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Einleitung

1. Einleitung

Vor 600 bis mehr als 700 Millionen Jahren gaben einige Zellen ihr Einzelgidnger-Dasein
auf und schlossen sich zu ersten einfachen Metazoen zusammen ((paldontologische Ar-
beiten: (Valentine et al., 1999), molekulare Evolutionshypothesen: (Bromham und Hen-
dy, 2000)). Auf diesem grundlegenden Schritt basiert die Artenvielfalt der Organismen,
die wir heute auf der Erde vorfinden. Eine essentielle Eigenschaft von Vielzellern ist der
Zusammenhalt der einzelnen Zellen, was letztendlich die hochkomplizierten Baupline
der hoheren Tiere ermoglicht. Auch die interne Organisation eines hoheren Lebewesens
durch Kompartimentierung des Organismus in Organsysteme kann nur durch Zusam-
menlagerung unterschiedlicher Zelltypen etabliert werden. So entstanden im Laufe der
Evolution durch Differenzierung zum Beispiel komplexe Epithelien, die in der Lage
sind, das empfindliche korpereigene Milieu von der Umwelt abzuschotten.

Als ein Beispiel soll hier die Haut des Menschen mit ihren mannigfaltigen Funktionen
dienen. Sie ist wesentlich an der Wéarme- und Wasserregulation des Kdorpers beteiligt,
schiitzt uns als Barriere zum einen vor dem Eindringen von Bakterien oder Viren und
bietet uns zum anderen Schutz vor schidlicher UV-Strahlung. Jedoch wird auch die
Festigkeit der Haut jeden Tag auf die Probe gestellt. Diese besonders wichtige Eigen-
schaft des Organs — seine mechanische Stabilitdt — beruht auf dem ausgeprigten Zytos-
kelett der Keratinozyten, sowie auf der kraftiibertragenden Vernetzung der Zellen unte-
reinander

Wie das Endoskelett der Wirbeltiere fiir die Aufrechterhaltung der Form und Beweg-
lichkeit des gesamten Organismus sorgt, ist das Zytoskelett einer jeden Zelle fiir deren
Stabilitdt und Funktion im Kleinen verantwortlich. Die drei Filament-Komponenten
dieses Zytoskeletts — Mikrotubuli, Aktin- und Intermediérfilamente — tragen mit ihren
verschiedenen mechanischen Eigenschaften zur Unterscheidung von Zelltypen bei. So
steht bei den erwdhnten Keratinozyten in der Haut das Keratin-Netzwerk der Intermedi-
arfilamente im Vordergrund, das fiir die hohe Stabilitdt dieser Zellen und der Haut in-
sgesamt sorgt.

Wichtig ist jedoch nicht nur die interne Festigkeit der einzelnen Zelle, sondern auch die
Ubertragung von mechanischem Stress auf das Gewebe als Ganzes, sodass sich die
einwirkenden Krifte verteilen konnen. Die Existenz von Zell-Zell-Adhésionskontakten

spielt deshalb eine besondere Rolle bei der Entstehung von Zellverbidnden und Organen.



Einleitung

Unter den verschiedenen Zell-Zell-Kontakten spielen die Desmosomen bei der mecha-
nischen Kopplung benachbarter Zellen eine Hauptrolle. In der Haut und im Herzen, also
Geweben, die einer besonders hohen mechanischen Belastung ausgesetzt sind, wirken
Desmosomen als kraftvermittelnde Briicken zwischen den einzelnen Zellen, indem sie
die Netzwerke des Intermedidrfilament-Zytoskeletts diese Zellen miteinander ver-
binden. Ungefdhr 40% der Oberflache des Stratum granulosum sind mit Desmosomen

besetzt (Al-Amoudi et al., 2005).

1.1 Interzellularkontakte

Die meisten Zellen des Wirbeltier-Organismus bilden mannigfaltige Kontakte zu be-
nachbarten Zellen aus. Diese konnen voriibergehend oder dauerhaft zwischen Zellen
gleichen (homotypisch) oder anderen (heterotypisch) Typs ausgebildet werden. Je nach
Funktion, Morphologie und molekularem Aufbau der Kontakte konnen Adhérenzkon-
takte (Zonulae adhaerentes), Desmosomen (Maculae adhaerentes), Kommunikations-
kontakte (Nexus) und Barrierekontakte (Zonulae occludentes) unterschieden werden.
Adhisionskontakte erfiillen iiberwiegend mechanische Funktionen, jedoch werden in-
sbesondere den Zonulae adhaerentes auch Funktionen bei Signaltransduktionsvorgén-
gen zugesprochen (Giancotti und Ruoslahti, 1999). Jiingste Arbeiten beschreiben auch
eine Beteiligung der Maculae adhaerentes an der zelluldren Signalweiterleitung (Ber-
kowitz et al., 2005; Berkowitz et al., 2006). Zelladhdsionsmolekiile sind meist integrale
Membranproteine, deren extrazellulire Doménen mit gleichen (homophil) oder ander-
sartigen (heterophil) Zelladhdsionsmolekiilen der Nachbarzelle in Kontakt treten. Des-
mosomen und Adhédrenzkontakte unterscheiden sich in ihrer Verankerung an das Zytos-
kelett. Wahrend die carboxyterminalen Doméinen der Adhdrenzkontakte {iber Adapter-
proteine der Cateninfamilie (a-, B-, y-Catenin) an Aktinfilamente gebunden sind, wer-
den die desmosomalen Cadherine (Desmogleine und Desmocolline) iiber Plakoglobin
(y-Catenin), Plakophilin und Desmoplakin an den Intermediérfilamenten der Zelle ver-
ankert (siehe Abbildung 1, Ubersichtsartikel: (Nollet et al., 2000)). Desmosomen sind
hauptséchlich in Epithelien und im Herzmuskel beschrieben worden, Adhédrenzkontakte
kommen dagegen zwischen Zellen aller Gewebe vor. Die Darmmucosa von Siugern
dient als prominentes Beispiel, da sie die drei zelluldren Verbindungen in unmittelbarer

Nachbarschaft vereint. Die Schleimhautzellen sind lateral an ihren jeweiligen apikalen



Einleitung

Seiten miteinander verkniipft. Bereits im Jahre 1963 zeigten Farquhar und Pallade die-
sen dreiteiligen Haftkomplex, bestehend aus Zonula occludens, Zonula adhaerens und

Macula adhaerens (Farquhar und Palade, 1963).

Zytoplasma X X
! 3 - -.I'
Fain  [F ¢
Iy 4
g
!
o-Cal sy
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120 aderin g >:'. "
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Abbildung 1: vergleichende Ubersicht vom desmosomalen Haftkomplex und Adhirenzkontakten
— Asymmetrisch vereinfachte schematische Darstellung der jeweiligen Hauptkomponenten.

Links — Desmosom: Die desmosomalen Cadherine Desmoglein (rot) und Desmocollin (orange) vermit-
teln die Kraftiibertragung iiber den Interzellularspalt, ihre jeweiligen Interaktionsdoménen bilden die
zentrale Mittellinie (hellgrau) aus. Die gebogenen Konformationen der extrazelluliren Doménen und die
Kombinationen der beteiligten desmosomalen Cadherine (Homo- gegeniiber Heterodimeren) sind an die
elektronentomografischen Arbeiten von (He et al., 2003) angelehnt. An die carboxyterminalen Doménen
der desmosomalen Cadherine binden intrazelluldr die Armadilloproteine Plakoglobin (violett) und Pla-
kophilin (gelb), die ihrerseits mit Homodimeren von Desmoplakin (blau) interagieren. Dieses Briicken-
protein verbindet die unmittelbar membranstidndigen Proteine mit den lateral einstrahlenden entwunde-
nen Intermedidrfilamenten.

Rechts — Adhérenzkontakt: Im Interzellularspalt lagern sich klassische Cadherine (rot) benachbarter
Zellen Kalzium-abhingig aneinander an, wobei die Aminosdure Tryptophan 2 (Trp2) eine wichtige
Funktion tibernimmt (siche 1.1.2.1). Die carboxyterminalen Doméanen der klassischen Cadherine tragen
Bindestellen fiir die Armadilloproteine a-Catenin (blau) und p120Catenin (orange). An deren Kopfdo-
ménen binden die Briickenproteine B-Catenin oder y-Catenin/Plakoglobin (griin), welche ihrerseits die
Verbindung zu den Aktinfilamenten (hellrot) herstellen.

1.1.1  Allgemeine Morphologie von Desmosomen

Desmosomen (6 decudc, altgriechisch Fessel; 10 o®pa, altgriechisch Korper) wurden
erstmalig im 19. Jahrhundert vom italienischen Arzt Bizzozero als lichtmikroskopisch
detektierbare ,,Knotchen* beschrieben und nach ihm benannt (Bizzozero, 1864); spiter
stellte Bizzozero auch den Briickencharakter dieser Organellen dar (Bizzozero, 1871),
der zuvor von Schron postuliert worden war (Schron, 1865). Der Begriff ,,Desmosom*

selbst wurde erst im Jahre 1920 von Schaffer eingefiihrt (Schaffer, 1920). Die Ultra-
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struktur der Desmosomen konnte in den spiten 50er Jahren des 20. Jahrhunderts mit
Hilfe der Transmissions-Elektronenmikroskopie nidher untersucht werden (Horstmann

und Knoop, 1958; Odland, 1958; Karrer, 1959; Kelly, 1966) (Abbildung 2).

Abbildung 2: Ultrastruktur von Desmosomen der Rattenhaut

— Elektronenmikroskopische Aufnahmen reifer Desmosomen mit den typischen Substrukturen.

A: Schnitte durch den desmosomalen Haftkomplex; A’: wie A, die desmosomalen Landmarken wurden
farbig unterlegt; B: Schnittebene oberhalb eines Desmosoms mit einstrahlenden Keratinfilamenten.
IDP: innerer dichter Plaque (griin); ODP: duflerer dichter Plaque (rot); PM: Plasmamembran (blau); Ke-
ratine (gelb); ML: Mittellinie; MaBstab: A, A’: 50 nm, B: 250 nm

Originalbildmaterial mit freundlicher Genehmigung von Dr. Jastrow

Desmosomen sind von runder oder ovaler Form und haben einen Durchmesser von ca.
0,2 bis 0,3 um (Farquhar und Palade, 1963). Die GroBe von Desmosomen kann aber
zwischen 0,1 und 1,4 pm stark variieren und erreicht in Ausnahmefillen sogar einen
Durchmesser von 2,4 um (Franke et al., 1981). Durch Verschmelzen von mehreren
Desmosomen einer Zelle konnen sogar noch umfangreichere Strukturen entstehen (Or-
win et al., 1973; Cowin et al., 1985). Mechanisch beanspruchte Hautregionen, wie bei-
spielsweise die FuBBsohlen oder die Handinnenfldchen, bilden insbesondere in den wei-
ter apikal gelegenen Schichten der Epidermis (Stratum granulosum) groflere Desmoso-
men aus, als weniger belastete Hautregionen (Wan et al., 2003).

Eine markante, ca. 5 bis 9 nm breite, elektronendichte Mittellinie bildet die Symmetrie-
achse der desmosomalen Haftkomplexe (Odland, 1958; LeLoup et al., 1978). Bereits
die ersten Arbeiten beschreiben eine regelméflige Abfolge von extrazelluldren Struk-
turen, die beide Zellmembranen miteinander zu verbinden scheinen. Der Interzellular-
spalt ist im Bereich der Desmosomen auf ca. 24 nm aufgeweitet (Farquhar und Palade,
1963), sodass die ,,Querverbindungen* mit ihrer Lange von 10 bis 15 nm, einer Stéirke

von 4 bis 5 nm und einem lateralen Abstand von ca. 7 bis 10 nm Platz finden (Franke et
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al., 1981). Der Interzellularspalt selbst ist mit einer filamentosen Substanz, der Desmog-
lea (Gorbsky und Steinberg, 1981) gefiillt, die hauptsidchlich aus Kohlenhydraten be-
steht.

Neue Fixierungstechniken wie die Vitrifizierung, starke VergroB3erungen und hohe Auf-
16sungen der Elektronenmikroskope liefern heutzutage genauere Erkenntnisse tiber die
Mittellinie und die Eigenschaften des Interzellularspalts. Bei der terminalen Diffe-
renzierung von Keratinozyten und ihrer Transition vom Stratum spinosum zum Stratum
corneum verandern sich die Eigenschaften der Desmosomen und der Interzellularspalt
weitet sich temporér bis zu ca. 50 nm auf (Al-Amoudi et al., 2005). Mit Hilfe der Elekt-
ronentomographie konnte die Zusammensetzung der Mittellinie nédher untersucht wer-
den (He et al., 2003): die elektronendichten, zueinander versetzten, stabformigen Struk-
turen konnen den extrazelluldren desmosomalen Cadherin-Doménen zugeordnet wer-
den, die sich an ihren Enden jeweils aneinander anlagern und so in diesem Bereich die

Mittellinie ausbilden (vergleiche Abbildung 1).

Im elektronenmikroskopischen Bild fallen besonders die elektronendichten desmoso-
malen Plaques auf, die sich an den Innenseiten der jeweiligen benachbarten Plasma-
membranen befinden (siche Abbildung 2). Die Komponenten dieser 10 bis 40 nm di-
cken Strukturen wurden bereits aufgekldrt (Schwarz et al., 1990) und werden im Fol-
genden nidher vorgestellt. Eine unterschiedliche Elektronendichte unterteilt den Plaque
in zwei Bereiche, den zur Plasmamembran gelegenen dueren und den zum Zytoplasma
gelegenen inneren Plaque (Steinberg et al., 1987; Burdett, 1998). Der Bereich zwischen
der zum Zellinneren gelegenen Grenze des dueren Plaques und den Intermediérfila-
menten (den inneren Plaque eingeschlossen) wird auch als Satellitenregion bezeichnet
(Miller et al., 1987). Im inneren Plaque binden die Intermedidrfilamente an Des-
moplakin, der elektronendichtere, duflere Plaque entsteht durch die Interaktion der des-
mosomalen Briickenproteine Plakoglobin und Plakophilin mit Desmoplakin und den
zytoplasmatischen Doménen der desmosomalen Cadherine. Beide Plaques sind ca. 15
bis 20 nm dick und werden von einem 10 bis 20 nm breiten elektronenlichten Bereich
voneinander getrennt. Maligne Zellen weisen einen wesentlich kleineren Plaque auf, als
nicht entartete Zellen (Oliveira Crema et al., 2005).

Terminal differenzierte Keratinozyten zeichnen sich durch eine spezialisierte Desmo-
somengattung — den Korneodesmosomen aus. Diese Haftkomplexe werden im Stratum

corneum der Epidermis gebildet und zeigen eine vielfache Mittellinie, sowie einen auf
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bis zu 44 nm aufgeweiteten Interzellularspalt (Al-Amoudi et al., 2005). Die desmoso-
malen Cadherine Desmoglein und Desmocollin spielen in Korneodesmosomen keine
Rolle mehr, ihre Funktion wird von dem Glykoprotein Corneodesmosin iibernommen,
das analog zu den klassischen Cadherinen eine homophile, aber kaum Ca®"-abhingige

Adhision bewirkt (Jonca et al., 2002).

1.1.2  Molekularer Aufbau von Desmosomen

Skerrow und Matoltsy begannen Anfang der 70er Jahre des 20. Jahrhunderts mit der
Isolierung von Desmosomen aus boviner Epidermis (Skerrow und Matoltsy, 1974b, a).
Die desmosomalen Proteine konnten im Anschluss gereinigt und zunichst als einfache
,Banden-Proteine” einer Gelelektrophorese beschrieben werden (z.B. (Drochmans et
al., 1978; Gorbsky und Steinberg, 1981; Franke et al., 1983). Diese Protein-Fraktionen
wurden weiter untersucht, charakterisiert und benannt: Bande 1/2: Desmoplakin 1/2/3
(Miiller und Franke, 1983; Cowin et al., 1985; Gorbsky et al., 1985), Bande 3: Desmog-
lein (Giudice et al., 1984), Bande 4a/b: Desmocollin (Cowin et al., 1984), Bande 5: Pla-
koglobin (Cowin et al., 1986), Bande 6: Plakophilin (Kapprell et al., 1988), Desmocal-
min (Tsukita, 1985).

Die desmosomalen Proteine konnen in drei Klassen eingeteilt werden: die glykosylier-
ten desmosomalen Cadherine Desmoglein und Desmocollin, die nicht-glykosylierten
Armadillo-Proteine Plakoglobin und Plakophilin, sowie das Plaque-Protein Desmopla-

kin.

1.1.2.1 Allgemeine Eigenschaften von Cadherinen

Die Cadherine bilden eine GroBfamilie von Ca*"-bindenden glykosylierten Zelladhi-
sionsmolekiilen, die aufgrund von Genom- sowie Doménenstruktur, Sequenzhomolo-
gien und Proteinsequenzen in mindestens sechs Gruppen unterteilt werden kann. Sie
spielen eine grofle Rolle bei der Aufrechterhaltung der Gewebestruktur und -integritét
bei Vertebraten und Invertebraten. In der Literatur werden die klassischen Cadherine

vom Typ-I (E-, N-, und P-Cadherine), die untypischen Typ-II Cadherine, die Desmog-
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leine, die Desmocolline, die Protocadherine und die Flamingo-Cadherine beschrieben
(Ubersichtsartikel: (Nollet et al., 2000)).

Die fiinf extrazelluldiren Doménen der Cadherine (EC1 bis EC5) umfassen jeweils ca.
110 Aminosduren und sind hoch konserviert. Durch das Zusammenwirken mehrerer
B-Faltblatt-Strukturen und zweier kurzer a-helikaler Bereiche entsteht jeweils eine fass-
artige Tertidrstruktur, die eine Koordination von Ca**-Ionen zwischen den einzelnen
EC-Dominen ermdglicht. Durch diese Einlagerung von Kalzium wird das Cadherin-
Molekiil insgesamt versteift (Overduin et al., 1995; Shapiro et al., 1995; Nagar et al.,
1996) und nimmt eine gebogene Konformation an (Boggon et al., 2002).

Die desmosomalen Cadherine unterscheiden sich von den iibrigen Cadherinen vor allem
auf Grund ihrer verldngerten zytoplasmatischen Dominen, die fiir die Bindung der
Intermedidrfilamente verantwortlich gemacht werden.

Die Interaktionen zwischen Cadherinen sind auf molekularem Niveau ndher untersucht
worden. Mutationsstudien an Cadherinen und Versuche mit Antikorpern bzw. Peptiden,
welche die Adhésion der Cadherine herabsetzten, deuten auf eine Beteiligung von
hochkonservierten Bereichen in der EC1-Doméne an der Adhédsion hin. Der Trypto-
phan-Rest 2 (W2), sowie eine Region mit der konservierten HAV-Sequenz (Histidin-
Alanin-Valin) scheinen dabei eine Rolle zu spielen (Blaschuk et al., 1990; Pertz et al.,
1999; Chappuis-Flament et al., 2001). Strukturanalysen zeigten, dass vor allem die
EC1-Domine sowohl fiir die cis-, als auch die trans-Interaktion von Bedeutung ist; bei
der cis-Interaktion interagieren Molekiile derselben Zelle, wihrend bei der trans-
Interaktion die Cadherine benachbarter Zellen miteinander in Kontakt treten. Basierend
auf Daten von Rontgenstrukturanalysen an isolierten EC1-Dominen von N-Cadherin
wurde diskutiert, dass die Bindung von W2 in eine hydrophobe Tasche in der EC1-
Domine des Partnermolekiils zur Ausbildung von cis-Dimeren (strand dimer interface)
fiihrt. Diese Cadherin-Dimere sollen durch frans-Interaktion mit Dimeren benachbarter
Zellen eine gestreckte, ReiBBverschluss-artige Anordnung bilden (Shapiro et al., 1995).
Spéter wurde diese Hypothese aufgrund von Untersuchungen an kompletten Extrazellu-
lardoménen von C-Cadherin modifiziert. Es zeigte sich, dass der symmetrische Aus-
tausch des W2 direkt zur Ausbildung von EC1-trans-Dimeren fiihrt, fiir die eine cis-
Interaktion nicht notwendig ist (Boggon et al., 2002). Aufgrund der Kriimmung der ex-
trazelluldren Doménen kommt durch die Bindung der EC1 an die EC2 eines benachbar-
ten Molekiils derselben Zelle zusitzlich eine cis-Interaktion zustande (vergleiche Abbil-

dung 3).
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Ubereinstimmend mit diesem Modell wurde in einer elektronentomographischen Struk-
turanalyse nativer Desmosomen eine cis- und trans-Dimerisierung postuliert. Dabei
konnen die desmosomalen Cadherine entweder eine S- oder W-férmige Anordnung
(trans) eingehen, oder eine A-formige Konformation (cis und trans) bilden (He et al.,
2003). Andere Untersuchungen fiihrten zu der Annahme, dass sowohl cis- als auch
trans-Dimerisierungen iiber die EC1-Doméne vermittelt werden. Allerdings fiihrten
Mutationsanalysen zu der Hypothese, dass W2 nicht direkt mit dem Partnermolekiil
interagiert, sondern durch Bindung in die hydrophobe Tasche desselben Molekiils erst

die Adhésionsflache fiir die trans-Interaktion freigelegt wird (Pertz et al., 1999).
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Abbildung 3: Interaktion der extrazelluliiren Domiinen von C-Cadherinen im Interzellularspalt
Benachbarte Cadherinmolekiile einer Zelle bilden iiber ihre extrazelluliren Doménen EC1 und EC2 cis-
Interaktionen miteinander aus. Die EC1-Doméne eines Cadherins von Zelle A interagiert in trans mit
einer EC1’-Cadherindoméne der Zelle B. Zwischen den einzelnen tonnenférmigen Cadherindomédnen
versteifen koordinierte Kalzium-lonen die gebogene Konformation. Die Aminosdure Tryptophan an
Position 2 begiinstigt die frans-Dimerisierung der Molekiile durch Demaskieren der Interaktionsoberfla-
chen in EC1. EC1 bis EC5: extrazellulire Doménen (grau/violett); Kalzium-lonen: orange; Tryptophan
2: gelb (verdndert, nach (Boggon et al., 2002))

Im Gegensatz zu den Modellen, die auf Strukturanalysen basieren, lassen funktionelle
Interaktionsstudien auf eine stirkere Uberlappung zwischen Cadherin-Molekiilen
schlieBen, denn Kraftmessungen mit cadherinbeschichteten Oberflichen lieferten Hin-

weise auf frans-Interaktionen iiberlappender Cadherine. Es wird vermutet, dass eine
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EC1-Domine nicht nur an die EC1-Doméne des frans-interagierenden Cadherins, son-
dern auch an die EC3- bzw. EC5-Domine des Interaktionspartners binden kann. Fiir
eine kriftige Adhision kénnte also eine stirkere Uberlappung der Molekiile notwendig
sein (Sivasankar et al., 2001; Zhu et al., 2003). Neuere Untersuchungen mit Antikor-
pern, welche speziell gegen unterschiedliche extrazellulire Domédnen gerichtet sind,
deuten jedoch auf eine partielle Uberlappung der beiden EC1 Dominen hin (Shimizu et
al., 2005).

Die Adhision der Zonulae adhaerentes beruht auf der homophilen Interaktion (klassi-
scher) Cadherine desselben Typs. Im Gegensatz dazu scheinen in Desmosomen auch
unterschiedliche (desmosomale) Cadherine miteinander in Kontakt zu treten (Kowalc-
zyk et al., 1996), es wurden beispielsweise sowohl Desmocollin 1, als auch Desmocol-
lin 3 in ein und demselben Desmosom in Proben von Rinderepidermis nachgewiesen
(North et al., 1996) und diese Erkenntnisse durch weitere experimentelle Unter-
suchungen bestitigt (Chitaev und Troyanovsky, 1997; Marcozzi et al., 1998; Troya-
novsky, 1999; Syed et al., 2002). Andererseits ist eine Isotypspezifitit der desmosoma-
len Cadherine fiir den Aufbau von Desmosomen essentiell, wie Arbeiten von Dr. Green
beweisen (Ishii et al., 2001).

Eine besonders kréftige Interaktion desmosomaler Cadherine und einen weiteren Aspekt
desmosomaler Adhésion beschreibt Dr. Garrod, er fiihrte den Begriff der Hyperadhésion
ein (Garrod et al., 2005). Er postulierte, dass die iiberwiegende Mehrheit der Desmoso-
men in der Epidermis nicht von Ca®"-Ionen abhingig sei, diese Situation ist auch bereits
schon fiir andere Gewebe gezeigt worden (Wallis et al., 2000). Allerdings kann dieser
hyperadhisive Zustand der Desmosomen reversibel in einen Ca*'-sensitiven Status
tiberfiihrt werden. Wundheilungs-Versuche an muriner Epidermis lieferten die Basis fiir
diese Hypothese. Die Desmosomen im Bereich der verletzten Haut zeigten eine verén-
derte Morphologie, der Interzellularspalt war enger und die Mittellinie kaum detektier-
bar, da die normalerweise hochorganisierten Interaktionsstrukturen ithren parakristalli-
nen Charakter verloren hatten. In diesem labilen Zustand reagierten die Desmosomen
sehr sensitiv auf die Einwirkung von EGTA, die desmosomalen Cadherine waren da-

nach nicht mehr in der Lage, die zelluldre Adhésion aufrecht zu halten.
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1.1.2.2 Desmosomale Cadherine — Genstruktur und Expression

Ein essentieller Bestandteil von Desmosomen sind die Proteine vom Desmoglein und
Desmocollin Typ, die als zwei Untergruppen der Cadherine beschrieben worden sind.
Zunichst galt der Name Desmoglein fiir alle desmosomalen Glykoproteine, bis Cowin
et al. die Proteinfamilie der Desmogleine in zwei Klassen auftrennten und den Namen
Desmocollin einfiihrten (Cowin et al., 1984). Eine allgemein giiltige Nomenklatur die-
ser neu entdeckten Gene und Proteine wurde 1993 festgelegt (Buxton et al., 1993),
demnach werden die Gene als DSG bzw. DSC und die Proteine als Dsg bzw. Dsc anno-
tiert. 1990 beschrieb und klassifizierte die Arbeitsgruppe um Dr. Franke das Desmog-
lein als Mitglied der Cadherin-Familie (Koch et al., 1990). Fiir die desmosomalen Cad-
herine wurden weitere paraloge Gene beschrieben (z.B. DSG3: (Arnemann et al., 1992))
und bei Mensch und Maus auf Chromosom 18 lokalisiert (Arnemann et al., 1991). Bald
darauf konnte ein Gencluster, das die drei Gene der Desmogleine in gerichteter Orien-
tierung umfasst, identifiziert werden und der genaue chromosomale Lokus wurde beim
Menschen auf Chromosom 18q12.1 spezifiziert (Wang et al., 1994; Simrak et al., 1995).
Ein dhnliches Cluster existiert fiir die drei Gene der Desmocolline, sie sind ebenfalls in
einer gerichteten Orientierung tandemartig auf Chromosom 18ql12.1 angeordnet. Die
betreffende genomische Region konnte mit Hilfe von YA4Cs untersucht werden, wobei
sich herausstellte, dass die beiden desmosomalen Cadheringencluster benachbart sind
(Cowley et al., 1997; Hunt et al., 1999) (vergl. Abbildung 4). Als letztes paraloges Gen
wurde im Jahre 2003 Desmoglein 4 klassifiziert (Whittock und Bower, 2003).
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Abbildung 4: Genomstruktur des desmosomalen Cadheringen-Clusters von Maus und Mensch im
Vergleich

Bei Mensch und Maus liegen die desmosomalen Cadheringene in syntdnen Regionen auf Chromosom 18
als Tandem-repetitiv geclusterte Einheiten. Aufgrund der inversen Transkriptionsrichtung der beiden ver-
wandten Gencluster ist davon auszugehen, dass die beiden Loci durch eine chromosomale Inversion aus
einem gemeinsamen Vorlduferbereich entstanden sind. Durch eine Duplikation des DSG1-Lokus entstan-
den in der Maus die drei paralogen Gene DSG1-a, -f und -y. Desmocolline: orange; Desmogleine: griin

Auch die desmosomalen Cadheringene der Maus sind zu ihren Orthologen im Men-

schen in einer syntdnen Region als Cluster auf Chromosom 18 lokalisiert (Buxton et al.,
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1994). Wihrend der Evolution kam es zu einer Duplikation des murinen DSG1-Gens,
die paralogen Gene wurde als DSG5 und DSG6 (Whittock, 2003), bzw. aufgrund ihrer
hohen Sequenzéhnlichkeit zu DSG1 als DSG1-B (Pulkkinen et al., 2003) und DSGI1-y
bezeichnet (Kljuic und Christiano, 2003).

In Vertebraten werden die desmosomalen Cadherine in verschiedenen Geweben diffe-
renziell exprimiert. Desmocolline werden des Weiteren noch zusitzlich differentiell
gespleilit, es existieren also von jedem DSC-Paralog zwei verschiedene Transkripte, die
sich an ihrem 3’-Ende voneinander unterscheiden und in ein ldngeres Protein (a-Form)
bzw. in die kiirzere b-Form translatiert werden (Collins et al., 1991).

Im Anhang 7.9 sind die Expressionsdaten der desmosomalen Cadherine nach heutigem
Wissensstand tabellarisch zusammengefasst. Bei der Embryonalentwicklung der Maus
kommt es bereits wihrend der ersten Teilungsrunden zur Expression von desmosomalen
Komponenten, wie z.B. Plakoglobin und Desmoplakin, die aber nicht in reife Desmo-
somen eingebaut werden (Fleming und Hay, 1991; Fleming et al., 1994). Zu Beginn der
Blastozysten-Entwicklung und dem zunehmenden Druck der Fliissigkeit im Blastozoel
werden auch DSG2 bzw. DSC2 exprimiert (Fleming und Hay, 1991) und in erste reife
Desmosomen im Trophektoderm des Keims integriert. Jiingste Untersuchungen zeigen,
dass Desmocollin 3 sogar bereits als Protein im Ovar, den Blastomeren, der Zygote und
wihrend der ersten Teilungsschritte vorliegt (Den et al., 2006). Ebenso werden Trans-
kripte von DSC3 in der Oozyte detektiert (Den et al., 2006), die Funktion dieser mater-
nalen Anlagen ist allerdings bisher vollig unklar. Die Expression der anderen desmoso-
malen Cadherine setzt spdter ein und ab E15,5 wird beinahe das vollstindige Gen-
Cluster transkribiert.

DSG2 und DSC2 koénnen als die ,,universalen” desmosomalen Cadherine bezeichnet
werden, da ihre Transkripte und Proteine in den allermeisten Geweben nachgewiesen
wurden (Schafer et al., 1994; Nuber et al., 1995). In den einschichtigen Epithelien wie
Endothelien, Leber, Nierenmark und Darmmucosa wird das Proteinpaar aus Dsg2 und
Dsc2 bis auf wenige Ausnahmen exklusiv produziert. In mehrschichtigen Epithelien —
der Epidermis beispielsweise — werden dagegen sdmtliche desmosomalen Cadherine
differenziell exprimiert (Arnemann et al., 1993; Legan et al., 1994; North et al., 1996);
Ubersichtsartikel: (Getsios et al., 2004; Yin und Green, 2004). DSG2 wird dabei aus-
schlieBlich im Stratum basale, also den basalen Schichten der Epidermis exprimiert,

ebenso werden dort die meisten DSC3- und DSG3-Transkripte nachgewiesen. Auf ih-
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rem Weg in apikaler Richtung differenzieren die Keratinozyten und die Expression von

DSG3 und DSC3 kommt im Stratum spinosum zum Erliegen (siehe Abbildung 5).

Stratum cormeum

Stratum granulosuim

5 I k]

Stratum spincsum
i
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Basallamina

Abbildung 5: Differenzielle Expression der desmosomalen Proteine in der Epidermis

Die unterschiedlichen desmosomalen Cadherine, Armadilloproteine und Plakine werden in den unter-
schiedlichen Schichten der Epidermis differenziell exprimiert. Auf ihrer Wanderung vom Stratum basale
zum apikalen Stratum corneum differenzieren die Keratinozyten terminal. Die Morphologie und Protein-
zusammensetzung der Desmosomen verdndern sich in den apikalen Schichten der Epidermis, die desmo-
somalen Haftkomplexe wandeln sich in Korneodesmosomen um.

DSG: Desmoglein; DSC: Desmocollin; PKP: Plakophilin; PG: Plakoglobin; DP: Desmoplakin; EVPL:
Envoplakin; PPL: Periplakin (Abbildung nach (Getsios et al., 2004))

DSC2 wird wie DSG2 in basalen Schichten stark exprimiert, allerdings kdnnen noch
vereinzelt DSC2-Transkripte im apikalen Stratum granulosum nachgewiesen werden.
Reziprok verhélt sich dagegen die Verteilung der DSGI-mRNA, im Stratum basale
wird eine geringe, im Stratum granulosum dagegen eine hohe Expression beschrieben.
DSC1- und DSG4-mRNAs werden in einem abnehmenden Gradienten vom apikalen

Stratum granulosum bis in das basale Stratum spinosum detektiert (siche Abbildung 5).

Unter den mehrschichtigen Epithelien nimmt die Cornea hinsichtlich der Ausstattung an
demosomalen Cadherinen eine Ausnahmestellung ein, es wurde bisher ausschlieBlich
das Paar aus Dsg 2 und Dsc 2 beschrieben (Messent et al., 2000). Der Haarfollikel
zeichnet sich durch eine besonders differenzierte Expression der desmosomalen Cadhe-

rine in den unterschiedlichen Zellschichten aus (Kurzen et al., 1998; Wu et al., 2003).

Wie wichtig eine gesteuerte Expression der desmosomalen Cadherine fiir die Differen-
zierung von Geweben ist, haben zahlreiche Arbeiten am Beispiel der Epidermis bewie-
sen (Chidgey et al., 1997; King et al., 1997). Mutationsanalysen der extrazelluldren

Dominen von Dsg3 fiihrten in transgenen Mausmodellen zu einer Verdickung der api-
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kalen Epidermis, insbesondere des Stratum corneum, sowie einer Verdnderung der
Desmosomenzahl und -morphologie (Allen et al., 1996). Ahnlich dramatische Ergeb-
nisse lieferten spiter Experimente mit ektopischer Expression von DSG3 in suprabasa-
len Schichten der Maus-Epidermis (Elias et al., 2001; Merritt et al., 2002). Eine ektopi-
sche Expression von DSC3 bzw. DSG3 fiihrte im Mausmodell zu verkiimmerten Haar-
follikeln und ventralem Haarausfall der Tiere, sowie zu Hyperkeratosen (Hardman et
al., 2005). Nur die ektopische Expression von DSCla (Henkler et al., 2001), sowie De-
letionen an den zytoplasmatischen Doménen des Proteins (Cheng et al., 2004) zeigten
keinen Phénotyp.

Null-Mutationen von desmosomalen Cadherinen 16sten bei Miusen in der Regel noch
auffélligere Phénotypen aus. Ein klassischer Knockout von DSG2 fiihrte zu einer defi-
zienten Stammzellproliferation und zu Periimplantations-Aborten von homozygoten
Embryonen (Eshkind et al., 2002), auch der Verlust von DSC3 hat derartige Ausfille
zur Folge (Den et al., 2006). Knockout Experimente mit Null-Allelen von DSC1 und
DSG3 fiihrten in den Mausmodellen zu Acantholyse, Hyperproliferation (Hyperkerato-
sen), Haarverlust und zu Traumata in der Epidermis (Koch et al., 1997; Koch et al.,

1998; Chidgey et al., 2001; Hanakawa et al., 2004).

1.1.2.3 Desmosomale Cadherine — Protein- und Doméanenstruktur

Die ersten Protein-Charakterisierungen verschiedener desmosomaler Cadherine wurden
an Extrakten aus tierischen Geweben durchgefiihrt (z.B. Dsg2: (Blaschuk et al., 1986)).
Nachdem die cDNA von Desmoglein (1) kloniert worden war, konnte die resultierende
Proteinsequenz abgeleitet werden (Koch et al., 1990). Abbildung 6 verdeutlicht die
Dominenstruktur der desmosomalen Cadherine. Aufgrund ihrer Verwandtschaft zu den
klassischen Cadherinen wurden die aminoterminalen, jeweils ca. 110 Aminosiduren um-
fassenden extrazelluliren Dominen als EC1 bis EC5 benannt. Die EC5-Domine wird
bei den desmosomalen Cadherinen auch als extrazelluldre Ankerdoméine (EA) bezeich-
net, da sie wesentlich kiirzer und ihre Homologie zu den Cadherin-Doménen nicht be-
sonders ausgepragt ist. Wie bereits oben beschrieben, befinden sich zwischen den ein-
zelnen EC-Dominen Ca’'-koordinierende Sequenzabschnitte, die fiir die Gesamt-
Konformation des extrazelluldren Molekiilteils verantwortlich sind. Die erste extrazellu-

lare Doméne (EC1) der Desmocolline und Desmogleine weist die Zell-Adhésions-
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Sequenz (CAR = cell adhesion recognition) mit dem Tryptophan-Rest 2 und einem
zentralen Alanin-Rest auf. Wéhrend bei den meisten klassischen Cadherinen in diesem
Sequenzabschnitt das Tripeptid HAV (Histidin/Alanin/Valin) zu finden ist, sind hier bei
Dsgl und Dscl die Tripeptidsequenzen YAT (Tyrosin/Alanin/Threonin) und RAL (Ar-
ginin/Alanin/Leucin) lokalisiert (Buxton und Magee, 1992). Als membranstindige Pro-
teine weisen die desmosomalen Cadherine einen einzigen Membrandurchgang mit 24
hydrophoben Aminosduren auf (Membrandomdne TM). Der zytoplasmatische Teil be-
ginnt mit der intrazelluliren Ankerdomine (IA), die ebenfalls keine hohe Homologie zu

den vergleichbaren, aber viel kiirzeren Doménen der klassischen Cadherine innehat.

oF ETA ™
EC1 ECZ2 EC3 ‘I EC4 EA 14 ICS L RUD T
Dsg2
Trp2
DscZa
Dsc2b 100 AS

Abbildung 6: Doménenstruktur der reifen desmosomalen Cadherine Dsg2 und Dsc2 (Spleififormen
aund b)

Die extrazelluliren Doménen der desmosomalen Cadherine weisen eine hohe Konservierung sowohl
untereinander, als auch zu den klassischen Cadherinen auf und besitzen eine Transmembrandoméne mit
einem einzigen Membrandurchgang. Konservierte Bindetaschen zwischen den einzelnen extrazelluldren
Doménen (EC) komplexieren Kalziumionen. Die Interaktion der Cadherine beruht auf der maskierenden
bzw. demaskierenden Wirkung der Aminosdure Trp2 in der EC1 am N-Terminus der Cadherine. Der
intrazelluldre Abschnitt von Dsg2 ist wegen der sich wiederholenden RUD-Sequenzmotive wesentlich
langer als die intrazelluldiren Doménen von Dsc2; die beiden Spleilvarianten Dsc2a und Dsc2b unter-
scheiden sich im carboxyterminalen Abschnitt des Proteins. An die intrazelluliren Doménen beider Cad-
herine binden die desmosomalen Briickenproteine, welche die Intermedidrfilamente an die desmosomale
Haftstruktur anbinden (vergleiche Abbildung 1).

Die Léange der jeweiligen Doménen korrespondiert mit der Anzahl der Aminoséduren. EC: extrazelluldre
Cadherindoméne; EA: extrazellulire Ankerdomédne; TM: Transmembrandoméne; IA: intrazelluldre An-
kerdoméne; ICS: intrazelluldres cadherinartiges Segment; L: Linkerdoméne; RUD: ,,repeated unit do-
main®; T: terminale Doméne; *: Kalzium-Bindetasche; Pfeilmarkierung: (schwarz) Position Trp2; (roter
Pfeil und Schere) proteolytische Spaltung von Dsgl durch die Proteaseaktivitit des ETA (exofoliative
toxin A)

Der darauf folgende Proteinabschnitt weist zu vielen Cadherinen eine hohe Sequenzho-
mologie auf, weshalb dieser Bereich auch als intrazelluldres cadherinartiges Segment
(ICS) bezeichnet wird. An die ICS schlieBt sich eine Verbindungssequenz an, die zu

ca. 20% aus Prolin-Aminosdureresten gebildet wird, und deshalb als Prolin-Linker be-
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zeichnet wird. Weiter carboxyterminal liegt eine Doméne mit ,,sich wiederholenden
Sequenzabschnitten* (repeated unit domain = RUD). Sie bestehen aus sechs ca. 29
Aminosdurereste langen Peptiden, die jeweils zueinander eine hohe Homologie aufwei-
sen. Am Carboxyterminus des Proteins befindet sich die ,,Desmoglein spezifische ter-
minale Doméne® (T), die bis auf sehr wenige kurze Sequenzmotive keine nennenswerte

Homologie zu weiteren Proteinen aufweist.

1.1.2.4 Desmosomale Cadherine — Interaktionen mit PP, PG, DP

Die molekularen Interaktionen der Adhérenz-Junktionen und Desmosomen dhneln ei-
nander. Zwischen den membranstindigen Cadherinen und den Molekiilen des Zytoske-
letts vermitteln in beiden Fillen Mitglieder der Armadillo-Proteinfamilie (B-Catenin
bzw. y-Catenin/Plakoglobin in Adhirenz-Junktionen (Ubersichtsartikel: (Gumbiner,
1996) und Plakoglobin in Desmosomen (Peifer et al., 1992; Troyanovsky et al., 1993;
Mathur et al., 1994; Peifer et al., 1994; Troyanovsky et al., 1994a; Troyanovsky et al.,
1994b)). An diese Armadillo-Proteine binden wiederum Linkerproteine wie a-Catenin
im Falle der Adhérenz-Junktionen (Gumbiner, 1996) und Desmoplakin bei desmosoma-
len Haftkomplexen (Buxton und Magee, 1992). Allerdings ist die molekulare Interakti-
on der Desmosomen weitaus differenzierter, als die der Adhérenz-Junktionen: die Des-
mosomen werden im Gegensatz zur linearen Interaktion der Adhirenz-Junktionen noch
zusiétzlich durch einen weiteren Mitspieler diversifiziert, das Plakophilin. Dieses Arma-
dillo-Protein ist in der Lage, sowohl an den Carboxyterminus der desmosomalen Cadhe-
rine, an den Aminoterminus von Desmoplakin als auch im Falle von Plakophilin 2 an
Plakoglobin zu binden (Kowalczyk et al., 1999; Chen et al., 2002; Bonne et al., 2003).
Weitere Interaktionen von Plakophilin 2 und 3 (zumindest mit isolierten Kopfdoménen)
wurden auch mit Intermedidrfilamenten diskutiert (Vasioukhin et al., 2001). Aufgrund
der multiplen Bindungseigenschaften von Plakophilin wird diskutiert, ob dieses Mole-
kil fir die laterale Vernetzung des desmosomalen Proteine verantwortlich gemacht
werden kann, sodass ein dichtgepackter Plaque entsteht (Smith und Fuchs, 1998; Ko-
walczyk et al., 1999; Hatzfeld et al., 2000; Hofmann et al., 2000). Auch die Mdoglichkeit
der direkten Bindung von desmosomalen Cadherinen an Desmoplakin ohne die Zuhil-
fenahme von Plakoglobin (Troyanovsky et al., 1994b; Smith und Fuchs, 1998; Born-

slaeger et al., 2001) unterstreicht die mannigfaltigen Bindungsmdoglichkeiten der des-
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mosomalen Proteine untereinander.

Die intrazelluldre cadherinartige Sequenz der desmosomalen Cadherine und ihre Bin-
dungseigenschaften mit Plakoglobin wurden in der Vergangenheit intensiv untersucht
(Troyanovsky et al., 1994b; Chitaev et al., 1996; Wahl et al., 1996; Witcher et al.,
1996). Interessanterweise scheint Desmoglein sechs Mal mehr Plakoglobin binden zu
konnen, als dies Desmocollin unter normalen Umsténden zu tun vermag (Kowalczyk et
al., 1996), wobei die kiirzere b-Speiflvariante von Desmocollin kein Plakoglobin oder
Desmoplakin bindet (Troyanovsky et al., 1993). Die Interaktion von Desmoglein (1)
und Plakoglobin beruht vermutlich auf wenigen hydrophoben Aminosduren, die auch

fiir die Bindung von Plakoglobin mit a-Catenin notwendig sind (Chitaev et al., 1998).

Diese multiplen Interaktionsmoglichkeiten der desmosomalen Proteine untereinander
konnte einerseits eine feinere Regulation der desmosomalen Kraftiibertragung ermogli-
chen, andererseits aber auch durch die stirkere Vernetzung der desmosomalen Struktu-

ren fiir eine hohere Stabilitat dieser Haftkomplexe sorgen.

1.1.2.5 Desmosomale Cadherine — proteolytische Spaltstellen

Die extrazelluliren Dominen der desmosomalen Cadherine sind verschiedenen Agen-
zien ausgesetzt, welche die desmosomale Interaktion behindern oder sogar unterdriicken
konnen. Der Erreger Staphylococcus aureus generiert ein Toxin (exfoliative toxin A =
ETA), das als Serin-Protease spezifisch Dsgl zwischen den Doménen EC3 und EC4
schneidet (vergleiche Abbildung 6). Die resultierende Erkrankung wird als ,,Staphylo-
coccal scalded skin syndrome** bezeichnet, welche durch die Anwesenheit des Zielpro-
teins Dsgl in suprabasalen Schichten der Epidermis dort zur Blasenbildung fiihrt (Ama-
gai et al., 2000; Payne et al., 2004).

1.1.2.6 Desmosomale Cadherine — Erkrankungen

Der Pemphigus ist die am umfassendsten beschriebene Erkrankung, bei der desmoso-
male Cadherine eine Rolle spielen. Alle Pemphiguserkrankungen haben gemein, dass

Autoantikorper gebildet werden, die gegen Isoformen des desmosomalen Strukturpro-

16



Einleitung

teins Desmoglein gerichtet sind. Auf Grund der sterischen Behinderung durch diese
Antikorper ist die desmosomale Adhision in der Epidermis gestort und es bilden sich
Blasen aus, wobei die Ablationen hauptsdchlich in den Hautschichten auftreten, in der
das jeweilige Zielantigen lokalisiert ist (Payne et al., 2004). Im Falle des Pemphigus
vulgaris sind die extrazelluldren Doménen von Dsg3 betroffen und es kommt zu einer
basalen Acantholyse (Amagai et al., 1991). Sind die Antikdrper gegen Dsgl gerichtet,
so entstehen Blasen in suprabasalen Schichten der Epidermis (Stratum granulosum) und

es kommt zum Ausbruch des Pemphigus foliaceus (Beutner und Jordon, 1964).

Dsg? scheint eine wichtige Rolle bei der Integritdt und der Funktion von Herzmuskel-
zellen zu spielen, wie Publikationen der letzten Monate belegen. Zahlreiche Patienten,
die an einer arrhythmogenen rechtsventrikuldren Kardiomyopathie (ARVD) leiden, tra-
gen ,,Missense-,, bzw. ,,Nonsense-Mutationen* in ihrem DSG2-Genlokus (Awad et al.,
2006; Basso et al., 2006; Pilichou et al., 2006; Syrris et al., 2007). Viele dieser Mutatio-
nen liegen im Bereich der extrazelluliren EC-Doménen, die fiir die adhdsiven Eigen-
schaften der desmosomalen Cadherine zustindig sind. Bei einigen ARVD-Patienten
wurden auch Mutationen im DSC2-Gen nachgewiesen (Syrris et al., 20006).

Diese Storungen der adhésiven Eigenschaften haben umfangreiche Folgen fiir die Ge-
webehomoostase im Herzmuskel, da die betroffenen Gene DSG2 und DSC2 als alleini-
ge desmosomale Cadherine im Herzen exprimiert werden (sieche Anhang 7.9). Kompen-
sationseffekte durch andere Desmoglein-Isoformen (wie bei Pemphigus-Erkrankungen)

kommen hier nicht zum Tragen.

1.1.2.7 Desmosomale Signaltransduktion

Untersuchungen an Mauslinien mit verdnderten desmosomalen Proteinen deuten auf
zwei unterschiedliche Funktionen hin. . Zum einen wirkten sich Verdnderungen an der
verfiigbaren Proteinmenge direkt auf die Funktion des betroffenen Proteins im desmo-
somalen Kontext aus (beispielsweise der Verlust von desmosomaler Adhésion). ii. Zum
anderen wurden hdufig auch Proliferations- und Wachstumsverdnderungen beschrieben,
was eine — direkte oder indirekte — Beteiligung der Proteine an Signaltransduktionsvor-
gingen nahe legt. Homozygote Knockout-Méiuse, bei denen die desmosomalen Cadhe-

rine Dsg2 und Dsc3 ausgeschaltet sind, sterben zu einem Zeitpunkt, bei dem im Emb-
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ryoblast keine desmosomalen Strukturen nachweisbar sind (Eshkind et al., 2002; Den et
al., 2006).

Die Armadilloproteine Plakoglobin und Plakophilin sind mit B-Catenin verwandt, dem
eine duale Funktion bei der Zelladhision in Adhérenzverbindungen (Ubersichtsartikel:
(Peifer et al., 1992)) und beim wnt-Signalwegs als Signalmolekiil zugordnet wird
(Ubersichtsartikel: (Huelsken und Birchmeier, 2001; Moon et al., 2002)). Wie Mutati-
onsexperimente zeigten, sind Plakoglobin und B-Catenin in geringem Malle austausch-
bar: bei Abwesenheit von Plakoglobin konnte B-Catenin dessen Funktion teilweise
tibernehmen (Bierkamp et al., 1999) jedoch nicht vice versa (Haegel et al., 1995). Pla-
koglobin wird eine Vermittlerrolle zwischen Desmosomen und Adhérenz-Junktionen
zugesprochen, da es auch an die zytoplasmatischen Doménen der klassischen Cadherine
binden kann (Cowin et al., 1986) und die Koordinierung dieser beiden Adhédsionsver-
bindungen reguliert (Lewis et al., 1997).

Kiirzlich wurde eine génzlich neue Rolle von Plakoglobin als Repressor des proto-
Onkogens c-Myc beschrieben (Williamson et al., 2006): bei nachlassender Repression
von c-Myc werden epidermale Stammzellen zur Proliferation angeregt. Diese Ergeb-
nisse werden durch Plakoglobin-Uberexpressions-Experimente unterstiitzt: wurde die
Menge von Plakoglobin erhdht, so konnte eine verringerte Proliferation der Epidermis-
zellen festgestellt werden (Charpentier et al., 2000). Auch Versuche, die indirekt die
Plakoglobin-Verfiigbarkeit verringerten, zeigen vergleichbare Ergebnisse: wird bei-
spielsweise DSG2 in der Epidermis liberexprimiert (Brennan et al., 2007), so ist Plakog-
lobin nicht mehr in der Lage, die c-Myc-Signaltransduktion zu reprimieren und es
kommt zu einer massiven Hyperproliferation der betreffenden Hautschichten. ~ Die
Verfligbarkeit von Bindungsstellen am Carboxyterminus der desmosomalen Cadherine
fiir das Armadilloprotein Plakoglobin hilt also das Gleichgewicht zwischen der Plako-

globin-vermittelten Repression und Aktivierung von c-Myc aufrecht.

Die desmosomale Adhision wird auch bei physiologischen Mechanismen wie der
Wundheilung reguliert. Es konnte dafiir eine Beteiligung der Proteinkinase C o (PKCa)
experimentell bestitigt werden (Wallis et al., 2000), die nach einer extern zugefiigten
Storung der desmosomalen Adhésion von Desmosomen (Verwundung) rekrutiert wird
und vermutlich iiber Phosphorylierungsvorgénge eine Konformationsdnderung der des-
mosomalen Cadherine herbeifiihrt. Dariiber hinaus wurden verschiedene PKCa-

regulierte Zustdnde von Desmosomen beschrieben, die eine unterschiedliche Sensitivitit
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zu extrazelluldarem Kalzium-Verlust aufweisen (Garrod et al., 2005).

Proteinkinasen scheinen aber auch an einer Signaltransduktion vom ZellduBeren ins
Zellinnere beteiligt zu sein, da PV-Seren eine temporidre Phosphorylierung von Dsg3
iiber PKCa bewirkten (Aoyama et al., 1999).

In letzter Zeit wurde der Zusammenhang der desmosomalen Adhésion mit p38-
Signaltransduktionswegen (Berkowitz et al., 2006) und der vermutlich nachgeschalteten
GTPase Rho A beschrieben (Waschke et al., 2006). Dieses ,,desmosomale signalling*
(Berkowitz et al., 2005) kann eine Reorganisation des Aktin-Zytoskeletts bewirken und
spielt bei der PV-induzierten Acantholyse der Epidermis eine Rolle (Waschke et al.,
2006).

Es mehren sich also die Hinweise, dass die desmosomalen Cadherine neben den gut
charakterisierten adhésiven Eigenschaften eine Wirkung auf mehrere zelluldre Signal-

transduktionsvorgéange haben.

1.2 Generierung genetisch modifizierter Mause

Die Genome des Menschen (Lander et al., 2001), der Maus (Waterston et al., 2002), von
Drosophila (Adams et al., 2000) und vielen weiteren Organismen sind in den letzten
Jahren vollstidndig sequenziert worden. Die Frage nach der in vivo-Funktion bestimmter
Gene (Functional Genomics) hat deshalb stark an Interesse gewonnen. Durch den gro-
Ben Fortschritt der zahlreichen Genom- und EST-Sequenzierungsprojekte wurde einer-
seits der chromosomale Kontext vieler Gene erstmals beschrieben, andererseits wurden
durch diese Projekte eine Vielzahl neuer Gene gefunden, deren biologische Funktion
noch unbekannt ist. Eine Moglichkeit, die in vivo-Funktion eines Genes zu untersu-
chen, ist die Herstellung von transgenen Mauslinien, die definierte Verdnderungen des
zu untersuchenden Gens aufweisen. Der moglicherweise resultierende Phénotyp ldsst
anschlieBend eine Aussage iiber die Funktion des mutierten Gens zu. Heterologe DNA
kann in eines von zwei definierten Entwicklungsstadien der Maus in das Genom eingeb-
racht werden. Dazu werden die wichtigsten Schritte der frithen Mausembryogenese grob
dargestellt. Nach der Befruchtung der Eizelle durch ein Spermium kommt es zu mehre-
ren symmetrischen Teilungen (2-, 4-, 8-Zellstadien) bis das Morulastadium (8- bis16-

Zellstadium) erreicht ist. Diesem folgen grofere morphologische Verdnderungen: es
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bildet sich die Blastozyste (E3,5) mit dem auflen liegenden Trophektoderm, dem innen
liegenden Embryoblast und dem Blastozoel. Aus dem Trophektoderm entsteht spater
die Plazenta, wihrend sich der Embryoblast zum Embryo selbst weiterentwickelt. Zel-
len des Embryoblasten konnen in Kultur genommen und so embryonale Stammzellen
(ES-Zellen) gewonnen werden. Diese konnen sich — bis auf Plazentagewebe — in alle
Zelltypen des Embryos differenzieren. Die Blastozyste verliert anschlieBend die sie um-
gebende Hiille (Zona pellucida) und implantiert in das Uterusgewebe, wo die weitere

Entwicklung ablauft.

1.2.1 Homologe Rekombination

Im Gegensatz zur Pronukleusinjektion, bei der DNA in den minnlichen Vorkern inji-
ziert und diese DNA daraufthin ungerichtet in das Genom integriert wird, ist bei der ho-
mologen Rekombination der Genlokus festgelegt. ES-Zellen bieten die Moglichkeit,
durch homologe Rekombination (Gene Targeting) gezielt bestimmte Genorte zu verin-
dern (Thomas und Capecchi, 1987; Doetschman et al., 1988; Capecchi, 1989). Metho-
disch wird dies durch Elektroporation von ES-Zellen mit einem linearen Targeting-
Konstrukt durchgefiihrt, welches auf beiden Seiten der einzufiihrenden Mutation um-
fangreiche homologe DNA-Flanken tragt. Zelleigene Mechanismen bewirken eine Re-
kombination dieser homologen Bereiche. Da dieser Prozess sehr selten ist und Zufalls-
integrationen weit hiufiger auftreten, miissen einzelne Zellkolonien auf das gewlinschte
Ereignis hin selektiert werden. Erfolgreich modifizierte ES-Zellklone werden anschlie-
Bend zuriick in Blastozysten injiziert und diese in den Uterus scheinschwangerer Emp-
fangerweibchen implantiert. Zur Gewinnung der Blastozysten werden Tiere mit einer
Fellfarbe verwendet (z.B. ,,Schwarz®), die sich von Fellfarbe der ES-Zell-Spendertiere
(z.B. ,,Agouti*) unterscheidet. Dies hat den Vorteil, dass sich aus den injizierten Blasto-
zysten Mause entwickeln, die sich durch zwei verschiedene Fellfarben auszeichnen. Der
Grad dieses Chimérismus korreliert meist mit dem Anteil, den die injizierten ES-Zellen
zum Gesamttier beitragen. Entwickelt sich das Keimbahngewebe der chiméren Maus
aus den transgenen ES-Zellen (Keimbahntransmission), so kann das Transgen durch
eine Verpaarung der Chiméren an die Nachkommen weitervererbt und eine transgene
Mauslinie etabliert werden.

Der grof3e Vorteil bei der Verwendung von ES-Zellen zur Herstellung genetisch modifi-
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zierter Méuse liegt in der Mdglichkeit, gezielt bestimmte Loci zu verdndern. Dies er-
moglicht z.B. die Herstellung von Knockouts. Des Weiteren lassen sich mit dieser Me-
thodik alle denkbaren Modifikationen wie z.B. Knockin, Punktmutationen, kleinere De-
letionen, Translokationen etc. erzeugen. Nachteilig ist bei einem solchen Ansatz der
grof3e Zeit- und Arbeitsaufwand, welcher primér durch die Ineffektivitit der homologen
Rekombination und die damit verbundene aufwendige ES-Zellkultur bedingt ist.

Im Gegensatz dazu miissen bei einem klassischen Pronukleusinjektions-Experiment
(Gordon et al., 1980; Wagner et al., 1981; Palmiter et al., 1982) immer mehrere Griin-
dertiere (mit unterschiedlichen Integrationsorten und Transgenstrukturen) erzeugt und
untersucht werden, da das Transgen durch Imprinting- (Positions-)Effekte des umge-
benden Genkontexts einer Fehlregulation unterliegen kann und meist kaum exprimiert
wird. Zudem konnen endogene Gene durch die zufillige Integration des Transgens inak-
tiviert werden (Integrationsmutanten). Die Pronukleusinjektion ist die Methode der
Wahl fiir Anwendungen, die keine lokusspezifische Modifikation bendtigen, wie z.B.

die Uberexpression oder ektopische Expression heterologer Gene.

1.2.2  Sequenzspezifische Rekombinationssysteme

Im Gegensatz zu den oft mehrere kb umfassenden Homologiebereichen, die bei der ho-
mologen Rekombination essentiell sind, kommen bei der sequenzspezifischen DNA-
Rekombination nur relativ kurze Sequenzbereiche als Erkennungsstellen zum Tragen. In
den letzten Jahren wurden zahlreiche sequenzspezifische DNA-Rekombinasen aus nie-
deren Organismen kloniert und diese auch in Zellen hoherer Organismen zur Anwen-
dung gebracht (z.B. B-Rekombinase (Diaz et al., 1999); yo-Resolvase (Schwikardi und
Droge, 2000); BLV-Integrase (Tanaka et al., 1998); R4-Integrase (Olivares et al., 2001);
¢C31-Integrase (Andreas et al., 2002); A-Integrase (Christ und Droge, 2002)). Die bei-
den am besten charakterisierten und am weitesten verbreiteten Rekombinationssysteme
sind das Cre/lox (Hamilton und Abremski, 1984) und das Flp/FRT System (Sadowski,
1995). Beide Enzyme werden der Superfamilie der A-Integrasen zugeordnet und erfolg-
reich in der Maus zur Transgenese eingesetzt (Ubersichtsartikel: (van der Weyden et al.,

2002; Branda und Dymecki, 2004)).
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1.2.2.1 Das Cre/lox-Rekombinationssystem

Dieses aus dem Bakteriophagen P1 stammende Rekombinationssystem, bestehend aus
der 38 kDa Cre-Rekombinase (Cre = causes recombination) und deren 34 bp umfassen-
den loxP-Erkennungsstellen ist dort fiir die Zirkularisierung des linearen Phagengenoms
(Hochman et al., 1983) und die Auflosung postreplikativer zirkuldrer Genomdimere in
Monomere zustidndig (Austin et al., 1981; Sternberg und Hamilton, 1981). Die loxP-
Sequenz (locus of crossover (x) in PI) besteht aus zwei 13 bp langen, palindromischen
DNA-Sequenzen (inverted repeats), welche einen 8 bp langen, nichtsymmetrischen
Abstandhalter flankieren. Die Asymmetrie dieses Abstandhalters verleiht der gesamten
DNA-Sequenz eine Direktionalitit, die den Ausgang der Cre-vermittelten Reaktion be-
stimmt: befinden sich auf einem DNA-Molekiil zwei loxP-Stellen in gleicher Orientie-
rung, so wird dieser Bereich als ,,gefloxte” DNA (,,flanked by loxP sites*) bezeichnet
(Hoess et al., 1982). Durch Interaktion mit der Cre-Rekombinase wird die dazwischen
liegende DNA-Sequenz herausgeschnitten (Exzision), wobei anschlieBend beide Pro-
dukte jeweils eine loxP-Stelle tragen. Der reverse Vorgang, die Insertion, steht mit der
Exzisionsreaktion im Gleichgewicht (Moralli et al., 2001).

