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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Auge und Netzhaut

1.1.1 Anatomische und physiologische Grundlagen

1.1.1.1 Anatomie des Auges

Der Augapfel wird zum Schutz vor &uBleren Einwirkungen von der weilen, derb
bindegewebigen Lederhaut (Sklera) umgeben, die zusammen mit der durchsichtigen Hornhaut
(Cornea) die Hiille des Auges bildet. Im Inneren grenzt die Aderhaut (Chorioidea) an, eine
blutgefiBreiche Schicht des Auges, die der Versorgung der duBBeren Netzhautschichten dient.
Die innerste Schicht der Augapfelwand wird von der Netzhaut (Retina) gebildet, welche aus
einem sensorischen Teil und dem Pigmentepithel besteht. Der transparente Glaskorper fiillt
schlieBlich den inneren Hohlraum des Auges aus. Uber die Hornhaut fillt das Licht ins Auge
ein, und die Linse und die Hornhaut fokussieren die einfallenden Lichtstrahlen auf die
Netzhaut, sodass das Bild der Umgebung auf dieser abgebildet wird. Durch Kontraktion bzw.
Entspannung der Ziliarmuskeln kann die Kriimmung der Linse verdndert und somit die
Schirfe des Bildes gewéhrleistet werden. Die Iris bildet die Blende des Auges. IThre zentrale
Offnung, die Pupille, zieht sich bei Helligkeit zusammen und dimpft den Lichteinfall. In der
Netzhaut wird der ankommende Lichtreiz iiber die Photorezeptoren, also die Zapfen und
Stidbchen, aufgenommen und die Impulse iiber verschiedene Zelltypen der Retina verarbeitet
und weitergeleitet. Die Stelle des schirfsten Sehens stellt der ,,gelbe Fleck" (Fovea centralis,
Makula lutea) dar. Hier sind die Zapfen am dichtesten, wéhrend die Stdbchen fehlen. Der
Bereich, an dem die Nervenfasern aus der Retina austreten (Papille) enthdlt keine
Photorezeptoren und bildet dadurch den ,,blinden Fleck".

1.1.1.2 Die Netzhaut

Die Retina stellt den sensorischen Teil des Auges dar. Hier findet sowohl die Detektion von
Licht als auch die erste Signalverarbeitung statt. Die Netzhaut setzt sich bei allen Wirbeltieren
aus mehreren Schichten zusammen und kleidet nahezu die gesamte Innenseite des Auges aus.
Bei einem gesunden Menschen befinden sich in der Photorezeptorschicht ca. 7 Mio. Zapfen
und 120 Mio. Stébchen.

Nach aullen zur Chorioidea hin ist diese Rezeptorschicht in Kontakt zum Pigmentepithel,
welches der Erndhrung der Photorezeptoren dient, ihre abgestolenen Scheibchen verarbeitet
(Young & Bok 1969) und gleichzeitig das einfallende Licht nach hinten abschirmt
(Abbildung 1.1). Die duBere Kornerschicht (ONL, outer nuclear layer) wird durch die Somata
der Photorezeptoren gebildet. Die Zellkorper der Stibchen und Zapfen sind im ONL parallel
nebeneinander gruppiert und erstrecken ihre verdickten lichtsensitiven Fortsdtze, die
AulBlensegmente, in Richtung des Pigmentepithels. Die visuellen Informationen der
Photorezeptoren werden iiber Bipolarzellen, deren Zellkerne zusammen mit denen der
Amakrin- und der Horizontalzellen die innere Kornerschicht (INL, inner nuclear layer)
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bilden, an Ganglienzellen iibermittelt. Die Axone der Ganglienzellen wiederum treffen sich
alle an der Papille und bilden ab dort den Sehnerv, der zu verschiedenen Arealen im Gehirn
projiziert, in denen dann die zentrale Verarbeitung der Reize erfolgt.

Die duflere Kornerschicht und die innere Kornerschicht werden durch die duflere plexiforme
Schicht (OPL, outer plexiform layer) getrennt, in der praktisch keine Zellkorper, jedoch
reichlich Neuronenkontakte zwischen Photorezeptoren, Horizontal- und Bipolarzellen zu
finden sind. Die Horizontalzellen stehen iiber ihre Ausléufer in Kontakt mit den synaptischen
Enden der Photorezeptoren, wobei eine einzige Horizontalzelle iiber ihre verzweigten
synaptischen Enden Informationen von meist vielen hundert Photorezeptoren erhilt.
Horizontalzellen sind unter anderem fiir die Verstirkung der rdumlichen Unterschiede der
Lichtintensitdt durch laterale Inhibition zustéindig. Die innere plexiforme Schicht (IPL, inner
plexiform layer) trennt die innere Kornerschicht histologisch von der Ganglienzellschicht ab
und beinhaltet die Synapsen der Bipolar-, der Amakrin- und der Ganglienzellen. Die
Amakrinzellen interagieren synaptisch mit den Axonen der Bipolarzellen und den Dendriten
der retinalen Ganglienzellen und sorgen &hnlich wie die Horizontalzellen fiir laterale
Verbindungen innerhalb der Netzhaut. Amakrinzellen formen bzw. modulieren so den
Signalfluss von den Photorezeptoren iiber die Bipolarzellen zu den Ganglienzellen (Kellner &
Wachtlin 2008).

Pigmentepithel

Photorezeptor- Zapfen

AuBensegmente

Stabchen
auBere Kornerschicht

auBere plexiforme Schicht

innere Kornerschicht e Bipolarzelle

innere plexiforme Schicht

Ganglienzellschicht

Licht

Abbildung 1.1: Aufbau der Netzhaut
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1.1.1.3 Aufbau und Funktion der Photorezeptoren

Photorezeptoren bestehen aus einem duleren Segment mit Stapeln von Membranen, die das
lichtabsorbierende Photopigment (Rhodopsin in Stdbchen bzw. Rot-, Griin-, Blauopsin in
Zapfen) enthalten, gefolgt von einem darunter liegenden inneren Segment mit Zellkern und
einem synaptischen Terminal, {iber das Kontakt zu signalverarbeitenden Neuronen hergestellt
wird. Die Retina besitzt zwei morphologisch und funktionell unterschiedliche Typen von
Photorezeptoren: Die Zapfen mit einem konischen AuBlensegment stellen die Triger des
photopischen Sehens, d.h. des Scharfsehens, etwa beim Lesen in heller Umgebungs-
beleuchtung dar, sind fiir die raumliche Wahrnehmung sowie das Farbensehen verantwortlich
und zeigen eine schnelle Reaktion auf Lichtreize (Kawamura & Tachibanaki 2008). Die
Stdbchen mit schlankem, stabformigem AuBlensegment sind fiir das skotopische Sehen, d.h.
das Sehen bei schwachem Licht zur Unterscheidung von Grautdnen, verantwortlich. Sie sind
fiir die Verarbeitung von Kontrast, Helligkeit und Bewegung zustindig und ermdglichen eine
duBerst empfindliche Detektion von sogar nur einzelnen Photonen pro Rezeptor (Schneeweis
& Schnapf 1995). Thre Signalverarbeitung ist dagegen deutlich langsamer als die der Zapfen
(Kawamura & Tachibanaki 2008). In der zentralen Netzhaut sind normalerweise vorwiegend
Zapfen zu finden, wihrend in der Peripherie die Stdbchen liberwiegen (Curcio et al. 1987).
Die Retinae verschiedener Spezies zeigen in ihrem Aufbau allerdings eine deutliche
Anpassung an die entsprechenden Lebensbedingungen. In der nachtaktiven Spezies Maus
beispielsweise dominiert das stibchenabhéngige Sehen mit einem Zapfenanteil von nur ca. 3 -
5% (Carter-Dawson & LaVail 1979; Jeon et al. 1998).

1.1.1.4 Die Phototransduktion

Obwohl die Komponenten der Phototransduktionskaskade in Stibchen und Zapfen aus
unterschiedlichen Isoformen der einzelnen Proteine gebildet werden, basiert die Detektion des
physikalischen Reizes Licht und die Umwandlung in ein elektrisches Nervensignal iiber die
Phototransduktionskaskade in Zapfen- und Stdbchen-Photorezeptoren auf dem gleichen
biochemischen Reaktionsprinzip. Die Phototransduktion beginnt in den Auensegmenten mit
der Absorption von Licht durch das Photopigment Rhodopsin in Stibchen bzw. die Zapfen-
Opsine in Zapfen (Abbildung 1.2). Bei den Opsinen handelt es sich um Sieben-
Transmembranproteine, in denen {iiber einen Lysinrest der Chromophor 11-cis-Retinal
gebunden ist. Die einzelnen Opsine unterscheiden sich in ihrer Proteinstruktur voneinander,
so dass unterschiedliche Absorptionsmaxima erreicht werden und somit das Farbensehen
ermoglicht wird. Trifft ein Lichtquant auf ein Opsinmolekiil mit 11-cis-Retinal, so findet die
primire photochemische Reaktion statt: die Isomerisierung von 11-cis-Retinal zu all-trans-
Retinal (Okada et al. 2001) mit der Folge einer Konformationsinderung im Opsin. Das
angeregte Photopigment bewirkt die Aktivierung des G-Proteins Transducin durch
Abspaltung der inhibitorischen Untereinheiten und den damit gekoppelten Austausch von
GDP durch GTP am aktivierten Transducinrest. Die aktivierte a-Untereinheit des Transducins
interagiert dann mit der inhibitorischen y-Untereinheit einer Phosphodiesterase (PDE), was
zur Dissoziation der y-Untereinheit vom katalytischen Teil mit nachfolgender Aktivierung der
PDE fiihrt. Die aktivierte Phosphodiesterase hydrolysiert cGMP und erniedrigt dadurch den
intrazelluldren cGMP-Spiegel. Der cGMP-regulierte Kationenkanal (cyclic nucleotide gated,
CNG-Kanal), der zusammen mit dem Na'/K"/Ca”"-Austauscher das Ruhemembranpotential
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erzeugt, wird im Dunkelzustand durch c¢cGMP offen gehalten. Das Absinken des
intrazelluldren cGMP-Spiegels schlieft den CNG-Kanal, wodurch die Membran des
Photorezeptors hyperpolarisiert, und der fortgeleitete Spannungsimpuls senkt die
Glutamatfreisetztung an der Photorezeptorsynapse ab (Burns & Baylor 2001).

“ Opsin ®

o ......:;,-»,
oA TTRY

_LA), S N |’|]l

® OOK@ % . ﬁ‘ """ n

GTP Arrestm OO "\/ N
Transducm GMP GCAP Q 6 o

O, PDEG ' GC 050 Jg9, 0

@ o4
O
SO O .1..~
" O) cGMPO = < \‘

intrazellular

............
OAA0ARARRAAARAARRC0N000000NN00000CO00CORAARRIRFER R

extrazellular

Abbildung 1.2: Die Phototransduktion im AuBensegment der Zapfen

Lichteinfall in die Netzhaut resultiert in einer Isomerisierung des Chromophors 11-cis- zu all-trans-
Retinal im Photopigment Opsin (1). Die Konformationsanderung des Opsins bewirkt die Aktivierung
des G-Proteins Transducin durch Abspaltung der inhibitorischen Untereinheiten By und dem damit
gekoppelten Austausch von GDP durch GTP an der aktivierten a-Untereinheit des Transducins (2).
Das aktivierte Transducin bindet an die inhibitorische y-Untereinheit der Phosphodiesterase (PDE) mit
nachfolgender Aktivierung der PDE (3). Diese hydrolysiert cGMP und erniedrigt dadurch den
intrazellularen cGMP-Spiegel (4). Im Dunkeln wird der cGMP- regullerte Kationenkanal (CNG) durch
cGMP offen gehalten und erzeugt zusammen mit dem Na'/K'/Ca**-Austauscher (NaKCa-Ex) das
Ruhemembranpotential (5). Das Absinken des cGMP-Spiegels bewirkt ein Schliefen des CNG-Kanals
und damit eine Hyperpolarisation der Plasmamembran (6). Dieser Spannungsimpuls resultiert
schlieBlich in einer verminderten Glutamatfreisetzung an der Photorezeptorsynapse.
Inaktivierungsreaktionen: Das angeregte Opsin wird Uber die Opsinkinase (OK) phosphoryliert und
durch die anschlieBende Bindung von Arrestin inaktiviert (7). Retinalderivate werden Uber den
ABCA4-Transporter abtransportiert (8) und das Recycling des 11-cis-Retinals wird Uber das
Pigmentepithel gesteuert (nicht dargestellt). Die Guanylatcyclase (GC), welche {ber ein
Aktivatorprotein (GCAP) reguliert wird, ist verantwortlich fir die Wiederherstellung des cGMP-Spiegels

9).

Trotz desselben biochemischen Reaktionsprinzips in der Phototransduktion weisen Zapfen
und Stibchen deutliche Unterschiede in ihren physiologischen Eigenschaften auf. Beide
Typen von Photorezeptoren zeigen einen hohen Spezialisierungsgrad: Maximale Sensitivitit
und hohe Quantenausbeute in Stibchen gegeniiber hohem Adaptationsvermdgen sowie hoher
temporaler und rdumlicher Auflosung in Zapfen. Diese Spezialisierung spiegelt sich auch in
Unterschieden in den biochemisch-biophysikalischen Eigenschaften der homologen
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Komponenten (Burns & Baylor 2001; Tachibanaki et al. 2001; Korenbrot & Rebrik 2002)
sowie der genetischen Differenzierung der beiden Phototransduktionssysteme wider. Soweit
bislang bekannt, werden die meisten der homologen Proteine in Zapfen und Stibchen von
unabhingigen, distinkten Genen kodiert.

1.1.2 Erbliche Netzhauterkrankungen

1.1.21 Grundlagen und Klassifikation

Erbliche Netzhauterkrankungen stellen eine heterogene Gruppe meist seltener
Augenerkrankungen dar, bei denen es aufgrund von Mutationen in einem spezifischen Gen zu
Storungen der Netzhaut- oder Sehbahnentwicklung oder zu Funktionsstérungen der reifen
Netzhaut mit oft progredientem Verlauf kommt. Charakteristisch sind Funktionsausfille in
der Reizaufnahme und Reizweiterleitung innerhalb der Netzhaut, die zu verschiedenen
Symptomen wie Verlust an Sehschérfe, Erhohung der Reizschwellen, Einschriankungen im
Gesichtsfeld und Farbsehschwiche fiihren konnen. Die Priavalenz liegt bei ca. 1:2500 (Rattner
et al. 1999; Sohocki et al. 2001). Insgesamt werden iiber 190 Genorte derzeit mit
Netzhautdystrophien assoziiert, hiervon wurden mehr als 150 Gene identifiziert (RetNet;
Hhttp://www.sph.uth.tmc.edu/RetNet/*). Erbliche Netzhauterkrankungen lassen sich grob
unterteilen in generalisierte Netzhautdystrophien mit peripherer Betonung (z.B. Retinitis
pigmentosa), generalisierte Netzhautdystrophien mit zentraler Betonung (z.B. Zapfen-
dystrophien), Makuladystrophien (z.B. Morbus Stargardt) und stationire Netzhautfunktions-
storungen (z.B. kongenitale stationdre Nachtblindheit) (Kellner et al. 2004a; Kellner et al.
2004b). Kennzeichnend ist eine zum Teil sehr ausgepriagte genetische Heterogenitit der
einzelnen Erkrankungen.

Ein klassisches Beispiel ist die Retinitis pigmentosa (RP), eine in der Netzhautperipherie
beginnende, fortschreitende Degeneration primdr der Stibchen und anschlieBend auch der
Zapfen. Charakteristisch sind Nachtsehstorungen und periphere Gesichtsfeldausfille.
Mutationen in Genen aus der Stibchen-Phototransduktionskaskade konnen, wie im Falle der
beiden katalytischen Untereinheiten der Phosphodiesterase (PDE6A, PDE6B) zu autosomal
rezessiv vererbter RP fiihren (McLaughlin et al. 1993; Bayes et al. 1995; Huang et al. 1995;
Danciger et al. 1996), ebenso wie Mutationen in den fiir die cGMP-gesteuerten
Kationenkanile kodierenden Genen CNGAT1 (Dryja et al. 1995) und CNGBI1 (Bareil et al.
2001). Auch Mutationen in Rhodopsin (RHO) wurden sowohl bei RP-Patienten mit
rezessivem als auch mit dominantem Vererbungsmodus gefunden (Sohocki et al. 2001).

Auch die unterschiedlichen Arten der Makuladystrophien werden zu den degenerativen
Netzhauterkrankungen gezihlt, wobei hier vorwiegend das Netzhautzentrum, also die Makula
mit thren Zapfen betroffen ist. Gemeinsames Merkmal ist hier der progressive Verlauf der
Erkrankung, der zu starken Sehbeeintrachtigungen, aber nur selten zur vollstindigen
Erblindung fiihrt. Ein Beispiel hierfiir ist der Morbus Stargardt (Stargardt 1909), verursacht
hauptsdchlich durch Mutationen im ABCA4-Gen, dessen Proteinprodukt fiir den Transport
des all-trans-Retinal zustindig ist.

Die kongenitale stationdre Nachtblindheit (CSNB, congenital stationary night blindness) stellt
ebenfalls eine genetisch heterogene Gruppe von Erkrankungen mit einer stationéren
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Stdbchenfunktionsstorung dar, die verschiedenen Vererbungsmodi folgen. Bei der autosomal
dominanten Form wurden Mutationen in den Genen GNAT1 (Dryja et al. 1996), PDE6B (Gal
et al. 1994) und RHO (al-Jandal et al. 1999) gefunden. Dem autosomal rezessiven
Vererbungsmodus folgen Mutationen in den Genen RDHS5 (Retinoldehydrogenase 5
(Gonzalez-Fernandez et al. 1999)) und RHOK (Rhodopsin Kinase (Yamamoto et al. 1997)).

1.1.2.2 Zapfen- und Zapfen-Stabchendystrophien/Stabchenmonochromasie

Die Zapfen- und Zapfen-Stibchendystrophien bilden eine Untergruppe der erblichen
Netzhauterkrankungen, die durch eine primidre oder sekundidre Storung der Funktion des
Zapfensystems charakterisiert sind. Wihrend bei der Zapfendystrophie keine wesentliche
Beteiligung der Stibchenfunktion zu finden ist, kommt es bei der Zapfen-Stibchen-
Dystrophie zu Beginn zum Absterben der Zapfen in der Netzhautmitte, welches sich dann
langsam in den dufleren Bereich und auf die Stdbchen ausbreitet. Die Erkrankungen zeichnen
sich aus durch reduzierte Sehschirfe, Farbsinnstérungen, zentrale Gesichtsfeldausfille und
eine ausgepriagte Blendungsempfindlichkeit. Ursachen sind hauptsdchlich Mutationen in
unterschiedlichen Genen, deren Genprodukte in den Photorezeptoren (z.B. ABCA4 (Maugeri
et al. 2000) oder GUCA1A (Payne et al. 1998)) oder in Zellen des retinalen Pigmentepithels
(z.B. RDH5 (Nakamura et al. 2000)) lokalisiert sind und damit Stérungen der
Phototransduktion oder der Funktionen des retinalen Pigmentepithels bewirken. Auch das
KCNV2-Gen scheint bei der Entstehung einer bestimmten Form der Zapfendystrophie eine
wesentliche Rolle zu spielen. Wu et al. identifizierten Mutationen im KCNV2-Gen als
Ursache der Cone Dystrophy with Supernormal Rod Response (CDSRR) (Wu et al. 2006;
Wissinger et al. 2008), einer pathophysiologisch eher ungewohnlichen Form der
Netzhautdystrophie. Neben einer ausgeprigten Funktionsbeeintrachtigung des Zapfensystems
weisen die Patienten auch ein paradoxes skotopisches Elektroretinogramm (ERG) auf (Gouras
etal. 1983).

Von den Dystrophien abzugrenzen sind stationdre Storungen der Zapfenfunktion im Rahmen
der Achromatopsie (Stdbchenmonochromasie, komplette Farbenblindheit), der Tritanopie
(Fehlen der Blauzapfenfunktion) oder der Blauzapfenmonochromasie (Fehlen der Funktion
der Rot- und Griinzapfen). Bei der Stibchenmonochromasie weisen alle Zapfen eine
vollstindige Funktionsstorung (komplette Form) oder eine sehr stark herabgesetzte Funktion
(inkomplette Form) auf. Durch die alleinig verbleibende Funktion der Stédbchen entstehen eine
starke Blendungsempfindlichkeit bei fehlendem Farbensehen, eine stark verminderte
Sehschérfe und ein ausgeprigter Nystagmus. Auch hierbei handelt es sich um eine seltene,
genetisch sehr heterogene Erkrankung, ca. 40-50% der Fille sind durch Mutationen im
CNGB3-Gen und ca. 20-30% der Félle durch Mutationen im CNGA3-Gen bedingt (Kohl et
al. 1998; Winick et al. 1999; Kohl et al. 2000; Wissinger et al. 2001; Kohl et al. 2005).
CNGA3 codiert hierbei fiir die o-Untereinheit des cGMP-gesteuerten Kationenkanals in
Zapfen, CNGB3 codiert fiir die entsprechende B-Untereinheit desselben Kanals. Mutationen
im GNAT2-Gen, welches fiir die a-Untereinheit des Transducins der Zapfen kodiert, wurden
ebenfalls beschrieben (Kohl et al. 2002).

Da nur etwa drei Viertel aller Patienten mit Achromatopsie diesen bislang bekannten Genen
zugeordnet werden kdnnen, werden weitere Kandidatengene wie beispielsweise Gene, die fiir
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Untereinheiten der Zapfen-PDE kodieren, beforscht. Bei einem Patienten mit einer seltenen
Form der Zapfendystrophie (Zapfendystrophie mit Nyctalopie und supernormaler
Stdbchenantwort) konnte eine heterozygote G-C-Substitution in der 5'-UTR (untranslated
region) des PDE6H-Gens detektiert werden. Bei in vitro Transkriptions-/Translations-
Experimenten konnte mit einem Konstrukt mit dieser Mutation eine erhdhte Genexpression
von PDE6H im Vergleich zu einem wildtyp-Konstrukt detektiert werden. Dies konnte
theoretisch in vivo zu einer verstirkten Hemmung der PDE6 und damit erhéhten cGMP-
Spiegeln mit nachfolgender Photorezeptordegeneration fithren (Piri et al. 2005). Auch
Mutationen des PDE6C-Gens konnten kiirzlich als Ursache fiir Achromatopsie identifiziert
werden (Chang et al. 2009).

1.2 Phosphodiesterasen

1.2.1 Aligemeine Einteilung

Phosphodiesterasen gehdren zur Klasse der Phosphohydrolasen und katalysieren selektiv die
Hydrolyse der cyclischen 3’-Phosphatbindung von cyclischem Adenosinmonophosphat
(cAMP) und/oder cyclischem Guanosinmonophosphat (cGMP), um daraus das entsprechende
inaktive 5’-Monophosphat zu bilden. Sie sind somit zusammen mit den Adenylatcyclasen und
Guanylatcyclasen an der Regulation der intrazelluldren Spiegel an cyclischen Nukleotiden
beteiligt (Bender & Beavo 2006). In Siugerzellen wurden 21 PDE-Gene identifiziert, und
basierend auf strukturellen Ahnlichkeiten wie Sequenzhomologie, Proteindominen und
enzymatischen Eigenschaften werden die Phosphodiesterasen der Sdugetiere in insgesamt elf
verschiedene Familien (PDE 1-11) eingeteilt (Francis et al. 2001; Omori & Kotera 2007).
Innerhalb der Familien existieren mehrere Isoformen, die entweder von unterschiedlichen
Genen codiert oder durch alternatives Spleilen bzw. variierende Transkriptionsstartpunkte
gebildet werden. Somit besteht die gesamte Séduger-PDE-Familie aus insgesamt mehr als 50
Isoenzymen. Allen PDEs gemeinsam ist der Aufbau aus C-terminaler katalytischer Domine
und N-terminaler regulatorischer Doméne. Die katalytischen Dominen aller PDE-Familien
sind hochkonserviert, wihrend sich die regulatorischen Doménen voneinander unterscheiden
(Bender & Beavo 2006). Eine Einteilung der Phosphodiesterasen kann unter anderem
aufgrund ihrer Substratspezifitit vorgenommen werden: es gibt cGMP-spezifische PDEs,
PDEs mit gemischter Spezifitit, und cAMP-spezifische PDEs. Drei der elf bekannten
Familien, PDES, PDE6 und PDE9, weisen eine hohe Spezifitit fiir cGMP auf.

1.2.2 Regulation uber GAF-Doméanen

Finf der elf Sduger-PDE-Familien besitzen N-terminal angeordnete sogenannte GAF-
Domaénen (PDE 2, 5, 6, 10 und 11), die mit Ausnahme der PDE11 als Tandem (GAFa und
GAFDb) vorliegen (Zoraghi et al. 2004). Die Bezeichnung ,,GAF-Doméne* wurde abgeleitet
von den Namen der Proteine, in denen dieses Sequenzmotiv zuerst gefunden wurde: in
cGMP-bindenden Phosphodiesterasen, Anabaena Adenylatcyclasen und im E. coli
Transkriptionsfaktor FhlA. Spezifisches Merkmal der GAF-Doménen ist ein evolutiondr
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hochkonserviertes Aminosduremotiv, das bisher in mehr als 1000 Proteinen in verschiedenen
Organismen identifiziert werden konnte (Aravind & Ponting 1997).

Die GAF-Dominen der Phosphodiesterasen haben unterschiedliche Funktionen. Durch die
Bindung von Liganden kann das katalytische Zentrum stimuliert werden (Okada & Asakawa
2002; Bruder et al. 2006), die Affinitdt des katalytischen Zentrums fiir Substrate und
Inhibitoren kann erhoéht werden (Corbin et al. 2003; Rybalkin et al. 2003) oder die
Phosphorylierung entsprechender Phosphorylierungsstellen kann verstarkt werden (Thomas et
al. 1990). Zudem konnen GAF-Dominen fiir eine Dimerisierung zustindig sein (Martinez et
al. 2002; Martinez et al. 2005). Drei der fiinf GAF-Doménen beinhaltenden PDEs (PDE2,
PDES, and PDE6) dienen durch Bindung von cAMP/cGMP an eine der Tandem-GAF-
Dominen als Feedback-Regulationsstellen des Cyclonukleotid-Signaling. Die cAMP/cGMP-
Bindung an die regulatorischen GAF-Doménen in PDE2, PDES5S und PDE6 haben
verschiedene Effekte auf ihre enzymatische Aktivitit. Die Bindung von cGMP an die GAFb-
Domine der PDE2 beispielsweise ist verantwortlich fiir eine Stimulation der enzymatischen
Aktivitdt (Martins et al. 1982). Die Bindung von ¢cGMP an die GAFa-Doméne der PDES
erhoht ebenfalls die katalytische Aktivitit des Enzyms (Rybalkin et al. 2003). Zudem
induziert die Bindung von cGMP an die GAFa-Domine der PDES eine Anderung der
Konformation, welche einen Serin-Rest zur Phosphorylierung durch die Proteinkinase G oder
Proteinkinase A bereitstellt, was folglich sowohl die katalytische als auch die allosterische
cGMP-Bindungsaktivitdt der PDES aktiviert (Corbin et al. 2000). Im Gegensatz zu PDE2 und
PDES fiihrt die Besetzung der GAFa-Doméne der PDE6 durch ¢cGMP zu einer reduzierten
basalen Aktivitit des Enzyms, ein Effekt, der einer erhohten Affinitdt der inhibitorischen
Untereinheit PDE6G/H zum katalytischen Teil der PDE6 zuzuschreiben ist (Yamazaki et al.
1990; DAmours & Cote 1999). Die Bindung der inhibitorischen Untereinheit PDE6G/H an
den katalytischen Kern des Enzyms hingegen erh6ht die cGMP-Bindung an die PDE6 GAFa-
Doméne (Cote et al. 1994; Norton et al. 2000).

1.2.3 Die PDE6-Familie

1.2.3.1 Uberblick iiber die Photorezeptor-Phosphodiesterasen

Die Phosphodiesterasen der Familie 6 fungieren als Schliisselenzyme in der
Phototransduktion (siehe 1.1.1.4). Sie werden hauptsidchlich in den AuBensegmenten der
Photorezeptoren der Sduger-Retina exprimiert und sind an der Umwandlung des Lichtsignals
in ein neuronales Signal wesentlich beteiligt (Gillespie & Beavo 1988). Das PDE6-
Holoenzym setzt sich aus einem katalytisch aktiven Enzymkern und inhibitorischen
Untereinheiten zusammen. Die Stiabchen-Phosphodiesterase besteht aus zwei katalytischen
Untereinheiten PDE6a und PDE6, codiert durch die Gene PDE6A bzw. PDE6B, sowie zwei
identischen inhibitorischen Untereinheiten PDE6y, codiert durch PDE6G (Baehr et al. 1979;
Deterre et al. 1988). Das Zapfen-PDE-Holoenzym wird repréasentiert durch zwei identische
katalytische Untereinheiten PDE6a’, codiert durch das PDE6C-Gen und zwei identische
Zapfen-spezifische inhibitorische Untereinheiten PDE6yY’, codiert durch das PDE6H-Gen
(Gillespie & Beavo 1988) (Abbildung 1.3).
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Stabchen- Zapfen-
Phosphodiesterase Phosphodiesterase

Gen Protein Funktion Gen Protein Funktion

PDEGA o-Untereinheit katalytisch PDE6C o'-Untereinheit  katalytisch
Stabchen Zapfen

PDE6B B-Untereinheit katalytisch
Stabchen

PDE6G vy-Untereinheit inhibitorisch | PDE6H y’-Untereinheit inhibitorisch
Stabchen Zapfen

Abbildung 1.3: Schematischer Aufbau der Photorezeptor-Phosphodiesterasen

Die katalytischen Doménen sind teilweise zusétzlich mit einer regulatorischen Untereinheit
PrBP/6 (prenyl binding protein), codiert durch das PDE6D-Gen (Norton et al. 2005),
assoziiert. PrBP/0 wurde zunéchst als putative Untereinheit der Stdbchen-PDE in der Retina
identifiziert und PDE66 genannt (Gillespie et al. 1989). Zhang et al. zeigten, dass es sich um
ein prenylbindendes Protein handelt (Zhang et al. 2004), und es wurde folglich in PrBP/3
umbenannt (Norton et al. 2005). PrBP/0 kann mit vielen Proteinen interagieren,
beispielsweise mit GTPasen der Ras-Familie (Norton et al. 2005), mit dem Prostacyclin-
Rezeptor (Wilson & Smyth 2006) aber auch wie schon erwéhnt, mit retinalen Proteinen wie
PDE6a und PDE6fB (Zhang et al. 2004). In der Netzhaut kann PrBP/o an die C-terminale
Region der katalytischen Untereinheiten der PDE6 binden, eine Solubilisierung der PDE6
wird in diesem Zusammenhang diskutiert (Gillespie et al. 1989). Die genaue physiologische
Rolle sowie detaillierte Informationen zur Bindungsstelle von PrBP/3 sind aber immer noch
unbekannt. Es wurde postuliert, dass die 16sliche Fraktion der PDE6 schlechter durch
Transducin aktiviert werden kann und somit die Lichtsensitivitidt der Stibchen gegeniiber
hohen Intensitdten ausgedehnt wird (Cook et al. 2001). Norton et al. zeigten eine mogliche
Rolle von PrBP/3 bei der Synthese und dem Transport von PDE6 zu den Discs oder zur
Membran auf (Norton et al. 2005), was von Zhang et al. in der Pde6d-knockout-Maus
bestétigt werden konnte (Zhang et al. 2007).

Die katalytischen Anteile sowohl der Zapfen- als auch der Stibchen-PDE besitzen pro
Monomer im N-terminalen Bereich zwei GAF-Doménen (GAFa und GAFb). Die GAFa-
Doméne beinhaltet eine Bindungsstelle fiir cGMP, und {iiber cross-linking-Experimente
konnte eine Interaktionsstelle der y-Untereinheit mit GAFa identifiziert werden (Muradov et
al. 2002). An die GAF-Domine gebundenes cGMP verursacht eine erhohte Affinitit der
katalytischen Untereinheiten fiir die inhibitorischen Untereinheiten. Die Aktivitdt beider
Familie 6-Phosphodiesterasen wird durch Transducin reguliert. Bei der durch Licht
vermittelten Aktivierung der Phototransduktion bewirkt das aktivierte Opsin einen Austausch
von gebundenem GDP gegen GTP an der a-Untereinheit des Transducins. Diese aktivierte o-
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Untereinheit interagiert mit der inhibitorischen Untereinheit der PDE6, wodurch deren
inhibitorische Wirkung aufgehoben wird. Die Aktivierung der PDE6 fiihrt zu einer Reduktion
der intrazelluldiren cGMP-Konzentration mit folglicher Abnahme der Offenwahrscheinlichkeit
der CNG-Kandle (Gillespie und Beavo, 1988).

Obwohl die Phosphodiesterasen in Zapfen und Stdbchen strukturell sehr dhnlich aufgebaut
sind und &hnliche Aktivierungsmechanismen in der Phototransduktion aufweisen,
unterscheiden sie sich in ihren biochemischen Parametern deutlich. Die Effizienz der PDE-
Aktivierung durch Transducin in Zapfen ist im Vergleich zum Stiabchensystem ca. 10fach
geringer. Dariiber hinaus ist die Kinetik der PDE-Inaktivierung in Zapfen deutlich hoher als in
Stdbchen (Tachibanaki et al. 2001; Kawamura & Tachibanaki 2008). Verschiedene Studien
deuten auBlerdem darauf hin, dass Familie 6-Phosphodiesterasen zusitzlich zu ihrer Rolle in
der Phototransduktion noch weitere wichtige Funktionen {ibernechmen konnen. Wang et al.
berichteten beispielsweise, dass in Embryonalzellen der Maus der Wnt/Frizzled-Pathway an
einen Abfall der cGMP-Konzentration gekoppelt ist und diese Kopplung iiber PDEG6 reguliert
wird (Wang et al. 2004).

1.2.3.2 Die inhibitorischen Untereinheiten der PDE6

Wie schon weiter oben beschrieben, werden die inhibitorischen PDE6-Untereinheiten y in
Stdbchen bzw. y” in Zapfen von distinkten Genen (PDE6G bzw. PDE6H) kodiert. Die im
Folgenden beschriebenen Interaktionsstudien und Regulationsmechanismen sind fast
ausschlieBlich an der inhibitorischen Untereinheit in Stibchen untersucht, potentiell wire aber
auf Grund der strukturellen Ahnlichkeiten eine Ubertragung auf die Zapfen-Photorezeptoren
denkbar.

Jede inhibitorische y-Untereinheit kann iiber mindestens zwei verschiedene Regionen mit der
katalytischen Untereinheit interagieren, und die Affinitét der y-Bindung wird iiber die cGMP-
Bindung an die GAF-Domine der katalytischen Untereinheit reguliert (Norton et al. 2000;
Mou & Cote 2001). Die cGMP-Bindung an die GAFa-Domine erhdht interessanterweise die
intrinsische Affinitdt der y-Untereinheit nur fiir eine, aber nicht fiir beide y-Interaktionsstellen
am katalytischen Dimer; die zweite y-Bindungsstelle behilt dieselbe Affinitit fiir das
katalytische Dimer, unabhédngig von der cGMP-Bindung an die GAF-Domine (Mou & Cote
2001). Die C-terminalen Bereiche der y-Untereinheit binden direkt an das aktive Zentrum der
katalytischen Doméne und blockieren den Zutritt der cyclischen Nukleotide (Granovsky et al.
1997). Sie interagieren aullerdem mit der a-Untereinheit des Transducins (Slep et al. 2001).
Der N-terminale Bereich von y bindet an das katalytische Dimer mit 50fach hoherer Affinitét
als der C-terminale Bereich und ist verantwortlich fiir die cGMP-abhéngige Modulation der
Affinitdt der y-Untereinheit durch die GAF-Domine (Mou & Cote 2001).

Der zentrale Bereich der y-Untereinheit, vor allem die sogenannte polykationische Region,
stellt die Hauptinteraktionsstelle mit der aktivierten Transducin-a-Untereinheit dar (Artemyev
et al. 1992). Aktiviertes Transducin kann zur Aktivierung der PDE {iber zwei verschiedene
Stellen mit der y-Untereinheit interagieren, diese Ablosen und somit die cGMP-Hydrolyse in
Gang setzen. Da Transducin die Stibchen-PDE nur bis zu 50% der Gesamtaktivitit des
gereinigten katalytischen Dimers aktivieren kann, ist zu vermuten, dass nur eine der beiden
katalytischen Untereinheiten wéhrend der Phototransduktion aktiviert wird. AuBerdem kann
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die inhibitorische Untereinheit nur dann komplett vom Kkatalytischen Teil der PDEG6
abdissoziieren, wenn cGMP von der GAF-Doméne der PDE6 abgeldst ist (DAmours & Cote
1999; Norton et al. 2000). Der a-helikale Bereich nahe des C-Terminus der y-Untereinheit ist
ebenfalls eine wichtige Interaktionsstelle fiir die aktivierte Transducin-a-Untereinheit und ist
vor allem verantwortlich fiir die GTPase-beschleunigende Aktivitdt der y-Untereinheit
(Arshavsky et al. 1994; Slep et al. 2001).

In der Deaktivierungsphase bildet die y-Untereinheit zusitzlich Teil eines Proteinkomplexes
mit RGS9 und anderen Proteinen und beschleunigt die GTPase-Aktivitit am aktivierten
Transducinrest (Arshavsky & Bownds 1992; He et al. 1998; Slep et al. 2001). Die
inhibitorische PDE-Untereinheit beinhaltet zudem eine Erkennungssequenz fiir die Bindung
an SH3-Dominen-beinhaltende Proteine (Morin et al. 2003), und sie stellt auch ein Substrat
fiir verschiedene posttranslationale Modifizierungen dar (Hayashi 1994; Bondarenko et al.
1997).

PDE6G und PDE6H werden in hohem Ausmal in der Retina exprimiert, Transkripte beider
inhibitorischer Untereinheiten wurden aber auch in nichtretinalen Geweben gefunden. Uber
RT-PCR an Mausgewebe konnten Transkripte der Pde6g in Lunge, Niere, Hoden, Leber und
Herz identifiziert werden, und auch Pde6h wurde mit derselben Methode in Lunge, Hoden
und Leber nachgewiesen. Mittels Western Blot-Analyse wurde die Expression beider Proteine
in der Lunge von Méusen verifiziert (Tate et al. 2002). Bereits 1997 entdeckten Lochhead et
al. zwei Proteine mit einer Molekiilmasse von 14 kDa bzw. 18 kDa in der Lunge von
Meerschweinchen, welche mit einem Antikorper, der gegen bovines Pde6y gerichtet ist,
detektiert werden konnten. Diese Proteine wurden von Tate et al. als die inhibitorischen -
Untereinheiten der Stibchen- und Zapfen-PDE bestitigt. Lochhead et al. fanden zudem in
vitro mit PDE5 aus der Lunge von Meerschweinchen, dass die iiber Proteinkinase A
vermittelte Aktivierung der PDES durch die in E. coli rekombinant exprimierte y-Untereinheit
der Stabchen-PDE gehemmt werden kann (Lochhead et al. 1997).

Auch in HEK 293-Zellen wurde die Expression der y-Untereinheit nachgewiesen, und es
wurde gezeigt, dass PDEy an der Regulation der EGF- und Thrombin-abhingigen
Aktivierung des p42/p44 MAPK-pathways (Mitogen aktivierte Proteinkinase) in HEK 293-
Zellen beteiligt ist (Wan et al. 2001; Wan et al. 2003). Murray et al. fanden eine Expression
von PDEy in verschiedenen Pulmonalarterien-Abschnitten der Ratte und wiesen nach, dass
chronische Hypoxie die Expression von PDEy in allen untersuchten Lungenarterien-
Abschnitten erhoht. Dabei war das Ausmal} der Zunahme der Expression von PDEy korreliert
mit einer verstirkten Aktivierung der p42/p44 MAPK in diesen GefdBen. Auch in einem
Zellkultur-Modell mit humanen Glattmuskelzellen aus Pulmonalarterien konnte nach
chronischer Hypoxie liber 14 Tage eine erhohte mRNA-Translation von PDEy detektiert
werden. Die Zunahme der Translation war ebenfalls mit der Hypoxie-abhingigen Zunahme
der p42/p44 MAPK-Aktivitit korreliert (Murray et al. 2003). Verschiedene Arbeitsgruppen
schreiben der p42/p44 MAPK-Aktivierung auf Grund ihrer Schliisselrolle in der Regulation
der Zellproliferation eine hohe Bedeutung beim vaskuliren Remodeling bei pulmonaler
Hypertonie zu (Jin et al. 2000; Minet et al. 2000). Es wird daher postuliert, dass die PDEy in
der Aktivierungskaskade der p42/p44 MAPK als ein zwischengeschaltetes Protein fungieren
konnte, das unter hypoxischen Bedingungen das mitogene Signaling in Pulmonalarterien und
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damit auch das vaskuldre Remodeling bei pulmonaler Hypertonie beeinflusst. Obwohl die
inhibitorischen y-Untereinheiten der PDE6 zusitzlich zur Lunge offensichtlich noch in
zahlreichen anderen Geweben exprimiert werden (Tate et al. 2002), sind bislang noch keine
weiteren Daten zur Bedeutung der PDEy-Expression in nichtretinalen Geweben publiziert.

1.3 Kaliumkanale

1.3.1 Allgemeines zu Kaliumkanalen

Ionenkanéle steuern in ihrer Form als membrandurchspannende, porenbildende Proteine
selektiv den Transport von Ionen durch die Zellmembran und sind daher unerlésslich fiir die
Funktion eines lebenden Organismus. Sie sind unter anderem die Voraussetzung fiir
neuronale Signalleitung, flir die Generierung muskuldrer Aktionspotentiale und fiir die
Ionenhomdostase des Organismus.

Kaliumkanéle, die hiufigsten und vielfdltigsten aller bekannten lonenkanile, werden in fast
allen erregbaren und nicht erregbaren Zellen exprimiert und bilden somit eine nahezu
ubiquitdr vorkommende Familie von Membranproteinen, welche an einer Vielzahl
unterschiedlicher Prozesse beteiligt sind. Hierzu gehoren beispielweise die Kontrolle des
Membranruhepotentials, die Steuerung der Sekretion von Hormonen, die Regulation
elektrischer Erregbarkeit von Neuronen und deren synaptische Plastizitit (Rudy 1988).
Inzwischen wurde eine grofe Anzahl an Kaliumkanélen identifiziert, die sowohl strukturell
als auch funktionell eingeteilt werden konnen. Grundsétzlich lassen sich drei groe Klassen
von Kaliumkandlen unterscheiden: jene mit sechs Transmembransegmenten und diejenigen
mit nur vier oder zwei Transmembransegmenten. Sdmtliche bekannten Kaliumkanéle lassen
sich einer dieser Klassen zuordnen, und innerhalb dieser Klassen erfolgt eine weitere
Unterteilung in Familien und Unterfamilien. Allen Kanédlen gemeinsam ist ein
hochkonserviertes Aminosduresequenzmotiv, das sich zwischen den beiden letzten
Transmembransegmenten befindet und die eigentliche Kanalpore bildet (Heginbotham et al.
1994). Die Aminoséduren ordnen sich rdumlich so an, dass ein wassergefiillter Tunnel durch
die Membran entsteht. Der ,,Selektivititsfilter des Kanals determiniert dabei, welche Ionen
den Kanal passieren diirfen. Vor dem Durchtritt durch die Pore muss die Hydrathiille der
Ionen abgestreift werden. Dafiir iibernehmen die Carbonyl-Sauerstoffe des Kanalproteins die
Rolle der Wasserstoffmolekiile, sie stabilisieren das Kaliumion und definieren durch ihre
Anordnung die Offnung, welche exakt der GroBe eines dehydratisierten Kaliumions
entspricht. Im Inneren der Pore wird das Kalium-Ion sofort wieder rehydratisiert. Andere
Ionen konnen diesen Filter nicht passieren, da sie entweder zu grof3 sind oder der Transport
energetisch nicht stabilisiert wird (Miller 2000).

Die Aktivitit der Kaliumkanile kann durch Anderung des Membranpotentials, durch
regulatorische Molekiile wie beispielsweise ATP oder durch Konzentrationsinderungen
bestimmter Tonen wie Na”, CI” oder Ca** reguliert werden. Die Gruppe der Kaliumkanile mit
sechs Transmembrandoménen (sechs membrandurchspannende Segmente und eine
porenbildende Doméne) beinhaltet beispiclsweise die spannungsgesteuerten sowie die Ca*'-
aktivierten K'-Kanile, wihrend zur Gruppe mit zwei Transmembrandominen (zwei
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membrandurchspannende Segmente und eine porenbildende Domine) die einwértsgleich-
richtenden K'-Kanile (,,inward rectifier, Kir) gehdren. Die letzte Gruppe mit vier Trans-
membrandoménen beinhaltet die ,,Leck“-K'-Kanéle (,,leak’), auch ,,Zwei-Porendoménen-
Kaliumkanéle* genannt, da sie pro Untereinheit zwei porenbildende Doménen sowie vier
Transmembrandominen besitzen. Nachfolgend sollen insbesondere die spannungsgesteuerten
Kaliumkanéle niher beleuchtet werden, da sich die vorliegende Arbeit mit der Ausschaltung
der durch Kcnv2 codierten regulatorischen Untereinheit des spannungsgesteuerten
Kaliumkanals in Photorezeptoren in der Maus beschéftigt.

1.3.2 Spannungsgesteuerte Kaliumkanale

Spannungsgesteuerte K -Kanile (Kv) sind tetramere Transmembranproteine, die aus vier o-
Untereinheiten zusammengesetzt sind und mit unterschiedlichen modulatorischen (-
Untereinheiten assoziiert sein konnen. Jede a-Untereinheit besteht aus sechs Trans-
membrandoménen (S1 — S6) sowie einer Porenschleife, die wie oben beschrieben durch ihre
Aminosduresequenz die Kaliumselektivitit determiniert. Die 4. Transmembrandomine (S4)
enthdlt in der Regel an jeder dritten Position positiv geladene Aminosduren und stellt den
Hauptteil des Spannungssensors dar (Papazian et al. 1991) (Abbildung 1.4).

Spannungsgesteuerte Kaliumkanile haben viele verschiedenen Funktionen, unter anderem die
Regulation des Ruhemembranpotentials und die Kontrolle der Form, Dauer und Frequenz von
Aktionspotentialen (Hille 1978; Barry & Nerbonne 1996; Pongs 1999). In eukaryontischen
Zellen Offnen spannungsabhingige Kaliumkandle bei Depolarisation und fordern so die
Repolarisation. Diese auswirtsgleichrichtenden Kaliumkanile lassen sich entsprechend ihrer
Inaktivierungsgeschwindigkeit in zwei Unterformen einteilen: den schnell inaktivierenden A-
Typ und die langsam oder nicht inaktivierenden Kanile (delayed rectifier).

extrazellular

intrazellular

COOH

-

H,N
Abbildung 1.4: Aufbau einer Untereinheit spannungsgesteuerter Kaliumkanale

Der als erstes identifizierte spannungsgesteuerte K'-Kanal wurde aus der Fruchtfliege
Drosophila melanogaster durch die Klonierung des Shaker-Gens identifiziert. Eine Mutation
in diesem Gen bewirkt ein ,,Schiitteln* in den Beinen der Fliegen, wenn sie Ather ausgesetzt
werden (Papazian et al. 1987). Anschliefend konnten weitere Familien von verwandten
Kanélen aus der Fruchtfliege kloniert werden, ndmlich Shab, Shaw und Shal. Abhéngig von
strukturellen Ahnlichkeiten wurden die entsprechenden Siugerfamilien initial ebenfalls in
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vier Unterfamilien Kv1 (shaker), Kv2 (shab), Kv3 (shaw) und Kv4 (shal) unterteilt (Dolly &
Parcej 1996). Diese Untereinheiten bilden funktionelle homotetramere K'-Kanile aus, wenn
sie heterolog beispielsweise in Xenopus laevis Oozyten exprimiert werden (Coetzee et al.
1999). Die Coexpression von Mitgliedern derselben Unterfamilie resultiert in funktionalen
heterotetrameren Kanidlen und Stromen, die sich von denen der homotetrameren Kanile
unterscheiden (Czirjak et al. 2007). Die Strome dieser heteromeren Kv-Kanéle konnten
zudem auch in nativen Geweben identifiziert werden (Sheng et al. 1993; Wang et al. 1993).

In der Literatur finden sich verschiedene Angaben zur Nomenklatur von Kaliumkanélen.
Nach der International Union of Pharmacology (IUPHAR) werden die spannungsabhidngigen
Kaliumkanédle mit ,,Kv n.m“ bezeichnet, wobei n die Subfamilie und m das Mitglied
bezeichnet. Nach dem HUGO Gene Nomenclature Commitee (HGNC) werden die Kanile
hingegen mit den Genbezeichnungen KCNxy abgekiirzt, wobei hier x die Subfamilie und y
das einzelne Mitglied bezeichnet. Eine Ubersicht iiber die verschiedenen Bezeichnungen
spannungsabhingiger Kaliumkanéle findet sich beispielsweise in Gutman et al. (Gutman et al.
2005) bzw. eine fiir die vorliegende Arbeit relevante Auswahl in Tabelle 1.1.

Tabelle 1.1: Nomenklatur spannungsgesteuerter Kaliumkandle

Aufgefiihrt sind die fur die vorliegende Arbeit relevanten Bezeichnungen und Synonyme
spannungsabhangiger Kaliumkanale entsprechend den Richtlinien der jeweiligen Gesellschaft.

IUPHAR HGNC weitere Bezeichnungen
Kv2.1 KCNB1 Mitglied der shab-Familie
Kv8.2/friiher Kv11.1 KCNV2 Modulatorische Untereinheit

Die Kv2-Unterfamilie, die an der Bildung von Kandlen beteiligt ist, welche verzogerte
Gleichrichtereigenschaften (delayed rectifier) aufweisen, beinhaltet nur zwei Mitglieder:
Kv2.1 und Kv2.2. Trotzdem zeigen die verzogerten Gleichrichter-Kaliumstrome abhéngig
vom jeweils untersuchten Gewebe starke Variabilitdten. Diese Diversitit kann durch weitere,
modulatorische Untereinheiten der spannungsgesteuerten Kaliumkanéle (Kv5 - Kv9) erklart
werden. Mitglieder der Familie Kv5 - Kv9 zeigen strukturell alle Eigenschaften von
funktionsfahigen K'-Kanal o-Untereinheiten, aber sie induzieren keine K'-Strome, wenn sie
alleine heterolog exprimiert werden. Andererseits konnen diese sogenannten ,,stillen®
Untereinheiten mit Mitgliedern der Kv2-Unterfamilie Tetramere und somit Kanidle mit
verdanderten Eigenschaften bilden. Die Coexpression von ,stillen Kv-Untereinheiten
reduziert im Allgemeinen die Amplitude des Kv2-Stroms (Hugnot et al. 1996; Salinas et al.
1997a; Salinas et al. 1997b). Zudem wurden Verdnderungen der Aktivierung und
Inaktivierung sowie der Deaktivierungskinetik (Post et al. 1996; Patel et al. 1997; Stocker et
al. 1999) und anderer Gating-Eigenschaften (Kramer et al. 1998) von Kv2.1 durch die
modulatorischen Untereinheiten beschrieben. Diese heteromeren ,,verzogerten Gleichrichter*
modulieren das Aktionspotential und andere elektrophysiologische Prozesse abhidngig vom
speziellen Bedarf des jeweiligen Zelltyps.
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1.3.3 KCNV2

Uber die Funktion von KCNV2 ist bislang sehr wenig bekannt. Man vermutet, dass es fiir
eine modulatorische Untereinheit (Kv8.2) eines spannungsgesteuerten Kaliumkanals kodiert.
Ottschytsch et al. klonierten KCNV2 aus humaner cDNS und untersuchten die Expression
von Kv8.2 in verschiedenen Geweben durch RT-PCR. Demnach ist Kv8.2 in Pankreas und
Hoden stark exprimiert, schwichere Expression konnte in Lunge, Leber, Niere, Milz,
Thymus, Prostata und in den Ovarien detektiert werden (Ottschytsch et al. 2002). Zudem
wurde durch in situ-Hybridisierung von Wu et al. eine hohe Expression von Kv8.2 in den
Innensegmenten der Zapfen und Stdbchen in humaner Retina gezeigt. Das KCNV2-Gen
scheint bei der Entstehung einer bestimmten Form erblicher Netzhauterkrankungen eine
wesentliche Rolle zu spielen, da Mutationen im KCNV2-Gen als Ursache der Cone
Dystrophy with Supernormal Rod Response (CDSRR) identifiziert wurden (Wu et al. 2006).
Dieses Ergebnis konnte von einer zweiten Arbeitsgruppe an einer gréferen Serie von
CDSRR-Patienten bestdtigt werden (Wissinger et al. 2008). CDSRR-Patienten zeichnen sich
durch eine ausgeprigte Funktionsbeeintrachtigung des Zapfensystems mit paradoxem
skotopischem ERG aus: Bei niedrigen Lichtintensitdten sind die ERG-Amplituden reduziert
und die Latenzen verldngert, wihrend bei hoheren Lichtintensititen die Amplitude der b-
Welle iiberschiissig ist und deutlich iiber dem Normalwert liegt (Gouras et al. 1983). Auller
den beschriebenen retinalen Schiden konnten bei diesen Patienten bislang keine anderen
offensichtlichen phénotypischen Verdnderungen nachgewiesen werden, was die Vermutung
nahe legt, dass die Kv8.2-Untereinheit eine entscheidende Rolle in Photorezeptoren spielt.

