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Einleitung

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
Verstandnis biologischer Prozesse. In der Maus war gezielte Inaktivierung einzelner Gene ein
Durchbruch fur die Analyse von Genfunktionen in Saugern. Dies wurde méglich durch die
Kombination zweier Methoden, die in den 80er Jahren entwickelt worden waren. Zuerst
gelang die Isolierung embryonaler Stammzellen (ES-Zellen) aus Mauseembryonen (Evans
und Kaufmann, 1981; Martin, 1981). Bei diesen Zellen handelt es sich um undifferenzierte,
pluripotente Zellen, die die Kapazitat besitzen, sich in einen Mauseembryo 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 Empfangerembryos
enthalt (Bradley et al., 1984). Durch entsprechende Verpaarungen der entstandenen
,Chimaren* ist es im weiteren moglich, 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, geziichtet werden konnten (Koller et al., 1989). Bis heute konnten auf
diese Weise uber 4000 der ca. 35.000 Mausgene inaktiviert werden. Mehr als 500 dieser
~Knock-out“-Mause dienen dabei als Tiermodelle fir menschliche Krankheiten (Goldstein ,
2001).

Diese Vorgehensweise ist jedoch nicht immer erfolgreich. So kann das Ausschalten einer
Genfunktion durch andere redundante Proteine kompensiert werden, so dal3 es zu keiner
ersichtlichen phéanotypischen Veranderung kommt (Gridley et al., 1991; Doherty et al., 1993;
Strohman et al., 1994). In anderen Fallen kann es zu schwerwiegenden Defekten kommen,
die bis zum Tod der Tiere im Embryonalstadium oder kurz nach der Geburt fiilhren, was eine
phanotypische Untersuchung erwachsener Tiere ebenfalls unmoglich macht (Li et al., 1994,
Forrest et al., 1994). Desweiteren betrifft eine solche genetische Veranderung jede Zelle des
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Organismus, was es schwierig macht, bei einem komplexen Phanotyp die primaren von
sekundaren Effekten zu unterscheiden.

1.1.2 Sequenzspezifische Rekombinationssysteme

Durch die Anwendung sequenzspezifischer Rekombinationssysteme bestand nun die
Moglichkeit, die Deletion eines gewiinschten Gens auf ein bestimmtes Gewebe zu

beschranken. In transgenen Tieren werden fast ausschlie3lich zwei Rekombinasen, die Cre
Rekombinase aus dem Bakteriophagen P1 (Sauer und Henderson, 1989) bzw. die Flp
Rekombinase aus der Backerhefe (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 Korpertemperatur der Maus angepasst
werden konnte (Buchholz et al., 1998).

Die Cre-Rekombinase gehort 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 Grofl3e 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 @s. Auch die Rulckreaktion ist moglich, 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 kdnnen diese
beiden Gleichgewichtsreaktionen auch in die eine oder andere gewiinschte Richtung dirigiert
werden (Nagy, 2000).

Ein groRRer Vorteil des Cre/loxP-Rekombinationssystems ist es, daf} es fur die beschriebenen
Reaktionen im zellularen Kontext keine zusatzlichen Kofaktoren bendtigt, wodurch es
maoglich war, dessen Funktionalitat 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 M&ausen durch
gleichgerichtete LoxP-Stellen in den umliegenden intronischen Sequezen zu flankieren,
wodurch in den meisten Fallen die Aktivitat des endogenen Gens und damit dessen Funktion
in den biologischen Prozessen nicht beeintrachtigt wurde (Bis heute ist nur ein einziges
Beispiel in der Literatur beschrieben, bei dem es durch die Integration der loxP Stellen zu
einer Veranderung 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
gewiunschte Inaktivierung des Zielgens selektiv in diesem Gewebe. Diese Methodik wurde
zum ersten Mal durch die Inaktivierung dgssens der DNA-Polymerase in T-Zellen
demonstriert (Gu et al 1994). Bis heute sind Hunderte solcher Deletionen unter Verwendung
von Uber 100 gewebssprezifisch exprimierenden Cre-Transgenen und tber 50 Mauslinien mit
gefloxten Allelen publiziert worden (Kwan, 2002). Durch diese hochspezifische
Inaktivierung ist es nun mdglich 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, daf} die beobachteten Ph&notypen in den M&usen von den genetischen Veranderungen in
den Cre-exprimierenden Geweben stammen. Allerdings kann es auch hier, bei bereits
erfolgreicher Deletion durch Cre wahrend der Embryonalentwicklung zu Kompensationen
durch redundante Funktion anderer Gene kommen.

