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1. Einleitung

1.1 Konzepte zur Untersuchung von Genfunktionen in der Maus

1.1.1 Homologe Rekombination

Die Erforschung von Genfunktionen im lebenden Organismus ist eine Voraussetzung zum

Verständnis biologischer Prozesse. In der Maus war gezielte Inaktivierung einzelner Gene ein

Durchbruch für die Analyse von Genfunktionen in Säugern. Dies wurde möglich durch die

Kombination zweier Methoden, die in den 80er Jahren entwickelt worden waren. Zuerst

gelang die Isolierung embryonaler Stammzellen (ES-Zellen) aus Mäuseembryonen (Evans

und Kaufmann, 1981; Martin, 1981). Bei diesen Zellen handelt es sich um undifferenzierte,

pluripotente Zellen, die die Kapazität besitzen, sich in einen Mäuseembryo mit all seinen

Geweben zu differenzieren. Durch die Mikroinjektion solcher ES-Zellen in die Blastozyste

eines vorhandenen Mausembryos wird nach dessen Implantation in eine Leihmutter eine

Maus geboren, welche die genetische Information der ES-Zelle und des Empfängerembryos

enthält (Bradley et al., 1984). Durch entsprechende Verpaarungen der entstandenen

„Chimären“  ist es im weiteren möglich, Tiere mit dem genetischen Hintergrund  der

injizierten ES-Zelle zu erzeugen. Desweiteren schaffte es die Arbeitsgruppe von Oliver

Smithies zum ersten Mal, artifizielle genetische Information in das Chromosom

eukaryontische Zellen durch homologe Rekombination zu integrieren (Smithies et al.,1985).

Durch die Anwendung dieser Technik gelang kurz darauf die Inaktivierung des selektierbaren

HPRT-locus in embryonalen Stammzellen der Maus (Thomas und Capecchi 1987,

Doetschmann et al., 1988), aus denen die entsprechenden Tiere, ein Tiermodell des humanen

Lesh Nyhan Syndroms, gezüchtet werden konnten (Koller et al., 1989). Bis heute konnten auf

diese Weise über 4000 der ca. 35.000 Mausgene inaktiviert werden. Mehr als 500 dieser

„Knock-out“-Mäuse dienen dabei als Tiermodelle für menschliche Krankheiten (Goldstein ,

2001).

Diese Vorgehensweise ist jedoch nicht immer erfolgreich. So kann das Ausschalten einer

Genfunktion durch andere redundante Proteine kompensiert werden, so daß es zu keiner

ersichtlichen phänotypischen Veränderung kommt (Gridley et al., 1991; Doherty et al., 1993;

Strohman et al., 1994).  In anderen Fällen kann es zu schwerwiegenden Defekten kommen,

die bis zum Tod der Tiere im Embryonalstadium oder kurz nach der Geburt führen, was eine

phänotypische Untersuchung erwachsener Tiere ebenfalls unmöglich macht (Li et al., 1994,

Forrest et al., 1994). Desweiteren betrifft eine solche genetische Veränderung jede Zelle des
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Organismus, was es schwierig macht, bei einem komplexen Phänotyp die primären von

sekundären Effekten zu unterscheiden.

1.1.2 Sequenzspezifische Rekombinationssysteme

Durch die Anwendung sequenzspezifischer Rekombinationssysteme bestand nun die

Möglichkeit, die Deletion eines gewünschten Gens auf ein bestimmtes Gewebe zu

beschränken. In transgenen Tieren werden fast ausschließlich zwei Rekombinasen, die Cre

Rekombinase aus  dem Bakteriophagen P1 (Sauer und Henderson, 1989) bzw. die Flp

Rekombinase aus der Bäckerhefe (O’Gorman et al., 1991) eingesetzt. Dabei ist die

Anwendung der Cre-Rekombinase weiter verbreitet, da erst in neuesten Arbeiten das

Temperaturoptimum der Flp-Rekombinase auf die Körpertemperatur der Maus angepasst

werden konnte (Buchholz et al., 1998).

Die Cre-Rekombinase gehört zu der Integrase-Familie der sequenzspezifischen

Rekombinasen. Sie katalysiert die Rekombination zwischen zwei spezifischen DNA-

Erkennungsstellen, die loxP Stellen genannt werden. Eine loxP Stelle hat die Größe von 34 bp

und setzt sich aus einer gerichteten Kernsequenz von 8 bp, flankiert von zwei palindromisch

angeordneten 13 bp langen Sequenzen, zusammen. Die Ausrichtung der zentralen

Kernsequenz bestimmt dabei die Orientierung der loxP-Stelle. Liegen zwei loxP Stellen

gleichgerichtet auf der DNA vor, so katalysiert die Cre-Rekombinase die Deletion des

dazwischenliegenden DNA-Abschnitts in cis. Auch die Rückreaktion ist möglich, also die

Insertion eines mit einer loxP Stelle versehenen DNA Abschnitts in eine andere loxP Stelle in

trans. Sind die zwei loxP-Stellen zueinander gerichtet, so wird die dazwischenliegende DNA-

Sequenz permanent invertiert. Durch den Einsatz entsprechender Selektionen können diese

beiden Gleichgewichtsreaktionen auch in die eine oder andere gewünschte Richtung dirigiert

werden (Nagy, 2000).

Ein großer Vorteil des Cre/loxP-Rekombinationssystems ist es, daß es für die beschriebenen

Reaktionen im zellulären Kontext keine zusätzlichen Kofaktoren benötigt, wodurch es

möglich war, dessen  Funktionalität in  eukaryontischen Zellen (Sauer und Henderson, 1990)

und in transgenen Tieren zu demonstrieren (Lasko et al., 1992; Orban et al., 1992). Durch die

Verwendung der Capecchi-Smithies Methode zur homolgen Rekombination in ES-Zellen

gelang es weiter, essentielle Exons von endogenen Genen im Genom von Mäusen durch

gleichgerichtete LoxP-Stellen in den umliegenden intronischen Sequezen zu flankieren,

wodurch in den meisten Fällen die Aktivität des endogenen Gens und damit dessen Funktion

in den biologischen Prozessen nicht beeinträchtigt wurde (Bis heute ist nur ein einziges

Beispiel in der Literatur beschrieben, bei dem es durch die Integration der loxP Stellen zu

einer Veränderung der Expression des Zielgens kommt (Lewandoski, 2001)). Kreuzt man
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solch eine „gefloxte“ Maus mit einer Transgenen, in der die Cre-Rekombinase unter der

Kontrolle eines gewebsspezifischen Promotors exprimiert wird, so erreicht man die

gewünschte Inaktivierung des Zielgens selektiv in diesem Gewebe. Diese Methodik wurde

zum ersten Mal durch die Inaktivierung  des -Gens der DNA-Polymerase in T-Zellen

demonstriert (Gu et al 1994). Bis heute sind Hunderte solcher Deletionen unter Verwendung

von über 100 gewebssprezifisch exprimierenden Cre-Transgenen und über 50 Mauslinien mit

gefloxten Allelen publiziert worden (Kwan, 2002). Durch diese hochspezifische

Inaktivierung ist es nun möglich Gene, deren komplette Deletion lethal ist, im adulten Tier zu

untersuchen (Tsien et al., 1996, Nakazawa et al., 2002). Desweiteren kann man sich sicher

sein, daß die beobachteten Phänotypen in den Mäusen von den genetischen Veränderungen in

den Cre-exprimierenden Geweben stammen. Allerdings kann es auch hier, bei bereits

erfolgreicher Deletion durch Cre während der Embryonalentwicklung zu Kompensationen

durch redundante Funktion anderer Gene kommen.

Diese Methodik wurde im weiteren verfeinert, indem es gelang, die Aktivität der Cre-

Rekombinase unter Kontrolle eines exogenen Induktors zu stellen. Dadurch läßt sich der

Zeitpunkt der Cre vermittelten Rekombination frei wählen. Diese Regulierung lässt sich auf

zwei prinzipielle Arten erreichen. Zum einen gelang die Konstruktion von

ligandengesteuerten Cre-Rekombinasen, was erreicht wurde durch die Fusion von Cre mit

mutierten Liganden-Bindungsdomänen des Progesteron (Kellendonk et al., 1996) oder

Östrogen-Rezeptors (Feil et al., 1996). Diese Fusionen liegen intrazellulär als Komplexe mit

den Hitzeschockproteinen HSP 70 und 90 vor, aus denen sie durch Bindung der synthetischen

Steroid-Induktoren an die Liganden-Bindungsdomäne freigesetzt werden und dadurch ihre

Aktivität entfalten. Allerdings ist die katalytische Aktivität in solchen Cre-Fusionen deutlich

reduziert, was in den meisten Anwendungen im Tier zu unvollständigen Rekombinationen

trotz fast toxischer Niveaus an Induktor führt (Brocard et al., 1997).

Die andere Möglichkeit besteht in der Verwendung eines induzierbaren Promotors zur

Kontrolle der Expression von cre. Das erste publizierte Beispiel dieser Art war die

Verwendung des durch Interferon  induzierbaren Mx1-Promotors (Kühn et al., 1995). In

späteren Arbeiten wurde jedoch aufgrund seiner deutlich besseren Eigenschaften nur noch das

Tetrazyklin-kontrollierte Genregulationssystem für diesen Zweck eingesetzt (Utomo et al

1999; Saam et al., 1999). Dabei ist es von entscheidender Bedeutung, daß die induzierbare

Expressionskassette von cre in diesen Tieren in einen chromosomalen Lokus integriert ist, der

im nichtinduzierten Zustand keine oder nur eine sehr geringe Basalaktivität vermittelt. Dies

führt sonst zu ungewünschten Rekombinationsereignissen, wie ein in der Literatur

beschriebenes Beispiel zeigt (Saam et al., 1999). Eine Transgene, die diesen nachteilige

Eigenschaft nicht aufweist, wurde erst vor kurzem mit der Linie LC-1 durch Kai Schönig

dieser Arbeitsgruppe publiziert (Schönig et al., 2002).
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Trotz dieser technischen Fortschritte beibt immer noch der entscheidende Nachteil dieser

Strategie, daß die Rekombination ein irreversibler Prozess ist und somit das Gen nicht mehr

reaktiviert werden kann.

1.1.3 Prinzipien und Methodik der Tetrazyklin-regulierten
Transkriptionskontrolle

Eine der besten Stategien zur Charakterisierung einer Genfunktion in vivo ist die gezielte und

reversible Kontrolle der entsprechenden Genaktivität. Veränderungen des Phänotyps, welche

auf diese Weise sichtbar werden, lassen auf die Funktion des Gens schliessen. Dazu sind am

besten Regulationsysteme geeignet, die durch exogene Induktoren gesteuert werden.

Das Tetrazyklin-regulierbare Genexpressionssystem (Tet-System) basiert auf den

Kontrollelementen des Tetrazyklin-Resistenzoperons  des Transposons Tn10 aus E. coli. In

letzterem reguliert der Tet-Repressor (TetR) durch Bindung an seine Operatorsequenzen

tetO1 und tetO2 in der zentralen transkriptionellen Kontrollregion des Operons seine eigene

Expression und die von tetA, einem membranintegralen Protonen-Antiporter für

metallkomplexiertes Tetrazyklin, der durch den Export des Antibiotikums aus der Zelle die

Resistenz vermittelt (Hillen und Berens 1994). Zwei besondere Bindungseigenschaften des

TetR-Dimers ermöglichen dort eine stringente Regulierung von tetA. Das TetR-Dimer besitzt

mit 10-9 M eine sehr hohe Assoziationskonstante an seine Operatoren, was die hohe

Reprimierung von tetA selbst bei geringen Repressorkonzentrationen ermöglicht. Dies ist

notwendig, da dieser Antiporter das Membranpotential des Bakteriums beeinflußt und

dadurch ein Wachstumsnachteil entsteht (Griffith et al., 1994). Desweiteren ist es für das

Überleben des Bakteriums notwendig, eine hohe Expression von tetA bereits bei subtoxischen

Mengen an Antibiotika zu erreichen. Dies ist möglich durch die sehr hohe

Komplexbildungskonstante von Tetrazyklin an TetR, dessen Bindung eine

Konformationsänderung bewirkt, so daß das TetR-Dimer seine Operatoren nicht mehr binden

kann und dadurch die Promotoren dereprimiert werden.

1.1.3.1   Das tTA-System

Eine solche stringente Kontrolle der Genexpression lässt sich mit dem Tet-System auch in

eukaryontischen Zellen verwirklichen (Gossen und Bujard, 1992). Im tTA-System ist die

zentrale regulatorische Komponente der Tetrazyklin-abhängige Transaktivator tTA, ein

Fusionsprotein der carboxyterminalen Transaktivierungsdomäne des Virion Proteins 16

(VP16) des Herpes simplex Virus (Triezenberg et al., 1988) mit dem C-Terminus von TetR

(Abbildung 1). Dieser synthetische Transaktivator bindet an die Tet-Operatorsequenzen des

Tetrazyklin-regulierbaren Promotors Ptet , wodurch die Transkription dort sehr stark stimuliert
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wird. Ptet selbst besteht aus einem Minimalpromotor, welcher die Elemente zur Bindung des

basalen Transkriptionsinitiationskomplexes der RNA-Polymerase II ( die TATA- und die Inr-

Box) enthält, an dessen 5´ Ende sich ein Heptamer von Tet-Operatoren befindet. Im Falle von

Ptet-1 umfasst dieser Minimalpromotor den Bereich von –53 bis +75 relativ zum

Transkriptionsstart des Promotors des IE Gens des humanen Cytomegalievirus (Boshart et al.,

1985). Durch die Zugabe von Tetrazyklin (Tet) oder einige seiner Derivate (Doxyzyklin

(Dox) und Anhydrotetrazyklin (ATC)) wird die Bindung von tTA an seine Operatoren

verhindert, was schon bei Konzentrationen, die ungefähr drei Größenordnungen unter der

Toxizitätsgrenze der verwendeten Tetrazykline liegen, die Expression auf nicht messbare

Niveaus reduziert. Somit ermöglichen die in tTA konservierten Bindungseigenschaften und

Induktionscharakteristika von TetR durch Tet eine graduelle Regulation der Genexpression

über 5 Größenordnungen unter Verwendung subtoxischer Induktorkonzentrationen.

Mit dieser Konzeption stellt das Tet-System ein sehr gutes eukaryontisches

Genregulationssystem dar. Die wichtigste Anforderung an ein solches System ist die

Spezifität der induzierten Genexpression. Der verwendete transkriptionelle Aktivator sollte in

Säugerzellen nicht mit der Expression endogener Gene interferieren. Im Falle des Tet-

Systems ist dies gegeben durch die hohe Spezifität der Bindung des Tet-Repressors an seine

Operatoren. Experimente in vitro zeigten, daß TetR an seine Operatoren mit einer

Gleichgewichtskonstante von  4 x 10-11 M bindet, während die Bindungskonstante an

unspezifische DNA nur 5,5 x 10-3 M beträgt und sich somit ein Faktor von 108 für die

Diskriminierung zwischen spezifischer und unspezifischer Bindungsstelle ergibt. Zudem ist

die Operatorsequenz prokaryontischen Ursprungs und ist somit nicht in den

Konsensusmotiven eukaryontischer Transkriptionsfaktoren wiederzufinden. Ein weiterer

wichtiges Kriterium sind die pharmakologischen und toxikologischen Eigenschaften des

Induktors. Es sollte sich hierbei um ein chemisch synthetisierbares Molekül handeln, dessen

Applikation zu einer Anreicherung der Substanz in ausreichenden Konzentrationen in

möglichst allen Geweben führt, dort jedoch nicht mit der Physiologie der Zellen interferiert

und damit keine pleiotropen Effekte auslöst. Desweiteren ist eine hohe, graduelle

Induzierbarkeit bei sehr geringer Basalexpression im nichtaktivierten Zustand wünschenswert,

was in Eukaryonten nur durch ein auf dem Aktivierungsprinzip basierendes System erreicht

wird.

Neben dem Tet-System existieren noch andere eukaryontische Genregulationsysteme, die

jedoch im Vergleich zum Tet-System aus verschiedenen Gründen kaum Anwendung finden

(Serguera et al., 1999). Zu diesen zählen Systeme, die durch Ecdyson (No et al., 1996),

Mifepristone oder RU486 (Wang et al., 1994), Rapamycin und seine Derivate (Ho et al.,

1996), Streptogramin (Fussenegger et al., 2000) und Erythromycin (Weber et al., 2002)

regulierbar sind.
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Abbildung 1: Schematische Darstellung des Tetrazyklin-kontrollierten Genregulationssystems (A) Oben:

Wirkungsprinzip des tTA–Systems. In der Abwesenheit der Effektorsubstanz Doxyzyklin (Dox) bindet der

Tetrazyklin-kontrollierte Transaktivator (tTA) an die Tet-Operatorsequenzen innerhalb von Ptet und aktiviert dort

die Transkription von Gen X. In der Gegenwart von Dox wird diese Bindung und damit die Aktivierung

verhindert. Unten: Dosis-Wirkungsanalyse des Effektors Dox auf die tTA abhängige Genexpression. Die

Genaktivität ist maximal in der Abwesenheit des Antibiotikums und kann  durch steigende Dox-Konzentrationen

graduell bis zur Basalaktivität erniedrigt werden. (B) Oben: Wirkungsprinzip des rtTA-Systems. rtTA

unterscheidet sich von tTA durch 4 Aminosäuresubstitutionen  im Bereich des Tet-Repressors, die ein

revertiertes Bindungsverhalten an die Tet-Operatoren vermitteln, was zur Aktivierung der Tetrazyklin-

abhängigen Genexpression in Anwesenheit von Dox führt. Unten: Dosis-Wirkungsanalyse von Doxyzyklin auf

die rtTA2S-M2 vermittelte Genexpression. Ab Induktorkonzentrationen von 10ng/ml lässt sich die

Genexpression graduell aktivieren, bis das Maximum zwischen 80 und 100 ng/ml erreicht wird. In beiden

Systemen wird die Gewebe und Zelltypspezifität der Regulation durch das Expressionsprofil des tTA/rtTA

exprimierneden Promotor Psp vermittelt.

1.1.3.2   Das rtTA-System

Seit seiner initialen Beschreibung wurde das Tet-System permanent erweitert und verfeinert.

Die erste Erweiterung des Tet-Systems war die Entwicklung des rtTA-Systems (Abbildung 1

und 2 A) (Gossen et al 1995). Es gelang die Identifizierung einer tetR-Mutante, in der die

Substitution von vier Aminosäuren in TetR zu dem revertierten  DNA-Bindungsverhalten an

seine Operatoren führt. Mit dem entsprechenden reversen Transaktivator rtTA, dem

äquivalenten Fusionsprotein dieses mutierten TetR mit der Aktivierungsdomäne aus VP16,

kann man nun Ptet durch die Zugabe von Dox oder ATC aktivieren. Diese Charakteristik

macht das System besonders geeignet für den Einsatz in transgenen Tieren (Kistner et al.,
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1996). Durch eine solche additive Induktion muß das Tier nicht ständig mit Dox versorgt

werden, um die Tet-regulierte Genexpression zu unterdrücken, woraus entscheidende Vorteile

bezüglich der Aktivierungs- bzw. Deaktivierungskinetik dieser Genregulation resultieren.

Durch die Anwendung sensitiverer Selektionssysteme in Hefe stehen heute verbesserte

reverse Transaktivatoren zur Verfügung (Urlinger et al., 2000). Dabei handelt es sich um

rtTA2S-S2 und rtTA2S-M2. Diese Transaktivatoren zeichnen sich zunächst dadurch aus, daß

sie im Gegensatz zum ursprünglichen rtTA keine Restbindungsaffinität an die Tet-Operatoren

in Abwesenheit von Dox besitzen und damit keine erhöhte Basalaktivität im nicht induzierten

Zustand hervorrufen, wodurch sich der Regulationfaktor von 103 auf 105 erhöht. Zudem lässt

sich mit rtTA2S-M2 die maximale Aktivierung des Tetrazyklin-abhängigen Promotors schon

bei zehnfach niedirgeren Dox-konzentration (100 ng/ml) erreichen (Abbildung 2 C).

Abbildung 2:  (A) Schematische Darstellung  der verschiedenen Tetrazyklin-abhängigen Transaktivatoren

und Repressoren (modifiziert aus Gossen und Bujard, 2002) (B) Schematische Darstellung der

Tetrazyklin-regulierten Promotoren (modifiziert aus Gossen und Bujard, 2002)  (C) Induktion der
Luziferaseaktivität durch rtTA, rtTA2 S-S2 und rtTA2S-M2 bei verschiedenen Doxyzyklinkonzentrationen

(modifiziert  aus Urlinger et al., 2000)
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In den heute verwendeten Konstrukten werden synthetische Versionen der entsprechenden

Transaktivatoren verwendet, deren DNA-Sequenz für die Expression in Säugerzellen

optimiert ist (Urlinger et al., 2000). Zudem wurde die VP16 Domäne in den meisten Fällen

durch drei  Minimalaktivierungsdomänen ersetzt (Abbildung 2 A). Der Einsatz dieser

modularen Domänen ermöglicht die Verwendung von Transaktivatoren mit definiertem

Aktivierungspotential, was es erlaubt, die toxischen Effekte solcher Aktivierungsdomänen zu

steuern (Gill und Ptashne, 1988; Baron und Bujard 2000). Im Normalfall werden drei

Aktivierungsdomänen eingesetzt, was dem Potential der VP16 Domäne entspricht (Baron et

al 1997).

1.1.3.3   Weitere Komponenten des Tet-Systems

Desweiteren wurde ein bidirektionaler Tet-regulierbarer Promotor (Ptet bi) entwickelt (Baron

et al., 1995). In diesem sind die heptamerisierten Tet-Operatoren durch zwei

Minimalpromotoren flankiert, was die Transkription in beide Richtungen und damit die

simultane Regulation von zwei Genen erlaubt (Abbildung 2 B). Dadurch ist es möglich (was

speziell in transgenen Mäusen von Vorteil ist) neben dem zu studierenden Gen parallel ein

Reportergen wie z.B das der ß-Galaktosidase, von eGFP oder der Luziferase zu exprimieren

(Yamamoto et al., 2000; Hess et al., 2001). Durch neueste hochauflösende CCD-Kameras ist

es sogar möglich, die Luziferaseexpression in lebenden Tieren nachzuweisen (Contag et al.,

1998) , was die Visualisierung der Tet-regulierten Expression im lebendigen Tier möglich

machte (Hasan et al., 2000).

Erwähnenswert ist auch die Etablierung eines Tetrazyklin-abhängigen Repressionssystems für

RNA Polymerase II-Promotoren (Deuschle et al 1995, Freundlieb et al 1999). Dort inhibieren

Fusionsproteine des Tet-Repressors mit eukaryontischen „silencer“-Domänen, tTS genannt,

die Transkriptionsinitiation  an den Tet-regulierten Promotoren ( Abbildung 2 A). Mit diesen

transkriptionellen Repressoren lassen sich unerwünschte Basalaktivitäten von Ptet sowohl im

transienten als auch im stabilen Zustand komplett unterdrücken. In einer Kombination des

tTSKid-1 mit dem ursprünglichen rtTA-System konnte die Regulation von Interleukin-13 in

einer existierenden transgenen Mauslinie deutlich verbessert werden (Zhu et al., 2001).

Allerdings ist noch anzumerken, daß bei der Erzeugung von transgenen Mäusen

normalerweise eine Linie identifiziert werden kann, in der keine Basalaktivität des Tet-

regulierten Promotors meßbar ist.

1.1.3.4   Tetrazyklin-abhängige Regulation in transgenen Mäusen

Das bevorzugte Prinzip zur Etablierung einer Tet-regulierten Genexpression  in transgenen

Mäusen ist die Kreuzung einer Transaktivator-Linie, in der der Tetrazyklin-abhängige

Transaktivator der Wahl durch den gewünschten gewebsspezifischen Promotor exprimiert
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wird, mit einer Mauslinie, in der das gewünschte Gen unter Kontrolle eines Tet-regulierten

Promotors steht. Dabei ist bei der Etablierung der Transaktivatorlinie darauf zu achten, daß

der Integrationsort der Expressionskassette des Transaktivators nicht die gewünschte

Gewebespezifität beeinflußt, was am besten durch die Verpaarung mit geeigneten

Reporterlinien zu überprüfen ist (Kistner et al., 1996; Krestel et al., 2001). Unter den Mäusen

mit dem regulierbaren Gen sollte eine transgene Linie selektiert werden, in der keine

Basalexpression im nicht-induzierten Zustand verbunden ist mit  einer hohen Aktivierbarkeit

im induzierten Zustand. Einen chromosomalen Integrationsort, der diese

Induktioncharakteristika vermittelt, nennt man einen s/a („silent but activatable“) Locus. In

den resultierenden doppeltransgenen Tieren erfolgt die Regulation der Gene über die orale

Applikation von Doxyzyklin im Trinkwasser oder Futter (Kistner et al 1996; Mansuy et al

1998).

Dieses Prinzip konnte bis heute in über hundert Fällen zur Funktionsanalyse von Genen in

transgenen Mäusen angewandt werden, womit das Tet-System das am besten etablierte

Genregulationssystem in transgenen Mäusen darstellt. Dies zeigt sich besonders deutlich an

den ca. 50 Mauslinien mit gewebsspezifisch exprimierten Transaktivatoren und über 80

Mauslinien mit Tetrazyklin-regulierbaren Expressionskassetten, die mittlerweile publiziert

sind (Berger und Bujard  2003).

Mit der Anwendung dieser einfachsten Strategie können jedoch nur wissenschaftliche

Fragestellungen bearbeitet werden, in denen die Effekte der Überexpression eines Gens

(Bowman et al 1997; Winder et al. 1998) oder der Überexpression einer dominant aktiven

Mutante (Mayford et al. 1996, Chin et al 1999) auf den Organismus der Tiere untersucht

werden, denn das endogene Gen ist immer noch vollständig intakt und übt seine normale

Funktion aus.

Bei Fragestellungen, in denen die Funktion des Gens unterdrückt werden soll, sind für die

Verwendung des Tet-Systems mehrere Ansätze denkbar. Zum einen besteht die Möglichkeit,

eine dominant negative Mutante des Gens Tet-abhängig zu regulieren. Dabei ist allerdings zu

beachten, daß das endogene Gen unverändert exprimiert wird und einen gewissen Anteil an

Aktivität liefert. Desweiteren kann die Tet-regulierte Expression des Gens im genetischen

Hintergrund einer homozygoten Deletion des zu untersuchenden Gens etabliert werden. Diese

Strategie konnte in einigen Fällen erfolgreich eingesetzt werden (Mack et al., 2001; Choi et

al., 2002), setzt jedoch voraus, daß die durch homologe Rekombination erreichte Deletion in

den Tieren nicht in Kapitel 1.1.1 angeführten Nachteilen führt. Zudem müssen in den Tieren

drei Genotypen vereint werden, was einen erhöhten Verpaarungsaufwand bedeutet. Eine

weitere Strategie ist die homologe Rekombination einer Expressionskassette mit

Transaktivator und Ptet zwischen den Promotor und die kodierende Sequenz des endogenen
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Gens. In diesem Fall steuert nun der endogene Promotor die Expression des Transaktivators

und das endogene Gen wird durch Ptet kontrolliert (Bond et al., 2000). Dieser Ansatz  hat

jedoch den entscheidenden Nachteil, daß der Promotor, welcher die Expression des

Transaktivators steuert, sich in unmittelbarer Nachbarschaft von Ptet befindet, wodurch die

Transkriptionsfaktoren des endogenen Promotors erheblich zur Regulation von Ptet beitragen

können, was zu einer hohen Basalexpression des Tet-regulierten Gens im nicht induzierten

Zustand führt. Vom Prinzip her entspricht dies der gleichen Situation, die bei der Erzeugung

von transgenen Mäusen durch eine Koinjektion der beiden Komponenten des Tet-Systems in

eine Oozyte erreicht wird, von denen Mäuse die entsprechenden quantitativen Daten

vorliegen. (Zhu et al 2001; Valencik et al 2001)

1.2   Zielsetzung der Arbeit

Der eleganteste Weg zur reversiblen Unterdrückung der Funktion eines Gens wäre durch

Moleküle gegeben, die über Ptet exprimiert werden könnten und mit der Aktivität des

endogenen Gens interferieren.  Diese Art der Regulation wäre nicht nur reversibel und

graduell induzierbar, sie ließe vor allem den chromosomalen Locus unverändert. Das

Expressionmuster des entsprechenden Gens bliebe daher sowohl in der

Embryonalentwicklung als auch im adulten Tier erhalten.

Ziel dieser Arbeit war es experimentelle Prinzipien zu überprüfen, die eine Kontrolle der

Genaktivitäten „in situ“  erlauben würden. Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten

Strategien zur Regulation endogener Gene werden im nächsten Kapitel vorgestellt. Das

Zielgen für diese Untersuchungen kodiert die NR1 Untereinheit des NMDA-Rezeptors, bei

dem bereits 2 bis 3 fache Aktivitätsänderungen zu einem deutlichen Phänotyp führen würden.

Die biologische Bedeutung des NMDA-Rezeptors wird ebenfalls im nächsten Kapitel

eingeführt. Mit entsprechenden transgenen Mäusen wäre die Möglichkeit gegeben, die

Beteiligung der NMDA-Rezeptoren an Lern- und Gedächtnisprozessen dieser Tiere reversibel

zu studieren. Gerade bei der Untersuchung solcher kognitiver Eigenschaften wäre es von

großem Vorteil, die Expression in den verschiedenen Phasen eines entsprechenden

Verhaltensexperiments reversibel regulieren zu können, um damit die Möglichkeit zu

eröffnen, den geleisteten Beitrag der NMDA-Rezeptoren in diesen Phasen bestimmen zu

können. Dadurch wäre man in der Lage, den Prozess der Gedächtnisbildung von dem Prozess

der Gedächtnisspeicherung bzw. der Erinnerung zu unterscheiden.

Um eine solches Regulationsprinzip zu verwirklichen, sind zwei Aspekte von entscheidender

Bedeutung. Zum einen muß eine geeignete Transaktivatorlinie zur Verfügung stehen, die in

den für die Lern- und Gedächtnisprozesse essentiellen Bereichen des Großhirns eine optimale

Tet-abhängige Regulation ermöglicht. Zum anderen muß eine Technologie etabliert sein, mit
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der es prinzipiell möglich ist, die Aktivität eines beliebigen endogenen Genprodukts

reversibel in ausreichendem Maße zu inhibieren.

1.2.1 Etablierung einer hirnspezifischen rtTA2S-M2 Mauslinie

Aus verschiedenen Gründen ist zur Regulation von Genaktivitäten im Gehirn das rtTA-

System besser geeignet als das tTA-System (siehe Diskussion). Zu Beginn der Arbeit war die

Mauslinie rTet 1237 publiziert worden, in der rtTA unter Kontrolle des CamKII promotors

exprimiert wird. Die Induktion der tet-regulierten Genexpression war allerdings nur durch

Verabreichung von Dox im Futter mit einer Konzentration von 6 mg/g möglich. Aufgrund der

Identifikation der verbesserten Version des reversen Transaktivator rtTA2S-M2 sollte eine

transgene Linie etabliert werden, in der dessen Expression durch den CamKII Promotor

gesteuert wird. Durch die Verwendung von rtTA2S-M2 erhofften wir uns, die Limitierungen

von rtTA im Gehirn aufzuheben und eine Tet-kontrollierte Regulation im Gehirn durch die

Verabreichung von geringeren Konzentrationen an Dox zu ermöglichen.

1.2.2 Etablierung einer generelle Strategie zur reversiblen Regulation
endogener Gene am Beispiel von nr1

Zu Beginn dieser Arbeit bestand die einzige Möglichkeit, die Expression eines endogenen

Genes reversibel zu regulieren in der Anwendung  einer auf dem „Antisense“-Mechanismus

basierenden Strategie. Wir entschlossen uns gleich zur Verwendung von Ribozymen, da von

ihnen gezeigt war, daß sie neben der Inhibierung der Translation der mRNA ihre

Hybridierierung zusätzlich durch die katalytische Spaltung zur Degradation der mRNA

beitragen. Der Anteil diese zusätzliche Beitrag ist zwar signifikant, macht jedoch einen

deutlich geringeren Anteil aus als der zur Inhibition durch Hybridisierung, was Experimente

mit spaltungsinaktiven Ribozymen zeigen (Woolf, 1995). Die Klasse der Hammerhead-

Ribozyme wurde desweiteren ausgewählt, da in ihr im Gegensatz zur Klasse der Hairpin-

Ribozyme die Länge der an die mRNA hybridisierenden Sequenzen keiner Beschränkung

unterworfen ist, was eine höhere Flexibilität im Design der Ribozyme ermöglichte.

Anknüpfend an die Diplomarbeit ging es nun darum, Hammerhead-Ribozyme gegen

Hybridisierungstellen zu entwerfen, die mit einem in vitro Verfahren zur Identifizierung

optimaler Ribozym-Bindungsstellen identifiziert worden waren, und  diese im Vergleich mit

Ribozymen, entworfen anhand einer computerberechneten Sekundärstruktur der NR1 mRNA,

in vitro zu charakterisieren. Das Ribozym mit der größten Spaltungsaktivität der jeweiligen

Strategie sollten anschließend in einem zellulären Testsystem unter Kontrolle des Tet-

regulierten Promotors exprimiert werden und deren Repressionspotential ermittelt werden, um

es so für die potentielle Verwendung in einer transgenen Maus zu validieren.
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Im weiteren Verlauf der Arbeit sollten noch weitere Moleküle zur Repression von endogenen

Genen am Beispiel von NR1 ausgetestet werden. Dies waren zunächst die RNA-Padlocks, die

die kovalente Verknüpfung von Antisense-Sequenzen an die zu regulierende mRNA bewirken

(siehe oben). Nach deren Charakterisierung in vitro sollten diese RNAs mit dem für die

Hammerhead-Ribozyme entwickelten Testsystem in Zellkultur getestet werden, ob mit ihnen

eine ausreichende Regulation von nr1 möglich wäre. Anschließend wurde nach einem Weg

gesucht, das Regulationsprinzip der RNAi auf eukaryontische Zellen zu übertragen.

Abschließend sollte noch der Einsatz von synthetischen transkriptionellen Repressoren

evaluiert werden, die durch entsprechende Zinkfinger-DNA-Bindungsdomänen an den

endogenen NR1-Promotor binden und diesen reprimieren können.
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2. Kenntnisstand

2.1 Möglichkeiten zur direkten Kontrolle endogener Gene

2.1.1 Hammerhead-Ribozyme

Unter dem Begriff Ribozyme versteht man im allgemeinen katalytisch wirkende RNA-

Moleküle. Seit ihrer initialen Beschreibung durch den Beweis der katalytischen Aktivität der

RNA-Komponente der RNAse P durch Sidney Altman (Guerrier Takada et al., 1983) und der

selbstspleißenden Introns aus tetrahymena durch Thomas Cech (Kruger et al., 1982) sind bis

heute in der Natur insgesamt 5 Ribozymklassen identifiziert worden, deren Einteilung anhand

ihrer unterschiedlichen Sekundärstruktur erfolgte. Zu ihnen zählen neben den beiden oben

beschriebenen die Klassen der Hammerhead-Ribozyme, der Haiprin-Ribozyme, der Varkud-

Satelitten-Ribozyme aus neurospora crassa und die Ribozyme aus dem Hepatitis-Delta-

Virus. Die in der Natur vorkommenden Ribozyme katalysieren ausschließlich die Spaltung

von RNA-Molekülen. Durch neuste in vitro Selektionsmethoden gelang zusätzlich die

Identifizierung von artifiziellen Ribozymen, die Reaktionen wie die Synthese von

Nukleotiden (Unrau und Bartel, 1998), die Knüpfung (Lohse und Szostak, 1996) oder die

Spaltung von Peptidbindungen (Dai et al., 1995) und die Bildung von Acyl-Coenzym A

(Jadhav und Yarus, 2002) katalysieren.

Das Hammerhead-Ribozym stellt mit seiner Größe von ca. 40 Nukleotiden das kleinste

natürlich vorkommende Ribozym dar. Es wurde in einer  Sequenzanalyse von zahlreichen

Pflanzenviroiden identifiziert, wo es an der sequenzspezifischen Abspaltung der einzelnen

virus-ähnlichen RNA-Genome der Viroide im Zuge ihrer Replikation durch einen „rolling

circle“-Mechanismus beteiligt ist (Symons, 1992). Das Sekundärstruktur-Motif dieser

Ribozyme, das seine Namensgebung der Ähnlichkeit mit dem Kopf eines

Zimmermannshammer verdankt, besteht aus drei basengepaarten Helices (I bis III), zwei

einzelsträngigen Bereichen und einem einzigen ungepaarten Nukleotid an der Spaltstelle.

Darin ist die Sequenz der einzelsträngigen Bereiche bis auf das Nukleotid an Position 7

invariabel und umfasst damit den katalytischen Kern dieser Ribozymklasse. In den Helices I

bis III sind dagegen bis auf zwei Ausnahmen (den Basenpaaren 10.1 /11.1 und 15.1 /16.1) die

Sequenzen frei wählbar, solange die Sekundärstruktur dadurch intakt bleibt. Allerdings

beeinflusst die Länge der Helix II, die zwischen zwei und sechs Nukleotiden liegen sollte,

deutlich die katalytische Aktivität der Ribozyme (Tuschl und Eckstein, 1993).
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Abbildung 3:  Schematische Darstellung  der Sekundärstruktur der Hammerhead-Ribozyme. Für die

katalytische Aktivität essentielle Nukleotide sind durch Fettdruck hervorgehoben. Die Bezeichnung H steht für

die Nukleotide C, U und A. Die Numerierung der Nukleotide erfolgte bezüglich Hertel et al. (Hertel et al., 1992)

Das Strukturmotif der Hammerhead-Ribozyme kann prinzipiell aus einem, zwei oder drei

verschiedenen RNA-Molekülen aufgebaut werden, was die Konstruktion von selbstspaltenden

(cis-wirkenden) und Substrat-RNA spaltenden (trans-wirkenden) Ribozymen erlaubt. Die

geeignetste Konstruktion für Ribozyme, die zur Spaltung von Substrat-RNAs eingesetzt

werden sollen, ist die Hybridisierung des Ribozyms über die Helices I und III an die Substrat-

RNA, da auf diese Weise, wie auch in Abbildung 3 dargestellt, im Ribozymteil alle

invariablen Nukleotide des katalytischen Kerns enthalten sind. Die Spezifität des Ribozyms

zur Substrat-RNA ist durch die Basenpaarungen der Helices I und III bestimmt. In diesem

Entwurf muß die Substrat-RNA für eine effektive Spaltung nur das Spaltungstriplett NUX (X

steht für A, U und C) enthalten, womit aufgrund dieser geringen Sequenzvorgabe viele Stellen

innerhalb einer Substrat-RNA potentiell spaltbar sind (Ruffner et al., 1990; Perriman et al.,

1992). Bei der Auswahl der Schnittstellen sind allerdings die NUX-Regeln zu

berücksichtigen. Diese Regel beschreiben die Spaltungsgeschwindigkeit an den

unterschiedlichen Tripletts durch die Ribozyme, die in der Reihenfolge GUC, AUC > GUA,

AUA, CUC >> UUC ,GUU, UUA, AUU, CUA, UUU, CUU abnimmt (Shimayama et al.,

1995). Dies korreliert mit den Auftreten der Spaltungstripletts in der Natur, wo neben GUC

nur noch vereinzelt GUA- und AUA-Tripletts zu finden sind (Miller et al. 1991; Keese et al.,

1993).

Einen detaillierten Einblick in die Tertiärstruktur des Ribozym-Substrat-Komplexes lieferten

mehrere Röntgenstrukturanalysen (Pley et al., 1994; Scott et al., 1995; Scott et al., 1996;

Murray et al., 2000), sowie die Verwendung der Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfer-
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Technik (FRET) (Tuschl et al., 1994). Sie zeigen eine grob Y-förmige Anordnung der drei

Helices zueinander, in der Helix II und III durch einen Teil des katalytischen Kerns kolinear

durch einer Art Pseudohelix miteinander verbunden sind. Der andere Teil des katalytischen

Kerns sowie die Spaltstelle und Helix I zweigen in einem spitzen Winkel von dieser

kolinearen Achse ab (Abbildung 4 A). Die Spaltstelle des Substrats befindet sich durch diesen

Aufbau innerhalb der Verbindung aller drei Helices und dadurch in räumlicher Nähe zu allen

Nukleotiden des katalytischen Kerns (Abbildung 4 B). Desweiteren konnten in den Strukturen

insgesamt sechs komplexierte Mg2+-Ion nachgewiesen werden (Scott et al., 1996; Murray et

al., 2000).

Abbildung 4:  (A)  Schematische Darstellung  der Tertiärstruktur der Hammerhead-Ribozyme

(modifiziert aus Doherty und Doudna, 2000). Die Linien symbolisieren Watson Crick-Basenpaare, die

gestrichelten Linien und die Punkte non-Watson-Crick-Basenpaare innerhalb des Ribozym-Substrat-Komplexes.

Der Pfeil zeigt auf die Spaltstelle der Substrat-RNA (B) Räumliche Darstellung der Tertiärstruktur der

Hammerhead-Ribozyme  (modifiziert aus Doherty und Doudna, 2000). Der Pfeil zeigt auf die Spaltstelle der

Substrat-RNA (C) Reaktionsmechanismus der Ribozym-vermittelten Spaltreaktion (aus Birikh et al.,

1997).

Die Ribozyme spalten ihre Substrat-RNAs durch eine Transesterfizierungsreaktion einer

Phosphodiesterbindung des Zucker-Phosphat-Gerüst, wodurch eine 5´-OH Gruppe und ein

2´,3´ zyklisches Phosphat entsteht (Abbildung 4 C). Dabei tritt eine Inversion der

Konformation des Phosphats auf (Slim und Gait, 1991). Neueste Untersuchungen zeigen, daß

durch eine lokale Rotation des Phosphats und der Base des Nukleotids C17 die Spaltstelle

optimal für einen SN2 Rückseitenangriff positioniert (Scott et al., 1996; Murray et al., 2000).

Die in den Röntgenstrukturen nachgewiesenen Mg2+ -Ionen sind vermutlich nicht katalytisch

an der Splatungsreaktion beteiligt, sondern haben eher einer bedeutenden Rolle für die
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Gesamstruktur des Ribozym-Substrat-Komplexes, worauf Experimente hinweisen, in denen

unter nichtphysiologischen Bedingungen eine Ribozym-vermittelte Spaltung in Abwesenheit

von divalenten Metallionen möglich war (Murray et al., 1998).

Der kinetische Mechanismus der Ribozym-vermittelten RNA-Spaltung setzt sich, wie in

Abbildung 5 dargestellt, aus mehreren elementaren Reaktionsschritten zusammen. Diese

umfassen die Bindung des Ribozyms an sein Substrat, dessen Spaltung und die voneinander

unabhängige Dissoziation der beiden Spaltprodukte vom Ribozym (Fedor und Uhlenbeck,

1992; Hertel et al., 1994). Dabei ist die Geschwindigkeit der Substrat- und

Produktdissoziation an das Ribozym abhängig von der Länge der verwendeten

Hybridisierungshelices (Fedor und Uhlenbeck, 1992), während der Reaktionsschritt der

chemischen Spaltung vom pH-Wert und der Konzentration an Mg2+-Ionen beeinflußt wird

(Dahm et al., 1993). Der geschwindigkeitsbestimmende Reaktionsschritt ist in Abhängigkeit

von der Sekundärstruktur der Substrat-RNA und der Hybridisierungsarme des Ribozyms

unterschiedlich. Bei kurzen unstrukturierten Substrat-RNAs in Kombination mit Ribozymen,

deren Bindungshelices eine Länge von 7 nt nicht überschreiten, ist die chemische Spaltung

geschwindigkeitsbestimmend. Bei langen strukturierten Substrat-RNAs bzw. Bindungshelices

ist die Produktdissoziation der geschwindigkeitsbestimmende Schritt.

Abbildung  5: Kinetische Beschreibung der intermolekularen Spaltungsreaktion durch ein Hammerhead-

Ribozym. E: Ribozyme S: Substrat-RNA P1, P2: Spaltprodukte kx: Geschwindigkeitskonstanten der einzelnen

Reaktionsschritte

Das große wissenschaftliche Interesse an den Hammerhead-Ribozymen ist begründet durch
ihr Potential zur sequenzspezifischen Inhibition der Expression endogener Gene. Ribozyme

verfügen dabei über die gleichen Charakteristika wie Antisense-Moleküle, jedoch wird ihnen
aufgrund ihrer katalytischen Aktivität eine höhere Wirksamkeit zugeschrieben (Woolf, 1995).

Eine mögliche Awendungsart ist der Einsatz der Ribozyme als exogen applizierbares

Pharmakon. Aufgrund ihrer Spezifität ist es ihnen möglich, mRNAs, die für

krankheitsrelevante Proteine kodieren, selektiv zu eliminieren, wobei dies mit fast keinen
Nebenwirkungen verbunden ist. Für diese Anwendung werden fast ausschließlich Ribozyme

mit chemisch modifizierten Nukleotiden verwendet (Wincott et al., 1995). So vermittelt der
Ersatz der meisten Ribonukleotide durch 2’-substituierte Nukleotide und der Einbau von
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Thiophosphaten in das Zucker-Phosphat-Gerüst der RNA in Kombination mit einem

modifizierten 3’-Ende eine deutlich erhöhte Resistenz gegenüber den körpereigenen Exo- und
Endonukleasen, während die katalytische Aktivität dadurch kaum beeinträchtigt wird (Pieken

et al., 1991). Durch solche Modifikationen lässt sich die zelluläre Halbwertszeit von wenigen
Minuten für ein konventionelles RNA-Ribozym auf mehrere Stunden bis Tage steigern

(Beigelman et al., 1995). Solche Ribozyme zeigten den gewünschten therapeutischen Erfolg
im Tiermodell und in vorklinischen Versuchen und werden gerade in klinischen Phase II

Studien evaluiert (Sullenger und Gilboa, 2002).

Die Effizienz der Ribozym-vermittelten Inhibition der Genexpression in transgenen Tieren

hängt im wesentlichen von zwei Faktoren ab: der Verwendung einer optimalenen
Expressionskassette und der Konstruktion eines hochwirksamen Ribozyms. In Zellkultur

waren bisher zur intrazellulären Expression von Ribozymen sowohl RNA-Polymerase III-
Promotoren (Good et al., 1997), als auch RNA-Polymerase II abhängige Promotoren (Zhou et

al., 1996) eingesetzt worden. Ein direkter Vergleich der beiden Promotortypen ergab jedoch
ein sehr aufschlußreiches Bild. Obwohl mit den RNA-Polymerase III abhängigen Promoteren

das höchste Expressionsniveau der Ribozyme erreicht wurde, konnte nur mit den Ribozymen,
die von den im direkten Vergleich schwachen RNA-Polymerase II Promotoren produziert

wurden, eine effektive Wirksamkeit erzielt werden. Der entscheidende Faktor für die

Effizienz der Ribozyme scheint deren Lokalisation im Cytoplasma zu sein, was nur durch
RNA-Polymerase II Promotoren erreicht wurde (Bertrand et al., 1997). Dieses Ergebnis wird

auch durch die Tatsache gestützt, das in allen erfolgreichen Fällen, in denen die Expression
endogener Gene in transgenen Mäusen durch Ribozyme reguliert werden konnte, zur

Produktion der Ribozyme gewebsspezifische Polymerase II Promotoren eingesetzt worden
waren (Larsson et al., 1994; Efrat et al., 1994; L´Huillier et al., 1996)

Bei der Auswahl geeigneter Hammerhead-Ribozyme zur Regulation endogener Gene in vivo

ist der entscheidende Faktor für die effiziente Spaltung der mRNA die Identifizierung einer

optimale Hybridisierungsstelle. Zum Beginn dieser Arbeit standen dafür zwei verschiedene

Strategien zur Ermittlung zur Verfügung. Bei der Methode von Lieber und Strauss wird die

zelluläre RNA des Zielgens mit einer Hammerhead-Ribozym-Bibliothek inkubiert, bei der die

beiden Hybridisierungsarme mit einer jeweiligen Länge von 11 und 12 nt Nukleotiden

randomisiert sind. Die erhaltenen Spaltprodukte werden dann mit der „RACE“ Technik

identifiziert (Lieber und Strauss, 1995). Gegen die so erhaltene Schnittstelle werden im

Folgeschritt mit einer spezifischen Ribozym-Bibliothek die optimalen Hybridisierungshelices

ermittelt. Bei der anderen Methodik (Ho et al., 1996; Birikh et al., 1997) wird die am 5´ Ende

markierte in vitro synthetisierte RNA des Zielgens mit einer randomisierten DNA-

Oligonukleotid-Bibliothek inkubiert und anschließend RNase H zugesetzt, welche die RNA

an gebildeten RNA/DNA Hybriden spaltet. Anhand der Größen der Spaltprodukte können

dann Regionen von bevorzugter Zugänglichkeit bestimmt weden. Durch beide Strategien

konnten hocheffiziente Ribozyme gegen die entsprechenden mRNAs identifiziert werden,
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was durch den rationalen Entwurf von Ribozymen unter Verwendung der berechneten

Sekundärstruktur des zu inhibierenden mRNA in diesen Arbeiten nicht möglich war .

2.1.2 RNA-Padlocks

Wie man an der Wirksamkeit einiger Antisense-Oligonukleotide in vivo erkennen kann, ist die

Reprimierung eines Zielgens durch die Verhinderung der Translation mittels einer

Hybridisierung eines Oligonukleotids an die RNA prinzipiell möglich (Crooke, 2000). Auch
für Hammerhead-Ribozyme ist gezeigt, daß ein beachtlicher Teil ihrer reprimierenden

Eigenschaften durch die Hybridisierung an die RNA erreicht wird (Woolf, 1995). Dies ist
zum größten Teil dadurch bedingt, daß die Spaltung der RNA ein sehr langsamer Prozeß ist

während die Hybridisierung an die Zielsequenz sehr rasch erfolgt. Allerdings kann man sich
auch gut vorstellen, daß das Ribosom durchaus in der Lage ist, die die Translation

behindernden hybridisierten Oligonukleotide mit Hilfe von Helicasen aus dem Weg zu
räumen. Die Firma Somagenics entwickelte diesbezüglich ein Konzept, mit dem es möglich

ist, solche Antisense-Sequenzen kovalent an die zu reprimierende RNA zu binden: das RNA-
Padlock.

Das RNA-Padlock basieren auf dem Hairpin-Ribozym. Die Klasse der Hairpin-Ribozyme

konnte im minus-Strang der Satelliten-RNA des Pflanzenvirus TRSV („tobacco ring spot

virus“ ) identifiziert werden, wo sie wie die Hammerhead-Ribozyme an der Freisetzung der

RNA-Monomere im Zuge einer Replikation nach dem „rolling circle“-Mechanismus beteiligt

sind (Symons, 1992). Die minimale katalytische Domäne dieses Ribozyms entsteht durch die

Aneinanderlagerung von zwei irregulären Doppelhelices, Stamm A und Stamm B  genannt

(Abbildung 6 A). Von diesen beiden Helices ist gezeigt, daß sie separat voneinander

synthetisiert werden können und in Lösung vereint das katalytisch aktive Ribozym

rekonstituieren können ( Butcher et al., 1995; Shin et al., 1996).  Die für die katalytische

Spaltung essentiellen Nukleotide sind dabei auf beide Helices verteilt, wobei sich die

Spaltstelle auf einem Strang von Stamm A befindet (Fedor, 2000). In den meisten artifiziellen

Minimalribozymen sind diese zwei Helix-Schleife-Helix Strukturen durch eine kurze

einzelsträngige Brückensequenz miteinander verbunden. Die Sekundärstruktur ähnelt dadurch

grob einer Stamm-Schleifen-Struktur („hairpin“), was namensgebend für diese Klasse von

Ribozymen war.

In der Satelitten-RNA sind Stamm A und Stamm B Teil einer Sekundärstruktur, in der eine

Kreuzung von vier Helices vorliegt (Abbildung 6 B), von der die räumliche Struktur durch

eine Röntgenstrukturanalyse bestimmt werden konnte (Rupert und Ferré-D’Amere, 2001). In

der ermittelten Tertiärstruktur bilden die vier Stammstrukturen zwei koaxiale Helices aus, die

aus einer Verlängerung von Stamm A durch Stamm D bzw. Stamm B durch Stamm C

entstehen und bezüglich ihrer Achsen um einen Winkel von 60° gegeneinander gedreht sind.
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Die in der Sekundärstruktur vorhandenen Schleifenstrukturen (in Abbildung 6 B durch die

kurzen Striche innerhalb der Helices angedeutet) sind maßgeblich an der engen

Wechselwirkung von Stamm A und Stamm B durch die von ihnen gebildeten kleine Furchen

(„minor grooves“) beteiligt. Dies führt zur Ausbildung einer hydrophoben Domäne zwischen

den beiden Helices, in der sich die Phosphatgruppe der Spaltstelle befindet (Abbildung 6 C).

Durch die starke Interaktion der kleinen Furchen erfahren die Strukturen von Stamm A und

Stamm B erhebliche Konformationsänderungen, die vermutlich durch einen „induced-fit“-

Mechanismus induziert werden, da die Konformationsänderungen unabhängig von der

Konzentration an divalenten Metallionen verläuft.

Abbildung 6: (A) Schematische Darstellung der Sekundärstruktur eines artifizielen Hairpin-Ribozyms

(modifiziert aus Doherty  und Doudna, 2000). Der Pfeil zeigt auf die Spaltstelle des selbst-spaltenden Hairpin-

Ribozyms (B) Schematische Darstellung der Sekundärstruktur des Hairpin-Ribozyms aus der Satelliten

RNA des TRSV (modifiziert aus Doudna und Cech, 2002). Die Linien symbolisieren Watson Crick-

Basenpaare, die gestrichelten Linien und die Punkte non-Watson-Crick-Basenpaare innerhalb des Ribozym-

Substrat-Komplexes. Der Pfeil zeigt auf die Spaltstelle der Substrat-RNA. (C) Räumliche Darstellung  der
Tertiärstruktur des Hairpin-Ribozyms aus der Satelliten RNA des TRSV (aus Rupert und Ferré-

d’Amere,  2001).  Die Farben symbolisieren verschiedene Bereiche der Sekundärstruktur. Der rote Bereich

umfaßt den Stamm B; der violette Bereich die Stämme C und D; der hellblaue Bereich den DNA-Strang  aus

Stamm A, der die Spaltstelle enthält; der dunkelblaue Bereich den komplementären DNA-Strang aus Stamm A

und der gelbe Bereich die Nukleotide der Spaltstelle.   

Wie die Hammerhead-Ribozyme katalysieren auch die Hairpin-Ribozyme die Spaltung der

RNA durch eine Transesterfizierungsreaktion im Zucker-Phosphat-Gerüst der RNA, wodurch

ebenfalls ein 2´,3´-zyklisches Phosphat und eine 5´-Hydroxylgruppe entsteht. Ein

fundamentaler Unterschied zwischen den beiden Ribozymklassen ist jedoch, daß die Hairpin-

Ribozyme ihre Spaltprodukte mit einer hohen Effizienz ligieren können (Hegg und Fedor,

1995; Esteban et al., 1997), während dies bei den Hammerhead-Ribozymen nicht zu

beobachten ist (Hertel und Uhlenbeck, 1995). Kinetische Messungen des Gleichgewichts der

Transesterfizierungsreaktionen zeigen bei den Hammerhead-Ribozymen eine 200-fache

Bevorzugung der Spaltreaktion (Hertel et al., 1994), während bei den Hairpin-Ribozymen die
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Ligation der Spaltprodukte zehnmal häufiger erfolgt (Hegg und Fedor, 1995). Dieses

Reaktionsverhalten spiegelt sich auch in Unterschieden im Reaktionsmechanismus der beiden

Ribozymklassen wider. Obwohl die gleiche Reaktion katalysiert wird, verläuft diese für das

Hairpin-Ribozym pH-unabhängig und benötigt dafür keine direkte Koordination von

divalenten Metallionen an das Phosphat der Spaltstelle (Nesbitt et al., 1997). Aus der

Röntgenstruktur ist ersichtlich, daß sich die 2´ OH-Gruppe des Adenosins der Spaltstelle

AGUC im Übergangszustand in der korrekten Position für einen SN2-Rückseitenangriff

befindet, was durch die Konformationsänderung des Andockens von Stamm B an Stamm A

induziert wird (Rupert et al., 2002). Der genaue katalytische Reaktionsmechanismus ist

jedoch noch nicht vollständig geklärt. Mittlerweile wird davon ausgegangen, daß die Spaltung

durch eine Stabilisierung des Übergangszustands durch die Struktur der RNA erreicht wird

und nicht wie bei den Hepatitis-Delta-Virus Ribozymen durch die Säure-Base-Katalyse eine

Nukleotidbase, die analog zu den Histidinen in der Ribonuklease A wirkt.

Ein RNA-Padlock besteht aus zwei Domänen: einem Hairpin-Ribozym und einer

Schleifenstruktur, die eine Antisense-Sequenz gerichtet gegen die zu komplexierende RNA
beinhaltet. Kommt es nun durch die Hybridisierung der Antisense-Sequenz zu einer Bindung

des Padlocks an die RNA, bildet sich durch die Selbstligation des Hairpin-Ribozyms  eine
kovalent geschlossene lassoähnliche Struktur um die RNA, was die Translation einer solch

komplexierten RNA massiv inhibieren müßte. Das Prinzip der RNA-Padlocks ist dabei analog
zu der Funktionsweise der sogenannten DNA-Padlocks. Unter den DNA-Padlocks versteht

man lineare DNA-Oligonukleotide, deren 5´und 3´ Enden so entworfen sind, daß sie

nebeneinander auf der entsprechenden DNA- oder RNA Zielsequenz binden (Nilsson et al.,
1994; Nilsson et al., 1997). Nur die absolut korrekte Hybridisierung mit der Zielsequenz

bringt die Enden der beiden Sequenzen in eine solch räumliche Nähe, daß sie unter
Verwendung der DNA-Ligase kovalent zu einem Ring, der die zu detektierende DNA oder

RNA umschließt, geschlossen werden können (Nilsson et al., 2000). Aufgrund dieser
Eigenschaften stellen die DNA-Padlocks hochspezifische Hybridisierungssonden für

genetische Analysen wie die floureszenz-markierte in situ Hybridisierung an Chromosomen
(FISH) dar.

2.1.3 Synthetische Transkriptionsfaktoren mit Zinkfinger-DNA-
Bindungsdomänen

In Eukaryonten wird die selektive Expression eines jeden Gens durch die spezifische Bindung

von Proteinen, sogenannten Transkriptionsfaktoren, an ihre entsprechenden

Nukloetidsequenzen gesteuert, die sich in den Kontrollregionen der Promotoren der Gene

befinden und dort meist im Bereich 5´ vom Leseraster des zu exprimierenden Gens

anzutreffen sind. Die Summe der in den Kontrollregionen gebundenen Transkriptionsfaktoren

wirkt dabei wie ein molekularer Schalter, der die Aktivierung der RNA-Polymerase und
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anderer Komponenten der basalen Transktiptionsmaschinerie bewirkt und so für die zeitliche

und gewebsspezifische Expression des Gens verantwortlich ist.

Eukaryontische Transkriptionsfaktoren sind modular aufgebaut und bestehen aus mindestens

einer Effektordomäne, die die Aktivierung oder Reprimierung des entsprechenden Promotors

vermittelt und einer DNA-bindenden Domäne. Die verschiedenen Klassen der DNA-

bindenden Domänen erreichen die Bindung an die DNA meist durch die Wechselwirkung der

Aminosäureseitengruppen eines -helicalen Bereiches mit den Atomen der Nukleotidbasen

der großen Furche der DNA-Doppelhelix (Branden und Tooze, 1991). Die Spezifität der

Erkennung der entsprechenden Konsensussequenz basiert dabei auf zwei Prinzipien. Mit

Domänen, die kurze Sequenzen erkennen können, erreicht man eine genomspezifische

Bindung durch die Komplexierung zweier monomerer Proteine zu einem C2-symetrischen

Homodimer, das dann die entsprechenden palindromischen Erkennungssequenzen erkennen

kann. Beispiele hierfür sind Transkriptionsfaktoren mit DNA-Bindungsdomänen der Klassen

HTH („helix turn helix“), und bZIP („leucine zipper“) (Struhl, 1989). Zum anderen besteht

die Möglichkeit, kleine unabhängig voneinander gefaltete Domänen in modularer Weise

aneinanderzureihen, wobei jede Domäne eine kleine monomere Sequenz hochspezifisch

erkennt und die entsprechende Anzahl an Domänen die genomspezifische Erkennung des

Konsensusmotivs gewährleistet. Dieses Prinzip ist in den Transkriptionsfaktoren der Klasse

der Zinkfinger verwirklicht, die einem Gesamtanteil von 1% an den Genen des humanen

Genom ausmachen und damit die am häufigsten vorkommende Klasse an

Transkriptionsfaktoren darstellt.

Das Zinkfinger-Motiv wurde zum ersten Mal von Aaron Klug und Kollegen in dem

Transkriptionsfaktor TIF IIIA aus xenopus laevis identifiziert, der insgesamt 9 dieser

Domänen enthält (Miller et al., 1985). Eine klassische Zinkfinger-Domäne, die insgesamt 30

Aminosäuren umfasst, enthält am N-Terminus zwei Cysteine und am C-Terminus zwei

Histidine, deren Seitengruppen ein Zink-Atom koordinieren, wodurch sich eine fingerartige

Sekundärstruktur ausgebildet, die eine DNA-Sequenz von drei Basenpaaren spezifisch

erkennt. Die dreidimensionale Struktur, die schematisch in Abbildung 7 gezeigt ist, besteht

aus einem antiparallelen  Faltblatt und einer -Helix, wobei diese beide Strukturen durch die

Komplexierung des Zn-Atoms zusammengehalten werden (Lee et al., 1989; Pavletich et al.,

1991). Die Kontakte zur dem entsprechenden DNA-Triplett gehen dabei fast ausschließlich

von den Seitengruppen von vier Aminosäuren der -Helix aus (Positionen –1, 2, 3 und 6 in

bezug auf den Beginn der Helix), die deswegen Erkennungshelix genannt wird (Pabo et al.,

2001). Eine wichtige strukturelle Rolle hat auch die Brückensequenz zwischen den einzelnen

Zinkfinger-Domänen innerhalb eines Transkriptionsfaktors, die fast ausschließlich in die

Sequenz TGEKP vorkommt und von der gezeigt ist, daß sie die Ausbildung des -helicalen

Bereichs stabilisiert (Pellegrino und Berg, 1991; Laity et al., 2000).
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Abbildung 7: Räumliche Darstellung der Tertiärstruktur der Cys2His2-Zinkfinger-Domäne (aus Pabo et

al., 2001). Aus der Struktur herausgehoben sind die Seitengruppen der für die DNA-Bindung essentiellen

Aminosäuren an den helicalen Positionen –1, 2,3 und 6. Dargestellt sind ebenfalls die Seitengruppen der zwei

Cysteine (gelb) und der zwei Histidine (rot), die das Zn-Atom (silber) koordinieren.

Aufgrund seiner geringen Anzahl an benötigten Wechselwirkungen zur hochspezifischen

Erkennung von DNA-Sequenzen und der Möglichkeit zur tandemartigen Anordnung ist das

Zinkfinger-Motiv ein ideales DNA-Bindungsmodul für die Konstruktion von synthetischen

Transkriptionsfaktoren, die prinzipiell jede beliebige DNA-Sequenz hochspezifisch erkennen

können. Um eine solche Konstruktion zu verwirklichen, muß zunächst für jedes beliebige

Erkennungstriplett das entsprechende Zinkfingermodul zur Verfügung stehen. In ersten

Arbeiten wurde versucht, durch die rationale Variation der für die DNA-Bindung essentiellen

Aminosäuren spezifische Zinkfinger-Domänen gegen alle Tripletts zu identifizieren

(Desjarlais und Berg, 1992; Desjarlais und Berg, 1993). Dies gelang jedoch nur mit

moderatem Erfolg. Der entscheidende Durchbruch gelang dann durch die Anwendung einer

Selektiontechnik, die auf dem filamentöser Phagen M13 basiert. Dabei werden variierte

Zinkfingerpeptide als Fusionsproteine mit dem Phagenprotein III auf der Oberfläche

präsentiert und die entsprechenden Phagen dieser Bibliothek durch die hochaffine Bindung an

die korrespondierenden DNA-Sequenzen, die als Oligonukleotide auf einer festen Matrix

fixiert vorliegen, selektiert. In den Pionierarbeiten, in denen Varianten des

Transkriptionsfaktor Zif 268 eingesetzt wurden, gelang die Identifizierung von Zinkfinger-

Domänen gegen 16 verschiedene Erkennungssequenzen, was zum ersten Mal die Aufstellung

eines DNA-Erkennungscodes für Zinkfinger-Motive erlaubte (Choo und Klug, 1994).

Allerdings stellte sich bei der Verwendung von Fusionsproteinen dieser einzelnen selektierten

Domänen heraus, daß die gesamte DNA-Bindungsstelle mit einer deutlich geringeren

Affinität erkannt wurde, als dies anhand der Addition der einzelnen Affinitäten der

Zinkfinger-Domänen erwartet worden wäre. Dies lag darin begründet, daß die Aminosäure an
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der Position 2 der Erkennungshelix für die Wechselwirkung mit dem ersten Basenpaar des

benachbarten Tripletts im Selektionsprozeß (GCG) optimiert worden war, was in der

gewünschten Gesamtbindungsstelle dort nicht mehr vorlag.