Befinden sich die beiden loxP-Stellen in gegensitzlicher Orientierung, kommt es zur
Inversion der betroffenen DNA-Sequenzen; liegen beide beteiligten loxP-Stellen auf
verschiedenen DNA-Molekiilen, so kommt als dritter mdglicher Reaktionstypus die
intermolekulare Translokation in Frage. Alle Reaktionen bendtigen weder Energiezu-
fuhr noch zusétzliche Kofaktoren, sie sind unabhéngig von Substrattopologie sowie
Herkunft der DNA und konnen also auch auf eukaryotischen DNA-Spezies eingesetzt
werden (Abremski et al., 1983; Sauer und Henderson, 1990).

Die beiden palindromischen DNA-Sequenzen der loxP-Stelle fungieren als Rekombina-
se-Bindestellen, das heift es binden jeweils zwei Cre-Monomere an eine loxP-Sequenz
(Mack et al., 1992). Durch Protein-Protein-Interaktion kommt es zur Ausbildung des
aus zwei loxP-Stellen und vier Cre-Molekiilen bestehenden Rekombinations-
Komplexes, der Synapsis. Der 8 bp umfassende Abstandhalter wird in einem Abstand
von 6 bp geschnitten. Dies geschieht durch nukleophilen Angriff des Tyrosinrests 324
auf eine Phosphodiesterbindung eines der DNA-Stringe, wobei Cre kovalent an das 3°-
Phosphat gebunden wird und so ein freies 5’-OH entsteht. Durch Strangaustausch und
Ligation des Tyr-3’-Phosphat an das freie 5’-OH des Empfangerstranges kommt es zur
Bildung eines Holliday-Intermediats (Guo et al., 1997). Neueren Vorstellungen zufolge
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unterlduft dieses Holliday-Intermediat keine klassische branch migration, sondern eine
strand swapping Isomerisierung (Van Duyne, 2001). In diesem Modell erfolgt der
Strangaustausch durch Aufschmelzen von 2 bis 3 bp im Abstandhalter nach Strangbruch
und Anlagerung an den komplementidren Strang des Rekombinations-Partnerstranges,
wobei die Homologie der aufgetrennten DNA-Bereiche durch Watson-Crick-
Basenpaarung erreicht wird. Dies scheint ein generelles Modell fiir den Rekombinati-
onsablauf der Mitglieder der A-Integrase Familie darzustellen (Nunes-Duby et al., 1995)
darzustellen und deckt sich am besten mit den zur Verfligung stehenden Cre-DNA
Strukturdaten. Eine erneute Runde mit Strangbruch und Ligation des zweiten Stranges
vervollstindigt die Rekombination und 16st die Holliday-Junktion auf. Das entstande

zirkuldire DNA-Fragment wird von den Zellen schnell abgebaut (Van Duyne, 2001).

Damit eine Rekombination {iberhaupt stattfinden kann, miissen die beiden loxP-
Sequenzen mindestens 82 bp voneinander entfernt liegen. Die DNA-Rekombination
erfolgt bei Cre in cis, das heilit das Protein, welches das katalytische Tyrosin zur Verfii-

gung stellt, ist direkt neben dem Strangbruch gebunden (Shaikh und Sadowski, 2000).

1.2.2.2 Das Flp/FRT-Rekombinationssystem

Seine urspriingliche biologische Funktion erfiillt das Flp/FRT-Rekombinationssystem in
S. cerevisiae. Es ist auf dem 2 pm-Plasmid der Hefe lokalisiert und nutzt die DNA-
Rekombinase Flp (MW: 46 kDa) und deren Erkennungsstellen FRT (,,Flp recognition
target), um die Kopienzahl dieses Plasmids durch Flp-vermittelte Inversion wahrend
der Replikation der Hefe zu erhohen (Futcher, 1986). Die FRT-Sequenz besteht aus
einem 8 bp langen Abstandshalter, flankiert von zwei 13 bp langen (nahezu perfekten)
palindromischen Sequenzabschnitten (34 bp-FRT). In der Hefe existiert des Weiteren
noch ein zusitzliches 14 bp Element, welches einem der Palindrome entspricht und der

nativen FRT-Stelle eine Lange von insgesamt 48 bp verleiht (Kilby et al., 1993).

Die Verwendung dieser FRT-Sequenz ermdglicht die Ausfiihrung der gleichen Rekom-
binationstypen wie mit dem Cre/lox-System (Integration/Exzision, Inversion, Translo-
kation). Die kiirzere, 34 bp lange und in der Molekulargenetik meist verwendete Varian-

te, entspricht der Minimalldnge einer FRT-Stelle. Mit ihr lassen sich intramolekulare,
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aber nicht intermolekulare Rekombinationen durchfiihren. Das bedeutet, dass z.B. Exzi-
sionsreaktionen mit beiden FRT-Varianten, Integrationen jedoch nur mit der nativen

FRT-Sequenz mdglich sind (Jayaram, 1985).

@ B loxP-Stelle @ Translokation
—48 _L,_ i
FRT-Stelle I
(minimal)
— e -

Exzision/Integration @ Inversion
— e _ _ -

|
BN .

Abbildung 7: Reaktionstypen der sequenzspezifischen Rekombination.

A: Schema der Rekombinase-Erkennungssequenzen. Die palindromischen Sequenzen der loxP- und der
minimalen FRT-Stelle (grof3e Pfeile) und die jeweiligen gerichteten Abstandshalter (kleine Pfeile) ver-
deutlichen die Direktionalitit der beiden Rekombinase-Erkennungssequenzen. Die Reaktionsprodukte
stehen in einem Reaktionsgleichgewicht zueinander.

B, C, D: Produkte rekombinasevermittelter, sequenzspezifischer Rekombinationssysteme.

B: Bei gerichteter Orientierung der loxP-/FRT-Sequenzen erfolgt eine Exzision des gefloxten DNA-
Bereichs, zuriick bleibt die rekombinierte DNA und ein ringférmiges DNA-Fragment. C: Liegen die
loxP-/FRT-Stellen auf unterschiedlichen DNA-Stringen (Chromosomen), so findet eine Translokation
der entsprechenden Loci statt. D: Bei invertierten Rekombinase-Erkennungsstellen wird die gefloxte
DNA invertiert.

Uber die molekularen Vorgiinge der Flp-vermittelten DNA-Rekombination ist im Detail
nicht so viel bekannt wie tiber den Cre-Reaktionsmechanismus. Im Groflen und Ganzen
verlduft die Rekombination jedoch prinzipbedingt der Cre/lox-Reaktion nicht unéhnlich.
Dies zeigt sich auch in der Tatsache, dass sich die Kristallstrukturen der katalytischen
Doménen von Cre (Guo et al., 1997) und Flp (Chen et al., 2000) — im Gegensatz zu den
restlichen Proteindoménen — sehr dhnlich sind. In Analogie zu Cre/lox beginnt auch im
Flp/FRT-System die Rekombination mit der Anlagerung der Flp-Monomere an die bei-
den palindromischen FRT-Sequenzen (Ringrose et al., 1998). AnschlieBend kommt es

zu einem nukleophilen Angriff des Tyrosinrests 343, der dadurch einen Strangbruch
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einleitet. Dieser findet im Gegensatz zu Cre/lox jedoch nicht im Abstand von 6, sondern
von 8 bp statt. Als Resultat kommt es auch hier zu einem Holliday-Intermediat, welches
durch Isomerisierung aufgelost wird. Diese Isomerisierung erfordert bei Flp/FRT grof3e-
re Konformationsdnderungen als bei Cre/lox, worauf die langsamere Reaktionskinetik
des Flp/FRT-Systems zuriickgefiihrt wird. Der Angriff des nukleophilen Tyrosins findet
bei Flp/FRT in trans (und nicht in cis wie bei Cre) statt, das heillt diejenigen Flp-
Monomere, welche auf der jeweils anderen Seite der FRT-Stelle gebunden sind, stellen

das reaktive Zentrum zur Verfligung (Shaikh und Sadowski, 2000).

1.3 Konditionale Rekombinationssysteme in der Mausgenetik

Das grundlegende Prinzip der Cre/lox-vermittelten, zelltypspezifischen Mutation beruht
auf der Generierung mehrerer Mauslinien. Die Mause der ersten Linie (KO-Linie) tra-
gen ein Gen, das durch zwei loxP-Sequenzen so flankiert wird, dass diese nicht mit der
normalen Expression des Gens in der Maus interferieren. Um dies zu erreichen, werden
loxP-Sequenzen zumeist in Intronen platziert, wobei aber auch Insertionen in 5'- oder
3’-flankierenden Bereichen beschrieben wurden, wobei die Wildtyp-Expression der
Zielgene nicht beeinflusst wird (Guy et al., 2001; Sakai et al., 2001). In den Tieren der
zweiten Linie wird die Cre-Rekombinase unter der Kontrolle eines zelltypspezifischen
Promotors exprimiert.

Durch die Kreuzung der oben genannten Méuse entstehen doppel- bzw. mehrfach-
transgene Nachkommen. Im Allgemeinen werden nach weiteren Verpaarungen Tiere
geboren, die fiir das mit loxP-Sequenzen flankierte Allel homozygot sind. In sémtlichen
Zellen, welche die Cre-Rekombinase synthetisieren, findet nun die Cre-vermittelte Re-
kombination zwischen den beiden loxP-Sequenzen statt und die gefloxte DNA wird aus
dem Genom entfernt. Dagegen bleibt in denjenigen Zellen, welche die Cre-
Rekombinase nicht exprimieren, der flankierte Lokus unverdndert (Abremski et al.,
1983). Durch diese raumlich beschrinkte Deletion des betreffenden Gens in bestimmten
Zelltypen gelingt es, eventuell letale Phanotypen des konventionellen Knockouts (Ca-
pecchi, 1989) zu umgehen.

Allerdings reicht die rdumliche Kontrolle der Cre-Aktivitit bei vielen Anwendungen
nicht aus, es muss zusétzlich noch der Zeitpunkt definiert werden, an dem die Rekom-

bination stattfinden soll. Es werden nur zwei der zahlreichen Beispiele erwéhnt, die im
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Zusammenhang mit dieser Arbeit stehen. Liegen die beiden konstitutiv inaktivierten
Allele DSG2*'*"¥ im homozygoten Zustand vor, so kommt es zu embryonaler Letalitit
zum Zeitpunkt der Implantation des Embryos in den Uterus (Eshkind et al., 2002).
Ebenso kommt es bei DSC3-Nullallelen zu Aborten durch Periimplantations-Letalitit
(Den et al., 2006).

Um zusétzlich zur zelltypspezifischen auch eine zeitliche Kontrolle der Cre-Aktivitét zu
erreichen, wurden zum einen ligandenregulierte Formen der Cre-Rekombinase entwi-
ckelt. Damit wurde es moglich, die Cre-Aktivitét erst im adulten Organismus oder zu
definierten Zeitpunkten wéhrend der Embryogenese (Hayashi und McMahon, 2002)
durch Induktion einzuschalten. Zum anderen wurden die regulatorischen Eigenschaften
des Tet-on/Tet-off Systems genutzt, um Mauslinien zu generieren, bei welchen die Cre-

Rekombinase nach Gabe eines Induktors aktiviert wird (Kistner et al., 1996).

Ein ideales induzierbares Cre-System sollte:

. keine Basalaktivitdt in Abwesenheit des Induktors (leakiness) aufweisen.

. eine effiziente Rekombination in allen Zielzellen gewéhrleisten (keine mosaikar-
tige Expression).

. einen nichttoxischen, kostengiinstigen und einfach administrierbaren Induktor
haben, der keine weiteren Effekte im Organismus auslost und schnell in ge-

wiinschter Konzentration im Zielgewebe verfiigbar ist.

Das Cre/lox (und Flp/FRT)-System ist durch seine Grundeigenschaften sehr gut geeig-
net, als genetisches Werkzeug fiir die Modifikation des Sdugergenoms eingesetzt zu
werden: die Erkennungsstelle loxP (FRT) ist mit 34 bp lang genug, um kein zufilliges
Vorkommen diese Sequenz im Genom zu gewihrleisten und ist kurz genug, dass ihre
Einfiihrung in das Genom keine negativen Einfliisse auf benachbarte Genbereiche hat.
Es kann aber unter bestimmten Voraussetzungen mdglicherweise zur Rekombination
endogener ,,Pseudo-loxP-Sequenzen® im Genom kommen, was negative Effekte zur

Folge hat (Schmidt et al., 2000; Thyagarajan et al., 2000).
Die Cre-Rekombinase ist ein Phagenenzym mit einem Temperaturoptimum von 37°C,

was bei der Anwendung in Sdugerzellen von Vorteil ist. Als Enzym aus der Hefe hat die

Flp-Rekombinase ein Temperaturoptimum von 30°C und ist bei héheren Temperaturen
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labil. Um dies zu umgehen, wurde die kodierende Sequenz von Flp durch in vitro-
Mutagenese dahingehend verdndert, dass Flp auch bei 37°C ausreichend stabil und en-
zymatisch aktiv ist (Buchholz et al., 1998). Das entstandene ,,Fipe‘ wurde in dieser Ar-

beit verwendet.

Zurzeit stehen mehrere Systeme zur Verfligung, die eine zeitliche und 6rtliche Kontrolle
der Rekombinasen gewihrleisen. Im Folgenden werden zunichst ein transkriptionell
gesteuertes Cre-Rekombinationssystem (X-rtTA/fetO-Cre) und ein posttranslationell
geregeltes System (X-Cre-ER'?) vorgestellt, die beide im Rahmen dieser Arbeit zum

Einsatz kamen.

1.3.1 Das Tet-on/Tet-off System

Viele unterschiedliche tetrazyklingesteuerte Expressionssysteme werden heutzutage
eingesetzt, um Genexpression in Zellsystemen (Resnitzky et al., 1994), Pflanzen
(Weinmann et al., 1994), Hefe (Nagahashi et al., 1997), Drosophila (Bello et al., 1998),
und Miusen (Furth et al., 1994; Hasan et al., 2001; Schonig und Bujard, 2003) zu kont-
rollieren. Das Tet-off System nutzt einen synthetischen Transkriptionsfaktor tTA (tetra-
cycline controlled transcriptional activator), der durch die Fusion des E. coli Repres-
sors (tetR) und der Aktivierungsdoméne des viralen Transkriptionsfaktors VP16 ent-
standen ist. Ein Minimalpromotor (z.B. Pycmy) steht unter der Kontrolle einer Reihe von
Tetrazyklin-Operator-Sequenzen (fetO) mit der Konsensussequenz des tetrazyklin-
responsiven Elements (Gossen und Bujard, 1992), an die tefR natiirlicherweise bindet
und so die Expression der nachgeschalteten Gene (z.B. Reportergene oder die Cre-
Rekombinase) aktiviert. Durch die Zugabe des Induktors Tetrazyklin oder Doxyzyklin
wird durch Konformationsédnderungen die intrinsische Aktivierungsfunktion des tTA
unterbunden, indem der Induktor mit tTA interagiert und dieser nicht mehr an den tetra-
zyklinresponsiven Promotor binden kann. Die pharmakologischen Eigenschaften von
Doxyzyklin sind allgemein bekannt und werden als unkritisch fiir in vivo-Versuche an-
gesehen.

Dieses System findet in der Wissenschaft breite Anwendung, obwohl es einige nachtei-
lige Eigenschaften mit sich bringt: der Induktor Doxyzyklin muss dem System perma-

nent zugefiihrt werden, um die Transkription des regulierten Transgens zu unterbinden
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(Kistner et al., 1996). Erst mit dem Absetzen des Induktors wird das Zielgen aktiv ex-
primiert. Wird Doxyzyklin iiber einen lingeren Zeitraum an Mause verfiittert, so wird
das Antibiotikum in den Knochen und Knorpeln der Versuchstiere eingelagert (Bocker
et al., 1984; Sande und Mandell, 1990). Diese Depots geben den Induktor iiber einen

langeren Zeitraum weiterhin ab, sodass die Aktivierung des Zielgens nicht rasch erfolgt.

Um dies zu umgehen, wurde das komplementidre Tet-on System entwickelt, welches

erst nach Zugabe des Induktors sein Zielgen exprimiert. Es basiert auf dem rtTA (rever-
se tetracycline controlled transcriptional activator), einem genetisch veridnderten fefR.
Eine Mutation von vier Aminosduren bewirkt die Umkehr der Wirkweise des fefR, die-
ser bindet nun ausschlielich unter Anwesenheit von Doxyzyklin an den tefO (Gossen
et al., 1995; Kistner et al., 1996). Allerdings ist die Affinitit des rtTA im Vergleich zum
tTA um drei GroBenordnungen geringer. Um eine Aktivierung des Zielgene zu errei-
chen, muss dem System also wesentlich mehr Induktor zugefiihrt werden (Baron et al.,
1999; Baron und Bujard, 2000).

Es existieren weitere rtTA Mutanten, beispielsweise rtTA-M2 und rtTA-S2, die eine
hohere Sensitivitét fiir Doxyzyklin aufweisen. In Zellkulturexperimenten konnte dieses
System bereits mit 2 ng/ml Doxyzyklin aktiviert werden, was einer 50-fache hoheren
Affinitét dieser rtTA-Varianten entspricht (Urlinger et al., 2000).

Wie bei allen transgenen Organismen ist auch hier der Integrationsort der tetO-
Minimalpromotor-Zielgen-Kassette von grofer Bedeutung. In heterochromatischen Re-
gionen wird das System nicht aktiviert werden konnen. Inseriert der tetO-Komplex je-
doch in die Néhe eines aktivierenden DNA-Segments (enhancer), so kann der ansonsten
inaktive Minimalpromotor eine Basalaktivitét entfalten und das System ist nicht mehr

strikt reguliert (Furth et al., 1994; Gossen et al., 1995; Kistner et al., 1996).

Ein genereller Nachteil dieses Systems ist die Tatsache, dass zwei Transgene am Wirk-
mechanismus beteiligt sind. Bei Versuchen mit transgenen Méusen, die gefloxte DNA-
Sequenzen tragen, bedeute dies umfangreiche Verpaarungen: sowohl die Transaktivato-
ren (tTA bzw. rtTA), als auch die Transkriptionskassette bestehend aus dem tefO-
Komplex und der Cre-Rekombinase sowie die (beiden) gefloxten Allele miissen in einer
Maus vereint werden. Dieser Aufwand wurde von (Utomo et al., 1999) vereinfacht, in-
dem der rtTA mit seinem eigenen Promotor und die zetO-Kassette inklusive dem Ziel-

gen auf ein und demselben DNA-Fragment kombiniert wurden.
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Um zur zeitlichen Regulation durch die Tet-On-/Tet-Off-Systeme eine gewebsspezifi-
sche Genexpression zu erzielen, wurden zwei Strategien verfolgt. Zum einen wurden
gewebsspezifische Promotoren/Enhancer fiir die Expression des tTA/rtTA (Darm:
(Saam und Gordon, 1999); Leber/Niere: (Kistner et al., 1996; Schonig und Bujard,
2003; Wilkinson et al., 2006); Herz: (Valencik und McDonald, 2001; Russell et al.,
2004) eingesetzt, welche die Regulation des Transgens spezifisch in den jeweiligen
Geweben der Tiere kontrollierten. Zum anderen wurden die zefO-Sequenzen in einen
endogenen gewebsspezifischen Promotor integriert (Agha-Mohammadi und Lotze,

2000).

1.3.2 Die induzierbare Rekombinase Cre-ER

Im Gegensatz zu den soeben beschriebenen Rekombinationssystemen, die auf dem Tet-
On/Tet-Off System basieren, haben die nun vorzustellenden Methoden den Vorteil, dass
nur ein Transgen bendtigt wird. Es wurden verschiedene experimentelle Ansétze ver-
wendet, bei denen Fusionsproteine der Cre-Rekombinase mit den Ligandenbinde-
Dominen mehrerer unterschiedlicher zytoplasmatischen Hormonrezeptoren entwickelt
wurden (Glukokortikoidrezeptor: (Brocard et al., 1998); Ostrogenrezeptor: (Metzger et
al., 1995); Progesteronrezeptor: (Tsujita et al., 1999)). Dabei wurden Cre-Varianten
ohne eine Kernimport-Signalsequenz verwendet, da die intrinsische Funktion der nukle-
aren Rezeptoren ausreicht, um das chimére Protein in den Nukleus zu translozieren. Die
Fusion der Cre-Rekombinase mit einer mutierten Ligandenbinde-Domiine des Ostro-
genrezeptors (ER) am Carboxyterminus der Cre-Rekombinase war erfolgreich (Metzger
et al., 1995; Feil et al., 1996; Brocard et al., 1997; Schwenk et al., 1998). Im zelluldren
Kontext wird dabei das Fusionsprotein im Zytoplasma an zwei Molekiile des Hitze-
schockproteins HSP90 gebunden und somit der Transport in den Zellkern blockiert. Erst
nach Applikation und Bindung des spezifischen Liganden Tamoxifen an die Liganden-
binde-Domine des Fusionsproteins wird der Proteinkomplex aktiviert, HSP90 freige-

setzt und das Fusionsprotein kann in den Zellkern translozieren.
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Es existieren drei verschiedene Varianten der Cre-Rekombinase, die mit Tamoxifen

induziert werden konnen:

. muriner ER™ mit einer G525R Mutation (Danielian et al., 1998; Guo et al., 2002;
Hayashi und McMahon, 2002; Zirlinger et al., 2002)

. humaner ER" mit einer G521R Mutation (Logie und Stewart, 1995; Metzger et
al., 1995; Feil et al., 1996; Li et al., 2000; Vooijs et al., 2001)

humaner ER™ mit G400V/M543A/L544A Mutationen (Feil et al., 1997; Indra et
al., 1999; Kimmel et al., 2000; Imai et al., 2001; Seibler et al., 2003; el Marjou et
al., 2004)

Alle Varianten werden von endogenem 17B-Ostradiol nicht aktiviert, sprechen aber auf
das synthetische Ostrogenanalogon 4-Hydroxytamoxifen (OHT) an. Allerdings wird zur
Induktion statt 4-Hydroxytamoxifen das sehr viel kostengilinstigere Tamoxifen verab-
reicht, da in der Leber das Tamoxifen unter anderem auch in die wesentlich aktiveren
Formen N-Desmethyltamoxifen und 4-Hydroxytamoxifen umgewandelt wird. Das Re-
kombinationsmaximum erfolgt dabei nach 48 h (Hayashi und McMahon, 2002). Cre-
ER™ ist sowohl bei der nukleiren Translokation, als auch bei der Rekombinaseaktivitit
um das Zehnfache potenter und sensitiver fiir 4-Hydroxytamoxifen als die Cre-ER'-
Variante (Indra et al., 1999).

Der ligandenregulierte Schalter der Rekombinaseaktivitit kann in zwei prototypischen
Weisen verwendet werden: i. Bei der Expression der Rekombinase unter einem ubiqui-
taren Promotor kann durch die Cre-ER-Fusionsproteine eine zeitliche Kontrolle erreicht
werden (Guo et al., 2002; Hayashi und McMahon, 2002; Seibler et al., 2003). ii. Eine
zeitliche und rdumliche Kontrolle der Rekombinaseaktivitit wird durch die Expression
der Cre-ER-Fusionsproteine unter einem zelltypspezifischen Promotor erreicht (z.B.
Neurogenese: (Danielian et al., 1998); B-Lymphozyten: (Schwenk et al., 1998); Darm:
(el Marjou et al., 2004)).
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1.4 Zielsetzung der Arbeit

Die desmosomale Adhision ist fiir die mechanische Stabilitdt von (epithelialen) Gewe-
ben von grofler Bedeutung: die Intermedidrfilamentnetzwerke benachbarter Zellen wer-
den iiber die desmosomalen Cadherine des Desmoglein- und Desmocollin-Typs mitei-
nander verkniipft. Bei der Maus spielt die Desmoglein-Isoform 2 (DSG2) bereits in frii-
hen Stadien der Embryogenese eine entscheidende Rolle. Homozygote DSG2-
Knockout-Mause sind nicht lebensfdahig und sterben vor der Implantation des Embryos
ab. DSG2 ist die Haupt-Desmoglein-Isoform, denn auch im adulten Tier wird dieses
Gen, im Gegensatz zu den weiteren fiinf Desmoglein-Genen, in den meisten Geweben

exprimiert.

Herstellung einer gewebsspezifischen, induzierbaren Mutation des DSG2-Gens in der

Maus

Um die embryonale Letalitdt der existierenden DSG2-Knockout-Méause zu umgehen,
sollte eine Mauslinie hergestellt werden, die nach Gabe eines externen Induktors ein
mutiertes Dsg2-Protein synthetisiert. Da DSG2 zusammen mit seinem Partnergen Des-
mocollin 2 (DSC2) in den adulten Geweben des Darms, der Leber und in Herzmuskel-
zellen exklusiv exprimiert wird, sollte zur Moglichkeit der zeitlichen Rekombinations-
Kontrolle noch eine gewebsspezifische Komponente hinzugefiigt werden. Dazu sollte
das bewihrte induzierbare Cre/lox-System in Kombination mit gewebsspezifischen

Promotoren zum Einsatz kommen.

Es sollten die folgenden Teilziele erreicht werden:

. Zunichst sollten in vitro die notwendigen loxP-Sequenzen und eine Resistenz-
genkassette zur Positivselektion von embryonalen Stammzellen (ES-Zellen) in das
DSG2-Gen inseriert werden.

. Die Rekombinationsfahigkeit dieses Targeting-Konstrukts sollte zundchst in vitro
iiberpriift und dieses anschlieBend in ES-Zellen transferiert werden.

. ES-Zellklone mit dem korrekt rekombinierten DSG2-Gen sollten identifiziert und
zur Herstellung von chiméren Méusen in Blastozysten injiziert werden. Mit diesen

sollten im Anschluss Stimme mit induzierbarem DSG2-Allel etabliert werden.
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Einleitung

. Im nidchsten Schritt sollten mit Hilfe von ,,FLPe-general-deleter-Tieren* die
Neomyzin-Resistenzgenkassette aus dem DSG2-Lokus entfernt werden.

. Verschiedene Cre-exprimierende Mausstimme, mit deren Hilfe die gewebs-
spezifische Cre-Rekombinase induziert werden kann, sollten mit Mausen mit ge-
floxtem DSG2-Gen verpaart werden. Dadurch sollte die Moglichkeit geschaffen
werden, in der Leber, der Darmschleimhaut und dem Herzen eine extern gesteuer-
te DSG2-Rekom-bination zu induzieren.

. Die Rekombination von DSG2 sollte auf genomischer, mRNA- und Protein-
Ebene mit Hilfe von PCR-, RT-PCR-, Western-Blot- und Immunfluoreszenz-

Untersuchungen analysiert werden.

Herstellung polyklonaler Antiseren gegen amino- bzw. carboxyterminale Proteinberei-

che des murinen Dsg2

Da die verfiigbaren Antiseren gegen das murine Dsg2 weder iiber eine Isotypspezifitit
verfiigten, noch eine ausreichende Reaktion bei Immunfluoreszenz- und Western-Blot-
Untersuchungen zeigten, sollten neue Antikorper gegen Dsg2 hergestellt werden. Diese
sollten auf Titer und Spezifitit der generierten Antiseren untersucht und fiir die Analy-

sen der Dsg2-Mutanten herangezogen werden.
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2. Material und Methoden
2.1 Material

2.1.1 Gerite und Zubehor

Tabelle 1: Geriite
Gerit

Bestrahlungsquelle - ¥'Cs

Blotkammer - Bio-Dot® (Dot-Blot)
Blotkammer - Transblot SD (Semi-Dry)
Elektroporationsgerit - Gene Pulser 11
Fluoreszenzmikroskop - Axiophot I
Fluoreszenzmikroskop - IX-70
Geldokumentation - Image Master VDS
Homogenisator (Glas)

Homogenisator (elektrisch) - Ultra-Turrax
Kamera Axiophot - C4742-95

Kamera Olympus - IMAGO

Laser Punktscanning Mikroskop - SP5
Ohrmarken und Ohrmarkenzange

PAGE System - Mini Protean II/11I

PCR Gerit - Primus 96

PCR Gerit - Primus 96 advanced
Photometer - NanoDrop

Photometer - Ultraspec 2000 UV
Szintillationscounter - TRI-CARB 1600TR
Ultraschallgerit - Branson Sonifier 250

Bezugsquelle

Molsgaard Medical, DK

BioRad, Munchen

BioRad, Minchen

BioRad, Munchen

Carl Zeiss, Jena

Olympus, Hamburg

GE Healthcare (Pharmacia), Miinchen
Hartenstein, Wiirzburg

Janke & Kunkel GmbH, Staufen
Hamamatsu, Herrsching am Ammersee
Till Photonics, Miinchen

Leica, Bensheim

Hauptner & Herberholz, Solingen
BioRad, Minchen

MWG Biotech, Ebersberg

Peqlab, Erlangen

Peglab, Erlangen

GE Healthcare (Pharmacia), Miinchen
Canberra Packard, Dreieich

Branson, Dietzenbach

Gerite der Standardlaborausstattung werden nicht aufgefiihrt. Auf spezielle Gerite, die
fiir diese Arbeit von besonderer Bedeutung waren, wird im Methodenteil néher einge-

gangen.

2.1.2 Chemikalien

Sédmtliche Chemikalien entsprachen — sofern nicht anders vermerkt — dem Reinheitsgrad
p-A. und wurden von den Firmen Roth (Karlsruhe), Fluka bzw. Sigma-Aldrich (Miin-
chen), Gibco™ bzw. Invitrogen (Karlsruhe), Merck (Darmstadt), BioRad (Miinchen)
oder Serva (Heidelberg) bezogen.
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Tabelle 2: allgemeine Chemikalien
Chemikalien

AFA

Agarose NuSieve GTG Agarose
Agarose LE

Bacto-Agar

Bacto-Trypton
Bradford-Reagenz
Bromphenolblau

BSA

Coomassie Brilliant Blau — G250
Digitonin

DMEM

DMSO

Doxyzyklin

DTT

FCS

Freund’sche Adjuvanzien
Hepes

HOPE®

Imidazol

IPTG

LIF ESGRO

Lipofect AMINE 2000
B-Mercaptodthanol

Mowiol

Natriumpyruvat
nicht-essentielle Aminosiuren
Paraformaldehyd

PMSF

Rotiphorese NF-Actylamid/Bis-Losung 30% (29:1)
SDS

Tamoxifen

TEMED

Triton-X 100
Trockenmilchpulver

Trypsin

Tween-20

Xylencyanol
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Bezugsquelle

VWR, Darmstadt

Biozym, Hessisch Oldendorf
Biozym, Hessisch Oldendorf
Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
BioRad, Minchen

Serva, Heidelberg
Sigma-Aldrich, Minchen
Serva, Heidelberg
Sigma-Aldrich, Minchen
Invitrogen, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Minchen
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Minchen
Sigma-Aldrich, Minchen
Invitrogen, Karlsruhe

DCS, Hamburg
Sigma-Aldrich, Minchen
MBI Fermentas, St. Leon-Rot
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe

Roth, Katlsruhe
Sigma-Aldrich, Minchen
Sigma-Aldrich, Minchen
Invitrogen, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Serva, Heidelberg
Sigma-Aldrich, Minchen
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Minchen
Topfer, Dietmannsried
Sigma-Aldrich, Minchen
Metck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
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Tabelle 3: Antibiotika

Antibiotika Hersteller -Stammlosung ,.Arbeltslosung
in H20 in H20
Ampizillin Sigma-Aldrich 100 mg/ml 100 - 150 pg/ml
Kanamyzin Sigma-Aldrich 20 mg/ml 50 - 60 ng/ml
Neomyzin (G-418) Sigma-Aldrich 100 mg/ml 100 - 1000 pg/ml
Tetrazyklin/Doxyzyklin ~ Sigma-Aldrich 10 mg/ml 12,5 ng/ml
Penizillin/Streptomyzin Lemblllisg 10000 U
ptomy Gibco™ Streptomyzin: 1x (1%)
(100 x)
10 mg/ml
Tabelle 4: Kits
Kits Bezugsquelle

QILAprep Spin Miniprep Kit
QILAfilter Plasmid Maxi Kit

Ol Aquick Gel Extraction Kit

QI Aguick PCR Purification Kit
QOILAguick Nucleotide Removal Kit

DNeasy™ Tissue Kit
Ni-NTA Agarose

Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden

peqGOLD Plasmid Miniprep Kit 1
SuperSignal West Pico Chemiluminescent

PEQLAB, Erlangen

Perbio Science (Pierce), Bonn

Tabelle 5: Filmmaterial & Fotochemikalien

Filmmaterial & Fotochemikalien Bezugsquellen

BioMax Light-1, 18 x 24
Hyperfilm ECL
Entwickler .X-24, Fixierer

Kodak, Rochester, New York, USA
GE Healthcare, Munchen
Kodak, Rochester, New York, USA

Tabelle 6: Membranen & Filter

Membranen & Filter Bezugsquellen

Hybond-N" Nylon-Membran
Nitrozellulose - Optitran BA-S83
Whatman-Papier - CB002 Gel Blotting Papier

GE Healthcare, Minchen
Whatman (Schleicher & Schuell ), UK
Whatman (Schleicher & Schuell ), UK

2.1.3 Nukleinsduren
Séamtliche Oligonukleotide sind dem Anhang zu entnehmen und wurden von der Firma

MWG-Biotech (Ebersberg) in der Qualitdtsklasse ,,HPSF* (hochrein, salzfrei) syn-
thetisiert.
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Tabelle 7: Nukleinsduren

Nukleinsiduren, Vektoren und Nukleotide

dNTPs
[0”P]dATP
Lachssperma DNA
pBlueskriptIl KS +
pBlueskript SK +
pET15b
pGem-Teasy

pJetl
pEGFP-N3

Tabelle 8: Molekulargewichtsstandards
Molekulargewichtsstandards

Gene Ruler™ 100 bp DNA Ladder Plus
GeneRuler™ 1kb DNA Ladder
FastRuler™ DNA Ladder, Low Range
Lambda DNA/EcoRI+HindlIl
PageRuler™ Unstained Protein 1adder
Precision Protein Standard

Precision Protein Standard prestained

2.1.4 Enzyme

Bezugsquelle

MBI Fermentas, St. Leon-Rot
GE Healthcare, Minchen
Stratagene, Amsterdam, NL
Stratagene, Heidelberg
Stratagene, Heidelberg
Novagen, Madison, USA
Promega, Mannheim

MBI Fermentas, St. Leon-Rot
Becton Dickinson, Heidelberg

Bezugsquelle

MBI Fermentas, St. Leon-Rot
MBI Fermentas, St. Leon-Rot
MBI Fermentas, St. Leon-Rot
MBI Fermentas, St. Leon-Rot
MBI Fermentas, St. Leon-Rot
Bio-Rad, Miinchen

Bio-Rad, Miinchen

Die fiir die Experimente verwendeten Restriktionsendonukleasen wurden wahlweise

iber die Firmen New England Biolabs

(St. Leon-Rot) bezogen.

Tabelle 9: DNA/RNA modifizierende Enzyme, Proteinasen
DNA/RNA modifizierende Enzyme, Proteinasen

Calf Intestine Alkaline Phosphatase (CLAP)
T4 DNA Ligase (1 U/ul) bzw. (5 U/ul)
Benzonase

Klenow-Fragment

Lysozym

Proteinase K

Trypsin

Tag-Polymerase (5 U/ ul)

Phusion™ High-Fidelity DNA Polymerase
REVERSE-IT™ RTASE BLEND
Prime-If® 11 Random Primer Labeling Kit
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(Frankfurt) oder MBI Fermentas

Bezugsquellen

MBI Fermentas, St. Leon-Rot
MBI Fermentas, St. Leon-Rot
Merck, Darmstadt

MBI Fermentas, St. Leon-Rot
Sigma-Aldrich, Minchen
Sigma-Aldrich, Minchen
Sigma-Aldrich, Minchen
Eppendorf, Hamburg

NEB, Frankfurt

Abgene, Hamburg
Stratagene, Amsterdam, NL
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2.1.5 Antikorper

Tabelle 10: Primir-Antikorper

Primar-Antikorper Bezugsquelle Spezies IF WB
a-Dsgl (mc112) BD, Heidelberg Maus 1:100 1:1000
a-Keratin 8 TROMAT1 (1t3)  (Kemler et al., 1981) Ratte 1:10 1:100
a-alpha-Catenin (rb53) Sigma-Aldrich, Miinchen Kaninchen 1:100 1:1000
a-total K8/K18 (mc100) M.B. Omary Maus 1:75 1:1000
a-DP 2.15-2.17-2.20 (mc28)  (Cowin et al., 1985) Maus unverdinnt -
»Normal Donkey Serum* Jackson/Dianova Esel = =

Tabelle 11: Sekundér-Antikérper

Sekundar-Antikorper Bezugsquelle Spezies IF WB
Cy3-a-Kaninchen-IgG F(ab’),  Jackson/Dianova Esel 1:300 — 1:500 -
Cy3-a-Maus-IgG Rockland/Biotrend ~ Ziege 1:250 — 1:500 -
Cy2-a-Kaninchen Jackson/Dianova 1:50 -
Cy2-a-Maus-IgG Rockland/Biotrend ~ Ziege 1:50 -
TxR-a-Maus-IgG F(ab’), Jackson/Dianova Ziege 1:100 -
TxR-a-Kaninchen-IgG Jackson/Dianova Ziege 1:50 — 1:200 -
HRP-a-Kaninchen-IgG N. England Biolabs ~ Ziege - 1:6000
HRP-a-Maus-IgG Jackson/Dianova Ziege - 1:7000

2.1.6 Bakterienstimme

Tabelle 12: Bakterienstimme
Bakterienstamme, E. coli Bezugsquellen

XL1-Blue [F'xTn10 proA+B+lacl?

A(lacZ)M15/recAl endAl gyrA96(Nalr)thi Stratagene, La Jolla, USA
hsdR17(tKmK+)supE44relAl lac]

DH5« [F phi80dlacZA(acZY A-arg F) U169
deoR recAl hsdR17 phoA Sup

E44 }'thi-1 gyrA96 relAl]
BL21gold(DE3)pLysS [B F ompT hsdS(B
mB) dew' Tet" gal \(DE3) endA Hte [pLysS Stratagene, La Jolla, USA
Camr]]

GM2163 [F dam-13:Tn9 (Cam’) dem-6
hsdR2 (r,m,") leuB6 hisG4 thi-1 araC14 la-
cY1 galK2 galT22 xylA5 mtl-1 rpsL.136 (Str’)
fhuA31 tsx-78 gln/44 mcrA mcrB1]

294-Cre [F, I, supE44, endAl, thi-1, hsdR17,
lacZ::c1857-Cre]

(ehemals Gibco™ BRL), nun Invitrogen
Life Technologies, Karlsruhe

MBI Fermentas, St. L.eon-Rot

A. Francis Stewart
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2.1.7 Zelllinien

Tabelle 13: Zelllinien

Bezeichnung

Eph4
A-431
PLC
MDCK
MDBK
MH,C,
CaCo
W9.5
STO

Herkunft

M. musculus, Brustdrusenkarzinom

H. sapiens, Vulva-Plattenepithelkarzinom
H. sapiens, hepatozellulires Karzinom

C. familiaris, Nierenepithel

B. taurus, Nierenepithel

R. norvegicus, hepatozellulires Karzinom
H. sapiens, kolorektales Adenokarzinom
M. musculns (12951/ Sv), ES-Zellen

M. musculus, embryonale Fibroblasten

2.1.8 Puffer und Losungen

Referenz

(Fialka et al., 1990)
(Giard et al., 1973)
(Alexander et al., 1976)
(Madin et al., 1957)
(Madin und Darby, 1958)
(Richardson et al., 1969)
(Fogh et al., 1977)

(Szabo und Mann, 1994)
(Martin und Evans, 1975)

Sofern nicht anderslautend erwihnt, wurden Puffer und Losungen fiir gebréuchliche

molekularbiologische Techniken nach (Sambrook, 2002) hergestellt. Hierfliir wurde

ausnahmslos gereinigtes Wasser (Millipore) verwendet. Wenn nicht anders angegeben,

wurden die Losungen bei RT hergestellt und gelagert.

Puffer fiir Arbeiten mit Bakterien:

Tabelle 14: LB-Medium/LB-Agar

Stoff Konzentration Menge fiir 1 Liter
Bacto-Trypton 1% (w/v) 10 g Bacto-Trypton
Bacto-Hefeextrakt 0,5% (w/v) 5 g Bacto-Hefeextrakt
NaCl 0,5% (w/v) 5 gNaCl

(Agar) 1,4% (w/v) 14 g (Agar)

H,O ad 1 Liter

Tabelle 15: TFB1
Stoff

RbCl,
MnCl,
K-Azetat
CaCl,
Glyzerin
H,O

Konzentration Menge fiir 100 ml

10mM 1,21 g RbCl,
6mM 0,81 g MnCl,
3mM 0,29 g K-Azetat
10mM 1 ml CaCl, (1M)
15% (v/v) 15 ml Glyzerin

pH 58 ad 100 ml
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Tabelle 16: TFB2

Stoff Konzentration
CaCl, 75 mM
Rb(l, 1 mM
MOPS 1 mM
Glyzerin 15% (v/v)
H,O pH 7,0

Puffer fiir Nukleinsdurearbeiten:

Tabelle 17: 10x TE-Puffer
Stoff Konzentration
Tris-HCl 100 mM
EDTA 10 mM
H,O pH 8,0

Tabelle 18: 5x TBE
Stoff Konzentration
Tris-Base 0,45 M
Borsiure 0,45 M
EDTA 10 mM
H,O

Tabelle 19: 10x DNA-Probenpuffer
Stoff Konzentration
Glyzerin 30% (v/v)
SDS 1% (w/v)
EDTA 50 mM
Tris-HCl 10 mM
Bromphenolblau
Xylencyanol
H,O

Tabelle 20: Oligo-Hybridisierungs-Puffer
Stoff Konzentration
K-Azetat 100 mM
HEPES-KOH 30 mM
Mg2+—Azetat 2 mM
H,O

Menge fiir 100 ml

7,5 ml CaCl, (1M)
0,12 g RbCl,

0,29 ¢ MOPS

15 ml Glyzerin
ad 100 ml

Menge fiir 1 Liter

12,1 g Tris-HCl
3,7¢ EDTA
ad 1 Liter

Menge fiir 1 Liter

54 g Tris-Base
27,5 g Borsiure
4,65 g EDTA
ad 1 Liter

Menge fiir 100 ml

30 ml Glyzerin

10 ml SDS (10%)

10 ml EDTA (0,5 M)
1 ml Tris-HCI (1 M)
Spatelspitze
Spatelspitze

ad 100 ml

Menge fiir 10 ml

1 ml K-Azetat (1 M)

0,3 ml HEPES-KOH (1 M, pH 7,4)
20 ul Mg**-Azetat (1 M)

ad 10 ml
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Tabelle 21: Lysepuffer Schwiinze

Stoff Konzentration
Tris-HCl 50 mM
EDTA 100 mM
NaCl 100 mM
SDS 1% (w/v)
H,0

Menge fiir 100 ml

5 ml Tris-HCI (1 M)
20 ml EDTA (0,5 M)
2 ml NaCl (5 M)

10 ml SDS (10% w/v)
ad 100 ml

Vor der Anwendung wurden 0,5 mg/ml Proteinase K hinzugeflgt.

Tabelle 22: Lysepuffer ES-Zellen

Stoff Konzentration
Sarcosyl 0,5% (v/v)
Tris-HCI 10 mM
EDTA 10 mM
NaCl 10 mM
H,0

Proteinase K 1 mg/ml

Tabelle 23: Hybridisierungs-Puffer

Stoff Konzentration
Na,HPO, 0,5M
SDS 7% (w/v)
EDTA 1 mM
H,O pH 7,2
Tabelle 24: 20x SSC
Stoff Konzentration
NaC(Cl 3M
tri-Natriumcitrat-
Dihydrat 05 M
H,O pH 7,0
Tabelle 25: Waschlésung 1
Stoff Konzentration
SSC 2x
SDS 0,1% (w/v)
H,O
Tabelle 26: Waschlosung 2
Stoff Konzentration
SSC 1x
SDS 0,1% (w/v)
H,O

Menge fiir 50 ml

1 g Sarcosyl in 20 ml H,O steril filtrieren
0,5 ml Tris (1 M)

1 ml EDTA (0,5 M)

0,5 ml NaCl (1 M)

ad 45 ml

5 ml Proteinase K (10 mg/ml)

Menge fiir 200 ml

100 ml Na,HPO, (1 M) pH 7,2
70 ml SDS (20% w/v)

4 ml EDTA (0,5 M) pH 8,0

ad 200 ml

Menge fiir 1 Liter

175,3 g NaCl

88,2 g tri-Natriumcitrat-Dihydrat
ad 1 Liter

Menge fiir 100 ml

10 ml SSC (20x)
0,5 ml SDS (20% w/v)
ad 100 ml

Menge fiir 100 ml

5 ml SSC (20x)
0,5 ml SDS (20% w/v)
ad 100 ml
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Tabelle 27: Waschlosung 3

Stoff Konzentration
SSC 0,1x
SDS 0,1% (w/v)
H,0

Puffer fur die Proteinbiochemie:

Tabelle 28: 10x PBS

Stoff Konzentration
NaCl 137 mM
KClI 3 mM
Na,HPO, 8 mM
K,HPO, 2 mM
H,O pH 7,5

Tabelle 29: 2x Protein-Probenpuffer (nach Lammli)
Stoff Konzentration
Glyzerin 20% (w/v)
SDS 2% (w/v)
Tris-HCI 42 mM
DTT 150 mM
Bromphenolblau
H,O

Tabelle 30: Protein-Lysepuffer 1 (Gewebe)
Stoff Konzentration
Tris-HCI 50 mM
NaCl 150 mM
EDTA 5 mM
Triton X-100 1% (v/v)
PMSF 0,5%
H,O

Tabelle 31: Protein-Lysepuffer 2 (Gewebe)
Stoff Konzentration
SDS 2% (w/v)
Tris-HCI 50 mM
PMSF 0,5%
H,O

41

Menge fiir 100 ml

0,5 ml SSC (20x)
0,5 ml SDS (20% w/v)
ad 100 ml

Menge fiir 1 Liter
8 g NaCl

0,22 ¢ KCI

1,14 g Na,HPO,
0,35 g K,HPO,

ad 1 Liter

Menge fiir 100 ml

20 ml Glyzerin

20 ml SDS (10% w/v)
4,2 ml Tris-HCI (1 M)
15 ml DTT (1 M)
Spatelspitze

ad 100 ml

Menge fiir 100 ml

5 ml Tris-HCI (1 M)
3 ml NaCl (5 M)

1 ml EDTA (0,5 M)
1 ml Triton X-100
50 mg PMSF

ad 100 ml

Menge fiir 100 ml

20 ml SDS (10% w/v)
5 ml Tris-HCI (1 M)
50 mg PMSF

ad 100 ml
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Tabelle 32: 10x Elektrodenpuffer

Stoff Konzentration
Tris-Base 250 mM
Glyzin 520 mM
SDS 1% (w/v)
H,0 pH 8,9

Tabelle 33: SDS-Sammelgelpuffer (5% v/v)

Stoff Konzentration
Rotiphorese NF-Acrylamid

Bis—Eésung 30% (29:5;) / S (1)
Tris-Base 120 mM
SDS 1% (w/v)
APS 1% (w/v)
TEMED 1%o0 (w/v)
H,O

Tabelle 34: SDS-Trenngelpuffer (10% v/v)
Stoff Konzentration

Rotiphorese NF-Acrylamid/

0
Bis-Lésung 30% (29:1) L07a /)

Tris-Base 250 mM
SDS 1% (w/v)
APS 1% (w/v)
TEMED
H,O

Tabelle 35: Coomassie-Firbelosung
Stoff Konzentration

Coomassie-Brilliant-Blau G250

Athanol 50% (v/v)
Essigsdure 10% (v/v)
H,O
Tabelle 36: Coomassie-Entfirbelosung

Stoff Konzentration
Athanol 30% (v/v)
Essigsdure 10% (v/v)
H,O

Tabelle 37: Silber-Firbelosung
Herstellung der Farbel6sung (100 ml)
Losung A: 0,8 g AgNO; in 4 ml H,O 16sen
Lésung B: 2,1 ml NaOH (1 M) + 1,6 ml NH,

2,5%0 (w/v)

Menge fiir 1 Liter

30 g Tris-Base
144 ¢ Glyzin
10 g SDS (w/v)
ad 1 Liter

Menge fiir 6 ml (zwei Gele)

1 ml Rotiphorese-Losung

0,75 ml Tris-Base (1,5 M, pH 8,8)
60 ul SDS (10% w/v)

60 ul APS (10% w/v)

6 ul

ad 6 ml

Menge fiir 15 ml (zwei Gele)

5 ml Rotiphorese

3,8 ml Tris-Base (1,5 M, pH 8,8)
150 ul SDS (10% w/v)

150 ul APS (10% w/v)

6 ul

ad 15 ml

Menge fiir 100 ml

250 mg C-B-B G250
50 ml Athanol

10 ml Eisessig

ad 100 ml

Menge fiir 1 Liter

300 ml Athanol
100 ml Eisessig
ad 1 Liter

Losung A unter Schwenken zu Losung B geben und auf mit H,O auf 100 ml auffillen
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Tabelle 38: Silber-Entwicklerlosung
Herstellung der Entwicklerlésung (250 ml)

250 mg Zitronensaure in 250 ml H,O l6sen
+ 0,8 ml Formaldehydlésung (37% w/v)

Tabelle 39: Silber-Stopperlosung
Herstellung der Stopperlésung (100 ml)

50 ml Athanol + 5 ml Eisessig + H,0O ad 100 ml

Tabelle 40: 10x Ponceau-S-Firbelosung

Stoff Konzentration Menge fiir 500 ml
Ponceau-S 2% (w/v) 10 g Ponceau-S
Trichloressigsdure 30% (w/v) 150 g Trichloressigsaure
Sulfosalizylsaure 30% (w/v) 150 g Sulfosalizylsiure
H,O ad 500 ml

Tabelle 41: 10x TBS

Stoff Konzentration Menge fiir 1 Liter
Tris-Base 02M 242¢

NaCl 1,3M 80¢g

H,O ad 1 Liter

Tabelle 42: TBST

Stoff Konzentration Menge fiir 1 Liter
TBS 1x 100 ml TBS (10x)
Tween-20 0,1% (v/v) 1 ml Tween-20
H,O ad 1 Liter

Tabelle 43: Transferpuffer
Stoff

Konzentration

Menge fiir 1 Liter

Tris-Base 25mM 3 g Tris-Base
Glyzin 192 mM 14,4 g Glyzin
Methanol 10% (v/v) 100 ml Methanol
H,O ad 1 Liter

Tabelle 44: Stripping-Puffer

Stoff Konzentration Menge fiir 1 Liter
SDS 2% (w/v) 20¢gSDS

Tris-Base 62,5mM 7,6 g Tris-Base

H,O pH 6,7 ad 1 Liter

Unmittelbar vor der Anwendung wurden zu 50 ml Puffer 350 pl -Mercaptodthanol

hinzugefigt.
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Puffer fur die Affinitdtschromatographie:

Tabelle 45: Bakterien-Lysepuffer

Stoff Konzentration Menge fiir 100 ml

Tris-HCl 50mM 3,3 ml Tris-HCI (1,5 M, pH 7,5)
EDTA 1mM 200 ul EDTA (0,5 M, pH 8)
KCl 100 mM 10 ml KCI (1 M)

DTT 1mM 1 mlDTT (100 mM)

H,O ad 100 ml

Vor der Verwendung werden 10 mg Lysozym, 1 Tablette ,,Roche Complete™ Pro-
tease Inhibitor Cocktail*“ und 100 ul PMSF (0,1 M) zu 50 ml Lysis-Puffer gegeben.

Tabelle 46: Puffer fiir die denaturierende Affinitits-Chromatographie: B bis E

Stoff Konzentration Menge fiir 100 ml
NaH,PO, 100 mM 1,38 ¢ NaH,PO,
Tris-Cl 10mM 660 pl Tris-Cl (1,5 M)
Harnstoff 8M 48g¢g

H,O ad 100 ml

Vor der Verwendung wurde der pH-Wert der Puffer eingestellt:

Puffer B: pH 8,0 Puffer C: pH 6,3

Puffer D: pH 5,9

Puffer E: pH 4,5

Tabelle 47: Waschpuffer fiir die native Affinitits-Chromatographie

Stoff Konzentration Menge fiir 100 ml
Nal,PO, 50mM 0,69 ¢ NaH,PO,
NaCl 300 mM 1,75 g NaCl

H,0 pH 8,0 ad 100 ml

Vor der Verwendung wurde die Imidazol-Konzentration der Puffer eingestellt:
Waschpuffer: 20 mM 0,136 g Imidazol
Elutionspuffer: 250 mM 1,7 g Imidazol

Puffer und Losungen fiir die Immunfluoreszenz:

Tabelle 48: Elvanol
Herstellung des Elvanols

1 ¢ Mowiol 4-88 in 4 ml 1x PBS (pH 8,0) unter Rithren (16 Stunden) 16sen
2 ml Glyzerin hinzugeben
15 Minuten zentrifugieren, den Uberstand abnehmen und Lésung aliquotieren

Tabelle 49: Zitratpuffer
Herstellung des Zitratpuffers fiir die Antigendemaskierung

Losung A: 0,1 M Zitronensdure (21,01 g Zitronensaure x H,O + H,O ad 1 Liter)
Lésung B: 0,1 M Natriumzitrat (29,41 g Trinatriumzitrat x 2 H,O + H,0O ad 1 Liter)
1,4 ml Losung A + 8,6 ml Losung B, H,O ad 1 Liter, pH einstellen auf 6,0
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2.2 Methoden

Wenn nicht anders beschrieben, wurden die hier aufgefiihrten Methoden den Lehrbii-
chern ,,Molecular Cloning: A Laboratory Manual* von (Sambrook, 2002) und ,,Antibo-
dies: A Laboratory Manual* von (Harlow, 1988) entnommen und bei RT durchgefiihrt.

2.2.1 Molekularbiologische Methoden

2.2.1.1 Herstellung kompetenter E. coli Zellen

Benotigte Losungen: Puffer fiir Arbeiten mit Bakterien (Seite 38 f.)

Zentraler Punkt eines jeden Klonierungsexperiments ist die Einfithrung von rekombi-
nanter Plasmid-DNA in Bakterienzellen durch die sogenannte Transformation. Der
gramnegative Sicherheitsstamm E. coli K12 besitzt keine natiirliche Transformations-
kompetenz und muss durch chemische oder physikalische Methoden kiinstlich fiir die
Aufnahme fremder DNA vorbereitet werden. Die chemische Methode nach (Hanahan,
1983) und (Hanahan et al., 1991) ist ein Standardverfahren, bei dem osmotisch stabili-
sierte Suspensionen von E. coli K12 bei 4°C mit Kalziumchlorid- und Rubidiumchlorid-
Losungen behandelt werden, sodass durch einem Hitzeschock bei 42°C die Plasmid-
DNA in die Zelle aufgenommen werden kann und eine Transformationseffizienz von
107 bis 10® Transformanden pro mg DNA erreicht wird. Es wird angenommen, dass die
Salze die Integritdt der Zellwandstruktur beeintrichtigen und zusétzlich die DNA als
schwerlosliches Salz auf der Zelloberflache ausféllen, sodass die direkte Aufnahme der
Plasmide leichter vonstatten geht.

Die Bakterienstdimme XL1blue bzw. BL21gold tragen ein endogenes Antibiotikaresis-
tenzgen (Tetrazyklin bzw. Chloramphenicol), welches es ithnen ermdglicht, unter Anwe-
senheit des entsprechenden Antibiotikums zu wachsen. Mit Hilfe dieser Eigenschaft
kann verhindert werden, dass beim Expandieren der Bakterienkulturen andere, eventuell
eingeschleppte Staimme die Kultur kontaminieren. Deshalb wurden bei der Anzucht von
Bakterien des Typs XL1blue 12,5 pg Tetrazyklin pro ml LB-Medium zugesetzt. Die
Inkubationen erfolgten bei 37°C auf einem Schiittler mit 250 U/Min.

Ein Klon des entsprechenden Bakterienstamms wurde mit einer sterilen Impfose von
einer Kulturplatte gepickt oder aus einer Glyzerindauerkultur entnommen und in 3 ml
LB-Medium bei 37°C unter Schiitteln iiber Nacht kultiviert. 7 ml LB-Medium wurden
mit 500 pul dieser Ubernacht-Kultur inokuliert. Die optische Dichte bei 600 nm (ODgp)
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wurde in einem Spektrophotometer (Pharmacia) bestimmt und die Vorkultur solange
kultiviert, bis die ODggy einen Wert von 0,3 erreicht hatte. 5 ml dieser Vorkultur wurden
verwendet, um — je nach Bedarf — mindestens 100 ml vorgewdrmtes LB-Medium zu
inokulieren. Diese Hauptkultur wurde dann wiederum bei 37°C auf einem Schiittler bei
180 U/Min solange inkubiert, bis die ODgyy einen Wert von 0,48 erreicht hatte und im
Anschluss auf Eis gehalten. Nun wurde die Bakteriensuspension bei 4.000 U/Min und
4°C fir 10 Minuten zentrifugiert, das Sediment von 100 ml Bakterienkultur in 30 ml
Puffer TFB1 resuspendiert und fiir 1 Stunde auf Eis gekiihlt. Nach einer erneuten Zent-
rifugierung (wie oben), wurden die sedimentierten Bakterien in 4 ml Puffer TFB2 re-
suspendiert und 200 pl Aliquots der nun chemokompetenten Bakterien in fliissigem
Stickstoff schockgefroren, sowie auf Dauer bei -80°C gelagert. Die Kompetenz der Zel-
len fiir die Plasmidaufnahme wurde durch Transformation der Bakterien mit einem pro-

karyotischen Vektor (pBlueskript, Stratagene) bestimmt.

2.2.1.2 Transformation von Plasmid-DNA in E. coli

Benotigte Losungen: Puffer fiir Arbeiten mit Bakterien (Seite 38 f.)

Die kompetenten Zellen wurden auf Eis aufgetaut. Maximal 10 pl der in Wasser gelos-
ten Plasmide wurden zu einem Aliquot von 200 pl der kompetenter Zellen gegeben und
die Bakterien fiir 30 Minuten auf Eis belassen. Unterstiitzt wurde die Aufnahme der
DNA durch einen Hitzeschock bei 42°C fiir 60 Sekunden. Im Anschluss wurden die
Bakterien mindestens fiir weitere 10 Minuten auf Eis gekiihlt. Zu den transformierten
Zellen wurde 1 ml LB-Medium (ohne Antibiotika) zugegeben und diese fiir 30 Minuten
bei 37°C unter Schiitteln inkubiert. Dieser Schritt sorgt fiir die Etablierung und Expres-
sion der Plasmide (insbesondere der Antibiotikaresistenzgene), welche die Selektion der
transformierten Bakterien ermdglichen. Durch kurzes Zentrifugieren bei 2.000 U/Min in
einer Tischzentrifuge wurden die Zellen sedimentiert, danach der Uberstand verworfen
und die verbleibenden Zellen im Restmedium (200 pl) resuspendiert. Es wurden typi-
scherweise 20 pl bzw. 100 pl der Bakteriensuspension auf Agarplatten mit der entspre-
chenden Antibiotika-Ausstattung ausgestrichen und fiir 18 h bei 37°C inkubiert. Am
darauf folgenden Tag wurden die Agarplatten in Augenschein genommen und entweder
samtliche Kolonien ausgezédhlt oder — wenn die Anzahl von 100 Kolonien deutlich

uberschritten worden war —die Bakterienanzahl eines Sektors der Platte bestimmt und
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dann die Gesamtanzahl extrapoliert.
Um die Transformationseffizienz zu bestimmen, wurde die Anzahl der Kolonien pro

1 ng eingesetzter Vektor-DNA bestimmt.

Bestimmung der Transformationseffizienz

1 ug DNA

B X ug eingesetzter Vektor-DNA
200 ul transformierte Bakteriensuspension

E

Y ul ausgestrichene Bakteriensuspension

2.2.1.3 Kryokonservierung und Rekultivierung von Bakterien

Benotigte Losungen: Puffer fiir Arbeiten mit Bakterien (Seite 38 f.)

1 ml einer E. coli-Suspension, die von einer Einzelkultur stammte, wurde mit 300 pl ei-
ner 87%-igen (v/v) Glycerinlosung versetzt, in Kryordhrchen iiberfiihrt, danach in fliis-
sigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert. Fiir die Rekultivierung der
Bakterien werden einige Kristalle des gefrorenen Bakteriensuspension-Glycerin-

Gemischs in LB-Medium gegeben und iiber Nacht bei 37°C unter Schiitteln inkubiert.