Eine spezielle Eigenschaft des elektrischen Antwortsystems in Photorezeptoren ist die
Generierung von verstidrkten Membranpotential-Anderungen als Antwort auf schnelle
Anderungen des Einwirtsstroms. Der Einfall von Licht bewirkt eine voriibergehend verstirkte
Hyperpolarisation, welche diejenige Hyperpolarisation, die bei andauerndem Lichteinfall
erzeugt wird, {Ubersteigt. Diese dynamische Antwort erhoht die Sensitivitit der
Photorezeptoren gegeniiber Verdnderungen der Lichtintensitdt. Der Mechanismus, der fiir
diese Uber-Hyperpolarisation verantwortlich ist, wurde erstmals in Amphibien-
Photorezeptoren untersucht und einem undefinierten spannungsabhingigen Kaliumstrom
(IKx) zugeschrieben (Beech & Barnes 1989). Wie Ottschytsch et al. zeigten, bildet Kv8.2
alleine keine funktionalen Kanéle, heteromerisiert aber in Coexpressions-Untersuchungen mit
Kv2.1 (Ottschytsch et al. 2002). Die heterologe Expression des Kv2.1/Kv8.2-Heteromers in
Xenopus Oozyten bewirkte im Gegensatz zum Kv2.1-Homotetramer einen permanenten K'-
Ausstrom innerhalb des Membranpotentialbereichs, der flir Photorezeptorzellen typisch ist.
Das beobachtete pharmakologische und elektrophysiologische Profil des Heterotetramers
Kv8.2/Kv2.1 entspricht dabei in hohem Malle dem des von Beech und Barnes beschriebenen
IKx und ldsst vermuten, dass Kv2.1 die primdre Kaliumkanal-Untereinheit sein kdnnte, mit
der Kv8.2 assoziiert ist. Es wird postuliert, dass dieser spannungsgesteuerte Kaliumkanal in
Photorezeptoren mit der modulatorischen Untereinheit Kv8.2 an der Signalverstiarkung bzw.
-dampfung der lichtinduzierten Membranpotentialinderungen im Innensegment beteiligt ist
(Czirjak et al. 2007).
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1.4 Tiermodelle

1.4.1 knockout-Tiermodelle in der pharmakologischen Forschung

Seit langer Zeit werden in der biomedizinischen Forschung Tiere als Modellorganismen fiir
Krankheiten eingesetzt, um die Pathophysiologie von Erkrankungen zu erforschen und
therapeutische Strategien zu entwickeln. Mit Abschluss des humanen Genomprojekts im Jahr
2001 (Venter et al. 2001) und des Mausgenomprojekts 2002 (Waterston et al. 2002) konnten
ca. 30.000 Gene im jeweiligen Organismus identifiziert werden, aber nur ein Bruchteil dieser
Gene konnte bislang beziiglich seiner genauen Funktion in vivo charakterisiert werden. Hier
bietet die Methode des gene targeting eine Moglichkeit, die biologische Funktion eines Gens
durch gezielte Inaktivierung (knockout) aufzukldren oder Auswirkungen von Mutationen
durch gezieltes Einfiigen der entsprechenden Mutation ins Genom des Modellorganismus
(knockin) zu studieren. Unterschiede im Phénotyp zwischen knockout beziehungsweise
knockin (mutiertes Genom) und Wildtyp (unverdndertes Genom) konnen analysiert und somit
die Funktion des Gens in vivo ermittelt werden. Gene targeting ist grundsétzlich in jedem
Organismus moglich, knockout-Experimente wurden unter anderem an der Fruchtfliege
Drosophila melanogaster (Rong & Golic 2001), am Fadenwurm Caenorhabditis elegans
(Plasterk & Groenen 1992) und am Zebrafisch Danio rerio (Nasevicius & Ekker 2001)
durchgefiihrt. Ein besseres Modell fiir menschliche Erkrankungen stellt allerdings die Maus
Mus musculus dar, da es sich hierbei ebenfalls um ein Sdugetier handelt und die Maus eine
groBe genetische Ahnlichkeit mit dem Menschen besitzt. Beide Organismen weisen ungefihr
dieselbe Anzahl an proteincodierenden Genen auf, und fiir die iiberwiegende Anzahl konnte
bislang Orthologie nachgewiesen werden. Nur fiir ca. 1% der Gene gibt es kein
entsprechendes Orthologon in der jeweils anderen Spezies (Waterston et al. 2002). Hinzu
kommt die geringe GroBe und relativ einfache Handhabung der Méause sowie eine kurze
Generationszeit bei hoher Reproduktionsrate.

1.4.2 Gentechnisch modifizierte Mause durch homologe Rekombination

1.4.2.1 Stammzell-Technologie

Die Voraussetzung fiir ein erfolgreiches gene targeting ist die Verfiigbarkeit von
embryonalen Stammzellen (ES). ES-Zellen besitzen die Eigenschaft der Pluripotenz, sie sind
also noch nicht ausdifferenziert und kénnen sich abhingig von den dufleren Bedingungen zu
fast allen Geweben und Korperzelltypen entwickeln. Pluripotente embryonale Stammzellen
von Méusen wurden erstmals von Evans und Kaufmann sowie Martin erfolgreich isoliert und
kultiviert (Evans & Kaufman 1981; Martin 1981), und schon wenige Jahre spdter gelang
Bradley erstmalig die Generierung chimirer Mause mit Keimbahngéngigkeit (Bradley et al.
1984). Die Gewinnung muriner embryonaler Stammzellen erfolgt in der Regel aus der
inneren Zellmasse einer 3,5 Tage alten Blastozyste. Diese ES-Zellen konnen durch die Wahl
der Kulturbedingungen in einem undifferenzierten Zustand gehalten werden. Da die
Entnahme der Zellen aus der inneren Zellmasse der Blastozyste erfolgt, konnen sie sich
allerdings nicht zu Geweben differenzieren, die aus dem Trophoblast (duBlere Zellmasse der
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Blastozyste) entstehen, wie beispielsweise die Nabelschnur oder die Plazenta (Beddington &
Robertson 1989).

Nach dem Einfiihren einer gewiinschten Verdnderung ins Genom der embryonalen
Stammzellen durch homologe Rekombination (siehe 1.4.2.2) kénnen diese anschlieBend
mittels Mikroinjektion in Blastozysten eingebracht werden. Bereits 1984 konnten Bradley und
Mitarbeiter zeigen, dass embryonale Stammzellen zu allen Geweben in chimiren Tieren
beitragen konnen, die durch Injektion der ES-Zellen in Blastozysten erzeugt wurden (Bradley
et al. 1984). Nach Reimplantation in eine Ammenmaus entstehen in der FO-Generation also
chimdre Nachkommen, die mosaikartig aus Zellen der Blastozyste und genetisch
manipulierten ES-Zellen aufgebaut sind. Wenn die verwendeten embryonalen Stammzellen
und die Blastozyste aus Tieren mit unterschiedlichen Fellfarben stammen, kann man anhand
der Fellfarbe der chimiren Nachkommen den Grad des Chimédrismus abschitzen. Ein hoher
Grad an Chimérismus bedeutet, dass ein grofer Anteil der Gewebe aus den eingebrachten,
verdanderten ES-Zellen hervorgegangenen ist. Tragen die Keimbahnzellen die gewiinschte
Mutation, so konnen durch Verpaarung mit wildtyp-Mausen heterozygote Nachkommen
generiert werden.

1.4.2.2 gene targeting durch homologe Rekombination

Beim sogenannten gene targeting macht man sich das Prinzip der homologen Rekombination
in Sdugerzellen zu Nutze. Dabei lagern sich homologe Genabschnitte aneinander und werden
durch crossing over ausgetauscht, was physiologisch in der Meiose stattfindet. Mit Hilfe der
homologen Rekombination kdnnen durch kiinstliches Einbringen von homologen DNS-
Sequenzen ganz gezielt Erbgutabschnitte auf Chromosomen durch manipulierte Kopien
ersetzt werden (Thomas et al. 1986; Capecchi 1989). Die erste homologe Rekombination in
embryonalen Stammzellen wurde im Hprt-Genlocus beschrieben, der fiir das am
Purinstoffwechsel beteiligte Enzym Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase kodiert
(Thomas & Capecchi 1987). SchlieBlich gelang 1989 die Generierung von genetisch
verdnderten Méusen durch homologe Rekombination (Koller et al. 1989).

Zur Durchfiihrung des gene targeting ist ein DNS-Konstrukt erforderlich, welches die
gewiinschte Verinderung trigt. Uber dieses Plasmid, auch als , Targeting-Konstrukt“
bezeichnet, wird die gewlinschte Manipulation durch Elektroporation in ES-Zellen von
Maiusen eingebracht. Es gliedert sich in insgesamt vier Bereiche: 1) einen Homologiebereich,
der sich in 5’-Richtung des zu deletierenden/zu verdndernden DNS-Abschnitts befindet, 2)
den Abschnitt, welcher die Verdnderung beinhaltet, 3) einen 3'-Homologie-Bereich und 4)
das Vektor-Grundgeriist. Nach Linearisierung kann sich das Targeting-Konstrukt mit seinen
homologen Bereichen, oft auch als ,,Arme* bezeichnet, an die Zielsequenz anlagern, worauf
es anschlieBend zum Austausch der entsprechenden DNS-Abschnitte durch doppeltes
crossing over kommt (Abbildung 1.5).
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Abbildung 1.5: Schematische Darstellung eines gene targeting
(A) Aufbau des Targeting-Konstrukts im Vergleich zu einem wildtyp-Allel. (B) Homologe
Rekombination durch crossing over auf einem Allel. (C) Zustand nach homologer Rekombination.

Die Effizienz der homologen Rekombination ist dabei von mehreren Faktoren abhingig, unter
anderem spielt die Lidnge der homologen Bereiche eine wichtige Rolle (Hasty et al. 1991),
auch die Zuginglichkeit des Zielgenorts ist von hoher Bedeutung. Optimale Liangen der
homologen Arme liegen bei ca. 3-10 kb, so dass das Gesamtkonstrukt eine Grofe von
mindestens ca. 20 kb besitzt. Durch groBere Homologiebereiche wiirde die Effizienz der
homologen Rekombination zwar weiter erhoht werden, in ihrer Handhabung speziell bei
Klonierungen sind derartig groBe Fragmente aber wenig praktikabel. Die homologe
Rekombination ist grundsdtzlich ein sehr seltenes Ereignis, die Raten fiir eine korrekte
Rekombination liegen bei etwa 0,1% (Thomas et al. 1986).
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Zusitzlich beinhaltet das Targeting-Konstrukt oft noch positive und/oder negative
Selektionsmarker in Form einer Resistenzgenkassette. Mit Hilfe des positiven
Selektionsmarkers konnen Klone mit integriertem Targeting-Konstrukt von nicht-
transfizierten Zellen unterschieden werden. Hierfir kommt hiufig das Neomycin-
Phosphotransferase-Gen (Neo) zum Einsatz, welches Resistenz gegeniiber dem Neomycin-
Analogon G418 (Geneticin) vermittelt. Wenn ES-Zellen nach der Elektroporation in G418-
haltigem Medium kultiviert werden, so liberleben nur diejenigen Zellen die Selektion, welche
das Konstrukt mit Selektionskassette ins Genom integriert haben. Die verbleibenden Klone
miissen dann zusétzlich noch mittels Southern Blot oder PCR auf korrekte homologe
Rekombination iiberpriift werden.

1.4.2.3 Konstitutive und konditionale Mutagenese durch das Cre/loxP-System

Fiir geraume Zeit war die Inaktivierung von Genen durch das Ersetzen eines fiir die
Genfunktion wichtigen Teils durch die Neomycin-Resistenzgenkassette eine gingige
Methode zur Generierung von knockout-Méusen. Nachteilig hierbei ist allerdings die
Tatsache, dass beispielsweise der Phénotyp durch verdnderte Genexpression beeinflusst
werden kann, Unterschiede zwischen Wildtyp und knockout konnen nicht eindeutig dem
Fehlen des Gens zugeordnet werden. So ist beispielsweise fiir das Neomycin-Resistenzgen
bekannt, dass es zu hypomorphen Allelen fithren kann. Dies bedeutet, dass bei ansonsten
unverdndertem Allel allein die Anwesenheit des Neomycin-Resistenzgens zu einer
verminderten Expression desjenigen Gens fiihrt, in dessen Intron das Neomycin-Resistenzgen
inseriert wurde (Meyers et al. 1998; Nagy et al. 1998; Xu et al. 2001).

Bereits 1983 etablierten Abremski et al. das Cre/loxP-System, welches die Moglichkeit
eroffnet, die Resistenzgenkassette noch in Zellkultur zu entfernen oder auch verschiedene
andere Genabschnitte in Zellkultur zu deletieren (Abremski et al. 1983). Es handelt sich um
ein Rekombinase-System, bei dem das Enzym Cre-Rekombinase (Cre = causes recombi-
nation) eine spezifische Erkennungssequenz detektieren und schneiden kann (Sauer &
Henderson 1989). Diese Erkennungssequenz wird als loxP-Sequenz (locus of crossing over
(x) des Phagen P1) bezeichnet. Die Cre-Rekombinase erkennt diese Abfolge von 34
Basenpaaren, bei der jeweils 13 palindromisch angeordnete Basen eine unsymmetrische
Sequenz aus acht Basen flankieren (Hoess & Abremski 1984). Uber die Orientierung der
loxP-Sequenzen wird die Art der Rekombination bestimmt. DNS-Abschnitte zwischen zwei
loxP-Sequenzen in gleicher Orientierung werden unter Zyklisierung aus dem Genom
ausgeschnitten, wobei eine singulidre loxP im Genom erhalten bleibt. Sind die loxP-
Sequenzen gegensitzlich orientiert, kommt es zu einer Inversion der flankierten Sequenz
(Branda & Dymecki 2004) (Abbildung 1.6). Die Cre-Rekombinase bendtigt keine weiteren
Kofaktoren oder akzessorische Proteine und weist bei 37°C optimale Aktivitit auf, so dass sie
sich sehr gut fiir die genetische Manipulation in ES-Zellen und Mausen eignet (Kilby et al.
1993).
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Abbildung 1.6: Das Cre/loxP-System

(A) Cre-Rekombinase vermittelte Gendeletion bei gleichgerichteten loxP-Erkennungssequenzen. (B)
Rekombination zwischen gegensatzlich orientierten loxP-Sequenzen mit Inversion des flankierten
Bereichs. (C) loxP-Erkennungssequenz mit palindromischen Basen (grau hinterlegt) und Schnittstellen
der Cre-Rekombinase (Pfeile).

Das Cre/loxP-System ermoglicht zudem die Generierung des sogenannten ,konditionalen*
knockouts (Gu et al. 1994; Rajewsky et al. 1996). Hierbei werden funktional wichtige
Genabschnitte von zwei loxP-Erkennungssequenzen flankiert (,,floxed*), das Gen selbst aber
bleibt zunidchst intakt. Der Selektionsmarker wird ebenfalls von zwei loxP-Sequenzen
flankiert, so dass das mutierte Allel insgesamt drei loxP-Sites (L3) sowie die
Selektionskassette aufweist. In einem sogenannten 1. Targeting werden embryonale
Stammzellen mit dem gewiinschten Targeting-Konstrukt mit ,,gefloxten” Genabschnitten
transfiziert, mit G418 selektiert und die generierten Zellklone auf homologe Rekombination
iiberpriift. In einem 2. Targeting werden Zellen mit homologer Rekombination dann mit
einem Cre-Expressionsvektor transfiziert, die Cre-Rekombinase wird transient exprimiert und
schneidet Genabschnitte zwischen gleichgerichteten loxP-Sequenzen aus. Durch
Rekombination von jeweils zwei loxP-Stellen konnen bei einem solchen Konstrukt also
theoretisch insgesamt drei Rekombinationsereignisse eintreten. Beim konstitutiven knockout
(L1) ist nur noch eine loxP-Sequenz im Genom vorhanden, der konditionale knockout
hingegen besitzt noch zwei Erkennungssequenzen (L2), die den zu deletierenden
Genabschnitt flankieren. Unter Verwendung einer gefloxten, kombinierten positiv-negativ-
Selektionskassette mit dem Herpes simplex Thymidinkinase-Gen (TK), welches Empfindlich-
keit gegeniiber Ganciclovir vermittelt, konnen diejenigen Klone, bei denen nur noch die
gefloxte Kassette im Genom vorhanden ist, durch Verwendung von Ganciclovir-haltigem
Medium eliminiert werden. Es handelt sich im 2. Targeting also um eine Negativselektion.
Mittels Southern Blot oder PCR konnen die iiberlebenden Zellklone dann auf die eingetretene
Rekombination hin iiberpriift werden, hierbei sollten nur noch der konstitutive und der
konditionale knockout auftreten (Abbildung 1.7).
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Abbildung 1.7: Konstitutive und konditionale Mutagenese mittels Cre/loxP

Schematische Darstellung eines wildtyp-Locus und des zugehdrigen Targeting-Konstrukts mit drei
loxP-Erkennungssequenzen sowie einer Selektionskassette. Im ersten Targeting wird das DNS-
Konstrukt durch homologe Rekombination in embryonale Stammzellen der Maus eingebracht und eine
Selektion mit G418 durchgefiihrt (oben). Korrekt rekombinierte Klone (L3) werden anschlieflend in
einem zweiten Targeting mit einem Cre-Expressionsvektor transfiziert und eine Negativselektion mit
Ganciclovir gestartet. Bei Uberlebenden Zellklonen handelt es sich entweder um den konstitutiven
knockout (L1) mit kompletter Gendeletion oder um den konditionalen knockout (L2) ohne
Selektionskassette, aber mit durch loxP-Sequenzen flankierten Genabschnitten (unten).

Vorteil des konditionalen knockouts ist, dass die Deletion des entsprechenden Gens
ausschlieflich in bestimmten Geweben oder zu bestimmten Zeitpunkten erreicht werden kann
(Rajewsky et al. 1996). Damit ist auch die Untersuchung der Funktion von Genprodukten,
deren Verlust eigentlich embryonal oder postnatal letal wére, moglich. Zunédchst miissen
hierfiir die gewiinschten Verdnderungen, also die ,gefloxten Genbereiche wie oben
beschrieben iliber homologe Rekombination in ES-Zellen von Miusen eingebracht werden.
Tiere mit konditionalem knockout unterscheiden sich nur durch die beiden loxP-Sequenzen
vom Wildtyp, und bislang wurde kein Einfluss dieser kurzen DNS-Sequenzen auf die
Genexpression bekannt (Babinet & Cohen-Tannoud;ji 2001). Um eine Deletion des Gens mit
Hilfe der Cre-Rekombinase in der Maus zu erreichen, bedient man sich transgener Miuse,
welche die Cre-Rekombinase unter einem entsprechenden, beispielsweise gewebespezifischen
Promotor exprimieren. Durch Verpaarung der ,,gefloxten Tiere mit den Cre-transgenen
Maiusen entfernt die Cre-Rekombinase den Genabschnitt zwischen zwei loxP-Sequenzen in
allen Geweben, in denen sie exprimiert wird (Gu et al. 1994). Zur zeitabhingigen
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Inaktivierung kann eine ligandenaktivierte Cre-Rekombinase zum Einsatz kommen (Feil et al.
1996; Kellendonk et al. 1996; Danielian et al. 1998). Hierfiir wird beispielsweise die
Ligandenbindungsdoméne des Estrogenrezeptors an die Cre-Rekombinase fusioniert, so dass
die Aktivitit der Rekombinase abhingig wird von der Anwesenheit des
Ostrogenrezeptormodulators Tamoxifen — erst durch Zufuhr von Tamoxifen iiber die Nahrung
oder durch Injektion wird die Rekombinase aktiv und somit der knockout zeitabhingig
generiert. Durch Verpaarung mit ,,Cre-Deleter“-Mausen, welche die Cre-Rekombinase in
Keimzellen oder in friihen Embryonalstadien exprimieren, koénnen aus Maiusen mit
konditionalem knockout (L2) oder zusétzlich der NeoTK-Kassette (L3) auch Nachkommen
mit konstitutivem knockout generiert werden.

1.4.3 Tiermodelle fur erbliche Netzhauterkrankungen

Die Generierung von Tiermodellen fiir erbliche Netzhauterkrankungen eroffnet die
Moglichkeit, den Krankheitsprozess unter kontrollierten Bedingungen auf zelluldrer Ebene
und im nativen System der Netzhaut mit funktionellen und invasiven Methoden zu
analysieren. Seit der Entwicklung erster Mausmutanten fiir erbliche Netzhauterkrankungen
(al-Ubaidi et al. 1992; Olsson et al. 1992) sind zahlreiche knockout- und knockin-Mutanten
entwickelt und charakterisiert worden. Neben den natiirlichen Mutanten wie beispielweise der
rd1-Maus (Chang et al. 2002) und systematischen Mutageneseansitzen wie den ENU-Screens
(Balling 2001) konnten mit gezielt erzeugten Mausmutanten auf dem Gebiet der erblichen
Netzhauterkrankungen wichtige Fortschritte in der Erforschung der Pathogenese der
Erkrankungen erzielt werden. In der aktuellen Literatur finden sich zahlreiche Publikationen,
die sich mit der Etablierung und der Analyse von Tiermodellen fiir erbliche
Netzhauterkrankungen beschiftigen. Ubersichtsarbeiten wurden beispielsweise von Chang et
al. oder Fauser et al. erstellt (Chang et al. 2002; Fauser et al. 2002).

Im Folgenden werden einige fiir die vorliegende Arbeit interessanten Tiermodelle mit
Mutationen oder Deletionen in Genen, die fiir Untereinheiten der Photorezeptor-
Phosphodiesterasen kodieren, erldutert. Mutationen in PDE6A beziehungsweise PDE6B beim
Menschen verursachen autosomal-rezessiv vererbte Formen der Retinitis pigmentosa oder
auch Nachtblindheit (McLaughlin et al. 1993; Gal et al. 1994; Huang et al. 1995). Klassisches
Beispiel eines natiirlichen Mausmodells fiir eine Mutation im Pde6b-Gen ist die rd1-Maus
(Chang et al. 2002), die eine nonsense-Mutation in Pde6b aufweist und eine frith beginnende,
schwere retinale Degeneration zeigt. Auch fiir Pde6a wurden kiirzlich die ersten
Mausmutanten mit Photorezeptordegeneration publiziert. Zwei verschiedene in ENU-
Screenings identifizierte missense-Mutationen in hochkonservierten Regionen von Pde6a
fiihrten hierbei zu reduzierter Aktivitit der PDE, verdnderten cGMP-Spiegeln und
progressiver Photorezeptor-Degeneration (Sakamoto et al. 2009).

Krankheitsassoziierte Mutationen im PDE6G-Gen sind beim Menschen bislang nicht bekannt.
Bei der Deletion des Pde6g-Gens in der Maus zeigen sich allerdings pathologische
Verdnderungen der Stidbchenfunktion sowie eine der Retinitis pigmentosa &hnliche
Netzhautdegeneration. Im Elektroretinogramm findet sich bei diesen Maiusen eine
altersabhéngig verminderte Antwort sowohl in der a-Welle als auch der b-Welle, was auf
einen progressiven Verlust der Photorezeptorfunktion hindeutet. Im Alter von drei Monaten
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war ein ERG praktisch nicht mehr zu detektieren. Elektronenmikroskopisch konnte gezeigt
werden, dass die AuBBensegmente der Photorezeptoren nicht normal entwickelt waren, und mit
zunehmendem Alter verschwanden diese vollig, es kam zum Verlust der gesamten
Photorezeptorzellschicht. Interessanterweise war bei den Pde6g-knockout-Tieren der cGMP-
Spiegel zu einem Zeitpunkt, an dem noch Photorezeptoren vorhanden waren, wider Erwarten
erhoht. Es wird postuliert, dass ein funktionaler Enzymkomplex der Photorezeptor-PDE nur
bei Anwesenheit aller Untereinheiten gebildet werden kann (Tsang et al. 1996).

Eine Punktmutation im Pde6g-Gen der Maus fiihrt zu Verdnderungen im ERG, die dem
Erscheinungsbild der humanen kongenitalen stationdren Nachtblindheit dhneln. Die Tiere
weisen elektroretinographisch altersunabhédngig eine desensitisierte, verzogerte Stibchen-b-
Welle im Bereich der Reizschwelle und bei hoheren Lichtintensititen eine verldngerte b-
Welle auf. Das Zapfen-ERG bleibt dabei vergleichbar mit den wildtyp-Kontrollen (Salchow
et al. 1999). Auch ein liber AAV (adenoassociated virus) vermittelter Ribozym-knockdown
der inhibitorischen y-Untereinheit der Stibchen-PDE in wildtyp-Mausen resultiert in einer
verminderten elektroretinographischen Antwort und morphologischen Verdnderungen der
Retina (Liu et al. 2005).

Chang und Mitarbeiter konnten kiirzlich Mutationen im Pde6¢-Gen bei der cpfl1-Maus (cone
photoreceptor function loss) identifizieren (Chang et al. 2009). Bei der cpfl1-Maus handelt es
sich um eine natiirliche Mutante mit Komplettverlust der Zapfenfunktion (Chang et al. 2002).
Die dunkeladaptierten ERG-Antworten der Méuse sind normal, wéhrend die lichtadaptierten
Antworten, welche die Zapfenfunktion reprédsentieren, fast abwesend sind. Morphologisch
zeigt sich ein schnell voranschreitender Zapfenverlust. In einem Screening von Patienten mit
Achromatopsie, die keine Mutationen in schon bekannten Achromatopsie-Genen trugen,
konnten ebenfalls verschiedene Mutationen in PDE6C identifiziert werden (Chang et al.
2009). Auch beim Zebrafisch fiihren Mutationen im pde6c-Gen zu unterschiedlich
ausgepragten Zapfen-Degenerationen (Stearns et al. 2007; Nishiwaki et al. 2008).
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1.5 Fragestellung und Zielsetzung

Erbliche Netzhauterkrankungen sind eine klinisch und auch genetisch sehr heterogene Gruppe
von Erkrankungen, die zu schweren visuellen Funktionsausfdllen bis hin zur Erblindung
fiihren konnen. Die Mehrzahl der bei erblichen Netzhauterkrankungen betroffenen Gene sind
in ihrer zelluldren Funktion bei Mensch und Maus weitgehend homolog, so dass Tier- bzw.
speziell Mausmodelle hédufig zum FEinsatz kommen, um die Pathophysiologie der
Erkrankungen zu evaluieren, neue Krankheitsgene zu identifizieren oder auch um die
Funktion von bislang wenig erforschten Proteinen zu untersuchen.

In der biomedizinischen Forschung werden knockout-Mause sehr hdufig verwendet, um die
biologische Funktion eines Proteins zu evaluieren. Durch gezielte Inaktivierung des fiir das
entsprechende Protein codierenden Gens konnen Tiere generiert werden, denen genau das
gewiinschte Protein fehlt. Im Vergleich zwischen knockout- und wildtyp-Geschwistertieren
kann der Phinotyp der Miduse bestimmt und daraus Riickschliisse auf die Protein- und
Genfunktion gezogen werden. Gegeniiber in vitro-Untersuchungen besteht hierbei der Vorteil,
dass die Physiologie direkt am lebenden Organismus studiert werden kann. Zudem dienen
knockout-Mause auch der Etablierung neuer Behandlungsmethoden oder der Testung von neu
entwickelten Medikamenten, bevor diese am Menschen zur Anwendung kommen.

Mit dem Ziel, die biologische Funktion der inhibitorischen Untereinheit der Zapfen-
Phosphodiesterase (Pde6h) sowie einer modulatorischen Untereinheit des spannungs-
gesteuerten Kaliumkanals (Kcnv2) in Photorezeptoren zu evaluieren und ihre Bedeutung im
Rahmen der Entstehung erblicher Netzhauterkrankungen zu erforschen, sollten in der
vorliegenden Arbeit zwei verschiedene knockout-Mausmodelle entwickelt werden.

Zur Generierung der Pde6bh-knockout-Maus wurde der Pde6h-Genort genau analysiert und
eine geeignete Strategie zur Generierung sowohl einer konstitutiven als auch einer
konditionalen Gendeletion entworfen. Mit Hilfe dieser Strategie sollte ein Targeting-Vektor
mittels molekularbiologischer Methoden konstruiert und dieser durch homologe
Rekombination in embryonale Stammzellen der Maus eingebracht werden. Unter
Verwendung des Cre/loxP-Systems sollte dann der jeweilige knockout generiert und so die
entsprechenden Mauslinien etabliert werden. Zum Nachweis des Fehlens des entsprechenden
Proteins war zudem die Generierung eines polyklonalen Antikorpers erforderlich, welcher
spezifisch Pde6h in Zapfen detektiert, so dass durch Immunfluoreszenz-Analyse der knockout
bestdtigt und die Expression der Pde6h zukiinftig auch in weiteren Geweben untersucht
werden kann.

Fir die Generierung des Kcnv2-knockout-Modells stand schon ein fertiges Targeting-
Konstrukt zur Verfligung, so dass im Rahmen der vorliegenden Arbeit das Konstrukt
ebenfalls durch homologe Rekombination in embryonale Stammzellen der Maus eingebracht
wurde. Mittels Cre-Rekombinase sollten auch hier in Zellkultur entsprechende knockout-
Klone generiert werden, und nach Blastozysteninjektion im weiteren Verlauf werden diese
Klone dann zukiinftig in Ammenmaiuse eingebracht und so die entsprechende Mauslinie
aufgebaut.
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2 Material

2.1 Chemikalien

Chemikalie Bezugsquelle
Adenosintriphosphat Roth, Karlsruhe

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

Bromphenolblau

BSA V (Rinderserumalbumin)
Casein Hydrolysat
Chloramphenicol

Chloroform

Dimethylsulfoxid
Dinatriumhydrogenphosphat (Na,HPO,)
EDTA

Ethanol

Ethidiumbromidldsung

Ficoll

Ganciclovir-Natrium (Cymeven®)
Geneticinlésung (G418)
Glucose

Glycerol

Hefeextrakt

Isopropanol

Kanamycin

LIF (ESGRO®)
Magnesiumchlorid
Magnesiumsulfat

Natriumchlorid
Natriumdihydrogenphosphat (NaH,PO,)
Natriumhydroxid
N-Laurylsarcosin

Phenol

Salzsaure

SDS
Tris-(hydroxymethyl)-Aminomethan
Trypsin/EDTA

Trypton

Xylencyanol

B-Mercaptoethanol

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

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roche Pharma, Grenzach-Wyhlen
Calbiochem, Darmstadt
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Chemicon/Millipore GmbH, Schwalbach
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Biochrom AG, Berlin
Roth, Karlsruhe

SERVA, Heidelberg
Roth, Karlsruhe
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Radiochemikalie

Bezugsquelle

a-32P dATP

a-32P dCTP

GE-Healthcare, Freiburg
Hartmann Analytic, Braunschweig
GE-Healthcare, Freiburg
Hartmann Analytic, Braunschweig

2.2 Kit-Systeme

2.2.1 DNS-Isolierung

Kit

Bestellnummer

Bezugsquelle

GenedJet Plasmid Miniprep Kit
High Pure PCR Template Preparation Kit
HiSpeed Plasmid Maxi Kit

lllustra GFX PCR DNA and Gel Band
Purification Kit

MinElute Gel Extraction Kit
peqGOLD Fastfilter Plasmid Maxi Kit
Perfectprep Plasmid Mini Kit

Qiagen Large-Construct Kit

K0503
11769 828 001
12662

28903470
28604
12-6924-02
0032 005 500
12462

Fermentas, St. Leon-Rot
Roche Diagnostics, Mannheim
Qiagen, Hilden

GE Healthcare, Minchen
Qiagen, Hilden

peqlab, Erlangen
Eppendorf, Hamburg
Qiagen, Hilden

2.2.2 Kilonierung

Kit

Bestellnummer

Bezugsquelle

TOPO TA Cloning Kit
Zero Blunt TOPO PCR Cloning Kit

K4500-01
K2750-20

Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe

2.2.3 PCR

Kit

Bestellnummer

Bezugsquelle

Long PCR Enzyme Mix
Mycoplasma Plus PCR Primer Set

K0182
302008

Fermentas, St. Leon-Rot
Stratagene, Amsterdam, NL

2.2.4 Southern Blotting

Kit

Bestellnummer

Bezugsquelle

NEBIot Kit

N1500L

New England Biolabs, Frankfurt
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2.3 Enzyme

2.3.1 Restriktionsendonukleasen

Enzym Erkennungssequenz Bestellnummer Bezugsquelle

Acl | AA/CGTT R0598S New England Biolabs, Frankfurt
BamH | G/GATCC R0136S New England Biolabs, Frankfurt
Clal AT/CGAT R0197S New England Biolabs, Frankfurt
EcoR | G/AATTC R0101S New England Biolabs, Frankfurt
Hind IlI A/AGCTT R0104S New England Biolabs, Frankfurt
Kpn | GGTAC/C R0142S New England Biolabs, Frankfurt
Nde | CAITATG R0111S New England Biolabs, Frankfurt
Not | GC/GGCCGC R0189S New England Biolabs, Frankfurt
Pst | CTGCA/G R0140S New England Biolabs, Frankfurt
Sal | G/TCGAC R0138S New England Biolabs, Frankfurt
Spe | A/ICTAGT R0133S New England Biolabs, Frankfurt
Xba | T/ICTAGA R0145S New England Biolabs, Frankfurt

2.3.2 Polymerasen

Enzym Bestellnummer Bezugsquelle
Platinum Pfx Polymerase 11708-013 Invitrogen, Karlsruhe
Taq DNS Polymerase 11435094001 Roche Diagnostics, Mannheim

2.3.3 DNS modifizierende Enzyme

Enzym Bestellnummer Bezugsquelle

Antarctic Phosphatase M0289S New England Biolabs, Frankfurt
CIP (Calf Intestinal Phosphatase) M0290S New England Biolabs, Frankfurt
T4 DNS Ligase M0202S New England Biolabs, Frankfurt

2.3.4 Sonstige Enzyme

Enzym Bestellnummer

Bezugsquelle

Proteinase K 14581200

Roche Diagnostics, Mannheim
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2.4 Oligonukleotide

Samtliche Oligonukleotide wurden von Eurofins MWG GmbH, Ebersberg, bezogen.

Bezeichnung Sequenz (5°- 3") Tm Verwendung
(°C)
Pde6h
CB_F3 GAGCGACTGCTGCTCTTGAGAGT 64,2  Screening BAC-DNS-Bank
CB_RS3 gGATGGTCTCACATCTAGCTAGTCT 64,8  Screening BAC-DNS-Bank
SP6 ATTTAGGTGACACTATAG Ansequenzierung BAC-Insert
T7 TAATACGACTCACTATAGGG Ansequenzierung BAC-Insert
CB_F4 GTCACTCTAGAACTAGTATAACTTCG >75  Generierung des PCR-Fragments
TATAATGTATGCTATACGAAGTTATA mit loxP und Spe |-Schnittstelle
ATGCTTGTGTCCAGATGGC
CB_R4 TTTGTCGACTAAAAGATTTTGAA 51,7 Generierung des PCR-Fragments
mit loxP und Spe [-Schnittstelle
CB_F7 TTTCAATAAATCTAAATGTGCTT 50,0  Generierung der 3’-Sonde
CB_R7 AGATTTCTTGGAAATTGACAGTC 55,3 Generierung der 3’-Sonde
CB_R6 AACTTCAGCAATCAAGGTTTG 54,0  Generierung der 5°-Sonde
CB_F20 GCATCTGGTTTGGTGCCC 58,2  Generierung der 5°-Sonde
CB_A F9 ggl_’r"l;‘%ATGCTAGCGGCCGCCAGTGA 70,9 Neue MCS Hilfsvektor 1
CB_A R9 CTCACTGGCGGCCGCTAGCATG 67,7 Neue MCS Hilfsvektor 1
CB_A F10 TCGACAGTCACATCGATGATCTAGG 71,7 Neue MCS Hilfsvektor 2
ATCCTACCAGCA
CB_A_R10 TATGCTGGTAGGATCCTAGATCATC 69,5 Neue MCS Hilfsvektor 2
GATGAGACTG
CB_A F11 TCGACAGAACGTTGTATCGATACAA 68,2 Neue MCS Hilfsvektor 3
CGTTGCCA
CB_A_R11 TATGGCAACGTTGTATCGATACAAC 65,5 Neue MCS Hilfsvektor 3
GTTCTG
CB_F16 CCAGTCCCCAGCATCCAATC 61,4  Sequenzierung des knockout-
Konstrukts
CB_R17 CAGAAGCTTGGCATTTTGTG 55,3 Sequenzierung des knockout-
Konstrukts
CB_Neo1 CGATATCAAGCTTGGCTGGACG 62,1 Sequenzierung des knockout-
Konstrukts
TK_IA_UI_FW GTCGACTAGAGCTTGCGGAAC 54,0  Sequenzierung des knockout-
Konstrukts
CB _F18 CACAAAATGCCAAGCTTCTG 55,3  Sequenzierung des knockout-
Konstrukts
CB_F19 CCCATGCCTTCCCAGCAATG 61,4  Sequenzierung des knockout-
Konstrukts
CB_Geno_F1 TCCATGTGAACAGGGAGCCAG 61,8  Genotypisierungs-PCR L1/L2
CB_Geno_F2 CGATGTGAGCTTAGGGCTCTG 61,8 Genotypisierungs-PCR L1/L2
CB_Geno_R1 AATCCATCTTGTTCAATGGCCG 58,4  Genotypisierungs-PCR L1/L2
CB_Geno_R2 GCCTTCCCTACCCATCCTC 61,0 Genotypisierungs-PCR L1/L2/L3
CB_Geno_F3 GCCGGTTTGCTTCACCCCAG 63,5 Genotypisierungs-PCR L3
CB_Geno_R3 CCTCGATATCAAGCTTGGCTG 59,8  Genotypisierungs-PCR L3
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Bezeichnung Sequenz (5°- 3) Tm Verwendung
(°C)
Kcnv2
V2KO-SP1fw GACGCAGTCATAGTTTTGATG 55,9  Generierung der 5’-Sonde;
5’-Long Distance-PCR
V2KO-SP1rev TTTACTTCAAGGGTGGTTCAC 55,9  Generierung der 5'-Sonde
V2KO-SP2fw GGTGGACCAAGCACTGC 57,6 Generierung der 3'-Sonde
V2KO-SP2rev GGAAACCACTGCTTAGAGC 56,7 Generierung der 3'-Sonde
V2KO_LDF CGACTAGAGCTTGCGGAACCCT 64,0 3'-Long Distance-PCR
V2KO_LDR GGAAGTTTCAACCACAGCTTCCTG 62,7  3’-Long Distance-PCR
lacZ_SR1 GATAACTGCCGTCACTCCA 56,7 5°-Long Distance-PCR
CB_KCNV2 F1 CGACTCCTGGAGCCCGTCAGT 65,7 Genotypisierungs-PCR L1
CB_KCNV2 F2 GTGCACCGACAGGGTGGTGG 65,5 Genotypisierungs-PCR L1
CB_KCNV2_R2 TCTGTTGCCAGGAGGGGACC 63,5 Genotypisierungs-PCR L1
Cre
CB_Cre_1 ACCTGAAGATGTTCGCGATTATCT 59,3  Genotypisierungs-PCR
CMV-Cre-Deleter
CB_Cre_2 ACCGTCAGTACGTGAGATATCTT 58,9  Genotypisierungs-PCR

CMV-Cre-Deleter

2.5 Plasmide und BACs

Plasmid Eigenschaften Resistenz Bezugsquelle

pSP72 Standard-Klonierungsvektor Amp ' Promega, Mannheim

pGEMSZf(+) Standard-Klonierungsvektor Amp " Promega, Mannheim

pUC19 Xba | Standard-Klonierungsvektor, Amp " nicht mehr
kommerziell mit Xba | geschnitten kommerziell erhaltlich
und dephosphoryliert

pUC19 Sal | Standard-Klonierungsvektor, Amp nicht mehr
kommerziell mit Sal | geschnitten und kommerziell erhaltlich
dephosphoryliert

pBSloxPNeoTKloxP Abgeleitet von pBluescript; tragt die Amp’ nicht kommerziell
NeoTK-Selektionskassette flankiert erhaltlich
von zwei loxP-Sequenzen

pCR 2.1 TOPO TOPO-Vektor mit A-Uberhéngen, Amp', Kan" Invitrogen, Karlsruhe
direkte PCR-Klonierung

pCR Blunt TOPO TOPO-Vektor fur direkte blunt end Kan" Invitrogen, Karlsruhe
PCR-Klonierung

pBeloBAC11 Klon der Library Nr. 124 (Mouse Chlor" ImaGenes, ehemals
BAC) mit geeignetem Insert RZPD, Berlin

plC CRE Cre-Expressionsvektor Amp '
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2.6 Bakterien

Bakterienstamm Bestellnummer

Bezugsquelle

200315

Mouse BAC (REG)
Library No. 124
REG_B124PP40
REG_B124E01315Q2

E. coli XL10 Gold

BAC DNS Bank

Genomic DNA Primary Pool
Secondary DNA Pool
BAC-Einzelklon

Stratagene, Amsterdam

ImaGenes, ehemals RZPD, Berlin

2.7 Loésungen fiir die Stammzellkultur

Lésung Bestellnummer Bezugsquelle
DMEM (Dulbecco’s modified eagle FG 0445 Biochrom
medium)

FCS (Fotales Kalberserum) Biochrom
Ganciclovir-Na (Cymeven®) Roche
Geneticin-Lésung 345810 Calbiochem
LIF (ESGRO®) ESG1106 Chemicon
PBS ohne Ca?*, Mg, mit EDTA L1825 Biochrom
10xTrypsin/EDTA L2153 Biochrom
B-Mercaptoethanol 4227.3 Roth

2.8 Verbrauchsmaterial

2.8.1 Molekularbiologie

Material GroRe Bestellnummer Bezugsquelle
Blottingpapier 0,36 mm CL67.1 Roth, Karlsruhe
CHROMA SPIN+TE - 1000 636079 Clontech,
Saulen Saint-Germain-En-Laye, F
Einmalpipetten 2 mi 4486 Corning, Schiphol-Rijk, NL
5ml 4487 Corning, Schiphol-Rijk, NL
10 ml 4488 Corning, Schiphol-Rijk, NL
25 mi 4489 Corning, Schiphol-Rijk, NL
Filterspitzen P10 771288 Greiner, Frickenhausen
P20 774 288 Greiner, Frickenhausen
P200 739 288 Greiner, Frickenhausen
P1000 740 288 Greiner, Frickenhausen
lllustra NICK Columns 17085502 GE Healthcare, Freiburg
Kryoréhrchen 1,8 ml 368632 Nunc, Langenselbold
Nylon-Membran RPN303N GE Healthcare, Freiburg
(Hybond N)
Parafilm H666.1 Roth, Karlsruhe
Pasteurpipetten ungestopft 4522 Roth, Karlsruhe
gestopft E327.1 Roth, Karlsruhe
Petrischalen 10 cm 821472 Sarstedt, Nimbrecht
Pipettenspitzen 200 pl 70760002 Sarstedt, Nimbrecht
1000 pl 70762200 Sarstedt, Niumbrecht
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Material GroRe Bestellnummer Bezugsquelle
Reaktionsgefalie 1,5 mi 4182.1 Roth, Karlsruhe

1,5 ml safelock 0030 120 086 Eppendorf, Wesseling-Berzdorf
2,0 ml safelock 0030 120 094 Eppendorf, Wesseling-Berzdorf
12 ml 352059 Nunc, Langenselbold
15 ml 430766 Corning, Schiphol-Rijk, NL
50 ml mit FuR® 430897 Corning, Schiphol-Rijk, NL
50 ml ohne Fuf} 430291 Corning, Schiphol-Rijk, NL
0,5 ml PCR 0030 124 502 Eppendorf, Wesseling-Berzdorf
Saran-Folie 9068.1 Roth, Karlsruhe
UV-Klvetten 0030 106 300 Eppendorf, Wesseling-Berzdorf
2.8.2 Zellkultur
Material GroRe Bestellnummer Bezugsquelle
Elektroporationskiivetten 165-2081 Bio-Rad, Miinchen
Pipettenspitzen (Etips) 300 pl 0030 000 897 Eppendorf, Wesseling-Berzdorf
1200 pl 0030 000 935 Eppendorf, Wesseling-Berzdorf
Reagenzien-Trog (Tip-Tub) 0030 058 607 Eppendorf, Wesseling-Berzdorf
Zellkulturflaschen 25 cm? 430639 Corning, Schiphol-Rijk, NL
75 cm? 430641 Corning, Schiphol-Rijk, NL
175 cm? 431080 Corning, Schiphol-Rijk, NL
Zellkulturschalen 10 cm 430167 Corning, Schiphol-Rijk, NL
Zellkulturplatten 6-Loch 3516 Corning, Schiphol-Rijk, NL
24-Loch 3526 Corning, Schiphol-Rijk, NL
96-Loch 3599 Corning, Schiphol-Rijk, NL

2.8.3 Sonstiges Material

Material

Bestellnummer

Bezugsquelle

Salmon Sperm DNA
2-log DNA Ladder

Chef DNA Size Standard 8-48kb

201190
N3200S
170-3707

Stratagene, Amsterdam, NL
New England Biolabs, Frankfurt
BioRad, Miinchen

2.9 Wasser

Sédmtliche Losungen, Reagenzien und Puffer wurden mit autoklaviertem Milli-Q-Wasser

hergestellt.
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2.10 Gerate

Gerit

Hersteller

Agarose-Gelelektrophorese
Autoklav
Brutschrank

DNS Konzentrator
Drehofen
Elektroporator
Gasbrenner
Geldokumentationssystem
Handmonitor
Heizblock
Magnetrihrer
Mikroskop
Mikrowelle
PCR-Maschinen

pH-Meter
Phosphorimager
Phosphorimagerplatten
Photometer

Pipetten 1-Kanal

Pipetten 8-Kanal

Pipettierhilfe
Schiuttelinkubator
Schiittler

Spannungsquelle
Sterilwerkbank
Stickstoffbehalter
Stickstoff-Vorratstank
Szintillationszahler
Trockenschrank
UV-Crosslinker
Vakuumpumpe
Vortex

Waagen

Wasseraufbereitungsanlage
Wasserbad

Weillicht-Lampe

Subcell Systems, BioRad, Miinchen;

i-Mupid, Cosmo Bio, Tokyo

Sanoclav, Adolf Wolf, Bad Uberkingen-Hausen;

3870 ELV, Tuttnauer Systec, Wettenberg

Hera Cell, Heraeus, Hanau;

WTB Binder, Tuttlingen

Concentrator 5301, Eppendorf, Wesseling-Berzdorf
OV1, Biometra, Géttingen

Gene Pulser Il, BioRad, Miinchen

Gasprofi 1, Wild-Tec, Goéttingen

BioDocAnalyze, Biometra, Gottingen

LB122, Berthold, Bad Wildbad

Thermomixer compact, Eppendorf, Wesseling-Berzdorf
Ikamag RCT, IKA, Staufen

Hund Wilovert 30, Hund, Wetzlar

MWG 800, FiF

Mastercycler, Eppendorf, Wesseling-Berzdorf;
Mastercycler gradient, Eppendorf, Wesseling-Berzdorf
pH-Meter 761 Calimatic, Knick, Berlin

BAS-1500, Fuiji, Dusseldorf

BAS-MP 2040s, Fuji, Dusseldorf

BioPhotometer, Eppendorf, Wesseling-Berzdorf
Pipetman 10 pl, Gilson, Middleton, USA

Pipetman 20 pl, Gilson, Middleton, USA

Pipetman 200 pl, Gilson, Middleton, USA

Pipetman 1000 pl, Gilson, Middleton, USA
ResearchPro 20-300 pl, Eppendorf, Wesseling-Berzdorf
ResearchPro 50-1200 pl, Eppendorf, Wesseling-Berzdorf
Accu-Jet, Brand, Wertheim

KS-10/TH 10, Edmund Buhler, Hechingen

Unimax 1010, Heidolph Instruments, Schwabach
Duomax 1030, Heidolph Instruments, Schwabach
Standard Power Pack, P15, BioRad, Miinchen
Herasafe, Heraeus, Hanau

RS series, tec-lab, Kdnigstein

XL-100, Taylor-Wharton, Husum

Liquid Scintillation Analyzer1500 TR, Packard, Frankfurt
Binder FD, Binder, Tuttlingen

Biolink DNA Crosslinker, Biometra, Géttingen

KNF Laboport, KNF Neuberger GmbH, Freiburg

MS1 Minishaker, IKA, Staufen;

Vortex Genie 2, Bender & Hobein AG, Bruchsal
Mettler PM 4600 Delta Range, Giessen;

Sartorius Handy, Sartorius, Géttingen

Milli-Q Biocel, Millipore GmbH, Schwalbach

C10 Thermo Haake, Karlsruhe;

T Lauda, Lauda GmbH, Lauda-Kdnigshofen

Konrad Bender, Wiesloch




Material

33

Gerit

Hersteller

Zentrifugen

Zentrifugenrotoren

Centrifuge 5415 D, Eppendorf, Wesseling-Berzdorf;
Centrifuge 5810 R, Eppendorf, Wesseling-Berzdorf;
Centrifuge 5804, Eppendorf, Wesseling-Berzdorf;

Centrifuge 5417 C, Eppendorf, Wesseling-Berzdorf;

MIKRO 22R, Hettich Zentrifugen, Tuttlingen;

RC 5C Plus, Sorvall, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
AB.9, Kontron Hermle, Gosheim;

SS34, Sorvall, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
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3 Methoden

3.1 Bakterienkultur

3.1.1 Medien

Zur Kultivierung von Bakterien wurden abhingig von Verwendungszweck und
Bakterienstamm verschiedene Medien eingesetzt. Sdmtliche zur Bakterienkultur verwendeten
Medien wurden nach der Herstellung bei 121°C und 2 bar Druck fiir 20 min autoklaviert und
anschlieBend bei RT oder -20°C im Dunkeln gelagert. Durch Zusatz eines geeigneten
Antibiotikums in ausreichender Menge wurde die positive Selektion plasmidtragender
Bakterien ermoglicht.

Fiir Mini- und Maxipraparationen von Plasmid-DNS sowie fiir BAC-Priparationen aus E. coli
wurde Luria-Bertani (LB)-Medium verwendet. Die Kultivierung von Bakterien nach einer
Transformation erfolgte mit NZY -Medium.

Medium Zusammensetzung

LB Trypton 1049
Hefeextrakt 59
NaCl 10¢
H,0 ad 1000 ml

NZY" Casein Pepton 10¢g
Hefeextrakt 59
NaCl 5¢
H,0 ad 1000 ml
autoklavieren, pH-Einstellung mit NaOH auf 7,5
1 M MgCl; sterilfiltriert 12,5 ml
1 M MgSO; sterilfiltriert 12,5 ml
Glucose 20%(w/v) sterilfiltriert 20 mi

Fiir die Herstellung von Festmedium (LB-Agar) wurde dem LB-Medium vor der Sterilisation
Agar hinzugefiigt und das Medium anschlieend autoklaviert. Nach Abkiihlen auf ca. 50°C
wurde das jeweilige Antibiotikum in der erforderlichen Menge zugesetzt und die Losung in
Petrischalen ausgegossen. Die Lagerung der fertigen Platten erfolgte bei 4°C im Dunkeln.