Die Berücksichtigung dieser Synergie zwischen den benachbarten Zinkfinger-Domänen bei

der Herstellung von artifiziellen Zinfingerproteinen mit hoher Affinität gegen

genomspezifische Bindungsstellen gelang auf ganz unterschiedliche Arten. Zunächst wurden

endogene Sequenzen als Bindungsstellen ausgewählt, in denen jedes Triplett dem

Konsensusmotiv GNN entspricht. Durch diese Einschränkung verringert sich zwar die Anzahl

der möglichen endogenen Bindungsstellen drastisch, jedoch sind alle nach dem obigen

Selektionsprinzip ermittelten Zinkfingerdomänen verwendbar (Choo und Klug., 1994; Segal

et al., 1999). Die einzige technische Schwierigkeit dieser Strategie lag nur noch in der

geeigneten Verknüpfung der einzelnen Zinkfinger-Domänen miteinander. Mit der natürlichen

Brückensequenz konnten maximal drei Domänen miteinander verbunden werden, um die

erwartete additive Steigerung der Gesamtaffinität zu erreichen. Ab der vierten Zinkfinger-

Domäne kann die Periodizität der DNA-Doppelhelix nicht mehr vollständig von der

Geometrie des Zinkfingerproteins erfasst werden. Durch den Einsatz einer verlängerten

Brückensequenz zwischen zwei Zinkfingermodule mit jeweils drei Zinkfinger-Domänen

konnte jedoch dieses Problem gelöst werden und es gelang die Konstruktion eines Zinkfinger-

Transkriptionsfaktors, der eine genomspezifische Sequenz von 18 bp mit einer femtomolaren

Dissoziationskonstante erkennt (Kim und Pabo, 1998). Mit auf diese Weise hergestellten

Zinkfingerproteinen wurden Fusionen mit entsprechenden Aktivierungs- und

Repressionsdomänen hergestellt, welche die Expression der endogenen Gene selektiv

aktivierten bzw. inhibierten (Beerli et al., 1998; Beerli et al., 2000).

Die Herstellung von Zinkfingerproteinen, die mit hoher Affinität an jede beliebige Sequenz

im Genom binden können, wurde schließlich durch zwei Varianten der Phagen-

Selektionstechnik möglich.

Das erste Verfahren wurde von Greisman und Pabo (1997) entwickelt. Darin wird ein DNA-

Konstrukt angefertigt, in dem proximal an die gewünschte 9 bp lange Erkennungssequenz

zwei Bindungstripletts für Zif268-Zinkfinger-Domänen angefügt sind. Im ersten

Selektionsschritt werden Phagen mit Zif268-Varianten eingesetzt, in denen die distale der drei

Zinkfinger-Domänen randomisiert ist und durch die Selektion für die Bindung an das 5´

gelegene Triplett der genomische Erkennungssequenz optimiert wird. Die beiden anderen

Zif268-Zinkfingerdomänen binden dabei an die proximalen Wildtypsequenzen und dienen als

Anker für die zu selektierende Domäne. In weiteren Schritten wird die proximale der Anker-

Zinkfingerdomäne entfernt und distal eine randomisierte Zif268-Variante angehängt, die im

folgenden Selektionsschritt für die Bindung an das nächste Triplett der genomischen
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Bindungsstelle optimiert wird. Nach einer weiteren solchen Selektionsrunde konnten

schließlich Fusionsproteine aus drei Zinkfingerdomänen erhalten werden, die ihre

Zielsequenz mit einer nanomolaren Dissoziationskonstante komplexieren und eine sehr hohe

Spezifität aufweisen. Durch den seriellen Selektionsprozeß sind zudem alle

Wechselwirkungen zwischen den Zinkfinger-Domänen und zu benachbarten

Erkennungstripletts berücksichtigt.

In dem zweiten Verfahren, mit dem die in dieser Arbeit verwendeten Zinkfingerproteine

hergestellt wurden, werden für die Selektion zwei Zif268 -Varianten verwendet, in denen

jeweils die eine Hälfte aller essentiellen Aminosäuren für die DNA-Erkennung randomisiert

vorliegt, während die andere Hälfte unverändert bleibt. Dadurch wird der Transkriptionsfaktor

in zwei Blöcke geteilt wird, die jeweils eineinhalb Zinkfingerdomänen umfassen (Isalan et al.,

2001). Zwei so konstruierte komplementäre Zif268-Bibliotheken werden nun in parallelen

Ansätzen gegen entsprechende chimäre DNA-Seqeunzen selektiert, in denen 5 Basenpaare

der gewünschten Zielsequenz und 4 Basenpaare den Wildtyp-Bindungstellen von Zif268

entsprechen, die zur Verankerung der Bibliothek dienen. Die in beiden Bibliotheken gegen

die Zielsequenz optimierten Zinkfinger-Blöcke werden anschließend durch eine PCR-

Strategie zusammmengefügt. Das so neu generierte Drei-Zinkfinger-Protein wird dann in

einem letzten Selektionsschritt nochmal gegen die 9 bp lange Zielsequenz final optimiert. Der

große Vorteil dieses Selektionsverfahren ist, daß hochaffine Zinkfingerproteine innerhalb von

10 bis 14 Tage hergestellt werden können. Mit einem der von Isalan und Kollegen

konstruierten  Zinkfingerproteinen, gerichtet gegen verschiedene Bereiche der 5´ LTR von

HIV, konnte nun in Kombination mit der Repressionsdomäne KRAB die Replikation des

Virus um 75 % selektiv inhibiert werden (Reynolds et al., 2003).

2.2   Die biologische Bedeutung des NMDA-Rezeptors

Der wichtigste erregende Neurotransmitter im zentralen Nervensystem der Wirbeltiere ist die

Aminosäure L-Glutamat.  (Mayer und Westbrook, 1987; Collingridge und Lester 1989; Nicoll

et al., 1990). Dieser ist mit seinen Rezeptoren an den zellulären Mechanismen beteiligt, die

die Veränderbarkeit des zentralen Nervensystem, die sogenannte Plastizität steuern (Bliss and

Collingridge, 1993). Diese spielt eine entscheidende Rolle in der Entwicklung des zentralen

Nervensystems  sowie den Prozessen des Lernens und der Gedächtnisbildung.

Die Glutamatrezeptoren sind integrale Membranproteine und lassen sich in zwei Klassen

einteilen, die metabotropen und die ionotropen Rezeptoren. Die ionotropen Rezeptoren sind

ligandengesteuerte Ionenkanäle, die sich aus mehreren Untereinheiten zusammensetzen und

sich pharmakologisch durch ihre spezifischen Agonisten in NMDA (N-methyl-D-



Kenntnisstand
                                                                                                                                                              

25

asparaginsäure) und non-NMDA-Rezeptoren,  zu denen die AMPA (-Amino-3-hydroxy-5-

methyl-4-isoxazolpropionsäure) und die Kainat-Rezeptoren gehören, untergliedern.

Während sich die non-NMDA-Rezeptoren durch eine hohe Permeabilität für Na+ und K+-

Ionen und eine schnelle Aktivierungs- und Deaktivierungskinetik auszeichnen (Jonas und

Burnashev 1995), zeigt der NMDA-Rezeptor eine langsame Desaktivierungskinetik, sowie

eine hohe Permeabilität für Na+, K+ und Ca2+-Ionen und wird neben der ligandenabhängigen

Aktivierung durch Glutamat und Glycin durch Mg2+ am Ruhepotential blockiert (Mayer et al

1984; Nowak et al 1984). Wird diese spannungsabhängige Blockade durch eine

Depolarisation der synaptischen Membran aufgehoben, kommt es zu einem hohen Einstrom

an Ca2+-Ionen, die als intrazelluläre „second messenger“ wirken (Bading and Greenberg 1991)

und diverse Regelkreise aktivieren, welche die Empfindlichkeit der erregten Synapse

gegenüber neuen Eingangssignalen moduliert. Diese aktivitätsabhängigen Prozesse führen zur

Induktion einiger Formen von LTP („long term potentiation“, Langzeit-verstärkung) und LTD

(„long term depression“, Langzeit-Hemmung) (Collingridge und Singer, 1990).

Im adulten Gehirn, speziell im Hippokampus, konnten die Prozesse des LTP und LTD in

direkten Zusammenhang mit der Lern- und Gedächtnisleistung von Tieren gebracht werden.

Der Nachweis einer solchen Korrelation im Tierversuch erfolgte zunächst durch

stereotaktische Injektion von Antagonisten des NMDA-Rezeptors in den Hippokampus

(Morris., 1989). Dies führt zur Unterbindung von LTP in den Synapsen dieses Bereiches

sowie zum Verlust der räumlichen Gedächtnisleistung der Versuchstiere. Im weiteren zeigten

transgene Mäuse , in denen die Gene der Ca2+/Calmodulin-abhängigen Kinase II ( CamKII)

(Silva et al., 1992) oder der Tyrosinkinase Fyn  (Grant et al., 1992) durch homologe

Rekombination inaktiviert wurden, zum einen die Beteiligung dieser Gene an den LTP-

ausbildenden Prozessen sowie ebenfalls den Verlust der räumlichen Gedächtnisleistung der

Tiere, wobei die Zuordnung des Hippokampus als die verantwortlichen Hirnregion für diese

Verhaltensprozeß erst später erfolgte (Kojima et al., 1997). Den eindeutigsten Beweis für

diese Korrelation lieferte die Etablierung einer tTA-abhängigen Expression einer dominant-

aktiven Mutante der CamKII in deren Expressionsbereich, wodurch der Verlust des

räumlichen Gedächtnisses durch die Applikation von Dox steuerbar war (Mayford et al.

1996).

Der direkte Beweis der Beteiligung der NMDA-Rezeptoren an Lern- und

Gedächtnisprozessen durch genetische Veränderungen in transgenen Tieren gestaltete sich

zunächst als schwierig. NMDA-Rezeptoren sind heteromere Komplexe, für die bis heute 6

Untereinheiten charakterisiert worden sind. Diese umfassen NR1 (Moriyoshi et al., 1991),

NR2 A bis D (Kutsuwada et al., 1992;Meguro et al., 1992; Monyer et al., 1992) und NR3 A

(Ciabarra et al.,1995; Sucher et al., 1995). Nach heutiger Ansicht setzt sich ein funktioneller
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NMDA-Rezeptor aus zwei NR1- Untereinheiten und zwei NR2-Untereinheiten zusammen,

was aus elektrophysiologischen Arbeiten abgeleitet werden konnte (Behe et al., 1995). Die

Stöchiometrie des Rezeptors mit der NR3A Untereinheiten ist noch nicht bekannt. Dabei stellt

die NR1-Untereinheit die essentielle Rezeptorkomponente dar. Durch alternatives Spleißen an

drei voneinander unabhängigen Stellen innerhalb des Gentranskripts können insgesamt 8

Varianten entstehen, die regional und entwicklungsspezifisch gebildet werden (Hollmann und

Heinemann, 1994; Laurie und Seeburg, 1994). Diese Spleißvarianten zeigen zum einen

Unterschiede in den physiologischen Eigenschaften (Traynelis et al., 1995)  und vermitteln

zum anderen unterschiedliche Transporteigenschaften der im endoplasmatischen Retikulum

(ER) assemblierten NMDA-Rezeptoren an die synaptische Membran (Okabe et al 1999). Die

Untereinheiten NR2 A bis D werden im Gegensatz zu NR1 in ihrer Expression regional und

entwicklungsspezifisch reguliert und üben in den NMDA-Rezeptoren unterschiedliche

modulatorische Funktionen aus (Monyer et al., 1992). Über die Rolle von NR3A ist wenig

bekannt. Sie konnte in NMDA-Rezeptoren mit NR1 und NR2B in der Großhirnrinde

nachgewiesen werden, wo sie den Kanal in der Weise moduliert, daß es zu einer Reduktion

der Ganzzellströme kommt (Das et al., 1998).

Um die Ausbildung von NMDA-Rezeptoren im Gehirn transgener Mäuse zu verhindern,

wurden Mäuse generiert, in denen nr1 durch homologe Rekombination inaktiviert wurde.

Homozygot nr1 deletierte Mäuse zeigen keine Anomalien in der Entwicklung der

Gehirnanatomie, sterben jedoch 8 bis 15 Stunden nach der Geburt durch Störungen in

überlebenswichtigen autonomen Funktionen des Nervensystems. Diese umfassen einen

unregelmäßigen Atemrhytmus, was zum Ersticken der Tiere führt, und den Verlust des

Schluckreflexes zur Nahrungsaufnahme (Li et al., 1994; Forrest et al., 1994). Diese

phänotypischen Veränderungen beobachtet man auch in Mäusen, in denen eine Punktmutation

innerhalb der zweiten Transmembrandomäne von NR1 zum Verlust der Ca2+-Durchlässigkeit

und des Mg2+ Blocks der damit gebildeten NMDA-Rezeptoren führt, was die funktionelle

Beteiligung der NMDA-Rezeptoren an diesen Veränderungen deutlich demonstriert (Single et

al. 2000).

Die erste erfolgreiche Korrelation des NMDA-Rezeptors an Lern- und Gedächtnisprozessen

in transgenen Mäuse gelang unter Anwendung des Cre / loxp Rekombinationssystems. Durch

die Kreuzung einer Mauslinie, in der cre spezifisch in der CA1-Region des Hippokampus

exprimiert wird (Tsien et al., 1996a), mit einer weitere Linie, in der zwei loxp Stellen den

Bereich der Exons 11 bis zum 3´ Ende des NR1-Gens flankieren, konnte in resultierenden

doppeltransgenen Mäusen eine spezifische Ablation von nr1 in CA1 ab der dritten postnatalen

Woche erreicht werden (Tsien et al., 1996b). Dies führte in den Tieren zur Abwesenheit der

LTP-Prozesse spezifisch in dieser Region, was direkt mit dem Verlust des räumlichen

Gedächtnis in den entsprechenden Verhaltenstests in Zusammenhang steht. In neuesten



Kenntnisstand
                                                                                                                                                              

27

Arbeiten konnte mit der gleichen Methodik eine spezifische Deletion von nr1 in der Region

CA3 des Hippokampus erreicht werden, wobei hier die entsprechenden transgenen Mäuse

Defizite in der Rekonstitution von Erinnerungen durch unvollständige Gedächtnismuster

aufwiesen (Nakazawa et al., 2002).
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3. Abkürzungen und Definitionen

3.1   Abkürzungen

aa Aminosäure
AA Acrylamid
Abb. Abbildung

CamKII Ca2+/Calmodulin-abhängige Proteinkinase II 
Amp Ampizillin
AMPA -Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolpropionsäure
AP alkalische Phosphatase
APS Ammoniumpersulfat
ATC Anhydrotetrazyklin
Bis-AA Bisacrylamid (N,N'-Methylen-Bisacrylamid)
bla Gen für das Enzym -Lactamase (vermittelt Ampizillin-Resistenz)
-Gal -Galaktosidase

bp Basenpaare
BSA Rinderserumalbumin
bZIP „basic leucine zipper“
C-terminal Carboxy-terminal
ccc ringförmig geschlossene Plasmid-DNA ("covalent closed circular'")
cDNA „copy“ DNA
CIP alkalische Phosphatase ("calf intestinal phosphatase")
cre Gen für die Cre-Rekombinase
CTE konstitutives Transport-Element
DAB Diaminobenzidin
DEAE Diethylamino-ethyl
DEPC Diethylpyrocarbonat
DMSO Dimethylsulfoxid
DNA Desoxyribonukleinsäure ('"desoxyribonucleic acid")
DNase Desoxyribonuklease
dNTP 2´-Desoxyribonukleotide
ddNTP 2´, 3 -́Didesoxyribonukleotide
Dox Doxyzyklin
dsDNA doppelsträngige ("double stranded") DNA
dsRNA doppelsträngige RNA
DTT Dithiothreitol
E embryonaler Tag
E.coli Escherichia coli
EDTA Ethylendiaminotetraessigsäure
EF1 Elongationsfaktor 1 
eGFP „enhanced green fluorescing protein“
ELISA „enzyme linked immunosorbent assay“
EtBr Ethidiumbromid
EtOH Ethanol
FACS Fluoreszenz-Zellsortiergerät („fluorescence activated cell sorter“)
FCS fötales Kälberserum
FPLC Hochleistungs-Flüssigkeitchromatographie
G418 Genetizin
hCMV humaner Zytomegalie Virus
HEPES 4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazin-ethansulfonsäure
HH „Hammerhead“
HRP Meerrettich-Peroxidase („horse radish peroxidase“)
HS Pferdeserum („horse serum“)
HTH -Helix-Turn- -Helix-Motiv
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Hyg Hygromyzin
IgG Immunglobulin G
i.p. intraperitonal
KAc Kaliumacetat
Kan Kanamycin
kb „kilo-Basenpaare“
KLS Kernlokalisierungssignal
Km Michaelis-Menten-Konstante
kobs beobachtete Reaktionsgeschwindigkeitskonstante
kreact Reaktionsgeschwindigkeitskonstante
KOX-1 KRAB-Domäne aus dem Gen hox-1
KRAB Krüppel-assoziierte Box
lacZ Gen für das Enzym ß-Galaktosidase aus E. coli
LB "Luria Broth"-Nährmedium
LTD Langzeit-Hemmung („long term depression“)
LTP Langzeit-Verstärkung („long term potentiation“)
LTR „ long terminal repeat“
luc Gen für das Enzym Luziferase des Leuchtkäfers Photinus pyralis
MCS „multiple cloning site“
MeOH Methanol
Mino Minozyklin
MOPS Morpholinopropansulfonsäure
MuMLV muriner Moloney Leukämievirus
mRNA „messenger“ RNA
NMDA N-methyl-D-asparaginsäure
N-terminal Amino-terminal
NaAc Natriumacetat
NGF „nerve growth factor“
nt Nukleotide
NTP Nukleosidtriphosphat
OD optische Dichte
OH Hydroxyl-
ONPG ortho-Nitrophenyl- -D-Galaktopyranosid
ori "origin of replication" (Replikations-Ursprung)
P Promotor
P postnataler Tag
p Plasmid
pA Polyadenylierungssignal
p.A. Chemikalien mit analytischem Reinheitsgrad („pro analysi“)
PAA Polyacrylamid
PAGE PAA-Gelelektrophorese
PBS isotonischer Phosphatpuffer („phosphate buffered saline“)
PCR Polymerase-Kettenreaktion („polymerase chain reaction“)
pH negativer dekadischer Logarithmus der H+-Ionenkonzentration
Pi anorganisches Phosphat (PO4

3- )
PIPES Piperazin-1,4-bis-(2-ethansulfonsäure)
PNK Polynukleotidkinase
pUH Plasmid Universität Heidelberg
PVDF Polyvinylidenfluorid
Pwo pyrococcus woesei
r resistent
REST „RE-1 silencing transcription factor“
RNA Ribonukleinsäure ("ribonucleic acid")
RNAi „RNA interference“
RNase Ribonuklease
RNasIn Ribonuklease-Inhibitor
RT Raumtemperatur
rtTA reverser Tetrazyklin-kontrollierbarer Transaktivator
SDS Natriumdodecylsulfat ("sodium dodecyl sulfate")
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SIN replikationsdefiziente Virusvariante („single integration“)
SPF spezifisch pathogenfrei
ssDNA einzelsträngige ("single stranded") DNA
SV40 "Simian" Virus 40
Tab. Tabelle
Taq thermus aquaticus
TBE Tris-Borat-EDTA
TBP „TATA-Box“ bindendes Protein
TE Tris-EDTA
Tm Schmelztemperatur
Tn Transposon
tetR Gen des Repressors des Tn10 Resistenzoperons aus E. coli
TetR Repressor des Tn10 Resistenzoperons aus E. coli
TEMED N,N,N',N'-Triethylmethyl-ethylendiamin
tet/Tet Tetrazyklin
Tris Tris-Hydroxymethylaminomethan
tTA Tetrazyklin-kontrollierbarer Transaktivator
tRNA "transfer" RNA
sTRSV „ tobacco ring spot virus“ Satellit
UTR untranslatierte Region
UV Ultraviolettes Licht
VSV-G vesikulärer Stomatitis Virus G
VTH Versuchstierhaltung
wt Wildtyp
X-Gal 5-Brom-4-Chlor-3-indolyl- -D-Galaktopyranosidsid
ZIF Protein mit Zinkfinger-DNA-Bindungsdomänen

3.1.1 Einheiten

A Ampère
Ci Curie
cpm Zählimpulse pro Minute ("counts per minute")
Da Dalton
F Farad
g Gramm / Erdanziehungskraft
h Stunde(n) (lat. "hora")
l Liter
m Meter
M molar, (mol/l)
min Minute(n)
Mio. Millionen
mol Avogrado-Konstrante (6,022 x 1023)
rlu Relative Lichteinheiten ("relative light units")
s Sekunde(n)
U Einheit der Enzymaktivität ("Unit")
Upm Umdrehungen pro Minute
V Volt

3.1.2 Vorsätze

k kilo 103

c centi 10-2

m milli 10-3

µ mikro 10-6

n nano 10-9

p piko 10-12

f femto 10-15
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3.1.3 Basen/Nukleoside

A Adenin/Adenosin
C Cytosin/Cytidin
G Guanin/Guanosin
T Thymin/Thymidin
U Uracil/Uridin

X C, U und A

3.1.4 Nomenklatur der Aminosäuren nach IUPAC-IUB Vereinbarungen (1969)

Ala A Alanin Leu L Leuzin
Arg R Arginin Lys K Lysin
Asn N Asparagin Met M Methionin
Asp D Asparaginsäure Phe F Phenylalanin
Cys C Cystein Pro P Prolin
Gln Q Glutamin Ser S Serin
Glu E Glutaminsäure Thr T Threonin
Gly G Glyzin Trp W Tryptophan
His H Histidin Tyr Y Tyrosin
Ile I Isoleuzin Val V Valin

3.2 Definitionen

In dieser Arbeit wurden zum Teil englische Fachausdrücke verwendet, bei denen entweder keine sinnvolle oder

eine nur umständliche Übersetzung ins Deutsche möglich ist

´blocking´ Absättigung unspezifischer Bindungsstellen

´blot´ Transfer von Proteinen, RNA oder DNA auf Membranen

´enhancer´ Regulatorisches DNA-Element, welches auf einem DNA-Molekül, orientierungs- und 

positionsunabhängig die Transkriptionsinitiation einiger eukaryotischer Promotoren 

aktiviert.

´founder´ Transgenes Tier, resultierend aus einer Mikroinjektion von DNA in eine befruchtete

Oozyte

´induced fit´ Induzierte Konformationsänderung zur optimalen Bindung eines Substrats

´knock-out´ Transgenes Tier mit einer Gendeletion

´knock-in´ Transgenes Tier mit einer Gensubstitution

´kissing complex´ stabile Hybridisierung von zwei RNA-Stamm-Schleifen-Strukturen, induziert durch die

Wechselwirkung der Nukleotide der beiden Schleifen

´maxiprep´ Schnellmethode zur Plasmid-DNA-Isolierung und -Aufreinigung aus E. coli  mit hoher 

DNA-Ausbeute.

´miniprep´ Schnellmethode zur Plasmid-DNA-Isolierung und -Aufreinigung aus E. coli  mit 

geringer DNA-Ausbeute.

´multiple cloning site´ DNA-Region, die die Erkennungssequenzen für mehrere Restriktionsendonukleasen 

umfaßt.

´northern-blot´ Transfer von RNA aus einem denaturierenden Agarosegel auf eine Nitrozellulose-

Membranen

´supercoil´ topologische Zustandsbeschreibung von ringförmig geschlossener DNA in 

Abhängigkeit ihrer Verwindungszahl.

´template´ Matrize.

´western blot´ Proteintransfer aus einem PAA-Gel auf eine geeignete Membran
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4. Material
4.1   Laborausstattung

Analytische Waage Typ 1712 Satorius GmbH, Göttingen
Biobildanalysator FUJIX Bas 1000 Fuji Photo Film Co., Ltd., Japan
Biobildanalysatorfilme Bas III B Fuji Photo Film Co., Ltd., Japan
CO2-Inkubationsschrank Mod.6000 Heraeus GmbH, Hanau
Computer-Hardware:

MacIntosh PowerPC 7500/100 Systematics, Mannheim
MacIntosh PowerPC 9600/200 Systematics, Mannheim
MacIntosh Powerbook G3/233 Theile Computer, Speyer
Lexmark-Laserdrucker Optra T614 Theile Computer, Speyer
Xerox-Farbdrucker Phaser 1235 Theile Computer, Speyer
Scanner Linoscan 1400 Heidelberger Druckmaschinen, Heidelberg

Computer-Software:
Acrobat Reader 5.0 Adobe Systems Inc., San Jose, USA
Canvas 7.0 Deneba Software Inc., Miami, USA
DNA Strider 1.3 Commisariat a l'Energie Atomique, France
EditView 1.0.1 Perkin-Elmer Corp., Wesseley, USA
EndNote 3.0 Niles & Associates Inc., Berkeley, USA
ImageQuant 1.1 Amersham Bioscience Europe GmbH, Freiburg
MacBas 2.0 Fuji Photo Film Co., Ltd., Japan
MacPlasmap 2.05 CGC Scientific Inc., St. Louis, USA
Microsoft Office 98 für MacIntosh Microsoft Corporation, Seattle, USA
Netscape Navigator 4.7 Netscape Communication Corporation, Mountain

View, USA
OligoN 4.0 National Biosciences Inc., Plymouth, USA
Photoshop 5.0 Adobe Systems Inc., San Jose, USA

Digitalkamera Olympus DP10 Olympus, Hamburg
Durchflußzytometer FACScan Becton Dickinson, Heidelberg
Elektroelutionsapparaturen ZMBH, Heidelberg
Elektrophoreseapparaturen EMBL, Heidelberg
Elektrophoresis Constant Power Supply ECPS 3000/150 Pharmacia GmbH, Freiburg
Elektrophoresis Constant Power Supply ECPS 500/400 Pharmacia GmbH, Freiburg
Elektrophoresis Power Supply PS143, 500V/400mA EMBL, Heidelberg
Eppendorf-Mixer 5432 Eppendorf Gerätebau, Netheler & Hinz GmbH,

Hamburg
Flouroimager SI Molecular Dynamics GmbH, Krefeld
Geigerzähler Minimonitor gm meter 5.10 Wellhofer Kernphysik, Schwarzenbach
Geigerzähler LB 1210 B Berthold GmbH, Wildbad
Geltrockner Modell 1125 B Biorad, München
Genepulser, Pulse Controller Biorad, München
Gilson Pipetman 2, 10, 20, 200, 1000 Gilson Medical Electronics, Villiers-Le-Bel,

Frankreich
Grobwaage Typ 1474 Mettler, Göttingen
Inkubationsschrank Typ VT 5050 EK Heraeus Christ AG, Zürich, Schweiz
Inversmikroskop Diavert Leitz GmbH, Wetzlar
Kassetten für die Autoradiographie Goos, Heidelberg
Kleinbildkamera OM 10 Olympus, Hamburg
Kühlzentrifuge Sorvall RC-5B mit den Rotoren GS3,
GSA, SA600, SS34, HB4 Du Pont Inc., USA
Labor pH-Meter Knick GmbH, Göttingen
Magnetrührer Bachhofer, Reuttlingen
Makroskop Leica M420 Leica, Bensheim
Mehrkanalpipette, 1-10 µl, 5-50 µl Capp, über ServiChem GmbH, Bischweier
Mehrkanalpipette, 15-1200 µl Matrix Technologies, Lowell, USA
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Mikrowellenofen Siemens, München
Mikrowellenofen Elektronia Cooktronic MediaMarkt, Heidelberg 
Minifold-Filtrations-Apparatur SRC 96 Schleicher & Schüll GmbH, Dassel
Multipipette Eppendorf AG, Hamburg
Röntgenfilmentwicklungsmaschine Amersham & Buchler, Frankfurt/Main
Reinluftwerkbank ESG Reinraumtechnik
Schüttelinkubator ISF-1 W/V Kühner, Schweiz
Semidry-Blotter (für Westernblot) ZMBH, Heidelberg
Speed-Vac-Concentrator Savant Bachofer, Reutlingen
Spektralphotometer Ultrospec 3000 Pharmacia GmBH, Freiburg
Stickstofftank BT40 L’Air Liquide, Frankreich
Szintillationsspektrometer LS6000IC Beckman Instruments, USA
Thermocycler RoboCycler Stratagen GmbH, Heidelberg
Tischzentrifuge, Biofuge A Heraeus Christ AG, Zürich, Schweiz
UltraTurrax T25 Janke und Kunkel, Staufen
UV-Handlampe Typ 70 481 Reichelt
UV-Kontaktlampe, Chroma 43 Vetter GmbH, Wiesloch
UV-Transilluminator UVP Inc., USA
Vakuumpumpe, Beta Leybold Typ 1162 Heraeus Christ AG, Zürich, Schweiz
Verstärkerfolie, Cronex Lightning + DuPont, Willmington, USA
Vibratom Leica VT1000 Leica, Bensheim
Videodokumentation Cybertech CS1 Cybertech, Berlin
Wasserbad, Julabo U3/7A Julabo, Seelbach
Zellsorter FACS Vantage SE Becton Dickinson, Heidelberg
Zentrifuge Sigma 4-15 Qiagen, Hilden

4.2   Verbrauchsmaterial

Chromatographiepapier, Whatman 3MM Vetter, St.Leon-Rot
Deckgläser für Objektträger Menzel, Braunschweig
DNA-Aufreinigungssäulchen für PCR-Produkte,
Plasmid-DNA und genomische DNA Genomed, Bad Oeynhausen

Qiagen GmbH, Hilden
Invirtogen GmbH, Karlsruhe

Elektroporationsküvetten 4mm Equibio, über Peqlab, Erlangen
Filter-pipettenspitzen 10 µl Micronic, Lelystad, Holland
Filter-pipettenspitzen 20 µl, 200µl, 1000µl Steinbrenner Laborsysteme, Wiesenbach
Filter-pipettenspitzen 1250 µl Matrix Technologies, Lowell, USA
Glaspipetten Brand, Wertheim
Kanülen Braun, Melsungen
Konzentrator Microcon-100 Millipore GmbH, Eschborn
Mikro-Einmalküvetten Ratiolab GmbH, Dreieich
Nylonmembran Hybond NX (Northern) Amersham Biosciences GmbH, Freiburg
Parafilm M, Laboratory Film American Can Company, Greenich, USA
Pasteur-Kapillar-Pipetten WU, Mainz
Pipettenspitzen 10 µl, 200µl, 1000µl Steinbrenner Laborsysteme, Wiesenbach
Pipettenspitzen für Multipipette Greiner Labortechnik GmbH, Frickenhausen
Plastik-Petrischalen Greiner Labortechnik GmbH ,Frickenhausen
Plastik-Spritzen Becton Dickinson, Heidelberg
Plastikmaterial für die Zellkultur Greiner Labortechnik GmbH, Frickenhausen

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg
Nunc GmbH, Wiesbaden

Polystyrol-Röhrchen für Lumat Greiner Labortechnik GmbH, Frickenhausen
PVDF-Membran Immobilon P (Western) Millipore GmbH, Eschborn
Objektträger Menzel, Braunschweig
Quarz-küvetten Hellma, München
Reaktionsgefäße 1,5 ml Steinbrenner Laborsysteme, Wiesenbach
Reaktionsgefäße 2ml „Safelock“ Eppendorf AG, Hamburg
Reaktionsgefäße für PCR-Anwendungen Steinbrenner Laborsysteme, Wiesenbach
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ABgene, Surrey, England
Röntgenentwickler Agfa G150 Röntgen Bender, Gernsbach
Röntgenfilm Kodak X-Omat AR5 Sigma, Deisenhofen
Röntgenfilm Kodak Bio-Max Sigma, Deisenhofen
Röntgenfixierer Agfa G334 Röntgen Bender, Gernsbach
Sterilfilter 0,22 µm Millipore GmbH, Eschborn

4.3   Chemikalien

Acrylamid
Agar
Agarose
Albumin, Fraktion V
Ampizillin
Ammoniumperoxodisulfat
Biotin-16-UTP
Borsäure
Bromphenolblau
C4
Chloroform
CDP-Star
DEPC
Desoxynukleotide
DAB
DMEM
DMSO
Doxyzyklin-Hydrochlorid
Doxyzyklin-Hyclate
DTT
ECL
EDTA
Einbettmedium EUKITT
EMEM
Essigsäure
Ethanol
Ethidiumbromid
Formaldehyd
Formamid
Genetizin (G-418) Sulfat
Glyzerin
Glyzin
Glyzyl-Glyzin
Harnstoff
Hefeextrakt
HEPES
Hygromyzin B
I-Block
Isopropanol
Kälberserum (FCS)
Kernechtrot

AppliChem, Darmstadt
Difco Labs, Detroit, USA
Gibco, BRL, Eggenstein
Sigma, Deisenhofen
AppliChem,
Sigma, München
Roche, Mannheim
Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Paratech, Boston, USA
J.T.Baker, Holland
Roche, Mannheim
Fluka, Neu-Ulm
Roche, Mannheim
Sigma, Deisenhofen
Gibco BRL, Eggenstein
Serva, Heidelberg
Sigma, Deisenhofen
Westward, USA
Serva, Heidelberg
Amersham, Freiburg
Sigma, Deisenhofen
Kindler, Freiburg
Gibco BRL, Eggenstein
Merck, Darmstadt
J.T.Baker, Holland
Serva, Heidelberg
J.T.Baker, Holland
Fluka, Neu-Ulm
Gibco BRL, Eggenstein
Roth, Karlsruhe
Serva, Heidelberg
AppliChem, Darmstadt
Serva, Heidelberg
Difco Labs, Detroit, USA
Gibco BRL, Eggenstein
Calbiochem, Bad Soden
Tropix, USA
J.T.Baker, Holland
Clonetech, Heidelberg
Merck, Darmstadt

Lachssperma-DNA
Luziferin
-Mercaptoethanol

Methanol
N,N´-
Methylenbisacrylamid
Minozyklin-hydrochlorid
MOPS
Natriumacetat
Natriumchlorid
Natriumcitrat
Natriumhydrogenphosphat
Natriumdihydrogen-
phosphat

   NGF-ß
   ONPG

Paraformaldehyd
Penizillin/Streptomyzin
Pferdeserum
Phenol
Phosphorsäure
PIPES
Polyethylenglycol 6000
Poly-L-Lysin
Protein-Assay-Lösung
Ribonukleotide
Salzsäure
SDS
Sephadex G50
Silikat S-5631
Sucrose
TEMED
Tris
Triton X-100
TRIzol
Tween
Wasserstoffperoxid
X-Gal
Xylencyanol

Roche, Mannheim
AppliChem, Darmstadt
Merck, Darmstadt
J.T.Baker, Holland

AppliChem, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
J.T. Baker, Holland

AppliChem, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
AppliChem, Darmstadt
Riedel de Haen, Seelze
Gibco BRL, Eggenstein
Gibco BRL, Eggenstein
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
AppliChem, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Bio-Rad, München
Roche, Mannheim
J.T.Baker, Holland
Serva, Heidelberg
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
J.T. Baker, Holland
Serva, Heidelberg
Serva, Heidelberg
Serva, Heidelberg
Gibco BRL, Eggenstein
AppliChem, Darmstadt
Merck, Darmstadt
BioMol, Hamburg
Sigma, Deisenhofen

Alle nicht aufgeführten Chemikalien waren von der Qualität p.A. und wurden von folgenden Firmen bezogen :

 Acros Organics, Geel, Belgien
 AppliChem GmbH, Darmstadt
 Biomol Feinchemikalien GmbH, Ilvesheim
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 Difco Laboratories, Detroit Michigan, USA
 Fluka Feinchemikalien GmbH, Neu-Ulm
 Invitrogen (Gibco) GmbH, Karlsruhe
 J.T. Baker, Deventer, Holland
 Merck AG, Darmstadt
 Pharmacia Chemikalien GmbH, Dübendorf
 Riedel de Haen Laborchemikalien AG, Seelze
 Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
 Roth Chemikalien, Karlsruhe
 Serva Feinbiochemika GmbH & Co., Heidelberg
 Sigma Chemikalien GmbH, Deisenhofen

4.4   Radioisotope

-32P]ATP (5000 Ci/mMol) Amersham & Buchler, Frankfurt/Main
-32P]GTP (5000Ci/mMol) Amersham & Buchler, Frankfurt/Main
-33P]ddATP (3000Ci/mMol) Amersham & Buchler, Frankfurt/Main
-33P]ddGTP (3000Ci/mMol) Amersham & Buchler, Frankfurt/Main
-33P]ddTTP (1000Ci/mMol) Amersham & Buchler, Frankfurt/Main
-33P]ddCTP (1000Ci/mMol) Amersham & Buchler, Frankfurt/Main

4.5   Enzyme

Alkalische Phosphatase ('CIP') Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Alkalische Phosphatase-Avidin-Konjugat Tropix Inc., USA
DNA-Ligase aus T4 Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
DNase I (RNase frei) Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
DNA-Polymerase aus T4 Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
DNA-Polymerase aus thermus aquaticus (Taq) Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Promega, Mannheim
Invitrogen, Karlsruhe

DNA-Polymerase aus pyrococcus woesei (Pwo) Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Polynukleotidkinase ('PNK') aus T4 Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Proteinase K Qiagen GmbH, Hilden
Restriktionsendonukleasen Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

New England Biolabs, Frankfurt
MBI Fermentas, St. Leon-Rot

RNA-Polymerase aus T3 Stratagene GmbH, Heidelberg
RNA-Polymerase aus T7 Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Ambion Ltd, Huntington, UK
RNase A Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
RNase H Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
RNase-Inhibitor (RNasIn) Promega Corporation, Madison, USA

4.6   Antikörper

Anti-ß-Galaktosidas IgG (polyklonal) aus Kanninchenserum ICN Biomedicals GmbH, Eschwege
Anti-Cre IgG (polyklonal) aus Kanninchenserum Berkeley Antibody Company, USA
Anti-Luziferase IgG (polyklonal) aus Kanninchenserum Dr. W. Jüst, Universität Heidelberg

Anti-Kanninchen-IgG aus Ziegenserum,konjugiert mit
Alkalischer Phosphatase (AP) Sigma GmbH, Deisenhofen
Meerrettich-Peroxidase (HRP) Vector Laboratories, Burlingame, USA 
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4.7   Nukleinsäuren

4.7.1   DNA-Oligonukleotide

Genotypisierung von transgenen Mäusen:

Cre-Rekombinase: Cre#3: 5´-TCGCTGCATTACCGGTCGATGC-3´
Cre#4: 5´-CAATGAGTGAACGAACCTGGTCG-3´

ß-Galaktosidase: LacZ#1: 5´-TTACGATGCGCCCATCTACAC-3´
LacZ#2: 5´-TTACCCGTAGGTAGTCACGCA-3´

Luziferase Luc#1: 5´-TTACAGATGCACATATCGAGG-3´
Luc#2: 5´-TAACCCAGTAGATCCAGAGG-3´

Synthetischer rtTA srtTA#1: 5´-CCATGTCTAGACTGGACAAGA-3´
srtTA#2: 5´-CTCCAGGCCACATATGATTAG-3´

tTA / rtTA tTA#1: 5´-AATGAGGTCGGAATCGAAGG-3´
tTA#2: 5´-TAGCTTGTCGTAATAATGGCGG-3´

Sequenzspezifischer RNAse H Verdau:

UUC 254 : 5´-CAGGGCGAATGTCAG-3´
GUC 457 : 5´-CACACTGACAGGGCC-3´
GUC 488 : 5´-AGCGTAGACCTGGCT-3´
GUC 488 (33) : 5´-AACTAGGATAGCGTAGACCTGGCTAGAGATGAG-3´
GUC 548 : 5´-GTAGGAGACAGGGGT-3´
GUC 604 : 5´-TAGATGGACATTCGG-3´
GUC 729 : 5´-GTCGCTGACCAGCAG-3´

Klonierungen:

Hammerhead-Ribozyme:

RNase H Strategie:

UUC 254 9+9:

US: 5´-TCGACAAGCAGGGCCTGATGAGTCCGTGAGGACGAAAATGTCTGCCTGCA-3´
LS: 5´-GGCAGACATTTTCGTCCTCACGGACTCATCAGGCCCTGCTTG-3´

GUC 457 9+9:

US : 5´-TCGACTCACACACTCTGATGAGTCCGTGAGGACGAAACAGGGCCACTGCA-3´
LS : 5´-GTGGCCCTGTTTCGTCCTCACGGACTCATCAGAGTGTGTGAG-3´

GUC 488 9+9:

US : 5´-GGACGCGTCGACGATAGCGTACTGATGAGTCCGTGAGGACGAAACCTGGCTACTGCAG
TTTT-3´

LS : 5´-AAAACTGCAGTAGCCAGGTTTCGTCCTCACGGACTCATCAGTACGCTATCGTCGACGC
GTCC-3´

GUC 548 9+9:

US : 5´-TCGACTGTGTAGGACTGATGAGTCCGTGAGGACGAAACAGGGGTGCTGCA-3´
LS : 5´-GCACCCCTGTTTCGTCCTCACGGACTCATCAGTCCTACACAG-3´
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GUC 548 12+12:

US : 5´-TCGACAGCTGTGTAGGACTGATGAGTCCGTGAGGACGAAACAGGGGTGGGACTGCA-3´
LS : 5´-GTCCCACCCCTGTTTCGTCCTCACGGACTCATCAGTCCTACACAGCTG-3´

GUC 548 15+15:

US: 5´-TCGACGCCAGCTGTGTAGGACTGATGAGTCCGTGAGGACGAAACAGGGGTGGGAGTGC
TGCA-3´

LS: 5´-GCACTCCCACCCCTGTTTCGTCCTCACGGACTCATCAGTCCTACACAGCTGGCG-3´

GUC 548 18+18:

US: 5´-TCGACGAAGCCAGCTGTGTAGGACTGATGAGTCCGTGAGGACGAAACAGGGGTGGGA
GTGAAGCTGCA-3´

LS: 5´-GCTTCACTCCCACCCCTGTTTCGTCCTCACGGACTCATCAGTCCTACACAGCTGGCTTC
G-3´

Computerdesign:

CUU 79 6+16:

US: 5´-TCGACGTGCTGCTGATGAGTCCGTGAGGACGAAAGCGTGTTTGGCGCTGCTGCA-3´
LS: 5´-GCAGCGCCAAACACGCTTTCGTCCTCACGGACTCATCAGCAGCACG-3´

GUC 308 5+19:

US: 5´-TCGACATGTTCTGATGAGTCCGTGAGGACGAAACGATCTTGGGGTCGCAGGCTGCA-3´
LS: 5´-GCCTGCGACCCCAAGATCGTTTCGTCCTCACGGACTCATCAGAACATG-3´

GUA 365 11+7:

US: 5´-TCGACTTGGCCTGGTTCTGATGAGTCCGTGAGGACGAAACTGCCTCTGCA-3´
LS: 5´-GAGGCAGTTTCGTCCTCACGGACTCATCAGAACCAGGCCAAG-3´

va -Hammerhead-Ribozyme:

va  GUC 308 5+19:

S: 5´-GGAAAATGCGACGTCAGACAACGG-3´
AS: 5´-TGCGACCCCAAGATCGTTTCGTCCTCACGGACTCATCAGAACATTTTTGGATCACGGCG

GACGGC-3´

NR1-Luziferase-Fusionsprotein:

LUCFUS-US: 5´-GGGCCCGTCGACGCGGCCGCATCGATATCGCACGTGGC-3´
LUCFUS-LS: 5´-CATGGCCACGTGCGATATCGATGCGGCCGCGTCGACGGGCCCTGCA-3´
LUC–ATG-US: 5´-GAGAAACCTCGAGTGGCCGTAGAAGACGCCAAAAAC-3´
LUC–ATG-LS: 5´-GTTTTTGGCGTCTTCTACGGCCACTCGAGGTTTCTC-3´
NR1-opt2-US: 5´-GCTGTGCCCGGAGCTCGTAGCCACCATGGACCTGCTGACATTCGCC -3´
NR1-opt2-LS: 5´-GGCGAATGTCAGCAGGTCCATGGTGGCTACGAGCTCCGGGCACAGC -3´

Expressionsvektoren:

MP1: 5´-GAAAAGCTTGTAGGCGTGTACGGTGG-3´
MP5: 5´-GAAGATCTTCGCTAGCTTCTGCAGCGCGGTCGACGCTCTAGATCCAGGCGATCTGACG

GTTC-3´
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MP6: 5´-GAAGATCTTCGCTAGCTTCTGCAGCGCGGTCGACGCTCTAGACGCGGAGGCTGGATC
GG-3´

RNA-Padlocks:

AR1.308:

S: 5´-GGCTCGTCGACGGGTCAGCAGATTGTCACGTATTGACAAGAAGCTGAACCAGAGAAA
CACACGTTGTGGTATATTACCTGGTCG-3´

AS: 5´-ACCCGGCTGCAGGTGACAGACGGCTGATGTTGTTGTTGTTGTTGTTGTCCCAAGATTGT
CAACATCGACCAGGTAATATACCAC-3´

AR1.548:

S: 5´-GGCTCGTCGACGGGTCAGCTGTCTCCTACGTATTAGGAAGAAGCTGAACCAGAGAAACA
CACGTTGTGGTATATTACCTGGTCG-3´

AS: 5´-ACCCGGCTGCAGGTAGGAATCGGCTGATGTTGTTGTTGTTGTTGTTGTCCCTGTCTCCT
ACACAGCGACCAGGTAATATACCAC-3´

NR1-Promoter:

NR1-in-5´: 5´-AAGAATTCGTAAGCTTCCAGATCTCATTCACGCCAACGCAGG-3´
NR1-in-3´: 5´-TTGGATCCATCCATGGTCTCCGGGCACAGCGGG-3´

Synthetische Transkriptionsfaktoren mit Zinkfinger-DNA-Bindungsdomänen:

NRD-5´: 5´-GGCTCTAGAGCCACCATGGCCACCCAGGTAATGG-3´
NRD-3´: 5´-GGACTAGTAGTCCATGAGGTTCACCTTTTA-3´
C-Linker-US: 5´-AATTCCGGCCCAAAAAAGAAGAGAAAGGTCGACGGCGGTGAACAAAAACTTA

TTTCTGAAGAAGATCTGTAAACTAGTG-3´
C-Linker-LS: 5´-TCGACACTAGTTTACAGATCTTCTTCAGAAATAAGTTTTTGTTCACCGCCGTCG

ACCTTTCTCTTCTTTTTTGGGCCGG-3´

Sequenzierprimer:

Seq-AB: 5´-ACATGCATTCTAGTTGTGG-3´ (SV40 pA-upstream)
Seq- 5´-AAAGAAAGAACAATCAAGGG-3´ (ß-Globin/Intron pA-upstream)
bla: 5´-CCGCGCACATTTCCCCGAAAAGTGCC-3´ (ß-Laktamasegen-upstream)
T3: 5´-ATTAACCCTCACTAAAGGGAACA-3´
T7: 5´-AATACGACTCACTATAG-3´

4.7.2   Plasmide

p523 Clonetech Laboratories, Palo Alto, USA KanR

pBI-4 U. Baron, ZMBH; Universität Heidelberg AmpR

pEF1prtTA Ref.: Gopalkishnan et al., 1999 AmpR

pGvaL Ref.: Lieber und Strauss, 1995 AmpR

pJ-N18-1 Dr. R. Sprengel, MPI für med. Forschung, Heidelberg AmpR

pMM403 Ref.: Mayford et al, 1996 AmpR

pSF2 Rainer Löw, ZMBH, Universität Heidelberg AmpR

pSFG ECT2 luc Ref.: Lindemann et al., 1997 AmpR

pSKII + Stratagen GmbH, Heidelberg AmpR

pTRE-REST Ref.: Ballas et al., 2001 AmpR

pUHC13-3 Ref.: Gossen und Bujard, 1992 AmpR

pUHD12-1 F. Wang, ZMBH, Universität Heidelberg AmpR

pUHD131-3 Angelika Bonin, ZMBH, Universität Heidelberg AmpR

pUHD16-1 Angelika Bonin, ZMBH, Universität Heidelberg AmpR

pUHD34-1 Rainer Löw, ZMBH, Universität Heidelberg AmpR

pUHR-1 Rainer Löw, ZMBH, Universität Heidelberg AmpR
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pUHrT 62-1 Mazahir Hasan, ZMBH, Universität Heidelberg AmpR

pUHrT 63-1 Mazahir Hasan, ZMBH, Universität Heidelberg AmpR

pX343 H. Diggelmann, Epalinges, Schweiz AmpR

pZIF-KOX-1/2-9 M. Moore, Gendaq Ltd., London, UK AmpR

pZIF-KOX-1/3-6 M. Moore, Gendaq Ltd., London, UK AmpR

pZIF-KOX-1/3-10 M. Moore, Gendaq Ltd., London, UK AmpR

pZIF-KOX-1/4-5 M. Moore, Gendaq Ltd., London, UK AmpR

pZIF-KOX-1/4-10 M. Moore, Gendaq Ltd., London, UK AmpR

pZIF-KOX-1/5-6 M. Moore, Gendaq Ltd., London, UK AmpR

4.7.3  Größenstandards

1 kb-DNA-Leiter Invitrogen, Karlsruhe
0,16 – 1,77 kb RNA-Leiter Invitrogen, Karlsruhe
0,3 – 6,9 kb RNA-Leiter Roche Diagnostics, Mannheim

4.8   E.coli Stämme

DH5 (WM1964) Prof. W. Messer, MPI für Molekulare Genetik, Berlin
(lac)U169, endA1, gyrA46, hsdR17(rK-mK+), phi80, (lacZ)M15, recA1, 

relA1, supE44, thi-1.

4.9   Zellinien

293 GPG HEK 293 (Humane, Adenovirus 5 transformierte primäre embryonale
Nierenzellen (ATCC CRL-1573) Zellinie, in der tTA unter der Kontrolle des
CMV-Promotors steht, die gag-pol Region des murinen Moloney-Leukämie-
Virus (MuMLV) ebenfalls durch den CMV-Promotors exprimiert wird und
die Produktion des Oberflächenprotein VSV-G von Ptet gesteuert wird. (Ory
 et al., 1996)

HeLa Humane Cervix-Karzinom Zellen (ATCC CCL2)
HtTA HeLa-Zellinie, in welcher der tetrazyklin-kontrollierten Transaktivator tTA

stabil unter der Kontrolle des CMV Promotors exprimiert wird. (Gossen und
Bujard, 1992)

PC12 Adrenale Pheochromocytom-Zellen aus der Ratte (ATCC CRL-1721)
PC12 tTA PC12-Zellinie, in der tTA stabil unter der Kontrolle des CMV Promotors

exprimiert wird (Angus King, Universität Heidelberg)

4.10  Mauslinien

C57Bl/6 Charles River
R26R Ref.: Soriano, 1999
nZL-2 A. Kistner, Dissertation Universität Heidelberg, 1996
LC-1 F. Schwenk, Dissertation Universität Köln, 1997
TACamK-1 Ref.: Mayford et al., 1996 (Linie B)

4.11  Puffer, Medien, Stammlösungen

Acrylamid-Stammlösungen:

Stammlösung 1: 30 % AA, 1 % Bis-AA, filtriert & entgast
Stammlösung 2: 20 % AA, 1 % Bis-AA, filtriert & entgast

CIP- ( Dephosphorylierungs-) 500mM Tris/HCl, pH 8,5

Puffer (10x) 1 mM EDTA
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DNA-Fragmentisolierung aus Agarosegelen

Gelextraktionspuffer 6 M NaI

Waschpuffer 10 mM Tris/HCl, pH 7,5
50 mM NaCl
2,5 mM EDTA
50 % Ethanol (v/v)

T4 DNA-Ligase-Puffer (10x): 200 mM Tris/HCl, pH 8,5
100 mM MgCl2
100 mM DTT
0.6 mM ATP

T4 DNA-Polymerase-Puffer (5x) 250 mM Tris/HCl, pH 8,8
75 mM (NH4)2SO4

35 mM MgCl2
0,5 mM EDTA
50 mM ß-Mercaptoethanol
0,1 mg/ml Rinderserumalbumin

DNA-Sequenzierung nach Sanger

Reaktionspuffer (10x) 260mM Tris/HCl pH 9,5
65 mM MgCl2

Terminations-Mastermix 7,5 µM dATP
7,5 µM dATP
7,5 µM dATP
7,5 µM dATP

Stopp-Lösung 95 % Formamid (entionisiert)
20 mM EDTA
0,05 % Xylencyanol FF
0,05 % Bromphenolblau

EHK-Puffer: 50 mM Tris/HCl, pH 7,5
10 mM MgCl2

Ethidiumbromid: 10 mg/ml in H2O

Fixierlösung für PAA-Gele 10 % Essigsäure
20 % Methanol

ß-Galaktosidase-Nachweis mit X-Gal

X-Gal-Färbelösung 1 mg/ml X-Gal
2 mM MgCl2
5 mM K4(Fe(CN)6)
5 mM K3(Fe(CN)6)

X-Gal-Stammlösung 100 mg/ml X-Gal in Dimethylformamid
(bei –20°C und im Dunklen lagern)

ß-Galaktosidase-Quantifizierung mit ONPG

ONPG-Lösung 100 mM Na2HPO4 / NaH2PO4 pH 7,5
4 mg/ml ONPG
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Z-Puffer 100 mM Na2HPO4 / NaH2PO4 pH 7,5
10 mM KCl
1 mM MgSO4

50 mM ß-Mercaptoethanol

„ Immunoblot“-Lösungen

Transferlöung 40 mM Glycin
50 mM Tris
0,04% SDS
20% Methanol

TBS-Puffer 20 mM Tris/HCl pH 7,5
100 mM NaCl
0,6 mM EDTA

TBST-Puffer TBS mit 0,05 % Tween 20

Absättigungspuffer 5% Magermilchpulver
0,02% NaN3 in TBST

Immunoeroxidase-Färbung:

Wasserstoffperoxid-Lösung 0,5% H2O2 in PBS

Puffer 1 1% BSA
3% Ziegenserum
0,3 % Triton X100 in PBS

Puffer 2 0,3% BSA
0,1 % Triton X100 in PBS

DAB-Färbelösung 20 mM Tris/HCl pH 7,6
0,4 mg/ml DAB

Isolation von Nukleinsäuren aus PAA-Gelen

Hochsalzpuffer (Elektroelution): 3 M NaAc, pH 7,0
0,02% Bromphenolblau

LB-Medium: 1 % Bacto-Trypton
0.5 % Hefeextrakt
0.5 % NaCl

LB-Platten: LB-Medium
1.2 % Bacto-Agar

Loening-Puffer: 36 mM Tris/HCl pH 7,8
30 mM NaH2PO4

1 mM EDTA

Luziferase-Meßpuffer 25 mM Glycyl-glycin pH 7,5
15 mM MgSO4

5 mM ATP
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'Maxi-Prep'-Lösungen (GENOMED):

Puffer E1: 50 mM Tris/HCl, pH 8,0
10 mM EDTA
RNase A (100µg/ml)

Puffer E2: 200 mM NaOH
1 % SDS

Puffer E3: 3,2 M KAc, pH 5,5

Puffer E4: 100 mM NaAc, pH 5,0
600 mM NaCl
0,15 % Triton X-100

Puffer E5: 100 mM NaAc, pH 5,0
800 mM NaCl

Puffer E6: 100 mM Tris/HCl, pH 8,5
1250 mM NaCl

'Mini-Prep'- Lösungen:

Lösung I: 50 mM Glucose
10 mM EDTA
25 mM Tris/HCl, pH 8,0

Lösung II: 0.2 M NaOH
1 % SDS

Lösung III: 3 M KAc, pH 4.8 (eingestellt mit Eisessig)

MOPS-Puffer (10x): 400 mM MOPS/NaOH pH 7,0
100 mM NaAc
10 mM EDTA

„Northern-Blot“-Lösungen

20x SSC 0,3 M Natriumcitrat pH 7,0
3M NaCl

Transferpuffer 5 x SSC
10 mM NaOH

Neutralisationspuffer 5 x SSC

20x SSPE 0,2 M NaH2PO4 pH 7,4
3 M NaCl
20 mM EDTA

niedrig stringenter Waschpuffer 2 x SSPE
0,5% SDS

hoch stringenter Waschpuffer 0,2 x SSPE
0,5% SDS
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Prähybridisierungslösung 50% Formamid
5 x SSC
5% SDS
6% PEG 6000 (w/v)
250 µg/ml Lachssperma-DNA

Blockierlösung 1 x PBS
0,5% SDS
0,2% Casein (I-Block)
frisch anzusetzen

Detektionspuffer 0,1 M Diethanolamin pH 10,0
1 mM MgCl2

„Strip“-Puffer 0,2 M Glycin pH 2,2
0,1% SDS
0,1% Tween 20

Padlock-Puffer: 50 mM Tris/HCl pH=8,0
10 mM MgCl2
20 % Formamid

PBS-Puffer: 8,1 mM Na2HPO4, pH 7,0
1,5 mM KH2PO4

137 mM NaCl
2,7 mM KCl

PBS(EDTA)-Puffer: 16 mM Na2HPO4

1,5 mM KH2PO4

140 mM NaCl

2,7 mM KCl

0,8 mM EDTA

PFA-Puffer 4g Paraformaldehyd pro 100 ml PBS
(1 Stunde bei 60°C gelöst und bei –20°C gelagert)

Phenol: Mit 0,2 M Tris/HCl, pH 8.0 auf pH > 7,5
äquilibriert, stabilisiert mit 0.1g 8-Hydroxy-
quinolin / 100 ml

Polymerase-Kettenreaktion (PCR):

Taq-DNA-Polymerasepuffer (10x) 100 mM Tris/HCl pH=8,3
(Roche Diagnostics, Mannheim) 500 mM KCl

15 mM MgCl2

Pwo-DNA-Polymerasepuffer (10x) 100 mM Tis/HCl pH=8,85
(Roche Diagnostics, Mannheim) 250 mM KCl

50 mM (NH4)2SO4

20 mM MgSO4

Polynukleotidkinase-Puffer (10x): 500 mM Tris/HCl, pH 8,2
100 mM MgCl2
50 mM DTT
1 mM Spermidin
1 mM EDTA
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Probenauftragspuffer:

für Agarose-und PAA- Gele zur Auftrennung von ds-DNA:

Probenpuffer 1: (10x) 50 % Glycerin (v/v)
0.02 % Bromphenolblau
0.02 % Orange G
0.02 % Xylencyanol FF

für Agarose-und PAA- Gele zur Auftrennung von ss-DNA und RNA:

Probenpuffer 2: (1x) 80 % Formamid
50 mM EDTA, pH 8,0
0.02 % Bromphenolblau
0.02 % Xylencyanol FF
0.02 % Orange G

Probenpuffer 3: (10 x) 50 % Glycerin (v/v)
1 mM EDTA, pH 8,0
0,4 % Bromphenolblau
0,4 % Xylencyanol FF

Probenpuffer 4: (2x) 7 M Harnstoff
50 mM EDTA, pH 8,0
0,05 % Bromphenolblau
0,05 % Xylencyanol FF

Restriktionsendonukleasen-Inkubationspuffer (10x)

Puffer A: 330 mM Tris/Ac, pH 7,9
100 mM MgAc
660 mM KAc
5 mM DTT

Puffer B: 100 mM Tris/HCl, pH 8,0
50 mM MgCl2
1000 mM NaCl
10 mM -Mercaptoethanol

Puffer L: 100 mM Tris/HCl, pH 7,5
100 mM MgCl2
10 mM DTT

Puffer M: 100 mM Tris/HCl, pH 7,5
100 mM MgCl2
500 mM NaCl
10 mM DTT

Puffer H: 500 mM Tris/HCl, pH 7,5
100 mM MgCl2
1000 mM NaCl

Abweichende Inkubationsbedingungen nach Herstellerangaben

RNase H-Inkubationspuffer (10x): 200 mM HEPES/KOH, pH 8,0
500 mM KCl
100 mM MgCl2
10 mM DTT
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T3-RNA-Polymerase-Transkriptionspuffer:

Reaktionspuffer (5x): 200 mM Tris/HCl, pH 8,0
40 mM MgCl2
10 mM Spermidin
250 mM NaCl

Enzymverdünnungspuffer:(1x) 20 mM Na3(PO4)/H3PO4, pH 7,7
100 mM NaCl
1 mM DTT
1 mM EDTA
50 % Glycerin (v/v)

T7-RNA-Polymerase-Transkriptionspuffer:

Transkriptionspuffer (10x): 400 mM Tris/HCl, pH 8,0
(Roche Diagnostics, Mannheim) 60 mM MgCl2

100 mM DTT
20mM Spermidine

SDS-PAGE Lösungen:

Acrylamid-Stammlösung 30% Acrylamid
0,8% Bis-Acrylamid in Wasser

4x Sammelgel-Puffer 500 mM Tris/HCl pH 6,8
0,4% SDS

4x Trenngel-Puffer 1,5 M Tris/HCl pH 8,8
0,4 % SDS

Laufpuffer 25 mM Tris/HCl pH 8,3
250 mM Glycin
0,1% SDS

Sammelgel (3%) 1 ml Acrylamid-Stammlösung
1 ml Sammelgel-Puffer
8 ml H2O
20 µl TEMED
20 µl 10% APS

Trenngel (10%) 10 ml Acrylamid-Stammlösung
7,5 ml Trenngel-Puffer
12,5 ml H2O
20 µl TEMED
100 µl 10% APS

Protein-Probenpuffer 25% Sammelgel-Puffer
20% Glycerin
3% SDS
0,02% Bromphenolblau
3% ß-Mercaptoethanol
ad H2O

Transformationspuffer TBjap 10 mM PIPES/KOH, pH 6,7
15 mM CaCl2
250 mM KCl
55 mM MnCl2
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TE (Tris-EDTA) Puffer: 10 mM Tris/HCl pH 7.5
1 mM EDTA

Tris-Borat-EDTA (TBE)-Puffer: 90 mM Tris/HCl, pH 7.6
90 mM Borsäure
3 mM EDTA
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5. Methoden

5.1 DNA-Transfer in E. coli Zellen

5.1.1 Herstellung kompetenter E. coli Zellen für die CaCl2-Methode nach Okayama

Von einer Einzelkolonie des entsprechenden Bakterienstammes wird eine Übernacht-Kultur in 5 ml LB-Medium

aufgewachsen. Mit dieser Übernacht-Kultur werden 500 ml LB-Medium angeimpft und die Lösung in einem

Schüttler bei 18°C bis zur optimalen Zelldichte von OD600 = 0,75 inkubiert, die man wegen der längeren

Generationszeit von 9,5 h erst nach ca. 36 h erhält. Die Zellen werden nun 10 min auf Eis gekühlt und dann bei

4°C in einer Kühlzentrifuge 10 min bei 2500 x g sedimentiert. Der Überstand wird verworfen, die sedimentierten

Zellen in 80 ml auf Eis vorgekühltem Transformationspuffer TBjap resuspendiert und erneut 10 min in der

Kühlzentrifuge bei 2500g abzentrifugiert. Nach Abtrennung des Überstandes wird das Sediment in 18,6 ml

Transformationspuffer TBjap rückgelöst, 10 min auf Eis inkubiert und anschließend 1,4 ml vorgekühltes DMSO

langsam zugetropft (Vorsicht: DMSO gefriert bei 7°C!). Die Suspension wird nun in Aliquots von 200 µl

portioniert und in flüssigem Sickstoff schockgefroren. Die Zellen können mehrere Monate bei -80°C gelagert

werden, ohne ihre Kompetenz zu verlieren.

Die Transformationseffizient von kompetenten DH5-Zellen, welche nach dieser Methode (Inoue et al., 1990)

hergestellt wurden, liegt zwischen 3,3 und 8 x 107 Transformanten pro 200 µl Zellen pro µg superhelikaler

Plasmid-DNA und ist damit um einen Faktor 10 höher bezüglich der klassischen CaCl2-Methode (Mandel and

Higa, 1970).

5.1.2 Transformation von Plasmid-DNA in kompetente E. coli Zellen nach der CaCl2-Methode

Die DNA-Aufnahme in kompetente Zellen wird durch einen kurzen Hitzeschock induziert. Dazu wird ein 200 µl

Aliquot kompetenter Zellen (ca. 2 x 108)  auf Eis aufgetaut, 0,1 pmol Plasmid-DNA zugegeben und die

Suspension 30 min auf Eis inkubiert. Anschließend erfolgt der Hitzeschock für 2 min bei 42°C im Wasserbad.

Nach 10-minütigem Abkühlen auf Eis wird den Zellen 1 ml LB-Medium zugegeben und die Suspension eine

Stunde bei 37°C inkubiert. In diesem Zeitraum (auch phänotypische Expression genannt) beginnen die Bakterien

bereits mit der Expression der Antibiotika-Resistenzgene. Danach werden die Zellen mit einer Tischzentrifuge

bei 6000 Upm sedimentiert, der Überstand verworfen, die Bakterien in 100µl LB-Medium resuspendiert und

anschließend auf selektivem LB-Agar ausplatiert.

5.1.3 Schnelltransformation von Plasmid-DNA in kompetente E. coli Zellen

Dieses einfache und schnelle Transformationsprotokoll, beschrieben von Pope und Kent (1996), reduziert das

Standardverfahren der Transformation (siehe 5.1.2.) auf nur wenige Minuten . Die DNA wird dabei mit 200 µl

Zellsuspension kompetenter Bakterien gemischt und für 5 min auf Eis inkubiert. Danach wird der

Transformationsansatz auf selektivem LB-Agar ausplattiert, der auf 37°C vorgewärmt wurde.

5.2 Isolation und Aufreinigung von Nukleinsäuren

5.2.1 Aufreinigung superhelikaler Plasmid-DNA aus E. coli Zellen in kleinem Maßstab (´Mini-Prep´)

Die hier beschriebene Präparationsmethode ist abgeleitet von der Orginalvorschrift nach Birnboim & Doly

(1979). Das Prinzip wird im Folgenden erläutert:

In den ersten beiden Schritten werden die Zellen durch Detergenzeinwirkung und osmotischen Schock

aufgebrochen, wobei es gleichzeitig zu einer reversiblen alkalischen Denaturierung der Nukleinsäuren durch
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NaOH und einer irreversiblen Denaturierung der Proteine durch SDS kommt. Im dritten Schritt wird der pH-

Wert erniedrigt, so daß die Nukleinsäuren wieder renaturieren. Dabei findet allerdings eine intermolekulare

Renaturierung bei der chromosomalen E. coli-DNA statt, wobei sich hochmolekulare, netzartige unlösliche

Strukturen bilden, während die Plasmid-DNA aufgrund der topologischen Verknüpfung ihrer Einzelstränge

intramolekular renaturiert und in Lösung bleibt. Bei der abschließenden Zentrifugation werden die Zelltrümmer,

die Membranteile, die denaturierten Proteine und die chromosomale DNA sedimentiert, wodurch der Überstand

nur noch die Plasmid-DNA und die zelluläre RNA enthält und abgetrennt werden kann.