2.2.1.4 Isolierung von Plasmid-DNA

2.2.1.4.1 DNA-Préparation in kleinem und groBem Mafstab

Benotigte Losungen: Puffer fiir Nukleinsdurearbeiten (Seiten 39 ff.)

Zur Isolierung von Plasmid-DNA wurden die jeweiligen Systeme der Firmen Qiagen,
Hilden bzw. Peqlab, Erlangen eingesetzt. Diese ,,Kits* bedienen sich der Tatsache, dass
nach alkalischer Lyse der Bakterien die chromosomale DNA denaturiert (Birnboim und
Doly, 1979), die zu isolierenden Plasmide hingegen als ringférmiger DNA-Doppel-
strang frei im Zytoplasma vorliegen und unter den gegebenen Pufferbedingungen an
eine Silikamembran der Aufarbeitungssysteme adhidrieren konnen. Die DNA-

Isolierungen wurden nach den Angaben der jeweiligen Hersteller durchgefiihrt. Von den
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vorgeschlagenen Bakterienkulturvolumina wurde jedoch meist abgewichen und 200 ml
bis 500 ml Hauptkultur verwendet. Bei analytischen Préparationen wurde im Allgemei-

nen mit 50 pl Puffer, bei praparativen Ansédtzen meist mit 500 pl Puffer eluiert.

2.2.1.4.2 Maxi-Préiparation von Plasmiden zur ES-Zell-Transfektion

Die duBlere Zellwand gramnegativer Bakterien (z.B. E. Coli) besteht zum Grofteil aus
Lipopolysacchariden, die beim Wachstum der Bakterien, verstirkt aber bei alkalischer
Lyse derselben in das Umgebungsmedium abgegeben werden. Ist DNA mit diesen auch
als Endotoxine bezeichneten Molekiilen verunreinigt, so wird bei Transfektions-
experimenten von eukaryotischen Zellen eine dramatische Reduktion der Transfektions-
effizienz festgestellt. Insbesondere bei ES-Zell-Experimenten wurden deshalb die ver-
wendeten Plasmide mit dem EndoFree® Plasmid Purification Kit der Firma Qiagen,
Hilden isoliert. Ein spezielles Puffersystem verhindert eine Bindung der Lipopoly-
saccharide an die Silikamembran des Aufreinigungssystems und sorgt somit eine wei-

testgehend Endotoxin-freie DNA-Losung.

2.2.1.5 Athanolprizipitation von DNA

Samtliche Zentrifugierungsschritte wurden bei RT in einer Zischzentrifuge durchge-
fiihrt.

Zu einer wissrigen DNA-Losung wurden 2 VT eiskaltes absolutes Athanol, sowie
0,1 VT kaltes 3 M Natriumacetat (pH 4,8) gegeben, gemischt und die Losung fiir 30
Minuten bei -20°C gelagert. Im Anschluss wurde das Plasmidprézipitat fiir 10 Minuten
bei 13.000 U/Min sedimentiert, der dthanolische Uberstand vorsichtig verworfen und
das Nukleinsiuresediment mit 1 VT eiskaltem 70% (v/v) Athanol gewaschen, wobei
erneut fiir 10 Minuten bei 13.000 U/Min zentrifugiert wurde. Der Uberstand wurde
quantitativ entfernt und das DNA-Sediment bei RT getrocknet. Zum Abschluss wurde

die Plasmid-DNA in einem geeigneten Volumen TE-Puffer gelost.
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2.2.1.6 Phenol/Chloroform-Extraktion von DNA

Um Proteinverunreinigungen (z.B. bakterielle Proteine bei DNA-Préparationen bzw.
Restriktionsendonukleasen oder CIAP) und Lipide zu entfernen, wurde eine Phe-
nol/Chloroform-Extraktion von wissrigen DNA-Losungen durchgefiihrt. Dazu wurde
zunéchst das Volumen der Losungen (sofern unter 200 pl) mit H,O,; auf 200 ul ange-
hoben, mit 1 VT Phenol versetzt und gemischt. Zur Phasentrennung wurde das Gemisch
fiir 5 Minuten bei RT mit 8.000 U/Min zentrifugiert und die wéssrige (obere) Phase in
ein frisches Reaktionsgefal tiberfiihrt. Danach wurden 2 VT Phenol und 2 VT Chloro-
form/Isoamylalkohol (24:1) zugegeben, erneut gemischt, zentrifugiert und die wissrige
Phase in ein neues Reaktionsgefdl iiberfiihrt. Diese wurde mit 1 VT Chloro-
form/Isoamylalkohol (24:1) versetzt und zentrifugiert. Die wissrige Phase wurde zuletzt

quantitativ abgenommen und mit Athanol gefillt (siehe 2.2.1.5).

2.2.1.7 Restriktion von DNA

Die in der Molekularbiologie eingesetzten Restriktionsendonukleasen des Typs II er-
kennen spezifische DNA-Sequenzen von typischerweise sechs, aber auch vier bis acht
oder mehr palindromisch angeordneten Nukleotiden und spalten das DNA-Molekiil
spezifisch in der Regel innerhalb der jeweiligen Erkennungssequenz. Diese Enzyme
werden in der Natur von Bakterien zur Abwehr von Fremd-DNA (beispielsweise der
von Bakteriophagen) eingesetzt. Die eigene DNA wird mit Hilfe der sequenzspezifi-
schen Methyltransferasen Dam und Dem durch Methylierung von Adeninen bzw. Cyto-
sinen markiert. Diese Modifikation dient zur Unterscheidung zwischen eigener und
fremder Nukleinsdure (bakterielles Restriktions-Modifikationssystem) und schiitzt des-
halb die bakterielle DNA vor der Spaltung (Marinus und Morris, 1973; May und Hatt-
man, 1975).

Durch einen Restriktionsschnitt konnen generell drei verschiedene Arten von Strangen-
den erzeugt werden: bei versetzten Schnitten entstehen 5'- oder 3’-Uberhinge (kohi-
siven Enden), bei nicht versetzten Schnitten glatte Enden. Da beim Verdau eines DNA-
Molekiils durch definierte Restriktionsenzyme ein spezifisches Bandenmuster im Aga-
rosegel entsteht, werden Restriktionsenzyme bei der Analyse von Plasmid-DNA ver-

wendet (analytische Restriktion). Des Weiteren werden Restriktionsendonukleasen bei

49



Material und Methoden

Klonierungsexperimenten eingesetzt, um durch einen prédparativen Verdau definierte
Plasmidfragmente zu generieren, die anschliefend durch Ligation zu neuen rekombi-

nanten DNA-Molekilen verbunden werden konnen.

Die Ansitze fiir die Restriktionen setzen sich dabei folgendermallen zusammen:

analytischer Verdau praparativer Verdau

200 ng DNA in wissriger Losung = 1 mg DNA in wissriger Losung
2 ul 10x Restriktionspuffer 5 ul 10x Restriktionspuffer

0,5 U —1 U Restriktionsenzym 10 U Restriktionsenzym

(gef. Zusitze wie BSA) (get. Zusitze wie BSA)

H,0,, ad 20 ul H,0,, ad 50 ul

Inkubation bei der fiir das jeweilige Enzym optimalen Temperatur fir 30 bis 60 Minuten

Grundsatzlich ist beim Ansetzen der Restriktion zu beachten, dass die Enzyme zwar in
50%-igem (v/v) Glycerin gelagert werden, fiir optimale Reaktionsbedingungen jedoch
eine Glyzerinkonzentration von unter 5% (v/v) erforderlich ist. Daher darf der Anteil
der Enzymldsung nicht mehr 10% (v/v) des Gesamtvolumens betragen. Der Verdau
erfolgte bei der fiir das jeweilige Enzym optimalen Temperatur fiir 30 bis 60 Minuten
oder iiber Nacht. Zum Einsatz kam auch das FastDigest™ System der Firma MBI Fer-
mentas, St. Leon-Rot, das einen kompletten analytischen Verdau durch einige ausge-
wihlte Restriktionsendonukleasen in nur fiinf Minuten ermdglicht. Im Anschluss wur-
den die Restriktionsansdtze auf Agarosegelen elektrophoretisch aufgetrennt und die
restringierte DNA mit Ethidiumbromid sichtbar gemacht (siehe 2.2.1.19.2). Zur Kont-
rolle wurden sowohl die ungeschnittenen Plasmide, als auch eine MOC-Probe (der fina-
le Restriktionsansatz ohne Enzym) mit aufgetragen und analysiert.

Sollte ein DNA-Molekiil mit mehreren Enzymen geschnitten werden, wurde — insbe-
sondere bei Klonierungsexperimenten — unterschiedlich verfahren: hatten die Enzyme
im gleichen Puffer ihr jeweiliges Reaktionsoptimum, so wurden beide Enzyme zu glei-
chen Teilen eingesetzt. Alternativ wurde bei Enzymen der Firma Fermentas das Prog-

ramm DoubleDigest™ (http://www.fermentas.com/doubledigest/index.html) genutzt,

um den optimalen Puffer fiir die Restriktion zu ermitteln. Konnte kein geeignetes ge-
meinsames Puffersystem eruiert werden, so wurde die DNA zundchst mit einem der
beiden Enzyme restringiert, das Enzym sowie der Puffer im Anschluss entweder iiber
eine Gelaufreinigung (QIAquick® Gel Extraction Kit), eine Phenol-Chlorophorm-Ex-
traktion und DNA-Féllung (vergleiche 2.2.1.6 und 2.2.1.5) oder eine PCR-Aufreinigung
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(QIAquick® PCR Purification Kit) entfernt und die gereinigte DNA danach mit dem
zweiten Enzym restringiert. Auch die zweite Restriktionsendonuklease wurde mit einer
der genannten Methoden von der DNA getrennt. Sollte Plasmid-DNA im Anschluss in
einem Klonierungsexperiment eingesetzt werden, so wurde das Enzym — sofern moglich
— fiir bis zu 20 Minuten bei 60°C bis 80°C hitzeinaktiviert und die DNA im selben Puf-
fer mit alkalischer Phosphatase (CIAP) weiterbehandelt (sofern Enzyme des selben
Herstellers eingesetzt werden konnten).

Einige Restriktionsendonukleasen weisen auf methylierter DNA eine verminderte Rest-
riktionseffizienz auf, bzw. die Reaktion kommt vollstindig zum Erliegen. Aufgrund des
bereits erwdhnten endogenen Restriktions-Modifikations-Systems ist die in Bakterien
amplifizierte DNA immer methyliert, aber auch die DNA der Mammalia trigt teilweise
diese Modifikation: sogenannte CpG-Inseln werden zur Expressionsregulation (silen-
cing) methyliert und spielen beim epigenetischen Imprinting eine Rolle. Liel sich der
Einsatz eines solchen Restriktionsenzyms nicht vermeiden, so wurde die DNA vor der
Restriktion im Methyltransferasen-defizienten Bakterienstamm GM2163 amplifiziert,

um die DNA von den Methylresten zu befreien.

2.2.1.8 Dephosphorylierung von DNA

Um eine Rezirkularisierung linearisierter Vektoren mit kohédsiven oder glatten Enden
nach dem Restriktionsverdau ohne Aufnahme von Donor-DNA zu minimieren, wurde
eine Dephosphorylierung durchgefiihrt. Bei diesem Schritt wird die endstindige 5'-
Phosphat-Gruppe linearer doppelstringiger DNA mit Hilfe der Calf Intestine Alkaline
Phosphatase (CIP, CIAP) entfernt. Dieses Enzym spaltet im alkalischen Milieu (pH 9,5
bis 10,0) unspezifisch die 5'-Phosphatgruppen von DNA und RNA ab, wobei die inter-

nen Phosphodiester-Briickenbindungen gegen das Enzym resistent sind.

Dephosphorylierung von DNA

1 — 20 pmol DNA-Enden in wissriger Losung
5 ul 10x Reaktionspuffer

1 U CIAP

H,0,; ad 50 ul

Inkubation bei RT fir 30 Minuten
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Die CIAP der Firma Fermentas weist in den géngigen Puffern der Restriktionsenzyme
eine hohe Effizienz auf, sodass in diesem Fall 1 pl alkalische Phosphatase (CIAP,
1 U/ul) direkt zu dem Restriktionsverdau (1 bis 20 pmol DNA-Enden) pipettiert wurde,
nachdem die Restriktionsendonukleasen zuvor hitzeinaktiviert worden waren. Fiir beste
Klonierungsergebnisse wurde die CIAP mit Hilfe der unter 2.2.1.6 beschriebenen Phe-
nol-Chlorophorm Extraktion entfernt, bevor die DNA der Ligationsreaktion zugefiihrt

wurde.

2.2.1.9 Phosphorylierung von DNA

Tragen die zu verkniipfenden DNA-Enden keine fiir die Ligationsreaktion notwendigen
5¢-Phosphate (beispielsweise bei Klonierungsstrategien, bei denen PCR-Produkte reli-
giert werden sollen), so konnen 5°-Phosphatgruppen an die DNA-Enden addiert werden.
Das Enzym Polynukleotidkinase (PNK) aus dem Bakteriophagen T4 katalysiert wéh-
rend der Vorwirtsreaktion den Transfer des vy-Phosphats von ATP an die
5¢-Hydroxylgruppe der Desoxyribose (oder Ribose) eines endstindigen Nukleotids,
wobei ADP als weiteres Reaktionsprodukt gebildet wird. Des Weiteren konnen vorhan-
dene 5°-Phosphate durch das Enzym mit der Austauschreaktion beispielsweise gegen

markierte Phosphate ausgewechselt werden.

Phosphorylierung von DNA

1 — 20 pmol DNA-Enden in wissriger Losung
2 ul ATP (10mM)

2 ul 10x Reaktionspuffer (Vorwirtsreaktion)

1 U T4 Polynukleotidkinase

H,0,, ad 20 pl

Inkubation bei 37°C fir 20 Minuten

Fiir beste Klonierungsergebnisse wurde das Enzym durch eine Inkubation bei 75°C fiir
10 Minuten inaktiviert, bevor die DNA von nicht inkorporierten ATP-Nukleotiden {iber

eine Gelelektrophorese mit anschlieBender Aufreinigung befreit wurde.
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2.2.1.10 Ligation von DNA

Mit Hilfe des Enzyms Ligase werden die 3'-Hydroxyl- und die 5'-Phosphat-Enden einer
Nukleinsdure wihrend der ATP-abhingigen Ligationsreaktion zu einer Phosphodiester-
bindung kovalent verkniipft. In der Molekularbiologie wird dieser Vorgang genutzt, um
beispielsweise mit dem Enzym T4-DNA-Ligase ein bis zwei (oder mehrere) restrin-
gierte DNA-Fragmente, in einen zuvor mittels Restriktionsendonukleasen gedffneten
Vektor einzusetzen. Da die Ligation sowohl intra- als auch intermolekular erfolgen
kann, wurden die eingesetzten Vektormolekiile zuvor dephosphoryliert, um die Religie-

rung der Plasmide zu minimieren (siche 2.2.1.8).

Ligation von DNA

50 ng linearisierte Vektor-DNA in wissriger Losung

x ul Insertions-DNA (Verhiltnis der molaren Menge V:I = 3:1)
1 ul 10x Ligasepuffer

1 U —10 U T4-DNA-Ligase (kohisive bzw. glatte Enden)
H,0,; ad 10 pl

Inkubation bei RT fir 60 — 120 Minuten (Kohisive Enden)

Fiir eine Ligationsreaktion wurden zu 50 ng Vektor- soviel Donor-DNA gegeben, bis
das Verhiltnis der molaren Menge an Enden von Insertions-DNA zu Vektor-DNA 2 bis
3 entsprach, als Kontrollansatz diente die restringierte Plasmid-DNA allein. Nach Zu-
gabe von 1 pl 10 x T4-DNA-Ligase-Puffer, 1 U (kohésiven Enden) bzw. bis zu 10 U
(glatte Enden) T4-DNA-Ligase und H,O,; ad 10 pl wurde der Ansatz iiber Nacht bei
15°C oder alternativ (nur bei kohdsiven Enden) 1 bis 2 Stunden bei RT inkubiert.

2.2.1.11 Sequenzierung von DNA

Sdmtliche DNA-Sequenzierungen wurden von der Firma GENterprise Genomics
(Mainz) nach dem Kettenabbruchverfahren von (Sanger et al., 1992) durchgefiihrt und
die Chromatogramme mit den PC-Programmen Chromas (Technelysium Pty Ltd, Te-
wantin QId, AU), bzw. Clone Manager Suite 7 (Scientific & Educational Software, Ca-

ry, USA) ausgewertet.
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2.2.1.12 Hybridisierung von Oligonukleotiden zur Klonierung

Benotigte Losungen: Puffer fiir Nukleinsdurearbeiten (Seiten 39 ff.)

Eine in der Molekularbiologie héufig genutzte Methode zur Einflihrung oder Deletion
von Restriktionsschnittstellen in Plasmid-DNA ist die /inker-Klonierung. Dazu wurden
passende komplementire Oligonukleotide entworfen, synthetisiert und miteinander ver-
schmolzen, sodass entweder liberhdngende und kohisive oder glatte Enden entstanden.
Diese kurzen DNA-Fragmente wurden im Anschluss als Donor-DNA in einem Klonie-
rungsexperiment eingesetzt, um in eine préparierte Ziel-DNA inseriert zu werden. Sollte
die Restriktionsschnittstelle deletiert werden, so wurde mindestens ein Nukleotid der
Erkennungssequenz innerhalb des /inkers dahingehend verdndert, dass die kohésiven
Enden zwar noch funktionsfdahig waren, jedoch die Erkennungssequenz nach erfolgter
Ligation nicht mehr von der entsprechenden Restriktionsendonuklease erkannt werden
konnte.

Die Oligonukleotide wurden jeweils anhand der gewiinschten DNA-Sequenz entworfen
und je 10 pl der beiden Oligonukleotide (10 mM) zu 5 pl Oligo-Hybridisierungspuffer
und 25 pl H,O,; gegeben. Dieses Gemisch wurde fiir 5 Minuten bei 95°C in einem
Heizblock erhitzt und dieser im Anschluss solange bei 4°C gelagert, bis die Kerntem-
peratur ebenfalls 4° C erreicht hatte. Dabei wurden Sekundérstrukturen der jeweiligen
Oligonukleotide, die auf den palindromischen Charakter der Restriktionsschnittstellen
zuriickzufiihren sind, aufgetrennt. Wéahrend der Abkiihlungsphase lagern sich die beiden
Oligonukleotide aufgrund ihrer komplementiren Eigenschaften aneinander an, und bil-
den so die gewliinschten /inker. Um die Anlagerung zu liberpriifen, wurde jeweils ein
Aliquot der linker auf einem 4%-igen Agarosegel (GTG-Agarose) gegen ein Aliquot
eines einzelnen Oligonukleotids aufgetrennt. Da doppelstrangige DNA ihrer Konfor-
mation halber in einem Agarosegel langsamer migriert, kann ein erfolgreich hybridi-

sierter /inker von seinen einzelstrdngigen Vorldufern diskriminiert werden.

2.2.1.13 Photometrische Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren

Bendtigte Losungen: Puffer flir Nukleinsdurearbeiten (Seiten 39 ff.)

Zur Konzentrationsmessung von DNA wurde ein geeignetes Volumen der DNA-Ldsung

(5 ul bis 10 pl) in 245 pl bzw. 240 pl H,O,; verdiinnt (VF = 50 bzw. 25) und die Ab-
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sorption der Losung bei einer Wellenldnge von 260 nm (ODyep), dem maximalen Ab-
sorptionsbereich aromatischen Ringsysteme von Purin- und Pyrimidinbasen, spektral-
photometrisch in Quarzminikiivetten bestimmt (bei RNA-Messungen wurden die Nuk-
leinsduren flir reproduzierbare Ergebnisse hingegen stets in TE-Puffer verdiinnt). Bei
sehr geringen Nukleinsdurekonzentrationen kam das NanoDrop-Photometer zum Ein-
satz, welches mir dankenswerter Weise im Institut fiir Molekulargenetik und genetische
Sicherheitsforschung zur Verfligung stand. Der molare Extinktionskoeffizient ¢ von
doppelstrangiger DNA betragt 50 pg/ml, von einzelstrangigen DNA-Molekiilen wie
Oligonukleotiden 33 pg/ml, sowie von RNA 40 pg/ml (Sambrook, 2002). Die Konzent-

ration berechnet sich daher nach folgenden Formeln:

DNA (doppelstrangig) DNA (einzelstringig) RNA

[c]=0D,, x502E xvF  [c]=0D,, x332E xVF  [c]=0D,, x40 2& x vF
ml ml ml

Wurde bei einer Wellenlédnge von 280 nm ein weiteres Absorptionsmaximum gemessen,
deutete dies auf eine Verunreinigung der Losung durch Proteine hin. Der Quotient der
optischen Dichten, die bei 260 nm und 280 nm gemessen wurden, gab Aufschluss iiber
die Reinheit einer DNA-Priparation. Bei reinen DNA-Losungen liegt der Quotient bet
ungefahr 1,8 bis 2. Niedrigere Werte geben einen Hinweis auf Verunreinigungen durch
Proteine, hohere Werte hingegen konnen ein Anzeichen fiir das Vorhandensein von

RNA sein oder deuten auf eine Denaturierung der Nukleinsdure hin.

2.2.1.14 Konzentrationsbestimmung von DNA {iber serielle Verdiinnung

Da das verwendete Spektralphotometer Ultraspec 2000 UV nicht optimal mit den ver-
fiigbaren Plastikmikrokiivetten harmonierte und die Messergebnisse schwankten, wurde
bei geringen DNA-Mengen die Konzentrationsbestimmung {iber eine serielle Verdiin-
nung vorgenommen. Dazu wurde unterschiedliche Verdiinnungen der DNA auf einem
Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt: Meist wurden 3 pl H,O,; vorgelegt, 3 ul der
zu messenden DNA-L&sung zugegeben und dieses Gemisch bis zu acht Mal seriell 1:2

verdiinnt. Das Volumen aller seriell verdiinnten Proben wurde auf 15 ul angehoben,
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3 ul DNA-Ladepuffer zugegeben und die gesamten Proben auf einem 1,0 bis 1,2%-igen
Agarosegel aufgetragen. Die letzte sichtbare Bande entspricht einer DNA-Menge von
ca. 10 ng. Anhand der eingesetzten DNA-Menge, sowie des Verdiinnungsfaktors VF
(VF = 2" n = Nummer der Spur mit der letzten sichtbaren Bande) kann dann die DNA-

Konzentration mit folgender Formel bestimmt werden:

Konzentrationsbestimmung von DNA

iiber serielle Verdiinnung

- VF x10ng
ul eingesetzt

2.2.1.15 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die PCR (Polymerase Chain Reaction) erlaubt die Amplifikation eines DNA-Fragments
(Matrize) tiber einen Bereich, der von zwei der Matrize komplementiaren Oligonukleoti-
den (Primer) flankiert wird. Durch Einsatz einer temperaturstabilen DNA-Polymerase
wie z.B. der Tag-Polymerase aus dem Bakterium Thermus aquaticus YTI lassen sich in
einer zyklischen Abfolge von Aufschmelzen (Denaturierung) der Matrize, Anlagerung
(annealing) der Oligonukleotide und sukzessiver DNA-Polymerisierung (extension)
auch sehr geringe DNA-Mengen hochspezifisch exponentiell vervielféltigen (Mullis et
al., 1986). Die Oligonukleotid-spezifische Anlagerungstemperatur wurde fiir Primer mit

einer Lange kleiner gleich 20 Basen in der Regel mit folgender Formel berechnet:

Errechnung der Anlagerungstemperatur kurzer Oligonukleotide

TPC]=2A+T) +4C+G)

Bei komplexeren Oligonukleotiden erfolgte die Berechnung mit Hilfe des Programms
,Clone Manager Suite 7%, die PCR-Reaktion selbst wurde in den nahezu baugleichen
PCR-Geriten der Firmen MWG Biotech bzw. Peqlab durchgefiihrt. Das nachfolgende
Standardprogramm soll als Beispiel dienen, die tatsdchlich verwendeten Programme

sind im Anhang aufgelistet.
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Schritt Temperatur Dauer Wiederholung
initiale Denaturierung ~ 94°C 5 Minuten 1

Denaturierung 94°C 45 Sekunden

Anlagerung 58°C 45 Sekunden 30
Polymerisierung 72°C 45 Sekunden

finale Polymerisierung ~ 72°C 5 Minuten 1

Die Dauer der Denaturierung ist abhdngig von der Komplexitit der eingesetzten Mat-
rize, wobei genomische DNA als hochkomplex angesehen wird und im Gegensatz zu
beispielsweise weniger komplexen Plasmiden eine ldngere Denaturierungszeit einge-
halten werden muss. Auch die Anlagerungs-Phase der Oligonukleotide ist von der
Komplexitit des Templates abhéngig. Moderne Polymerasen sind in der Lage, mehrere
kb in 30 Sekunden zu amplifizieren, sodass die Dauer der Polymerisierungsschritte di-
rekt von der Lange des zu amplifizierenden DNA-Fragments abhédngt. Je nach der Aus-
gangsmenge an Matrizenmolekiilen wird der Haupt-PCR-Zyklus 25 bis 35 Mal wieder-
holt und die Proben bis zur Entnahme im PCR-Geridt bei 10°C temperiert. Die in der
Tabelle angegebenen Zeiten gelten als Maximalwerte, die in dem meisten Féllen dras-

tisch verkiirzt werden konnen.

Polymerase-Kettenreaktionen erfordern oft génzlich unterschiedliche Reaktionsbedin-
gungen. Die in der folgenden Tabelle aufgefiihrten Komponentenkonzentrationen sind
Richtwerte, die je nach Optimierungsbedarf veréndert wurden. Beispielsweise variierten
die Konzentrationen der dNTPs zwischen 20 und 250 uM, von MgCl, zwischen 1,5 und
3,5 mM und auch die Oligonukleotide wurden in einer Endkonzentration zwischen 10
UM und 1 pM eingesetzt. Die genauen Protokolle sind dem Anhang zu entnehmen. Da-
bei ist zu beachten, dass generell bei einer hoheren Konzentration an Magnesiumionen
zwar mehr PCR-Produkte generiert werden, jedoch die Spezifitit der Reaktion dadurch
gesenkt wird. Werden bei liangeren Fragmenten, bzw. mehreren Fragmenten in einer
einzigen PCR unter Umstdnden héhere Mengen an dNTPs benétigt, so muss auch die
Konzentration an Mg2+ Ionen angehoben werden, da dNTPs und Magnesiumionen in

Losung miteinander einen Komplex bilden.
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Standard-PCR-Ansatz (analytisch):

bis zu 10 ng Plasmid-DNA
bis zu 500 ng genomische DNA

2,5 pl 10x Reaktionspuffer (15 mM Mg™")
0,25 ul 10 mM dNTP-Mix

2,5 ul 1 uM vorwirts-Oligonukleotide
2,5 pl 1 uM riickwirts-Oligonukleotide
0,1 ul Tag-Polymerase (0,5 U)

H,O,; ad 25 pl

Nach Ablauf der Reaktion wurde der Reaktionsansatz von 25 pl mit je 5 ul 6x DNA-

Ladepuffer versetzt und 10 pl davon auf einem Agarosegel elektrophoretisch getrennt.

2.2.1.16 PCR mit Fehlerkontrolle fiir Klonierungsexperimente

Da die Tag-Polymerase nur eine unzureichend arbeitende intrinsische 3’- > 5’-Exo-
nukleaseaktivitdt besitzt, miissen ihre Amplifikate als fehlerbehaftet gelten. Statistisch
entsteht selbst bei einer unproblematischen Matrizen-DNA eine Fehlerrate von ca. 1 %o.
Andere Enzyme wie z.B. Pfu- oder Pwo-Polymerasen besitzen eine ausgepriagtere Feh-
lerkorrektur welche sie befdhigt, DNA in einem sehr viel hoheren Mafle fehlerfrei zu
amplifizieren. Die hohe Prozessivitit der Taq- und die ausgeprédgte Fehlerkorrektur der
Pfu-Polymerasen sind in der Phusion-Polymerase vereint. Wurde die PCR bei Klo-
nierungsexperimenten eingesetzt, so kam dabei die Phusion™ High-Fidelity DNA Po-
lymerase nach den Angaben des Herstellers NEB zum Einsatz. Diese Polymerase hat
ein Temperatur-Optimum bei 74°C, sodass die PCR-Protokolle entsprechend angepasst

wurden.

Standard-PCR-Ansatz (Klonierung):

bis zu 10 ng Plasmid-DNA
bis zu 500 ng genomische DNA

10 ul 5x HF-Reaktionspuffer (7,5 mM Mg™")
0,5 pl 10 mM dNTP-Mix

5 ul 1 uM vorwirts-Oligonukleotide

5ul 1 pM rickwirts-Oligonukleotide

0,5 ul Tag-Polymerase (1 U)

H,O,; ad 50 pl
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Die Phusion-Polymerase wurde dem Reaktionsansatz stets als letzte Komponente hin-
zugefiigt, sodass eine Degradierung von Matrizen-DNA und Oligonukleotiden durch die

Wirkung der 3’> 5’-Exonukleaseaktivitit des Phusion-Enzyms vermieden wurde.

Da die bei Klonierungsexperimenten verwendeten Oligonukleotide meist an ihrem
5’-Ende die Erkennungssequenz einer Restriktionsendonuklease trugen, konnten die
generierten PCR-Produkte mit dem entsprechenden Restriktionsenzym verdaut werden,
sodass meist kohdsive Enden entstanden. Zur Sicherheit wurden jeweils 5° der eigentli-
chen Restriktionsenzym-Erkennungsstelle sogenannte Abstandhalter-Sequenzen von
drei bis sechs Nukleotiden angefiigt, die flir eine hohere Effizienz bei der Restriktion
sorgen sollten. Dabei wurde drauf geachtet, dass keine zusétzlichen Palindrome in die
Primersequenz eingefiihrt wurden, um die thermodynamischen Eigenschaften der Oli-
gonukleotide nicht negativ zu beeinflussen.

Der gesamte PCR-Ansatz wurde mit dem entsprechenden Volumen 6x DNA-
Probenpuffer versetzt, in mehrere Taschen eines Agarosegels geladen, elektrophoretisch
aufgetrennt und die spezifischen Fragmente aus dem Gel ausgeschnitten. Die DNA
wurde aus den Gelstiicken mit Hilfe des QIAquick® Gel Extraction Kit isoliert, mit den
gewiinschten Restriktionsendonukleasen inkubiert und weiter verarbeitet. Die so gene-
rierten Fragmente konnten dann im Anschluss in einen vorbereiteten Vektor inseriert

werden.

2.2.1.17 RT-PCR zur cDNA-Synthese

Um die Transkription von DNA in mRNA untersuchen zu kénnen, wird das Enzym
Reverse Transkriptase verwendet. Diese RNA-abhingige DNA-Polymerase produziert
eine zur eingesetzten mRNA komplementidre cDNA, welche im Anschuss als Matrize
fiir eine PCR eingesetzt wird. Zur cDNA-Synthese wurden einerseits oligo(dT),; Pri-
mer, andererseits sequenzspezifische Primer eingesetzt. Diese Losungen wurden filir
5 Minuten bei 70°C inkubiert, um Sekundérstrukturen der RNA aufzuldsen. Direkt im
Anschluss wurden die restlichen Reagenzien zugegeben, der Reaktionsansatz bei 48°C
fiir 1 Stunde inkubiert (cDNA-Synthese) und abschlieBend das Enzym durch Inkubation
bei 75°C fiir 10 Minuten inaktiviert.
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Jeweils 1 bis 5 pl der gewonnenen cDNA wurde als Matrize in einer ,,konventionellen*
PCR mit genspezifischen Oligonukleotiden eingesetzt und die Produkte iiber ein Agaro-

segel elektrophoretisch aufgetrennt und analysiert.

RT-PCR-Ansatz:

0,5 pg — 1 ng Gesamt-RNA
1,0 ul (10 uM) oligo(dT),;-Oligonukleotide, bzw.
1,0 ul (10 uM) sequenzspezifische Oligonukleotide
H,O,; ad 11 pl
Denaturierung der RNA bei 70°C
fiir 5 Minuten

4,0 ul Puffer (5x)
1,0 ul DTT (100 mM)
0,1 ul ANTP-Mix (10 mM)
1,0 ul Reverse Transkriptase (Blend)
20 pl H,0O,;
Inkubation bei 48°C fiir 60 Minuten

Inaktivierung der reversen Transkriptasen
bei 75°C fiir 10 Minuten

2.2.1.18 Préparation genomischer DNA

2.2.1.18.1 DNA-Préparation aus Schwanzbiopsien

Benotigte Losungen: Puffer fiir Nukleinsdurearbeiten (Seiten 39 ff.)

Die DNA-Extraktion aus Schwanzbiopsien wurde nach einem modifizierten Protokoll
von (Laird et al., 1991) durchgefiihrt, wobei sdmtliche Zentrifugierungs-, Fillungs- und
Waschschritte bei RT stattfanden. Die frischen oder bei -20°C gelagerten Schwanzspit-
zen mit einer Lange von ca. 2 bis 4 mm (moglichst von jungen Tieren, drei bis vier Wo-
chen post partum), wurden i.N. bei 55°C in 750 pl Lysepuffer mit ca. 15 IE Protei-
nase K inkubiert. Der proteolytische Abbau der Zellproteine durch Proteinase K ist ein
essenzieller Schritt bei der DNA-Isolierung. Bei diesem Enzym handelt es sich um eine
Serinprotease, welche Peptidbindungen X-Y spaltet. Dabei kann X eine aromatische,
aliphatische oder hydrophobe Aminoséure und Y jede beliebige Aminosdure sein. Die
Zugabe von Proteinase K im Uberschuss garantierte einen vollstindigen Abbau der

Zellproteine bis hin zu freien Aminosduren. Die proteolysierten Proben wurden am
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ndchsten Tag mit 250 pul 5 M NaCl-Losung versetzt, zum Mischen mehrmals invertiert
und darauthin Haare sowie Zelltriimmer durch zehnminiitiges Zentrifugieren bei
15.000 g sedimentiert. 750 pl des klaren Uberstandes wurden in ein neues Reaktionsge-
faf} iiberfiihrt, die darin enthaltene DNA mit 600 ul Isopropanol gefillt und die Nuklein-
siuren erneut durch Zentrifugieren bei 15.000 g fiir 10 Minuten sedimentiert. Der Uber-
stand wurde verworfen, das Prizipitat mit 150 pl 70%-igem (v/v) Athanol versetzt und
wiederum fiir 10 Minuten bei 15.000 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde nun quantita-
tiv entfernt und verworfen, das DNA-Prézipitat fiir ca. 1 Minute an der Luft getrocknet
und in 50 pl H,O,; gelost. Um das Losen der DNA zu unterstiitzen, wurden die Proben
mit gedffnetem Deckel fiir 10 Minuten bei 55°C inkubiert. Erste PCR-Untersuchungen
konnten bereits wenige Stunde nach der DNA-Extraktion durchgefiihrt werden, gleich-
bleibend reproduzierbare Ergebnisse wurden jedoch erst nach einem Zeitraum von meh-

reren Tagen erreicht.

2.2.1.18.2 DNA-Préparation aus ES-Zellen fiir Southern-Blot-Analysen

Benotigte Losungen: Puffer fiir Nukleinsdurearbeiten (Seiten 39 ft.)

Die ES-Zellen wuchsen unter Selektionsdruck durch G418 auf gelatinisierten 96-Loch-
platten bis zur Konfluenz. Das Medium wurde abgesaugt und die Platten zwei Mal mit
PBS gewaschen. 50 pl ES-Zell-Lysepuffer wurden hinzu pipettiert und leiteten so die
Lyse der Zellen ein, die durch Inkubation bei 55°C ii.N in einer feuchten Kammer er-
folgte.

Die nun folgenden Arbeitsschritte wurden unter strikter Vermeidung von Erschiitterun-
gen durchgefiihrt, da die Zellen leicht von ihrem Untergrund abschwimmen und verlo-
ren gehen konnen.

Um die DNA zu fillen, wurden pro Loch 100 pl eiskaltes absolutes Athanol zugegeben
und zwischen einer und drei Stunden bei RT inkubiert. Im Anschluss wurde die Platte
vorsichtig auf Saugpapier umgedreht und so die Fliissigkeit verworfen. Um die DNA zu
Waschen, wurden pro Loch 100 ul 75% (v/v) Athanol zupipettiert und dieses sofort
wieder durch Umdrehen der Platte auf Papier entfernt. Dieser Vorgang wurde insgesamt
drei Mal durchgefiihrt, um die Konzentration von Salzen oder anderer storender Subs-
tanzen zu minimieren. Die 96-Lochplatte wurde nun bei RT fiir ca. 30 Minuten gelagert,

bis kein Alkohol mehr zu detektieren war (Geruchstest). Da jeweils die gesamte gewon-
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nene DNA zu Southern-Blot Untersuchungen herangezogen wurde, konnte im An-
schluss direkt der Puffer mit dem entsprechenden Restriktionsenzym hinzugegeben

werden. Auf ein dediziertes Losen der DNA wurde verzichtet.

2.2.1.18.3 DNA-Priparation aus Geweben (auller Schwanzbiopsien)

Benotigte Losungen: Puffer fiir Nukleinséurearbeiten (Seiten 39 ff.)
Um DNA fiir Southern-Blot- und PCR-Analysen aus Gewebe zu isolieren, wurden diese
Gewebeproben mit Hilfe des DNeasy® Tissue Kits der Firma Qiagen, Hilden aufge-

schlossen.

Die entsprechenden Proben waren direkt nach der Organentnahme in Fragmente von ca.
30 mg Gewicht (ca. 4 mm Seitenldnge) zerteilt, in Isopentan eingefroren und bei -80°C
gelagert worden. Die DNA-Isolation erfolgte nun nach dem Protokoll des Herstellers
(Stand Mirz 2004) durch Zugabe von Proteinase K, Bindung von hochmolekularer
DNA an die Silikamembran der Séulen unter Hochsalzbedingungen in hydrophobem
Milieu und schlieBlich Elution der DNA unter Niedrigsalzbedingungen. Dazu wurden
die entsprechenden Sédulen je ein Mal mit 100 ul TE-Pufter, gefolgt von je einer Elution
mit 50 pl TE-Puffer beschickt (die Eluate wurden nicht vereint). Auf eine Behandlung
mit RNase wurde verzichtet, da koaufgereinigte RNA nachfolgende Applikationen nicht

beeinflusst.

2.2.1.19 Southern-Blot-Hybridisierung

2.2.1.19.1 Préparativer Verdau von DNA

Um die isolierte genomische Proben-DNA spezifisch zu fragmentieren, wurde diese mit
einer Endonuklease verdaut. Dadurch wurden die unterschiedlichen DSG2-Allele in
verschieden gro3e DNA-Fragmente geteilt, die sich durch anschlieBende Hybridisierung
mit einer spezifischen DNA-Sonde im Southern Blot als spezifische Banden nachwei-
sen lieBen.

Im Falle der ES-Zell-DNA wurden nach der Trocknung 50 pl Reaktionsmix (100 U der
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Endonuklease) zugegeben und die 96-Lochplatte ii.N. bei 37°C inkubiert. War hingegen
DNA aus Geweben extrahiert worden, so wurden 10 pg genomische DNA und unter

gleichen Bedingungen restringiert.

2.2.1.19.2 Elektrophoretische Auftrennung von DNA

Benotigte Losungen: Puffer fiir Nukleinséurearbeiten (Seiten 39 ff.)

Die restringierten DNA-Proben wurden in einem horizontalen 0,8%-igen (w/v) Agaro-
segel elektrophoretisch aufgetrennt. Durch die Siebstruktur der vernetzten Agarose wird
eine Auftrennung der negativ geladenen Nukleinsduren nach ihrer Gro3e und Konfor-
mation aufgrund der daraus resultierenden unterschiedlichen Wanderungsge-
schwindigkeiten im elektrischen Feld moglich. Fiir die anzufertigenden Losungen wur-
de ionengetauschtes Wasser verwendet. Zur Herstellung eines Gels fiir 20 Proben wur-
den 2 g Agarose in 250 ml 1x TBE-Puffer durch Erwérmen in einer Mikrowelle gelost.
Der Losung wurden nach Abkiihlen auf ca. 50°C 6 pl einer Ethidiumbromid-
Stammldsung (10 mg/ml) zugesetzt, ein 6 bis § mm starkes Horizontalgel (14,5 cm x
15,5 cm) gegossen und ein entsprechender Kamm fiir ein Probenvolumen von 65 ul
eingesetzt. Durch die spétere Interkalierung von Ethidiumbromid zwischen die Basen
der Nukleinsduren wird der Ethidiumbromid-Nukleinsédure-Komplex nach Anregung
durch UV-Licht als rot-orange leuchtende Bande sichtbar und die Detektion von gerin-
gen DNA-Mengen wie ca. 5 bis 10 ng dsDNA ermoglicht. Nach Erstarren der Agarose
wurde 1x TBE-Puffer in die Kammer gegossen, bis das Gel ca. 5 mm mit Laufpuffer
tiberschichtet war. AnschlieBend wurde der Kamm vorsichtig entfernt, zu den 50 pl der
EcoRV-verdauten DNA-Proben je 10 pul 6x DNA-Ladepuffer gegeben und jeweils die
gesamte Gelprobe aufgetragen. Passende Kontrollen, sowie DNA-GroBenstandards
wurden in die verbleibenden Taschen pipettiert. Die elektrophoretische Auftrennung

erfolgte fiir 15 Stunden bei konstanter Spannung von 50 V.
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2.2.1.19.3 Transfer der DNA

Nach der elektrophoretischen Separation wurden die DNA-Fragmente auf eine positiv
geladene Nylonmembran (Hybond-N+, GE-Healthcare) transferiert. Dieses sogenannte
Southern Blotting wurde nach Edward M. Southern benannt, der diese Technik des
Transfers und Fixierens auf einer Membran von zuvor elektrophoretisch getrennten
DNA-Fragmenten in den 1970er Jahren entwickelte, um einzelne transferierte DNA-
Fragmente spiter durch Hybridisierung mit markierten DNA-Sonden spezifisch nach-
weisen zu konnen.

Das Agarosegel wurde zunidchst mit Salzsdure vorbehandelt, um einen effizienten
Transfer zu gewédhrleisten. Im sauren Milieu wird die DNA im Gel teilweise depuriniert
und zerbricht dann in kleinere Fragmente. Dieser Schritt ist insbesondere fiir den effi-
zienten Transfer von DNA-Fragmenten iiber 5 kb notwendig. Dazu wurden das Gel mit
0,25 N HCI tberschichtet und fiir genau 20 Minuten unter leichtem Schwenken inku-
biert. Die komplette Durchdringung des Gels mit HCI kann durch einen Farbumschlag
des im Gel befindlichen Bromphenolblaus von blau nach gelb iiberpriift werden. Da-
nach wurde die HCI verworfen, das Gel kurz mit Leitungswasser abgespiilt und zur
Neutralisation der Salzséure, sowie Denaturierung der DNA zweimal fiir 20 Minuten in
0,4 M NaOH inkubiert. In der Zwischenzeit wurden insgesamt sechs Whatman 3MM
Filterpapiere und die Nylonmembran genau auf die GroBe des Gels zugeschnitten. Zwei
Lagen des Filterpapiers wurden zu langen Bahnen zerteilt, die als Pufferbriicken spater
den Transferpuffer zum Gel transportieren sollten. Des Weiteren wurden mehrere Dut-
zend Papierhandtiicher in geeignete Form und GroB3e gebracht, um spiter den Transfer-
puffer iiber den Kapillareffekt aufnehmen zu koénnen. Die Blotapperatur wurde nach den
Vorgaben von (Sambrook, 2002) aufgebaut: iiber zwei Glasschalen, die reichlich mit
0,4 M NaOH gefiillt waren, wurde eine Glasplatte gelegt. Uber diese wiederum wurden
die zwei in 0,4 M NaOH getriankten Filterpapier-Briicken aufeinander gebreitet und das
Gel obenauf platziert. Die Nylonmembran und drei der zugeschnittenen Filterpapierla-
gen wurden in 0,4 M NaOH gut angefeuchtet und luftblasenfrei auf das Gel aufgeb-
racht. Abgeschlossen wurde der Blot-Aufbau von den verbleibenden drei trockenen
Filterpapieren und den zugeschnittenen Papierhandtiichern. Obenauf wurde eine Glas-
platte gelegt und mit einer gefiillten 2,5 1 Flasche beschwert, um die Papierlagen fiir

eine optimale Durchfeuchtung des Stapels zu komprimieren. Durch Kapillarkrifte wur-
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de innerhalb von 2 bis 4 Stunden die DNA aus dem Gel auf die Nylonmembran iibertra-

gen, das System danach abgebaut und die Membran an einem trockenen Ort verwahrt.

2.2.1.19.4 radioaktive Markierung von DNA-Sonden

Die DNA-Sonden wurden vor der Hybridisierung durch Random Primed Oligo Labe-
ling radioaktiv markiert. Dabei lagern sich Oligonukleotide mit zufélliger Basenabfolge
an die einzelstringige Sonden-DNA an. Diese kurzen dsDNA-Abschnitte dienen im
Anschluss dem Klenow-Enzym (groe Untereinheit der DNA-Polymerase I) als An-
satzpunkt einer DNA-Polymerisation, bei der das Enzym aus einem Gemisch von drei
nicht markierten Desoxynukleotiden und einem z.B. radioaktiv markierten Desoxynuk-
leotid dsDNA generiert. Da das Klenow-Fragment keine 5°- - 3’-Exonukleaseaktivitit
aufweist, stoppt der Einbau weiterer Nukleotide am néchsten gebundenen Oligonukleo-

tid, sodass ca. 500 bis 1.000 bp lange Fragmente entstehen.

Zum FEinsatz kamen verschiedene externe und interne Sonden, die per PCR hergestellt
(siche 2.2.1.15), iiber ein Agarosegel elektrophoretisch getrennt und mit Hilfe eines
QOlAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden) gereinigt worden waren. Im Anschluss
fand eine Konzentrationsbestimmung der PCR-Produkte iiber eine serielle Verdiinnung
statt, um die DNA auf 25 ng/ul zu verdinnen zu koénnen. 0,5 pl, 1 pl und
2 pl dieser verdiinnten Sonden-DNA wurden mit Hilfe des Prime-It® II Random Pri-
mer Labeling Kit (Stratagene, Amsterdam, NL) radioaktiv markiert. Dazu wurden in
drei parallelen Ansétzen zundchst die verdiinnte DNA mit 10 pl randomisierten Nona-
mer-Oligonukleotiden und H,0,; ad 40 pl fiir 5 Minuten bei 100°C erhitzt. Dabei wird
die Sonden-DNA durch die Hitzeeinwirkung aufgeschmolzen und die randomisierten
Oligonukleotide konnen sich im Anschluss an die einzelstrangige DNA anlagern. Da-
nach wurden 10 pl dATP-Mix und 10 U Klenow-Fragment sowie 5 pl (50 nCi)
[a-*P]JATP zugegeben und bei 37°C fiir 30 Minuten inkubiert. Da nicht inkorporierte
[oc-32P]ATP Molekiile unter Umsténden einen hohen Hintergrund auf der Membran her-
vorrufen konnen, wurden diese radioaktiven Nukleotide mit Hilfe des QIAquick® Nuc-
leotide Removal Kit der Firma Qiagen, Hilden nach Herstellerangaben entfernt. Um die
spezifische Aktivitit der DNA-Sonden zu bestimmen, wurden 2 ul (1%) der DNA-

Losung in einem Szintillationscounter TRI-CARB 1600TR mit folgenden Parametern
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gemessen. Fiir aussagekriftige Ergebnisse mit scharfen Banden sollte die hochgerechne-
te Aktivitit der gesamten Sonde einen Wert von groBer 1,2 x 107 cpm aufweisen. Dabei
wurde auf die relative (spezifische) Aktivitit geachtet und bei niedrigerer Aktivitdt die

Markierungsreaktion wiederholt.

Parameter fiir die Detektion der 3-Strahlung

Region A: LL-UL = 5,0-1700 Ler =0 Bkg=0.00 %2 Sigma = 0.00

Region B: LL-UL = 50,0-1700 Ler =0 Bkg=0.00 %2 Sigma = 0.00

Region C: LL-UL = 5,0-1700 Ler =0 Bkg =000 %2 Sigma = 0.00
Time = 1,00 QIP = SIS

Zum Blocken unspezifischer DNA-Bindungsstellen wurde die Sonde mit der hochsten
spezifischen Aktivitdt mit 1 mg geschallter Lachssperma-DNA versetzt und fiir 5 Minu-
ten bei 100°C und direkt im Anschluss fiir weitere 5 Minuten bei -20°C inkubiert. Die
so behandelte Sonde war nun bereit, um mit der immobilisierten genomischen DNA zu

hybridisieren.

2.2.1.19.5 Hybridisierung der DNA-Sonden

Benotigte Losungen: Puffer fiir Nukleinsdurearbeiten (Seiten 39 {f.)

Zur Prihybridisierung wurde die Membran zuerst in einer Hybridisierungsréhre mit ca.
10 ml vorgewiarmten Hybridisierungspuffer gegeben und fiir 15 Minuten bei 64°C in
einem Hybridisierungsofen inkubiert. Die Prahybridisierungslosung wurde anschlieend
verworfen und durch weitere 10 ml Hybridisierungspuffer ersetzt. Das Gemisch der **P-
markierten DNA-Sonde und der fragmentierten Lachssperma-DNA wurde vorsichtig an
den Rand der Rohre (nicht direkt auf die Membran) gegeben. Die Hybridisierung er-
folgte bei 64°C iiber Nacht in einem Hybridisierungsofen unter stindiger Rotation. Da-
bei lagern sich die einzelstringigen, radioaktiv markierten DNA-Sondenfragmente
komplementir an entsprechende membrangebundene DNA-Einzelfragmente der geno-
mischen DNA an. Am néchsten Tag wurde die Hybridisierungslosung verworfen und
die Membran in der Hybridisierungsrohre kurz mit ca. 10 ml Waschlosung 1 ge-
schwenkt, die Fliissigkeit entsorgt und 10 ml Waschlosung 2 zugegeben. Nach erneuter
Inkubation im Hybridisierungsofen bei 64°C fiir 20 Minuten wurde die Waschlosung 2
verworfen und der Waschvorgang nochmals wiederholt. AbschlieBend wurde die

Membran fiir 30 Minuten in ca. 10 ml Waschlosung 3 unter sténdiger Rotation benetzt.
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Zuletzt wurde die noch feuchte Membran in Frischhaltefolie eingeschlagen und bei
-20°C gelagert. Der Nachweis der spezifisch **P-markierten DNA-Fragmente erfolgte
durch Exposition zweier iibereinandergelegter Rontgenfilme mit den entsprechenden
Southern-Blot Membranen in einer Expositionskassette und eingeklebter Intensivie-
rungsfolie. Die Exposition geschah bei -80°C fiir meist zundchst 2 Tage. Nach diesem
Zeitraum wurde der obere Film entwickelt und ausgewertet. Nun war abzuschédtzen, ob

und wie lange die Exposition des zweiten Filmes noch andauern musste.

2.2.1.19.6 Entfernen von hybridisierten DNA-Sonden (Strippen)

Benotigte Losungen: Puffer fiir Nukleinsdurearbeiten (Seiten 39 {f.)

Sollte dieselbe Membran sequentiell mit mehreren radioaktiv markierten Sonden inku-
biert werden, so mussten die immobilisierte genomische DNA von den alten Sonden be-
freit werden. Dazu wurde die Membran in einer 0,1%-igen (w/v) SDS-Losung fiir

15 Minuten gekocht, anschlielend in Folie verpackt und feucht gelagert.

2.2.2  Proteinbiochemische Methoden

2.2.2.1 Gesamtprotein-Isolierung aus Zellkulturzelllysaten

Bendtigte Losungen: Puffer fiir die Proteinbiochemie (Seiten 41 ff.)

Zur Herstellung von Gesamtproteinextrakten aus Zellkulturzellen wurden die Zellen
zundchst in 10 cm Zellkulturschalen bis zu einer Konfluenz von 80 bis 90% kultiviert.
Dann wurde das Zellkulturmedium abgesaugt und die Zellen 2 bis 3 Mal vorsichtig mit
1 x PBS (4°C) gewaschen. Verbliebenes PBS wurde mit Pasteur-Pipetten quantitativ
entfernt. Je nach gewiinschtem Konzentrationsgrad der Lysate wurden 200 bis 500 pl
reduzierender SDS-Auftragspuffer zu den Zellen pipettiert. Diese wurden dann ziigig
mit einem Gummispatel quantitativ abgelost, in ein auf Eis vorgekiihltes 2 ml Reakti-
onsgefdl} iiberfithrt. Ggf. wurde das gewonnene Zelllysat mit 1 pl Benzonase bei 37°C
fiir 60 Minuten inkubiert und abschlieBend bei -20°C gelagert. Dadurch wurde die in
den Lysaten enthaltene DNA fragmentiert und die storende hohe Viskositét der Gelpro-
ben drastisch reduziert. Um die Proteine des Zelllysats mit Hilfe einer SDS-PAGE ana-
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lysieren zu konnen, wurde das Lysat zundchst aufgetaut, resuspendiert und fiir 5 Minu-
ten bei 95°C erhitzt. Dabei entfalteten sich die enthaltenen Proteine und vorhandene

Disulfidbriicken wurden durch DTT bzw. f-Mercaptodthanol gespalten.

2.2.2.2  Gesamtprotein-Isolierung aus tierischen Geweben

Benotigte Losungen: Puffer fiir die Proteinbiochemie (Seiten 41 ff.)

Proteinextrakte wurden aus direkt nach der Organentnahme in fliissigem Stickstoff tief-
gefrorenen Fragmenten von Leber, Herz und Kolon gewonnen. Dazu wurde zu den Or-
ganproben jeweils 1 ml Protein-Lysepuffer 2 gegeben und die Gewebe in einem Glas-
homogenisator aufgeschlossen. Nach einer zehnminiitigen Inkubation bei 94°C wurden
die Proben auf Eis gekiihlt, zur weiteren Homogenisierung bei 4°C mit Ultraschall be-
handelt und fiir 30 Minuten auf Eis inkubiert. Zum Abschluss wurden Zelltrimmer fiir
10 Minuten bei 13.000 U/Min und 4°C sedimentiert, der Uberstand abgenommen und
solange zentrifugiert, bis ein klares Lysat vorlag.

Alternativ wurde das Gewebsfragment mit 1 ml Protein-Lysepuffer 1 in einem Glasho-
mogenisator zerrieben und fiir 10 Minuten bei 13.000 U/Min. und 4°C zentrifugiert, um
ein klares Lysat zu gewinnen.

Als drittes Extraktionsmedium kam das Trizol®-Reagenz zum Einsatz, welches dem
Herstellerprotokoll geméf eingesetzt wurde.

Die Proteinkonzentration dieser Gesamtzell-Extrakte wurde abschlieBend nach der

Bradford-Methode bestimmt.

2.2.2.3 Proteinquantifizierung nach Bradford

Bendtigte Losungen: Puffer fiir die Proteinbiochemie (Seiten 41 ff.)

Die Methode zur Bestimmung der Proteinkonzentration nach (Bradford, 1976) beruht
auf der Bindung des Farbstoffmolekiils Coomassie-Brilliant Blau G-250 in saurem Mi-
lieu an die hydrophoben Seitenketten von Proteinen und der damit verbundenen Ver-
schiebung des Absorptionsmaximums von 470 nm nach 595 nm. Der Bradford-Test
zeichnet sich durch eine relativ hohe Empfindlichkeit aus, jedoch kann diese bei unter-

schiedlichen Proteinen weit streuen. Aus diesem Grund ist die Wahl eines geeigneten
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Eichproteins entscheidend fiir die Aussagekraft der Messung.

Es wurde der Bradford-Mikrotest angewendet: dazu wurden verschiedene Verdiinnun-
gen der Proteinprobe in 20 pl PBS hergestellt. Zu diesen wurden zu je 1 ml von 1:5 ver-
diinntem Bradford-Reagenz pipettiert, die Suspension kréftig gemischt und fiir 20 Mi-
nuten bei RT inkubiert. Die Messung erfolgte photometrisch bei 595 nm im Konzentra-
tionsbereich 0,2 bis 1,2 mg/ml unter Zuhilfenahme einer Eichgeraden von BSA mit be-

kannter Konzentration.

2.2.2.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Benotigte Losungen: Puffer fiir die Proteinbiochemie (Seiten 41 ff.)
Bei der diskontinuierlichen SDS-PAGE (Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gel-

elektrophorese) unter Verwendung eines Tris/Glycin-Puffersystems nach (Laemmli,
1970) durchlaufen die Proteine zuerst ein groBporiges Sammelgel (pH 6,8), werden an
der Grenzschicht zum Trenngel durch die Klammerwirkung des Glycins konzentriert
und laufen als scharfe Bande in das Trenngel (pH 8,8) ein, wo sie nun nach ihrem appa-
renten Molekulargewicht aufgetrennt werden. Das anionische Detergenz SDS maskiert
dabei die Eigenladungen der Proteine, die nun mit konstanter negativer Nettoladung pro
Masseneinheit im angelegten elektrischen Feld durch die Acrylamid-Matrix zur Anode
wandern. Als Trennmatrix wurde eine Mischung aus Acrylamid und Bis-Acrylamid
verwendet, die durch Zugabe von Ammoniumpersulfat (APS) und N,N,N’)N’-
Tetramethylethylendiamin (TEMED) polymerisiert wurde. Fiir das Sammelgel wurde
eine Acrylamid-Konzentration von 5% (v/v) und fiir das Trenngel eine Acrylamid-
Konzentration von 6% bis 15% (v/v) verwendet.

Die zu untersuchenden Proben wurden mit reduzierendem SDS-Probenpuffer versetzt,
5 Minuten auf 94°C erhitzt, umgehend auf Eis gekiihlt und in die Geltaschen geladen.
Die Elektrophorese erfolgte bei konstanter Spannung von 120 V fiir etwa 1 Stunde. Zur
Abschdtzung des Proteingewichts der einzelnen Probenbanden wurden Eichproteine
(Proteinmarker) parallel mit aufgetrennt.

Nach Abschluss der Elektrophorese wurden die Proteine entweder mit Coomassie-Bril-
liant-Blau G-250 bzw. Silbernitrat geférbt oder mittels Elektrotransfer auf eine Memb-

ran iibertragen.
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2.2.2.5 Detektion von Proteinen durch Anfarben

2.2.2.5.1 Coomassie-Brilliant-Blau G-250

Benoétigte Losungen: Puffer fiir die Proteinbiochemie (Seiten 41 ff.)

Der Farbstoff Coomassie-Brilliant-Blau G-250 bindet unspezifisch an hydrophobe Res-
te, die sich an der Oberfldche von Proteinen befinden. Die Empfindlichkeit dieses Nach-
weisverfahrens liegt bei 0,5 pg Protein pro Bande. Das SDS-Gel wurde fiir 5 bis 10 Mi-
nuten bei RT in der Farbelosung inkubiert und anschlieBend kurz mit Leitungswasser
abgespiilt. Der Entfarbevorgang erfolgte iiber Nacht bei 4°C auf einem Schiittler in Ent-
farbelosung, welche zur Fixierung der Proteine im Gel Essigsdure enthielt. Um den
Vorgang zu beschleunigen, kann die Entfirbung des Gels auch in einer Mikrowelle
durchgefiihrt werden. Dazu wird das Gel in ein Glasgefdl mit Wasser gegeben und fiir
kurze Zeit unter Beobachtung in einer Mikrowelle erhitzt. Nach erfolgreichem Entfér-
ben wurde das Gel unter Vakuumeinwirkung getrocknet oder in 5% (v/v) Glyzerin ein-

geschweil3t.

2.2.2.5.2 Silbernitrat

Bendtigte Losungen: Puffer fiir die Proteinbiochemie (Seiten 41 ff.)

Um selbst geringste Proteinmengen von etwa 5 ng pro Bande in einem Polyacrylamid-
Gel nachweisen zu konnen, wurde dieses mit Silbernitrat gefarbt. Zu Beginn wurde das
Gel fiir eine Dauer von 15 Minuten in 50% (v/v) Athanol fixiert (entwissert) und an-
schlieend kurz mit HOg4q abgespiilt. Im Anschluss wurde das Gel unter leichter Bewe-
gung fiir 15 Minuten in frisch angefertigter Farbelosung inkubiert, kurz in H,Oq4q ge-
schwenkt und fiir weitere 5 Minuten in H,Og4q belassen. Um die Proteinbanden sichtbar
zu machen, wurde das Gel in die Entwicklerlosung gegeben und dort solange inkubiert,
bis die gewiinschten Banden zwar bereits deutlich sichtbar, jedoch noch nicht vollstin-
dig abgefirbt waren. Bevor das Gel in die Stoppldsung iiberfiihrt und dort fiir etwa 10
bis 15 Minuten inkubiert worden war, wurde das Gel kurz in einem Wasserbad von an-
haftender Entwicklerlosung befreit. Im Anschluss daran konnte das Gel getrocknet oder

in 5% (v/v) Glyzerin eingeschweif3t werden.