Medium Zusammensetzung
LB-Agar Agar 13,59
LB-Medium ad 1000 ml

Die Antibiotika wurden in entsprechender Menge Millipore-H,O oder Ethanol (100%) gelost,
sterilfiltriert und bei -20°C als 1 ml-Aliquots gelagert.
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Antibiotikum Stammliosung Arbeitskonzentration
Ampicillin-Na 50 mg/ml in H,O 100 pg/ml (1:500)
Kanamycin 10 mg/ml in H,O 50 pg/ml (1:200)
Chloramphenicol 34 mg/ml in Ethanol 170 pg/ml (1:200)

3.1.2 Kultivierung

Fir Flissigkulturen wurde die benétigte Menge LB-Medium (Miniprdparation und
Starterkultur 3 ml, Maxipridparation 200 ml, BAC-Prdparation 500 ml) mit der
entsprechenden Menge Antibiotikum versetzt. Diese Mischung wurde anschlieBend mit einer
Einzelkolonie oder einer kleinen Menge der Starterkultur des gewiinschten Bakteriums
angeimpft und unter aecroben Bedingungen bei 37°C und 225 rpm fiir 8-16 h inkubiert.

Nach erfolgter Transformation oder zur Vereinzelung von Bakterien aus Glycerolstocks
(3.1.3) wurde die Bakteriensuspension mit Hilfe eines Drigalskispatels oder einer Impfose auf
antibiotikahaltigen Festagarplatten ausgestrichen und bei 37°C iiber Nacht inkubiert. Diese
Plattenkulturen konnten bei 4°C im Dunkeln fiir ca. 4 Wochen gelagert werden.

3.1.3 Langzeitlagerung

Zur langfristigen Aufbewahrung wurden 300 pl einer sich in der logarithmischen
Wachstumsphase befindlichen Kultur mit 600 pl autoklaviertem Glycerol gemischt und bei
-80°C eingefroren.

3.2 Molekularbiologische Methoden

3.2.1 Isolierung von Plasmid-DNS

Die Isolierung von Plasmid-DNS aus Bakterienkulturen beruht auf dem Prinzip der
alkalischen Lyse (Birnboim & Doly 1979). Zunichst werden DNS, RNS und Proteine durch
Lyse mit NaOH/SDS denaturiert und die RNS mit Hilfe von RNase A verdaut. Durch
anschlieBende Neutralisation mit Kaliumacetat renaturiert die relativ kleine Plasmid-DNS
und bleibt deshalb in Losung, wihrend die genomische DNS denaturiert bleibt und mit
Zelltriimmern, Proteinen und SDS abzentrifugiert werden kann. Die im Uberstand geldste
Plasmid-DNS wird dann iiber eine Silikamatrix in mehreren Waschschritten von
Verunreinigungen befreit und mit einem kleinen Volumen Puffer oder Wasser eluiert.

3.21.1 Minipraparation von Plasmid-DNS

Zur Isolierung kleiner Mengen Plasmid-DNS wurden zwei verschiedene kommerziell
erhéltliche Kits verwendet: das GenelJet Plasmid Miniprep Kit von Fermentas, sowie das
Perfectprep Plasmid Mini Kit von Eppendorf. Die Durchfiihrung erfolgte gemiB3 der vom
jeweiligen Hersteller beigefiigten Anleitung. Da die Mehrzahl der Pridparationen mit dem
Genelet Plasmid Miniprep Kit durchgefiihrt wurde, wird nur diese Methode hier ndher
beschrieben:
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Vorgehensweise:

Kultivierung der Bakterien (3 ml Medium-Ansatz in einem 12 ml Falcon-R6hrchen)
wie in 3.1 beschrieben

Zentrifugation 4000 rpm, 5 min, 4°C

AbgieBen des Uberstands, resuspendieren des Pellets in der restlichen Fliissigkeit,
tiberfiihren in ein 1,5 ml-Reaktionsgefal3

Zentrifugation 10000 rpm, 1 min, RT

Uberstand abnehmen, resuspendieren des Pellets in 250 pl ,,Resuspension Solution*
(Kit)

Zugabe von 250 pl ,,Lysis solution* (Kit), mischen durch Invertieren des
Reaktionsgefa3es

Zugabe von 350 pl ,,Neutralization Solution (Kit), intensives Mischen
Zentrifugation 13000 rpm, 5 min, RT; Durchfluss verwerfen
Uberstand in eine GeneJET™ Siule (Kit) iiberfiihren

Zentrifugation 13000 rpm, 1 min, RT; Durchfluss verwerfen

Waschen mit 500 pl ,,Wash Solution (Kit)

Zentrifugation 13000 rpm, 1 min, RT; Durchfluss verwerfen
Wiederholen des Waschens mit 500 ul ,,Wash Solution (Kit)
Zentrifugation 13000 rpm, 1 min, RT; Durchfluss verwerfen

Erneute Zentrifugation 13000 rpm, 1 min, RT

Zugabe von 50 ul Wasser, Inkubation fiir 2 min bei RT

Elution der Plasmid-DNS in ein neues 1,5 ml-Reaktionsgefdl durch Zentrifugation bei
13000 rpm, 1 min, RT

Lagerung bei -20°C

3.2.1.2 Maxipraparation von Plasmid-DNS

GroBere Ausbeuten an Plasmid-DNS konnten durch Praparation mit dem peqGOLD Fastfilter
Plasmid Maxi Kit von Peqlab oder dem HiSpeed Plasmid Maxi Kit von Qiagen erreicht

werden. Fiir die Mehrzahl der Isolierungen wurde das Kit von Peqlab verwendet, dessen
Durchfiihrung im Folgenden beschrieben werden soll:

Vorgehensweise:

Ansetzen einer Starterkultur (3 ml Medium-Ansatz in einem 12 ml Falcon-Réhrchen)
wie in 3.1 beschrieben; Inkubation fiir ca. 8 h bei 37°C und 225 rpm

Animpfen von 400 ml antibiotikahaltigem LB-Medium mit ca. 1 ml der Starterkultur;
Inkubation fiir ca. 16 h bei 37°C und 225 rpm

Zentrifugation 6000 rpm, 20 min, 4°C
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e Uberstand abgieBen

e Bakterienpellet in 10 ml ,,Losung I/RNase A* (Kit) resuspendieren und in ein 50 ml
Zentrifugenrohrchen tiberfiihren

e Lyse der Bakterien durch Zugabe von 10 ml ,,Losung I1* (Kit), vorsichtiges Mischen
und Inkubation bei RT bis ein klares Lysat entsteht

e Zugabe von 10 ml ,,Neutralisierungspuffer (Kit), Mischen und Inkubation bei RT bis
ein weiler, flockiger Niederschlag entsteht

e Zugabe von 10 ml ,,GBT-Puffer (Kit), vorsichtig mischen und in eine zuvor
vorbereitete Filterspritze (Kit) tiberfithren

e Inkubation bei RT fiir 5 min, dann den Kolben auf die Spritze aufsetzen und das Filtrat
in einem 50 ml-Tube aufnehmen

e Vorbereiten der HiBind®-Maxi-Saule: 10 ml ,,GPS-Puffer” (Kit) in die Saule fiillen
und diese in ein Sammel-Tube stecken, Zentrifugation 4000 rpm, 2 min, RT;
Durchfluss verwerfen

e 20 ml des geklirten Lysats auf die HiBind“-Maxi-Séule geben, Zentrifugation
4000 rpm, 2 min, RT; Durchfluss verwerfen. Diesen Schritt so lange wiederholen, bis
das gesamte Lysat auf die Sdule geladen wurde

e Waschen mit 20 ml ,,HB-Puffer* (Kit), Zentrifugation 4000 rpm, 2 min, RT;
Durchfluss verwerfen

e Waschen mit 15 ml ,,Waschpuffer” (Kit), Zentrifugation 4000 rpm, 2 min, RT;
Durchfluss verwerfen

e Waschen mit 10 ml ,,Waschpuffer* (Kit), Zentrifugation 4000 rpm, 15 min, RT;
Durchfluss und Sammeltube verwerfen

e 1,5 ml H,O auf die Sdule geben, Inkubation bei RT fiir 2 min

e Plasmid-DNS durch Zentrifugation (4000 rpm, 5 min, RT) in ein frisches 50 ml-Tube
eluieren

e Elution mit derselben Menge Wasser wiederholen

3.2.1.3 Praparation von BAC-DNS

BACs (bacterial artificial chromosomes) eignen sich flir die Arbeit mit sehr grolen DNS-
Fragmenten. Es handelt sich um zirkuldre, doppelstrangige Plasmide, die bis zu 300 kb an
fremder DNS aufnehmen kénnen und auf dem f-Faktor (Fertilitits)-Plasmid aus E. coli
beruhen. Sie unterscheiden sich von herkommlichen Plasmidvektoren vor allem durch ihre
niedrige Kopienzahl in der Bakterienzelle, weshalb bei der BAC-DNS-Isolierung im
Vergleich zur Maxipréiparation nur geringe Mengen an DNS gewonnen werden kdnnen. Die
Isolierung von BAC-DNS erfolgte mit Hilfe des QIAGEN Large-Construct Kit.



38 Methoden

Vorgehensweise:

e Ansetzen einer Starterkultur (3 ml Medium-Ansatz in einem 12 ml Falcon-Réhrchen)
wie in 3.1 beschrieben; Inkubation fiir ca. 8 h bei 37°C und 225 rpm

e Animpfen von 2x 250 ml antibiotikahaltigem LB-Medium mit je 0,5 ml der
Starterkultur; Inkubation fiir ca. 14 h bei 37°C und 225 rpm

e Uberfiihren in je einen 500 ml Zentrifugenbecher; Zentrifugation 6000 rpm, 20 min,
4°C; Uberstiinde abgieBen

e Bakterienpellets in je 10 ml ,,Puffer P1* (Kit) resuspendieren und in je ein 50 ml
Zentrifugenrohrchen tiberfiihren

e Zugabe von je 10 ml ,,Puffer P2* (Kit), mischen, Inkubation bei RT fiir 5 min

e Zugabe von je 10 ml des auf 4°C vorgekiihlten ,,Puffers P3 (Kit), vorsichtiges
Mischen

e Inkubation fiir 10 min auf Eis bis zur Bildung eines weillen, volumindsen
Niederschlags; erneutes Mischen

e Zentrifugation 11.000 rpm, 30 min, 4°C

e Uberstand abnehmen, iiber einen Papierfilter, der zuvor mit autoklaviertem Wasser
befeuchtet wurde, aufreinigen und in drei 50 ml Zentrifugenréhrchen auffangen

e Fillung durch Zugabe von je 0,6 Volumenteilen kalten Isopropanols (-20°C),
Lagerung bei -20°C fiirca. 1 h

e Zentrifugation 11.000 rpm, 30 min, 4°C; Uberstéinde abgieBen

e DNS-Pellets mit je ca. 2 ml kaltem Ethanol 70% (-20°C) waschen

e Zentrifugation 11.000 rpm, 15 min, 4°C; Uberstiinde vorsichtig abnehmen

e Pellets 2-3 min an der Luft trocknen lassen, Fliissigkeitsreste vorsichtig entfernen
e DNSin 3,2 ml ,,Puffer EX* aufnehmen (Kit), Losungen vereinigen

e Zugabe von 200 pl ,,ATP-abhéngiger Exonuclease* (Kit) und 300 ul ATP-Lsung
(100 mM), vorsichtiges Mischen

e Inkubation fiir 1 h bei 37°C im Brutschrank

e Vorbereitung der ,,QIAGEN-tip 500 Siule* (Kit) durch Zugabe von 10 ml ,,Puffer
QBT* (Kit), Losung durchtropfen lassen

e DNS-Losung aus dem Brutschrank mit 10 ml ,,Puffer QS (Kit) versetzen, mischen
und auf die Siule iiberfiihren; Durchfluss verwerfen

e Zweimaliges Waschen der Saule mit je 30 ml ,,Puffer QC* (Kit)

e Elution der DNS mit 15 ml auf 65°C vorgewarmtem ,,Puffer QF* (Kit) in ein 50 ml
Zentrifugengefal3

e Fillung durch Zugabe von 1,5 ml 5 M NaCl-Losung und ca. 36 ml kalten Ethanols
100% (-20°C), mischen
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e Lagerung iiber Nacht bei -20°C
e Zentrifugation 4000 rpm, 4°C, 120 min; Uberstand verwerfen

e Waschen des Pellets mit 2 ml kaltem Ethanol 70% (-20°C); dabei Pellet
resuspendieren und in ein 2 ml-Reaktionsgefdl} iiberfiihren

e Zentrifugation 13.000 rpm, 4°C, 30 min; Uberstand verwerfen

e Waschen des urspriinglichen Pellets im 50 ml Zentrifugengefa3 mit 2 ml kaltem
Ethanol 70% (-20°C) noch zweimal wiederholen; dabei Reste resuspendieren und in
das 2 ml-Reaktionsgefdl mit abzentrifugiertem Pellet {iberfiihren

e Zentrifugation je 13.000 rpm, 4°C, 30 min; Uberstinde verwerfen
e Pellet bei 37°C trocknen
e Losen der BAC-DNS mit 0,5x TE-Puffer

3.2.2 Isolierung genomischer DNS

Genomische DNS ist auf Grund ihrer GroBe ungleich schwieriger zu préiparieren als Plasmid-
DNS. Zunéchst werden die Zellverbidnde mit Hilfe eines Lysepuffers, der N-Laurylsarcosin
als Detergens enthilt, aufgeschlossen. Ziel ist die Solubilisierung der Zellmembranen sowie
die Denaturierung von Proteinen. Zusdtze wie Proteinase K und EDTA fiihren zum
Proteinabbau beziehungsweise zur Komplexierung mehrwertiger Kationen mit der Folge der
Inaktivierung vorhandener DNasen. Schlielich erfolgt die Aufreinigung der DNS durch
alkoholische Fillung oder iiber eine Saule.

3.2.2.1 Isolierung genomischer DNS aus embryonalen Stammzellen

ES-Zellen wurden zur Gewinnung genomischer DNS in 96-Loch-Platten bis zur Konfluenz
kultiviert und anschlieBend direkt im well lysiert. Nach alkoholischer Fallung wurde die DNS
getrocknet und bei -20°C eingefroren oder mit einem Restriktionsenzym verdaut, dieses dann
durch Zugabe eines Gelladepuffers inaktiviert und der gesamte Ansatz ebenfalls bei -20°C bis
zum Gelauftrag gelagert.

Vor Verwendung des Lysepuffers wurde diesem jeweils frisch Proteinase K in der bendtigten
Menge zugesetzt. Fiir eine 96-Loch-Platte wird eine Mischung aus 6 ml Lysepuffer und 75 pl
Proteinase K-Losung (20 mg/ml) benotigt.

Herstellung des Lysepuffers:

Zusammensetzung Endkonzentration

NaCl 1 ml 5 M NaCl 10 mM

Tris-HCI 10 ml 0,5 M Tris/HCI pH 7,5 10 mM

EDTA 10 ml EDTApH 8 10 mM

N-Laurylsarcosin 2,5 g Sarcosyl 0,5%
ad 500 ml

Proteinase K 0,25 mg/ml

Proteinase K wird in entsprechender Menge Wasser gel6st (20 mg/ml),
aliquotiert und bei -20°C gelagert. Immer frisch zugeben!
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Vorgehensweise:

Kultivierung der ES-Zellen ohne Mediumwechsel bis zur Konfluenz bzw.
Gelbfirbung des Mediums

ES-Medium tiber eine Ecke der 96-Loch-Platte abkippen
2x Waschen mit je 180 pl PBS, Reste mit Papiertiichern absaugen

Platten mit Parafilm abdichten und bis zur weiteren Verwendung bei -20°C lagern.
Alternativ sofortige Lyse der Zellen durch Zugabe von je 50 pul Lysepuffer mit
Proteinase K pro well

Platten mit Parafilm verschlieBen und in Frischhaltefolie einwickeln

Gut schlieBende Plastikbehiltnisse mit feuchten Papiertiichern auslegen und die
Platten darin bei 55°C iiber Nacht inkubieren

Zugabe von je 100 pl einer Mischung aus 10 ml Ethanol 100% und 150 pl 5 M NacCl-
Losung

Inkubation bei RT fiir mindestens 1 h, Ethanol vorsichtig abgiefen
2x Waschen mit Ethanol 70%, vorsichtig abkippen
Platten auf Papierhandtiichern trockensaugen, ca. 30 min trocknen lassen

Platten mit Parafilm verschlieBen, Lagerung bei -20°C oder Durchfiihrung eines
Restriktionsverdaus mit 40 ul Restriktionsenzymmix (50 U) pro well

Inkubation bei 37°C im Brutschrank fiir 30 min, erneut mischen
Platte mit Parafilm verschlieBen und in Frischhaltefolie einwickeln
Inkubation {iber Nacht bei 37°C im Brutschrank

Zugabe von 8-10 ul 6x Dye pro well

Platte mit Parafilm verschlieBen und bis zum Gelauftrag bei -20°C lagern

3.2.2.2 Isolierung genomischer DNS aus Mausgewebe

Zur Bestimmung des Genotyps von Miusen wurde aus der Schwanzspitze (ca. 25-50 mg)
genomische DNS nach Vorschrift des High Pure PCR Template Preparation Kits (Roche)
isoliert und anschlieBend direkt fiir die Genotypisierungs-PCR verwendet.

Vorgehensweise:

Gewebeprobe in ein 1,5 ml-Reaktionsgefal3 {iberfiihren

Zugabe von 200 pl Lysepuffer (Kit) und 40 ul Proteinase K-Losung (Kit), mischen
Verdau tiber Nacht bei 55°C im Thermoschiittler

Gewebe mit Hilfe einer Pipette mit aufgesetzter Spitze zerreiben und zerkleinern
Zugabe von 200 pl Bindungspuffer (Kit) sowie von 100 ul Isopropanol, mischen
Zentrifugation 13.000 rpm, RT, 5 min
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e Uberstand auf Siule (Kit) {iberfiihren; Zentrifugation 8.000 rpm, RT, 1 min; Durch-
fluss verwerfen

e Zugabe von 500 pul Waschpuffer (Kit)

e Zentrifugation 8.000 rpm, RT, 1 min; Durchfluss verwerfen
e Erneutes Waschen mit 500 ul Waschpuffer (Kit)

e Zentrifugation 8.000 rpm, RT, 1 min; Durchfluss verwerfen
e Zentrifugation 13000 rpm, 10 sec

e Séaule auf ein frisches 1,5 ml Reaktionsgefdl} transferieren

e Zugabe von 200 pl Elutionspuffer (70°C, Kit)

e Zentrifugation 8.000 rpm, RT, 1 min

e Lagerung der eluierten DNS bei -20°C

3.2.3 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

3.2.3.1 Photometrische Konzentrationsbestimmung

Die Konzentration von Nukleinsduren wurde photometrisch iiber die Messung der optischen
Dichte (OD) bei einer Wellenldnge von 260 nm bestimmt. Die Konzentration l&sst sich {liber
folgende Formel berechnen:

Cc [pg/ml] = 0Dy xVXF

¢ = Konzentration der Ausgangslésung
ODyg0 = Optische Dichte bei 260 nm
V = Verdinnungsfaktor
F = Multiplikationsfaktor : 50 fliir dsDNS
40 fur RNS
33 flr esDNS
20 fir Oligonukleotide

Aus dem Verhiltnis der OD,40/OD,gp kann zudem eine Aussage iiber die Reinheit der Losung
getroffen werden. Bei einem Wert zwischen 1,8 und 2,0 ist die Proteinkontamination der
Losung als gering anzusehen.

3.2.3.2 Konzentrationsbestimmung durch Agarose-Gelelektrophorese

Neben der photometrischen Bestimmung ldsst sich die Konzentration von
Nukleinsdurelosungen auch halbquantitativ iiber eine Agarose-Gelelektrophorese abschétzen.
Dazu wird ein Aliquot der zu vermessenden Losung gemeinsam mit einer Verdiinnungsreihe
von DNS bekannter Konzentration auf ein Agarosegel aufgetragen und die Konzentration der
Probe nach elektrophoretischer Auftrennung durch Vergleich der Bandenintensititen
abgeschitzt. Alternativ kann auch ein kommerziell erhéltlicher DNS-Grofenmarker, der
DNS-Fragmente in bekannter Konzentration enthilt, als interner Standard verwendet werden.
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Die Nachweisgrenze dieser Methode liegt bei ca. 5 ng DNS pro Bande, und im Vergleich zur
Photometrie werden nur relativ kleine DNS-Mengen zur Messung bendtigt.

3.2.4 Reinigung von Nukleinsauren

3.2.41 Alkoholféllung

DNS ist in organischen Losungsmitteln nur schwer l9slich. Diese Eigenschaft wird bei der
Aufreinigung oder Aufkonzentrierung von DNS durch Fillung mit Ethanol oder Isopropanol
genutzt. Der Effekt kann durch die Anwesenheit einwertiger Kationen zusitzlich erhoht
werden, da die negativ geladenen Phosphatgruppen durch die Kationen neutralisiert werden
und die nun ungeladene DNS schwerer l6slich ist. Bei der alkoholischen Fillung wird der
DNS Wasser entzogen und sie fillt aus, wihrend storende Salze im Uberstand geldst bleiben.
Anschliefend wird die DNS durch Zentrifugation pelletiert, mit 70% Ethanol von Salz- und
Alkoholresten gereinigt, das Pellet bei RT getrocknet und schlieBlich in Wasser
aufgenommen.

Vorgehensweise:
e Zugabe von 0,1 Volumen 5 M NaCl zur DNS-L6sung

e Zugabe von 2,5 Volumen kaltem Ethanolapson: (Endkonzentration ca. 70% V/V;
-20°C) oder 0,7 Volumen kaltem Isopropanol (-20°C), mischen

e Inkubation bei -80°C fiir 30 min oder -20°C U/N

e Zentrifugation 13.000 rpm, 4°C, 30 min; Uberstand abgieBen
e Zugabe von 2,5 Volumen kaltem Ethanol 70% (-20°C)

e Zentrifugation 13.000 rpm, 4°C, 15 min; Uberstand abnehmen

e Pellet bei RT trocknen und in geeignetem Volumen H,O aufnehmen

3.2.4.2 Phenol-Chloroform-Extraktion

Eine zweite Methode zur Entfernung von Proteinen und weiteren Verunreinigungen aus
Nukleinsdurelosungen stellt die Extraktion mit Phenol und Chloroform dar. Diese
organischen Losungsmittel sind nicht mit Wasser mischbar und féllen Proteine aus. Beim
Ausschiitteln sammeln sich die denaturierten Verunreinigungen in der organischen Phase an
bzw. bilden an der Grenzschicht eine Interphase, wahrend die DNS aus der wissrigen Phase
durch eine Alkoholféllung prézipitiert werden kann.

Vorgehensweise:
e Zugabe von 1 Volumen Phenol zur wissrigen DNS-Losung, mischen
e Zentrifugation 8.000 rpm, 1 min

e Obere wissrige Phase vorsichtig abnehmen und in ein frisches 1,5 ml Reaktionsgefal3
tiberfithren

e Zugabe von 1 Volumen Chloroform, mischen

e Zentrifugation 8.000 rpm, 1 min
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e Obere wissrige Phase vorsichtig abnehmen und in ein frisches 1,5 ml Reaktionsgefaf3
tiberfiihren

¢ Durchfiihrung einer Alkoholfdllung wie in 3.2.4.1 beschrieben

3.2.4.3 Saulen-Aufreinigung

Die Aufreinigung von DNS-Losungen nach Restriktionsverdau oder Dephosphorylierung mit
dem Ziel einer nachfolgenden Ligation erfolgte entweder durch pridparative Agarose-
Gelelektrophorese (siche 3.2.7.2), oder mit Hilfe von CHROMA SPIN™ Siulen von
Clontech. Diese Methode beruht auf der Gelfiltrations-Chromatographie, bei der
Verunreinigungen auf Grund ihrer Molekiilgroe von der DNS abgetrennt werden konnen.
Dabei werden Molekiile, die kleiner als die PorengroBe der Séule sind, in den Poren
zuriickgehalten, wihrend groere Molekiile die Sdule passieren und somit auch eine
GroBenausschluss-Chromatographie ermoglicht wird. Beispielsweise werden durch die
CHROMA SPIN™ 1000-Séule 50% der Fragmente, die kleiner als 1000bp sind, abgetrennt
und stehen somit bei einer Ligation nicht mehr als konkurrierende Fragmente zur Verfiigung.

Vorgehensweise:
e Resuspendieren der Gelmatrix durch mehrmaliges Invertieren der Séule

e Deckel und unteren Verschluss der Sdule entfernen und die Siule auf ein 2 ml-
Sammelgefdl} aufsetzen

e Aquilibrierungs-Puffer der Siule durch Zentrifugation in einem 12 ml Falcontube bei
700x g, RT, 5 min, entfernen

e Durchfluss verwerfen und Sdule auf ein neues 2 ml-Sammelgefal aufsetzen

e DNS-Losung falls erforderlich mit H,O zu einem Gesamtvolumen von 70 pl ergéinzen
und auf die Mitte der Saule pipettieren

e Zentrifugation bei 700x g, RT, 5 min
e Der Durchfluss enthilt die gereinigte DNS-Losung; Lagerung bei -20°C

3.2.5 Enzymatische Modifikation von Nukleinsauren

3.2.5.1 Restriktionsverdau

Restriktionsendonukleasen sind Enzyme, die spezifische Basensequenzen innerhalb der DNS-
Doppelhelix erkennen und beide Stringe an definierter Stelle innerhalb oder unmittelbar
neben dieser Erkennungssequenz schneiden konnen. Die in dieser Arbeit verwendeten Typ I1-
Restriktionsenzyme  spalten ihr DNS-Substrat innerhalb ihrer palindromischen
Erkennungssequenz von 4 bis 8 Basenpaaren, was die Bildung von DNS-Fragmenten mit
definierten Enden zur Folge hat. Wenn das Enzym dabei einen Basen-Uberhang produziert, so
spricht man von sticky ends, wihrend die Enden ohne Uberhang auch als glatte Enden oder
blunt ends bezeichnet werden. Die endstindigen Nukleotide besitzen 5'-Phosphat- und 3’-
Hydroxyl-Reste, welche spiter die enzymvermittelte Neuverkniipfung (Ligation) kompatibler
Enden ermdglichen.
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Die Aktivitdt der Restriktionsenzyme wird in Units (U) angegeben. Dabei entspricht 1 U
derjenigen Enzymmenge, die 1 pg einer bestimmten DNS unter optimalen Bedingungen
innerhalb einer Stunde verdauen kann. In der Regel wurden fiir den Restriktionsverdau von
Plasmiden 2-10 U pro ng DNS eingesetzt, genomische Stammzell-DNS wurde mit 50 U pro
40 pl-Ansatz verdaut.

Folgende Reaktionsbedingungen wurden fiir Standardansitze gewéhlt:

Standard-Restriktionsverdau

DNS-Ldsung x ul
10x-Enzympuffer 5l
100x-BSA 0,5l
Enzym 2-10U
H.O ad 50 pl

Die in dieser Arbeit verwendeten Restriktionsenzyme wurden von New England Biolabs
(NEB) bezogen und sind unter 2.3.1 aufgefiihrt. Grundsitzlich wurde der von NEB
empfohlene Puffer zusammen mit der mitgelieferten BSA-Ldsung verwendet. Beim Einsatz
von zwei verschiedenen Enzymen in einem Reaktionsansatz wurden ebenfalls die
Empfehlungen von NEB befolgt. Der Ansatz wurde fiir 3-10 Stunden bei der fiir das jeweilige
Enzym optimalen Reaktionstemperatur (meist 37°C) inkubiert, die Reaktion anschlieend
durch Zugabe des Gelladepuffers gestoppt und der Ansatz bis zum Gelauftrag bei -20°C
gelagert. Alternativ wurde die DNS weiteren Bearbeitungsschritten wie Dephosphorylierung
(3.2.5.2), Alkoholféllung (3.2.4.1) oder Séulenaufreinigung (3.2.4.3) unterzogen. Genomische
DNS wurde grundsétzlich iiber Nacht verdaut.

3.25.2 Dephosphorylierung

Zur Vermeidung ungewollter Ringschliisse durch Religation linearisierter Vektor-DNS
wurden die endstdndigen 5°-Phosphatgruppen mit Hilfe der alkalischen Phosphatase aus
Kélberdarm (CIP, Calf Intestinal Phosphatase) oder alternativ mit Antarctic Phosphatase
entfernt. Die fiir eine erfolgreiche Ligation notwendigen Phosphat-Gruppen werden dann
alleine durch das zu klonierende DNS-Fragment geliefert, wodurch die Klonierungseffizienz
von Fremd-DNS verbessert und der Vektorhintergrund bei der Ligation vermindert werden
kann.

Vorgehensweise CIP:

e Inaktivierung des Restriktionsverdaus durch Inkubation fiir 20 min bei 65°C im
Thermomixer

e Zugabe von 1 ul CIP zum Reaktionsansatz
e Inkubation fiir 1 h bei 37°C

e Inaktivierung der Reaktion durch Sdulenaufreinigung oder Zugabe des Gelladepuffers
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Vorgehensweise Antarctic Phosphatase:

e Den Restriktionsverdau-Ansatz mit der entsprechenden Menge 10x-Antarctic
Phosphatase Buffer und 2 pl Antarctic Phosphatase versetzen, sodass eine 1x-Puffer-
Endkonzentration erreicht wird

e Inkubation fiir 1 h bei 37°C

e Inaktivierung der Reaktion durch Inkubation bei 65°C fiir 5 min mit anschlieBender
Zugabe des Gelladepuffers oder durch Saulenaufreinigung

3.2.,5.3 Ligation

Die Verkniipfung linearer DNS-Fragmente erfolgte durch die T4-DNS-Ligase. Dieses Enzym
katalysiert die ATP-abhidngige Bildung neuer Phosphodiesterbindungen zwischen 5°-
Phosphat- und 3’-Hydroxylgruppen und kann sowohl glatte als auch iiberhdngende Enden
verkniipfen.

Folgende Reaktionsbedingungen wurden gewéhlt:

Standard-Ligation

Insert-DNS-L6sung x ul
Vektor-DNS-Ldsung x
10x-Ligase-Puffer 2 ul
T4-Ligase 1l
H,O ad 20 pl

Fiir Ligationsansétze wurden mindestens 25 ng linearisierter Vektor-DNS verwendet und das
restliche Volumen des Reaktionsansatzes wurde je nach Konzentration mit Insert-DNS-
Losung aufgefiillt. Das molare Verhiltnis Vektor:Insert sollte ca. 1:3 — 1:10 betragen. Die
Inkubation erfolgte bei Raumtemperatur fiir 1-3 h, zur Ligation groBer DNS-Fragmente
wurden auch Inkubationen bei 4°C {iber Nacht durchgefiihrt.

3.2.6 Klonierung und Transformation

Mit den beschriebenen Methoden des Restriktionsverdaus, der Dephosphorylierung und der
Ligation konnen rekombinante DNS-Vektoren generiert werden, die anschlieBend zur
Vermehrung in Bakterien eingefiihrt werden. Dieser Vorgang des Einschleusens von fremder
DNS in eine Wirtszelle wird als Transformation bezeichnet. Bei der Standard-Transformation
werden die Plasmide durch Hitzeschock in chemisch kompetente Bakterienzellen eingebracht.
Zur Klonierung von PCR-Fragmenten wurde das System der TOPO®-Klonierung verwendet:
die hier eingesetzten Vektoren liegen schon in linearisierter Form vor und die Verkniipfung
des PCR-Produkts mit dem Vektor erfolgt iiber das Enzym Topoisomerase.

3.2.6.1 Standard-Transformation

Zur Einschleusung von Vektor-DNS in Bakterien ist es zunichst erforderlich, die
Bakterienzellen durchldssiger fiir Plasmide zu machen. Moglich wird dies durch die
chemische Vorbehandlung der zu transformierenden Bakterien mit anschlieBendem
Hitzeschock. Fiir sdmtliche in dieser Arbeit durchgefiihrten Klonierungsschritte wurden
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kommerziell erhiltliche chemisch kompetente E. coli - Stimme (XL10 Gold) verwendet.
Prinzipiell ist die Transformationseffizienz abhingig von der Kompetenz der Bakterien und
von der GroBe des zu transformierenden Plasmids. Beim Stamm XL10 Gold handelt es sich
um ultrakompetente Zellen, die besonders fiir die Transformation grofler Plasmide geeignet
sind. Das in der vorliegenden Arbeit verwendete Protokoll richtet sich nach der
Arbeitsvorschrift des Herstellers.

Vorgehensweise:
e Kompetente Zellen auf Eis auftauen
e 12 ml-Falcontube auf Eis vorkiihlen und 1 pl B-Mercaptoethanol vorlegen
e Zugabe von 30 ul der kompetenten Zellen
e Inkubation fiir 10 min auf Eis, alle 2 min durch vorsichtiges Schwenken mischen
e Zugabe des Ligationsansatzes oder von 0,5 ul des zu transformierenden Plasmids
e Inkubation fiir 30 min auf Eis; NZY " -Medium auf 42°C vorwirmen
e Inkubation fiir genau 30 s bei 42°C im Wasserbad (Hitzeschock)
e Inkubation fiir 2 min auf Eis
e Zugabe von 900 pl auf 42°C vorgewirmtem NZY " -Medium
e Inkubation fiir 1 h bei 37°C und 225 rpm im Schiittler
e Zentrifugation 4000 rpm, RT, 5 min; Uberstand abgieBen
e Pellet im restlichen Medium resuspendieren

e Suspension auf einer antibiotikahaltigen Agarplatte mittels Drigalski-Spatel
ausplattieren

e Inkubation uiber Nacht bei 37°C im Brutschrank

3.2.6.2 Klonierung und Transformation von PCR-Produkten

Bei der Klonierung mit Hilfe von TOPO®-Vektoren handelt es sich um eine effiziente
Einschritt-Klonierungsstrategie fiir die direkte Einfiihrung von PCR-Produkten in einen
speziellen Plasmidvektor. Hierbei stehen zwei verschiedene Systeme zur Verfiigung: das
TOPO-TA-Cloning”-Kit fiir Tag-amplifizierte Produkte, sowie das Zero Blunt® TOPO® PCR
Cloning Kit fiir PCR-Fragmente mit glatten Enden.

Die Tag-Polymerase besitzt eine Template-unabhéngige terminale Transferase-Aktivitit, die
ein einzelnes Deoxyadenosin an das 3'-Ende des PCR-Produkts anhdngt. Der Vektor
pCR™2.1-TOPO” liegt schon in linearisierter Form mit einem 3’-Deoxythymidin-Uberhang
vor, was die effiziente Ligation Tag-amplifizierter Produkte ermoglicht. Eine spezielle Ligase
ist nicht zusétzlich erforderlich, da der Vektor iiber eine Topoisomerase aus dem Vaccinia-
Virus aktiviert ist. Dieses Enzym erkennt und schneidet die Sequenz 5'-CCCTT und bindet
kovalent an die endstidndige 3 -Phosphatgruppe des Thymidins. Somit wird die Selbstligation
des Vektors verhindert. Bei Anwesenheit eines kompatiblen DNS-Fragments kann nun der
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Deoxyadenosin-Rest mit der endstindigen 3’-Phosphatgruppe des Thymidins unter
Abspaltung der Topoisomerase verkniipft werden.

Der Plasmidvektor pCR®-Blunt II-TOPO™ liegt ebenfalls linearisiert und iiber die
Topoisomerase aktiviert vor, allerdings ohne 3’-Deoxythymidin-Uberhang. Dies ermdglicht
die Verkniipfung mit PCR-Produkten, die glatte Enden aufweisen, nach dem oben
beschriebenen Prinzip. Die nachfolgende Transfektion wurde in beiden Féllen nach dem
Protokoll der Standard-Transformation (3.2.6.1) durchgefiihrt.

Vorgehensweise:
TOPO®-Klonierung Standardansatz
PCR-Produkt/Eluat Gelextraktion 1-4 pl
Salzlésung (Kit) 1ul
pCR®2.1-TOPO®/pCR®-Blunt II-TOPO® (Kit) 1 ul
H>0O ad 6 pl

e Ansatz vorsichtig mischen
e Inkubation bei RT fiir mindestens 5 min
e Lagerung auf Eis bis zur Transformation oder {iber Nacht bei -20°C

e Transformation nach Standard-Protokoll mit XL10 Gold

3.2.6.3 Generierung von Plasmidvektoren mit veranderten Schnittstellen

Zur Klonierung des knockout-Vektors nach der unter 4.1 beschriebenen Strategie wurden
Plasmide mit einer genau festgelegten Reihenfolge der Restriktionsschnittstellen in der
multiple cloning site (MCS) benétigt. Um diese zusétzlichen Schnittstellen in einen
kommerziell erhiltlichen Vektor einzufithren, wurde dieser mittels Restriktionsendonukleasen
gedffnet und ein doppelstrangiges DNS-Adapter-Fragment mit der erforderlichen Sequenz
einkloniert. Die DNS-Adapter-Stiicke wurden bei Eurofins MWG GmbH als einzelstrangige
Oligonukleotide paarweise bestellt und im Thermocycler durch Erhitzen und schrittweises
Abktihlen zu Doppelstringen zusammengelagert. SchlieBlich erfolgten die Ligation dieser
DNS-Adapter-Stiicke mit dem entsprechenden linearisierten Vektor und die Transformation
in E. coli.

Vorgehensweise:
e Oligonukleotide in Wasser 16sen (20 pmol/ul)

e Reaktionsansatz in einem 500 pl PCR-Reaktionsgefa3 mischen

Substanz Menge
Oligonukleotid 1 5l
Oligonukleotid 2 5l

Wasser 15 ul
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e Zusammenlagerung der Oligonukleotide in der PCR-Maschine

Temperatur Zeit
90°C 1 min
80°C 1 min
60°C 1 min
50°C 1 min
30°C 1 min

e Verdau des Ausgangsplasmids mit zwei Restriktionsendonukleasen (3.2.5.1) und
Gelextraktion des entsprechenden Vektor-Fragments (3.2.7.2)

e Ligation des doppelstrangigen Adapters mit dem aufgereinigten Vektor-Fragment
(3.2.5.3)

e Transformation in E. coli (3.2.6.1)
3.2.7 Agarose-Gelelektrophorese

Mit Hilfe der Agarose-Gelelektrophorese konnen DNS-Fragmente nach ihrer Grof3e
aufgetrennt und somit identifiziert werden (Vogelstein & Gillespie 1979). Die DNS-Molekiile
wandern auf Grund ihrer negativen Ladung im elektrischen Feld zur positiv geladenen Anode
und werden abhingig von ihrer Grofe durch die wie ein Sieb wirkende Agarosematrix
aufgetrennt. Kleine Fragmente durchlaufen die Agarose dabei schneller als grofle, wobei die
Laufstrecke umgekehrt proportional zum Logarithmus der Fragmentlinge ist. Diese
Beziehung gilt allerdings nur fiir Fragmente bis zu einer Gro3e von ca. 20 kb, da groflere
DNS-Stiicke sich stark verformen miissen, um die Agarosematrix zu durchwandern. Dabei
richten sich die Fragmente in Lingsrichtung des elektrischen Feldes aus und sie wandern alle
auf der gleichen Hoéhe, was eine Auftrennung unmdglich macht. Weiterhin ist die
Wanderungsgeschwindigkeit abhingig von der Konzentration des Agarosegels. In der
vorliegenden Arbeit wurden Agarosegele der Konzentration 0,5 - 2% verwendet, wobei zur
Auftrennung grofler Fragmente Gele mit niedriger Konzentration zum Einsatz kamen,
wihrend hoher konzentrierte Gele zur Separation kleiner Fragmente dienten. Um den Verlauf
der Elektrophorese optisch verfolgen zu konnen, wurden dem Gelladepuffer zwei Farbstoffe
zugesetzt: Bromphenolblau wandert abhdngig von der Agarosekonzentration mit DNS-
Fragmenten von ca. 50-1000 bp und markiert daher die Elektrophorese-Front, wihrend
Xylencyanol mit DNS-Fragmenten der Grof3e 0,5 - 10 kb wandert.

Durch Interkalation des Fluoreszenzfarbstoffs Ethidiumbromid wurden die aufgetrennten
Nukleotidfragmente im UV-Licht bei Anregungswellenldngen von 302 — 366 nm sichtbar
gemacht. Unter UV-Licht erscheinen die DNA-Fragmente dann als rétliche diskrete Banden,
wiéhrend der iibrige Bereich dunkel bleibt. Die Auswertung und Dokumentation erfolgte mit
Hilfe des Biometra BioDocAnalyze Geldokumentationssystems. Ein GroBenmarker, der
DNS-Bruchstiicke definierter Lange enthélt, wurde parallel zu den Proben in eine Gelspur
aufgetragen und diente zur Bestimmung der FragmentgroBen sowie zur halbquantitativen
Konzentrationsbestimmung. Als Standard-Groenmarker wurde 2-log DNA Ladder (New
England Biolabs) mit einem Grofenbereich von 0,1 — 10 kb verwendet.
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Verwendete Losungen:

Lésung Zusammensetzung

10x TBE Tris-HCI 108 g
Borsaure 559
0,5 M EDTA-L6ésung pH 8 40 ml
H.O ad 1000 ml

6x Gelladepuffer Ficoll 9g
0,5 M EDTA-L6sung pH 8 12 ml
10x TBE 30 ml
Bromphenolblau (55 mg/ml H,0) 1,35 ml
Xylencyanol (50 mg/ml H,0) 1,5 ml
H,O ad 50 ml

Ethidiumbromidlésung Ethidiumbromid 1% (w/v)

0,5M EDTA-Losung pH8 Na,-EDTA x 2 H,O 186,1g
H.O ad 1000 ml

pH-Einstellung auf 8,0; autoklavieren

3.2.71

Standard-Agarosegel

Vorgehensweise:

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

e unter Rihren abkiihlen lassen auf ca. 50°C

e Zugabe der Ethidiumbromidlosung (finale Konzentration 1 pg/ml)

¢ Gel in den mit Klebeband abgeklebten und mit Kdmmen versehenen Gelschlitten

ausgieflen, abkiihlen lassen

e Gelschlitten mit Gel in die mit 1x-TBE gefiillte Elektrophoresekammer einsetzen

e DNS-Proben 5:1 mit 6x-Gelladepuffer versetzen, mischen und in gewiinschter Menge
in die Taschen pipettieren

e Elektrophorese bei 50 — 130 V fiir 20 min bis 16 h, abhiingig von der erwiinschten

Trenneffizienz und der FragmentgroB3e

e Beendigung der Elektrophorese, wenn die erforderliche Trennung erreicht ist

e Beurteilung und Dokumentation unter UV-Licht (312 nm)

3.2.7.2 Praparatives Agarosegel

Um ein DNS-Fragment bestimmter Grofle aus einem Gemisch zu isolieren wurde eine

gelelektrophoretische Auftrennung durchgefiihrt, die entsprechende Bande mit einem sterilen
Skalpell aus dem Gel isoliert und nach Vorschrift des MinElute Gel Extraction Kit (Qiagen)
oder des Illustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare)
aufgearbeitet. Zunichst wird die DNS zusammen mit dem Gel gelost und an eine Séulen-
Matrix gebunden. Durch verschiedene Waschschritte wird die DNS von stérendem
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Begleitmaterial wie Agarose, Enzymen, Salzen usw. befreit und schlieflich mit Hilfe eines
Elutionspuffers oder Wasser von der Sdule eluiert.

Vorgehensweise MinElute Gel Extraction Kit:

e Bande unter UV-Licht aus dem Gel ausschneiden und in ein 2 ml-Reaktionsgefal3
tiberfiihren

e Zugabe von 300 pul Puffer QG (Kit) pro 100 mg Gel
e Gel bei 50°C im Thermomixer 16sen (ca. 10 min), zwischendurch mischen
e Zugabe von 1 Gelvolumen Isopropanol, mischen

e 700 pl der Mischung auf die Saule pipettieren, Zentrifugation 13000 rpm, 1 min, RT;
Durchfluss verwerfen

¢ So lange wiederholen, bis die gesamte Probe auf die Saule pipettiert wurde
e Zugabe von 500 pl Puffer QG auf die Sdule
e Zentrifugation 13000 rpm, 1 min, RT; Durchfluss verwerfen
e Zugabe von 750 ul Puffer PE (Kit)
e Inkubation bei RT fiir 5 min
e Zentrifugation 13000 rpm, 1 min, RT; Durchfluss verwerfen
e Erneute Zentrifugation 13000 rpm, 1 min, RT
e Sdule auf ein frisches 1,5 ml-Reaktionsgefdl} iiberfithren
e Zugabe von 10 - 30 pul Elutionspuffer oder Wasser
e Inkubation bei RT fiir 1 min
e Zentrifugation 13000 rpm, 1 min, RT
e Lagerung der DNS bei —20°C
Vorgehensweise Illustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit:

e Bande unter UV-Licht aus dem Gel ausschneiden und in ein 2 ml-Reaktionsgefal3
iberfithren

e Zugabe von 10 pul capture buffer (Kit) pro 10 mg Gel

e Gel bei 60°C im Thermomixer 16sen (ca. 10 min), zwischendurch mischen

e 600 pl der Mischung auf die Saule pipettieren, Inkubation bei RT fiir 1 min
e Zentrifugation 13000 rpm, 30 s, RT; Durchfluss verwerfen

¢ So lange wiederholen, bis die gesamte Probe auf die Saule pipettiert wurde

e Zugabe von 500 ml Waschpuffer (Kit)

e Zentrifugation 13000 rpm, 30 s, RT; Durchfluss verwerfen

e Sdule auf ein frisches 1,5 ml-Reaktionsgefdl} iiberfithren
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Zugabe von 10 - 50 pl Elutionspuffer oder Wasser

Inkubation bei RT fiir 1 min

Zentrifugation 13000 rpm, 1 min, RT

Lagerung der DNS bei — 20°C

3.2.8 Amplifizierung von DNS mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (Mullis & Faloona 1987; Saiki et al. 1988) ist ein in vitro-
Verfahren zur Amplifizierung definierter Nukleinsduresequenzen aus einem Gemisch von
Nukleinsdure-Molekiilen. Es handelt sich um einen zyklisch ablaufenden Prozess, der auf der
Kettenverldngerung zweier gegenldufiger Oligonukleotid-Primer durch eine hitzestabile
DNS-Polymerase beruht. Als Vorlage dient meist doppelstrangige DNS, die in einem ersten
Schritt hitzedenaturiert wird. Die hierbei entstehenden einzelstringigen DNS-Molekiile
werden von der Polymerase als Matrize fiir die Synthese eines Komplementirstrangs
verwendet. Der Ansatz wird nun soweit abgekiihlt, dass die Oligonukleotid-Primer, welche
den zu amplifizierenden Bereich begrenzen, an ihre komplementiren Sequenzen binden
konnen (Annealing). In einem weiteren Schritt wird auf die optimale Arbeitstemperatur der
verwendeten Polymerase erhitzt, die schlieBlich die gebundenen Primer verldngern und die
Komplementidrstringe synthetisieren kann (Elongation). Durch zyklische Wiederholung
dieser Abfolge kann der synthetisierte DNS-Strang exponentiell vervielfiltigt werden. Im
Folgenden sollen die wesentlichen Komponenten der PCR néher erldutert werden.

Matrizen-DNS:

Die Matrizen-DNS (Template) dient als Vorlage fiir die Amplifikation. In der vorliegenden
Arbeit wurden Plasmid-DNS, genomische DNS und auch Bakterienkolonien als Template
verwendet. Wichtig fiir eine erfolgreiche Amplifikation ist dabei die richtige Matrizen-
Menge. Zu wenig DNS am Beginn fiihrt zu unbefriedigenden Ausbeuten, wihrend zu grof3e
DNS-Mengen ein Fehlannealing der Primer begiinstigen und somit das Risiko fehlerhafter
Amplifikationen ansteigt. Gute Ergebnisse konnten mit Template-Mengen von ca. 10000 —
100000 Molekiilen entsprechend ca. 0,1 — 1 pg DNS erreicht werden.

Primer:

Als Primer wurden Oligonukleotide der Lidnge von 18 — 71 Basen verwendet. Der
Vorwirtsprimer begrenzt in 5'-Richtung, der Riickwérts-Primer in 3’-Richtung die zu
amplifizierende Sequenz. Bei der Auswahl wurden weiterhin die Schmelztemperaturen
(Sollwerte ca. 50°C — 65°C) sowie der Guanosin-Cytosin-Anteil (Sollwert ca. 60%) der
Oligonukleotide beriicksichtigt. Mit Hilfe einer speziellen Software wurden die Primer auf die
Moglichkeit des Selbstannealings und der Ausbildung von Haarnadelstrukturen hin {iberpriift.
Die optimalen Annealing-Temperaturen wurden mittels Gradienten-PCR (3.2.8.2) in
Vorversuchen ermittelt.

Polymerasen:

Fir die PCR wurden je nach Fragestellung verschiedene hitzestabile DNS-Polymerasen
verwendet. Bei Standard-PCR-Reaktionen kam die Taqg-Polymerase (isoliert aus Thermus
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aquaticus; (Saiki et al. 1988)), ein Enzym mit sehr hoher Syntheserate, zum Einsatz. Sie
zeichnet sich durch die Eigenschaft aus, am Ende des Amplikons ein weiteres Adenosin
anzuhdngen, besitzt aber keine 3’-5'-Exonukleaseaktivitit. Die Folge ist eine recht hohe
Fehlerrate von ca. einem falschen Baseneinbau pro 1000 Nukleotide. Die Pfx-Polymerase
hingegen verfiigt liber diese auch proofreading genannte 3’-5'-Exonukleaseaktivitit, welche
eine Korrektur falsch eingebauter Nukleotide ermdglicht. Fiir die Generierung der Sonden
bzw. des PCR-Fragments der Klonierungsstrategie war diese Sequenz-Genauigkeit des
Amplikons von hoher Bedeutung. Zur Generierung groler DNS-Fragmente (PCR-Screening
homolog rekombinierter ES-Zellen) wurde der Long PCR Enzyme Mix von Fermentas
verwendet. Es handelt sich um eine Mischung aus einer Taq-Polymerase und einer weiteren
thermostabilen Polymerase mit 3’-5'-Exonukleaseaktivitidt, welche die zuverldssige
Amplifizierung auch grofler Fragmente ermoglichen.

dNTPs:
Es wurde ein dquimolares Gemisch aus dATP, dCTP, dGTP und dTTP verwendet.
10x-PCR-Puffer:

Die Aktivitit von Polymerasen hiangt von der Salz- und insbesondere von der Mg”'-
Konzentration sowie vom pH-Wert des Reaktionsansatzes ab. Um optimale Bedingungen zu
erreichen wurden grundsdtzlich die vom Hersteller mitgelieferten Reaktionspuffer in der
empfohlenen Menge verwendet.

3.2.8.1 Standard-PCR

Fir die Standard-PCR wurde je nach Verwendungszweck die Taq-Polymerase (PCR-
Screening-Methoden) oder die Pfx-Polymerase (Sonden, Targeting-Konstrukt) verwendet.

Ansatz einer Standard-PCR

Substanz Menge Endkonzentration
10x-PCR-Puffer 5l 1x
dNTPs (je 10 mM) 1ul 0,2 mM
Vorwarts-Primer (20 pmol/ul) 1ul 0,4 pmol
Ruckwarts-Primer (20 pmol/ul) 1ul 0,4 pmol
Polymerase 0,2 pl 1U
Template 2yl 10000 — 100000 Molekile
Wasser ad 50 pl

Alle Reaktionen wurden in 500 pul PCR-Gefdllen (Eppendorf) durchgefiihrt.

Zur Amplifizierung wurde das unten aufgefiihrte Programm verwendet und die
Annealingtemperatur den jeweils verwendeten Primern angepasst bzw. durch eine
Gradienten-PCR (3.2.8.2) experimentell ermittelt. Der Zyklus aus Denaturierung, Annealing
und Elongation wurde je nach erforderlicher Produktmenge ca. 30 — 40 Mal wiederholt.
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Protokoll einer Standard-Amplifizierung

Temperatur Zeit Zyklus
s“ac ______3min_____________ Initiale Denaturierung__
. 94°C 1 min Denaturierung .
1 _ o R 1
, 50 -65°C 30 §ec Annealing | 30 — 40 Zyklen
1 72°C (Taq) bzw. 1 min pro 1000 bp (Taq) Elonaation !
| 68°C (Pl) ____ 2minpro1000bp (PR)__ TOMOTEN ]
72°C (Taq) bzw. . . .
68°C (Pfx) 3 min Finale Elongation
4°C unbegrenzt Kihlung

3.2.8.2 Gradienten-PCR

Der Eppendorf Mastercycler Gradient ist eine spezielle PCR-Maschine, die das Anlegen
verschiedener Temperaturen in jeder Reihe des Heizblocks des Gerdts erlaubt. Dies
ermoglicht das Testen verschiedener Annealingtemperaturen in nur einem Schritt, um
beispielsweise bei einer PCR mit neuen Primerpaaren die optimalen Reaktionsbedingungen
experimentell ermitteln zu kdnnen. Fiir eine Testung wurden bis zu 10 Reaktionsansétze
parallel vorbereitet und so in den Heizblock eingesetzt, dass Annealing-Temperaturen von
+ 10°C um die berechnete Annealingtemperatur erreicht wurden. Diejenige Temperatur, bei
der das beste Ergebnis beziiglich Menge und Spezifitit zu verzeichnen war, wurde dann fiir
weitere Experimente verwendet.