Die Präparation erfolgt bei Raumtemperatur. Alle Lösungen werden, soweit nicht anders angegeben, bei

Raumtemperatur verwendet:

Von einer 5 ml Übernacht-Kultur werden ca. 1,5 ml in ein Reaktionsgefäß überführt und 5 min bei 6000 Upm

zentrifugiert. Der Überstand wird verworfen, das Bakteriensediment in 100 µl Lösung I aufgenommen und 5 min

auf Eis inkubiert. Danach werden der Suspension 200 µl Lösung II  zugegeben und diese für weitere 5 min auf

Eis inkubiert. Nach Zugabe von 150 µl Lösung III wird die Lösung gut geschüttelt, 10 min bei 15000 x g

zentrifugiert, und der Überstand (ca. 450 µl) in ein neues Reaktionsgefäß überführt. Zu diesem Überstand gibt

man 500 µl Isoprpopanol hinzu und fällt die Nukleinsäuren 10 min auf Eis und sedimentiert diese durch eine

30-minütige Zentrifugation bei 15000 Upm und 4°C. Das Nukleinsäurensediment wird anschließend zweimal

mit 1000 µl 80 %igem Ethanol gewaschen anschließend 1 bis 2 min im ‘Speed-Vac’-Konzentrator getrocknet

und in 50 µl TE oder H2O aufgenommen.

Die Qualität der so präparierten DNA ist ausreichend für Restriktionsanalysen und Sequenzierreaktionen.

5.2.2 Aufreinigung superhelikaler Plasmid-DNA über Anionen Austauscher Chromatographie (´Maxi-

Prep´)

Die präparative Aufreinigung superhelikaler Plasmid-DNA aus Bakterienkulturen erfolgt nach einem modifi-

zierten Protokoll der von Birnboim und Doly (1979) beschriebenen Methode in Kombination mit einer Säulen-

chromatographie. Bei der benutzten Methode werden die Bakterienzellen wie bei der ´Mini-Prep´unter

alkalischen Bedingungen in Anwesenheit von SDS als Detergenz aufgeschlossen. Nach der Neutralisation und

der anschließenden Zentrifugation trägt man den Überstand auf eine Anionenaustauschersäulen auf, wobei die

Plasmid-DNA aufgrund ihrer vielen negativen Ladung mit hoher Affinität an das Säulenmaterial bindet. Die

RNA und die andere Zellsubstrate, die mit niedriger Affinität binden, werden durch einen Waschschritt

quantitativ von der Säule entfernt und die Plasmide anschließend bei hohen Salzkonzentrationen eluiert und mit

Ethanol präzipitiert.

In dieser Arbeit wurden zur Aufreinigung größerer Mengen an superhelikaler Plasmid-DNA hauptsächlich

JETSTAR Anionenaustauschersäulen der Firma GENOMED verwendet. Die vom Hersteller empfohlene

Vorschrift wird im Folgenden in Kurzform beschrieben:

 Aufwachsen der Bakterien in 500 ml selektiven LB-Medium bei 37°C bis zu einer OD600 von 1 bis 1,5

 10-minütiges Abzentrifugieren der 500 ml Bakterienkultur bei 5000 upm im Rotor GSA

 Resuspendieren des Sediments mit 10 ml Puffer E1

 Zugabe von 10 ml Puffer E2, vorsichtiges Mischen, 5 min Inkubation auf Eis

 Zugabe von 11 ml Puffer E3, sofortiges Mischen der Lösung und anschließende 10-minütige Zentrifugation

bei 20°C und 15000g

 Äquilibrierung der Säule durch 30 ml Puffer E4

 Auftragen des Überstandes auf die äquilibrierte JETSTAR Anionenaustauschersäule

 Nach Beendigung des Durchlaufs einmaliges Waschen der Säule mit 60 ml Puffer E5

 Elution der Plasmid-DNA durch das Auftragen von 15 ml Puffer E6. Die Lösung wird in einem 30 ml

Zentrifugenröhrchen gesammelt

 Fällung der DNA durch Zugabe von 10,5 ml Isolpropanol und 30 minütiger Zentrifugation bei 4°C und

15000g

 Waschen des DNA-Präzipitats mit 80 %igem Ethanol und anschließendes Trocknen des Sediments unter

Normaldruck für 10 min



Methoden
                                                                                                                                                              

49

 Aufnehmen der DNA in einem passenden Volumen TE

Die Qualität der auf diese Weise gewonnenen Plasmid-DNA reicht aus, um sie für Transfektionsexperimente in

eukaryontischen Zellen einzusetzen. Bei der Herstellung von Plasmid-DNA, die als Matrizen in einer in vitro

Transkription eingesetzt werden, sollte der Puffer E1 auf keinen Fall RNase A enthalten.

5.2.3 Reinigung von Nukleinsäurelösungen durch Gelfiltrationschromatographie

Diese Technik ermöglicht die Trennung hochmolekularer Nukleinsäuren von kleinen Molekülen. Im Rahmen

dieser Arbeit wurde sie zum einen benutzt zur Separierung in vitro transkribierter RNA von den

nichtinkorporierten Nukleotidtriphosphaten des Transkriptionsansatzes und zum anderen zur Abtrennung

radioaktiv markierter Nukleinsäuren von den radioaktiven Substratnukleotidtriphosphaten. Ebenso besteht die

Möglichkeit die Zusmmensetzung des Puffers, in dem die Nukleinsäure gelöst ist, zu ändern.

Zwei Methoden sind generell anwendbar: konventionelle Säulenchromatographie und die Zentrifugation durch

Sephadex G 50 gepackte Plastikspritzen. Letztere Methode wird im folgenden beschrieben.

5.2.3.1 Herstellung der Chromatographiesäulen

Man stellt zuerst eine Spehadex G50-Stammlösung her, indem man 2 g Sephadex G50 mit 32 ml TE oder H20

versetzt. Die erhaltene Suspension wird bei 1600 x g 5 min zentrifugiert, um geringe Mengen an Dextrose zu

entfernen, und der Überstand verworfen. Diese Prozedur wird 4 bis 5 mal durchgeführt. Zur Konservierung der

Stammlösung wird diese autoklaviert. Alternativ kann auch 0,01 % Natriumazid zugesetzt werden.

Zur Herstellung der Chromatographiesäulen wird der Auslauf einer 1 ml Plastikspritze durch ein passendes

Stück Whatmann-Filterpapier verschlossen. Mit einer Pasteurpipette wird die Spritze vollständig mit Sephadex

G50 Suspension aufgefüllt und abschließend 3 min bei 160 x g in einem 14 ml Zentrifugenröhrchen

zentrifugiert. Die Spritze sollte nach der Zentrifugation mindestens bis zur Marke von 0,9 ml gefüllt sein. Ist dies

nicht der Fall, ist der obige Arbeitsschritt zu wiederholen. Für die Lagerung versiegelt man das

Zentrifugenröhrchen samt Spritze mit Parafilm. In diesem Zustand ist die Chromatographiesäule bei 4°C

mehrere Monate haltbar.

5.2.3.2 Durchführ ung der Chromatographie

Um das Säulenmaterial zu äquilibrieren, wird die zentrifugierte Chromatographiesäule mit dem entsprechenden

Puffer gefüllt, 3 min bei 160 x g zentrifugiert und das Eluat verworfen. Entspricht der Puffer nicht dem der

Sephadex G50 Stammlösung, so ist dieser Schritt 4 bis 6 mal zu wiederholen, bis das Säulenmaterial vollständig

äquilibriert ist . Anschließend wird die Säule noch einmal mit 100 µl Äquilibrierungspuffer zentrifugiert, um ein

komplettes Elutionvolumen zu gewährleisten. Die zu reinigende Nukleinsäurelösung (100 µl) wird auf die

zentrifugierte Chromatographiesäule aufgetragen und 3 min bei 160 x g zentrifugiert. Das erhaltene Eluat, in

einem 0,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefäß aufgefangen, enthält ausschließlich hochmolekulare Nukleinsäuren.

5.2.4 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen durch Adsorption an eine Silikatmatrix nach

Boyle

Bei dieser Methode nutzt man die Eigenschaft von dsDNA aus, unter bestimmten Bedingungen reversibel an

eine Glasmilchmatrix zu binden. Dabei wird das Agarosegel mit der entsprechenden DNA in Gegenwart von

Glasmilch unter Hochsalzbedingungen geschmolzen, wobei die DNA an das Silikat adsorbiert. Nach mehreren

Waschschritten kann das gebundene DNA-Fragment unter bestimmten Inkubationsbedingungen von der Matrix

eluiert werden.

Die beiden folgenden Abschnitte beschreiben die Originalvorschrift von Boyle und Lew (1995).
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5.2.4.1 Herstellung der DNA-Adsorptionsmatrix

10 g Silikat Sigma S-5631 wird in 100 ml PBS-Puffer (100mg/ml) aufgenommen. Zur Entfernung feiner

Silikatpartikel wird die Suspension 2 h bei RT gelagert, bis sich der Feststoff vollständig abgesetzt hat, der

Überstand wird verworfen und das Gesamtvolumen von 100 ml mit PBS-Puffer eingestellt. Dieser Arbeitsschritt

wird zweimal wiederholt. Nach anschließender 2-minütiger Zentrifugation bei 2000 x g wird dem

Silikatsediment 3 M NaI-Lösung bis zu einer Konzentration von 100 mg/ml zugegeben. Die so hergestellte

Silikatsuspensions lagert man bei 4°C im Dunkeln. Die Bindungskapazität der Silikatsuspension beträgt 4 bis 5

µg Plasmid-DNA pro mg Silikat.

5.2.4.2 Durchführung der DNA-Fragmentisolierung

Das gewünschte DNA-Fragment wird aus dem Agarosegel mit einem Skalpell ausgeschnitten und in ein

Eppendorf-Reaktionsgefäß überführt. Nach Zugabe von 2 Volumen Gelextraktionspuffer und der berechneten

Menge Silikatsuspension wird das Gelstück bei 55°C vollständig geschmolzen (Dauer: 5 bis 10 min). Während

des Schmelzvorganges ist die Lösung mehrere Male gut zu durchmischen, um ein quantitatives Binden der DNA

an die Silikatmatrix zu gewährleisten (nicht vortexen!). Das Silikat wird durch eine 1 minütige Zentrifugation

bei 13000 x g sedimentiert, zweimal mit 500 µl Waschpuffer gewaschen, und 15 min unter Normaldruck

getrocknet. Durch Hinzufügen von 1 Volumen TE-Puffer oder H2O (bezogen auf das Silikatsediment) und 5-

minütige Inkubaton der Suspension bei 55°C wird die DNA von der Matrix abgelöst. Nach Zentrifugation bei

13000 x g für 1 min wird der Überstand abgenommen. Die qualitative und quantitative Analyse des eluierten

DNA-Fragmentes folgt durch Gelelektrophorese eines Aliquots des Eluats.

5.2.5 Isolierung von Nukleinsäuren aus PAA-Gelen mittels Elektroelution

Die Elektroelution ist wegen ihrer hohen Ausbeute eine der besten Methoden zur Rückgewinnung von

Nukleinsäuren aus PAA-Gelen. Dabei nutzt man die sehr geringe Wanderungsgeschwindigkeit der

Nukleinsäuren bei hohen Ionenstärken aus, um sie in einer hochmolaren Salzlösung zu immobilisieren. Die

Methode wurde im Rahmen dieser Arbeit zur Reinigung von radioaktiv markierter RNA, zur Reinigung von

DNA-Fragmenten und zur präparativen Aufreinigung von ssDNA-Oligonukleotiden verwendet.

Die Visualisierung der zu isolierenden Nukleinsäuren wird auf verschiedene Weisen durchgeführt (siehe 0) und

die Bande mit dem Skalpell aus dem Gel ausgeschnitten. Bei der Isolierung von DNA-Oligonukleotiden aus

denaturierenden PAA-Gelen wird das Gelstück noch zweimal mit 0,5 x TBE gewaschen, um den Harnstoff zu

entfernen. Das entsprechende Gelstück wird dann in die ´Salzfalle´, einer speziell für die Elektroelution

angefertigten Apparatur, überführt. Bei der Isolierung von RNA wird diese zuvor ÜN in 2 M NaOH eingelegt

und anschließend mit 1%iger SDS-Lösung gewaschen, um RNasen quantitativ aus dem Gerät zu entfernen. Die

Nukleinsäure wird unter Verwendung von 0,5 x TBE (Laufpuffer mit geringer Ionenstärke) bei 180 V aus dem

Gelstück eluiert und wandert in der Apparatur dabei in eine Vertiefung, in der sich 75 µl Hochsalzpuffer

befindet. Hier erfolgt ein Ladungsausgleich, wodurch die Wanderungsgeschwindigkeit der Nukleinsäure soweit

reduziert ist, daß sie an der der Kathode zugewandten Seite des Salzkissens akkumuliert. Die Elektrophorese

wird abhängig von der Größe der Nukleinsäure 2 x 15 - 45 min durchgeführt. Dabei wird nach jedem

individuellen Zeitintervall der Hochsalzpuffer in einem Volumen von 200 µl durch eine 1 ml Spritze mit

passender Kanüle entfernt und durch neuen ersetzt. Nach Beendigung der Elektroelution wird die isolierte

Nukleinsäure durch Zugabe von 2,5 Volumen Ethanol gefällt. Das Präzipitat wird zweimal mit 80%igem

Ethanol gewaschen und in einem geeigneten Volumen 1 x TE oder H2O rückgelöst. Elutionen radioaktiv

markierter DNA-Fragmente zeigten, daß Moleküle unter 200 bp praktisch quantitativ, Fragmente bis 1000 bp zu

> 80% eluiert werden können.
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5.2.6 Extraktion von Proteinen aus Nukleinsäurelösungen (Phenolextraktion)

Zur Entfernung von Proteinen aus Nukleinsäurelösungen wird diese mit einem Volumen äquilibiertem Phenol

versetzt, gemischt und anschließend zur Phasentrennung 5 min bei 13000 Upm zentrifugiert. Dabei gehen die

Proteine fast quantitativ in die phenolische Phase und in die Interphase über. Um geringe Reste an Phenol aus

der wässrigen Phase zu entfernen, wird diese nun einmal mit gleichem Volumen eines Chloroform-

Isoamylalkohol Gemisches (24:1) extrahiert. Anschließend wird die Nukleinsäure mit Ethanol präzipitiert und

das Sediment im gewünschten Volumen 1x TE aufgenommen.

Alternativ können Proteine auch durch ein- bis zweimaliges Extrahieren mit einem

Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol Gemisch (25/24/1) entfernt werden.

5.2.7 Konzentrieren von Nukleinsäurelösungen

Eine Standardmethode, RNA und DNA zu konzentrieren, ist die Ethanolfällung. Dabei gibt man zu der

Nukleinsäurelösung 1/10 Volumen 3 M NaAc (pH 5,0) und 2 bis 2,5 Volumen Ethanol dazu. Aus dieser nun ca.

70 %igen Ethanollösung fallen die Nukleinsäuren als Natriumsalze aus. Zur Fällung wird die Lösung 30 min bei

-20°C gelagert und anschließend die Nukleinsäure durch Zentrifugation bei 13000 upm und 4°C sedimentiert.

Das Präzipitat wird anschließend mit 80 % Ethanol gewaschen und im ‘Speed-Vac’-Konzentrator 1-2 min

getrocknet. Die DNA bzw. RNA kann in einem beliebigen Volumen 1x TE oder H20 rückgelöst werden. Bei

Nukleinsäurekonzentrationen kleiner als 10 µg/ml erhöhen vor der Fällung zugesetzte Trägersubstanzen (tRNA,

Glykogen) die Ausbeute. Bei Nukleinsäurekonzentrationen kleiner 100 ng/ml empfiehlt sich die Konzentrierung

durch Einengung der Lösung im Ölpumpenvakuum. Hierbei ist jedoch darauf zu achten, daß relativ hohe

Salzkonzentrationen auftreten können, welche nachfolgende Reaktionen negativ beeinträchtigen könnten.

Eine weitere Methode zur Konzentrierung von Nukleinsäurelösungen ist die Verwendung von anisotropen,

hydrophilen Membranen. In dieser Arbeit wurden die Microcon-100-Konzentratoren der Firma Amicon zur

Einengung von in vitro Transkriptionsansätzen benutzt. Diese Geräte halten Nukleinsäuren ab einer Größe von

300 nt und  Proteine ab einer Größe von 100 kDa auf der Membran zurück. Der Konzentrator wird auf ein 1,5 ml

Eppendorf-Reaktionsgefäß gesetzt, die Lösung (maximales Volumen: 500 µl) eingefüllt und 15 min bei 500 x g

in einer Tischzentrifuge bei RT zentrifugiert. Das Eluat wird verworfen, der Konzentrator invertiert auf ein neues

Reaktionsgefäß gesetzt und anschließend 3 min bei 800 x g zentrifugiert. Werden diese Arbeitsschritte zweimal

wiederholt, hat sich das Volumen der Lösung unabhängig vom Ausgangswert auf 10 µl verkleinert.

5.2.8 Photometrische Bestimmung von Konzentration und Reinheit von Nukleinsäurelösungen

Gemäß dem Lambert-Beer´schen Gesetz ist die Konzentration einer Lösung direkt proportional zu ihrer

Extinktion bzw. Absorption. Diese Relation macht man sich bei der spektralphotometrischen Quantifizierung

von wässrigen Nukleinsäure-Lösungen zu Nutze.

Von einer Verdünnung der gereinigten Nukleinsäure wird im Spektralphotometer die Absorbtion bei 260 nm

(Absorbtionsmaximum der Nukleinsäuren) und bei 280 nm (Absorbtionsmaximum aromatischer Aminosäuren

von Proteine) bestimmt. Die Messung erfolgt in 500 µl Quarzküvetten (Schichtdicke 5 mm). Es existiert

folgende Beziehung zwischen gemessener Absorption und Konzentration der Nukleinsäurelösung:

1 OD260nm = 50 mg/ml für dsDNA

1 OD260nm = 40 mg/ml für ssRNA

1 OD260nm = 33 mg/ml für ssOligonukleotide

Das Verhältnis der Absorptionen bei 260 nm und 280 nm ermöglicht die Beurteilung der Reinheit der

Nukleinsäurelösung. Saubere Präparationen von DNA und RNA ergeben ein Verhältnis von 1,8 bis 2,0.

Signifikant kleinere Werte deuten auf Kontaminationen mit Proteinen oder Phenol hin.
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5.3 Analyse von Nukleinsäuren

5.3.1 Gelelektrophoretische Analyse von Nukleinsäuren

Aufgrund des konstanten Ladungs-Masse-Verhältnisses der Nukleinsäuren ist deren

Wanderungsgeschwindigkeit bei konstantem elektrischen Feld durch eine Trägermatrix (Gel) abhängig vom

Molekulargewicht und der Topologie der Nukleinsäure, der Zusammensetzung der Gelmatrix und der angelegten

Stromstärke. Aufgrund der gleichen pKs-Werte der Seitengruppen ist nicht die unterschiedliche Ladung (wie bei

den Proteinen), sondern der unterschiedliche Diffusionskoeffizient der Nukleinsäure in der Gelmatrix der

entscheidende Faktor für die Trennung. Dadurch ist die Wanderungsgeschwindigkeit indirekt proportional zum

dekadischen Logarithmus des Molekulargewichts.

Je nach Art und Größe der Moleküle kommen zwei unterschiedliche Gelsysteme zur Anwendung. Das

parakristalline Maschensystem der Agarosegele erlaubt die Auftrennung hoch molekularer DNA (einige 100 bis

mehrere 1000 bp). Die durch Polymerisation entstandene, kovalent verknüpfte Matrix der Polyacrylamid-Gele

erlaubt die Auftrennung kleinerer DNA-Moleküle (Oligonukleotide bis Gragmente von wenigen kb). Bei diesem

Gelsystem beeinflussen sowohl die Gelkonzentration als auch der Vernetzungsgrad seine

Auflösungseigenschaften.

Die Herstellung, Verwendung und Behandlung der verschiedenen Gelsysteme ist prinzipiell von Sambrook et

al., 1989 beschrieben.

5.3.1.1 Auftrennung hochmolekularer DNA und topologischer Isomere im Agarosegel

Agarosegele finden Verwendung bei Auftrennung hochmolekularer DNA. Die Maschendichte des

parakristallinen Gitters wird sowohl vom Laufpuffer als auch von der Agarosekonzentration bestimmt, die

zwischen 0,5 und 2,5 % variiert werden kann.

In dieser Arbeit wurden Agarosegele zur Analyse der topologischen Form von DNA und zur Bestimmung der

Größe von Restriktionsfragmenten verwendet. Dazu wurde routinemäßig ein 1 % iges Agarosegel benutzt. Zur

Herstellung wird eine 1 %ige Agarosesuspension in 0,5 x Loeningpuffer in einem Mikrowellenherd so lange

zum Kochen erhitzt, bis sich eine klare Lösung ausbildet. Ist diese anschließend auf 50 - 60 °C abgekühlt, wird

sie in eine zuvor abgedichtete Horizontalgelapparatur gegossen, ein Kamm eingesetzt und bei 4°C gelagert.

Nach Erstarren des Gels wird in die Apparatur 0,5 x Loeningpuffer eingefüllt, bis das Gel 2-3 mm überschichtet

ist. Nach Entfernen des Kamms ist das Gel für die Elektrophorese einsetzbar. Die zu analysierende DNA-

Lösungen wird mit 1/10 Volumen Probenpuffer 1 versetzt, gemischt und in die durch den Kamm gebildeten

Taschen gegeben. Der Probenpuffer erfüllt dabei zwei wichtige Aufgaben. Zum einen ermöglicht er durch seinen

hohen Glycerinanteil (50 %) und der damit verbundenen Erhöhung der Dichte das Verweilen der Proben in den

Taschen, zum anderen erlauben die im Probenpuffer gelösten Farbstoffe eine Abschätzung der bei der

Elektrophorese zurückgelegten Laufstrecke. Bei 1 %igen Gelen komigriert Orange G mit der Lauffront und

Bromphenolblau mit DNA-Fragmenten der ungefähren Größe von 2 kb. Die Elektrophorese wird bei 5 - 10

V/cm in Horizontalgelapparatur durchgeführt.

Nach der Elektrophorese wird die DNA im Agarosegel für 20 Min. in Ethidiumbromidlösung (1µg/ml) ange-

färbt und kann im UV-Licht (250-360 nm) sichtbar gemacht und photographiert werden. Die Nachweisgrenze

liegt dabei bei 20 ng pro "DNA-Bande".

5.3.1.2 Auftrennung hochmolekularer RNA und topologischer Isomere im Agarosegel

Im Rahmen dieser Arbeit wurden native Agarosegele zur Kontrolle durch in vitro Transkription hergestellter

RNA benutzt. Routinemäßig sind 1 %ige Agarosegele mit 0,5 x TBE als Gel- und Elektrophoreselaufpuffer

verwendet worden. Die Herstellung erfolgt analog zu der in Abschnitt 5.3.1.1 beschriebenen Weise. Die RNA-

Lösungen wurden vor dem Auftragen auf das Gel mit 1/5 Volumen Probenpuffer 2 versetzt und die
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Elektrophorese bei 10 V/cm durchgeführt. Aufgrund der verschiedenen Möglichkeiten der Topologie der RNA

ist in diesem Gel keine Größenbestimmung der RNA möglich.

5.3.1.3 Auftrennung hochmolekularer RNA im Formaldehyd-Agarosegelen

Denaturierende Agarosegele werden zur Analyse und Trennung von ssDNA und RNA eingesetzt. In Gegenwart

von Glyoxal oder Formaldehyd kann die Topologie von Nukleinsäurepolymeren, die in nativen Gelsystemen

wesentlich zum Laufverhalten beiträgt, aufgelöst werden. Dadurch wird eine exakte Größenbestimmung

ermöglicht.

Für die Molekulagewichtsbestimmung in vitro transkribierter RNA-Moleküle wurde in dieser Arbeit ein 1 %iges

Formaldehyd-Agarosegel benutzt. Zur Herstellung wird eine Suspension von 1 g Agarose in 72 ml H2O in der

Mikrowelle zum Kochen erhitzt und die klare Lösung auf etwa 50°C abgekühlt. Nach Zugabe von 10 ml 10 x

MOPS-Puffer und 18 ml 37 % Formaldehydlösung wird sie in eine abgedichtete Flachgelapparatur mit ‘Kamm’

gegossen und bei RT auspolymerisiert. Anschließend wird das Gel mit Elektrophoresepuffer (1xMOPS mit 0,8

M Formaldehyd) überschichtet und der Kamm vorsichtig aus dem Gel entfernt. Der RNA-Lösung (maximales

Volumen : 5 µl) werden 10 µl deionisiertes Formamid, 3,5 µl 37 %ige Formaldehydlösung und  1 µl 10 x

MOPS-Puffer zugesetzt, bevor sie auf ein Gesamtvolumen von 20 µl eingestellt und 5 min bei 55°C inkubiert

wird. Nach Zugabe von 1/10 Volumen Probenpuffer 3 und 1/20 Volumen Ethidiumbromid-Lösung (1 mg/ml)

wird die denaturierte Nukleinsäurelösung auf das Gel aufgetragen. Die Auftrennung der Nukleinsäuren im

elektrischen Feld erfolgte bei 5- 10 V/cm für 2 Stunden. Zur partiellen Renaturierung der Sekundärstrukturen der

RNA-Moleküle und der damit verbundenen intensivieren Anfärbung der RNA durch Ethidiumbromid, wird das

Gel 20 min in H2O gewaschen. Die Banden der Nukleinsäuren werden auf einen UV-Leuchtschirm sichtbar und

photographiert.

5.3.1.4 Auftrennung von RNA in denaturierenden PAA-Gelen

Für die elektrophoretische Auftrennung von RNA-Molekülen unterschiedlicher Länge in PAA-Gelen ist es

notwendig, dem Gelsystem denaturierend wirkenden Reagenzien wie Harnstoff oder Formamid zuzusetzen.

Dadurch wird die Bildung intramolekularer Sekundärstrukturen verhindert, die das Laufverhalten der RNA-

Polymere in der Gelmatrix beeinflussen. Die niedrige Ionenstärke des Gelsystems stellt für den elektrischen

Strom einen erheblichen Widerstand dar; die dadurch entstehende Wärme begünstigt das Aufschmelzen von

Sekundärstrukturen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden solche Gelsysteme zur Auftrennung und Größenbestimmung von radioaktiv

markierten RNA-Fragmenten verwendet. Zur Analyse von RNA-Molekülen bis 1500 nt wurden 5 bis 6 %ige

PAA-Gele mit 8 M Harnstoff (AA-Bis-AA-Verhältnis 20:1, Dicke 1mm, 1x TBE-Puffer) verwendet. Deren

Herstellung wird im folgenden in Kurzform beschrieben:

 Zugabe der entsprechenden Menge der AA-Stammlösung und 5 ml 10 x TBE in einen 250 ml Meßzylinder

 Einwiegen von 48,0 g Harnstoff und Auffüllen auf 100 ml mit H2O

 Rühren in einem Wasserbad, bis der Harnstoff vollständig gelöst ist

 Zugabe von 200 µl TEMED und 400 µl 10 %iger  APS-Lösung

 Blasenfreies Gießen des Geles zwischen zwei Glasplatten (Vorbehandlung der Platten siehe Abschnitt

5.3.1.5)

Das Gel wird in einer Vertikalgelapparatur 1 h bei 50mA „vorelektrophoresiert“, um die Matrix auf 60-80°C zu

erwärmen. Die Taschen des Gels müssen vor dem Auftragen der Proben mit Laufpuffer gespült werden, um den

aus dem Gel diffundierten Harnstoff zu entfernen. Die Elektrophorese erfolgt ca 4 h bei 50mA. Nach

Beendigung der Elektrophorese werden die RNA-Moleküle durch 10-minütige Inkubation in Fixierlösung in der

Gelmatrix präzipitiert und damit fixiert. Danach wird das Gel 10 min in H2O gewaschen, um den restlichen

Harnstoff aus dem Gel zu entfernen, auf Whatman Chromatographiepapier überführt und 2 h auf einem
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Flachgeltrockner getrocknet. Die Autoradiographie erfolgt bei Verwendung von 32P mit und ohne

Intensivierungsfolie über Nacht.

5.3.1.5 Präparative Gelelektrophorese zur Aufreinigung radioaktiv markierter RNA in nativen PAA-

Gelen

Zur Reinigung radioaktiv markierter RNA von einer Länge bis 1500 nt werden 3,5 %ige PAA-Gele mit einem

Vernetzungsgrad von 30:1 (AA:Bis-AA) in 1x TBE-Puffer verwendet. Zur Einleitung der Polymerisation

werden nacheinander je 1 µl TEMED und 2 µl 10 %ige APS-Lösung pro ml AA-Lösung zugegeben. Danach

wird das Gel blasenfrei zwischen zwei Glasplatten gegossen. Zur Vermeidung von RNase-Kontaminationen

wurden die Glasplatten zuvor über Nacht in 2 M NaOH-Lösung eingelegt und anschließend mit 1 %iger SDS-

Lösung gewaschen. Die Ohrenplatte wurde zusätzlich mit 2 %iger Dichlordimethylsilanlösung (in Chloroform)

behandelt, um deren Abheben nach der Elektrophorese zu vereinfachen. Die Dicke der verwendeten Gele betrug

1,0 mm. Die radioaktiven Proben wurden mit gleichem Volumen Probenpuffer 2 versetzt. Die Elektrophorese

wird in einer Vertikalgelapparatur bei 30 mA durchgeführt. Um die RNA-Moleküle zu lokalisieren, wurde nach

Beendigung der Elektrophorese für 30 min ein Röntgenfilm aufgelegt. Die gewünschte Bande wurde mit einem

Skalpell aus dem Gel ausgeschnitten und die Nukleinsäure in der ‘Salzfalle’ 2 x 45 min eluiert. Die RNA wurde

mit Ethanol gefällt, mit 80 %igem Ethanol gewaschen, in H2O rückgelöst und im Szintilationszähler

radiochemisch über die spezifische Aktivität quantifiziert.

5.3.1.6 Auftrennung von dsDNA in nativen PAA-Gelen

Zur Analyse von DNA-Fragmenten von 40 bis 2000 bp werden 4-8 %ige PAA-Gele mit einem Vernetzungsgrad

von 30:0,8 (AA:Bis-AA) in 1x TAE-Puffer benutzt. Zur Einleitung der Polymerisation werden nacheinander 2 µl

TEMED (als Radikalstabilisator) und 4 µl APS (als Radikalstarter; 10% in H2O) je ml der Acrylamid-Lösung

zugegeben. Danach wird das Gel Luftblasenfrei zwischen zwei vorbereitete Glasplatten gegossen. Die Dicke der

Gele beträgt 1.0 mm für analytische, und 2,5 mm für präparative Gele. Den Proben wird 1/10 Volumen Auf-

tragspuffer 1 zugegeben. Die Elektrophorese erfolgt in einer Vertikalgelapparatur und wird bei 15V/cm

durchgeführt. Xylencyanol und Bromphenolblau komigrieren in einem 6%igen PAA-Gel mit DNA-Fragmenten

von 220 bzw. 70 bp Länge, während Orange G an der Lauffront wandert.

Gegenüber Agarosegelen bietet die Verwendung von PAA-Gelen zur präparativen Isolierung von DNA-

Restriktionsfragmenten den Vorteil, daß "Verunreinigungen" von superhelikaler Plasmid-DNA nicht in die

PAA-Matrix eindringen. Somit kann störende ccc-Plasmid-DNA quantitativ von den zu isolierenden DNA-

Restriktionsfragmenten abgetrennt werden.

5.3.1.7 Präparative Gelelektrophorese zur Aufreinigung von ssDNA-Oligonukleotiden

Wegen des sequientellen Ablaufs der Synthese von ssDNA-Oligonukleotiden ist bei steigender Länge mit dem

vermehrten Auftreten kürzerer Produkte zu rechnen. So beträgt zum Beispiel die Gesamtausbeute eines ssDNA-

Oligonukleotid einer Länge von 33 nt an Vollängenprodukt 71,0 %, wenn man eine Syntheseeffizienz von 99 %

pro Reaktionsschritt annimmt. Zur Abtrennung der kürzeren Syntheseprodukte wurde in dieser Arbeit eine

präparative Gelelektrophorese durchgeführt.

Zur Trennung der ssDNA-Oligonukleotide nach Größe wird ein 20 %iges denaturierendes PAA-Gel verwendet,

welches die Ausbildung von Sekundärstrukturen durch das Auflösen von intramolekularen

Wasserstoffbrückenbindungen verhindert. Die Herstellung und Durchführung wird im folgenden kurz

beschrieben:

 Zugabe von 5 ml 10 x TBE in einen 100 ml Meßzylinder

 Einwiegen von 24,0 g Harnstoff und Auffüllen auf 50 ml mit AA-Stammlösung 2

 Rühren in einem Wasserbad, bis der Harnstoff vollständig gelöst ist

 Zugabe von 100 µl TEMED und 200 µl 10 %iger  APS-Lösung

 Blasenfreies Gießen des Geles zwischen zwei Glasplatten
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Nach dem Auspolymerisieren des Gels wird dieses nach einem „Vorlauf“ von mindestens 1 h bei 50 mA mit den

Proben, die zuvor mit gleichem Volumen Probenpuffer 2 versetzt worden waren, beladen. Routinemäßig wird

die elektrophoretische Auftrennung 1 bis 2 h bei 25 V/cm durchgeführt. Die Oligonukleotide werden durch das

Auflegen des Gels auf eine Dünnschichtchromatographieplatte mit Fluoreszenzindikator und Bestrahlung mit

langwelligem UV-Licht sichtbar gemacht (da die Nukleinsäuren das langwellige UV-Licht absorbieren, entsteht

an der Stelle im Gel, wo sich die Nukleinsäure befindet, ein Schatten auf dem Floureszenzindikator). Die

gewünschte Bande wird aus dem Gel ausgeschnitten und in der ‘Salzfalle’ eluiert (Beschreibung siehe 5.2.5).

5.3.1.8 Gelelektrophoretische Analyse von DNA-Sequenzierungsansätzen

Bei der Sequenzierung nach Sanger (Sanger et al., 1977) entstehen radioaktiv markierte ssDNA-Produkte, die

entprechend ihrer Länge durch Gelelektrophorese aufgetrennt werden.

Zur Analyse der radioaktiven ssDNA-Produkte werden 6%ige Acrylamid-Gele mit 8,3 M Harnstoff verwendet

(Vernetzungsgrad: 30:0.8, Dicke: 0.3 mm, 1x TBE-Puffer). Die Gelmatrix wird gewöhnlich kovalent an die

Rückenplatte ("nicht-Ohrenplatte") gebunden. Dazu wird diese mit Methacryloxypropyltrimethoxy-Silan wie

folgt behandelt:

 Gründliche Reinigung der Glasplatte mit 70 % Ethanol.

 Zugabe von 150 µl Essigsäure (10%) und 15 µl Silan in 15 ml Ethanol.

 Benetzen der Glasplatte mit der Silanlösung (Unter dem Abzug!).

 Nach 10 min wird die Glasplatte mit VE-Wasser gewaschen und getrocknet.

Zum leichteren Abheben der Ohrenplatte wird diese mit einer 2%igen Dichlor-Dimethylsilanlösung (in

Chloroform) behandelt. Überschüssige Silanlösung wird durch Waschen mit VE-Wasser entfernt. Das Gel wird

bei 25 V/cm vorelektrophoresiert, um es auf seine "Betriebstemperatur" (60-80°C) zu bringen. Die Taschen des

Gels müssen vor dem Auftragen der Proben mit Laufpuffer ausgespült werden, da aus dem Gel diffundierender

Harnstoff das Beladen des Gels und dadurch die Auftrennung ungünstig beeinflußt. Die Elektrophorese erfolgt

bei 25 V/cm für 1 - 3 h in 1 x TBE-Puffer.

Nach Beendigung der Elektrophorese wird die Ohrenplatte entfernt und die DNA im Gel durch 20-minütige

Inkubation in 10%iger Essigsäure fixiert. Anschließend wird 30 min gewässert, um den Harnstoff aus dem Gel

zu waschen. Danach wird das Gel auf der Glasplatte im Mikrowellenherd getrocknet (30 min, auf Stufe

'Auftauen'). Die Gele werden durch den Wasserentzug sehr dünn, was zu einer Verschärfung der Banden

aufgrund der geringeren Streuung/Absorption der ß-Strahlung führt.

5.3.1.9 Anfärben von Nukleinsäuren in Gelen mit Ethidiumbromid

Die am häufigsten angewandte Methode, um Nukleinsäuren in Agarose- oder PAA-Gelen sichtbar zu machen,

ist die Anfärbung mit dem Fluoreszenzfarbstoff Ethidiumbromid. Das planare Molekül interkaliert in die

doppelsträngigen Bereiche der Nukleinsäurenpolymere und zeigt dort eine intensive Fluoreszenz bei 590 nm.

UV-Strahlung von 254 nm, welche von den Nukleinsäuren absorbiert und  mittels eines ‘Charge-Transfer’

Überganges auf den Farbstoff übertragen wird, ist die Ursache der spezifischen Fluoreszenz von interkaliertem

Ethidiumbromid.

Das zu färbende Gel wird für 10 - 30 min in einer Ethidiumbromid-Lösung (1 µg/ml) angefärbt. PAA-Gele

werden zuvor 10 min in einer Fixierlösung gegeben, um die Diffusion der Nukleinsäuren aus der Gelmatrix

während des Anfärbens zu verhindern. Unspezifisch in das Gel eingelagertes Ethidiumbromid kann durch 2 x 10

minütiges Waschen mit H2O entfernt werden. Die Nukleinsäuren können jetzt auf einer UV-Leuchtplatte

sichtbar gemacht und photographisch dokumentiert.
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5.3.2 Fragmentierung von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Bei Restriktionsendonukleasen handelt es sich um Enzyme, die spezifische Sequenzen innerhalb von dsDNA

erkennen und diese dort an beiden Strängen schneidet. Sie werden in drei Gruppen eingeteilt:

Type I und Type III Enzyme tragen sowohl eine Modifikationsaktivität  (meist Methylierung) als auch eine

ATP-abhängige Spaltungsaktivität im gleichen Protein. Beide Arten von Enzymen erkennen unmethylierte

Nukleotidsequenzen in der dsDNA, jedoch schneiden die Typ I - Endonukleasen zufällig und die Typ III

Endonukleasen spezifisch innerhalb der Erkennungssequenz. Beim Restriktionssystem vom Typ II sind die

Methylase- und die Endonukleaseaktiviät aus zwei Proteine verteilt. Typ II Restriktionsendonukleasen binden an

das  dsDNA Substrat an einer spezifischen Erkennungssequenz, die 4 bis 8 Nukleotide umspannt und bezüglich

der Nukleotidequenz C2 - symmetrisch ist. Die Hydrolyse beider Stränge erfolgt innerhalb oder in der Nähe der

Erkennungssequenz, wobei entweder 5’-Überhänge, 3’-Überhänge („überhängende Enden“) oder keine

Überhänge („glatte Enden“) entstehen. Die 5’-Enden sind stets phosphoryliert, an den 3’-Enden hydroxyliert.

Deshalb werden sie in der molekularbiologischen Forschung für sequenzspezifische Fragmentierungen

eingesetzt.

Jedes Restriktionsenzym hat seine individuellen Reaktionsbedingungen, die vom Hersteller angegeben werden.

Die wichtigsten Parameter sind die Inkubationstemperatur und die Zusammensetzung des Reaktionspuffers. Sind

zwei Restrikionsenzyme bezüglich dieser Parameter identisch, so kann die DNA in einer Mischung der beiden

Enzyme verdaut werden. Ist dies nicht der Fall erfolgt die Restriktion sequentiell, wobei nach jeder Reaktion die

DNA in Ethanol gefällt und im entsprechenden Reaktionsmillieu rekonstituiert werden muß.

Analytisch werden etwa 0.5-1 µg Plasmid DNA fragmentiert. Die Menge an einzusetzenden Enzymen pro

Ansatz wird aus den Aktivitätsangaben (U/µl) des Herstellers errechnet. Eine Unit ist definiert als die Menge an

Enzym, die notwendig ist, um 1 µg -DNA (50000 bp) vollständig in einer Stunde zu spalten.

Das Ansatzvolumen ist abhängig von der Menge der zu verwendenden Restriktionsenzymen. Käufliche Enzym-

präparationen enthalten oft bis zu 50% Glyzerin. Die Glyzerinkonzentration im Reaktionsansatz sollte 5 % nie

übersteigen, da Restriktionsenzyme allgemein bei zunehmenden Glyzerinkonzentrationen ´Star-Aktivität´ zeigen

(Polisky et al., 1975).

Die Inkubationszeit für eine Restriktionsanalyse von Plasmid-DNA beträgt im allgemeinen 1-2 h. Längere Inku-

bationszeiten sind jedoch, abhängig von der Stabilität des Enzyms, möglich, insbesondere um defizitäre Enzym-

mengen zu komplementieren. Bei Fragmentierung von 'Mini-Prep'-DNA muß infolge des hohen Anteils an RNA

dem Ansatz zusätzlich RNase A (50 µg/ml Endkonzentration) zugegeben werden, um diese zu degradieren.

Hitzelabile Restriktionsenzyme werden durch Erhitzen auf 65°C für 5 min inaktiviert, während hitzestabile

Restriktionsenzyme durch Phenol / Chloroform extrahiert werden.

5.3.3 Enzymatische DNA-Sequenzierung nach Sanger

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine modifizierte Dideoxy-Kettenterminationsmethode nach Sanger (Sanger et

al., 1977) angewandt. Es handelt sich um eine Entwicklung der Firma Amersham Life Science (Thermo

Sequenase radiolabeled terminator cycle sequencing kit). Die Methode beruht auf einer in vitro Replikation der

DNA mittels einer modifizierten Taq Polymerase DNA-Sequenase DNA Polymease. Das Prinzip sei im

folgenden kurz erläutert:

Eine DNA-Matritze wird in vier verschiedenen Ansätzen sequenziert, dabei wird jedem Ansatz neben den vier

2´Deoxynukleotiden (dNTPs) je ein 2´,3´Dideoxynukleotid (ddNTP) in einer relativ geringen Konzentration

zugesetzt. Der statistische Einbau eines Dideoxynukleotids führt zu einem nukleotidspezifischen Abbruch der

Elongationsreaktion. Diese Reaktion liefert somit eine Population von Molekülen statistischer Größe, bei der

allen Molekülen gemeinsam ist, daß sie mit dem gleichen Dideoxynukleotid enden. Durch Vergleich der vier

Ansätze mittels gelelektrophoretischer Auftrennung (siehe 5.3.1.8) kann nun jeder Position des vermehrten

Moleküls ein ganz bestimmtes Nukleotid zugeordnet werden. Als Matrize wird in dieser Methode superhelikale

Doppelstrang-DNA verwendet (ccc-Plasmide  aus „Mini-Prep“). Um die Reaktion sequenzspezifisch innerhalb

des Plasmids zu starten, wird ein kurzes, synthetisches Oligonukleotid („Primer“) mit entsprechend
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komplementärer Sequenz hybridisiert. Um eine Analyse durch Autoradiographie zu ermöglichen, werden zur

radioaktiven Markierung der Produkte 33P-ddNTPs verwendet. Dies hat den Vorteil, dass nur DNA-Stränge

detektiert werden können, deren Synthese durch den Einbau der entsprechenden Terminationsnukleotide beendet

wurde. Dies verhindert die Detektion von Kettenabrüchen im anschließenden Autoradiogramm, die nicht durch

den Einbau von ddNTPs bedingt wurden. Durch die Verwendung der thermostabilien DNA-Polymerase kann die

Sequenzierreaktion mehrere Zyklen von DNA-Synthese und anschließender Denaturierung des DNA-

Doppelstrangs ähnlich der PCR (siehe 5.4.6) durchlaufen, was zu einer Verstärkung des autoradiographischen

Signals führt.

Die Sequenzierung wird nach folgendem Protokoll durchgeführt :

 Vorbereitung der Terminationansätze:

Je Sequenzierung  werden für jedes Nukleotid 2µl Terminationsmastermix mit jeweils 0,5 µl 33P-ddNTPs

(G, A, T oder C) gemischt und in 0,5 ml Eppendorf-Gefäßen vorgelegt. Dies entspricht 225 nCi je

Nukleotid.

 Vorbereitung der Reaktionsansätze:

Volumen je Sequenzierungsansatz: 20 µl

Reaktionpuffer (10x) 2 µl

DNA 50 – 500 ng oder 25 – 250 fmol

Primer 0,5 – 2,5 pmol

Thermo Sequenase Polymerase (4U/µl) 2 µl

 4,5 µl des Reaktionansatzes werde zu den jeweils 2,5 µl Terminationsmix zu gegeben und durch pipettieren

gemischt.

 Die Polymerisationsreaktion erfolgt im Thermocycler nach folgenden Zyklen (30x):

Denaturierung der DNA 30 s, 95°C

Hybridisierung der Primer 30 s, 60°C

Elongation 60–120 s, 72°C

 4 µl Stopplösung werden zu jedem Ansatz zugegeben und durch Auf- und Abpipettieren gemischt.

Anschließend werden die Proben 2-10 min. auf 70°C erhitzt und 3-5 µl direkt im Anschluß auf das

Sequenziergel aufgetragen oder bei –20°C aufbewahrt.

Durch die Temperatur von 72°C im Elongationsschritt ist es mit dieser Methode möglich auch DNAs zu

sequenzieren, in denen Bereiche mit einer sehr stabilen Sekundärstruktur vorkommen.

5.4 In vitro Modifikation und Rekombination von DNA

5.4.1 Kovalentes Verknüpfen von DNA-Fragmenten mit T4-DNA-Ligase

Das Enzyme DNA-Ligase des Bakteriophagen T4 katalysiert die Bildung von Phosphodiesterbindungen

zwischen benachbarten 3’-Hydroxyl und 5’-Phosphoryltermini doppelsträngiger DNA. Benötigte Kofaktoren des

Enzyms sind Mg2+-Ionen und ATP. Eine Einheit (auch Weiss-Einheit genannt) ist definiert als die Enzymmenge,

die eine Konversion von 1 nmol 32Pi in ATP bei 37°C in 20 min katalysiert.

Die Menge an Ligase im jeweiligen Reaktionsansatz hängt von mehreren Faktoren ab, z. B. der Natur der zu

ligierenden DNA-Fragmente (glatte Enden oder Enden mit 3´- oder 5´-Überhängen), der Stabilität der Wasser-

stoffbrücken-Struktur, der Inkubationstemperatur und der Konzentration von DNA-Fragmenten ab. Der

Standardansatz für Klonierungen von DNA-Fragmenten mit kohäsiven Enden besteht aus 0,02 pmol Vektor-

DNA, einem 3 bis 5 fachen molaren Überschuß an dem DNA-Fragment, welches in den Vektor eingesetzt

werden soll, und 1 U T4-DNA-Ligase gelöst in Ligasepuffer in einem Gesamtvolumen von 10 µl. Nach 4 - 12 h

Inkubation bei 16°C wird die Reaktion durch 10 minütiges Erhitzen auf 65°C gestoppt. Für CaCl2-

Transformationen kann die DNA direkt aus dem Ligationsansatz eingesetzt werden.
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5.4.2 Dephosphorylierung der 5´-Enden von DNA-Fragmenten

Die terminalen 5’-Phosphorylgruppen von dsDNA können durch Behandlung mit dem Enzym alkalische

Phosphatase (CIP) entfernt werden. CIP kann durch Inkubation bei 68°C in Gegenwart von SDS vollständig

deaktiviert werden und hat damit einen entscheidenden Vorteil gegenüber der hitzeresistenten bakteriellen

alkalischen Phosphatase. Diese Reaktion wird zur Vermeidung unerwünschter Vektor-Religierungen und zur

Vorbereitung von DNA-Fragmenten für die radioaktive 5’-Endmarkierung eingesetzt.

Das DNA-Fragment wird mit 1 U CIP in 100 µl 1 x CIP-Puffer für 30 min inkubiert, bevor die Reaktion durch

mehrmalige Phenol-Chloroform-Extraktionen (Alternative zur Hitzedeaktivierung) beendet wird. Eine Einheit ist

die Enzymaktivität, die 1 µmol 4-Nitrophenylphosphat in 1 min bei 37°C unter optimalen Bedingungen

hydrolysiert. Bei der Dephosphorylierung von überhängenden Enden ist eine Inkubationtemperatur von 37°C zu

verwenden, bei der Dephosphorylierung von glatten Enden 55°C. Zur weiteren Verwendung der

dephosphorylierten DNA wurde diese ethanolisch präzipitiert, das Sediment mit 80 %igem Ethanol gewaschen

und im entsprechenden Reaktionsmilieu des Folgeschritts rekonstituiert.

5.4.3 Phosphorylierung von 5' -hydroxylierten Enden durch Polynukleotidkinase

Das Enzym Polynukleotidkinase (PNK) katalysiert die Übertragung der terminalen Phosphatgruppe von ATP auf

das 5'-OH Ende von DNAs, RNAs und einzelsträngigen Oligonukleotiden. Für eine quantitative

Phosphorylierung verwendet man einen 3-5 fachen molaren Überschuß an ATP gegenüber den Nukleinsäure-

Enden, stellt die Pufferbedingungen des 20 µl Ansatzes durch Zugabe von 10-fach konzentriertem PNK-Puffer

ein und inkubiert bei 37°C für 20 min. Die eingesetzte Menge PNK beträgt 10U/20µl. Nach Beendigung der

Reaktion wird das Volumen mit TE-Puffer auf 100µl erhöht und eine Phenolextraktion durchgeführt. Die

phosphorylierten Fragmente werden mit Ethanol präzipitiert, gewaschen und in entsprechendem Puffer

aufgenommen.

5.4.4 Auffüllen von 5´-überhängenden, bzw. entfernen von 3´-überhängenden, einzelsträngigen DNA-
Enden durch T4 DNA-Polymerase

Für bestimmte Anwendungen, z. B. der Ligierung von DNA-Fragmenten (siehe 5.4.1) mit nicht kompatiblen

Enden, ist es notwendig, doppelsträngige DNAs mit glatten Enden zu erzeugen. Im Rahmen dieser Arbeit wurde

dazu das Enzym DNA-Polymerase des Bakteriophagen T4 verwendet. Das Enzym besitzt zwei unterschiedliche

Aktivitäten: In der Gegenwart von Deoxyribonukleosidtriphosphaten (dNTP) katalysiert es die Polymerysation

an verkürzten Hydroxyl-Enden von DNA-Fragmenten. Dadurch lassen sich 5´-überhängende, einzelsträngige

DNA-Enden zu doppelsträngigen, glatten Enden auffüllen. Die Reaktion dafür findet in einem Volumen von 50

µl 1 x T4-DNA-Polymerasepuffer in Gegenwart von 200µM dNTP für 30 min bei 37°C statt und dann durch

eine Ethanolpräzipitation gestoppt.

In Abwesenheit von dNTPs besitzt die Polymerase eine sehr aktive, einzelstrangspezifische 3´- 5´-Exonuklease-

aktivität, wodurch sich 3´-überhängende Enden entfernen lassen. Dazu wird die Reaktion wie oben in

Abwesenheit der dNTPs gestartet und diese nach 10 min dazugegeben. Nach weiteren 30 min wird die Reaktion

auch durch eine Ethanolpräzipitätion beendet.

Die in beiden Reaktionstypen gewonnenen DNA-Fragmente müssen vor der Ligation auf jeden Fall gereinigt

werden, da die in Zuge der Ethanolfällung kopräzipitierten dNTPs die Ligationsreaktion stark inhibieren.

5.4.5 Unspezifische Fragmentierung hochmolekularer DNA mit DNase I

Deoxyribonuklease I (DNase I) ist eine Endonuklease, die ssDNA oder dsDNA zu einem komplexen Gemisch

an Mono- und Oligodeoxyribonukleotiden mit 5’-Phosphat-Termini hydrolysiert. In Gegenwart von Mg2+-Ionen

wird jeder einzelne DNA-Strang unabhängig an zufälligen Schnittstellen fragmentiert. Das Enzym wurde

innerhalb der vorliegenden Arbeit zum quantitativen Verdau der DNA-Matrize aus abgeschlossenen in vitro
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Transkriptionsreaktionen eingesetzt. Dazu wurde 1 U DNase I während der letzten 15 min Inkubationszeit direkt

dem in vitro Transkriptionsansatz zugesetzt. Das Reaktionsgemisch wird anschließend mit Phenol-Chloroform

extrahiert.

5.4.6 Amplifizierung von DNA-Fragmenten in der Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Durch die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) kann selektiv eine DNA-Sequenz in vitro amplifiziert werden. Die

Synthese wird dabei an zwei DNA-Oligonukleotiden gestartet, die so gewählt sind, daß sie den zu

amplifizierenden Bereich flankieren. Eines der beiden Oligonukleotide bindet dabei im Plus-Strang, das andere

im minus Strang der zu vervielfältigenden DNA. Die PCR wird in einem sog. Thermocycler durchgeführt und

besteht prinzipiell aus drei Schritten, deren einzelne Parameter für die jeweiligen Amplifikationsprodukte

individuell optimiert werden müssen.

Der initiale Prozess ist die thermische Denaturierung der DNA in ihre Einzelstränge bei über 95°C für 30 s bis 1

min. Nach dem Abkühlen des Reaktionsansatzes auf 45-65°C können die Oligonukleotide sequenzspezifisch an

die DNA-Matrize hybridisieren. Schließlich erfogt beim Temperaturoptimum der thermostabilen DNA-

Polymerase (72-74°C) die DNA-Neusynthese ausgehend von den 3´-OH-Enden der beiden hybridisierten

Oligonukleotiden. Dieser Zyklus wird je nach den Erfordernissen 28 - 35mal wiederholt, wodurch eine

exponentielle Amplifikation der DNA stattfindet.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die PCR zur Isolierung und Klonierung bekannter DNA-Sequenzen benutzt. Die

verwendeten Primer besaßen zusätzlich Schnittstellen für Restriktionsenzyme, wodurch sich DNA-Fragmente

mit definierten Enden erzeugen ließen.

Für die meisten Amplifikationen von Plasmid-DNA wurden folgender Reaktionsansatz gewählt:

 10 bis 100 ng Plasmid-DNA

 500 nM des jeweiligen DNA-Oligonukleotids

 200 µM dNTP

 1 U Taq-DNA-Polymerase

in 50 µl 1x Taq-Reaktionspuffer. In einigen Fällen wurde auch die Pwo-Polymerase mit dem entsprechenden

Reaktionspuffer eingesetzt. Die Pwo-Polymerase besitzt im Gegensatz zur Taq-DNA-Polymerase eine

Korrekturleseaktivität für den DNA-Syntheseschritt, wodurch sich die Zahl an auftretenden Punktmutationen in

den DNA-Amplifikaten deutlich verringert.

Dieser Reaktionsansatz wurde bei folgenden Temperaturprogramm im Thermocycler inkubiert:

Zyklen Reaktion Zeit / Temperatur

1 Thermische Denaturierung 4 min 30 s bei 95°C

28 - 35 Thermische Denaturierung: 30 s bei 95°C

Hybridisieren der Oligonukleotide: 60 s bei 52°C – 62°C

Elongation der DNA: 60 s / kb bei 72°C

1 Terminale Elongation 5 min bei 72°C

Das erhaltene DNA-Fragment wird final durch Gelelektrophorese und anschließender Elution aufgereinigt.

Alternativ können kommerziell erhältliche DNA-Aufreinigungssäulchen zur Aufreinigung von PCR-Produkten

verwendet werden. Ebenfalls ist zu beachten, daß die 5´ Enden der so hergestellten DNA-Fragmente nicht

phosphoryliert sind.
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5.4.7 Ortsspezifischer Nukleotidaustausch

Diese Methode der in vitro Mutagenese erlaubt einen schnellen Nukleotidaustausch in beliebiger dsDNA. Für

jede Reaktion, die zum Nukleotidaustausch führen soll, müssen zwei individuelle, zueinander komplementäre,

mutagenisierende Oligonukleotide entworfen werden. Bei dem Entwurf der Mutageneseoligonukleotide sind

folgende Regeln unbedingt zu beachten:

 Die Länge der spezifischen Oligonukleotide soll zwischen 25 und 45 bp liegen.

5 Die Schmelztemperatur (Tm) der Oligonukleotide muss mindestens 78°C erreichen und wird nach folgender

Formel berechnet: Tm = 81,5 + 0,41 (%GC) – 675/N - %mismatch (N steht für die Länge des

Oligonukleotides in bp; %GC für den prozentualen GC-Gehalt).

 Die Mutation, Deletion oder Insertion soll in der Mitte des Oligonukleotides liegen und auf jeder Seite von

einer Sequenz von 10 – 15 bp flankiert sein, die zur Matrize-DNA zu 100 % komplementär ist.

 Der GC Gehalt des Oligonukleotides sollte mindestens 40% betragen.

Zudem steigert sich die Effizienz der Mutagenesereaktion beträchtlich, wenn DNA-Oligonukleotide verwendet

werden, die mittels FPLC oder PAGE gereinigt wurden.

Die Matrizen-DNA wird ausgehend von den mutagenisierenden Oligonukleotiden während der Amplifikation

mit der Pwo-DNA-Polymerase vermehrt. Durch diese PCR entstehen neue DNA-Moleküle, die im Unterschied

zu der Matrizen-DNA semimethyliert bzw. unmethyliert sind. Der Verdau mit der Restriktionsendonuklease

Dpn I (Erkennungssequenz: 5´-Gm6ATC-3´), die spezifisch nur methylierte und semimethylierte DNA-

Sequenzen schneidet, führt anschließend zum Verdau der aus E.coli stammenden Matrizen-DNA, wodurch nur

die neu durch die DNA-Oligonukleotide synthetisierten mutierten DNA-Moleküle übrig bleiben, die durch eine

Transformation in E. coli.klonal vermehrt werden können.

Die PCR wird in folgender Zusammensetzung vorbereitet:

Pwo-DNA-Polymerasepuffer (10x) 5 µl

DNA-Plasmid 10-100 ng

DNA-Oligonukleotide 500 nM

dNTPs 200 µM

Pwo-DNA-Polymerase 2,5U

H2O ad 50µl

Die Anzahl der Zyklen sowie die Polymerisationszeit sind abhängig vom Typ der einzuführenden Mutation bzw.

von der Länge des zu amplifizierenden Plasmids. Es gilt:

Punktmutation 12 Zyklen

Einfacher Aminosäureaustausch 16 Zyklen

Mehrfache Aminosäuredeletion/insertion 18 Zyklen

Der initialen thermischen Denaturierung der DNA (95 oC, 30 s) folgen:

12-18 Zyklen 95°C 30 s

55°C 1 min

68°C 2 min/kb des zu amplifizierenden Plasmids

Die Reaktion wird durch Abkühlung des Ansatzes beendet, indem das Reaktionsgefäß für etwa 2 min auf Eis

gekühlt wird. Dem abgekühlten Reaktionsansatz werden 10 U Restriktiosenzym Dpn I zugegeben und mittels

vorsichtigen Ab- und Aufpipettieren gemischt. Die folgende einstündige Inkubation bei 37°C ermöglicht den
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Restriktionsverdau des parentalen, nicht mutierten DNA Stranges. 1 µl des Reaktionsansatzes ist ausreichend für

die Transformation von kompetenten E.coli Zellen (siehe 5.1.2) mit der zu erwartenden Anzahl von 50 bis 800

Kolonien. Laut Angaben des Herstellers beträgt die Effizienz 80%.

5.5 In vitro Modifikation von RNA

5.5.1 Methoden zur Etablierung RNase-freier Reaktionsbedingungen

Maschinell gefertigte und steril abgepackte Plastikartikel sind im allgemeinen frei von RNasen und können zur

Lagerung und für Reaktionen mit RNA ohne spezielle Vorbehandlung eingesetzt werden. Allgemein

zugängliche Laboratoriumsgeräte aus Glas sind oft Quellen für RNase-Kontaminationen und werden zur

Inaktivierung der z.T. sehr hitzestabilen RNasen 4-8 h auf 180°C erhitzt. Hitzelabile Geräte aus Plastik oder Glas

können alternativ über Nacht in 2M NaOH eingelegt werden und am nächten Tag erst mit einer 1%igen SDS-

Lösung und dann mit RNase freiem Wasser gespült werden. Die meisten Stammlösungen können RNase-frei

gemacht werden, indem man sie mit Diethylpyrocarbonat (DEPC) behandelt, welches durch

Carboxymethylierung die meisten RNasen stark, aber nicht komplett inaktiviert. Dazu wird den Lösungen DEPC

bis zu einer Endkonzentration von 0,1 % hinzugefügt, die Lösung durch kräftiges Schütteln homogenisiert und

12 h bei RT inkubiert. Da DEPC auch mit RNA-Molekülen und den meisten Enzymen reagiert, muß es

quantitativ entfernt werden. Dies geschieht durch einstündiges Autoklavieren und anschließendes Kochen der

Lösung auf einer Heizplatte für 30 min, wodurch DEPC in Ethanol und CO2 zerfällt. Lösungen von Chemikalien

mit Aminogruppen (Tris, EDTA) können nicht mit DEPC behandelt werden, da diese entweder durch DEPC

modifiziert werden (primäre und sekundäre Amine) oder den Zerfall von DEPC beschleunigen (tertiäre Amine).

Diese Reagenzien werden in DEPC-behandeltem H2O gelöst.

5.5.2 Synthese hochmolekularer RNA mittels in vitro Transkription

Die RNA-Polymerasen einer Reihe von Bakteriophagen (T3,T7,SP6) zeigen eine hohe Affinität zu ihren

Promotoren und ermöglichen die in vitro  Synthese von RNA. Als Kofaktoren benötigen diese Enzyme nur die

DNA-Matrize und Mg2+-Ionen. Die Effizienz der Transkriptionsreaktion kann durch Spermidin um den Faktor 2

erhöht werden. Eine Einheit an Polymerase ist definiert als die Enzymmenge, die den Einbau von 1nmol CTP in

säurefällbare RNA-Produkte in 60 min bei 37°C katalysiert.

5.5.2.1 In vitro  Transkription mit T3-RNA-Polymerase

Dieser Abschnitt beschreibt die Originalvorschrift der Firma Stratagene für das von ihr gelieferte Enzym. In

einem Eppendorf-Reaktionsgefäß werden folgende Reagenzien in der beschriebenen Reihenfolge gemischt:

 2 µg linearierte Plasmid-DNA (Matrize) 2 µl

 5 x Reaktionspuffer 10 µl

 100 mM DTT(Endkonzentration: 4 mM) 2 µl

 10 mM NTP (Endkonzentration: 400 µM) 2 µl

 40 U RNase-Inhibitor (RNasIn) 1 µl

 H2O ad 48 µl

 20 U T3-RNA-Polymerase 2 µl

Der Ansatz wird 3 bis 4 ah bei 37°C inkubiert. Zur internen radioaktiven Markierung enthält der Reaktionsansatz
zusätzlich 5 µl -32P]GTP (5000Ci/mMol).
Die DNA-Matrize (Herstellung siehe 5.5.2.2) wird durch Zugabe von 1 u DNase I (RNase-frei) innerhalb 10 min
bei 37°C verdaut. Nach der Beendigung der Reaktion durch eine Phenol-Chloroform-Extraktion und der
Entfernung der nicht inkorporierten Ribonukleotide über eine Sephadex G50-Säule kann die synthetisierte RNA
spektralphotometrisch quantifiziert werden. Sie ist in dieser Form für Folgereaktionen gebrauchsfertig.
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5.5.2.2 In vitro  Transkriptionen mit T7-RNA-Polymerase

In Rahmen dieser Arbeit wurden unter Verwendung der T7-RNA-Polymerase sowohl kurze Transkripte (< 150

nt) als auch lange Transkripte (bis zu 1500 nt) hergestellt. Für die jeweilige Größe der RNAs wurden

unterschiedliche Protokolle verwendet.

Zur Synthese von kurzen, nicht radioaktiv markierten RNA-Transkripten wurde das MegaShortScript Kit von

Ambion verwendet. Als DNA-Matrize werden hier PCR-Produkte verwendet, die sowohl den T7 Promotor als

auch die Sequenz der entsprechenden RNA enthalten. Dieses PCR-Produkt wird erhalten durch eine

Amplifikation der Expressionsvektoren vom Typ pSKII+ AR1 und pSKII+ unter Verwendung der Primer T3

und T7. Der Reaktionsansatz hat folgende Zusammensetzung:

 PCR-Produkt (2µg) 4 µl

 10x Transkriptionspuffer (Ambion) 4 µl

 ATP (75 mM) 4 µl

 CTP (75 mM) 4 µl

 GTP (75 mM) 4 µl

 UTP (75 mM) 4 µl

 T7-MegaShortScript-RNA-Polymerase 4 µl

 H2O 12 µl

Dieser Reaktionsanatz wird für 3 bis 4 Stunden bei 37°C inkubiert. In den letzten 15 min der Reaktion verdaut

man das PCR-Produkt durch die Zugabe von 1 U DNase I. Anschließend wird die Reaktion durch zwei Phenol-

Chloroform-Extraktionen gestoppt und die RNA durch eine Ethanolfällung präzipitiert. Das Sediment wird dann

in 50 µl TE-Puffer resuspendiert und die Lösung über eine Sephadex G25 Säule gereinigt, um die

nichteingebauten Nukleotide zu entfernen.

Zur Herstellung von Transkripten mit einer Größe von über 150 nt sowie von radioaktiv markierten RNA-

Molekülen wurde die Transkriptionsreaktion nach einer Vorschrift von Roche Diagnostics durchgeführt. Für die

Herstellung der Substrat-RNA für die Experimente mit den Hammerhead-Ribozymen wurde als DNA-Matrize

das XhoI linearisierte Plasmid pJN18-1 verwendet, das die cDNA der Spleißvariante NR1-1a enthält. Durch den

Einsatz in der Transkriptionsreaktion entsteht eine RNA der Länge 1445 nt. Bei den Experimenten mit den RNA-

Padlocks wurde als Substrat ein NR1-Transkript der Länge 1013 nt hergestellt durch die Verwendung des Bgl II

linearisierten Plasmids pJN18-1 als Matrizen-DNA. Zur Synthese von radioaktiv markierte Hammerhead-

Ribozyme und RNA-Padlocks wurden die entsprechenden, mit Pst-I linearisierten Expressionvektoren eingesetzt.

Alle Schnittstellen wurden vor dem Einsatz in der in vitro Transkription mit T4-DNA-Polymerase aufgefüllt.