70



Material und Methoden

2.2.2.5.3 Ponceau-S

Benotigte Losungen: Puffer fiir die Proteinbiochemie (Seiten 41 ff.)

Um die Effizienz eines Western-Blot-Transfers zu iiberpriifen, bzw. um Proteinbanden
vor der Inkubation mit Antikdrpern auf der Membran lokalisieren zu konnen, bietet sich
eine Farbung der Nitrozellulosemembran mit Ponceau-S an. Dieser Farbstoff markiert
die an die Membran gebundenen Proteine unspezifisch, die Nachweisgrenze liegt bei
etwa 5 ng Protein/mm”. Die Nitrozellulosemembran wurde dazu zunichst fiir 5 bis 10
Minuten in der Ponceau-S Losung inkubiert und anschlieBend vorsichtig mit 1x TBS
gewaschen. Die so angefarbten Proteinbanden wurden nun mit einem Bleistift direkt auf
der Membran markiert und konnten auf diese Weise wéhrend der nachfolgenden Mani-

pulationen weiterhin lokalisiert werden.

2.2.2.6 Western-Blot-Analyse

Die Proteine wurden entweder nach einer SDS-PAGE elektrophoretisch aus dem Gel
heraus oder mit Unterdruck (Dot-Blot) auf eine Nitrozellulosemembran transferiert und
auf dieser dann mit Hilfe spezifischer Antikdrper nachgewiesen. Der erste Antikorper
bindet nach Blocken unspezifischer Bindungsstellen nur an das zu detektierende Protein
und wird anschliefend durch einen enzymgekoppelten zweiten Antikorpers sichtbar
gemacht. An den zweiten Antikorper, der den F.-Teil des ersten Antikdrpers erkennt, ist
eine Peroxidase (Meerrettich-Peroxidase) gebunden, die unter alkalischen Bedingungen
und in Gegenwart von H,O; die Oxidation von Luminol katalysiert. Als direktes Reak-
tionsprodukt entstand eine elektronisch angeregte Form des 3-Aminophthalats, das bei
Relaxation in den elektronischen Grundzustand Strahlung abgab, die auf einem Ront-

genfilm detektiert werden konnte.

2.2.2.6.1 Elektrotransfer (semidry) auf eine Nitrozellulosemembran

Bendtigte Losungen: Puffer fiir die Proteinbiochemie (Seiten 41 ff.)

Nach der SDS-PAGE wurden eine Nitrozellulosemembran, sowie das Gel selbst kurz in

Transfer-Puffer eingeweicht. Zwei Lagen in Transferpuffer getrdnktes Whatman-3MM-
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Papier wurden auf der Platinelektrode der Transfereinheit platziert, danach zuerst die
Nitrozellulosemembran und im Anschluss das Gel luftblasenfrei auf die Papierlagen
aufgebracht. Den Abschluss des Stapels bildeten zwei wiederum in Transferpuffer ge-
trankte Whatman-3MM-Papierstiicke. Der elektrophoretische Transfer der Proteine er-

folgte bei konstanter Spannung von 20 V fiir 15 Minuten pro Mini-Gel.

2.2.2.6.2 Unterdrucktransfer auf eine Nitrozellulosemembran (Dot-Blof)

Benoétigte Losungen: Puffer fiir die Proteinbiochemie (Seiten 41 ft.)

Der hochempfindliche Nachweis eines Proteins ist mit Hilfe der Immundetektion mog-
lich. Dabei dient der Dot-Immunassay der schnellen Orientierung beim Test von Seren.
Zum Einsatz kam eine Dot-Blot-Kammer der Firma BioRad. Der Aufbau der Kammer
erfolgte wie im Produkthandbuch beschrieben, jedoch wurde unter die Gummidichtung
ein exakt zugeschnittenes und in TBS eingeweichtes Whatman-3MM-Papierstiick zur
zusitzlichen Abdichtung eingesetzt. Als Vakuumquelle wurde eine Wasserstrahlpumpe
eingesetzt. In den meisten Anwendungsfillen wurden nicht simtliche 96 Vertiefungen
bendtigt und diese daher mit einer 3%-igen (w/v) Gelatine-Losung verschlossen. Um
die Membran feucht zu halten, wurden zu Beginn 100 ul TBS-Puffer in die Vertiefun-
gen gegeben und durch das Vakuum abgesaugt. Nun konnten die Proteinproben in ei-
nem Puffer von maximal 500 pl (meist 100 pl) Volumen aufgebracht werden und flos-
sen unter Einfluss der Schwerkraft durch die Apparatur. Wenn dieser Vorgang nach ca.
15 Minuten noch nicht deutlich vorangeschritten war, wurde ein sehr leichtes Vakuum
angelegt, durch welches die Fliissigkeiten in etwa 30 Minuten durch die Kammer ge-
saugt wurde. Ein sich anschlieBender optionaler Waschschritt mit dem gleichen Volu-
men der aufgetragenen Proteinproben (meist 100 pl) an TBS unterstiitzte eine vollstin-
dige Bindung der Proteinproben an die Membran. Auch diese Fliissigkeit wurde entwe-
der durch Einwirkung der Schwerkraft oder aber mit Hilfe eines /leichten Vakuums
durch die Kammer transferiert. Danach wurden nicht gebundene Proteine von (der Un-
terseite) der Membran und der Kammer entfernt, indem die Apparatur mit 400 pl TBST
unter Zuhilfenahme des Vakuums gewaschen wurde. Die Membran war nun bereit zur

weiteren Inkubation mit den Antikérperldsungen.
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2.2.2.6.3 Immunologischer Nachweis immobilisierter Proteine

Benotigte Losungen: Puffer fiir die Proteinbiochemie (Seiten 41 ff.)

Bevor die Nitrozellulosemembran mit den proteinspezifischen Antikérpern inkubiert
werden konnte, mussten unspezifische Proteinbindungsstellen maskiert werden, indem
die Membran in 2% (w/v) Milchpulverlosung fiir 1 Stunde bei RT gelagert wurde. Im
Anschluss wurde die Membran mit dem jeweiligen Primdrantikoérper in 2 ml Antikor-
perlosung pro Membran 1i.N bei 4°C die unter stindiger Bewegung inkubiert. Dazu
wurde der Erstantikorper (in variabler Verdiinnung, siehe Tabelle 10) in 2%-iger (w/v)
Milchpulverlésung verdiinnt, die Membran in einer Plastikfolie eingeschweift und auf
einem Uberkopfschiittler fixiert. Die Erstantikorperlosung wurde durch dreimaliges
Waschen mit TBST fiir je 5 Minuten entfernt und die Membran mit dem Zweitantikor-
per inkubiert. Dazu wurde die Membran mit dem entsprechenden Peroxidase-konju-
gierten Antikorper, der im Verhéltnis von 1:5000 bis 1:10000 mit Blockierungslosung
(2% (w/v) Milchpulver) verdiinnt worden war, erneut eingeschweil3t und bei RT fiir
1 Stunde unter stindiger Bewegung inkubiert. Nach drei Waschschritten mit TBST wur-
den die Proteine abschlieBend durch Chemolumineszenz mit ECL-Losung (Perbio
Science, Bonn) detektiert und die resultierenden Signale auf einem Hyperfilm (GE
Healthcare, Miinchen) sichtbar gemacht. Je nach transferierter Proteinmenge, sowie
Spezifitit, Titer und Verdiinnung der Primérantikdrper betrug die Exposition wenige
Sekunden bis zu mehreren Minuten. Der belichtete Film wurde abschlieend entwickelt,
fixiert und getrocknet, sodass der fertige Film zur Dokumentation und Auswertung ein-
gescannt werden konnte. Sollte die Membran mit weiteren Antikdrpern inkubiert wer-
den, so musste diese bis zum Strippen auf jeden Fall feucht gehalten werden (beispiels-
weise in TBST) um einen hohen Hintergrund bei den nachfolgenden Férbungen zu

vermeiden.

2.2.2.6.4 Entfernen der Antikorper von Nitrozellulosemembranen

Benotigte Losungen: Puffer fiir die Proteinbiochemie (Seiten 41 ff.)

Wurden Proteine auf eine Nitrozellulosemembran transferiert, so bleiben sie an die
Membran gebunden, und kénnen mehrmals nacheinander mit unterschiedlichen Anti-

korpern markiert werden. Bevor jedoch die Proteine mit einem zweiten Antikorper de-
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tektiert werden konnten, musste zundchst der zuvor verwendete Antikdrper entfernt
werden, um eventuelle Kreuzreaktionen zu minimieren und die nachzuweisenden Pro-
teine wieder frei zu geben. Bei diesem als ,,Strippen‘ bezeichneten Vorgang, wurde die
Nitrozellulosemembran fiir 30 Minuten in 50 ml Stripping-Puffer bei 55°C in einem
Schiittelwasserbad inkubiert und anschlieBend solange mit H,0 gewaschen, bis kein
B-Mercaptoidthanol mehr wahrnehmbar war (Geruchstest). Die Membranen konnten

dann wieder geblockt und mit weiteren Primarantikdrpern inkubiert werden.

2.2.2.7 Uberexpression rekombinanter Proteine in E. coli

Der Bakterienstamm BL21gold(DE3)pLysS bietet eine doppelte Kontrolle der Protein-
expression (Sambrook und Russel, 2001): diese Zellen tragen Teile des Genoms von
ADE3, einem lysogenen Bakteriophagen. Dadurch wird das T7-RNA-Polymerase-Gen
unter die Kontrolle des lacUVS5-Promotors gestellt, welcher nur in Anwesenheit des
Laktose-Analogons IPTG (Isopropyl-B-D-Thiogalactopyranosid) aktiv ist. Die Expres-
sion der T7-Polymerase wird in Abwesenheit von IPTG dadurch minimiert, indem der
Repressor des /acUVS5-Promotors aktiv ist. Dieser Repressor, kodiert durch das /acl-
Gen, wird also unter nicht-induzierten Bedingungen exprimiert und unterdriickt somit
die Transkription der T7-RNA-Polymerase.

Die basale Transkription der T7-Polymerase wird durch einen zweiten Kontrollmecha-
nismus minimiert: der Bakterienstamm tragt ein zweites Plasmid (pLYS), das fiir das
T7-Lysozym kodiert und konstitutiv gering exprimiert wird. Dieses Enzym inhibiert die
T7-RNA-Polymerase und verhindert so eine verfrithte Expression des eingebrachten
rekombinanten Gens. Durch die Zugabe von IPTG wird einerseits der /acUV5-Promotor
stark aktiviert, sodass die T7-RNA-Polymerase liberexprimiert wird und deren Hem-
mung durch Lysozym faktisch aufgehoben wird. Die T7-RNA-Polymerase kann sich
nun an den T7-Promotor des Expressionsvektors anlagern, und so das rekombinante
Gen transkribieren.

Erfahrungsgemifl unterscheiden sich Expressionsrate und Giite von verschiedenen
iiberexprimierten Proteinen deutlich voneinander. Deshalb wurden einige Tests beziig-
lich der Expressionsdauer, der Konzentration des Induktors IPTG, des individuellen
Klons, sowie der Loslichkeit der exprimierten Proteine in kleinem Mafstab vorgenom-

men.
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2.2.2.7.1 Starterkulturen zur Bestimmung der geeigneten Parameter

Bendtigte Losungen: Puffer flir Arbeiten mit Bakterien (Seiten 38 f.), Puffer fiir die Pro-

teinbiochemie (Seiten 41 ff.) und Puffer fiir die Affinititschromatographie (Seite 44)

Von einer frisch ausgestrichenen Kulturschale wurden sechs unterschiedliche Kolonien
gepickt und bei 37°C in 4 ml LB-Medium und Ampizillin (100 pg/ml) bei 250 U/Min
auf einem Schiittler inkubiert. Sobald die Kulturen triibe zu werden begannen, wurden
von reprasentativen Proben 100 ul entnommen und die OD bei 600 nm (ODgg) im
Spektrophotometer bestimmt. Die Inkubation wurde solange fortgesetzt, bis die ODggo
jeder Probe einen Wert zwischen 0,6 bis 0,7 erreicht hatte (ggf. wurden die dichten Pro-
ben mit LB-Medium/Ampizillin verdiinnt). Nun wurden 250 pl der Bakteriensuspension
als ,,minus [IPTG-Kontrolle* entnommen, fiir 2 Minuten bei 13.000 U/Min zentrifugiert,
der Uberstand verworfen und das Sediment in 100 pl 1x PBS pro ODggo = 1 resuspen-
diert. AbschlieBend wurde das gleiche Volumen an 2x Limmlipuffer zugegeben und die
Proben bei -20°C aufbewahrt. Die Expression des Proteins wurde nun durch Zugabe
von IPTG mit einer Endkonzentration von 1 mM induziert und die Bakterienkulturen
weiter bei 37°C fiir 3 Stunden unter starkem Schiitteln inkubiert. Nach Ablauf der In-
kubationszeit wurde erneut die ODgpp von 100 ul der jeweiligen Kulturen bestimmt,
250 pl als ,,plus IPTG-Probe* entnommen und der Rest der Suspensionen bei 4°C gela-
gert. 20 pl samtlicher ,,minus IPTG- bzw. ,,plus IPTG-Proben* wurden nebeneinander
auf einem reduzierenden SDS-Gel analysiert. Der Klon mit der besten Expressionsstér-

ke und der geringsten Degradierung wurde fiir weitere Tests herangezogen.

Um die optimale Konzentration des Induktors IPTG zu ermitteln, wurden 25 ml LB-
Medium (100 pg/ml Ampizillin) mit 50 pl vom Rest des besten Starters angeimpft und
wiederum solange bei 37°C unter Schiitteln inkubiert, bis die ODggo 0,6 bis 0,7 erreicht
hatte. 20 ml der Suspension wurden auf 5 Kulturréhrchen verteilt und die Expression
mit unterschiedlichen Konzentrationen des Induktors eingeleitet (0,1 mM, 0,5 mM,
1,0 mM, 2,0 mM und 5 mM IPTG Endkonzentration). Von den verbleibenden 5 ml
wurden 500 pl als ,,minus IPTG-Probe* herangezogen und wie oben beschrieben verar-
beitet. Die Expression wurde nach 3 Stunden beendet und ,,plus IPTG-Proben* herges-

tellt. Die einzelnen Proben wurden auf einem reduzierenden SDS-Gel analysiert.
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Die Bestimmung der optimalen Expressionsdauer wurde analog zum oben beschriebe-
nen Test der geeigneten IPTG-Konzentration durchgefiihrt. Die Induktion erfolgte mit
I mM IPTG fiir 1 Stunde, 2 Stunden, 4 Stunden und iiber Nacht (18 Stunden). Auch
hier wurden die jeweiligen ,,plus IPTG-,, und ,,minus IPTG-Proben* einer reduzierenden
SDS-Gelelektrophorese unterzogen.

Um die Loslichkeit der beiden Proteine zu eruieren, wurde wiederum vom optimalen
Starterklon unter optimierten Bedingungen (1 mM IPTG und 4 Stunden Expression)
10 ml Kultur angeimpft und das Protein exprimiert. Nach Abschluss der Expression
wurden die Bakterienzellen sedimentiert und der Uberstand verworfen. Nach jedem
Schritt der Zelllyse bzw. Aufreinigung wurden 2 pl der jeweiligen Suspension entnom-
men und als Protein-Probe in 60 pl 1x Ldmmli-Puffer aufgenommen.

Um die Bakterienzellwand zu zerstoren, wurde das Sediment in 1 ml Bakterien-
Lysepuffer (mit 200 pg/ml Lysozym) resuspendiert, fiir 15 Minuten auf Eis und im An-
schluss fiir 5 Minuten bei 37°C inkubiert (,,input-Probe®).

Danach wurde die Suspension in fliissigem Stickstoff schockgefroren und sofort unter
leichter Bewegung in einem 37°C Wasserbad wieder erwdrmt. Dieser Vorgang wurde
einmal wiederholt (,,freeze/thaw-Probe*).

Im Anschluss wurde die Suspension mehrmals in einem kiihlenden Eisbad solange mit
Ultraschall behandelt, bis die Suspension nicht mehr viskds war. Um einer Uberhitzung
der Losung vorzubeugen, wurde jeweils nach 10 Sekunden Betrieb eine zehnsekiindige
Pause eingelegt (,,sonication-Probe)*.

Zuletzt wurde die Suspension bei 100.000 g fiir 30 Minuten bei einer Temperatur von
4°C sedimentiert. Vom Uberstand der zentrifugierten Suspension wurden ebenfalls 2 pl
entnommen und mit 60 pl 1x Lammli-Puffer versetzt (,,supernatant-Probe*). Mit einer
Pipettenspitze wurde sehr wenig Material des Sediments in 60 pl 1x Lammli-Puffer
gelost (,,pellet-Probe®).

Sdmtliche Proben wurden einer 12%-igen SDS-PAGE unterzogen, die immobilisierten
Proteine mit Coomassie-Brilliantblau G-250 gefédrbt und analysiert. Die Lokalisierung
des rekombinierten Proteins — entweder im Zentrifugierungsiiberstand oder im Sediment

— gibt Aufschluss iiber die Loslichkeit des Proteins unter nativen Bedingungen.
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2.2.2.7.2 Expressionskultur im préparativen Mallstab

Bendtigte Losungen: Puffer fiir Arbeiten mit Bakterien (Seiten 38 f.)

Unter den erarbeiteten optimalen Expressionsbedingungen wurden grof3e Proteinmen-
gen hergestellt. Je 50 ml einer Ubernachtkultur wurden mit 50 ul des jeweiligen Starters
inokuliert. Am folgenden Tag wurden je 1 Liter LB-Medium (100 pg/ml Ampizillin) in
2 Liter Erlenmeyerkolben mit je 2 ml der Ubernachtkulturen angeimpft und bei 37°C
und 180 U/Min inkubiert. Sobald die ODgg einen Wert von 0,6 bis 0,7 erreicht hatte,
wurde die Expression der beiden chiméren Proteine durch Zugabe von 1 mM IPTG in-
duziert und die Temperatur fiir die Inkubationsdauer von 4 Stunden auf 28°C gesenkt,
um eine hohere Ausbeute bzw. Giite der exprimierten Proteine zu gewihrleisten. Nach
Abschluss der Inkubation wurden die Bakterienkulturen bei 4°C und 4.000 U/Min fiir
10 Minuten zentrifugiert. Das Gewicht der Sedimente wurde bestimmt und diese bis zur

weiteren Verarbeitung bei -20°C gelagert.

2.2.2.8 Affinititschromatographie von 6xHis-Proteinen

2.2.2.8.1 Denaturierende Bedingungen

Bendtigte Losungen: Puffer fiir die Affinitdtschromatographie (Seite 44)

Proteine, die von den Bakterien als unldsliche, dicht gepackte Aggregate in zytoplas-
matischen Inklusionskorpern abgeschieden werden, lassen sich meist nur unter denatu-
rierenden Bedingungen wieder in Losung bringen. Um diese zelluldren Einschliissen
aufzubrechen und die Proteine zu 16sen, bedient man sich chaotroper Salze wie z.B.
Guanidinthiocyanat oder Harnstoff in hoher Konzentration.

Dazu wurden die Zellsedimente auf Eis aufgetaut, pro Gramm Sedimentgewicht 5 ml
Puffer B (Lysepuffer: 8 M Harnstoff, pH: 8,0) zugegeben und die Suspension bei RT
fiir 1 Stunde unter stindigem Riihren inkubiert. Abschlieend wurden die Zelltriimmer
durch eine Zentrifugierung bei RT und 10.000 g fiir 30 Minuten vom klaren Uberstand
abgetrennt und letzterer bis zur weiteren Verarbeitung bei 4°C gelagert. 4 ml dieses
Uberstandes wurden mit 1 ml der resuspendierten #dthanolischen Nickel-Agarose-Sus-
pension versetzt und das Gemisch iiber Nacht bei 4°C unter stdndiger Bewegung auf
einem Uberkopfschiittler inkubiert. Diese Suspension wurde darauf in eine mehrmals

mit PBS gewaschene und mit Puffer B dquilibrierte, verschlossene Tropfsdule gegeben.
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Nach Entfernen des Verschlusses setzte sich die Agarose ab und der iiberschiissige Puf-
fer wurde als austretendes Eluat (,,Flow Trough*) gesammelt. Im Anschluss wurden
zwei Mal je 4 ml Puffer C (Waschpuffer: 8 M Harnstoff, pH: 6,3) auf die Sdule gegeben
und die jeweiligen Eluate aufgefangen. Durch Zugabe von je vier Mal 0,5 ml Puffer D
(Elutionspuffer 1: 8 M Harnstoff, pH: 5,9), gefolgt von je vier Mal 0,5 ml Puffer E (Elu-
tionspuffer 2: 8 M Harnstoff, pH: 4,5) wurden die gebundenen Proteine von der Séule
gelost und ausgewaschen. Die einzelnen Eluate wurden aufgefangen und bei -20°C
verwahrt. Von samtlichen Fraktionen wurden je 2 pl entnommen, mit 60 pul 1x Lammli-
puffer versetzt und auf einer 12%-igen SDS-PAGE untersucht. Die Fraktionen mit der
stairksten Proteinkonzentration wurden vereinigt und die gewonnene Gesamtprotein-

menge nach Bradford bestimmt.

2.2.2.8.2 Native Bedingungen

Benotigte Losungen: Puffer fiir die Affinitdtschromatographie (Seite 44)

In manchen Fiéllen bleiben iiberexprimierte Proteine in 16slicher Form und kénnen de-
mentsprechend unter nativen Bedingungen gereinigt werden, da sie auch unter physio-
logischen Pufferbedingungen an die Affinitits-Matrix binden kénnen. Uber ansteigende
Konzentrationen des Histidin-Analogons Imidazol in den verwendeten Waschpuffern
werden unerwiinschte Proteine von der Matrix verdringt, das iiberexprimierte Hexahis-
tidin-Protein bleibt jedoch gebunden. Eine hohe Konzentration von Imidazol im Elu-
tionspuffer bewirkt schlieBlich iiber eine Kompetition das Ablosen des rekombinanten
Proteins.

Die Zellsedimente wurden auf Eis aufgetaut, pro Gramm Sedimentgewicht 5 ml Lyse-
puffer (10 mM Imidazol) und 1 mg/ml Lysozym zugegeben und die Suspension auf Eis
fiir 30 Minuten inkubiert. Um die Zelllyse zu unterstiitzen, wurde die Suspension da-
nach mehrere Male auf Eis kurz mit Ultraschall behandelt. AbschlieBend wurden die
Zelltrimmer durch eine Zentrifugierung bei 4°C und 10.000 g fiir 30 Minuten vom kla-
ren Uberstand abgetrennt und letzterer bis zur weiteren Verarbeitung bei 4°C gelagert.
4 ml dieses Uberstandes wurden mit 1 ml der resuspendierten #thanolischen Nickel-
Agarose-Suspension versetzt und das Gemisch fiir eine Stunde bei 4°C unter stindiger
Bewegung auf einem Uberkopfschiittler inkubiert. Diese Suspension wurde darauf in

eine mehrmals mit PBS gewaschene und mit Lysepuffer dquilibrierte, verschlossene
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Tropfsdule gegeben. Nach Entfernen des Verschlusses setzte sich die Agarose ab und
der tiberschiissige Puffer wurde als austretendes Eluat (,,flow trough*) gesammelt. Im
Anschluss wurden zwei Mal je 4 ml Waschpuffer (20 mM Imidazol) auf die Séule pi-
pettiert und die jeweiligen Eluate aufgefangen. Durch Zugabe von vier Mal je 0,5 ml
Elutionspuffer (250 mM Imidazol) wurden die gebundenen Proteine von der Séule ge-
16st und ausgewaschen. Die einzelnen Eluate wurden aufgefangen und bei -20°C ver-
wahrt. Von sdmtlichen Fraktionen wurden je 2 ul entnommen, mit 60 pl 1x denaturie-
renden Protein-Probenpuffer versetzt und auf einer 12%-igen SDS-PAGE untersucht.
Die Fraktionen mit der stirksten Proteinkonzentration wurden vereinigt und die gewon-

nene Gesamtproteinmenge nach Bradford bestimmt.

2.2.2.9 Umpuffern von Proteinen durch Dialyse oder Ultrafiltration

Benotigte Losungen: Puffer fiir die Proteinbiochemie (Seite 41)

Da die hohe Harnstoftkonzentration, bzw. die hohe Konzentration von Imidazol im Elu-
tionspuffer eine direkte Injektion der Proteinproben verbot, wurden diese Substanzen
{iber Dialyse entfernt. Dazu wurden 2 ml vereinigtes Eluat in einem Spectra/Por” Float-
A-Lyzer® System (MWCO 8.000) der Firma Carl Roth fiir jeweils 3 Stunden bei 4°C
und unter standigem Riihren gegen 4 M Harnstoff in 1x PBS, 2 M Harnstoff in 1x PBS,
1 M Harnstoff in 1x PBS und iiber Nacht gegen 1x PBS dialysiert.

Als alternative Methode wurden die Eluate beider Aufreinigungsmethoden einer Ultra-
filtration tiber das Amicon® Ultra-4 System der Firma Millipore unterzogen: nach Zent-
rifugieren von 2 ml Proteinldsung bei 4.000 U/Min und RT fiir ca. 5 Minuten hatte sich
das Volumen des Retentats ungeféhr halbiert, das Filtrat wurde zu analytischen Zwe-
cken verwahrt. Nun wurde das Volumen des Retentats mit 1x PBS wieder auf 2 ml an-
gehoben und die Amiconséule erneut zentrifugiert. Insgesamt wurde der Vorgang drei
Mal wiederholt. Nach Abschluss der Ultrafiltration ist die theoretische Harnstoffkon-

zentration auf 0,5 M gesenkt und die Losung auf 0,5 ml eingeengt worden.
Die Proteinkonzentration dieser injektionsfertigen Antigenlésungen wurde nach Brad-
ford bestimmt, sowie Gelproben der gereinigten Antigene und Eluate iiber eine SDS-

PAGE analysiert. Dazu wurden 10 pl des Retentats mit 20 ul PBS und 30 pl 2x denatu-
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rierendem Protein-Probenpuffer, sowie 20 ul des Eluats mit 20 ul 2x denaturierendem
Protein-Probenpuffer versetzt. Je 10 pl dieser Proben wurden auf das SDS-Polyacryl-

amidgel geladen.

2.2.3  Zellkulturtechniken

2.2.3.1 Préparation und Kultur embryonaler Fibroblasten (Feeder)

Murine Embryonen vom Embryonaltag E12,5 wurden aus dem Uterus herauspripariert
und in PBS gewaschen. Sowohl das Abtrennen des Kopfs und der Extremititen vom
Rumpf, als auch das Entfernen von Leber, Herz und anderen bereits differenzierten in-
neren Organen dient dazu, die Primérzellkultur mit einem moglichst groBen Anteil emb-
ryonaler Fibroblasten anzureichern und andere bereits differenzierte Zelltypen nach
Moglichkeit auszuschlieBen. Die verbleibenden Gewebe wurden in 2 ml PBS mit Hilfe
einer Schere zerkleinert, bis keine groferen Gewebestiicke mehr zu erkennen waren.
20 ml DMEM + 10% (v/v) FCS sowie Penicillin/Streptomycin (1%) wurden hinzuge-
fiigt und die Zellsuspension in einer 10 cm Kulturschale ausgesét. Im Inkubator setzten
sich die Zellen schnell am Boden ab und begannen sich zu teilen, sodass am dritten Tag
nach der Isolation die Kulturschale konfluent bewachsen war. Die Kultur wurde weiter
expandiert und die Zellen, sobald die gewiinschte Zellzahl erreicht war (nach maximal
drei bis fiinf Passagen), abgeldst und mit einer Dosis von 3000 rad bestrahlt. Diese im-
mortalisierten Zellen wurden im Anschluss in geeigneten Volumina mit Einfriermedium

bei -80°C konserviert.

2.2.3.2 Expansion embryonaler Stammzellen

Die ES-Zellen der Linie W9.5 (Szabo und Mann, 1994) wurden in DMEM + 10% (v/v)
FCS mit 5 ml Natriumpyruvat, 5 ml nicht-essentiellen Aminoséduren, 5 ml 3-Mercapto-
dthanol und 107 Einheiten Lif ESGRO auf STO-Feeder-Zellen kultiviert und expan-
diert. Die STO-Feeder-Zellen waren jeweils vor dem Zufligen der ES-Zellen mittels
y-Strahlung (3000 rad) immortalisiert worden. Um die spontane Differenzierung der

ES-Zellen zu vermeiden, wurde das Medium tédglich gewechselt.
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2.2.3.3 Elektroporation embryonaler Stammzellen

Das Medium von 10 cm Schalen mit nahezu konfluent gewachsenen ES-Zellen wurde
abgesaugt und die abgeschwommenen Zellen durch Zentrifugieren bei 1.000 U/Min fiir
10 Minuten sedimentiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Sediment mit Tryp-
sin fir 5 Minuten bei 37°C inkubiert. Der Zellrasen wurde drei Mal mit je 3 ml PBS
(37°C) gewaschen, die so abgeldsten Zellen pelletiert und ebenso mit Trypsin fiir 5 Mi-
nuten bei 37°C inkubiert. Sdmtliche Zellen wurden vereinigt und zum Stopp der Tryp-
sinreaktion in 10 ml DMEM (37°C) aufgenommen. Diese Suspension wurde durch
Zentrifugieren bei 1.000 U/Min fiir 10 Minuten sedimentiert, der Uberstand verworfen
und das Sediment in 10 ml PBS (37°C) resuspendiert. Nach erneuter Zentrifugierung
wurde das Sediment in einem geeigneten Volumen (800 pul) PBS aufgenommen, sodass
eine Zellzahl von etwa 1 x 107 erreicht wurde. Zellverklumpungen wurden vorsichtig
aufgelost, 60 pg DNA in einem Volumen von 100 pl PBS zugegeben, mit den Zellen
vermischt und fiir fiinf Minuten bei RT inkubiert. Die Transfektion selbst erfolgte in
einer sterilen Elektroporationskiivette. Das Elektroporationsgerdt wurde dazu auf ,,high
capacity”, 240 V, 500 pF eingestellt und die Zeitkonstante des Elektroporationsvor-
gangs notiert. Hierbei deuten Werte von ca. 5 ms auf eine erfolgreiche Elektroporation
hin. Nach der Transfektion ruhten die Zellen fiir ca. 5 Minuten und wurden danach auf
vier 10 cm Schalen ausgesit. 24 Stunden nach der Elektroporation wurden die Zellen
selektiert, indem das Antibiotikum G418 (Neomyzin) in einer Konzentration von
300 ng/ml zugesetzt wurde. Diesen Selektionsdruck konnten allein diejenigen ES-
Zellen tolerieren, die eine stabile Integration der DNA ins Genom aufwiesen. Das Me-
dium wurde tiglich erneuert, bis die embryonalen Stammzellklone fiir den Iso-

lationsvorgang bereit waren.

2.2.3.4 Isolierung erfolgreich transfizierter ES-Zellklone

Die Vereinzelung der individuellen ES-Kolonien erfolgte jeweils auf fiinf Replikaplat-
ten im 96-Loch-Format. Jeweils drei dieser 96-Loch-Platten wurden vor dem Transfer
der ES-Zellkolonien mit Feeder-Zellen eingesét, zwei der Platten wurden mit Gelatine
zum besseren Anheften der Kolonien beschichtet. Nachdem distinkte Einzelkolonien

auf den vier 10 cm Zellkulturschalen gut zu erkennen waren, wurden diese Schalen mit
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PBS gewaschen und etwa 1 ml PBS zupipettiert. Unter dem Binokular wurden nun Ein-
zelkolonien in eine weitere 96-Loch-Platte transferiert, welche 10 ul PBS pro Vertie-
fung enthielt. Wenn alle 96 Locher dieser Platte Einzelkolonien enthielten, wurde in
jede Vertiefung 10 pl Trypsin pipettiert, die Kolonien vereinzelt und durch Zugabe von
80 ul Zellkulturmedium die Wirkung des Trypsins inaktiviert. Die Zellklone wurden
nun sieben Tage, unter tdglichem Wechsel des Zellkulturmediums expandiert. Anschlie-
end wurden die vereinzelten Klone auf die vorher beschriebenen fiinf Replikaplatten
verteilt und dort jeweils unter tiglichem Mediumwechsel propagiert. Bei adidquater
Zellkonfluenz wurden jeweils zwei ES/Feeder-Kokulturplatten mit PBS gewaschen, mit
10% DMSO in FCS-Einfriermedium versetzt, mit Mineraldl tiberschichtet und bei
-80°C gelagert. Die Platten, in denen die ES-Zellen auf Gelatine expandiert worden
waren, wurden fiir die DNA-Gewinnung ebenfalls mit PBS gewaschen, dieses entfernt
und die Platten bei -20°C bis zur DNA-Isolation (siehe 2.2.1.18.2) eingefroren.

Waren einzelne Kandidatenklone per Southern-Blot Analysen (siche 2.2.1.19) ermittelt
worden, so wurden die entsprechenden 96-Loch-Platten aufgetaut und die passenden

Klone expandiert.

2.2.3.5 Kultivierung von Zellkultur-Zellen

Die verwendeten epithelialen Zelllinien (siehe Tabelle 13) wurden fiir optimales Wach-
stum in einem Brutschrank bei 37°C und 5% CO; in Zellkulturmedium (DMEM + 10%
(v/v) FCS) kultiviert. Die hohe Teilungsrate dieser Zellen erforderte eine mehrmalige
wochentliche Passage, um eine optimale Konfluenz zu erzielen. Dazu wurde zunéchst
das alte Medium abgesaugt, die Zellen in 37°C warmem EDTA (0,02% (w/v); in PBS)
gewaschen und anschliefend mit Hilfe einer Trypsinlosung (0,25% (v/v); in PBS) von
der Oberflache der Zellkulturschalen abgeldst. Diese Zellsuspension wurde in 5 bis
10 ml auf 37°C temperiertes Zellkulturmedium aufgenommen, durch Auf- und Abpipet-
tieren vereinzelt und nach einer dem Zelltyp entsprechenden Verdiinnung in neue Zell-
kulturschalen ausgesit. Die Zellkulturschalen wurden dabei leicht geschwenkt, wobei
sich die Zellen gleichméBig verteilten. AnschlieBend wurden die Schalen entsprechend
thres Durchmessers auf 10 ml (10 cm Schale bzw. 5 ml (3,3 cm Schale bzw. Glasbo-
denschélchen) mit Zellkulturmedium (37°C) aufgefiillt und bis zur nichsten Passage

bzw. bis zur Verwendung der Zellen in einem Brutschrank inkubiert.
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2.2.3.6 Einfrieren von Zellkultur-Zellen

Um eine Uberalterung der Zelllinien zu verhindern und um etwaigen Kontaminationen
mit Bakterien oder Pilzen vorzubeugen, wurden die Zellen regelmiBig eingefroren und
in fliissigem Stickstoff (-196°C) konserviert. Sobald die entsprechende Kultur eine
Dichte von ca. 90% erreicht hatte, wurden die Zellen mit einer EDTA-Losung gewa-
schen und mit einer 0,25%-igen (v/v) Trypsinlésung von der Oberfliche der Zellkultur-
schale gelost. Nach dem Abspiilen der Zellen mit 4 ml 37°C warmem Zellkulturmedium
wurden diese vorsichtig vereinzelt, in ein Zentrifugenréhrchen iiberfiihrt und fiir 5 Mi-
nuten bei 1.000 g sedimentiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Zellsediment
in 1,5 ml Einfriermedium (DMEM + 10% (v/v) FCS + 10% (v/v) DMSO) aufge-
nommen. Im Anschluss wurde die Zellsuspension sofort in ein Kryordhrchen tiberfiihrt
und in einem Kryocontainer (Nunc, Wiesbaden) bei einer Temperatur von -80°C ein-
gefroren. Der Vorgang wurde am folgenden Tage abgeschossen, indem die Kryordhr-

chen in einem Stickstofftank eingelagert wurden.

2.2.3.7 Auftauen von Zellkultur-Zellen

Je nach Bedarf wurden die kryokonservierten Zellen wieder aufgetaut und erneut in
Kultur genommen. Dazu wurden die Kryordhrchen dem Stickstofftank entnommen, um
einer Kontamination mit Keimen vorzubeugen mit 70%-igem (v/v) Athanol gesiubert
und unter leichtem Schwenken in einem auf 37°C temperierten Wasserbad aufgetaut.
Um eine Schiadigung der Zellen durch das bei RT toxisch wirkende DMSO (ein Be-
standteil des Einfriermediums) zu minimieren, wurden die weiteren Schritte ziigig
durchgefiihrt. Der Inhalt der Kryordhrchen wurde in Zentrifugengefafle iiberfiihrt, wel-
che bereits mit 8 ml Wachstumsmedium (DMEM + 10% FCS) befiillt worden waren
und die Zellen darin fiir 5 bis 10 Minuten bei 1.000 g zentrifugiert. Der Uberstand wur-
de verworfen, das Sediment in 2 ml Zellkulturmedium resuspendiert und in einer Zell-
kulturschale mit 5 ml Medium ausgesit. Am darauf folgenden Tag wurden die Kulturen

auf eventuelle Kontaminationen mit Bakterien oder Pilzen tiberpriift.
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2.2.3.8 Vorbereitung von Glaspléttchen fiir die Zellkultur

Um die Handhabung bei mikroskopischen Untersuchungen zu erleichtern, wurden die
Zellen entweder auf Glasbodenschélchen (MatTek) fiir die Lebendzellmikroskopie oder
auf Glaspléttchen kultiviert. Die verwendeten Glasplattchen wurden dazu iiber Nacht in
absolutem Athanol gelagert, mit faserfreien Papiertiichern getrocknet, fiir 2 Stunden bei
200°C im Trockenschrank sterilisiert und anschlieBend steril gelagert. Bei Bedarf wur-
den die Glaspléttchen steril in die entsprechenden Zellkulturschalen {iberfiihrt und die
Versuchszellen, welche zuvor mit Hilfe von 0,25%-iger (v/v) Trypsinlosung vereinzelt
und in Zellkulturmedium verdiinnt worden waren, darauf ausgesit. AnschlieBend wur-
den die Zellen im Brutschrank bis zur gewiinschten Dichte kultiviert und die bewachse-

nen Glasplattchen fiir die entsprechenden Versuche einzeln entnommen und verarbeitet.

2.2.3.9 Lipotransfektion von Zellkultur-Zellen

Das Einbringen fremder (Plasmid-)DNA in eukaryotische Zellen wird im Allgemeinen
als Transfektion bezeichnet. Es existieren verschiedene chemische (Kalziumphosphat,
Lipofektion) und physikalische Methoden zur Transfektion (Mikroinjektion, Elektropo-
ration von DNA), die je nach Vertraglichkeit bei unterschiedlichen Zelltypen zum Ein-

satz kommen.

Bei der Lipofektion werden kationische Lipide verwendet, um die Plasmid-DNA zu
binden und in die Zelle einzuschleusen, da die negativ geladene Plasmid-DNA {iber
elektrostatische Wechselwirkungen an die kationischen Lipide bindet und ein DNA-
Liposomen-Komplex gebildet wird. Dieser Komplex kann mit der Zellmembran fusio-
nieren, wodurch letztendlich die gebundene DNA in die Zelle gelangt. In dieser Arbeit
wurde das Transfektionsreagenz ,,Lipofectamine 2000 (Invitrogen, Karlsruhe) fiir Li-
potransfektionen verwendet. Die Zielzellen wurden bis zu einer Konfluenz von 70 bis
90% in 35 mm Zellkulturschalen kultiviert. Das Transfektionsreagenz wurde in zwei
Reaktionsgefdalen vorbereitet. 4 ug der Plasmid-DNA in wissriger Losung wurden bis
zu einem Endvolumen von 250 pl mit OPTI-MEM (Gibco/Invitrogen, Karlsruhe) im
ersten Reagenzgefdll aufgefiillt. Im zweiten Gefdl wurden 3 bis 4 ul Lipofectamine

2000 vorgelegt und ebenfalls soviel OPTI-MEM zugegeben, bis das Endvolumen
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250 pl betrug. Nach fiinfminiitiger Inkubation bei RT wurde das DNA-OPTIMEM-
Gemisch in das zweite Reaktionsgefal3 iiberfiihrt und die Suspension fiir 20 Minuten bei
RT inkubiert, wobei sich die sich DNA-Liposomen-Komplexe bildeten. AbschlieBend
wurde das fertige Transfektionsreagenz tropfenweise zu den Zellen gegeben und diese
iiber Nacht im Brutschrank inkubiert, sodass sie am folgenden Tag fiir Versuche ver-

wendet werden konnten.

2.2.4 Histologische Methoden

2.2.4.1 Fixieren von Zellkultur-Zellen und Geweben

Vor der Inkubation mit Antikdrpern ist eine Fixierung der entsprechenden Materialien
erforderlich, um die Zellen einerseits fiir die Antikorper zugénglich zu machen und an-
dererseits die Antigene iiber eine Vernetzung der Proteine zu konservieren. Dabei kam

eine der beiden folgenden Methoden zum Einsatz.

2.2.4.1.1 Methanol-Aceton-Fixierung

Fixierungen mit Methanol oder kombinierten Ldosungsmittelgemischen (Methanol,
Athanol, Aceton oder Eisessig) wirken nicht quervernetzend auf Proteine (wie die
Formaldehyd und Glutaraldehyd-Fixierungmethoden) sondern prézipitierend bzw. ent-
wissernd. Generell wird eine z.T. starke Extraktion von Lipiden und Proteinen des Zy-
toplasmas beobachtet, weshalb die Methanol-Fixierung fiir die Darstellung von Memb-
ranstdndigen Proteinen zweckméBig ist, bei zytoplasmatischen Epitopen jedoch unter
Umstidnden weniger geeignet sein kann. Die Strukturerhaltung der Zellen ist nicht im-
mer optimal.

Hatten die Zellen die gewiinschte Konfluenz erreicht, so wurden die bewachsenen Glas-
plattchen aus den Zellkulturschalen entnommen und senkrecht in einem Deckglasstin-
der plaziert. Danach wurden sie kurz in auf 37°C temperiertes 1x PBS eingetaucht, so-
fort fiir 5 Minuten in eiskaltem absoluten Methanol (-20°C) inkubiert und abschlieSend
fiir 10 Sekunden in eiskaltem (-20°C) Aceton fixiert. Die so préparierten Zellen wurden

meist sofort nach vollstindigem Verdampfen des Acetons zu Antikérpermarkierungs-
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Reaktionen oder zur Fluoreszenzmikroksopie herangezogen, konnten aber auch bis zu

24 Stunden bei 4°C aufbewahrt werden.

2.2.4.1.2 Paraformaldehyd-Fixierung

Die Formaldehyd-Fixierung sichert im Vergleich zur Methanol/Aceton-Fixierung meist
eine bessere Strukturerhaltung der Zellen, allerdings muss hiufig ein Verlust an der Zu-
ginglichkeit der Antigene (Antigenmaskierung durch starke Proteinvernetzung) in Kauf
genommen werden. Je nach Anzahl der zu fixierenden Deckgldschen wurden diese in
unterschiedlich grofe Zellkulturschalen tiberfiihrt oder verblieben fiir die Dauer des
Fixierungsvorgangs in ihrer angestammten Schale, bzw. wurden auf mit Parafilm tiber-
spannten Objekttragern in einer feuchten Kammer platziert. Zunidchst wurde das Me-
dium entfernt und die Pléttchen kurz mit auf 37°C temperiertes 1x PBS gewaschen, das
sofort wieder abgesaugt wurde. Nun erfolgte die eigentliche Fixierung mit 4%-igem
PFA fiir eine Dauer von 10 Minuten bei 4°C. AnschlieBend wurde das PFA entfernt und
die Glaspléttchen fiir 15 Minuten bei 4°C mit 1x PBS benetzt. Um die Zellmembran fiir
die Antikorper durchlédssiger zu machen, wurden die Zellen mit einer 0,01%-igen Tri-
ton-X-100 (v/v) oder 0,01%-igen (w/v) Digitonin-Losung iiberschichtet. Nach dieser
Detergenz-Behandlung wurden die Zellen erneut fiir 10 bis 15 Minuten mit 4°C kaltem
1x PBS gewaschen. Mit Hilfe der anschlieBenden BSA-Inkubation wurden unspezifi-
sche Antigene geblockt, um den Hintergrund der Immunfluoreszenz-Reaktion zu mini-
mieren. Dazu wurden die Deckglédschen fiir 10 bis 15 Minuten mit 5%-igem (w/v) BSA
bei RT inkubiert und letztendlich der Fixierungsvorgang mit einem PBS-Waschschritt

(4°C) abgeschlossen. Die Zellen konnten nun mit dem Erstantikorper markiert werden.

2.2.4.2 Immunfluoreszenz-Farbung

Zur Detektion von Proteinen in Zellkulturzellen und Geweben wurde die indirekte Im-
munfluoreszenz-Férbung verwendet. Dabei wurde ein spezifischer Antikorper an das
Antigen gebunden und mit einem farbstoffmarkierten Zweitantikorper visualisiert. Es

kamen dabei verschiedene géngige Farbsysteme zum Einsatz:

86



Material und Methoden

Tabelle 50: Fluorochrome

. Exzitations- Emissions-
Bezeichnung Fluorochrom . .
maximum maximum
4’,6-Diamidin-2"- .
DAPI pheny]i’n dol-dihydrochlorid 340 nm 461 nm (violett)
Cy2 Carbocyanin 2 492 nm 508 nm (griin)
Cy3 Indocarbocyanin/ Carbocyanin 3 553 nm 575 nm (rot)
TxR Sulforhodamin 101 589 nm 615 nm (rot)
Cy5 Carbocyanin 5 650 nm 674 nm (rot)
eGFP Tripeptid 496 nm 509 nm (grun)
mRFP Tripeptid 584 nm 607 nm (rot)

2.2.4.2.1 Zellkultur-Zellen

Benotigte Losungen: Puffer und Lésungen fiir die Immunfluoreszenz (Seite 44)

Die auf Glasplittchen bis zur Konfluenz kultivierten Zellen wurden mit den in Kapitel
2.2.4.1 beschriebenen Methoden fixiert und in einer feuchten Kammer gelagert. Um
eventuelle Prézipitate des Erstantikorpers zu entfernen, wurde dieser kurz in einer
Tischzentrifuge abzentrifugiert und im Anschluss — je nach Antikorper unterschiedlich
stark — mit 1x PBS verdiinnt (siche Tabelle 10). Mit dieser verdiinnten Antikorperlo-
sung wurden die fixierten Zellen vorsichtig iiberschichtet (30 bis 50 pl/Deckglas) und
fiir 60 Minuten bei RT inkubiert. Zum Entfernen des Erst-Antikorpers wurden die Glas-
pléattchen senkrecht in einen Deckglasstinder gestellt und fiir 15 Minuten in 1x PBS
gewaschen. Im Anschuss wurden die Plittchen wieder in die feuchte Kammer iiberfiihrt,
mit der entsprechenden, in 1x PBS verdiinnten Sekundér-Antikdrperldsung (siehe Ta-
belle 11) bedeckt (30 bis 50 pl/Deckglas) und fiir eine Stunde bei RT an einem dunklen
Ort inkubiert. Um nicht gebundene Zweit-Antikérper zu entfernen, wurde erneut fiir
15 Minuten in 1x PBS gewaschen. AbschlieBend wurden die Glasplattchen kurz mit
H,044 gesplilt, um der Entstehung von Salzkristallen durch das trocknende PBS vorzu-
beugen und mit Elvanol auf Objekttragern fixiert. Dazu wurden die Deckglidschen mit
der bewachsenen Seite nach unten auf einen Objekttrager gelegt, auf den zuvor ein
Tropfen Elvanol aufgebracht worden war. Der Objekttriger wurde zum Aushérten des
Elvanols iiber Nacht bei 4°C gelagert. Diese Substanz dient als Elektronendonor zur
Konservierung der Fluoreszenzmarkierung und zur Fixierung der Glasplittchen auf dem
Objekttrager. Wenn eine Markierung der Zellkerne erwiinscht war, wurde dem Elvanol

der Farbstoff DAPI bis zu einer Endkonzentration von 0,1 pg/ml zugesetzt.
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2.2.4.2.2 Gewebsschnitte

Benotigte Losungen: Puffer und Lésungen fiir die Immunfluoreszenz (Seite 44)

Die frisch entnommenen Gewebeproben von Herz, Leber, Jejunum, Ileum und Kolon
wurden entweder perfusions- oder immersionsfixiert. Dabei kamen unterschiedliche
Fixative zum Einsatz, die sich in ihrer Zusammensetzung und ihren fixierenden Eigen-
schaften unterscheiden: PLP (Poly-L-Lysin-Perjodat, 4%-iges (w/v) Paraformaldehyd
und AFA (Athanol, Essigsiure, 2%-iges (w/v) Paraformaldehyd). Die Gewebefragmen-
te wurden fiir eine Dauer von 2 bis 4 Stunden im Fixativ belassen. Danach wurden
7 um-Schnitte der Gewebe im Kryostat angefertigt und auf Super-Frost Ultra Plus Ob-
jekttragern abgelegt. Nach der Fixierung waren die Epitope in den Geweben nicht mehr
fiir die entsprechenden Antikorper erreichbar, die Antigene mussten demaskiert werden.
Nachdem die Schnitte fiir ca. 2 Stunden bei RT getrocknet worden waren, wurden die
Objekttrager zunéchst fiir 10 Minuten in einer 0,1 M Tris-HCI Losung (pH 7,5) inku-
biert. Danach erfolgte die Antigendemaskierung bei einer vierzigminiitigen Inkubation
in Demaskierungspuffern bei 96°C im Wasserbad. Im Falle der Darm- bzw. Herzschnit-
te kam dazu ein Zitratpuffer (pH 6,0), bei Leberschnitten ein Tris-Base-Puffer (pH 10,5)
zum Einsatz. Die Schnitte wurden nun auf 35°C abgekiihlt und drei Mal fiir je 10 Minu-
ten in einer 0,1 M Tris-HCI Losung (pH 7,5) inkubiert. Nun waren die Gewebeschnitte
fiir die Antikorperfarbung bereit.

Die Erstantikoérper wurden in einer Losung aus 0,3% (v/v) Triton-X100 und 5% (v/v)
Eselserum auf die End-Konzentrationen verdiinnt und die Schnitte iiber Nacht bei
4°C mit den Antikoérperlésungen inkubiert. Am nichsten Tag wurde die Inkubation um
eine weitere Stunde bei RT verlédngert und danach die Erstantikdrper durch dreimaliges
je zehnminiitiges Waschen mit einer 0,1 M Tris-HCI Losung (pH 7.,5) entfernt. Als
Zweitantikdrper kamen entsprechend verdiinnte Farbstoff-Konjugate zum Einsatz
(Tabelle 11). Um die Hintergrundfluoreszenz durch die Zweitantikdrper auf den Schnit-
ten zu minimieren, wurden die Objekttriger wiederum drei Mal in einer Losung aus
0,1 M Tris-HCI (pH 7,5) gewaschen und zum Abschluss mit einem Deckglas und einer
Elvanol-Losung abgedeckt.
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2.2.5 Mikroskopie

2.2.5.1 Fluoreszenzmikroskopie

Sowohl die zuvor mit spezifischen Antikorpern inkubierten Praparate, als auch Zellkul-
turzellen, die transient fluoreszierende Proteine exprimierten, wurden mit Hilfe eines
inversen Olympus IX 70 Mikroskops analysiert. Die erforderlichen Exzitationswellen-
langen (vergleiche Tabelle 50) wurden durch einen ,,Polychrome IV Monochromator
(TILL-Photonics, Grifelfing) erzeugt. Die generierten Fluoreszenzbilder wurden durch
eine ,,Slow-Scan CCD* Kamera (IMAGO, TILL-Photonics, Grifelfing) aufgenommen
und dokumentiert. Das Mikroskop und die Kamera wurden durch die Software TILLvi-

sION (TILL-Photonics) angesteuert.

2.2.5.2 Laserscanning-Mikroskopie

Um besonders hochauflosende Aufnahmen fluoreszenzmarkierter Proteine zu erhalten,
bzw. eine besonders scharfe Ebenenabbildung zu erreichen, wurden die Priparate zum
Teil mit einem konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop der Firma Leica Microsystems
analysiert. Dieses inverse DMI 6000 CS Trino Mikroskop ist mit einem SP5 Punkt-
Scanning-System ausgeriistet. Zur Anregung der Chromophore in den Préparaten stan-
den vier Laser zur Verfiigung: ein 405 Diodenlaser, ein Argonlaser, ein DPSS 561 Laser
und ein HeNe633 Laser, wobei in dieser Arbeit ausschlieBlich der 405 Diodenlaser und
der Argonlaser zum Einsatz kamen. Die Fluoreszenzbilder wurden schlieBlich durch
drei Konfokal-Detektoren aufgezeichnet und wurden durch die Software LAS-AF do-
kumentiert sowie analysiert. Sdmtliche Funktionen des Mikroskops sind automatisiert

und konnen ebenfalls liber das Leica LAS-AF Programm gesteuert werden.

2.2.6 Tierexperimentelle Techniken

2.2.6.1 Haltung und Zucht von Laborméusen

Dem Futter der Tiere wurde Fenbendazol (100 mg/kg) zugesetzt, um einen akuten
Oxyuren-Befall zu terapieren. Sdmtliche Verpaarungen, die zur Etablierung der trans-

genen Mauslinien notwendig waren, wurden im Tierstall des Instituts fiir Anatomie und
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Zellbiologie durchgefiihrt. Um die Zahl der Nachkommen zu maximieren, erfolgten die
Verpaarungen der Tiere in den meisten Féllen polygam, wobei ein mannliches Tier mit
maximal drei Weibchen gleichzeitig gehalten wurde. Eine Uberpriifung auf Vaginalpla-
ques erfolgte in der Regel nicht, insofern die Verpaarung in einer Zeit von drei Wochen
erfolgreich war. Dieser Zeitraum entspricht in etwa zwei Zyklen der weiblichen Maus
und dem Beginn der sich anschlieBenden Tragezeit. Die Verpaarungskdfige wurden
mindestens zweimal in der Woche kontrolliert und eventuell schwangere Weibchen (ab
E12 anhand der spezifischen Wolbung des Bauches sichtbar) vereinzelt, um den Stress
der betroffenen Tiere zu senken, aber auch um die hormonelle Unterdriickung der nicht
schwangeren Tiere durch schwangere Miuse innerhalb desselben Kéfigs zu vermeiden.
Die Jungtiere wurden nach ca. 20 bis 30 Tagen abgesetzt und entweder sofort oder nach
weiteren 10 bis 14 Tagen mit einer durchnummerierten Ohrmarkierung aus Messing
(Hauptner & Herberholz) nummeriert und nach der Entnahme einer ca. 3 mm langen
Schwanzbiopsie per PCR genotypisiert. Die Muttertiere wurden fiir mindestens 14 Tage
keiner weiteren Verpaarung zugefiihrt, um eine moglichst vollstdndige Regeneration des
Uterus zu gewihrleisten. Dieses Prozedere erhdhte nachweislich die Nachkommenzahl
und sorgte insofern fiir eine schnelle Etablierung der Mauslinien.

Eine besondere Verpaarungsstrategie wurde bei den Kreuzungen der ménnlichen Chi-
miren mit wildtypischen Weibchen verfolgt: um die Anzahl der Nachkommen zu ma-
ximieren, wurden hierbei jeweils zwei weibliche Tiere des Stammes C57Bl/6 mit einer
Chimire gehalten und iiber einen Zeitraum von vier Monaten tdglich um 9:00 Uhr auf
Vaginalplaques tiberpriift. Im Falle eines positiven Ergebnisses wurde das weibliche
Tier in einen Sammelkéafig mit bis zu zehn Weibchen derselben Chimére tiberfiihrt und
dort bis zur tatsdchlichen Schwangerschaft gehalten. Auch hierbei wurde auf eine Ab-
kugelung des Bauchraumes der weiblichen Miuse geachtet und diese positiven Kandi-
daten einzeln gehalten. Waren Vaginalplaque-positive Weibchen nach Ablauf von zwei
Wochen im Sammelkdfig noch nicht schwanger, so wurden diese wieder der Verpaa-
rung zugefiihrt. Die maximale Verweildauer eines Weibchens bei einer Chimére betrug
14 Tage. Wenn es innerhalb dieses Zeitraumes weder einen Vaginalplaque trug noch
nach Ablauf dieses Zeitraumes schwanger war, so wurde es gegen ein anderes Tier aus-
getauscht und fiir weitere 14 Tage in einem Sammelkifig beobachtet. War ein solches
Tier tatsdchlich nicht schwanger geworden, so wurde es wieder der Verpaarung zuge-

fiihrt. Nach einer Dauer von 4 Monaten wurde die Mauskolonie verjiingt, um der sich
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abzeichnenden schlechter werdenden Befruchtungsrate und Nachkommenzahl entgegen
zu wirken.

Sollte eine groBere Anzahl an Tieren getdtet werden, so wurden die Méuse durch sehr
langsames Einstromen von CO, in den entsprechenden Kéfig zunédchst betdubt. Sie ver-
blieben fiir mindesten fiinf Minuten im CO;-Bad, jedoch trat der Tod mit dem Ausset-
zen von Atmung und Herzschlag in der Regel bereits wenige Sekunden nach Beginn der
Betdubungsphase ein. Die Euthanasierung einzelner Tiere erfolgte durch zervikale Dis-

lokation.

2.2.6.2 Blastozysteninjektion von embryonalen Stammzellen

Die Vorbereitung von Méusen und Gewinnung von Blastozysten sowie die Injektion
von ES-Zellen in Blastozysten von Donor-Tieren und Implantation von 15 Blastozysten
in scheinschwangere Leihmiitter wurde im Labor fiir Molekulare Mausgenetik der Jo-
hannes Gutenberg-Universitit Mainz freundlicherweise von Herrn Dr. Eshkind durch-

gefiihrt.

2.2.6.3 Immunisierung von Kaninchen

Fiir jede Immunisierung wurden 200 pug der jeweiligen Antigene mit 1x PBS auf ein
Volumen von 1,2 ml verdiinnt und 1,2 ml VFA (Grundimmunisierung), bzw. 1,2 ml
UFA (Auffrischen der Immunisierung) zugegeben. Um das Protein-, PBS- und Adju-
vanz-Gemisch zu homogenisieren, wurde die Fliissigkeit mit einem elektrischen Homo-
genisator fiir ca. 3 bis 5 Minuten auf Eis solange gemischt, bis die Fliissigkeit eine
mayonnaiseartige Konsistenz erreicht hatte und anschlieBend je 1 ml des Gemischs un-
ter Vermeidung von Lufteinschliissen in zwei 1 ml Spritzen aufgezogen.

Vor der Grundimmunisierung hatten die Tierpfleger 4 ml Blut aus der Ohrrandvene
eines jeden Tieres gewonnen, um das Prdiimmunserum zu gewinnen. Ein anndhernd
quadratisches, ca. 50 cm” messendes Areal auf dem Riicken der Tiere war von den Tier-
pflegern bereits rasiert worden, sodass ca. je 200 pl des Antigen-Adjuvanz-Gemisches
an fiinf Stellen subkutan injiziert werden konnte. 28 Tage nach der Grundimmunisie-

rung wurde die Immunantwort der Tiere mit einem Gemisch aus Antigen und UFA ana-
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log zur Grundimmunisierung aufgefrischt und 14 Tage spéter wiederum 4 ml Blut ge-
wonnen um die gewonnenen Seren per Dot-Blot Analyse (siehe 2.2.2.6.2) auf erste
Dsg2-Antikorper zu testen. Im Abstand von je 28 Tagen wurde noch zwei Mal Blut zur
Titerbestimmung entnommen und jeweils 14 Tage darauf mit Antigen und UFA immu-
nisiert. Das terminale Entbluten wurde von den Mitarbeitern der Zentralen Versuchs-
tiereinrichtung 14 Tage nach der dritten Auffrischung durchgefiihrt. Dazu wurden zu-
nichst wiederum 20 ml Blut aus der Ohrrandvene entnommen und die Tiere im An-
schluss unter Betdubung entblutet. Insgesamt konnten auf diese Weise insgesamt ca. 80

ml Blut pro Tier gewonnen werden.

2.2.6.4 Aufarbeitung von Antiseren

Sédmtliche Blutproben fiir die Titerbestimmung der Seren wurden fiir 2 Stunden bei RT
gelagert, um das Blut koagulieren zu lassen. Darauthin wurde das Serum zunichst mog-
lichst quantitativ abgenommen und der Blutkuchen in einer Tischzentrifuge fiir 5 Minu-
ten bei 3.000 U/Min und RT schonend sedimentiert. Der Serumiiberstand wurde mit
dem bereits gewonnenen Serum vereinigt und der Vorgang solange wiederholt, bis kei-
ne weitere Fliissigkeit mehr aus dem Blutkuchen gepresst werden konnte. Eine leichte
Rotfarbung der Fliissigkeit durch geplatzte Erythrozyten beeintrichtigt die Wirkung des
Serums nicht. Die Seren wurden mit 0,05% Natriumacid (Endkonzentration (w/v)) ver-
setzt, um einer Kontamination durch Mikroorganismen vorzubeugen. 200 pl Aliquots
der jeweiligen Praimmun- bzw. Testseren und 2 ml Aliquots der finalen Seren wurden

bis zur Verwendung bei -80°C gelagert.