3.2.8.3 Long Distance-PCR

Bei einer Standard-PCR mit Verwendung der Tag-Polymerase konnen PCR-Produkte nur bis
zu einer begrenzten Linge (ca. 5-7 kb) zuverldssig synthetisiert werden. Ein gravierendes
Problem stellt hierbei die hohe Fehlerrate der Taq-Polymerase dar. Im Long PCR Enzyme
Mix (Fermentas) wird hingegen die positive Eigenschaft der Tag-Polymerase (hohe
Syntheserate) mit derjenigen einer proofreading-Polymerase (3'-5'-Exonukleaseaktivitit)
vereint, was die Synthese auch langer DNS-Fragmente von bis zu 40 kb moglich macht. Das
Screening homolog rekombinierter ES-Zellen des Kcnv2-Konstrukts erfolgte abhingig von
der erwarteten Fragmentlédnge mit zwei verschiedenen Protokollen:

Ansitze Long Distance-PCR 3736 bp-Fragment 6533 bp-Fragment
10x-Puffer 2 ul 2yl
MgCl, (25 mM) 2yl 2l
DMSO - 0,6 pl
dNTPs (je 5mM) 0,8 pl 0,8 ul
Vorwarts-Primer (10 pmol/ul) 0,33 pl 0,33 ul
Rickwarts-Primer (10 pmol/pl) 0,33 pl 0,33 ul
Long PCR Enzyme Mix 0,2 ul 0,3 ul
Matrizen-DNS (in H,0) 2yl 2 ul
Wasser ad 20 pl ad 20 pl

Die ES-Zellen wurden zundchst wie in 3.2.2.1 beschrieben lysiert und die DNS gefillt, in
40 pl Wasser geldst und 2 pl dieser Losung als Template verwendet.

Alle Reaktionsbedingungen und Zeiten richten sich nach den Empfehlungen des Herstellers
und wurden in Vorversuchen etabliert.
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Protokoll der Long Distance-PCR 3736 bp-Fragment

Temperatur Zeit Zyklus
98°C_______3min ______ Initiale Denaturierung _
. 94°C 10 sec Denaturierung .
| 62°C 10 sec Annealing . 30 Zyklen
1e8’c_______4min | Elongation ;
68°C 10 min Finale Elongation
8°C unbegrenzt Kuhlung

Protokoll der Long Distance-PCR 6533 bp-Fragment

Temperatur Zeit Zyklus
ac 4min______ Initiale Denaturierung _ _
. 95°C 15 sec Denaturierung .
i 59°C 30 sec Annealing : 40 Zyklen
1 68°C__ 8min______Flongation _______ !
68°C 10 min Finale Elongation
8°C unbegrenzt Kihlung

3.2.9 Sequenzierung von DNS

Die in der vorliegenden Arbeit zur Sequenzierung von DNS verwendete Methode beruht auf
dem Prinzip des Kettenabbruchs nach Sanger (Sanger et al. 1977). Hierbei wird die zu
sequenzierende DNS als Matrize fiir die Synthese eines neuen DNS-Strangs in einer Art PCR-
Reaktion mit einem Sequenzierprimer verwendet. Die Polymerase amplifiziert ausgehend
vom Primer in 5°-3"-Richtung neue DNS-Stringe. Zusétzlich zu den dNTPs werden dem
Reaktionsansatz allerdings auch 2°,3"-Didesoxynukleotide (ddNTPs) zugesetzt, welche nach
Einbau in die DNS einen Kettenabbruch bewirken. Auf Grund des Einbaus der ddNTPs nach
statistischen Regeln entstehen hierbei DNS-Fragmente unterschiedlicher Lange, die mit dem
entsprechenden ddNTP enden. Durch Kopplung der vier ddNTPs an vier unterschiedliche
Fluoreszenzfarbstoffe wird eine Markierung vorgenommen, sodass die gesamte Reaktion in
einem Ansatz durchgefiihrt werden kann. Die entstehenden Kettenabbruchprodukte werden
mittels Kapillarelektrophorese (Jorgenson & Lukacs 1983) aufgetrennt und mit Hilfe eines
Lasers zur Fluoreszenz angeregt. Die ddNTPs am Ende jedes DNS-Fragmentes konnen dann
von einem Detektor erkannt und die Sequenz aus dem Chromatogramm abgelesen werden.

Die DNS-Sequenzierungen wurden von Monika Papke und Britta Baumann im
Molekulargenetischen Labor der Universitédts-Augenklinik Tiibingen durchgefiihrt.


http://de.wikipedia.org/wiki/Kapillarelektrophorese
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3.2.10 Southern Blot

3.2.10.1 Verwendete Losungen

Losung Substanz Menge Konzentration

Depurinierungslosung  konz. HCI 20 ml 0,2M
H,O ad 1000 ml

Denaturierungsléosung NaOH 20g 0,5M
NaCl 87,69 1,5M
H,O ad 1000 ml

Neutralisierungslosung NaCl 1753 g 30M
Tris 60,58 g 05M
H,O ad 1000 ml
pH-Einstellung auf 7,4

20x SSC NaCl 175,39 3,0M
Trinatriumcitrat 88,29 0,3M
H,O ad 1000 ml

Hybridisierungspuffer = BSA 59 1% (w/v)
1 M Na,HPO,-Lésung 193,5 mi 0,5M
1 M NaH,PO,-Lésung 56,5 ml 05M
SDS 20% 175 mi 7% (wiv)
0,5 M EDTA-L6sung pH 8 1ml 1mM
H.0 ad 500 ml

Na,HPO,-L6sung Na,HPO, 178 g 1™
H,O ad 1000 ml

NaH,PO,-Lésung NaH,PO, 138 ¢ 1™
H,O ad 1000 ml

TEpHS8 Tris-HCI pH 8 10 ml 10 mM
0,5 M EDTA-L6ésung pH 8 2ml 1 mM
H,O ad 1000 ml

Tris-HCI pH 8 Tris 1219 1M
H,O ad 1000 ml
pH-Einstellung auf 8,0

SDS-Lésung SDS 200 g 20% (wiv)
H,O ad 1000 ml
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3.2.10.2 Restriktionsverdau

Die genomische ES-Zell-DNS wurde grundsitzlich mit 50 U Restriktionsenzym direkt in der
Vertiefung der 96-Loch-Platte verdaut. Fiir mehrere Vertiefungen wurde ein Ansatz fiir
x + 10% Vertiefungen berechnet, in einem Reagenzien-Trog hergestellt und mit Hilfe einer
8-Kanal-Pipette in die jeweiligen Vertiefungen pipettiert. Die Platten wurden mit Parafilm
und Frischhaltefolie verschlossen und fiir ca. 30 min bei 37°C inkubiert. Nach erneutem
Mischen erfolgte die Inkubation im ES-Zell-Brutschrank bei 37°C und 5% CO, iiber Nacht.
Zur Inaktivierung des Enzyms wurden am ndchsten Morgen 8-10 ul 6x-Gelladepuffer
zugegeben und der Ansatz entweder direkt auf ein Gel aufgetragen oder bei -20°C bis zur
weiteren Verwendung gelagert.

Ansatz Menge pro well
DNS X ug
10x-Enzympuffer 4 4l
100x-BSA 0,4 pl
Enzym 50U
H.O ad 40 pl

3.2.10.3 Agarose-Gelelektrophorese

Zur Analyse von DNS mittels Southern Blot wurden Agarosegele einer Konzentration von
0,7% verwendet. In eine Tasche wurde jeweils ein Ansatz von ca. 48 pl pipettiert, sodass pro
Gel bis zu 50 Ansétze in zwei Reihen analysiert werden konnten. Die Elektrophorese erfolgte
zunéchst bei einer Spannung von 100 V, welche nach einer Einlaufzeit von ca. 30 min auf
130 V erhoht wurde. Nach einer Laufstrecke von ca. 10-12 cm, abhingig von den zu
detektierenden FragmentgroBen, wurde der Lauf beendet und das Gel unter UV-Licht
betrachtet. Bei der Foto-Dokumentation wurde zusitzlich ein Lineal als GroBenstandard
verwendet, da der DNS-Grof3enmarker unter UV-Licht wieder vom Gel abgetrennt wurde, um
eine spatere unspezifische Bindung der Sonde an den GréBenmarker zu vermeiden. Die Gele
wurden zudem durch Abschneiden verschiedener Ecken individuell gekennzeichnet, um
spatere Verwechslungen auszuschlief3en.

3.2.10.4 Vorbehandlung der Gele und Kapillarblot

Bevor die DNS aus dem Gel auf eine Membran iibertragen werden konnte, mussten einige
Modifizierungen an der DNS vorgenommen werden. Die Gele wurden in einer Fotowanne auf
einem Kreisschiittler bei Raumtemperatur inkubiert, wobei die Wanne so weit mit Puffer
befiillt wurde, dass die Gele frei darin schwimmen konnten und stindig von der Fliissigkeit
benetzt waren.

Vorgehensweise:
e Inkubation unter Schiitteln in Depurinierungslosung (0,2 N HCI)
e Puffer mit Wasserstrahlpumpe absaugen und 2x mit H,O waschen
e Inkubation unter Schiitteln in Denaturierungslésung (0,5 M NaOH, 1,5 M NaCl)

e Puffer mit Wasserstrahlpumpe absaugen und 2x mit H,O waschen
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e Inkubation unter Schiitteln in Neutralisierungslosung (0,5 M Tris, 3 M NaCl, pH 7.4)

e Puffer mit Wasserstrahlpumpe absaugen und 2x mit H,O waschen

Aufbau des Kapillarblots:

Eine Fotowanne geeigneter Grofle wurde mit 10x-SSC befiillt, ein Schwamm in diese Wanne
eingelegt und dieser komplett mit 10x-SSC getrénkt bis alle Luftblasen verschwunden waren.
Auf diesen vollgesogenen Schwamm wurden drei ebenfalls in 10x-SSC getrinkte
Filterpapiere luftblasenfrei aufgelegt. Das Gel wurde mit der Oberseite nach unten auf diese
Filterpapiere gelegt und auch hier die Luftblasen mittels einer sterilen Pipette ausgestrichen.
Um ein Vorbeisaugen des Puffers seitlich des Gels zu vermeiden, wurden die restlichen freien
Flachen des Filterpapiers komplett mit Parafilm abgedeckt. Nun folgte die auf die GelgroB3e
zurechtgeschnittene Nylonmembran (Hybond N, GE Healthcare), die ebenfalls mit 10x-SSC
getrankt und so lange im Puffer belassen wurde, bis die Luftbldschen ausgetreten waren. Die
Membran wurde passgenau luftblasenfrei auf das Gel transferiert und dariiber drei weitere in
10x-SSC getrinkte Filterpapiere luftblasenfrei aufgelegt. Zuletzt folgten ein Stapel
saugfahiger Papiertiicher und ein Gewicht von ca. 1 kg.

Gewicht

saugfahige Papiertiicher

Nylon-Membran —__ — ) .
Gel — — : > 3 Filterpapiere
e

[ ]| —— Schwamm
\ [ [ /

\ /

Abbildung 3.1: Aufbau eines Southern Blot

Fotowanne mit Puffer

Der Transfer erfolgte fiir ca. 12—16 Stunden. Durch Kapillarkrédfte wird der Hochsalzpuffer
aus der Wanne in die Papiertiicher gesaugt, wobei die DNS aus dem Gel mitgeschleppt und
schlieBlich auf die Nylonmembran iibertragen wird. Nach Beendigung des Transfers wurden
die Geltaschen auf der Oberseite der Membran gekennzeichnet und die DNS-Seite beschriftet.
Die Membran wurde mit UV-Licht einer Energie von 120 mJ bestrahlt, um die DNS kovalent
zu binden. Durch Backen bei 80°C im Trockenschrank fiir 2 h wurde eine zuséatzliche
Fixierung erreicht.

3.2.10.5 Herstellung der Sonden
Die radioaktive Markierung der DNS-Sonden erfolgte nach der Methode des random priming
(Feinberg & Vogelstein 1983; Feinberg & Vogelstein 1984). Dabei wird ein Gemisch aus
Oligodesoxyribonukleotiden (hier Octanukleotide) als Primer benutzt, die zufdllig an die
Einzelstrang-DNS der Sonde binden konnen. Das Klenow-Fragment der DNS-Polymerase I
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aus E. coli synthetisiert dann den komplementiren Strang in Gegenwart eines Gemischs aus
dGTP und dTTP sowie den radioaktiv markierten Nukleotiden [o**P]-dATP und [o**P]-dCTP.
So konnen radioaktiv markierte DNS-Fragmente einer Grofle von 100 bp bis zu mehreren
1000 bp generiert werden. Die Reaktionen wurden mit dem NEBIlot Kit (New England
Biolabs) durchgefiihrt.

Vorgehensweise:

25 — 100 ng Sonden-DNS mit H,O auf 33 pl auffiillen

Inkubation fiir 5 min bei 95°C im Heizblock (Denaturierung)

Inkubation fir 2 min auf Eis

Herstellung des Reaktionsansatzes:

Substanz Menge
Sonden-DNS 33 pl
10x-Markierungs-Puffer (inkl. Primer) 5l
dNTP-Mix (je 2 ul dTTP, dGTP) 4l
a**P-dATP (6000 Ci/mmol) 3,54l
a**P-dCTP (6000 Ci/mmol) 3,54l
Klenow 1 ul

e Inkubation fir 60 min bei 37°C

Nach der Markierung der Sonde wurden nicht gebundene radioaktive Nukleotide durch
Gelchromatographie iiber Sephadex-G50-Séulen (NICK™-Columns, GE Healthcare) wieder
vom Reaktionsansatz abgetrennt.

Vorgehensweise:
e Aufbewahrungspuffer der Sdule verwerfen, waschen mit TE pH 8,0
e Séaule mit TE pH 8,0 befiillen, durchtropfen lassen
e 50 pl Labeling-Ansatz mit 30 ul TE pH 8,0 versetzen; auf die Séule pipettieren
e Elutionsschritt 1: 320 ul TE pH 8,0
e Elutionsschritt 2: 500 ul TE pH 8,0; Fraktion beinhaltet die markierte Sonden-DNS

e FElutionsschritt 3: 800 ul TE pH 8,0; Fraktion beinhaltet die ungebundenen
Radionukleotide

e Cherenkov-Messung mit je 1 pl jeder Fraktion am Szintillationsmessgerét; Fraktion 2
beinhaltet die Sonde und sollte fiir eine erfolgreiche Hybridisierung mindestens eine
Aktivitit von 30.000 cpm aufweisen

3.2.10.6 Hybridisierung und Waschen

Zunichst erfolgte die Prihybridisierung der Nylonmembran mit einzelstrdngiger
Lachsspermien-DNS, um eine unspezifische Bindung der radioaktiv markierten Sonde an die
Membran zu verhindern.
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Vorgehensweise Prihybridisierung:

Membran in Hybridisierungsrohre einlegen

Zugabe von 8 ml (kleine Rohren) bzw. 15 ml (gro3e R6hren) vorgewéarmtem
Hybridisierungspuffer (60°C); Luftblasen zwischen Membran und Glas sorgfaltig
ausstreichen

Inkubation der Lachsspermien-DNS fiir 5 min bei 95°C im Heizblock

Inkubation fiir 2 min auf Eis

Zugabe von 100 pl der Lachsspermien-DNS zum Hybridisierungspuffer in der Rohre
Inkubation fiir 1 h bei 60°C im Drehofen

Zur Hybridisierung mit der radioaktiv markierten Sonde wurde der Prahybridisierungspuffer

entfernt und durch frischen Hybridisierungspuffer mit Sonde ersetzt.

Vorgehensweise Hybridisierung:

Inkubation von 500 pl der radioaktiv markierten Sonde (Fraktion 2) fiir 5 min bei
95°C

Inkubation auf Eis fiir 2 min

Prihybridisierungspuffer durch frischen vorgewadrmten Hybridisierungspuffer (60°C)
ersetzen

Zugabe von 500 pl der radioaktiv markierten Sonde
Inkubation tiber Nacht bei 60°C im Drehofen

Nach erfolgter Hybridisierung wurde unspezifisch an der Membran anhaftende Sonde durch

mehrfaches Waschen entfernt. Hierzu wurden Puffer abnehmender Salzkonzentration

verwendet, sodass die Bindung der Sonde an die DNS schrittweise vermindert wurde.

Waschpuffer Lésung Menge
2x SSC; 0,1% SDS 20x SSC 100 ml
20% SDS 5ml

H,O ad 1000 ml

0,4x SSC; 0,1% SDS 20x SSC 20 ml
20% SDS 5ml

H,O ad 1000 ml

Vorgehensweise Waschen:

Hybridisierungspuffer verwerfen

Ro6hre bis zur Halfte mit 2x SSC, 0,1% SDS fiillen; 2x 10 min Waschen bei 60°C im
Drehofen

Waschpuffer nach jedem Waschschritt verwerfen

Rohre bis zur Hilfte mit 0,4x SSC, 0,1% SDS fiillen; 2x 10 min Waschen bei 60°C im
Drehofen
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e Waschen in der Wanne mit 0,4x SSC, 0,1% SDS bei 60°C im Wasserbad fiir 10 min
e Membran trocknen lassen, in Saran-Folie einwickeln

e Membran mit der DNS-Seite nach oben auf eine Phosphorimagerplatte fiir 1-8 Tage
auflegen

3.2.10.7 Detektion

Die Auswertung der Southern Blot-Analysen erfolgte iiber Phosphorimagerplatten. Die
Imager-Platte ist ein mit BaFBr:Eu”"-Kristallen beschichteter Schirm, in dessen Kristallen
Elektronen durch ionisierende Energie wie UV-Licht, y- oder B-Strahlen in einen angeregten
Zustand iiberfiihrt werden koénnen (Johnston et al. 1990). Dabei wird Eu*" zu Eu’" oxidiert,
und es entsteht ein angeregter BaFBr-Komplex. Dieser ist im angeregten Zustand stabil und
speichert so die Information. Durch Anregung mittels Helium-Neon-Laser (Scanner BAS-
1500, Fuji) fallen die Elektronen wieder auf das urspriingliche Energieniveau zuriick, Eu®"
wird also wieder zu Eu*" reduziert und ein Photon wird dabei freigesetzt. Dieses ausgesendete
Licht kann dann detektiert und das entsprechende Bild dazu am Bildschirm sichtbar gemacht
werden. Die Auswertung erfolgte durch Ausmessen der entsprechenden Signale auf dem Blot
und Bestimmung der Fragmentgroe durch Vergleich mit dem GroBenstandard des
zugehorigen Agarosegels.

3.3 Methoden der Stammzellkultur

3.3.1 Erzeugung gentechnisch veranderter Stammzellen durch gene-
targeting

Voraussetzung fiir die Inaktivierung eines Gens mittels gene-targeting, also die gezielte
Manipulation von ES-Zellen durch homologe Rekombination, ist die Generierung eines
geeigneten DNS-knockout-Konstrukts mittels molekularbiologischer Methoden. Dieses
Konstrukt wird durch Elektroporation in einem 1. Targeting in embryonale Stammzellen von
Mausen eingebracht (Transfektion) und durch homologe Rekombination findet die Integration
an der gewiinschten Stelle ins Genom statt. Homolog rekombinierte Stammzellen kdnnen
mittels Southern Blot-Analyse oder PCR-Screening identifiziert werden, und in einem
2. Targeting findet schlieBlich die Deletion von Genabschnitten durch Elektroporation mit
einem fiir die Cre-Rekombinase kodierenden Expressionsvektor statt. Knockout-Konstrukte
wie das Pde6h-Konstrukt, bei denen funktional wichtige Genabschnitte von zwei loxP-
Erkennungssequenzen flankiert werden, bieten hierbei die Moglichkeit, in nur einem Schritt
sowohl Stammzellen mit generellem als auch mit konditionalem knockout zu generieren
(siehe 1.4.2.3). Der schematische Ablauf eines Targetings ist in Abbildung 3.2 dargestellt.

3.3.2 Generelles zur Kultivierung embryonaler Stammzellen

Um die Pluripotenz der Stammzellen in vitro aufrecht zu erhalten, sind eine duferst
vorsichtige Handhabung und das genaue Einhalten der vorgeschriebenen Kulturbedingungen
erforderlich. Die Kultur der ES-Zellen erfolgte in Dulbecco’s Modified Eagle Medium



Methoden 61

(DMEM) unter Zusatz von 20% Fotalem Kélberserum (FCS), 1000 U/ml Leukdmie
inhibierendem Faktor (LIF, Leukemia Inhibitory Factor) und 7 pl/ml B-Mercaptoethanol im
Inkubator bei 37°C und unter 5% CO,-Begasung zur Einstellung des optimalen pH-Werts
tiber den im Medium vorhandenen Hydrogencarbonatpuffer. Die Qualitdt des FCS ist von
auBBerordentlicher Bedeutung fiir die Kultivierung embryonaler Stammzellen, da es neben
vielen anderen Substanzen nicht nur Wachstumsfaktoren enthélt, sondern auch die
Keimbahngingigkeit beeinflussen kann. LIF hingegen ist ein Zytokin, welches in vivo unter
anderem bei der Hamatopoese, der T-Zell-Reifung und der Genexpression (Patterson 1994)
eine Rolle spielt, welches aber auch wihrend der Embryonalentwicklung und in Zellkulturen
die Ausdifferenzierung pluripotenter Stammzellen in andere Zelltypen verhindert (Smith et al.
1988; Williams et al. 1988). B-Mercaptoethanol dient als Antioxidans und verhindert so die
Inaktivierung von LIF. Embryonale Stammzellen wurden grundsétzlich auf einem Rasen aus
sogenannten ,,Feederzellen® kultiviert. Es handelt sich hierbei um embryonale Fibroblasten,
welche durch Bestrahlung teilungsunfihig gemacht und als Monolayer in jedes
ZellkulturgefaB als Grundlage fiir die Stammzellen ausgesidt wurden. Diese Feederzellen
geben neben verschiedenen Wachstumsfaktoren und Néhrstoffen auch LIF ins Medium ab
und verhindern so zusétzlich die Differenzierung der Stammzellen.

3.3.21 Medien und Lésungen
Sédmtliche fiir die Zellkultur erforderlichen Medien und Losungen wurden unter aseptischen
Bedingungen hergestellt. Alle Medien sowie PBS wurden bei 4°C gelagert und vor
Benutzung im Wasserbad bei 37°C vorgewérmt.

Medium Substanz Menge

DMEM (Dulbecco’s modified eagle medium)

Salze und weitere Bestandteile: CaCl, 200 mgl/l
Fe(ll)NO; - 9H,O 0,1 mg/l
KCI 400 mg/l
MgSO, 97,7 mgl/l
NaHCO; 3700 mg/l
NaCl 6400 mg/l
NaH,SO, - H,O 125 mg/|
D-Glucose 1000 mg/l
Natriumpyruvat 110 mg/I
Phenolrot 15 mg/l

Aminosauren
L-Arginin - HCI 84 mg/l
L-Cystein 48 mg/l
L-Glutamin 584 mgl/l
Glycin 30 mg/I
L-Histidin - HCI - H,O 42 mgl/l
Isoleucin 105 mg/l
L-Leucin 105 mg/I
L-Lysin - HCI 146 mg/|
L-Methionin 30 mg/l
L-Phenylalanin 66 mg/l
L-Serin 42 mg/l

L-Threonin 95 mg/l
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Medium Substanz Menge
L-Tryptophan 16 mg/l
L-Tyrosin 72 mg/l
L-Valin 94 mg/l
Vitamine
D-Calcium-Pantothenat 4 mg/l
Cholinchlorid 4 mgl/l
Folsaure 4 mg/l
Myo-Inositol 7,2 mgl/l
Nicotinamid 4 mg/l
Pyridoxin - HCI 4 mg/l
Riboflavin 0,4 mg/l
Thiamin - HCI 4 mgl/l
PBS Dulbecco (w/o Ca**, Mg*") NaCl 8000 mg/I
KCI 200 mg/l
NaH,PO, 1150 mgl/l
FCS FCS 500 ml
Hitzeinaktivierung bei 56°C, 30 min
Aliquotieren zu je 50 ml, Lagerung bei -20°C
LIF (0,5 x 10° U/ml) LIF (7 x 10" U) 1 ml
EF-Medium 19 ml
Aliquotieren zu je 1 ml, Lagerung bei 4°C
B-Mercaptoethanol-Lésung B-Mercaptoethanol 35 pl
(3,5ug/ml PBS) PBS ad 10 ml
Aliquotieren zu je 1 ml, Lagerung bei -20°C
Ganciclovir-Stammlosung (200 mM) Ganciclovir-Na (Cymeven®) 543 mg
H.O 10,1 mi
Lagerung bei -20°C
Ganciclovir-Lésung (10 mM) Ganciclovir-Stammlésung 50 pl
H.O 950 i
Aliquotieren zu je 100 ul, Lagerung bei -20°C
EF-Medium (Feederzell-Medium) DMEM 450 ml
FCS 50 mi
EF-Kryomedium (20% DMSO) EF-Medium 12 ml
DMSO 3 ml
Medium frisch herstellen!
ES-LIF-Medium (Stammzell-Medium) DMEM 400 ml
FCS 100 ml
B-Mercaptoethanol-Lésung 1ml
LIF (0,5 x 10° U/ml) 1 ml
ES-LIF-G418-Medium ES-LIF-Medium 500 mi
(Selektionsmedium) G418-Sulfat-Lésung (50 mg/ml) 4 ml
ES-LIF-Ganciclovir-Medium ES-LIF-Medium 500 ml
(Selektionsmedium) Ganciclovir-Lésung (10 mM) 100 pl
ES-Kryomedium (10% DMSO) ES-Medium 9 ml
DMSO 1ml
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3.3.2.2 GeféaRe fir die Zellkultur

Alle Gefdfle fiir die Kultivierung eukaryotischer Zellen wurden von der Firma Corning
bezogen.

Gefal Flache Volumen Trypsin-Menge
175 cm*-Flasche 175 cm? 20 ml 3ml
75 cm®-Flasche 75 cm? 15 ml 3ml
25 cm®-Flasche 25 cm? 4 ml 1 mi
Petrischale 55 cm? 10 ml -
6-Loch-Platte 6 x 9,5 cm?= 57 cm? 3 ml/Loch 1 ml/Loch
24-Loch-Platte 24 x 1,9 cm?= 45,6 cm? 1 ml/Loch 200 pl/Loch
96-Loch-Platte 96 x 0,32 cm?= 30,72 cm? 200 pl/Loch 30 pl/Loch

3.3.3 Gewinnung und Kultur embryonaler Fibroblasten (Feederzellen)

Vor Beginn der Stammzellkultur mussten zunichst embryonale Fibroblasten pripariert
werden, da die ES-Zellkultur auf einer Schicht dieser mitotisch inaktivierten Feederzellen
stattfand. Die Gewinnung erfolgte aus Méauseembryonen, die am Tag 14,5 postcoital nach
einer Verpaarung von méannlichen CNG3”-Méusen (von Prof. Dr. Martin Biel, Miinchen,
freundlicherweise zur Verfiigung gestellt) mit wildtyp-Weibchen prépariert wurden. Der
CNG3-knockout zeichnet sich im Gegensatz zu wildtyp-Mdusen durch eine im Genom
vorhandene Neomycin-Resistenzgenkassette aus, da das CNG3-Gen durch diese Kassette
ersetzt und somit der knockout generiert wurde. Durch die Verpaarung erhdlt man eine
Resistenz der Feederzellen gegeniiber Neomycinanaloga, welche fiir deren Kultivierung von
grofler Bedeutung ist, da zur Selektion homolog rekombinierter Stammzellen fiir wildtyp-
Feederzellen toxisches Geneticin eingesetzt wird. Nur Embryonen mit einer heterozygot
vorhandenen Neomycin-Resistenzgenkassette konnen also zur Herstellung von Feederzellen
fir diesen Zweck verwendet werden. Die mitotische Inaktivierung der embryonalen
Fibroblasten erfolgte durch y-Stahlung (50 Gy) und resultierte in einer Teilungsunfihigkeit
der Zellen, sodass in den Kulturgefdflen nur noch eine Einzelzellschicht ausgebildet wird, auf
der die ES-Zellen dann kultiviert werden konnen. Nach der Priparation musste flir jede
Charge die ,,Dichte der Zellen pro Kryostock ermittelt werden, d.h. auf welche Fliche in cm®
ein Kryostock ausgesit werden kann. Zudem wurde der Zellkulturiiberstand jeder Charge mit
Hilfe des Mycoplasma Plus PCR Primer Sets (Stratagene) auf eine Kontamination mit
Mycoplasmen tiiberpriift.

3.3.3.1 Gewinnung embryonaler Fibroblasten

Vorgehensweise Verpaarung:
e Minnliche CNG3”-Miuse mit 129/SV"*-Weibchen abends zusammensetzen

¢ Am nichsten Morgen Kontrolle auf Vaginalpfropf aus Samenfliissigkeit (plug check)
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Vorgehensweise Priparation:

Toten der schwangeren Maus durch zervikale Dislokation an Tag 14,5 p.c.
Maus komplett in 80% Ethanol baden

Fixierung der Maus; Eréffnung des Bauchraumes

Uterus herauspriparieren und in eine Petrischale iiberfiihren

Uterus und Fruchtblase 6ffnen; Embryonen in eine Schale mit sterilem PBS
iberfiihren

Kopfe der Embryonen abschneiden und innere Organe (rotes Gewebe) entfernen
Corpus in frisches steriles PBS {iberfiihren; mit dem Skalpell zerkleinern
Vorlegen von 1 ml 1x-Trypsin/EDTA pro Embryo in ein 50 ml-Falcon-Gefdl3
Embryonen mit der Pinzette in das Falcon-Gefal} iiberfithren

Trypsinieren 5-10 min bei 37°C im Wasserbad

Gut und lange resuspendieren mit der 25 ml-Stripette und anschlieBend mit der 10 ml-
Stripette

Trypsinieren 5 min bei 37°C im Wasserbad
Gut und lange resuspendieren mit der 10 ml-Stripette
Trypsinieren 5 min bei 37°C im Wasserbad

Gut und lange resuspendieren mit der 10 ml-Stripette, bis keine Klumpen mehr
sichtbar sind

Auffiillen mit EF-Medium zu 35 ml

Intensiv resuspendieren mit der 10 ml-Pipette
Zelltrimmer 10 min absinken lassen

Uberstand in ein neues Falcon-GefiB {iberfithren

Suspension aliquotieren: pro Embryo eine 175cm?-Flasche mit EF-Medium befiillen
und die entsprechende Menge Zellsuspension hinzufiigen; homogen verteilen

Inkubation bei 37°C, 5% CO,
Wachstum téglich mikroskopisch kontrollieren
Mediumwechsel am Tag nach der Préparation, danach alle zwei bis drei Tage

Kultivierung bis zwei Tage nach Erreichen der Konfluenz

Vorgehensweise Expansion (1. Passage):

Je nach Wachstumsverhalten und Zelldichte splitten im Verhéltnis 1:3-1:8
Medium absaugen

1x Waschen mit ca. 10 ml PBS
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Zugabe von je 3 ml 1x-Trypsin/EDTA
Inkubation 3-5 min bei 37°C

Zellen durch Klopfen auf den Flaschenrand ablésen und vereinzeln, mikroskopische
Kontrolle

Zugabe von 6 ml EF-Medium, resuspendieren

In 3-8 175 cm’-Flaschen (je nach Split-Verhiltnis) die erforderliche Menge EF-
Medium vorlegen und die vorbereitete Zellsuspension auf diese Anzahl an Flaschen
homogen verteilen

Inkubation bei 37°C, 5% CO,
Wachstum téglich mikroskopisch kontrollieren
Mediumwechsel alle drei bis vier Tage

Kultivierung bis zwei Tage nach Erreichen der Konfluenz

Vorgehensweise Ernte der Feederzellen:

Jeweils 5 Flaschen werden parallel bearbeitet
Medium absaugen

1x Waschen mit ca. 10 ml PBS

Zugabe von je 3 ml 1x-Trypsin/EDTA
Inkubation 5-10 min bei 37°C

Zellen durch Klopfen auf den Flaschenrand ablésen und vereinzeln, mikroskopische
Kontrolle

Zugabe von 7 ml EF-Medium, resuspendieren

Zellsuspension von je 5 Flaschen in ein 50 ml-Falcon-Gefal iiberfiihren
Zentrifugation 5 min, 1000 rpm

Uberstéinde absaugen, Pellets resuspendieren in je 10 ml EF-Medium

Vereinigen des Inhalts von je 2 Falcon-Gefdflen; Auffiillen mit EF-Medium auf 40 ml

Vorgehensweise Bestrahlung:

Zellen bis zur Bestrahlung absetzen lassen, Transport in Styroporbox

Bestrahlung mit 50 Gy (5x10 Gy) in der Radioonkologie des Universitétsklinikums
Tiibingen

Nach der Bestrahlung schwenken der Zellen

Vorgehensweise Aliquotieren und Einfrieren:

Zentrifugation 5 min, 1000 rpm
Pellets in je 13 ml EF-Medium resuspendieren

Herstellung von 15 ml EF-Kryomedium (20% DMSO)
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e Zugabe von je 13 ml EF-Kryomedium zu den resuspendierten Zellen, gut mischen
e Aliquotieren zu je 1 ml in 1,8 ml-Kryordhrchen (25 Kryor6hrchen pro Zellpellet)
e Kryor6hrchen in auf -20°C vorgekiihlte Kryobox stellen

e Lagerung fiir 24 h bei -20°C

e Danach Lagerung fiir 48 h bei -80°C

e Dauerlagerung in fliissigem Stickstoff bei -196°C

3.3.3.2 Kultivierung embryonaler Fibroblasten

Die fiir die jeweiligen ZellkulturgefiBBe erforderliche Menge an Feederzellen wurde
mindestens 24 Stunden bis maximal 7 Tage vor der Kultivierung der Stammzellen in die
entsprechenden Gefdle ausgesdt und das Wachstum mikroskopisch beurteilt. Bei nicht
ausreichender Zelldichte wurden nochmals Feederzellen nachgesit, bis der Gefdl3boden
einschichtig mit angewachsenen Zellen in einer Konfluenz von ca. 70% bedeckt war.
Wihrend die Fibroblastenschicht bei zu hoher Zelldichte zur Ablosung vom Untergrund neigt,
bietet diese 70%ige Konfluenz den Stammzellen optimale Wachstumsbedingungen.

Vorgehensweise:
e Gefrierstocks bei 37°C im Wasserbad auftauen
e Zellsuspension mit 4 ml EF-Medium resuspendieren
e Uberfiihren der gesamten Zellsuspension (5 ml) in ein 15 ml Falcon-RShrchen
e Zentrifugation 5 min, 1000 rpm; Uberstand absaugen
e Vorlegen der erforderlichen Menge an EF-Medium in die bendtigten Zellkulturgefal3e
e Zellpellet in der entsprechenden Menge EF-Medium resuspendieren
e Uberfithren der Zellsuspension in das vorbereitete Zellkulturgefil; homogen verteilen
e Inkubation bei 37°C, 5% CO,

e Mikroskopische Kontrolle: spétestens nach zwei Tagen sollte die Konfluenz ca. 70%
betragen

3.3.4 Gewinnung embryonaler Stammzellen

Embryonale Stammzellen von Méusen werden aus der inneren Zellmasse von 3,5 Tage alten
Blastozysten gewonnen. Bei den in dieser Arbeit verwendeten Stammzellen handelt es sich
um kéuflich erworbene R1 ES-Zellen (Nagy et al. 1993), die aus Blastozysten von
agoutifarbenen Méusen des Stamms 129/SV gewonnen wurden. Die Zellen werden nach
Expansion als gebrauchsfertige Gefrierstocks der Passage 11 geliefert und konnen bis zur
weiteren Verwendung in fliissigem Stickstoff aufbewahrt oder zur Gewinnung weiterer
Gefrierstocks in Zellkultur passagiert und im Anschluss daran in fliissigem Stickstoff
dauergelagert werden.
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3.3.5 Kultivierung embryonaler Stammzellen

Embryonalen Stammzellen wurden wie in 3.3.2 beschrieben auf einer Feederzell-Schicht
kultiviert. Kurz vor dem Aussden der Stammzellen in ein mit embryonalen Fibroblasten
bewachsenes Zellkulturgefdl wurde das jeweilige EF-Medium entfernt und durch die
benotigte Menge des entsprechenden Stammzellmediums ersetzt. Grundsitzlich wurden die
abzentrifugierten Stammzell-Pellets nur in einem Anteil der fiir das jeweilige Zellkulturgefal3
ndtigen Mediummenge resuspendiert und der Rest des Stammzellmediums direkt in das
ZellkulturgefdB vorgelegt, wodurch eine homogenere Verteilung der Stammzellen erreicht
wird. Zur ausreichenden Versorgung mit Néhrstoffen wurde mindestens ein Mal pro Tag das
Medium gewechselt und die ES-Zellkulturen wurden spétestens bei den ersten Zellkontakten
(Konfluenz ca. 70%) passagiert, da diese Beriihrungen eine Differenzierung zur Folge hétten.
Die mikroskopische Kontrolle des Wachstums erfolgte ebenfalls taglich.

Das Auflosen der Zellverbinde und Abldosen der Zellen von den Kulturgefdlen beim
Passagieren wurde mit Hilfe der Serinprotease Trypsin durchgefiihrt. Zu beachten ist hierbei,
dass das Medium zuvor vollstindig durch Waschen mit PBS entfernt wird, da
Mediumbestandteile zu einer Inaktivierung des Trypsins fithren. Die Inkubation erfolgte bei
37°C fiir 5-10 Minuten im Brutschrank, bis eine vollstandige Vereinzelung der Zellen durch
Resuspendieren erreicht werden konnte. Nach mikroskopischer Kontrolle wurden die
vereinzelten Zellen im entsprechenden Medium gut resuspendiert und somit eine
Inaktivierung des Trypsins herbeigefiihrt.

Abbildung 3.2 zeigt eine Ubersicht iiber den Ablauf der zellkulturtechnischen Arbeiten.
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Abbildung 3.2: Arbeitsschritte des 1. und 2. Targeting

3.3.5.1 Auftauen und Expansion

Die ES-Zellen wurden zunichst in eine 25 cm’-Flasche ausgesit und zur Gewinnung einer fiir
die Elektroporation ausreichenden Zellzahl in einer 75 cm*-Flasche weiter kultiviert.

Vorgehensweise Auftauen:
e Gefrierstock bei 37°C im Wasserbad auftauen
e Zellsuspension mit 4 ml ES-Medium resuspendieren

e Uberfiihren der gesamten Zellsuspension (5 ml) in ein 15 ml Falcon-RShrchen
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e Zentrifugation 5 min, 1000 rpm; Uberstand absaugen
e Pellet resuspendieren mit 5 ml ES-LIF-Medium
e Zentrifugation 5 min, 1000 rpm; Uberstand absaugen
e Pellet resuspendieren mit 2 ml ES-LIF-Medium

e Zellsuspension in eine mit ES-LIF-Medium vorbeladene 25 cm*-Flasche mit
Feederzellen tiberfiihren, homogen verteilen

e Inkubation bei 37°C, 5% CO,

Vorgehensweise Expansion von 25 cm’ auf 75 cm’:
e Medium absaugen
e 2x Waschen mit 5 ml PBS
e Zugabe von 1 ml Ix-Trypsin/EDTA
e Inkubation im Brutschrank fiir 5 min bei 37°C
e Resuspendieren, mikroskopische Kontrolle (runde Einzelzellen)
e Zugabe von 4 ml ES-LIF-Medium, resuspendieren
e Zellsuspension in ein 15 ml-Falcon-GefaB tiberfithren
e Zentrifugation 5 min, 1000 rpm; Uberstand absaugen
e Pellet resuspendieren in 5 ml ES-LIF-Medium
e Zentrifugation 5 min, 1000 rpm; Uberstand absaugen
e Pellet resuspendieren in 5 ml ES-LIF-Medium

e Zellsuspension in eine mit ES-LIF-Medium vorbeladene 75 cm*-Flasche mit
Feederzellen tiberfiihren, homogen verteilen

e Inkubation bei 37°C, 5% CO,

3.3.5.2 Elektroporation im 1. Targeting und homologe Rekombination

Bei einer Konfluenz der Stammzellen von ca. 60-70% in der 75 cm’-Flasche ist eine
ausreichend hohe Zellzahl fiir die Elektroporation erreicht. Es handelt sich hierbei um ein sehr
effizientes Verfahren zur Transfektion eukaryotischer Zellen, bei dem durch kurze
Hochspannungspulse die Membranfunktion der Zellen gestort wird (Neumann et al. 1982).
Kurzfristig entstehen dabei Poren in der Membran, durch die Fremd-DNS in die Zellen
aufgenommen werden kann (Klenchin et al. 1991; Sukharev et al. 1992). Zu diesem Zweck
werden die Stammzellen durch Trypsinierung vereinzelt, mit dem entsprechenden DNS-
Konstrukt in einer speziellen Elektroporationskiivette gemischt und dem Spannungspuls
unterzogen. Nach Aufnahme der DNS ins Zellinnere findet dann die Integration ins Genom
der Zelle statt. Der in 1.4.2.2 beschriebene Aufbau des Targeting-Konstrukts ermoglicht {iber
die homologen Bereiche eine gezielte Aufnahme der DNS an definierter Stelle durch crossing
over, es findet also eine homologe Rekombination statt. Hierbei handelt es sich allerdings um
ein sehr seltenes Ereignis, nur in ca. jeder zehntausendsten der transfizierten Zellen findet
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iiberhaupt eine Rekombination statt. Der Anteil der Zellen mit korrekter Integration betrigt
dabei ca. 0,1-5%. Um das Auffinden dieser Zellen zu erleichtern beginnt nach der
Elektroporation die Selektion rekombinanter Zellen mit G418 mit der Folge, dass nur
diejenigen Zellklone iiberleben, welche das DNS-Konstrukt mit Neomycin-Resistenzkassette
an irgendeiner Stelle ins Genom integriert haben. Das Vorgehen beim 1. Targeting ist in
Abbildung 3.3 schematisch dargestellt.
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Abbildung 3.3: Ablauf des 1. Targeting
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Vorgehensweise Vorbereitung zur Elektroporation:

Medium absaugen

2x Waschen mit 15 ml PBS

Zugabe von 3 ml 1x-Trypsin/EDTA

Inkubation im Brutschrank fiir 5 min bei 37°C

Resuspendieren, mikroskopische Kontrolle (runde Einzelzellen)
Zugabe von 7 ml ES-LIF-Medium, resuspendieren
Zellsuspension in ein 15 ml-Falcon-Gefal} iiberfithren
Zentrifugation 5 min, 1000 rpm; Uberstand absaugen

Pellet resuspendieren in 10 ml PBS

Zentrifugation 5 min, 1000 rpm; Uberstand absaugen

Pellet resuspendieren in 900 pl — x pul PBS (x = Volumen an DNS-Lésung zur
Elektroporation)

Vorgehensweise Zellzahlbestimmung:

Zur Elektroporation sollen mindestens 6 x 10° Zellen in einem Volumen von 1 ml eingesetzt
werden, weshalb vor der Elektroporation die tatsdchliche Zellzahl mit einer Neubauer
Zellzahlkammer bestimmt wurde (Abbildung 3.4).

Deckglas
/

/,
7,

1 mm

4

// /; /4 //
02mm1 / 7/ 7/(// |/
|

Wasser 1 mm

Abbildung 3.4: Neubauer Zellzahlkammer

Aliquot der Zellsuspension 1:10 verdiinnen (10 pl Zellsuspension + 90 ul Wasser)

Kammer vorbereiten: je 1 Tropfen Wasser in die seitlichen Kavitéiten einbringen und
ein Deckglas damit iiber dem Raster fixieren

10 pl der Zellsuspension unter das Deckglas auf das Raster pipettieren

Zellen mikroskopisch auszdhlen: VergroBBerung 25x, Auszihlen von 16 kleinen
Quadraten in einem dick umrahmten groBeren Quadrat und Mittelwertbildung

Mittelwert Zellen pro kleines Quadrat x 16 = Zellzahl in 0,2 mm’
(1 mm x 1 mm x 0,2 mm)

Zellzahl in 0,2 mm® x 5000 x 10 (Verdiinnung) = Zellzahl in 1 ml Zellsuspension
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Vorgehensweise Priparation des Targeting-Vektors:

100 pg DNS des Targeting-Konstrukts durch Restriktionsverdau linearisieren (3.2.5.1)
Durchfiihrung einer Phenol-Chloroform-Extraktion (3.2.4.2)

Durchfiihrung einer Alkoholfédllung mit Ethanol (3.2.4.1)

Abnehmen des 70%igen Ethanols des Waschschritts unter der Sterilwerkbank

Pellet unter der Sterilwerkbank trocknen (ca. 30 min) und in 100 pl sterilem PBS
16sen

Abnehmen von 5 pul DNS-Ldsung zur Durchfiihrung einer photometrischen
Konzentrationsbestimmung sowie einer semiquantitativen Konzentrationsbestimmung
mittels Agarose-Gelelektrophorese (3.2.3.2)

50 ng DNS werden zur Elektroporation eingesetzt

Vorgehensweise Elektroporation:

30 min vor der Elektroporation EF-Medium aus 10 feederbeschichteten 55 cm?-
Petrischalen absaugen und durch je 9 ml ES-LIF-Medium ersetzen; Inkubation im
Brutschrank bei 37°C und 5% CO, bis nach der Elektroporation

50 pg DNS (Targeting Konstrukt, s.0.) in x pl PBS in sterilem Kryotube vorlegen
Zugabe der in PBS resuspendierten Zellen (s.o0., Gesamtvolumen 900 pl), mischen

Elektroporationskiivette auf Eis vorkiihlen und DNS-Zellsuspension mit gestopfter
Pasteurpipette so hoch in die Kiivette einfiillen, dass die Fliissigkeit nicht iiber die
Metallplatten tritt.

Zellsuspension bis zur Elektroporation auf Eis lagern

Elektroporation (Gene Pulser II, BioRad):

Ladung: 500 puF

Spannung: 0,23 kV

Zeitkonstante Topns ablesen; Teons-Kontrolle mit 900 pl PBS sollte gleich sein

Zellen in der Kiivette fir 5 min bei RT unter der Sterilwerkbank ruhen lassen
In einem 15 ml-Falcon-Réhrchen 9,2 ml ES-LIF-Medium vorlegen

Zellsuspension mit einer gestopften Pasteurpipette in das vorgelegte Medium
tiberfiihren, gut resuspendieren

Je 1 ml der Zellsuspension in eine vorbereitete 55 cm®-Petrischale pipettieren,
homogen verteilen

Inkubation bei 37°C, 5% CO,

24 h nach der Elektroporation Selektionsstart mit ES-LIF-G418-Medium, téglicher
Mediumwechsel
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e mikroskopische Kontrolle: nach ca. 2-3 Tagen beginnen die nicht rekombinierten
Zellklone abzusterben und ab dem 8. Selektionstag konnen iiberlebende Zellklone
isoliert werden

3.3.5.3 Isolierung rekombinanter ES-Zellklone

Nach 7 Tagen der Kultivierung in Selektionsmedium konnen ab dem 8. Tag Zellklone mit
optimaler GroBe und geeignetem Aussehen mit einer 20 pl-Pipette unter mikroskopischer
Kontrolle aus den Zellkulturschalen isoliert werden. Nur einzeln gewachsene Zellklone, die
groBer waren als die Pipettenspitzen-Offnung wurden ausgewihlt. Nicht differenzierte
Zellklone zeichnen sich durch ein leicht unregelmifBiges dreidimensionales Wachstum aus
und zeigen einen klar abgegrenzten leuchtenden Rand. Die Mitte der Kolonie weist oft eine
dunklere Farbe auf, was auf eine hohere Zelldichte hindeutet. Flach und eindimensional
erscheinende Zellklone mit ausgefranstem Rand hingegen weisen auf eine Differenzierung
hin und sollten daher vermieden werden. Da es sich bei der homologen Rekombination um
ein sehr seltenes Ereignis handelt, ist es im 1. Targeting wichtig, so viele Zellklone wie
moglich zu isolieren, um die Wahrscheinlichkeit zu erhdhen, in der getroffenen Auswahl
einen homolog rekombinierten Klon zu finden. Die unten beschriebene Prozedur wird daher
an mehreren aufeinander folgenden Tagen durchgefiihrt. Nach der Isolation wurde jeder Klon
in eine andere Vertiefung einer 96-Loch-Platte iiberfiihrt, und durch anschlieende
Trypsinierung und das Verteilen der Zellsuspensionen auf zwei neue 96-Loch-Platten konnten
zwei Kopien von jedem Klon weiter kultiviert werden. In Abbildung 3.5 werden die
Isolierung der Klone und die nachfolgenden Schritte schematisch dargestellt.

Vorgehensweise zur Isolierung:

e Mikroskop mit 80% Ethanol komplett desinfizieren und unter die Sterilwerkbank
stellen

e In einer 96-Loch-Platte 35 pl PBS pro Vertiefung vorlegen

e Zellklon unter mikroskopischer Kontrolle mit der 20 ul-Pipette (Einstellung: 2,5 ul)
isolieren; dazu zunéchst mit der Pipettenspitze die Feederzell-Schicht um den Klon
zerschneiden und dann den Klon durch Anschieben mit der Pipettenspitze von der
Petrischale ablésen und aufsaugen

e Jeden Klon in eine Vertiefung der 96-Loch-Platte mit PBS iiberfiihren; nicht benétigte
Vertiefungen mit dem Deckel der 96-Loch-Platte abdecken; Spitze korrespondierend
zur Vertiefung aus der Box nehmen

e Jede 55 cm-Petrischale von oben nach unten und von links nach rechts nach
geeigneten Klonen durchsuchen

e ES-LIF-G418-Medium der durchsuchten Petrischale absaugen und durch frisches ES-
LIF-G418-Medium ersetzen; weitere Inkubation bei 37°C, 5% CO,
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Abbildung 3.5: Isolierung und Vervielfaltigung resistenter ES-Zellklone

Vorgehensweise Splitten:

e Wenn jede Vertiefung der 96-Loch-Platte einen Klon enthélt:
Zugabe von 30 pl 2x-Trypsin/EDTA

e Inkubation im Brutschrank fir 10 min bei 37°C

e Resuspendieren (ca. 20x) mit der 8-Kanal-Pipette; Einstellung 40 ul; Mikroskopische
Kontrolle
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e Zugabe von 60 pl ES-LIF-G418-Medium

e Jede Reihe einzeln resuspendieren (ca. 10x) mit der 8-Kanal-Pipette; Einstellung
80 ul; je 50 pul pro well auf zwei frische 96-Loch-Platten mit Feeder-Zellen tiberfithren
(Platte A + B)

e Inkubation bei 37°C, 5% CO,
e Urspriingliche Platte verwerfen

e Mediumwechsel am Tag nach der Isolation, danach alle zwei Tage

3.3.5.4 Evaluation, Einfrieren und weitere Vervielfiltigung rekombinanter ES-
Zellklone

2-4 Tage nach der Isolation wurden die einzelnen Stammzellklone nach Aussehen, GroBe und
Anzahl der Kolonien mikroskopisch beurteilt. Hierzu wurde jeder Vertiefung eine Farbe
zugeordnet, die fiir die oben erwihnten Informationen codiert (Tabelle 3.1). Diese
Farbzuordnung wurde auf einer Papierkopie fiir jede beurteilte Platte dokumentiert.

Tabelle 3.1: Evaluation der Stammzellen mittels Farbcode

Wachstumseigenschaften Farbcode
Keine Stammzellklone gewachsen blau
Wenige Stammzellklone gewachsen grun
Viele schéne Stammzellklone ohne Beriihrung der gelb
einzelnen Kolonien

Viele Kolonien mit einzelnen Berlihrungen oder einzelne rot
»-aufgeplatzte®, differenzierte Zellklone

Viele Kolonien mit vielen Beriihrungspunkten, viele doppelt rot

»-aufgeplatzte®, differenzierte Zellklone; Zellrasen

Nach der Evaluation wurde eine Plattenkopie als Sicherungsplatte eingefroren, wihrend die
zweite Kopie nochmals gesplittet wurde, damit insgesamt drei identische Kopien von jedem
Klon zur Analyse der DNS auf homologe Rekombination zur Verfligung standen. Die
Sicherungsplatte wurde nach erfolgter Identifizierung homolog rekombinierter Klone wieder
aufgetaut und die entsprechenden Klone erneut in Zellkultur genommen, um entweder ein 2.
Targeting zu starten oder die Klone fiir die Langzeitlagerung in fliissigem Stickstoff
vorzubereiten. Ziel ist dabei eine moglichst hohe Anzahl an Klonen, die potentiell fiir ein 2.
Targeting geeignet sind. Es ist daher darauf zu achten, dass die Platten dann weiterverarbeitet
werden, wenn moglichst viele Zellklone der Einstufung ,,gelb* oder ,,rot* vorhanden sind, da
nur hier ein geeignetes Zellwachstum ohne Differenzierung vorliegt.