Dabei werden in ein Eppendorf-Reaktionsgefäß folgende Reagenzien in der beschriebenen Reihenfolge

zugegeben:

 2 µg linearierte Plasmid-DNA (Matrize) 2 µl

 10x Transkriptionspuffer 5 µl

 10 mM dNTP 2,5 µl

 40 U RNase-Inhibitor (RNasIn) 1 µl

 H2O ad 47 µl

 60 U T7-RNA-Polymerase 3 µl

Der Ansatz wird ebenfalls 3 bis 4 h bei 37°C inkubiert. Zur internen radioaktiven Markierung enthält der
Reaktionsansatz zusätzlich 5 µl -32P]GTP (5000Ci/mMol). Anschließend gibt man dem Ansatz 1 U DNase I
dazu, um die Matrizen-DNA zu verdauen, und stoppt die Reaktion schließlich durch zwei Phenol-Chloroform-
Extraktionen. Die Aufarbeitung der synthetisierten RNA erfolgt dann analog wie in Kapitel 5.5.2.1 beschrieben.
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5.5.3 Radioaktive 5’-Endmarkierung von RNA

Im Rahmen dieser Arbeit lieferte die Dephosphorylierung des 5´Endes des RNA mit anschließender

Phosphorylierung die größte Ausbeute an radioaktiv endmarkierten Produkten, verglichen mit anderen

angewandten Methoden, wie z. B. der in vitro Transkription in Gegenwart von -32P]GTP (Birikh et al. 1997).

Für die Dephosphorylierung des 5’-Endes der RNA wurde die alkalische Phosphatase aus Kälberdarm (CIP)

analog zur Methode für DNA verwendet, die im Abschnitt 0 ausführlich beschrieben ist. Bezüglich der

Verwendung von RNA wurde das Standardprotokoll leicht modifiziert. An Enzymmenge wurde maximal 0,1 U

eingesetzt, da bei höheren Enzymkonzentrationen mehr unspezifischer Abbau der RNA beobachtet wurde.

Zudem wurde abweichend von den Empfehlungen des Herstellers die Inkubationtemperatur nicht auf 50 °C

sondern auf 37°C eingestellt und die Reaktionszeit aufgrund der erwarteten geringeren Effizienz der

Dephosphorylierung von 30 min auf 1 h verlängert. Die radioaktive Phosphorylierung der 5’-Hydroxylgruppen

der CIP behandelten RNA mit 50 µCi -32P]ATP als Phosphatgruppendonor wurde analog dem Protokoll von

Kapitel 5.4.3. durchgeführt.

5.5.4 Fragmentierung von RNA mit RNase H

RNase H ist eine Endonuklease, die den RNA-Strang an RNA-DNA Hybriden schneidet. Dabei werden

Ribonukleotide mit 5’-Phosphat und 3’-Hydroxyl-Enden erzeugt. RNase H benötigt Mg2+-Ionen für seine

optimale Aktivität, die durch Mn2+-Ionen nur teilweise ersetzt werden können. Das Enzym besitzt maximale

Aktivität unter reduzierenden Bedingungen, ist relativ unempfindlich gegenüber hohen Salzkonzentrationen und

hat für die Katalyse ein pH-Optimum zwischen 7,5 und 9,1. Eine Einheit an RNase H ist die Enzymaktivität, die

in 20 min bei 37°C 1 nmol RNA aus einem  RNA-DNA-Hydrid freisetzt. Die Anwendung von RNase H in der

vorliegenden Arbeit beschränkte sich auf die Identifizierung von Einzelstrangbereichen innerhalb der

Sekundärstruktur einer RNA, die mit exogen zugesetzten Oligodesoxyribolnukleotiden hybridisieren können.

Bei den RNaseH-Reaktionen mit sequenzspezifischen ssDNA-Oligonukleotiden wurde das Protokoll des

Herstellers des Enzyms (in unserem Fall Roche Diagnostics) verwendet.

Radioaktiv markierte RNA (50 nM, Mindestaktivität: 12000 cpm) wurde zusammen mit 500 nM ssDNA-

Oligonukleotid in 15 µl 1 x RNase-H-Puffer zur Hybridisierung 30 min bei 37°C inkubiert, bevor die Reaktion

durch Zugabe von 0,1 U RNase H (5 µl, 1 x RNase H-Puffer) gestartet wurde. Vorversuche zeigten, daß unter

den gewählten Bedingungen die Fragmentierungsreaktion bereits nach  5 min vollständig abgelaufen ist. Nach

dieser Zeit wurde die Reaktion durch die Zugabe von 20 µl Probenpuffer 2 gestoppt und die Hälfte des Ansatzes

auf einem denaturierenden PAA-Gel analysiert. Alternativ kann anstatt Probenpuffer 2 auch Probenpuffer 4

verwendet werden.

5.6 Charakterisierung katalytischer RNAs

5.6.1 Bestimmung der Eade-Hofstee-Kinetik mit Hammerhead-Ribozymen

Die Bestimmung der Spaltungskinetik nach Eade und Hofstee erfolgte ananlog zu dem Protokoll wie es in Birikh

et al. (1997) beschrieben ist. Dabei werden die Transkripte der Ribozyme und der intern radioaktiv markierten

Substrat-RNA zuerst separat in EHK-Puffer gelöst und 2 min bei 55°C erhitzt, um mögliche RNA-Aggregate

aufzulösen. Anschließend wurde die Lösungen kurz auf Eis abgekühlt und dann für 15 min bei 37°C inkubiert,

um die Komplexierung von Mg2+ zu erlauben. Die Reaktion wird dadurch gestartet, daß die Ribozymlösung zur

Substrat-RNA-Lösung dazupipettiert wird. Nach der Vereinigung entstehen Reaktionslösungen von 25 µl, in

denen die Konzentration der Substrat-RNA entweder 10 nM (für die Spaltungskinetiken der GvaL-Ribozyme)

oder 20 nM (für die mit den pSKII+ Vektoren hergestellten Ribozyme) betrug. Die Konzentration der

Ribozyme in den einzelnen Ansätzen lag mit den GvaL-Ribozymen zwischen 20 nM und 1µM und mit den
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pSKII+ hergestellten Ribozymen zwischen 100 nM und 2µM. Die Reaktionsansätze wurden 2 h bei 37°C

inkubiert und die Reaktion durch die Zugabe von 25 µl Probenpuffer 2 gestoppt. 20 µl Aliquots dieser

Reaktionsansätze wurden anschließend auf einem 5-6 %igen denaurierenden PAA-Gel aufgetrennt und die

Banden der Substrat-RNA und der Spaltprodukte durch Autoradiographie mit einem Phosphoimager sichtbar

gemacht. Zur Quantifizierung der prozentualen Spaltung wurde die Software MacBas 2.0 verwendet.

Zur Bestimmmung der kinetischen Parameter kreact und Km wird zunächst die beobachtete Spaltrate kobs = -

ln(FracS)/t berechnet, wobei FracS der prozentuale Anteil der Substratbande ist und t die Reaktionszeit in

Minuten. Anschließend trägt man in einem Diagramm kobs /[R] gegen kobs auf ([R] ist die Konzentration des

Ribozyms) und legt durch die werde eine lineare Regressionsgerade. Die Steigung der Gerade ist Km während

der Schnittpunkt mit der y-Achse kreact entspricht.

5.6.2 Bestimmung der Spaltungskinetik mit Hammerhead-Ribozymen

Bei der Ermittlung des zeitlichen Verlaufs der ribozym-vermittelten RNA-Spaltung wurden die radioaktiv

markierte Substrat-RNA und die Transkripte der Ribozym genau wie in Kapitel 0 beschrieben vorbehandelt.

Auch hier wurde die Reaktion durch die Zugabe der Ribozymlösung gestartet. Dem 35µl umfassenden

Reaktionsansatz, in dem 10nM Substrat-RNA und 200 nM Ribozym-RNA in EHK-Puffer vorlagen, wurde

gleich nach der Vereinigung (0 min) und nach entsprechenden Zeitabständen ein 5 µl Aliquot entnommen, das

5µl Probenpuffer 2 zugegeben wurde, um die Reaktion zu stoppen und die Lösung anschließend auf Eis

aufbewahrt. Als Kontrolle diente ein Ansatz, in dem nur radioaktiv markierte Substrat-RNA für den Zeitraum

der längsten Inkubationsdauer bei 37°C inkubiert wurde. Nach Herstellung der Aliquots für alle Zeitpunkte

wurden alle auf Eis gelagerten Lösungen für weitere 15 min bei 37°C inkubiert und die Proben auf einem

6%igen denaturierenden PAA-Gel aufgetrennt. Die Banden der Substrat-RNA und der Spaltprodukte wurde

durch Autoradiographie sichtbar gemacht.

5.6.3 Bindung von RNA-Padlocks an radioaktiv markierte Substrat-RNA

Die Bestimmung des zeitlichen Verlaufs der Bindung der RNA-Padlock an eine NR1-RNA der Länge 1013 nt

begann mit der Herstellung eines 80 µl enthaltenden Reaktionsansatzes, in dem eine geringe Menge an PAA-Gel

gereinigter radioaktiv markierter NR1-RNA in Gegenwart eines RNA-Padlock (500 ng/µl) in Padlockpuffer

vorlag. Die Reaktion wurde durch die Zugabe der RNA-Padlocks gestartet und direkt nach der Zugabe der

Padlocks (0 min) bzw. nach gewissen Zeitabständen ein 10 µl Aliquot dem Ansatz entnommen. Dieses Aliquot

wurde mit 10 µl Probenpuffer 2 vermischt und auf Eis gelagert, bis das Aliquot des letzten Zeitpunkts hergestellt

worden war. Als Kontrolle diente ein äquivalentes Aliquot ohne RNA-Padlock, das für die Gesamtdauer des

Experimentes inkubiert wurde.Diese Proben wurden nun 15 min bei 37°C inkubiert und anschließend 10 µl auf

ein 6%iges denaturierendes PAA-Gel (19/1) aufgetragen, während die anderen 10 µl auf einem 4%igen nativen

PAA-Gel (29/1) geladen wurden. Nach der Elektrophorese mit den beiden Gelen wurden die Banden der NR1-

RNA durch Autoradiographie sichtbar gemacht.

5.6.4 Komplexierung von radioaktiv markierten katalytischen RNAs an die Substrat-RNA

Für dieses Experiment wurden Reaktionsansätze angefertigt, die denen geringe Mengen an radioaktiv markierten

Ribozym oder Padlock in Ribozympuffer bzw. Padlockpuffer in Gegenwart von 5ng/µl, 15 ng/µL bzw. 40 ng/µl

der jeweilige NR1-Substrat-RNA vorlagen. Als Kontrolle diente zum einen ein äquivalenter Reaktionsansatz

ohne NR1-RNA (0 ng/µl) bzw. eine äquivalente Menge von unbehandeltem radioaktiv markiertem Ribozym

bzw. Padlock (Kontrolle). Diese 10 µl enthaltenden Reaktionsansätze wurden 2 h bei 37°C inkubiert und

anschließend die Reaktion durch Zugabe von 10 µl Probenpuffer 2 gestoppt. Die Hälfte einer jeden solch

hergestellten Probe wurde für 15 min bei 37°C, die andere Hälfte für 3 min bei 90°C inkubiert und dann auf

einem 6%igen denaturierenden PAA-Gel aufgetrennt. Die Signale der Reaktion wurden durch Autoradiographie

sichtbar gemacht.
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5.7 Kultivierung von Säugerzellen

5.7.1 Wachstum von Zellkulturen

Alle Tätigkeiten, die sich mit der Kultivierung von Zellen befassen, erfordern absolute Sterilität der verwendeten

Materialien, Lösungen und Medien. Die Arbeiten wurden ausschließlich in sterilen Werkbänken durchgeführt.

Die Kultivierung der Zellen erfolgte in befeuchteten Brutschränken mit einer 5%-igen CO2-Atmosphäre bei

37°C. Als Kulturmedium wurde für die HeLa-Zellinien komplettes EMEM-Medium mit 10% fötalem

Kälberserum (FCS), für die PC12-Zellinien DMEM-Medium mit 5% fötalem Kälberserum und 10%

Pferdeserum (HS) verwendet.

Beide Zelltypen wachsen adhärent als einschichtiger Zellrasen auf dem Boden der Kulturschalen bzw. -Flaschen.

PC12-Zellen müssen auf Poly-L-Lysin beschichteten Platten gehalten werden. Zur Herstellung dieser

beschichteten Platten gibt man in die entsprechende Kulturschale ein Viertel des Volumens an Kulturmedium

Poly-L-Lysin-Lösung (100 µg/ml)  und läßt die Schalen für 30 min bei RT stehen. Anschließend wäscht man die

Oberfläche der Schalen zweimal mit einem Volumen Wasser. Danach sind die Platten gebrauchsfertigt. Die

Zellen der Linie PC12 tTA benötigen diese Beschichtung nicht mehr und können auch auf unbeschichteten

Platten kultiviert werden.

Zur Differenzierung der PC12-Zellen wird dem Zellkulturmedium NGF-ß in einer Konzentration von 100 ng/ml

zugegeben.

5.7.2 Passagieren der Zellen

5.7.2.1 Hela-Zellen

Um Zellen verdünnt auszusäen oder sie auf mehrere Platten zu verteilen, müssen sie vom Boden der Kultur-

schale abgelöst werden. Die Zellen haften sich durch Adhäsionsproteine an ihrer Unterlage fest. Diese

Interaktion ist, zumindest teilweise, von Kalzium- und Magnesium-Ionen abhängig und kann somit durch

EDTA-Zugabe aufgehoben werden. Die Behandlung mit einer PBS(EDTA)-Lösung ist daher eine schonende

Variante, Zellen von ihrem Untergrund abzulösen. Die Methode ist im folgenden kurz erläutert:

 Absaugen des Mediums und Waschen der Zellen mit PBS.

 Zugabe der dem halben Volumen des Kulturmediums entsprechenden Menge an PBS(EDTA)-Lösung,

Inkubation für 5-15 min, bis sich die Zellen abrunden und sich beginnen von ihrer Unterlage abzulösen.

 Abspülen der Zellen mit einer Pipette und Überführen der Zellsuspension in ein Schraubdeckelröhrchen

entsprechender Größe.

 Sedimentation der Zellen (Zellkulturzentrifuge, 1200 Upm für 5 min bei RT)

 Absaugen des Überstands und resuspendieren der Zellen in einem geeigneten Volumen Kulturmedium (oder

PBS). Zur Bestimmung der Zelldichte kann ein Aliquot der Suspension in der Neubauer-Kammer ausgezählt

werden.

 Aussäen der gewünschten Zellmenge auf entsprechende Kulturgefäße.

Alternativ kann eine Schnellmethode durchgeführt werden:

 Absaugen des Mediums und Waschen der Zellen mit PBS.

 Zugabe von PBS(EDTA)-Lösung (entsprechend 1/10 Volumen des verwendeten Kulturmediums), Inkubation

für 5-15 min.

 Die Zellen werden direkt in Kulturmedium aufgenommen und können in gewünschter Menge auf andere

Gefäße transferiert werden.
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5.7.2.2 PC12-Zellen

Bei PC12 Zellen ist die Interaktion der Adhäsionsproteine mit der Kulturschalenoberfäche so groß, daß sie nicht

durch die Komplexierung von Ca2+ und Mg2+ Ionen aufgehoben werden kann. In solchen Fällen kann man durch

eine milde Behandlung mit Trypsin die Oberflächenproteine proteolytisch spalten, so daß sie von der

Kulturschale entfernt werden können. Als Reagenz wurde hierfür die Typsin/EDTA-Lösung der Firma

Invitrogen benutzt. Die Methode sieht folgende Arbeitsschritte vor:

 Absaugen des Mediums und Waschen der Zellen mit PBS.

 Zugabe von 2ml Trypsin/EDTA-Lösung in eine 14cm Platte und Inkubation der Zellen bei 37°C für 5 min.

 Zugabe von 5 ml Kulturmedium, um die Spaltungsreaktion zu stoppen.

 Abspülen der Zellen mit einer Pipette und Überführen der Zellsuspension in ein Schraubdeckelröhrchen

entsprechender Größe.

 Sedimentation der Zellen (Zellkulturzentrifuge, 1200 Upm für 5 min bei RT).

 Absaugen des Überstands und resuspendieren der Zellen in einem geeigneten Volumen Kulturmedium (oder

PBS). Zur Bestimmung der Zelldichte kann ein Aliquot der Suspension in der Neubauer-Kammer ausgezählt

werden.

 Aussäen der gewünschten Zellmenge auf entsprechende Kulturgefäße.

5.7.3 Einfrieren und Auftauen der Zellen

Um Zellen langfristig zu lagern, werden sie bei -196°C in flüssigem Stickstoff eingefroren:

 Dazu werde die Zellen vom Kulturgefäß abgelöst, sedimentiert, in 500 µl eiskaltem FCS resuspendiert und

für 5-10 min auf Eis gestellt.

 Zugabe von 500 µl eiskaltem EMEM-Medium / 20% DMSO.

 Mischen und Überführen der Suspension in ein 1ml-Einfrierröhrchen für Zellen.

 Zunächst erfolgt das Einfrieren bei -80°C, nach 1-2 Tagen werden die Zellen dann in Tanks mit flüssigem

Stickstoff überführt.

Zum Auftauen der Zellen werde die Einfrierröhrchen zunächst im Wasserbad inkubiert, bis das Einfriermedium

zu schmelzen beginnt (angetaut), dann durch rasches Mischen mit 500 µl PBS oder Kulturmedium (ohne FCS,

um Schaumbildung zu vermeiden) in 10 ml vorgewärmtes Kulturmedium überführt. Die Suspension wird abzen-

trifugiert, um das für die Zellen toxische DMSO unverzüglich zu entfernen. Die Zellen werden anschließend in

Kultur genommen.

5.8 DNA-Transfer in Säugerzellen

Die Analyse der Genregulation und Expression erfordert die Methodik, DNA in eine eukaryotische Zelle zu

bringen. Dabei kennt man traditionelle chemische Methoden (DEAE-Dextran- oder Kalzium-Phosphat-Kopräzi-

pitations-Methode), die Verwendung kationischer Lipide (Liposomen-Transfektions-Methode) und

physikalische Methoden (Elektroporation, Mikroinjektion). Eine ideale Methode, um DNA-Moleküle in eine

Zelle zu transferiren, sollte folgende Kriterien erfüllen: Hocheffizienter DNA-Transfer, geringe Toxizität,

Reproduzierbarkeit einfache Durchführbarkeit. Jede der genannten Transfektions-Methoden erfüllt diese

Kriterien in unterschiedlichster Weise und hat Vorteile und Limitierungen.

5.8.1 Transiente Kalzium-Phosphat-Transfektion von Plasmid-DNA in Säuger-Zellen

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine modifizierte Kalzium-Phosphat-Transfektion nach der Methode von

Graham&Van der Eb (1973) durchgeführt. Man geht davon aus, daß Zellen die DNA als Komplexe aufnehmen

(feine Kristalle aus DNA und Kalzium-Phosphat). Einfluß auf die Effizienz der Aufnahme scheinen dabei der
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pH-Wert des Kulturmediums, die Partikelgröße der Kristalle, die Länge der Inkubationszeit sowie der

physiologische Zustand der Zellen zu haben.

Bei dieser Methode wird die DNA zunächst in einer 250 mM CaCl2-Lösung zugegeben. Für in 6-Loch-Schalen

durchgeführte Transfektionsexperimente waren dies 2µg DNA in 100µl CaCl2-Lösung, bei der Verwendung von

10 cm Kulturschalen wurden 10µg DNA in 500µl CaCl2-Lösung eingesetzt. Diese Lösung wurde in kleinen

Aliquots in das gleiche Volumen 2x HBS-Puffer überführt, wodurch die Ausformung kleiner Kalzium-Phosphat-

Kristalle beginnt, die die DNA mit einschließen. Das Präzipitat soll sich für ca. 30 min bei RT formen, danach

wird die Suspension vorsichtig gemischt, in das Kulturmedium gegeben, und zwischen 20 und 36 h auf den

Zellen inkubiert. Eine Stunde vor der Zugabe des Präzipitates sollte das Kulturmedium gewechselt und dessen

pH durch Inkubation im 6% CO
2
-Brutschrank auf 7,2 eingestellt werden. Üblicherweise werden die Zellen nach

Beendigung der Transfektion (2-4 h) mit PBS gewaschen, um das Präzipitat zu entfernen. Bei den hier

verwendeten Hela-Zellen ist dies nicht erforderlich.

5.8.2 Transiente Transfektion von Plasmid-DNA in Säuger-Zellen mittels Elektroporation

Bei der Elektroporation wird durch ein äußeres elektrisches Feld ein transmembranes elektrischen Feld bei den

Zellen induziert, was üblicherweise durch einen kurzen direkten Strompuls erfolgt. Dieses transmembrane

elektrische Feld ruft lokale Instabilitäten in der Zellmembran hervor, die normalerweile „Elektroporen“ genannt

werden. Während dieser Instabilitätsperiode ist es nun sogar Makromolekulen wie DNA möglich, in die Zelle zu

gelangen. Sind die Paramenter optimal gewählt, erholen sich die Zellen nach dem elektrischen Puls wieder und

können weiter in Kultur gehalten werden.

Die Durchführung der Transfektion beginnt damit, daß die Zellen zwei Stunden vor der Elektroporation mit

frischen Medium kultiviert werden. Anschließend werden die Zellen abgelöst und so verdünnt, daß sich 2 Mio

Zellen in 300µl Kulturmedium befinden. Zu 300 µl Zellsuspension werden nun 3 µg DNA dazugegeben, die

Suspension für 2 min bei RT inkubiert und anschließend in eine Elektroporationsküvette (4mm) überführt. Die

Küvette wird in das Elektroporationsgerät (in unserem Fall der Genpulser der Firma Biorad) gebracht und ein

elektrischen Puls gegeben. Die Parameter für Hela-Zellen waren dabei 220 V bei 960 µF, für PC12-Zellen 250 V

bei 960 µF. Nach dem Elektroschock wurden die Zellen auf Poly-L-Lysin-beschichteten Kulturschalen

ausplattiert und bis zur Analyse für 24 h bis 36 h im Brutschrank bei Standardbedingungen inkubiert.

5.8.3 Etablierung stabil transfizierter Zellinien mittels Chemoselektion

Für viele biologische Fragestellungen ist es nötig, über Zellinien zu verfügen, die Kopien eines fremden Gens

mit geeigneten Regulationselementen in ihrem Genom integriert tragen. Die Integration linearisierter Plasmid-

DNA erfolgt ohne offensichtliche Präferenz bestimmter Integrationsorte im Genom, d. h. sie ist statistisch

verteilt. Die Anzahl der Kopien pro Genom ist variabel. Essentiell für die Methode ist, daß man über einen ge-

eignete Selektion verfügt, über die sich die Zellen isolieren lassen, welche die DNA aufgenommen und integriert

haben. Dazu kann man Resistenzgene gegen toxische Substanzen, oder Gene, die Stoffwechseldefekte in der

Rezipientenzellinie komplementieren, verwenden. Das resistenzvermittelnde Gen kann sich auf dem gleichen

Plasmid wie das zu exprimierende Gen befinden, oder es wird mit dem zu untersuchenden Gen kotransfiziert.

Bei der Kotransfektion muß ein hoher Unterschuß des Plasmides mit dem Selektionsgen eingesetzt werden, da

jede Zelle, die den selektionsspezifischen Phänotyp zeigt, auch die zu untersuchende DNA im Genom integriert

haben sollte. Die Vorgehensweise ist nachfolgend beschrieben:

Zellen in einer etwa 50% konfluenten 35 mm Kulturschale werden mit 4 µg linearisierter Plasmid-DNA

transfiziert. (Das Verhältnis von Selektionsplasmid zu fremden Gen betrug hierbei 1 : 30). Die Inkubation mit

dem Präzipitat erfolgt über Nacht, jedoch wenigstens für 12 Stunden. Nach gründlichem Waschen der Zellen mit

PBS werden diese abgelöst und auf zwei 10 cm Kulturschalen verteilt. Nun läßt man die Zellen für 2h

anwachsen und gibt dann das entsprechende Antibiotikum ins Medium, das über die Dauer der Selektion alle 3

Tage erneuert wird. Nach 1-2 Wochen sind alle nicht resistenten Zellen abgestorben, und stabil transfizierte

Klone als Kolonien erkennbar. Um Klone zu isolieren und anschließend separat zu expandieren, werden die

Zellen zunächst mit PBS gründlich gewaschen, dann mit PBS (EDTA)-Lösung für etwa 2-3 min inkubiert. Die
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Zellen sollen sich gerade abrunden, nicht jedoch von ihrer Unterlage ablösen! Mit einer 20 µl Eppendorf-Pipette,

die auf 10 µl eingestellt wurde, zieht man ca. 5 µl Medium an und setzt dann die Pipettenspitze auf die Kolonie.

Durch sehr vorsichtiges Auf- und Abpipettieren werden die Zellen abgelöst und in 24-Loch-Zellkulturplatten

transferiert, wo sie weiter unter Selektionsdruck expandiert werden.

Die im Rahmen dieser Arbeit etablierten HeLa-Zellinien wurden auf Hygromyzin B- und G418-Resistenz hin

selektioniert. Die eingesetzte Konzentration an Hygromycin B betrug 300 µg/ml, die an G418 betrug 500 µg/ml.

5.8.4 Etablierung stabil transfizierter Zellinien mittels FACS

Eine weitere Möglichkeit, stabil exprimierende Zellen zu isolieren, besteht in der Verwendung von

Selektionsgenen, deren Genprodukte ein spezifisches Lichtsignal liefern. Die Erzeugung eines solchen

Lichtsignals kann durch die Umsetzung eines entsprechenden Substrates durch ein Enzym wie z. B. der

Luziferase erfolgen oder das Genprodukt fluoresziert selbst durch die Anregung mit einer monochromatischen

Lichtquelle, wie dies bei eGFP der Fall ist.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eGFP als ein solches Selektionsgen verwendet und die positiv transfizierten

Zellen mit einem FACS („fluorescence activated cell sorter“)–Gerät isoliert. In einem FACS-Gerät werden die

Zellen zunächst vereinzelt in einen Durchflussstrom gebracht, der durch die Verwendung eines Piezo-Elementes

in einzelne Tropfen fragmentiert wird. Durch das monochromatische Licht eines Lasers der Wellenlänge 488 nm

wird nun jeder Tropfen einzeln angeregt, wobei darin befindliche eGFP produzierende Zellen ein

Emissionssignal der Wellenlänge 520 nm liefern. Tropfen, in denen man eine solche Emission nachweist

(Funktionsweise der Signalquantifizierung siehe Kapitel 5.9.6.3), werden nun elektrisch geladen und mit Hilfe

eines elektrischen Feldes aus dem Hauptstrahl in ein Auffanggefäß abgelenkt.

Die experimentelle Vorgehensweise begann zunächst mit der Transfektion der Expressionsplasmide, die in

unserem Fall eGFP unter der Kontrolle von Ptet bi hatten, in die entsprechenden Zellinien mittels

Elektroporation, was durchschnittlich zu ca. 50 % der eGFP positiver Zellen führte. Die transfizierten Zellen

wurden dann über einen Zeitraum von mindestens 4 Tagen kultiviert. Nach diesem Zeitraum war davon

auszugehen, daß das Signal der transienten Expression nicht mehr existiert und sich in dieser Population nun

Zellen befinden, in denen die eGFP-Expressionskassette stabil ins Genom integriert ist. Die Zellen wurden von

der Kulturschale abgelöst, sedimentiert und in Sortiermedium resuspendiert, so daß ca. 2 Mio. Zellen pro ml

vorliegen. Diese Zellsuspension wird anschließend durch einen Filter in ein Gefäß überführt, das an das FACS-

Gerät angeschlossen werden kann. Die Zellen wurden durch Angelika Kehlenbach am FACS-Gerät des ZMBH

aussortiert. Die isolierten Zellen wurden vom Gerät direkt in eine mit Antibiotikum-haltigen Medium befüllte

Kulturschale transferiert, die nach Abschluß des Sortiervorgangs wieder in den Brutschrank überführt wurde.

Die Anzahl der isolierten Zellen nach der ersten Selektionsrunde lag durchschnittlich zwischen 1 bis 2 %. Um

eine Population mit über 90 % an eGFP positiven Zellen zu gewinnen, waren mindestens drei

aufeinanderfolgende Selektionsrunden notwendig.

5.8.5 Etablierung stabil tranfizierter Zellinien mittels retroviraler Transduktion

Durch Retroviren ist die Möglichkeit gegeben, Expressionseinheiten mit hoher Effizienz ins Genom von sich

teilenden Säugerzellen zu integrieren. Dies ist möglich durch den enzymatisch katalysierten Einbau des

retroviralen Genoms in die Chromosomen der eukaryontischen Zellen. Voraussetzung dafür sind retrovirale

Vektoren, in denen die gewünschte Expressionskassette sich im Kontext des retroviralen Genoms befindet.

In unserem Fall wurden retrovirale Vektoren vom Typ SF2 HHCG hergestellt (Details siehe Anhang), die auf

den SIN-Varianten des murinem Moloney Leukämieviruses MuMLV basieren. Diese Vektoren wurden durch

die Kalzium-Phosphat-Methode in die „Verpackungszellinie“ 293 GPG transfiziert (Ory et al., 1996). In dieser

Zellinie wird das gag/pol Polyprotein konstitutiv produziert, während das Gens des Oberflächenprotein VSV G

unter der transkriptionellen Kontrolle von tTA steht, da dessen permanente Synthese für die Zellen toxisch wäre.

Die 293 GPG Zellen werden vor der Transfektion zweimal mit PBS gewaschen und anschließend für mehrere

Stunden in Dox freiem Medium inkubiert, um die Synthese von VSV G zu initiiern. Nach der Transfektion
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werden die Zellen für weitere 24 h in Kultur gehalten und nach diesem Zeitpunkt der Überstand abgenommen,

der die produzierten Retroviren enthält.

Für die Infektion wurden die zu transduzierenden Zellinien in 6-Loch-Platten kultiviert. Das Medium wurde

dann für 4 Stunden durch 500 bis 1000 µl Polybrene-haltigen (8µg/ml) retroviralen Überstand ersetzt und die

Zellen nach diesem Zeitraum wieder in normalem Kulturmedium inkubiert. Die Identifikation und Isolierung

positiv-transduzierter Zellen erfolgte durch eGFP als Selektionsmarker und unter der Verwendung des FACS-

Gerätes (siehe Kapitel 5.8.4)

5.9 Analyse der Genexpression in Säugerzellen

5.9.1 Herstellung von Zelllysaten

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Plasmid-kodierte Reportersysteme verwendet, um quantitative Aussagen über

transkriptionelle Regulationseinheiten, die diese Reportersysteme kontrollieren, treffen zu können (eine Über-

sicht über Reportergene zur Analyse der eukaryotischen Transkription findet sich in Alam und Cook (1980)).

Dazu werden tranfizierte Zellen lysiert und die Zellextrakte anhand biochemischer Reaktionen analysiert, die das

betreffende Reportersystem katalysiert.

Die Herstellung der Zelllysate sei im folgenden erläutert:

 Waschen der Zellen in PBS.

 Adhärent gewachsene HeLa-Zellen werden durch Zugabe von Lysepuffer lysiert. Bei einer 3,5 cm Schale

genügen 100 µl, bei einer 6 cm Schale sind 200-250 µl ausreichend.

 Inkubation für 5 min bei Raumtemperatur.

 Die Zellen werden mit einem Schaber von ihrem Untergrund abgelöst und in ein 1,5 ml Eppendorf-Gefäß

überführt.

 Zentrifugation des Zelllysates in der Tischzentrifuge bei 13000 Upm für 30 s, um unlösliche Bestandteile zu

entfernen.

 Überführen des Überstandes in ein neues Gefäß.

Alternativ können die Zellen auch mit den üblichen Methoden abgelöst, sedimentiert und in Lysepuffer lysiert

werden. Auch hier müssen noch die unlöslichen Bestandteile durch Zentrifugation abgetrennt werden.

5.9.2 Isolation von RNA aus Säugerzellen

Für die Analyse der Genexpression auf der Ebene der exprimierten mRNA wurde aus den Zellen des

entsprechenden transienten Expressionsexperimentes unter Verwendung des Reagenzes TRIzol® die Gesamt-

RNA isoliert. Für die Isolierung von 10 µg Gesamt-RNA ist eine Transfektion im Maßstab einer 10 cm Schale

notwendig. Das Protokoll sieht folgende Arbeitsschritte vor:

 Zweimaliges Waschen der Zellen mit PBS.

 Ablösen der Zellen durch die dem Zelltyp entsprechende Methode (siehe Kapitel 5.7.2).

 Zellen in ein 15 ml Reaktionsgefäß überführen und in der Zellkulturzentrifuge bei 1200 Upm für 5 min

sedimentieren.

 Überstand absaugen, die Zellen mit 1ml TRIzol® Reagenz aufschließen und in ein Eppendorf-

Reaktionsgefäß überführen.

 Lösung für 5 min bei RT inkubieren.

 Zugabe von 200 µl Chloroform und anschließend Schütteln des geschlossenen Reaktionsgefäßes für 30 s.

 Zentrifugation in der Tischzentrifuge bei 12000 x g für 15 min.

 Abnehmen der wässrigen Phase (oben), die in ein neues Reaktionsgefäß überführt wird. Dabei ist darauf zu

achten, daß keine Bestandteile der Interphase (Proteine) in der Fraktion vorhanden sind.

 Fällen der RNA durch Zugabe von 500 µl Isopropanol und 10 minütige Inkubation bei RT.

 Sedimentieren der RNA durch Zentrifugation bei 12000 x g in der Tischzentrifuge bei 4°C

 Zweimaliges Waschen der RNA mit 75%igen Ethanol.
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 Das Sediment der RNA wird luftgetrocknet und im passenden Volumen RNAse freiem Wasser

aufgenommen.

5.9.3 Konzentrationsbestimmung von Proteinlösungen nach Bradford

Basische Aminosäure-Seitenketten von Proteinen bilden mit Coomassie Brilliant Blue G-250 Komplexe, die in

Lösung blau erscheinen. Die Intensität der Färbung ist direkt proportional zu der Menge an Protein im Re-

aktionsansatz. Das Absorptionsmaximum der Komplexe liegt bei 595 nm. Die Proteinkonzentration einer

Lösung kann durch die Messung der OD595 und durch den Vergleich mit einer Eichkurve bestimmt werden.

Dazu werden zur entsprechenden Mengen der Proteinlösung ad 800 µl H2O pipettiert. (Von Zelllysaten sollte

maximal 5 µl eingesetzt werden, da das im Lysepuffer enthaltene Detergenz bei höheren Konzentrationen mit

der Komplex-Bildung interferiert und somit das Ergebnis verfälscht!) Anschließend wird 200 µl Bradford-

Reagenz (Biorad) hinzugegeben, dann die Reaktionslösung für 20-30 min bei Raumtemperatur inkubiert und bei

OD595 im Spektralphotometer ermittelt. Die Eichkurve wurde durch die Vermessung von Verdünnungen eines

Proteinstandards (z.B. humanes Serumalbumin) erstellt.

5.9.4 Nichtradioaktive „Northern-Blot“ Analyse

Die Expression eines Gens kann nicht nur durch sein Genprodukt das Protein nachgewiesen werden. Läßt sich

ein Protein beispielweise nur schwer nachweisen, so kann die Genexpression auch auf der Stufe der

Transkription analysiert werden.

Die „Nothernblot“ Analyse basiert auf einer spezifischen Interaktion der transkribierten mRNA mit einem

mittels Biotin markierten DNA-Fragment. Nachdem die RNA über denaturierenden Agarose Gelelektrophorese

(siehe Kapitel 5.3.1.3) ihrer Größe entsprechend aufgetrennt wurde, wird sie beim „Blotten“ mittels Osmose auf

eine Nylon-Membran (Hybond-NX, Amersham) übertragen, dort über nichtkovalente Wechselwirkungen

immobilisiert und schließlich durch UV-Kopplung kovalent mit der Membran verbunden. Nachdem sie auf diese

Membran gebunden wurde, kann das markierte DNA-Fragment an die komplementäre RNA hybridisieren. Die

Biotin-Markierung der DNA wird durch Streptavidin gebunden, das kovalent mit dem Enzym Alkalische

Phosphatase gekoppelt ist. Das Enzym katalysiert die Spaltung des Dioxetan-Substrats CDP-Star bei der

Lichtquanten frei werden, die wiederum über einen Chemilumineszent-Film detektiert werden.

5.9.4.1 Herstellung von biotin-markierten Hybridisierungssonden

Die PCR bei der Biotin-Markierung erfolgt nach den unter 0 angegebenen Standardbedingungen mit Ausname

der Nukleotidzusammensetzung: Von den Nukleotiden dATP, dCTP und dGTP werden Konzentrationen von

250 µM je Nukleotid eingesetzt, für dTTP jedoch 125 µM und zusätzlich 125 µM Biotingekoppeltes dUTP

(Biotin-dUTP).

 5.9.4.2 „Northern-Blot“

Nach der Elektrophorese werden die Ränder des Gels abgeschnitten um durch die Meniskem verursachte
Unebenheiten zu entfernen. Das Gel wird 2 x 10 min mit der Oberseite nach unten in Transferpuffer geschwenkt,
wodurch die aufgetrennte RNA denaturiert wird. Auch die Nylonmembran wird in Transferpuffer befeuchtet.
Der Blot sollte wie folgt aufgebaut werden:
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Zu beachten sind dabei, daß der Schwamm vorher kurz mit 1% SDS „gewaschen“ und nach dem Entfernen des
Detergenz luftblasenfrei im Transferpuffer des Kontainers expandiert wird. Jeweils 4 bzw. 2 Lagen 3MM
Chromatographiepapier werden in Transferpuffer getränkt. Das Gel wird mit der Oberseite nach unten auf die
Lagen mit feuchten Chromatographiepapieren gelegt und beim Aufbau eventuell auftretende Luftblasen
zwischen den feuchten 3MM Chromatographiepapieren bzw. dem Gel und der Nylonmembran werden durch
Ausrollen mit einer sauberen Glas- oder Plastikpipette entfernt. Um zu vermeiden, daß das Gel
zusammengedrückt wird, sollte das Gewicht auf dem Blot ungefähr 0,5 g/cm2 betragen.
Nach 1 Stunde ist der Transfer beendet. Die Membran wird anschließend 2 min in Neutralisationspuffer
geschwenkt und 2 min getrocknet. Die RNA wird durch UV-Bestrahlung im UV-Stratalinker™ 2400 (2 min
„autocrosslink“) an die Membran gekoppelt. Der Transfer kann nun an Hand der ethidiumbromid-gefärbten
HeLa-Zell-RNA unter der UV-Lampe überprüft werden. Um Reste von Formaldehyd zu entfernen, trocknet die
Membran ÜN bei RT. Während sie am nächsten Tag 2 x 10 min mit 2x SSC + 0,5% SDS bei RT gewaschen
wird, wird die Prähybridisierungslösung aufgekocht und danach auf 37-42°C abgekühlt. Dabei ist die
Temperatur vor allem abhängig vom GC-Gehalt der DNA-Sonde und dem Homologiegrad zu ihrer RNA. Die
Membran wird mind. 1 Stunde in 20 ml dieser Lösung bei dieser Temperatur im Schüttelwasserbad oder einem
speziellen Hybridisierungsofen inkubiert. Parallel dazu werden 10-15 µl des Biotin-markierten DNA-Fragments
in 500 µl Prähybridisierungslösung für 10 min auf 95°C erhitzt und anschließend direkt in den Kontainer mit
Membran und Prähybridisierungslösung geben und über Nacht bei 37–42°C im Schüttelwasserbad an die RNA
hybridisiert.
Die Prähybridisierungslösung wie auch die Hybridisierungslösung kann mehrfach verwendet werden. Beide
müssen vor jedem Gebrauch 10 min aufgekocht werden, um die enthaltene DNA zu denaturieren. Nachdem die
Hybridisierung abgeschlossen ist, wird die Membran 2 x 10 min mit niedrig stringentem Waschpuffer bei RT
geschwenkt und anschließend mit vorgewärmtem (55–65°C) hoch stringentem Waschpuffer 30 min – 1 Stunde
im Schüttelwasserbad bei 55-65°C gewaschen. Die Temperatur und die Zeit richten sich hier bei nach der
erwünschten Stringenz des Waschschritts. Währenddessen wird die Blockierlösung frisch angesetzt und in der
Mikrowelle auf 70°C erhitzt (45 s, 500 W). Um das Casein („I-Block“, Tropix) zu lösen, wird die Suspension 10
min bei 55°C gerührt. Vor dem Gebrauch wird die leicht trübe Lösung auf RT abgekühlt, die Membran
anschließend 2 x 5 min mit Blockierlösung gewaschen und dann weiter 20–30 min unter langsamem Schwenken
blockiert. Im nächsten Schritt wird das Konjugat aus Streptavidin und Alkalischer Phosphatase (als kommerziell
erhältliche Lösung im „Southern light“-kit (Tropix) in der Verdünnung 1:5000) zum Blockierlösung zugegeben
und bindet während der 20 minütigen Inkubation bei RT an das Biotin der markierten DNA-Sonde.
Anschließend wird die Membran noch 2 x mit Blockierlösung und 3 x mit 1x PBS + 0,5% SDS gewaschen bevor
sie durch 2 maliges Schwenken in Detektionspuffer für die Entwicklung äquilibriert wird. Überschüssiger
Detektionspuffer wird über ein feuchtes 3MM Chromatographiepapier abgezogen und die Membran mit der
Oberseite nach unten auf vorgelegte Substratlösung (CPD-Star, Roche Diagnostics) gegeben. Nach 5-10 min
wird auch die Substratlösung über feuchtes Chromatographiepapier entfernt und die Lichtemission über einen
Lumineszenz-Film („Bio-Max“, Kodak) detektiert.
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5.9.4.3 Entfernen der Hybridisierungssonde („Strippen“)

Möchte man eine RNA-Präparation in Hinsicht auf unterschiedlichen RNA-Moleküle untersuchen, so muß

sowohl das Konjugat (Streptavaidin/Alkalische Phosphatatse) als auch die ursprüngliche DNA-Sonde entfernt

werden. Die Membran wird zu erst auf dem Schüttler für 10 min in „Strip“-Puffer inkubiert und dabei die

Bindung zwischen Biotin und Streptavidin gelöst. Im zweiten Schritt wird die Bindung zwischen DNA-Sonde

und RNA durch Inkubation mit 2x SSC + 0,5% SDS + 50% Formamid (10 min, RT) labilisiert und ein Teil der

ersten Sonde wird abgewaschen. Die Membran wird weitere 5 min mit 2x SSC + 0,5% SDS gewaschen, bevor

sie, wie schon unter 5.9.4.2 beschrieben in die vorher gekochte Prähybridisierungslösung gegeben und für 1

Stunde bei 37–42°C unter Schütteln inkubiert wird. Es folgt die Inkubation mit der neuen Hybridisierungslösung

und die anschließende Detektion nach dem unter 5.9.4.2 beschriebenen Methode.

Wichtig zu bemerken ist in diesem Zusammenhang, dass die Entfernung der ersten DNA-Sonde auf keinen Fall

vollständig ist, und dies bei der Interpretation der Ergebnisse berücksichtigt werden muß.

5.9.5 Western-Blot

Die Methode des Western-Blot ermöglicht den immunologische Nachweis von Proteinen in biologischen

Proben. Im Rahmen dieser Arbeit wurde diese Methode angewandt, um die korrekte Synthese der NR1-

Luziferase-Fusionsproteine in transienten Expressionsexperimenten in eukaryontischen Zellen nachzuweisen.

Dabei wurden die Proteine der Zellextrakte mit einer denaturierenden PAA-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

aufgetrennt und die NR1-Luziferase-Fusionsproteine mit einem Immunoblot unter Verwendung eines

polyklonalen Antikörpers gegen die Luziferase nachgewiesen.

5.9.5.1 Auftrennung der Proteine durch diskontinuierliche denaturierende PAA-Gelelektrophorese

(SDS-PAGE)

Proteine besitzen aufgrund ihrer unterschiedlichen Aminosäurezusammensetzung kein konstantes Ladungs-

Masse-Verhältnis. Durch Erhitzen wird die Polypeptidkette entfaltet, und durch Anlagerung des stark ionischen

Detergenz Natriumdodecylsulfat (SDS) wird die Eigenladung des Proteins überdeckt. Dies führt zu einem

annähernd linearen Laufverhalten bezüglich des Molekulargewichts. Die Gelelektrophorese wird, um scharfe

Proteinbanden zu erreichen, in einem zweistufigen PAA-Gel durchgeführt, das sich durch einen pH-Sprung an

der Grenze des relativ großporigen Sammelgels (3%, pH 6,8) zu dem darunterliegenden, engporigen Trenngel

(10%, pH 8,8) auszeichnet. Der Fokussierungseffekt wird durch das pH-unabhängige Laufverhalten des "Leit-

Ions" Cl-gegenüber dem pH-abhängigen Laufverhalten des "Folge-Ions" Glycin bewirkt (Laemmli, 1970).

Analytische Proteingele werden in einer Dicke von 1 mm hergestellt. Im Sammelgel wird eine Spannung von 8

V/cm, und im Trenngel von 20 V/cm angelegt. Vor dem Erhitzen (6 min, 100°C) wird den Proben der

Proteinauftragspuffer zugegeben. Bromphenolblau im Auftragspuffer ermöglicht es, den Verlauf der

Elektrophorese zu verfolgen. Im Rahmen dieser Arbeit wurden jeweils 10 µl der Probe auf das PAA-Gel geladen

(Abweichungen sind im Text angegeben). Da die Anwesenheit von reduzierenden Reagenzien, z. B. ß-

Mercaptoethanol oder DTT, die Konformation von Proteinen mit internen Disulfidbrücken stark beeinflusst,

wurden im Rahmen dieser Arbeit SDS-PAGE sowohl unter reduzierenden (mit DTT) durchgeführt. Dies kann

sich auf das Laufverhalten im PAA-Gel und auf die spezifische Erkennung durch Antikörper auswirken.

5.9.5.2 „Immunoblot“ zur Identifikation rekom binanter Proteine

Der Transfer der in der SDS-PAGE aufgetrennten Proteine auf einen PVDF-Membran (Polyvenylidenfluorid,

Immobilon-P, Millipore)) findet in einer speziellen, horizontalen „halbtrockenen“ Blot-Apparatur statt. Im

elektrischen Feld wandern die negativ geladene Proteine aus dem Gel in Richtung Anode auf die Membran und

werden dort über hydrophobe und z.T. auch elektrostatische Wechselwirkungen festgehalten. Zu diesem Zweck

wird zu erst die PVDF-Membran kurz in Methanol angefeuchtet, dann sowohl das PAA-Trenngel als auch die

Membran vor dem Transfer in Transferpuffer geschwenkt (5 min, RT) und anschließend zwischen ebenfalls mit
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Transferpuffer angefeuchteten Lagen aus 3MM Chromatographiepapier wie folgt angeordnet:

- Kathode -
3 Lagen 3MM Chromatographiepapier

PAA-Trenngel
PVDF-Membran

3 Lagen 3MM Chromatographiepapier
+ Anode +

Hierbei ist darauf zu achten, da die einzelnen Komponenten jeweils luftblasenfrei aneinander anschließen. Der

Elektrotransfer erfolgt bei 150 mA bei maximal 20 V für 1 – 1,5 h. Die auf der PVDF-Membran immobilisierten

Proteine können durch immunologische Methoden sichtbar gemacht werden. Zuerst bindet ein Primärantikörper

an das nachzuweisende Protein. In einem zweiten Schritt erfolgt die Reaktion mit einem Sekundärantikörper.

Dieser bindet spezifisch an den Fc-Teil des Primärantikörpers. An ihn ist das Enzym Peroxidase (HRP) oder

alkalische Phosphatase (AP) kovalent gebunden. Dies erlaubt bei Substratzugabe einen Nachweis des Proteins

auf der Membran.

Das Prinzip der Luminol-Chemilumineszenzreaktion beruht auf der Emission von Photonen der Wellenlänge

425 nm bei der enzymatischen Umsetzung des Phtalhydrazides mit Wasserstoffperoxid durch die Peroxidase

zum entsprechenden Phtalat, Wasser und Stickstoff. Das emitierte Licht wird durch den Sensibilisator 4-

Iodophenol verstärkt und kann mit einem Röntgenfilm nachgewiesen werden. Für die Reaktion wurde der "BM

Chemiluminescence Kit" der Roche Diagnostics, Mannheim benutzt.

Nach dem Transfer der Proteine wird die PVDF-Membran wie folgt weiter behandelt:

Die restlichen Proteinbindungsstellen der Membran werden durch das Schwenken in einem Absättigungspuffer

(für 1 h bei RT oder ÜN bei 4°C) blockiert. Nach kurzem Waschen in 1x TBST wird die Membran mit

Primärantikörper (verdünnt im Absättigungspuffer) überschichtet und bei RT für 1 h auf dem Schüttler oder

stehend ÜN bei 4°C inkubiert. Nach dem Waschen der PVDF-Membran (dreimal für je 5 min in 1x TBST) folgt

die Inkubation mit dem Sekundärantikörper-Konjugat (schwenkend für 30-90 min bei RT). Die Membran wird

3-4-mal für 5 min in 1x TBST gewaschen. Während des letzten Waschens wird die Reaktionslösung für die

Chemilumineszenz anhand der Herstellersangaben vorbereitet.

Die Chemilumineszenzreaktion wird unmittelbar vor dem Auflegen des ECL-Hyperfilmes durchgeführt; dabei

wird der NC-Filter für 1 min in der Reaktionslösung inkubiert. Anschließend wird die Membran mit

Klarsichtfolie bedeckt und ein ECL-Hyperfilm aufgelegt. Die Expositionszeiten sind von der Stärke des Signals

abhängig. Die Filme werden sofort in der Filmentwicklungsmaschine entwickelt.

Wurde ein Sekundärantikörper-AP-Konjugat für die Reaktion angesetzt, erfolgte der Nachweis der Signale durch

Verwendung von CDP Star. Die Vorgehensweise ist dabei identisch zu der in Kapitel 5.9.4.2 beschrieben,

beginnend mit dem zweimaligen Waschen der Membran in Detektionspuffer.

5.9.6 Reportergensysteme für Säugerzellen

5.9.6.1 Das Luziferase-Reportersystem

Das Luziferasegen des Leuchtkäfers Photinus pyralis kodiert das Enzym Luziferase (deWet et al., 1987). Dieses

Enzym katalysiert in Anwesenheit von Magnesium-Ionen und unter ATP-Hydrolyse die oxidative Decarboxy-

lierung von D(-)-Luziferin zu Oxoluziferin. Als Folge dieser Reaktion werden Photonen der Wellenlänge 562

nm emitiert, die sich in einem Bioluminometer quantifizieren lassen. Dabei ist die Menge der erzeugten

Photonen direkt proportional zur Menge an Luziferase, solange sich das Substrat im Überschuß befindet. Diese

lineare Korelation existiert über einen Meßbereich von über fünf Größenordnung; dabei kann das

Expressionsniveau des Gens quantitativ gemessen werden. Ein weiterer Vorteil des Luziferase-Reportersystems

ist seine extrem hohe Empfindlichkeit.
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Die Luziferaseaktivität wurde in Zell bzw. Gewebeextrakten nachgewiesen und sei im folgenden kurz

beschrieben:

 10 µl Lysat werden in 250 µl Luziferase-Meßpuffer pipettiert.

 Die Probe wird im Bioluminometer (BioLumat 9051, Fa. Berthold) nach automatischer Injektion des

Substrates (100 µl einer wässrigen 125 mM Luziferin-Lösung) vermessen.

Das emitierte Licht wird von einem "Photomultiplier" (Meßbereich von 390-620 nm) über 10 s gemessen,

integriert und als relative Lichteinheiten (rlu) angeben.

5.9.6.2 Das  ß-Galaktasidase-Reportersystem

Das lacZ Gen von E. coli läßt sich bei Verwendung von entsprechenden Transkriptionssignalen in eukaryo-

tischen Zellen exprimieren. Es katalysiert die ß-glykosidische Spaltung von Laktose (und einigen analogen

Substrate) in Monosaccharide. Zur quantitativen Analyse der Enzymaktivität kam ONPG zum Einsatz, dessen

Spaltung lösliches o-Nitrophenol freigesetzt, das sich bei 420 nm spektralphotometrisch quantifizieren läßt.

Die Quantifizierung der b-Galaktosidase-Aktivität in Extrakten transfizierter Zellen verläuft nach folgendem

Protokoll:

 In einem 1,5 ml Eppendorf-Gefäß werden 10 µl Zellysat ad 100 µl H2O aufgefüllt und mit 700 µl Z-Puffer

versetzt.

 Zugabe von 200 µl ONPG-Lösung, mischen, und Inkubation bei 37°C bis eine Gelbfärbung eintritt (wenige

min bis mehrere h).

 Stoppen der Reaktion durch Zugabe von 500 µl einer 1M Na2CO3-Lösung.

 Bestimmung der OD420 (und OD550) im Spektralphotometer.

Die Enzymaktivität wird in Miller-units angegeben und errechnet sich wie folgt:

Einheiten = 1000
E420 - (1,75  E550)

t  V  C
.

..

.

E420 Extinktion des Enzymansatzes bei 420nm

E550 Extinktion des Enzymansatzes bei 550nm

t Reaktionszeit (Min)

V eingesetztes Probenvolumen (µl)

C Proteinkonzentration der Probe (µg/µl)

5.9.6.3 Nachweis der Expression von eGFP mittels eines Durchflußzytometers

Eine Möglichkeit, das emitierte Fluoreszenzsignal von eGFP zu quantifizieren, ist dessen Ermittlung in einem

Durchflußzytometer. Die von der Kulturschale abgelösten und in PBS(EDTA) aufgenommenen Zellen werden

dabei in ein spezielles Reaktionsgefäß überführt und dieses an den Durchflußzytometer angeschlossen. Im Gerät

werden die Zellen vereinzelt in einen Durchflußstrom eingebracht und in einer Glaskapillare durch einen Laser

der Wellenlänge 488 nm angeregt. Das Emissionssignal der einzelnen Zellen wird in drei Wellenlängenbereiche

(grün, gelb, rot) aufgeteilt und in separaten Photodetektoren vermessen.

Die quantitative Abschätzung von eGFP erfolgte in einem zweidimensionalen Diagramm, in dem das Signal des

grünen Kanal gegen das Signal des gelben bzw. roten Kanals aufgetragen wird. Dabei wird zunächst eine

Aufnahme von eGFP negativen Zellen durchgeführt und der Durchflußzytometer so justiert, daß sich die

Population der Zellen in beiden Kanälen unterhalb der relativen Signalstärke 101 befindet. In den folgenden

Messungen von transienten Expressionsexperimenten verteilen sich die eGFP positive Zellen entlang der

logarithmischen x-Achse (grünes Signal), da die Zellen ein viel stärkeres Signal im grünen im Vergleich zum

gelben oder roten Kanal liefern. Tote Zellen liefern ebenfalls ein intensives Fluoreszenzsignal, emitieren jedoch

in allen Wellenlängenbereichen gleich und befinden sich daher auf der Diagonale des Diagramms.
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5.10 Haltung und Herstellung von transgenen Mäusen

5.10.1 Haltung von Mäusen als Versuchstiere

Versuchstiere müssen laut Tierschutzgesetz in dafür vorgesehenen Räumen gehalten werden. Im Rahmen dieser

Arbeit geschah dies in der Versuchstierhaltung (VTH) des ZMBH. Die dort herrschenden Bedingungen

entsprechen den gängigen Anforderungen an die moderne Tierpflege. Die für Mäuse geeigneten Räume sind

konstant klimatisiert mit einer Temperatur von 20-22°C und einer relativen Luftfeuchte von ca. 50%. Feste Hell-

Dunkel-Phasen (Tag: 6-18 Uhr) ermöglichen den Mäusen einen konstanten Biorythmus. Je nach ihrer Größe und

den experimentellen Erfordernissen wurden die Mäuse in Makrolon-Käfigen vom Typ II oder Typ III auf

Weichholzgranulat gehalten. Das Futter (Altromin: Zucht- oder Standardfutter) und autoklaviertes Trinkwasser

standen "ad libidum" zur Verfügung. Obwohl die VTH des ZMBH keine dafür ausgelegte Anlage ist, ist jedoch,

durch strenge Hygiene und monatliche, raumspezifische Kontrollen, die Mäusehaltung als quasi spezifisch

pathogenfrei (SPF) anzusehen. Wenn für die Transgenproduktion, Zuchten, pharmakologische Studien oder

sonstige Kontrollen nicht-transgene Mäuse benötigt wurden, kamen die Mäuse entweder von der Firma Charles

River, Deutschland in Hannover oder aus der Eigenzucht der VTH.

5.10.2 DNA-Transfer in die Keimbahn von Mäusen

Die Keimbahnmanipulationen zur Herstellung transgener Mäuse wurden, soweit nicht anders vermerkt, alle von

F. Zimmermann in der TGE der ZMBH durchgführt. Zu den Details dieser komplexen Technik (siehe Hogan et

al., 1996). Hier soll nur ein knapper Überblick über das Prinzip gegeben werden.

Befruchtete Eizellen werden in ausreichender Zahl durch die Verpaarung superovulierter Spenderweibchen mit

Männchen gewonnen. Am nächsten Tag werden die Weibchen getötet und die befruchteten Eizellen aus ihren

Eileitern gespült. Die Injektion von DNA erfolgt in den männlichen Vorkern der befruchteten Eizellen. Die

überlebenden Zygoten werden in die Eileiter von scheinschwangeren Empfängerweibchen transferiert.

Die Frequenz der transgenen („founder") unter den daraus hervorgehenden Tieren lag bei ca. 10%. Diese werden

durch PCR-Analyse (siehe unten) auf die Integration des Transgens ins Genom untersucht.

5.10.3 Genotypisierung von transgenen Mäusen

5.10.3.1Aufreinigung chromosomaler DNA aus Schwanzgewebe der Maus

Von 3 bis 4 Wochen alten Mäusen wird ein ca. 1cm langes entbehrliches Schwanzstück mit dem Skalpell

abgeschnitten. Dieses Stück wird durch die Einwirkung von SDS und Proteinase K aufgelöst und die

chromosomale DNA anschließend über eine Säulenmatrix aufgereinigt. Dafür verwendet wurde das DNeasy-96-

System der Firma Qiagen, wo sich die Säulen für die DNA-Aufreinigung im Format einer 96-Loch-Platte

befindet. Dies ermöglicht den Einsatz von Multikanalpipetten, was die Handhabung erleichtert und Zeit spart.

Das Protokoll der Firma Qiagen sieht folgende Arbeitsschritte vor:

 Überführung der Schwanzbiopsie in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß

 Zugabe von 180 µl Puffer ATL und 20 µl Proteinase K Lösung (20mg/ml)

 Inkubation über Nacht bei 55°C, anschließend kurze Zentrifugation der Proben in einer Tischzentrifuge (2

min 12000 Upm)

 Zugabe von 410 µl Puffer AL/E, intensives Mischen und erneute kurze Zentrifugation in der Tischzentrifuge

(5 min 12000 Upm)

 Überführung des Überstandes auf die DNA-Säulchen (96-Loch-Platte) mit anschließender Zentrifugation in

einer speziellen Tischzentrifuge (Sigma Laborzentrifuge: 5 min 6000 Upm)

 Waschen der gebundenen DNA mit 500 µl Puffer AW1

 Waschen der gebundenen DNA mit 500 µl Puffer AW2
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 Trocknen der Säulen bei 70°C für 15 min

 Elution der DNA mit 200 µl vorgewärmten Puffer AE

 Lagerung der eluierten DNA bei 4°C

5.10.3.2PCR-Analyse

Mit der so gewonnenen genomischen DNA wurde eine PCR-Reaktion analog wie in 5.4.6 beschrieben mit den

entsprechenden DNA-Oligonukleotiden zur Amplifikation der Transgene durchgeführt. Die optimierten

Reaktionsbedingungen hierfür waren:

 5 µl isolierte genomische DNA

 500 nM des jeweiligen DNA-Oligonukleotids

 200 µM dNTP

 Mg2+ in einer Endkonzentration von 2,5 mM

 1 U Taq-DNA-Polymerase

Das hierfür optimierte Temperaturprogramm ist:

Zyklen Zeit / Temperatur

1 4 min 30 s bei 95°C

32 30 s bei 95°C

60 s bei 52°C

45 s bei 72°C

1 5 min bei 72°C

5.10.4 Applikation von Tetrazyklin und seinen Derivaten

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Mäusen die Tetrazykline Doxyzyklin, Minozyklin und C4 auf verschiedene

Arten verabreicht.

Bei der Applikation von Dox bzw. C4 im Trinkwasser sind mehrere Punkte zu beachten. Das Tetrazyklin ist in

autoklaviertem, destilliertem Wasser zu verdünnen. Zum einen wird so das Wachstum von bakteriellen

Kontaminationen eingeschränkt und zum anderen die Bildung eines flockigen Niederschlags verhindert. Wichtig

ist auch der Zusatz von 5% Sucrose, um den wahrscheinlich auch für die Tiere unangenehmen Geschmack zu

überdecken. Die Lösung wird den Tieren in braunen Trinkflaschen verabreicht (Tetrazykline sind

lichtempfindlich) Die Flaschen sollten auch samt der Lösung alle 3 Tage erneuert werden.

Die Herstellung des Dox-haltigen Futter wurde auf zwei verschiedene Arten durchgeführt. Bei der eigenen

Methode (Dox (F)) wurde 500 g trockenes Aufzuchtfutter in 500 ml 20% Sucroselöung, die Dox (Sigma,

Deisenhofen) in einer Konzentration von 20mg/ml enthält, eingeweicht und nach einer Stude die eingeweichten

Futterstücke zu einem Brei verarbeitet. Passende Portionen dieses Breis wurde den Mäusen in Petrischalen in

den Käfig gegeben und das gesamte Futter alle drei Tage erneuert. Die Methode Dox (F2) war von Frau Mansuy

etabliert worden. Darin wird trockenes Aufzuchtfutter über Nacht in der gleichen Menge sterilem Wasser

eingeweicht und über Nacht bei 4°C inkubiert. Am nächten Tag wird das feuchte Futter zu einem Brei

verarbeitet und zu 100 g so hergestelltem Futterbrei 600 mg Dox (6 Kapseln des Doxyzyklin-Hycates von

Westward Pharmaceutlicals) untergemischt und den Tieren als Bällchen verfüttert. Das Futter wird jeden Tag

frisch zubereitet und beginnend mit der Dunkelphase in der VTH ausgetauscht. Das Futter des Vortages wird

dabei immer verworfen.

Die Stammlösungen für die intraperitonalen Injektionen wurden in solchen Konzentrationen hergestellt, daß für

die Verabreichung der gewünschten Dosis dem Tier 200 µl injiziert werden müssen. Die Tetrazykline wurden
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dafür unter sterilen Bedingungen in einer 0,9% NaCl-Lösung gelöst. Die so hergestellte Substanzlösung wurde

durch einen 0,22 µm Sterilfilter in ein mit Aluminiumfolie verkleidetes 15 ml Reaktionsgefäß überführt und für

die Versuchsdauer im Dunklen bei 4°C gehalten.

5.11 Analyse der Genexpression in Mausgeweben

5.11.1 Herstellung von Organextrakten

Im Rahmen dieser Arbeit wurden lediglich Extrakte von verschiedene Regionen des Gehirn hergestellt. Dazu

wurde die zu untersuchende transgene Maus durch Genickbruch getötet, das Gehirn durch eine Operation

entnommen und in die entsprechenden Hirnregionen separiert. Die Gewebeproben wurden in 300 µl Lysepuffer

(der gleiche wie in 5.9.1.) gegeben und die Probe durch eine 15 seküngige Behandlung mit dem UltraTurrax

homogenisiert. Anschließend werden die unlöslichen Bestandteile durch eine 30 minütige Zentrifugation

(Tischzentrifuge 12000 Upm) bei 4°C sedimentiert. Die Lösung kann nun für die enzymatischen Test verwendet

werden.

5.11.2 Herstellung von Gewebeschnitten

Den durch Genickbruch getöteten Mäusen wurde das Gehirn „en toto“ entfernt und zur Fixierung 8 bis 12 h in

PFA-Lösung inkubiert. Danach wird das Gehirn 3 bis 4 mal mit PBS gewaschen und anschließend sagittal in

zwei Hälften geteilt (soweit dies nicht schon vor der Fixierung durchgeführt worden war). Die Hirnhälfte wird

nun mit den flachen Teil nach unten in einen Schraubdeckel eines 50 ml Zentrifugenröhrchens gelegt und mit

handwarmer 2% Agaroselösung (in PBS) eingebettet. Nach dem Erstarren der Agarose wird ein Block mit der

Hirnhälfte ausgeschnitten und in ein Vibratom eingebaut, mit dem 50 bis 100 nm dicke Gewebeschnitte

angefertigt wurden. Die einzelnen Schnitte werden in PBS in Multiloch-Platten bei 4°C gelagert.

5.11.3 In situ-ß-Galaktosidase-Nachweis auf Gewebeschnitten

Trägt eine transgene Maus eine lacZ-Expressionseinheit, so kann die Enzymaktivität in fixierten Geweben und

in Gefrierschnitten von Organen oder Embryonen durch Blaufärbung der exprimierenden Zellen analysiert

werden. Dadurch können beispielsweise die Gewebespezifität und die Expressioncharakteristika von Promotoren

untersucht werden. Als Substrat für die ß-Galaktosidase wird X-Gal eingesetzt, bei dessen Spaltung durch das

Enzym 5,5´-Dibromo-4,4´-dichloro-Indigo, ein blauer, nicht wasserlöslicher Farbstoff entsteht.

Die angefertigten Vibratomschnitte werden so lange in X-Gal-Färbelösung bei RT inkubiert, bis eine

Blaufärbung eintritt. Danach werden Schnitte dreimal mit PBS und einmal mit einer 10 mM Tris/HCl (pH=7,6)

Lösung gewaschen und anschließend für 3 bis 6 min in einer Kernechtrot-Lösung gegengefärbt. Nun werden die

angefärbten Hirnschnitte noch zweimal mit der 10 mM Tris/HCl (pH=7,6) Lösung gewaschen, auf einen

Objektträger aufgezogen, mit Xylol dehydriert und abschließend in Eukitt eingebettet.

5.11.4 Immunperoxidase-Färbung auf Gewebeschnitten

Dieses Verfahren ermöglicht das spezifische Anfärben von Proteinen auf fixierten Gewebeschnitten. Im Rahmen

dieser Arbeit wurden mit dieser Methode die Expressionsmuster von lacZ und cre auf sagittalen Hirnschnitten

nachgewiesen. Dabei wird zunächst durch eine Behandlung der Gewebeschnitte mit Wasserstoffperoxid die

endogene zelluläre Peroxidaseaktivität elimiert. Anschließend werden die Gewebeschnitte mit dem für das

Protein spezifischen Antikörper inkubiert und der gebundenen Primärantikörper in einem zweiten Schritt mit

einem passenden Peroxidase (HRP)-gekoppelten Sekundärantikörper komplexiert. Die gebundene Peroxidase

vermittelt im letzten Schritt eine Farbreaktion, bei der das Substrat Diaminobenzidin (DAB) in einen braunen

unlöslichen Farbstoff umgewandelt wird.