2.2.6.5 Induktion der Cre-Rekombinase tiber externe Induktoren

2.2.6.5.1 Subkutane Injektion von Tamoxifen

Tamoxifen wird als lipophile Substanz mit Fetten versetzt, um vom Empfangertier mog-
lichst quantitativ aufgenommen zu werden. Zur Herstellung der Injektionsldsung fiir ein
Tier und einen Induktionsversuch von insgesamt fiinf Injektionen wurden 6 mg Tamoxi-

fen in 120 pl steril filtriertem Athanol unter leichter Erwirmung auf 37°C in Losung
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gebracht (50 mg/ml) und dieses Gemisch mit 480 pl steril filtriertem (Speise-) Sonnenb-
lumendl versetzt. Unmittelbar vor der Injektion wurden die zwei Phasen der Emulsion
mit Hilfe eines Ultraschallgerdtes vermischt und 100 pl der fertigen Emulsion (1 mg
Tamoxifen) in den dritten oder vierten Quadranten der Bauchhdhle subkutan injiziert.
Aufgrund der hohen Viskositit der Fliissigkeit wurde auf eine Aspiration der Spritze zur
Kontrolle des Injektionsortes bewusst verzichtet. Die Tiere wurden in separaten Kifigen
einzeln gehalten, um eine gegenseitige Kontamination — insbesondere zwischen den
Versuchs- und den Kontrolltieren — zu vermeiden. Nach erfolgter Injektion standen die
Mause fiir eine kurze Zeit unter Beobachtung, sodass etwaige Schidigungen der Organe

durch den Injektionsvorgang erkannt werden konnten.

2.2.6.5.2 Gabe von Doxyzyklin {iber das Trinkwasser

Zur Induktion des Tet-On-Systems wurde das Tetrazyklin-Analogon Doxyzyklin ver-
wendet, welches sich durch eine giinstigere Pharmakokinetik auszeichnet. Die zur In-
duktion eingesetzten Substanzmengen entsprachen nicht denen der Primérpublikatio-
nen, es wurde vielmehr die von der AG Bockamp optimierte Konzentration von
7,5 mg/ml in einer 10%-igen (w/v) Saccharoseldsung verwendet. Da die Wirkung von
Doxyzyklin durch Photolyse beeintrachtigt werden kann, wurden entweder dunkle Fla-
schen eingesetzt oder lichtdurchléssige Flaschen mit Alufolie umwickelt. Die ca. 300 ml
Fliissigkeit fassenden Trinkflaschen wurden mit jeweils 100 ml der frisch angesetzten
Doxyzyklinlosung gefiillt und der Trinkkonsum, sowie das Wohlbefinden der Tiere tig-
lich tiberpriift. Durch den relativ hohen Zuckeranteil neigten die Verschliisse der Trink-
flaschen zu Verstopfen. Aus diesem Grund wurde ein besonderes Augenmerk auf die
Sauberkeit dieser Verschliisse gelegt, um das Dehydrieren der Tiere zu verhindern. Spa-
testens nach drei Tagen wurde die restliche Fliissigkeit verworfen und durch frische
Losung ersetzt. Es wurde des Weiteren darauf geachtet, dass unter keinen Umstinden
weder die Flaschen und Verschliisse der Versuchstiergruppe noch die der Kontrolltier-
gruppe miteinander vertauscht oder in den allgemeinen Pool des Tierstallmaterials tiber-

fihrt wurden.

93



Ergebnisse

3. Ergebnisse

3.1 Herstellung Dsg2-spezifischer Antiseren

Experimente mit verschiedenen monoklonalen Antikorpern und polyklonalen Antiseren
gegen das murine Dsg2 zeigten weder bei Immunfluoreszenz-Analysen auf Zellkulturzel-
len oder Gewebsschnitten noch bei Western Blot-Untersuchungen befriedigende Ergeb-
nisse. Um die Verdnderungen des Dsg2-Proteins eindeutig nachweisen zu konnen, wur-
den also funktionstiichtige Antikdrper bendtigt, die einerseits eine Isotypspezifitéit fiir
Dsg2 besitzen und sich andererseits durch einen ausreichend hohen Titer und geringen
Hintergrund bei den angestrebten Untersuchungen auszeichnen.

Aus diesem Grunde wurden polyklonale Kaninchenseren mit hohem Titer hergestellt,
welche das murine Dsg2 spezifisch nachweisen. Dazu wurden zwei unterschiedliche Be-
reiche der DSG2-cDNA in den prokaryotischen 6xHis Expressionsvektor pET15b sub-
kloniert und diese rekombinanten Proteine in E. coli iiberexprimiert. Nach einer Affini-
titsreinigung iiber das aminotermin His-Hexapeptid wurden die so gewonnenen Antigene
zur Immunisierung von Kaninchen eingesetzt. Nach der Analyse mehrerer Testseren wur-
den die Tiere schlieBlich getotet und die fertigen Seren zur Detektion von Dsg2 verwen-

det.

3.1.1 Klonierung der Expressionskonstrukte

Um die gewiinschte Isotypspezifitit zu erreichen, wurden die Proteinsequenzen der muri-
nen Desmogleine miteinander verglichen und zwei Bereiche der Dsg2-Aminosdure-
sequenz gesucht, die mit anderen Dsg-Isotypen eine geringe Ubereinstimmung aufweisen.
Es sollten ein extra- und ein intrazelluldres Antigen synthetisiert werden, um die funktio-
nell unterschiedlichen Proteinbereiche von Dsg2 detektieren zu konnen. Abbildung 8
zeigt einen Vergleich von murinen Dsg-Proteinsequenzen, aus denen die (rot markierten)

Bereiche der Dsg2-Primérsequenz als Antigene verwendet wurden.
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Abbildung 8: Ermittlung der Dsg2-Antigensequenzen zur Generierung von Antiseren

— Aminosiuresequenzvergleich von Fragmenten muriner Dsg-Proteine: Die Aminosduresequenzen der
murinen Dsg-Isoformen wurden mit Hilfe des PC-Programms ,,AlignX* verglichen und das Primér-
ergebnis manuell optimiert. Um einen Dsg2-spezifischen Antikorper generieren zu koénnen, wurden Pro-
teinbereiche mit niedriger Ubereinstimmung ausgewihlt und zur Antigenproduktion herangezogen. Die
verwendeten Primérsequenzen der beiden Antigene sind mit einer roten Markierung hervorgehoben und
umfassen im Falle des extrazelluldren Antigens (A) Abschnitte der EC4 und EA, sowie im Falle des intra-
zelluldren Antigens (B) Bereiche der LD, RUD und der TD. Vergleiche auch Anhang 7.6.

EC4: extrazellulire Cadherindoméne 4; EA: extrazellulire Ankerdoméne; TM: Transmembrandomine;
ICS: intrazelluldres cadherinartiges Segment; LD: Linkerdoméne; RUD: ,,repeated unit domain®; TD: ter-
minale Doméne

Eine DSG2-cDNA wurde freundlicherweise von David Garrod (Manchester, England)
zur Verfligung gestellt und diente als Matrize fiir eine PCR-Amplifikation mit den beiden
Primerpaaren DSG2-AKS-f/r und DSG2-AK3-f/r. Diese Oligonukleotide binden spezi-
fisch an die zu den ausgewihlten Proteinbereichen korrespondierenden cDNA-

Sequenzen.
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Abbildung 9: Klonierung der Expressionskonstrukte zur Antigenproduktion

PCR-Fragmente mit flankierenden Xhol-Schnittstellen wurden in die singuldre Xhol-Schnittstelle des pro-
karyotischen Expressionsvektors pET15b inseriert. Die resultierenden Konstrukte kodieren flir chimére
Proteine, welche aus einem aminoterminalen His-Hexapolypeptid und einem extrazelluldren (3022) oder
intrazelluldren (3021) Fragment des murinen Dsg2 bestehen. Das aminoterminale Fragment umfasst Berei-
che der EC4 und die EA, das carboxyterminale Antigen einen Grofteil der LD, die RUD und die TD. Die
ausfiihrlichen Erklarungen sind dem Text zu entnehmen.

EA: extrazelluldre Ankerdoméne, LD: Linkerdoméne; RUD: , repeated unit domain‘; TD: terminale Domé-
ne; E11, E12, E15: Exone; MKS multiple Klonierungsstelle

Des Weiteren tragen sie an ihrem jeweiligen 5‘-Ende die Erkennungssequenz fiir die
Restriktionsendonuklease Xhol, mit der die generierten PCR-Produkte hydrolysiert und in
den Vektor pET15b inseriert wurden.

Die resultierenden Konstrukte 3021 und 3022 wurden iiber analytische Restriktionen veri-
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fiziert und abschlieBend der kodierende Bereich mit den Primern T7 und T7-Terminator
sequenziert, um eventuelle Punktmutationen bzw. verfrithte Stopp-Kodons ausschlie3en
zu konnen.

Nachdem die Orientierung der inserierten DNAs sowie deren Integritét eindeutig festges-
tellt worden war, wurde der Stamm E. coli BL21gold(DE3)pLysS, der sich durch eine
besonders strikte Expressionsregulation auszeichnet (siche 2.2.2.7), mit diesen Expres-

sionskonstrukten transformiert.

3.1.2  Uberexpression der Antigene in E. coli und Affinititsreinigung

Die Bedingungen fiir die Expression rekombinanter Proteine miissen meist optimiert wer-
den, um das Zielprotein in einer 16slichen Form exprimieren zu kénnen. Dazu wurden i
unterschiedliche Einzelklone, #i. unterschiedliche Mengen des Induktors IPTG und iii. die
Expressionsdauer getestet, um eine Synthese von Antigenen hoher Giite zu erreichen.

i. Da sich einzelne Bakterienklone in der Expression bzw. Degradierung der Zielproteine
voneinander unterscheiden konnen, wurden zunéchst vier Bakterienklone fiir jedes Anti-
gen unter vergleichbaren Bedingungen kultiviert und die Expression der DSG2-
Fragmente durch Zugabe von IPTG bis zu einer Konzentration von 0,5 mM induziert.
Unmittelbar vor der Induktion und nach einer Expressionsdauer von zwei Stunden wur-
den je ein Aliquot der Bakterien mit Probenpuffer lysiert und dieser Gesamtproteinextrakt
einer SDS-PAGE unterzogen. Aus Abbildung 10 wird ersichtlich, dass die Expressions-
induktion des carboxyterminalen Antigens erfolgreich war. Jeder der vier induzierten
Klone exprimierte das rekombinante Protein mit einem errechneten Molekulargewicht
von ca. 34 kDa. Alle vier Klone synthetisierten das rekombinante Protein in vergleichba-
rem Mafe, eine Degradierung war nicht nachweisbar. Auch die Expressionsgiite des ami-
noterminalen Antigens war bei allen vier getesteten Klonen einwandfrei und vergleichbar
(nicht gezeigt).

ii. Auch die unterschiedliche Konzentration des Induktors IPTG hatte keinerlei Einfluss
auf die Expressionsstiarke und die Giite der Proteine, wie aus Abbildung 10 (B) hervor-
geht. iii. Zuletzt wurde die optimale Expressionsdauer bestimmt. Dazu wurde Klon 1 mit
0,5 mM IPTG unterschiedlich lang (1 Stunde, 2, 4, 8 und 16 Stunden) induziert. Die ex-
primierte Proteinmenge unterschied sich jedoch nicht maBlgeblich (nicht gezeigt). Zur

Synthese groBBer Mengen der beiden Antigene wurde deshalb jeweils Klon 1 verwendet
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und die Expression der rekombinanten Antigene durch die Zugabe von IPTG bis zu einer

Endkonzentration von 0,5 mM fiir 2 Stunden induziert.

Kion L 1 j L 2 jL 3 JL 4 b0 0.1 j L 0.5 JL 1 L 5 j i?TMG
0.5mM  _ - = -
IPTG I 1 + L L L + L 1 + L '] + I 1 1 l
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&
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™

Abbildung 10: Optimierung der Expressionsbedingungen

— SDS-PAGE Analysen zur Wahl eines geeigneten Einzelklons (A) und Evaluierung der optimalen
IPTG-Konzentration (B): Zum Testen der Expressionsbedingungen wurden die Bakterien lysiert, iiber
eine SDS-PAGE analytisch aufgetrennt und die Proteine anschlieBend mittels Silbernitrat visualisiert. Die
Expression wird generell strikt durch die Anwesenheit des Induktors IPTG reguliert, da keine iiberexpri-
mierten Proteinbanden in den jeweiligen nicht-induzierten Proben nachzuweisen sind. Die untersuchten
Einzelklone 1 bis 4 zeigen jedoch keinerlei Unterschiede hinsichtlich der Giite der Expression, die Bande
des iiberexprimierten Proteins (34 kDa) sind von vergleichbarer Starke und es sind keine proteolytischen
Abbauprodukte detektierbar (A). Auch die Konzentration des Induktors IPTG hat keinen Einfluss auf die
Expression (B), da sich die Intensititen der einzelnen Proteinbanden nicht unterscheiden. Pfeil: {iberexpri-
miertes Antigen; (-): nicht-induziert; (+): induziert, *: graue Verfiarbungen durch B-Mercaptodthanol

Um die erforderlichen groBBen Antigenmengen zu gewinnen, wurde jeweils ein Liter Bak-
terienkultur mit einer Kolonie der jeweiligen Klone 1 inokuliert und die Expression der
Antigene mit den zuvor eruierten optimalen Bedingungen induziert. Danach wurden die
Bakterien sedimentiert und das Gewicht des Zellsediments bestimmt. Im Anschluss wur-
de zunédchst die Loslichkeit der exprimierten Proteine analysiert, indem von einem Teil
der Bakteriensedimente ein Lysat hergestellt wurde. Befand sich dabei das rekombinante
Protein nach finaler Ultrazentrifugierung im Uberstand (supernatant), so wurde der restli-
che Teil des Sediments unter nativen Pufferbedingungen weiterbehandelt. War hingegen
der Grofiteil des Proteins unloslich und wurde deshalb im Sediment (pellet) nachgewie-
sen, so wurde das restliche Bakteriensediment unter denaturierenden Bedingungen mit
8M Harnstoff aufgeschlossen (siche Abbildung 11 (A)). Bei jedem der Lyseschritte wur-
de ein Aliquot der Bakterien- bzw. Proteinsuspension auf einer SDS-PAGE untersucht.
Abbildung 11 (A) zeigt das iiberexprimierte carboxyterminale Antigen wéhrend der ver-
schiedenen Aufreinigungsschritte. Da der groBite Anteil des Proteins in der Sediment-
Fraktion zu finden war (vergleiche Su und Pe), wurde dieses Protein unter denaturieren-
den Bedingungen affinitdtsgereinigt. Das aminoterminale Proteinfragment war hingegen

gut I6slich und wurde unter nativen Bedingungen weiter verarbeitet (nicht gezeigt).
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Die Aufreinigung selbst erfolgte im Batch-Verfahren iiber eine Nickel-Agarose, an wel-
che die His-Hexapeptide der rekombinanten Proteine unter neutralem pH bzw. ohne Zu-
satz des His-Analogons Imidazol adhérieren. Nach mehreren Waschschritten wurden die
iiberexprimierten Proteine durch Elutionspuffer in saurem Milieu (pH 4,5) im Falle der
denaturierenden Behandlung bzw. hohen Imidazolkonzentrationen (250 mM) bei nativer
Affinititsaufreinigung von der Nickel-Matrix eluiert und konnten danach konzentriert
werden. Abbildung 11 (B) zeigt die jeweiligen Elutionsfraktionen des carboxyterminalen
Antigens, das iiber seine aminoterminales His-Hexapeptid affinitdtsgereinigt worden ist
und sich in nun einem hochreinen Zustand ohne verunreinigende E. coli-Proteine befin-

det.
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Abbildung 11: Lyse der Bakterien (A) und Affinitéitsaufreinigung des iiberexprimierten carboxyter-
minalen Antigens iiber NTA-Agarose (B)

— SDS-PAGE Analysen von Proteinproben der einzelnen Aufarbeitungs- bzw. Reinigungsschritte:

Die Bakteriensedimente wurden aufgeschlossen, um die iiberexprimierten Proteine in Losung zu bringen.
Von den jeweiligen Lyseschritten wurden Aliquots entnommen und per SDS-PAGE analysiert (A). Das
carboxyterminale Antigen ist kaum 16slich, da es hauptsédchlich in der Sediment-Fraktion (Pe) detektiert
wird. Aus diesem Grunde wurden die Inklusions-Korper unter der Einwirkung von 8M Harnstoff lysiert und
das Antigen durch Inkubation mit NTA-Agarose im Batch-Verfahren affinitétsgereinigt. Die Proben der
verschieden Wasch- und Elutions-Schritte wurden analysiert und zeigen die Reinheit der Proteinfraktionen
(B). (-): nicht-induziert; (+): induziert; In: input; FT: flow through; So: Ultraschallbehandlung; Su: Uber-
stand (supernatant); Pe: Sediment (pellet); W: Waschpuffer; E: Elutionspuffer

Da die so préparierten Proteine in ihren jeweiligen Elutionspuffern nicht direkt zur Injek-
tion bereit waren, mussten die harnstoff- bzw. imidazolhaltigen Puffer gegen PBS ausge-
tauscht werden. Die Eluate E1 bis E6 (Abbildung 11 (B)) wurden dazu vereinigt und
durch Ultrafiltration oder Dialyse mit Hilfe von Amicon-Sédulen (Millipore, Eschborn)
bzw. Floatalyzer (Roth, Karlsruhe) in ein neutrales 1x PBS-Milieu iiberfiihrt. Abschlie-
Bend wurde die Konzentration der fertigen Antigenlosungen nach Bradford bestimmt und
die Integritdt der Proteine iiber eine SDS-PAGE verifiziert (nicht gezeigt). Bis zum Ab-
schluss der Immunisierungen wurden die Antigene bei 4° C gelagert und danach bei

-80°C tiefgefroren.
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3.1.3 Analyse der Testantiseren

Je 100 pg der affinititsgereinigten Antigene wurden zur Verstirkung der Immunantwort
und zur Depotbildung des Antigens mit vollstdindigem Freund’schen Adjuvanz vermischt
und die beiden Antigene je zwei Kaninchen der Rasse New Zealand white subkutan am
Riicken injiziert. Zuvor war den Tieren etwas Blut zur Gewinnung des Prdiimmunserums
entnommen worden. Vier Wochen nach der Grundimmunisierung wurde die Immunant-
wort durch die Injektion von je 100 pg Antigen in unvollstindigem Freund’schen Adju-

vanz verstarkt.

I Praimmunseren " Testseren I IKantroliel
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Abbildung 12: Test des Antikorpertiters — Dot-Blot-Analyse:

Die beiden Antigene wurden in einer Konzentration von 1000 ng bis 0,1 ng auf einer Nitrozellulosememb-
ran immobilisiert und sowohl mit den entsprechenden Prdimmunseren (1:100), als auch den jeweiligen
Testseren (1:100) inkubiert. Die Bindungen der Erstantikdrper an die Antigene wurden mit Hilfe eines
HRP-gekoppelten Zweitantikorpers visualisiert. Als Positivkontrolle wurde ein Synaptogyrin.CE.NT-
Peptid verwendet und mit einem a-Synaptogyrin-Erstantikorper markiert, als Negativ-Kontrolle kam nur
der Zweitantikorper zum Einsatz.

Samtliche Testseren, nicht aber die korrespondierenden Praimmunseren zeigen eine graduelle Antikdrper-
reaktion gegen die immobilisierten Antigene. Die Immunisierung der vier Kaninchen war erfolgreich,
antigenspezifische Antikorper sind generiert worden.

N: aminoterminales Antigen, C: carboxyterminales Antigen, 1N, 2N, 3C, 4C: Seren der mit den jeweiligen
Antigenen (N bzw. C) immunisierten Kaninchen

Zwei Wochen nach dieser ersten Auffrisch-Immunisierung wurden den vier Kaninchen
jeweils 4 ml Blut entnommen, sodass je ca. 2 ml Testserum aufgearbeitet werden konn-
ten. Die bereits vorbereiteten Praimmunseren, sowie die frischen Testseren wurden zur
Bestimmung des Antikorpertiters per Dot-Blot-Verfahren untersucht. Dazu wurden fiinf
unterschiedliche Konzentrationen (1000 ng bis 0,1 ng) der beiden Antigene auf eine Nit-

rozellulosemembran aufgebracht und diese mit den jeweiligen Seren (1:100) inkubiert, als
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Zweitantikorper kam ein Meerrettichperoxidase-Konjugat zum Einsatz (siche Abbildung
12). Beide Antiseren zeigten eine Reaktion auf den spezifischen Antigenen, die korres-
pondierenden Praimmunseren haben keine Affinitdt zu den synthetisierten Proteinen. Es
ist deshalb davon auszugehen, dass die Immunantwort der Kaninchen Antiseren mit spe-
zifischen Antikorpern generiert hat.

Da die maximale Immunantwort ca. 10 bis 14 Tage nach den Immunisierungen zu erwar-
ten ist, wurde im Abstand eines Monats eine zweite Auffrischimmunisierung durchge-
fiihrt und die nach weiteren 10 Tagen gewonnenen Testseren mit einer Immunfluores-

zenz-Analyse von Methanol-Aceton-fixierten konfluenten Eph4-Zellen getestet.

Die Antiseren wurden dazu in einer Verdiinnung von 1:100 (Prdimmunseren) und 1:500
(Testseren) eingesetzt und mit Texas-Rot-gekoppelten Zweitantikorpern, die gegen den
Fc-Teil des Kaninchen-IgG gerichtet sind, visualisiert. Das intrazelluldr gelegene Antigen
hat eindeutig ein hochspezifisches Antiserum gegen Dsg2 mit geringem Hintergrund ge-
neriert, was durch die membranstindige punktformige Antikorperfairbung in Abbildung
13 (3C und 4C) visualisiert wurde. Der Titer der Antiseren ist hoch, sie konnen in Ver-
diinnungen von 1:500 oder hoher eingesetzt werden. Der Vergleich mit den korrespondie-
renden Praimmunseren verdeutlicht die hohe Spezifitit der generierten Antiseren. Die
Immunantwort des ersten Kaninchens gegen das extrazellulire Antigen (1N) ist als
schlecht zu bezeichnen: es wurden praktisch keine spezifischen Antikorper generiert, das
Praimmun- und das Testserum unterschieden sich kaum (nicht gezeigt). Die Immunant-
wort des zweiten Tiers (2N) war stirker ausgefallen. Das Serum zeigte eine schwache
Membranfirbung mit sehr hohem Hintergrund mit relativ geringem Titer und war in die-

sem Zustand nicht zu verwenden (Abbildung 13 - 2N).
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Abbildung 13: Test der Spezifitit und des Titers der polyklonalen Seren gegen das murine Dsg2

— Epifluoreszenzaufnahmen von fixierten Eph4-Zellen: Fluoreszenzaufnahmen Methanol-Aceton-
fixierter EpH4-Zellen, die mit den acht gewonnenen Antiseren (Prdimmunseren (Prd) 1:100, Testseren
(Test) 1:500) inkubiert wurden; Zweitantikdrper: TxR-gekoppeltes a-Kaninchen-Serum (1:50); Kernfar-
bung: DAPI.

Der Vergleich der Testseren mit den korrespondierenden Pradimmunseren demonstriert den Anstieg des
Titers von a-Dsg2-Antikérpern. Die punktférmige und membrandse Antikorperfarbung durch die Antise-
ren 3C- und 4C-Test, die gegen das carboxyterminale Antigen gerichtet sind, deutet auf einen spezifischen
Nachweis von Desmosomen hin und zeichnet sich durch eine robuste und spezifische Fluoreszenz mit sehr
geringem Hintergrund aus. Das Antiserum 2N-Test weist eine hohe und unspezifische Hintergrundfarbung
auf. Das Serum des Tieres 1N zeigte keinen Titer spezifischer Dsg2-Antikdrper und wurde deshalb nicht
mit in die Abbildung aufgenommen. GroBenbalken: 10 pm

Aus organisatorischen Griinden konnten die Tiere nicht zeitnah entblutet werden, sodass
eine dritte Auffrisch-Immunisierung vorgenommen werden musste. Weitere zwei Wo-

chen danach konnten die Kaninchen euthanasiert werden und das gewonnene Blut wurde
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zu jeweils ca. 30 ml bis 40 ml Antiserum verarbeitet. Um einer Verunreinigung mit Kei-
men vorzubeugen, wurden diese finalen Seren mit Natriumacid versetzt und bei -80°C

gelagert.

3.1.4 Analyse der Antiseren

Die endgiiltigen Antiseren wurden analysiert und charakterisiert. Dazu wurden sowohl
Immunfluoreszenz- als auch Western-Blot-Untersuchungen auf fixierten Zellkulturzellen

und Geweben durchgefiihrt, die im Folgenden beschrieben werden.

3.1.4.1 Immunfluoreszenz auf Eph4-Zellen

Wie bereits die zweiten Testseren (sieche Abbildung 13), zeigen auch die finalen Dsg2-
Antiseren eine hochspezifische robuste Fiarbung, die durch ihre punktférmige membran-
stindige Charakteristik eindeutig als Nachweis desmosomaler Proteine einzuordnen ist.
Da die beiden Antiseren 3C und 4C in ihren Eigenschaften sehr gut miteinander ver-
gleichbar sind, wurde in den weiteren Untersuchungen zunichst das Antiserum 3C wei-

terverwendet und wird seither als rb&8 bezeichnet.

Abbildung 14: Test der endgiiltigen polyklonalen Seren gegen das murine Dsg2

— Epifluoreszenzaufnahmen fixierter Eph4-Zellen: Fluoreszenzaufnahmen Methanol-Aceton fixierter
Eph4-Zellen, welche mit den zwei finalen Antiseren 3C und 4C (1:500) inkubiert wurden; Zweitantikor-
per: Texas-Rot-gekoppeltes a-Kaninchen-Serum (1:50); Kernfarbung: DAPI.

Beide Antiseren zeigen punktformige und membrandse Antikorperfiarbungen, die auf einen spezifischen
Nachweis von Desmosomen hinweisen. Die beiden Antiseren zeichnen sich des Weiteren durch eine ro-
buste und spezifische Fluoreszenz mit sehr geringem Hintergrund aus. Groenbalken: 10 um
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3.1.4.2 Immunfluoreszenz auf Gewebsschnitten

Die Reaktivitit der Seren auf Gewebsschnitten war von besonderer Relevanz, da letztend-
lich die Verdnderungen des Dsg2 auf Proteinebene in Geweben untersucht werden sollte.
Um einen moglichst guten Gewebeerhalt zu erzielen, wurden die Tiere mit Fixativen per-
fundiert oder die Gewebe (Darm, Leber und Herz) sofort nach dem To6ten der Tiere im-
mersionsfixiert. Zum Einsatz kamen verschiedene fixierende Agenzien wie PLP (Poly-L-
Lysin, Perjodat, 4%-iges Paraformaldehyd)), AFA (Essigsdure, Alkohol, 2%-iges Para-
formaldehyd, Hdmatoxylin) und HOPE®, deren spezifische Eigenschaften und Zusam-
mensetzungen fiir eine optimale Fixierung und Antikérperfarbung zunichst gepriift wur-
den. Durch die Quervernetzung der Proteine waren die Antigene maskiert worden, sodass
die Gewebe zunichst wieder fiir die Antikdrper zuginglich gemacht werden mussten (An-
tigendemaskierung) um den hohen Hintergrund der Antikérperfarbungen zu eliminieren.
Es wurden dazu mehrere unterschiedliche Methoden getestet, wie z.B. die Inkubation der
Schnitte in Detergenzien (Triton X-100) oder die proteolytische Spaltung der Proteine
durch Proteinase-K mit jeweils unterschiedlichen Inkubationszeiten und Konzentrationen.
Keine dieser Methoden fiihrte zu einem befriedigenden Ergebnis. Zuletzt die Inkubation
der fertigen Gewebsschnitte fiir 45 Minuten in kochendem Zitratpuffer (pH 6) konnte die
Antigene des Darmes bzw. des Herzens freilegen, fiir die Leber wurde dazu ein Tris-
Puffer (pH 10,5) verwendet.

Die fixierenden Eigenschaften des HOPE®-Reagenz reichten bei Weitem nicht aus, um
einen akzeptablen Gewebeerhalt zu gewéhrleisten. Deshalb wurde dieses Fixativ bei den

folgenden Untersuchungen nicht weiter eingesetzt.

Abbildung 15 zeigt einen Diinnschnitt von PLP-perfundiertem Kolongewebe, dessen An-
tigene durch Inkubation in Zitratpuffer zuvor demaskiert worden waren. Dsg2 wurde
durch das polyklonale rb88-Antiserum in einer Verdiinnung von 1:1600 spezifisch mar-
kiert und mit einem Cy2-gekoppelten Zweitantikdrper (1:800) visualisiert. Insbesondere
die fiir Desmosomen typische baso-laterale und punktférmige Membranmarkierung wird
in den ldngsgeschnittenen Bereichen des Kolonepithels evident (Vergroerung B). Auch
die hexagonale Struktur der in ihrer Mitte quer getroffenen Enterozyten wird durch die
laterale Desmosomenfarbung deutlich (Vergroerung A). Die Bereiche des desmosomen-
freien Bindegewebes in Mitten der fingerformigen Ausstiilpungen (*) werden nicht durch
das rb88-Serum markiert. Das generierte Serum eignet sich also, um spezifisch Dsg2 in

PLP-fixierten Darmpréparaten zu markieren.
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Abbildung 15: Dsg2-Markierung auf Schnitten von Kolonepithel

— konfokale Fluoreszenzaufnahme: Schnitte von PLP-fixiertem Kolongewebe wurden zur Antigendemas-
kierung vorbehandelt und mit rb88-Antiserum (1:1600) inkubiert; Zweitantikdrper: Cy2-gekoppeltes o-
Kaninchen-Serum (1:800).

Die baso-laterale membrandse Lokalisierung deutet auf eine Markierung desmosomaler Strukturen hin, was
auch durch die punktformige Anordnung der Farbung unterstrichen wird (VergroBerungen A und B). des-
mosomenfreie Bereiche des Bindegewebes (*) sind erwartungsgemdfl nicht markiert, das Signal-
Hintergrundverhéltnis ist sehr gut. GréBenbalken: 10 um

Die Leberschnitte zeigten in den meisten Féllen eine sehr hohe Autofluoreszenz, welche
erst nach der oben beschriebenen Behandlung mit basischen Puffern eingeschrinkt wer-
den konnte. In der Leber sind Desmosomen bisher nahe den Gallenkanilchen beschrieben
worden. Ahnlich der klassischen Darstellung des dreiteiligen Junktionskomplexes in der
apikal-laterale Zellmembran von Enterozyten existiert auch in den polar aufgebauten Le-
berzellen eine funktionell dhnliche Struktur an der zu den Gallenkandlchen orientierten
Seite des jeweiligen Hepatozyt. Die Gallenkanilchen vereinen sich im Gallengang und
sammeln dort die von den Leberzellen sezernierte Galle. Der Gallengang selbst befindet
sich im sogenannten Periportalfeld, wo er in direkter Nachbarschaft mit den Blutgefdfen

A. und V. interlobularis verlauft.
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Abbildung 16: Dsg2-Markierung auf Schnitten der Leber

— konfokale Fluoreszenzaufnahme (Ebene aus einem Bildstapel): Schnitte von PLP-fixiertem Leber-
gewebe wurden zur Antigendemaskierung vorbehandelt und mit rb88-Antiserum (1:200) inkubiert; Zweit-
antikorper: Cy2-gekoppeltes a-Kaninchen-Serum (1:800).

Eine membrandse Desmosomenfarbung ist trotz des relativ hohen Hintergrunds klar erkennbar. Die Teil-
vergroflerungen A und C verdeutlichen die Markierung von Gallenkanilchen: die parallele Farbung der
jeweils benachbarten Zellen dies- und jenseits eines grofen Gallenkanélchens ist nachweisbar. In den
weiteren Ebenen des Stapels lédsst sich diese Markierung durchgehend als flichige Farbung zwischen den
beiden Zellen verfolgen (nicht gezeigt). Die TeilvergroBerung B zeigt Fluoreszenzmarkierung der Zell-
membranen eines Gallengangs selbst. GroBenbalken: 10 pm

Abbildung 16 zeigt eine Ebene aus einer konfokalen Stapelaufnahme. Ein Leberdiinn-
schnitt, der zur Antigendemaskierung und Senkung der Autofluoreszenz zuvor in basi-
schen Puffern prdinkubiert worden war, wurde mit dem Serum rb88 und einem Cy2-
gekoppelten Zweitantikorper gefarbt. Trotz des vorhandenen Hintergrunds ldsst sich die
hexagonale Anordnung der Hepatozyten deutlich erkennen. Besonders intensiv gefarbt
sind die Gallenkanédlchen in der Néhe des Periportalfelds (VergréBerungen A und C), und
der Gallengang selbst (Vergroferung B). Das rb88 Antiserum férbt an Gewebeschnitten
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PLP-fixierter Leber membrandse desmosomale Strukturen zwischen den einzelnen Hepa-

tozyten und insbesondere den Gallenkanélchen bzw. Gallengéngen an.

Auch im Herzen mussten die Dsg2-Antigene nach der Immersionsfixierung mit AFA
wieder fiir die Antikdrper zuginglich gemacht werden. Dazu wurden die Kryostatschnitte
einer Antigendemaskierung in einem sauren Puffer bei 95°C unterzogen und Dsg2 im
Anschluss mit dem rb88 Antiserum (1:1000) markiert. Als Zweitantikdrper wurde ein
Cy2-gekoppeltes a-Kaninchenserum (1:800) eingesetzt und die Antikorperfarbungen un-

ter einem Epifluoreszenz-Mikroskop betrachtet und dokumentiert.

Abbildung 17: Dsg2-Nachweis im Herzmuskel

— konfokale Fluoreszenzaufnahmen: Fluoreszenz- (A) und Phasenbildiiberlagerung (B): Schnitte von
AFA-fixiertem Herzmuskelgewebe wurden zur Antigendemaskierung vorbehandelt und mit rb88-Anti-
serum (1:1000) inkubiert; Zweitantikorper: Cy2-gekoppeltes a-Kaninchen-Serum (1:800).

(A) Das rb88-Antiserum detektiert spezifisch desmosomale Proteine innerhalb der Glanzstreifen. (B) Zur
genauen Bestimmung der Fluoreszenzmarkierung wurde das Fluoreszenzbild mit dem Phasenbild {iberla-
gert. Durch die basische Vorbehandlung ist die Integritét des Herzmuskelgewebes gemindert worden und
der Gewebeverband weist Liicken auf. Grofenbalken: 20 um

Abbildung 17 zeigt eine spezifische Antikorperfarbung der Glanzstreifen, in denen die
Desmosomen lokalisiert sind. Die Gewebeerhaltung ist durch die Inkubation der Schnitte
in den Antigendemaskierungs-Puffern mit niedrigem pH-Wert eher méBig, die Herzmus-
kelzellen sind héufig zerrissen und das Gewebe weist Liicken auf. Aus diesem Grunde
wurde die Inkubationsdauer im Antigendemaskierungs-Puffer schrittweise verkiirzt, um
einen Kompromiss zwischen der Antigendemaskierung und der Erhaltung des Herzgewe-

bes zu finden.
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3.1.4.3 Western-Blot-Analysen von Zellkulturextrakten

Das rb88-Antiserum ist gegen ein Antigen gerichtet, das auf murinem Dsg2 basiert. Da
das Dsg2-Protein zwischen unterschiedlichen Spezies hoher konserviert ist, als die ver-
schiedenen Mitglieder der Proteinfamilie innerhalb einer Art (siche Anhang 7.6 bis 7.8),
wurde die Affinitdt des Antiserums zu Dsg2 nicht muriner Herkunft untersucht. Epithelia-
le Zelllinien unterschiedlicher Tierarten und des Menschen (Eph4, MDBK, CaCo,
MH,C;, A431, MDCK - siche Tabelle 13) wurden dazu in 10 cm Zellkulturschalen bis
zur Konfluenz expandiert und die Zellen im Anschluss mit Protein-Probenpuffer von den
Schalen abgelost. Nachdem die DNA durch einen Benzonaseverdau fragmentiert worden

war, wurden diese Gesamtproteinextrakte tiber eine SDS-PAGE aufgetrennt.
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Abbildung 18: Nachweis von Dsg2 in kultivierten Zellen

— Western Blot Analyse von Gesamtproteinextrakten: Die untersuchten
Zelllinien wurden in 10 cm Zellkulturschalen expandiert und nach Erreichen
einer konfluenten Zelldichte mit denaturierendem Lammlipuffer von den
Schalen abgeldst. Nach einer Behandlung mit Benzonase wurde dieser Ge-
samtproteinextrakt {iber eine SDS-PAGE (10%) aufgetrennt und anschlie-
Bend auf eine Nitrozellulosemembran iibertragen. Diese wurde an der gestri-
chelten Linie mittig halbiert und mit rb88-Antiserum (1:1000 — obere Hélfte)
bzw. einem a-Aktin-Antiserum als Ladekontrolle (1:500 — untere Halfte)
inkubiert. Als Zweitantikdrper kamen HRP-Konjugate zum Einsatz, die mit
einer ECL-Losung visualisiert wurden.

Die jeweils aufgetragenen Proteinmengen wurden zuvor durch Vorversuche
evaluiert und sind nun miteinander vergleichbar (siche Aktinkontrolle). Das
rb88-Antiserum weist eine Spezies ilibergreifende Reaktivitit auf, da es in
allen Gesamtzellextrakten eine Bande von ca. 165 kDa (dem apparenten
Molekulargewicht von Dsg2) detektiert. Die wenigen schwachen Banden (*)
niedrigeren Molekulargewichts stellen Abbauprodukte des Proteins dar und
lassen auf einen geringen proteolytischen Abbau der Proben schliefen.
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Der sich anschlieBende Western-Blot-Transfer immobilisierte die Proteine auf einer Nit-
rozellulosemembran, die mit dem rb88-Antiserum inkubiert wurde. Um eine vergleichba-
re Proteinmenge von je 10 pg Gesamtprotein untersuchen zu konnen, wurden zum einen
die Proteinkonzentrationen mit einem Bradford-Test analysiert, zum anderen wurde Aktin
als interne Referenz der Gesamtproteinfraktionen verwendet. Da jedoch die Ergebnisse
des Bradford-Tests starken Schwankungen unterlagen und auch die Aktinbanden der
Western-Blot-Analysen dieser Gesamtproteinproben scheinbar definierter Menge auf eine
unterschiedlichen Konzentration hinwiesen, wurde auf die Bradford-Analysen verzichtet

und die aufzutragenden Proteinmengen anhand der Aktinbanden-Intensitéten abgeschitzt.

Das apparente Molekulargewicht von Dsg2 und Aktin unterscheidet sich um mehr als 100
kDa. Dsg2 und Aktin kénnen also gleichzeitig auf einer Membran nachgewiesen werden,
indem die fertigen Nitrozellulose-Membranen halftig getrennt und die Membranteile in
den jeweiligen Erstantikorperlosungen inkubiert wurden. Hierbei kamen zum einen das
rb88-0-Dsg2-Antiserum (1:1000) und zum anderen ein a-Aktin-Antiserum (1:500) zum
Einsatz. Des Weiteren wurde ein kéuflich erworbenes a-Dsgl-Antiserum (1:1000) getes-
tet, um auf einen weiteren Antikorper gegen ein desmosomales Cadherin zuriickgreifen
zu konnen. Abbildung 18 zeigt die Ergebnisse dieser Untersuchungen. Die aufgetragenen
Proteinmengen sind bis auf den Proteinextrakt aus MDBK beinahe identisch, sodass die
Intensitéit der Dsg2-Banden miteinander verglichen werden kann. Das apparente MW von
Dsg2 betriagt bet SDS-PAGE-Untersuchungen ca. 165 kDa, sodass die generierten Ban-
den diesem Protein zuzuordnen sind. Eine schwache proteolytische Degradierung ist bei
einigen Proteinextrakten feststellbar, die sich durch das Vorhandensein von Proteinen
niedrigeren Molekulargewichts manifestiert (*). Das generierte polyklonale rb88-
Antiserum erkennt also nicht nur das murine Dsg2 der Eph4-Zellen, sondern auch Protei-
ne, die aus Zellen des Menschen, des Hundes, der Rindes und der Ratten extrahiert wor-

den sind.

3.1.4.4 Western-Blot-Analysen von Proteinextrakten aus Geweben

Letztendlich sollte das rb88-Antiserum eingesetzt werden, um Dsg2 in Proteinextrakten
aus unterschiedlichen Geweben der Maus iiber Western-Blot-Untersuchungen nachweisen

zu konnen. Dazu wurden Gesamtproteinextrakte aus Kolon, Leber und Herzmuskel mit
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drei verschiedenen Extraktionspuffern hergestellt und die Ausbeute, sowie die Giite der
Extraktionsmethoden miteinander verglichen. Da in Protein-Lysepuffer 2 als Detergenz
2% (w/v) SDS enthalten waren, lieB sich zur Konzentrationsbestimmung der gewonnenen
Proteine keine Bradford-Analyse anwenden. Deshalb wurden fiir diese Extrakte die glei-
chen Proteinkonzentrationen zugrunde gelegt, wie sie bei den mit Lysepuffer 1 extrahier-
ten Protein-Proben gemessen werden konnten. Die resultierenden Proteinpellets der Tri-
zol®-Extraktionen lieBen sich abschlieBend kaum mit 1% (w/v) SDS l6sen. Es wurde
jeweils der klare Uberstand 1:1 mit 2x Protein-Probenpuffer verdiinnt und wie die ande-
ren Proben behandelt. Von diesen wurden je 10 und 50 pg tiber eine SDS-PAGE aufget-

rennt und einer Western-Blot-Analyse unterzogen.

Extraktionspuffer 1 Extraktionspuffer 2 Trizol®
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Abbildung 19: Nachweis von Dsg2 in Proteinextrakten aus Geweben der Maus

— Western Blot Analyse von Gesamtproteinextrakten: Gesamtprotein-Extrakte wurden aus gefrorenen
Kolon-, Leber- und Herz- Gewebefragmenten mit drei unterschiedlichen Extraktionspuffern bzw.
Extraktionsmethoden hergestellt. 10png und 50 pg dieser Extrakte wurden einer SDS-PAGE (10%) unter-
zogen und im Anschluss per Western-Blot-Verfahren immobilisiert. Die Nitrozellulosemembran wurde an
der gestrichelten Linie mittig halbiert und mit rb88-Antiserum (1:1000 — obere Hélfte) bzw. einem a-Aktin-
Antiserum als Ladekontrolle (1:500 — untere Halfte) inkubiert. Als Zweitantikdrper kamen HRP-Konjugate
zum Einsatz, die mit einer ECL-L6sung visualisiert wurden.

Samtliche Proteinproben, die mit den Extraktionspuffern 1 oder 2 extrahiert worden waren, zeigten sowohl
eine Aktin- als auch eine Dsg2-Markierung. In beiden Extrakten detektiert das rb88-Antiserum jeweils eine
Proteinbande, deren Grofle dem apparenten MW von Dsg2 um 165 kDa entspricht. Die Extraktionsmethode
2 scheint verhiltnismiBig mehr Dsg2-Protein aus den Geweben herauslosen zu konnen, da die Dsg2-
Banden insbesondere im Fall der Herz- und Leber-Proben stirker ausfallen und auch Produkte proteolyti-
schen Abbaus nachgewiesen werden (Pfeil und *).
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Die geladene Proteinmenge wurde iiber die Inkubation der hilftig quer geteilten Nitrozel-
lulosemembranen mit einem o-Aktin-Antiserum (1:500) evaluiert. Die andere Hilfte
wurde sowohl mit dem rb88 a-Dsg2-Antiserum, als auch mit dem mcl12 a-Dsgl-
Antiserum (jeweils 1:1000) inkubiert.

Die Ergebnisse dieser Western-Blot-Analysen sind in Abbildung 19 dargestellt. Die Ex-
traktionsmethoden mit den Puffern 1 und 2 erreichen bei den untersuchten Geweben eine
gute Ausbeute an Proteinen, da in sdmtlichen Proben sowohl Aktin, als auch eine dem
Dsg2-Protein zuzuordnende Bande detektiert wurden. Im Gegensatz dazu konnten bei den
Trizol®-extrahierten Proteinen nur nach einer sehr langen Exposition der Filme positive
Antikorper-Signale detektiert werden (nicht gezeigt). Obwohl jeweils 50 ug Gesamtpro-
tein pro Spur aufgetragen worden waren, unterschied sich die Intensitit der einzelnen
Proteinbanden. Mit den verwendeten Extraktionsmethoden wurde anscheinend aus Kolon
und Herz mehr Aktin extrahiert, als dies bei der Leber moglich war. Die hohe Intensitét
der Banden (Herz und Leber), sowie die Existenz proteolytischer Abbauprodukte (*) zei-
gen, dass der Extraktionspuffer 2 wesentlich mehr Dsg2-Protein aus diesen Geweben zu
isolieren vermag, als dies bei Kolongewebe der Fall ist. Bei genauer Betrachtung fallen
die geringen Unterschiede im MW der einzelnen Dsg2-Banden auf, die nicht auf Unre-
gelméaBigkeiten der Wanderungsgeschwindigkeit im Polyacrylamidgel zuriickzufiihren
sind und sich {iber mehrere Wiederholungen der Analysen verfolgen lieBen. Das Dsg2-
Protein im Proteinextrakt aus dem Herzen zeigte dabei das grofte apparente MW, gefolgt
von Kolon und Leber.

Diese Western-Blot-Untersuchungen verdeutlichen die Reaktivitdt des rb88-Antiserums
auf Proteinextrakten, die aus Kolon, Herz und Leber der Maus gewonnen wurden. Dieses
Antiserum wurde verwendet, um das murine Dsg2-Protein {iber Western-Blot-Unter-

suchungen spezifisch nachzuweisen.
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3.2 Herstellung und Etablierung eines induzierbaren und gewebs-
spezifischen DSG2-Transgens in der Maus

loxP

Targeting
Konstrukt

\°+?

3.2.1 — Design und
Klonierung des Targe-
ting-Konstrukts

e

3.2.5 — Herstellung der
Chiméren

= NEELE

Y&

3.2.3 — Elektroporation
von ES-Zellen

.2

3.2.4 — Southern-Blot
Analysen von ES-
Zellen

3.2.9 — PCR-Analysen
zur Genotypisierung
der transgenen Mause

Induktion der Cre-Rekombinase:

Leber —3.2.11.1

Herz -3.2.11.2/3.2.12.2
ubiquitir — 3.2.12.1
Darm —3.2.12.1

3.2.13 — Analyse der rekombinierten
DSG2-mRNA per RT-PCR
3.2.14 — Analyse des rekombinierten Dsg2-
Proteins

Abbildung 20: Generierung eines induzierbaren DSG2-Transgens in der Maus — Ubersicht der ein-

zelnen Projektabschnitte
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3.2.1 Design und Klonierung des Targeting-Konstrukts

Die Generierung des induzierbaren DSG2-Allels sollte mit Hilfe des Cre-lox-
Rekombinationssystems durchgefiihrt werden. Dazu wurden die zu rekombinierenden
DNA-Abschnitte des DSG2-Gens mit flankierenden loxP-Sequenzen markiert, die von
der Cre-Rekombinase spezifisch erkannt werden (siehe 1.2.2.1). Um die transfizierten
ES-Zellen positiv selektieren zu konnen, wurden die ES-Zellen iiber das Targeting-
Konstrukt mit einer Neomyzin-Antibiotikaresistenz ausgestattet. Dieses Resistenzgen lag
in Form einer DNA-Kassette mit integriertem PGK-Promotor und flankierenden FRT-
Sequenzen vor, die es ermoglichten, diese Resistenzgenkassette mit Hilfe der Flp-
Rekombinase spdter wieder aus dem Genom zu entfernen. ES-Zellen der Maus wurden
mit dem generierten Targeting-Konstrukt transfiziert. Da dieser Vektor mehrere kb um-
fassende DNA-Abschnitte von absoluter Sequenziibereinstimmung zum endogenen
DSG2-Lokus aufwies, wurden diese Bereiche durch den Vorgang der homologen Re-
kombination mit den endogenen Sequenzen ausgetauscht. Dabei wurde der mit loxP-

Sequenzen flankierter Gen-Abschnitt dauerhaft in das Wirtsgenom integriert.

3.2.1.1 Strategie

Die verwendeten genomischen DNA-Sequenzen des DSG2-Gens lagen zu Beginn der
Arbeit in Form der beiden Vektoren #.1051 und #i. 1052 vor. Diese wurden von Qi Tian im
Rahmen ihrer Dissertation (Tian, 2000) zur vollstindigen Depletion von DSG2 (Eshkind
et al., 2002) generiert und deren Herstellung bzw. Eigenschaften werden hier kurz darges-
tellt (sieche Abbildung 21).

Der Verstindlichkeit halber werden nicht die Basenpaar-Positionen der jeweiligen Vekto-
ren, sondern die absoluten Positionen (Start des DSG2-Exonl = 1) in der DSG2-Sequenz
angegeben. Diese Informationen konne anhand der Ensembl Gene ID ENS-

MUSG00000044393, die unter http://www.informatics.jax.org abgerufen werden kann,

nachvollzogen werden.
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Abbildung 21: Das DSG2-Gen

— maBstabsgetreue Darstellung der Exon-Intron-Struktur und Ubersicht der subklonierten DNA-
Fragmente: Die Exone (E1 bis E15) sind als griine Rechtecke dargestellt und die subklonierten DNA-
Fragmente nebst den resultierenden Klonbezeichnungen mit grauen Balken gekennzeichnet. Zur weiteren
Information sind der Ubersichtlichkeit halber nur die zwei fiir die Klonierung relevanten der insgesamt
siebzehn HindIII-Schnittstellen eingezeichnet worden. Die Zahlen geben die Basenpaar-Positionen der
entsprechenden Eigenschaften bezogen auf den Beginn des DSG2-Gens (Exon 1) an.

i. Aus dem AMgl-Klon HHINr1 ist durch Restriktion mit der Endonuklease HindIII der
Nukleotidbereich 17856 bis 23338 herausgeschnitten und in den Vektor pBluescript-R3
subkloniert worden (Klon 1051). Dieses ca. 5,5 kb umfassende HindIII-Fragment des
DSG2-Gens beginnt 5° mit einem Teil von Intron 3, enthélt weiterhin die Exone und In-
trone 4 und 5, das Exon 6 und schliefit 3’ mit etwa der Hélfte von Intron 6 ab. Des Weite-
ren wurde ein Teil des 5°-Bereiches von Intron 8 {iber die Schnittstellen Kpnl und Sall 3°
hinter das HindIII-Fragment kloniert. Zwischen diesen beiden genomischen Sequenzbe-
reichen ist spéter eine Neomyzinresistenzkassette, sowie eine SpleiBakzeptor-Sequenz
und die Sequenz fiir eine interne Ribosomenbindestelle inseriert worden, um den Zielvek-
tor flir die konstitutive Deletion des DGS2-Gens zu generieren (Eshkind et al., 2002).

ii. Der Klon 1052 basiert ebenso auf dem Vektor pBluescript-R3. In diesen ist mit Hilfe
der Restriktionsendonuklease Notl ein Bruchstiick des Phagen-Klons AMgl eingefiigt
worden. Das inserierte Fragment deckt den Bereich von Position 10540 bis 28781 des
DSG2-Gens ab, umfasst also den 3’-Bereich des Intron 1 bis zur Mitte des Intron 8. Die
Identitét beider Klone wurde nun zunichst mit Hilfe analytischer Restriktionen und darii-
ber hinaus durch teilweise Sequenzierung der DNA verifiziert. Dabei wurde das Primer-
paar M13/M13-rev verwendet, um die genauen Positionen der genomischen Fragmente
(siche obige Angaben) zweifelsfrei bestimmen zu konnen.

Um die gewiinschten Eigenschaften — die Erkennungssequenzen der Cre- und FLP-
Rekombinasen (loxP- bzw. FRT-Stellen), sowie die Neomyzinresistenz-Kassette fiir die
Selektion der ES-Zellklone — in die genomische DNA zu inserieren, wurden singulére
Enzymschnittstellen in den Intronen der vorhandenen genomischen DNA-Sequenzen ge-

sucht. Mit Hilfe der veroffentlichten Genomsequenzen der Maus und der Kenntnis der
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genauen DNA-Sequenz der vorhandenen Klone wurde der Bereich der (real existieren-
den) DNA von Plasmid 1051 und Plasmid 1052 auf die genomische DNA-Sequenz (in
silico) abgebildet. Fiir die 5’-loxP-Sequenz bot sich die Nhel Stelle (Position 20161) in
mitten von Intron 3 an (in Klon 1051). Die Neomyzinresistenz-Kassette inklusive flankie-
render FRT-Sequenzen und der 3’-liegenden loxP-Sequenz (siehe Abbildung 24) sollte in
die endogene EcoRI-Stelle in Intron 6 an Position 24327 inseriert werden (in Klon 1052).
Dem vollstindig rekombinierten DSG2-Lokus fehlen also die Exone 4, 5 und 6, sodass

letztendlich Exon 3 an Exon 7 gesplei3t werden wird.

deletierter Bereich

Trp2 ECT'r ™
Py ECZ2" EC3

Abbildung 22: Deletion wichtiger Proteinbereiche von Dsg2

— vergleichende schematische Darstellung der DSG2-mRNA und der resultierenden Dsg2-Doméinen-
struktur des wildtypischen und rekombinierten Molekiils: Durch die Cre-vermittelte Induktion werden
die Exone 4 bis 6 des DSG2-Gens deletiert, die fiir einen Grofteil der extrazelluldiren Doméinen EC1 und
EC2 codieren. Zwar ist die konservierte Aminosédure Trp2 nicht von der Deletion betroffen, jedoch sind die
Aminoséurereste ihrer hydrophoben Bindetasche vollstidndig entfernt worden .Des Weiteren wird eine der
vier sich jeweils zwischen den extrazelluliren Doménen befindenden Ca”*-Bindestellen, sowie die Haupt-
N-Glykosylierungsstelle deletiert, sodass wichtige Abschnitte des Dsg2-Proteins defizient und somit die
Funktion des Proteins stark eingeschrénkt ist.

P: Prodomine; EC1 bis EC4: extrazellulire Cadherindoménen; EC1° und EC2°: Fragmente der betroffenen
extrazelluliren Doménen nach erfolgter Rekombination; EA: extrazellulire Ankerdomédne; TM: Trans-
membrandoméne; IA: intrazelluldre Ankerdoméne; ICS: intrazelluldres cadherinartiges Segment; LD: Lin-
kerdoméne; RUD: ,,repeated unit domain‘‘; TD: terminale Doméne; Trp2: Aminosédure 2 des reifen Proteins
(Tryptophan); *: Ca®*-Bindestellen; N-Glyk.: N-Glykosylierungsstelle; E1 bis E15: Exone

Da es sich sowohl bei Exon 3, als auch Exon 7 um Phase-0 Exone handelt, wird keine
Verschiebung des Leserasters erwartet. Die drei Exone kodieren fiir einen Teil der extra-
zelluldaren Doménen 1 und 2, sodass wichtige Bereiche des Dsg2-Proteins deletiert wer-
den: i. Die Aminoséure 2, ein Tryptophan, ist unter den Cadherinen konserviert (verglei-
che Anhang 7.6 und (Nollet et al., 2000)). Thr wird eine druckknopfartige Funktion bei
der trans-Interaktion von Cadherindoménen zugeschrieben, indem es mit einer hydropho-

ben Bindetasche am Partnermolekiil adhdriert (Shapiro et al., 1995; Boggon et al., 2002).
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Das Trp2 ist zwar nicht von der Deletion betroffen, jedoch fehlen sémtliche Aminoséu-
ren, die fiir die hydrophobe Bindetasche kodieren. Auch die Aminoséurereste, die fiir die
cis-Interaktion der Cadherindoménen verantwortlich sind (Boggon et al., 2002), fehlen
dem mutierten Dsg2. ii. Die Ca’-Bindestellen zwischen den einzelnen extrazelluliren
Dominen sorgen fiir eine Stabilisierung der Dsg2-Konformation im Interzellularspalt
(Overduin et al., 1995; Shapiro et al., 1995; Nagar et al., 1996). Durch den Verlust einer
dieser wichtigen Bindestellen ist davon auszugehen, dass Struktur und Konformation des
Dsg2-Proteins derart verdndert sind, dass die verkniipfende Funktion nicht mehr aufrecht
erhalten werden kann. iii. Durch die Verkiirzung des Proteins um die Lange einer extra-
zelluldren Doméne wird seine kraftiibertragende Funktion gemindert und die notwendige
Flexibilitdt und damit auch seine Starke eingeschréinkt. iv. Die Haupt-N-Glykosylierungs-
stelle (vergleiche Anhang 7.6) ist unter den Desmogleinen der Mammalia konserviert.
Nach der Rekombination des DSG2-Gen-Lokus wird dieser Proteinbereich nicht syntheti-
siert werden und Dsg?2 nicht posttranslationell N-glykosydisch im Golgi-Apparat modifi-
ziert werden konnen (Pasdar und Nelson, 1989).

Diese Aspekte lassen bei einer vollstdndigen Rekombination des Allels auf eine Depletion
der adhisiven Eigenschaften von Dsg2 schlie3en.

Durch die verschiedenen Manipulationen, wie beispielsweise die mehrfache Einfithrung
verschiedener Restriktionsenzym-Erkennungsstellen in die entsprechenden Plasmide,
entstanden keine neuen Konsensus-Spleifl-Sequenzen (eine Arbeit iiber die statistische
Verteilung der verschiedenen Splei3-Sequenzen: (Thanaraj und Clark, 2001)). Die fol-
genden Klonierungen wurden parallel durchgefiihrt, werden hier der Ubersichtlichkeit

halber jedoch nacheinander fiir die beiden Homologiearme des Konstrukts beschrieben.

3.2.1.2 5’-Arm des Targeting-Konstrukts

Die DNA des Plasmids 1051 wurde mit der Restriktionsendonuklease HindIII hydroly-
siert und das ca. 5,5 kb grof3e HindIII-Fragment (17856 bis 23338 des DSG2-Gens) in
den Vektor pBlueskript subkloniert (Klon 3001). Im Anschluss wurde das Plasmid 3001
mit dem Oligonukleotidpaar ,,M13“ sequenziert, um die Position der subklonierten Se-

quenz zweifelsfrei bestimmen zu konnen (Abbildung 23 — 1).

116



Ergebnisse

r.'-\".‘ll'ﬁ
; ‘g@‘ )
s il e : 44398
Stan DSG2-Gen Hind il Hinll Hindil Stopp
i |
| e .
& Q@ e EER L L SIS
_5'_-'1:||||_ :

MKS

+ genomisches
DMA-Fragment

pBluescript

laxP-Oligonuklectide

sl Hi A
@ : ';.Hmdlll CTAD AAGCTT atancntcgtaﬁﬁﬁﬁ' atscqasgrtat CATATC
//_'_ TTOOAA tattgaagoatatitacatatohratgittcasata CTATRC CATC

mel”™  Hindil EcoRy  Minel”

o .

loxP

+ ko P-Stalla

+ 3 Ahol-Slelle

(3) Xhol Xnol
5'-Arm

loxP loxP

Exzision iUber Xhaot

Xhol “Xhol

Abbildung 23: Klonierung des 5°-Arms

— schematische Darstellung der Klonierungsstrategie: Simtliche fiir die Klonierung relevanten Restrik-
tionsschnittstellen sind angegeben, wobei die fiir den aktuellen Klonierungsschritt verwendeten Schnittstel-
len in roter Farbe hervorgehoben wurden. Ein Stern (*) kennzeichnet Restriktionsschnittstellen, welche
durch die Klonierung im Targeting-Konstrukt nicht mehr funktionell sind, der rote Pfeil verdeutlicht die
Orientierung der loxP-Sequenz. Die ausfiihrlichen Erkldrungen zu den einzelnen Klonierungsschritten (1
bis 3) sind dem Text zu entnehmen.

In die endogene Nhel-Restriktionsschnittstelle (20161 in Intron 3 des DSG2-Gens) wur-
den die zuvor aneinander angelagerten loxP-Oligonukleotide inseriert (Klon 3007) und

dadurch die endogene Nhel-Stelle deletiert, sowie eine HindIIl- und eine EcoRV-
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Erkennungsstelle eingefiihrt. Da durch die erfolgreiche Insertion der loxP-Sequenzen die
Erkennungsstelle fiir Nhel maskiert worden war, ermoglichte eine Inkubation des Liga-
tionsansatzes mit der Restriktionsendonuklease Nhel eine dramatische Reduktion der re-
ligierten Plasmide. Um die Integritit und Orientierung der loxP-Sequenz zu {iberpriifen,
wurde der Klon 3007 mit dem Oligonukleotid ,,Seq F V4 5’ins loxP*“ sequenziert
(Abbildung 23 — 2).