Vorgehensweise Einfrieren der Sicherungsplatte (Platte A):
¢ Medium in Fotowanne abgie3en
e 2x Waschen mit je 180 ul PBS pro Vertiefung; PBS in Fotowanne abgie3en
e Zugabe von 30 ul 1x-Trypsin/EDTA pro Vertiefung

e Inkubation im Brutschrank fir 10 min bei 37°C
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Mikroskopische Kontrolle: Zellklone und Feederzellen vom Boden abgeldst, einige
Einzelzellen vorhanden

Resuspendieren mit der 8-Kanal-Pipette; Einstellung 25 pl

Mikroskopische Kontrolle: keine Zellaggregate mehr, nur noch Einzelzellen
Zugabe von 180 pl ES-Kryomedium

Platten mit Autoklavierband dicht verschlieBen, Lagerung {iber Nacht bei -20°C

Dauerlagerung bis zum Wiederauftauen bei -80°C

Vorgehensweise Vervielfiltigung der Platte B:

Medium in Fotowanne abgie3en

2x Waschen mit je 180 pl PBS pro Vertiefung; PBS in Fotowanne abgief3en
Zugabe von 30 pl 1x-Trypsin/EDTA pro Vertiefung

Inkubation im Brutschrank fiir 10 min bei 37°C

Mikroskopische Kontrolle: Zellklone und Feederzellen vom Boden abgeldst, einige
Einzelzellen vorhanden

Resuspendieren mit der 8-Kanal-Pipette; Einstellung 25 pul
Mikroskopische Kontrolle: keine Zellaggregate mehr, nur noch Einzelzellen
Zugabe von 120 pl ES-LIF-G418-Medium

Jede Reihe einzeln resuspendieren (ca. 10x) mit der 8-Kanal-Pipette; Einstellung
120 pl; je 50 pl pro well auf zwei frische 96-Loch-Platten mit Feeder-Zellen
tiberfiihren (Platte C + D)

Zum Rest der Zellen in Platte B 150 ul ES-LIF-G418-Medium zugeben
Inkubation bei 37°C, 5% CO, bis das Medium gelb wird (ca. 4 Tage)

Vorgehensweise Einfrieren der Zellen fiir die DNS-Priparation (Platten B-D)

Durchfiihrung im Labor unter nicht sterilen Bedingungen

Medium in Fotowanne abgief3en

2x Waschen mit je 180 pl PBS pro Vertiefung; PBS in Fotowanne abgief3en
Platten tiber Papiertiichern trocken klopfen

Abkleben mit Parafilm, Lagerung bei -20°C

Die ES-Zellen der Platten B-D wurden dann wie in 3.2.2.1 beschrieben lysiert und die DNS
durch ethanolische Fillung isoliert. Mittels Restriktionsverdau und Southern Blot (3.2.10)
oder PCR (3.2.8.3) konnten die einzelnen Zellklone schlielich auf homologe Rekombination
untersucht werden.
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3.3.5.5 Auftauen und Expansion homolog rekombinierter Klone

Nach der Identifikation homolog rekombinierter ES-Zellklone wurden diese von der
Sicherungsplatte A aufgetaut und erneut in Zellkultur genommen, um entweder ein
2. Targeting durchzufiihren oder um die Klone so weiter zu verarbeiten, dass sie schlieBlich in

fliissigem Stickstoff dauergelagert werden konnten.

Vorgehensweise Auftauen der positiven Klone:

Entsprechende 96-Loch-Platte im Brutschrank bei 37°C auftauen
Zellen in der ausgewdhlten Vertiefung gut resuspendieren (200 pl-Pipette)

Zellsuspension in eine mit ES-LIF-Medium vorbeladene Vertiefung einer 24-Loch-
Platte tiberfiihren, homogen verteilen

Vertiefung der 96-Loch-Platte mit 200 pl ES-LIF-Medium spiilen und die
Zellsuspension in dieselbe 24-Loch-Vertiefung iiberfiihren

Inkubation bei 37°C, 5% CO;

Beim Erreichen einer Konfluenz von ca. 70% wurden die Zellen auf eine 6-Loch-
Platte expandiert [alternativ wurden die Zellen beim Vorhandensein von nur sehr
wenigen Zellklonen nochmals auf die 24-Loch-Platte passagiert, um eine Zellzahl zu
erreichen, die eine Passage auf die 6-Loch-Platte erlaubt]

Vorgehensweise Expansion von 24-Loch auf 6-Loch [alternativ: 24-Loch auf 24-Loch]:

Medium absaugen

2x Waschen mit je 1 ml PBS pro Vertiefung; PBS absaugen
Zugabe von 200 pl 1x-Trypsin/EDTA pro Vertiefung
Inkubation im Brutschrank fiir 5 min bei 37°C

Mikroskopische Kontrolle: Zellklone und Feederzellen vom Boden abgelost, einige
Einzelzellen vorhanden

Resuspendieren mit der 200 pl-Pipette
Mikroskopische Kontrolle: keine Zellaggregate mehr, nur noch Einzelzellen
Zugabe von 900 ul ES-LIF-Medium

Resuspendieren und Zellsuspension in eine mit ES-LIF-Medium vorbeladene
Vertiefung einer 6-Loch-Platte iiberfithren, homogen verteilen [alternativ:
Resuspendieren und Zellsuspension in eine mit ES-LIF-Medium vorbeladene
Vertiefung einer 24-Loch-Platte iiberfiithren, homogen verteilen; Inkubation bei 37°C,
5% COy; bei einer Konfluenz von ca. 70% Expansion von 24-Loch auf 6-Loch]

Inkubation bei 37°C, 5% CO,

Vorgehensweise Expansion von 6-Loch auf 2x 25 cm’-Flaschen:

Medium absaugen

2x Waschen mit je 3 ml PBS pro Vertiefung; PBS absaugen
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e Zugabe von 1 ml 1x-Trypsin/EDTA pro Vertiefung
e Inkubation im Brutschrank fiir 5 min bei 37°C

e Mikroskopische Kontrolle: Zellklone und Feederzellen vom Boden abgelost, einige
Einzelzellen vorhanden

e Resuspendieren mit der 1000 pl-Pipette

e Mikroskopische Kontrolle: keine Zellaggregate mehr, nur noch Einzelzellen

e Zugabe von 3 ml ES-LIF-Medium

e Resuspendieren und Zellsuspension in ein 15 ml-Falcon-Réhrchen iiberfithren
e Zentrifugation 5 min, 1000 rpm; Uberstand absaugen

e Pellet resuspendieren in 5 ml ES-LIF-Medium

e Je 2 ml der Zellsuspension in je eine mit ES-LIF-Medium vorbeladene 25 cm”-Flasche
tiberfiihren, homogen verteilen

e Inkubation bei 37°C, 5% CO,

e Die restlichen 1000 pl der Zellsuspension zur Gewinnung von Zellen zur DNS-
Priparation in drei Reihen einer 96-Loch-Platte ausséden:

o Je 30 pl der Zellsuspension in eine Vertiefung einer mit Feederzellen und ES-
LIF-Medium vorbereiteten 96-Loch-Platte pipettieren

o Inkubation bei 37°C, 5% CO, bis das Medium gelb wird (ca. 4 Tage)

o Weiteres Vorgehen siehe 3.3.5.4 , Einfrieren der Zellen fiir die DNS-
Préaparation®

Weiteres Vorgehen mit der 25 cm’-Flasche:

Abhingig von der weiteren Versuchsplanung wurden die Zellen einer 25 cm’-Flasche
entweder weiter bis zur 75 cm’-Flasche expandiert (Durchfiihrung siehe 3.3.5.1) und im
Anschluss mit dem Cre-Expressionsvektor transfiziert (2. Targeting, siche 3.3.5.6), oder die
Zellen wurden nach dem Trypsinieren mit Kryomedium versetzt und bis zur
Blastozysteninjektion in fliissigem Stickstoff dauergelagert (Kryokonservierung, siehe
3.3.5.10). Von jedem homolog rekombinierten und von der Sicherungsplatte wieder
aufgetauten Klon wurde mindestens ein Gefrierstock fiir die Lagerung in fliissigem Stickstoff
hergestellt.

3.3.5.6 Elektroporation im 2. Targeting

Bei ca. 60-70%iger Konfluenz der Stammzellen in der 75 cm’-Flasche ist die Zellzahl
ausreichend, um die Transfektion mit einem Expressionsvektor, der fiir die Cre-Rekombinase
codiert, durchzufiihren. Die Stammzellen wurden durch Trypsinierung vereinzelt, mit dem
Cre-Expressionsvektor in einer Elektroporationskiivette gemischt und dem Spannungspuls
unterzogen. In diesem so genannten zweiten Targeting sollen nun DNS-Abschnitte zwischen
zweil loxP-Erkennungssequenzen mit Hilfe des oben genannten Enzyms deletiert werden.
Nach der Elektroporation wurde eine Negativselektion mit Ganciclovir gestartet, so dass alle
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Zellklone absterben, bei denen die NeoTK-Resistenzgenkassette trotz Cre-Rekombination
erhalten blieb. Somit sind bei einem Konstrukt mit drei loxP-Erkennungssequenzen nach der
Selektion nur noch zwei verschiedene Rekombinationsereignisse zu verzeichnen: der
generelle knockout mit einer singuldren im Genom verbleibenden loxP-Erkennungssequenz
und der konditionale knockout mit den von zwei loxP-Sequenzen flankierten Exonen. Der
Ablauf des 2. Targeting ist in Abbildung 3.6 schematisch dargestellt.

Die Vorgehensweise der Vorbereitung der Zellen zur Elektroporation sowie die Bestimmung
der Zellzahl entsprechen ohne Ausnahme dem Vorgehen beim 1. Targeting (siche 3.3.5.2).

@Gl
@ ®@
Trypsinieren @
vereinzelte
ES-Zellen t

pIC Cre
Expressionsvektor

Stammzellkultur Elektroporation

homolog rekombinierter Klone
24 well bis 75 cm’
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Deletion von DNS-Abschnitten:

@

Selektion Ganciclovir l

—
o
w-----
L 4
L 2

L2

Isolation von Zellklonen

!

Analyse der DNS

Abbildung 3.6: Ablauf des 2. Targeting

Nach Elektroporation mit dem Cre-Expressionsvektor werden Genabschnitte zwischen loxP-
Erkennungssequenzen deletiert. Die Selektion mit Ganciclovir Uberleben nur Klone ohne
Resistenzgenkassette, also Klone mit konstitutivem (L1) oder konditionalem (L2) knockout.
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Vorgehensweise Priparation des Targeting-Vektors:

Durchfiihrung einer Phenol-Chloroform-Extraktion mit 100 pg nicht linearisierter
pIC Cre-DNS (3.2.4.2)

Durchfiihrung einer Alkoholfédllung mit Ethanol (3.2.4.1)
Abnehmen des 70%igen Ethanols des Waschschritts unter der Sterilwerkbank

Pellet unter der Sterilwerkbank trocknen (ca. 30 min) und in 100 pl sterilem PBS
16sen

Abnehmen von 5 pul DNS-Ldsung zur Durchfiihrung einer photometrischen
Konzentrationsbestimmung sowie einer semiquantitativen Konzentrationsbestimmung
mittels Agarose-Gelelektrophorese (3.2.3.2)

20 png DNS werden zur Elektroporation eingesetzt

Vorgehensweise Elektroporation:

30 min vor der Elektroporation EF-Medium aus 10 (Pde6h-Konstrukt) bzw. 4 (Kenv2-
Konstrukt) feederbeschichteten 55 cm>-Petrischalen absaugen und durch je 9 ml ES-
LIF-Medium ersetzen; Inkubation im Brutschrank bei 37°C und 5% CO; bis nach der
Elektroporation

20 pg pIC Cre-DNS in x pl PBS in sterilem Kryotube vorlegen
Zugabe der in PBS resuspendierten Zellen (s.0., Gesamtvolumen 900 pl), mischen

Elektroporationskiivette auf Eis vorkiihlen und DNS-Zellsuspension mit gestopfter
Pasteurpipette so hoch in die Kiivette einfiillen, dass die Fliissigkeit nicht iiber die
Metallplatten tritt.

Zellsuspension bis zur Elektroporation auf Eis lagern

Elektroporation (Gene Pulser II, BioRad):

Ladung: 500 pF

Spannung: 0,23 kV

Zeitkonstante Tons ablesen; Teonsi-Kontrolle mit 900 ul PBS sollte gleich sein

Zellen in der Kiivette fir 5 min bei RT unter der Sterilwerkbank ruhen lassen
In einem 15 ml-Falcon-Réhrchen 9,2 ml ES-LIF-Medium vorlegen

Zellsuspension mit einer gestopften Pasteurpipette in das vorgelegte Medium
tiberfiihren, gut resuspendieren

Zellsuspension in folgenden Mengen auf die Petrischalen verteilen:

1x Schale 1: 2 ml
3x Schale 2: 1 ml
3x Schale 3: 0,5 ml
2x Schale 4: 0,25 ml
1x Schale 5: 0,1 ml
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Fiir das Pde6h-Konstrukt wurden alle oben genannten Verdiinnungen hergestellt, fiir
das Kcnv2-Konstrukt wurden nur jeweils ein Exemplar der Schalen 3 und 5 sowie
zwel Exemplare der Schale 4 ausgesit. Die restlichen, nicht zum Aussden
verwendeten elektroporierten Zellen wurden entsorgt.

e Inkubation bei 37°C, 5% CO,

e 48 h nach der Elektroporation Selektionsstart mit ES-LIF-Ganciclovir-Medium,
taglich Mediumwechsel

e mikroskopische Kontrolle: nach ca. 1-2 Tagen beginnen die Zellklone mit NeoTK-
Kassette abzusterben und ab dem 8. Selektionstag konnen iiberlebende Zellklone
isoliert werden

3.3.5.7 Isolierung von ES-Zellklonen mit Gendeletion

Nach 7 Tagen der Kultivierung in Selektionsmedium konnten ab dem 8. Tag Zellklone mit
optimaler GroBe und geeignetem Aussehen mit einer 20 pl-Pipette unter mikroskopischer
Kontrolle aus den Zellkulturschalen isoliert werden. Die Auswahl der Zellklone erfolgte
hierbei nach denselben Gesichtspunkten wie im 1. Targeting, und auch die Vorgehensweisen
zur Isolation und zum Splitten der Zellklone entsprachen den unter 3.3.5.3 beschriebenen
Methoden. Bei diesen Schritten kam allerdings im Gegensatz zum 1. Targeting ES-LIF-
Ganciclovir-Medium zum Einsatz.

3.3.5.8 Evaluation, Einfrieren und weitere Vervielfiltigung der ES-Zellklone mit
Gendeletion

Auch im 2. Targeting wurden die Stammzellklone 2-4 Tage nach der Isolation beziiglich
Aussehen, Grofle und Anzahl der Kolonien mikroskopisch beurteilt. Nach der Evaluation
wurde eine Plattenkopie als Sicherungsplatte (Platte A) eingefroren, wihrend die zweite
Kopie nochmals gesplittet wurde, damit geniigend DNS zur Analyse des
Rekombinationsereignisses zur Verfiigung stand (Platten B-D). Das Vorgehen hierbei
entsprach mit Ausnahme der Verwendung von ES-LIF-Ganciclovir-Medium den im 1.
Targeting angewendeten Methoden (3.3.5.4). Die ES-Zellen der Platten B-D wurden wie in
3.2.2.1 beschrieben lysiert und die DNS durch ethanolische Fillung isoliert. Mittels
Restriktionsverdau und Southern Blot (3.2.10) oder PCR (3.2.8) konnten die einzelnen
Zellklone schlieflich untersucht werden.

3.3.5.9 Auftauen und Expansion von ES-Zellklonen mit Gendeletion

Die Sicherungsplatte A wurde nach erfolgter Identifizierung der gewlinschten Zellklone
wieder aufgetaut und die entsprechenden Klone erneut in Zellkultur genommen, um sie fiir
die Langzeitlagerung in fliissigem Stickstoff bis zur Blastozysteninjektion vorzubereiten.
Dazu wurden die Zellklone iiber 24-Loch- und 6-Loch-Platten bis auf zwei 25 cm?-Flaschen
aufgezogen, das Vorgehen entsprach hierbei inklusive der ,,Expansion von 6-Loch auf 2x
25 cm*-Flaschen® ohne Ausnahme dem unter 3.3.5.5 beschriebenen Protokoll.
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3.3.5.10 Kryokonservierung

Die Herstellung von Gefrierstocks zur Langzeitlagerung in fliissigem Stickstoff erfolgte mit
embryonalen Stammzellen aus jeweils einer 25 cm’-Flasche. Zudem wurden bei diesem
Arbeitsschritt nochmals Zellen der 25 cm?-Flaschen zur DNS-Priparation ausgesit, damit die
Zellklone vor der Blastozysteninjektion nochmals per Southern Blot oder PCR {iberpriift
werden konnten.

Vorgehensweise:
e Medium absaugen
e 2x Waschen mit 5 ml PBS
e Zugabe von 1 ml 1x-Trypsin/EDTA
e Inkubation im Brutschrank fiir 5 min bei 37°C
e Resuspendieren, mikroskopische Kontrolle (runde Einzelzellen)
e Zugabe von 4 ml ES-LIF-Medium, resuspendieren
e Zellsuspension in ein 15 ml-Falcon-GefaB tiberfithren
e Zentrifugation 5 min, 1000 rpm; Uberstand absaugen
e Pellet resuspendieren in 5 ml ES-LIF-Medium

e 1000 pl der Zellsuspension zur Gewinnung von Zellen zur DNS-Préparation
abnehmen und in drei Reihen einer 96-Loch-Platte aussden:

o Je 30 ul der Zellsuspension in eine Vertiefung einer mit Feederzellen und ES-
LIF-Medium vorbereiteten 96-Loch-Platte pipettieren

o Inkubation bei 37°C, 5% CO; bis das Medium gelb wird (ca. 4 Tage)
Weiteres Vorgehen siehe 3.3.5.4 | Einfrieren der Zellen fiir die DNS-Priparation®

e Zentrifugation (5 min, 1000 rpm) der restlichen 4 ml Zellsuspension; Uberstand
absaugen

e Pellet resuspendieren in 1 ml ES-Kryomedium

e Uberfiihren in ein 1,8 ml-Kryordhrchen

e Lagerung fiir 24 h bei -20°C

e Danach Lagerung fiir 24 h bei -80°C

e Dauerlagerung in fliissigem Stickstoff bei -196°C
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3.3.6 Injektion genetisch veranderter Stammzellen in Blastozysten

Embryonale Stammzellen mit nachgewiesener homologer Rekombination beziehungsweise
mit nachgewiesenem generellem oder konditionalem kinockout konnen schlieBlich zur
Generierung von knockout-Mausen verwendet werden. Die entsprechenden Zellklone werden
aufgetaut, in Blastozysten von Maéusen durch Mikroinjektion eingebracht und diese
Blastozysten in Ammenmaiuse reimplantiert (Abbildung 3.7). Die Blastozysteninjektionen
und die Reimplantationen fiir das Pde6h-Konstrukt wurden im Karolinska Center for
Transgene Technologies, Stockholm, unter Leitung von Prof. Dr. Johannes Wilbertz
durchgefiihrt.

3.3.6.1 Blastozysteninjektion

Einige Tage vor der Injektion werden die dafiir vorgesehenen ES-Zellen aus der
Kryokonservierung aufgetaut und in verschiedenen Verdiinnungen erneut in Zellkulturgefafie
ausgesdt. Am Tag der Blastozysteninjektion werden die Zellen aus demjenigen Gefal,
welches optimal gewachsene Klone enthilt, trypsiniert sowie gewaschen, und stehen nach
Aufnahme in ES-LIF-Medium zur Injektion zur Verfiigung.

Die Gewinnung von Blastozysten erfolgt aus C57BL/6-Mausen mit schwarzer Fellfarbe.
Dazu werden abends C57BL/6-Weibchen mit C57BL/6-Ménnchen zusammengesetzt und am
nichsten Tag wird auf erfolgte Kopulation durch Kontrolle des Vaginalpfropfs (plug check)
tiberpriift. Bei Vorhandensein eines solchen Vaginalpfropfs wird dieser Zeitpunkt als Tag 0,5
p.c. festgelegt. An Tag 3,5 p.c. werden die Spenderweibchen durch Einleiten von CO, und
anschlieBende zervikale Dislokation getotet, der Uterus explantiert und die Blastozysten aus
den Uterushornern herausgespiilt (Nagy 2003).

Die vereinzelten ES-Zellen werden mit Hilfe der Mikroinjektionstechnik in die isolierten
Blastozysten eingebracht. Dazu werden unter mikroskopischer Kontrolle 10-20 Stammzellen
in eine feine Injektionskapillare aufgenommen und in die iiber eine Haltepipette fixierte
Blastozyste, deren innere Zellmasse der Injektionskaniile abgewendet ist, injiziert.

3.3.6.2 Embryotransfer in scheinschwangere Ammenmause

Im Anschluf an die Injektion werden jeweils 10-12 Blastozysten in eine pseudoschwangere
Maus, die hormonell auf Schwangerschaft eingestellt ist aber keine eigenen Embryonen trégt,
reimplantiert. Diese Tiere generiert man durch Verpaarung mit vasektomierten Ménnchen.
Zur Reimplantation werden die pseudoschwangeren Weibchen am Tag 2,5 p.c. narkotisiert,
der Uterus durch einen Schnitt am Riicken freigelegt und etwas unterhalb des Ovidukts wird
mit einer feinen Kaniile ein Loch in den Uterus gemacht. Durch dieses Loch werden dann
tiber die Transferkapillare 10-12 injizierte Blastozysten in das Uterushorn eingebracht. 17
Tage nach der Reimplantation werden die Nachkommen geboren. Da die Wirtsblastozysten
(C57BL/6, schwarz) und die embryonalen Stammzellen (129/SV, agouti) unterschiedliche
Gene, die fiir die Fellfarbe codieren, tragen, kann die erfolgreiche Integration der ES-Zellen-
Erbinformation in das Blastozystengenom anhand der Fellfarbe der resultierenden Chiméren
beurteilt werden. Ein hoher Chimérismus liegt dann vor, wenn mehr als 50% des Haarkleides
agoutifarben sind.
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Abbildung 3.7: Blastozysteninjektion zur Generierung von Chiméren

3.4 Zucht gentechnisch veranderter Mause

3.4.1 Allgemeines zur Zucht der Mause

Alle Tiere werden im S1-Bereich gemél den tierschutzrechtlichen Vorschriften gehalten und
haben freien Zugang zu Futter und Wasser. Zur Zucht kamen zwei verschiedene Methoden
zum Einsatz: Entweder erfolgte eine stationdre Verpaarung von einem Ménnchen mit ein bis
zwei Weibchen, oder Mannchen und Weibchen wurden abends zusammen in einen Kéfig
gesetzt, am nédchsten Morgen wurde auf erfolgte Kopulation durch plug check gepriift, das
Weibchen entfernt und abends ein neues Weibchen in den Kéfig gesetzt. Bei dieser Methode
wurde jeweils nach 3-4 Tagen Verpaarung eine Ruhepause von mindestens 3 Tagen zur
Regeneration eingeschoben.

3.4.2 Testung der Chimaren auf Keimbahngangigkeit

Zur Etablierung einer genetisch verdnderten Mauslinie muss das iiber die embryonalen
Stammzellen eingebrachte mutierte Allel der Chimire an die Nachkommen weiter vererbt
werden. Die genetisch modifizierten ES-Zellen miissen also zur Bildung der Keimzellen der
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Chimdre beitragen, was auch als Keimbahngingigkeit bezeichnet wird. Um diese
Keimbahngingigkeit zu tberpriifen, wurden ménnliche Chimédren mit moglichst hohem
Anteil an agouti-farbenem Fell mit schwarzen C57BL/6 Weibchen verpaart. Da agouti
dominant {iber schwarz vererbt wird, erbringen braune Nachkommen den Nachweis, dass eine
Keimbahngingigkeit eingetreten ist - die Nachkommen miissen auf Grund der Fellfarbe ein
Allel der genetisch manipulierten ES-Zellen besitzen. Bei Nachkommen mit schwarzer
Fellfarbe ist folglich keine Keimbahngéngigkeit zu verzeichnen. Da zur Blastozysteninjektion
heterozygot mutierte ES-Zellen verwendet wurden, musste bei den Nachkommen mit brauner
Fellfarbe zusitzlich mittels PCR analysiert werden, ob beziiglich der eingefiihrten genetischen
Verdnderung das wildtyp oder das mutierte Allel von der Chimédre weitergegeben wurde
(Abbildung 3.8). Bei Vorhandensein des mutierten Allels konnte mit dieser Maus der F1-
Generation schlieBlich die knockout-Mauslinie etabliert werden.

40D X 4D

Chimare Wildtyp
(agouti/schwarz) C57BL/6 (schwarz)
(I
S S~aa ’,;’\\
/ \\\ \‘~\\ ",—’, #7 N
// \\\ \‘\:»1”’ /’/ AN
// \\\ ”’,—* ~~\\>§/ \\
// ”,—”" \\\\ /’// \\5“~~ \\\
'A ’,—’ ~ ’e =< N

Wildtyp heterozygot Wildtyp
(agouti) (agouti) C57BL/6 (schwarz)
Hervorgegangen aus veranderten ES-Zellen Hervorgegangen aus Zellen
(Keimbahngangigkeit) der Spenderblastozyste

Abbildung 3.8: Testung der Chiméren auf Keimbahngéangigkeit

3.4.3 Etablierung von knockout-Mauslinien

Durch Verpaarung heterozygot mutationstragender Tiere untereinander konnen letztendlich in
der F2-Generation homozygot mutierte Méause bzw. homozygote knockout-Méuse generiert
werden. Die Vererbung folgt hierbei den Mendelschen Gesetzen, so dass bei einer
Verpaarung von zwei heterozygoten Tieren rechnerisch 25% homozygot mutierte
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Nachkommen, 25% wildtyp-Nachkommen sowie 50% heterozygot mutierte Nachkommen
resultieren (Abbildung 3.9).

X 4@ -

heterozygot +/- heterozygot +/-

160 10 10 1@~

homozygot -/- heterozygot +/- heterozygot +/- homozygot +/+

Abbildung 3.9: Etablierung der knockout-Linie

3.4.4 Gendeletion durch Einkreuzen von ,,Cre-Deleter“-Mausen

Alternativ zur direkten Generierung von knockout-Miausen durch Verpaarung von LI1-
Chimdren mit wildtyp-Médusen und der weiteren Verpaarung der heterozygot mutierten
Nachkommen kann die Mauslinie auch indirekt durch Verpaarung von heterozygot mutierten
L3-oder L2-Méausen mit transgenen CMV-,,Cre-Deleter“-Méausen erfolgen. Diese Mauslinie
besitzt die Eigenschaft, die Cre-Rekombinase ubiquitdr schon wihrend der frithen
Embryogenese unter dem CMV-Promotor zu exprimieren und erlaubt somit die Deletion von
DNS-Abschnitten zwischen zwei oder mehr loxP-Erkennungssequenzen in vivo. Der Level
der Cre-Expression im CMV-,,Cre-Deleter“-Stamm ist stabil und so stark, dass grundséitzlich
eine komplette Deletion aller DNS-Abschnitte zwischen den Erkennungssequenzen in allen
Korperzellen erfolgt (Schwenk et al. 1995). Das Resultat ist also eine aus einer L3- oder L2-
heterozygot mutierten Maus durch Verpaarung generierte Maus mit heterozygotem
konstitutivem knockout (L1), welche in diesem Stadium zusétzlich das Transgen der Cre-
Rekombinase trigt. Durch weitere Verpaarung dieser Tiere mit wildtyp-Méusen kann das
Transgen wieder ausgekreuzt und die resultierenden heterozygot mutierten L1-Miuse weiter
zur Etablierung der Mauslinie verpaart werden (Abbildung 3.10). Die CMV-,,Cre-Deleter-
Miuse (BALB/c-Tg(CMV-Cre)lCgn) wurden freundlicherweise von Prof. Freichel,
Homburg (Saar), zur Verfiigung gestellt.
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L3/+ bzw. L2/+
+/+ Cre transgen Cre transgen +/+

L1/+ +/+
Cre transgen

L1/+ L1/+

+/+
+/+ Cre transgen Cre transgen +/+

Abbildung 3.10: Gendeletion durch Einkreuzen von ,,Cre-Deleter“-Mausen

(A) Einkreuzen des Cre-Transgens. Durch Verpaarung von heterozygot mutierten L3- oder L2-Mausen
mit ,Cre-Deleter-Mausen werden DNS-Abschnitte zwischen loxP-Erkennungssequenzen in vivo
deletiert. Nachkommen mit Gendeletion tragen zusatzlich das Cre-Transgen, welches durch
Verpaarung mit wildtyp-Mausen wieder ausgekreuzt wird. (B) Auskreuzen des Cre-Transgens. Die
Verpaarung Cre-transgener und gleichzeitig heterozygoter knockout-Tiere mit wildtyp-Mausen
resultiert u.a. in Mausen mit heterozygotem konstitutivem knockout ohne Cre-Transgen.

3.4.5 Genotypisierung mittels PCR

Zur Analyse des Genotyps der Miuse, die aus den verschiedenen Verpaarungen resultieren,
wurden entsprechende Genotypisierungs-PCR-Protokolle etabliert. Die Méiuse wurden im
Alter von ca. 4 Wochen mit einem Ohrclip gekennzeichnet, gleichzeitig wurde eine
Schwanzbiopsie entnommen und die DNS aus dieser Probe isoliert (3.2.2.2). Ein Aliquot der
DNS-Losung diente dann als Matrize fiir die entsprechenden PCR-Analysen. Die
Genotypisierungs-PCR-Protokolle kamen zudem zum Screening der ES-Zellklone nach dem
2. Targeting zum Einsatz. Nach der Amplifikation erfolgte die Auftrennung der gebildeten
Fragmente iiber ein 2%iges Agarosegel und die Auswertung der Bandenmuster.
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3.4.5.1 L1/L2-Genotypisierungs-PCR fiir Pde6h

Die Strategie dieser Genotypisierungs-PCR beruht darauf, dass mit einem Gemisch aus drei
Primern abhédngig vom jeweils vorliegenden Genotyp der DNS unterschiedlich lange
Fragmente gebildet werden. Mit dieser Methode konnen L1-, L2- und wildtyp-Allel des
Pde6h-Konstrukts unterschieden werden (Abbildung 3.11).

Exon 1 Exon2 Exon3 Exon4
= i HI—+—F4 Nl TK)
> > <
F1 F2 R2
I I | I CB_Geno_F2
WT | CB_Geno_R2
> > < Lange 446 bp
F1 F2 R2
—
H | CB_Geno_F2
L2 I ! I } CB_Geno_R2
> > < Lange 552 bp
F1 F2 R2
—
I } CB_Geno_F1
L1 CB_Geno_R2
> €« Lange 346 bp
F1 R2
—
I Exon (UTR) I Exon (kodierend) } loxP Resistenzgen-Kassette
> Primer —— PCR-Fragment

Abbildung 3.11: Genotypisierungs-PCR fiir Pde6h L1 und L2
Schematische Darstellung der Lage der Primer und der PCR-Produkte. Die Grof3enverhaltnisse sind
nicht maRstabsgerecht dargestellt.

Die PCR-Ansitze wurden nach unten stehendem Schema in 0,5 ml-Reaktionsgefa3e pipettiert
und nach Protokoll amplifiziert.

Ansatz L1/L2-Genotypisierungs-PCR Pde6h

Substanz Menge Endkonzentration
10x-PCR-Puffer 5l 1x
dNTPs (je 10 mM) 1ul 0,2 mM
CB_Geno_F1 (20 pmol/ul) 1l 0,4 pmol
CB_Geno_F2 (20 pmol/ul) 1l 0,4 pmol
CB_Geno_R2 (20 pmol/ul) 1l 0,4 pmol
Taqg-Polymerase 0,2 pl 1U
Template 5ul

Wasser ad 50 pl
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Protokoll L1/L2-Genotypisierungs-PCR Pde6h

Zyklus
Initiale Denaturierung

Denaturierung
Annealing
Elongation

Temperatur Zeit
94°C 3 min
- 94°C 1 min
1 57,1°C 30 sec
| 72°C 30 sec
72°C 5 min
10°C unbegrenzt

Finale Elongation
Kahlung

3.4.5.2 L3-Genotypisierungs-PCR fiir Pde6h

Auch in diesem Fall wurde ein Gemisch aus drei Primern verwendet, um L3-Allel und

wildtyp-Allel auf Grund der Lange der gebildeten Fragmente unterscheiden zu konnen

(Abbildung 3.12).

Exon 1 Exon2 Exon3

Exon 4

l i

F—Neol Tk)
> <« <

L3 CB_Geno_F3
CB_Geno_R3
F3 R3 R2 My g
. : Lange 199 bp
|
] ——
WT CB_Geno_F3
Z’ F<<_2 CB_Geno_R2
. : Lange 224 bp
I Exon (UTR) I Exon (kodierend) } loxP Resistenzgen-Kassette
> Primer —— PCR-Fragment

Abbildung 3.12: Genotypisierungs-PCR fiir Pde6h L3
Schematische Darstellung der Lage der Primer und der PCR-Produkte. Die Groflenverhaltnisse sind

nicht mafstabsgerecht dargestellt.

Die PCR-Ansétze wurden nach unten stehendem Schema in 0,5 ml-Reaktionsgefdf3e pipettiert

und nach Protokoll amplifiziert.

Ansatz L3-Genotypisierungs-PCR Pde6h

Substanz
10x-PCR-Puffer

dNTPs (je 10 mM)
CB_Geno_F3 (20 pmol/ul)
CB_Geno_R2 (20 pmol/ul)
CB_Geno_R3 (20 pmol/ul)
Taqg-Polymerase
Template

Wasser

Menge Endkonzentration
5ul 1x
1l 0,2mM
1ul 0,4 pmol
1l 0,4 pmol
1ul 0,4 pmol

0,2 pl 1U
5l

ad 50 i
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Protokoll L3-Genotypisierungs-PCR Pde6h
Temperatur Zeit Zyklus

e L Smin_____________Initiale Denaturierung _

1 94°C 1 min Denaturierung :

1 49°C 30 sec Annealing ) Zyklen

\72°C_ 30sec __________FElongaton |
72°C 5 min Finale Elongation
10°C unbegrenzt Kahlung

3.4.5.3 Cre-Genotypisierungs-PCR

Zur Genotypisierung der Nachkommen der Verpaarungen mit CMV-,,Cre-Deleter*“-Mausen
und deren Auskreuzungen kam ein PCR-Protokoll mit zwei Primern zur Anwendung. Wenn

hierbei ein Amplikon gebildet wird, liegt das Cre-Transgen heterozygot vor; wenn kein Signal

zu detektieren ist, handelt es sich nicht um Cre-transgene Tiere. Die Primersequenzen hierfiir
wurden von der Arbeitsgruppe von Prof. Freichel, Homburg (Saar), zur Verfiigung gestellt
und das PCR-Protokoll wurde mittels Gradienten-PCR etabliert.

Zur Genotypisierung wurden die PCR-Ansdtze nach unten stehendem Schema in 0,5 ml-
Reaktionsgefidlle pipettiert und anschlieBend amplifiziert.

Ansatz Cre-Genotypisierungs-PCR

Substanz
10x-PCR-Puffer

dNTPs (je 10 mM)
CB_CRE_1 (20 pmol/ul)
CB_CRE_2 (20 pmol/ul)
Taq-Polymerase
Template

Wasser

Menge Endkonzentration
5l 1x
1l 0,2 mM
1ul 0,4 pmol
1 pl 0,4 pmol

0,2 ul 1U

2 ul
ad 50 pl

Zur Amplifizierung wurde dasselbe Protokoll wie fiir die L1/L2-Genotypisierungs-PCR des

Pde6bh-Konstrukts verwendet (3.4.5.1).
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3.4.5.4 Genotypisierungs-PCR fiir Kcnv2
Mit Hilfe eines Gemischs aus vier Primern kénnen bei diesem PCR-Protokoll nach demselben
Prinzip wie bei der Pde6h-Genotypisierung das Kenv2-L1-, L2- und das wildtyp-Allel durch
Bildung verschieden grof3er Fragmente detektiert werden (Abbildung 3.13).

Exon 1 Exon 2
WT > <€ CB_Kcnv2_F2
F2 R2 CB_Kcnv2_R2
L — Lange 459 bp
Exon 1 lacZ Exon 2
L2 > € < CB_Kcnv2_F1
F1  R1 R2 CB_Geno_R1
: 2 Lange 781 bp
Exon 1 lacZ Exon 2
L1 > <€ CB_Kcnv2_F1
F1 R2 CB_Kcnv2_R2
¢ ? Lange 321 bp
I Exon (UTR) I Exon (kodierend) } loxP Resistenzgen-Kassette

> Primer —— PCR-Fragment ‘ lacZ-Gen

Abbildung 3.13: Genotypisierungs-PCR fiir Kcnv2
Schematische Darstellung der Lage der Primer und der PCR-Produkte. Die Groflenverhaltnisse sind
nicht maflstabsgerecht dargestellt.

Die PCR-Ansétze wurden nach unten stehendem Schema in 0,5 ml-Reaktionsgefdf3e pipettiert
und anschlieBend amplifiziert.

Ansatz Genotypisierungs-PCR Kcnv2

Substanz Menge Endkonzentration
10x-PCR-Puffer 5l 1x
dNTPs (je 10 mM) 1l 0,2 mM
CB_KCNV2_F1 (20 pmol/pl) 1 pl 0,4 pmol
CB_Geno_R1 (20 pmol/ul) 1l 0,4 pmol
CB_KCNV2_F2 (20 pmol/pl) 1ul 0,4 pmol
CB_KCNV2_R2 (20 pmol/ul) 1l 0,4 pmol
Taqg-Polymerase 0,2 pl 1U
Template 5ul

Wasser ad 50 pl

Zur Amplifizierung kam dasselbe Protokoll wie fiir die L1/L2-Genotypisierungs-PCR des
Pde6h-Konstrukts zur Anwendung (3.4.5.1).
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3.5 Methoden zur Herstellung von Antikorpern

3.5.1 Peptidauswahl und —synthese

Zur Herstellung eines polyklonalen Anti-Peptid-Antikdrpers wurde zunéchst die Sequenz des
Zielproteins analysiert und dabei ein fiir dieses Protein moglichst spezifischer Bereich
ausgewahlt, welcher eine geringe Homologie zu verwandten Proteinen, aber hohe antigene
Strukturen aufweist. Die Sequenzhomologie wurde hierbei mit Hilfe der BLAST-Funktion
(Basic Local Alignment Search Tool) des NCBI-Servers (National Center for Biotechnology
Information) analysiert und die Epitope wurden mittels der IEDB (Immune Epitope Database)
Antibody Epitope Prediction ermittelt. Das gewihlte Peptid wurde von Eurogentec (Seraing,
Belgien) synthetisiert und an KLH (Keyhole Limpet Hemocyanine), ein Carrierprotein zur
Erhohung der Immunogenizitit, gekoppelt.

3.5.2 Antikorperproduktion in Kaninchen

Die Immunisierung von Kaninchen mit dem an KLH gekoppelten Peptid erfolgte bei
Eurogentec (Seraing, Belgien) iiber 87 Tage nach dem firmeninternen 3-Monat-Standard-
Protokoll (siche Tabelle 3.2). Zu verschiedenen Zeitpunkten wurden Serum-Proben
entnommen, welche durch Immunfluoreszenz-Farbungen auf Spezifitit gepriift wurden.

Tabelle 3.2: Immunisierungsprogramm zur Antikdrperproduktion

87-Tage Immunisierungs-Programm

Tag 0 21 31 49 59 77 87
Injektion 1. 2. - 3. 4, -
Serum Proben- Praimmun- - 1. Test- - 2. Test- Aus-
entnahme serum serum serum blutung

Die Immunisierungen erfolgten zu allen Immunisierungszeitpunkten nach demselben Schema:
am Riicken rechts und links der Wirbelsdule wurden an 7-10 Injektionspunkten pro Seite
jeweils 50 pl der Antigen-Suspension intradermal injiziert und der Rest der Suspension
wurde auf beiden Seiten intramuskuldr in den musculus gluteus maximus appliziert. Fiir die
erste Immunisierung wurde komplettes Freundsches Adjuvans verwendet, bei allen weiteren
Immunisierungen kam inkomplettes Freundsches Adjuvans zum Einsatz. An Tag 87 wurden
die Kaninchen getdtet und die Seren durch Ausbluten gewonnen.
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4 Ergebnisse | (Pde6h-knockout)

4.1 Entwicklung der knockout-Strategie

4.1.1 Erstellung einer Gen-Karte

Zur Generierung des Pde6h-knockout-Mausmodells wurde zunichst das Targeting-Konstrukt,
welches die gewiinschten Verdnderungen des Zielgens trdgt, mittels molekularbiologischer
Methoden hergestellt. Im ersten Planungsschritt wurde hierflir die Genarchitektur des Pde6h-
Gens der Maus mit seiner Umgebung durch Datenbankrecherche (NCBI, National Center for
Biotechnology Information und Ensembl Genome Browser) analysiert. Das Gen befindet sich
auf Chromosom 6, erstreckt sich iiber einen Bereich von 8961 Basenpaaren und besteht aus 4
Exonen (Abbildung 4.1). Die messenger-RNS besitzt eine Lange von 558 bp, und das von den
kodierenden Bereichen der Exone 2-4 abgeleitete Protein setzt sich aus 83 Aminosduren
zusammen. Durch virtuelle Restriktionsanalyse der DNS-Sequenz des Pde6h-Gens und seiner
Umgebung mit Hilfe des NEBcutters V2.0 (http://tools.neb.com/NEBcutter2/index.php)
wurden flir die Generierung des Targeting-Vektors und die Nachweise der homologen
Rekombination giinstig gelegene Restriktionsschnittstellen identifiziert und daraus die
knockout-Strategie entwickelt.

APT Exon 1 Exon2 Exon3 Exon 4
T I| |I | | I 17
BamH | Spel Kpnl Xbal Sall Hind il Acl | Spel Acll BamH |1 Hind Il
I Exon (UTR) I Exon (kodierend) —— Intron

Abbildung 4.1: Pde6h-Genarchitektur
Malstabsgetreue Darstellung des Pde6h-Gens der Maus mit den Exonen, farblicher Markierung der
kodierenden Bereiche sowie den in der knockout-Strategie verwendeten Restriktionsschnittstellen.

4.1.2 knockout-Strategie

Ziel der knockout-Strategie ist, das gewihlte Gen strukturell so zu beeintrachtigen, dass die
Bildung eines funktionsfdhigen Proteins nicht mehr moglich ist. Auf Grund der geringen
Grofe des Pde6h-Gens bot sich zur Ausschaltung der Funktionalitit die Deletion des
gesamten proteincodierenden Bereichs (Exone zwei bis vier) an. Die hierfiir verwendete
knockout-Strategie beruhte auf der Herstellung eines Targeting-Konstruktes mit den unter
1.4.2.2 beschriebenen Eigenschaften. Die 5°- und 3’-homologen Bereiche sollten die
Aufnahme des Konstrukts an gewiinschter Stelle ins Genom durch crossing over
gewdhrleisten und die NeoTK-Resistenzgenkassette ermdglichte eine Positivselektion im
ersten Targeting sowie eine Negativselektion im zweiten Targeting. Da sowohl Mause mit
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generellem als auch mit konditionalem Pde6h-knockout erzeugt werden sollten, kam eine
Strategie mit insgesamt drei loxP-Erkennungssequenzen zum Einsatz. Die auszuschaltenden
Exone wurden sowohl in 5’- als auch in 3’-Richtung von je einer loxP-Sequenz flankiert,
sodass das Pde6h-Gen in der Maus durch Verpaarung (Abbildung 6.2) zeit- oder
gewebespezifisch deletiert werden kann.

Zur Klonierung des Targeting-Konstrukts stand ein Vektor auf Basis des pBluescript™II KS-
Plasmids zur Verfiigung, der die NeoTK-Resistenzgenkassette, flankiert von zwei loxP-
Sequenzen, sowie vier singuldre Restriktionsschnittstellen fiir weitere Klonierungen tragt
(Abbildung 4.2; Bezeichnung dieses knockout-Basisvektors: pBSloxPNeoTKloxP).

Einklonierung des Einklonierung des
5’-homologen Bereichs 3’-homologen Bereichs
Not I amH | Clal hol

pBS loxPNeoTKloxP
7,75 kb

Abbildung 4.2: knockout-Basisvektor

In diesen Basisvektor mussten dann die 5'- und 3’-homologen Bereiche (auch langer und
kurzer homologer Arm genannt) mit den zu deletierenden Exonen sowie der dritten loxP-
Erkennungssequenz iiber die singuldren Restriktionsschnittstellen eingebracht werden. Zu
diesem Zweck wurden in der Umgebung des Pde6h-Gens befindliche
Restriktionsschnittstellen ausgewéhlt, mit deren Hilfe dann die Homologie-Regionen aus
einem BAC, dessen Insert das murine Pde6h-Gen mit Umgebung beinhaltet, gewonnen
wurden. Fiir den Einbau einer singuldren loxP-Erkennungssequenz im Intronbereich wurden
ebenfalls Schnittstellen ausgewéhlt und das entsprechende Fragment mittels PCR unter
Verwendung von BAC-DNS als Template amplifiziert, wobei die loxP-Sequenz und eine
Spe I-Restriktionsschnittstelle durch das Primerdesign eingebracht wurden. Abbildung 4.3
zeigt das Pde6h-Gen mit den flir die Klonierung des Targeting-Konstrukts verwendeten
Restriktionsschnittstellen zusammen mit den geplanten Verdnderungen.
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Spel
)
1 N ’
1 N 7
| \\ //
1 AN /
1 lo2 3 4 . L/ i ks
I ' I M
5 —— I | 2 | I AY - 3
Kpn | Xbal Sall Acll Acll
5’-homologer Bereich 3’-homologer Bereich
9963 bp 3773 bp
I Exon (UTR) I Exon (kodierend) } loxP Resistenzgen-Kassette

Abbildung 4.3: Pde6h-knockout-Strategie

Dargestellt ist das Pde6h-Gen mit den zur Generierung des Targeting-Konstrukts geplanten
Veranderungen. Die homologen Bereiche gewahrleisten die Aufnahme des Konstrukis an der
richtigen Stelle des Zielgens. Die kodierenden Exone werden zur Deletion mittels Cre-Rekombinase
von zwei loxP-Erkennungssequenzen flankiert. Die NeoTK-Resistenzgenkassette dient zur Selektion
rekombinanter Stammzellen im 1. und 2. Targeting und kann ebenfalls durch die Cre-Rekombinase
entfernt werden.

Die homologen Bereiche, die die Aufnahme des Konstrukts ins Genom gewihrleisten sollen,
schlieBen sich direkt an die NeoTK-Kassette an. Der lange Arm der homologen
Rekombination beinhaltet die singuldre loxP-Sequenz, die im Wildtypgenom nicht
vorkommende Spe I-Schnittstelle im Intronbereich zwischen Exon eins und Exon zwei sowie
die Exone zwei bis vier und wurde in 5’-Richtung der Kassette eingefiigt. Die Linge des
gesamten langen Arms, der von den Schnittstellen Kpn I bis Acl I reicht, betrdgt 9,96 kb. Die
artifiziell eingebaute Spe I-Schnittstelle dient im 1. Targeting zur Unterscheidung zwischen
wildtyp-Klonen und Zellen mit homologer Rekombination auf der 5’-Seite. In 3’-Richtung
der NeoTK-Kassette folgt der kurze Arm der homologen Rekombination mit einer Lénge von
3,77 kb, begrenzt durch Acl I-Schnittstellen auf beiden Seiten. Eine Gegeniiberstellung der
Architektur des Pde6h-knockout-Konstrukts und eines Pde6h-wildtyp-Allels ist in Abbildung
4.4 dargestellt.

5’-homologer Bereich 3’-homologer Bereich
ca. 9,9 kb ca. 3,8 kb
Xba | Sal |

Acl l/ Acl l/ Acl l/

Kpn | ﬁpe' 5 3 4 Clal Clal Clal
. . knockout-

—— 3" wildtyp-Allel

pnl Xbal Sall Acl | Acll

Abbildung 4.4: Aufbau des Pde6h-knockout-Konstrukts
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Da im knockout-Basisvektor nur die Schnittstellen Not I und BamH I zur Einklonierung des
5’-homologen Bereiches bzw. Cla I und Xho I zur Einklonierung des 3 -homologen Bereiches
zur Verfiigung standen und die gewéhlten DNS-Bereiche des langen und des kurzen Arms
nicht direkt mit diesen Enzymen aus dem BAC gewonnen werden konnten, mussten die
Fragmente zunichst in Hilfsvektoren subkloniert werden. Es handelt sich hierbei um
Standard-Klonierungsvektoren, welche durch Modifizierung der multiple cloning site (siehe
3.2.6.3) die erforderlichen Schnittstellen in der gewiinschten Reihenfolge beinhalten. Nach
Subklonierung der BAC-Fragmente konnten diese dann mit den entsprechenden Enzymen aus
den Hilfsvektoren wieder ausgeschnitten, in weiteren Klonierungsschritten zusammengefiigt
und die fertigen homologen Bereiche in den knockout-Basisvektor einkloniert werden. Die
einzelnen Klonierungsschritte sind unter 4.2 ndher erldutert.

4.1.3 Nachweise der homologen Rekombination

Nach dem 1. Targeting mussten unter den isolierten Zellklonen diejenigen identifiziert
werden, bei denen eine homologe Rekombination stattgefunden hat. Die in der vorliegenden
Arbeit verwendeten Nachweise beruhen darauf, dass durch Verdau der ES-Zell-DNS mit
einem bestimmten Restriktionsenzym am Zielgenort unterschiedliche Fragmentgroflen
entstehen abhdngig davon, ob ein wildtyp-Zellklon oder ein Zellklon mit homologer
Rekombination vorliegt. Durch die Aufnahme des knockout-Konstrukts ins Genom der ES-
Zellen wird eine weitere Schnittstelle des entsprechenden Enzyms eingebaut, sodass bei
korrekter Integration eine Verkiirzung des Fragments auftritt. Diese Fragmente konnen dann
durch Hybridisierung mit einer spezifisch an diesen DNS-Bereich bindende Sonde
nachgewiesen werden. Bei der Entwicklung dieser Nachweisstrategie gab es mehrere Dinge
zu beachten. Die gewidhlten, durch Restriktionsverdau entstehenden Fragmente der wildtyp-
und der homolog rekombinierten DNS mussten durch eine klassische Agarose-
Gelelektrophorese gut trennbar sein, ein Langenunterschied von mindestens 1-2 kb bei einer
maximalen Fragmentlédnge von ca. 12-15 kb sollte also eingehalten werden. Die Schnittstellen
wurden so gewdhlt, dass die eine Schnittstelle innerhalb und die andere auflerhalb des
rekombinanten Bereichs liegt. Nur so konnte nachgewiesen werden, dass das Konstrukt auch
an der richtigen Stelle integriert wurde. Die Sonden sollten zur Vermeidung falsch positiver
Ergebnisse ebenfalls auferhalb des rekombinanten Bereichs binden, da interne Sonden
immer, also auch bei zufdlliger Integration des Konstrukts, ein Signal ergeben wiirden. Zum
Erreichen einer moglichst hohen Spezifitit wurden Sonden einer Lange von 100 bis 1000 bp
ausgewdhlt, der Bindungsbereich mit Hilfe des online-Programms , Repeat Masker*
(http://www.repeatmasker.org) auf repetitive Sequenzen hin iiberpriift und die in Frage
kommenden Sonden an wildtyp-DNS getestet (siche 4.3).