Das Protokoll von Daniel Spergel (MPI für medizinische Forschung, Heidelberg) sieht folgende Arbeitsschritte

vor: Zunächst werden die angefertigten Vibratomschnitte für 10 min mit Wasserstoffperoxid-Lösung behandelt
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und anschließend zweimal mit PBS gewaschen. Anschließend werden die Schnitte für 30 min in Puffer 1 bei RT

inkubiert, um unspezifische Bindungsstellen für den Antikörper abzusättigen und dann über Nacht mit

Primärantikörper-haltigen Puffer 1 (Verdünnungen: Cre-Antikörper: 1:3000; ß-Gal-Antikörper: 1:8000) versetzt.

Am nächsten Tag werden die Schnitte zunächst zweimal mit Puffer 2 gewaschen und danach mit

Sekundärantikörper-haltigem Puffer 2 (Verdünnung 1:600) für 2 h bei RT inkubiert. Nach einem weiteren

Waschschritt mit Puffer 2 und zwei Waschschritten mit PBS werden die Hirnschnitte in der DAB-Färbelösung

inkubiert, bis eine deutliche Braunfärbung eintritt. Die Färbereaktion wird dann durch die Zugabe von PBS

gestoppt und die Gewebeschnitte nach einmaligem Waschen in 10 mM Tris/HCl pH 7,6 auf Objektträger

aufgezogen. Nach der Dehydrierung mit Xylol werden sie in Eukitt eingebettet.
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6. Ergebnisse

6.1     Hirnspezifische Mauslinien mit reversen Transaktivatoren

6.1.1  Charkterisierung einer Mauslinie mit rtTA2S-M2

Der Vektor zur Erzeugung der hirnspezifischen Mauslinien mit rtTA2S-M2, pMMrT 62-50,

wurde von Dr. Maz Hasan hergestellt (Konstruktion siehe Anhang). In diesem Plasmid steht

das Gen für rtTA2S-M2 unter der Kontrolle des hirnspezifischen, 8,5kb großen CamKII

Promotors (Mayford et al.,1996). Diese Expressionseinheit (Abbildung 8) wurde durch

einen Sfi I Verdau aus dem Vektor freigesetzt und für die Mikroinjektion aufgereinigt.

Abbildung 8 : Schematischer Aufbau des injizierten DNA-Fragments zur Herstellung von Mauslinien

mit rtTA2 S-M2. rTetR-M2: reverser Tet-Repressor M2; F: Minimalaktivierungsdomäne aus VP 16 (Baron et

al., 1997); SV40-pA: Polyadenylierungsstelle der späten Gene von SV40.

Die Mikroinjektion des DNA-Fragments in befruchtete Mausoozyten und die Aufzucht der

resultierenden Mäuse wurde von Frank Zimmermann und Sascha Dlugosz aus dem

Transgenlabor des ZMBH durchgeführt. Die Genotypisierung dieser transgenen Mäuse

(siehe Methoden) ergab, daß von 122 geborenen Tieren, 10 die rtTA2S-M2

Expressionseinheit ins Genom integriert hatten, jedoch nur 8 dieser Tiere diese genetische

Information auf ihre Nachkommen übertragen konnten.

Um die Funktionalität der integrierten rtTA2S-M2 Expressionseinheit zu zeigen, wurden

diese 8 transgenen Mauslinien mit Mäusen der Linie LC-1 verpaart. Diese Mauslinie hat im

Genom ein Konstrukt integriert, in welchem Ptetbi-1 die Expression der Gene der Luziferase

und der Cre-Rekombinase reguliert (Schönig et al., 2002). Die doppeltransgenen Mäuse

sollten nicht nur eine Dox-induzierte Genexpression der Luziferase und der Cre-

Rekombinase zeigen, sondern auch eine induzierte Rekombination im Gehirn erlauben.

Die Induktion der Genexpression in diesen doppeltransgenen Mäusen sollte durch eine

zweiwöchige Fütterung mit Dox-haltigem Futter (10mg/g) erzielt werden. Die Aktivität der

Luziferase sollte im lebendigen Tier nachgewiesen werden. Dazu wurde den Mäusen, nach



Ergebnisse
                                                                                                                                                              

80

einer Narkose mit Avertin, D-Luziferin in einer Dosis von 100µg/g Körpergewicht

intraperitonal injiziert und die Tiere unter eine photonen-zählende CCD Kamera gelegt, die

das emitierte Licht der Luziferase durch den intakten Schädel nachweisen kann (Hasan et

al., 2000). Diese Analyse ergab, daß nur in einer Mauslinie ein Luziferasesignal meßbar

war. Diese Mauslinie wird im folgenden rTACamK-2 genannt.

6.1.1.1 Etablierung eines optimierten Induktionsprotokolls für die Mauslinie
rTA CamK-2

Bei einer ersten quantitativen Abschätzung der Luziferaseaktivität im Gehirn von rTACamK-2

/ LC-1 doppeltransgenen Mäusen zeigte sich eine nur sehr schwache Expression der Gene

der Luziferase und der Cre-Rekombinase. Es stellte sich die Frage, ob durch verschiedene

Darreichungsmethoden oder durch Verabreichung von höheren Induktor-Dosen die

Expression gesteigert werden könnte.

6.1.1.1.1 Expressionsanalyse von rTACamK-2  / LC-1 Mäusen mit verschiedenen

Induktionsprotokollen

In diesen Experimenten sollten die rTACamK-2  / LC-1 Mäuse auf verschiedene Weise

induziert und die Genexpression sowohl der Luziferase als auch der Cre-Rekombinase

analysiert werden. Die Luziferaseaktivität dient dabei der Quantifizierung der induzierten

Genexpression, während der Nachweis der Cre-Rekombinase zur Identifizierung des

Expressionmusters der Linie rTACamK-2  auf Hirnschnitten herangezogen wird.

Die experimentelle Vorgehensweise gestaltete sich in der Weise, daß der induzierten

doppeltransgenen Maus das gesamte Gehirn explantiert und sagittal in zwei Hälften geteilt

wurde. Anschließend wurde aus einer Hirnhälfte Hirnschnitte der sagittalen Ebene

angefertigt , auf denen das Genexpressionsmuster der Cre-Rekombinase durch

Antikörperfärbung nachgewiesen wurde. Die andere Hirnhälfte wurde in die strukturellen

Subregionen des olfaktorischen Bulbus, hippocampus, cortex, Kleinhirn und Mittelhirn

zerteilt. Aus den Gewebeproben wurden Lysate hergestellt, deren Luziferaseaktivität

bestimmt wurde. Um die Interpretation der Daten zu vereinfachen, wurden die

Luziferaseaktivitäten der Regionen cortex, hippocampus und Mittelhirn später rechnerisch

als Großhirn zusammengefasst. Die erzielten Luziferaseaktivitäten aller

Applikationsmethoden sind in Abbildung 9 dargestellt und werden im folgenden mit der

Vorstellung der verschiedenene Induktionsprotokolle genannt.
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Abbildung 9: Luziferaseaktivitäten von rTA CamK-2  / LC-1 Mäusen in verschiedenen Hirnregionen unter
Verwendung verschiedener Induktionsprotokolle. Mit Gruppen von rTACamK-2 / LC-1 Mäusen wurden

verschiedene Induktionsprotokolle getestet (Dox (W) : Dox im Trinkwasser (2mg/ml) über einen Zeitraum von

mindestens einer Woche, n=4; Dox (F) :  Dox im Futter (10 mg/g) über einen Zeitraum von mindestens einer

Woche, n=3; Dox (W2) : Dox im Trinkwasser (2mg/ml) vom Tag E0 bis P42, n=2; C4 (W) : C4 im

Trinkwasser (2mg/ml) über einen Zeitraum von mindestens einer Woche, n=3; Dox (I) : 4-6 i.p. Injektionen

einer Dosis von 4mg Dox im Abstand von 12 h, n=3; C4 (I) : i.p. Injektion einer täglichen Dosis von 1,5 mg

C4 über einen Zeitraumk von 6 Tagen, n=1). Die Mäuse wurden getötet, das Hirn entnommen und eine

Hemisphäre in die strukturellen Subregionen des olfaktorischen Bulbus, des Kleinhirns (incl. Hirnstamm), des

cortex , des Mittelhirns und des hippocampus zerteilt. Aus den Hirnregionen wurden Lysate hergestellt, und in

diesen die Luziferaseaktivität bestimmt, normiert auf den Proteingehalt der Probe. Die Aktivitäten der

Regionen des cortex, des Mittelhirn und des hippocampus wurden rechnerisch als die Gesamtregion des

Großhrins zusammengefasst. Die Luziferasedaten sind im Vergleich zu Werten einer Gruppe von  TACamK-1 /

LC-1 Mäusen (Referenz : n=3) dargestellt.

Um eine Vorstellung von den maximal erzielbaren Expressionswerten der einzelnen

Hirnregionen der Mauslinie LC-1 zu bekommen, wurden Tiere dieser Linie mit Mäusen der

etablierten hirnspezifischen Linie TACamK-1  gekreuzt. Die doppeltransgenen Nachkommen

wurden dann nach dem obigen Schema analysiert. Die Linie TACamK-1  exprimiert tTA in

ausreichenden Mengen und zeigt ihre maximale Expression in Abwesenheit von Dox.

(Kistner, 1996; Mayford et al., 1996). Die erzielten Luziferaseaktivitäten der einzelnen

Hirnregionen dieser Mäuse dienen somit als Referenzwerte  für die Induktionsexperimente

der rTACamK –2 Linie.

Bei den Induktionsprotokollen wurde zunächst auf die bereits von Andreas Kistner

etablierten Fütterungsmethoden zurückgegriffen. Dabei wurde den adulten Tieren Dox
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einerseits im Trinkwasser (2mg/ml) und andererseits im Futter (10 mg/ml) über einen

Zeitraum von ein bis zwei Wochen verabreicht. Dabei erhielten wir ein unerwartetes

Ergebnis. Die  Luziferaseaktivität dieser Mäuse erreichte im olfaktorischen Bulbus einen

Wert von 20000 – 50000 rlu / µg und war damit nur etwa eine Größenordnung unter dem

Expressionsniveau der TACamK-1  Transgenen. Allerdings kamen die Werte im Großhirn

nicht über 7 rlu/µg hinaus, was praktisch keine Aktivierung bedeutet und einem Unterschied

von 3 Größenordnngen zu den Referenzwerten entspricht.

Als nächstes wurde den Mäuseeltern bereits von der Verpaarung an 2mg/ml Dox im

Trinkwasser verabreicht, um somit eine Versorgung der Embryonen mit Induktor bereits

von ersten embryonalen Tag (E0) an über die Mutter zu erreichen. Dies geschieht pränatal

über die Plazenta und postnatal über die Muttermilch, in der ausreichende Mengen an Dox

vorhanden sind (Walter et al., 1975)  Dabei nutzt man aus, daß sich die Blut-Hirn-Schranke

erst spät in der embryonalen Entwicklung ausbildet und es durch diese Fütterungsmethode

zu einer Bildung eines Dox-Depots kommt (siehe Diskussion). Es ist davon auszugehen, daß

solche Depots im Gehirn gebildet werden und es somit eine Blut-Hirn-Schranken

unabhängige Versorgung des Gehirns über einen gewissen Zeitraum erreicht wird.

Doppeltransgene rTACamK-2  / LC-1 Mäuse wurden im Alter von 6 Wochen (P42) analysiert.

Während die Werte für die Fraktion des olfaktorischen Bulbus wieder nur circa eine

Größenordnung unter den Referenzwerten lagen , steigerte sich die Luziferaseaktivität im

Großhirn und war nur noch zwei Größenordnungen unter den Referenzwerten.

Desweiteren wurde an den doppeltransgenen Tieren ein neues Tetrazyklinderivat mit der

Bezeichnung C4 getestet. Im Vergleich zu Dox bewirkt C4 die maximale Aktivierung der

Genexpression durch den reversen Transaktivator  rtTA2S-M2 bereits bei zehnfach

niederigeren Konzentrationen, was in Zellkultur einer Konzentration von ca.10 ng/ml

entspricht (Udo Baron, unpublizierte Daten). Den doppeltransgenen Tieren wurde  C4 in

Trinkwasser in einer Konzentration 2 mg/ml über einen Zeitraum von ein bis zwei Wochen

verabreicht. Im Vergleich zu den Tieren, denen Dox im Trinkwasser verabreicht wurde,

zeigte sich eine  Steigerung der Aktivität im Großhirn um einen Faktor 10, während die

Aktivität des olfaktorischen Bulbus in der gleichen Größenordnung blieb.

Die Analyse des Expressionsmusters von cre in den Hirnschnitten der vier bereits

beschriebenen Induktionsprotokolle ergab ein äquivalentes Bild zur Luziferaseaktivität,

dargestellt in Abbildung 10. In den Mäusen, die mit Dox im Trinkwasser bzw. im Futter

induziert wurden, ist in keiner der Hirnregionen eine Expression nachweisbar. Dagegen

zeigen die Tiere, die mit C4 im Trinkwasser behandelt wurden ein deutliches Signal im

hippocampus, begrenzt auf die Subregion des gyrus dentatus. Das gleiche Muster findet man

auch im hippocampus der Tiere, die mit Dox im Trinkwasser durch die
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Embryonalentwicklung induziert worden waren. Zudem findet man viele positive Zellen im

corpus striatum und im olfaktorischen Bulbus (Abbildung 11), die in den mit C4 im

Trinkwasser behandelten Tieren nicht nachweisbar sind (Daten nicht gezeigt).

Abbildung 10: Expressionsmuster von cre  im hippocampus  der rTA CamK-2  / LC-1 Mäuse unter

Verwendung verschiedener Induktionsprotokolle. Aus der zweiten Hemisphäre der Gehirne der oben

beschriebenen induzierten doppeltransgenen Mäusen (Abbildung 9) wurden sagittale Vibratomschnitte

angefertigt und die Cre-Rekombinase durch eine in situ Antikörperfärbung nachgewiesen. Die Abbildung zeigt

den hippocampus eines repräsentativen Tieres aus den Gruppen Dox  (W) (A), Dox (F) (B), C4 (W) (C) und

Dox (W2) (D).

Abbildung 11: Expressionsmuster von cre im corpus striatum und im olfaktorischen Bulbus in pränatal

und postnatal induzierten rTACamK-2  / LC-1 Mäusen. Auf den in Abbildung 10 beschriebenen

Hirnschnitten der Gruppe Dox (W2) konnte die Expression von cre noch in anderen Regionen nachgewiesen

werden. Die Abbildung zeigt die Regionen des corpus striatum (A) und des olfaktorischen Bulbus (B) eines

repräsentativen Tieres.
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Um nun die Menge an verabreichten Dox bzw. C4 zu maximieren entschlossen wir uns, die

doppeltransgenen Tiere mit entsprechenden Dosen der Tetrazykline intraperitonal zu

injizieren.

In vorangegangenen Toxizitätsexperimenten wurden Wildtyp-Mäusen unterschiedliche

Mengen an Dox bzw. C4 durch intraperitonale (i.p.) Injektionen appliziert. Dabei zeigte sich

im Falle von Dox, daß die Tiere eine Dosis von 4 mg noch relativ gut vertragen, eine Dosis

von 6 mg allerdings innerhalb eines Tages zum Tod der Tiere führt. Bei analogen

Experimenten mit C4 tolerierten die Tiere eine Dosis von 1 mg ohne gesundheitliche

Beeiträchtigung, jedoch kam es ab einer Dosis von 2,0 mg zu schweren

Vergiftungssymptome, was bei 50 % der Tiere zum Tod führte. Die gut verträglichen Dosen

können in einem Abstand von 12 Stunden ohne Beeinträchtigung der Tiere über Tage

gespritzt werden, allerdings werden die Tiere nach zu häufiger i.p. Injektionen

verhaltensauffällig (häufiges Kratzen an der Injektionsstelle).

Anschließend wurden  doppeltransgene rTACamK-2  / LC-1 Mäuse mit beiden Induktoren

durch i.p. Injektionen induziert. Dabei war das Hauptaugenmerk dieser Experimente, das

Maximum an induzierter Genexpression im Großhirn mit dem entsprechenden Induktor zu

zeigen.

Im Fall von Dox wurden den Doppeltransgenen zweimal am Tag eine Dosis von 4 mg über

einen Zeitraum von 2-3 Tagen gespritzt (näheres dazu siehe Kapitel 6.1.1.1.3). Die in

Abbildung 9 dargestellten Meßwerte sind der Durchschnitt aus 3 maximal induzierten

doppeltransgenen Tieren.  Im Fall von C4 wurde die insgesamt höchste Luziferasaktivität im

Großhirn  in einem Tier erreicht, dem 6 Tage lang eine tägliche Dosis von 1,5 mg

verabreicht wurde. Dieses Tier stammt aus einem Pilotinduktionsversuch mit

körpernormierten Dosen an Induktor und hat, im Gegensatz zu dem anderen Versuchstier,

diese sehr hohe Dosis gut vertragen. Jedoch wurde dieses Experiment aufgrund der

erheblichen Toxizität dieser Dosis C4 nicht mehr wiederholt.

Zusammenfassend lässt sich sagen, daß sich in den rTACamK-2  / LC-1 Mäusen die Aktivität

des olfaktorischen Bulbus bei allen Induktionsprotokollen in der gleichen Größenordnung

bewegte. Die Genexpression im Großhirn konnte dagegen durch erhöhte Mengen Induktor

gesteigert werden, so daß man im Fall der i.p. Injektion von C4 nur noch 1,5

Größenordnungen unter dem Referenzwert liegt. Allerdings bewegt man sich bei solchen

Induktionen am Rande der gesundheitlichen Verträglichkeit der Tetrazykline.



Ergebnisse
                                                                                                                                                              

85

6.1.1.1.2 Dosis / Wirkungsanalyse der verschiedenen Hirnsubregionen in TACamK-1 /
LC-1 Mäusen

Es ging nun im folgenden um die Fragestellung, ob die beobachtete Limitierung der

Aktivierung der Genexpression im Gehirn der rTACamK-2  / LC-1 Mäuse mit einer limitierten

Deaktivierung der Genexpression im Falle von tTA  im Gehirn einhergeht. Dazu sollte nun,

analog zu den Induktionsversuchen mit den rTACamK-2 Mäusen, die Genexpression im

Gehirn von TACamK-1 /LC-1 Mäusen durch unterschiedliche Applikationsarten von Dox

untersucht werden.

Dafür wird die Tatsache ausgenutzt, daß die Dosis / Wirkungskurven der Transaktivatoren

tTA und rtTA2S-M2 mit verschiedensten Tetrazyklinen, ermittelt mit stabilen Zellinien, sehr

exakt bestimmt worden sind (Udo Baron, Doktorarbeit und unpubliziert). Unter der

Annahme, daß diese Kurven direkt aus der Zellkultur auf transgene Mäuse übertragbar sind,

sollte zu jeder erzielten Aktivierung mit dem reversen Transaktivtor die entsprechende

Repression der tTA vermittelten Genexpression erzielt werden.

Die für dieses Experiment zur Verfügung stehenden TACamK-1 / LC-1 Mäuse wurden in 3

Gruppen aufgeteilt. Eine Gruppe wurde über einen Zeitraum von zwei Wochen mit Dox im

Trinkwasser gefüttert. Den Mäusen der zweiten Gruppe injizierte man 10 Tage lang eine

einmalige Dosis von 2mg Dox i.p. pro Tag. Der dritten Gruppe wurde eine tägliche Dosis

von 2mg Minozyklin mittels i.p. Injektionen appliziert, ebenfalls über einen Zeitraum von

10 Tagen. Minozyklin wird eine bessere Blut-Hirnschrankengängigkeit als Dox

zugeschrieben (Walter et al., 1975) und zeigte in Fütterungsversuchen, in denen

doppeltransgenen Mäusen des Genotyps TACamK-1 / L7 2mg/ml Minozyklin im Trinkwasser

verabreicht wurden, eine äquivalente Wirksamkeit wie Dox (Kistner, 1996).

Den Tieren wurde das Gehirn entnommen, beide sagittale Hemisphären wie in Kapitel

6.1.1.1.1 in die entsprechenden Subregionen zerteilt und in den daraus resultierenden

Lysaten der Gewebe die Luziferaseaktivität, normiert auf den Proteingehalt, bestimmt. Dies

führt zu den Meßwerten von Abbildung 12. Die dabei erzielten Repressionen zeigen ein

ähnliches Verhalten wie die Induktionen der rTACamK-2 Mäuse. In beiden Dox behandelten

Gruppen lässt sich die Luziferaseaktivität des olfaktorische Bulbus gleichermaßen um bis zu

2 Größenordnungen reprimieren. Dabei erreicht man Regulationsfaktoren von 90 für die

Trinkwassergruppe und 66 für die i.p. injizierte Gruppe. Im Großhirn zeigt sich eine deutlich

schwächere Repression der Luziferaseaktivität. Während mit den Tieren der

Trinkwassergruppe nur ein Regulationfaktor von 6 erreicht wurde, konnte die

Genexpression durch die Applikation via i.p. Injektionen um einen Faktor 11 nach unten

reguliert werden. Vergleicht man die erzielten Luziferaseaktivitäten mit den Werten von
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unbehandelten TACamK-1 / LC-1 Mäusen, so erreicht man im Falle der Trinkwassergruppe im

Großhirn eine Reduktion der Luziferaseexpression auf ein Niveau von  ca. 16 % und im

Falle der injizierten Gruppe auf ein Niveau von 9%.

Die erzielten Ergebnisse mit den Tieren, denen Minozyklin injiziert wurde, waren

überraschend. Diese zeigten im direkten Vergleich mit der Gruppe der Dox-injizierten Tiere

eine leicht schwächere Reduktion der Luziferaseaktivität im olfaktorischen Bulbus, was

einem Regulationsfaktor von 38 entspricht. Im Großhirn wurde sogar nur ein

Regulationfaktor von 6 im Vergleich zu uninduzierten Tieren beobachtet. Damit schneidet

Minozyklin als Induktor für das tTA System im Hirn deutlich schlechter ab, was nicht zu

erwarten war (siehe Diskussion).

Abbildung 12: Luziferaseaktivitäten von TACamK-1  / LC-1 Mäusen in verschiedenen Hirnregionen unter

Verwendung verschiedener Appilkationsprotokolle von Dox und Minozyklin. Gruppen von TACamK-1  /

LC-1 Mäusen wurde auf verschiedenen Weisen Dox (Dox (W): 2mg/ml Dox im Trinkwasser über 14 Tage

n=2; Dox (I): i.p. Injektionen einer täglichen Dosis von 2 mg Doxyzklin über 10 Tage n=3) und Minozyklin

(Mino (I): : i.p. Injektionen einer täglichen Dosis von 2 mg Minozyklin über 10 Tage n=2) verabreicht. Die

Mäuse wurden getötet, das Gehirn entnommen und in die strukturellen Subregionen des olfaktorischen Bulbus,

des Kleinhirns (incl. Hirnstamm), des cortex , des Mittelhirns und des hippocampus zerteilt. Aus den

Hirnregionen wurden Lysate hergestellt, und in diesen die Luziferaseaktivität bestimmt, normiert auf den

Proteingehalt der Probe. Die Aktivitäten der Regionen des cortex, des Mittelhirn und des hippocampus sind

zusammengefasst als Großhirn dargestellt.

6.1.1.1.3 Kinetik der Luziferaseinduktion in rTA CamK-2 / LC-1 Mäusen
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Aus Kinetikexperimenten mit der leberspezifischen rtTA2S-S2 Mauslinie rTALAP-1  war

bekannt, daß eine einzige i.p. Injektion einer Dosis von 2mg Dox die Tet-regulierte

Genexpression der Luziferase und der Cre-Recombinase in doppeltransgene rTALAP-1 / LC-1

Mäusen innerhalb 8 h vollständig aktiviert. Dieses Maximum wird über einen Zeitraum von

weiteren 16 h aufrecht erhalten und geht dann binnen weiteren 16 h vollständig zurück

(Hasan et al., 2001). Es stellte sich nun die Frage, ob diese Werte direkt auf die Tet-

regulierte Expression im Gehirn übertragbar sind, da diese Daten zur Festlegung des

Zeitraumes eines optimalen Induktionsprotokolls essentiell sind.

Dazu wurde rTACamK-2  / LC-1 Tieren eine Dosis von 4 mg Dox injiziert und das Gehirn

dieser Tiere nach bestimmten Intervallen innerhalb eines Zeitraums bis zu 48 h analysiert.

Der Zeitverlauf der Luziferaseaktivität in den einzelnen Hirnregionen ist in Abbildung 13

dargestellt. Dabei zeigte sich, daß das Maximum an Luziferase in allen Hirnregionen erst

nach 36 h erreicht wird. Da für die Region des olfaktorischen Bulbus von einer

ausreichenden Versorgung an Dox auszugehen ist, stellen die 36 h vermutlich den Zeitraum

dar, der für die Initiation der Genexpression in Neuronen benötigt wird. Analoge Werte

wurden auch in Experimenten erhalten, in denen der zeitliche Verlauf der Induktion der

Genexpression der Luziferase in rTACamK-2  / LC-1 Mäusen durch eine einzelne Dosis von 1

mg C4 untersucht wurde. Dabei bestätigte sich zwar die bessere Induzierbarkeit der luc

Expression im Großhirn durch C4, allerdings treten zwischen den einzelnen Mäusen sehr

starke individuelle Schwankungen auf (Daten nicht gezeigt).

Abbildung 13: Induktion der Luziferase im Gehirn von rTA CamK-2  / LC-1 Mäusen durch eine einzelne

Dosis Dox.  rTACamK-2  / LC-1 Mäusen wurde eine Dosis von 4mg Doxyzklin i.p. injiziert und die Tiere nach

gewissen Zeiträumen (3h n=1; 8h n=1;14h n=1; 24h n=1; 36h n=1; 48h n=1) getötet. Das Gehirn der Tiere

wurde in die strukturellen Subregionen des olfaktorischen Bulbus, des Kleinhirns (incl. Hirnstamm), des cortex
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, des Mittelhirns und des hippocampus zerteilt, aus denen Lysate hergestellt wurden. In den Proben wurde die

Luziferaseaktivität bestimmt, normiert auf den Proteingehalt der Probe. Die Aktivitäten der Regionen des

cortex, des Mittelhirn und des hippocampus sind zusammengefasst als Großhirn dargestellt

Desweiteren sollte untersucht werden, mit welcher Anzahl an applizierten Dosen das Plateau

der maximalen Genexpression in den einzelnen Hirnregionen erreicht wird. Bei diesem

Experiment wurde den rTACamK-2  / LC-1 Tieren bis zu achtmal im Abstand von 12 Stunden

eine Dosis von 4 mg Dox gespritzt und 12 Stunden nach der letzten Injektion die Regionen

des Gehirns auf die Luziferaseaktivität untersucht. Dabei liegt das Hauptaugenmerk darauf,

ab welcher Anzahl von Injektionen keine weitere additive Steigerung der Genexpression zu

beobachten ist. Dies markiert sozusagen den Punkt der Sättigung des Organs mit Induktor.

Wie in Abbildung 14 gezeigt, ist der Sättigungspunkt bereits nach 4 Injektionen erreicht.

Somit kann ab einem Zeitraum von 2 Tagen das Maximum der Tet-regulierten Expression

im Gehirn erreicht werden. Interessant ist zudem, daß nach 8 Injektionen die Aktivitäten des

Kleinhirns und des Großhirns drastisch abnehmen und die Aktivität des olfaktorischen

Bulbus leicht zurückgeht. Dies könnten Anzeichen einer beginnenden Toxizität sein, obwohl

dem Tier keine entsprechenden Anzeichen anzusehen war.

Abbildung 14: Steigerung der Luziferaseexpression im Gehirn von rTACamK-2  / LC-1 Mäusen durch

multiple Injektionen.  rTACamK-2  / LC-1 Mäusen wurden mehrere Male (1 mal n=2; 2 mal n=2; 4 mal n=2; 6

mal n=1; 8 mal n=1) im Abstand von 12 h eine Dosis von 4mg Dox injiziert und die Tiere 12 h nach der letzten

Injektion getötet. Die Gehirne der Tiere wurden in die entsprechenden Hirnsubregionen zerteilt. Von den

Proben wurden Lysate hergestellt, deren Luziferaseaktivität, normiert auf den Proteingehalt des Lysats,

bestimmt wurde. Dargestellt sind die Luziferaseaktivitäten des olfaktorischen Bulbus (A), des Kleinhirns (incl.

Hirnstamm) und des Großhirns (B).

6.1.1.2 Induzierte Rekombination mit rTA CamK-2  / LC-1 Mäusen

Nach der Untersuchung der Induktion der Genexpression der rTACamK-2  / LC-1 Tieren, ging

es nun darum zu zeigen, ob und in welchem Maße die erreichten Expressionsniveaus von

cre in den einzelnen Hirnregionen zu einer DNA-Rekombination führen. Zu diesem Zweck

wurden rTACamK-2 / LC-1 Mäuse mit der Mauslinie  R26R gekreuzt. Die Mauslinie R26R ist
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als eine Reporterlinie für die Cre vermittelte Rekombination beschrieben (Soriano, 1999). In

dieser Linie ist in den Rosa26 Lokus (und dadurch von dem ubiquitären Rosa26 Promotor

kontrolliert), das lacZ Gen integriert, dem eine durch loxP Stellen flankierte Neomycin-

Resistenzkassette so vorgeschaltet ist, daß sie die Expression des lacZ Gens verhindert. Eine

erfolgreiche Rekombination entfernt diese Resistenzkassette und ermöglicht so die

Expression der -Galaktosidase, die histologisch in den entsprechenden Zielgeweben

nachgewiesen werden kann.

Zunächst sollte das Muster der Rekombination ermittelt werden, das man durch eine

Verabreichung von Dox im Trinkwasser bereits ab dem ersten embryonalen Tag E0

bekommt. Das Ergebnis des in situ Nachweises der -Galaktosidase auf den Hirnschnitten

der entsprechend induzierten tripeltransgenen rTACamK-2  / LC-1 / R26R Mäuse ist in

Abbildung 15 gezeigt. Für den hippocampus erhielt man eine robuste Rekombination im

gyrus dentatus, zudem waren noch die Regionen CA1 und CA3 des hippocampus schwach

gefärbt. Im corpus striatum beobachtete man ebenfalls eine massive Rekombination. Im

olfaktorischen Bulbus war neben den glomerula, die sich an der Peripherie befinden, auch in

den zentralen Bereichen des Bulbus Rekombinationsereignisse deutlich nachzuweisen.

Abbildung 15: Cre-Rekombination im Gehirn von rTACamK-2  / LC-1 / R26R Mäusen, induziert durch

Dox im Trinkwasser bereits während der Embryonalentwicklung. rTACamK-2  / LC-1 / R26R Mäuse, die

vom Tag E0 an mit Dox im Trinkwasser (2mg/ml) versorgt wurden, wurden am Tag P42 getötet. Aus den

fixierten Gehirnen wurden sagittale Hirnschnitte angefertigt, auf denen die -Galaktosidase mit einer in situ

Antikörperfärbung  nachgewiesen wurde. Die Abbildung zeigt den hippocampus (A), den corpus striatum (B),

den olkatorischen Bulbus (C), und den Hirnstamm (D) auf verschiedenen Hirnschnitten eines repräsentativen

Tieres.
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Als nächstes sollte das Muster der Rekombination durch die Induktion von adulten Tieren

ermittelt werden. Zu diesem Zweck wurden rTACamK-2  / LC-1 / R26R Mäuse 7 bis 10 Tage

mit einer täglichen Dosis von 1 mg C4 gespritzt. Doch obwohl eine deutlich nachweisbare

Menge an Cre-Rekombinase im gyrus dentatus produziert wird (Abbildung 16 A), reicht

dies zu einer Cre-vermittelten Rekombination nicht aus (Abbildung 16 B).

Abbildung 16: Cre-Rekombination im Gehirn von adulten rTACamK-2  / LC-1 /R26R Mäusen, induziert
durch i.p. Injektionen mit C4.   rTACamK-2  / LC-1 / R26R Mäuse wurden im Alter von mindestens 6 Wochen

über einen Zeitraum von 7 Tagen eine tägliche Dosis von 1mg C4 gespritzt. Die Tiere zum Nachweis der ß-

Galaktosidase wurden erst 3 Tage nach der letzten Injektion getötet. Den Tieren wurde anschließend das

Gehirn entnommen, fixiert und davon sagittale Hirnschnitte angefertigt. Auf diesen wurde die Cre-

Rekombinase (A) und die -Galaktosidase (B) durch in situ Antikörperfärbung nachgewiesen. Die Abbildung

zeigt den Bereich des hippocampus repräsentativer Mäuse.

6.1.1.3 Expressionsanalyse von rTACamK-2  Mäusen in Kombination mit
verschiedenen Reporterlinien

Aufgrund der relativ geringen Luziferaseaktivitäten in den induzierten rTACamK-2  / LC-1

Mäusen ist es sehr wahrscheinlich, daß in der histologische Analyse dieser Tiere nicht das

volle Expressionsmuster der Linie im Gehirn zum Vorschein kam. Aus diesem Grund wurde

die Linie rTACamK-2 mit den empfindlichen Reporterlinien nZL-2 und E11-4 verkreuzt, in

der Hoffnung, ein deutlicheres Expressionsmuster als mit der Linie LC-1 zu bekommen.

Desweiteren ermöglicht die genaue Charakterisierung des Expressionsmusters einer

Transaktivatorlinie mit mehreren Reporterlinien die Zuordnung, welche Spezifitäten von der

Transaktivatorlinie und welche von den Linien mit der Tet-regulierten Expressionskassette

vermittelt werden.

6.1.1.3.1 Analyse von rTACamK-2  / nZL-2 Mäusen

In der Mauslinie nZL-2 stehen die Gene der Luziferase und der -Galaktosidase unter der

Kontrolle des bidirektionalen Tet-regulierten Promotors. Sie wurde schon öfters wegen der
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sehr guten Induzierbarkeit der -Galaktosidase zur histologischen Analyse von

Transaktivatorlinien verwendet (Kistner, 1996).

Doppeltransgene rTACamK-2  / nZL-2 Mäusen wurden mit einer täglichen Dosis von 1 mg C4

über einen Zeitraum von einer bzw. zwei Wochen durch i.p. Injektionen induziert und

anschließend die Expression von lacZ in sagittalen Hirnschnitten in situ untersucht. Dabei ist

zuerst festzustellen, daß keine Unterschiede erkennbar sind zwischen den für eine Woche

bzw. zwei Wochen induzierten Tieren, was zeigt, daß der Zeitraum von einer Woche

Induktion ausreicht um das Expressionsmaximum von lacZ zu erreichen.

Die detaillierte histologische Analyse der Gehirne der rTACamK-2  / nZL-2 Mäuse ist in

Abbildung 17 dargestellt. Neben der starken Expression im gyrus dentatus waren ebenfalls

Signale im olfaktorischen Nukleus, in der amygdala, in der Schicht 1 des cortex und in

Teilen des nucleus accumbens zu erkennen. In den Regionen des corpus striatum und des

olfaktorischen Bulbus war keine -Galaktosidase nachzuweisen.

Abbildung 17: Expressionsmuster der -Galaktosidase  in induzierten rTACamK-2  / nZL-2 Mäusen:

Gruppen von rTACamK-2  / nZL-2 Mäusen wurde über verschiedene Zeiträume (1 Woche n=2; 2 Wochen n=2)

eine tägliche Dosis von 1mg C4 i.p. injiziert. Den Mäusen wurde anschließend das Gehirn entnommen, fixiert

und davon sagittale Hirnschnitte angefertigt. Die -Galaktosidase wurde durch Antikörperfärbung in situ

nachgewiesen. Die Abbildung zeigt repräsentative Schnitte aus beiden Gruppen, auf denen die Lokalisierung

der -Galaktosidase im hippocampus (A), im olfaktorischen Nukleus (B), in der amygdala (C : rechts neben

dem gryrus dentatus ), im cortex  (D) und im nucleus accumbens  (E) zu sehen ist.
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6.1.1.3.2 Analyse von rTACamK-2  / E11-4 Mäusen

Die Mauslinie E11-4 wurde von Kai Schönig im Rahmen seiner Doktorarbeit durch die

pronukleare Injektion eines 110 kb großen BAC („bacterial artificial chromosome“)

hergestellt, der den genomischen Integrationsort der Mauslinie LC-1 enthält. Dadurch

konnte er zeigen, daß durch den BAC die Eigenschaft des genomischen Locus der LC-1

Maus, eine hohe Expression im induzierten Zustand bei einer nicht meßbaren Aktivität im

nicht induzierten Zustand zu erreichen (s/a locus) , unabhängig vom Integrationsort auf die

neuen Transgenen übertragen wird (Schönig, 2003). Die Linie E11-4 ist jedoch eine

Ausnahme. Sie zeichnet sich dadurch aus, daß mit ihr im induzierten Zustand zehnmal

höhere Luziferaseaktivitäten erzielt werden können als mit LC-1 Mäusen, wenn man die

leberspezifische Transaktivatorlinie LT-2 verwendet. Allerdings lässt sich auch eine

zehnfach höhere Basalaktivität im nicht-induzierten Zustand feststellen. Die Fragestellung

war nun, ob diese zehnfach höheren Luziferaseaktivitäten auch mit der hirnspezifischen

Linie rTACamK-2 zu erreichen sind.

Doppeltransgene rTACamK-2  / E11-4 Mäuse wurden eine Woche lang mit einer täglichen

Dosis von 1 mg C4 i. p. injiziert. Die Gehirne wurden sowohl auf ihre Luziferaseaktivität in

den verschiedenenen Regionen als auch auf die Expression von cre auf Hirnschnitten

untersucht. Dabei zeigt sich, dargestellt in Abbildung 18, daß man mit dieser Kombination

an Transgenen zu Luziferaseaktivitäten gelangt, die im olfaktorischen Bulbus nur noch

einen Faktor 2 und im Großhirn nur noch einen Faktor 5 unter den entsprechenden

Referenzwerten der TACamK-1 / LC-1 Mäuse liegen. Die erzielten Steigerungen der

Luziferaseaktivitäten im Vergleich zu den Werten der Kombination rTACamK-2  / LC-1 liegen

sowohl im Großhirn als auch im olfaktorischen Bulbus in dem Bereich,  wie er zwischen

Linien E11-4 und LC-1 in Kombination mit der Transaktivatorlinie TALAP-2 in der Leber

gemessen wurde (Schönig, 2003).  Jedoch ist festzustellen, daß es sich um ein einzelnes Tier

handelt das zudem noch mit der sehr hohen Dosis von 1,5 mg C4 induziert worden war

(siehe Kapitel 6.1.1.1.1), so daß die Steigerung im Bereich des Großhirn noch größer sein

könnte.
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Abbildung 18: Luziferaseaktivitäten von rTACamK-2  / E11-4 Mäusen in verschiedenen Hirnregionen.

Einer Gruppe von rTACamK-2  / E11-4 Mäusen (n=3) wurden im Alter von mindestens 6 Wochen über einen

Zeitraum von 10 Tagen eine tägliche Dosis von 1mg C4 gespritzt und anschließend getötet. Eine Hemisphäre

der Gehirne wurde in die Hirnsubregionen des olfaktorischen Bulbus, des Kleinhirns (incl. Hirnstamm), des

cortex , des Mittelhirns und des hippocampus zerteilt und davon Lysate hergestellt. Von den Proben wurde die

Luziferaseaktivität, normiert auf den Proteingehalt, bestimmt . Diese Aktivitäten sind dargestellt im Vergleich

zu analog vermessenen E11-4 Transgenen (n=2) und zu den Gruppen der TACamK-1  / LC-1 und der rTACamK-2

/ LC-1 Tiere (induziert durch C4-Injektionen) aus Kapitel 6.1.1.1.1.Die Daten der Regionen cortex, Mittelhirn

und hippocampus sind in der Fraktion des Großhirns zusammengefaßt.

Die histologische Analyse der Gehirne der induzierten rTACamK-2  / E11-4 Mäuse ergab, daß

wie bei den rTACamK-2  / nZL-2 Tieren eine komplette Anfärbung des gyrus dentatus im

hippocampus vorhanden ist (Abbildung 19). Desweiteren war eine starke Expression von

cre in den Bereichen des subicullum, des olfaktorischen Nukleus und des cortex piriformis

nachzuweisen. Schwache Signale zeigten sich noch in der amygdala und im enthorinalen

Cortex. In der Schicht 1 des cortex war kein Signal zu erkennen, ebenso wie in den

Bereichen des corpus striatum und des olfaktorischen Bulbus.



Ergebnisse
                                                                                                                                                              

94

Abbildung 19: Genexpressionsmuster der Cre-Rekombinase  in rTACamK-2  / E11-4 Mäusen in

verschiedenen Hirnregionen. Die zweite Hirnhemisphäre der induzierten rTACamK-2  / E11-4 Mäuse wurde

fixiert und davon sagittale Hirnschnitte angefertigt. Auf diesen wurde die Cre-Rekombinase durch in situ

Antikörperfärbung nachgewiesen. Die Abbildung zeigt repräsentative Schnitte verschiedener sagittaler Ebenen,

auf denen die Expression von cre im hippocampus (A) , im subicullum (B) , im olfaktorischen Nukleus (C) ,

im enthorinalen Cortex (D ; von links nach rechts: enthorinaler Cortex (Pfeil), subicullum, gyrus dentatus), im

cortex  piriformis (E) und in der amygdala (F) gezeigt wird

Abschließend kann man sagen, daß man in den rTACamK-2  / E11-4 Mäusen eine Erhöhung

und eine regionale Erweitung des Tet-regulierten Genexpression beobachtet. Damit schien

das erklärte Ziel, eine induzierte Rekombination im Gehirn mit dem rtTA-System zu

ermöglichen durch die Kombination der Transaktivatorlinie rTACamK-2 mit der Linie E11-4

unter Verwendung des Induktors C4 erreichbar zu sein.

6.1.1.3.3 Induzierte Rekombination mit rTA CamK-2  / E11-4 Mäusen

Zur Evaluierung der induzierten DNA-Rekombination durch Cre wurden analog wie in

Kapitel 6.1.1.2 tripeltransgene Mäuse vom Genotyp rTACamK-2 / E11-4 / R26R verwendet.

Dabei wurden sowohl aus den Gehirnen von nicht induzierten als auch aus den Gehirnen

von 7 bis 10 Tage durch i.p. Injektionen von C4 induzierten Tieren sagittale Gewebeschnitte

angefertigt, die auf die Expression von cre und lacZ untersucht wurden. Dies führte zu dem

enttäuschenden Ergebnis, wie es exemplarisch für den hippocampus in Abbildung 20

dargestellt ist. Obwohl in der Gruppe der nicht-induzierten Tieren durch die

Antikörperfärbung keine Expression von cre nachweisbar war, zeigten sich

Rekombinationsereignisse in vielen Regionen. Für den hippocampus erhält man ein starkes

Signal für die Regionen CA1 und CA3 und für das subicullum, während in CA1-Region im

gyrus dentatus nur ca. 20 % der Zellen betroffen waren. Desweiteren sind
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Rekombinationsereignisse auch im olfaktorischen Bulbus, im olfaktorischen Nukleus, im

cortex und in der amygdala nachweisbar.(Daten nicht gezeigt). Durch die Induktion mit C4

läßt sich lediglich im gyrus dentatus die Anzahl an Rekombinationen von ca. 20 auf ca.100

% steigern. Augrund dieser Ergebnisse kann die Linie E11-4 nicht für den Zweck der

regionspezifischen induzierten Cre-Rekombination im Gehirn eingesetzt werden.

Abbildung 20: Cre-Rekombination im Gehirn von adulten rTACamK-2  / E11-4 / R26R Mäusen. Von

nicht-induzierten (-C4) und 7 bis 10 Tage durch C4 induzierten rTACamK-2  / E11-4 / R26R Mäusen (+C4:

tägliche i.p. Injektion einer C4 –Dosis von 1mg) wurden aus den Gehirnen sagittale Gewebeschnitte

angefertigt, auf denen die Cre-Rekombinase (Cre) und die -Galaktosidase (ß-Gal) durch in situ

Antikörperfärbung nachgewiesen. Die Abbildung zeigt den Bereich des hippocampus  und des subicullum von

repräsentativen Mäusen.

6.1.2   Evaluierung publizierter hirnspezifischen rtTA Mauslinien

Die Hauptaussage der Experimente aus Kapitel 6.1.1. ist, daß unter Verwendung der Linie

rTACamK-2 im Gehirn nur eine partielle Induktion der Tetrazyklin-regulierten Genexpression

zu erreichen ist, selbst wenn man den empfindlichsten reversen Transaktivator rtTA2S-M2

und den besten Induktor C4 benutzt. Nach diesen Daten sollte eine Regulation mit dem

bereits 1995 publizierten reversen Transaktivator rtTA (Gossen et al., 1995) im Gehirn mit

Dox eigentlich nicht möglich sein, was den von Isabelle Mansuy erzielten Daten mit der

Mauslinie rTet 1237 widersprechen würde.

Um nun diesen Sachverhalt zu überprüfen, wurde die Mauslinie rTet 1237 von Isabelle

Mansuy mit der Linie LC-1 gekreuzt. Als Kontrolle für die Induktionsexperimente wurde

die Transaktivatorlinie rTACamK-1 verwendet, die als Transgen den reversen Transaktivator
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rtTA2S-S2 unter der Kontrolle des 8,5 kb großen CamKII Promotors enthält (Hasan et al.,

2001). Der reverse Transaktivator rtTA2S-S2 stellt zwar eine Verbesserung des alten rtTA

dar, da er im nicht induzierten Zustand keine Basalaktivität hervorruft, ist aber in der Dosis /

Wirkungsanalyse dem rtTA ähnlich, d. h. er ist etwa 10 fach weniger empfindlich gegenüber

Dox als rtTA2S-M2 (Urlinger et al., 2000).

Doppeltransgene Tiere der Kombination rTACamK-1 / LC-1 bzw. rTet 1237 / LC-1 wurden

auf zwei verschiedene Arten induziert. Zum einen wurde das exakte Fütterungsprotokoll von

Frau Mansuy verwendet. Dabei wird den Mäusen Dox im Futter in einer Konzentration von

6mg/g verabreicht, wobei man ein spezielles Doxyzklin verwendt und das Futter täglich neu

zubereitet und nur im Dunklen verabreicht wird (siehe Methoden). Zum anderen wurden die

Tiere fünfmal im Abstand von 12 Stunden mit einer Dosis von 1 mg C4 i.p. injiziert. In

Zellkultur wurde zuvor bestätigt, daß C4 auch mit den Transaktivatoren rtTA und rtTA2S-S2

maximale Expressionswerte bei einer im Vergleich zu Dox zehnfach niedrigeren

Konzentration hervorruft (Daten nicht gezeigt).

Die erreichten Luziferaseaktivitäten in den Hirnsubregionen der untersuchten Tiere zeigen

ein überraschendes, aber nicht unerwartetes Bild (Abbildung 21). Die Linie rTet 1237 zeigte

in beiden Induktionsversuchen nur im olfaktorischen Bulbus eine minimale und im

Kleinhirn und Großhirn gar keine Aktivität. Die Linie rTACamK-1 dagegen verhielt sich

ähnlich zur Linie rTACamK-2. Zunächst erreichte man mit beiden Fütterungsprotokollen

Luziferaseaktivitäten im olfaktorischen Bulbus, die mit den Werten der rTACamK-2 Mäuse

vergleichbar sind. Im Großhirn zeigte sich ein deutlicher Unterschied zwischen den

Induktionsmethoden, denn die spezielle Fütterungsweise bringt dort geringere Aktivitäten

hervor als die Induktion durch die C4 i.p. Injektionen. Dies bestätigt die C4 i.p. Injektionen

als das bessere Induktionsprotokoll. Interessant ist weiterhin, daß die erreichten Aktivitäten

im Großhirn um ca. einen Faktor 10 unter den Werten der Linie rTACamK-2 (vgl. Abbildung

18 und Abbildung 21) lagen, was die Eigenschaften der beiden Transaktivatoren in

Zellkultur widerspiegelt.

Diese Ergebnisse der histologischen Analyse des Expressionsmusters von cre auf den

Hirnschnitten sind analog zu den Luziferasedaten (Abbildung 22). Für die Linie rTet-1237

konnte keine Expression von cre im hippocampus, im cortex und im corpus striatum

nachgewiesen werden. Bei der Linie rTACamK-1  läßt sich die Cre-Rekombinase in einigen

Hirnregionen nachweisen. So erhält man im hippocampus ein deutliches Signal im gyrus

dentatus und vereinzelt positive Zellen in der Region CA1. Zudem zeigen Teile der

Verbindung zwischen dem corpus striatum und dem nucleus accumbens eine schwache

Expression.
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Es stellte sich nun die Frage, ob die 1998 beschriebene Linie generell das Tetrazyklin-

kontrollierte Transaktivierungpotential verloren hat oder ob die fehlende Expression allein

mit der limitierten Verfügbarkeit von Dox zu erklären ist. Dies ließe sich durch ein

Experiment bestimmen, in dem man doppeltransgene rTet 1237 / LC-1 Mäuse bereits im

embryonalen Stadium mit Dox versorgen würde. Bei einer entsprechend frühen Analyse

sollte man, wie im Fall der Linie rTACamK-2 in der Lage sein, eine Aktivierung der

Genexpression durch die Dox-Depots nachweisen. Aus der entsprechenden Verpaarung

konnte nur eine doppeltransgene rTet 1237 / LC-1 Maus identifiziert werden, die am Tag

P35 getötet wurde um das Gehirn auf die Genexpression der Luziferase (dargestellt in

Abbildung 21) und der Cre-Rekombinase zu untersuchen. Dabei zeigte sich eine schwache,

aber signifikante Luziferaseexpression in allen untersuchten Hirnregionen. Auf den

sagittalen Hirnschnitten konnte jedoch in keiner Region Cre-Rekombinase nachgewiesen

werden.

Abbildung 21: Luziferaseaktivitäten von rTet-1237 / LC-1 und rTACamK-1 / LC-1 Mäusen in

verschiedenen Hirnregionen unter Verwendung verschiedener Induktionsprotokolle. Verschiedene

Induktionsprotokolle wurden mit Gruppen von rTet-1237 / LC-1 Mäusen (Dox (F2) : spezielle Verabreichung

von 6mg Dox pro g Futter, n=2; C4 (I) : 5 IP-Injektionen einer Dosis von 1mg C4 im Abstand von 12 h, n=2 ;

Dox (W2): Verabreichung von Dox im Trinkwasser (2mg/ml) vom Tag E0 bis P35, n=1 ) und rTACamK-1 / LC-

1 Mäusen (Dox (F2) : n=2; C4 (I) : n=2) getestet. Die Mäuse wurden anschließend getötet, das Gehirn

entnommen und eine Hemisphäre in die entsprechenden strukturellen Hirnsubregionen zerteilt. Aus den Proben

wurden Lysate hergestellt, die auf ihre Luziferaseaktivität, normiert auf den Proteingehalt, vermessen wurden.



Ergebnisse
                                                                                                                                                              

98

Abbildung 22: Genexpressionsmuster der Cre-Rekombinase von rTet-1237 / LC-1 und rTACamK-1 / LC-1

Mäusen. Die zweite Hirnhemisphäre der induzierten rTet-1237 / LC-1 und rTACamK-1 / LC-1 Mäuse wurde

fixiert und sagittale Hirnschnitte angefertigt. Auf diesen wurde die Cre-Rekombinase durch  Antikörperfärbung

in situ nachgewiesen. Die Abbildungen zeigen den hippocampus (A) , den cortex  (B) und den corpus striatum

(C) der durch C4-Injektionen induzierten rTet-1237 / LC-1 Mäuse. Desweiteren dargestellt sind der Bereich

des hippocampus (der Bereich der positiven Zellen der Region CA1 ist eingerahmt) (D) und des corpus

striatum (E) der C4 induzierten rTACamK-1 / LC-1 Tiere.

6.1.3   Charakterisierung von Mauslinien mit modifiziertem rtTA2S-M2

Parallel zu den Untersuchungen der Induktionsprotokolle mit der Linie rTACamK-2  wurden

weitere Optimierungen des rtTA-Systems angestrebt. So wurde die Inkorporation eines

Kernlokalisierungssignals (KLS) in das Leseraster des rtTA2S-M2-Gens vorgenommen, um

die nukleäre Konzentration des Transaktivators in den Neuronen zu erhöhen, wodurch eine

eventuelle Limitierung des Transaktivators im Zellkern überwunden werden kann.

Zu diesem Zweck wurde von Dr. Hasan die Sequenz des Kernlokalisierungssignals  des

großen T-Antigens von SV40 in die Eag I Schnittstelle des Plasmids pUHrT62-1 einkloniert,

die sich im Leseraster des rtTA2S-M2 befindet. Der hieraus resultierende Transaktivator,

kodiert in pUHrT 63-1 (Konstruktion siehe Anhang) ist schematisch in Abbildung 23

dargestellt und zeigte bei der funktionellen Überprüfung in Zellkultur eine ausschließliche

Kernlokalisation.

Anschließend wurde der Vektor pMMrT 63-50 kloniert, in dem sich dieser modifizierte

rtTA2S-M2 unter der Kontrolle des 8,5 kb großen CamKII Promotors befindet

(Konstruktion siehe Anhang). Hieraus lässt sich über einen Sfi I Verdau die in Abbildung 23

skizzierte Transkriptionseinheit gewinnen, die nach Aufreinigung in den Pronukleus von

befruchteten Maus-Oozyten injiziert wurde.
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Abbildung 23: Schematischer Aufbau des injizierten DNA-Fragments zur Herstellung der rTACamK

Mauslinien mit modifiziertem rtTA2 S-M2. rTetR-M2: reverser Tet-Repressor M2; KLS:

Kernlokalisierungssignal des großen T-Antigens aus SV40; F: Minimalaktivierungsdomäne aus VP 16 (Baron

et al., 1997); SV40-pA: Polyadenylierungsstelle der späten SV40-Gene.

Von 171 Nachkommen hatten 11 die Transaktivatorkassette ins Genom integriert. Zur

Bestimmung der Funktionalität dieser rTACamK Linien wurden diese nun mit LC-1 Mäusen

verpaart. Dabei übertrugen 10 der 11 Linien das Transgen auf ihre Nachkommen.

Basierend auf den Daten aus Kapitel 6.1.1.1 wurden die rTACamK  / LC-1 doppeltransgenen

Tiere fünfmal im Abstand von 12 Stunden mit einer Dosis von 1 mg C4 i. p. induziert und

auf die selbe Weise wie die Linie rTACamK-2 in Kapitel 6.1.1.1.1 untersucht. Diese Induktion

führte bei 5 von 8 analysierten Linien zu einer Aktivierung der Tet-regulierten Expression in

der LC-1 Mäusen.

Die Aktivitätsdaten der Luziferase dieser 5 Linien, die von nun an mit rTACamK-3 bis

rTACamK-7 bezeichnet werden, sind in Abbildung 24 im Vergleich zu den Referenzwerten der

Linie TACamK-1 gezeigt. Zwei dieser Linien, rTACamK-3 und 5, zeigen eine um zwei

Größenordnungen niedrige Luziferaseaktivität zur Referenzlinie im olfaktorischen Bulbus

und eine sehr schwache Aktivität im Großhirn. Mit den übrigen drei Linien,  rTACamK-4, 6

und 7, erreicht man im olfaktorischen Bulbus vergleichbare Aktiviäten wie mit der Linie

rTACamK-2, die ca. eine Größenordnung unter den Werten der Referenzlinie liegen. Im

Großhirn sind allerdings nur die Werte der Linie rTACamK-4 im Bereich der Linie rTACamK-2,

die beiden anderen Linien rTACamK-6 und 7  liegen noch deutlich darunter. Es war somit

festzustellen, daß mit keine der rTACamK Mauslinien bezüglich der Maximalaktivierung eine

Verbesserung darstellt. Ob dies nun hauptsächlich an einer zu geringen

Transaktivatorproduktion aufgrund des genomischen Integrationsortes in allen Linien liegt

oder der modifizierte rtTA2S-M2 ein vermindertes Transaktivierungspotential hat, kann aus

diesen Daten nicht schlüssig abgeleitet werden.
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Abbildung 24: Luziferaseaktivitäten der verschiedenen rTACamK Linien in verschiedenen Hirnregionen.

Gruppen (jeweils n=2) von doppeltransgenen Tieren der Linien rTACamK –3 bis rTACamK -7 mit der Linie LC-1

wurden fünfmal im Abstand von 12 h mit der Dosis von 1mg C4 injiziert. Nach weiteren 12 h wurde den

Tieren das Gehirn entnommen und eine Hemisphäre in die entsprechenden Hirnsubregionen zerteilt. Aus den

Proben wurden Lysate hergestellt, deren Luziferaseaktivität, normiert auf den Proteingehalt der Probe,

bestimmt wurde. Die Daten sind im Vergleich zu Werten der Gruppe von  TACamK-1 / LC-1 Mäusen dargestellt.

Zu den Expressionsmustern der verschiedenen Linien ist zunächst festzustellen, daß in allen

Linien die Cre-Rekombinase im hippocampus nachgewiesen werden kann (Abbildung 25)

und dort  besonderst deutlich im gyrus dentatus. Ebenfalls sind in allen Linien positive

Zellen in der Region CA1 nachweisbar, im  Gegensatz zu der Linie rTACamK-2. In der Linie

rTACamK-7 (Abbildung 25 E) ist das Signal der Cre-Rekombinase in der Region CA1 sogar

mit einer vergleichbaren Stärke wie der im gyrus dentatus vorhanden, und sogar in

einzelnen Zellen in der Region CA3 nachweisbar. Bezüglich der anderen Hirnregionen

kommt die Spezifität der einzelnen Linien zum Tragen. So ist für die Linie rTACamK-4 neben

dem hippocampus eine schwache Expression von cre in der Schicht 1 des cortex vorhanden,

sowie eine deutliche Expression im corpus striatum (Abbildung 26 A und C). In der Linie

rTACamK-6 ist der Expression nicht nur auf die Schicht 1 begrenzt sondern auch in unteren

Schichten nachzuweisen (Abbildung 26 B). Die Besonderheit der Linie rTACamK-7  ist eine

schwache Expression im olfaktorischen Tubulus (Abbildung 26 D).

Abschließend kann man sagen, daß in den untersuchten rtTA Linien neben der Konstanz der

Expression im hippocampus Variationen im Expressionsmuster vorhanden sind. Um

genauere histologische Aussagen machen zu können wäre es notwendig, diese Linien, wie

im Fall von rTACamK-2, mit den Linien E11-4 und nZL-2 zu untersuchen.



Ergebnisse
                                                                                                                                                              

101

Abbildung 25: Genexpressionsmuster der Cre-Rekombinase der verschiedenen rTACamK Linien im
Hippocampus. Die zweite Hirnhemisphäre der induzierten Doppeltransgenen der verschiedenen rTACamK

Linien mit der Linie LC-1 wurde fixiert und davon sagittale Hirnschnitte angefertigt. Auf diesen wurde die

Cre-Rekombinase durch Antikörperfärbung in situ nachgewiesen. Die Abbildung zeigt die hippocampi

repräsentativer Hirnschnitte aus den Gruppen der Linien rTACamK –3 (A) , rTACamK –4 (B) , rTACamK –5 (C) ,

rTACamK –6 (D) und rTACamK –7 (E).

Abbildung 26: Spezifitaten des Expressionsmusters von cre bei den verschiedenen rTACamK Linien. Auf
den in Abbildung  beschriebenen Hirnschnitten konnte die Expression von cre noch in anderen Regionen

nachgewiesen werden. Die Abbildung zeigt repräsentative Aufnahmen des cortex und des corpus striatum der

Linie rTACamK –4 (A und C), des cortex der Linie rTACamK –6 (B) und des olfaktorischen Nukleus der Linie

rTACamK –7 (D) .
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6.2 Strategien zur Regulation des endogenen NR1 Gens

6.2.1 Hammerhead-Ribozyme

6.2.1.1 Strukturentwurf  des Ribozyms

Aufgrund der Vielzahl an publizierten Konstruktionsmöglichkeiten mußten zu Beginn einige

Parameter im Entwurf unserer Hammerhead-Ribozyme festgelegt werden. Zunächst wurde

für die Ribozyme die Sequenz des katalytischen Kerns verwendet, die in dem

ursprünglichen identifizierten Ribozym des „tobacco ringspot virus“ (sTRSV)  zu finden ist

(Symons, 1992). Dies entstammt dem Grundgedanken, daß eine durch einen langen

evolutiven Prozeß entstandene Sequenz für die Bedingungen einer intrazellulären Spaltung

optimiert sein muß und deswegen Varianten vorzuziehen ist, die nur in vitro getestet wurden

(Tuschl und Eckstein, 1993).

Da die Expression der Ribozyme nur über den Tet-regulierten Promotor erfolgen sollte, hat

dies, wie für die meisten durch RNA-Polymerase II synthetisierten Transkripte, eine

vorwiegende cytoplasmatische Lokalisation der mRNAs zur Folge (Bertrand et al., 1997).

Durch Mikroinjektionen von Ribozym-RNAs in das Cytoplasma bzw. in den Nukleus

konnte demonstriert werden, daß im Cytoplasma Hammerhead-Ribozyme mit kurzen

Hybridisierungssequenzen für Bereiche unter 30 nt in der Substrat-RNA zu einer optimalen

Inhibition der Translation führten - im Gegensatz zu Ribozymen mit sehr langen

Hybridisierungssequenzen (L‘Huillier et al., 1992; Hormes et al, 1997). Somit wurden nur

Hammerhead-Ribozyme mit kurzen Hybridisierungssequenzen entworfen.

Der letzte offene Parameter war nun nur noch die Identifizierung von geeigneten Sequenzen

innerhalb der nr1 mRNA, deren Sekundärstruktur die effiziente Hybridisierung von

Ribozymen mit kurzen Helices I und III ermöglichen soll. Dazu wurden zwei Strategien

angewandt, die im folgenden beschrieben werden. Bei der Auswahl der

Ribozymschnittstellen musste allerdings darauf geachtet werden, daß keine der Stellen im

Bereich des alternativ gespleißten Exons liegt, das für eine 21 Aminosären lange

Zusatzsequenz  im N-terminalen Teil von NR1 kodiert.

6.2.1.2 In vitro Charakterisierung von Hammerhead-Ribozymen mit verschiedenen

Hybridisierungsstellen in der NR1 mRNA

Bei der kinetischen Charakterisierung  beschränkte ich mich wie auch andere (Kawasaki et

al., 1996) nur auf die gemessene Spaltungsgeschwindigkeit kcat bei hohen

Ribozymüberschuß. Der Grund dafür ergibt sich aus der Betrachtung der Kinteik der
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Ribozymspaltung in vitro (siehe Einleitung). Unter Bedingungen des Substratüberschusses,

bei denen ein Ribozym mehrere Substratmoleküle spalten muß, erweißt sich die

Dissoziation des Ribozyms vom Substrat als der geschwindigkeitsbestimmende Schritt,

während es bei einem Ribozymüberschuß der Schritt der Substratspaltung ist. Da diese

beiden Parameter nicht direkt miteinander zusammenhängen, sollte unter Verwendung eines

Tet-regulierten Promotors, der eine hohe Expression der Ribozyme ermöglichen sollte, von

einem Überschuß ausgegangen werden, wodurch eine effiziente Spaltung optimalen

Hybridiserungseigenschaften vorzuziehen ist.

6.2.1.2.1 Ribozyme mit Hybridisierungsstellen ausgewählt anhand von RNase H
Fragmentierungsexperimenten

Im Rahmen der Diplomarbeit war es mir gelungen durch ein in vitro Selektionsverfahren

nach dem Protokoll von Birikh et al. (siehe Einleitung), gut zugängliche

Hybridisierungsbereiche innerhalb der ersten 700 nt der NR1 mRNA zu identifizieren. Das

RNase H Fragmentierungsexperiment mit einer DNA-Oligonukloetid-Bibliothek der

Sequenz N10 brachte bei dem 1445 bp langen 5´ markierten NR1 Transkript spezifische

Spaltbanden der Größe 290, 357, 447, 515, 596 und 611 nt hervor. Anschließend wurde in

einem Fragmentierungsexperiment mit sequenzspezifischen DNA-Oligonukleotiden mit

einer Länge von 33 nt die Zugänglichkeit der Ribozymspaltstellen GUC 488, GUC 548 und

GUC 604  überprüft, wobei allerdings kein signifikanter Unterschied zwischen den

einzelnen Spaltstellen festgestellt wurde. Da DNA/RNA Hybride energetisch stabiler sind

als RNA/RNA Hybride ist die Bildung dieser Art von Hybriden bevorzugt. Deswegen ist

davon auszugehen, daß mit steigender Länge der DNA-Oligonukleotide der energetische

Anteil zur Gesamtenergie, der zur Auflösung der Sekundärstruktur an der jeweiligen

Hybridisierungsstelle aufgebracht werden muß, eine immer geringere Rolle spielt. Somit ist

davon auszugehen, daß bei Verwendung von kürzeren sequenzspezifischen DNA-

Oligonukleotiden gegen die einzelnen Ribozymschnittstellen die Unterschiede in der

Zugänglichkeit der entsprechenden RNA-Sekundärstruktur besser sichtbar werden sollten.

So wurden nun sequenzspezifische DNA-Oligonukleotide mit einer Länge von 15 nt

gerichtet gegen die möglichen Ribozymspaltstellen UUC 254, GUC 457, GUC 488, GUC

548, GUC 604 und GUC 729 synthetisiert. Im anschließenden RNase H

Fragmentierungsexperiment wurde eine durch in vitro Transkription intern

radioaktivmarkierte NR1-RNA mit der Länge von 1445 nt zusammen mit dem jeweiligen

sequenzspezifischen DNA-Oligonukleotid inkubiert und anschließend mit RNase H verdaut.

Der Reaktionsansatz wurde dann auf einem 5%igen denaturierenden PAA-Gel aufgetrennt

und die Banden autoradiographisch sichtbar gemacht. Als Kontrollen dienten

Reaktionsansätze ohne DNA-Oligonukleotid bzw. mit dem 33nt langen DNA-
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Oligonukleotid gegen die Spaltstelle GUC 488. Das Ergebnis ist in Abbildung 27 zu sehen.