Diese Methodik wurde im weiteren verfeinert, indem es gelang, die Aktivitdt der Cre-
Rekombinase unter Kontrolle eines exogenen Induktors zu stellen. Dadurch la3t sich der
Zeitpunkt der Cre vermittelten Rekombination frei wahlen. Diese Regulierung lasst 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-Bindungsdomanen des Progesteron (Kellendonk et al., 1996) oder
Ostrogen-Rezeptors (Feil et al., 1996). Diese Fusionen liegen intrazellular als Komplexe mit
den Hitzeschockproteinen HSP 70 und 90 vor, aus denen sie durch Bindung der synthetischen
Steroid-Induktoren an die Liganden-Bindungsdomane freigesetzt werden und dadurch ihre
Aktivitat entfalten. Allerdings ist die katalytische Aktivitat in solchen Cre-Fusionen deutlich
reduziert, was in den meisten Anwendungen im Tier zu unvollstdndigen Rekombinationen
trotz fast toxischer Niveaus an Induktor fihrt (Brocard et al., 1997).

Die andere Mdglichkeit besteht in der Verwendung eines induzierbaren Promotors zur
Kontrolle der Expression vortre. Das erste publizierte Beispiel dieser Art war die
Verwendung des durch Interferen induzierbaren Mx1-Promotors (Kihn et al., 1995). In
spateren Arbeiten wurde jedoch aufgrund seiner deutlich besseren Eigenschaften nur noch das
Tetrazyklin-kontrollierte Genregulationssystem fur diesen Zweck eingesetzt (Utomo et al
1999; Saam et al., 1999). Dabei ist es von entscheidender Bedeutung, dal3 die induzierbare
Expressionskassette vore in diesen Tieren in einen chromosomalen Lokus integriert ist, der

im nichtinduzierten Zustand keine oder nur eine sehr geringe Basalaktivitat vermittelt. Dies
fuhrt sonst zu ungewinschten 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 Schénig
dieser Arbeitsgruppe publiziert (Schonig et al., 2002).

3
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Trotz dieser technischen Fortschritte beibt immer noch der entscheidende Nachteil dieser
Strategie, dald 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 Genfuikvoro ist die gezielte und
reversible Kontrolle der entsprechenden Genaktivitat. Verdnderungen des Phanotyps, 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 Transpbsd@sus 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 vontetA  einem membranintegralen Protonen-Antiporter fur
metallkomplexiertes Tetrazyklin, der durch den Export des Antibiotikums aus der Zelle die
Resistenz vermittelt (Hillen und Berens 1994). Zwei besondere Bindungseigenschaften des
TetR-Dimers erméglichen dort eine stringente Regulierungtet#a Das TetR-Dimer besitzt

mit 10° M eine sehr hohe Assoziationskonstante an seine Operatoren, was die hohe
Reprimierung vontetA selbst bei geringen Repressorkonzentrationen ermoglicht. Dies ist
notwendig, da dieser Antiporter das Membranpotential des Bakteriums beeinflut und
dadurch ein Wachstumsnachteil entsteht (Griffith et al., 1994). Desweiteren ist es fur das
Uberleben des Bakteriums notwendig, eine hohe Expressiotetbereits bei subtoxischen
Mengen an Antibiotika zu erreichen. Dies ist moglich durch die sehr hohe
Komplexbildungskonstante von Tetrazyklin an TetR, dessen Bindung eine
Konformationsanderung bewirkt, so dafld 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 lasst sich mit dem Tet-System auch in
eukaryontischen Zellen verwirklichen (Gossen und Bujard, 1992). Im tTA-System ist die
zentrale regulatorische Komponente der Tetrazyklin-abhangige Transaktivator tTA, ein
Fusionsprotein der carboxyterminalen Transaktivierungsdoméne des Virion Proteins 16
(VP16) desHerpes simpleXirus (Triezenberg et al., 1988) mit dem C-Terminus von TetR
(Abbildung 1). Dieser synthetische Transaktivator bindet an die Tet-Operatorsequenzen des
Tetrazyklin-regulierbaren Promotorg, Pwodurch die Transkription dort sehr stark stimuliert