Die beiden Fragmente des Targeting-Konstrukts sollten abschlieBend iiber eine Xhol-
Restriktionsschnittstelle zusammengefiigt werden. Dazu wurde in den Vektor 3007 eine
zweite Xhol-Restriktionsschnittstelle mittels Adapter-Klonierung eingefiihrt. Die anei-
nander angelagerten Oligonukleotide ,,Eco Xho Bst f“ und ,,Eco Xho Bst r* wurden
als Adapter in die BstXI-/EcoRI-Restriktionsschnittstellen der multiplen Klonierungsstel-
le des Vektors 3007 inseriert, wobei die BstXI-Schnittstelle deletiert wurde (Klon 3010)
(Abbildung 23 — 3). Auch dieser Schritt wurde liber analytische Restriktionen iiberpriift.

3.2.1.3 3’-Arm des Targeting-Konstrukts

Die Neomyzin-Resistenzkassette sollte in die endogene singuldre EcoRI-Restriktions-
schnittstelle (24327 in Intron 6 des DSG2-Gens) inseriert werden. Da der urspriingliche
Vektor 1052 noch weitere EcoRI-Erkennungssequenzen besitzt, wurde das ca. 4,7 kb um-
fassende HindIII-Fragment (23338 bis 28048 des DSG2-Gens) aus dem Klon 1052 he-
rausgeschnitten und subkloniert.

Zuvor war die EcoRI-Erkennungssequenz in der multiplen Klonierungsstelle des Plas-
mids pBlueskriptlI-SK mit Hilfe einer Adapterklonierung deletiert worden. Dazu wurden
die Oligonukleotide ,,03-51pBS2SK-EI+Spha* und ,,03-51pBS2SK-EI+Sphb* aneinander
angelagert und diese ,,Adapter-DNA* in die zuvor durch die Restriktionsendonukleasen
HindIII und PstI hydrolysierte DNA des Vektors eingefiigt. Der resultierende Klon 3000
weist nun keine endogene EcoRI-Schnittstelle mehr auf (Abbildung 24 — 1).

In diesen neu generierten Klon 3000 wurde das beschriebene HindIII-Fragment (23338
bis 28048 des DSG2-Gens) aus dem Klon 1052 inseriert. Der so generierte Klon 3004
trug nun eine einzige EcoRI Restriktionsschnittstelle im Intron 6, in welche die Neomy-
zinresistenz-Kassette inseriert werden konnte (Abbildung 24 — 2).

Um die bereits erfolgreich getestete 3’-externe Sonde (Tian, 2000) weiterhin fiir genomi-

sche Southern-Blot-Untersuchungen verwenden zu konnen (sieche Abbildung 26), wurde
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die am 3’-Ende der subklonierten genomischen DNA gelegene Sphl Restriktionsschnitt-
stelle (27622) {iber Restriktionen mit den Endonukleasen Bst1107I (27413) und Smal (in
MKS von Plasmid 3004) entfernt, es entstand Klon 3008 (Abbildung 24 — 3).

Im Anschluss wurde in dieses neu generierte Plasmid 3008 die Neomyzinresistenzgen-
Kassette desTargeting-Konstrukts von Dr. Reutzel, Mainz inseriert. Die zwingend not-
wendigen Eigenschaften dieser Resistenzgenkassette — die Sequenzen des Phosphoglyze-
ratkinase-Promotors (PGK), sowie das nachgeschaltete Neomyzinresistenzgen, die beiden
flankierenden FRT-Sequenzen und die 3’ gelegene, abschlieende loxP-Sequenz (siche
Abbildung 24) — wurden zunichst iiberpriift. Dazu wurde die Resistenzgenkassette mit
den Oligonukleotiden Seq 1491 F und Seq 1491 R sequenziert und der Vektor im An-
schluss als Matrize in einer PCR mit den Primern ,,05-251-Eco PGK-Neo f** und ,,05-
252-Eco PGK-Neo r* verwendet. Die eingesetzten Oligonukleotide tragen an ihren je-
weiligen 5’-Enden eine EcoRI-Erkennungssequenz, sodass das mit dem Restriktionsen-
zym EcoRI hydrolysierte PCR-Produkt in den Vektor 3008 inseriert wurde. Um eventuel-
le Synthesefehler der verwendeten DNA-Polymerase auszuschlieBen, wurde die Integritét
der oben genannten essentiellen Eigenschaften des neu entstandenen Konstrukts 3009
iiberpriift. Der fragliche Bereich wurde deshalb erneut iiber eine ,,primer-walk Strategie*
mit den Primern 05-251-Eco PGK-Neo f, 05-252-Eco PGK-Neo r und 01-01 vollstin-
dig sequenziert (Abbildung 24 — 4).

AbschlieBend wurde der Vektor 3010 (5’Arm) mit der Restriktionsendonuklease Xhol
hydrolysiert und der ca. 5,5 kb umfassende 5’-Arm des Targeting-Konstrukts in die Xhol-
Erkennungsstelle der MKS des Vektors 3009 unmittelbar 5° vor den 3’-Arm inseriert
(Klon 3011) (Abbildung 24 —5).

Um die erforderliche Menge an DNA zu gewinnen, die zur Elektroporation von embryo-
nalen Stammzellen erforderlich ist, wurde das fertig gestellte Targeting-Konstrukt (3011)
in Bakterien vervielféltigt und die Plasmid-DNA isoliert. Hierbei kam eine spezielle ,,En-
do-free** Maxi-Praparation zum Einsatz, welche die von den Bakterien abgeschiedenen
Endotoxine durch spezielle Puffersysteme neutralisiert. 60 pg Plasmid-DNA wurden
durch die Restriktionsendonuklease Notl vollstindig hydrolysiert. Die so gewonnenen
linearen DNA-Fragmente wurden iiber ein Agarosegel aufgetrennt und gereinigt. Die
DNA wurde mit Ethanol gefillt, in 100 pl steril filtriertem Wasser gelost und zur Elekt-

roporation von ES-Zellen eingesetzt.
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zu entnehmen.
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3.2.2 Invitro Rekombination des Targeting-Konstrukts

Bevor der langwierige Prozess, beginnend mit der Transfektion von ES-Zellen mit dem
Targeting-Konstrukt bis zur Etablierung der mehrfach transgenen Mauslinien, sowie die
Induktion der Cre-Rekombinase in Angriff genommen wurde, sollte die Integritdt der
loxP-Stellen und somit die Funktion des Targeting-Konstrukts mit Hilfe eines in vitro-
Rekombinationsversuchs iiberpriift werden. Der verwendete Bakterienstamm 294-Cre
tragt ein Gen fiir die Cre-Rekombinase, welches durch den temperatursensitiven APg-
Promotor kontrolliert wird. Bei einer Temperatur von iiber 23°C ist der Promotor aktiv,
die Cre-Rekombinase wird synthetisiert und ist nun in der Lage, gefloxte DNA-

Sequenzen in den Bakterien zu rekombinieren (Buchholz et al., 1996).
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Abbildung 25: In vitro-Rekombination des Targeting-Konstrukts

— Photografische Dokumentation der analytischen Restriktionen unterschiedlicher Konstrukte mit
Restriktionsendonukleasen (links) und schematische Abbildung des Targeting-Konstrukts unter An-
gabe der jeweiligen Restriktionsenzym-Erkennungsstellen (rechts): Die E. coli Stimme XL1blue und
294Cre wurden sowohl mit dem Targeting-Konstrukt, als auch mit dem Kontrollkonstrukt iGL3B Cre-on
transformiert und die Bakterien bei einer Temperatur von 37°C kultiviert. Die alleine vom Stamm 294Cre
synthetisierte Cre-Rekombinase bindet an die loxP-Sequenzen im Targeting- und Kontrollkonstrukt und
rekombiniert die entsprechenden DNA-Bereiche unter Verkiirzung der jeweiligen Vektoren. Die DNA
wurde prapariert und mehreren analytischen Restriktionen unterzogen, um die Rekombination zu verifizie-
ren. Die Restriktionsschnittstellen des Targeting-Konstrukts konnen dem rechten Abbildungsteil entnom-
men werden.

Der Vergleich der nicht-rekombinierten (XL1blue) mit der rekombinierten DNA (294Cre) zeigt eindeutig
die erfolgreiche Rekombination des Targeting-Konstrukts. Die generierten Restriktionsfragmente stimmen
mit den Erwartungen iiberein, Integritit und Orientierung der loxP-Sequenzen innerhalb des Targeting-
Konstrukts sind intakt. Das Konstrukt ist demnach funktionstiichtig.

Als Negativ-Kontrolle kam der Bakterienstamm XL1blue zum Einsatz, der keine Cre-
Rekombinase exprimieren kann, als Positiv-Kontrolle wurde das gefloxte Plasmid iGL3b
Cre-on verwendet. Diese Stimme wurden entweder mit dem Targeting-Konstrukt (Plas-
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mid 3011) oder dem Kontrollvektor transformiert, bei einer Temperatur von 37°C iiber
Nacht kultiviert und die DNAs im Anschluss isoliert. Die erfolgte Rekombination wurde
iiber unterschiedliche analytische Restriktionen detektiert und verifiziert.

Abbildung 25 zeigt die generierten DNA-Fragmente der rekombinierten bzw. nicht re-
kombinierten Plasmide, die jeweils die erwarteten GroBen aufweisen. Die Funktionalitét
der in den Vaktor eingefiihrten loxP-Stellen konnte also zweifelsfrei nachgewiesen wer-

den, sodass die ES-Zellen mit dem Targeting-Konstrukt transfiziert werden konnten.

3.2.3 Elektroporation von ES-Zellen

Insgesamt wurden drei Elektroporationen von embryonalen Stammzellen des Typs W9.5
(Szabo und Mann, 1994) mit jeweils 60 pg des linearisierten Targeting-Konstrukts erfolg-
reich durchgefiihrt. Nach dem Einsetzen des Neomyzin-Selektionsdrucks konnten von der
ersten ES-Charge 96 Klone und von den beiden folgenden ES-Chargen insgesamt 5x 96

Klone vereinzelt und kultiviert werden.

3.2.4 Southern-Blot Analysen von ES-Zellen

Um zu tberpriifen, ob das Targeting-Konstrukt homolog mit dem DSG2-Lokus der ES-
Zellen rekombiniert war, wurden Southern-Blot-Analysen durchgefiihrt. Dazu wurde je-
weils DNA aus den ES-Zellen isoliert und mit der Restriktionsendonuklease EcoRV hyd-
rolysiert. Die DNA-Fragmente wurden iiber ein Agarosegel aufgetrennt und per Kapil-
larblot-Verfahren auf eine Nylonmembran transferiert.

Die 3‘-externe Sonde, die bereits in Southern-Blot-Analysen genomischer DNA von Qi
Tian verwendet worden war (Eshkind et al., 2002), zeigte mit der Methode des ,,Random
Primed Oligo Labeling’ nur einen sehr geringen Einbau radioaktiv markierter Nukleotide.
Die spezifische Aktivitdt der Sonde war zu gering, um deutliche Hybridisierungssignale
detektieren zu konnen. Deshalb wurden eine weitere 3‘-externe Sonde, sowie eine 5°-
externe, eine interne und eine Neomyzin-Sonde generiert und die Inkorporation von
[a’*P]dATP getestet. Die verwendeten Sonden wurden per PCR hergestellt und umfassten
jeweils eine Lénge von ca. 1 kb. Dadurch wurde gewihrleistet, dass bei den nachfolgen-

den Markierungsreaktionen eine moglichst groBe Anzahl an radioaktiv markierten Nuk-
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leotiden inkorporiert werden konnte, um spéter ein starkes Signal detektieren zu kdnnen.
Die jeweiligen Sequenzen wurden nach den Regeln der Primerwahl mit dem PC-
Programm Clone-Manager evaluiert. Die Homologiebereiche mussten innerhalb des je-
weiligen zu detektierenden EcoRV-Fragments und im Falle der externen Sonden zusétz-

lich auBlerhalb der Sequenzen des Targeting-Konstrukts liegen.

Sonde Oligonukleotide

03-66_5ext_for
03-67_bext_trev

03-54_3ext_for

5‘%extern

3‘extern 03-72_3ext_rev2
Intern 03—68_?nt_f0f
03-69_int_rev
Neomyzin oo petor

03-71_NeoProbe_rev

Die PCR-Produkte wurden iiber ein Agarosegel aufgetrennt, aufgereinigt und die Kon-
zentration der DNA-Fragmente {iber eine serielle Verdiinnung bestimmt. 25 ng des PCR-
Produkts wurden per ,,Random Primed Oligo Labeling “ mit [o**P]dATP radioaktiv mar-
kiert und zur Hybridisierung eingesetzt, wenn die Aktivitit der Sonde > 1,2 x 107 cpm
war.

Die Nylonmembranen wurden zundchst mit der 5’-externen Sonde hybridisiert und die
Signale auf einem Rontgenfilm visualisiert. Die Klone A12, BS, C7, C12 und ES8 zeigten
die erwarteten Signale mit einer Gréf3e von ca. 7,4 kb (homolog rekombiniertes Allel) und
ca. 15,7 kb (wildtypisches Allel) und wurden zur weiteren Uberpriifung von einer der
Sicherungsplatten in Kultur genommen. Diese flinf ausgewéhlten Klone wurden erneut
einer Southern-Blot-Analyse unterzogen, wurden diesmal jedoch mit allen drei Sonden
(5’-extern, 3’-extern, intern) in Folge hybridisiert. Auf eine Kontrolle mit der Neomyzin-
Sonde wurde verzichtet, da die ES-Zellklone eindeutig eine Neomyzin-Resistenz aufwie-
sen und die Fragmente der iibrigen Sonden die homologe Rekombination zweifelsfrei
bestitigt hatten.

In Abbildung 26 sind die Autoradiografien der Southern-Blot-Analysen mit den drei un-
terschiedlichen Sonden dargestellt. Einzig Klon C12 zeigte bei allen der drei eingesetzten
Sonden die erwarteten Signale, bei diesem hat also eine vollstdndige homologe Rekombi-
nation des Targeting-Konstrukts mit einem der beiden DSG2-Allele stattgefunden.
Weitere Banden, die auf eine zusitzliche nicht homologe Rekombination des Targeting-

Konstrukts in das Mausgenom schlieBen lassen, wurden bei Klon C12 nicht nachgewie-
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sen. Die iibrigen erneut getesteten Klone (E8, C7, B8) zeigten eine partiell homologe Re-
kombination und die Rekombination von Klon A12 konnte im zweiten Anlauf nicht veri-

fiziert werden.
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Abbildung 26: Southern Blot Analysen der homologen Rekombination in ES-Zellen

(A), (B): schematische Ubersicht der jeweiligen DSG2-Loci unter Angabe der jeweiligen EcoRV-
Erkennungsstellen und der genauen Lage der drei eingesetzten Sonden (5°-extern,Intern und 3°‘-extern),
(C) — (E): Autoradiografien der sequenziellen Hybridisierungsreaktionen mit radioaktiv markierten Sonden.
(A) wildtypischer und (B) homolog rekombinierter DSG2-Lokus. Die interne Sonde (Int) hybridisiert in-
nerhalb, die beiden externen Sonden (5’E und 3°E) hybridisieren jeweils auBerhalb des rekombinierten
DSG2-Lokus, um eine teilweise (E8, C7, B8) bzw. nicht homologe Rekombination (A12) zu detektieren.
Da mehrere EcoRV-Schnittstellen durch die homologe Rekombination des Targeting-Konstrukts in den
DSG2-Lokus eingefiihrt wurden, ist eine eindeutige Differenzierung zwischen homolog rekombinierten und
nicht homolog oder nicht vollstindig rekombinierten Targeting-Konstrukten moglich.

Nach erfolgreicher Hybridisierung der 5‘-externen (C), 3‘-externen (D) sowie der Internen Sonde (E) und
autoradiografischer Detektion wurden die jeweiligen radioaktiv markierten DNA-Fragmente durch Strip-
pen entfernt und mit der jeweils nichsten Sonde hybridisiert.

Alle fiinf Klone zeigen die wt-Bande (~ 15,7 kb) und im Fall von Klon C12 die unterschiedlichen Rekom-
binationsfragmente ((A) ~ 7,4 kb, (B) ~ 4,6 kb, (C) ~ 3,2 kb). Die iibrigen Klone sind entweder nicht (A12)
oder nur teilweise (E8, C7, B8) homolog rekombiniert, wie die generierten EcoRV-Restriktionsfragmente
belegen. Klon C12 zeigt das erwartete Bandenmuster einer erfolgreichen homologen Rekombination.

Wegen der geringen Effizienz von nur einem homologen Rekombinationsereignis wurden
zwei weitere Elektroporationsexperimente durchgefiihrt. Aus nicht nachvollziehbaren
Griinden war die Rekombinationseffizienz der dritten Elektroporation wesentlich hoher.
Durch die Hybridisierung der ES-Zell DNA mit einer 5°-externen Sonde konnten 64 aus

288 Klonen positiv getestet werden.
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3.2.5 Herstellung der Chiméren

Fiir die weiteren Experimente wurden Zellen des Klons C12 in Kultur gehalten und
freundlicherweise von Dr. Eshkind (Mainz) in Blastozysten injiziert, welche ihrerseits
wiederum in scheinschwangere Maus-Weibchen transferiert wurden. Die darauthin gebo-
renen chimédren Nachkommen (12 Minnchen und 4 Weibchen) wiesen einen Chimaris-
mus von 40% bis 60% auf.

Die ménnlichen Tiere wurden ab einem Lebensalter von sechs Wochen einzeln gehalten
und fortwiihrend mit jeweils zwei Weibchen des Typs C57Bl/6 verpaart. Uber einen Zeit-
raum von vier Monaten wurden die Weibchen tiglich auf Vaginalplaques untersucht und
bei positivem Befund vereinzelt. Die Pigmentierung bzw. die Fellfarbe der jeweiligen
Nachkommen aus diesen Verpaarungen wurden nach einer Woche in Augenschein ge-
nommen. AusschlieBlich Tiere mit der Fellfarbe Agouti wurden weiterhin gehalten, ihre
Geschwister mit wildtypisch dunklem Haarkleid wurden euthanasiert.

Auch die vier weiblichen Tiere wurden mit mannlichen C57Bl/6 Miusen verpaart, jedoch
war die Ausbeute an Nachkommen bei diesen Verpaarungen prinzipbedingt wesentlich
geringer. Alle 16 Chiméren waren fertil und zeigten keine duBleren Auffilligkeiten wie
z.B. Haarverlust, Uber- bzw. Untergewicht. Auch die allgemeine Lebenserwartung (1,5
bis 2 Jahre) wurde von den Tieren erreicht. Allerdings wurden aus Ressourcengriinden die
im zunehmenden Alter nicht mehr fertilen Tiere entfernt.

Insgesamt wurden iiber 1600 Nachkommen analysiert, jedoch hatte die Keimbahntrans-
mission bei nur zwei der ménnlichen Chiméren stattgefunden. Jeweils ein Nachkomme
aus vielen Dutzend zeigte die erwiinschte Agouti-Fellfarbe. Diese beiden Jungtiere — ein
maéannliches und ein weibliches — erhielten eine Ohrmarkierung und ihre Schwanzspitzen
wurden als Biopsie zur DNA-Gewinnung entnommen. Die isolierte DNA diente als Mat-
rize fiir eine analytische PCR mit den Oligonukleotiden 03-86 und 03-87, mit deren Hilfe
der transgene DSG2-Lokus im weiblichen Tier C12#9 (ein Nachkomme der ménnlichen
Chimére Nummer 9) nachgewiesen wurde. Dieses Weibchen wurde mehrere Male erfolg-
reich mit unterschiedlichen ménnlichen Méusen verpaart, zeigte also hinsichtlich der Fer-
tilitdt keinerlei Abweichungen von der Norm. Auch {iber die Menopause hinaus wurde
dieses Tier gehalten, es erreicht ein Alter von liberdurchschnittlichen 28 Monaten ohne

erkennbare Beschwerden oder Ausfalle.
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3.2.6  Generierung von transgenen DSG2-Mauslinien

Es wurden mehrere transgene Stimme generiert, die unterschiedliche Kombinationen von
transgenen DSG2-Loci tragen. Da es sich bei diesen Mausen um Trager homolog rekom-
binierter Allele handelt, kann ohne nennenswerte Probleme eine homozygote Linie ge-
ziichtet werden. Im Gegensatz zu transgenen Mauslinien, welche mit Hilfe einer Pronuk-
leusinjektion entstanden sind und der genaue Integrationsort des Transgens meist unge-
wiss bleibt, ist bei homolog rekombinierten Allelen mit geringen Verdnderung des Lokus
keine Beeintrichtigung der Genfunktion zu erwarten. Im Falle der konditionalen Mutage-
nese des DSG2-Lokus liefert die Generierung homozygoter Triger sogar noch Hinweise
auf eventuell negative Einfliisse des verdnderten Lokus selbst (die loxP-Sequenzen bzw.
die Neomyzinresistenzgen-Kassette). Nach erfolgter FLP-Rekombination (sieche 3.2.6.2)
verblieben ausschlielich die beiden loxP-Sequenzen in den Intronen 3 und 6 des DSG2-
Gens zuriick (DSG2'*"). Sollten also homozygote Triger des Allels DSG2'*™N oder
DSG2'" grobe Defekte aufweisen, so deutete dies auf einen negativen Einfluss der ma-
nipulierten Loci hin. Dies ist eindeutig nicht der Fall, beide transgene Mauslinien zeigten
keinerlei auffélliges Verhalten, die Tiere waren fertil und erreichten ein durchschnittliches
Alter von iiber 24 Monaten.

Generell entsprechen die genetischen Eigenschaften (Allele) sémtlicher Nachkommen
den Mendelschen Gesetzen der Vererbung, was einen weiteren Hinweis auf eine homolo-
ge Rekombination allein in Chromosom 18 liefert.

Um homozygote Tiere zu erhalten, musste der Zygotiezustand der Elterntiere bestimmt
werden, wobei einfache PCR-Analysen nicht zwischen homo- oder hetero- bzw. hemizy-
goten Allelen unterscheiden konnen. Es reicht des Weiteren nicht aus, generell gegen das

wildtypische Allel zu selektieren:

Allelfrequenzen nach n Generationen bei Inzucht

q, = q, / (1+n*q)

q, = Frequenz des Wildtypallels nach n Selektionsgenerationen
q, = Frequenz des Wildtypallels zu Beginn der Selektion (0,5)

Liegt ein (transgenes) Allels in heterozygotem Zustand vor (qo = 0,5), so tragen die
Nachkommen einer Inzucht {iber beispielsweise sechs Generationen das Wildtypallel mit
einer Wahrscheinlichkeit von 12,5%. Selbst nach 20 Generationen betrdgt die Frequenz

des Wildtypallels immer noch 4,5%. Aus diesem Grunde wurde die Analyse des Zygotie-
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zustands der Tiere generell iiber eine klassische Riickkreuzung der fraglichen Tiere mit
Tragern wildtypischer Allele realisiert. Alle Nachkommen dieser Riickkreuzungen wur-
den genotypisiert: waren samtliche Jungtiere positiv fiir das transgene Allel (also hetero-
zygot), so ist davon auszugehen, dass der jeweilige transgene Elternteil homozygoter Tra-
ger des entsprechenden Allels war. Um eine ausreichend hohe Zahl an Nachkommen tes-
ten zu konnen, wurden Weibchen in der Regel mehrmals gegen ménnliche Wildtypen
rickgekreuzt (sofern die Anzahl ihrer Nachkommen kleiner gleich acht war), sodass die
Wabhrscheinlichkeit einer zufdlligen genetischen Uniformitit des zu testenden Lokus mog-
lichst minimiert wurde. Méannliche Tiere wurden dagegen generell mit zwei wildtypischen
weiblichen Tieren verpaart. Erfolgreich getestete Elterntiere konnten nun als Griinder

miteinander gekreuzt werden, um die homozygot transgene Mauslinie zu etablieren.

3.2.6.1 DSG2PNeo/pgGloxFNee

Miuse dieses (Ur-)Stamms wurden absichtlich nicht mit Trdgern des Allels der FLPe-
Rekombinase verpaart, um die Neomyzinresistenzgen-Kassette zu erhalten. Der Stamm
sollte als Sicherung dienen, um ggf. auf die ginzlich unrekombinierte Form des DSG2-
Lokus zuriickgreifen zu konnen. Dazu wurde die Maus C12#9 mit C57B1/6-Ménnchen
riickgekreuzt (P-Generation) und die Nachkommen (F1-Generation) per PCR-Analyse
genotypisiert. Heterozygote Triger des transgenen Allels DSG2' "™ (heterozygotes,
transgenes Allel : wildtypischem Allel — 1:1) wurden miteinander gekreuzt. Sdmtliche
Nachkommen dieser Geschwisterverpaarung (F2-Generation) wurden wiederum per
PCR-Analyse genotypisiert und die Triager des Allels (homozygot transgen : heterozygot
transgen : wildtypisch — 1:2:1) wiederum gegen wildtypische Méause riickgekreuzt, um
eine homozygote, transgene Linie zu generieren (siehe 3.2.6).

Da sich mit den erfolgreichen Cre-Rekombinations-Experimenten spéter herausstellte,

dass die loxP-Sequenzen intakt waren, wurde diese Linie nicht weitergefiihrt.

3.2.6.2 DSG2*P/DSG2F

Die ca. 2 kb umfassende Neomyzinresistenzgen-Kassette wurde aus dem DSG2-Lokus
entfernt, um eventuell stérende Eigenschaften wie beispielsweise Transspleilen dieser

DNA-Sequenzen zu eliminieren und einen DSG2-Lokus zu hinterlassen, der eine mog-
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lichst geringe Manipulation aufweist. Dazu wurde das Weibchen C12#9 mit einem trans-
genen Minnchen verpaart, welches ein Allel des ,,FLPe general deleter*-Gens tragt
(Buchholz et al., 1998) (P-Generation). Die zehn Nachkommen dieser Verpaarung (Tiere
105 bis 114) wurden mittels PCR-Analysen genotypisiert und zeigten dabei fiir beide
Transgene (DSG2'” ™ bzw. FLPe) eine fast perfekte Mendelsche Vererbung (siche Ab-
bildung 27). Mit Hilfe weiterer PCR-Analysen wurde festgestellt, dass bereits bei einigen
Nachkommen dieser Kreuzung die Neomyzinresistenz-Kassette durch die Wirkung der

FLPe-Rekombinase aus dem Genom entfernt worden war (siehe Abbildung 27).

TE Neo
|
—H— H—H
loxP E7 E&8 TG
E4 ES EG FRT FRT o
8
mannlich weiblich

r@‘j & nfgk SRS IR SR S SR St ng kb
i il 1 i ]

FLPe

Abbildung 27: Transgene Nachkommen der Griindermaus (DSG2'* ")

— PCR-Analysen zur Genotypisierung und FLPe-induzierte Rekombination, Lage der verwendeten
Oligonukleotide und Ergebnisse der Analysen: Die transgene DSG2'*" ™ Maus C12#9 wurde mit einem
Tréager des FLPe general deleter Transgens verpaart und die Nachkommen mit den Nummern 105 bis 114
genotypisiert. DNA wurde dazu aus Schwanzbiopsien der Tiere isoliert und als Matrize fiir unterschiedliche
PCR-Analysen eingesetzt. Die Positionen der Primerpaare fiir den Nachweis des homolog rekombinierten
DSG2-Lokus (TC) und fiir die erfolgte FLPe-induzierte Rekombination (Neo) sind dem oberen Abbil-
dungsteil zu entnehmen.

Sechs der zehn getesteten Tiere sind Triger des transgenen DSG2-Allels DSG2'*™N°. Tragen TC-positive
Tiere auch ein Allel der FLPe-Rekombinase, so erfolge eine Rekombination der NFL-Kassette (DSG2'").
In diesem Fall kann der entsprechende 5°(-Neo)-Primer nicht mehr an die Matrize binden, sodass kein PCR-
Fragment mehr entsteht (Mause 106, 109, 112).

Diese PCR-Analysen bestdtigen die Funktion der FLPe-Rekombinase und bestimmen den Genotyp der
getesteten Tiere. Sowohl das Verhiltnis der transgenen DSG2-Allele DSG2'* ™ oder DSG2'*F zum WT-
Allel, als auch das der FLPe-Rekombinase zu nicht FLPe-transgenen Tieren entspricht mit jeweils 6:4 bei-
nahe den Erwartungen (5:5).
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Diese F1-Tiere hatten demnach den Genotyp DSG2'**/DSG2™ und wurden durch In-
zucht weiter vermehrt. Deren Nachkommen (F2-Generation) wurden dann erstmals gegen
C57Bl/6-Tiere riickgekreuzt. Zu diesem Zeitpunkt waren einige der F2-Tiere (wie erwar-
tet ca. 1/4) homozygot, sodass samtliche Nachkommen der Riickkreuzungen mit diesen
Tieren — entsprechend dem ersten Mendelschen Gesetz — mit ihren homozygoten F2-
Elterntieren phénotypisch (bzgl. der transgenen DSG2-Allele) uniform waren. Die so ge-
wonnenen homozygoten transgenen DSG2"*F-Stimme wurden als homozygote Linien
weitergefiihrt. Da das FLPe-Transgen auf einer Pronukleusinjektion mit unbekannter
Zielintegration basiert, wurde darauf geachtet, dass die homozygote Linie DSG2'" die
FLPe-Allele wieder verloren hatte. Dazu wurden die Tiere iiber PCR-Analysen mit den
Oligonukleotiden 06-83 und 04-60 genotypisiert und die zweifelsfrei negativ getesteten
Tiere zu weiteren Verpaarungen herangezogen.

Sicherheitshalber wurden alle Nachkommen dieser Linie generell per PCR-
Untersuchungen mit dem Primerpaar 03-91 und 03-92 genotypisiert. Bislang traten nach
zahlreichen Verpaarungen mit insgesamt iiber 60 homozygoten transgenen Tieren dieses
Stammes keine unvorhergesehenen Phinomene wie beispielsweise der Verlust eines Al-
lels auf. Dies konnte mit Hilfe einer weiteren PCR-Untersuchung mit den Primern 03-61b
und 03-92 (siehe ,,Zygotiezustand des loxP-Allels*, Tabelle 51 im Anhang) iiberpriift

werden.

3 '2.6.3 DSG210XP/DSG2delE7-E8 bZW. DSG210XP-N60/DSG2delE7-E8

Dieser Stamm trigt zum einen das induzierbare DSG2-Allel (DSG2'" bzw.
DSG2'"N%) und zum anderen ein konstitutiv inaktiviertes DSG2-Allel (DSG2%'E"E8,
(Eshkind et al., 2002)). Mit diesem Stamm sollte die Moglichkeit geschaffen werden, eine
zweite, eventuell unterschiedlich ausgepréigte Reduktion des DSG2-Proteins zu erreichen.
Nachkommen der transgenen Maus C12#9, die bereits keine Neomyzinresistenz-Kassette
mehr in threm Genom enthielten, wurden mit (stets heterozygoten) Triagern des konstitu-
tiv inaktivierten DSG2-Allels DSG2%"*7® verpaart.

Da sich bei den Nachkommen diese beiden Allele auch wieder trennen ko&nnen
(1/4 DSG2"**;DSG2"*" und 1/4 DSG2%"7 . DSG2%7 ¥ (letal)), muss jede Generation
aufs Neue mit den Primerpaaren 03-91 und 03-92 fiir das induzierbare Allel DSG2'*" und
mit der Multiplex-PCR (Primer 03-58 ds3, 03-59 und 04-43) fiir das konstitutiv inakti-
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vierte Allel DSG2%*"* genotypisiert werden. Ein homozygoter Zustand des konstitutiv
inaktivierten Allels ist letal (Eshkind et al., 2002), sodass das zu erwartende genotypische
Verhiltnis der Nachkommen nicht 1:2:1 (DSG2'"/DSG2'*F : DSG2'**/DSG2IF"E8 .
DSG2*IET B8/ DS G2IETEY)  sondern stets 1:2 (DSG2'P/DSG2 : DSG2'*F/DSG2%!E"-
E¥) ist. Sicherheitshalber werden die Tiere, welche nach der Genotypisierung nicht das
konstitutiv inaktivierte Allel tragen, einer weiteren PCR-Analyse (,,Zygotiezustand des
loxP-Allels*, Tabelle 51) unterzogen. Dabei trugen sdmtliche Tiere zwei Allele des Typs
DSG2'® sodass eine spatere natiirliche Rekombination des DSG2-Lokus nicht erfolgt
ist.

Diese Strategie wurde des Weiteren genutzt, um, wie unter 3.2.6 beschrieben, Tiere des
Stammes DSG2'* bzw. DSG2'""™° gegen ein ,wildtypisches Allel* riickzukreuzen.

Dass natiirlich nur ein Allel des stets heterozygoten Stamms DSG2UIETES

als rein wildty-
pisch betrachtet werden kann, ist in diesem Falle unerheblich, denn die unterschiedlichen
Eigenschaften der beiden transgenen Allele DSG2'" und DSG2%"F"** erlauben eine
Diskriminierung derselben. So entstanden quasi als ,,Nebenprodukt™ Tiere des gewlinsch-

ten heterozygoten Genotyps DSG2'*;DSG2%F" 8 bzw. DSG2'P N/ DS G24IETE8,

3.2.7 Southern-Blot Analysen zur Genotypisierung der transgenen Méduse

Um die verschiedenen DSG2-Allele nachweisen zu konnen, wurden wiederum genomi-
sche Southern-Blot-Untersuchungen mit der 3’-externen Sonde auf DNA aus Schwanz-
biopsien einiger ausgewihlter Mause durchgefiihrt. Abbildung 28 bestétigt unterschiedli-
che DSG2-Allelkombinationen, die bereits durch vorangegangene PCR-Untersuchungen
vorhergesagt worden waren. Unter Einwirkung der FLPe-vermittelten Rekombination
wurde die Neomyzinresistenz-Kassette nachweislich aus dem transgenen DSG2-Lokus

entfernt.
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Abbildung 28: Genomische Southern-Blot-Analyse unterschiedlicher DSG2-Allele

— Schema verschiedener DSG2-Allele und die jeweilige Lage der fiir die Southern Blot Analysen ein-
gesetzten 3‘-externen Sonde ((A) — (E)) und Autoradiografie (F).

wildtypisches Allel DSG2"™ (A), konditional inaktivierbarer, homolog rekombinierter DSG2-Lokus
DSG2'*PN° (B), konditional inaktivierbarer DSG2-Lokus nach FLPe-induzierter Rekombination und er-
folgter Exzision der NFL-Kassette DSG2'**(C), konstitutiv inaktivierter DSG2-Lokus DSG2*"*"** (D) und
konditional inaktivierter DSG2-Lokus DSG2%*'*6 (E).

(F): EcoRV-verdaute DNA von Miusen verschiedenen Genotyps (DSG2™/DSG2™, DSG2"/DSG2"**,
DSG2"/DSG2'* N DSG2'**/DSG2%!F*¥) wurde mit einer radioaktiv markierten 3¢-externen Sonde
hybridisiert. Die generierten DNA-Fragmente stimmen mit den Erwartungen und den Ergebnissen einer
vorhergegangenen PCR-Analyse iiberein. Samtliche Kombinationen der unterschiedlichen transgenen
DSG2-Loci kénnen den einzelnen Banden zugeordnet werden. Die Kombination der Allele von TC und
FLPe in ein und demselben Tier (584) sorgt fiir die FLPe-vermittelte Rekombination der NFL-Kassette. Der
daraus resultierende Lokus DSG2'>*" (584) unterscheidet sich vom nicht-rekombinierten Lokus DSG2'*FNe
(z.B. 587).
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3.2.8 Herstellung mehrfach transgener, induzierbarer Mausstimme

Die Mauslinien, welche die transgenen Eigenschaften fiir die gewebsspezifische und zeit-
liche Regulation der Cre-Rekombinase trugen, wurden entweder iiber die Zentrale Ver-
suchtiereinrichtung der Universitit Mainz (ZVTE), von den Autoren der jeweiligen
Mauslinie bezogen oder iiber die Jackson Laboratories, Bar Harbor, Maine, USA erwor-
ben.

Die Miuse wurden entweder nach der Sanierung des Stammes in der ZVTE iiber Emb-
ryotransfer oder — bei unauffilligem Hygienestatus — direkt in den Tierstall des Anatomi-
schen Instituts transferiert. Dort wurden die Miuse bis zu Homozygotie der transgenen
Allele verpaart, um zum einen die Wahrscheinlichkeit einer Kombination sdmtlicher zur
Induktion und Rekombination von DSG2 benétigter Allele zu maximieren und zum ande-
ren den Haltungs- und Genotypisierungsaufwand der transgenen Mauslinien moglichst
gering zu halten. Des Weiteren wurden diese Homozygoten mit den induzierbaren
DSG2"**- bzw. DSG2'*N°_Varianten verpaart, um Tiere zu erhalten, deren DSG2-
Lokus sich induzierbar und gewebsspezifisch rekombinieren lie8. Im Rahmen dieser um-
fangreichen ZuchtmafBnahmen wurde samtliche Nachkommen einer Genotypisierung per
PCR-Analyse unterzogen um die transgenen Allele nachweisen zu konnen.

Bei den Verpaarungen wurden keine Kopplungen der transgenen Allele untereinander
festgestellt, da sich die einzelnen Allele frei miteinander kombinieren lieBen (drittes
Mendelsches Gesetz/Unabhingigkeitsregel). Die eingekreuzten transgenen Allele waren

also weder auf Chromosom 18, noch auf einem der den Gonosomen lokalisiert.

3.2.9 PCR-Analysen zur Genotypisierung der transgenen Méuse

Die Genotypen der verschiedenen transgenen Mauslinien wurden liber PCR-Analysen
genomischer DNA aus Schwanzbiopsien bestimmt. Bis auf die Tiere mit verdnderten
DSG2-Allelen handelte es sich hierbei um Nachkommen von Griindertieren, die aus ei-
nem Pronukleusinjektions-Experiment hervorgegangen sind. Bei diesen Tieren ist der
genaue Integrationsort des jeweiligen Transgens unbekannt und eine Analyse des Zygo-

2delE7—E8_ und dle

tiezustands nur mit erheblichem Aufwand zweifelsfrei moglich. Die DSG
DSG2'**-Varianten wurden iiber eine homologe Rekombination in das Genom inseriert,

wobei der Integrationsort festgelegt ist und die transgenen Allele mit Hilfe geeigneter
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PCR-Analysen untersucht werden kdnnen.

Auch bei Allelen, deren homozygoter Zustand iiber klassische Riickkreuzungen gegen ein
wildtypisches Allel festgestellt worden war, wurde die Genotypisierung durchgefiihrt. In
wenigen Féllen reichte ndmlich selbst die hohe Anzahl von zwolf oder mehr heterozygo-
ten Nachkommen dieser Riickkreuzung nicht aus, um den Zygotiezustand der Elterntiere

zweifelsfrei bestimmen zu konnen.

Tabelle 51: PCR-Analysen zur Genotypisierung: verwendete Oligonukleotide (siehe 7.3)

Mauslinie Nachweis Primer Zielsequenz Referenz
, 03-58_d3  DSG2 (E8) (Eshkind et
DSG2™/ |
DSG2KO e s 03-59_d13  DSG2 (I8) al., 2002)
04-43 pGTIRES_geopA -
DSG2*" bzw. a Allel 03-91 loxP =
DSG2PNee gerioxtes Alle 03-92 DSG2 (E4) -
DSG 2N NFL Kassette 03-57b NFL-Kassette -
03-58_3‘rev  DSG2 (16) -
loxP x  Zygotiezustand 03-61b DSG2 (13) ;
DSG2*"/DSG2 des loxP-Allels 03-92 DSG2 (E4) =
410-Cre 1/0-Cre- 04-38 CRE-cds
‘ Allel 04-39 CRE-cds (Saam und
04-40 TA Gordon,
= T
TA TA-Allel 1999
" At 04-41 HTA )
. . 04-77 Villin-Promotor (el Marjou et
T2 T2
VilCreER VilCreER “-Allel 0478 CRE-cds al., 2004)
04-79 CRE-cds (Matrino et al.
R26CreER™ CreER™-Allel ’
e e c 04-80 CRE-cds-SV40pA  2000)
-MHC-opt-rtTA-  06-302 «-MHC-Promotor -
“MHC-opt-r{TA
x OPEIELA  Allel 06-303 opt-ttTA :
06-83 FLPe-cds -
FLP FLPe-Allel
© e 04-60 FLPe-cds Dirk Reutzel
07-03 CRE-cds Jackson Lab.
Mer MerCreMer-Allel - Maus-
07-04 Ostrogenrezeptor  Datenbank

Waren die zu testenden Mauslinien bereits publiziert worden, so wurde fiir die PCR-
Analysen auf bereits veroffentlichte Parameter zuriickgegriffen. In einigen Féllen wurden
jedoch zur besseren Unterscheidungsmdglichkeiten der einzelnen Stimme neue Oligo-
nukleotide entworfen, getestet und ggf. angewendet. In Tabelle 51 werden die Oligonuk-
leotide aufgefiihrt, die bei den Analysen der transgenen Loci verwendet wurden, die PCR-
Programme, sowie weitere Informationen zu den Genotypisierungs-Analysen kdnnen den

Anhidngen 7.4 und 7.5 entnommen werden.
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Abbildung 29: PCR-Analysen zur Genotypisierung von transgenen Miusen

— Zusammenstellung von PCR-Produkten einiger Genotypisierungs-Analysen zum Nachweis ver-
schiedener transgener Allele: DNA wurde aus Schwanzbiopsien zum Teil mehrfach transgener Méause
isoliert und als Matrize fiir genomische PCR-Analysen eingesetzt (siche Tabelle 51 bzw. Anhdnge 7.4 und
7.5). Der PCR-Assay ,,tet-O-Cre/rtTA-x“ unterscheidet nicht zwischen den drei unterschiedlichen rtTA-
Allelen LAP, FABP und a-MHC. Die ca. 50 bp umfassende Insertion der loxP-Sequenz in das DSG2-Gen
diskriminiert ein DSG2"- von einem DSG2'*"-Allel, wie durch die PCR-Analyse ,.Zygotie loxP-Allel*
gezeigt werden kann.

A und B: DSG2%'¥¥ (500 bp), DSG2™ (361 bp); C: Cre-ER™ (300 bp); D und E: rtTA (220 bp), tet-O-Cre
(180 bp); F: FLPe (464 bp); G und H: DSG2'*F (925 bp), DSG2™ (876 bp) — loxP-Allel homo- oder hete-
rozygot; I: DSG2'*F (860 bp — Nachweis der loxP-Sequenz selbst)

3.2.10 PCR-Test auf Cre-vermittelte genomische Rekombination

Die gewebsspezifische Induktion der Cre-Rekombinase durch die entsprechenden Induk-
toren Tamoxifen bzw. Doxyzyklin wurde anhand der erfolgten Rekombination des
DSG2-Lokus festgestellt. Dazu wurde eine PCR-Analyse als ebenso schneller wie aussa-
gekréftiger Test entwickelt, um die Ergebnisse der nachfolgenden Induktionsexperimente
zu evaluieren. Zum Einsatz kamen die Oligonukleotide 03-86 und 03-58 3’rev, die spezi-
fisch an Sequenzen in Intron 3 bzw. Intron 7 des DSG2-Gens binden. Nur nach erfolgrei-
cher Rekombination des DSG2-Lokus wird ein 860 bp umfassendes PCR-Produkt gebil-
det (siehe Abbildung 30).
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Abbildung 30: PCR-Test auf Rekombination des DSG2-Lokus

— schematische Abbildung: Durch die Cre-vermittelte Rekombination der beiden loxP-Sequenzen werden
die Exone E4 bis E6 aus dem DSG2-Lokus entfernt. Die Bindungsstellen der beiden Primer (A: 03-86) und
(B: 03-58 3’rev) flankieren den zu deletierenden DNA-Bereich, sodass bei erfolgreicher Rekombination ein
PCR-Produkt von 860 bp entsteht. Diese Strategic wurde im Folgenden angewandt, um die gewebsspezifi-
sche Rekombination des DSG2-Lokus zu evaluieren.

E4 bis E8: Exone

3.2.11 Das Tet-On- System zur gewebsspezifischen Induktion

Um die Cre-Rekombinase exklusiv in der Leber, im Darm und im Herzmuskel zu expri-
mieren, wurde der zeitlichen Regulierbarkeit des Tet-On-Systems tiber die Gabe des In-
duktors eine gewebsspezifische Komponente hinzugefiigt. Es kamen gewebsspezifische
Promotoren fiir die Expression des rtTA (Darm: (Saam und Gordon, 1999); Leber: (Kist-
ner et al., 1996; Schonig und Bujard, 2003; Wilkinson et al., 2006); Herz: (Valencik und
McDonald, 2001; Russell et al., 2004) zum Einsatz, welche die Regulation des Transgens

spezifisch in den jeweiligen Geweben der Tiere kontrollierten.

3.2.11.1 Induktion in der Leber: LAP-rtTA/tetO-Pcmy-Cre

Um Transgene gewebsspezifisch in Hepatozyten zu exprimieren, wurde im Rahmen die-
ser Arbeit das in der Einleitung (siehe 1.2.2.1) beschriebene Cre/lox-System mit dem le-
berspezifischen Tet-On-System kombiniert. Bei diesem wird einerseits der rtTA (effector)
durch den leberspezifischen Promotor des Liver Activator Protein (LAP) reguliert (Talbot
et al., 1994; Kistner et al., 1996; Urlinger et al., 2000), andererseits wird das Zielgen unter
die Kontrolle des minimalen Ppcmy gestellt, dessen Aktivitdt seinerseits vom tetO ab-
hiangt. Im Falle des vorliegenden Experiments zur gewebsspezifischen und induzierbaren

Deletion der gefloxten DSG2-Allele, wurde die Cre-Rekombinase (responder) als Zielgen
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eingesetzt (Saam und Gordon, 1999). Thre Expression ist strikt reguliert und auf die Leber
begrenzt, wie Experimente mit Reporterstimmen zeigten (Schonig et al., 2002). Das ge-

floxte DSG2-Gen kann also zeitlich und gewebsspezifisch in Hepatozyten rekombiniert

werden.
_ Hepatozyten _— * DSG2°" { N
—E—E—"{ o 4
T \* Cre |k
© =
tTA  rtTADox o
o/  —iid
S - - i——
ki letO-P,..., CRE DSG2"" .
& keine Expression DSG2"" 2\
P @S andere ‘L_E’H_H—L—H‘
fnTA |I".|‘ = Gewebe loxP ‘f{} {(i-':. {O’@ IQKPQ}
Do{ Dox iz
i s eine
- J kein Cre DSG2-Rekombination
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Abbildung 31: Die induzierbare und leberspezifische Rekombination des DSG2-Lokus in der Maus.
Der ausschlieBlich in Hepatozyten aktive Promotor des Liver Activator Protein Py ap exprimiert den rever-
sen tetrazyklinabhidngigen Transaktivator rtTA. Dieser bindet ohne den Induktor Doxyzyklin nicht an den
Tet-Operator. Nach Zugabe des Induktors aktiviert der rtTA die Expression der Cre-Rekombinase, die nun
an die gefloxten DNA-Sequenzen des DSG2-Lokus binden und diese rekombinieren kann. Da in den restli-
chen Geweben des Organismus der P 4p nicht aktiv wird, ist in diesen Geweben auch kein rtTA vorhanden,
das System bleibt inaktiv. Somit ist die induzierbare Rekombination des Zielgens auf Hepatozyten be-
schrankt.

Py ap: leberspezifischer Promotor des Liver Activator Protein; rtTA: Gen des reversen tetrazyklin-
abhingigen Transaktivators; tefO-Ppcpy: minimaler humaner CMV-Promotor unter der Kontrolle des tetra-
zyklinsensitiven Operons; CRE: Gen der Cre-Rekombinase; Dox: Doxyzyklin (=Tetrazyklin — Induktor des
Systems); E4 bis E7: Exone 4 bis 7 des DSG2-Gens; loxP: Erkennungssequenz der Cre-Rekombinase

Maiuse der entsprechenden Genotypen wurden miteinander verpaart, sodass sdmtliche
bendtigten Eigenschaften des Induktionssystems (DSG2'*, LAP-rtTA und tefO-Pycay-
Cre) in einem Tier vereint waren. Die Induktion wurde durch Gabe von Doxyzyklin in
einer Konzentration von 7,5 mg/ml gezuckertem Trinkwasser (10% w/v Saccharose) aus-
gelost. Nach Ablauf von sieben Tagen wurden die Tiere getdtet, einige Gewebe préipariert
und bei -80°C gelagert. Um die leberspezifische Rekombination des DSG2-Lokus nach-

weisen zu konnen, wurde DNA aus den entnommenen Geweben isoliert und als Matrize
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fiir PCR-Analysen eingesetzt. Die verwendeten Primer binden dabei auBlerhalb des zu
deletierenden Bereichs, sodass im Falle einer erfolgreichen Rekombination ein PCR-

Produkt von 860 bp gebildet wird (vergleiche Abbildung 30).

Zur Kontrolle der isolierten DNA wurde jeweils ein Fragment aus dem wildtypischen
DSG2 Lokus amplifiziert. Abbildung 32 zeigt eine durch Gabe von Doxyzyklin induzier-
bare Rekombination des Zielgens DSG2 exklusiv in der Leber. Die restlichen Gewebe des
induzierten Tiers und sdmtliche getesteten Gewebe des Kontrolltieres weisen keine Ban-
den fiir das rekombinierte DSG2-Gen auf. Das Rekombinationssystem ist also funktions-
tiichtig und kann zu weiteren Versuchen der leberspezifischen induzierbaren Depletion

des DSG2-Gens eingesetzt werden.

I + Doxyryklin i - Doxyzyklin i

I.Jr: I Ko HNi LE'LLJ‘HEIS

Je N Ko N Le Lu He 3§
I Il Il Il '] 1 Il 1 I

DeG2"""

Fontrolle

Abbildung 32: Induzierbare zelltypspezifische Rekombination des DGS2-Lokus in der Leber

— Ergebnisse der PCR-Analysen: Nach siebentégiger Induktion mit Doxyzyklin bzw. Zuckerwasser allein
wurden die Tiere getotet. DNA wurde aus unterschiedlichen Geweben (Jejunum (Je), Ileum (I1), Kolon
(Ko), Niere (Ni), Leber (Le), Lunge (Lu), Herz (He) und Schwanz (S)) isoliert und als Matrize fiir PCR-
Analysen eingesetzt. Die Ergebnisse belegen die strikte Kontrolle des LAP-1tT A/tetO-Cre-Systems hinsich-
tlich der Induzierbarkeit, sowie die Gewebsspezifitdt der DSG2-Rekombination, welche sich auf die Leber
beschrinkt.

Nachdem auf eine groflere Anzahl von Tieren zuriickgegriffen werden konnte, wurde der
zeitliche Verlauf der Rekombination untersucht. Dazu wurden mehrere Tiere iiber einen
Zeitraum von 1 bis zu 16 Tagen mit Doxyzyklin behandelt, nach dem Absetzen des In-

duktors getdtet und Gewebeproben der Leber entnommen.
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Abbildung 33: Zeitlicher Verlauf der
+ Doxyzyklin DSG2-Rekokmbination

— PCR-Analysen: Fiinf Tieren wurde iiber
Tag(e) | 1 q = L 4 § 8 i 16 einen unterschiedlich langen Zeitraum Do-
xyzyklin iiber das Trinkwasser verabreicht
und diese nach Abschluss der Behandlung
getotet. DNA wurde aus Gewebeproben der
Leber isoliert und als Matrize fiir PCR-

Analysen eingesetzt.
Kantrolle Die genomischen PCR-Analysen belegen
den frithen Einsatz der Rekombination:

bereits nach 24 h ist ein PCR-Produkt des
rekombinanten Lokus detektierbar.

Die Effizienz der Induktion erreicht zwischen vier und acht Tagen ein Maximum, eine Medikation mit
Doxyzyklin dariiber hinaus fiihrt zu keiner weiteren Zunahme. Es wurden hierbei vergleichbare Mengen an
genomischer DNA (100 ng) eingesetzt, wie die gleiche Stirke der Kontrollbanden unterstreicht

D S GEWEEJ -E6

Aus diesen Gewebsfragmenten wurde wiederum DNA isoliert und als Matrize fiir PCR-
Analysen eingesetzt. Bereits 24 Stunden nach Beginn der Induktion konnte eine geringe
Rekombination des DSG2'**-Lokus nachgewiesen werden (Abbildung 33), die mit anhal-
tender Gabe von Doxyzyklin weiter anstieg und zwischen Tag 4 und 8 ein Maximum er-
reichte. Die Verdopplung der Induktionsdauer auf 16 Tage zeigte — zumindest mit dieser

Nachweismethode — keine weitere Zunahme der Rekombinationseffizienz.

3.2.11.2 Induktion im Herzmuskel: a-MHC-opt-rtTA/tetO-Ppcmv-Cre

Das System zur induzierbaren und gewebsspezifischen Expression der Cre-Rekombinase
im Herzmuskel basiert ebenso wie die in 3.2.11.1 vorgestellte Methode fiir die Expression
von Cre in Hepatozyten auf den beiden Komponenten rtTA und tetO-Ppcmy-Cre (siehe
Abbildung 34). Indem 52 Tripletts der kodierenden DNA-Sequenz des rtTA mit der co-
don usage der Maus abgestimmt wurden, konnte die Expressionsrate des rtTA weiter er-
hoht werden (Valencik und McDonald, 2001). Valencik und McDonald erreichten durch
diese Mutationen des rtTA (effector) im direkten Vergleich zum nicht optimierten rtTA-
System eine ca. 40-fache Steigerung der Expressionsraten flir ein nachgeschaltetes Luzi-
ferase-Reportergen (responder). Allerdings wird das opt-rtTA-Gen bei Weitem nicht in
allen Kardiomyozyten exprimiert, es wurde ein eher geflecktes Expressionsmuster be-
schrieben (Valencik und McDonald, 2001). Hierbei scheinen Positionseffekt-
Variegationen eine Rolle zu spielen: das umgebende Chromatin kann am Integrationsort
des a-MHC-opt-rtTA einen stark reprimierenden Einfluss auf die Transkription des opt-

rtTA-Gens nehmen.
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Maiuse der entsprechenden Genotypen wurden miteinander verpaart, sodass sédmtliche
benotigten Eigenschaften (DSG2'*F, a-MHC-opt-rtTA und tetO-Pycmv-Cre) in einem
Tier vereint waren. Die Induktion wurde durch Gabe von Doxyzyklin im Trinkwasser
ausgelost. Nach sieben Tagen wurden die Tiere getotet, einige Gewebe prépariert und bei
-80°C gelagert. Um die herzspezifische Rekombination des DSG2-Lokus nachzuweisen,
wurde DNA aus den entnommenen Geweben isoliert und als Matrize fiir PCR-Analysen

eingesetzt.

__Kardiomyozyten— ™ DSG2F |
P...MH:'. E '_d_,.r;r 'H\» / I\
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riTA Dox #
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Abbildung 34: Die induzierbare und herzmuskelspezifische Rekombination des DSG2-Lokus in der
Maus.

Der ausschlieflich in Kardiomyozyten aktive Promotor der schweren Kette des Myosin P, ¢ exprimiert
den optimierten reversen tetrazyklinabhéngigen Transaktivator rtTA. Dieser bindet ohne den Induktor Do-
xyzyklin nicht an den Tet-Operator. Nach Zugabe des Induktors aktiviert der rtTA die Expression der Cre-
Rekombinase, die nun an die gefloxten DNA-Sequenzen des DSG2-Lokus binden und diese rekombinieren
kann. Da in den restlichen Geweben des Organismus der P, pc nicht aktiv wird, ist in diesen Geweben
auch kein rtTA vorhanden, der das System aktivieren konnte. Somit ist die induzierbare Rekombination des
Zielgens auf Kardiomyozyten beschrinkt.

Pvuc: herzspezifischer Promotor des Gens fiir die schwere Kette des Myosin; opt-rtTA: codon-optimiertes
Gen des reversen tetrazyklinabhdngigen Transaktivators; tetO-Pycyy: minimaler humaner CMV-Promotor
unter der Kontrolle des tetrazyklinsensitiven Operons; CRE: Gen der Cre-Rekombinase; Dox: Doxyzyklin
(=Tetrazyklin — Induktor des Systems); E4 bis E7: Exone 4 bis 7 des DSG2-Gens; loxP: Erkennungsse-
quenz der Cre-Rekombinase

Die verwendeten Primer binden auflerhalb des zu deletierenden Bereichs, sodass im Falle

einer erfolgreichen Rekombination ein PCR-Produkt von 860 bp gebildet wird (verglei-
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che Abbildung 30). Zur Kontrolle der isolierten DNA wurde jeweils ein Fragment aus
dem wildtypischen DSG2-Lokus amplifiziert. Im Gegensatz zur erfolgreichen DSG2-
Depletion in der Leber nach Gabe von Doxyzyklin konnte selbst bei mehreren getesteten
Tieren und unabhéngigen Versuchen keine Rekombination im Herzen nachgewiesen wer-
den. Die von den Autoren des a-MHC-opt-rtTA angegebene Induktionsdauer von fiinf
Tagen wurde dabei sogar um zwei Tage iiberschritten (Valencik und McDonald, 2001).
Trotz erfolgreicher Wiederholung der genomischen PCR-Analysen der mehrfach transge-
nen Maiuse konnte dieses induzierbare herzspezifische Rekombinations-System nicht
etabliert werden.

Aus diesem Grunde wurde ein weiteres induzierbares System verwendet, das eine exklu-
sive Expression der Cre-Rekombinase im Herzen ermdglicht: MerCreMer (Sohal et al.,

2001), welches im Abschnitt 3.2.12.2 ndher beschrieben wird.

3.2.11.1 Induktion im Darm: FABP-rtTA/tetO-Pycmv-Cre

Um Transgene gewebsspezifisch in Enterozyten zu exprimieren, wurde im Rahmen dieser
Arbeit das in der Einleitung (siehe 1.2.2.1) beschriebene Cre/lox-System mit dem darm-
spezifischen Tet-On-System kombiniert. Bei diesem wird einerseits der rtTA (effector)
durch den darmspezifischen Promotor des Fatty Acid Binding Proteins (FABP) reguliert,
andererseits wird das Zielgen unter die Kontrolle des minimalen Pncmy gestellt, dessen
Aktivitit seinerseits vom fefO abhédngt. Im Falle des vorliegenden Experiments zur ge-
websspezifischen und induzierbaren Deletion der gefloxten DSG2-Allele, wird die Cre-
Rekombinase (responder) als Zielgen eingesetzt (Saam und Gordon, 1999). Thre Expres-
sion ist strikt reguliert und auf die Gewebe des Darms begrenzt, wie Experimente mit
Reporterstimmen zeigten (Saam und Gordon, 1999). Ein gefloxtes Zielgen kann also zeit-
lich und gewebsspezifisch in Enterozyten rekombiniert werden.

Nachdem Vorversuche negative Ergebnisse hinsichtlich einer stabilen und gleichméBigen
Expression der Cre-Rekombinase gezeigt hatten, wurde der Einsatz des FABP-rtTA-
Systems zur darmspezifischen Induktion nicht weiter verfolgt. Stattdessen wurde das vil-
Cre-ER"-Transgen (vergleiche 3.2.12.1) verwendet, um DSG2 im Darm zu rekombinie-

rén.
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3.2.12 Das Cre-ER"*- System zur gewebsspezifischen Induktion

Die genetischen und mechanistischen Vorteile des unitransgenen Cre-ER"*-Rekombina-
tionssystems (siehe 1.3.2) wurden genutzt, um die Cre-vermittelte Rekombination in den
Geweben des Darmes (el Marjou et al.,, 2004) und des Herzmuskels (Valencik und
McDonald, 2001) zu erreichen. Fiir eine ubiquitdre Rekombination des DSG2-Gens kam
das ROSA26-Cre-ER"2-System (Hameyer et al., 2007) zum Einsatz.