Dabei zeigte sich eine leichte Präferenz der Ribozymschnittstellen UUC 254, GUC 457 und

GUC 548, bei denen eine Spaltung von 40 und 50 % der Substrat-RNA vorlag, gegenüber

den anderen Schnittstellen, deren erzielte Spaltungen in dem Bereich zwischen 15 und 25 %

lag.

Erstaunlich ist, daß es unter den gewählten Bedingungen zwischen dem 15 nt und dem 33 nt

langen Oligonukleotid keinen Unterschied in der Spaltungseffizienz gegen die

Ribozymschnittstelle GUC 488 gab.

Abbildung 27: RNase H Fragmentierungsexperiment mit spezifischen DNA-Oligonukleotiden. Eine in
vitro synthetisierte und intern radioaktiv markierte NR1-RNA der Länge 1445nt wurde mit einem 10 fachen

molaren Überschuß an DNA-Oligonukleotiden der entsprechenden Ribozmschnittstellen 30 min lang inkubiert

und anschließend mit RNase H verdaut. Der Ansatz wurde dann auf einem 5%igen denaturierenden PAA-Gel

aufgetrennt und die Banden autoradiographisch sichtbar gemacht. Die Quantifizierung der Banden wurde mit

einer Phosphoimager-Aufnahme des Gels unter Verwendung des Programms MacBas durchgeführt. Als

Kontrollen diente Reaktionsansätze ohne zugesetztes DNA-Oligonuleotid (Kontrolle) bzw. mit einem 33 nt

langen DNA-Oligonukleotid gegen die Ribozymschnittstelle GUC 488 (GUC488(33)). Erzielte Spaltungen:

UUC 254: 41,9%; GUC 457: 45,2%; GUC 488: 24,7%; GUC 548: 48,4%; GUC 604: 21,9%; GUC 729:

16,6%; GUC488(33): 27,3%.

Basierend auf diesen Ergebnissen wurden nun Hammerhead-Ribozyme gegen die vier

geeignesten Hybridisierungsstellen (GUC 548, GUC 457, UUC 254 und GUC 488)

entworfen, in denen die Länge der beiden Hybridisierungshelices jeweils 9 nt beträgt

(Abbildung 29 A). Die berechnete RNA-Sekundärstruktur der Hybridisierungsbereiche

dieser Ribozyme in der NR1-RNA ist in Abbildung 28 dargestellt.
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Abbildung 28: Sekundärstruktur der experimentell getesteten Hybridisierungsstellen in der NR1-
mRNA. Die Abbildung zeigt die mit dem Programm MFOLD berechnete Sekundärstruktur der ersten 3000 nt

der mRNA der Spleißvariante NR1-1a. Die Hybridisierungsbereiche der Ribozymspaltstellen UUC 254, GUC

457, GUC 488 und GUC 548 sind vergrößert dargestellt.
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Die Hammerhead-Ribozyme sollten mittels einer in vitro Transkription mit der T7 RNA

Polymerase hergestellt werden. Dazu wurde zuerst der Expressionsvektor pSK II+ 

hergestellt, mit dem es möglich ist, die Ribozyme mit möglichst wenig Zusatzsequenzen an

beiden RNA Enden produzieren zu können (Konstruktion siehe Anhang). Hammerhead-

Ribozyme, die mittels synthetisierter DNA-Oligonukleotide zwischen die

Restriktionsschnittstellen Sal I und Pst I in diesen Vektor kloniert werden, können in vitro so

synthetisiert werden, daß sie neben den beiden Schnittstellen nur 8 nt Zusatzsequenz am 5´

Ende besitzen. Dies wurde für die Hammerhead-Ribozyme UUC 254 9+9, GUC 457 9+9,

GUC 488 9+9 und GUC 548 9+9  mit den entsprechenden DNA-Oligonukleotiden

durchgeführt.

Als nächstes wurden von diesen Hammerhead-Ribozyme die kinetischen Parameter der

Substratspaltung in vitro bestimmt. Dafür wurde ein allgemein verwendetes Protokoll für

eine Eade-Hofstee Kinetik (Fedor und Uhlenbeck, 1992; Birikh et al., 1997) zur

Bestimmung der Substratspaltung unter Bedingungen benutzt, in denen ein Ribozym nur ein

Substrat spaltet (siehe Methoden). In unserem Fall relevant war die Reaktionsansätze, in

denen die intern radioaktiv markierte NR1-RNA mit einer Konzentration von 20 nM mit

dem entsprechenden Ribozym in der Konzentration von 1000 nM bei 37°C inkubiert wurde.

Nach 2 Stunden wurden die Reaktionen gestoppt und die Ansätze auf einem denaturierenden

PAA-Gel elektrophoretisch aufgetrennt. Der prozentuale Anteil der Spaltung wurde

autoradiographisch unter Verwendung eines Phospho-Imagers bestimmt. Die erzielten

Werte dieser Reaktionen sind in Abbildung 29 B graphisch dargestellt. Dabei erwies sich

das Ribozym GUC 548 9+9 mit einer Spaltung von 52,6 % als das deutlich aktivste.

Abschließend wurden noch verschiedene Längen der Hybridisierungshelices für das

Ribozym GUC 548 ausgetestet, um dadurch eventuell noch ein aktiveres Ribozym zu

identifizieren. Die ausgewählten Längen der Hybridisierungssequenzen betrugen jeweils 12,

15 und 18 nt in beiden Helices (Abbildung 29 A). Die Klonierung der Expressionsvektoren

für diese Ribozyme,  deren Synthese und die Ermittlung der prozentualen Spaltung erfolgte

analog zu der oben beschriebene Methodik. Die Ergebnisse sind ebenfalls in Abbildung 29

B dargestellt und beschreiben GUC 548 12+12 als das aktivste Ribozym, wenn auch die

beobachtete Spaltung von 61,8 %  nicht deutlich höher ist als bei GUC 548 9+9. Der

zeitliche Verlauf der Substratspaltung von GUC 548 12+12 (Abbildung 29 C) zeigt, daß die

Spaltung bis 120 min anhält, jedoch die Spaltrate zwischen 80 min und 120 min geringer ist

als zwischen Reaktionbeginn und dem 80 min Zeitpunkt.

Aufgrund dieser Daten sollte für diese Strategie das Ribozym GUC 548 12+12 zur

Evaluierung im zellulären Testsystem verwendet werden.
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Abbildung 29: Kinetische Parameter der Hammerhead-Ribozyme. (A) Schematischer Aufbau der

Hammerhead-Ribozyme. Dargestellt ist der verwendete katalytische Kern und eine tabellarische Auflistung der

Sequenzen der beiden Hybridisierungshelices der entsprechenden Ribozyme  (B) Spaltungsaktivität

verschiedener Hammerhead-Ribozyme. Intern radioaktiv markierte NR1-RNA der Länge 1445nt der

Konzentration 20 nM wurde jeweils mit den Ribozymen UUC 254 9+9, GUC 457 9+9, GUC 488 9+9, GUC

548 9+9, GUC 548 12+12, GUC 548 15+15, GUC 548 18+18 der Konzentration 1000nM für 2 Stunden

inkubiert (Details: siehe Methoden), die Reaktion gestoppt und der Reaktionsanstz auf einem 6%igen

denaturierenden PAA-Gel aufgetrennt. Die prozentuale Spaltung wurde autoradiographisch unter Verwendung

eines Phospho-imagers mit der Software MacBas bestimmt. (C) Kinetik der Spaltung von NR1 Substrat-RNA

durch GUC 548 12+12. Intern radioaktiv markierte NR1-RNA (10 nM) wurde mit dem Ribozym GUC 548

12+12 (200 nM) inkubiert bevor dem Reaktionsansatz Aliquots nach 0.5, 10, 20 ,40 ,80 und 120 min

entnommen wurden. Diese Aliquot wurden auf einem 6%igen denaturierten PAA-Gel elektrophoretisch

aufgetrennt und die Banden autoradioagraphisch identifiziert. Die Abbildung zeigt den zeitlichen Verlauf der

Substrat-Bande (S) und der beiden Spaltproduktbanden (P1 und P2).

6.2.1.2.2 Ribozyme mit Hybridisierungsstellen ausgewählt anhand einer
computerberechneten NR1-Sekundärstruktur

Eine weitere Möglichkeit, geeignete Ribozymschnittstellen zu identifizieren, besteht darin,

sich die RNA-Sekundärstruktur des Zielgens mittels eines Compterprogramms berechnen zu

lassen und darin nach geeigneten Hybridisierungsstellen zu suchen (Zhao und Lemke,

1998). Dabei wurde eine neue, eigens erdachte Strategie verfolgt. Ausgewählt wurden
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besonders große Schleifenstrukturen, die eine Ribozymspaltstelle enthalten und bei denen

möglichst wenig Basenpaare durch die Hybridisierung des Ribozyms gelöst werden müssen.

Für die Berechnung der RNA-Sekundärstruktur der ersten 3000 nt der Spleißvariante NR1-

1a (Zukin und Bennett, 1995) wurde das Programm MFold 2.3 auf der Homepage von Dr.

Michael Zuker (Zuker et al., 1999) benutzt. Mit diesem Programm erhielt man neben der

energetisch stabilsten Faltung noch fünf weitere suboptimale Sekundärstrukturen, die

energetisch höherliegenden Minima zuzuordnen sind (Mathews et al., 1999). Innerhalb

dieser sechs Strukturen konnten drei Sequenzbereiche identifiziert werden, deren Struktur in

allen sechs berechneten Faltungen identisch ist und die den oben gestellten Anforderungen

dahingehend entsprichen, daß in den betreffenden Schleifenstrukturen die Anzahl der

aufzulösenden Basenpaarungen zuwischen 4 und 7 liegt (Abbildung 30).

Anschließend wurden gegen diese drei Sequenzbereiche Hammerhead-Ribozyme mit den

Namen CUU 79 6+16, GUC 308 5+19 und GUA 365 11+7 konstruiert (Abbildung 31 A),

deren Hybridisierungshelices so entworfen waren, daß sie exakt in die berechneten

Schleifenstrukturen passen. Die Klonierung in den Expressionsvektor pSK II+, die

Synthese der RNAs und die Durchführung der Experimente zur Bestimmung der kinetischen

Parameter der RNA-Spaltung wurden analog zu Kapitel 6.2.1.2.1 durchgeführt. Die dabei

erzielten Werte sind graphisch in Abbildung 31 B dargestellt, wobei sich das Ribozym GUC

308 5+19 mit einer Spaltung von 71,0 % als das insgesamt aktivste Ribozym beider

Strategien herausstellte. Es erwies sich auch aus einem anderen Grund, nämlich der Kinetik

der RNA-Spaltung, als sehr interessant (Abbildung 31 C): Bereits nach einer halben Minute

begann sich eine höhermolekulare Bande als die Substrat-RNA auszubilden, deren Intensität

sich nach 40 min nicht mehr änderte. Letzteres beobachtet man auch bei einer der

niedermolekularen Spaltprodukte.
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Abbildung 30: Sekundärstruktur der ausgewählten Hybridisierungsstellen in der NR1-mRNA. Die

Abbildung zeigt die mit dem Programm MFOLD berechnete Sekundärstruktur der ersten 3000 nt der mRNA

der Spleißvariante NR1-1a. Die Hybridisierungsbereiche für die Ribozyme CUU 79 6+16, GUC 308 5+19 und

GUA 365 11+7 sind vergrößert dargestellt.
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Abbildung 31: Kinetische Parameter der Hammerhead-Ribozyme. (A) Tabellarische Auflistung der

Sequenzen der Hybridisierungshelices der verwendeten Ribozyme (B) Spaltungsaktivität der verschiedenen

Ribozyme. Intern radioaktiv markierte NR1-RNA mit der Länge von 1445 nt der Konzentration von 20 nM

wurde mit den Ribozymen CUU 79 6+16, GUC 308 5+19 und GUA 365 11+7 (Konzentration: 1000nM) für 2

Stunden inkubiert (Details: siehe Methoden) und der Reaktionsanstz auf einem 6%igen denaturierten PAA-Gel

aufgetrennt. Die prozentuelle Spaltung wurde autoradiographisch unter Verwendung eines Phosphoimagers mit

der Software MacBas bestimmt.  (C) Kinetik der Spaltung von NR1 Substrat-RNA durch GUC 308 5+19.

Intern radioaktiv markierte NR1-RNA (10 nM) wurden mit dem Ribozym GUC 308 5+19 (200 nM) inkubiert

bevor nach 0.5, 10, 20 ,40 ,80 und 120 min der Reaktion Aliquots entnommen wurden. Diese Aliquots wurden

auf einem 6%igen denaturierenden PAA-Gel elektrophoretisch aufgetrennt und die Banden

autoradioagraphisch nachgewiesen. Die Abbildung zeigt neben dem zeitlichen Verlauf der Substrat-Bande (S)

und der beiden Spaltproduktbanden (P1 und P2), die Ausbildung von Komplexes zwischen dem Ribozym und

der Substrat-RNA (HHR+S) und dem Ribozym und einer Spaltbande (HHR+P2).

Ob es sich bei der zusätzlichen Bande nun um eine NR1-RNA mit einer veränderten

Sekundärstruktur handelt oder ob es tatsächlich zur Ausbildung eines stabilen Ribozym /

NR1-RNA Komplexes kam, sollte ein weiteres Experiment klären. Für dieses wurden die

Hammerhead-Ribozyme GUC 308 5+19 und GUC 548 9+9 während ihrer Synthese intern

radioaktiv markiert und mit verschiedenen Mengen an nichtradioaktiver NR1-RNA zwei

Stunden bei 37°C inkubiert. Die Reaktionsansätze wurden nach der Zugabe von

Formamidprobenpuffer in zwei Hälften geteilt. Eine Hälfte wurde 15 min bei 37°C, die

andere Hälfte 3 Minuten bei 90°C inkubiert. Beide Hälften der Ansätze wurden

anschließend durch Elektrophorese und Autoradiographie analysiert. Dabei zeigte sich

eindeutig für die bei 37°C inkubierten Ansätze (Abbildung 32), daß es sich bei den

zusätzlichen Banden aus dem Kinetikexperiment um stabile Komplexe zwischen dem

Hammerhead-Ribozym und seiner Substrat-RNA handelt. Das gleiche Bild liefert die

autoradiographische Analyse der bei 90°C behandelten Ansätze, die Banden zeigen sich

jedoch in geringerer Intensität (Daten nicht gezeigt).
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Ob diese starke Komplexierung auch einen zusätzlichen Effekt auf die Wirksamkeit des

Ribozyms im zellulären Testsystem auswirkt, sollte im weiteren geklärt werden

Abbildung 32: Hybridisierung von radioaktiv markierten Hammerhead-Ribozymen an NR1-Substrat-
RNA. Intern radioaktiv markierte Ribozyme (GUC 308 5+19 und GUC 548 9+9) wurden mit steigenden

Mengen an NR1-RNA (5, 15 und 40ng/µl) für 2 Stunden inkubiert. Nach dem Stoppen der Reaktion wurde der

Ansatz 15 min bei 37°C inkubiert und anschließend durch Elektrophorese (6%igen PAA-Gel, denaturierend)

und Autoradiographie analysiert. Zu sehen sind die Hybridisierung der radioaktiven Hammerhead-Ribozyme

an die NR1-Substrat-RNA (HHR+S) und an das kürzere Spaltprodukt (HHR+P2).

6.2.1.3 Etablierung eines quantitativen zellulären Testsystems

Um das Repressionspotential der Hammerhead-Ribozyme in Zellkultur quantitativ erfassen

zu können, wurde analog zu Kawasaki und Kollegen (1996) ein Plasmid konstruiert, in dem

ein Fusionsprotein aus einem N-terminalen Teil von NR1 mit der Luziferase unter Kontrolle

des CMV-Promotor hergestellt wird (Abbildung 33 A). Für die Luziferase als Reportergen

entschieden wir uns, da deren  Aktivität über 5 Größenordnungen linear erfaßt werden kann.

Die Konstruktion des finalen Reporterplasmids erfolgte in mehreren Schritten (Konstruktion

siehe Anhang). Zuerst wurde das Plasmid pUHD(NR1_1445)-131-1 in drei

aufeinanderfolgenden Klonierungsschritten angefertigt, in dem der kodierende Bereich der

5´ UTR und der ersten 390 Aminosäuren der Spleißvariante NR1-1a an das Leserater der

Luziferase fusioniert ist. Die Größe des an den N-Terminus der Luziferase fusionierten Teils

von NR1 entspricht jenem, der als RNA in den in vitro Experimenten verwendet wurde.

Dieser Bereich endet deutlich vor der ersten Transmembrandomäne, so daß das Protein

keine hydrophoben Sequenzen enthält, die zu Problemen führen könnten. Bereits in diesem

Vektor steht das Fusionsprotein unter der Kontrolle des CMV-Promotors. Im folgenden
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wurde das NR1-Luziferase-Fusionprotein noch verfeinert, indem das Startkodon der

Luziferase durch einen ortsspezifischen Nukleotidaustausch inaktiviert wurde und

anschließend der Bereich des Startkodon für NR1 durch eine in vitro Mutagenese in eine

optimale Kozak-Sequenz umgewandelt wurde (Kozak et al., 1991). Zudem wurde eine sehr

stabile Stammstruktur aus dem Bereich der 5´ UTR entfernt, um sicherzustellen, daß diese

nicht einen negativen Einfluß auf die Expressionsrate hat. Die Expressionseinheit des

finalen Konstruktes pUHD(NR1_opt3)-131-1 ist in Abbildung 33 A dargestellt.

Zur Überprüfung der Funktionalität sowie zur Bewertung der einzelnen Modifikationen

wurden die Plasmide aller Versionen des NR1-Luziferase Fusionsproteins jeweils

zusammen mit dem Plasmid pUHD 16-1 in HtTA-Zellen kotransfiziert. Das Plasmid pUHD

16-1 enthält das Gen für die ß-Galaktosidase durch den CMV-Promotor exprimiert und dient

zur Normierung der Transfektionseffizienz. Als Vergleich diente eine äquivalente

Kotransfektion des Plasmids pUHD 131-1 MCS, in dem das Gen der Luziferase unter

Kontrolle des CMV Promotors steht. In den Transfektionsexperimenten ließ sich zwischen

den einzelnen Varianten des NR1-Luziferase Fusionsproteins kein signifikanter Unterschied

bezüglich der Luziferaseaktivität feststellen. Alle Konstrukte wiesen eine ähnliche Aktivität

des NR1-Luziferaseproteins auf, die zwar nur 2,5 % der Aktivität der vom CMV Promotor

getriebenen Luziferase entspricht aber für unsere Zwecke ausreichend hoch war. Auch war

in einem Westernblot durch die Verwendung eines polyklonalen Antikörpers gegen die

Luziferase mit den Extrakten der Transfektionen die korrekte Bande des Fusionsproteins

nachzuweisen (Abbildung 33 B). Ein Northern-Blot bestätigte die korrekte Größe des

Transkripts (Daten nicht gezeigt). Es ist daher davon auszugehen, daß die

Translationsinitiation bereits in der ersten Version des NR1-Luziferase-Fusionsproteins in

gewünschter Weise funktionierte.

Desweiteren wurde über die Verwendung eines alternativen Promotors zur Expression des

NR1-Luziferase-Fusionsproteins nachgedacht. Dieser  Promotor sollte deutlich schwächer

sein als der CMV-Promotor, um so die Wirksamkeit der Ribozyme abhängig vom

Expressionsniveau des Reportersgens untersuchen zu können. Dafür schien der Promotor

des Elongationsfaktors 1 (EF1 ) als geeignet. In transienten Transfektionsexperimenten

der Plasmide pUHD 131-1 und pUHD 131-EF1a, in denen das Gen der Luziferase unter der

Kontrolle des CMV bzw. EF1 Promotor steht, war der EF1 Promotor durchgehend um

einen Faktor 100 schwächer als der CMV Promotor (Daten nicht gezeigt). Aufgrund dieser

Daten wurde nun abschließend ein Plasmid namens pUHD (NR1_opt3)-131-EF1a

konstruiert, in dem der EF1 Promotor die Expression des NR1-Luziferase-Fusionsproteins

kontrolliert. Wie in späteren Experimenten zu sehen ist, erreicht man in HtTA unter

äquivalenten transienten Transfektionsbedingungen mit pUHD (NR1_opt3)-131-EF1a

ungefähr ein Zehntel der Luziferaseaktivität von pUHD (NR1_opt3)-131-1  (Abbildung 34
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B). In PC12-tTA Zellen sind die erzielten Luziferaseaktivitäten mit dem EF1 Promotor nur

geringfügig niedriger als mit dem CMV Promotor (Daten nicht gezeigt).

Damit standen die beiden Reporterplasmide pUHD (NR1_opt3)-131-1 und pUHD

(NR1_opt3)-131-EF1a  zur Verfügung, mit denen die Wirksamkeit der Ribozym

vermittelten Repression über einen Expressionsbereich des zu regulierenden Gens von zwei

Größenordnungen untersucht werden konnte (siehe nächstes Kapitel).

Schließlich wurden auch HtTA Zellinien hergestellt, in denen das NR1-Luziferase-

Fusionsprotein stabil prdouziert wird. Dazu wurden die Plasmide pUHD (NR1_1445)-131-1

und pUHD (NR1_opt3)-131-1 verwendet. Diese wurden mit Hind III linearisiert und im

molaren Verhältnis 20 : 1 mit dem durch Pvu II linearisierten Vektor pX343 in HtTA Zellen

kotransfiziert. Der Vektor pX343 enthält das Gen für die Hygromycinresistenz unter

Kontrolle des SV40 Promotors. Aus der Selektion mit Hygromycin resultierten insgesamt 76

resistente Klone, von denen 25 Klone keine meßbare Luziferaseaktivität aufwiesen. Aus den

restlichen Klonen wurden fünf ausgewählt, die bei ihrer initialen Charakterisierung ein

Expressionspektum von 2000 rlu/µg (NR1-18) bis 50000 rlu/µg (NR1-16) abdeckten.

Nachdem die Klone anschließend durch mehrere Passagen gegangen waren, zeigten nun drei

eine Luziferaseaktivität zwischen 100000 und 300000 rlu/µg und zwei Klone hatten eine

niedrigere Aktivität zwischen 2000 rlu/µg und 5000 rlu/µg behalten (Abbildung 33 C).

Proteinextrakte dieser Klone zeigten in einem Westernblot mit einem polyklonalen

Antikörper gegen die Luziferase das NR1-Luziferasefusionsprotein in der korrekten Größe

von 112 kD mit Ausnahme der schwach exprimierenden Klone NR1-17 und NR1-69, bei

denen kein Signal nachzuweisen war (Daten nicht gezeigt). So standen uns für weitere

Experimente zwei Zellinien (NR1-17, NR1-69) mit niedriger und drei Zellinien (NR1-4,

NR1-16, NR1-18) mit hoher Luziferaseaktivität zur Verfügung.
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Abbildung 33: Herstellung von Zellinien mit stabil produziertem NR1-Luziferase-Fusionsprotein. (A)
Schematische Darstellung der Expressionskassette des NR1-Luziferase-Fusionsprotein der Plasmide

pUHD(NR1_opt3)-131-1 (oben) und pUHD(NR1_opt3)-131-EF1a (unten). In der hier gezeigten finalen

Version des NR1-Luziferase-Fusionsproteins ist der Bereich 5´ UTR und der ersten 390 Aminosäuren der NR1

mRNA mit optimierten Startkodon (NR1(AA 1-390)opt.) an das Luziferasegen mit deletiertem ATG

(Luziferase(-ATG)) fusioniert. Abkürzungen: SV40 pA: Polyadenylierungssignal der späten SV40-Gene (B)

Nachweis des NR1-Luziferase-Fusionsproteins mittels eines Western-Blots. Die Reporterkonstrukte

pUHD(NR1_1445)-131-1 (NR1), pUHD(NR1_opt2)-131-1 (NR1-opt2) und pUHD(NR1_opt3)-131-1 (NR1-

opt3) wurden in HtTA-Zellen transient transfiziert. Die Zellextrakte der Transfektionen wurden auf einem 10

% SDS-PAGE-Gel elektrophpretisch aufgetrennt und in einem Westernblot mittels eines polyklonalen

Antikörpers gegen die Luziferase analysiert. (C) Luziferaseaktivitäten ausgewählter HtTA-Zellinien, in denen

das Gen des NR1-Luziferase Fusionsprotein unter Kontrolle des CMV Promotors stabil exprimiert wird.

6.2.1.4 Evaluierung der Hammerhead-Ribozyme im zelluären Testsystem

Bevor nun die beiden Hammerhead-Ribozyme GUC 308 5+19 und GUC 548 12+12 im

zellulären System getestet werden konnten, sollten noch spezielle Expressionvektoren

entwickelt werden. Diese sollten die Möglichkeit eröffnen, von einem Ursprungsvektor aus

eine Expressionskassette, in der ein bidirektionalen Tet-regulierten Promotor die Expression

des Ribozyms und eGFP koreguliert, sowohl in einem Plasmidkontext für transiente

Transfektionsexperimente zu klonierien als auch in einem retroviralen Vektor zur

Herstellung stabiler Zellinien zu bringen. Um dies zu verwirklichen, wurde auf eine von

Rainer Löw ausgearbeiteten Klonierungsstrategie zur baukastenähnlichen Herstellung von
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bidirektionalen Tet-regulierten Expressionseinheiten zurückgegriffen. Dadurch entstand der

Vektor pRETRO3 (Konstruktion siehe Anhang), in dem der neu konstruierte Ptet bi-6 auf der

einen Seite von einer MCS und auf der anderen Seite von eGFP flankiert ist. In diesen

Vektor wurden nun die beiden Hammerhead-Ribozyme zwischen die Schnittstellen Sal I

und Pst I der MCS kloniert (Abbildung 34 A), wodurch Plasmide entstanden (pRETRO3

GUC 308 5+19 und pRETRO3 GUC 548 12+12) aus denen die bidirektionale

Expressionskassettte unter Verwendung der Schnittstellen Bgl II und Not I freigesetzt und in

die entsprechenden Plasmide eingebaut werden konnte.

6.2.1.4.1 Bestimmung der Regulation vermittelt durch Tet-regulierte Ribozyme in
transienten Transfektionsexperimenten

Zur transienten Expression der beiden Ribozyme GUC 308 5+19 und GUC 548 12+12

wurden die Vektoren pBI7 GUC 308 5+19 und pBI7 GUC 548 12+12 entwickelt, wie im

Anhang detailliert beschrieben ist. Dazu wurde die bidirektionale Transkriptionseinheit aus

den entsprechenden pRETRO3-Konstrukten freigesetzt und in einen Plasmidkontext

kloniert, so daß beiden Tet-regulierten Gene durch Polyadenylierungsstellen flankiert sind

und damit koexprimiert werden können (Abbildung 34 B).

Um die Wirksamkeit der Ribozyme in Zellkultur zu prüfen wurden die Reporterplasmide

pUHD (NR1_opt3)-131-1 und pUHD (NR1_opt3)-131-EF1a eingesetzt. Dazu wurde das

Reporterplasmid zusammen mit dem pBI7 Plasmid des entsprechenden Ribozyms und

pUHD16-1 durch Elektroporation in HtTA-Zellen transfiziert. Der Transfektionsansatz

wurde geteilt, wobei eine Hälfte in Abwesenheit und die andere Hälfte in Anwesenheit

kultiviert wurde. Durch die Variation der Mengen an transfizierter DNA der entsprechenden

Reporterplasmide erzeugt man für das Gen des NR1-Luziferase-Fusionsproteins

Expressionsniveaus, die einen Aktivitätsbereich von zwei Größenordnungen abdecken. Die

aus den Proteinextrakten ermittelten und auf zwei Arten normierten Luziferaseaktivitäten

zeigten jedoch keinen signifikanten Unterschied zwischen den Zellen, die in An- und

Abwesenheit von Dox gehalten wurden (Abbildung 34 B). Auch zwischen den

Transfektionen der pBI7 Plasmiden und Kontrollansätze, in denen der nur eGFP

exprimierende Vektor pBI7 MCS transfiziert wurde, zeigte sich kein signifikanten

Unterschied. Die gleichen Ergebnisse erhält man auch wenn PC12-tTA Zellen verwendet

wurden (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 34: Koexpression von Hammerhead-Ribozymen mit dem NR1-Luziferase-Fusionsprotein in
transienten Transfektionsexperimenten. (A) Schematischer Aufbau der Ptetbi-6 kontrollierten

Transkriptionseinheit in den Plasmiden vom Typ pRETRO3. Ptet bi-6: Tet-regulierter bidirektionaler Promotor,

in dem ein Oktamer aus wildtyp Tet-Operatoren (tetO)8 von zwei CMV-Minimalpromotoren vom Typ Pmin-1

flankiert ist HH-Ribozym: Hammerhead-Ribozym. Relevante Restriktionsschnittstellen sind angegeben (B)

Schematischer Aufbau der pBI7-Ribozymkonstrukte. Ptet bi-6: s.o.; SV40pA: Polyadenylierungssignal der

späten Gene von SV40; ß-Globin pA: Polyadenylierungssignal von ß-Globin (C) Evaluierung der pBI7-

Ribozymkonstrukte im transienten Testsystem. 5µg der Konstrukte pBI7 GUC 308 5+19, pBI7 GUC 548

12+12 und pBI7 MCS (Kontrolle) wurden jeweils zusammen mit unterschiedlichen Mengen des

Reporterplasmids pUHD (NR1_opt3)-131-1 (10C: 10µg) oder pUHD (NR1_opt3)-131-EF11E: 1µg; 10E

10µg)in HtTA-Zellen elektroporiert. Die Zellen eines Ansatzes wurde eine Hälfte in Abwesenheit, die andere

Hälfte der Zellen in Anwesenheit kultiviert. Von einem kleinen Teil der Zellen ohne Dox wurde die

Transfektioneffizienz durch FACS-Analyse des exprimierten eGFPs bestimmt. Aus dem Lysat des größeren

Teils der Zellen wurde die Luziferaseaktivität und der Proteingehalt bestimmt. Die Luziferaseaktivität ist

normiert auf 100% Transfektionseffizienz.  (D) Evaluierung der Regulation der Hammerhead-Ribozyme auf

der Ebene der RNA. Die Plasmide pBI7 GUC 308 5+19 und pBI7 GUC 548 12+12 wurden transient in Zellen

der Linie NR1-16 transfiziert. Die transfizierten Zellen wurden zum einen  in der Abwesenheit (-Dox), zum

anderen in Anwesenheit von Dox (+Dox) kultiviert. Anschließend wurde aus den Zellen die RNA gewonnen,

die mit einem 1%igen denaturierenden Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt und in einem Northernblot

mit spezifische Hybridisierungssonden analysiert wurde. Die Abbildung zeigt die erhaltenen Sigale für die

mRNAs  von eGFP, des NR1-Luziferase-Fusionsproteins und der 18S RNA als Kontrolle.

Die Analyse einer Transfektion der pBI7 Plasmide in die Zellinie NR1-16 auf der Ebene der

RNA stimmt zum größten Teil mit den bereits erzielten Ergebnissen überein. Während die
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Regulation der Expression von eGFP sehr schön gezeigt werden konnte (Abbildung 34 C),

sind die Hammerhead-Ribozyme nicht nachzuweisen (Daten nicht gezeigt), wodurch eine

fehlende Regulation erklärbar wäre. Allerdings konnte im Falle des Ribozyms GUC 308

5+19 eine in zwei unabhängigen Experimenten auftretende geringfügige Reduktion der

RNA des NR1-Luziferase-Fusionsproteins gezeigt werden. Durch dieses Ergebnis bestand

die berechtigte Hoffnung, in Zellen mit stabiler und hoher Ribozymexpression eine

Steigerung dieser Reduktion zu bekommen.

6.2.1.4.2 Bestimmung der Regulation vermittelt durch Tet-regulierte Ribozyme in
tripelstabilen Zellen

Die Herstellung von Zellen, die alle Komponenten des zellulären Testsystems (tTA, NR1-

Luziferase-Fusionsprotein und Tet-regulierte Ribozyme) stabil in der chromosomalen DNA

integriert haben, sollte durch eine Infektion der NR1-Zellinien durch Retroviren erreicht

werden, die die bidirektionale Expressionskassette des Ribozyms und eGFP beinhalten.

Dazu mußte zunächst der entsprechende virale Vektor zur Produktion dieser Retroviren

entwickelt werden. Das verwendete virale Ausgangskonstrukt  SF2 war von Rainer Löw

konstruiert worden und basiert auf auf einer von Dirk Lindemann beschriebenen SIN-

Variante des murinem Moloney Leukämieviruses MuMLV (Lindemann et al., 1997, Rainer

Löw, unpublizierte Daten). In den retroviralen Vektoren vom Typ SF2 HHCCG

(Konstruktion siehe Anhang) koreguliert Ptet bi-6 das Ribozymgen, dem das

Polyadenylierungssignal der späten SV40-Gene folgt und eGFP, welches das

Polyadenylierungssignals in der 3´ LTR des Viruses verwendet (Abbildung 35 A). Die

Produktion der Viren erfolgte durch eine transiente Transfektion der entsprechenden

retroviralen Vektoren in die „Verpackungszellinie“ 293 GPG (Ory et al., 1996).

Mit den produzierten Retroviren der Konstrukte der Ribozyme GUC 308 5+19 und GUC

548 12+12 wurde nun die Zellinie NR1-4 infiziert. Anschließend wurden die eGFP

exprimierenden Zellen mit einer FACS-Maschine aussortiert. Dabei benötigte man zwei bis

drei sequenzielle Sortierungen, um den Anteil der eGFP positiven Zellen auf über 90 %

anzureichern. Diese angereicherten Zellpopulationen wurden dann in Abwesenheit bzw.

Anwesenheit von Dox kultiviert. Bedingt durch die hohe Halbwertszeit von eGFP dauerte es

ca. drei Wochen, um ein konstantes FACS-Spektrum von eGFP im nichtinduzierten Zustand

zu erhalten. Von diesen induzierten und nicht induzierten Zellpopulationen wurden

anschließend Proteinextrakte angefertigt und aus ihnen die Luziferaseaktivität, normiert auf

den Proteingehalt, bestimmt. Aufgrund technischer Probleme mit den damals in der

Etablierungsphase befindlichen Retroviren gelang nur die Erzeugung einer stabilen

Zellpopulation des Ribozyms GUC 308 5+19. Diese zeigt eine sehr hohe Expression im
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angeschalteten Zustand, verbunden allerdings mit einer ebenfalls hohen Basalaktivität von

eGFP im nichtinduzierten Zustand (Daten nicht gezeigt). Diese Regulation hatte allerdings

keinen Effekt auf die Expression des NR1-Luziferase-Fusionsprotein (Daten nicht gezeigt).

Diese Tatsache bestätigte sich auch in der Analyse von aussortieren Einzelzellinien aus

verschiedenen stabilen Zellpopulationen für GUC 308 5+19, bei denen die Regulation von

eGFP und des NR1-Luziferase-Fusionsproteins sowohl auf funktioneller Ebene (Abbildung

35 B: Luziferaseaktivitäten nicht gezeigt) als auf auf RNA-Ebene mittels Northern-Blot

untersucht wurde (Abbildung 35 C). Damit konnte die beobachtete geringfügige Reduktion

in den transienten Experimenten nicht bestätigt werden.

Abbildung 35: Expression des NR1-Luziferase-Fusionsproteins in Anwesenheit eines Hammerhead-
Ribozyms in tripelstabilen Zellen. (A) Schematische Darstellung des Vektors zur Produktion von Retroviren,

in denen Ptet bi-6 die Expression der Hammerhead-Ribozyme und des Gens von eGFP koreguliert

(Abkürzungen: LTR: „long terminal repeat“-Region; sonst siehe Abbildung 34) (B) Visualisierung der

Regulation von eGFP durch FACS-Spektren in Ab und Anwesenheit von Dox in den Zellklonen E12 und H7,

isoliert aus einer Zellpopulation, die durch die Transduktion der Zellinie NR1-4 mit dem Retrovirus, in dem

eGFP und das Hammerhead-Ribozym GUC 308 5+19 unter Kontrolle von Ptet bi-6 stehen, hergestellt wurde.

(C) Analyse der Zellklone E12 und H7 auf der Ebene der RNA. Zellen der entsprechenden Klone wurden in

Abwesenheit (-Dox) und in Anwesenheit von Dox (+Dox) kultiviert. Aus den Zellen wurde RNA isoliert, diese

auf einem 1%igen denaturierenden Agarosegel elektrophoretisch getrennt und in einem Northernblot mit

spezifischen Hybridisierungssonden analysiert. Die Abbildung zeigt die erhaltenen Signale für die mRNAs von

eGFP und des NR1-Luziferase-Fusionsproteins.
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6.2.1.5 Evaluierung von Hammerhead-Ribozymen eingebaut in eine Träger-RNA

Es stellte sich nun die Frage, ob die Wirksamkeit der Ribozyme im zellulären Testsystem

dadurch zu verbessern wäre, indem man die intrazelluläre Halbwertszeit des Ribozyms

erhöht. Dies wäre denkbar durch den Einbau des Ribozyms ohne Beeinträchtigung seiner

katalytischen Aktivität in eine intrazellulär sehr stabilen RNA. Zu diesem Zweck wurde die

adenoviral assoziierte  vaI-RNA des Adenoviruses Typ 2 verwendet (Akusjärvi et al., 1980).

Die 155 nt lange vaI-RNA bildet eine sehr stabile Sekundärstruktur aus und assoziiert mit

zellulären Proteinen unter Bildung von Ribonukleoprotein, was der RNA eine hohe

Stabilität und hohe Resistenz gegenüber intrazellulären Nukleasen verleiht. Zudem

beinhaltet die vaI-RNA einen sehr starken internen RNA Polymerase III Promotor, der in

vielen Zelltypen aktiv ist und  zur Akkumulation von bis zu 107 RNA-Molekülen pro Zelle

führt (Mathews und Shenk, 1991).

Beim Einbau der Ribozyme wurden zwei publizierte Strategien verfolgt. Zum einen

verwendeten wir eine von Lieber und Strauss beschriebene Variante der vaI-RNA, vaL

(Lieber und Strauss, 1995). In dieser Variante wurde, um mögliche Basenpaarungen des

Ribozyms mit der vaI-RNA zu verhindern, in dem Bereich von Stamm 7 bis Schleife 9 der

RNA (Nomenklatur siehe Ma et al.,1996) eine stabile Stammstruktur ersetzt, in dessen

Schleife das entsprechende Ribozym eingesetzt werden kann (Abbildung 36 A). Dies

erreicht man durch die Klonierung der bereits verwendeten DNA-Oligonukleotide für die

entsprechenden Ribozyme zwischen die SalI und Pst I Schnittstelle des Vektors pGvaL, der

uns von den Autoren zur Verfügung gestellt wurde. Solche vaL-RNA-Ribozym-Chimären

wurden für die Ribozyme GUC 308 5+19 und GUC 548 12+12 konstruiert. Diese Ribozyme

wurden auf ihre katalytische Aktivität in vitro in äquivalenten Experimenten wie in Kapitel

6.2.1.2 getestet, wobei ähnliche Spaltungseffizienzen ermittelt wurden (Daten nicht gezeigt).

In der anderen Strategie (Prislei et al., 1997) ersetzt das Ribozym, auf jeder Seite lediglich

flankiert von 4 Adenosinen, direkt den Bereich von Stamm 7 bis Schleife 10 der vaI-RNA

(Abbildung 36 B). Die entsprechenden Konstrukte der Ribozyme  GUC 308 5+19 und GUC

548 12+12, va genannt, wurden durch eine inverse PCR mit entsprechenden DNA-

Oligonukleotiden unter Verwendung des Plasmid pGva als Matrize hergestellt.

Diese Konstrukte wurden nun in transienten Kotransfektionsexperimenten mit den

Reporterplasmiden pUHD (NR1_opt3)-131-1 und pUHD (NR1_opt3)-131-EF1a getestet.

Dabei wurde die erzielten Luziferaseaktivitäten der Transfektionsansätze mit den

Ribozymen vaL GUC 308 5+19, vaL GUC 548 12+12 und va GUC 308 5+19 mit dem

Ansatz der vaL RNA ohne Ribozym verglichen. Dabei zeigte sich über den Bereich von
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zwei Größenordnungen keine Reduktion der Aktivität des NR1-Luziferase-Fusionsprotein

durch die Ribozyme (Abbildung 36 C).

Analysiert man die Transfektionsansätze auf der Ebene der RNA, lassen sich wie erwartet

die verschiedenen vaL-RNAs eindeutig nachweisen, aber ebenso eindeutig ist kein

Unterschied in den Expressionsniveaus des NR1-Luziferase-Fusionsproteins festzustellen

(Abbildung 36 D).

Abbildung 36: Expression des NR1-Luziferase-Fusionsproteins in Gegenwart eine va-RNA integrierten
Hammerhead-Ribozymen (A) Schematischer Darstellung der vaL-RNA Hammerhead-Ribozyme (B)

Schematischer Darstellung der va-RNA Hammerhead-Ribozyme (C) Evaluierung der va-RNA-

Ribozymkonstrukte im transienten Testsystem. 10 µg der Konstrukte pGvaL GUC 308 5+19, pGva GUC 308

5+19, pGvaL GUC 548 12+12 und pGvaL wurden jeweils zusammen mit 5 µg pUHD34-1 unterschiedlichen

Mengen des Reporterplasmids pUHD (NR1_opt3)-131-1 (1C: 1µg; 10C: 10µg) oder pUHD (NR1_opt3)-131-

EF1a 1E: 1µg; 10E 10µg)in HtTA-Zellen elektroporiert. Die transfizierten Zellen wurden 24 h kultiviert,

anschließend lysiert und von den Extrakten die Luziferaseaktivität und der Proteingehalt bestimmt. Die

Luziferaseaktivität ist normiert auf 100% Transfektionseffizienz. Die Transfektionseffizienz wurde durch eine

FACS-Analyse des von dem Plasmid pUHD34-1 exprimierten eGFPs bestimmt. (D) Evaluierung der

Wirksamkeit der va-RNA-Ribozyme auf der Ebene der RNA. Die Plasmide pGvaL, pGvaL GUC 308 5+19

und pGvaL GUC 548 12+12 wurden in Zellen der Linie NR1-16 transfiziert und diese für 24 h in Kultur
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gehalten. Aus diesen Zellen wurde die RNA isoliert, die auf einem 1%igen denaturierenden Agarosegel

elektrophoretisch getrennt und in einem Northernblot mit verschiedenen spezifischen Hybridisierungssonden

analysiert wurde. Die Abbildung zeigt die erhaltenen Sigale für die mRNAs des NR1-Luziferase-

Fusionsproteins, der va-RNAs und der Actin mRNA als Kontrolle.

6.2.2 RNA-Padlocks

6.2.2.1 In vitro Charakterisierung der RNA-Padlocks

In einer Kollaboration mit der Firma Somagenics wurde für die beiden

Hybridiserungsbereiche der Ribozyme GUC 308 5+19 und GUC 548 12+12 von Dr. Sergei

Kasakov entsprechende RNA-Padlocks entworfen. Der schematische Aufbau der beiden

RNA-Padlocks, AR1.308 und AR1.548 genannt, und die beiden verwendeten Antisense-

Sequenzen sind in Abbildung 37 gezeigt. Dabei handelt es sich um RNA-Padlocks der

zweiten Generation, in denen eine Zusatzsequenz, die sich in der Schleifenstruktur der

Antisense-Sequenz befindet, die Sequenz für die Selbstligation blockiert und diese erst

durch die Bindung der Antisense-Sequenz an die NR1-RNA freigibt. So soll eine frühzeitige

Zirkularisierung verhindert werden.

Abbildung 37: Schematische Aufbau der RNA-Padlocks. Die Abbildung zeigt den schematischen den

modularen Aufbau eines RNA-Padlocks aus einer Hairpin-Ribozym und einer Schleifenstruktur, der die

Antisense-Sequenz beinhaltet. Die Tabelle zeigt die verwendeten Antisense-Sequenzen für die entsprechenden

RNA-Padlocks.

Die Produktion der RNA-Padlocks sollte ebenfalls durch eine in vitro Transkription

erfolgen. Dazu wurden die Vektoren pSKII+ AR1.308 und pSKII+ AR1.548 hergestellt, in

denen die Padlocks durch den T7 Promotor transkribiert werden können.

In den in vitro Experimenten sollte die Bindung der RNA-Padlocks an die NR1-RNA

demonstriert werden. Dazu wurde zunächst eine intern radioaktiv markierte NR1-RNA der
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Länge 1013 nt durch eine in vitro Transkription mit T7-RNA-Polymerase synthetisiert und

über ein natives PAA-Gel gereinigt. Diese NR1-RNA wurde dann mit den RNA-Padlocks

inkubiert. Dem Reaktionsansatz entnahm man zu verschiedenen Zeitpunkten Aliquots, die

nach einer weiteren Inkubation in Formamidprobenpuffer bei 37°C zur Hälfte auf ein

denaturierenden und ein natives PAA-Gel aufgetragen und elektrophoretisch getrennt

wurden. Die Signale der Banden wurden durch Autoradiographie sichtbar gemacht.

Abbildung 38 A zeigt die Ergebnisse der denaturierenden PAA-Gele, die einen Aufschluß

über die Geschwindigkeit der kovalenten Komplexbildung zwischen dem RNA-Padlock und

der NR1-RNA geben sollen. In Abbildung 38 B sind die Ergebnisse der nativen PAA-Gele

zu sehen, in denen die Geschwindigkeit der Hybridisierung der RNA-Padlocks an die RNA

gezeigt wird.

Beide RNA-Padlocks zeigen eine erstaunlich schnelle Komplexbildung mit der Substrat-

RNA. Innerhalb der ersten Minute werden 49,0% (AR1.308) bzw. 73,6 % (AR1.548) der

NR1-RNA komplexiert. Danach verläuft der Prozeß der Komplexbildung deutlich

langsamer, so daß nach drei Stunden 95,2% der NR1-RNA mit AR1.308 und 87,6 % der

NR1-RNA mit AR1.548 assoziiert sind. Desweiteren lässt sich im Falle der Hybridisierung

zur Substrat-RNA ein deutlicher Unterschied zwischen den beiden Padlocks beobachten.

Während der Zeitverlauf der Hybridisierung und der Komplexbildung von AR1.308 sehr

ähnlich verlaufen, sind im Falle von AR1.548 bereits nach einer Minute alle Moleküle der

Substrat-RNA von dem RNA-Padlock komplexiert.

Abbildung 38: Kinetik der RNA-Padlock Wechselwirkung. (A) Kinetik der Komplexbildung zwischen den

RNA-Padlocks und der NR1-RNA als Substrat. Intern radioaktiv markierte NR1-RNA der Länge 1013 nt

wurde mit den RNA-Padlocks AR1.308 bzw. AR1.548 inkubiert und dem Reaktionsansatz zu verschiedenen
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Zeitpunkten Aliquots entnommen. Nach 15 minütiger Inkubation mit Formamidpuffer wurde die Hälfte eines

jeden Aliqutos auf ein denaturierendes 6%iges PAA-Gel aufgetragen und elektrophoretisch aufgetrennt. Die

autoradiographischen Aufnahmen des Gele zeigen die Fraktionen der nichtkomplexierte (S) und komplexierten

(Pd+S) NR1-RNA. Anteil der Komplexierung: AR1.308: 1 min: 49,0%; 15 min: 64,0%; 30 min: 70,1%; 75

min: 81,2%; 135 min: 87,8%; 180 min: 95,2%. AR1.548: : 1 min: 73,6%; 15 min: 74,1%; 30 min: 74,9%; 75

min: 86,0%; 135 min: 80,8%; 180 min: 87,5%  (B) Kinetik der Hybrisierung zwischen den RNA-Padlocks und

der NR1-RNA als Substrat. Die andere Hälfte der eines jeden Aliquots der obigen Reaktionsansätze wurde auf

ein natives 4%iges PAA-Gel aufgetragen und elektrophoretisch aufgetrennt. Die Abbildung zeigt die

Autoradiographie der Gele. Anteil der Hybridisererung (gemessen an der Abnahme der nichthybridisierten

NR1-RNA bzüglich der Kontrolle): AR1.308: 1 min: 42,2%; 15 min: 55,1%; 30 min: 60,9%; 75 min: 80,0%;

135 min: 90,5%; 180 min: 94,7%.

In einem weiteren Experiment sollte nun noch die direkte Bindung der RNA-Padlocks an die

NR1-RNA gezeigt werden. Dies sollte die Möglichkeit ausschließen, daß die beobachtete

Änderung im Laufverhalten der NR1-RNA auf einer veränderten Sekundärstruktur unter der

allosterischen Wirkung der Padlocks beruht. Zu diesem Zweck wurden die RNA-Padlocks

durch eine in vitro Transkription intern radioaktiv markiert und anschließend die

radioaktiven RNA-Padlocks mit zunehmenden Mengen an nichtmarkierter NR1-RNA über

einen Zeitraum von zwei Stunden inkubiert. Die Hybridisierungsreaktionen wurden dann

mit Formamidprobenpuffer gestoppt bevor die Ansätze in zwei Hälften geteilt wurden von

denen eine Hälfte für 15 min bei 37°C und die andere Hälfte für 3 min bei 90°C inkubiert

wurde. Abbildung 39 zeigt die elektrophoretische Analyse der Proben, die nach der

Hybridisierung bei 37 °C inkubiert wurden. Man erkennt dabei deutlich, daß die RNA-

Padlocks in der nichtgebundenen Form in zwei Populationen vorhanden sind, in einer

zirkularen und einer linearen Form (Sergei Kasakov, persönliche Mitteilung). Ferner ist

deutlich zu sehen, daß die Padlocks an die NR1-RNA binden und zwar bei steigender

Konzentration der Substrat-RNA in zunehmenden Maße. Die dadurch resultierende

Abnahme der Padlocks verläuft in beiden freien Populationen gleich.
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Abbildung 39: Komplexbildung radioaktiv  markierter RNA-Padlocks mit der NR1-Substrat-RNA.  Die
intern radioaktiv markierten RNA-Padlocks AR1.308 bzw. AR1.548 wurden mit unterschiedlichen Mengen an

NR1-RNA der Länge 1013 nt für 2 Stunden inkubiert. Nach Zugabe von Formamidprobenpufferpuffer wurde

eine Hälfte des Reaktionsansatzes für 15 min bei 37°C inkubiert, bevor diese auf ein 6%iges denaturierendes

PAA-Gel aufgetragen und elektrophoretisch getrennt wurde. Die Abbildung zeigt die Autoradiographie eines

solchen Gels mit den Signalen der zirkulären (Pd(zirk.)) und linearen (Pd(lin.))RNA-Padlocks und des

Bindungskomplexes zwischen der NR1-RNA und den RNA-Padlocks (Pd+S)

6.2.2.2 Evaluierung der RNA-Padlocks im zellulären Testsystem

6.2.2.2.1 Überprüfung der Wirksamkeit der RNA-Padlocks in transienten

Expressionsexperimenten

Bevor man mit der Evaluierung der RNA-Padlocks im zellulären Testsystem begann,

wurden nochmals neue bidirektionale Tet-regulierte Expressionsvektoren entwickelt. In

diesen sollten zur Produktion der katalytischen RNAs zwei verschiedene

Minimalpromotoren verwendet werden. Zum einen wurde wie in den vorherigen

Konstrukten der bewährte CMV-Minimalpromotor Pmin-1 verwendet, der den Bereich des
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CMV-Promotors von –53 bis +75 umfasst. Dieser Bereich enthält allerdings neben der

TATA-Box und einen Inr-Element noch die Bindungsstellen für den Transkriptionsfaktor

LTF A/B und zwar von Nukleotid +31 bis +75 (Ghazal und Nelson, 1991). Der zweite

CMV-Minimalpromotor  Pmin-3  umfaßt den Bereich von –53 bis +12 und enthält dadurch nur

noch die TATA-Box und das stark konservierte Inr-Element. Durch diese Veränderung wird

zum einen die Sequenz der 5´ UTR kürzer, womit eine potentiell mögliche Inaktivierung der

RNA-Padlocks durch Hybridisierung mit der 5´ UTR minimiert wird. Zum anderen sollte

die geringe Basalaktivität des Tet-regulierten Promotors dadurch weiter erniedrigt werden,

da dieser verkürzte Minimalpromotor nur noch Elemente enthält, die für die basale

Transkription verantwortlich sind.

Die neu konstruierten Vektoren vom Typ pBI8 MCS enthalten alle einen Tet-regulierten

bidirektionalen Promotor, der auf einer Seite der 7 Wildtyp Tet-Operatoren den

Minimalpromotor Pmin-1 enthält und dort die Expression von eGFP kontrolliert. Auf der

anderen Seite ist entweder Pmin-1 (pBI8(+75) MCS) oder Pmin-3 (pBI8(+12)MCS) angebracht,

denen jeweils eine MCS folgt. In beide Vektoren wurde in diese MCS zwischen die

Schnittstellen Sal I und Pst I abschließend das entsprechenden RNA-Padlocks kloniert, was

zu den in Abbildung 40 A dargestellten Expressionkassetten führt. Die Klonierungen sind

im Anhang detailliert beschrieben.

Zur quantitativen Erfassung der Regulationsunterschiede der beiden CMV-

Minimalpromotoren wurden zunächst die Plasmide pBI8(+12) und pBI8(+75) hergestellt, in

denen das Gen der Luziferase unter der Kontrolle der Minimalpromotoren Pmin-3  bzw. Pmin-1

steht. Diese Plasmide wurden im transienten Expressionssystem (PC12-tTA Zellen) in An-

und Abwesenheit von Dox überprüft. Die Bestimmung der Luziferaseaktivität ergab, daß der

neu konstruierte Promotor Pmin-3  funktional ist. In den PC12-tTA Zellen zeichnet er sich

durch eine niedrigere Basalaktivität im abgeschalteten Zustand gegenüber Pmin-1 aus,

wodurch sich der Regulationsfaktor zwischen dem an- und abgeschalteten Zustand von 179

auf 543 steigern ließ. Allerdings geht die abgesenkte Basalaktivität auch mit einer

Erniedrigung der Maximalaktivität um 50 % einher (Daten nicht gezeigt). Diese

Eigenschaften wurden später auch in HtTA-Zellen bestätigt (Christiane Schirra-Müller,

unveröffentliche Daten).

Um das Repressionspotential der RNA-Padlocks zu prüfen wurden zunächst transiente

Kotransfektionsexperimente der Expressionsvektoren pBI8(+75) AR1.308 und pBI8(+75)

AR1.548 unter Verwendung der Reporterplasmide pUHD (NR1_opt3)-131-1 und pUHD

(NR1_opt3)-131-EF1a durchgeführt. Analog wie bei der Evaluierung der Hammerhead-

Ribozyme wurden dabei verschiedene Mengen des jeweiligen Reporterplasmids zusammen

mit dem Expressionsvektors des entsprechenden RNA-Radlocks durch Elektroporation

kotransfiziert. Der Transfektionsansatz wurde geteilt und eine Hälfte in Abwesenheit, die
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andere Hälfte in Anwesenheit von Dox inkubiert. Wie in Abbildung 40 B zu sehen ist, zeigt

die Analyse der Luziferaseaktivität der entsprechenden Zellextrake keinen Effekt der RNA-

Padlocks auf die Produktion des NR1-Luziferase-Fusionsprotein bei allen getesteten

Expressionsniveaus (Abbildung 40 B). In der Analyse eines solchen Transfektions-

experimentes auf der Ebene der RNA können jedoch im Gegensatz zu den Hammerhead-

Ribozymen die RNAs beider regulierter Gene eindeutig nachgewiesen werden (Abbildung

40 C). Daher ist von einer Unwirksamkeit dieser RNA-Padlocks zur Inhibition der

Translation von NR1 auszugehen.

Dieser Umstand konnte weder durch den Einsatz der pBI8(+12) Expressionsvektoren noch

durch den Einsatz des CTE-Elements (Gruter et al., 1998) zur cytoplasmatischen

Lokalisation der RNA-Padlocks verbessert werden und war unabhängig von der für die

Experimente verwendeten Zellinie (Daten nicht gezeigt).

Abbildung 40: Überprüfung der Wirksamkeit der RNA-Padlocks im transienten Expressionssystem (A)
Schematische Darstellung der pBI8-Expressionsvektoren. Ptet bi-5: Tet-regulierter bidirektionaler Promotor, in

dem ein Heptamer aus wildtyp Tet-Operatoren (tetO)7 von zwei CMV-Minimalpromotoren vom Typ Pmin-1

flankiert ist; Ptet bi-7: Tet-regulierter bidirektionaler Promotor, in dem ein Heptamer aus wildtyp Tet-

Operatoren (tetO)7 von zwei CMV-Minimalpromotoren flankiert ist, von denen einer vom Typ Pmin-1 und der
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andere vom Typ Pmin-3 ist; SV40pA: Polyadenylierungssignal der späten SV40-Gene; ß-Globin pA:

Polyadenylierungssignal von ß-Globin (B) Quantitative Evaluierung der RNA-Padlocks im transienten

Testsystem. 5µg der Konstrukte pBI8(+75) AR1.308 und pBI8(+75) AR1.548 wurden jeweils zusammen mit

unterschiedlichen Mengen des Reporterplasmids pUHD (NR1_opt3)-131-1 (10C: 10µg) oder pUHD

(NR1_opt3)-131-EF1 1E: 1µg; 10E 10µg)in HtTA-Zellen elektroporiert. Die Zellen einer Hälfte des

Ansatzes wurde in Abwesenheit, die Zellen der anderen Hälfte in Anwesenheit von Dox kultiviert. Von einem

kleinen Teil der Zellen ohne Dox wurde die Transfektioneffizienz durch FACS-Analyse des exprimierten

eGFP bestimmt. Von dem Lysat des größeren Teils der Zellen wurde die Luziferaseaktivität und der

Proteingehalt bestimmt. Die Luziferaseaktivität ist normiert auf 100% Transfektionseffizienz.  (C) Nachweis

der RNA-Padlocks auf der Ebene der RNA. Die Plasmide pBI8(+75) AR1.308 und pBI8(+75) AR1.548

wurden transient in HtTA-Zellen transfiziert. Die transfizierten Zellen wurden zum einen in Abwesenheit (-

Dox), zum anderen in Anwesenheit von Dox (+Dox) kultiviert und daraus die RNA isoliert. Die isolierte RNA

der entsprechenden Ansätze wurden auf einem 1%igen denaturierenden Agarosegel elektrophoretisch getrennt

in einem Northernblot mit verschiedenen spezifischen Hybridisierungssonden analysiert. Die Abbildung zeigt

die erhaltenen Sigale für die RNA-Padlocks und die mRNAs  von eGFP. Als Kontrolle diente eine

unspezifische Hybridisierungsbande.

6.2.2.2.2 Überprüfung der Wirksamkeit der RNA-Padlocks in tripelstabiler
Zellpopulationen

Trotz der Unwirksamkeit der RNA-Padlocks in den transienten Expressionsexperimenten

sollte deren mögliche Wirksamkeit unter definierten Bedingungen in stabil transfizierten

Zellen überprüft werden. Zur Herstellung stabiler Zellpopulationen, die alle Elemente des

zellulären Testsystem und die Tet-regulierte Expressionskassette der RNA-Padlocks stabil

im Chromatin integriert haben,  wurden nicht wie im Falle der Ribozyme Retroviren mit

Tet-regulierbaren Transkriptionseinheiten verwendet. Stattdessen wurde linearisierte DNA

der Plasmide pBI8(+75) AR1.308 und pBI8(+75) AR1.548 in die Zellinie NR1-69

transfiziert. Nach 4 bis 5 Tagen wurden die eGFP exprimierenden Zellen über FACS

gewonnen. Durch drei aufeinander folgende Sortierungsrunden konnte dabei der Anteil von

1 bis 2 % auf über 90% angereichert werden. Bei den so erhaltenen Zellpopulationen wurde

nun die weitere Expression von eGFP durch Zugabe von Dox ausgeschaltet wobei sich nach

16 Tagen in beiden Zellpopulationen ein stabiles Expressionsmuster ausbildete (Abbildung

41). In einer folgenden Sortierung wurden die Zellen mit hoher Basalproduktion von eGFP

(Population H) und die Zellen mit sehr niedriger Floureszenz (Population N) isoliert und

anschließend sowohl in Ab- als auch in Anwesenheit von Dox kultiviert. Die daraus

resultierenden Expressionsmuster sind ebenfalls in Abbildung 41 dargestellt. Ebenfalls

wurden von diesen Zellpopulationen Proteinextrakte hergestellt und deren

Luziferaseaktivität, normiert auf den Proteingehalt, bestimmt. Dabei zeigte sich wieder

keine durch die RNA-Padlocks vermittelte Repression, obwohl durch eine vorher nicht

beobachtete Instabilität der Zellinie NR1-69 in den Populationen unterschiedliche

Expressionsniveaus des NR1-Luziferase-Fusionsproteins vorlagen (Daten nicht gezeigt).

Aufgrund dieser Daten wurde das Projekt an dieser Stelle nicht mehr weiterverfolgt.
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Abbildung 41: Analyse der eGFP Expression durch FACS-Spektren in den stabilen Zellpopulationen
mit den Tet-regulierten RNA-Padlocks. Die Abbildung zeigt in zweidimensionalen FACS-Spektren (siehe

Methoden) die Regulation von Expression von eGFP  in An- und Abwesenheit von Dox von stabilen

Zellpopulationen, die durch Transfektion von linearisierter DNA der Vektoren pBI8(+75) AR1.308 bzw.

pBI8(+75) AR1.548 hergestellt wurden. Durch anschließende Sortierung der eGFP positiver Zellen durch

FACS konnten diese angereichert werden. (Oben) Zellpopulationen nach 3 aufeinanderfolgenden Sortierungen

durch FACS. (H) ist der Bereich der Subpopulation mit hoher Basalexpression, (N) der Bereich der

Subpopulation mit niedriger Basalexpression von eGFP im abgeschalteten Zustand. (Mitte) Durch FACS

isolierte Subpopulation mit niedriger Basalexpression von eGFP. (Unten) Durch FACS isolierte

Subpopulationen mit hoher Basalexpression von eGFP.
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6.2.3 Synthetische Transkriptionsfaktoren mit Zinkfinger-DNA-
Bindungsdomänen

Im Rahmen der Kollaboration mit der Firma Gendaq/Sangamo wurden für uns unter

Verwendung einer neuen Selektionsmethode Zinkfingerproteine synthetisiert (Isalan et al.,

2001). Die Vorgaben für die Selektion waren, daß diese Proteine sechs Zinkfinger-DNA-

Bindungsdomänen enthalten, womit die spezifische Erkennung einer Sequenz von 18 bp

erreicht werden kann. Eine Bindungstelle dieser Länge kommt statistisch gesehen nur

einmal im Genom der Maus vor. Desweiteren wurde darauf geachtet, die Bindungsstellen

nur wenig mit bekannten Konsensussequenzen anderer Transkriptionsfaktoren überlappen

zu lassen. Diese zwei Vorgaben sollten garantieren, daß es nicht zu einer Bindung der

Zinkfingerproteine an andere Promotoren kommt. Zudem sollten nur Erkennungssequenzen

ausgewählt werden, die identisch in Maus und Ratte vorliegen, um den Einsatz der

Zinkfingerproteine in beiden Tieren zu ermöglichen.

Es ging im folgenden darum, zunächst ein Testsystem zu entwickeln, mit dem die

Reprimierbarkeit des Promotors des NR1 Gens durch spezifisch bindende Zinkfinger-

Transkriptionsfaktoren quantitativ erfasst werden kann. Dieses System sollte durch

Zuhilfenahme des Zinkfinger-basierenden Transkriptionsfaktors REST für die Evaluierung

der synthetischen Transkriptionsfaktoren optimiert werden. Im weiteren sollten die NR1

Promotor-spezifischen Zinkfinger-basierenden Transkriptionsfaktoren unter Verwendung

verschiedener Repressionsdomänen getestet werden.

6.2.3.1 Etablierung eines quantitativen zellulären Testsystems

6.2.3.1.1 Konstruktion des zellulären Testsystems

Bei dem zu verwendenden NR1-Promoter, der die Expression des Reportergens steuern soll,

fiel die Wahl auf den Promotorbereich bis –365 (+1 ist hier der Translationsstart ATG).

Dieser Bereich ist als Minimalpromotor beschrieben (Bai et al, 1997), d.h. er ist die

kleinstmögliche DNA-Sequenz, die noch Basalaktivität und Zelltypspezifität besitzt. Im

Vergleich zu den größeren und zum Teil aktiveren Promotorfragmenten ist seine

Expressionsstärke etwa 30% geringer. Im folgenden wird  dieser Promotor PNR1 genannt.

Der schematische Aufbau von PNR1 ist in Abbildung 42 dargestellt. Der NR1-Promotor

gehört zu der Klasse der „TATA-losen“ Promotoren. Die für die Basalaktivität

verantwortlichen Bereiche dieser Klasse von Promotoren zeichnen sich durch ein stark

konserviertes „Initiator“ (Inr) Element aus, das den Transkriptionstart markiert. Zudem ist

dieses Element proximal und distal durch jeweils eine Bindungsstelle für den
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Transkriptionsfaktor SP1 flankiert, welche, durch die Bindung des konstitutiven

Transkriptionsaktivators SP1, an der Rekrutierung und korrekte Positionierung des TBP-

Komplexes im TATA-losen Kontext beteiligt sind (Smale et al., 1997). Desweiteren enthält

PNR1 im Bereich zwischen den beiden SP1 Bindungsstellten ein RE-1 Element (Schoenherr

et al., 1996). An dieses Element bindet der Zinkfinger-Transkriptionsfaktor REST. Als

Reportergen wurde wie im Falle der Ribozyme und der RNA-Padlocks die Luziferase

verwendet.

Unter Verwendung der Oligonukleotide NR1-in-5´ und NR1-in-3´ wurde PNR1 aus der

genomischen DNA einer Ratte amplifiziert. Mit dem amplifizierten PCR-Fragment wurden

zwei Reporterkonstrukte konstruiert (Details siehe Anhang). In dem Vektor pUHD 131-NR1

wird das Gen der Luziferase unter der Kontrolle von PNR1 konstitutiv exprimiert (Abbildung

43 A). Das Plasmid SFG131-NR1 (Abbildung 43 A) enthält die Transkriptionseinheit der

PNR1 kontrollierten Luziferase im Kontext eines retroviralen Vektor der SFG-Serie

(Lindemann et al, 1997).