4.1.3.1 5°-Nachweis der homologen Rekombination

Der Nachweis der homologen Rekombination auf der 5°-Seite wurde mit dem
Restriktionsenzym Spe I geplant. Im Wildtyp ergibt sich hierbei ein Fragment der Linge
14,7 kb, welches mit der 5'-Sonde detektiert werden kann. Die Sonde bindet au3erhalb des
rekombinanten Bereichs zwischen den Schnittstellen Spe I und Kpn I. Beim Einbau der
singuldren loxP-Schnittstelle wurde zusitzlich eine weitere Spe I-Erkennungssequenz
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eingebracht, sodass mit der gewéhlten Sonde nach homologer Rekombination auf der 5’-Seite
ein Fragment der Lange 4,7 kb detektiert werden kann.

Spel Kpnl Xbal Sall Acl | Spe |l Acll
H g 1 g | N
] ——1 =
WT 5’-Sonde
[ 14,7 kb
S5ell Koni Xba's | Sall Acll/ Acll/ soe1 2 I/
pe pn pe pel clal
1| W A 3 4 Clal Cl|al j(a
" —1 -
L3 5’-Sonde BamH |

[ i 4,7kb

Abbildung 4.5: Nachweis der homologen Rekombination auf der 5°-Seite

Dargestellt ist die Genarchitektur eines wildtyp-Allels (WT) im Vergleich zu einem homolog
rekombinierten Allel (L3). Durch Einbau einer Spe I-Schnittstelle ins Targeting-Konstrukt verkiirzt sich
das Spe |-Fragment von 14,7 kb auf 4,7 kb.

4.1.3.2 3'-Nachweis der homologen Rekombination

Die homologe Rekombination auf der 3’-Seite sollte mit Hind III tberpriift werden. Der
Nachweis beruht ebenfalls auf dem Prinzip der Fragmentverkiirzung von 8,4 kb im Wildtyp
auf 6,2 kb nach homologer Rekombination, da in der NeoTK-Kassette eine weitere Hind I11-
Erkennungssequenz vorhanden ist. Auch hier liegt die 3'-Sonde auerhalb des rekombinanten
Bereichs zwischen den Schnittstellen Acl I und Hind III.

Kpn | Xbal Sall Hind Il Acl | Acl | Hind 1l
| b | le | | |
| | —y
[ |
WT 3’-Sonde
8,4 kb
) Acl I/ ) Acl I/ Acl |/ i
Kpn | Xbal Sall Hind Il Clal Hind Il g5 Clal Hind Il
i N ( | |
s ﬂ{ — —
L3 3’-Sonde
6,2 kb

Abbildung 4.6: Nachweis der homologen Rekombination auf der 3’-Seite

Dargestellt ist die Genarchitektur eines wildtyp-Allels (WT) im Vergleich zu einem homolog
rekombinierten Allel (L3). Durch das Vorhandensein einer Hind IlI-Schnittstelle in der NeoTK-
Resistenzgenkassette verkirzt sich das Hind IlI-Fragment von 8,4 kb auf 6,2 kb.
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4.1.3.3 Nachweis der Einfachintegration

Zusétzlich zur korrekten Integration sollte weiterhin tiberpriift werden, ob das knockout-
Konstrukt wie erwiinscht nur einmalig an der richtigen Stelle ins Genom der ES-Zellen
aufgenommen wurde oder ob eine Mehrfachintegration an verschiedenen Orten stattgefunden
hat. Hierfiir kam die Neo-Sonde zum Einsatz, welche spezifisch an einen Sequenzbereich des
Neo-Resistenzgens bindet. Nach Restriktionsverdau der DNS mit BamH I ergibt sich bei
Einfachintegration ein Fragment der Linge 10,4 kb. Falls eine Mehrfachintegration
stattgefunden hat miisste ein weiteres Fragment anderer Grofe zu detektieren sein, da
anzunchmen ist, dass die BamH I-Schnittstelle aullerhalb des Konstrukts mit sehr hoher
Wahrscheinlichkeit an anderer Stelle zu finden ist. Zellklone mit Mehrfachintegration sind zu
vermeiden, da in diesem Fall der Phinotyp der knockout-Maus nicht mehr eindeutig dem
knockout zuzuordnen ist, sondern durch die zuféllige Integration des Konstrukts an anderer
Stelle hervorgerufen oder zumindest beeinflusst werden konnte.

Acl I/ Acl l/ Acl I/
Kpn | Xbal Sall Clal Clal Clal

1 2 3
5= }J-I Neofj TK -3

L3 =

[

Abbildung 4.7: Nachweis der Einfachintegration

Dargestellt ist die Genarchitektur eines homolog rekombinierten Allels (L3). Das BamH I-Fragment mit
10,4 kb wirde sich bei Mehrfachintegration entweder verkiirzen oder verlangern, so dass mehrere
Banden sichtbar wirden.

4.1.4 Nachweis der Cre-Rekombination

Nach dem 2. Targeting mussten die isolierten Zellklone auf die Art der Cre-Rekombination
hin tberpriift werden. Nach der Transfektion wurden DNS-Abschnitte zwischen loxP-
Erkennungssequenzen deletiert und durch Behandlung mit Ganciclovir Zellklone ohne
NeoTK-Kassette selektiert. Somit sollten zwei Rekombinationsereignisse zu verzeichnen
sein: der konstitutive knockout (L1) sowie der konditionale knockout (L2). Diese Zelltypen
konnen ebenfalls durch die Wahl eines geeigneten Restriktionsenzyms und Southern-
Hybridisierung mit einer spezifischen Sonde voneinander unterschieden werden. Mit dem
Restriktionsenzym BamH I und der 3’- Sonde des 1. Targetings ergibt sich im Wildtyp ein
Signal von 18,8 kb, welches auf 13,0 kb bei L1-Klonen bzw. auf 6,0 kb bei L2-Klonen
verklirzt wird.
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Abbildung 4.8: Nachweis der Cre-Rekombination im 2. Targeting

Im oberen Teil der Abbildung ist die Genarchitektur eines Allels mit konstitutivem knockout (L1) und
eines Allels mit konditionalem knockout (L2) im Vergleich zu einem homolog rekombinierten Allel (L3)
dargestellt. Im unteren Teil ist die Genarchitektur eines wildtyp-Allels (WT) dargestellt. Mit BamH | und
der 3-Sonde aus dem 1. Targeting kénnen die entsprechenden Zellklone identifiziert werden: es
ergibt sich im Wildtyp ein Fragment von 18,8 kb, welches sich auf 13,0 kb im konstitutiven knockout
bzw. auf 6,0 kb im konditionalen knockout verkurzt.

4.2 Klonierung des Targeting-Konstrukts

4.2.1 BAC-Bibliothek-Analyse

Zur Herstellung des Targeting-Vektors mussten zunichst die verschiedenen Fragmente der
homologen Bereiche aus genomischer Maus-DNS gewonnen werden. Zu diesem Zweck
wurde eine Maus-BAC-DNS-Bibliothek bei ImaGenes (frither RZPD, Berlin) bestellt. Hierbei
war zu beachten, dass die zur Herstellung der BACs verwendete genomische DNS denselben
genetischen Hintergrund besitzt wie die in der ES-Zellkultur verwendeten R1-Stammzellen,
nimlich 129/SV, damit eine mdglichst hohe Ubereinstimmung der homologen Bereiche mit
den Zielgenbereichen erreicht wird. In der vorliegenden Arbeit kam die Bibliothek ,,Mouse
BAC (REG) Library No. 124“ zum Einsatz. Eine solche BAC-Bibliothek beinhaltet das
gesamte Genom des gewdhlten Maiusestamms: die genomische DNS wird durch
Restriktionsverdau in relativ groe Fragmente zerlegt und diese anschlieBend in BACs
kloniert. Diese BAC-Bibliothek wurde zunichst als ,, primary pool* in einer 96-Lochplatte
geliefert, wobei in jeder Vertiefung eine Mischung an BACs mit verschiedenen Inserts zu
finden ist. Diese Bibliothek wurde dann mit Hilfe einer PCR, die mit den Primern CB_F3 und
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CB _R3 iiber Exon 4 spezifisch das Pde6h-Gen detektiert, gescreent. Bei mehreren
Vertiefungen konnten Fragmente der richtigen Groe amplifiziert werden, und
korrespondierend zu einer dieser Vertiefung wurde dann der , secondary pool*
»~REG B124PP40* bestellt. Dieser besteht ebenfalls aus einer 96-Loch-Platte, die mit
demselben PCR-Protokoll gescreent wurde. Auf dieser Platte ist die BAC-Mischung der im
wprimary pool “ positiven Vertiefung nun weiter nach einem bestimmten System ausgeeinzelt,
liegt aber immer noch als Mischung vor. In diesem PCR-Screening zeigten drei Vertiefungen
ein Fragment der richtigen Grofe, so dass anhand der Koordinaten dieser Vertiefungen ein
einzelner BAC-Klon identifiziert werden konnte. Dieser Klon ,,REG B124E01315Q2%, der
den gewlinschten DNS-Bereich mit dem Pde6h-Gen beinhalten sollte, wurde bei ImaGenes
bestellt. Nach der Durchfithrung von BAC-Priparationen wurde durch Ansequenzierung mit
den Standardprimern SP6 und T7 die Insertgrofe bestimmt und der Abschnitt der im Insert
vorhandenen genomischen DNS durch Sequenzvergleiche mit einer genomischen DNS-Maus-
Datenbank bestimmt. Die Lange des Inserts betrug 168,9 kb, und es beinhaltete unter anderem
das gesamte Pde6h-Gen mit Umgebung. Der identifizierte BAC-Klon konnte also zur
Klonierung der Homologie-Bereiche der knockout-Strategie verwendet werden.

4.2.2 Herstellung von Hilfsvektoren

Die Homologie-Bereiche des knockout-Konstrukts konnten aus mehreren Griinden nicht
direkt in den knockout-Basisvektor einkloniert werden. Zum einen standen in letzterem die
erforderlichen Schnittstellen gar nicht bzw. nicht in der richtigen Reihenfolge zur Verfiigung,
zum anderen waren die DNS-Ausbeuten der BAC-Priparationen sehr gering. Durch
Subklonierung der entsprechenden Fragmente in high-copy Plasmide konnte hingegen eine
groBere Menge an DNS gewonnen werden, und durch den Einbau von zusitzlichen
Restriktionsschnittstellen in diese high-copy Plasmide konnten die einzelnen Fragmente dann
in der gewiinschten Reihenfolge zusammengebaut und komplett in den knockout-Basisvektor
einkloniert werden. In der vorliegenden Arbeit wurden insgesamt drei solcher ,,Hilfsvektoren*
(HV), also high-copy Plasmide mit zusidtzlichen Restriktionsschnittstellen, generiert. Der
erfolgreiche Einbau der erforderlichen Schnittstellen wurde dabei durch Sequenzierung
gepriift.

Hilfsvektor 1 (HV1) basiert auf einem pSP72-Grundgeriist und sollte zur Generierung des 5'-
Teils des langen Arms der homologen Rekombination verwendet werden. Fiir diese
Klonierungsschritte waren die Schnittstellen Not I, Kpn I, Xba I und Sal I in dieser
Reihenfolge erforderlich. Uber die EcoR I- und die Kpn I-Schnittstelle wurde pSP72 gedffnet
und durch den Adapter Not I an der richtigen Stelle eingebracht (Abbildung 4.9).
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EcoR | Not | Kpn |
5’- AATTC ATGCTA GCGGCCGC CAGTGA GGTAC-3° CB_A_F9
3’-G TACGAT CGCCGGCG GTCACT C-5 CB_A R9
EcoR| l Kpnl Xbal Sall EcoRI| Not | Kpnl Xbal Sall

o _y-ol I I I I I I

\ 4

pSP72 Hilfsvektor HV1

Abbildung 4.9: Herstellung des Hilfsvektors HV1

Hilfsvektor 2 (HV2) basiert auf einem pGEMSZf(+)-Grundgeriist und wurde zum
Zusammenbau des langen Arms der homologen Rekombination verwendet. Fiir diese
Klonierungsschritte waren die Schnittstellen Not I, Sal I, Cla I und BamH I in dieser
Reihenfolge erforderlich. Uber die Sal I- und die Nde I-Schnittstelle wurde pGEMS5Zf(+)
geodffnet und durch den Adapter Cla I und BamH I eingebracht (Abbildung 4.10).

Sal | Clal BamH | Nde |

5’- TCGAC AGTCAC ATCGAT GATCTA GGATCC TACCAG CA-3° CB_A_F10
3’-G TCAGAG TAGCTA CTAGAT CCTAGG ATGGTC GTAT-5" CB_A_R10

Notl Sall l Nde | Notl  Sall Clal BamHI Ndel

4

pGEMS5Zf(+) Hilfsvektor HV2

Abbildung 4.10: Herstellung des Hilfsvektors HV2

Hilfsvektor 3 (HV3) basiert ebenfalls auf einem pGEMSZf(+)-Grundgeriist und wurde zur
Subklonierung des kurzen Arms der homologen Rekombination verwendet. Fiir diese
Klonierung waren die Schnittstellen Acl I, Cla I und Acl I in dieser Reihenfolge erforderlich.
Uber die Sal I- und die Nde I-Schnittstelle wurde pGEMS5Zf(+) gedffnet und durch den
Adapter die oben genannten Schnittstellen eingebracht (Abbildung 4.11).
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Sal | Acl | Clal Acl | Nde |

5-TCGAC AG AACGTT GT ATCGAT AC AACGTT GC CA-3° CB_A F11
3-G TC TTGCAA CATAGCTA TG TTGCAA CG GTAT-5" CB_A_R11

Sal | l Nde | Sall Acll Clal Acll Ndel

Jo
J

pGEM5Zf(+) Hilfsvektor HV3

Abbildung 4.11: Herstellung des Hilfsvektors HV3

4.2.3 Konstruktion des Targeting-Vektors

4.2.31 5°-Homologer Bereich (,,Langer Arm*)

Der lange Arm der homologen Rekombination konnte auf Grund der bereits erwéhnten
Schnittstellenproblematik sowie des erforderlichen FEinbaus einer zusétzlichen loxP-
Erkennungssequenz nicht direkt in den knockout-Basisvektor einkloniert werden, sondern
musste in insgesamt 7 Klonierungsschritten in verschiedenen Hilfsvektoren zusammengefiigt
werden.

Subklonierung der BAC-Fragmente (Hilfsfragment 1 und 2):

Das erste Ziel war, alle erforderlichen homologen Bereiche aus dem BAC in high copy-
Plasmiden subzuklonieren, damit genug Fragment-DNS fiir weitere Schritte zur Verfiigung
stand. Da sich die Klonierung von BAC-Fragmenten in selbst durch Linearisierung und
Dephosphorylierung vorbereitete Plasmide als schwierig erwies, wurden kommerziell
erhéltliche, schon mit einem Restriktionsenzym geschnittene und fertig dephosphorylierte
pUC19-Plasmide verwendet. Durch diese Strategie war die Auswahl an zur Verfiigung
stechenden Restriktionsenzymen allerdings begrenzt, weshalb hierfiir zunédchst grofere
Hilfsfragmente aus dem BAC gewonnen werden mussten, die die gewiinschten Homologie-
Bereiche beinhalteten (Abbildung 4.12). Im ersten Schritt wurde die BAC-DNS mit Xba I
bzw. Sal I verdaut und der gesamte Ansatz iiber CHROMA SPIN™.-Siulen aufgereinigt. Im
zweiten Schritt wurde jeweils diese aufgereinigte Fragmentmischung dann mit dem
entsprechenden pUC19-Vektor ligiert. Nach Transformation und Plasmidpriparation mit
anschlieBender Restriktionsanalyse konnten die jeweils das gesuchte Plasmid tragenden
Klone identifiziert werden.
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Abbildung 4.12: Klonierung der BAC-Fragmente

Der den 5°-Bereich des langen Arms beinhaltende Abschnitt wurde durch Restriktionsverdau mit Xba |
aus dem BAC gewonnen und dieses Hilfsfragment 1 (HF1) in das pUC19-Plasmid Uber Xba |
einkloniert (links). Der Abschnitt des BAC, der den 3"-Bereich des langen Arms mit den kodierenden
Exonen tragt, wurde durch Restriktionsverdau mit Sal | gewonnen, und dieses zweite Hilfsfragment
(HF2) wurde Uber Sal | mit den pUC19-Vektor ligiert (rechts).

Gewinnung der homologen Bereiche aus den BAC-Fragmenten (Fragmente 1 und 3):

Aus diesen beiden Plasmiden pUC19 + HF1 und pUC19 + HF2 wurden dann die eigentlichen
homologen Bereiche des langen Arms (Fragment F1 und Fragment F3) weiter in die unter
4.2.2 beschriebenen Hilfsvektoren subkloniert. Fiir die Gewinnung des 5’-homologen
Bereichs von Kpn I bis Xba I (F1) wurde pUC19 + HF1 mit diesen Enzymen in einem
Doppelverdau  aufgeschnitten und der Ansatz iber eine CHROMA SPIN™-Siule
aufgereinigt. Der Hilfsvektor HV1 wurde ebenfalls in einem Doppelverdau mit Kpn I und
Xba I geoffnet, anschlieBend dephosphoryliert, iiber eine CHROMA SPIN™.-Siule gereinigt
und mit Fragment F1 ligiert. Die Subklonierung des 3'- Bereichs des langen Arms (F3)
erfolgte nach demselben Schema {iber Sal I und Acl I. Da Acl I und Cla I dieselben
Uberhiinge produzieren, war es moglich, diesen Abschnitt in den mit Sal I und Cla I
geodffneten Hilfsvektor HV2 einzubauen.
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Abbildung 4.13: Subklonierung der homologen Bereiche des langen Arms
Der linke Teil der Abbildung zeigt schematisch die Klonierung von Fragment F1 in Hilfsvektor HV1;
rechts ist der Einbau von Fragment F3 in Hilfsvektor HV2 dargestellt.

Generierung und Subklonierung des PCR-Fragments (Fragment 2):

Fragment F2 des langen Arms befindet sich im fertigen knockout-Konstrukt in 5’-Richtung
der kodierenden Exone. Es erstreckt sich iiber den Bereich zwischen den Schnittstellen Xba |
und Sal I und soll die singuldre loxP-Erkennungssequenz sowie eine zusétzliche Spe I-
Schnittstelle beinhalten. Um diese Modifikationen in das Konstrukt einzufligen, wurde ein
insgesamt 589 bp groBes Stiick mittels PCR mit BAC-DNS als Template amplifiziert und die
erforderlichen Verdnderungen iliber das Vorwirtsprimer-Design eingebracht. Hierbei schlief3t
sich im Primer CB_F4 direkt an die native Xba I-Erkennungssequenz die Spe I- sowie eine
loxP-Sequenz in der erforderlichen Orientierung an, die restlichen zum Template homologen
Basen dienen der Bindung des Primers an die BAC-DNS. Der Riickwirtsprimer CB R4
beinhaltet die native Sal I-Erkennungssequenz sowie zur Bindung ans Template einige
weitere Basen in 5’-Richtung der Schnittstelle und begrenzt somit das Amplikon in 3'-
Richtung (Abbildung 4.14).
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Native Sequenz Xba | - Sal [:

51
101
151
201
251
301
55/
401
451
501

Xba |
TCTAGAAATG
TGAAGTCTCT
AGTACATTGT
GAAGAATATA
TAATTTCCCT
AATATTGGAT
GGATTCATGT
ACCTTGAAAT
AGGTATGCAC
TCTTTGTATG
CTCATATCTA

CTTGTGTCCA
GAGTTAATTG
GGAAAATATC
GTTTCAAATC
CCTTTTCCTG
TGTTTTGGGG
ATTTGAAACT
TTCAGATCCT
AATCAGGCCT
TGCTGGGCAA
ATTGTTTTAT

GATGGCCATG
AGGATTTAGC
TTTTGGAGGT
TGTACAAATA
GGATTCCATT
GGGCATATAC
GACCTCAAAC
CTGCATCTAT
GATTTTTCAG
ACACTGTACC
TTTCAAAATC

Sequenz des PCR-Fragments:

51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
5511

Xba |
GTCACTCTAG

Spe |
AACTAGTATA

loxP-Sequenz
ACTTCGTATA

TTACCACCCT
AAAGAATGGA
GGGCTAGTCT
TTATAATCAT
CAGAGGAAAT
CTAGATTTTT
TAACTGTATA
CAGTTCAGTG
TGCTGGGAAT
AACTGAGCTA
TTTTAGTCGA

Sal |

ATGTATGCTA

CAGACCTGAT
AAAGAAGAAG
GTAGCTGAAT
AGCTTTCAGA
ATAATAATTA
TTTTAGACAA
GCCAAGGACG
TGTAGATTAC
TGAACTCAGG
TTGCCCAACC
(

TACGAAGTTA

TAATGCTTGT

GTCCAGATGG

CCATGTTACC

TCTCTGAGTT
ATTGTGGAAA
ATATAGTTTC
TCCCTCCTTT
TGGATTGTTT
CATGTATTTG
GAAATTTCAG
TGCACAATCA
GTATGTGCTG
ATCTAATTGT

AATTGAGGAT
ATATCTTTTG
AAATCTGTAC
TCCTGGGATT
TGGGGGGGCA
AAACTGACCT
ATCCTCTGCA
GGCCTGATTT
GGCAAACACT
TTTATTITCA

TTAGCAAAGA
GAGGTGGGCT
AAATATTATA
CCATTCAGAG
TATACCTAGA
CAAACTAACT
TCTATCAGTT
TTCAGTGCTG
GTACCAACTG
AAATCTTTTA

ACCCTCAGAC
ATGGAAAAGA
AGTCTGTAGC
ATCATAGCTT
GAAATATAAT
TTTTTTTTTA
GTATAGCCAA
CAGTGTGTAG
GGAATTGAAC
AGCTATTGCC
GTCGACAAA

Abbildung 4.14: Generierung des PCR-Fragments

Sal |

CTGATTGAAG
AGAAGAGTAC
TGAATGAAGA
TCAGATAATT
AATTAAATAT
GACAAGGATT
GGACGACCTT
ATTACAGGTA
TCAGGTCTTT
CAACCCTCAT

CB_F4

CB_R4

(A) Original-Sequenz des Xba | — Sal | Fragments, die Erkennungssequenzen der Restriktionsenzyme
sind farblich hinterlegt. (B) Sequenz des mittels PCR generierten Fragments mit loxP-
Erkennungssequenz (grau hinterlegt) und den verwendeten Primern (unterstrichen).

Auf Grund der geringeren Fehlerrate der Pfx-Polymerase wurde die PCR mit diesem Enzym
durchgefiihrt, das Amplikon iiber Gelelektrophorese aufgereinigt, in den pCR®-Blunt II-
TOPO® subkloniert und komplett durch Sequenzierung auf die Abwesenheit von Fehlern
kontrolliert.

Zusammenbau des langen Arms der homologen Rekombination:

Das PCR-Fragment wurde mit Xba I und Sal I aus dem pCR®-Blunt II-TOPO® wieder
ausgeschnitten, tiber eine CHROMA SPIN™.-Siule aufgereinigt und in den nach demselben
Prinzip vorbereiteten und dephosphorylierten Hilfsvektor 1 mit Fragment F1 (HV1 +
Fragment F1) einkloniert (Abbildung 4.15). AnschlieBend wurde zur Komplettierung des
langen Arms aus diesem Vektor (HV1 + F1 + F2) der Bereich von Not I bis Sal I (Fragment
F1 + PCR-Fragment) wiederum ausgeschnitten, iiber Gelelektrophorese isoliert, gereinigt und
in den dephosphorylierten Vektor HV2 + Fragment F3 einkloniert (Abbildung 4.16). Somit
liegt der gesamte lange Arm flankiert von Not I und BamH I im Hilfsvektor HV2 (HV2 +
LA) vor und kann iiber diese Schnittstellen in den knockout-Basisvektor eingebracht werden.
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pCR-Bluntll TOPO
+PCR

p
k:W}/(\\'o
T I \J
Xbal| Sall
Spe |
7 \
/ \
/I \ 581 bp
/ i Spe |
Notl Kpnl Xbal Sall Notl Kpnl Xbal| Sall
| I I I

F1 F2

HV 1 +
Fragment F1
6,2 kb

Abbildung 4.15: Einbau des PCR-Fragments in Hilfsvektor HV1 + Fragment F1
Das PCR-Fragment aus pCR®-BIunt II-TOPO® wurde Uber Xba | und Sal | in den Hilfsvektor HV1 mit
Fragment F1 einkloniert.

F1 F2
\
L}
Notl Kpnl Xball Sall
/ SI??I, Langer Arm der homologen Rekombination ca. 10 kb
/S 428kb -7 ' F1 Tr2! F3 '
; -
A
Acll spal Acll

Not 1 Sal | Cla] BamHI Notl Kpnl Xba I| Sall Clal BamHI

LIIF?’III L |

HV 2 +
Fragment F3
8,8 kb

HV 2 + LA
13,1 kb

Abbildung 4.16: Fertigstellung des langen Arms der homologen Rekombination
Zum Zusammenbau des langen Arms wurden Fragment 1 und das PCR-Fragment gemeinsam aus
HV1 Gber Not | und Sal | ausgeschnitten und in Hilfsvektor HV 2 mit Fragment F3 ligiert.
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4.2.3.2 3’-Homologer Bereich (,,Kurzer Arm*)

Der kurze Arm der homologen Rekombination erstreckt sich iiber einen 3,8 kb-Bereich
zwischen zwei Acl I-Schnittstellen. Dieses Fragment konnte theoretisch direkt iiber die
Schnittstelle Cla I in den knockout-Basisvektor eingebaut werden, da Acl I und Cla I
dieselben Uberhiinge produzieren. Klonierungen in groBere Plasmide wie beispielsweise das
knockout-Basiskonstrukt gestalten sich allerdings wesentlich schwieriger als Klonierungen in
kleinere Vektoren, weshalb auch der kurze Arm der homologen Rekombination zunéchst aus
der BAC-DNS ausgeschnitten und in ein 4igh copy-Plasmid subkloniert wurde. Die BAC-
DNS wurde mit Acl I verdaut und der Ansatz iiber eine CHROMA SPIN"™-Siule gereinigt.
Hilfsvektor HV3 wurde mit Cla I linearisiert, dephosphoryliert sowie ebenfalls {iber
CHROMA SPIN™.-Szulen aufbereitet und anschlieBend mit dem Acl I-Verdauansatz ligiert
(Abbildung 4.17). Somit konnte nun aus diesem high copy-Plasmid (HV3 + KA) geniigend
Fragment-DNS des kurzen Arms gewonnen werden, um die eigentliche Klonierung in das
knockout-Basiskonstrukt zu ermdglichen.

Kpn | Xbal Sall Acll Acll
1 2 3 4
o I' || 'S o,
kb b b sac-ons
\ /
\ /
kY 3,77 kb A
Kurzer Arm der homologen L /
Rekombination ca. 3,8 kb S /
T T \ i
\
Acl I/ Acl I/ S
Acll Clal Clal Acll Acl | Clal Cilal Acll
|| KA | | I | I

HV 3 + KA P A Hilfsvektor HV 3

6,8 kb

Abbildung 4.17: Subklonierung des kurzen Arms der homologen Rekombination
Der kurze Arm wurde zur Subklonierung durch Restriktionsverdau mit Acl | aus BAC-DNS gewonnen
und uber Cla | in Hilfsvektor HV3 eingebaut.

4.2.3.3 Zusammenbau des knockout-Vektors

Nachdem beide Arme der homologen Rekombination in den entsprechenden Hilfsvektoren
subkloniert waren, mussten diese nun abschlieBend in das knockout-Basiskonstrukt eingebaut
werden. Zunichst wurde der 3'-homologe Bereich mit Acl I aus HV3 + KA ausgeschnitten
und das Fragment mittels Gelelektrophorese identifiziert und aufgereinigt. Das knockout-
Basiskonstrukt wurde mit Cla I verdaut, dephosphoryliert und iiber eine CHROMA SPIN™.-
Sdule gereinigt. Da Acl I und Cla I dieselben Uberhiinge produzieren, konnte die DNS des
kurzen Arms mit dieser Strategie in den knockout-Vektor ligiert werden (Abbildung 4.18), die
aus dieser Ligation hervorgegangenen Plasmide mussten allerdings zusétzlich durch
Restriktionsanalyse und Sequenzierung auf die richtige Orientierung des Fragments gepriift
werden.
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Nach der Identifikation eines Plasmids mit kurzem Arm in der richtigen Orientierung wurde
dieses weiter zum Einbau des 5'-homologen Bereichs verwendet. Zu diesem Zweck wurde
der lange Arm mit Not I und BamH I aus HV2 + LA ausgeschnitten und mittels
Gelelektrophorese und —extraktion isoliert. Der Vektor mit schon eingebautem kurzem Arm

wurde mit Not I und BamH I geoffnet, dephosphoryliert, iiber eine CHROMA SPIN™-Siule
gereinigt und mit dem langen Arm ligiert (Abbildung 4.18).

HV 2+ LA

HV 3 + KA
13,1 kb

6,8 kb

| \ Il \
o5 | ||' [ I | I i 5 | Np
Not!l Kpnl Xbal| Sall Acll/ BamH | Acll Acll/ Acl I/ Acl |
Spe | Clal Clal Clal
s§\\\§ \ ///
Tt~ LA: ca. 10 kb

|
I 1
! \ KA:ca.38kb -~
— | ¥ ’
| \
| 1
| 1
| 1

Notl BamHI Clal Clal Xhol

pBS loxPNeoTKloxP,

Langer Arm

Kurzer Arm
' F1 T2 F3 ! ' '
Spe | Acll/ Aclll Acll/ Acll/ Acll/
Notl Kpnl Xbal| Sall Clal BamH | Clal Clal Clal Clal Xhol
| | [l | | L L1 |

KOV+KA+LA
21,5kb

Abbildung 4.18: Fertigstellung des Pde6h-knockout-Konstrukts
Der kurze Arm der homologen Rekombination wurde Uber Acl I/Cla | in den knockout-Basisvektor

eingebaut (1), die Orientierung geprtft und das Konstrukt durch Einklonieren des langen Arms Uber
Not | und BamH | vervollstandigt (2).
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Somit war das Pde6bh-knockout-Konstrukt (KOV+KA+LA) fertiggestellt und die korrekte
Zusammensetzung wurde durch Ansequenzierung aller Klonierungsstellen sowie die
komplette Sequenzierung der Exonbereiche liberpriift.

4.3 Herstellung und Testung der Sonden

4.3.1 5-Sonde

Wie unter 4.1.3 beschrieben sollte die 5'-Sonde im Bereich zwischen den Schnittstellen Spe I
und Kpn I binden und nach Southern-Hybridisierung in mit Spe I verdauter wildtyp-DNS
spezifisch ein Fragment von 14,7 kb detektieren. Mit Hilfe des Online-Programms ,, Repeat
Masker* (http://www.repeatmasker.org) wurde der entsprechende Bereich auf repetitive
Sequenzen untersucht und fiinf verschiedene in Frage kommende Sonden hergestellt und
getestet. Die Sonden wurden mittels PCR mit der Pfx-Polymerase an Mausschwanz-DNS
generiert, in pCR®2.1-TOPO® kloniert und anschlieBend sequenziert. Fiir die Southern-
Hybridisierung wurde die Sonden-DNS durch Restriktionsverdau mit EcoR I aus pCR"2.1-
TOPO® gewonnen und iiber ein priparatives Agarosegel mit dem MinElute Gel Extraction
Kit aufgereinigt. Die wildtyp-DNS wurde wie unter 3.2.10 beschrieben mit Spe I verdaut,
geblottet und mit der jeweiligen markierten Sonde hybridisiert. Die mit den Primern CB_F20
und CB_R6 synthetisierte 5'-Sonde der Lange 321 bp ergab reproduzierbar eine Bande auf
der richtigen Hohe und kam daher fiir das Screening der ES-Zellen auf der 5'-Seite zum
Einsatz (Abbildung 4.19).

wildtyp ES-DNS wildtyp ES-DNS
Hind IlI-Verdau Spe |-Verdau

Bkt 14,7kb

Abbildung 4.19: Testung der Sonden
Test der 3’-Sonde (links) beziehungsweise der 5°-Sonde (rechts) an wildtyp-DNS von embryonalen
Stammzellen.

4.3.2 3’-Sonde

Analog zur oben beschriebenen Strategie wurden fiir die 3’-Seite insgesamt zwei
verschiedene Sonden getestet, welche zwischen den Schnittstellen Acl I und Hind III binden
und in mit Hind III verdauter wildtyp-DNS spezifisch ein Fragment der Grofe 8,4 kb
detektieren sollten. Die wildtyp-DNS wurde mit Hind III verdaut, geblottet und mit der
jeweiligen markierten Sonde hybridisiert. Hierbei ergab eine Sonde der Lange 229 bp, welche
mit den Primern CB _F7 und CB_R7 synthetisiert wurde, reproduzierbar eine Bande der


http://www.repeatmasker.org/
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richtigen Grofle und wurde daher fiir das Massenscreening der ES-Zellen eingesetzt
(Abbildung 4.19).

4.4 Gentechnische Modifikation embryonaler Stammzellen

441 Das 1. Targeting

4.4.1.1 Embryonale Stammzellkultur

Im ersten Targeting wurden embryonale Stammzellen der Linie R1 mit dem linearisierten
Pde6h-Targeting-Konstrukt transfiziert, die Selektion mit G418 gestartet, iiberlebende
Zellklone isoliert und auf homologe Rekombination gepriift. Alle Arbeitsschritte erfolgten
nach den unter 3.3 beschriebenen Methoden. Das Pde6h-knockout-Konstrukt wurde zunéchst
mit Not I linearisiert und mittels Phenol-Chloroform-Extraktion auf die Elektroporation
vorbereitet. Embryonale Stammzellen der Passage 13 wurden in eine 25 cm>-Flasche ausgesit
und nach Protokoll bis zur Elektroporation kultiviert, sie befanden sich zum Zeitpunkt der
Elektroporation also in Passage 15. Zur Elektroporation wurden 60 ug linearisierte DNS mit
1,05x10” ES-Zellen gemischt und der Spannungspuls angelegt. Die Zeitkonstante Tong betrug
7,9 msec; der Kontrollwert mit PBS erreichte einen Wert von Teonse = 6,9 msec. Das
Targeting-Konstrukt sollte sich nun in der Zelle an die genomische DNS anlagern und durch
homologe Rekombination an der richtigen Stelle integriert werden. In der Folge entstehen
Zellen mit einem wildtyp- und einem homolog rekombinierten Allel (siche Abbildung 1.5).
Am Tag nach der Elektroporation begann die Selektion mit dem Aminoglykosid-
Antibiotikum Geneticin (G418) mit dem Ziel, alle Zellen, welche das Targeting-Konstrukt
nicht integriert hatten, abzutéten. Ab Tag 8 nach Selektionsstart wurden {iberlebende
Zellklone nach den unter 3.3.5.3 beschriebenen Kriterien beurteilt und isoliert. Abbildung
4.20 zeigt einige Stammzellklone verschiedener Morphologie und eine Feederzell-Schicht,
wie sie fiir die embryonale Stammzellkultur zum Einsatz kam.

Abbildung 4.20: Embryonale Stammzellen und Feederzellen

(A) Stammzellklon mit optimaler Morphologie und geeigneter Grof3e zur Isolation. (B) Beispiele fur zur
Isolation ungeeignete Stammzellklone. Links oben: flacher Zellklon mit beginnender Differenzierung;
rechts oben: gut abgegrenzter Zellklon mit seht dichtem Zentrum, rundes Erscheinungsbild deutet
aber auf ein Ablésen des Zellklons hin; rechts unten: Zellklon mit geeigneter Morphologie aber zu
geringer Grofke. (C) Feederzell-Monolayer.

Innerhalb von 7 Tagen konnten insgesamt 788 Zellklone ,,gepickt“ und nach weiterer
Kultivierung evaluiert werden. Hierbei ergaben sich insgesamt 293 Klone (entsprechend 37%
der isolierten Klone) mit gelber bzw. roter Beurteilung, also mit gutem Wachstum und
optimalem Aussehen. Eine Kopie jedes Klons wurde bis zur weiteren Verwendung {iiber
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Sicherungsplatten bei -80°C eingefroren, die restlichen Kopien wurden lysiert und die DNS
isoliert.

Jeder der 788 isolierten Zellklone wurde zunéchst mittels Hind III-Verdau und Hybridisierung
mit der 3’-Sonde auf homologe Rekombination auf der 3’-Seite hin iiberpriift. Klone, die
hierbei beide Signale, also sowohl fiir das wildtyp-Allel als auch fiir das homolog
rekombinierte Allel zeigten, wurden anschliefend auf homologe Rekombination auf der 5'-
Seite (Spe I-Verdau, 5'-Sonde) und Einfachintegration des Konstrukts (BamH I-Verdau, Neo-
Sonde) untersucht. In Abbildung 4.21 sind diese Nachweise nochmals in einer Ubersicht

dargestellt.
Spel Kpnl Xbal Sall Hind Il Acll Spel Acll Hind Il
o [y 1 lg | r |
- 1 -
WT 3’-Sonde
-
5-Sonde 8,4kb |
=]
I 1 14,7 kb
Xba | Sal | Acll/ . Acll/ Acll/ .
Spel Kpnl Spe | Clal Hind Il g5 Clal Hind 11l
| A [ | |
— —4 -~
g 3’-Sonde
L3 5 ﬁ)nde . -
1 4,7 kb 6.2kb F

=

Abbildung 4.21: Ubersicht iiber die Nachweise der homologen Rekombination

4.4.1.2 Kontrolle der 3"-homologen Rekombination

Zum Nachweis der homologen Rekombination auf der 3’-Seite wurde die DNS der Zellklone
wie unter 3.2.2.1 beschrieben isoliert, mit Hind III verdaut und nach Gelelektrophorese
geblottet. Die Blots wurden mit der 3’-Sonde hybridisiert, gewaschen und die Signale mittels
Phosphorimagerplatten detektiert (3.2.10). Nach korrekter Rekombination miisste das
Fragment des wildtyp-Allels mit 8,4 kb und das Fragment des rekombinanten Allels mit
6,2 kb zu detektieren sein, da eine homologe Rekombination auf beiden Allelen als duBerst
unwahrscheinlich anzusehen ist. Bei insgesamt 101 der 788 analysierten Zellklone konnten
die gewlinschten Banden detektiert werden. Abbildung 4.22 zeigt exemplarisch einen Blot des
3’-Massenscreenings mit verschiedenen rekombinanten Klonen sowie einige Klone ohne
Rekombination auf der 3"-Seite.
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Abbildung 4.22: Nachweis 3'-homologe Rekombination mit der 3'-Sonde

Southern Blot-Analyse von Klonen der Platte 1.1 4A2. Die 8,2 kb-Bande entspricht dem Wildtyp, die
6,4 kb-Bande einem auf der 3°-Seite homolog rekombinierten Allel. Rot gekennzeichnete Klone
weisen eindeutig eine homologe Rekombination auf der 3°-Seite auf.

Allgemeines Schema zur Bezeichnung der Klone:

[.14C24G: 1.1 =1. Targeting; Durchfiihrung zum 1. Mal
4C2 = 4. Picktag; 2. Platte; Plattenkopie C
4G = Koordinaten des Klons auf der 96-Loch-Platte

4.4.1.3 Kontrolle der 5'-homologen Rekombination

Alle 101 Klone mit korrekter 3’-Rekombination wurden anschlieBend mit der 5'-Sonde weiter
untersucht. Die DNS wurde nach Isolation mit Spe I verdaut und geblottet. Nach
Hybridisierung mit der 5’-Sonde sollten bei korrekter Rekombination zwei Banden der Grof3e
14,7 kb (wildtyp-Allel) und 4,7 kb (rekombinantes Allel) entstehen. Insgesamt 41 der 101 mit
dieser Methode untersuchten Klone zeigten beide Signale, sodass also 41 von 788 Klonen
eine homologe Rekombination aufwiesen. Die zweite Bande der als Wildtyp klassifizierten
Klone entsteht durch Integration eines Teilstiicks des knockout-Konstrukts mit zusétzlicher
Spe I-Schnittstelle auf der 3’-Seite. In Abbildung 4.23 ist ein ausgewdhlter Blot der 5°-
Kontrolle dargestellt.
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Abbildung 4.23: Nachweis 5°-homologe Rekombination mit der 5°-Sonde

Southern Blot-Analyse ausgewahlter Klone mit 3’-homologer Rekombination. Die 14,7 kb-Bande
entspricht dem Wildtyp, die 4,7 kb-Bande einem auf der 5°-Seite homolog rekombinierten Allel. Die
zweite Bande (ca. 11,4 kb) der als Wildtyp klassifizierten Klone entsteht durch Integration eines
Teilsticks des knockout-Konstrukts mit Spe [-Schnittstelle. Rot gekennzeichnete Klone weisen
eindeutig eine homologe Rekombination auf der 5°-Seite auf.
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4.4.1.4 Kontrolle der Einfachintegration

Parallel zur Analyse auf homologe Rekombination auf der 5'-Seite wurden alle 101 Klone mit
korrekter 3’-Rekombination durch BamH I-Verdau und Hybridisierung mit der Neo-Sonde
auf einmalige Integration des knockout-Konstrukts kontrolliert. Bei Einfachintegration sollte
eine singuldre Bande der Lange 10,4 kb zu detektieren sein, Klone mit mehreren Banden oder
einem Fragment der falschen GroBe wurden als falsch definiert. Abbildung 4.24 zeigt
exemplarisch einen Blot der Hybridisierung mit der Neo-Sonde.
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Abbildung 4.24: Nachweis der Einfachintegration mit der Neo-Sonde
Southern Blot-Analyse ausgewahlter Klone mit 3’-homologer Rekombination. Die 10,4 kb-Bande
entspricht einer Einfachintegration des Targeting-Konstrukts an richtiger Stelle. Klone mit einer Bande
der falschen Grofie (z.B. 5A1 12B) oder zwei Banden (z.B. 5A2 1F) werden nicht weiter verwendet.
Rot gekennzeichnete Klone weisen eindeutig eine Einfachintegration auf.

Insgesamt 81 der 101 untersuchten Klone wiesen eine singuldre Bande der richtigen Linge
auf, sodass letztendlich 32 der 788 isolierten Klone eine korrekte homologe Rekombination
mit Einfachintegration des Pde6h-knockout-Konstrukts zeigten. Tabelle 4.1 fasst die
Ergebnisse des 1. Targetings zusammen.

Tabelle 4.1: Zusammenfassung der Ergebnisse des 1. Targetings

Isolierte | Positive Nachweise mit . Insgesamt ! Evaluation
Klone : 3'.sonde 5-Sonde Neo-Sonde : POSitiv. ! griin gelb rot
788 | 101 41 81 L 32 1 14 7

4.4.2 Das 2. Targeting

4.4.2.1 Auftauen von L3-Klonen

Mit zwei der im 1. Targeting identifizierten Klone wurde anschlieBend ein 2. Targeting
durchgefiihrt. In Tabelle 4.2 sind alle L3-Klone des 1. Targetings mit ihrer genauen
Bezeichnung und der weiteren Verwendung aufgelistet. Fiir das 2. Targeting wurden die
Klone 6A und 4G der Platte 4A2 verwendet, die restlichen positiven Klone der Platte sowie
die in der Tabelle hellgrau markierten Klone der Platten 2C2, 3C2 und 4C1 wurden ebenfalls
von der Sicherungsplatte aufgetaut, zur Dauerlagerung in fliissigem Stickstoff bis zur 25 cm*-
Flasche kultiviert, anschlieBend eingefroren und zusétzlich DNS pripariert (3.3.5.5). Bei einer
Auswabhl dieser Zellklone (Klone fiir das 2. Targeting und eventuelle Blastozysteninjektionen)
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wurde die homologe Rekombination nochmals mit der 3"-Sonde, der 5'-Sonde und der Neo-
Sonde {iiberpriift, um Verwechslungen auszuschlieBen (Abbildung 4.25). Die Ergebnisse
dieser Untersuchungen sind in Tabelle 4.2 zusammengefasst.
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Abbildung 4.25: Southern Blot-Nachweise der aufgetauten L3-Klone

(A) Bestatigung der homologen Rekombination der im 2. Targeting verwendeten Klone 1.1 4A2 4G und
1.1 4A2 6A. (B) Bestatigung der 3’-homologen Rekombination der aufgetauten Klone. (C) Bestatigung
der 5-homologen Rekombination der aufgetauten Klone. (D) Bestatigung der Einfachintegration der

aufgetauten Klone.
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Klon I.1 2A2 6E konnte nicht wieder in Kultur genommen werden, da die Zellen nach dem
Einfrieren und Auftauen nicht mehr angewachsen waren. Alle anderen 20 Klone konnten nach
der Sicherung bei -80°C wieder kultiviert werden, und nach Analyse der DNS wurden 16
Klone mit eindeutig nachgewiesener homologer Rekombination identifiziert. Bei zwei Klonen
(4A2 2D, 4A2 3F) wurde die DNS zu diesem Zeitpunkt nicht iiberpriift, der Klon 3C2 8H
zeigte keine 5'-homologe Rekombination in der Kontrolle und Klon 4C1 9E zeigte beim
Nachweis mit der 3"-Sonde ein sehr schwaches Signal, weshalb auch dieser zundchst nicht
weiter verwendet werden sollte.

Tabelle 4.2: Auflistung der Pde6h-L3-Klone

Platte Klon Evaluation DNS-Kontrolle Verwendung
LA 4B geo - N
_M2A1 2D grin - S

1.1 2A2 3C gelb L3 Dauerlagerung

3D grin - -
4G rot L3 Dauerlagerung
5A gelb L3 Dauerlagerung
6E grin nicht angewachsen -
7E rot L3 Dauerlagerung
___________ D __grn_ -
1.1 3A1 4D gelb - -
7H grin - -
___________ 126 geb - ________________ - ________
1.1 3A2 2F rot L3 Dauerlagerung
6A grun L3 Dauerlagerung
6B gelb L3 Dauerlagerung
8H grin nicht L3 -
I ! gelb ... N Dauerlagerung__ _ _
1.1 4A1 4D grun L3 Dauerlagerung
4G gelb L3 Dauerlagerung
6F rot L3 Blastozysteninjektion
6G gelb L3 Dauerlagerung
8B grin L3 Dauerlagerung
9B grun L3 Dauerlagerung
I %€ ... ot _____ ? schwaches Signal | ___ Dauerlagerung___ _
1.1 4A2 2D rot nicht kontrolliert Dauerlagerung
3F grin nicht kontrolliert Dauerlagerung
4G rot L3 2. Targeting
___________ 6A _geb L 2Targeting
MISA1 10 gelb L __: S

1.1 5A2 1D gelb - -
___________ 1 geb -

1.1 6A1 7C gelb - -

4.4.2.2 Embryonale Stammzellkultur/Elektroporation

Im 2. Targeting wurden die Klone 4A2 4G und 4A2 6A mit einem Expressionsvektor,
welcher fiir die Cre-Rekombinase kodiert (pIC Cre) transfiziert. Alle Arbeitsschritte erfolgten
nach den unter 3.3.5 beschriebenen Methoden. Der pIC Cre-Vektor wurde mittels Phenol-
Chloroform-Extraktion auf die Elektroporation vorbereitet, und die Stammzellklone wurden
von der 24-Loch-Platte bis zur 75 cm’-Flasche fiir die Elektroporation kultiviert. Die
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Stammzellen wurden mit jeweils 21,8 pg nicht linearisierter pIC Cre-DNS gemischt und der
Spannungspuls angelegt. Die einzelnen Parameter der Elektroporation sind in Tabelle 4.3
aufgelistet. DNS-Abschnitte zwischen zwei loxP-Erkennungssequenzen sollten nun mit Hilfe
der Cre-Rekombinase deletiert werden, sodass insgesamt drei verschiedene Ereignisse zu
verzeichnen sind (Abbildung 4.26). 48 Stunden nach der Elektroporation wurde die
Negativselektion mit Ganciclovir gestartet mit der Folge des Absterbens derjenigen Zellklone,
bei denen die NeoTK-Resistenzgenkassette trotz Cre-Rekombination erhalten blieb. Folglich
blieben nach der Selektion nur noch zwei verschiedene Rekombinationsereignisse iibrig,
ndmlich der konstitutive (L1) und der konditionale knockout (L2). Bei Klon 4A2 6A wuchsen
nach der Selektion nur sehr wenige Zellklone, so dass erst ab Tag 9 nach Selektionsstart liber
insgesamt 9 Tage 13 iiberlebende Zellklone isoliert werden konnten. Ahnliche Verhiltnisse
zeigten sich bei den Zellen von Klon 4A2 4G. Hier fanden sich ab Tag 7 nach Selektionsstart
insgesamt 20 {iberlebende Zellklone, die ebenfalls iiber einen Zeitraum von 9 Tagen isoliert
wurden. Es ergaben sich also nach den beiden Elektroporationen und der Selektion insgesamt
33 Zellklone, von denen 25 (entsprechend 75% der isolierten Klone) in der Evaluation mit
»gelb* oder ,,rot* beurteilt wurden. Auch hier wurde eine Platte als Sicherungskopie bei -80°C
eingefroren und die restlichen Kopien lysiert und die DNS isoliert.

Tabelle 4.3: Elektroporations-Parameter im 2. Targeting

Klon Zellzahl Passage Teconst Teonst (PBS) isolierte Klone
4A26A  1,5x10° 23 10,4 6,9 13
4A2 4G 1,4x10" 24 10,3 6,9 20

Die isolierten Klone mussten nun mittels Southern Blot oder PCR auf die erfolgte Cre-
Rekombination iiberpriift und Zellklone mit konstitutivem oder konditionalem knockout
identifiziert werden.

4.4.2.3 Nachweis der Cre-Rekombination

Zum Nachweis der Cre-Rekombination standen zwei verschiedene Methoden zur Verfiigung.
Durch Restriktionsverdau mit BamH I und Hybridisierung mit der 3’-Sonde des 1. Targetings
konnen alle nach dem 2. Targeting mdglichen Rekombinationsereignisse im Southern Blot
nachgewiesen werden (Abbildung 4.26).
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Abbildung 4.26: Nachweis der Cre-Rekombination durch Southern-Hybridisierung

Im Wildtyp ergibt sich ein Signal von 18,8 kb, welches auf 13,0 kb bei L1-Klonen bzw. auf
6,0 kb bei L2-Klonen verkiirzt wird. Klone, welche die NeoTK-Kassette nach Cre-
Rekombination immer noch beinhalten, sterben wahrend der Selektion ab, da Ganciclovir
tiber die Thymidinkinase aktiviert wird und folglich toxisch auf die Zellen wirkt.

Targeting 1.1 Ursprungsklon 4A2 6A Targeting 1.2 Ursprungsklon 4A2 4G
<O o000 uWLOcCc<cmOAN C<OO0OOUWLOCcCcOHOOWCmOO<LCm
[a oo s o N o [ a o Y w'a R wa ' o a o o N ) [oaJwa lwa [ I 'a I 'a ' ' e ') M MmOmmMmMMOMMD
- - -~ -~ OSY <Y : N N © <

WT 18,8 kb:

WT 18,8 kb
L1 13,0kb.

L1 13,0k

L2 60kbil AGA L aE s e L2 60kb
3’-Sonde - 3’-Sonde

Abbildung 4.27: Southern-Nachweis der Cre-Rekombination im 2. Targeting

Southern Blot-Analyse der im 2. Targeting isolierten Klone. Die 18,8 kb-Bande entspricht dem Wildtyp,
die 13,0 kb-Bande einem Allel mit konstitutivem knockout (L1) und die 6,0 kb-Bande einem Allel mit
konditionalem knockout (L2).

Alternativ konnen auch mit der Pde6h-L1/L2-Genotypisierungs-PCR (Abbildung 4.28) Klone
mit konstitutivem oder konditionalem knockout identifiziert werden.
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Abbildung 4.28: Nachweis der Cre-Rekombination durch PCR

Bei dieser Methode entstehen durch Kombination von drei Primern abhingig vom Genotyp
verschieden groBe Fragmente. Reine wildtyp-Klone weisen nur die 446 bp-Bande auf, L2-
Klone zeigen eine Doppelbande mit 446 bp und 552 bp, und L1-Klone zeigen zwei Banden
der Lange 446 bp sowie 346 bp.
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Abbildung 4.29: PCR-Nachweis der Cre-Rekombination im 2. Targeting

PCR-Analyse der restlichen nach dem Auftauen von der Sicherungsplatte wieder angewachsenen
Klone des 2. Targetings. Die 446 bp-Bande entspricht dem Wildtyp, die 346 bp-Bande entspricht
einem Allel mit konstitutivem knockout (L1).