3.2.12.1 Induktion im Darm: vil-Cre-ER ™

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Mause des Typs vil-Cre-ER"? verwendet (el Marjou et
al., 2004), um die gefloxten DSG2-Allele darmspezifisch und zeitlich gesteuert deletieren
zu konnen. Diese transgenen Tiere tragen das rekombinante Gen der Cre-Rekombinase
und des ER"™ unter der Kontrolle des darmspezifischen Villin-Promotors in einer trun-
kierten Form. Die Miuse zeichnen sich durch eine stabile und gewebsspezifische Expres-
sion der Cre-Rekombinase in den Epithelien des Darms (Duodenum, Jejunum, Ileum,
Kolon) sowie der Niere aus, eine basale Expression des Proteins wurde nicht beschrieben:
sowohl in den Zellen der Krypten des Darmepithels, als auch die weiter apikal gelegenen
Epithelzellen und Gobletzellen wiesen eine nukledre Lokalisation des Cre-ER"* Proteins
auf. Die basal-apikal graduell zunehmende Intensitét dieser Kernfiarbungen korrelierte mit
der natiirlichen Expression des endogenen Villin-Gens. Verpaarungen mit ROSA26/B-
Galaktosidase-Reporterstimmen (R26R — (Soriano, 1999)) zeigten eine hochspezifische
Farbung der Enterozyten (Krypten und apikale Zellverbinde), die Zellen des Bindegewe-
bes, der Muskelschichten, der Endothelien und der innervierenden Fasern blieben unge-
farbt: die hochspezifische Wirkung der Cre-Rekombinase ist also auf die Zellen des Dar-
mes beschriankt. Aufgrund der hohen Austauschraten der Darmepithelzellen ist — gerade
fiir Proteine mit langer Halbwertszeit — eine zielgerichtete Ausschaltung des fraglichen
Gens in den proliferativen Stammzellen der Krypten notwendig, denn erst dann wird auch
der Verlust eines dauerhaften Proteins Auswirkungen haben. Im vil-Cre-ER"™ Maus-
stamm deletiert die Cre-Rekombinase gefloxte Gensequenzen auch in den Stammzell-

Kompartimenten des Darmgewebes.
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Abbildung 35: Die induzierbare und darmepithelspezifische Rekombination des DSG2-Lokus in der
Maus.

Der ausschlieBlich in Enterozyten aktive Promotor des Villin-Gens Py; exprimiert ein Gen, das fiir das
chimére Protein Cre-ER™, bestehend aus der Cre-Rekombinase und einer mutierten Ligandenbinde-
Domine (LBD) des humanen Ostrogenrezeptors (ER) kodiert. Ohne den Induktor Tamoxifen liegt die inak-
tive Proteinchimére an das Hitzeschockprotein 90 (HSP90) gebunden im Zytoplasma vor. Durch Zugabe
des Induktors wird Cre-ER™ aktiviert, 16st sich von HSP90 und transloziert in den Kern, wo es spezifisch
die gefloxten DSG2-Allele rekombiniert. In anderen Geweben wird kein chiméres Protein produziert, so-
dass die Cre-vermittelte Rekombination auf die Darmepithelzellen beschrénkt ist.

Pyii: Darmepithelzellen-spezifischer Promotor des Villin-Gens; CRE-ER™: Gen fiir das Fusionsprotein;
Cre: Cre-Rekombinase; ER™: punktmutierte Ligandenbinde-Domine des humanen Ostrogenrezeptors; Cre-
ER™: chimires Protein; E4 bis E7: Exone 4 bis 7 des DSG2-Gens; loxP: Erkennungssequenz der Cre-
Rekombinase; DSG2%+: rekombinierter DSG2-Lokus

Obwohl die Expression der Cre-Rekombinase nach Absetzen der Induktion mit Tamoxi-
fen stoppt, so wurde nach einer Verpaarung mit R26R-Stimmen (Soriano, 1999) die Ak-
tivitdt der B-Galaktosidase noch nach bis zu 60 Tagen in 80% der Zellen des Diinndarmes
und in 40% der Zellen des Kolons nachgewiesen. Im Vergleich zu anderen induzierbaren
Cre-Rekombinasesystemen fiir Darmepithelien — wie beispielsweise FABP-rtTA/fetO-
Phemv-Cre (Saam und Gordon, 1999), das eine heterogene und meist nur schwache Re-
kombination der Zielgene ermoglicht — gewinnt der vil-Cre-ER"* Mausstamm durch seine
robuste und homogene Cre-Expression. Da in Mausen der proximale Abschnitt des Dar-
mes eher zu Tumoren neigt als der distale Kolon (Fodde et al., 1994; Janssen et al., 2002),
ist der Stamm vil-Cre-ER"? insbesondere wegen der starken und den gesamten Darm be-
treffenden Effektivitit der Rekombinase fiir Studien an onkologisch relevanten Genen

142



Ergebnisse

interessant.

Homozygote Miuse des Stammes vil-Cre-ER™ wurden aus dem Institut Curie-CNRS,
Paris, Frankreich (Dr. Robine) importiert und iiber Embryotransfer in den SPF-Bereich
der Zentralen Versuchstiereinrichtung iiberfiihrt. Diese heterozygoten Tiere wurden durch
eine Inzuchtverpaarung in einen homozygoten Zustand iiberfiihrt. Heterozygote und ho-
mozygote Tiere wurden wiederum sowohl mit homozygoten Tridgern des induzierbaren
DSG2-Allels (DSGZIOXP), als auch mit heterozygoten induzierbaren DSG2-Tieren
(DSG2I°XP;DSG2delE7'E8) gekreuzt. Nachdem eine ausreichend groB3e Anzahl von mehrfach

transgenen Tieren verfiigbar war, wurden erste Induktionsversuche durchgefiihrt.

+ Tamoxifen ! - Tamaoxifen

-

IJEI | IHDINiILE‘LU‘HElSIJel HlKﬂlNi_LelLulHej S]
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Kontrolle

Abbildung 36: Die induzierbare und zelltypspezifische Rekombination des DGS2-Lokus in den Ge-
weben des Darmes

— Ergebnisse der PCR-Analysen: Nach fiinftdgiger Induktion mit Tamoxifen bzw. Vehikel wurden die
Tiere geopfert. DNA wurde aus unterschiedlichen Geweben (Jejunum (Je), Ileum (I1), Kolon (Ko), Niere
(Ni), Leber (Le), Lunge (Lu), Herz (He) und Schwanz (S)) isoliert und als Matrize fiir PCR-Analysen ein-
gesetzt. Die Ergebnisse belegen die strikte Kontrolle des VilCreER">-Systems hinsichtlich der Induzierbar-
keit, sowie die eindeutige Gewebsspezifitdt der Rekombination des Zielgens, welche auf den Darm be-
schrinkt ist. Eine Expression der Cre-Rekombinase in der Niere konnte nicht nachgewiesen werden.

Dazu wurde den Versuchstieren an fiinf aufeinander folgenden Tagen jeweils 1 mg Ta-
moxifen bzw. das Vehikel Athanol/Speisedl i.p. injiziert und die Tiere im Anschluss getd-
tet. Proben mehrerer Gewebe wurden entnommen und bei -80°C gelagert. Aus diesen
Gewebeproben wurde DNA isoliert und als Matrize fiir PCR-Analysen eingesetzt. Die
Abbildung 36 verdeutlicht einerseits die strikte Induzierbarkeit des vil-Cre-ER"? Systems

durch Tamoxifen und andererseits die hohe Spezifitit auf die Gewebe des Darms.

3.2.12.2 Induktion im Herzmuskel: MerCreMer

Ein weiterer transgener Mausstamm, der eine induzierbare Expression der Cre-

Rekombinase exklusiv im Herzen ermoglicht, basiert ebenso wie die beiden vorgestellten

143



Ergebnisse

Mausstimme ROSA26-CreER" und vil-CreER™ auf einem Cre-Fusionsprotein: MerC-
reMer. Es handelt sich dabei um die Ligandenbinde-Dominen des Ostrogenrezeptors der
Maus, die durch eine Punktmutation (G525A) nur von dem Ostrogenanalogon Tamoxifen
aktiviert werden konnen. Durch die flankierende Anordnung von zwei dieser Doménen
konnte einerseits die Aktivitit der Cre-Rekombinase erheblich gesteigert und andererseits
die Cre-Expression strikter reguliert werden (Verrou et al., 1999). Zur herzspezifischen
Expression dieses chimédren Proteins wurde die cDNA unter die Kontrolle des a-MHC-
Promotors gestellt (Sohal et al., 2001). Der generierte Mausstamm MerCreMer zeichnet
sich sowohl durch eine strikte Kontrolle der Cre-Expression, als auch durch eine robuste
Rekombinationseffizienz im embryonalen und adulten Herz aus. Nach einer fiinftagigen
Induktion konnte eine anndhernd vollstindige Rekombination eines Reporter-Lokus fest-
gestellt werden, sodass sich dieser Mausstamm einerseits wegen seiner robusten Rekom-
binase-Expression und andererseits wegen seines unitransgenen Charakters fiir Rekombi-
nationsexperimente im Herzen eignet.

Homozygote Tiere dieses Stammes wurden iiber die Jackson Laboratories (Bar Harbor,
Maine, USA) bezogen und mit homozygoten Tragern der loxP-markierten DSG2-Allele
verpaart. Sobald eine ausreichende Anzahl an doppelt transgenen Tieren vorhanden war,
wurden erste Induktionsexperimente durchgefiihrt. Dazu wurde den Mausen {iber einen
Zeitraum von fiinf Tagen jeweils 1 mg des Induktors Tamoxifen i.p. injiziert und die Tie-
re nach Abschluss der Behandlung getdtet. Gewebeproben einiger Organe wurden ent-
nommen und daraus DNA isoliert, die als Matrize fiir PCR-Analysen zur Bestimmung der
Rekombination des DSG2-Lokus verwendet wurden.

Wie bereits mit dem a-MHC-opt-rtTA/tetO-Pyomy-Cre-System zur herzspezifischen In-
duktion der Cre-Rekombinase (3.2.11.2) konnte auch mit dem vorliegenden MerCreMer-

2 loxP

Induktionssystem keine Rekombination des gefloxten DGS2™" -Lokus in Kardiomyozy-

ten nachgewiesen werden (nicht gezeigt).
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3.2.12.1 Ubiquitire Induktion: ROSA26-Cre-ER "

Da beide induzierbaren Systeme fiir die herzmuskelspezifische Rekombination der ge-
floxten DSG2-Allele keine Funktion zeigten (siehe 3.2.11.2 und 3.2.12.2), kam als dritte
Alternative die ubiquitér aktive Cre-Rekombinase des Typs ROSA26-Cre-ER™ zum Ein-
satz.

Der ROSA26-Lokus wurde 1991 von P. Soriano und seinen Mitarbeitern iiber einen Ge-
netrap-Versuch identifiziert (Friedrich und Soriano, 1991). ROSA steht hierbei fiir den
Autfbau des verwendeten Genetrap-Vektors (Reverse Orientation Splice Acceptor 3-Gal).
Ausgehend vom ROSA26-Promotor werden durch alternatives Spleilen zwei Transkripte
erzeugt, denen aber bisher keine Funktion zugeordnet werden konnte. Der ROSA26-
Lokus ist fiir homologe Rekombination sehr gut zugénglich, wie in vielen Beispielen ge-
zeigt wurde (Mao et al., 1999; Soriano, 1999; Srinivas et al., 2001); Possemato, 2002
#188}, Ubersichtsartikel: (Branda und Dymecki, 2004)).
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Abbildung 37: Wirkweise der ER"*-gestiitzten Cre-vermittelten Rekombination am Beispiel des RO-
SA26 Promotors

Der ubiquitir aktive ROSA26 Promotor exprimiert das chimére Fusionsprotein Cre-ER™, bestehend aus der
Cre-Rekombinase, an welche carboxyterminal eine mutierte Ligandenbinde-Doméne (LBD) des humanen
Ostrogenrezeptors (ER) gekoppelt ist. Im Zytoplasma bindet dieses chimire Protein an das Hitzeschockpro-
tein 90 (HSP90) und ist somit inaktiv. Durch die eingefiihrten Mutationen ist die LBD unempfindlich gege-
niiber endogenen Ostrogenen, wird jedoch durch das Analogon Tamoxifen aktiviert. Darauthin 15st sich das
Protein von HSP90, wandert in den Kern, die Cre-Rekombinase kann spezifisch an die loxP-Sequenzen der
DNA binden und die Rekombination des DSG2-Gens einleiten.

ROSA26: Promotor im ROSA26-Lokus; CRE-ER™: Gen fiir das Fusionsprotein; Cre: Cre-Rekombinase;
ER"™: punktmutierte Ligandenbinde-Domine des humanen Ostrogenrezeptors; Cre-ER™: chimires Protein;
HSP90: Hitzeschockprotein 90; E4 bis E7: Exone 4 bis 7 des DSG2-Gens; loxP: Erkennungssequenz der
Cre-Rekombinase; DSG2%E4ES. rekombinierter DSG2-Lokus
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Vor Kurzem wurde der Mausstamm ROSA26-Cre-ER™ charakterisiert (Hameyer et al.,
2007) und freundlicherweise von Dr. Berns, Amsterdam, NL zur Verfligung gestellt. In
das Genom der Tiere dieses Stammes wurde ein Gen fiir das chimére Protein Cre-ER"
iiber homologe Rekombination in den ubiquitdr aktiven ROSA26-Lokus integriert.

Die Kombination der beiden gut beschriebenen und wissenschaftlich anerkannten Syste-
me (ROSA26 (Soriano, 1999) und Cre-ER™ (Indra et al., 1999)) stellt ein vielverspre-
chendes System zur zelltypunabhédngigen und induzierbaren loxP-vermittelten Rekombi-
nation dar (siche Abbildung 37).

Nachdem erste Tiere eines zur Induktion der Cre-Rekombinase geeigneten Genotyps ver-
fiigbar waren, wurden Induktionsversuche durchgefiihrt. Es handelte sich hierbei um Tie-
re des Typs R26CreER™, die mit Trigern des induzierbaren DGS2-Allels
DSG2'* ™ yerpaart worden waren. Es wurden sdmtliche Kombinationen der einzelnen
notwendigen Eigenschaften des Systems (CreER™, DSG2'**P™¢®) Tamoxifen) getestet,
um einerseits die strikte Induktionsregulation und andererseits die durchgefiihrten Ver-
paarungen und Genotypisierungen zu verifizieren. Die Versuchstiere erhielten dazu an
fiinf aufeinander folgenden Tagen jeweils eine i.p. Injektion von 1 mg des Induktors Ta-
moxifen, der in Speisedl/Athanol geldst war, bzw. das Vehikel Speisedl/Athanol allein.
Nach Ablauf der siebentdgigen Induktion wurden die Tiere getotet, verschiedene Organe
entnommen und Gewebeproben bei -80°C gelagert. Aus diesen wurde DNA isoliert und
als Matrize fiir PCR-Analysen eingesetzt (siehe 3.2.10).

Abbildung 38 zeigt die Ergebnisse dieser PCR-Analysen. Die Rekombination des DGS2-
Lokus hat unter Einwirkung des Induktors Tamoxifen in der Leber, im Darm und (kaum
detektierbar) in den Geweben des Schwanzes (Haut) stattgefunden. Es ist eindeutig fest-
zustellen, dass sowohl das ROSA26CreER "*-Induktionssystem als solches strikt reguliert
ist, da ausschlieBlich nach Einwirkung des Induktors eine Rekombination der loxP-
Sequenzen detektiert wird (vergleiche 1738/1736). Mit diesem Ergebnis sind auch die
vorangegangenen Genotypisierungsreaktionen validiert worden. Wiren beispielsweise die
Genotypen der Tiere 1669/1737 als falsch-negativ bestimmt worden, so wire auch in die-

sen beiden Méusen die Rekombination des DGS2-Lokus evident geworden.
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Abbildung 38: Die ubiquitire Rekombination des DSG2-Lokus

— Ergebnisse der PCR-Analysen: Um die strikte Kontrolle der Induzierbarkeit des ROSA26CreER -
Systems zu testen, wurden unterschiedliche Kombinationen der einzelnen voraussetzenden Eigenschaften
(loxP-Sequenzen, ROSA26CreER -Transgen bzw. der Induktor Tamoxifen) eingesetzt. Tiere unterschied-
lichen Genotyps wurden nach fiinftédgiger i.p. Behandlung mit je 1 mg Tamoxifen bzw. Vehikel getotet.
DNA wurde aus unterschiedlichen Geweben (Herz (He), Leber (Le), Illeum (I1), Kolon (Ko) und Schwanz
(S) — S*: Schwanzbiopsie zur Genotypisierung, also vor erfolgter Induktion) isoliert und als Matrize fiir
PCR-Analysen eingesetzt.

Die Ergebnisse belegen die strikte Kontrolle des ROSA26CreER"*-Systems hinsichtlich der Induzier-
barkeit: ausschlieBlich bei Tier 1736 konnten die Signale des rekombinierten DSG2-Lokus detektiert wer-
den. Allerdings kann die ubiquitire Induktion nicht bestdtigt werden, da sich Rekombination auf den Darm
und die Leber beschrinkt (eine sehr schwache Rekombination konnte auch in der Haut des Schwanzes
nachgewiesen werden).

3.2.13 Analyse der rekombinierten DSG2-mRNA per RT-PCR

Die gute Induzierbarkeit des vil-Cre-ER"* Systems und die relativ hohe Verfiigbarkeit an
transgenen Tieren eines geeigneten Genotyps machte diesen Stamm ideal, um weitere
Charakterisierungen der Cre-vermittelten Rekombination durchzufiihren. Tiere mit unter-
schiedlichen DSG2-Allelkombinationen wurden iiber eine Dauer von fiinf Tagen mit je
1 mg Tamoxifen induziert, darauthin getdtet und Gewebeproben der drei Darmabschnitte
entnommen. Gesamt-RNA wurde isoliert und mit oligo-dT3)-Primern in cDNA umge-

schrieben. Diese wurde als Matrize fiir PCR-Analysen eingesetzt, bei der die beiden Pri-

147



Ergebnisse

mer 07-12 und 07-13 die drei zu deletierenden Exone E4 bis E6 flankieren und somit

zwei unterschiedlich groBe PCR-Fragmente generieren.
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Abbildung 39: Detektion rekombinierter DSG2-mRNA: RT-PCR Analyse

— Schema der verwendeten Primer (A) und gelelektrophoretische Auftrennung der PCR-Produkte
(B): Transgene Mause, die das induzierbare DSG2-Allel DSG2'*" entweder in heterozygotem (V2, V10)
oder homozygotem (V17 bis V21) Zustand trugen, wurden fiir fiinf Tage mit je 1| mg Tamoxifen behandelt
und die Tiere im Anschluss getdtet. Durch diese i.p. Injektion wurde die Rekombination des DSG2-Lokus
induziert. Gewebeproben von Jejunum, Ileum und Kolon wurden entnommen und Gesamt-RNA extrahiert.
Jeweils 500 ng Gesamt-RNA wurden in cDNA umgeschrieben, welche als Matrize fiir sequenzspezifische
Primer diente. Durch die Rekombination werden drei Exone aus der DSG2-mRNA deletiert, wodurch un-
terschiedliche grofle PCR-Produkte generiert werden (A).

Die Induktion mittels Tamoxifen ist strikt reguliert, da die rekombinierten PCR-Produkte ausschlief8lich bei
den induzierten Tieren nachgewiesen werden konnen (V2, V19 bis V20). Im Falle des Tieres mit heterozy-
gotem Zustand der DSG2-Allele (V2) werden beide Allele koamplifiziert, jedoch wird bei PCR-Analysen
generell das kiirzere Fragment bevorzugt und weist deshalb eine stirkere Bande auf. Als Mengenkontrolle
der generierten cDNA wurde GAPDH amplifiziert (B).

Abbildung 39 zeigt die rekombinierte DSG2-mRNA. Die PCR-Produkte auf der cDNA
der homozygoten DSG2'*-Tiere V19 bis V21 verdeutlichen die hohe Effizienz des Re-
kombinationssystems. Es sind keine PCR-Produkte generiert worden, die auf die Anwe-
senheit von nicht-rekombinierter wildtypischer RNA schlieBen lassen. Maus V2 tréigt
neben dem induzierbaren noch das wildtypische DSG2-Allel, sodass beide mRNAs gebil-
det werden. Die nicht induzierten Kontrolltiere beider Genotypen (V10, V17 und V18)
zeigen ausschlieBlich die nicht rekombinierte mRNA. Es ist also davon auszugehen, dass

2 loxP

nach einer Induktionsdauer von flinf Tagen bei homozygoten DSG2™" -Tieren zu einem

hohen Anteil rekombinierte DSG2-mRNA synthetisiert wird.
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3.2.14 Analyse des rekombinierten Dsg2-Proteins

3.2.14.1 Western Blot Analysen auf Gewebeextrakten

Nachdem die Synthese von rekombinierter mRNA iiber RT-PCR-Analysen zweifelsfrei
nachgewiesen werden konnte, sollte auch das rekombinante Dsg2-Protein detektiert wer-
den. Dazu wurden aus gefrorenen Gewebeproben erfolgreich induzierter Tiere Gesamt-
proteinextrakte hergestellt, die Proteinmenge nach Bradford bestimmt und die extrahier-
ten Proteine einer Western-Blot-Analyse unterzogen. Um die erwarteten geringen Unter-
schiede des Molekulargewichts zwischen den wildtypischen und den rekombinierten Pro-
teinen hinreichend darstellen zu konnen, kam ein 6%-iges (v/v) SDS-Gel zum Einsatz.
Die Ladekontrolle erfolgte iiber den Nachweis von Aktin auf einem zweiten, 12%-igen
(v/v) SDS-Gel. Beide Gele wurden geblottet und das erste mit rb88-Antiserum (a-Dsg2 —
1:1000), das zweite mit einem a-Aktin-Antiserum (1:500) inkubiert.

Abbildung 40: Detektion des rekom-
binanten Dsg2-Proteins in Protein-
Extrakten
Herz Leber Western-Blot-Analysen: Gesamtprtein-
Extrakte wurden aus gefrorenen Leber-
i 3 g + und Herz- Gewebefragmenten der je-
Induktor | | | i | weiligen Versuchs- und Kontrolltiere
hergestellt. 50 pg dieser Gesamtprotein-

kDa Extrakte wurden je einer SDS-PAGE
(6%) unterzogen und im Anschluss per
175 == Western-Blot-Verfahren immobilisiert.

Die Proteinextrakte aus den induzierten,
bzw. nicht induzierten Herzmuskel-
bzw. Leber-Geweben zeigen jeweils
eine Bande vergleichbarer Intensitit und
Grofle. Das erwartete geringere appa-
475 — rente MW der Dsg2-Proteine in den Pro-
' e .-- —  Aletin ben der induzierten Gewebe konnte
nicht nachgewiesen werden. Stattdessen
325 = scheinen die Dsg2-Hauptbanden im
) Falle der induzierten Protein-Proben ein
gering-fiigig hoheres apparentes MW
aufzuweisen.

Die Nitrozellulosemembranen wurden
- Dsg2 einerseits mit rb88-Antiserum (1:1000 —
* oben) bzw. einem o-Aktin-Antiserum
16 — ” als Ladekontrolle (1:500 — unten) inku-
biert.
. —

Abbildung 40 zeigt das Ergebnis der Western-Blot-Analysen. Die unterschiedliche Inten-
sitdt der Aktinfarbung belegt zwar die Anwesenheit von Proteinen in den Gewebeextrak-
ten, deutet aber auf eine hohe Ungenauigkeit der Bradford-Analysen und demnach auf

eine unterschiedliche Proteinladung des Gels hin. Das rb88-Antiserum markiert in den
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Extrakten aus Leber und dem Herzen eine Bande um 165 kDa, die dem apparenten Mole-
kulargewicht von Dsg2 entspricht. Einige proteolytische Abbauprodukte von geringerem
MW wurden ebenso detektiert (*), was auf Degradationsprobleme hinweist. Die Dsg2-
Hauptbanden der einzelnen Gewebeextrakte unterscheiden sich kaum in ihrer Gréfle von
ca. 165 kDa. Die Dsg2-Proteine verschiedener Gewebetypen scheinen sich hinsichtlich
ihres Laufverhaltens marginal zu unterscheiden (vergleiche Abbildung 19): das Dsg2 der
Leber scheint ein etwas grofleres apparentes MW aufzuweisen, als das Protein des Herz-
muskels.

Durch die Induktion der Cre-Rekombinase wurde eine Rekombination des DSG2-Lokus
verursacht. Die daraus resultierenden Deletion eines Bereiches der extrazelluldren Cadhe-
rindoménen des Dsg2-Proteins konnte bisher mit Western-Blot-Analysen nicht detektiert
werden. Weder wurde eine zusitzliche Dsg2-Proteinbande mit eindeutig kleinerem appa-
renten MW nachgewiesen, noch konnte eine Reduktion des wildtypischen Dsg2-Proteins

gezeigt werden.

3.2.14.2 Immunfluoreszenz auf Gewebsschnitten

Wie mit RT-PCR Analysen gezeigt werden konnte, wird bei homozygot induzierbaren
Tieren des Stammes DSG2'**" nach einer Dauer von fiinf Tagen bereits keine wildtypi-
sche mRNA mehr gebildet. Die Enterozyten in der Darmschleimhaut haben in der Regel
eine Lebensspanne von 72 Stunden und wandern in diesem Zeitraum aus basal gelegenen
Stammzellkompartimenten nach apikal und werden schlieBlich in das Darmlumen abge-
schilfert. Die Verkniipfung der Intermedidrfilamente in diesem Gewebe erfolgt exklusiv
iiber die kraftvermittelnde Briickenfunktion von Dsg2 und Dsc2 (vergleiche Ubersicht im
Anhang Tabelle 55). Wird also in den Enterozyten der DSG2-Lokus nachweislich rekom-
biniert (siehe 3.2.12.1) und wird ausschlielich verdnderte mRNA synthetisiert (verglei-
che 3.2.13) so ist davon auszugehen, das sich diese Verdnderungen auch auf das Dsg2-
Protein auswirkt. Es darf angenommen werden, dass die Depletion der wichtigen Funk-
tionen in den extrazelluldaren Doménen EC1 und EC2 zu einer verdanderten Verteilung von
Dsg? fiihrt.

Die induzierten Tiere V19 bis V21 und die Kontrolltiere V17 und V18 wurden nach Ab-
schluss der Induktion mit Poly-L-Lysin Perjodat (PLP) perfundiert, um eine bestmdgliche

Erhaltung der Gewebe zu ermdglichen. Die so vorfixierten Gewebeproben wurden in 4%-
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igem Paraformaldehyd weiter fixiert und zur Demaskierung der Antigene in Zitratpuffer
gekocht. Abschliefend wurden Kryostatschnitte angefertigt und mit polyklonalen rb88 a-
DSG2 Serum (siehe 3.1.4.2) inkubiert. Abbildung 41 zeigt die Antikorperfairbung von
Dsg2 auf Kolon-Schnitten induzierter Tiere. Die spezifisch baso-laterale, punktformige
Markierung des Proteins ist klar detektierbar, eine Umverteilung von Dsg2 oder eine Ab-
nahme der Konzentration dieses Proteins ist nicht festzustellen. Im Vergleich zu Kolon-
praparaten nicht induzierter Tiere (Abbildung 15) erscheint die Fluoreszenz etwas un-

schirfer und weniger distinkt zu sein. Auch eine ausgepragt punktformige Markierung der

Enterozytenmembranen ist nicht festzustellen.

E
27

Abbildung 41: Dsg2-Markierung in Kolonepithelzellen nach erfolgter Rekombination

— konfokale Fluoreszenzaufnahme: Miuse des geeigneten Genotyps wurden mit Tamoxifen behandelt,
um die Rekombination des DSG2-Lokus zu induzieren. Die Tiere wurden mit PLP perfundiert und Schnit-
te von Gewebeproben des Darmes angefertigt. Diese wurden zur Antigendemaskierung vorbehandelt und
mit tb88-Antiserum (1:800) inkubiert; Zweitantikorper: Cy2-gekoppeltes a-Kaninchen-Serum (1:800).
Der Vergleich mit Kolonpriparaten eines nicht-induzierten Tiers (Abbildung 15) zeigt keine groben Un-
terschiede hinsichtlich der Stirke und des Verteilungsmusters der beiden Antikorperfarbungen. Die baso-
laterale membrandse Lokalisierung deutet auf eine Markierung desmosomaler Strukturen hin, was auch
die beiden VergroBerungen verdeutlichen. Insgesamt erscheint jedoch der punkférmige Charakter der
desmosomalen Antikorperfarbungen weniger detailliert. Grofenbalken: 10 um
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3.2.15 Untersuchungen an rekombinierter DSG2-cDNA in Eph4-Zellen

Nachdem keine offensichtlichen und groferen Defekte bei der Verteilung von Dsg2 in
den Kolonschnitten nachgewiesen wurden, sollte die Expression der mutierten DSG2-
mRNA in Eph4-Zellen (siche Tabelle 13) untersucht werden. Dazu wurden die Exone E4
bis E6 aus der DSG2-cDNA deletiert und diese rekombinante DNA mit einer carboxy-
terminalen eGFP-Markierung versehen. Des Weiteren wurde als Kontrolle eine wt-
DSG2-cDNA mit eGFP markiert, um eine eventuell unterschiedliche Expression bzw.
Verteilung der beiden desmosomalen Proteine vergleichen zu kdnnen.

Die Deletion der Exone E4 bis E6 wurde mit mehreren Strategien verfolgt, die letztend-
lich erfolgreiche Methode wird im Folgenden beschrieben (vergleiche Abbildung 42):
(Abbildung 42-1): Als Matrize fiir eine inverse ,,Jongrun-PCR* sollte urspriinglich eine
freundlicherweise von Dr. Garrod (Manchester, England) zur Verfiigung gestellte
mDSG2cDNA dienen. Mehrere unterschiedliche Strategien blieben erfolglos, weshalb
das cDNA-Fragment exklusive der carboxyterminalen HA-Markierung mit Hilfe der
Restriktionsendonukleasen Notl und EcoRV in den Vektor pBlueskriptl SK subkloniert
wurde. Dieses Konstrukt (3050) lieB sich nun als Matrize fiir die inverse longrun-PCR
mit den Oligonukleotiden 06-11 und 06-12 einsetzen, wurde jedoch fiir eine erfolgreiche
Amplifikation des gewiinschten DNA-Bereiches mit der Restriktionsendonuklease Xcml
innerhalb von Exon 6 zuvor linearisiert. Das generierte PCR-Produkt, welches 5°¢ die
Exone E7 bis E15 der DSG2-cDNA, gefolgt von den Sequenzen des Vektor pBlueskriptl
und 3¢ die Exone E1 bis E3 der DSG2-cDNA enthielt, wurde religiert (Abbildung 42-2).

(Abbildung 42-3): Die so mutierte DSG2-cDNA wurde nun aus dem resultierenden Vek-
tor 3051 iiber eine PCR-Amplifikation mit den randstdndigen Oligonukleotiden 06-10
und 06-77, die an ihren jeweiligen 5‘-Enden die Sequenzen fiir die Restriktionsendonuk-
leasen Sall bzw. Sacll trugen, isoliert. Da die verwendeten Oligonukleotide produktions-
bedingt keine 5°-Phoshatgruppen tragen, musste das PCR-Produkt zunédchst mit Hilfe des
Enzyms T4-PNK fiir die Ligationsreaktion vorbereitet werden. Nach einer Restriktion des
PCR-Fragments und des Zielvektors pEGFP-N3 (Clonetech) mit den Restriktionsendo-
nukleasen Sall und Sacll wurden die beiden DNAs miteinander ligiert (Klon 3052).

Fiir das Kontrollkonstrukt wurde die vollstindige DSG2-cDNA {iber eine PCR-Reaktion
mit den Oligonukleotiden 06-10 und 06-77 amplifiziert und in den Vektor pEGFP-N3
inseriert (Klon 3053).
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Abbildung 42: Klonierungsstrategie des mtDSG2-eGFP-Expressionskonstrukts

Die DSG2-cDNA wurde mit einer carboxyterminalen eGFP-Markierung versehen, zuvor jedoch die Exone
E4 bis E6 aus der cDNA entfernt. Samtliche fiir die Klonierung relevanten Restriktionsschnittstellen sind
angegeben, wobei die fiir den aktuellen Klonierungsschritt verwendeten Schnittstellen in roter Farbe her-
vorgehoben wurden. Die ausfiihrlichen Erkldrungen zu den einzelnen Klonierungsschritten (1 bis 3) sind
dem Text zu entnehmen.

El, E2 usw.: Exone (* = Exonfragment), HA: Himaglutinin, 06-10, 06-11 etc.: Oligonukleotide

Die Bereiche der beiden DSG2-cDNAs innerhalb der Konstrukte 3052 und 3053 wurden
mit Hilfe mehrerer iiberlappender Sequenzierungsreaktionen vollstdndig verifiziert, um
eventuelle Basenaustausche detektieren zu konnen. In beiden Féllen wurden die Sequen-

zen bestitigt und es konnte ein offenes Leseraster beginnend mit dem Startkodon des
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DSG2-Gens bis in den kodierenden Bereich eGFP-Gens bestimmt werden.
Eph4-Zellen wurden nun mit den jeweiligen Konstrukten transfiziert, nach 48 Stunden
mit Methanol/Aceton fixiert und die Expression der beiden Vektoren am Konfokalen La-

serscanning-Mikroskop untersucht.

Abbildung 43: Komparative Analyse von eGFP-markierten Dsg2-Proteinen in Eph4-Zellen

— Projektionen konfokaler Fluoreszenzaufnahmen: Eph4-Zellen wurden mit den Konstrukten 3052
(DSG2-mt (delE4-E6)) und 3053 (DSG2-wt) transfiziert und nach Erreichen der Konfluenz mit Metha-
nol/Aceton fixiert. Am konfokalen Laserscanning-Mikroskop wurden Stapelaufnahmen angefertigt und
diese mit der Software LAS AF iibereinander projiziert. Abgebildet sind jeweils zwei typische Zellgrup-
pen, die das FP-markierte DSG2 exprimieren.

Die Transformationseffizienz beider Konstrukte ist vergleichbar; die Expression zeichnet sich durch eine
robuste membrandse und punkformige Fluoreszenzfirbung aus: die beiden unterschiedlichen FP-
markierten Dsg2-Proteine werden in reife Desmosomen inkorporiert. Durch die Projektion der einzelnen
Stapelbilder erscheinen die Desmosomen in verschiedenen Ebenen insgesamt flichiger. Im Vergleich der
wt-DSG2- mit der mt-DSG2-cDNA ist die Fluoreszenzfarbung des mutierten Proteins unregelméafiger und
insgesamt weniger fein punktiert. Des Weiteren fallen wenige kompakte Proteinaggregate (*) im Zytop-
lasma sowie an der Zellmembran auf, die bei der Expression von wt-DSG2 nicht detektiert werden. Gro-
Benbalken: 10 um
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Abbildung 43 zeigt reprasentative Ausschnitte des Zellrasens mit erfolgreich transient
transfizierten Eph4-Zellen. Die jeweiligen Dsg2-Proteine werden in vergleichbarem Mal3e
exprimiert, es konnen mehre Gruppen benachbarter transfizierter Zellen erfasst werden,
die mindesten eine gemeinsame Zellmembran teilen. Die Fluoreszenzfarbung beider Pro-
teinspezies ist membranstdndig und punktformig, sodass in beiden Fillen von einer des-
mosomalen Lokalisierung des FP-markierten Dsg2 auszugehen ist. Es sind keine groben
Unterschiede zwischen den Fluoreszenzeigenschaften der beiden Proteine feststellbar: im
Falle der wt-DSG2-cDNA sind jedoch die einzelnen fluoreszierenden Partikel von kleine-
rem Durchmesser und es treten keine Proteinaggregate auf, wie sie beim mutierten Dsg2
vereinzelt detektiert werden konnen (,,*“ in Abbildung 43).

Auch ein Dsg2-Protein, dem wichtige extrazellulire Proteindoménen fehlen, wird dem-
nach in die Membran transportiert und in reife Desmosomen inkorporiert. Sowohl Grof3e
als auch Morphologie der beiden mit den unterschiedlichen DSG2-cDNAs transfizierten
Eph4-Zellen unterschieden sich nicht von einander, sodass die Deletion des extrazellula-
ren Protein-Bereiches keinen mafgeblichen Einfluss auf die Verteilung des mt-Dsg?2 hat.
Allerdings muss dabei beriicksichtigt werden, dass die verwendeten Eph4-Zellen ein in-

taktes endogenes wt-DSG2 exprimieren.
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4. Diskussion

4.1 Herstellung Dsg2-spezifischer Antiseren

Zu Beginn der Arbeit waren keine Isotyp-spezifischen Antiseren fiir das murine Dsg2
verfiigbar. Die monoklonalen Antikérper DG3.4 und DG3.10 (Schmelz et al., 1986) sind
gegen das humane Dsgl gerichtet und zeigen nur eine schwache Immunreaktion. In Vor-
versuchen konnten mit diesen Antikorpern keine befriedigenden Reaktionsprotokolle
etabliert werden. Zur Herstellung polyklonaler Antiseren gegen das Dsg2 der Maus wur-
den 6xHis-markierte Dsg2-Proteinfragmente in E. coli liberexprimiert, affinititsgereinigt

und als Antigene zur Immunisierung von Kaninchen eingesetzt.

Es sollten Antikorper gegen extrazelluldre bzw. intrazelluldre Dsg2-Dominen hergestellt
werden. Aufgrund der Sequenzhomologie der Dsg-Isoformen untereinander (vergleiche
Anhénge 7.6 und 7.8) wurden keine Peptide verwendet, da diese aufgrund ihres kurzen
Charakters keine isoformspezifischen Antikorper generiert hétten. Stattdessen sollten re-
kombinante Proteine hergestellt werden, die ein His-Hexapeptid zur Aufreinigung besit-
zen. Dem His-Hexapeptid wird auf Grund seiner Eigenschaften zudem nur eine sehr ge-
ringe Eigenimmunogenitdt zugesprochen.

Die ausgewihlten Antigene lieen sich ohne Schwierigkeiten in E. coli liberexprimieren,
es konnten keine proteolytischen Abbauprodukte nachgewiesen werden. Auf Grund der
unterschiedlichen biochemischen Eigenschaften der beiden Antigene unterschied sich die
Loslichkeit der Proteine. Dem aminoterminalen Antigen wird eine a-helikale Sekundér-
struktur vorhergesagt (Nakashima et al., 1986; Deleage und Roux, 1987), der isoelektri-
sche Punkt liegt bei 5,0 und das Protein weist eine starke negative Ladung von -9,91 (bei
pH 7,0) auf. Trotz der nicht globuldren Struktur war das Protein durch seinen polaren
Charakter gut 16slich und konnte deshalb unter nativen Bedingungen affinitdtsgereinigt
werden. Im Gegensatz dazu konnte die Proteinklasse des intrazelluldren Antigens nach
Deléage und Roux/Nakashima, Nishikawa und Ooi nicht klar definiert werden (irregu-
lar). Die Eigenladung dieses Proteins ist mit 4,88 (bei pH 7,0) geringer, auch der isoelekt-
rische Punkt von 6,28 weist auf ein neutraleres Protein hin. Das intrazelluldre Antigen
wurde deshalb in einem kaum I6slichen Zustand exprimiert und von den Bakterienzellen

in Inklusionskoérpern produziert.
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Im Falle des 1N-Serums war bei Immunfluoreszenz-Untersuchungen an Eph4-Zellen
(siche Abbildung 13) keinerlei Unterschied zwischen dem Prdimmun- und dem Test-
Serum bzw. dem finalen Serum festzustellen. Das 2N-Serum zeigte zwar einen spezifi-
schen Nachweis seines Antigens, jedoch wiesen Immunfluoreszenz- (siche Abbildung 13)
sowie Western-Blot-Analysen von Dsg2-Proteinen (nicht gezeigt) einen sehr hohen Hin-
tergrund auf. Das Signal-Hintergrundverhéltnis dieses 2N-Serums war mangelhaft, sodass
es nicht weiter bei Experimenten eingesetzt wurde. Trotz identischer Mengen des zur
Immunisierung herangezogenen Antigens und der stimulierenden Wirkung der
Freund’schen Adjuvanzien spielten hier offensichtlich individuelle Unterschiede der Im-
munantwort zwischen den beiden immunisierten Kaninchen eine Rolle.

Alle generierten Seren (gegen amino- und carboxyterminale Antigene von Dsg2) erkann-
ten zwar bei Western-Blot-Analysen ihre jeweiligen Antigene (nicht gezeigt), die beiden
aminoterminalen Seren zeigten jedoch bei Immunfluoreszenz- und Western-Blot-
Analysen mit Gesamtzellprotein-Extrakten keine Affinitdit zum Dsg2-Gesamtprotein.
Obwohl die Vorhersagen der biochemischen Eigenschaften wie der Antigenindex, die
Verteilung a-helikaler Bereiche und B-Faltblatt-Strukturen beider antigenen Proteinfrag-
mente einander dhnlich sind, wurden beim aminoterminalen Antigen anscheinend Anti-

korper gegen nicht-native Epitope des Dsg2-Proteins gebildet.

Die Antiseren gegen das carboxyterminale Antigen (3C und 4C) wiesen ein gutes Signal-
Hintergrundverhiltnis auf und die Antikorper konnten bei Immunfluoreszenz- und Wes-
tern-Blot-Untersuchungen in hohen Verdiinnungen eingesetzt werden (Abbildung 14 bis
Abbildung 18.). Das Antiserum 3C wurde weiterhin fiir die Analysen von Dsg2 einge-
setzt.

Dieses Serum erkannte bei Western-Blot-Untersuchungen auch Dsg2-Protein nicht muri-
nen Ursprungs (Abbildung 18), was auf die hohe Konservierung der antigenen Dsg2-
Doménen zwischen unterschiedlichen Spezies zuriickzufiihren ist: der phylogenetische
Baum in Abbildung 45 (Anhang 7.7) basiert auf Sequenzvergleichen der extrazelluldren
desmosomalen Cadherindoménen, da Lidnge und Aufbau der intrazelluliren Doménen
zwischen den Proteinen stirker variieren. Wie Abbildung 45 zeigt, weisen die extrazellu-
laren Cadherin-Domédnen von Desmogleinen und Desmocollinen unterschiedlicher Spe-
zies eine hohere Homologie untereinander auf, als die Mitglieder der Desmosomenfamilie
einer Spezies (z.B. gruppieren alle Dsg2-Proteine unterschiedlicher Herkunft zusammen).

Die Tabelle 54 (Anhang 7.8) gibt Auskunft iiber die Identititen und Similarititen der
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Maus-Desmogleine bzw. der Dsg2-Proteine von Maus, Ratte, Mensch und Schimpanse
und bestitigen diese Aussage. Dies ldsst sich auch auf die intrazelluldiren Doménen der
desmosomalen Cadherine iibertragen, sodass die speziesiibergreifende Reaktivitdt des

Dsg2-Antiserums damit erklart wird.

Es wurden reproduzierbare, minimale GrdéBenunterschiede zwischen den ,,Dsg2 volle-
Liange-Banden aus dem Kolon, dem Herzen und der Leber detektiert (siche Abbildung
19), die mit einer unterschiedlich ausgepragten N-Glykosylierung von Dsg2 erkléart wer-
den konnen. Die extrazelluliren Doménen der Desmogleine (und Desmocolline) sind
mehrfach N-glykosyliert (Kapprell et al., 1985; Penn et al., 1987; Uematsu et al., 2005).
Die erste der drei putativen Glykosylierungsstellen in der Desmoglein-Amino-
sduresequenz ist unter den Mammalia konserviert (vergleiche dazu die Pfeilmarkierung
im Anhang 7.6) und ist gleichzeitig die Haupt-Glykosylierungsstelle (Koch et al., 1991;
Uematsu et al., 2005), bzw. die einzigen Glykosylierungsstelle von murinem Dsg2 (siche
Anhang 7.6). Aufgrund dieser Proteinmodifikationen wich bei SDS-PAGE-Analysen das
apparente MW mit ca. 165 kDa vom errechneten MW des reifen Dsg2
(ca. 116 kDa) ab. Wurden beispielsweise die Mannoseketten experimentell von Dsgl ent-
fernt (Ortiz-Urda et al., 2003) oder die N-Glykosylierung im Golgi-Apparat mit Hilfe von
Tunicamyzin blockiert (Pasdar und Nelson, 1989), so traten GroBenunterschiede von 5 bis

15 kDa auf.

Obwohl gleiche (Gesamt-)Proteinmengen auf das SDS-Gel geladen worden sind, zeigen
die verschiedenen Extraktionsmethoden unterschiedliche Ausbeuten an Dsg2-Protein:
insbesondere die Behandlung mit Ultraschall in Kombination mit dem Extraktionspuffer
2 hat Dsg2 aus den Herzmuskelzellen und den Hepatozyten in hohem Maf3e herausgeldst,
wobei es allerdings zu verstiarktem proteolytischen Abbau der Proteine kam. Die Extrak-
tion von Dsg2 aus Geweben iiber Trizol® konnte nicht liberzeugen. Die erarbeiteten Be-
dingungen erlauben mit dem Extraktionspuffer 2 eine hohe Ausbeute von Gesamtprotei-
nen aus den untersuchten Geweben und eine gute Detektion von Dsg2 in Western-Blot-

Analysen.

Eine weitere Dsg2-Bande (siche Abbildung 19, Pfeil) entspricht einer Gréfe von ca.
95 kDa und wird mit Fragmenten eines proteolytischen Abbaus durch Proteasen der

ADAM-Familie in Verbindung gebracht. Die Metalloproteasen ADAM10 und ADAMI17
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spalten spezifisch extrazellulire Doménen von Dsg2 (shedding) und spielen bei der
EGFR-vermittelten Signaltransduktion von Apoptosevorgdngen (Herren et al., 1998;
Weiske et al., 2001; Lorch et al., 2004; Bech-Serra et al., 2006) und bei der Tumorgenese
(Santiago-Josefat et al., 2007) eine Rolle. Da den Proteinextraktionspuffern keine Metal-
loprotease-Inhibitoren zugesetzt wurden, waren endogene Proteasen in der Lage, ihr
Substrat spezifisch zu spalten. Bei der Extraktion mit Puffer 2 wurden die Gewebe zudem
durch den unterstiitzenden Einsatz von Ultraschall wesentlich griindlicher als bei den bei-
den anderen Extraktionsmethoden lysiert. Dadurch wurden vermutlich diese proteolytisch
aktiven Enzyme vermehrt in die Extraktionslosung freigesetzt und spalteten Dsg2. Zusit-
ze von Protease-Inhibitoren werden Aufschluss dariiber geben, ob diese Abbauprodukte

durch Metalloproteasen generiert worden sind.

Um Dsg?2 in Paraformaldehyd-fixiertem Gewebe nachweisen zu kdnnen, mussten die An-
tigene zundchst demaskiert werden. Die dazu héufig angewendeten Behandlungen mit
nicht-ionischen Detergenzien oder Proteinase K fiihrten nicht zum Erfolg (nicht gezeigt).
Erst die Inkubation der Schnitte in sauren oder basischen Antigendemaskierungs-Puffern
konnte die Quervernetzung der Proteine mindern und die Dsg2-Antigene wieder fiir die

AntikOrper zugénglich zu machen.

Damit wurde erstmals ein Antiserum generiert, mit dem Dsg2 im Darmgewebe der Maus
spezifisch nachgewiesen werden kann.

Im Kolon wurden Desmosomen ausschlieflich in den Zellmembranen der Enterozyten
markiert, wie Abbildung 15 verdeutlicht. Die sowohl quer, als auch ldngs geschnittenen
Darmepithelzellen zeigten eine punktierte, baso-laterale Desmosomenfarbung, wobei die
apikale Zellmembran der Enterozyten nicht markiert wurde. In diesem Bereich der Zellen
sind keine Desmosomen vorzufinden, da dort keine Partnerzelle zur Adhésion zur Verfu-
gung steht. Auch im Bindegewebe des Darmes findet keine desmosomale Adhésion statt,
auch hier wurde erwartungsgemaf kein Dsg2 nachgewiesen.

Das Dsg2-Antiserum markierte in der Leber eine hexagonale Struktur und farbte die
Desmosomen der Gallengédnge spezifisch an. Es zeigte sich, dass perfundiertes Gewebe
fiir Immunfluoreszenz-Analysen besonders geeignet ist, da die Eigenfluoreszenz der Le-

ber durch den Ersatz des Blutes mit PBS bzw. Fixativ drastisch gesenkt werden konnte.
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Im Herzen werden die einzelnen Kardiomyozyten iiber Glanzstreifen miteinander ver-
bunden. In diesen disci intercalares befinden sich mehrere desmosomale Junktionen, die
eine mechanische Kopplung der einzelnen Herzmuskelzellen bewirken, sowie gap juncti-
ons, lUber welche die Erregungsweiterleitung im Herzen erfolgt. Mit Hilfe des Dsg2-
Antiserums lieBen sich die Glanzstreifen im Herzmuskel spezifisch anfiarben (Abbildung
17), die Dsg2-Markierung ist mit der Immunférbung anderer Proteine der disci intercala-
res vergleichbar (Gutstein et al., 2003). Das gute Signal-Hintergrund-Verhiltnis verdeut-
licht eine hohe Spezifitit des Antiserums fiir Dsg2, da andere Bereiche der Muskelzellen
sind kaum angefarbt wurden.

Durch die Antigendemaskierung wurde das Herzmuskelgewebe etwas fragmentiert, je-
doch konnen die einzelnen Herzmuskelzellen und Glanzstreifen auch lichtmikroskopisch

detektiert werden.

4.2 Induzierbare und gewebsspezifische Mutagenese von DSG2

4.2.1 Herstellung von induzierbaren und gewebsspezifischen DSG2-Mutanten in der
Maus

In den letzten Jahren sind zahlreiche transgene Mausmodelle zur Erforschung grundle-
gender biologischer, aber auch klinischer Fragestellungen generiert und charakterisiert
worden. Dabei wurde auf die in zunehmender Zahl verfiigbaren transgenen Maus-
Systeme zur induzierbaren und gewebsspezifischen Rekombination von Zielgenen zu-
riickgegriffen. Die hohe Effizienz von Cre/loxP macht dieses zu einem besonders populé-
ren Rekombinationssystem.

Mehrfach transgene Mauslinien, die eine regulierbare Cre-Rekombinase (Saam und Gor-
don, 1999) in Kombination mit gewebsspezifischen Regulatoren (tTA/rtTA) exprimieren
(Kistner et al., 1996; Saam und Gordon, 1999; Valencik und McDonald, 2001; Schonig
und Bujard, 2003; Russell et al., 2004; Wilkinson et al., 2006), wurden zunehmend von
unitransgenen Mausstdmmen ersetzt. Bei diesen kodiert das Transgen fiir ein chiméres
Protein, das aus der Cre-Rekombinase und der Ligandenbinde-Doméne humaner oder
muriner Ostrogenrezeptoren zusammengesetzt ist (Cre-ER'*: (Kuhn et al., 1995; Danie-
lian et al., 1998; Schwenk et al., 1998; Vooijs et al., 2001; Guo et al., 2002; Hayashi und
McMahon, 2002; Seibler et al., 2003; el Marjou et al., 2004)). Da sich diese beiden indu-

zierbaren Systeme auf Grund ihrer zeitlichen Rekombinarionskontrolle besonders zur
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Untersuchung von Genen eignen, welche einen letalen Phénotyp von homozygoten
Knockout-Mausen zeigten, wurden sie in der vorliegenden Arbeit zur exogenen Rekom-
binations-Regulation des DSG2-Gens herangezogen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine Mauslinie generiert, in deren DSG2-Lokus zwei
loxP-Sequenzen inseriert wurden. Nach externer pharmakologischer Induktion der Cre-
Rekombinase wurden die drei Exone E4 bis E6 des DSG2-Gens entfernt und eine ver-
kiirzte mRNA gebildet, sodass dem resultierenden Protein Aminosduresequenzen fehlten,
die an der cis- und trans-Interaktion der Cadherindoménen, der kalziumvermittelten Ad-
hision und an der N-Glykosylierung beteiligt sind. Um diese genomische Rekombination
zeitlich und ortlich steuern zu kdnnen, kamen mehrere transgene Mauslinien zum Einsatz,
die eine gewebsspezifische Synthese der Cre-Rekombinase ermdglichten. Durch Verpaa-
rungen der gefloxten Dsg2'®"-Stimme mit den Trigern dieser Cre-Transgene konnten

Tiere generiert werden, in denen DSG2-Rekombinationen erfolgreich induziert wurden.

In einem in vitro-Test (siche Abbildung 25) wurde im Vorfeld gezeigt, dass eine korrekte
Rekombination des Targeting-Konstrukts in Anwesenheit der Cre-Rekombinase stattfin-
det. Dadurch konnte nachgewiesen werden, dass die funktionstragenden Sequenzen
(loxP-Stellen, Neomyzinresistenzgen-Kassette) des Konstrukts fehlerfrei sind.

Die verwendete ES-Zelllinie W9.5 (Szabo und Mann, 1994) weist — wie sich erst spiter
herausstellte — eine umfangreiche Deletion in Chromosom 6 auf (Guo et al., 2005). Diese
Chromosomen-Aberration hat aber keinen Einfluss auf die Lebensfahigkeit der Embryo-
nen oder die Keimbahntransmission des transgenen Allels, wie die vorliegende Arbeit
und Dutzende von Eintrdgen transgener Mausstimme in der Jax Mouse Database bele-

gen.

Insgesamt wurden 576 Neomyzin-resistente W9.5-Zellklone isoliert, die auf eine homo-
loge Rekombination des gefloxten DSG2-Lokus untersucht wurden. Neben den in Abbil-
dung 26 dargestellten fiinf Kandidatenklonen wurden mehr als sechzig weitere homolog
rekombinierte ES-Zell-Klone detektiert. Da sowohl die genomische DNA des Targeting-
Konstrukts (A-Mgl-Bakteriophagen-Klon), als auch die verwendeten ES-Zellen W9.5 aus
SV129-Miusen stammten, liegt ein isogener Zustand der involvierten DNAs vor. Bei
nicht-isogener DNA hitte die Rekombinationseffizienz durch Nukleotid-Polymorphismen
zwischen der Donor- und der Empfanger-DNA beeintriachtigt werden konnen.

Da eine zusétzliche Negativselektion z.B. mit Hilfe des Diphterietoxin A Fragments
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(DTA) oder der Herpes simplex Typ 1 Thymidinkinase (HSV-TK) (Borrelli et al., 1988;
Yanagawa et al., 1999; Chen und Bradley, 2000) fiir eine homologe Rekombination als
nicht mehr unbedingt notwendig erachtet wird und eine derartige Kassette das Targeting-
Konstrukt nochmals vergroBert hitte, wurde diese Strategie nicht angewendet. Die grof3e
Zahl der G418-resistenten Klone, sowie die hohe Effizienz der homologen Rekombinati-
on von liber 10% zeigen, dass der Verzicht keine Auswirkungen auf die Effizienz gehabt

haben kann.

Die Blastozysteninjektion verlief zwar erfolgreich, die resultierenden Tiere wiesen jedoch
einen Chimérismus von lediglich 40 bis 60% auf und die Effizienz der Keimbahntrans-
mission war mit zwei aus mehr als 1600 getesteten Tieren dullerst niedrig. Um eine hohe
Keimbahntransmissions-Rate zu erzielen, sollte der Grad des Chiméarismus deutlich tiber
50% liegen. Die Plurioptenz der ES-Zellen scheint durch eventuell suboptimale Zellkul-
tur-Bedingungen oder durch zu lange Einlagerung in fliissigem Stickstoff wahrend der

Southern-Blot-Analysen eingeschriankt worden zu sein.

Da die Neuverteilung sdmtlicher wildtypischer und transgener Allele, die im Rahmen der
umfangreichen Verpaarungen eingesetzt wurden, den Mendelschen Gesetzten der Verer-
bung folgte, miissen die verschiedenen Transgene auf jeweils unterschiedlichen Chromo-
somen integriert worden sein. Bis auf den DSG2-Lokus (Chromosom 18) und den RO-
SA26-Lokus (Chromosom 6) sind die genauen Integrationsorte jedoch unbekannt. Diese
zufillige Verteilung der Transgene auf unterschiedliche Chromosomen erlaubte die freie
Kombination der bendtigten Eigenschaften. Bei einer Integration mehrerer Transgene auf
demselben Chromosom wire eine Kombination dieser Eigenschaften nur durch eine zu-
féllige und entsprechend seltene Rekombination der Allele wihrend der Meiose zustande

gekommen.

4.2.2 Rekombination des DSG2-Lokus in der Leber

In der Leber wurde der DSG2-Lokus mit Hilfe des bitransgenen LAP-rtTA/tetO-Cre-
Rekombinationssystems gewebsspezifisch und zeitlich durch die Gabe des Induktors Do-
xyzyklin iiber das Trinkwasser manipuliert. Wie Abbildung 32 verdeutlicht, wurde die
rekombinierte DNA ausschlielich in der Leber der induzierten Tiere per PCR-Analyse
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nachgewiesen, der LAP-Promotor ist also wie erwartet nur in Hepatozyten aktiv. In den
Geweben der nicht induzierten Tiere wurden keinerlei PCR-Fragmente produziert, was
die strikte Kontrolle des tet-Operators und des minimalen hCMV-Promotors iiber die Cre-
Rekombinase bestitigt. Das eingesetzte System zeichnet sich demnach durch eine sichere
Induzierbarkeit bei vollstindig supprimierter Basalaktivitit aus (vergleiche Abbildung

32).

Die Rekombination des DSG2-Lokus ist in der Leber zwischen Tag 4 und Tag 8 abge-
schlossen, eine Gabe von Doxyzyklin dariiber hinaus bewirkt keine weitere Steigerung
der Rekombinationseffizienz (Abbildung 33). Bei der Interpretation dieses Ergebnisses
muss beachtet werden, dass es sich hierbei um keine quantitative Analyse handelt, ob-
wohl exakt gleiche DNA-Mengen als Matrize in den PCR-Analysen eingesetzt wurden.
Eine Wiederholung des Versuches unter quantitativen Bedingungen und einer statisti-
schen Absicherung iiber eine groBere Anzahl von Versuchstieren ist notwendig, um die-
ses Ergebnis zu untermauern. Allerdings sollte dieser Vorversuch lediglich einen Hinweis
auf den zeitlichen Ablauf der Rekombination in der Leber geben, um spétere Versuche
mit der optimalen Zeitdauer durchzufiihren. Der ermittelte optimale Zeitraum von 8 Ta-
gen deckt sich mit den Ergebnissen, die von Gallagher und Kollegen erarbeitet worden

sind (Gallagher et al., 2003).

Gesamtproteinextrakte aus Leberfragmenten induzierter und nicht induzierter Tiere wur-
den per Western-Blot-Analysen untersucht, um das rekombinierte Dsg2-Protein nachzu-
weisen. Wie Abbildung 40 zeigt, wurde kein signifikanter Groenunterschied zwischen
den beiden Proteinbanden festgestellt und auch die proteolytischen Abbauprodukte beider
Proteine (Abbildung 40, *) zeigen die gleiche Grofe — in den vorliegenden Proteinextrak-
ten wird also kein rekombinantes Protein nachgewiesen. Auch Immunfluoreszenzfarbun-
gen mit dem Dsg2-Antiserum zeigen keine Verdnderung der Dsg2-Verteilung in Leber-
schnitten induzierter und nicht induzierter Méuse (nicht gezeigt).

Bei Hepatozyten handelt es sich um einen nicht-terminal differenzierten Zelltyp (Micha-
lopoulos und DeFrances, 1997), nach einer partiellen Leberresektion ist das Organ in der
Lage, in kurzer Zeit (ca. 3 Tage) den entfernten Organteil zu ersetzen (Michalopoulos und
DeFrances, 1997; Abshagen et al., 2006). Uber die Halbwertszeit von desmosomalen
Cadherinen in vivo sind keine Daten verfiigbar. Es ist anzunehmen, dass Dsg2 in einem

mechanisch wenig beanspruchten Organ wie der Leber eine hohe Lebensdauer erreicht
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und sich deshalb ein rekombiniertes Protein erst nach einem ldngeren Zeitraum im Gewe-
be akkumulieren und analytisch darstellen lieBe. Um dieses Problem zu umgehen, knnen
die Hepatozyten durch eine partielle Leberresektion zur Proliferation angeregt und da-
durch — bei hoher Rekombinationseffizienz — defizientes Dsg2 in grolem Ausmal} produ-
ziert werden.

Dariiber hinaus konnen Tumorinduktionsprotokolle angewendet werden, die eine erhdhte
Proliferation der Hepatozyten zur Folge haben (mit Griseofulvin (Yuan et al., 1996; Zat-
loukal et al., 2000)). Dieses Toxin bewirkt langsam wachsende, nicht metastasierende
Tumoren in der Leber und wird Auskunft iiber die Adhdsion des verdnderten Dsg2-

Proteins in langsam proliferierenden Hepatozyten geben.

Die vorliegende Datenlage l4sst noch keine endgiiltigen Aussagen iiber die Funktion von
Dsg2 in Hepatozyten zu. Bei einer vollstindigen Depletion der adhdsiven Eigenschaften
konnte eine Lockerung des Parenchyms erfolgen, sodass unter Umstdnden die Ableitung
der Gallenfliissigkeit gestort wére. Es wire moglich, dass im Extremfall die Integritét der
Leber verloren ginge, sodass die strikte Kompartimentierung der Leberbalken aufgehoben
wiirde und Gallenfliissigkeit zwischen den Hepatozyten in die Sinusoide einstromte. Die-
se Defekte hitten eine Gelbsucht zur Folge, da Bilirubin als Abbauprodukt der Erythrozy-
ten mit der Gallenfliissigkeit ins Blut transportiert wiirde. Diese Verdnderungen kdnnten
iiber eine Analyse der typischen Leberwerte verfolgt werden.

Weitere Versuche miissen zeigen, ob der Verlust von Bereichen der extrazelluldren Dsg2-
Doménen eine Auswirkung auf die Adhésion und die Gewebshomdoostase der normalen

und malignen Leber hat.