Überraschenderweise ergab eine PCR-Reaktion der Oligonukleotide NR1-in-5´ und NR1-in-

3´ mit genomischer Maus-DNA ebenfalls ein Amplifikationsprodukt der erwarteten Größe.

Dieses Fragment wurde in das mit EcoRV linearisierte Plasmid pSKII+ subkloniert. Eine

Sequenzierung des Fragmentes identifizierte den zu diesen Zeitpunkt unbekannten

entsprechenden NR1 promotorbereich der Maus. Die Sequenzanalyse zwischen Maus und

Ratte ergab eine Identität von 91,6 %, dargestellt in Abbildung 42. Mit dem neu

identifizierten PNR1m wurden wie oben die zwei entsprechenden Reporterkonstrukte

hergestellt, die pUHD 131-NR1m und SFG 131-NR1m genannt wurden.

Alle Reporterkonstrukte wurden auf ihre Expressionstärke in HtTA und PC12-tTA Zellen

untersucht. Dazu wurde das entsprechende Reporterplasmid zusammen mit dem Plasmid

pUHD 34-1, in dem eine modifizierte Form von eGFP durch den CMV-Promotor produziert

wird, in die entsprechende Zellinie via Elektroporation transfiziert. Der prozentuale Anteil

der transfizierten Zellen wurde nach 24 bis 36 h mittels Durchflußcytometrie gegen eGFP

ermittelt. In den Lysaten der Zellen wurde die Luziferaseaktivität, normiert auf den

Proteingehalt der Probe, bestimmt. Die Luziferaseaktivitäten wurde in einem zweiten

Schnitt normiert auf 100 % Transfektionseffizienz. Durch diese Normierungsmethode wird

die unterschiedliche Aktivität des CMV-Promotors in den verschiedenen Zelltypen nicht

berücksichtigt und durch die absolute Meßgröße der Anzahl an transfizierten Zellen ersetzt.

Somit ist die einzige bestimmte Aktivität im gesamten Experiment die des verwendeten PNR1

bzw. PNR1m .
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Abbildung 42: Schematischer Aufbau und Sequenzvergleich der verwendeteten NR1 Promotoren aus
Ratte und Maus. Die unterstrichenen Sequenzen stellen die Bindungsstellen der synthetischen Zinkfinger-

Transkriptionsfaktoren dar, die eingerahmten Sequenzen die Konsensussequenzen der jeweiligen endogenen

Transkriptionsfaktoren.
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Bei den erzielten Luziferaseaktivitäten, gezeigt in Abbildung 43 B, lassen sich 3 Tendenzen

ablesen. Am auffallendsten ist die deutlich höhere Aktivität der NR1-Promotoren in

neuronalen Zellen. Im Falle der Plasmide pUHD 131-NR1 und pUHD 131-NR1m liegt diese

in den PC12 Zellen um fast zwei Größenordnungen über dem Wert der Hela-Zellen. Auch

die retroviralen Vektoren führen im Durchschnitt zu etwa 10-fach höheren

Luziferaseaktivitäten in in PC12 Zellen. Desweiteren exprimieren die retroviralen Vektoren

das Gen der Luziferase deutlich stärker als die pUHD-Vektoren, im Falle der Hela-Zellen

sogar um zwei Größenordnungen. Zuletzt zeigte sich noch in allen Konstrukten, daß jene

mit den Mauspromotor das Reportergen signifikant schwächer exprimieren als das Pendant

mit dem Promotor der Ratte.

Abbildung 43:  Zelluläres Testsystem zur Evaluierung der Regulation des NR1-Promotors durch
synthetische Zinkfinger-Transkriptionsfaktoren. (A)  Schematischer Aufbau der Reporterkonstrukte pUHD

131-NR1 und SFG 131-NR1. SV40pA: Polyadenylierungssignal der späten SV40-Gene; LTR: „long terminal

repeat“-Region (B) Expressionswerte der Reporterkonstrukte in verschiedenen Zelllinien. Die

Reporterplasmide pUHD 131-NR1, pUHD 131-NR1m, SFG 131-NR1 und SFG 131-NR1m wurden jeweils

zusammen mit pUHD 34-1 sowohl in HtTA als auch in PC12-tTA Zellen mittels Elektroporation transient

transfiziert und diese für 24 h in Kultur gehalten. In einem Teil der Zellen wurde die Transfektionseffizienz mit

einer FACS-Analyse der Expression von eGFP durch das Plasmid pUHD34-1 ermittelt. Aus den restlichen

Zellen wurden Extrakte hergestellt, in denen die Luziferaseaktivität, normiert auf den Proteingehalt, bestimmt.
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6.2.3.1.2 Optimierung des Testsystems unter Verwendung des Zinkfingerprotein
REST

Wie viele andere neuronal-spezifisch exprimierten Gene, enthält der NR1 Promotor ein RE-

1 Element (Schoenherr et al., 1996) . Der Transkriptionsfaktor REST, welcher an das RE-1

Element bindet, ist für die dauerhafte Repression der neuronalen Gene in nichtneuronalen

Zellen verantwortlich (Chong et al., 1995; Schoenherr et al., 1995). REST gehört zu der

Familie der Zinkfinger-Transkriptionsfaktoren. Das Protein enthält 7 Krüppel-ähnliche

Zinkfingerdomänen  für die DNA-Bindung und zwei verschiedene Repressionsdomänen, die

die Transkription  dieser Promotoren unterbinden (Ballas et al., 2001). Dieser

Deaktivierungsmechanismus geschieht nicht in neuronalem Gewebe, da REST dort nicht

exprimiert wird.

Der beste Weg, die Reprimierbarkeit unseres transienten Testsystems zu beurteilen, wäre

durch die Verwendung eines Tet-kontrollierten Expressionvektors von REST bei

Transfektionen  in eine neuronalen Zellinie gegeben. Ein solcher Vektor, pTRE-REST

wurde uns von der Arbeitsgruppe von Frau Gail Mandel zur Verfügung gestellt (Ballas et

al., 2001). In einer Serie von Transfektionsexperimenten sollten nun die optimalen

Bedingungen für die REST vermittelte Repression von PNR1 ermittelt werden. Dazu wurde

pTRE-REST zusammen mit dem Reporterplasmid pUHD 131-NR1 und dem Plasmid

pUHD16-1 in PC12-tTA Zellen elektroporiert. Das Plasmid pUHD 16-1 enthält die -

Galaktosidase unter der Kontrolle des CMV-Promotors und dient zur Normierung der

Transfektionseffizienz. Eine Hälfte der transfizierten Zellen wurde in Abwesenheit, die

andere Hälfte in Anwesenheit von Dox unter verschiedenenen Wachstumsbedingungen

kultiviert. Nach entsprechender Inkubationsdauer wurde in den Lysaten die

Luziferaseaktivität, normiert auf die  -Galaktosidaseaktivität, bestimmt. Die für die

jeweiligen Bedingungen erhaltenen Luziferasewerte sind in Abbildung 44 zusammengefasst.

Die Ergebnisse zeigen zwei interessante Aspekte. Zum einen ließ sich unter

Standardwachstumsbedingungen (ohne NGF- Differenzierung) die Produktion der

Luziferase auf ein Niveau von 40 % reduzieren.  Durch permanente Stimulierung der PC12-

tTA Zellen mit NGF-  beginnend direkt nach der Elektroporation konnte man jedoch nicht

nur die Maximalexpression 5-fach erhöhen, sondern auch die REST vermittelte Repression

besser erkennen. Im günstigsten Fall ließ sich die Aktivität der Luziferase auf ein Niveau

von 20% reduzieren. Zum anderen zeigte sich eine deutliche Reduktion der

Luziferaseaktivität in der Anwesenheit von Dox. Dies deutet darauf hin, daß bereits geringe

Mengen an REST , die durch die erhöhte Basalaktivität des Tet-regulierten Promotors im

transienten Zustand produziert werden (Daten nicht gezeigt), ausreichen, PNR1 signifikant zu

reprimieren. Die Annäherung der erzielten Luziferasewerte in An- und Abwesenheit von

Dox spricht für eine Akkumulation von REST bei längerer Versuchsdauer. Analoge
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Experimente in HtTA Zellen zeigten keine Verstärkung der  Repression der Expression der

Reporterkonstrukte durch die hervorgerufene Überexpression von  REST (Daten nicht

gezeigt).

Abbildung 44: REST vermittelte Repression des transienten zellulären Testsystems unter verschiedenen
Wachstumsbedingungen: PC12-tTA Zellen wurden mit den Plasmiden pTRE-REST, pUHD 131-NR1 und

pUHD 16-1 kotransfiziert und die Zellen in der An- (+Dox) und Abwesenheit von Dox (-Dox) kultiviert.

Zellen nur transfiziert mit pUHD131-NR1 und pUHD 16-1 dienen als Negativkontrolle (mock). Verschiedene

Ansätze transfizierter Zellen wurden in der Abwesenheit von NGF- h  (-NGF), und in der Anwesenheit

von 100ng/ml NGF- 15 h (+NGF (15h)) bzw. 24 h h (+NGF (24h)) inkubiert. In den Lysaten der Zellen

wurde die Luziferaseaktivität, normiert auf die Aktivität der -Galaktosidase, bestimmt. Erzielte

Luziferaseaktivitäten in Prozent (bezogen auf die jeweiligen mock-Transfektionsansätze): -NGF: 40% (-Dox);

76% (+Dox); +NGF (15h): 30% (-Dox); 61% (+Dox); +NGF (24h): 20% (-Dox); 34% (+Dox)

6.2.3.2. Evaluierung von Zinkfingerproteinen mit der KOX-1 Repressionsdomäne

Unter diesen oben bereits genannten Selektionsbedingungen konnten bei der Firma Gendaq

insgesamt sechs Zinkfingerproteine identifiziert werden, deren Namen und  Bindungsstellen

in Abbildung 42 gezeigt sind. In den uns zugesandten Vektoren lagen diese Zinkfinger-

kodierende Sequenz bereits fusioniert mit einer Sequenz aus dem Gen hox-1 vor, welche die

KRAB-Repressionsdomäne (KOX-1) kodiert. Diese Fusionen wurden aus den Vektoren

freigesetzt und in den Vektors pBI8(+75) MCS kloniert. Dadurch entstanden Plasmide, pBI8

ZIF/KOX genannt, mit einer Expressionseinheit, in der sowohl die Zinkfinger-KOX-1

Fusionsproteine als auch eGFP unter der Kontrolle von Ptet bi-5 stehen (Abbildung 45).
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Abbildung 45 : Schematischer Aufbau der pBI8 ZIF/KOX Konstrukte. Die Zinkfingerproteine vom Typ

ZIF/KOX sind Fusionsproteine einer DNA Bindungsdomäne (ZIF), die aus 6 Zinkfinger-Motiven besteht, mit

dem Kermlokalisierungssignal (KLS) des SV40 T-Antigens und der KRAB-Repressionsdomäne aus hox1

(KOX-1). Am C-Terminus befindet sich zusätzlich ein myc-Sequenz (myc), die hilfreich ist zum

immunologischen Nachweis des Proteins. Die ZIF/KOX Fusionsproteine befinden sich im Kontext des Vektors

pBI8(+75) MCS (Abbildung 40) unter Kontrolle von Ptet bi-5.

Als erstes sollte nun das Repressionspotential der pBI8 ZIF/KOX Konstrukte in HtTA

Zellen untersucht werden. Dazu wurde das Reporterplasmid pUHD 131-NR1 zusammen mit

dem jeweiligen Zinkfingerkonstrukt und pUHD 16-1 in HtTA-Zellen transfiziert, von denen

eine Hälfte in Ab- und die andere Hälfte in Anwesenheit von Dox kultiviert wurde. Aus 80

% der Zellen wurden Lysate hergestellt, deren Luziferaseaktivität, genormt auf die Aktivität

der -Galaktosidase, bestimmt wurde. In den restlichen 20 % der Zellen wurde mittels

FACS die korrekte Tet-regulierte Expression von eGFP ermittelt. Als Negativkontrolle

dieses Experimentes diente der Vektor pBI8(+75) MCS. Die in Abbildung 46 A

dargestellten Luziferaseaktivitäten zeigten ein überraschendes Ergebnis. Erwartet worden

wäre eine zusätzliche Reduktion der in Hela Zellen sowieso schon geringen Expression von

PNR1 durch die synthetischen Zinkfinger-Transkriptionsfaktoren. Stattdessen beobachtete

man bei fast allen Zinkfingerkonstrukten eine Erhöhung der Luziferaseaktivität, im Falle

von ZIF/KOX 3-10 sogar fast um einen Faktor 50.

Anschließend wurden nun identische Kotransfektionsexperimente mit dem Reporterplasmid

SFG131-NR1 in HtTA-Zellen durchgeführt. Es war anzunehmen,  daß die deutlich höhere

Aktivität dieses Reporterkonstrukts in HtTA Zellen von einer Verstärkung der Transkription

von PNR1 durch die an den retroviralen 5´-LTR-Promotor bindenden Transkriptionsfaktoren

kommt. Somit müßte der entsprechende Effekt der Zinkfingerproteine auf die basale

Transkription von PNR1 deutlicher zu messen sein. Die Ergebnisse eines repräsentativen

Experiments sind in Abbildung 46 B zu sehen. Im Gegensatz zu den Transfektionen mit

pUHD 131-NR1 zeigte sich hier für zwei Zinkfingerkonstrukte eine schwache und für zwei

weitere eine deutliche Reduzierung der Luziferaseaktivität. Es ließ sich jedoch keine

Korrelation zwischen den gemessenen Repressionen und den Aktivierungen im Experiment

mit pUHD 131-NR1 zeigen. Somit ist unklar, ob die gemessene Reduktion der Expression

durch eine Repression von PNR1 oder des Promotor der 5´-LTR des retroviralen Vektors
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erreicht wird. Deswegen wurde im folgenden auf die Verwendung des Reporterkonstrukts

SFG131-NR1 verzichtet.

Abbildung 46 : Einfluss der ZIF/KOX-Proteine auf die Aktivität von PNR1 in HtTA Zellen. Die pBI8

ZIF/KOX-Konstrukte wurden zusammen mit den Reporterplasmid pUHD 131-NR1 (A) , oder SFG 131-NR1

(B), und dem Vektor pUHD 16-1 in HtTA-Zellen elektroporiert. Die transfizierten Zellen wurden zur Hälfte in

Abwesenheit (-Dox) und zur Hälfte in Anwesenheit von Dox kultiviert. Der Ansatz MCS ist ein

Kotransfektion mit Vektor pBI8(+75) MCS, der keinen Zinkfinger enthält und dient als Negativkontrolle. In

den Lysaten dieser Zellen wurde die Luziferaseaktivität, normiert auf die Aktivität der -Galaktosidase,

bestimmt. Erzielte Regulationsfaktoren in (A): 2 (2-9); 23 (3-6); 49 (3-10); 7 (4-5); 4 (4-10); 4 (5-6); 1 (MCS).

Erzielte Luziferaseaktivitäten in Prozent, bezogen auf die Negativkontrolle, in (B): 2-9: 83% (-Dox), 85%

(+Dox); 3-6: 91% (-Dox), 83% (+Dox); 3-10: 113% (-Dox), 99% (+Dox); 4-5: 56% (-Dox), 78% (+Dox); 4-

10: 47% (-Dox), 69% (+Dox); 5-6: 102% (-Dox), 89% (+Dox).
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Als nächster Punkt sollte die Repression von PNR1 durch die Zinkfinger-Fusionsproteine in

PC12-tTA-Zellen untersucht werden. Die transienten Expressionsexperimente wurden

analog wie im Falle der HtTA-Zellen durchgeführt und für die PC12-tTA Zellen die

optimalen Wachstumbedingungen verwendet, wie sie in Kapitel 6.2.3.1.2 ermittelt wurden.

Als Negativkontrolle diente auch hier das Plasmid pBI8(+75) MCS und als  Positivkontrolle

wurde das Plasmid pTRE-REST verwendet.

Aus den aus mehreren Experimenten erreichten Luziferaseaktivitäten (Abbildung 47 A zeigt

ein repräsentatives Experiment) lassen sich Regulationstendenzen ablesen. Die Zinkfinger-

Transkriptionsfaktoren ZIF/KOX 2-9, 3-10 und 4-10 zeigten keine Wirkung auf PNR1. Das

Zinkfingerprotein ZIF/KOX 3-6 reduzierte die Luziferaseaktivität auf ein Niveau von 50 %

in Abwesenheit von Dox. Jedoch ist, ähnlich wie im Falle von REST, ebenfalls eine

Reduktion auf ein Niveau von 65 % in Anwesenheit von Dox und damit im abgeschalteten

Zustand zu beobachten, was auf eine hohe Affinität des Zinkfingerproteins zu seiner

Bindungsstelle hindeutet. Auch ZIF/KOX  4-5 und 5-6 reduzierten die Luziferaseaktivität

signifikant, reprimieren den Promotor jedoch nicht im abgeschalteten Zustand.

Abschließend sollte untersucht werden, ob sich die beobachteten Regulationstendenzen

deutlicher ausbilden, wenn man selektiv die Zellen mit hoher Expression an

Zinkfingerprotein analysiert. Zu diesem Zweck wurden Transfektionsexperimente mit den

PC12-tTA Zellen wie oben beschrieben durchgeführt, nur mit dem Unterschied, daß die

Zellen in Abwesenheit von Dox inkubiert wurden und bei der Ernte nur die Zellen mit einem

starken Signal für eGFP mittels FACS aussortiert und anschließend analysiert wurden. Die

gemessenen Luziferaseaktivitäten (Abbildung 47 B) bestätigen die Regulationstendenzen

aus den Experimenten ohne Zellsortierung, jedoch kommt es bei allen Zinkfingerproteinen,

bei denen eine signifikante Reprimierung von PNR1 nachgewiesen werden konnte, nur bei

REST zu einer erneuten Reduzierung des Niveaus der Luziferaseaktivität von 25 % auf 11

%. Zudem beobachtet man mit dem Zinkfingerprotein ZIF/KOX 3-10 nun eine signifkante

Reduzierung der Luziferase auf ein Aktivitätsniveau von 62 %.

Abschließend lässt sich somit feststellen, daß keiner der verwendeten Zinkfinger-KOX1-

Fusionsproteine das Regulationspotential von REST besitzt und sie damit für die

Verwendung im transgenen Tier ungeeignet sind.
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Abbildung 47: Einfluss der ZIF/KOX-Proteine auf die Aktivität von P NR1 in PC12-tTA Zellen. (A) Die

pBI8 ZIF/KOX-Konstrukte wurden zusammen mit den Plasmiden pUHD 131-NR1 und pUHD 16-1 in PC12-

tTA Zellen elektroporiert. Die transfizierten Zellen wurden zur Hälfte in Abwesenheit (-Dox) und zur Hälfte in

Anwesenheit von Dox kultiviert. Der Ansatz MCS ist ein Kotransfektion mit Vektor pBI8(+75) MCS und dient

als Negativkontrolle. Der Ansatz REST ist eine Kotransfektion mit den Plasmiden pTRE-REST und

pBI8(+75)-MCS und dient als Positivkontrolle. Die Zellen wurden 18 h in Gegenwart von NGF- inkubiert,

geerntet und analysiert. Die Luziferaseaktivitäten sind normiert auf die Aktivität der -Galaktosidase. Erzielte

Luziferaseaktivitäten in Prozent, bezogen auf die Negativkontrolle: 2-9: 92% (-Dox), 93% (+Dox); 3-6: 56% (-

Dox), 67% (+Dox); 3-10: 80% (-Dox), 90% (+Dox); 4-5: 66% (-Dox), 104% (+Dox); 4-10: 85% (-Dox), 109%

(+Dox); 5-6: 69% (-Dox), 84% (+Dox); REST: 25% (-Dox), 27% (+Dox). (B) Die pBI8 ZIF/KOX-Konstrukte

wurden zusammen mit den Plasmiden pUHD 131-NR1 und pUHD 16-1 in PC12-tTA Zellen elektroporiert und

die Zellen 18h in Anwesenheit von NGF- kultiviert. Hoch eGFP exprimierende Zellen wurden durch FACS

sortiert und anschließend wie in (A) analysiert. Die Kontrollen wurden analog zu (A) durchgeführt.  Erzielte

Luziferaseaktivitäten in Prozent, bezogen auf die Negativkontrolle: 2-9: 73%; 3-6: 59%; 3-10: 62%; 4-5: 65%;

4-10: 85%; 5-6: 70%; REST: 11%.
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6.2.3.3. Evaluierung von Zinkfingerproteinen mit einer REST Repressionsdomäne

Die mit REST erreichten Regulationsfaktoren legten nahe bei einigen der Zinkfingerproteine

die KOX-1 Repressionsdomäne durch eine REST Repressionsdomäne zu ersetzen. REST

besitzt zwei Repressionsdomänen: eine N-Terminale, die mit dem Korepressor mSin3A

interagiert (Huang et al., 1999) und eine C-Terminale, die in Verbindung mit dem

Korepressor CoREST wirkt (Andres et al., 1999). Von beiden ist gezeigt, daß sie den

Histon-Deacetylase-Komplex 2 (HDAC2) rekrutieren, was zur Verdichtung der lokalen

Chromatinstruktur und damit zur Repression der Promotoren führt. Desweiteren konnte in

einer Publikation von Ballas et al. gezeigt werden, daß beiden Repressionsdomänen auch

einzeln für die komplette Repression eines REST-abhängigen Reporterkonstrukts

ausreichen.

Für die Verwendung der N-Terminalen Repressionsdomäne sprachen im wesentlichen zwei

Befunde. Zum einen ist von dem Korepressor mSin3A/B bekannt, daß er sowohl im Embryo

als auch in der adulten Maus ubiquitär exprimiert wird (Kyrylenko et al., 2000), während

das Expressionsmuster von CoREST zeitlich und lokal eingeschränkter ist (Tontsch et al.,

2001). Zum anderen war bekannt geworden, daß mSin3A für Modulation der Aktivität der

Promotoren verantwortlich ist, während CoREST eher an der dauerhaften Unterdrückung

der Genexpression beteiligt ist (Lunyak et al., 2002).

In den neu entworfenen Zinkfingerproteinen vom Typ ZIF/REST sollte die N-Terminale

Repressionsdomäne aus REST der Zinkfinger-DNA-Bindungsdomäne vorgeschaltet sein

und diese Fusionsproteine am C-Terminus mit einer KLS versehen sein (Abbildung 48). Für

die Konstruktion dieser Art wurden die Zinkfingerproteine 3-6, 4-5, 4-10 und 5-6 verwendet

(Details siehe Anhang). In den finalen Expressionsvektoren, pBI8 ZIF/REST genannt,

koreguliert  Ptet bi-5 die Gene der ZIF/REST Proteine und eGFP (Abbildung 48).

Abbildung 48: Schematischer Aufbau der pBI8 ZIF/REST Konstrukte. In den Zinkfingerproteinen vom
Typ ZIF/REST ist die N-Terminale Repressionsdomäne des Transkriptfaktors REST (REST 1-106) an die

Zinkfinger-basierende DNA Bindungsdomäne (ZIF) mit anschließenden Kermlokalisierungssignal (KLS) des

SV40 T-Antigens fusioniert. Am C-Terminus befindet sich zusätzlich ein myc-Sequenz (myc) hilfreich zum

immunologischen Nachweis des Proteins. Die ZIF/REST Fusionsproteine befinden sich im Kontext des

Vektors pBI8(+75) MCS  (Abbildung 33) unter Kontrolle von Ptet bi-5.  
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Mit diesen pBI8 ZIF/REST Konstrukten wurden nun die gleichen

Kotransfektionsexperimente mit dem Reporterplasmid pUHD 131-NR1 in der Anwesenheit

und Abwesenheit von Dox wie im vorigen Kapitel durchgeführt. Dabei erzielte man mit den

Fusionsproteinen der Zinkfinger 3-6 und 4-5 nur eine geringe und mit dem Zinkfinger 4-10

keine Reduktion der Expression des Reporterplasmids. Mit dem Zinkfingerprotein

ZIF/REST 5-6 konnte mit 44 % das niedrigste für ein artifizielles Zinkfingerkonstrukt

gemessene Niveau der Luziferaseaktivität erreicht werden (Abbildung 49 A). Um dies zu

bestätigen wurden ebenfalls Kotransfektionen durchgeführt, in denen die stark eGFP

exprimierenden Zellen mittels FACS aussortiert wurden. Die Analyse dieser

Zellpopulationen ergab, daß das Repressionspotential aller Zinkfingerproteine gesteigert

werden konnte. Im Falle der Zinkfingerproteine ZIF/REST 3-6, 4-5 und 4-10 wurde eine

Reduktion von durchschnittlich 50 % erreicht und mit ZIF/REST 5-6 ließ sich in diesem

Experiment sogar eine äquivalente Reprimierung wie mit REST selbst erreichen (Abbildung

49 B).

Anhand dieser Daten besteht die Hoffnung, mit dem Zinkfingerprotein ZIF/REST 5-6 eine

Regulation des endogenen NR1 promotors in einer transgenen Maus zu verwirklichen.
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Abbildung 49: Einfluss  der ZIF/REST Proteine auf die Aktivität von PNR1 in PC12-tTA Zellen. (A) Die

pBI8 ZIF/REST Konstrukte wurden zusammen mit den Plasmiden pUHD 131-NR1 und pUHD 16-1 in PC12-

tTA Zellen elektroporiert. Die transfizierten Zellen wurden zur Hälfte in Abwesenheit (-Dox) und zur Hälfte in

Anwesenheit von Dox kultiviert. MCS, Negativkontrolle (Kotransfektion mit Vektor pBI8(+75) MCS. REST,

Positivkontrolle (Kotransfektion mit den Plasmiden pTRE-REST und pBI8(+75) MCS). Die Zellen wurden

nach der Kultivierung in Gegenwart von NGF- (100ng/ml) analysiert. Die Luziferaseaktivitäten sind normiert

auf die Aktivität der -Galaktosidase. Erzielte Luziferaseaktivitäten in Prozent, bezogen auf die

Negativkontrolle: 3-6: 80% (-Dox), 61% (+Dox); 4-5: 73% (-Dox), 70% (+Dox); 4-10: 94% (-Dox), 111%

(+Dox); 5-6: 44% (-Dox), 82% (+Dox); REST: 20% (-Dox), 27% (+Dox). (B) Die pBI8 ZIF/REST Konstrukte

wurden zusammen mit den Plasmiden pUHD 131-NR1 und pUHD 16-1 in PC12-tTA Zellen elektroporiert und

die Zellen in Anwesenheit von NGF- kultiviert. Hoch eGFP exprimierende Zellen wurden via FACS

aussortiert und anschließend wie in (A) analysiert. Die Kontrollen wurden entsprechend zu (A) durchgeführt.

Erzielte Luziferaseaktivitäten in Prozent, bezogen auf die Negativkontrolle: 3-6: 47%; 4-5: 51%; 4-10: 53%; 5-

6: 26%; REST: 27%.
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7. Diskussion

7.1 Tetrazyklin-kontrollierte Regulation im Gehirn von
transgenen Mäusen

7.1.1 Analyse der rtTA-kontrollierten Genregulation im Gehirn der
Maus

Mit dem Tet-System konnten bis heute in über hundert Beispielen die Funktionsanalyse von

Genen in transgenen Mäusen durchgeführt werden, womit es das am besten etablierte

Genregulationssystem in transgenen Mäusen darstellt. Dies zeigt sich besonders deutlich an

den ca. 50 Mauslinien mit gewebsspezifisch exprimierten Transaktivatoren und den über 80

Mauslinien mit Tet-regulierbaren Expressionskassetten, die mittlerweile publiziert sind

(Übersicht in Schönig und Bujard, 2003; Berger und Bujard  2003). Das bedeutet, daß sich in

vielen Fällen die sehr guten regulatorischen Eigenschaften von tTA und rtTA von Zellkultur

auf die verschiedenen Organe und Gewebetypen übertragen lassen.

Auch im Gehirn war das tTA-System bereits mehrere Male erfolgreich zur Untersuchung von

Genfunktionen in verschiedenen Hirnregionen eingesetzt worden (Mayford et al., 1996; Chen

et al., 1998; Tremblay et al., 1998). Jedoch wäre prinzipiell das rtTA-System dem tTA System

vorzuziehen, wofür es im wesentlichen zwei Hauptgründe gibt. Der eine ist, daß man durch

die Zugabe von Dox eine schnellere Aktivierungskinetik der Tet-regulierten Expression

bekommt als durch die Depletion von Dox aus dem Körper, was sich auch aus den

pharmakokinetischen Eigenschaften der verwendeten Tetrazykline ableiten lässt (Walter et

al., 1975). Der zweite wichtige Punkt betrifft die Bildung von Wirkstoffdepots nach längerer

kontinuierlicher Behandlung, aus denen Dox nur langsam entweicht. Diese bilden sich in

besonderen Maße aus, wenn die Tiere bereits während der Embryonalentwicklung mit Dox

versorgt werden müssen, um die Tet-regulierte Expression in dieser Entwicklungsphase zu

unterdrücken. Aus diesem Grund kann es bis zu 20 Tagen dauern, um das System zu

reaktivieren.

Zu Beginn dieses Projekte war von Isabelle Mansuy die Mauslinie rTet 1237 publiziert

worden, in der rtTA unter Kontrolle des hirnspezifischen CamKII promotors exprimiert

wird. Mit dieser Linie war es ihr möglich, Gene wie die Galaktosidase, Calcineurin und

einen Calcineurin-Inhibitor im Bereich des Großhirns von adulten Tieren zu regulieren

(Mansuy et al, 1998; Malleret et al, 2001). Doch war dies nicht mit den üblichen



Diskussion
                                                                                                                                                              

143

Fütterungsmethoden zu erzielen, sondern nur durch eine spezielle Verabreichung von Dox im

Futter mit einer Konzentration von 6 mg/g (Mansuy et al, 1998).

Im Rahmen dieser Arbeit waren nur mehrere Mauslinien hergestellt worden, in denen die

Synthese der Transaktivatoren vom Typ rtTA2S-M2 unter der Kontrolle des Promotors der

CamKII steht. Durch die hervorragenden Eigenschaften von rtTA2S-M2 in Zellkultur war

erwartet worden, daß es mit diesem sensitiveren reversen Transaktivator möglich sein sollte,

eine Tet-regulierte Genexpression im Gehirn durch die Verabreichung geringeren Mengen

von Dox im Trinkwasser zu erreichen. Die erzielten Resultate entsprachen jedoch nicht den

Erwartungen. Es konnte in allen Fällen nur eine schwache Induktion der Genexpression in der

Region des Großhirns beobachtet werden.

Die beobachtete schwache Expression mit diesen Transaktivatorlinien kann mehrere Ursachen

haben. Eine Möglichkeit wäre, daß der reverse Transaktivator nur in sehr geringen Mengen

synthetisiert wird, hervorgerufen durch die Integrationsstelle der CamKII-rtTA2S-M2

Expressionseinheit im Genom, und somit die Menge an Transaktivator die Tet-abhängige

Expression limitiert, unabhängig von der Menge an zugeführtem Dox im Zielgewebe. Die

Variation der Transaktivatorkonzentration sollte jedoch ein Mauslinien-spezifisches

Phänomen sein und kann deswegen nicht die durchgehend schwache Expression im Großhirn

hinreichend erklären. Gegen diese Hypothese spricht ebenfalls der Befund, daß in allen

Mauslinien im Bereich des olfaktorischen Bulbus sehr hohe Luziferasewerte erzielt werden

können. In diesem zum zentralen Nervensystem zugehörigen Bereich können im Falle der

Linien rTACamK-1 und rTACamK-2 sogar Regulationsfaktoren von über 1000 erreicht werden,

was eindeutig die Funktionalität des Transaktivators in diesem Gewebe unterstreicht. Zudem

findet man individuelle Unterschiede der maximalen Genexpression im olfaktorischen Bulbus

zwischen den einzelnen Linien, die man durch den Unterschied an produzierten

Transaktivator am besten erklären könnte.

Eine weitere denkbare Ursache wäre die transkriptionelle Inaktivierung des genomischen

Integrationbereiches von Ptet bi-1 der Linie LC-1 aufgrund seiner fehlenden Basalexpression

durch die Chromatinstruktur, wodurch die Tet-regulierte Expressionseinheit durch rtTA im

adulten Tier nicht mehr induzierbar wäre. Ein solches „silencing“ ist jedoch mehr als

unwahrscheinlich, da die Neuronen des olfaktorischen Bulbus in adulten Mäusen hoch

aktivierbar sind und es nur schwer vorzustellen ist, daß die Neuronen des Großhirns in dieser

Hinsicht anders reguliert werden als die Neuronen des olfaktorischen Systems. Darüber

hinaus wurde eine solche epigenetische Stillegung des Ptet bi in einem anderen Gewebe der

Maus nie beobachtet. Auch ist das Phänomen, daß eine funktionelle rtTA-Linie die Tet-

regulierte Expressionseinheit einer Indikatorlinie nicht aktivieren kann, während dies mit

einer tTA-Linie hervorragend funktioniert, noch nie in der Literatur beschrieben worden.
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Eine letzte mögliche Interpretation der Ergebnisse wäre eine nur partielle Induktion mit dem

reversen Tet-System im Gehirn. Dies würde bedeuten, daß die Tet-regulierten

Expressionseinheiten der transgenen Mäuse prinzipiell auf ein äquivalentes Niveau induziert

werden könnten wie mit der Linie TACamK-1, jedoch die Konzentration an Dox im Zielgewebe

so gering ist, daß nur eine unvollständige Aktivierung erreicht wird. Der Transport von

ausreichenden Mengen an Dox in das entsprechende Zielgewebe wäre zudem ein generelles,

für jede Mauslinie zutreffendes Problem.

Die Summe vieler Einzelergebnisse spricht stark für eine Limitation des Dox-Transportes

durch die Blut-Hirn-Schranke. Zunächst ist erstaunlich, daß in allen durchgeführten

Induktionen mit den rTACamK-2  / LC-1 Mäusen im olfaktorischen Bulbus unabhängig vom

Protokoll immer sehr hohe Luziferaseaktivitäten erzielt wurden. Das Erreichen der maximalen

Geninduktion nach 36 h ist äquivalent zu den Induktionskinetiken, wie sie in stabilen

neuronalen Tet-regulierten Zellinien (Ballas et al., 2001) und in transgenen Mäusen (Chen et

al.,1998) gemessen wurden. Erstaunlich ist jedoch, daß nachweisbare Mengen an Cre-

Rekombinase dort nicht aufzufinden sind. Dies zusammengenommen läßt darauf schließen,

daß die gesamte meßbare Luziferaseaktivität aus den olfaktorischen Epithelneuronen stammt,

die außerhalb des Bereiches der Blut-Hirn-Schranke mit Dox und damit ohne Limitation

versorgt werden und deren Axone in die Glomerula des olfaktorischen Bulbus projizieren. Da

die Cre-Rekombinase des LC-1 Konstrukts ein Kernlokalisierungssignal besitzt, wird sie nicht

wie die Luziferase in die Glomerula diffundieren und kann so dort auch nicht nachgewiesen

werden.

Desweiteren erreicht man durch die Anwendung von Applikationsmethoden wie den

Injektionen, die zu deutlich höheren Serumkonzentrationen führen (Böcker et al., 1984) als

die Fütterung der Tiere mit Dox im Trinkwasser (Kistner, 1996), eine Steigerung der

Luziferaseaktivität im Bereich des Großhirns, dessen Versorgung durch die Blut-Hirn-

Schranke kontrolliert wird. Erhöhte Luziferaseaktivitäten erzielt man auch durch die

Verfütterung von Dox bereits während der Embryonalentwicklung, bei der man die Blut-

Hirn-Schranken unabhängige Versorgung des Gehirn im frühen embryonalen Stadium und die

Bildung eines Dox-Depots zur Aktivierung des rtTA-Systems ausnutzt. Eine weitere

Steigerung kann noch durch die Verwendung des neuen Induktors C4 erreicht werden, der

rtTA2S-M2 im Vergleich zu Dox bei zehnfach niedrigeren Konzentrationen maximal aktiviert

und der in einem in vitro Modell für die Blut-Hirn-Schranke die gleiche Durchlässigkeit wie

Dox zeigt (Udo Baron, unpublizierte Daten). Leider lässt sich C4 aufgrund seiner erhöhten

Toxizität nicht in der gleichen Dosierung wie Dox einsetzen, womit nicht das volle Potential

dieser verbesserten Pharmakologie ausgeschöpft werden kann. Zudem kommt es bei der

Verwendung von C4 zu größeren individuellen Schwankungen als mit Dox, was nahelegt, daß

man sich mit C4 schnell am Toxizitätslimit bewegt, was dann wie bei Dox im Experiment der
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multiplen Injektionen beobachtet, anscheinend zu einer Verringerung der Luziferasewerte

führt.

Durch die Anwendung verschiedener Induktionsprotokolle bei TACamK-1 / LC-1 Mäusen

konnte gezeigt werden, daß die im Falle der rtTA-Mauslinien erzielte konstante Aktivierung

des olfaktorischen Bulbus und die Steigung der Aktivierung im Großhirn durch robustere

Applikationsmethoden bei dieser tTA-Mauslinie zu den entsprechenden Repressionen der

Genexpression führt. Die Genexpression im olfaktorischen Bulbus geht allerdings nicht ganz

auf das Basalexpressionsniveau der Linie LC-1 zurück. Die Restaktivität stammt dabei

wahrscheinlich von den Neuronen des Bulbus, die im Wirkungsbereich der Blut-Hirn-

Schranke liegen. Die hier erzielten Luziferaseaktivitäten  machen es uns weiterhin möglich,

analog zu dem von Kistner beschriebenen „X1-Test“ (Kistner, 1996), die mit den einzelnen

Induktionsprotokollen erreichte Konzentration von Dox in den Großhirnzellen abzuschätzen.

Zieht man die in Zellkultur gemessene Dosis / Wirkungskurve der tTA vermittelten

Genexpression durch Dox in Betracht (Gossen und Bujard,1992), so kann man mit der für die

Trinkwassergruppe bestimmten Repression der luc-Expression auf ein Niveau von 16,7 %

von einer Konzentration von ungefähr 0,5 ng/ml im Zielgewebe ausgehen. Wie Abbildung 50

zeigt, wäre bei dieser Konzentration mit Dox keine und mit C4 nur eine schwache

Aktivierung der Genexpression durch rtTA2S-M2 möglich, was man in den entsprechenden

Tierversuchen beobachtet. Für die Tiere der Injektionsgruppe ergäbe sich durch diese

Abschätzung eine Konzentration von ca. 2 ng/ml im Großhirn. Diese so von uns ermittelten

Konzentrationen stehen mit der Literatur insofern im Einklang, als daß eine i.v. Injektion

einer Dosis von 50µg/g Dox, die bei adulten Mäusen im Serum zu Konzentrationen bis zu 70

µg/ml führt, im Gehirn bei einer Nachweisgrenze von 0,5 µg/ml keine nachweisbaren

Mengen hervorruft (Böcker et al., 1984).

Die Ergebnisse mit den TACamK-1 / LC-1 Tieren, denen Minozyklin injiziert wurde, sind

allerdings sehr überraschend. Erwartet worden wäre eine äquivalente Repression der

Luziferaseaktivität im olfaktorischen Bulbus wie mit Dox und aufgrund der besseren

Hirngängigkeit eine stärkere Repression im Großhirn. Erzielt worden ist jedoch eine leicht

schwächere Repression der Genexpression der Luziferase im  olfaktorischen Bulbus und eine

deutlich schwächere Regulation im Großhirn. Welches die pharmakologischen Ursachen für

das schlechte Abschneiden von Minozyklin sind, kann aus diesem Versuch nicht geschlossen

werden.
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Abbildung 50: Schematische Darstellung der Dosis / Wirkungskurven der tTA gesteuerten Genexpression

durch Doxyzyklin und der rtTA2 S-M2 gesteuerten Genexpression durch Dox yzyklin bzw. C4. Die Kurven

zeigen die prozentuale Luziferaseaktivität bei verschiedenen Induktorkonzentrationen in den stabilen Zellinien

X1-5 und HrTAM2-1, in denen tTA bzw. rtTA2S-M2 die Genexpression der Luziferase Tetrazyklin-reguliert

steuert (Gossen und Bujard, 1992; Urlinger et al., 2000; Udo Baron, unpublizierte Daten). Dox (W) zeigt die im

Großhirn von TACamK-1 / LC-1 Mäusen durch die Fütterung von 2 mg/ml Doxyzyklin im Trinkwasser gemessene

prozentuale Luziferaseaktivität von 16,7% an, vom der aus die erwartete Genexpression der Luziferase durch

rtTA2S-M2 mit Doxyzyklin und C4 sowie die vorherrschende Induktorkonzentration im Großhirn abgeleitet

wurde.

Das stärkste aus der Literatur bekannte Gegenargument für die hier aufgestellte Hypothese

vom Induktormangel im Gehirn ist die beschriebene Funktionalität der hirnspezifischen rtTA-

Mauslinie rTet 1237 (Mansuy et al., 1998), denn durch die ermittelten Konzentrationen im

Zentralhirn könnte rtTA eine Tet-regulierte Expression nicht induzieren. Unsere Experimente

mit dieser Mauslinie in Kombination mit der Mauslinie LC-1 zeigen, daß im gesamten Gehirn

weder mit dem in der Publikation beschriebenen Induktionsprotokoll, noch durch Injektionen

mit C4 nennenswerte Luziferaseaktivitäten bzw. nachweisbare Mengen an Cre-Rekombinase

erzielt werden können. Zudem schneidet die spezielle Fütterungsmethode von Dox im

direkten Vergleich mit der Induktion durch Injektionen mit C4 unter Verwendung einer

anderen hirnspezifischen Transaktivatorlinie deutlich schlechter ab, was demonstriert, daß die

verabreichte Dosis an Dox der ausschlaggebende Faktor für die Induktion ist und nicht die

Dareichungsart. Zusammen mit den schwachen Luziferaseaktivitäten, die durch die

Verabreichung von Dox im Trinkwasser bereits während der Embryonalentwicklung erzielt

werden, zeigt diese Mauslinie das Induktionsprofil, das mit der ermittelten Konzentration an

Induktor und der Dosis / Wirkungskurve von  rtTA in Zellkultur übereinstimmt.
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Die Summe aller Ergebnisse zeigen nicht nur, daß die Dosis / Wirkungskurven der

verschiedenen reversen Transaktivatoren von der Zellkultur direkt auf den tierischen

Organismus übertragbar sind, sie beweisen auch, daß das reverse Tet-System funktional im

Gehirn ist. Das Problem ist die Blut-Hirn-Schranke, welche verhindert, daß die von ihr

geschützten Bereiche mit genügenden Mengen an Induktor versorgt werden.

7.1.2 Analyse des Expressionsmuster der hirnspezifischen rtTA2S-M2-
Mauslinien

Das natürliche Expressionsmuster der endogenen CamKII umfasst die Bereiche des

neocortex, des hippocampus, der amygdala, des corpus striatum und der basalen Ganglien

(Burgin et al., 1990). Diese Großhirnspezifität zeigt sich ebenfalls in der Mauslinie TACamK-1 ,

in der tTA durch ein 8,5 kb großes Fragment des CamKII Promotors getrieben wird

(Mayford et al., 1996). In allen von uns untersuchten Mauslinien, in denen die Expression von

rtTA2S-M2 durch das gleiche Promotorfragment gesteuert wird, ist ein scheinbar restriktiveres

Muster zu erkennen, was jedoch auf die schwache rtTA vermittelte Induktion der

Reportergene zurückgeführt werden kann. Man kann zwar bei einzelnen positiv angefärbten

Zellen kaum von einem Muster sprechen, jedoch befinden sich alle Zellen in Bereichen, die

dem Expressionmuster der endogenen CamKII entsprechen.

Generell ist die Ausbildung restriktiver Expressionsmuster auf den Einfluß der

Integrationsstelle im Genom zurückzuführen (Martin und Whitelaw, 1996). In der am

höchsten aktivierbaren Linie rTACamK-2 kommt dies sehr deutlich zum Ausdruck. In dieser

Linie wird die Genexpression fast ausschließlich im gyrus dentatus induziert, während die

anderen z.T. schwächer aktivierenden Mauslinien auch Signale in der Region CA1 liefern.

Eine Linie zeigt sogar positive Zellen in der Region CA3. Die endogene CamKII ist in allen

diesen Bereichen hoch exprimiert (Burgin et al., 1990). Das Auftreten von Variationen des

CamKII-Expressionsmusters ist schon von anderen Gruppen gezeigt worden (Tsien et al.,

1996; Dragatsis und Zeitlin, 2000). Besonders interessant sind die hier erzielten Daten im

Vergleich zu den Ergebnissen aus der Dissertation von Jinhyun Kim. Durch die Modifikation

des funktionellen Programms des CamKII Promotors durch NRSE-Elementen aus dem Gen

nr2C gelang dort die Erzeugung von zwei hippocampus spezifischen tTA-Mauslinien mit

ebenfalls stark restriktiven Mustern. Eine dieser Linien ermöglicht die Tet-regulierte

Genexpression nur im gyrus dentatus, die andere zeigt diese sowohl im gyrus dentatus als

auch in der Region CA1 (Kim, 2001), was interessanterweise den Mustern im hippocampus

entspricht, die auch in den hier beschriebenen Linien vorgefunden werden.

Das Expressionmuster der Linie rTACamK-2 wurde unter Verwendung von zwei sehr hoch

aktivierbaren Mauslinien mit bidirektionalen, Tet-regulierten Expressionskassetten (nZL-2
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und E11-4) detailliert aufgeklärt. Interessanterweise wurden hierbei in weiteren Bereichen des

Gehirns eine Expression nachgewiesen. Äquivalente Ergebnisse konnten von Krestel und

anderen für die Linie TACamK-1 erzielt werden. Durch die Verwendung der neuen Tet-

regulierten Reporterlinie G9, in der die Gene für eGFP und die ß-Galaktosidase durch Ptet bi-1

koreguliert werden, konnten mit der Transaktivatorlinie eine Expression im thalamus, der

medulla oblongata, im Auge und im Spinalnervensystem nachgewiesen werden (Krestel et al,

2001). Durch die Verwendung von zwei Reporterlinien konnten in unserem Fall noch die

Spezifitäten der Transaktivatorlinie von den Spezifitäten der einzelnen Reporterlinien getrennt

werden. Mit beiden Reporterlinien erhält man Signale im gyrus dentatus, im olfaktorischen

Nukleus und in der amygdala, während die Expression im nucleus accumbens und im cortex

spezifisch für die Linie nZL-2 und die Expression im enthorinalen Cortex, im cortex

piriformis und im subicullum für die Linie E11-4 spezifisch ist.

Die quantitativen Expressionsdaten der doppeltransgenen rTACamK-2 / E11-4 Mäuse

verdeutlichen einen weiteren interessanten Aspekt der Tet-regulierten Genexpression. Die

Linie E11-4 zeichnet sich im Vergleich zur bisher verwendeten Linie LC-1 neben ihrer

höheren Maximalaktivität im induzierten auch durch eine höhere Basalaktivität im

nichtinduzierten Zustand aus (Schönig, 2003). Zieht man wiederum die Dosis /

Wirkungskurve von rtTA2S-M2 in Betracht, so bedeutet dies, daß es durch den neuen

Integrationslokus des BACs zu einer Parallelverschiebung der Induktionskurve nach oben

gekommen ist, was zur Folge hat, daß man bei gleicher Induktorkonzentration der

Verschiebung entsprechend höhere Induktionswerte erhält, was sich in den Ergebnissen

deutlich zeigt.

Die erzielten Rekombinationsmuster in den Mäusen der Kombination rTACamK-2 / LC-1 /

R26R  bestätigt ein weiteres Mal die Hypothese des Induktormangel bei der Tet-regulierten

Genexpression mit rtTA2S-M2 im Gehirn. Man erzielt durch die Induktion der Cre-

Rekombinase bereits während der Embryonalentwicklung das erwartete CamKII

Expressionsmuster, das zudem deckungsgleich ist mit dem Expressionmuster der rtTA2S-M2

mRNA in der Transaktivatorlinie, das von Tom McHugh mit einem in situ

Hybridisierungsexperiment ermittelt wurde (Abbildung 51). Die vorhandene LacZ-Expression

spiegelt allerdings die Gesamtzahl aller Rekombinationsereignisse während der gesamten

Induktionsdauer wider, was sich daran zeigt, daß es nicht deckungsgleich ist mit dem

Expressionmuster von cre in den gleichen Hirnschnitten (Daten nicht gezeigt). Daraus kann

man schließen, daß irgendwann in der frühen Entwicklungsphase Bedingungen vorgeherrscht

haben müssen, in denen keine Limitation an Induktor vorlag und dort die Tet-regulierte

Genexpression voll aktiviert werden konnte. Bei der Induktion im adulten Tier ließ sich mit

den gleichen Mäusen kein Cre-vermitteltes Rekombinationsmuster erreichen.
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Abbildung 51: In situ Hybridisierung gegen die rtTA2S-M2 mRNA auf sagitalen Hirnschnitten der Linie

rTACamK-2  (Tom McHugh, Susumu Tonegawa, unpublizierte Daten)

Auch durch die Verwendung der Mauslinie E11-4 kann das Ziel der induzierbaren Cre-

Rekombination im Gehirn nicht verwirklicht werden. Mit dieser Linie treten bereits im nicht-

induzierten Zustand in vielen Hirnregionen Rekombinationsereignisse auf, obwohl Cre dort

histologisch nicht nachweisbar ist. Zudem zeigt sich durch die Induktion mit C4 nur eine

geringfügige Steigerung der Anzahl an rekombinierten Zellen und dies nur im gyrus dentatus.

Somit ist weder eine Regulation der Rekombinationsereignisse durch den Induktor vorhanden,

noch wäre die Zuordnung einer beobachteten phänotypischen Veränderung des Versuchstieres

mit dem Verlust des Gens in einem bestimmten Bereich des Gehirns korrelierbar. Diese

Ergebnisse unterstreichen die Tatsache, daß eine Basalexpression von cre über einen längeren

Zeitraum für eine effektive DNA-Rekombination ausreicht und zeigen nochmal sehr deutlich,

daß zur Realisierung der induzierten Rekombination die Tet-regulierte Expressionskassette

mit cre an einem genomischen Locus wie in der Linie LC-1 integriert sein muß, wo im nicht

induzierten Zustand zu keinem Zeitpunkt eine Expression vorhanden ist. Deswegen ist für

zukünftige Versuche auf jeden Fall die Linie LC-1 zu verwenden und es muß ein Weg

gefunden werden, die Genexpression der Cre-Rekombinase mit dieser Linie auf ein Niveau zu

induzieren, mit dem eine spezifische DNA-Rekombination erfolgen kann. Gelänge dies,

stünde uns eine Anzahl von rtTA2S-M2 Mauslinien zur Verfügung, deren Spezifitäten sich

eignen würden, die Funktion von Genen in sehr definierten Substrukturen zu untersuchen.

Beispiele für solche Untersuchungen sind Arbeiten aus dem Labor von Susumu Tonegawa, in

denen die Beiträge der NMDA-Rezeptoren in den hippocampalen Subregionen CA1 (Tsien et

al., 1996) und CA3 (Nakazawa et al., 2002) zum Lern- und Gedächtnisprozeß durch die

hochspezifische konstitutive Cre-vermittelten Deletionen des NR1-Gens in diesen Regionen

in transgenen Mäusen ermittelt wurden. Durch die Kombination der hier beschriebenen

Transaktivatorlinien mit der Linie LC-1 wäre der Zeitpunkt des Rekombinationsereignisses

frei wählbar, was gerade bei Fragestellungen über den Prozeß des Lernens in vielerlei

Hinsicht von Vorteil wäre.
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7.2 Evaluierung der Strategien zur Regulation endogener Gene

In diesem Teil der Arbeit beschäftigte ich mich mit Strategien zur reversiblen Regulation des

endogenen NR1-Gens. Dabei sollte exploriert werden in wieweit Mechanismen, welche in

vitro vielversprechende Resultate lieferten, in vivo eingesetzt werden können. Da in einem

ersten Anlauf nicht mit optimalen Regulationsfaktoren gerechnet werden konnte, wurde als

Zielgen die Sequenz der NR1 Untereinheit des NMDA-Rezeptors gewählt, bei der bereits eine

zwei- bis fünffache Regulation zu einem Phänotyp führen würde. Darüber hinaus würde die

reversible Kontrolle dieses Gens in vivo zahlreiche hochinteressante Fragestellungen eröffnen.

7.2.1 Hammerhead-Ribozyme

7.2.1.1In vitro Charakterisierung der Ribozyme

Die Bedeutung von geeigneten Ribozymschnittstellen zur Identifizierung von Ribozymen mit

hoher katalytischer Aktivität zur Spaltung von langen hochstrukturierten Substrat-RNAs war

bereits von vielen Gruppen beschrieben worden (Crisell et al., 1993; Bertrand et al., 1994;

Lieber und Strauss, 1996; Ho et al., 1996; Birikh et al., 1997). Zum Zeitpunkt unserer

Experimente gab es zwei prinzipelle Strategien, um solche Bereiche zu ermitteln, deren

Erfolg jedoch kontrovers diskutiert wurde.

Zum einen bestand die Möglichkeit, die Sekundärstruktur der Substrat-RNA durch das

Programm MFold (Zuker et al., 1999) berechnen zu lassen und die Ribozyme gegen Bereiche

mit einem hohen Anteil an einzelsträngigen Sequenzen zu entwerfen. Dabei wurde eine

eigene Strategie erdacht, bei der nur solche Sequenzbereiche ausgewählt wurden, die sich

konsistent in den sechs energieärmsten Sekundärstrukturen für die NR1-mRNA in einer

Schleifenstruktur wiederfinden (Abbildung 30). Dadurch sind nur wenige Basenpaare

aufzulösen, um das Ribozym komplett hybridisieren zu lassen. Dieses selbst gewählte Schema

kann nun an den von Zhao und Lemke später aufgestellten Regeln zur Konstruktion von

effizienten Ribozymen verifiziert werden. Diese fünf Regeln wurden von den Autoren anhand

der Wirksamkeit von 128 Antisense-Oligonukleotiden oder Ribozymen zur Inhibition der

Translation von insgesamt 22 verschiedenen Substrat-RNAs abgeleitet (Zhao und Lemke,

1998). Auch sie benutzen für ihre Studie neben der optimalen bis zu 5 suboptimale

Sekundärstrukturen der entsprechenden Substrat-RNA. Die Regeln besagen, daß erstens die

Bindungssequenz innerhalb der ersten 600 nt der Substrat-RNA liegen soll und diese dort

zweitens sich in einem einzelsträngigen Bereich und nicht in einer Stammstruktur befinden

soll. Das gleiche gilt drittens auch für das Spaltungstriplett der Hammerhead-Ribozyme.

Viertens ist eine Länge der Hybridisierungsarme der Ribozyme von 7-12 nt bevorzugt, von

denen fünftens mindestens ein Ende in einen einzelsträngigen Bereich fallen soll. Auch
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modernere Computerverfahren, wie sie heute verwendet werden, bestätigen das Prinzip dieser

Regeln (Patzel et al., 1999).

Diese Kriterien werden von nur einem der getesteten Ribozyme (GUA 365 11+7) komplett

erfüllt, die anderen beiden Ribozyme (GUC 308 5+19 und CUU 79 6+16) werden der Regel

der optimalen Länge der Hybridisierungsarme nicht gerecht. Wie postuliert erreicht man mit

diesen Ribozymen deutlich meßbare Spaltungen der langen Substrat-RNA, die in ihrer

katalytischen Aktivität mit dem Durchschnitt der publizierten Riboyme zu vergleichen sind

(Zhao und Lemke, 1998; Birikh et al., 1997). Auffallend ist weiterhin, daß sich die Ribozyme

gemäß der NUX-Regel verhalten, indem das Ribozym mit dem Spaltungstriplett GUC eine

höhere Aktivität zeigt als die Ribozyme mit die Spaltungstripletts GUA und CUU.

Das Ribozym GUC 308 5+19 zeichnet sich im speziellen noch durch eine für ein Ribozym

noch nie beschriebene Eigenschaft aus. Es bildet mit der NR1-RNA einen sehr stabilen

Hybridisierungskomplex, der selbst unter den Bedingungen einer denaturierenden PAA-

Gelelektrophorese noch eindeutig nachzuweisen ist. Der Grund für diese starke

Wechselwirkung wird klar durch die Betrachtung der Sekundärstruktur dieses Ribozyms

(Abbildung 52). Im Gegensatz zu den anderen Ribozymen faltet sich der 19 nt lange

Hybridisierungsarm zu einer stabilen Stamm-Schleifen-Struktur, deren Schleifensequenz

UUGG dem Konsensusmotiv YUNR einer „U-Turn“-Schleife entspricht. Diese Struktur

findet man in allen bekannten RNA-Erkennungsschleifen von Antisense-RNAs (Franch et al.,

1999), wie sie in den effizienten prokaryontischen Antisense-kontrollierten

Regulationssystemen vorkommen (Wagner and Simons, 1994). Das am intensivsten

untersuchte System dieser Art ist die Kontrolle der Kopienzahl des Plasmids R1 durch die

Antisense-RNA CopA und der Zielsequenz CopT (Nordström und Wagner, 1994). Darin sind

die Schleifen verantwortlich für die Ausbildung der initialen intermolekularen

Wechselwirkungen zwischen den Basenpaaren der Schleifenstruktur von CopA und

derjenigen der zu regulierenden RNA, die ebenfalls mit CopT über ein solches Strukturmotiv

verfügt. Diese Zwischenstufe der Interaktion der zwei Schleifen wird als „kissing complex“

bezeichnet, der im folgenden zur Interkalation der beiden RNAs und damit zur Ausbildung

von sehr stabilen inhibitorischen Komplexen führt (Kolb et al., 2000).
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Abbildung 52: Sekundärstrukturen der Hammerhead-Ribozyme GUC 308 5+19  (A) und GUC 548 9+9 (B). Die

Strukturen wurden durch das Programm MFold berechnet

In vitro Experimente zur Kinetik der Komplexbildung zwischen der Antisense RNA CopA

und deren Substrat-RNA CopT zeigen eine vergleichbare hohe Stabilität dieser Komplexe,

wie sie auch hier beobachtet wurde (Kolb et al., 2000b). Somit handelt es sich bei GUC 308

5+19 um das erste beschriebene Ribozym, dessen Hybridisierungsarm über einen „kissing

complex“ an seine Substrat-RNA gebunden ist. Dies zeigt weiterhin, daß die

computerberechnete Sekundärstruktur sowohl des Ribozyms als auch der Bindungsstelle in

der NR1-RNA der Realität entspricht. Vor kurzem konnten Puerta-Fernandez und Kollegen

zeigen, daß eine solche Verankerung eines Ribozyms an die Substrat-RNA, in dem Fall erzielt

durch die Wechselwirkung von artifiziell eingeführten CopA und CopT Strukturen, die

katalytische Spaltung verstärkt (Puerta-Fernandez et al., 2002).

Das zweite von mir angewendete Verfahren zur Identifikation von geeigneten Ribozym-

schnittstellen war ein in vitro Selektionsexperiment, in dem die zugänglichen Stellen

innerhalb der NR1-RNA durch Hybridisierung mit einer DNA-Oligonukleotidbibliothek

besetzt und durch einen anschließenden RNAse H Verdau nachgewiesen wurden (Birikh et

al., 1997; Berger, 1997). Die bessere Zugänglichkeit dieser Stellen wurde durch ein

Experiment mit sequenzspezifischen DNA-Oligonukleotiden bestätigt, und gegen die besten

Bindungsstellen die entsprechenden Ribozyme entworfen und in vitro charakterisiert. Auch

mit dieser Strategie konnten Ribozyme mit hoher Spaltungsaktivität gegen die 1445nt lange

NR1-RNA identifiziert werden. Ebenfalls ist die Sequenz der Schnittstelle des aktivsten

Ribozyms GUC, wobei in dieser Strategie gemäß der NUX-Regeln eine Vorauswahl von gut

spaltbaren Tripletts vorgenommen wurde. Betrachtet man allerdings die für diese

Schnittstellen berechneten Sekundärstrukturen, so muß man feststellen, daß das aktivste

Ribozym GUC 548 in all seinen Varianten gemäß den von Zhao und Lemke aufgestellten

Regeln bezüglich der Bindungsstelle als absolut suboptimal einzustufen wäre. Jedoch zeigt
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sich bei der Variation der Länge der Hybridisierungsarme eine Abnahme der katalytischen

Aktivität mit zunehmender Länge, was wiederum die entsprechende Regel erfüllt. Solche

kontroversen Ergebnisse sind auch von anderen Gruppen erzielt worden (Lima et al 1997,

Birikh et al 1997, Scherr et al., 1998).

Somit konnte gezeigt werden, daß es über beide Strategien möglich war, hochaktive

Ribozyme gegen die NR1-RNA zu identifizieren, deren Aktivität ungefähr vergleichbar ist,

wobei das Ribozyms GUC 308 5+19 aufgrund seiner besonderen Eigenschaften einen

Sonderfall darstellt. Auch findet man bei der Anwendung einer experimentellen Strategie

Unstimmigkeiten zwischen der gemessenen katalytischen Aktivität und der vorhergesagten

Effizienz der Hybridisierung an die Bindungsstelle durch die computerberechnete

Sekundärstruktur. Neue Arbeiten (Scherr et al., 2000) zielen nun darauf ab, durch eine

Kombination dieser beiden Strategien noch effizientere Ribozyme bzw. Antisense-

Oligonukleotide zu konstruieren  als bisher.

7.2.1.2Wirksamkeit der Ribozyme in Zellkultur

Die Evaluierung der in vitro optimierten Hammerhead-Ribozyme sollte in Zellkultur durch

die Quantifizierung der Inhibition der Expression eines NR1-Luziferase-Fusionsproteins

erfolgen. Diese Methodik wurde als erstes von Kawasaki und Mitarbeitern erfolgreich zur

Identifizierung eines effizienten Hammerhead-Ribozyms gegen p300 eingesetzt (Kawasaki et

al., 1996), mit dem später die entsprechenden biologischen Fragestellungen geklärt werden

konnten (Kawasaki et al., 1998). Zur Expression des Reportergens wurde zwei

unterschiedlich starke Promotoren (CMV und EF1) verwendet, um die Wirksamkeit der

Ribozyme bei verschiedenen Expressionsniveaus des zu regulierenden Gens zu ermitteln. Das

NR1-Luziferase-Fusionsprotein wurde so optimiert, daß es auf keinen Fall zur einer

Expression der Luziferase durch Translationsinitiation am ursprünglichen Startkodon sowohl

in vitro als auch in Zellkultur kommt. Im direkten Vergleich mit der Luziferase zeigt das

Fusionsprotein nur ca. zwei Prozent der möglichen Aktivität. Die Hauptgründe dafür sind

vermutlich die Beeinträchtigung der katalytischen Aktivität durch die unterschiedliche

Faltung des Fusionsproteins. Jedoch sollte die reduzierte Aktivität des Fusionsproteins zur

Charakterisierung der Ribozyme ausreichen.

Unter Verwendung dieses zellulären Testsystems wurde nun die Wirksamkeit der beiden

besten Ribozyme sowohl in transienten Transfektionsexperimenten als auch in stabilen

Zellinien ermittelt. Doch unter beiden experimentellen Bedingungen konnte für keines der

Ribozyme, die über den Tet-regulierten Promotor exprimiert wurden, eine ausreichende

Inhibition der Genexpression des NR1-Luziferase-Fusionsproteins nachgewiesen werden.

Ebensowenig gelang der Nachweis der Ribozyme auf einem Northernblot, was allerdings für
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diese kurzlebigen RNA-Moleküle mit einer biologischen Halbwertszeit von wenigen Minuten

zu erwarten war (Beigelman et al.,1995).

Aus der Literatur sind nur wenige Arbeiten mit Tet-regulierten Ribozymen bekannt. In diesen

kann die Expression des entsprechenden Proteins auf ein Niveau von 30 % (Thomas et al.,

2001) bis 50 % (Soeth et al., 2001) reduziert werden. Eine Reduktion der Expression auf ein

Niveau von 10 %  ist nur durch eine massive Überproduktion des Ribozyms möglich, was mit

einer schlechteren Regulierbarkeit verbunden ist und zu einer Inhibition von 50 % im

abgeschalteten Zustand führt (Juhl et al., 1997). Da sich die hier beschriebenen Ribozyme in

ihrer in vitro Charakteristik nicht signifikant von den in diesen Studien verwendeten

unterscheiden, ist davon auszugehen, daß weitere sekundäre Effekte zur Unwirksamkeit der

Ribozyme führen. Dazu gehört der Einfluß der Tertiärstruktur der RNA (Campbell et al.,

1997) und auch die Beteiligung von zellulären Proteinen an der Faltung der RNAs, von denen

allerdings nur Beispiele publiziert sind, in denen die Interaktion von Proteinen mit der

Substrat-RNA zu einer Verbesserung der katalytischen Spaltung durch die Ribozyme führt

(Herschlag et al., 1994; Müller et al. 1995). Zudem ist die Zugänglichkeit erheblicher Teile

der mRNA während der Translation durch die Komplexierung am Ribosom erheblich

beeinträchtigt. Dies geht aus einer Studie hervor, in der die Wirksamkeit von bereits

getesteten Ribozymen in E. coli Mutanten verbessert werden konnte, in denen die Ribosomen

mit einer geringeren Geschwindigkeit translatieren (Chen et al.,1997).

Durch den Einbau der Ribozyme in die va-RNA als „Träger“  sollte abschließend dieses

Regulationsprinzips evaluiert werden. Durch diese Modifikation erreicht man, daß das

Ribozym zum einen durch den va-internen RNA-Polymerase III Promotor sehr hoch

exprimiert wird (Mathews und Shenk, 1991), desweiteren durch Signale in der va-RNA zur

optimalen Wirksamkeit cytoplasmatisch lokalisiert ist ( Bertrand et al., 1997; Prislei et

al.,1997)  und durch die hochgeordnete Sekundärstruktur der va-RNA vor Degradation

stabilisiert wird. Jedoch gelang auch mit diesen Konstrukten keine Repression der

Genexpression des NR1-Luziferase-Fusionsproteins, was die Bedeutung der oben genannten

sekundären Effekte unterstreicht.