Zunichst wurden alle Klone mittels Southern Blot-Screening untersucht (Abbildung 4.27), es
konnten aber nicht von allen Klonen aussagekriftige Signale gewonnen werden. Da nicht
genligend DNS fiir weitere Untersuchungen zur Verfligung stand, wurde die Mehrzahl der
Klone wieder von der Sicherungsplatte aufgetaut und zur Kryokonservierung und Gewinnung
weiterer DNS bis zur 25 cm’-Flasche kultiviert. 14 der Klone wuchsen allerdings nicht mehr
an, und auf Grund einer Kontamination mussten die restlichen Zellklone vernichtet werden.
Somit standen nur noch wenige Sicherungsplatten zur Verfiigung, von denen weitere Klone
hochgezogen werden konnten. Die verbliebenen Platten mit insgesamt 10 Klonen wurden
aufgetaut, die Klone bis zur 25 cm*-Flasche kultiviert, dann eingefroren und nochmals DNS
zur Kontrolle isoliert. Hierbei wuchsen allerdings nur noch 6 der 10 Klone an. Bei der
Analyse mittels PCR fanden sich dann 4 wildtyp-Klone und zwei L1-Klone, jedoch keine L2-
Klone mehr (Abbildung 4.29), sodass nur noch L1-Klone zur weiteren Verwendung zur

Verfligung standen.
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Tabelle 4.4 fasst die Ergebnisse des 2. Targetings zusammen, in Tabelle 4.5 sind die
einzelnen Klone mit den entsprechenden Nachweisen in einer Ubersicht dargestellt.

Tabelle 4.4: Ergebnisse des 2. Targetings

Targeting Ursprungs- isolierte gelb/rot L1 L2 WT/ nicht
Klon Klone Mischklone bestimmbar
1.1 4A2 6A 13 10 3 1 4 5
1.2 4A2 4G 20 15 6 5 4 5

Tabelle 4.5: Auflistung der Klone des 2. Targetings

Hellgrau hinterlegt: L1; dunkelgrau hinterlegt: L2

Klone mit eindeutig bestimmtem Genotyp sind aufgelistet. Nicht aufgefihrte Klone zeigten zunachst
keine eindeutig aussagekraftigen Signale und gingen nach dem Auftauen durch Kontamination
verloren oder wuchsen nicht mehr an.

Platte Klon Evaluation Southern- PCR- Genotyp Verwendung/

Nachweis Nachweis Bemerkung
1.1 1B B gelb L1 WT WT -
D rot WT WT WT -
E grun L1 L1 L1 Blastozysteninjektion
G gelb - L1 L1 Blastozysteninjektion
1.1 2B A gelb L2 - L2 Kontamination
1.1 3B A rot WT - WT -
1.1 4B A gelb WT - WT -
Cc gelb L1 - L1 Kontamination
1.2 1B A gelb - WT WT -
1.2 2B A gelb L2 - L2 nicht gewachsen
B grin WT - WT -
D gelb L1 - L1 nicht gewachsen
E gelb L2 - L2 nicht gewachsen
F rot L1 - L1 Kontamination
G gelb L1 - L1 Kontamination
1.2 3B A gelb L2 - L2 Kontamination
1.2 4B A gelb L1 - L1 nicht gewachsen
D gelb L1 - L1 nicht gewachsen
E gelb L1 - L1 nicht gewachsen
11.2 5B A gelb L1/L2 - Mischklon -
B gelb L2 - L2 Kontamination
C grin - WT WT -
11.2 6B B gelb L2 - L2 Kontamination
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4.4.3 Blastozysteninjektion

Fiir die Blastozysteninjektionen wurden die beiden noch verbliebenen Klone (II.1 1B E und
II.1 1B G) mit konstitutivem knockout (L1) des 2. Targetings sowie ein Klon (I.1 4A1 6F) mit
homologer Rekombination (L3) des 1. Targetings verwendet. Die Blastozystenisolierungen
sowie -injektionen und der Embryotransfer wurden im Karolinska Center for Transgene
Technologies, Stockholm, durchgefiihrt. Hierfiir wurde jeweils ein 1 ml-Kryogefdl mit den
entsprechenden Klonen verschickt, die Klone wurden von der dortigen Arbeitsgruppe dann in
Kultur gebracht, expandiert und die Injektionen vorgenommen. Nach der Reimplantation
wurden chimire Méuse geboren, die zur Etablierung der Linien zuriick gesendet wurden. Der
Chimédrismus der Tiere wurde anhand des agouti-farbenen Anteils des Fells abgeschétzt
(Abbildung 4.30; Tabelle 4.6).

A

G14746

G15698 a G15695

Abbildung 4.30: Pde6h-Chimaren
(A) Ausgewahlte L1-Chimaren mit unterschiedlichem Grad an Chimarismus.
(B) Auswahl hochchiméarer L3-Tiere.

Tabelle 4.6: Ergebnisse der Blastozysteninjektion

Klon Genotyp Chimdre Chimirismus scrﬁz;ht G::tlar;s- tr};ig?nﬁgzitn
1.1 4A1 6F L3 G15695 > 90% a 23.10.07
G15696 > 90% 3 23.10.07 bei zwei der 4
G15697 > 90% I 23.10.07 Chimaren
_______________________ Gis698  >90% & 251007
.11 1B E L1 G14768 50% a8 18.02.08 -
G14752 40% 48 13.04.08 +
G14753 70% g 13.04.08 -
G14750 70% Q 13.04.08 nicht verpaart
e Glarst . 0% ® 13.04.08 _ nicht verpaart _
.11B G L1 G14746 20% a8 06.02.08 -
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4.5 Etablierung der knockout-Mauslinie

4.5.1 Verpaarung der Chimaren

Zur Etablierung der Pde6h-knockout-Mauslinie musste das {iber die embryonalen
Stammzellen eingebrachte mutierte Allel der Chiméren an die Nachkommen weiter vererbt
werden (Keimbahntransmission). Zu diesem Zweck wurden die méannlichen Chimiren mit
schwarzen C57BL/6 Weibchen verpaart. Bei braunen Nachkommen ist der Nachweis der
Keimbahngingigkeit der Mutation erbracht, da agouti dominant iiber schwarz vererbt wird
(Abbildung 3.8). Zwei der L3-Chimiren lieferten braune Nachkommen, welche dann mittels
Pde6h-L3-Genotypisierungs-PCR analysiert wurden. Bei einem der Nachkommen handelte es
sich um eine wildtyp-Maus, der zweite Nachkomme (G 15699) aber zeigte die beiden Banden
des wildtyp und des mutierten Allels (Abbildung 4.31). Mit dieser Maus der F1-Generation
konnte dann durch weitere Verpaarung die Linie etabliert und durch Verpaarung mit CMV-
,Cre-Deleter*-Mausen in vivo der konstitutive knockout generiert werden.

>
2-log-ladder
Maus 1
Maus 2
L3-Kontrolle
WT-Kontrolle
L3 +/- Kontrolle

o

& 224 bp WT
= 199 bp L3

Abbildung 4.31: Genotypisierung der Nachkommen der L3-Chiméaren

(A) Pde6h-L3-Genotypisierungs-PCR der braunen Nachkommen der L3-Chiméaren (Maus 1 und Maus
2). Maus 1 ist ein wildtyp-Tier, Maus 2 (G15699) ist heterozygot L3 und diente zur Etablierung der
knockout-Linie. (B) Foto von Maus 2 mit der Ohrclip-Nummer G15699.

Auch bei der Verpaarung der L1-Chimdre G14752 wurden insgesamt zwei braune
Nachkommen (G18087 und G18088) geboren, die Keimbahntransmission war also auch in
diesem Fall nachgewiesen. Die Analyse mit der Pde6h-L1/L2-Genotypisierungs-PCR zeigte
allerdings, dass es sich bei beiden Nachkommen um wildtyp-Tiere handelte (Abbildung 4.32).

Chimdre Weibchen wurden fiir die Verpaarungen zum Test auf Keimbahngéngigkeit nicht
eingesetzt, da die in der vorliegenden Arbeit verwendeten embryonalen Stammzellen von
minnlichen Miusen stammten und somit eine Weitergabe der Mutation von weiblichen

Chimaéren nicht zu erwarten war.



122 Ergebnisse | (Pde6h-knockout)

2-log-ladder
L1 +/- Kontrolle
WT-Kontrolle

G 18087
G 18088
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= 346 bp L1

Abbildung 4.32: Genotypisierung der Nachkommen der L1-Chimaére
Pde6h-L1/L2-Genotypisierungs-PCR der braunen Nachkommen G18087 und G18088 der L1-Chimare
G14752.

4.5.2 Gendeletion mit ,,Cre-Deleter“-Mausen

Da es sich bei den beiden braunen Nachkommen der L1-Chimére um wildtyp-Tiere handelte,
musste die Pde6h-knockout-Linie durch Verpaarung der heterozygoten Nachkommen der L3-
Chimére mit transgenen CMV-,,Cre-Deleter“-Méausen erfolgen (Abbildung 3.10). Aus diesen
Verpaarungen resultierten Maéuse mit heterozygotem konstitutivem kinockout, welche
zusitzlich das Transgen der Cre-Rekombinase besalen. Die Nachkommen aus diesen
Verpaarungen wurden mittels dreier verschiedener Genotypisierungs-PCR-Reaktionen
analysiert (Pde6h-L3-PCR, Pdeh6h-L1/L2-PCR und Cre-PCR) und die gewiinschten Tiere
identifiziert (Abbildung 4.33).
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G 17811
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L1 346 bp C

L1/L2-Genotypisierungs-PCR

G 17804
G 17805
G 17806
G 17807
G 17808
G 17809
G 17810
G 17811
G 17812
G 17813
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G 17810 G 17813

| Il!l!! 2-log-ladder

Cre 369 bp

Cre-Genotypisierungs-PCR

Abbildung 4.33: Gendeletion mit ,,Cre-Deleter“-Mausen

(A) PdebBh-L1/L2-Genotypisierungs-PCR der Nachkommen einer Verpaarung L3*" x Cre". (B) Cre-
Genotypisierungs-PCR desselben Wurfs. Cre-transgene Tiere mit heterozygotem Pde6h-knockout
(L1) sind rot dargestellt. (C) Fotos der ersten L1"-Mause mit Cre-Transgen mit den Clip-Nummern
G17810 und G17813.
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4.5.3 Auskreuzen des Cre-Transgens

Maiuse mit Pde6h-knockout und Cre-Transgen wurden anschlieBend mit wildtyp-Méusen
verpaart und so das Transgen wieder ausgekreuzt (Abbildung 3.10). Die Nachkommen dieser
Verpaarungen wurden ebenfalls mit der Pde6h-L1/L2-Genotypisierungs-PCR sowie der Cre-
Genotypisierungs-PCR analysiert (Abbildung 4.34). Somit standen nun die ersten
heterozygoten Pde6h-knockout-Méuse zur Verfiigung und durch weitere Verpaarung konnte
die Pde6h-knockout-Linie etabliert werden.
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Abbildung 4.34: Auskreuzen des Cre-Transgens

(A) Pdebh-L1/L2-Genotypisierungs-PCR der Nachkommen zweier Verpaarungen L1""Cre" x WT. (B)
Cre-Genotypisierungs-PCR derselben Wiirfe. Tiere mit heterozygotem Pde6h-knockout (Pde6h™)
ohne Cre-Transgen sind rot dargestellt.

4.5.4 Etablierung der konstitutiven Pde6h-knockout-Linie

Der homozygote konstitutive Pde6bh-knockout wurde durch Kreuzung von heterozygoten
Pde6h-knockout-Ménnchen mit heterozygoten Pde6h-knockout-Weibchen geziichtet. Vorteil
dieser Verpaarungen ist, dass in jedem Wurf nach den mendelschen Gesetzen der Anteil an
wildtyp- und knockout-Tieren gleich sein miisste, so dass fiir nachfolgende
Phénotypisierungen Wurfkontrollen zur Verfiigung stehen. Alle Nachkommen aus den oben
genannten Verpaarungen wurden mit Hilfe der Pde6h-L1/L2-PCR genotypisiert (Abbildung
4.35).
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Abbildung 4.35: Etablierung der Pde6h-knockout-Linie

Pde6h-L1/L2-Genotypisierungs-PCR der Nachkommen einer Verpaarung Pde6h*" x Pde6h*". Homo-
zygote Pde6h-knockout-Mause (Pde6h"') sind rot dargestellt. Homozygote wildtyp-Wurfgeschwister
(grain) dienen in Phanotypisierungs-Experimenten als Kontrollen.

4.6 Generierung eines Pde6h-spezifischen Peptid-Antikorpers

4.6.1 Peptiddesign

Ein weiteres Ziel der vorliegenden Arbeit war, mit Hilfe eines spezifischen Anti-Pde6h-
Antikorpers das Fehlen der y'-Untereinheit der Zapfen-PDE bei Pde6h”-Miusen zu
verifizieren. Hierfiir wurde ein polyklonaler Anti-Peptid-Antikdrper generiert, welcher
spezifisch die inhibitorische y’-Untereinheit der Zapfen-PDE detektiert. Nach einem
Alignment der Proteinsequenzen von Pde6h und Pde6g wurde ein fiir Pde6h moglichst
spezifischer Sequenz-Bereich ausgewdhlt, der geringe Homologie zu verwandten Proteinen
aufwies. Der ausgewdhlte, 19 Aminosduren umfassende N-terminale Bereich der Pde6h
wurde am C-terminalen Ende um ein Cystein ergénzt (Abbildung 4.36), um eine Kopplung an
das Carrierprotein KLH (Keyhole Limpet Hemocyanine) zu ermdglichen. Die Synthese dieses
Peptids mit einem Molekulargewicht von 1957 g/mol und die Kopplung an KLH wurden von
der Firma Eurogentec (Seraing, Belgien) durchgefiihrt.

A
Pdeébg MNLEPPKGEIRSATRVIGGPVTPRKGPPKFKQRQTRAQFKSKPPKKGVQGFGDDIPGMEGL 60
Pdeé6h MSDSPS----LSPPAPSQGPTTPRKGPPKFKQRAQTRAFKSKPPKKGVKGFGDDIPGMEGL 56
* . Lk, * .. hok _ kkkkkkkkkkhhhkkkkkkkkkkkkk s hkkkkkkkkkkx
Pdebg GTDITVICPWEAFNHLELHELAQYGII 87
Pdeébh GTDITVICPWEAFSHLELHELAQFGII 83
hhkhhhhhhhhhhkh _hhhkhhhhkkzhkk
B

ausgewahlte Peptid-Sequenz: NH,-MSDSPCLSPPAPSQGPTTPC-CONH,

Abbildung 4.36: Auswahl der Peptidsequenz

(A) Alignment der Proteinsequenz von Pde6g und Pde6h. Die zur Herstellung des Antikdrpers
ausgewahlte Peptidsequenz ist rot hinterlegt. * = identische Aminosdure; . = semikonservierte
Substitution; : = konservierte Substitution. (B) Aufbau des zur Immunisierung verwendeten Peptids.
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4.6.2 Immunisierung von Kaninchen und Test der Antiseren

Die Immunisierung zweier Kaninchen mit dem an KLH gekoppelten Peptid erfolgte bei
Eurogentec nach dem unter 3.5.2 beschriebenen Protokoll. Die Praimmunseren, die Testseren
nach der 3. Immunisierung (Tag 59) sowie die durch Ausblutung gewonnenen Seren (Tag 87)
wurden anschlieBend mittels Immunfluoreszenzfarbungen an retinalen Kryoschnitten von 30
Tage alten wildtyp-Méusen des Stamms C57BL/6 getestet. Dazu wurden Gewebeschnitte von
wildtyp-Retinae angefertigt und auf Objekttrigern fixiert. Die Schnitte wurden nach
Blockierung unspezifischer Bindungsstellen mit den Kaninchenseren in verschiedenen
Verdiinnungen iiber Nacht inkubiert und das Serum wieder ausgewaschen. Nach Inkubation
mit einem mit Fluoreszenzfarbstoff gekoppelten Sekundérantikdrper wurden die Schnitte
fixiert, zusdtzlich erfolgte eine Kernfirbung mit DAPI (4',6-Diamidino-2-phenylindol). Die
Herstellung und Fixierung der Kryo-Gewebeschnitte sowie die Immunfluoreszenzfarbungen
wurden von Mitarbeitern der Arbeitsgruppe fiir experimentelle Ophthalmologie des
Forschungsinstituts fiir Augenheilkunde in Tiibingen durchgefiihrt. Bei allen untersuchten
Antiseren ist eine spezifische Farbung der Zapfen zu erkennen (Abbildung 4.37 A, C),
wihrend die jeweils zugehorigen Prdiimmunseren keine spezifische Farbung der Zapfen oder
anderer Strukturen der Netzhaut aufweisen (Abbildung 4.37 B, D).
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Abbildung 4.37: Antiseren-Test

Immunhistochemische Farbungen retinaler wildtyp-Kryoschnitte mit Antiseren (Tag 59) (A, C) sowie
Praimmunseren (B, D). oben: Seren von Kaninchen Nr. 1, Verdinnung 1:3000; unten: Seren von
Kaninchen Nr. 2, Verdunnung 1:500. Reprasentative Schnitte durch die Retina zeigen eine Farbung
der Zapfen bei Verwendung der Antiseren. Diese Farbung fehlt vollstdndig bei Verwendung der
Praimmunseren. GCL=Ganglienzellschicht; INL=innere Kdrnerschicht; ONL=3ulRere Koérnerschicht;
IS=Innensegmente der Photorezeptoren; OS=Auliensegmente der Photorezeptoren. Durchgefihrt
von Mitarbeitern der Arbeitsgruppe fir experimentelle Ophthalmologie des Forschungsinstituts fir
Augenheilkunde in Tubingen.
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4.7 Analyse des retinalen Phanotyps

Auf Grund der physiologischen Funktion der inhibitorischen y-Untereinheit der Zapfen-PDE
in der Phototransduktion und des von Tsang et al. publizierten retinalen Phanotyps der Pde6g-
knockout-Maus (Tsang et al. 1996) lag zunédchst die Annahme nahe, dass die Deletion von
Pde6h in der Maus zu einer verdnderten Morphologie und Funktionalitit der Netzhaut
beziehungsweise der Zapfen fiihren konnte. Um diese Hypothese zu verifizieren, wurden
verschiedene funktionelle und morphologische Netzhautanalysen an Pde6h™ -Miusen
durchgefiihrt.

4.7.1 Immunhistochemische Analyse

Zur Analyse der Netzhautmorphologie wurden Retinae von Pde6h”-Tieren mit
immunhistochemischen Methoden untersucht. Die Herstellung und Fixierung der
Gewebeschnitte sowie die immunhistochemischen Analysen wurden freundlicherweise von
Mitarbeitern der Arbeitsgruppe fiir experimentelle Ophthalmologie des Forschungsinstituts
fiir Augenheilkunde in Tiibingen durchgefiihrt. Retinae der Pde6h”-Tiere im Alter von 4
Wochen wurden geschnitten und fixiert. Die Schnitte wurden entweder mit Himatoxilin-
Eosin fiir Ubersichtsanalysen gefirbt oder nach Blockierung unspezifischer Bindungsstellen
zundchst mit den entsprechenden Antikdrpern (Anti-CNGB3, Anti-Pde6h, Anti-rot/griin-
Opsin und Anti-blau-Opsin) inkubiert, anschlieBend mit einem mit Fluoreszenzfarbstoff
gekoppelten Sekundirantikorper inkubiert und einer Kernfarbung mit DAPI unterzogen. In
der Hiamatoxilin-Eosin-Ubersichtsanalyse fanden sich keine morphologischen Auffilligkeiten
der Pde6h™-Tiere (Abbildung 4.38). Zum Zeitpunkt dieser Untersuchungen standen allerdings
noch keine wildtyp-Wurfkontrollen zur Verfligung, so dass die genaue vergleichende Analyse
der Morphologie mit wildtyp-Kontrolltieren noch aussteht.

Abbildung 4.38: Immunhistochemische Analyse von Pde6h™-Retinae

Hamatoxilin-Eosin-Farbung eines Gewebeschnitts aus Pde6h™-Retina. (A) Ubersichtsabbildung der
Retina. (B) Repréasentativer, vergroferter Ausschnitt aus (A). Es sind keine Auffalligkeiten zu
erkennen, welche auf eine Netzhautdegeneration oder Netzhautschaden hindeuten wiirden.
GCL=Ganglienzellschicht; INL=innere Kdrnerschicht; ONL=aulRere Kdrnerschicht; IS=Innensegmente
der Photorezeptoren; OS=AulRensegmente der Photorezeptoren.

Durchgefuhrt von Mitarbeitern der Arbeitsgruppe flr experimentelle Ophthalmologie des
Forschungsinstituts fir Augenheilkunde in Tubingen.
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In der Immunfluoreszenz fanden sich bei der Zapfen-Farbung mit Antikdrpern gegen
CNGB3, rot/griin-Opsin sowie blau-Opsin ebenfalls weder Anzeichen fiir eine
Netzhautdegeneration noch andere offensichtliche Defekte der Photorezeptoren (Abbildung
439 A,C,D). Allerdings standen zum Zeitpunkt der Untersuchung noch keine wildtyp-
Wurfkontrollen zur Verfiigung, so dass auch hier noch vergleichende Untersuchungen
ausstehen. Mit Hilfe des Anti-Pde6h-Antikdrpers konnte die Abwesenheit der inhibitorischen
v -Untereinheit der Phosphodiesterase in Zapfen bestdtigt werden, womit die erfolgreiche
Pde6h-Gendeletion auch auf Proteinebene nachgewiesen ist (Abbildung 4.39 B).
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INL
Anti-CNGB 3 Anti-PDEGH

Anti-Opsin r/g i GCL
Anti-Opsin b

Abbildung 4.39: Inmunofluoreszenz-Analyse von Pde6h™-Retinae

Immunofluoreszenz-Farbung retinaler Schnitte von Pde6h™-Mausen im Alter von 4 Wochen mit einem
Antikorper gegen (A) CNGB3 (Verdinnung 1:400, rot), (B) Pde6h (Verdiinnung 1:1000, grin), (C)
rot/grin-Opsin (Verdinnung 1:200, grin), (D) blau-Opsin (Verdinnung 1:200, griin) sowie einer DAPI-
Farbung (A-D, blau) zur Visualisierung der Zellkerne. Die genetische Ablation von Pde6h resultiert in
einem Verlust der inhibitorischen y-Untereinheit der Zapfen (B) bei unveranderter Anwesenheit und
Morphologie der Zapfen (A, C, D).

GCL=Ganglienzellschicht; INL=innere Kdrnerschicht; ONL=aullere Kdrnerschicht; IS=Innensegmente
der Photorezeptoren; OS=AulRensegmente der Photorezeptoren.

Durchgefihrt von Mitarbeitern der Arbeitsgruppe fiir experimentelle Ophthalmologie des
Forschungsinstituts fiir Augenheilkunde in Tibingen.
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4.7.2 Visuelle Funktionsanalyse mittels Elektroretinogramm

Die Sehfunktion der Méuse wurde in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Mathias Seeliger (AG
Neurodegeneration des Auges, Forschungsinstitut fiir Augenheilkunde, Tiibingen) untersucht.
Durch Ganzfeld-ERGs wurde die elektrische Antwort von Photorezeptoren der gesamten
Retina auf Lichtreize verschiedener Intensitidten gemessen. Im Blitz-ERG wird die gesamte
Retina durch Lichtreize aktiviert und die resultierenden elektrischen Antworten bestimmt. Bei
Dunkeladaption (iiber Nacht, skotopische Bedingungen) dient es der Beurteilung der
Stdbchenfunktion, bei vorheriger Helladaption zur Absittigung der Stibchen (Lichtadaption
bei 30cd/m”® fiir 10 min; photopische Bedingungen) als Funktionstest der Zapfen. Im
Flimmer-ERG werden Lichtblitze einer bestimmten Intensitit in verschiedenen Frequenzen
dargeboten. Bei hohen Frequenzen ab ca. 5 Hz konnen die langsameren Stibchen den Reizen
nicht mehr folgen, so dass auch hier spezifisch Zapfensignale gemessen werden. Unter
Verwendung einer geringen Lichtintensitit (Dunkel-Flimmer-ERG) kann mit dieser Methode
jedoch auch das Stibchen-System analysiert werden. Charakteristische Grofen des
Elektroretinogramms sind die a- und die b-Welle. Bei Dunkeladaption erkennt man bei
niedriger Blitzintensitdt nur die positive b-Welle, die die elektrische Aktivitdt der
Bipolarzellen widerspiegelt. Die a-Welle ist ein negativer Ausschlag, der erst bei héheren
Blitzintensititen vor der b-Welle erscheint. Die a-Welle wird der Signaltransduktionskaskade
in den Photorezeptoren zugeschrieben.

Die Elektroretinogramme wurden binokular wie von Seeliger und Tanimoto (Seeliger et al.
2001; Tanimoto et al. 2009) beschrieben an andsthesierten Méusen mit dilatierten Pupillen
durchgefiihrt. Pde6h”-Miuse sowie wildtyp-Wurfgeschwister im Alter von 4-5 Monaten
wurden sowohl dunkel- als auch helladaptiert elektroretinographischen Untersuchungen
mittels Blitz- (Abbildung 4.40) und Flimmer-ERGs (Abbildung 4.41) unterzogen.

Bei keiner der durchgefiihrten Messungen konnte ein signifikanter Unterschied der
Netzhautfunktion zwischen Pde6h”-Méusen und ihren Wurfgeschwister-Kontrollen
festgestellt werden. Die Hypothese der Entwicklung einer Netzhautfunktionsstorung bzw.
einer Funktionsstdrung spezifisch des Zapfensystems durch Verlust der inhibitorischen y’-
Untereinheit der Zapfen-PDE wurde somit zumindest bei Mdusen im Alter von vier bis flinf
Monaten nicht bestétigt. Eine mogliche Erkldrung hierfiir konnte beispielsweise eine
kompensatorische Expression von Pde6g in Pde6h™-Zapfen sein, so dass die inhibitorische
Untereinheit der Stabchen-PDE die Funktion des fehlenden Proteins iibernehmen kénnte und
somit die retinale Funktionalitét trotz Deletion von Pde6h erhalten bleibt.
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Abbildung 4.40: Blitz-Elektroretinogramme von wildtyp- und Pde6h”-Miusen

Links: reprasentative Antworten der ERG-Messungen jeweils einer Maus und Uberlagerung beider
Messungen; die senkrechte Linie zeigt den Zeitpunkt des Lichtblitzes an. Rechts: statistische
Gesamtauswertung der b-Wellen-Amplitude bzw. der b-Wellen-Latenz in Abhangigkeit von der
Beleuchtungsstarke. (A) Die Stimulus-Intensitat des Lichtblitzes unter skotopischen Bedingungen
betrug -4,0 bis 1,5 log cd*s/m?. (B) Die Stimulus-Intensitat des Lichtblitzes unter photopischen
Bedingungen betrug -2,0 bis 1,5 cd*s/m?. Statistische Auswertung: Box-Whisker-Plot. Die Rechtecke
zeigen die 25% und 75%-Quantilbreite; Whisker (senkrechte Striche) indizieren die 5% und 95%-
Quantile; durchgezogene Linien verbinden die Mediane der Daten (rot: Pde6h™ (n=4); schwarz: WT
(n=4)). Unter photopischen und unter skotopischen Bedingungen konnten keine signifikanten
Unterschiede zwischen wildtyp und knockout detektiert werden.

Durchgefihrt von Dr. Naoyuki Tanimoto; AG ,Neurodegeneration des Auges®, Forschungsinstitut fur
Augenheilkunde, TUbingen.
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Abbildung 4.41: Flimmer-Elektroretinogramme von wildtyp- und Pde6h”-Miusen

Links: reprasentative Antworten der ERG-Messungen jeweils einer Maus und Uberlagerung beider
Messungen; die senkrechte Linie zeigt den Zeitpunkt des Lichtblitzes an. Rechts: statistische
Gesamtauswertung der Flimmer-Amplituden in Abhangigkeit von der Flimmer-Frequenz. Messung der
Antworten im Flimmer-ERG mit gleichbleibender Lichtintensitat (skotopisch -2 log cd*s/m? (A) und 0,5
log cd*s/m® (B) sowie photopisch 0,5 log cd*s/m? (C)) bei 12 verschiedenen Frequenzen (0,5; 1; 2; 3;
5; 7; 10; 12; 15; 18; 20 und 30 Hz). Statistische Auswertung: Box-Whisker-Plot. Die Rechtecke zeigen
die 25% und 75%-Quantilbreite; Whisker (senkrechte Striche) indizieren die 5% und 95%-Quantile;
durchgezogene Linien verbinden die Mediane der Daten (rot: Pde6h™ (n=4); schwarz: WT (n=4)).
Unter photopischen und unter skotopischen Bedingungen konnten keine signifikanten Unterschiede
zwischen wildtyp und knockout detektiert werden.

Durchgefuhrt von Dr. Naoyuki Tanimoto; AG ,Neurodegeneration des Auges®, Forschungsinstitut fir
Augenheilkunde, Tubingen.
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4.7.3 in vivo morphologische Analysen mittels SLO und OCT

Bei der Scanning Laser Ophthalmoskopie (SLO) und der optischen Kohérenztomographie
(optical coherence tomography, OCT) handelt es sich um nichtinvasive Verfahren zur
Analyse der Netzhautstruktur. So koénnen {iiber die Reflexion von Lichtstrahlen an
Netzhautstrukturen die retinale Topographie analysiert, die retinale Struktur im Detail
untersucht und beispielsweise die Dicke der verschiedenen Netzhautschichten gemessen
werden. Das Grundprinzip des SLO besteht in einer sequentiellen Abtastung des
Augenhintergrundes mit einem schwachen Laserstrahl einer bestimmten Wellenlidnge, wobei
das dabei reflektierte Licht registriert wird. Somit wird eine Darstellung konfokaler
horizontaler Schnitte ermdglicht, diese weisen aber eine geringe Tiefenauflosung auf. Auch
die OCT verwendet einen schwachen kohdrenten Infrarot-Laser zur Analyse der reflektiven
Eigenschaften einer Probe. Die Netzhaut wird mit Licht eines bestimmten
Wellenlidngenbereichs beleuchtet und das reflektierte Licht wird mit einem Spektrometer
gemessen. In einem Interferometer wird das zuriickgestreute Licht aus dem Probenarm mit
Licht aus einem Referenzarm tiberlagert. Licht, das in tieferen Schichten reflektiert wird, ist
langer unterwegs als Licht, das in den oberen Schichten der Netzhaut reflektiert wird. Diese
Zeitverzogerung kann gemessen und ausgewertet werden. Uber die Veréinderung der
Referenzarmlénge kann man dabei Punkt fiir Punkt in die Tiefe scannen, und durch mehrere
nebeneinander gelegene Tiefenscans erhdlt man Schnittbilder. Dabei konnen Tiefenprofile,
welche eine der Histologie vergleichbare Auflosung biologischer Gewebestrukturen
aufweisen, erhalten werden.

Die in vivo morphologischen Analysen von Pde6h”-Miusen und wildtyp-Wurfkontrollen im
Alter von 4-5 Monaten wurden in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Mathias Seeliger (AG
Neurodegeneration des Auges, Forschungsinstitut fiir Augenheilkunde, Tiibingen) nach den
von Fischer et al. und Huber et al. beschriebenen Methoden durchgefiihrt (Fischer et al. 2009;
Huber et al. 2009). Auch bei diesen Untersuchungen konnten keine morphologischen
Unterschiede zwischen wildtyp- und Pde6h™-Tieren detektiert werden (Abbildung 4.42).
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Pde6h™

Abbildung 4.42: in vivo-Morphologie von wildtyp- und Pde6h”-Mausen

(A) und (C) Reprasentatives Beispiel der retinalen Morphologie bei wildtyp-Kontrolltieren. (B) und (D)
Reprasentatives Beispiel der retinalen Morphologie bei Pdebh™-Mausen. (A,B) En face Bildgebung
(SLO) unter Verwendung des nativen HRA2 Infrarot-Modus (815 nm). (C,D) Korrespondierende OCT-
Daten. Die OCT- und SLO-Daten ergaben keinen Unterschied zwischen wildtyp- und Pde6h™-Tieren.
GCL=Ganglienzellschicht; INL=innere Koérnerschicht; ONL=auflere Koérnerschicht; 1/0S=Innen- und
AulRensegmente der Photorezeptoren.

Durchgeflhrt von Mitarbeitern der Arbeitsgruppe ,Neurodegeneration des Auges*, Forschungsinstitut
fur Augenheilkunde, Tubingen.



Ergebnisse Il (Kcnv2-knockout-lacZ-knockin) 133

5 Ergebnisse Il (Kcnv2-knockout-lacZ-knockin)

5.1 Vorarbeiten

5.1.1 knockout-Strategie

Den im Abschnitt 3.3 beschriebenen zellkulturtechnischen Arbeiten zur Generierung einer
Kenv2-knockout-Maus lag ein von Prof. Dr. Bernd Wissinger (Molekulargenetisches Labor
der Universititsaugenklinik Tiibingen) generiertes Targeting-Konstrukt zu Grunde. Die
Strategie zur Deletion des Kcnv2-Gens war grundsétzlich angelehnt an die im
vorhergehenden Kapitel beschriebene Strategie des Pde6h-knockouts. Fiir die Entwicklung
des Targeting-Konstruktes wurde zundchst die Genstruktur von Kecnv2 durch
Datenbankrecherche ermittelt. Das insgesamt zwei Exone umfassende Gen der Liange 14,6 kb
befindet sich auf Chromosom 19 der Maus, die messenger-RNS erstreckt sich liber 5092 bp
und kodiert fiir das 562 Aminosduren umfassende Protein. Durch virtuelle Restriktionsanalyse
der DNS-Sequenz wurden im Labor von Prof. Wissinger geeignete Schnittstellen fiir die
Generierung des gewliinschten Konstrukts identifiziert und daraus die knockout-Strategie
entwickelt. Hierbei sollte die kodierende Sequenz des Kenv2-Gens passgenau durch das lacZ-
Gen ersetzt werden, sodass letzteres unter der Kontrolle des nativen Promotors exprimiert und
gleichzeitig der konstitutive knockout des Kenv2-Gens generiert wird. Durch Analyse der
Expression von lacZ in verschiedenen Geweben der knockout-Méuse kann somit indirekt die
Expression von Kcnv2 untersucht werden, eine konditionale Deletion des Kenv2-Gens ist bei
dieser Methode allerdings nicht moglich.

Kurzer Arm

Langer Arm ca. 8,4 kb ca. 3,5 kb
5’-homologer Bereich lacZ-Gen 3’-homologer
Bereich
Exon1 | .7 Exon 2

. . knockout-
/5/ | 3" Konstrukt

Exon 2

>
// !

kb wildtyp-Allel

I Exon (UTR) I Exon (kodierend) } loxP Resistenzgen-Kassette ‘ lacZ-Gen

Abbildung 5.1: Aufbau des Kcnv2-knockout-Konstrukts
Schematische Darstellung des Kcnv2-knockout-Konstrukts im Vergleich zu einem wildtyp-Allel. Die
codierenden Bereiche der Exone 1 und 2 wurden passgenau durch das lacZ-Gen ersetzt.

Als Ausgangsmaterial fiir die Klonierung des Targeting-Konstrukts wurde der BAC-Klon
BMQ 176K16 (aus einer 129SV-Klonbank von Geneservice) und das Plasmid pSV-BGal
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verwendet. Der kurze und der lange Arm der homologen Rekombination sowie das lacZ-Gen
wurden mittels PCR mit einer high fidelity proofreading Polymerase (PfuUltra HF) aus dem
entsprechenden Template generiert sowie sequenziert und in mehreren Teilschritten
schlieBlich in das knockout-Basiskonstrukt (pBSloxPNeoTKloxP, sieche 4.1.2) einkloniert.
Das finale Konstrukt im Vergleich zum wildtyp-Allel ist in Abbildung 5.1 dargestellt. Dieses
Targeting-Konstrukt sollte nun ebenfalls mittels Elektroporation in embryonale Stammzellen
von Méusen eingebracht und durch homologe Rekombination ins Genom der Stammzellen
integriert werden.

5.1.2 Nachweis der homologen Rekombination

Fiir die vereinfachte Vorpriifung von Stammzellklonen mit homologer Rekombination wurde
im Labor von Prof. Wissinger eine Long Distance-PCR {iber den kurzen Arm des Konstrukts
etabliert (Abbildung 5.2) und an einem Konstrukt mit ,,verldngertem Arm* iiberpriift. Dabei
liegt ein Primer auflerhalb und ein Primer innerhalb des homologen Bereichs des Konstruktes,
sodass nur dann ein Amplikon der richtigen GroB3e (3736 bp) gebildet werden kann, wenn das
Targeting-Konstrukt an der richtigen Stelle ins Genom integriert wurde. Somit mussten nur
PCR-positive Klone mittels Southern Blot-Hybridisierung niher untersucht werden. Fiir diese
Analysen wurden nach den unter 4.1.3 beschriebenen Anforderungen Restriktionsenzyme fiir
den 5'-, den 3’- und den Neo-Nachweis ausgewihlt und die entsprechenden Sonden kloniert
und an wildtyp-DNS getestet. Die Sonden wurden mittels PCR generiert und in einen
pCR®2.1-TOPO® kloniert, aus dem die Sonden-DNS durch Restriktionsverdau mit EcoR I
gewonnen werden konnte. Der Nachweis der homologen Rekombination auf der 5°-Seite
wurde mit dem Restriktionsenzym BamH 1 geplant. Im Wildtyp ergibt sich hierbei ein
Fragment der Lange 23,6 kb, welches mit der 5'-Sonde detektiert werden kann und nach
homologer Rekombination auf 9,2 kb verkiirzt ist. Analog dazu dient EcoR V zum Nachweis
der Rekombination auf der 3’-Seite, das wildtyp-Fragment der Lange 6,5 kb wird auf 4,2 kb
verkiirzt. Die Uberpriifung auf Einfachintegration mit der Neo-Sonde erfolgte ebenfalls mit
BamH 1, hier sollte bei korrekter Integration ein Fragment der Linge 11,2 kb entstehen.
Abbildung 5.2 zeigt eine Ubersicht iiber die einzelnen Nachweise der homologen
Rekombination.

5.1.3 Nachweis der Cre-Rekombination

Nach Transfektion mit der Cre-Rekombinase und Selektion mit Ganciclovir im 2. Targeting
sollten beim Kenv2-knockout-Konstrukt nur noch L1-Klone vorhanden sein. Zur
Identifizierung dieser Zellklone wurde ebenfalls im Labor von Prof. Wissinger eine Southern
Blot-Nachweisstrategie entwickelt. Durch Verdau mit dem Restriktionsenzym BamH I und
Hybridisierung mit der 3'-Sonde aus dem 1. Targeting ergibt sich im Wildtyp ein Fragment
der Lange 23,6 kb, welches sich auf 6,5 kb bei L1- Klonen verkiirzt (Abbildung 5.3).
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Abbildung 5.2: Ubersicht iiber die Nachweise der homologen Rekombination
Dargestellt ist die Genarchitektur eines wildtyp-Allels (oben) im Vergleich zu einem homolog
rekombinierten Allel (unten) mit allen Southern- und PCR-Nachweisen. Erklarungen im Text.
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1
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Abbildung 5.3: Nachweis der Cre-Rekombination im 2. Targeting

Die Abbildung zeigt die Genarchitektur eines wildtyp-Allels (WT) im Vergleich zu einem Allel mit
homologer Rekombination (L2) und einem Allel mit konstitutivem Kcnv2-knockout-lacZ-knockin (L1).
Mit BamH | und der 3’-Sonde aus dem 1. Targeting kdnnen die entsprechenden Zellklone identifiziert
werden.
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5.2 Testung der Sonden

Die von Wissinger klonierten und fiir die Anwendung im Southern Blot etablierten Sonden
wurden unter den unter 3.2.10 beschriebenen Bedingungen nochmals auf Reproduzierbarkeit
getestet.

Die 5’-Sonde mit einer Lange von 450 bp soll auBerhalb des rekombinanten Bereichs binden
und nach Southern-Hybridisierung in mit BamH I verdauter wildtyp-DNS spezifisch eine
Bande der GroBe 23,6 kb detektieren. Zum Test wurde wildtyp-ES-DNS nach dem unter
3.2.10 beschriebenen Protokoll mit BamH I verdaut, geblottet und mit der durch
Gelextraktion aufgereinigten und radioaktiv markierten Sonde hybridisiert. Die Sonde ergab
reproduzierbar auch unter den fiir die vorliegende Arbeit verwendeten Bedingungen ein
Signal auf der richtigen Hohe und wurde daher fiir das Screening der ES-Zellen verwendet.

Auch die 3’-Sonde mit der Lange 330 bp bindet auBlerhalb des rekombinanten Bereichs und
dient zum Nachweis eines 6,5 kb-Fragments im Wildtyp nach Verdau mit der
Restriktionsendonuklease EcoR V. Zum Test wurde wildtyp-DNS mit EcoR V verdaut,
geblottet und mit der markierten 3'-Sonde hybridisiert. Hierbei zeigte sich ebenfalls
reproduzierbar ein Signal der gewiinschten Linge, sodass auch diese Sonde fiir die Analyse
der ES-Zellen verwendet wurde (Abbildung 5.4).

wildtyp ES-DNS wildtyp ES-DNS
BamH I-Verdau EcoR V-Verdau
23,6 kb
6,5 kb [
5°-Sonde
3’-Sonde

Abbildung 5.4: Testung der Sonden
Test der 5°-Sonde (links) beziehungsweise der 3’-Sonde (rechts) an wildtyp-DNS von embryonalen
Stammzellen.
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5.3 Gentechnische Modifikation embryonaler Stammzellen

5.3.1 Das 1. Targeting

5.3.1.1 Embryonale Stammzellkultur

Das 1. Targeting des Kenv2-Konstrukts wurde mit embryonalen Stammzellen von Méusen
der Linie R1 in Passage 14 begonnen. Die Stammzellen wurden auf eine 25 cm’-Flasche
ausgesit, zur weiteren Vervielfaltigung nochmals auf eine weitere 25 cm’-Flasche passagiert
und anschlieBend nach Protokoll bis zur Elektroporation kultiviert. Alle Arbeitsschritte
erfolgten nach den unter 3.3.5 beschriebenen Methoden. Das Kcnv2-Targeting-Konstrukt
wurde mit Not I linearisiert und mittels Phenol-Chloroform-Extraktion und anschlieBender
ethanolischer Fillung aufgereinigt. 50 pg des linearisierten Konstrukts wurden mit den durch
Trypsinierung  vereinzelten ~Stammzellen aus der 75 cm’-Flasche in einer
Elektroporationskiivette gemischt und die Suspension dem Spannungspuls unterzogen. Die
Zeitkonstante Tonst betrug 10,2 msec; der Kontrollwert mit PBS erreichte einen Wert von
Teonst = 6,8 msec. Zu diesem Zeitpunkt befanden sich die Stammzellen in Passage 17. Das
Konstrukt sollte sich nun auf Grund der homologen Bereiche an die genomische DNS der
Stammzellen anlagern und durch crossing over an der gewiinschten Stelle ins Genom
integriert werden. 24 Stunden nach der Elektroporation wurde das ES-LIF-Medium durch
G418-haltiges Medium ersetzt, um die Positivselektion von Stammzellen mit integrierter
NeoTK-Kassette zu ermoglichen. Ab Tag 8 nach Selektionsstart konnten Zellklone mit
optimalem Aussehen und geeigneter GroBe isoliert werden. Innerhalb von 3 Tagen wurden
insgesamt 1296 Klone ,,gepickt™ und nach weiterer Kultivierung evaluiert. Es zeigten sich
hierbei 791 Klone (entsprechend 61% der isolierten Klone) mit gelber bzw. roter Beurteilung.
Von jedem Klon wurden insgesamt vier Kopien generiert, wobei eine Kopie zur Sicherung
bei -80°C eingefroren und die restlichen Zellen zundchst lysiert und anschliefend die DNS
isoliert wurde.

Jeder der 1296 Klone wurde mit Hilfe der unter 5.1.2 beschriebenen Long Distance-PCR auf
homologe Rekombination auf der 3’-Seite iiberpriift. Fiir das weitere Screening der in dieser
Untersuchung positiven Klone wurde eine zweite Long Distance-PCR iiber den langen Arm
des Konstrukts etabliert (Abbildung 5.2) und die entsprechenden Klone weiter untersucht.
Zusétzlich wurden alle in der 3’-PCR positiven Klone mittels der unter 5.1.2 beschriebenen
Southern-Nachweise auf homologe Rekombination und Einfachintegration kontrolliert.

5.3.1.2 Voranalyse mittels Long Distance-PCR

Fir den 3’-Nachweis wurde die DNS von jedem der 1296 Klone wie unter 3.2.2.1
beschrieben isoliert und zundchst immer zwei verschiedene Klone einer 96-Loch-Platte in
einem PCR-Ansatz als Template gemischt und diese Mischung dem PCR-Protokoll
unterzogen (3.2.8.3). Proben, bei denen in der Gelelektrophorese eine Bande der richtigen
GroBe zu sehen war, wurden nochmals einzeln untersucht und so die einzelnen PCR-positiven
Klone identifiziert (Beispielgele siche Abbildung 5.5). Als Kontroll-Template kam das
Plasmid mit ,,verldngertem kurzem Arm‘ zum Einsatz, an dem die PCR auch etabliert wurde.
Insgesamt zeigten sich bei diesem Massenscreening 19 Klone mit PCR-gepriifter 3'-
homologer Rekombination.
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Abbildung 5.5: Long Distance-PCR-Screening iliber den kurzen Arm

(A) Beispielgel der Voruntersuchung von Klonen der Platte 1A4 mittels LD-PCR Uber den kurzen Arm;
als Template fir die einzelnen Ansatze wurde eine DNS-Mischung aus zwei Klonen verwendet. Klone
fur das Einzelscreening sind rot hinterlegt. (B) Einzelscreening der positiven Klonmischungen aus (A).
Eindeutig als richtig identifizierte Klone sind rot hinterlegt.

Alle 19 Klone mit der gesuchten 3736 bp-Bande (Tabelle 5.1) wurden anschlieBend mit einer
5’-Long Distance-PCR weiter analysiert. Hierfiir musste zunichst ein PCR-Protokoll {iber den
langen Arm des Targeting-Konstrukts etabliert werden. Auch hier bindet der eine Primer
auBlerhalb und der zweite innerhalb des homologen Bereichs, und bei Rekombination an
gewiinschter Stelle entsteht ein Amplikon der Lénge 6533 bp. Zur Etablierung der Methode
wurden Klone, die im 3’-Screening eine Bande der richtigen GroBe aufwiesen, gemischt als
Template fiir eine Gradienten-PCR eingesetzt. Es zeigten sich in der Gelelektrophorese bei
verschiedenen Annealing-Temperaturen Banden der erwarteten Grofe (Abbildung 5.6), und
eine Annealing-Temperatur von 59°C wurde fiir die weitere Analyse der Stammzell-DNS
festgelegt.

Bei der Untersuchung mittels Long Distance-PCR iiber die 5'-Seite waren bei insgesamt 7 der
analysierten Klone Banden der Lénge von ca. 6,5 kb zu detektieren (Abbildung 5.7).
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Abbildung 5.6: Etablierung einer LD-PCR iiber den langen Arm
Dargestellt ist das Ergebnis der Gradienten-PCR mit 10 verschiedenen Annealing-Temperaturen und
einer Mischung aus 3°-PCR positiven Klonen als Template. Annealing-Temperaturen von 55°C bis
62°C ermdglichen die Bildung eines Fragments der richtigen GroRe.
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Abbildung 5.7: Long Distance-PCR-Screening iliber den langen Arm
Einzelscreening der 3-PCR positiven Klone mittels LD-PCR Uber den langen Arm. Klone mit

Amplikon der richtigen GréfRRe sind rot hinterlegt.

5.3.1.3 Kontrolle der 5-homologen Rekombination mittels Southern-Hybridisierung

Zum endgiiltigen Nachweis der homologen Rekombination wurden anschlieend alle Klone
mit einem positiven 3'-PCR-Nachweis zusétzlich durch Southern-Hybridisierung untersucht.
Hierzu wurde die DNS zunéchst mit dem Restriktionsenzym BamH I verdaut und geblottet.
Nach Hybridisierung mit der radioaktiv markierten 5°-Sonde entsteht nach korrekter
Rekombination ein Fragment des wildtyp-Allels mit 23,6 kb und ein Fragment des
rekombinanten Allels mit 9,2 kb. In Abbildung 5.8 ist der Blot dieser Southern-
Hybridisierung zu sehen, insgesamt 5 der analysierten Stammzellklone wiesen die
gewlinschten Banden auf.
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Abbildung 5.8: Nachweis 5-homologe Rekombination mit der 5°-Sonde

Southern Blot-Analyse aller Klone mit positivem 3’-PCR-Nachweis. Die 23,6 kb-Bande entspricht dem
Wildtyp, die 9,2 kb-Bande einem auf der 5°-Seite homolog rekombinierten Allel. Rot gekennzeichnete
Klone weisen eine homologe Rekombination auf der 5°-Seite auf.

5.3.1.4 Kontrolle der Einfachintegration mittels Southern-Hybridisierung

Parallel zur Analyse der 5'-homologen Rekombination wurden dieselben Klone durch Verdau
mit BamH I und Hybridisierung mit der Neo-Sonde auf Einfachintegration untersucht. Hier
ist bei einmaliger Integration des Konstrukts mit einer Bande der Lénge 11,2 kb zu rechnen,
Klone mit mehreren Signalen oder mit einem Signal der falschen Grof3e wurden nicht weiter
verwendet. Bei vier Klonen war eine singulire Bande der gewiinschten Grofle zu sehen
(Abbildung 5.9).

1A2 4G
1A2 5E
1A2 6E
1A2 6F
1A2 8B
| 1A4 2B
 1A4 OE
| 1A4 9F
11A4 9G
1A4 11G
| 1A5 3E
" 1A5 5E
| 1A5 6E
2A2 1D
| 2A25G
2A4 3G
3A16B

o w
0 <
=2

<« L2 11,2kb

Abbildung 5.9: Nachweis der Einfachintegration mit der Neo-Sonde

Southern Blot-Analyse aller Klone mit positivem 3°-PCR-Nachweis. Die 11,2 kb-Bande entspricht einer
Einfachintegration des Targeting-Konstrukts an richtiger Stelle. Klone mit einer Bande der falschen
GroRe (z.B. 1A5 5E) oder zwei Banden (z.B. 1A5 6E) werden nicht weiter verwendet. Rot
gekennzeichnete Klone weisen eindeutig eine Einfachintegration auf.

5.3.1.5 Kontrolle der 3’-homologen Rekombination mittels Southern-Hybridisierung

Im letzten Schritt wurde die ES-Zell-DNS der Klone mit positiver 3"-LD-PCR mit der 3'-
Sonde ndher untersucht. Die DNS wurde nach Isolation mit EcoR V verdaut und geblottet.
Nach Hybridisierung mit der 3’-Sonde entstehen bei korrekter Rekombination zwei Banden
der GroBe 6,5 kb (wildtyp-Allel) und 4,2 kb (rekombinantes Allel). Bei diesem Nachweis
zeigten insgesamt vier Klone die richtigen Banden. Die Klone 1A1 5D, 1AS 6E, 2A4 3G und
3A1 6B wurden mit dieser Methode nicht analysiert.
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Abbildung 5.10: Nachweis 3"-homologe Rekombination mit der 3'-Sonde

Southern Blot-Analyse von Klonen mit positivem 3’-PCR-Nachweis. Die 6,5 kb-Bande entspricht dem
Wildtyp, die 4,2 kb-Bande einem auf der 3'-Seite homolog rekombinierten Allel. Rot gekennzeichnete
Klone weisen eine homologe Rekombination auf der 3’-Seite auf.

Die Ergebnisse des 1. Targetings sind in Tabelle 5.1 nochmals zusammengefasst.