4.2.3 Rekombination des gefloxten DSG2-Allels im Darm

Das darmspezifische Rekombinationssystem vil-CreER'? eignet sich in Kombination mit
loxP-flankierten DNA-Sequenzen hervorragend, um eine zeitlich gesteuerte Rekombina-
tion in den Geweben des Darmes auszulosen: wie erwartet, wurde der DSG2-Lokus durch
eine i.p. Injektion des externen Induktors Tamoxifen ausschlieBlich im Darm rekombi-
niert (siche Abbildung 35). Da in anderen Geweben des induzierten Tieres keinerlei PCR-
Produkte des rekombinierten DSG2-Lokus nachgewiesen wurden, wird eine ungesteuerte

Translokation des chimiren CreER'*-Proteins in den Nukleus ausgeschlossen, die Cre-
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Expression wurde also tiber die Ligandenbinde-Domine des ER"™ strikt reguliert. Auch
eine schwache Aktivierung des Villin-Promotors in anderen Geweben wurde nicht fest-
gestellt, sodass die Rekombination auf die Gewebe des Darmes begrenzt war.

Bei Untersuchungen des vil-CreER'*-Stammes in Kombination mit R26R-Stdmmen fand
die starkste Expression des Cre-Proteins im Jejunum statt (el Marjou et al., 2004). Im Ge-
gensatz dazu wurde hier die stirkste PCR-Bande bei DNA-Extrakten des Ileums detek-
tiert, wobei die eingesetzte nicht-quantitative Analysemethode nur ein sehr ungenaues

Bild der Rekombinationseffizienz vermittelt.

Homozygote Tiere mit gefloxten DSG2-Allelen zeigten eine hohe Aktivitdt der Cre-
Rekombinase, wie mit Hilfe von RT-PCR-Analysen bei den Tieren V19 bis V21 festges-
tellt wurde (siche Abbildung 39). Das Tier V2 hingegen war fiir das induzierbare DSG2-
Allel heterozygot, sodass hier eine maximal 50%-ige Rekombination des DSG2-Lokus zu
erwarten war. Bei einer PCR-Analyse werden unter gleichen Reaktionsbedingungen klei-
nere PCR-Produkte generell bevorzugt amplifiziert. Aus diesem Grund war bei den Pro-
ben des Tiers V2 das grofere, nicht-rekombinierte Fragment schwicher ausgeprégt, als
das rekombinierte und deshalb kleinere. Da bei den Proben der Tiere V19 bis V21 kein
wt-mRNA-Produkt gebildet wurde, kann hier von einer annéhernd vollstindigen Rekom-

bination des Genlokus ausgegangen werden.

4.2.4 Wirkung der Deletion extrazelluldrer Dsg2-Doménen auf die Gewebshomoostase
im Darm

Murine Enterozyten durchlaufen in 72 bis 96 Stunden ihren Lebenszyklus von den basa-
len Bereichen der Schleimhaut bis zur Spitze des Villus, wie mit *H-pulse-chase-
Experimenten gezeigt wurde (Cheng und Leblond, 1974a, b, c). Da iiber die physiologi-
sche in vivo-Halbwertszeit des Dsg2-Proteins keine Daten vorliegen, bot sich ein schnell
differenzierendes Gewebe mit einer kurzen Lebensspanne an, um dort die Interaktion der
mutierten Dsg2-Proteine zu untersuchen. Die Tatsache, dass die Cre-Rekombinase auch
in den Stammzellkompartimenten des Darmes aktiv ist und ihre Aktivitét bis zu 60 Tage
nach Abschluss der Induktion nachgewiesen werden kann (el Marjou et al., 2004), hebt
den Darm als optimales Zielgewebe fiir diese Untersuchungen hervor. Es ist davon aus-

zugehen, dass die Zellen der Mucosa innerhalb einer Induktionsdauer von flinf Tagen
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zum einem vollstindig ausgetauscht werden und zum anderen das mutierte Dsg2-Protein
alleine in den neu gebildeten Zellen fiir die desmosomale Adhidsion verantwortlich ist.
Um vollig ausschlieBen zu kénnen, dass eine eventuell nicht-rekombinierte Enterozyten-
Subpopulation noch wildtypisches DSG2 exprimiert und somit das Ergebnis falsch-
negativen beeinflusst, miissten die Tiere {iber eine Zeitdauer von insgesamt zehn Tagen
induziert werden. Da die Cre-Rekombinase jedoch eine stabile und homogene Expression

zeigt (el Marjou et al., 2004), wurde auf diese verldngerte Behandlung verzichtet.

Vergleichende Immunfluoreszenz-Untersuchungen an Darmschnitten wildtypischer
(Abbildung 15) und induzierter (Abbildung 41) Méuse zeigten keine signifikanten Unter-
schiede hinsichtlich der Dsg2-Markierung durch das Antiserum. Sowohl die Intensitét der
Markierung, als auch Anzahl, Grofle und Struktur einzelner Desmosomen wichen zwi-
schen den induzierten Geweben und den Kontrollschnitten nicht voneinander ab. Der
Verlust von Teilen der extrazelluliren Dsg2-Doménen hat demnach keinen sichtbaren

Einfluss auf die Gewebshomoostase im Darm.

4.2.5 Rekombinations-Induktion im Herzmuskel

Gerade im mechanisch stark beanspruchten Herzen ist die Minderung der adhésiven Ei-
genschaften von Desmosomen in den Glanzstreifen von besonders dramatischer Auswir-
kung. In den letzten Monaten wurden mehrere Arbeiten iliber die Beteiligung von Muta-
tionen im DSG2-Gen bei der Rechtsventrikuldren Kardiomyopathie (ARVC) veroffent-
licht, einer vererbbaren Herzmuskelschwéiche mit hoher Penetranz (Awad et al., 2006;
Basso et al., 2006; Pilichou et al., 2006; Syrris et al., 2006; Syrris et al., 2007). Diese
Krankheit zeichnet sich durch einen Austausch von Herzmuskelzellen durch Fett- oder
Bindegewebe zundchst im rechten Ventrikel aus. Spéter ist das gesamte Herzen von die-
sen Verdnderungen betroffen und die Krankheit fiihrt zum Tod des Patienten durch Herz-
versagen. Ultrastrukturell wird im krankhaften Gewebe eine geringere Anzahl von Des-
mosomen beobachtet und es kommt zu abnormen Glanzstreifen mit aufgeweiteten Inter-
zellularspalten (Basso et al., 2006). Da die wildtypischen DSG2-Allele die Auswirkungen
der Mutationen nicht kompensieren kénnen, kommt es bei der ARVC zu einer Haploin-
suffizienz. Die verdnderten Proteinbereiche befinden sich in den meisten Féllen in den

extrazelluliren Cadherindoménen, die fiir die adhdsiven Eigenschaften verantwortlich
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sind. Des Weiteren kommt es zu Aminosadure-Austauschen, die entweder den Translati-
onsstart verhindern oder vorzeitige Stopp-Kodons implementieren, sodass wiederum ein
trunkiertes aminoterminales Dsg2-Proteinfragment ohne Transmembrandoméne und zy-
toplasmatische Doméne generiert wird. Diese Dsg2-Varianten sind deshalb nicht in der
Lage, die zytoplasmatischen Briickenproteine wie Plakoglobin zu binden, sodass die
Ankniipfung der Intermedidrfilamente an die Desmosomen nicht mehr geleistet werden
kann. Weiterhin wurden Mutationen beschrieben, die ein untypisches Spleiflen der
mRNA verursachen und ein anormales Protein zur Folge haben. Auflerdem existieren
Mutationen innerhalb der Furin-Erkennungsstelle, die fiir die proteolytische Abspaltung
des Signalpeptids und der Pro-Sequenz vom Hauptprotein verantwortlich ist, sodass die
adhisive Kopplung der desmosomalen Cadherine im Interzellularspalt gestort ist. Diese
Arbeiten zeigen erstmals die Beteiligung von desmosomalen Cadherinen an diesen Er-
krankungen und unterstreichen die Relevanz von Dsg2 fiir die Gewebshomdostase des

Herzens.

Es ist erstaunlich, dass die Kombination des gefloxten DSG2-Lokus mit je einem der drei
unterschiedlichen transgenen Systeme (a-MHC-opt-rtTA/tetO-Cre, MerCreMer und
ROSA26-CreER™) keine funktionstiichtige Induktion zulieB, obwohl die Rekombination
in anderen Gewebstypen mit den gleichen Mechanismen einwandfrei erfolgte. Trotz meh-
rerer Wiederholungen des Induktionsversuches mit teilweise verldngerten Induktions-
dauern bzw. hoheren Dosen der Induktoren wurde im Herzen keinerlei Rekombination —
weder auf DNA, noch auf mRNA-Ebene — nachgewiesen (nicht gezeigt). Da DSG2 im
Herzmuskel der Maus eindeutig exprimiert wird (sieche Anhang 7.9 und Abbildung 17),
ist der Genlokus transkriptionell aktiv. Eine Blockade der loxP-Sequenzen durch epigene-
tische Effekte kann also ausgeschlossen werden und wurde bisher nicht beschrieben. Wei-
tere Experimente mit Cre-spezifischen Antikdrpern bei Western-Blot- bzw. Immunfluo-
reszenz-Analysen und RT-PCR-Untersuchungen werden Aufschluss iiber die Expression

der Rekombinase im Herzmuskel geben.

42.6 Rekombination von DSG2 im ROSA26-CreER"*-Hintergrund

Nachdem feststand, dass die Funktionen von Dsg2 durch die eingefiihrten Verdnderungen

nicht mallgeblich beeintrachtigt wurden (vergleiche 4.2.2 und 4.2.4) und deshalb keine
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gravierenden Beeintrachtigungen der Versuchstiere wie beispielsweise multiples Organ-
versagen wegen mangelnder Adhésion zu erwarten waren, sollte DSG2 in allen Geweben
rekombiniert werden. Durch die ubiquitdre Expressions-Charakteristik des ROSA26-
Lokus wurde angenommen, dass die Cre-Rekombinase unter anderem im Herzmuskel

aktiv sein wiirde, um die DSG2-Genfunktion Herz-spezifisch zu deletieren.

Die gefloxten DSG2'"_Allele wurden zwar in den meisten Geweben mit Hilfe der RO-
SA26-Cre-Rekombinase verdndert, jedoch war die Rekombination nicht immer auf dem-
selben hohen Niveau reproduzierbar. Abbildung 38 verdeutlicht das Ergebnis eines In-
duktionsversuches, bei dem lediglich in der Leber und in den Geweben des Darmes eine
Verdnderung von DSG2 stattgefunden hat, PCR-Analysen mit hoherer Zyklenzahl zeigten
zusitzlich eine Expression in der Haut des Schwanzes (nicht gezeigt). Weitere Versuche
bestdtigten die Rekombination in Darm, Leber und Haut, zusitzlich wurden auch Niere
und Lunge als positive Organe identifiziert; allerdings blieb die Rekombination im Her-
zen stets negativ. Das Rekombinationssystem ist zweifelsfrei durch den Induktor Tamoxi-
fen induzierbar und zeigt keinerlei unerwiinschte Basisaktivierung der Cre-Rekombinase
(vergleiche Kontrollen in Abbildung 38).

Sind veridnderte DSG2-Allele in mehreren unterschiedlichen Gewebetypen in einem ein-
zigen induzierbaren Versuchstier verfligbar, so ist dies von groBem Vorteil, da so Tier-
Ressourcen eingespart werden kdnnen. Voraussetzung dafiir ist allerdings, dass die Re-
kombinations-Eigenschaften der unterschiedlichen transgenen Systeme miteinander ver-
gleichbar sind und gleiche, reproduzierbare Ergebnisse erzielt werden. Weitere Vorversu-
che hinsichtlich Homogenitit, sowie Stirke und Effizienz der CRE-Expression miissen
die Eignung des ROSA26-CreER'*-Systems zur Rekombination der gefloxten DSG2-

Allele beweisen.

4.2.7 Inkorporation des mutierten Dsg2 in Desmosomen

Aufgrund der umfangreichen Verdnderungen am DSG2-Gen und des resultierenden Pro-
teins wurde angenommen, dass die adhdsiven Eigenschaften von Dsg2 fiir eine erfolgrei-
che trans-Interaktion mit anderen Dsg2-Molekiilen oder Dsc2 nicht ausreichend sind.
Zudem fehlt die Haupt-N-Glykosylierungsstelle des reifen Proteins, sodass die Qualitéts-

kontrollmechanismen des Golgi-Apparats dieses ,,fehlerhafte” Protein mdglicherweise
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erkennen und zum proteolytischen Abbau freigeben. Die Beobachtungen an den Méusen
legten jedoch nahe, dass desmosomale Adhision weiterhin stattfindet und das mutierte
Dsg2-Protein in Desmosomen inkorporiert wird. Um feinere Defekte zu induzieren, wur-
de daher einerseits die cDNA des rekombinierten DSG2-Gens und andererseits die wild-
typische DSG2-cDNA in einen Vektor kloniert, der fiir ein carboxyterminales griin fluo-
reszierendes Protein (eGFP) kodiert. Damit sollten Expression und Verteilung der beiden
fluoreszierenden Desmogleine vergleichend in vitro untersucht werden.

In beiden Féllen wurde eine membranstédndige, partikuldre Fluoreszenz detektiert und die
Eigenschaften der Desmosomen hinsichtlich Grofe, Verteilung und Anzahl waren bei
beiden Dsg2-Varianten vergleichbar (siche Abbildung 43). Es befanden sich wenige fluo-
reszierende Proteinpartikel im Zytoplasma der Eph4-Zellen, jedoch ist dies auf den Vor-
gang der transienten Transfektion zuriickzufiihren und stellt nicht die erwarteten, granula-
ren Dsg2-eGFP-Aggregate im ER oder dem Golgi-Apparat dar. Da die transfizierten Zel-
len noch endogenes Dsg2 besallen und die Desmosomen-Verteilung der von wildtypi-
schen Zellen entsprach, kann des Weiteren ein dominant-negativer Effekt des mt-Dsg2-
Proteins ausgeschlossen werden.

Nachfolgende Versuche mit Doppelfarbungen des endogenen Dsg2 und der beiden eGFP-
Dsg2-Varianten mit dem Dsg2-Antiserum und Antikorpern gegen weitere desmosomale
Proteine werden zusétzliche Erkenntnisse iiber die genaue Verteilung und eventuelle Un-
terschiede der beiden Proteine zu Tage bringen.

Da in den Méusen keine Verdnderung der desmosomalen Adhédsion festzustellen war,
wurden die Untersuchungen an einem Zellkultursystem fortgesetzt. Hierbei konnen die
feinen Unterschiede der Dsg2-Funktionen zwischen dem wildtypischen und dem mutier-
ten Protein mit biochemischen, molekularbiologischen und mikroskopischen Verfahren

wesentlich einfacher und umfassender untersucht werden, als am Tiersystem.

Ein weiterer Ansatz zur Uberpriifung der desmosomalen Adhision in einem Zellkultur-
system ist die schrittweise Transfektion von HT-1080 Fibroblasten mit den desmosoma-
len Proteinen Dsg2-eGFP, Plakoglobin, Plakophilin 2 und Desmoplakin. Diese Fibrosar-
kom-(Bindegewebs-)zellen bilden keine endogenen Desmosomen und wurden in der Ver-
gangenheit erfolgreich verwendet, um desmosomale Interaktionen zu testen (Koeser et al.,
2003). Uber Immunfluoreszenz-Analysen kdénnten Interaktionsstudien der beiden fluores-
zierenden Dsg2-Varianten erstellt werden, um Aussagen iiber das Bindungsverhalten des

mutierten Dsg2-Proteins zu treffen.
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4.2.8 Auswirkungen der Dsg2-Mutation auf die desmosomale Adhdsion

Der in dieser Arbeit generierten Dsg2-Mutante fehlt einerseits eine von vier Kalzium-
Bindestellen, andererseits fehlt den beiden ersten extrazelluliren Doménen durch die Mu-
tation ein grofler Proteinbereich. Samtliche carboxyterminalen Bindungsepitope fiir die
desmosomalen Adapterproteine wie z.B. Plakoglobin und Plakophilin sind dagegen nicht
verandert worden. Aus diesem Grund wird fiir das mutierte Protein ein Phénotyp erwartet,
der unabhingig von intrazelluldren desmosomalen Proteininteraktionen ist.
Rontgenstrukturanalysen des klassischen C-Cadherins (Boggon et al., 2002), sowie elekt-
ronentomografische Untersuchungen von Desmosomen (He et al., 2003) haben zu neuen
Erkenntnissen der molekularen Interaktionen von Cadherinen gefiihrt. Man geht davon
aus, dass sich die extrazelluldren Doménen der Cadherine im Extrazellularspalt in einer
gebogenen Konformation sowohl in cis, als auch in frans in drei unterschiedlichen
Anordnungen aneinander anlagern. Es wurde postuliert, dass die trans-Interaktion iiber
die Spitze der EC1 erfolgt, wobei die Aminosiure Trp2 und eine hydrophobe Tasche des
Partnermolekiils eine wichtige Rolle spielten (Reillverschluss (Shapiro et al., 1995; Bog-
gon et al., 2002)). Andere Studien, die allerdings auf in vitro-Untersuchungen basieren,
beschreiben eine iiberlappende Interaktion der Cadherindominen (Gitterstruktur (Chap-
puis-Flament et al., 2001)).

Man muss daher davon ausgehen, dass die Deletion von Bereichen der EC1 und der EC2
den extrazelluldren Proteinteil so verkiirzt, dass die Konformation des Dsg2-Proteins ver-
andert wird. Die Spitze der EC1 inklusive der konservierten Aminosdure Trp2 wurde
zwar nicht entfernt, jedoch ist der komplette Proteinbereich, der die hydrophobe Tasche
formt, deletiert worden. Somit ist eine Auswirkung der Mutation auf die trans-Interaktion
wahrscheinlich.

Auch die an der cis-Interaktion beteiligten Aminosduren wurden im mutierten Dsg2-
Protein entfernt, sodass keine potente ,,strand dimer interface*-Interaktion (Boggon et al.,
2002) zustande kommen sollte. Des Weiteren konnte auch die teilweise Verkiirzung des
Molekiils insgesamt die Konformation der extrazelluldren Doménen verdndern und so die
cis-Interaktion kompromittieren. Es erscheint wahrscheinlich, dass die Flexibilitdt der
Desmosomen bzw. Adhirenz-Verbindungen auf der Blattfeder-dhnlichen gebogenen
Struktur der extrazelluldren Cadherindoménen basiert. Durch die teilweise Verkiirzung
dieses Proteinteils konnte demnach die Konformation auf Grund sterischer Erfordernisse
und der Abmessungen des Interzellularspalts in eine gerade Form iibergehen, um den

Zellzwischenraum zu iiberspannen. Somit wére die transversale Flexibilitit der Desmo-
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somen eingeschriankt und die Adhésion in einen starren Zustand {ibergegangen. Alternativ
konnte die beschriebene Verkiirzung der extrazelluliren Dsg2-Doménen die verbleiben-
den EC-Doménen in eine anders geartete Interaktion zwéngen und so den Interzellular-
spalt verkleinern. Dazu miissen jedoch noch elektronenmikroskopische Untersuchungen

an Geweben und Zellkultursystemen durchgefiihrt werden.

Um die Defekte der desmosomalen Adhésion auf molekularem Niveau zu identifizieren,
sind weitere Experimenten notwendig.

Beispielsweise konnen Analysen zum Verhalten primérer Kulturzellen bei Scherstress
Aussagen liber die Flexibilitdt der kompromittierten Desmosomen treffen. Hierzu eignen
sich in erster Linie Organe, die das entsprechende DSG2 exklusiv exprimieren. Héufig
werden diese Untersuchungen an primédren Keratinozyten vorgenommen. Allerdings
konnten hierbei die koexprimierten desmosomalen Cadherine Dsgl und Dsg3 die Aus-
wirkungen eines Dsg2-Funtionsverlusts vermutlich ausgleichen (vergleiche Kompensati-
onshypothese bei Pemphigus-Erkrankungen).

Als in vitro-Tests der mutierten Dsg2-Proteine eignen sich Interaktionsstudien an isolier-
ten extrazelluliren Dominen am Kraftmikroskop. Dabei werden die zu testenden Proteine
mit einem Fc-Adapterprotein fusioniert, das seinerseits iiber einen PEG-Anker an den
Untergrund gekoppelt wird. Der identische Interaktionspartner wird an die Spitze eines
Kraftmikroskops adhériert und nun die Spitze an den Untergrund herangefiihrt. Bei der
Anndherung der beiden Interaktionspartner adhérieren diese aneinander und die Bin-
dungseigenschaften, wie z.B. Bindekraft und durchschnittliche Verweildauer der Bindung
kann bestimmt werden. Diese Analysen wurden unter anderem bereits fiir das desmoso-
male Cadherin Dsgl durchgefiihrt und zeigten die Moglichkeiten dieses Verfahrens zur

Untersuchung auch von desmosomalen Cadherinen auf (Waschke et al., 2005).

4.2.9 Auswirkungen der Dsg2-Mutation auf das ,,desmosomale signalling*

Das mutierte Dsg2-Protein unterscheidet sich vom wildtypischen Dsg2 ausschlie8lich
durch Verdnderungen der ersten beiden extrazelluliren Cadherindoménen, die carboxy-
terminalen Bindungsepitope fiir Plakoglobin und Plakophilin sind nicht verandert worden.
Es wurde eine Translokation des Armadillo-Proteins Plakoglobin in den Kern beschrie-

ben, wo es iiber den c-Myc-Signaltransduktionsweg die Zellproliferation beeinflusst (Wil-

171



Diskussion

liamson et al., 2006). Diese Dysbalance fiihrte sowohl beim Plakoglobin-Knockout
(Charpentier et al., 2000), als auch bei einer DSG2-Uberexpression in der Haut (Brennan
et al., 2007) zu massiven Proliferationsverdnderungen im betroffenen Gewebe.

Die vorliegenden Daten zeigen die unverdnderte Synthese des mutierten Proteins, sodass
die Gesamtmenge an Dsg2 nicht signifikant verdndert ist. Aus diesem Grund wird weder
eine atypische Translokation von Plakoglobin in den Kern, noch eine proliferative Veran-

derung der Gewebe erwartet.

Bei Pemphigus-Erkrankungen wurde durch die Kopplung von Autoantikdrpern gegen
extrazellulire Doménen von Dsg3 eine Signaltransduktion ins Zellinnere beschrieben
(Osada et al., 1997; Aoyama et al., 1999). Dies ldsst auf eine Sensor- bzw. Rezeptorfunk-
tion dieses desmosomalen Cadherins schliefen, wobei die Proteinkinase C alpha (PKCa)
einen direkter Einfluss auf proliferative Vorginge in der Zelle ausgelibt.

In diesem Falle konnte die verdnderte desmosomale Interaktion der mutierten Dsg2-
Proteine dhnliche ,,outside-in‘ Signale induzieren und die Zellproliferation iiber die PKCa

verandern.
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5. Zusammenfassung

Desmosomen sind hoch organisierte interzellulire Verbindungen, die Zellverbianden eine
mechanische Stabilitdt verleihen. Die Intermedidrfilamentnetzwerke benachbarter Zellen
werden mit Hilfe der desmosomalen Cadherine vom Desmoglein- und Desmocollin-Typ
miteinander verkniipft. Diese Glykoproteine interagieren miteinander im Interzellularspalt
zwischen benachbarten Zellen und stellen mit ihren zytoplasmatischen Doménen einen
Ankerpunkt fiir desmosomale Briickenproteine dar, an welche wiederum die Proteine des
Intermedidrfilament-Zytoskeletts binden. Bei der Maus spielt das desmosomale Cadherin
Desmoglein 2 (DSG2) bereits in friihen Stadien der Embryogenese eine entscheidende
Rolle. Homozygote DSG2-Knockout-Méuse sterben bereits vor der Implantation des
Embryos ab. Im adulten Tier ist Dsg2 die am weitesten verbreitete Isoform, in Darm, Le-
ber und Herzmuskel wird es zudem exklusiv exprimiert.

Ziel dieser Arbeit war es, die Bedeutung von Dsg2 in differenzierten Gewebeverbianden
adulter Tiere zu untersuchen. Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurden mehrere transgene
Mauslinien hergestellt, in denen mit Hilfe des Cre/loxP-Systems eine Deletion im DSG2-
Gen konditional und gewebsspezifisch induziert werden konnte. Dazu wurden zuerst zwei
loxP-Sequenzen und eine mit zwei FRT-Stellen flankierte Neomyzinresistenzgen-
Kassette in das DSG2-Gen von embryonalen Stammzellen durch homologe Rekombinati-
on eines Targeting-Konstrukts inseriert. Diese Zellen wurden in Blastozysten injiziert und
Mauslinien hergestellt. Mit Hilfe der Flpe-Rekombinase wurde anschlieend die Resis-
tenzenzgen-Kassette entfernt. Diese Stimme wurden mit Méusen verpaart, die eine indu-
zierbare und gewebsspezifische Synthese der Cre-Rekombinase ermdglichen.

Im Darmepithel und der Leber konnte eine gewebsspezifische Rekombination des DSG2-
Gens induziert werden. Untersuchungen der DSG2-mRNA zeigten, dass die DSG2-
Rekombination in der Darmschleimhaut nahezu vollstdndig erfolgte. Immunfluoreszenz-
Analysen an Gewebsfragmenten induzierter Tiere mit Isotyp-spezifischen Antikorpern,
die im Rahmen dieser Arbeit hergestellt worden waren, zeigten jedoch keine signifikanten
Unterschiede der Desmosomenzahl und -verteilung.

Daher wurden eGFP-Hybride des zu erwartenden mutierten Dsg2-Proteins in Zellen ex-
primiert und mit wildtypischem Dsg2 verglichen. Es konnte hinsichtlich der Verteilung
und Morphologie der Desmosomen keine Unterschiede zwischen beiden Dsg2-Proteinen

festgestellt werden.
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Der Dsg2-Mutante fehlen wichtige Proteinbereiche, die fiir die trans-Interaktion der ex-
trazelluldren Doméne verantwortlich sind, die Haupt-N-Glykosylierungsstelle, sowie eine
der insgesamt vier Kalzium-Bindestellen. Dies sind Eigenschaften, von denen man bisher
annahm, dass sie eine zentrale Bedeutung fiir die desmosomale Adhédsion besitzen.

Weitere Experimente werden zeigen, inwieweit die hergestellte Dsg2-Mutante in ,,Stress-
situationen®, wie sie z.B. bei Regenerationsvorgingen oder der Tumorgenese auftreten,

zu veranderten adhdsiven Eigenschaften fiihrt.
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7. Anhang

7.1 Abkiirzungsverzeichnis

Tabelle 52: Abkiirzungsverzeichnis

Abkiirzung Bedeutung

APS Ammonium-Persulfat

bp Basenpaare

BSA Rinderserum-Albumin

cDNA komplementire DNA

cds kodierende Sequenz (coding sequence)

cpm Zerfallsereignisse pro Minute (counts per minute)
DAPI 4, 6-Diamidino-2-Phenylindol

dpe Tage nach der Befruchtung (dies post coitumr)
DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxy-Ribonukleinsdure

dNTP Desoxy-Nukleosidtriphosphat

dsDNA doppelstringige DNA

DTT Dithiothreit

E12 Embryonaltag 12 (Embryogenese)

ECL “enhanced chemi-luminescence”

EDTA Ethylendiamin-Tetraessigsiure

ES-Zellen embryonale Stammzellen

FCS tetales Rinderserum (fezal calf serum)

G418 Antibiotikum, Neomyzin-Analogon
GAPDH Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase
eGFP verstarkt griin fluoreszierendes Protein

g Erdbeschleunigung

h Stunde(n)

HRP Meerrettich-Peroxidase (Horseradish-Peroxidase)
H,O,; Wasser zur Injektion

=G Wasser bidestilliert

ip. intraperitoneal (in die Bauchhohle)

IPTG Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid

kb Kilobasen

kDa Kilo Dalton

LB-Medium Luria-Berthani-Medium

LIF Leukemia Inbibitory Factor

LSM Laser-Scanning Mikroskop

loxP “locus of crossover x in P1¢

mRNA Messenger Ribonukleinsiure

MKS Multiple Klonierungsstelle (multiple cloning site)
MW Molekulargewicht (mzolcular weight)
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MWCO
OD

p-A.

PBS
PCR

PF

PFA
PGK
PLP

PV
RNA
PNK T4
RT

RT
RT-PCR
SDS
SDS-PAGE
TBE
TBS

TE
TEMED
Tris

U
U/Min
UFA
FV
VFA
VT

v/v

w/v

wt

Ausschlussgewicht (molecular weight cut off)
Optische Dichte
zur Analyse(pro analysii)

Phosphat gepufferte Kochsalzlosung (phosphate buffered saline)

Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction)
Pemphigus foliaceus

Paraformaldehyd

Phosphoglyzeratkinase

Poly-L-Lysin Perjodat

Pemphigus vulgaris

Ribonukleinsdure

Polynukleotidkinase des Bakteriophagen T4
Raumtemperatur

Reverse Transkriptase

reverse Transkriptase Polymerase-Kettenreaktion
Natriumdodecylsulfat (sodium dodecy! sulfate)
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Tris-Borsdure-EDTA-Puffer

Tris gepufferte Salzlésung
Tris-EDTA-Puffer
Tetramethylethylendiamin
Tris-hydroxymethyl-aminomethan

Einheiten (units)

Umdrehungen pro Minute

unvollstindiges Freund’sches Adjuvanz
Verdunnungsfaktor

vollstindiges Freund’sches Adjuvanz
Volumenteil

Volumen pro Volumen (,,Volumenprozent®)
Gewicht pro Volumen (,,Gewichtsprozent®)
Wildtyp
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7.3 Oligonukleotide

Tabelle 53: Liste der versendeten Oligonukleotide

Name

03-51pBS2SK-El+Sph-a
03-51pBS2SK-El+Sph-b
loxP-F

loxP-R
Seq-F-V4-5’ins-loxP
Seq-1491-F
Seq-1491-R

01-01
03-54-3ext-for
03-55-3ext-rev
03-72-3ext-rev2
05-251-Eco-PGK-Neo-f
05-252-Eco-PGK-Neo-r
03-56-3'forWT
03-57-3'forNEO
03-57b-3’forNEO
03-58-3'rev
Eco_PGK-Neo_GM_f
Eco_PGK-Neo_GM_r
03-58-ds3
03-59-d13

03-60-h1
Not-Xho-Not-f
Not-Xho-Not-r
Eco-Xho-Bst-f
Eco-Xho-Bst-r
03-61-Seq-5-loxP
03-61b-Seq-5-loxP
03-62-Seq-E4-E5
03-63-Seq-_E6
03-64-Seq-E7-E8
03-65-Neo-for
03-66-5ext-for
3-67-5ext-rev
03-68-int-for
03-69-int-rev
03-70-NeoProbe-for
03-71-NeoProbe-rev
03-72-3ext-rev2
03-73

03-74

03-75

03-76
03-86-TC5loxP-f
03-87-TC5loxP-r
03-91-TC5loxP-f
03-92-TC5loxP-r
03-74
03-90-TC3loxP-r
04-07-dsgla-f
04-08-dsgla-r
04-09-dsglb-f
04-10-dsglb-r
04-11-dsglc-f
04-12-dsglc-r

Sequenz

5’ ~AGCTTGATATCGCATGCCTGCA-3'
5’ -GGCATGCGATATCA-3’

5’ -CTAGAAGCTTataacttcgtataatgtatgctatacgaagttatGATATE-3"
5’ -CTAGEATATCataacttcgtatagcatacattatacgaagttatAAGCTE-3"
5’ -TGGACTCATGCGTGCTAGTG-3"

5’ -GGAAACAGCTATGACCATGATTAC-3’
5’ -TCCCCGCGGGGATAATACGACTCA-3'
5’ ~CGAGATCATCGCCGTCGGGCATGCGCG-3"
5’ -AGCATGCATAGAGGCAAATTC-3'

5’ -CAAGCTTAATTCCCCTGGAC-3"

5’ -CTGCCATTCCAGGAAATGC-3"

5’ -GCCGGAATTCGCTGCGATTATAGGCCTGAG-3"
5’ ~GATCGAATTCGCGGGGATAATACGACTC-3"
5’ -CGAGTATCCAGCCAAGAG-3'

5’ -CTAGTCGTCGGAGACAAGG-3"

5’ -gatcagcagcctctgttcce-3’

5’ -GTGTCACCAGGGATAGTC-3"

5’ -TCCGAATTCTATGACCATGATTAC-3’
5’ -TCCGAATTCGGATAATACGACTCA-3’
5’ —aggaaatgaagggggctatt-3’

5’ -ctctgaaaggcaagtaactg-3’

5’ —attggagatcgccgcccg-3’

5’ ~-GGCCGETACCTCGAGCGCTC-3"

5’ -GGCCGAGCGCTCGAGGTAEC-3’

5’ -AATTCCGGCTCGAGATACCGCG-3"
5’ -GTATCTCGAGCCGG-3’

5’ ~-GGTAAATGCAGACGGATCAG-3"

5’ -GTCATCCACAGCCTCATAAC-3’

5’ -ACCTGCCTCCTGTCCATAC-3"

5’ -TCAGCAGACTCGGCAACAAG-3'

5’ -GCATCTCCACACCAGTATTC-3’

5’ -CTTTGCTCCTTCGCTTTCTG-3"

5’ -GATGTGGGAGGCTTAAGAG-3"

5’ -GTGCTGCGACCCTTTAATC-3"

5’ -GAGTGCAGCACGTAAGAATG-3’

5’ -AATCGAGGGAGTGGAGAAAC-3"

5’ -AGGCTATTCGGCTATGAC-3"

5’ -GAGCTGGCCCTTAATTTG-3"

5’ -CTGCCATTCCAGGAAATGC-3"

5’ -CCCAGCCAAGTATTCTTACC-3’

5’ -GGATCCGCTGTAAGTCTG-3"

5’ -AAAGGCCCGGAGATGAG-3"’

5’ -CTGGGAAGAGTGCATATC-3"

5’ -ACTGCACTTGCAGAGG-3’

5’ -GCTATACGAAGTTATGATATCC-3"
5’ -CGAAGTTATAAGCTTCTAGCC-3'

5’ -AAGGCGGTTCTGTAATTCCC-3"

5’ -GGATCCGCTGTAAGTCTG-3"

5’ -AAGTTATTCGAGGTCGACG-3’

5’ -CACTGGCTGGGTAACTGG-3"

5’ -CGAGTGCCATCGATGCCG-3"

5’ -GGTGGTAATCGTGACCCAG-3’

5’ -TTGCCTACCGGGAGTGTTG-3"

5’ -TTGTTGACTCAGGCATAATAAC-3"
5’ -TACGTTTGGAGTGATGGATAG-3’
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04-13-dsg2-f
04-14-dsg2-r
04-15-dsg3-f
04-16-dsg3-r
04-17-dsg4-f
04-18-dsg4-r
04-19-gapdh-f
04-20-gapdh-r
dsg2-AKS5-f
dsg2-AK5-r
dsg2-AK3-f
dsg2-AK3-r
04-21-dsg2-ko-f
04-22-dsg2-wt-f
04-23-dsg2-r
04-24-SP6
04-25-T3
04-26-T7
04-27-T7term
04-37-dsg2AK3-r
04-38-Cre-f
04-39-Cre-r
04-40-FABP-f
04-41-FABP-r
04-42-dsg218-r
04-43-dsg2Qi-f
04-59-FLP-f
04-60-FLP-r
04-61-aMHC-f
04-62-aMHC-r
04-75-f

04-76-r
04-77-CreERT2-f
04-78-CreERT2-r
04-79-Cre-f (R26)
04-80-Cre-r (R26)
05-31-GAPDH-f
05-32-GAPDH-r
05-186-CreErT-f
05-187-CreErT-r
06-10-Sall
06-11-blunt
06-12-blunt
06-13-Sacll
06-14-f

06-15-r

06-16-r

06-17-f

06-18-f
06-45-Pvul
06-46-Pvul
06-48-Pvul-2
06-73-Bcll

06-74

06-75

06-76
06-77-Sacll
06-83-FLPe-f
06-84-FLPe-r
07-01-Sry-f
07-02-Sry-r

5’ -GAGCTGTCTGAGGTTGACG-3"

5’ ~-GCGAGCCAGAAGCTGCAC-3"

5’ -ATGTGGACCATCACGACGC-3"

5’ ~ATCACATTGACACACTGTCAG-3’

5’ -GATTCCTGATGCCAACGATTA-3’

5’ -GACTGCCTAACTCCATCATC-3"

5’ -CAACGACCCCTTCATTGACC-3"

5’ ~-CAGTAGACTCCACGACATAC-3'

5’ ~-GGCAGCCTCGAGGAAGACGTCAATGACAATTG-3"
5’ -GGCAGCCTCGAGCAACCCGACGTAGTTGTC-3"
5’ ~-GGCAGCCTCGAGCGAAAGATCGATCTGGATG-3"
5’ -GGCAGCCCTCGAGGGAGTAAGAATGTTGCAT-3"
5’ -CGCATTGTCTGAGTAGGTGTC-3"

5’ -ATGTAGAAGTCATGCGGATCA-3’

5’ ~CTAGGCAAGCCATCTACCACT-3"

5’ -CATTTAGGTGACACTATAG-3"

5’ -AATTAACCCTCACTAAAGGG-3'

5’ -TAATACGACTCACTATAGGG-3’

5’ -CTAGTTATTGCTCAGCGGT-3"

5’ -GAGGTCACCCAGCATCTGAAAG-3'

5" -CCGGTTATTCAACTTGCACC-3’

5’ -CTGCATTACCGGTCGATGCAA-3’

5’ -CGCCCAGAAGCTAGGTGTAG-3’

5’ -GCTCCATCGCGATGACTTAG-3"

5’ -ATATGACTTGTGCTATGAAGG-3"

5’ -CCCCGGATCTAAGCTCTAGATA-3'

5’ -TGGGAAATTGGAGCGATAAG-3’

5’ -CTGCCACTCCTCAATTGGAT-3"

5’ -GTGGGAGATCGAGCAGGCCCTCG-3’

5’ -CTGGGTTGCGTGTTGGAAGATC-3"

5’ -TGCTGTGCTGTGGTTATG-3"

5’ -CTAGTGAGACGTGCTACTTC-3’

5’ -CAAGCCTGGCTCGACGGCC-3"

5" -CGCGAACATCTTCAGGTTCT-3’

5’ ~ACCAGCCAGCTATCAACTC-3’

5’ -TATACGCGTGCTAGCGAAGATCTCCATCTTCCAGCAG-3"
5’ ~ATGAGCCCTTCCACAATG-3"

5’ -TCCACTCACGGCAAATTC-3"
5'-GCACGTTCACCGGCATCAAC-3'
5'-CGATGCAACGAGTGATGAGGTTC-3'

5’ ~ATCGTCGACATGGCGCGGAGCCCGGGTG-3"
5’ -CTTGGCAATCGGGTTCTTTC-3"

5’ -GAACACAGCAGCTATTCCTTG-3"

5’ -ATCCCGCGGGGAGTAAGAATGTTGCATGG-3"
5" -GGTGGTCTGCTTGGACTTTG-3"

5’ -GGCAATCGGGTTCTTTCTGG-3"

5’ -GCCACAACCTTTGCAGTGTAG-3’

5’ -GGTTGTGGCCATATCCAAAG-3"

5" -TGACGGAAGATGGGAAGAAC-3’

5’ -CTTGGCgATCGGGTTCTTTC-3"

5’ -ACCCGATCGccaagGAACACAGCAGCTATTCCTTG-3"
5’ ~ACCCGATCGccaAGGAACACAGCAGCTATT-3"
5’ ~ATCTGATCAATGGCGCGGAGCCCGGGTG-3"
5’ -TCGAGTGATCATCCTCGATCGCTGCA-3"

5’ ~GCGATCGAGGATGATCAC-3’

5’ -GTTCCTTATCGACGACACAAGcttggcgatcgggttectttctgg-3”

5’ ~ATCCCGCGGccgcggaGGAGTAAGAATGTTGCATGG-3"
5’ -ACTTCTTTAGCGCAAGGG-3'

5’ -TCTATATGCTGCCACTCCTC-3"

5’ ~-GAGAGCATGGAGGGCCAT-3"

5’ -CCACTCCTCTGTGACACT-3"
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07-03-Mer-f
07-04-Mer-r
07-11-r
07-12-f
07-13-r
M13
M13-rev

fett:
kursiv:

durchgestrichen:

Kleinbuchstaben:

5’ -ATACCGGAGATCATGCAAGC-3’ PCR/Sequenzierung
5’ ~AGGTGGACCTGATCATGGAG-3" PCR/Sequenzierung
5’ ~-GAGGAGGCTTCTGTGTTCTTC-3" PCR/Sequenzierung
5’ ~CCAGAAAGAACCCGATTG-3’ PCR/Sequenzierung
5’ -GATCCGCATGACTTCTAC-3" PCR/Sequenzierung
5’ -TGAGTTTCGTCACCAGTA-3’ Sequenzierung

5’ -CAGGAAACAGCTATGACC-3" Sequenzierung

Erkennungsstellen fiir Restriktionsendonukleasen

,klebrige Uberhinge*, die nach erfolgter gegenseitiger Primeranlage-
rung an einen passend restringierten DNA-Strang komplementér bin-
den konnen

Basen, welche nach erfolgter Linker-Klonierung die Erkennungsstel-
le der jeweils zuvor verwendeten Restriktionsendonuklease maskie-
ren, sodass diese Restriktionsendonuklease das Ligationsprodukt
nicht mehr schneiden kann.

Basen, die mit der Matrize nicht paaren (Fehlpaarungen, Mutationen)
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7.4 PCR-Programme

BAS-DSGX
Schritt Temperatur Dauer Wiederholung
initiale Denaturierung ~ 94°C 4 Minuten 1
Denaturierung 94°C 30 Sekunden
Anlagerung 54°C 15 Sekunden 35
Polymerisation 74°C 30 Sekunden
finale Polymerisation 74°C 5 Minuten 1

BAS-TET6
Schritt Temperatur Dauer Wiederholung
initiale Denaturierung ~ 94°C 4 Minuten 1
Denaturierung 94°C 60 Sekunden
Anlagerung 58°C 60 Sekunden 30
Polymerisation 72°C 60 Sekunden
finale Polymerisation 72°C 5 Minuten 1

BAS-VIL
Schritt Temperatur Dauer Wiederholung
initiale Denatutierung ~ 94°C 4 Minuten 1
Denaturierung 94°C 45 Sekunden
Anlagerung 55°C 45 Sekunden 30
Polymerisation 72°C 45 Sekunden
finale Polymerisation 72°C 5 Minuten 1
BAS-R26

Schritt Temperatur Dauer Wiederholung
initiale Denaturierung ~ 94°C 4 Minuten 1
Denaturierung 94°C 30 Sekunden
Anlagerung 56°C 30 Sekunden 30
Polymetrisation 72°C 50 Sekunden
finale Polymerisation 72°C 5 Minuten 1
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Schritt

initiale Denaturierung

Denaturierung

Anlagerung

Polymerisation

finale Polymerisation

BAS-2ND1
Temperatur Dauer
94°C 4 Minuten
94°C 15 Sekunden
57°C 15 Sekunden
72°C 30 Sekunden
72°C 5 Minuten

7.5 Eigenschaften der PCR-Reaktionsansatze

Allel(e)

Programm
Fragmente [bp]
Primer

Zusitze

Allel(e)

Programm
Fragment [bp]
Primer

Zusatze

Allel(e)

Programm
Fragment [bp]
Primer

Zusitze

Allel(e)

Programm
Fragment [bp]
Primer

Zusitze

DSG2deltaE7-E8/wt

BAS-DSGX
361/~500

03-58_ds3/03-59/04-43

DSGZ]OXP

BAS-TET6
860
03-91/03-92

Vil-CreERT2

BAS-VIL
~300
04-77/04-78

o-MHC-opt-rtTA

BAS-MHC2
472

06-302/06-303
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Allel(e)

Programm
Fragment [bp]
Primer

Zusitze

Allel(e)

Programm
Fragmente [bp]
Primer

Zusatze

Allel(e)

Programm
Fragment [bp]
Primer

Zusatze

Allel(e)

Programm
Fragment [bp]
Primer

Z.usatze

Wiederholung
1

35

DSG2wt

BAS-DSGX
361
03-58_ds3/03-59

(tet-0-)Cre/rtTA

BAS-TETG6

180/220
04-38/04-39/04-40/04-41
c [Mg*] = 3,3 mM

ROSA26-CreERT2

BAS-R26
~300
04-79/04-80

FLPe

BAS-TET6
464
06-83/04-60
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Allel(e)

Programm
Fragmente [bp]
Primer

Zusitze

Allel(e)

Programm
Fragment [bp]
Primer

Zusitze

Allel(e)

Programm
Fragment [bp]
Primer

Zusatze

DSG2!oxP /DSG2X

BAS-TET6
876/925
03-61_b/03-92

Rekombina-
tionstest (DNA)
BAS-TET6

860
03-86/03-58_3‘rev

GAPDH (cDNA)

BAS-2ND1
374
05-32/05-32
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Allel(e)

Programm
Fragment [bp]
Primer

Zusatze

Allel(e)

Programm
Fragmente [bp]
Primer

Zusatze

MerCreMer

BAS-VIL
440
07-03/07-04

Rekombina-

tionstest (cDNA)

BAS-2ND1
210/686
07-12/07-13
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Abbildung 44: Aminosiuresequenzvergleich der murinen Desmogleine

Die Aminosduresequenzen wurden mit Hilfe des Programms ,,GeneDoc* eingelesen und das Alignement manuell optimiert. Die Farbcodierung verdeutlicht physiochemisch
konservierte Aminosduren, die Lage der Proteindoménen ist angegeben. Graue Rechtecke: Bereich der Deletion (nur Dsg2), *: Lage der Aminosdure Tryptophan 2, senk-
rechte Pfeile: N-Glykosylierung (dicker Pfeil: konserviertes Asparagin), EC1 - EC4: extrazelluldre Cadherindoménen; EA: extrazelluldre Ankerdoméne; TM: Transmemb-
randoméne; IA: intrazellulire Ankerdoméne; ICS: intrazelluldres Cadherin-artiges Segment; LD: Linkerdoméne; RUD: ,repeated unit domain®; TD: terminale Doméne.
Accession Numbers: Dsgl: XM_484705; Dsglb: NM_181682; Dsglc: AY314983; Dsg2: NM_007883; Dsg3: NM_030596; Dsg4: NM_ 181564
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7.7 Phylogenie der desmosomalen Cadherine
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Abbildung 45: Phylogenetischer
Baum desmosomaler Cadherine
Die Berechnung erfolgte nach dem
Modell der  Neighbour-Joining-
Metho-de (PAM-Matrix, Dayhoff-
Modell mit paarweiser Deletion und
1000 Replikationen).  Verglichen
wurden die konser-vierten Bereiche
der extra-zelluliren Doménen von
desmosomalen Cadherinen der Spe-
zies Homo sapiens (Hsa), Pan troglo-
tydes (Ptr), Mus musculus (Mmu),
Rattus norvegicus (Rno), Bos taurus
(Bta), and Canis familiaris (Cfa).
Zwei Vertreter der klassischen Cad-
herine des Menschen E-Cadherin (E-
Cad) und N-Cadherin (N-Cad) wur-
den in den Vergleich mit einbezogen,
als Auflengruppe wurde ein wenig
konserviertes Protein (menschliches
Proto-Cadherin  (Proto-Cad)) ver-
wendet. Der Mafstab entspricht 0,5
Amino-sdureaustauschen pro Positi-
on, die Zahlen an den Verzweigun-
gen verdeutlichen die “bootstrap”-
Unterstiitzungs-werte.

Accession Numbers:
Dsgl-Hsa: NM_001942.1;
Dsgl-Ptr: XM _523899.2;
Dsgla-Mmu: XM_484705.3;
Dsglb-Mmu: NM_181682.1;
Dsglc-Mmu: NM_181680.1;
Dsgla-Rno: XM _001054208.1;
Dsglc-Rno: XM _214616.4;
Dsgl-Bta: NM_174045.1;
Dsgl-Cfa: NM_001002939.1;
Dsg2-Hsa: NM_001943.1;
Dsg2-Ptr: XM _512079.2;
Dsg2-Mmu: NM_007883.1;
Dsg2-Rno: XM_001054396.1;
Dsg3-Hsa: NM_001944.1;
Dsg3-Ptr: XM 523900.2;
Dsg3-Mmu: NM_030596.2;
Dsg3-Rno: XM_001054333.1;
Dsg3-cfa: NM_001002983.1;

Dsg4-Hsa: NM_177986.2; Dsg4-Ptr: XR 021674.1;Dsg4-Mmu: NM_181564.2; Dsg4-Rno: NM_199490.1;
Dsg4-Cfa: XM_850325.1; Dsc1-Hsa: NM_024421.1; Dsc1-Ptr: XM_512078.2; Dsc1-Mmu: X97986.1;
Dscl-Bta: NM _174044.1; Dsc1-Cfa: XM_547623.2; Dsc2-Hsa: NM_024422.2; Dsc2-Ptr: XM_512077.2;
Dsc2-Mmu: L33779.1; Dsc2-Rno: BC101864.1; Dsc2-Bta: XM 615164.2; Dsc2-Cfa: XM_861837.1;
Dsc3-Hsa: NM_001941.2; Dsc3-Ptr: XM_512076.2; Dsc3-Mmu: NM_007882.2;

Dsc3-Rno: XM 001053804.1; Dsc3-Bta: L33774.1; E-Cad-Hsa: NM_004360.2; N-Cad-Hsa: NM_001792.2;

Proto-Cad-Hsa: NM_019120.2.
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7.8 Identitaten/Similaritaten diverser Desmogleine
Desmoglein 2
Mmu Rno Hsa Ptr
Mmu - 92,7 83,8 83,8
Rno 89,3 - 81,7 81,8
Hsa 76,5 74,6 = 99,1
Ptr 76,5 74,6 98,9 -
Desmoglein 2 - EC1 bis EC4
Mmu Rno Hsa Ptr
Mmu - 96,4 90,1 89,6
Rno 92,8 - 89,6 89,2
Hsa 83,1 82,7 - 99,5
Ptr 82,9 82,4 99,5 -
Desmogleine der Maus
Dsgla Dsglb Dsglc Dsg2 Dsg3 Dsg4
Dsgla = 95,5 80,5 43,6 48,1 51,9
Dsglb 94,4 - 80,4 42,7 48,4 51,9
Dsglc 78,9 78,3 § 41,6 50,0 52,2
Dsg?2 30,6 30,0 29,8 - 44,8 45,8
Dsg3 37,0 37,5 39,8 32,8 - 57,3
Dsg4 40,3 40,3 40,5 32,2 435 -
Desmogleine der Maus - EC1 bis EC4
Dsgla Dsglb Dsgilc Dsg2 Dsg3 Dsg4
Dsgla = 99,8 93,0 57,7 69,7 71,5
Dsglb 99,8 - 93,0 57,3 69,7 71,1
Dsglc 90,5 90,5 - 57,5 62,1 67,8
Dsg?2 43,7 43,4 43,6 - 62,1 61,7
Dsg3 57,0 57,0 46,4 46,4 - 74,0
Dsg4 59,0 58,9 56,0 46,0 59,3 -

Tabelle 54: Identitéiten/Similarititen unterschiedlicher Desmogleine in %

Die Aminoséduresequenzen verschiedener Desmogleine wurden mit Hilfe des Programms ,,AlignX“, basie-
rend auf der Blosum62-Matrix miteinander verglichen. Analysiert wurden zum einen das Gesamtprotein,
zum anderen lediglich die extrazelluldren Cadherindominen EC1 bis EC4. Identitdt: fett, Similaritét: kursiv

Accession Numbers:
Dsgla-Mmu: XM 484705.3
Dsg2-Mmu: NM_007883.1
Dsg2-Hsa: NM_001943.1

Dsglb-Mmu: NM_ 181682.1
Dsg3-Mmu: NM_030596.2
Dsg2-Ptr: XM 512079.2

Dsglc-Mmu: NM_181680.1
Dsg4-Mmu: NM_181564.2
Dsg2-Rno: XM 001054396.1
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Zelltypspezifische Synthese der desmosomalen Cadherine in Mensch, und Maus
Dsgl-a Dsgl- Dsgl-
g gl-p &Y Dsg2 Dsg3 Dsg4 Dscl Dsc2 Dsc3
(Dsgl) (Dsg5) (Dsg6)
Blastozyste +¢ - +H +4
19;24;28 24;28 28 19;28 19;28 28
E7 - - - + 4 +
19;24;28 24;28 28 19;28 19;28 28 4
E11/E11.5 - - - + + + )
8c,d,e; 8g 8c,d,ef.g 8¢/, 8¢y 8d,g 8c,d,e,g 8c,d,efg 4;8¢c,d,e 8g
E12.5 (+)%*)- + (H¥r+%- - + + -
8e,f;9/ 3;8a,b 8a,b,e,f 8e,f; 8a,b 8¢/, 9, 8a,b,f 8a,b,e,f 4;8b,e.f, 8a
E13.5 +7557)- + +8¢d). (H3+)- n + .
E14/E14.5 (+)8c/+2:8n,d,f/_8b,g +2 +2 +Sa,b,c,d.f,g (+)8c,d/+2;8a,f,g/_8h +8f/_8-a,b,c,d,g +Sa,h,c,d,f,g +4;8q,b,c’d’f/_8g
E15/15 5 +Sa.b.c.d,e;9;19;24;28 _24;28 28 +Sa,b,c,d.e:19;28 (+)Sc/+8a.b,d:19;28/_Se +28 +89;9/_Sa,h,c,d +Sa,b,c,d,e +4:Sa,b,c,d,e
E16.5/17 +08£59:19:24;28 2428 428 +82;19;28 4 82,319;28 428 4869/ 82 486g +4:8tg
25,2 2 2 25526 25 11 22;23 22,, 17 22;23
Magen =71 - + + - _ _ FEE "
Pansen
17
Darm +17
Diinndarm -2/-% 2 42 425 25 _n 2223 +22 2223
. 25,2 2 2 25 25 22523 22 22;23
Dickdarm -7/- - + + - - + -
Leber ()58 B 2524528 +11312 228 H25:26/.419:28 25419728 Bl 3y +2/417) Rz%3y
2 2 2 11
Pankreas - - + +
Gallenblase
Uterus 211512 +2 1111512 29
Niere 25,51 1;12;24:28/(+)l9/ _2;24;28 _2:11512;28 4257419328, _25/(+)19/_28/ 411,29, 11528 2 422417, 2
Lunge +I9/(+)24/_2;28 2;24;28 2,28 11928 +19/_28 1 1;29/_11;28 +17/
Trachea 2 > +30
Urothel _25/_2/ _2 _2 +25;26/ _25/ _23/ + 1 7/ +23h/
. . 25,2 2 2 25526 25 29 22 22 22
Speicheldriise -~/ - - + - ) - + +

UageMac) uayadl|palyosiajun ul auldype Jojewosowsap uoissaidxy 62



Zelltypspezifische Synthese der desmosomalen Cadherine in Mensch, und Maus
Dsgl-a Dsgl- Dsgl-
g gl-p g-Y Dsg2 Dsg3 Dsg4 Dscl Dsc2 Dsc3
(Dsgl) (DsgS) (Dsg6)
Osophagus 5,7 ) 2 125261 15 053727, 0 2Z2TR T 1022230,
Muttermund 10,27 4103270, 410
Scheide +26i _23 +23h,j
. 26i
Zahnfleisch +
Mundschleimh. 10 +0 +0
Zunge +25/+2/ +Z +Z +25/ +25/ +17]/
Auge
Hornhaut
Limbus
Bindehaut
Epidermis +l;l3;18;25;30/+2:l1:12;28/ +2;28 +2;ll;l2;28 +1;18;25;26;30/_13/+28/ +1;18;25;30/+28/ +1;11;18;29/+]1:28 +10;22;23;Z7/ +10;22;Z7/+17/ +10;22;23/
basal +18/+2 _2 _2 +l;18;26;30 +l;l8;3() _l;ll;18 _10;23;27/ +10;27/_l7 +10;23/
suprabasal +I18530742 + +2 1526530 1530 +L1518 1023227 4102717 410223
23 23
Haar + T
irS +l;5;15;30/+2 +2 +2 _1;15;30 _1;15;3() +l;ll/+]l +15;23 15 +15;23
ors +30/+2 +2 +2 +2;30 +l;30;14/+l4 +ll/+ll _23 +23
obere: *' +! +!
be -° 415 415 15 415 415
o+ 15 415 15 415 415
cc +15 15 15 +15 -15 +15
untere:
bc _IS +I5 +I5 15 (+)15 +15
cl +I5 +I5 +I5 15 +15 +15
ce +5 15 415 15 )’ 415
. 1 1 1
Pricortex + + +
1 1 1 1;18
Cortex - - - +
MatriX/ (+)15/_1;18 (+)1;15;30 +1;15;30 +1;11/+11 _15 +15 +15
Trichozyten
Medulla +IS _15;30 +IS;30 _IS +15 +15




Zelltypspezifische Synthese der desmosomalen Cadherine in Mensch, und Maus
?S;ggll-;l ?Ssggls-;s ?Ssgglg Dsg2 Dsg3 Dsg4 Dscl Dsc2 Dsc3
Talgdriise - + +
Schweifldriise
Acinus 2 3
mittlerer - +
oberer Gang 2 3
Herz _25/_2;11:12;24:28/+19/ _2;24;28 _2;11;12;28 +7;25;26/+19;28/ _25/+1‘)/_28/ _11;29/_11;28 _22;23/(+)/ +7;22/+l7/ / _23/
Skelettmuskel _2;11:12;19:28/(+)24 _2;24;28 +11;12/_2;28 +19;28 _1‘);28 +11/_29/_11;28
Lymphknoten 20K 42 42 »
Mi]z _25/+19:24/_2:28 _2;24:28 _2;28 +25/+l‘):28/ _25/+l‘)/_28/ +1 l/_29/_ll
Tonsi]len +25 +25 +25 _22 +22 +22
Thymus _2/ _2 +2I +l l/_29/_ll +23m +23n
Schilddriise ~ -* +8 - >
Nebenniere >
Gehirn _2;11:12;24:28/(+)19 _2:24;28 +1];]2/_2;28 +19;28 +1‘)/_28 +11/_29/_]]
Cerebellum - 2 2 -
fotales >
Hoden +l‘);24:28/_2 _24;28/+2 +2;28 +l‘);28 +l‘)/_28 +29/_ll;28
Nebenhoden - + -
Samenblase - - +
Prostata - + 2 + 2 423
Ovar - 2 2
Plazenta S
Knochenmark 2

Tabelle 55: Zusammenfassung der Expressionsdaten desmosomaler Cadherine in verschiedenen Geweben von Mensch, Rind und Maus.




Anhang

*: Mundepithel, b Zunge; ©; Zahnepithel, d Lippenfurche; ¢; Nasenepithel, f; Tasthaar-
epidermis; ®; Magenepithel; h; basal; i; ausschlief3lich basal; j; suprabasal; k; dendritisches
Retikulum; '; Hassall Korperchen dendritisches Retikulum; ™; Hassall Korperchen;

". Hassall Korperchen epitheliales Retikulum

Kursive Buchstaben zeigen die frithste Expression des entsprechenden Gens im angege-
benen Gewebe an.

"Bazzi et al., 2006: Immunhistologie

?Brennan et al., 2004: Immunhistologie

3Collins et al., 1995: RT-PCR

*Den et al., 2006: Northern Blot und Immunhistologie

Donetti et al., 2004: quantitative Immun-Elektronenmikroskopie
SEshkind et al., 2002: Immunhistologie

"Franke et al., 2006: quantitative Immun-Elektronenmikroskopie
®King et al., 1997: in situ Hybridisierung

’King et al., 1996: nur die Ergebnisse der in situ Hybridisierung aufgelistet
"King et al., 1995: in situ Hybridisierung und Immunhistologie
"Kljuic et al., 2003: RT-PCR, Immunhistologie, in situ Hybridisierung
2K1juic et al., 2003: RT-PCR

BKoch et al., 1992: Northern Blot

“Koch et al., 1998: Immunhistologie

SKurzen et al., 1998: Immunhistologie

8L egan et al., 1994: RT-PCR, Northern Blot und in situ Hybridisierung
""Lorimer et al., 1994: RT-PCR und in situ Hybridisierung

"®Mahoney et al., 2006: Immunhistologie

Mahoney et al., 2002: RT-PCR

2Messent et al., 2000: Immunhistologie und Western-Blot

*'North et al., 1996: quantitative Immun-Elektronenmikroskopie
2Nuber et al., 1995: Northern Blot und RNase protection assay
BNuber et al., 1996: Immunhistologie

*Ppulkkinen et al., 2003: RT-PCR

BSchafer et al., 1994: RNase protection assay

265 chafer et al., 1996: Immunhistologie

F'Theis et al., 1993: in situ Hybridisierung

*Whittock, 2003: RT-PCR

PWhittock et al., 2003: RT-PCR

W et al., 2003: Immunhistologie
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