Zusammenfassend erscheint die Verwendung von Ribozymen noch von zu vielen

unbekannten Faktoren abzuhängen, welche die Wirksamkeit im zellulären Kontext

beeinflussen. Zudem sind die von uns und anderen erreichten Regulationsfaktoren mit Tet-

regulierten Ribozymen nicht zur Untersuchung der Funktion beliebiger Gene ausreichend.

Somit scheidet die Verwendung von Ribozymen als generelle Strategie zur Kontrolle

endogener Gene über den Tet-regulierten Promotor zur Zeit aus.
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7.2.2 RNA-Padlocks

7.2.2.1In vitro Charakterisierung der RNA-Padlocks

Mit den RNA-Padlocks wurden von uns Moleküle getestet, denen es möglich sein sollte,

durch ihre intrinsischen Antisensesequenzen an die NR1-mRNA zu binden und sich

anschließend durch einen kovalenten Ringschluß dort an der Substrat-RNA zu fixieren. Durch

eine Anzahl von in vitro Experimenten konnte gezeigt werden, daß die entworfenen RNA-

Padlocks AR1.308 und AR1.548 die zwei gewünschten Eigenschaften besitzen, die

Selbstprozessierung aus der mRNA und die schnelle und effektive Bindung an die Substrat-

RNA.

In den Experimenten zur Hybridisierung und Komplexbildung an die NR1-RNA konnte die

erfolgreiche Bindung der beiden Padlocks an die NR1-RNA demonstriert werden. Die

Betrachtung der Kinetik der beiden Einzelschritte zeigt jedoch einen deutlichen Unterschied

zwischen den beiden RNA-Padlock. Im Falle von AR1.308 entspricht der Anteil an

hybridisierter Substrat-RNA zu jedem Zeitpunkt dem der komplexierten Substrat-RNA, was

zeigt, daß für dieses RNA-Padlock die Hybridisierung der geschwindigkeitsbestimmende

Schritt ist. Im Gegensatz dazu beobachtet man für AR1.548 bereits innerhalb der ersten

Minute eine komplette Hybridisierung der Padlocks an die NR1-RNA. Dieses Ergebnis

bestätigt eindrücklich die gute Zugänglichkeit dieser Bindungsstelle innerhalb der

strukturierten Substrat-RNA und unterstreicht die Verlässlichkeit der Aussage des

durchgeführten RNaseH Experimentes zur Identifizierung idealer Hybridisierungsstellen.

Innerhalb der kurzen Zeitspanne der kompletten Hybridisierung bilden 70 % der Padlock

stabile Komplexe, dessen Zahl sich in der hier geschwindigkeitsbestimmenden

Ringschlußreaktion in den folgenden 3 Stunden auf 95% erhöht. Der kovalente Charakter

dieses Komplexes wird deutlich durch dessen Persistenz bei hohen Inkubationstemperaturen.

Beide RNA-Padlocks zeigen bezüglich der Komplexbildung einen bimodularen Verlauf.

Dabei kommt die schnelle Komponente der Reaktion durch  erfolgreiche Komplexierung

linearer Spezies zustande, die zu Beginn der Reaktion in ausreichenden Mengen vorhanden

sind. Im weiteren Verlauf der Reaktion müssen sich die linearen RNAs aus den zirkulären

Formen zurückbilden, wobei das Gleichgewicht stark auf der Seite der zirkulären Spezies

liegt. Dabei scheint es weiterhin so zu sein, daß es dem Padlock AR1.308 nicht möglich ist, in

der zirkulären Form an das Substrat zu binden, während AR1.548 dazu in der Lage ist. Diese

Sichtweise wird durch die entsprechenden experimentellen Befunde gestützt. Zum einen

gelingt eine komplette Komplexierung erst bei einem sehr großen Überschuß an Padlock-

RNA (Daten nicht gezeigt), was zeigt, daß die reaktive Form in der Minderheit vorliegt. Dies

wird bestätigt durch die Analysen der Kinetik der Reaktionschritte des Hairpin-Ribozyms, die
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zeigen, daß im Gegensatz zum Hammerhead-Ribozym die Ligationsreaktion am Substrat um

einen Faktor 10 gegenüber der Spaltreaktion des Substrats bevorzugt wird, was zu einem

starken Überschuß an ligierten Spezies führt und im weiteren Reaktionsverlauf die langsame

Umwandlung der ligierten in lineare RNA-Padlocks bedingt.

Der Prozeß der Selbstprozessierung konnte in einem Bindungsexperiment mit radioaktiv

markierten RNA-Padlocks gezeigt werden. Im ursprünglichen Entwurf von Sergei Kasakov

war für diese RNA-Padlocks eigentlich eine allosterische Regulation für diesen Prozeß

vorgesehen. Durch eine Zusatzsequenz in der Schleifenstruktur der Antisense-Sequenz sollte

die Spaltstelle des Hairpin-Ribozym zur Selbstprozessierung in der Abwesenheit von

Substrat-RNA blockiert werden, was unter diesen Bedingungen ausschließlich zu linearen

Spezies hätte führen sollen. Die in vitro Transkriptionsreaktion zeigt jedoch deutlich mehrere

Spezies von RNAs, unter denen mit Sicherheit auch zirkuläre Formen vorkommen. Da jedoch

durch die Verwendung des Tet-Systems eine hohe Produktion von RNA-Padlocks zu erwarten

war und RNA-Padlocks gegen TNF  ohne diese Kontrolle in Zellkultur und Mäusen die

entsprechende Wirksamkeit zeigten (Brian Johnston, nichtpublizierte Daten) wurde von einer

Etablierung dieser allosterischen Kontrolle abgesehen.

7.2.2.2Wirksamkeit der RNA-Padlocks in Zellkultur

Aufgrund der in vitro erzielten Ergebnisse hätte es nun im weiteren Verlauf möglich sein

sollen, eine signifikante Inhibition der Genexpression von NR1 zu erzielen. Analog zu den

Hammerhead-Ribozymen wurde auch zur Überprüfung der Wirksamkeit der charakterisierten

RNA-Padlocks das zuvor beschriebene zelluläre Testsystem verwendet, mit dem sowohl

transiente Transfektionsexperimente durchgeführt als auch Populationen stabilen Zellinien

hergestellt wurden. Dabei konnte für die RNA-Padlocks in beiden experimentellen Methoden

eine erwartungsgemäß hohe Regulation durch Dox nachgewiesen werden und es gelang sogar

der Nachweis von Padlock-RNA im Northernblot, was auf eine erhöhte Stabilität dieser

RNAs hindeutet. Doch trotz dieser positiven Rahmenbedingungen konnte keine signifikante

Regulation des NR1-Luziferase-Fusionsproteins erreicht werden. Daran änderte sich auch

nichts durch die Verwendung verschiedener Zelllinien, der Variation des Expressionsniveaus

des NR1-Luziferase-Fusionsproteins, der Variation der intrazellulären Menge an RNA-

Padlock durch die Selektion unterschiedlich stark exprimierender stabiler Zellpopulationen

und durch den effektiven cytoplasmatischen Transport der RNA-Padlocks durch ein 5´

fusioniertes CTE-Element. Es ist daher anzunehmen, daß die Unwirksamkeit der RNA-

Padlocks auf den gleichen fundamentalen Ursachen beruht wie die der Hammerhead-

Ribozyme (siehe oben).
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Aus der Literatur sind zahlreiche Publikationen bekannt, in denen die Tet-regulierte

Expression von Antisense-RNA sowohl in Zellkultur (Handler and Iozzo, 2001) als auch in

transgenen Mäusen (Beggah et al., 2002; Lottmann et al., 2001) zu den entsprechenden

reversiblen Phänotypen führte. Allerdings besteht zwischen den dort verwendeten Antisense-

RNAs und den RNA-Padlocks ein konzeptioneller Unterschied. Durch die

Selbstprozessierung generiert man mit den Padlocks Pendants zu kurzen Antisense-RNAs, die

in ihrer Wirkungsweise mit entsprechenden, synthetisch modifizierten Antisense-

Oligonukleotiden verglichen werden müssen. Im Falle der RNA-Padlocks hat man den

Vorteil der kovalenten Komplexierung an die Substrat-RNA, jedoch fehlt ihnen die

Möglichkeit der Degradation der RNA, die bei der Verwendung von DNA-Oligonukleotiden

durch die zelluläre RNase H erfolgt (Vickers et al., 2003). Bei der stabilen regulierten

Expression von Antisense-RNAs in Zellen werden dagegen in den Konstrukten entweder

große Teile oder das gesamte Leseraster des zu regulierenden Gens verwendet. Der

Wirkmechanismus solcher langen Antisense-RNAs kann nicht mit einer simplen

Hybridisierung an das Transkript des Zielgens erklärt werden, was viele Beispiele belegen, in

denen die gewünschte Regulation ausblieb (Hentze et al., 1988; Knecht, 1989; Mol et al.,

1990). Vielmehr scheint es so zu sein, daß die exprimierten Antisense-RNAs in einen

komplexen intrazellulären Regulationsprozeß  eingreifen. Diese 1993 publizierte Sichtweise

(Nellen und Lichtenstein, 1993) wird durch die späteren Arbeiten zur Aufklärung des

Prozesses der RNAi bestätigt, in denen gezeigt werden konnte, daß sich die reaktiven 21-23

bp großen siRNAs auch durch die Prozessierung von einzelsträngigen Antisense-RNA bilden,

allerdings in deutlich geringerem Maße als bei der Verwendung von doppelsträngiger RNAs

(Zamore et al., 2000). Aus dieser Perspektive heraus erscheint die Entwicklung eines

effektiven Regulationssystem unter Anwendung des RNAi-Prinzips am Erfolg

versprechendsten und ist weiteren Modifikationen der RNA-Padlocks im Moment

vorzuziehen.

7.2.3 Synthetische Transkriptionsfaktoren mit Zinkfinger-DNA-
Bindungsdomänen

Durch neuste Selektionsverfahren besteht die einzigartige Möglichkeit, hochspezifische

Zinkfingerproteine zu konstruieren, die an beliebige DNA-Sequenzen binden können (Isalan

et al., 2001). Durch die Fusion solcher Zinkfingerproteine mit entsprechenden

transkriptionellen  Aktivierungs- bzw. Repressionsdomänen ist es ferner möglich,

synthetische Transkriptionsfaktoren zu erzeugen, die die Expression des gewünschten Genes

kontrollieren können, indem sie an die Sequenzen des endogenen Promotors des Gens binden

und dadurch dessen funktionellen Programm interferieren können. Die regulierte Expression

solcher synthetische Transkriptionsfaktoren erscheinen als fast ideale Strategie zur Regulation

der Expression endogener Gene. Diese Methode konnte bis heute mehrmals sowohl in
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tierischen als auch in pflanzlichen Zellen erfolgreich eingesetzt werden. (Ren et al., 2002;

Stege et al., 2002; Kang et al., 2000; Bartsevich et al., 2000; Beerli et al., 2000; Pollock  et al.,

2002)

Hier wurde diese Strategie auf nr1 angewandt. Dazu wurden zuerst Reporterkonstrukte

hergestellt, in denen ein bereits charakterisierter NR1-Minimalpromotor PNR1 (Bai et al., 1997;

Bai et al., 1998) die Genexpression der Luziferase steuert. In den transienten

Transfektionsexperimenten mit diesen Reporterkonstrukte zeigten sich auch bei uns die

funktionellen Eigenschaften dieses Promotors. Diese umfassen eine um Größenordnungen

geringer Aktivität in nichtneuronalen Zellen, bedingt durch die dortige Expression des

Transkriptionsfaktors REST (Okamoto et al 1999) und eine Steigerung der Aktivität in

neuronalen Zellen durch die Differenzierung mit NGF (Bai et al., 1998). Der neu identifizierte

NR1-Promotors aus der Maus PNR1m verhält sich diesbezüglich äquivalent wie derjenige aus

der Ratte, jedoch immer verbunden mit einer niedrigeren Aktivität. In der neuronalen PC12-

Zellinie kann die Expression von PNR1 durch die transiente Expression von REST auf ein

Niveau von 10% reduziert werden. Diese Repression erreicht man allerdings nur bei hoher

Aktivität des Promotors, die durch Differenzierung mit NGF erreicht wird. Die Inhibition der

Basalaktivität des Promotors im nichtdifferenzierten Zustand ist deutlich geringer. Diese

Abhängigkeit der Wirkung von REST vom Differenzierungsgrad der Zellen zeigt sich auch

bei der Regulation des Promotors des Nav1.2 Na+-Kanals in einer PC12-Zellinie, in der die

Expression von REST durch den Tet-regulierten Promotor kontrolliert wird (Ballas et al.,

2001).

Insgesamt wurden in Zusammenarbeit mit der Firma Gendaq/Sangamo sechs

Zinkfingerproteine entworfen, welche gegen vier verschiedene Bereiche des NR1-Promotors

gerichtet waren. Sie waren allen mit der KRAB-Repressiondomäne aus hox-1 (KOX-1)

fusioniert und wurden eingesetzt, um ihre Repressionseigenschaften an PNR1 zu überprüfen.

Die erhaltenen Daten zeigen jedoch keinen überzeugenden Effekt. Die maximal erreichte

Repression von 50 % lag deutlich unter den Erwartungen. Die Ergebnisse zeigen dabei eine

direkte Korrelation der gemessenen Repression mit der Bindungsaffinität der

Zinkfingerproteine an ihre Promotorsequenzen. Diese wurde mit einem

konzentrationsabhängigen ELISA-Experiment bestimmt und nimmt in der Reihenfolge 3-6/3-

10, 4-5/4-10, 2-9, 5-6 ab. (Tim Farries, persönliche Mitteilung). Eine Schwäche des hier

angewandten Testsystems ist der transiente Expressionsansatz, in dem Ptet eine relativ hohe

Basalaktivität aufweist. Hierdurch werden auch im abgeschalteten Zustand die ZIF-Proteine

produziert, wodurch den Gesamteffekt der Regulation reduziert wird. Auffällig ist hier, daß

die Reduktion der Expression von PNR1 im abschalteten Zustand gemäß der gemessenen

Affinitätsreihenfolge geschieht und sich auch für den Repressor REST zeigt, der zur DNA-

Bindung 7 Krüppel-ähnliche Zinkfinger-Domänen besitzt und seine Bindungsstelle mit hoher
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Affinität erkennt. Der Hauptgrund für die schlechten Regulationseigenschaften der

Zinkfingerproteine mit der KRAB-Domäne liegt vermutlich an Unwirksamkeit dieser

Repressionsdomäne im Kontext von „TATA-losen“ Promotoren. Auch an anderer Stelle war

gezeigt worden, daß diese Art von Promotoren durch die KRAB-Domäne nicht reprimierbar

sind (Pengue et al 1996). In den erfolgreichen Beispielen, in denen synthetische Zinkfinger-

KRAB-Fusionsproteine erfolgreich zur Regulation endogener Gene eingesetzt wurden, ist die

Aktivität dieser Promotoren immer  TATA-Box abhängig (Beerli  et al., 2000)

Erstaunlich ist der experimentelle Befund, daß die Expression der Zinkfinger-KRAB-

Fusionen zu einer Aktivitätssteigerung von PNR1 in nichtneuronalen Zellen führte. Dabei

handelt es sich vermutlich um eine Derepression des Promotors, hervorgerufen durch die

Störung der transkriptionellen Repression des Promotors durch REST und andere

Transkriptionsfaktoren. Die stärkste Aktivierung des Promotors werden durch die Zinkfinger

3-6 und 3-10 hervorgerufen, deren Bindungsstelle komplett mit der erst kürzlich im PNR1

identifierten Konsensussequenz des Transkriptionsfaktors MAZ (Myc-assoziiertes

Zinkfingerprotein) überlappt (Okamoto et al 2002). Wie auch in anderen Fällen (Parks et al.,

1996) liegt die MAZ-Bindestelle des NR1-Promotors in direkter Nachbarschaft zur SP1

Bindestelle. Für MAZ und SP1, beides Transkriptionsfaktoren mit Zinkfinger-DNA-

Bindungsdomänen (Kadonaga et al., 1987; Song et al., 1998), ist gezeigt, daß sie gegenseitig

an ihre jeweiligen Erkennungssequenzen binden können und dort entweder, wie für den

MAZ-Promotor beschrieben (Song et al., 2001), die Transkription reprimieren, oder, wie für

die TATA-losen Promotoren von NR1 (Okamoto et al 2002) oder des Serotonin1A

–Rezeptors (Parks et al., 1996) gezeigt, die Transkription aktivieren können. Es ist daher

davon auszugehen, daß die hochaffinen Zinkfingerproteine 3-6 und 3-10 mit der Bindung des

von MAZ an seine Bindungsstelle konkurrieren und so einen Teil der MAZ vermittelten

Repression aufheben. Diese neuen Befunde zeigen aber auch, daß die Zinkfingerproteine 3-6

und 3-10 für den Zweck der spezifischen Regulation von NR1 wahrscheinlich ungeeignet

sind, da zu erwarten ist, daß sie mit den MAZ-Bindestellen anderer Promotoren interagieren

und damit unspezifische Effekte auslösen können.

Durch die Kombination der N-Terminalen Repressiondomäne von REST mit den

synthetischen Zinkfingerproteinen gelang es dann, mit ZIF/REST 5-6 im zelluären Testsystem

eine vergleichbar hohe Repression zu erzielen wie mit REST. Die nun verwendete

Repressionsdomäne, die über dem Korepressor mSin3A seine Wirkung vermittelt, ist in

diesem Fall funktionell, was andere Arbeiten demonstrieren, in denen eine Fusion der

Repressionsdomäne von Mad1, die ebenfalls mit mSin3A wechselwirkt, an synthetische

Zinkfingerproteine sowohl TATA-Box abhängige (Beerli et al., 1998) als auch „TATA-Box

lose“ Promotoren (Stege et al.,  2002) effektiv reprimiert. Interessant dabei ist, daß in unserem

Fall nicht die Affinität der Zinkfingerproteine an die Bindungsstelle für die effektive
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Repression entscheidend ist, da 5-6 das niederaffinste Zinkfingerprotein darstellt, sondern die

Position der Bindungsstelle, die direkt an das RE-1 Element angrenzt. Es ist daher davon

auszugehen, daß der NR1-Promotor ein funktionelles Programm kodiert, das eine effektive

Repression nur im Bereich des RE-1 Elements zulässt. Eine solche Positionsabhängigkeit der

Wirksamkeit eines synthetischen Zinkfingerproteins wurde bereits für den Promotor des

menschlischen epo-Gens beschrieben (Zhang et al., 2000). Dort waren ebenfalls nur die

Zinkfinger-Fusionsproteine mit der Aktivierungsdomäne VP16 gegen eine von sechs

untersuchten Bindungsstellen in der Lage, das endogene epo zu transaktivieren. Auch dort

zeigte sich keine Korrelation zwischen der Aktivierung des endogenen Promotors durch die

Zinkfingerproteine und deren Bindungsaffinität. Zudem konnte die funktionelle

Bindungsstelle als ein zugänglicher Bereich für Transkriptionsfaktoren innerhalb der

Chromatinstruktur identifiziert werden, was die Bedeutung der Untersuchung des

transkriptionellen Programms der Promotoren zur Identifizierung geeigneter synthetischer

Transkriptionsfaktoren unterstreicht.

Auch wenn es noch nicht gelang, eine Repression des endogenen nr1 in PC12-Zellen

nachzuweisen, sind die hier erzielten Ergebnisse vielversprechend, um das Ziel der

Regulation des endogenen nr1 in der transgenen Maus zu erreichen. Es konnte bis dato von

mehreren Gruppen gezeigt werden, daß die erzielten Aktivierungen bzw. Repressionen mit

transienten Reportersystemen sich in der Regulation der endogenen Gene widerspiegelt

(Stege et al., 2002; Beerli et al., 2000; Kang et al., 2000). Somit besteht die berechtigte

Hoffnung, diese Regulation auch in transgenen Mäusen zu finden, in denen das Gene des

Zinkfingerprotein ZIF/REST 5-6 und der Luziferase unter Kontrolle des Tet-regulierten

bidirektionalen Promotors steht. Eine entsprechende Mauslinie, in der neben dem

Zinkfingerprotein ZIF/REST 5-6  noch die Luziferase unter der Kontrolle von Ptet bi-1 steht,

ist zur Zeit in Arbeit.

7.3 Ausblick

Eine Reihe von Strategien, die hier verfolgt wurden, wie der Einsatz von Ribozymen oder

RNA-Padlocks schienen zu Beginn dieser Arbeit vielversprechend. In der Tat wurden in vitro

Daten erhalten, die sich mit den besten publizierten Daten vergleichen lassen. In keinem Fall

gelang mir die Übertragung in das zelluläre System. Zieht man die sehr geringe Zahl an

Publikationen anderer Arbeitskreise, in denen eine solche Umsetzung gelang, in Betracht, so

liegt nahe, daß die hier verfolgten Ansätze noch prinzipielle Probleme aufwerfen, ja daß eine

oder möglicherweise alle beide Strategien nicht generell gangbar sind.

Zur Anwendbarkeit simpler, auf RNA basierenden Regulationsstrategien haben sich im

Zeitraum, in dem diese Arbeit angefertigt wurde, aufregende neue Erkenntnisse auf dem

Gebiet der „RNA interference“ (RNAi) ergeben. Einige Vorexperimente zur Tet-regulierten
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Expression von siRNAs wurden von mir durchgeführt. Diese umfaßten die Expression von

nach eigenen Regeln entworfenen siRNAs durch Ptet, sowie die Expression von siRNAs nach

dem Entwurf von Brummelkamp und Kollegen (Brummelkamp et al., 2002) durch eine

intrazelluäre T3-RNA-Polymerase. Die Ergebnisse sind jedoch zu präliminär, um in dieser

Arbeit aufgenommen zu werden. Bedenkt man das durch die große Anzahl an Publikationen

heute sichtbare Potential der RNAi Methodik, so kann es keinen Zweifel geben, daß eine

Kombination zwischen Tet-Regulation und RNAi Technologie einen großen Fortschritt bei

der Analyse von Genfunktionen in vivo bedeuten würde. Die Tücke liegt jedoch auch hier im

Detail. Verfolgt man das Ziel einer Regulation von endogenen Gene in eukaryontischen

Zellen, so ist das klassische von Andrew Fire entwickelte Verfahren, in dem eine

doppelsträngige RNA von mehreren hundert Basenpaaren verwendet wird (Fire et al., 1998),

nicht einsetzbar, da in Säugerzellen doppelsträngige RNAs einer Länge von über 30 bp die

Signalkaskaden der Enzyme PKR und RNase L initiiert, was zur unspezifischen Inhibierung

der Translation (PKR) und zur unspezifischen Degradation von mRNAs (RNase L) führt

(Baglioni und Nilsen, 1983; Clarke and Mathews, 1995). Diese Problematik konnte später

durch das Labor von Thomas Tuschl durch die Transfektion kurzer siRNA-Oligonukleotide

aufgehoben werden (Elbashir et al, 2001). Die Ergebnisse dieser Arbeiten zeigen jedoch

explizit, daß maßgeschneiderte nukleotidgenaue siRNAs zum Einsatz kommen müssen,

wodurch die Möglichkeit der Expression von siRNAs durch RNA-Polymerase II Promotoren

entfällt, obwohl es in letzter Zeit Hinweise gibt, daß bestimmte Zusatzsequenzen eine

nukleotidgenaue Prozessierung einer siRNA aus dem Kontext einer mRNA erlauben (Zeng et

al., 2002). So ist es auch nicht verwunderlich, daß die erste Demonstration der Wirksamkeit

von intrazellulär sythetisierten siRNAs dadurch gelang, indem ein RNA-Polymerase III

Promotor verwendet wurde, dessen transkriptionelle Initiation und Termination

nukleotidgenau funktioniert (Brummelkamp et al., 2002). Um nun eine Tet-regulierte

Expression von siRNAs zu verwirklichen, liegt der  Fokus meiner weiterer Arbeiten in diesem

Gebiet auf der Entwicklung eines Tet-kontrollierten Expressionssystems auf der Basis eines

RNA-Polymerase III Promotors, dessen Regulation wie das Vorbild von Gossen und Bujard

auf einem aktivierenden Prinzip beruhen soll.

Ein weiterer wichtiger Punkt für die Zukunft ist die Überprüfung der Reversibilität der

siRNA-vermittelten Repression. Mittlerweile ist bekannt, daß die siRNA nach ihrem Einbau

in Dicer auf den Exonukleasekomplex RISC übertragen wird (Nykänen et al., 2001), der den

sequenzspezifischen Abbau der zu degradierenden mRNA vermittelt. Dieser Komplex, der

maßgeblich an der Persistenz des RNAi-Effektes beteiligt ist, besitzt wahrscheinlich eine

erstaunlich hohe Halbwertszeit von 4 bis 6 Wochen (G. Hannon, persönliche Mitteilung).

Würde sich diese Tatsache bestätigen, wäre eine Reaktivierung der Genaktivität nach

vorangeganger Repression durch eine siRNA ein sehr langer Vorgang, der die Technologie

begrenzen würde.
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Nachwievor interessant ist die mögliche Kontrolle endogener Promotoren durch

maßgeschneiderte Zinkfingerproteine. Diese artifiziellen Transkriptionsfaktoren müssen zwar

(im Vergleich zur RNAi Technologie) in einem aufwendigen Selektionsverfahren identifiziert

werden, jedoch bieten sie einen entscheidenden Vorteil. Da es anzunehmen ist, daß die

biologische Halbwertszeit solcher Transkriptionsfaktoren deutlich unter dem des RISC-

Komplexes liegt, würde diese Strategie eine viel schnellere Aktivierungs- und

Deaktivierungskinetik vermitteln und könnte somit bei komplexen Fragestellungen in

transgenen Tieren eingesetzt werden, in denen eine temporäre Inaktivierung eines Gens

notwendig ist. Dieser Ansatz wird von mir auch weiter verfolgt und eine erste Mauslinie mit

Tet-spezifischem ZIF/REST 5-6 – Gen ist im Entstehen.

Schließlich wurde in dieser Arbeit erstmal die Limitierung der Tet-Regulation in Geweben

hinter der Blut-Hirn-Schranke näher untersucht. Alle Daten deuten darauf hin, daß die

Durchdringung der Blut-Hirn-Schranke durch Dox und alle bisher eingesetzten Effektoren des

Tet-Systems der limitierende Faktor ist. Auch hier kann nun gezielt vorangegangen werden,

da die Fragestellung klar ist und gute Testsysteme – in diesem Falle Mauslinien – vorhanden

sind. Eine Verbesserung der Induktion des rtTA-regulierten Genexpression wäre in der

Zukunft auf mehreren Wegen möglich. Zum einen wäre die Entwicklung von reversen

Transaktivatoren denkbar, die noch empfindlicher auf die bereits bekannten Induktoren

reagieren. Zum anderen könnte auch nach besser hirngängigen Induktoren gesucht werden,

die mit den vorhandenen reversen Transaktivatoren funktionieren. Denkbar wären zudem

galenische Entwicklungen, welche die Substanzen effektiver durch die Blut-Hirn-Schranke zu

schleusen vermögen.
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8. Zusammenfassung

Die konditionale Inaktivierung endogener Gene ist eine wirksame Strategie zur Analyse von
Genfunktionen in transgenen Tieren. Den besten Beweis für die Funktionalität eines Genprodukts
liefert hierbei die reversible Steuerung der Expression des zu untersuchenden Gens durch einen
exogenen Induktor in den transgenen Organismen. Dabei hat sich in den letzten Jahren das
Tetrazyklin-kontrollierte Genregulationssystem (Tet-System) durchgesetzt. Mit dem Tet-System
gelang die Übertragung der stringenten Expressionskontrolle der Regulationselemente des
Tetrazyklin-Resistenzoperons von Tn10 in eukaryontische Zellen, wo nun der Tetrazyklin-abhängige
Transaktivator tTA durch die Konzentration des Induktors Doxyzyklin (Dox) die Aktivität des
Tetrazyklin-regulierbaren Promotors Ptet graduell über einen Expressionsbereich von 5
Größenordnungen reguliert. In transgenen Mäusen ist dieses Regulationsprinzip bereits in über
hundert Fällen erfolgreich zur organ- bzw. zelltypspezifischen Untersuchung von Genfunktionen
eingesetzt worden, wobei allerdings in den meisten Fällen die regulierte Überexpression eines Gens
oder einer dominant aktiven Mutante verwirklicht wurde.
Ziel dieser Arbeit war es eine Methodik zu etablieren, mit der die Funktion eines endogenen Gens
unter Verwendung des Tet-System in vivo reversibel und graduell steuerbar ist. Der entscheidende
Punkt eines solchen Konzeptes ist es, den chromosomalen Lokus des zu untersuchenden Gens
unberührt zu lassen, was ein unbeeinträchtigtes Expressionsmuster im nicht-induzierten Zustand
garantiert. Diese Art von Regulation eignet sich besonders für Gene, deren Inaktivierung zu einer
kompensatorischen Embryonalentwicklung oder zum embryonalen bzw. frühen postnatalen Tod der
Tiere führt.
Das im Rahmen dieser Arbeit untersuchte Gen ist nr1, die essentielle Untereinheit des NMDA-
Rezeptors. Der NMDA-Rezeptor ist an den Prozessen der synaptischen Plastizität beteiligt, die in
direkten Zusammenhang mit der Lern- und Gedächtnisleistung in Säugern stehen.
Im ersten Teil der Arbeit ging es um die Etablierung einer transgenen Mauslinie, in welcher der
optimierte reverse Transaktivator rtTA2S-M2 unter der Kontrolle des CamKII-Promotors
synthetisiert wird. Durch die sehr guten Regulationseigenschaften von rtTA2S-M2 in Zellkultur war
erwartet worden, in der transgenen Linie die Tet-regulierte Genexpression durch die Verabreichung
geringer Mengen Induktor im Trinkwasser im Bereich des Großhirn zu ermöglichen. Die Summe der
erzielten Ergebnisse mit mehreren Mauslinien zeigt jedoch, daß die Blut-Hirn-Schranke den Transport
von Dox in das Großhirn in der Weise limitiert, daß nur eine partielle Induktion des Tet-System durch
die üblichen Applikationsmethoden erreicht wird. Selbst durch die massive Verabreichung des
Induktors C4, der in zehnfach geringeren Mengen als Dox die rtTA2S-M2 vermittelte Genexpression
maximal aktiviert, konnte keine maximale Expression erreicht werden.
Im zweiten Teil der Arbeit wurden verschiedene Strategien zur nichtinvasiven Regulation endogener
Genfunktionen evaluiert. Dabei wurde zuerst der Einsatz von Hammerhead-Ribozymen untersucht,
welche die NR1 mRNA katalytisch spalten und sie damit inaktivieren. Durch zwei verschiedene
Selektionsverfahren konnten Hammerhead-Ribozyme identifiziert werden, die zwar in vitro gute
Spaltungsaktivitäten und z. T. neuartigen Bindungseigenschaften an die Substrat-RNA aufwiesen, sich
jedoch in einem quantitativen zellulären Testsystem als unwirksam in Bezug auf die Produktion eines
NR1-Luziferase-Fusionsproteins herausstellten. Desweiteren kamen RNA-Padlocks zum Einsatz, die
durch eine sequenzspezifische Bindung an die mRNA und die Ausbildung eines kovalent verknüpften
Ringes um die RNA dessen Translation inhibieren sollen. Doch obwohl hier sehr schnelle
Komplexierungskinetiken und stabile Bindungseigenschaften an die Substrat-RNA mit den RNA-
Padlocks in vitro erzielt wurden, reichte dies für eine Verhinderung der Synthese des NR1-Luziferase-
Fusionsproteins im zellulären Testsystem nicht aus.
Zuletzt wurde der Einsatz von synthetischen Transkriptionsfaktoren mit Zinkfinger-DNA-
Bindungsdomänen untersucht. Durch die Fusion von Zinkfingerproteinen (ZIF) mit
genomspezifischen Bindungseigenschaften mit einer entsprechenden eukaryontischen
Repressionsdomäne sollte die Interferenz mit dem funktionalen Programm des „TATA-losen“ NR1
Promotors zur Unterdrückung der Genexpression möglich sein. Dabei konnte ein ZIF-Fusionsprotein
mit einer Repressionsdomäne des Transkriptionsfaktors REST identifiziert werden (ZIF/REST 5-6),
mit dem die Unterdrückung der Expression des NR1-Promotors in gleichen Maße möglich war wie
mit REST selbst, der die Expression dieses Promotor nur in nichtneuroalen Geweben unterbindet.
Durch die Kombination einer Mauslinie, in der das Gen von ZIF/REST 5-6 unter der Kontrolle von Ptet

steht, mit einer geeigneten hirnspezifischen Transaktivatorlinie könnten differenzierte Fragestellungen
zur Beteiligung der NMDA-Rezeptoren am Lern- und Gedächtnisprozeß gelöst werden.
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10. Anhang

10.1 Konstruktion der verwendeten Plasmide

10.1.1 Hirnspezifische Mauslinien mit reversen Transaktivatoren

10.1.1.1pMMrT62-50

In diesem eukaryontischen Expressionsvektor steht das Gen des rtTA2S-M2 unter der transkriptionellen

Kontrolle des 8,5 kb großen Promotors der CamKII.  Zur Herstellung wurde mittels eines Verdaus mit den

Enzymen EcoRI und HindIII aus dem Plasmid pUHrT 62-1  ein 1,2 kb Fragment freigesetzt, welches rtTA2S-M2,

gefolgt von dem Polyadenylierungssignal des  SV40 T Antigens, enthält. Die Restriktionsschnittstellen wurden

mit T4-DNA-Polymerase aufgefüllt und dieses Fragment in die aufgefüllte Not I Schnittstelle des Vektors

pMM403 (Mayford et al., 1996) kloniert, wodurch pMMrT 62-50 resultiert.

.

Abbildung 53: Schematische Darstellung des Vektors pMMrT 62-50. PCamKII: 8,5 kb großer Promotor des
Gens der CamKII (Mayford et al., 1996); rTA2-M2: rtTA2S-M2; SV40 pA: Polyadenylierungsstelle der späten

Gene von SV40; f1 (+) ori: Replikationsursprung des Phagen f1; bla: prokaryontische Expressionskassette der ß-

Laktamase. pUC ori: Replikationsursprung des Plamids pUC. Relevante Schnittstellen für Restriktionsenzyme

sind eingezeichnet.

10.1.1.2pMMrT 63-50

In diesem Vektor wird die Genexpression eines modifizierten rtTA2S-M2 durch den hirnspezifischen 8,5 kb

großen CamKII Promotor gesteuert. Der Transaktivator rtTA2S-M2(NLS) wurde durch die Klonierung eines

doppelsträngigen Oligonukleotids, welches für das Kernlokalisierungssignal (KLS) des großen T-Antigens von

SV40 kodiert,  in die EagI  Schnittstelle des Vektors pUHrT 62-1 erzeugt. Dieser enthält das KLS zwischen der

Domäne des reversen Tet-Repressors M2 und den 3 Minimalaktivierungsdomänen (Abbildung: Ergebnisse). Aus

dem resultierenden Plasmid pUHrT63-1 wurde analog zur Konstruktion des Plasmids pMMrT 62-50 der

Sfi

Eag I

Eco RI

Kpn I

Sfi

Sfi

CamKII

rtTA2-M2

SV40 pA

f1 (+) ori

bla

pUC ori

pMMrT 62-50
12808 bp

 

P



Anhang
                                                                                                                                                              

181

Sequenzbereich des Transaktivators und des SV40-Polyadenylierungssignals durch die Enzyme EcoRI und

HindIII  aus dem Vektor freigesetzt und in die aufgefüllte Not I des Plasmids pMM403 kloniert.

Abbildung 54: Schematische Darstellung des Vektors pMMrT 62-50. PCamKII: 8,5 kb großer Promotor des

Gens der CamKII (Mayford et al., 1996); rTA2-M2: rtTAS-M2; SV40 pA: Polyadenylierungsstelle der späten

Gene von SV40; f1 (+) ori: Replikationsursprung des Phagen f1; bla: prokaryontische Expressionskassette der ß-

Laktamase. pUC ori: Replikationsursprung des Plamids pUC. Relevante Schnittstellen für Restriktionsenzyme

sind eingezeichnet.

10.1.2 Hammerhead-Ribozyme

10.1.2.1pSK II+ 

pSKII+  ist der Expressionsvektor, mit dem alle Hammerhead-Ribozyme mittels Transkription mit T7-RNA-

Polymerase in vitro hergestellt wurden. Als Basis für diesen Vektor diente pBluesciptII SK+ (pSKII+). Dieser

Vektor wurde zuerst mit dem Enzym Kpn I verdaut und anschließend die nach dem Verdau entstandene 3´

überhängende Sequenz der Restriktionsschnittstelle unter Verwendung der Mung Bean Nuklease abgedaut.

Anschließend wurde dieses Fragment mit Sal I verdaut und die entstandene Schnittstelle unter Verwendung der

T4-DNA-Polymerase aufgefüllt. Durch Selbstligation dieses modifizierten DNA-Fragments entsteht der Vektor

pSKII+  Die Hammerhead-Ribozyme werden zwischen die Restriktionsschnittstellen Sal I und Pst I

eingebracht.

Abbildung 55: Sequenzbereich der MCS in pSKII+ Der T7-Promotor und die relevanten Schnittstellen Sal

I und Pst I sind eingerahmt. Andere relevante Schnittstellen sind angezeigt.
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10.1.2.2pUHD (NR1_1445)-131-1

Bei pUHD(NR1_1445)-131-1 handelt es sich um einen eukaryontischen Expressionsvektor, in dem ein

Fusionprotein aus den ersten 390 Aminosäuren von NR1 mit der Luziferase von dem CMV-Promotor produziert

wird. Die Konstruktion dieses Reporterplasmids begann damit, daß in das Plasmid pUHD 131-3, in dem das Gen

einer optimierten Luziferase (luc*) unter der Kontrolle von Ptet steht (Bonin et al., 1994), zwischen die

Restriktionstellen Pst I und Nco I und damit vor das Startkodon des Gens der Luziferase ein kurzes synthetisches

Oligonukleotid mit passenden überhängeneden Enden kloniert wurde. Dieses Oligonukleotid wurde hergestellt

durch Hybridisierung der beiden DNA-Oligonukleotide LUCFUS-US und LUCFUS-LS. In dem resultierenden

Plasmid pUHD 131-3 MCS sind vor das Startkodon der Luziferase neue Restriktionsschnittstellen eingeführt,

welche die Herstellung von Luziferasefusionsproteinen in allen drei Leserastern erlauben. In diesen Vektor

wurde anschließend zwischen die Schnittstellen der Enzyme Not I und Pml I ein DNA-Fragment mit einer Not I

Schnittstelle und einer mit T4 DNA-Polymerase aufgefüllten Xho I Schnittstelle kloniert, das für den

verwendeten N-Terminalen Teil von NR1 kodiert und aus dem Vektor pJN18-1 stammt, der die cDNA der

Spleißvariante NR1-1a enthält. Das aus der Klonierung resultierende Plasmid, in welchem nun das NR1

Luziferase-Fusionsprotein unter der Kontrolle von Ptet steht, wurde pUHD (NR1_1445)-131-3 genannt. In einem

letzten Klonierungschritt wurde Ptet durch PCMV ersetzt unter Austausch des Bereiches zwischen den

Schnittstellen Xho I und EcoRI, wodurch nun das erwünschte Plasmid pUHD (NR1_1445)-131-1  entstand.

Abbildung 56: Schematische Darstellung von pUHD(NR1_1445)-131-1.  PCMV: CMV-Promotor; nr1-luc: Gen
des NR1-Luziferase-Fusionsprotein  (zusammengesetzt aus der 5´UTR und der kodierenden Sequenz der ersten

390 Aminosäuren von NR1 (nr1(AA 1-390)) und der optimierten Luziferase (luc*)). SV40 pA:

Polyadenylierungsstelle der späten Gene von SV40; ColE1: Replikationsursprung; bla: prokaryontische

Expressionskassette der ß-Laktamase. Relevante Schnittstellen für Restriktionsenzyme sind eingezeichnet.

10.1.2.3pUHD (NR1_opt3)-131-1

Das Plasmid pUHD (NR1_1445)-131-1 sollte für die eukaryontische Genexpression optimiert werden. Durch

eine erste in vitro Mutagenese dieses Plasmids mit den Oligonukleotiden Luc-ATG-US und Luc-ATG-LS wurde

das Startkodon der Luziferase eliminiert, um so eine Translationsinitiation direkt am Luziferase-Leseraster zu

unterbinden. Mit dem resultierenden Plasmid pUHD (NR1_opt1)-131-1 wurde eine zweite in vitro Mutagenese

mit den Oligonukleotiden NR1-opt2-US und NR1-opt2-LS durchgeführt, wodurch der Bereich des ersten
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Startkodons von nr1 in eine optimale Kozak-Sequenz umgewandelt wurde (Kozak et al., 1993). Dadurch sollte

in dem so entstandenen Plasmid pUHD (NR1_opt2)-131-1 eine ausschließliche Translationsinitiation von

diesem modifizierten ATG erreicht werden. In einem letzten Schritt sollten noch Sequenzen im Bereich der 5´

UTR entfernt werden, die aus dem ursprünglichen Klonierungsvektor der NR1 cDNA, pBluescriptII SK+,

stammen und zur Ausbildung einer sehr stabilen Stammstruktur in der 5´UTR führen. Dazu wurde das Plasmid

pUHD (NR1_opt2)-131-1  mit dem Restriktionsenzym Eco RI verdaut, wobei drei Fragmente der Größe 5318

bp, 1126 bp und 61 bp  entstehen. Das Fragment von 61 bp enthält die gesamte Sequenzinformation zur

Ausbildung dieser stabilen Stammstruktur und ist damit entfernt, indem man die beiden anderen Fragmente

religiert. Dadurch entstand das finale Plasmid pUHD (NR1_opt3)-131-1, in dem das Gen  des optimierten NR1-

Luziferase-Fusionsproteins unter der Kontrolle von PCMV steht.

Abbildung 57: Schematische Darstellung von pUHD(NR1_opt3)-131-1.  PCMV: CMV-Promotor; nr1-

luc(opt3): Gen des optimierten NR1-Luziferase-Fusionsproteins  (zusammengesetzt aus der modifizierten

Seqeunz der 5´UTR und des kodierenden Bereiches der ersten 390 Aminosäuren von NR1 (nr1(AA 1-390) opt.)

und der optimierten Luziferase (luc*(-ATG)). SV40 pA: Polyadenylierungsstelle der späten Gene von SV40;

ColE1: Replikationsursprung; bla: prokaryontische Expressionskassette der ß-Laktamase. Relevante

Schnittstellen für Restriktionsenzyme sind eingezeichnet.

10.1.2.4pUHD 131-EF1a

Im Plasmid pUHD 131-EF1a wird die Luziferase durch den Promotor des humanen Elongationsfaktors EF1

(PEF1 ) produziert. Es wurde hergestellt, indem PEF1  als 1,2 kb großes DNA Fragment aus dem von Ronald

DePinho zur Verfügung gestellten Plasmid pEF1prtTA (Gopalkrishnan et al., 1999) mittels der

Restriktionsenzyme Nru I und Eco RI freigesetzt wurde und dieses Fragment in das Plasmid pUHD 131-3

zwischen die mit T4-DNA-Polymerase aufgefüllte Xho I und der EcoRI Restriktionsschnittstelle kloniert wurde.

Dadurch nimmt PEF1  die Stelle von Ptet in pUHD 131-3 ein.

Not I

Eco RI

Xho I

Xho IHind III

Bam HI

Bam HI

Xho I

Not I

Pvu I
Sca I

CMV

nr1(AA 1-390) opt.

luc* (-ATG)

SV40 pA

Col E1

bla

pUHD(NR1_opt3)-131-1

6605 bp

nr1-luc (opt3)

P



Anhang
                                                                                                                                                              

184

Abbildung 58: Schematische Darstellung von pUHD 131-EF1a. PEF1  : EF1 -Promotor; luc*:  optimierte

Luziferase (Bonin et al., 1994). SV40 pA: Polyadenylierungsstelle der späten Gene von SV40; ColE1:

Replikationsursprung; bla: prokaryontische Expressionskassette der ß-Laktamase. Relevante Schnittstellen für

Restriktionsenzyme sind eingezeichnet.

10.1.2.5pUHD (NR1_opt3)-131-EF1a

Das Plasmid pUHD(NR1_opt3)-131-EF1a stellt einen eukaryontischen Expressionsvektor dar, in dem die

optimierte Version des Gens des NR1-Luziferase-Fusionsproteins (siehe 0) unter der Kontrolle von PEF1  steht.

Zur Herstellung dieses Vektors wurde zunächst das Plasmid pUHD (NR1_opt2)-131-1 mit den

Restriktionsenzymen BamHI und Sca I verdaut. Durch den Verdau entstehen vier Fragmente, von denen das von

zwei BamHI Schnittstellen flankierte Fragment der Größe 3114 bp die kodierende Sequenz des NR1-Luziferase-

Fusionsproteins enthält. Im folgenden wurde die kodierende Region der Luziferase durch eine Bam HI-Verdau

aus pUHD 131-EF1a freigesetzt und durch eine Ligation des zuvor aus pUHD (NR1_opt2)-131-1 isolierten

Fragments mit dem Vektorfragment von pUHD 131-EF1a durch nr1-luc (opt.3) ersetzt.

Abbildung 59: Schematische Darstellung von pUHD(NR1_1445)-131-EF1a.  PEF1a: EF1 -Promotor; nr1-

luc(opt3) : kodierende Sequenz des optimierten NR1-Luziferase-Fusionsproteins. SV40 pA:
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Polyadenylierungsstelle der späten Gene von SV40; ColE1: Replikationsurprung; bla: prokaryontische

Expressionskassette der ß-Laktamase. Relevante Schnittstellen für Restriktionsenzyme sind eingezeichnet.

10.1.2.6pRETRO3

pRETRO3 ist ein Klonierungsvektor auf der Basis von pSKII+, in dem eine durch den Tet-regulierten

bidirektionalen Promotor Ptet bi-6 regulierte Expressionseinheit durch die Verwendung der Schnittstellen Bgl II

und Not I freigesetzt werden kann. Auf der einen Seite des Promotor befindet sich die kodierende Sequenz von

eGFP, auf der anderen Seite eine MCS, in die unter Verwendung der Restriktionsschnittstellen Sal I und Pst I die

Hammerhead-Ribozyme via Oligonukleotide eingefügt werden können.

Für die Herstellung von pRETRO3 ging man von dem Vektor pUHR-1 aus, in dem ein Wildtyp Tet-Operator,

flankiert von den Restriktionsschnittstellen Hind III und Xho I in der MCS von pSKII+ vorliegt. In diesen

Vektor wurde unter Verwendung der Schnittstellen Xho I und Eco RI ein Fragment kloniert, das sieben wildtyp

Tet-Operatoren und Pmin-1,flankiert mit den gleichen Schnittstellen, enthält und aus dem Plasmid pUHG 131-3

stammt. Dadurch entstand das Plasmid pRETRO1. In dieses Plasmid wurde nun durch eine gerichtete

Klonierung zwischen die Schnittstellen BamHI und NotI die kodierende Sequenz von eGFP eingefügt, die aus

dem Plasmid p523 stammt. Dem daraus resultierende Plasmid pRETRO2 sollte nun zwischen der Hind III und

der mit T4-DNA-Polymerase aufgefüllten Sal I Schnittstelle ein PCR Fragment kloniert werden, das den CMV-

Minimalpromotor Pmin-1 und eine passende MCS für weitere Klonierungen enthält. Dieses Fragment wurde aus

dem Plasmid pUHC 13-3 unter Verwendung der DNA-Oligonukleotide MP1 und MP6 mittels einer PCR-

Reaktion amplifiiziert und für die Ligation mit pRETRO2 mit Hind III nachgeschnitten. Aus dieser Klonierung

resultierte pRETRO3.

Abbildung 60: Schematische Darstellung von pRETRO3. Ptet bi-6: Tet-regulierter bidirektionaler Promotor,

in dem ein Oktamer aus wildtyp Tet-Operatoren (tetO)8 von zwei CMV-Minimalpromotoren vom Typ Pmin-1

flankiert ist; f1 (+) ori: Replikationsursprung des Phagen f1; bla: prokaryontische Expressionskassette der ß-

Laktamase. pUC ori: Replikationsursprung des Plamids pUC. Relevante Schnittstellen für Restriktionsenzyme

sind eingezeichnet.
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10.1.2.7pBI7

Für die Evaluierung der Wirksamkeit der Hammerhead-Ribozyme in transienten Expressionssexperimenten

(Kapitel 6.2.1.4.1) sollten ausgehend von den pRETRO3-Konstrukten mit den entsprechenden Ribozymen

eukaryontische Expressionsvektoren hergestellt werden. Dazu wurde zunächst die Ptet bi-6 kontrollierte

Transkriptionseinheit aus dem jeweiligen pRETRO3 Plasmid durch Bgl II und Not I freigesetzt und die

Schnittstellen durch T4-DNA-Polymerase aufgefüllt. Durch die Klonierung dieses Fragments zwischen die

aufgefüllten Xba I Schnittstellen des Expressionsvektors pBI4 (Baron et al., 1995) entstanden die Plasmide vom

Typ pBI7. In ihnen folgt dem Ribozymgen  die Polyadenylierungsstelle der späten SV40 Gene. eGFP wird von

der Polyadenylierungsstelle von -Globin terminiert.

Abbildung 61: Schematische Darstellung der pBI7 Konstrukte. Ptet bi-6: Tet-regulierter bidirektionaler

Promotor, in dem ein Oktamer aus wildtyp Tet-Operatoren (tetO)8 von zwei CMV-Minimalpromotoren vom Typ

Pmin-1 flankiert ist; ß-Globins pA: Polyadenylierungssignal des ß-Globin-Gens; HH-Ribozym: Hammerhead-

Ribozym; SV40 pA: Polyadenylierungsstelle der späten Gene von SV40; ColE1: Replikationsursprung; bla:

prokaryontische Expressionskassette der ß-Laktamase. Relevante Schnittstellen für Restriktionsenzyme sind

eingezeichnet.

10.1.2.8SF2 HHCCG

SF2, der Grundvektor der hier verwendeten retroviralen Vektoren, basiert auf einer SIN-Variante des Genoms

des murinen Moloney Leukämieviruses MMLV (Rainer Löw, unpublizierte Daten). Der Vektor ist so

konstruiert, daß es neben speziellen Restriktionschnittstellen zum modularen Aufbau der Viren auch eine

modifizierte Polyadenylierungsequenz des SV40 T-Antigens enthält, die eine Polyadenylierung in

Gegenrichtung zur Transkription des viralen Genoms durch den Promotor der 5´LTR vermittelt. Durch die

Insertion der Bgl II /Not I Kassette der jeweiligen pRETRO3-Konstrukte in die entsprechenden Schnittstellen

von SF2 entstanden die in Abbildung 62 abgebildeten Vektoren vom Typ SF2 HHCCG. In ihnen koreguliert Ptet

bi-6 die Produktion des Hammerhead-Ribozym und von eGFP, wobei den Hammerhead-Ribozyme das SV40

Polyadenylierungssignal folgt und eGFP das Polyadenylierungssignal der 3´LTR verwendet.
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Abbildung 62: Schematische Darstellung der SF2 HHCCG Konstrukte. LTR: „ long terminal repeat“ Region

des Retroviruses; F: FRT-Stelle; F5: modifizierte FRT-Stelle (Schlake und Bode, 1994); Ptet bi-6: Tet-regulierter

bidirektionaler Promotor, in dem ein Oktamer aus wildtyp Tet-Operatoren (tetO)8 von zwei CMV-

Minimalpromotoren vom Typ Pmin-1 flankiert ist; HH-Ribozym: Hammerhead-Ribozym; SV40 pA:

Polyadenylierungsstelle des großen T-Antigens aus SV40; ColE1: Replikationsursprung; bla: prokaryontische

Expressionskassette der ß-Laktamase. Relevante Schnittstellen für Restriktionsenzyme sind eingezeichnet.

10.1.3 RNA-Padlocks

10.1.3.1pSKII+ AR1.308 bzw. AR1.548

Die Plasmide vom Typ pSKII+ AR1 sind die Expressionsvektoren, mit dem alle RNA-Padlocks mittels

Transkription mit T7-RNA-Polymerase in vitro hergestellt wurden Zur Konstruktion dieser Plasmide wurden die

RNA-Padlocks AR1.308 und AR1.548 als spezifische DNA-Oligonukleotide synthetisiert, die nur in einem

kleinen Bereich hybridisieren können. Die einzelsträngigen Bereiche solcher Hybride wurde durch eine PCR-

Reaktion mit Pwo-Polymerase aufgefüllt. Die resultierenden doppelsträngigen DNA-Fragmente, welche die

Sequenzinformation der RNA-Padlocks flankiert von den Schnittstellen Sal I und Pst I enthalten, wurden in die

EcoRV Schnittstelle des Vektors pSKII+ so kloniert, daß die Padlocks durch den T7 Promotor transkribiert

werden können.
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Abbildung 63: Schematische Darstellung der pSKII+ AR1-Konstrukte. T3: T3-Promotor; T7: T7-Promotor;

f1 (+) ori: Replikationsursprung des Phagen f1; bla: prokaryontische Expressionskassette der ß-Laktamase. pUC

ori: Replikationsursprung des Plamids pUC. Relevante Schnittstellen für Restriktionsenzyme sind eingezeichnet.

10.1.3.2pBI8(+12) MCS und pBI8(+75) MCS

Die Klonierung der Expressionvektoren pBI8(+12) MCS und pBI8(+75) MCS erfolgte über eine

Dreierstoßligierung. Dafür verwendet wurde ein Fragment aus pUHR1.7 CG (-pA) (Rainer Löw, Derivat von

Plasmid No. 120) , welches das Gen für eGFP unter der Kontrolle von Ptet enthält und von den Schnittstellen

Hind III und Xba I flankiert ist. Das zweite Fragment stammt aus pBI4 und enthält die Vektorsequenzen und die

Polyadenylierungsstellen von SV40 und -Globin (flankiert von den Schnittstellen XbaI und Bam HI). Das dritte

Fragment ist ein spezifisches PCR-Produkt für den entsprechenden Expressionsvektor. Das PCR-Produkt für den

Vektor pBI8(+12) MCS enthält Pmin-3 , gefolgt von einer passenden MCS, hergestellt durch eine PCR-Reaktion

mit den Oligonukleotiden MP1 und MP5 mit dem Plasmid pUHC 13-3. Das PCR-Produkt für pBI8(+75) MCS

wurde entsprechend produziert unter Verwendung der Oligonukleotide MP1 und MP6 und enthält Pmin-1 , gefolgt

von der gleichen MCS. Zum Einsatz in die Dreierstoßligierung wurden diese PCR-Produkte mit den Enzymen

Hind III und Bgl II nachgeschnitten. Die daraus resultierenden Vektoren enthalten beide einen bidirektionalen

Promotor, der auf einer Seite der 7 wildtyp Tet-Operatoren den Minimalpromotor Pmin-1 enthält und dort die

Expression von eGFP kontrolliert. Auf der anderen Seite ist nun entweder Pmin-1 (pBI8(+75) MCS) oder Pmin-3

(pBI8(+12)MCS) angebracht, in dessen MCS zwischen die Schnittstellen Sal I und Pst I abschließend die

entsprechenden RNA-Padlocks kloniert wurden.

Abbildung 64: Schematische Darstellung von pBI8(+12) MCS und pBI8(+75) MCS. Ptet bi-5: Tet-regulierter

bidirektionaler Promotor, in dem ein Heptamer aus wildtyp Tet-Operatoren (tetO)7 von zwei CMV-

Minimalpromotoren vom Typ Pmin-1 flankiert ist; Ptet bi-7: Tet-regulierter bidirektionaler Promotor, in dem ein

Heptamer aus wildtyp Tet-Operatoren (tetO)7 von zwei CMV-Minimalpromotoren flankiert ist, von denen einer

vom Typ Pmin-1 und der andere vom Typ Pmin-3 ist. ß-Globins pA: Polyadenylierungssignal des ß-Globin-Gens;

SV40 pA: Polyadenylierungsstelle der späten Gene von SV40; ColE1: Replikationsursprung; bla:

prokaryontische Expressionskassette der ß-Laktamase. Relevante Schnittstellen für Restriktionsenzyme sind

eingezeichnet.
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10.1.3.3pBI8(+12) und pBI8(+75)

In diesen Expressionsplamiden werden durch die bidirektionalen Promotoren Ptet bi-5 (pBI8(+75)) und Ptet bi-7

(pBI8(+12)) die Gene der Luziferase und von eGFP koreguliert.  Dabei steht eGFP immer unter der Kontrolle

von Pmin-1, während die Expression von luc*  je nach Plasmid entweder über P min-1 (pBI((+75)) oder Pmin-3

(pBI8(+12)) erfolgt. Der Aufbau der beiden Plasmide ist analog zu den in Kapitel 10.1.3.2 beschriebenen

Vektoren pBI8(+12) MCS und pBI8(+75) MCS.  Die Herstellung der Plasmide erfolgte allerdings über zwei

verschiedene Strategien. pBI8(+12) wurde durch die Insertion der kodierenden Sequenz der Luziferase

(freigesetzt aus pUHD 131-1 MCS und flankiert von einer EcoRV und einer aufgefüllten BamHI Schnittstelle)

zwischen die aufgefüllten Schnitttstellen Sal I und Nhe I in pBI8(+12) MCS kloniert. pBI8(+75) ist das Produkt

einer Dreierstoßligierung. Dabei sind zwei Fragmente, das aus pBI4 und das aus pUHR1.7 CG (-pA), identisch

mit denen, die bei der Konstruktion der pBI8-MCS Vektoren verwendet wurden. Das dritte Fragment stammt aus

pUHR1.7 (X/H) CL (Rainer Löw, Plasmid No. 204) und enthält, flankiert von den Scnittstellen Hind III und

BamHI, Pmin-1, dem die kodierende Seqeunz der Luziferase folgt.

Abbildung 65: Schematische Darstellung von pBI8(+12) und pBI8(+75). Ptet bi-5: Tet-regulierter
bidirektionaler Promotor, in dem ein Heptamer aus wildtyp Tet-Operatoren (tetO)7 von zwei CMV-

Minimalpromotoren vom Typ Pmin-1 flankiert ist; Ptet bi-7: Tet-regulierter bidirektionaler Promotor, in dem ein

Heptamer aus wildtyp Tet-Operatoren (tetO)7 von zwei CMV-Minimalpromotoren flankiert ist, von denen einer

vom Typ Pmin-1 und der andere vom Typ Pmin-3 ist. luc*: optimierte Luziferase (Bonin et al., 1994); ß-Globins pA:

Polyadenylierungssignal des ß-Globin-Gens; SV40 pA: Polyadenylierungsstelle der späten Gene von SV40;

ColE1: Replikationsursprung; bla: prokaryontische Expressionskassette der ß-Laktamase. Relevante

Schnittstellen für Restriktionsenzyme sind eingezeichnet.
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10.1.4 Synthetische Transkriptionsfaktoren mit Zinkfinger-DNA-
Bindungsdomänen

10.1.4.1pUHD 131-NR1 bzw. NR1m

Zur Herstellung dieser beiden Reporterplasmide wurden zunächst mit den Oligonukleotiden NR1-in-5´ und

NR1-in-3´ die NR1 Promotoren aus der genomischen DNA einer Ratte (PNR1) bzw. einer Maus (PNR1m)

amplifiziert (Definition siehe Ergebnisse). Die Oligonukleotide fügen an das 5´ Ende verschiedene Schnittstellen

zur Klonierung für die verschiedenen Vektoren ein. Am 3´ Ende wird durch die Primer eine Nco I Stelle

eingebaut, die es erlaubt, den Promotor direkt an das Startkodon der Luziferase zu fusionieren. Das mit Nco I

nachgeschnittene PCR Fragment wurde zwischen die aufgefüllte Xho I und die EcoRI Stelle des Plasmids pUHD

131-3 kloniert. Dadurch entstehen die beiden Vektoren, pUHD 131-NR1 und pUHD 131-NR1m genannt, in dem

das Gen der Luziferase, gefolgt vom Polyadenylierungssignal der späten SV40 Gene, unter der Kontrolle von

PNR1 bzw. PNR1m konstitutiv exprimiert wird.

Abbildung 66: Schematische Darstellung von pUHD 131-NR1 bzw. pUHD 131-NR1m. PNR1(m) : NR1-

Promotor aus der Ratte (PNR1) bzw. der Maus (PNR1m); luc*: optimierte Luziferase (Bonin et al., 1994); SV40 pA:

Polyadenylierungsstelle der späten Gene von SV40; ColE1: Replikationsursprung; bla: prokaryontische

Expressionskassette der ß-Laktamase. Relevante Schnittstellen für Restriktionsenzyme sind eingezeichnet.

10.1.4.2SFG 131-NR1 bzw. NR1m

In den Plasmiden SFG131-NR1 und SFG 131-NR1m sitzt die Kassette des PNR1 bzw. PNR1m kontrollierten

Luziferasegens im Kontext eines retroviralen Vektor der SFG-Serie (Lindemann et al, 1997). Das von der

Luziferase verwendete Polyadenylierungssignal befindet sich in der 3´LTR des retroviralen Konstrukts.

Hergestellt wurden die Plasmide durch eine gerichtete Klonierung des amplifizierten und nachgeschnittenen

NR1-Promotorfragments (siehe 10.1.4.1) in die Bgl II und Nco I Restriktionsschnittstellen des Vektors SFG
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Abbildung 67: Schematische Darstellung der Konstrukte SFG 131-NR1 und SFG 131-NR1m. LTR: „long

terminal repeat“ Region des Retroviruses; PNR1(m) : NR1-Promotor aus der Ratte (PNR1) bzw. der Maus (PNR1m);

luc*:  optimierte Luziferase (Bonin et al., 1994); ColE1: Replikationsursprung; bla: prokaryontische

Expressionskassette der ß-Laktamase. Relevante Schnittstellen für Restriktionsenzyme sind eingezeichnet.

10.1.4.3pBI8 ZIF/KOX

Die Plasmide vom Typ pBI8 ZIF/KOX sind Derivate des Vektors pBI8(+75) MCS, in denen die Ptet bi-5

gesteuerte Transkriptionseinheit die Gene der ZIF/KOX-Proteine und eGFP koreguliert. Zur Konstruktion dieser

Plasmide wurde die kodierende Sequenz des jeweiligen ZIF/KOX-Proteins unter Verwendung der Schnittstellen

Xba I und BamHI aus den von der Firma Gendaq zugesandten Vektoren freigesetzt, die Fragment-Enden mit T4-

DNA-Polymerase aufgefüllt und das Fragment in die aufgefüllte Sal I Schnittstelle des Vektors pBI8 (+75) MCS

kloniert.

Abbildung 68: Schematische Darstellung von pBI8(+12) und pBI8(+75). Ptet bi-5: Tet-regulierter

bidirektionaler Promotor, in dem ein Heptamer aus wildtyp Tet-Operatoren (tetO)7 von zwei CMV-

Minimalpromotoren vom Typ Pmin-1 flankiert ist; zif/kox : kodierende Sequenz der Zinkfingerproteine vom Typ

ZIF/KOX, die Fusionsproteine einer Zinkfinger-DNA-Bindungsdomäne (ZIF), mit dem

Kernlokalisierungssignal (KLS) des SV40 T-Antigens und der KRAB-Repressionsdomäne aus hox1 (KOX-1)

sind. ß-Globins pA: Polyadenylierungssignal des ß-Globin-Gens; SV40 pA: Polyadenylierungsstelle der späten
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Gene von SV40; ColE1: Replikationsursprung; bla: prokaryontische Expressionskassette der ß-Laktamase.

Relevante Schnittstellen für Restriktionsenzyme sind eingezeichnet.

10.1.4.4pBI8 ZIF/REST

Die Konstruktion der Expressionsplasmide vom Typ pBI8 ZIF/REST erfolgte in zwei Schritten. Zunächst sollten

die neu zu konstruierenden Zinkfingerproteine vom Typ ZIF/REST in einem Klonierungsvektor assembliert

werden. Dazu wurde die kodierende Sequenz der Zinkfinger-DNA-Bindungsdomänen unter Verwendung der

Schnittstellen Xba I und EcoRI aus den Plasmiden der Firma Gendaq freigesetzt und gerichtet in den Vektor

pSKII+ subkloniert. Anschließend wurde an das 3´ Ende des Leseraster der Zinkfingerdomänen unter

Verwendung der Stellen Eco RI und Sal I ein Oligonukleotid fusioniert, mit dem die kodierende Sequenz für

einen myc-Tag und eine Stopkodon angefügt wurden. Desweiteren wurde mit den Oligonukleotiden NRD-5´ und

NRD-3´ die N-terminale Repressionsdomäne von REST, die die die Aminosäuren 1 bis 106 des REST-

Leserasters umfaßt, aus dem Plasmid pTRE-REST amplifiziert und in den Vektor pSKII+ subkloniert. Diese

Repressionsdomäne wurde anschließend unter Verwendung der Enzyme Xba I und Spe I aus dem

entsprechenden Vektor pSKII+ NRD freigesetzt und in die Xba I Stelle an das 5´ Ende des Leserasters der

Zinkfingerdomäne kloniert. Dadurch entstand das Plasmid pSKII+ ZIF/REST, in dem die kodierende Sequenz

des  Zinkfingerproteine ZIF/REST flankiert von den Schnittstellen Xba I  und Spe I vorliegt. In einem letzten

Schritt wurde das Leseraster der ZIF/REST-Proteine unter Verwendung dieser Schnittstellen aus dem Vektor

pSKII+ ZIF/REST freigesetzt, die DNA-Enden aufgefüllt und in die aufgefüllte Sal I Schnittstelle des Vektors

pBI8 (+75) MCS kloniert, wodurch die Expressionvektoren vom Typ pBI8 ZIF/REST entstanden.

Abbildung 67: (links) Schematische Darstellung der pSKII+  ZIF/REST Plasmide. zif/rest:

Zinkfingerproteine vom Typ ZIF/REST enthalten die N-Terminale Repressionsdomäne von REST (REST),

welcher der Bereich der Zinkfinger-DNA-Bindungsdomänen (ZIF) und ein KLS mit einem myc-Tag (KLS) folgt

; f1 (+) ori: Replikationsursprung des Phagen f1; bla: prokaryontische Expressionskassette der ß-Laktamase.

pUC ori: Replikationsursprung des Plamids pUC. Relevante Schnittstellen für Restriktionsenzyme sind

eingezeichnet. (rechts) Schematische Darstellung der pSKII+  ZIF/REST Plasmide.Abbkürzungen siehe

oben und Abbildung 64.
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