
welcher in der Literatur als Slo2.1 oder SLICK (Sequence like an intermediate
conductance K*-channel) bekannt ist. Slo2.1 z&hlt zur Familie der Slo-Kanale.
Hierbei handelt es sich um eine Unterfamilie von Kaliumkanalen, welche sich durch
ihre hohen Leitfahigkeiten flr Kaliumstrome auszeichnen. Zwischenzeitlich sind vier
Mitglieder der Slo-Kanalfamilie bekannt: Slo1, der kalziumaktivierte Kaliumkanal
(BKca), die beiden paralogen Slo2 Kanéle Slo2.1 (SLICK) und Slo2.2 (SLACK), sowie
der pH-sensitive Kaliumkanal Slo3. Prinzipiell handelt es sich bei allen Kanélen um
s.g. 6-Transmembran-Kanédle, was bedeutet, dass ihre Kernstrukiur aus sechs
transmembrandurchspannenden Regionen besteht. Auch Slo2.1 besitzt sechs
Transmembrandomanen. N-terminaler und C-terminaler Teil liegen intrazellular, im
C-Terminus finden sich verschiedene funktionelle Doméanen (RCK-Domanen,
Phosphorylierungsstellen).

Da Slo2.1 als jlingstes Mitglied der Slo-Familie nur wenig erforscht und seine
biologische Funktion unbekannt ist, sollte als Ziel dieser Arbeit ein Tiermodell
entwickelt werden, in welchem genau dieser Kanal inaktiviert wird (Knockout). Damit
kénnen die physiologischen Besonderheiten (Phanotypen) dieser Tiere mit den
entsprechenden unveranderten  Wildtyp-Mausen verglichen, und dadurch
Ruckschlisse auf die biologische Funktion von slo2.1 gezogen werden. Zusatzlich
zum totalen Knockout, bei welchem im gesamten Organismus kein intaktes Protein
mehr vorliegt, war es weiteres Ziel der Arbeit, s.g. konditionale Knockout-Mause zu
erzeugen, mit welchen gewebespezifische Knockouts zu generieren waren.
Basierend auf dem Cre/loxP-System, wurde eine Strategie entwickelt, mit welcher die
Entwicklung sowohl des totalen, als auch des konditionalen Knockouts erreicht
werden kénnten.

Zunachst wurde daflr die komplette cDNS des Slo2.1 erzeugt, kloniert und damit die
Genarchitektur des slo2.1-Gens ermittelt. Das Gen besteht aus 28 Exonen und
umspannt einen Bereich von 370 kb. Um den Kanal funktionslos zu machen, sollte
Exon Nr. 9, welches fir die eigentliche Kanalpore codiert, gezielt verandert
(,ausgeknockt®) werden.

In mehreren Schritten wurde ein daflr geeignetes Knockout-Konstrukt erstellt. Dieses
beinhaltet einen Selektionsmarker, welcher zur Positiv-/Negativselektion verwendet
werden kann (,Neo/TK-Kassette®) sowie insgesamt drei LoxP-Erkennungsstellen.
Zwei davon flankieren das Poren-Exon Nr. 9 (,gefloxt“) und erlauben die Herstellung
des totalen und des konditionalen Knockouts. Dieses Konstrukt wurde flr das ,,Gene-
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Targeting”“ durch Homologe Rekombination in embryonalen Stammzellen (ES-Zellen)
eingesetzt. Hierflr wurden ES-Zellen mit dem Knockoutvektor transfiziert und in
Selektionsmedium kultiviert. Die Uberlebenden Klone wurden vereinzelt und durch
Southern-Blot-Analyse auf korrekte Integration des mutierten Genabschnitts
Uberprift. Unter 1200 analysierten Zell-Klonen konnte einer identifiziert werden, bei
welchem die homologe Rekombination auf die gewlnschte Weise erfolgt war. Dieser
Zellklon durchlief ein weiteres Gene-Targeting, in dessen Verlauf zwei Arten von
mutierten Stammzellen erzeugt wurden, die entweder flr den totalen, oder den
konditionalen Knockout verwendet werden konnten. Mithilfe der Mikroinjektion dieser
ES-Zellen in Blastozysten und anschlieBenden Embryotransfer in pseudoschwangere
Ammenmause wurden daraufhin chiméare Tiere geboren. Die mannlichen Chimaren
werden zurzeit mit weiblichen Wildtypmausen verpaart um zu testen, ob eine
Keimbahntransmission vorliegt und die Mutation des slo2.1-Gens an die n&chste
Generation weitervererbt wird, weil erst damit eine stabile slo2.1-Knockout-Mauslinie
etabliert werden kann.
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