Tabelle 5.1: Zusammenfassung der Ergebnisse des 1. Targetings
Dunkelgrau hinterlegt: Verwendung im 2. Targeting

Hellgrau hinterlegt: von der Sicherungsplatte aufgetaut und nochmals kontrolliert.
n.d. = nicht durchgefiihrt  n.a. = nicht auswertbar

Platte Klon Evaluation 3-PCR 5 -PCR 3’-Sonde 5°-Sonde Neo-Sonde

AT 5D gin___ t t nd. + ______na____

1A2 4E gelb + - - - -

4G gelb + - - - -

5E gelb + - + - -

6E grin + - - - -

6F gelb + - - - -
_________ 88 _geb v - T

1A4 2B gelb + - - - -

9E grin + - - - -

9F grin + - - -

9G grin + + + + +
,,,,,,,,, e geb <+ - -t

1A5 3E gelb + - - - +

5E gelb + - - - -
_________ 6E ____fot____ t o ond k-

2A2 1D rot + + + + +
_________ 5G_____gun ______t o F ot
N N ED S R nek SR SO

3A1 6B grin + + n.d - -

Nach Begutachtung aller durchgefiihrten Nachweise wiesen letztendlich nur zwei (1A4 9G
und 2A2 1D) von insgesamt 1296 isolierten Klonen sicher eine korrekte homologe
Rekombination mit Einfachintegration des Kcnv2-knockout-lacZ-knockin-Konstruktes auf,
mit denen auch ein zweites Targeting durchgefiihrt werden sollte. Vier weitere Klone wurden
ebenfalls von der Sicherungsplatte aufgetaut und die DNS nochmals auf homologe
Rekombination analysiert.
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5.3.2 Das 2. Targeting

5.3.2.1 Auftauen von L2-Klonen

Zur Durchfiihrung des 2. Targetings wurden die Klone 1A4 9G und 2A2 1D von der
Sicherungsplatte aufgetaut und nach Protokoll erneut in Kultur genommen. Die Klone 1A1
5D, 1A5 6E, 2A4 3G und 3A1 6B wurden ebenfalls zur Wiederholung der Analyse auf
homologe Rekombination aufgetaut, so dass insgesamt sechs Klone von einer 24-Loch- iiber
eine 6-Loch-Platte bis zur 25 cm*-Flasche kultiviert wurden. Von allen Klonen wurde DNS
isoliert und die Zellen zur Dauerlagerung in fliissigem Stickstoff priapariert. Die beiden fiir
das 2. Targeting vorgesehenen Klone wurden parallel dazu weiter in Kultur gehalten und auf
das Targeting vorbereitet. Die Analyse der DNS erfolgte mit Hilfe der 3'-, der 5'- und der
Neo-Sonde sowie der Long Distance-PCR iiber den kurzen Arm nach den unter 5.1.2
beschriebenen Nachweismethoden (Abbildung 5.11).
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Abbildung 5.11: Kontrolle der aufgetauten Klone des 1. Targetings

(A) Nachweis der homologen Rekombination mit der 5°-Sonde, der 3"-Sonde und der Neo-Sonde. (B)
Wiederholung der 5 -Nachweise und der Neo-Nachweise mit den bisher eindeutig identifizierten L2-
Klonen. (C) Kontrolle der aufgetauten Klone mittels Long Distance-PCR Uber den kurzen Arm der
homologen Rekombination. Klone mit eindeutig positivem Ergebnis bei den jeweiligen Nachweisen
sind rot hinterlegt.

Nach den oben dargestellten Analysen konnte bei den fiir das 2. Targeting vorgesehenen
Klonen 1A4 9G und 2A2 1D die homologe Rekombination bestdtigt werden, und ein weiterer
Klon 1A1 5D mit eindeutiger homologer Rekombination wurde identifiziert. Von diesen L2-
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Klonen wurden Kryostocks fiir die Dauerlagerung in fliissigem Stickstoff hergestellt. Die
Ergebnisse dieser Kontrolluntersuchungen sind in Tabelle 5.2 zusammengefasst.

Tabelle 5.2: Nachweise der homologen Rekombination

Kilon Evaluation 5°-Sonde 3’-Sonde Neo-Sonde 3°-PCR Verwendung

1.1 1A1 5D grin + + + + Dauerlagerung
1.1 1A4 9G grun + + + + 2. Targeting 1.2
1.1 1A5 6E rot + + - + -
1.1 2A2 1D rot + + + 2. Targeting 1.1
1.1 2A4 3G gelb - - + - -
1.1 3A1 6B grin - - - - -

5.3.2.2 Embryonale Stammzellkultur/Elektroporation

Die Stammzellen der Klone 1A4 9G und 2A2 1D wurden weiter bis zur 75 cm’-Flasche
kultiviert, durch Trypsinierung vereinzelt und mit dem Cre-Rekombinase kodierenden
Expressionsvektor pIC Cre transfiziert. Alle Arbeitsschritte erfolgten nach den unter 3.3.5.6
beschriebenen Methoden. Der Expressionsvektor wurde zundchst mittels Phenol-Chloroform-
Extraktion und anschlieBender ethanolischer Féllung gereinigt. Jeweils 20 pg der gereinigten
pIC Cre-DNS wurden dann mit den trypsinierten Zellen vermischt und der Spannungspuls
angelegt. Die einzelnen FElektroporationsparameter konnen aus Tabelle 5.3 entnommen
werden. Nach der Elektroporation wurden die Stammzellen in je vier Petrischalen in
verschiedenen Verdiinnungen (siche 3.3.5.6) ausgesit, die restlichen Zellen wurden entsorgt.
Mit Hilfe der Cre-Rekombinase sollten nun in den Stammzellen DNS-Abschnitte zwischen
zwei gleichgerichteten loxP-Erkennungssequenzen deletiert werden. Im Fall des hier
vorliegenden Kcnv2-knockout-Konstrukts kann also die NeoTK-Kassette wieder entfernt
werden, und man erhilt Klone mit Kcnv2-knockout-lacZ-knockin (L1). 48 Stunden nach der
Elektroporation wurde die Negativselektion mit Ganciclovir-haltigem Medium begonnen, so
dass alle Zellen abstarben, welche die NeoTK-Kassette noch im Genom trugen. Bei beiden
Ursprungsklonen wuchsen viele Zellklone mit optimalem Aussehen, so dass bei Klon 2A2 1D
ab Tag 6 nach Selektionsstart und bei Klon 1A4 9G ab Tag 5 nach Selektionsstart einzelne
tiberlebende Zellklone isoliert wurden. Bei Ursprungsklon 2A2 1D wurden {iiber einen
Zeitraum von drei Tagen 62 Klone isoliert, bei Ursprungsklon 1A4 9G konnten ebenfalls {iber
drei Tage insgesamt 100 Zellklone ,,gepickt werden. Die Evaluation ergab einen Anteil an
Klonen mit ,roter und ,gelber Beurteilung von 60%. Jeweils eine Platte wurde als
Sicherungskopie bei -80°C eingefroren, die restlichen Kopien wurden lysiert und die DNS zur
weiteren Analyse isoliert.

Tabelle 5.3: Elektroporations-Parameter im 2. Targeting

Klon Targeting Passage Teonst Tconst (PBS) isolierte Klone gelb/rot
2A2 1D 1.1 23 10,0 6,4 62 34
1A4 9G 1.2 23 9,5 6,6 100 63
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5.3.2.3 Nachweis der Cre-Rekombination

Zum Nachweis der Cre-Rekombination standen zwei verschiedene Methoden zur Verfiigung:
die Kcnv2-Genotypisierungs-PCR (Abbildung 5.12) und die Southern Blot-Hybridisierung.
Zunéchst wurden alle 162 isolierten Klone mittels Kcnv2-Genotypisierungs-PCR iiberpriift,
bei der abhingig vom Genotyp bei Amplifizierung mit drei Primern unterschiedlich grof3e
Fragmente gebildet werden. Reine wildtyp-Klone zeigen hierbei die 459 bp-Bande, bei L1-
Klonen dagegen entstechen Banden der Lénge 459 bp und 321 bp. Abbildung 5.13 zeigt zwei
Beispielgele des PCR-Massenscreenings.

CB_Kcnv2_F2
CB_Kcnv2_R2
Lange 459 bp

WT

lacZ
CB_Kcnv2_F1

CB_Geno_R1

L2 Lange 781 bp

lacZ
CB_Kcnv2_F1

CB_Kcnv2_R2
L1 > < Lange 321 bp

Abbildung 5.12: Nachweis der Cre-Rekombination durch PCR

(RN L | 2-10g-ladder

og-ladder
WT-Kontrolle

WT 459 bp
L1 321bp

Gel 2

Abbildung 5.13: PCR-Nachweis der Cre-Rekombination im 2. Targeting
Dargestellt sind zwei Beispielgele des PCR-Screenings, Klone mit eindeutigem Kcnv2-knockout (L1)

sind rot hinterlegt.
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In diesem PCR-Screening konnten bei insgesamt 108 der 162 isolierten Klone beide Banden
detektiert werden (Tabelle 5.4).

Tabelle 5.4: Ergebnisse des 2. Targetings (PCR-Screening)

Targeting Ursprungs- isolierte gelb/rot L1 WT nicht
Klon Klone bestimmbar
.1 2C2 1D 62 34 32 15 15
1.2 1C4 9G 100 63 76 17 7

Anschliefend wurden 21 dieser PCR-positiven Exemplare ausgewihlt und weiter durch
Restriktionsverdau mit BamH I und Southern-Hybridisierung mit der 3’-Sonde des
1. Targetings analysiert. Im Wildtyp sollte sich nun ein Signal von 23,6 kb ergeben, welches
auf 6,5 kb bei L1-Klonen verkiirzt wird (Abbildung 5.14).

Targeting 1.1 : Targeting 1.2
Ursprungsklon 2A2 1D : Ursprungsklon 2A4 9G
I <m0 I : maowo
1

1]

0 O W -
[y alyalalyal
N

{ N

22D 1F
22D 2A
22D 2C
22D 2D

WT 23,6 kb

L1 6,5k

3 -Sonde

Abbildung 5.14: Southern-Nachweis der Cre-Rekombination im 2. Targeting

Southern Blot-Analyse einer Auswahl PCR-positiver Klone des 2. Targetings. Die 23,6 kb-Bande
entspricht dem wildtyp-Allel, die 6,5 kb-Bande einem Allel mit konstitutivem knockout (L1). Klone mit
eindeutigem Kcnv2-knockout sind rot hinterlegt.

In der Southern-Analyse konnten die Ergebnisse des PCR-Screenings grundsitzlich bestatigt
werden. Ein Klon wies eindeutig nicht die gewiinschten Banden auf (II.1 2D 2D), hier scheint
der Restriktionsverdau nicht richtig funktioniert zu haben. Bei einigen anderen Klonen waren
die Banden des wildtyp-Allels nur schwach zu sehen, sodass fiir das weitere Vorgehen nur die
Klone verwendet wurden, bei denen sowohl der PCR-Nachweis als auch der Southern-
Nachweis eindeutige Signale lieferte.

5.3.2.4 Einfrieren von L1-Klonen

Von jedem der beiden Ursprungsklone wurden drei der im 2. Targeting als knockout (L1)
identifizierten Klone zur Vorbereitung auf die Dauerlagerung in fliissigem Stickstoff wieder
in Kultur genommen und nach Protokoll (3.3.5.9) verarbeitet. Die Klone 1.1 2D 2H, II.1 2D
3C und II.1 2D 3H sowie die Klone I1.2 1D 4F, I1.2 1D 5B und I1.2 1D 5D wurden also von
der Sicherungsplatte aufgetaut und von der 24-Loch iiber die 6-Loch-Platte bis zur 25 cm’-
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Flasche kultiviert, die Zellen anschliefend eingefroren und nochmals DNS prépariert. Zur
endgiiltigen Kontrolle der Zellen vor der Blastozysteninjektion wurde der Genotyp mit Hilfe
der Kcnv2-Genotypisierungs-PCR sowie der Southern-Hybridisierung nochmals bestitigt
(Abbildung 5.15).
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L1/L2- Genotypisierungs-PCR
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Abbildung 5.15: Kontrolle der aufgetauten Klone des 1. Targetings
(A) Bestatigung der Cre-Rekombination mittels Kcnv2-L1/L2-Genotypisieruns-PCR. (B) Bestatigung
der Cre-Rekombination nach Restriktionsverdau mit BamH | mittels Southern-Hybridisierung mit der

3’-Sonde.

Alle sechs Kandidaten erwiesen sich als korrekt rekombinierte L1-Klone und wurden daher
zur Dauerlagerung bis zur Blastozysteninjektion in fliissigen Stickstoff iiberfiihrt.
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6 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wird die Generierung von neuen knockout-Mausmodellen fiir
erbliche Netzhauterkrankungen beschrieben. Im ersten Abschnitt der Arbeit stand die
Generierung eines Mausmodells mit konstitutiver und konditionaler Deletion des Pde6h-Gens
der Maus im Vordergrund. Mittels homologer Rekombination in murinen ES-Zellen wurde
das Pde6h-Gen gezielt modifiziert, und nach Blastozysteninjektion mit anschlieBender
Reimplantation in scheinschwangere Ammen wurden verschiedene chimire Mause generiert.
Nach Auftreten der Keimbahntransmission konnte schlieBlich nach mehreren
Verpaarungsschritten die Pde6bh-knockout-Mauslinie etabliert werden, und die ersten
Phénotypisierungs-Analysen der Tiere wurden durchgefiihrt. Im zweiten Abschnitt der Arbeit
wurde fir den Kcenv2-knockout ebenfalls ein Targeting-Konstrukt zur homologen
Rekombination in embryonale Stammzellen von Maiusen eingebracht und schlielich
Zellklone mit Gendeletion identifiziert. Durch Blastozysteninjektion kann zukiinftig aus
diesen Stammzellklonen die Kenv2-knockout-Linie etabliert werden.

6.1 Mausmodelle fiir erbliche Netzhauterkrankungen

Hereditdre Netzhauterkrankungen stellen eine sehr heterogene Gruppe von Erkrankungen dar,
deren Ursachen in den meisten Féllen in Mutationen von Genen liegen, deren Genprodukte in
den Photorezeptoren oder im retinalen Pigmentepithel exprimiert werden. Mit einer Privalenz
von ca. 1:2500 (Rattner et al. 1999; Sohocki et al. 2001) handelt es sich durchaus um eine
klinisch relevante Erkrankungsgruppe. Stidbchendystrophien, wie beispielsweise die Retinitis
pigmentosa, sind im Vergleich zu Erkrankungen, die primir die Zapfenphotorezeptoren
betreffen, recht gut untersucht. Allerdings verursachen gerade die bislang wenig erforschten
Zapfen- und Zapfen-Stibchendystrophien mit die schwersten Sehbehinderungen, da mit der
Makula der wichtigste Bereich des Sehsinns betroffen ist. Die grofite Liicke im Verstindnis
von erblichen Netzhauterkrankungen liegt in der mangelnden Kenntnis der
Pathomechanismen zwischen genetischer Ursache und klinischem Phinotyp. In der
biomedizinischen Forschung stellen Mausmodelle ein geeignetes System dar, mit dessen
Hilfe die Pathophysiologie einer Erkrankung erforscht werden kann. Durch kontrollierte
Analysen der Netzhautfunktion wund histologische Untersuchungen entsprechender
Netzhautpriaparate von Mausmodellen ist es mdglich, den Verlauf einer Erkrankung und das
AusmalB der Defekte im Detail zu studieren.

Voraussetzung flir die gezielte Deletion von Genen, also die Generierung von knockout-
Maiusen, war die Etablierung der Methode des gene targeting durch Capecchi (Capecchi
1989). Diese Technologie leistet bis heute einen wichtigen Beitrag zum Verstindnis der
Funktion von Genen und der zugehorigen Proteine. Beim klassischen, konstitutiven knockout
werden ein oder mehrere funktional wichtige Exone des Zielgens durch eine
Resistenzgenkassette ersetzt oder komplett aus dem Genom entfernt, wodurch die Struktur
des Gens zerstort und damit die Funktion verloren geht. Wenn die Resistenzgenkassette im
Genom erhalten bleibt, werden allerdings gewisse Nachteile in Kauf genommen, da der
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Phénotyp der Mutanten durch die im Genom verbleibenden Resistenzgene beeinflusst werden
kann (Rajewsky et al. 1996). Zudem kann bei Deletion eines lebenswichtigen Gens mit der
Folge des Fehlens des entspechenden Proteins durch einen konstitutiven knockout schon im
Embryonalstadium der Tod der Maus eintreten (Gu et al. 1994). Ein weiterer Nachteil dieses
sogenannten globalen oder totalen knockouts ist, dass durch Kompensations- oder
Regulationsmechanismen komplexe Phénotypen entstehen konnen, bei denen eine
Korrelation zwischen der eigentlichen Genfunktion und dem beobachteten Phédnotyp nicht
mehr moglich ist.

Eine Weiterentwicklung dieser klassischen Methode stellt die konditionale Mutagenese mit
Hilfe des Cre/loxP-Rekombinationssystems dar (Rajewsky et al. 1996). Durch Einbau von
loxP-Erkennungssequenzen, welche zu deletierende Genbereiche flankieren (,,gefloxte™
Genbereiche), wird das Zielgen zusitzlich modifiziert. Die Cre-Rekombinase erkennt diese
spezifischen Sequenzen und schneidet DNS-Abschnitte zwischen gleichgerichteten loxP-
Schnittstellen aus. Wenn der Selektionsmarker zusétzlich von diesen loxP-Sites flankiert
wird, kann die Selektionskassette ebenfalls durch die Cre-Rekombinase wieder aus dem
Genom entfernt werden, so dass die oben beschriecbenen Nachteile vermieden werden. Die
Cre-vermittelte Rekombination kann in vitro durch transiente Expression des Enzyms in ES-
Zellen oder in vivo durch Verpaarung der ,,gefloxten* Tiere mit Cre-transgenen Miusen
erfolgen. Unter Verwendung einer sogenannten ,,Cre-deleter“-Maus wird eine komplette
Deletion bereits in der Keimbahn erreicht und somit kann wiederum ein konstitutiver
knockout in allen Geweben der Tiere erzeugt werden (Schwenk et al. 1995) (Abbildung 3.10).
Mit Hilfe der Ella-Cre-Maus, welche die Cre-Rekombinase mosaikartig in der Keimbahn
exprimiert (Abbildung 6.1), konnen aus Méusen mit ,gefloxten” Exonen und zusitzlich
»gefloxter” Selektionskassette konditionale knockout-Tiere generiert werden, indem nur die
Selektionskassette deletiert wird (Lakso et al. 1996; Holzenberger et al. 2000). Durch
Verpaarung eines konditionalen kAnockout-Tiers mit einer Maus, die aufgrund eines
gewebespezifischen Promotors die Cre-Rekombinase nur in einem ganz bestimmten Gewebe
exprimiert, ldsst sich eine gewebespezifische Gendeletion erzeugen (Akimoto et al. 2004)
(Abbildung 6.2). SchlieBlich kann durch Verwendung eines ligandengesteuerten Promotors
nicht nur eine gewebespezifische, sondern auch eine zeitlich kontrollierbare Modifizierung
des Zielgens erreicht werden. Hierfiir wird eine Ligandenbindungsdoméne an die Cre-
Rekombinase fusioniert, so dass die Rekombinase erst nach Bindung eines synthetischen
Liganden selektiv aktiviert wird (Feil et al. 1996).
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konstitutiver knockout mit i T
gefloxter Selektionskassette konditionaler knockout (L2) konstitutiver knockout (L1)

Abbildung 6.1: In vivo-Generierung von knockout-Mausen durch partielle Cre/loxP-Deletion

Eine Verpaarung von L3-Mausen mit Ella-Cre transgenen Mausen, welche die Cre-Rekombinase
mosaikartig in der Keimbahn exprimieren, resultiert in sogenannten Mosaik-Nachkommen mit
unterschiedlicher Deletion von DNS-Abschnitten in verschiedenen Zellen. Durch Einkreuzen von

wildtyp-Mausen erhalt man in der zweiten Generation je nach vorliegender Deletion konstitutive (L1)
oder auch konditionale knockout-Tiere (L2).

konditionaler knockout (L2) G%";’gf’;}fgﬁi‘;‘%ﬁ}“

Gewebespezifischer
knockout

Abbildung 6.2: Gewebespezifischer knockout
Durch Verpaarung konditionaler knockout-Mause (L2) mit Cre-transgenen Mausen, die die Cre-
Rekombinase unter einem gewebespezifischen Promotor (P) exprimieren, kdnnen Tiere mit
gewebespezifischem knockout generiert werden.
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6.2 Pde6h-knockout

Phosphodiesterasen der PDE6-Familie sind wichtige Enzyme der Phototransduktionskaskade
und werden in den Auflensegmenten der Photorezeptoren exprimiert. Es handelt sich um
tetramere Proteine, die aus einem katalytischen Dimer und jeweils zwei inhibitorischen
Untereinheiten aufgebaut sind. Die Aktivierung der Phosphodiesterasen erfolgt in der
Phototransduktion (Abbildung 1.2) iiber Transducin, welches im aktivierten Zustand an eine
inhibitorische Untereinheit der PDE bindet, diese vom katalytischen Teil abdissoziiert und
damit die katalytische Aktivitdt der PDE in Gang setzt. Hieraus resultiert die Hydrolyse von
cGMP, so dass der cytosolische cGMP-Spiegel absinkt, was wiederum das Schlieen von
CNG-Kanilen mit nachfolgender Hyperpolarisation der Cytoplasmamembran zur Folge hat
(Gillespie & Beavo 1989). Der Enzymkern der Stibchen-PDE ist ein Heterodimer aus a- und
B-Untereinheiten (PDE6A, PDE6B), welches mit zwei identischen inhibitorischen -
Untereinheiten (PDE6G) assoziiert ist (Baehr et al. 1979). Das Tetramer der Zapfen-PDE
besteht aus einem katalytischen Homodimer mit zwei a’-Untereinheiten (PDE6C) sowie zwei
inhibitorischen y’-Untereinheiten (PDE6H) (Gillespie & Beavo 1989). Mutationen in PDE6A,
PDE6B und PDE6C verursachen verschiedene Formen von erblichen Netzhauterkrankungen
beim Menschen (McLaughlin et al. 1993; Bayes et al. 1995; Huang et al. 1995; Danciger et al.
1996; Chang et al. 2009). Krankheitsassoziierte Mutationen im humanen PDE6G-Gen sind
bislang nicht bekannt, aber die Pde6g-knockout-Maus weist eine der Retinitis pigmentosa
dhnliche Netzhautdegeneration auf (Tsang et al. 1996). Uber die inhibitorische Untereinheit
der Zapfen-PDE ist bislang sehr wenig bekannt, es standen zum Zeitpunkt des Beginns dieser
Arbeit noch keine Mausmodelle zur Erforschung der Bedeutung der Pde6h im Rahmen von
erblichen Netzhauterkrankungen zur Verfiigung. Um die genaue Funktion der Pde6h zu
evaluieren, wurde in der vorliegenden Arbeit ein Mausmodell mit Ausschaltung des Pde6h-
Gens etabliert. Da Pde6h auch auBlerhalb der Retina, beispielsweise in der Lunge exprimiert
wird (Tate et al. 2002), sollte ein knockout-Konstrukt hergestellt werden, das sowohl die
Generierung von Mauslinien mit konstitutiver (L1) als auch konditionaler Deletion (L2)
erlaubt.

Die grundlegende Strategie zur gezielten Inaktivierung des Pde6h-Gens in der Maus beruhte
auf der Generierung eines Targeting-Konstrukts unter Verwendung des Cre/loxP-Systems
(Abremski & Hoess 1984). Dieses Konstrukt ermoglicht nach homologer Rekombination in
embryonalen Stammzellen die Etablierung einer konstitutiven und auch einer konditionalen
knockout-Mauslinie. Zunichst wurde die Genarchitektur des murinen Pde6h-Gens analysiert
und hieraus die knockout-Strategie entwickelt. Zur Generierung des konstitutiven und des
konditionalen knockouts war eine Strategie mit insgesamt drei loxP-Erkennungssequenzen
(L3) notig. Sowohl die NeoTK-Resistenzgenkassette als auch die proteincodierenden
Genabschnitte wurden von jeweils zwei loxP-Sequenzen flankiert, damit diese Bereiche
spéter auf Ebene der Stammzellen oder direkt in der Maus deletiert werden konnten. Dieses
Konstrukt ~ wurde  mittels  molekularbiologischer =~ Methoden  in  zahlreichen
Klonierungsschritten generiert und durch Teilsequenzierung an kritischen Stellen kontrolliert.
Nach Elektroporation in embryonale Stammzellen der Maus und Selektion mit G418 konnten
zahlreiche Klone mit korrekter Integration durch Southern Blot-Analyse identifiziert werden.
Es lag eine Rekombinationsrate von 4% vor, was im Vergleich zu den in der Literatur
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beschriebenen Raten von ca. 1%o einen recht hohen Wert darstellt (Thomas et al. 1986). Mit
zwei der insgesamt 32 korrekt rekombinanten L3-Klonen wurde ein zweites Targeting
begonnen. Die jeweilige Transfektion mit einem Vektor, der die Cre-Rekombinase transient
exprimiert, lieferte nach Selektion mit Ganciclovir sowohl L1-Klone (konstitutiver knockout)
als auch L2-Klone (konditionaler knockout), die durch PCR- und Southern Blot-Analyse
identifiziert wurden. Die nachfolgenden Blastozysteninjektionen wurden mit L1- und L3-
Klonen durchgefiihrt, da einige L2-Klone durch eine Kontamination verloren gingen und die
restlichen dieser Klone nicht mehr angewachsen sind. Die Generierung hochchimérer
ménnlicher Nachkommen gelang fiir beide Genotypen, und sowohl bei den L1-Chiméren als
auch bei den L3-Chiméren konnte eine Keimbahntransmission nachgewiesen werden. Bei den
beiden braunen Nachkommen der L3-Chimédrenverpaarung war ein Maénnchen mit
heterozygoter Mutation (L3/+) zu finden, und durch Verpaarung dieser Maus mit wildtyp-
Weibchen wurde anschlieend die Pde6h-L3-Linie aufgebaut. Trotz des Auftretens einer
Keimbahntransmission bei den L1-Chiméiren musste die konstitutive (L1) knockout-Linie
ebenfalls durch Verpaarung der Pde6h-L3-Linie mit einer CMV-,,Cre-Deleter*-Maus und
anschlieBender Auskreuzung des Cre-Transgens geziichtet werden, da es sich bei den beiden
braunen Nachkommen der L1-Chimére um wildtyp-Tiere handelte. Somit stehen nun eine
Pde6h-L3-Linie und die Pde6h-knockout-Linie (L1) zur Analyse des Phénotyps und fiir
weitere Verpaarungen zur Verfiigung. Die Linie des konditionalen Pde6h-knockouts konnte
theoretisch zusétzlich in vivo durch Verpaarung von Pde6h-L.3-Méusen mit Ella-Cre-Mausen
generiert werden (Abbildung 6.1). Zur Verifizierung des totalen knockouts, also des Fehlens
der inhibitorischen Untereinheit der Zapfen-PDE in homozygoten Pde6h-knockout-Tieren,
sowie zur Untersuchung der Expression von Pde6h in nichtretinalen Geweben wurde
aulerdem ein  spezifischer  Anti-Pde6h-Peptidantikorper  generiert und  mittels
Immunofluoreszenz an Retinaschnitten von wildtyp-Mausen getestet. Alle Testseren wiesen
eine spezifische Zapfenfairbung auf, so dass davon auszugehen ist, dass der generierte
Antikorper spezifisch das Pde6h-Proteinprodukt detektieren kann. Die Immunofluoreszenz-
Analyse retinaler Kryoschnitte von Pde6h”-Tieren mit dem Anti-Pde6h-Antikérper konnte
den durch PCR nachgewiesenen knockout histologisch auf Proteinebene bestdtigen, da trotz
nachgewiesenem Vorhandensein von Zapfen in diesen Photorezeptoren keine mit dem Anti-
Pde6h-Antikorper detektierbaren Strukturen zu finden waren.

Auf Grund der physiologischen Funktion der inhibitorischen y’-Untereinheit der Zapfen-
Phosphodiesterase in der Phototransduktion ist zunédchst zu vermuten, dass eine Deletion des
Pde6h-Gens in der Maus zu einer erhdhten Aktivitdt der Zapfen-PDE fiihren sollte. Durch den
Wegfall der inhibitorischen y’-Untereinheit konnte eine kontinuierliche Aktivierung der PDE
mit der Folge einer dauerhaften Hydrolyse von cGMP eintreten. Nach dieser Theorie sollte
bei Pde6h™-Tieren der ¢cGMP-Spiegel in den AuBensegmenten der Photorezeptoren also
vermindert sein. Ungeklért bliebe bei dieser Hypothese allerdings die Frage der Aktivierung
der PDE durch das aktivierte Transducin bei Fehlen der inhibitorischen Phosphodiesterase-
Untereinheit. Tsang et al. konnten bei Pde6g-knockout-Méusen, also einer Deletion der
inhibitorischen Untereinheit der Stdbchen-PDE, erhohte cGMP-Spiegel in den
Photorezeptoren nachweisen. Eine lichtinduzierte Aktivierung der PDE war bei diesen
Maiusen nicht messbar, und auch der cGMP-Spiegel blieb durch Licht unbeeinflusst, die
Phototransduktion scheint also durch das Fehlen der Stdbchen-PDEy gestort zu sein. Die



152 Diskussion

Aktivitit der PDE war bei den knockout-Tieren ebenfalls vermindert. Ab einem Alter von drei
Monaten fiel der cGMP-Spiegel der Méuse mit Pde6g-Gendeletion schlieflich unter den
cGMP-Spiegel der wildtyp-Kontrollen, was auf den Verlust der Photorezeptoren in diesem
Alter zurlickzufiihren ist. Diese Photorezeptordegeneration ldsst sich wiederum durch iiber
cGMP dauerhaft offengehaltene CNG-Kanile erkliren, was zu einer Uberladung der Zelle mit
Ca®" und nachfolgender Zelldegeneration fithren kénnte. Die Ergebnisse der Untersuchung
der Pdeb6g-knockout-Maus weisen insgesamt also darauf hin, dass zumindest in Stibchen eine
Interaktion zwischen der y-Untereinheit und den katalytischen Untereinheiten fiir die richtige
Funktion der PDE wichtig ist und dass alle drei Untereinheiten fiir die Bildung eines stabilen,
aktiven Holoenzyms vonnoten sein konnten (Tsang et al. 1996). Wenn der Phénotyp der
Deletion von Pde6g in der Maus auf die Pde6h-knockout-Maus iibertragbar wére, so ist bei
dieser Linie potentiell ein Funktionsverlust der Zapfen mit nachfolgender Degeneration dieser
Photorezeptoren zu erwarten.

Erste  vergleichende elektroretinographische = Messungen sowie  morphologische
Untersuchungen mittels OCT und SLO bei Pde6h”-Miusen und wildtyp-Méusen im Alter
von 4-5 Monaten haben gezeigt, dass bei den bislang durchgefiihrten Untersuchungen kein
signifikanter Unterschied zwischen Pde6h-knockout und Wildtyp zu sehen ist. Die
funktionalen Untersuchungen der Pde6h™”-Tiere zeigen eine den wildtyp-Tieren vergleichbare
Reaktion auf Lichtreize, auch die Zapfenfunktion scheint unbeeintrdchtigt zu sein. In
immunhistochemischen Analysen von Pde6h”-Mausen im Alter von 4 Wochen fanden sich
ebenfalls keine Hinweise auf eine Netzhautdegeneration oder Defekte an Zapfen-
Photorezeptoren.

Auf Grund der ausgeprigten Homologie zwischen den beiden inhibitorischen Untereinheiten
der Stidbchen- und der Zapfen-PDE — 78% der Aminoséduren der y-Untereinheit in Zapfen sind
zu denjenigen der Stdbchen-Untereinheit identisch - wére eine mogliche Erklirung fiir den in
den bislang durchgefiihrten Messungen beobachteten Phinotyp, dass die inhibitorische
Untereinheit der Stibchen-PDE bei Pde6h”-Miusen kompensatorisch auch in Zapfen
exprimiert wird und so die Funktion der Pde6h iibernehmen konnte. Ein dhnliches Phinomen
lasst sich beispielsweise bei der humanen Opsinkinase (GRK, G-Protein-gekoppelte Rezeptor
Kinase) beobachten: In Zapfenphotorezeptoren der gesunden humanen Retina werden zwei
Typen der Opsinkinase, GRK1 und GRK?7, exprimiert (Chen et al. 2001). Bei Patienten mit
ESCS (enhanced S-Cone Syndrome), einer degenerativen Netzhauterkrankung, fiihrt das
Fehlen beider GRK-Isoformen in S-Opsin-Zapfen zu einer ausgepridgteren Stérung der
Deaktivierungskinetik der Zapfen als beim Fehlen von nur einer Isoform. Es wird daher
vermutet, dass bei einer fehlenden GRK eine partielle Kompensation durch die jeweils andere
Form besteht (Cideciyan et al. 2003). Auch andere Kompensationsmechanismen durch
verstirkte oder verminderte Expression von Genen, die an der Phototransduktion oder der
Regulation des cGMP-Spiegels in den Photorezeptoren beteiligt sind, wiaren denkbar. Fraglich
hierbei bleibt allerdings, wie die Phosphodiesterase bei Abwesenheit der inhibitorischen PDE-
Untereinheit in den Zapfen durch Lichteinfall aktiviert werden konnte. In der wildtyp-Maus
bindet die aktivierte a-Untereinheit des Transducins an die inhibitorische Untereinheit der
PDE und erst durch diese Bindung erfolgt eine Abdissoziation der hemmenden Untereinheit
vom katalytischen Teil der PDE. Bei volliger Abwesenheit der inhibitorischen Untereinheit
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konnte das Signal des Lichtreizes nicht mehr von Transducin auf die PDE {ibertragen werden,
und selbst bei dauerhaft aktiver PDE wére dann eine addquate Reaktion auf Lichtreize kaum
mehr moglich, was aber im Pde6h-knockout offensichtlich der Fall ist.

Die Theorie der kompensatorischen Expression der Pde6g in Zapfen der Pde6h”-Miuse
konnte durch Immunfluoreszenz-Analyse mit einem fiir die inhibitorische Untereinheit der
Stidbchen, also das Pde6g-Protein, spezifischen Antikdrper untersucht werden. Dazu konnten
mit Hilfe eines spezifischen Zapfenmarkers wie beispielsweise einer Opsinfarbung die Zapfen
zunichst immunhistochemisch markiert und in einer zweiten Farbung das Vorhandensein von
Pde6g in Zapfen untersucht werden. Problematisch hierbei wird allerdings das sicherlich sehr
starke Signal der Pde6g in Stdbchen sein, das die potentielle Fluoreszenz der Pde6g in Zapfen
moglicherweise liberstrahlen wird und so eine zuverldssige Aussage mit dieser Methode
erschwert. Um dieses Problem zu umgehen, erdffnet sich beispielsweise durch Einkreuzen der
Nrl”-Maus die Mdglichkeit der Generierung einer Doppelmutante. Nrl (neural retina leucine
zipper) ist ein Transkriptionsfaktor, der vor allem in Stdbchen exprimiert wird und unter
anderem an der Regulation der Transkription von Rhodopsin beteiligt ist (Rehemtulla et al.
1996; Swain et al. 2001). Eine Deletion von Nrl in der Maus resultiert elektroretinographisch
in einem kompletten Funktionsverlust der Stdbchen sowie einer verstirkten Zapfenfunktion
(Mears et al. 2001). Morphologisch sind in der Netzhaut der Nrl”-Mause keine Stébchen zu
detektieren, die vorhandenen Photorezeptoren weisen hingegen zapfendhnliche Morphologie
und Eigenschaften auf, so dass die Nrl”-Maus hiufig als Modell verwendet wird, um die
Zapfenfunktion und zapfenspezifische Erkrankungen in einer sogenannten ,,Zapfenretina“ zu
untersuchen (Daniele et al. 2005). Durch Verpaarung von Pde6h”-Miusen mit Nrl”-Mzusen
wiirden also Tiere generiert, welche eine Netzhaut mit Zapfen- und zapfendhnlichen
Photorezeptoren, aber keine Stdbchen besitzen, und bei denen zusitzlich die inhibitorische
Untereinheit der Zapfen-PDE deletiert ist. Wenn Pde6g in der Pde6h”-Maus kompensatorisch
hochreguliert ist, so sollte dies in der Nrl”/Pde6h”-Doppelmutante durch Immunfluoreszenz-
Nachweis der Pde6g in Zapfen ohne stérende Signale der Stibchen zu analysieren sein.
Dieses Mausmodell konnte auch fiir weitere funktionale oder morphologische
Untersuchungen verwendet werden, da durch das vermehrte Vorhandensein von Zapfen bzw.
zapfendhnlichen Photorezeptoren die Analyse zapfenspezifischer Gen- und Proteinfunktionen
erleichtert wird.

Eine Verpaarung der Pde6h”-Miuse mit Pde6g”-Tieren wiirde ebenfalls in einer
Doppelmutante resultieren, bei der durch das Fehlen der inhibitorischen Untereinheit der
Stdbchen-PDE die eventuell vorhandene Kompensation aufgehoben wire und so der
Phinotyp der Doppelmutante im Vergleich zur reinen Pde6g”-Variante bestimmt werden
konnte. Durch die fehlende Kompensation sollte bei dieser Methode der eigentliche
zapfenspezifische Phinotyp des Pde6bh-knockout offenbar werden. Problematisch wére hierbei
allerdings die Tatsache, dass bei den Pde6g”-Tieren eine progressive Photorezeptor-
degeneration mit einem Verlust eines Grof3teils der AuBBensegmente im Alter von 13 Tagen zu
beobachten ist, welche in einem kompletten Verlust der Photorezeptorschicht ab einem Alter
von ca. 8 Wochen gipfelt (Tsang et al. 1996). Die Analysen der entsprechenden Tiere miissten
also in einem Alter von nur wenigen Tagen bis Wochen durchgefiihrt werden.
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Eine weitere Moglichkeit kompensatorische Mechanismen aufzukldren besteht in der
Transkriptomanalyse. Hierbei konnen mittels DNS-Chip-Expressionsanalyse diejenigen Gene
identifiziert werden, die in einer bestimmten Umgebung, also beispielsweise der Retina,
exprimiert werden. Wenn die inhibitorische Untereinheit der Stiabchen in den Pde6h”-Tieren
kompensatorisch auch in Zapfen exprimiert wird, so miisste die retinale Pde6g-
Gesamtexpression in den Pde6h”-Mausen im Vergleich zu wildtyp-Miusen erhoht sein.

Auch mit Hilfe des konditionalen Pde6h-knockouts konnte eine den eigentlichen Phénotyp
verschleiernde Kompensation identifiziert werden. Hierfiir miisste zunichst durch Verpaarung
der Pde6h-L3-Tiere mit Ella Cre-Tieren die konditionale knockout-Linie in vivo generiert
werden (Abbildung 6.1). Durch weiteres Einkreuzen einer Mauslinie, welche die Cre-
Rekombinase induzierbar entweder in Zapfen oder generell induzierbar in allen Geweben
exprimiert, konnen Tiere generiert werden, die das Pde6h-Gen flankiert von zwei loxP-
Sequenzen tragen und bei denen abhdngig vom verwendeten Promotor die Expression der
Cre-Rekombinase zu einem bestimmten Zeitpunkt durch Zufuhr eines Liganden induziert
werden kann (Feil et al. 1996). Zum Zeitpunkt der Fertigstellung der vorliegenden Arbeit
stehen allerdings lediglich transgene Maiuse mit einer Expression der Cre-Rekombinase
spezifisch in M-Zapfen- oder S-Zapfen-Photorezeptoren zur Verfiigung (Akimoto et al.
2004), es gibt jedoch keine Publikationen zu Miusen mit induzierbarer zapfenspezifischer
Expression der Cre-Rekombinase. Nach Induktion der Expression der Rekombinase zu einem
bestimmten Zeitpunkt wiirde dann die Gendeletion in vivo stattfinden und der eigentliche
Phéinotyp wiirde sich im adulten Tier entwickeln. Da kompensatorische Mechanismen in der
Regel erst nach einigen Tagen bis Wochen voll zum Tragen kommen, kann dieser Zeitraum
genutzt werden, um den eigentlichen, nicht regulierten Pde6h”"-Phinotyp zu evaluieren.

6.3 Kcnv2-knockout/lacZ-knockin

Der zweite Teil der vorliegenden Arbeit beschiftigte sich ebenfalls mit einer Gendeletion, bei
der der codierende Bereich des Kenv2-Gens der Maus passgenau durch ein lacZ-Gen ersetzt
wurde. Es handelt sich in diesem Fall also um eine Kombination aus Kcnv2-knockout und
lacZ-knockin. Uber die genaue Funktion von Kcnv2 ist bislang nur sehr wenig bekannt. Es
wird vermutet, dass das Gen fiir eine modulatorische o-Untereinheit Kv8.2 eines
spannungsgesteuerten Kaliumkanals kodiert. Wichtige Funktionen von spannungsgesteuerten
Kaliumkanélen sind beispielsweise die Aufrechterhaltung des Membranpotentials oder die
Kontrolle der Form, Dauer und Frequenz von Aktionspotentialen. Es handelt sich um
tetramere Proteine, die aus vier kanalbildenden a-Untereinheiten zusammengesetzt sind, die
mit zusitzlichen modulatorischen B-Untereinheiten assoziiert sein konnen. Das KCNV2-Gen
ist in den Innensegmenten der Zapfen und Stdbchen stark exprimiert (Wu et al. 2006), aber
auch in zahlreichen anderen Geweben ist eine unterschiedlich ausgeprigte Expression zu
finden (Ottschytsch et al. 2002). KCNV2 ist im Zusammenhang mit erblichen
Netzhauterkrankungen von besonderem Interesse, da Mutationen in diesem Gen beim
Menschen als Ursache einer besonderen Form der Netzhautdystrophie, ndmlich der cone
dystrophy with supernormal rod response (CDSRR) angesehen werden (Wu et al. 2006;
Wissinger et al. 2008). Typisch fiir diese Patienten ist eine ausgeprigte Zapfenfunktions-
storung mit abhdngig von der Lichtintensitdt vermindertem und verzogertem oder verstarktem
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skotopischem ERG (Gouras et al. 1983). Kv8.2 bildet alleine keine funktionalen Kanile,
heteromerisiert aber in Koexpressionsuntersuchungen mit einer weiteren Untereinheit
spannungsgesteuerter Kaliumkandle, Kv2.1 (Ottschytsch et al. 2002). Man vermutet, dass
dieser heterotetramere spannungsgesteuerte Kaliumkanal aus Kv2.1 und Kv8.2 in den
Innensegmenten der Photorezeptoren an der Signalmodulation der lichtinduzierten
Membranpotentialinderungen beteiligt ist. Zur genauen Analyse der Funktion des Kcnv2-
Genprodukts und der Pathophysiologie der CDSRR wurden in der vorliegenden Arbeit die
zellkulturtechnischen Arbeiten und das Screening der entsprechenden ES-Zellklone zur
Generierung einer Kenv2-knockout/lacZ-knockin-Maus durchgefiihrt.

Die Strategie zur Generierung einer Mauslinie mit Kcenv2-Gendeletion und lacZ-knockin
entsprach in ihren Grundziigen der zur Generierung der Pde6h-knockout-Maus verwendeten
Strategie. Mittels molekularbiologischer Methoden wurde von Prof. Dr. Bernd Wissinger ein
Targeting-Konstrukt generiert, in dem der codierende Bereich des Kcnv2-Gens passgenau
durch das lacZ-Gen ersetzt wurde, so dass spéter in der lebenden Maus das lacZ-Gen unter
dem nativen Promotor exprimiert wird. Zusitzlich beinhaltete das Konstrukt zur
Durchfiihrung einer Positiv- und Negativselektion eine von zwei loxP-Erkennungssequenzen
flankierte NeoTK-Resistenzgenkassette, die mittels Cre-Rekombination deletiert werden
konnte. Dieses Konstrukt wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit mittels Elektroporation
in embryonale Stammzellen von Méusen eingebracht und nach homologer Rekombination
und Selektion mit G418 wurden insgesamt drei von 1296 isolierten Klonen mit korrekter
Rekombination identifiziert (L2-Klone). Dies entspricht einer Rekombinationseffizienz von
ca. 2%o, was den in der Literatur beschriebenen Werten von ca. 1%o nahe kommt (Thomas et
al. 1986). Mit zwei dieser L2-Klone wurde anschliefend ein zweites Targeting begonnen,
indem die gewihlten Zellklone mit einem die Cre-Rekombinase transient exprimierenden
Vektor transfiziert wurden. Nach Negativselektion mit Ganciclovir wurden zahlreiche L1-
Klone, also Stammzellklone mit Kenv2-knockout/lacZ-knockin isoliert und der Genotyp
mittels PCR und Southern Blot-Analyse verifiziert. Zum Zeitpunkt der Fertigstellung dieser
Arbeit stehen mehrere Klone zur Blastozysteninjektion bereit, um auch hier chimidre Méuse
zu generieren. Bei erfolgreicher Blastozysteninjektion mit dem Ergebnis hochchimérer
minnlicher Miuse wiirde sich als néchstes die Verpaarung der chimiren Tiere zur
Uberpriifung der Keimbahntransmission anschlieBen.

Abgeleitet von der bisher bekannten Funktion von Kv8.2 und den Symptomen der CDSRR-
Patienten mit Mutationen in KCNV2 ist zu vermuten, dass Méduse mit homozygotem Kcnv2-
knockout eine Funktionsbeeintrdchtigung sowohl der Zapfen- als auch der Stdabchenphoto-
rezeptoren aufweisen werden. Mdglich wire beispielsweise eine eingeschrinkte Farbwahr-
nehmung und eine beeintrichtigte Verarbeitung der Lichtreize bzw. eine verdnderte
Anpassungsfahigkeit der Photorezeptoren an verschiedene Lichtverhéltnisse. Nach
Etablierung der entsprechenden Mauslinie sollen diese Parameter durch funktionale Analysen
der Netzhaut untersucht werden. Da das Kcnv2-Gen in den zu generierenden Méusen
passgenau durch das Reportergen lacZ ersetzt wurde, kdnnen durch Analyse der Expression
von lacZ (B-Galactosidase) iiber eine X-gal-Firbung in verschiedenen Geweben der
homozygot mutierten Tiere Aussagen liber das native Expressionsmuster von Kenv2 in der
Maus getroffen werden (Hall et al. 1983). Dabei wird X-gal (5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-f-
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D-Galactopyranosid) in Gewebeschnitten als Substrat der B-Galactosidase, welche durch das
lacZ-Gen kodiert wird, zu 5-Bromo-4-Chloro-3-Hydroxyindol umgesetzt, ein unldsliches
blaues Produkt, das in den Schnitten leicht zu detektieren ist und somit eine einfache
Expressionsanalyse zulésst (Lojda 1970).

6.4 Zusammenfassung und Ausblick

Die vorliegende Arbeit beschreibt die genetische Ablation von Pde6h und Kcnv2 in der Maus
mittels molekularbiologischer Methoden mit dem Ziel der Generierung der Pde6h-knockout-
sowie der Kcnv2-knockout-lacZ-knockin-Mauslinie als neue Krankheitsmodelle fiir erbliche
Netzhauterkrankungen.

Das Pde6h-Gen codiert fiir die inhibitorische ¢y’-Untereinheit der zapfenspezifischen
Phosphodiesterase, welche in der Phototransduktion an der Umwandlung des Lichtsignals in
ein neuronales Signal beteiligt ist. Die Aktivierung der PDE in der Phototransduktion erfolgt
nach Lichteinfall in die Netzhaut iiber Transducin, welches im aktivierten Zustand an die
inhibitorische Untereinheit der Zapfen-PDE bindet, diese vom katalytischen Kern
abdissoziiert und somit die katalytische Aktivitidt der PDE in Gang setzt. Die Hydrolyse von
c¢GMP durch die PDE resultiert schlielich in einem SchlieBen von CNG-Kanilen, was
wiederum eine verminderte Glutamatfreisetzung an der Photorezeptorsynapse zur Folge hat.
Abgesehen von der beschriebenen physiologischen Funktion ist bislang noch sehr wenig iiber
Pde6h bekannt, das Gen wird aber schon seit ldngerer Zeit als potentielles Krankheitsgen im
Zusammenhang mit erblichen Netzhauterkrankungen diskutiert und erforscht. Um die genaue
Funktion von Pde6h und die biochemischen Funktionsparameter der Zapfen-Phototrans-
duktion sowie die Expression und Funktion von Pde6h auch in nichtretinalen Geweben zu
erforschen, sollte in der vorliegenden Arbeit das Pde6h-Gen sowohl konstitutiv als auch
konditional in der Maus deletiert werden. Durch Vergleich der Phinotypen der knockout-
Maiuse mit wildtyp-Kontrolltieren kdnnen dann Riickschliisse auf die biologische Funktion
von Pde6bh gezogen werden.

Basierend auf dem Cre/loxP-System wurde eine Strategie entwickelt, mit der die Generierung
sowohl des konstitutiven als auch des konditionalen Pde6h-knockouts erreicht werden kann.
Anhand der Genstruktur wurden die proteincodierenden Exone 2-4 ausgewihlt, um sie mittels
homologer Rekombination in embryonalen Stammzellen der Maus mit zwei loxP-Sequenzen
zu flankieren. In zahlreichen Klonierungsschritten wurde hierfiir ein geeignetes DNS-
Konstrukt hergestellt, und dieses in Stammzellen von Méusen eingebracht. Das Konstrukt
integrierte an entsprechender Stelle ins Genom der Stammzellen, und die gewiinschten
Stammzellklone mit homologer Rekombination konnten durch Verwendung von Selektions-
medium und Southern Blot-Analyse identifiziert werden. Nach Blastozysteninjektion dieser
Stammzellklone mit anschlieBendem Embryotransfer in pseudoschwangere Ammen wurden
mehrere hochchimire Miuse geboren. Die Chimédrenverpaarung resultierte in zwei Tieren mit
nachgewiesener Keimbahngéngigkeit der Mutation, und durch Einkreuzen von CMV-,,Cre-
Deleter“-Tieren sowie anschlieBendem Auskreuzen des Cre-Transgens konnte so die Pde6h-
knockout-Linie etabliert werden. Immunfluoreszenz-Analysen mit einem spezifisch gegen die
inhibitorische y’-Untereinheit der Zapfen-PDE gerichteten Antikorper an Pde6h”-
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Retinaschnitten bestdtigten die Deletion von Pde6h. Méuse mit dieser konventionellen
Deletion des Pde6h-Gens sind lebensfihig und kénnen nun mit verschiedenen Tests auf
verhaltensbiologische und physiologische Stérungen hin untersucht werden. Erste Analysen
der Netzhautfunktion mittels Elektroretinogramm, OCT und SLO zeigten jedoch bislang
keinen Unterschied zwischen Pde6h”-Tieren und wildtyp-Kontrollen, was eventuell auf
kompensatorische Effekt zurlickzufiihren sein konnte. Eine potentielle Moglichkeit hierfiir
wire beispielsweise die kompensatorische Expression von Pde6g nicht nur in Stibchen
sondern auch in Pde6h”-Zapfen. Weitere Untersuchungen beispielsweise an Méusen mit
einem Pde6g/Pde6h-Doppelknockout oder auch die Generierung von Pde6h™-Nrl”-Miusen
mit einer ,,zapfendominierten* Netzhaut konnten zur Aufklirung dieser kompensatorischen
Mechanismen beitragen. Durch Verpaarung der Miuse mit von zwei loxP-Sequenzen
flankierten Exonen mit entsprechenden Cre-exprimierenden Miusen kann das Pde6h-Gen
auch selektiv in ausgewihlten Geweben oder zeitlich kontrollierbar deletiert werden. Dies
bietet weitere Moglichkeiten zur Aufklédrung der physiologischen und pathophysiologischen
Funktionen des Pde6h-Gens.

Vom Kcnv2-Gen wird vermutet, dass es fiir eine modulatorische Untereinheit des
spannungsgesteuerten Kaliumkanals in den Innensegmenten der Photorezeptoren codiert,
welcher an der Modulation von lichtinduzierten Signalen beteiligt ist. Mutationen in KCNV2
verursachen beim Menschen eine bestimmte Form der Netzhautdystrophie, weshalb das Gen
fiir die Erforschung erblicher Netzhauterkrankungen ebenfalls von groem Interesse ist. Im
Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde ein Kenv2-knockout-lacZ-knockin-Konstrukt,
welches ebenfalls auf dem Cre/loxP-System basiert und das lacZ-Gen unter dem nativen
Kcnv2-Promotor exprimiert, mittels homologer Rekombination in embryonale Stammzellen
von Miusen eingebracht und in den Stammzellen die Selektionskassette mit Hilfe der Cre-
Rekombinase entfernt. Stammzellklone mit homologer Rekombination sowie Deletion der
Selektionskassette wurden mittels Southern Blot sowie PCR-Analyse identifiziert und
ausgewihlte Klone zur Blastozysteninjektion vorbereitet. Mit Hilfe der Blastozysteninjektion
konnen zukiinftig chimére Tiere generiert werden, und nach weiterer Verpaarung mit wildtyp-
Maiusen wird getestet, ob eine Keimbahntransmission vorliegt. Nach Etablierung der
entsprechenden Mauslinie sollen anschliefend physiologische und pathophysiologische
Parameter studiert und indirekt iiber die Expression von lacZ auch die Expression von Kcnv2
in nichtretinalen Geweben analysiert werden.
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