4



Einleitung

wird. P, selbst besteht aus einem Minimalpromotor, welcher die Elemente zur Bindung des
basalen Transkriptionsinitiationskomplexes der RNA-Polymerase 1l ( die TATA- und die Inr-
Box) enthalt, an dessen 5" Ende sich ein Heptamer von Tet-Operatoren befindet. Im Falle von
Pe: Umfasst dieser Minimalpromotor den Bereich von -53 bis +75 relativ zum
Transkriptionsstart des Promotors die<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 ungeféhr drei Grélienordnungen unter der
Toxizitdtsgrenze der verwendeten Tetrazykline liegen, die Expression auf nicht messbare
Niveaus reduziert. Somit ermdglichen die in tTA konservierten Bindungseigenschaften und
Induktionscharakteristika von TetR durch Tet eine graduelle Regulation der Genexpression
Uber 5 GroRRenordnungen 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
Spezifitat der induzierten Genexpression. Der verwendete transkriptionelle Aktivator sollte in
Saugerzellen nicht mit der Expression endogener Gene interferieren. Im Falle des Tet-
Systems ist dies gegeben durch die hohe Spezifitat der Bindung des Tet-Repressors an seine
Operatoren. Experimentéen vitro zeigten, dall TetR an seine Operatoren mit einer
Gleichgewichtskonstante von 4 x OM bindet, wahrend die Bindungskonstante an
unspezifische DNA nur 5,5 x 20M betragt und sich somit ein Faktor von®X0r 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 Molekil handeln, dessen
Applikation zu einer Anreicherung der Substanz in ausreichenden Konzentrationen in
moglichst allen Geweben fuhrt, dort jedoch nicht mit der Physiologie der Zellen interferiert
und damit keine pleiotropen Effekte auslost. Desweiteren ist eine hohe, graduelle
Induzierbarkeit bei sehr geringer Basalexpression im nichtaktivierten Zustand wiinschenswert,
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 Grinden kaum Anwendung finden
(Serguera et al., 1999). Zu diesen zahlen 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.



Einleitung

A B
Psp. Psp.
B I S TN A " A

. :

-D:y @ ‘[iox -D:V m ‘Iiox
> >
4@& X Ay I X —n — v —@n 4@»& Y — (A
Pet Pret

Piet Pret

| |
B B

(A~

-
8
1
-
o
o

Genaktivierung (%)
3
Genaktivierung (%)
2.

o

o
1
o

/b

t t t T + '
0 0.1 1 10 0 1 10 100
Doxyzyklin (ng/mil) Doxyzyklin (ng/ml)

Abbildung 1: Schematische Darstellung des Tetrazyklin-kontrollierten Genregulationssystem§A) Oben:
Wirkungsprinzip des tTA-Systems. In der Abwesenheit der Effektorsubstanz Doxyzyklin (Dox) bindet der
Tetrazyklin-kontrollierte Transaktivator (tTA) an die Tet-Operatorsequenzen innerhalb, yomdPaktiviert 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 abhéngige Genexpression. Die
Genaktivitat ist maximal in der Abwesenheit des Antibiotikums und kann durch steigende Dox-Konzentrationen
graduell bis zur Basalaktivitdt erniedrigt werde(B) Oben: Wirkungsprinzip des rtTA-Systems. rTA
unterscheidet sich von tTA durch 4 Aminosduresubstitutionen im Bereich des Tet-Repressors, die ein
revertiertes Bindungsverhalten an die Tet-Operatoren vermitteln, was zur Aktivierung der Tetrazyklin-
abhangigen Genexpression in Anwesenheit von Dox fuhrt. Unten: Dosis-Wirkungsanalyse von Doxyzyklin auf
die rtTAZ-M2 vermittelte Genexpression. Ab Induktorkonzentrationen von 10ng/ml lasst sich die
Genexpression graduell aktivieren, bis das Maximum zwischen 80 und 100 ng/ml erreicht wird. In beiden
Systemen wird die Gewebe und Zelltypspezifitit der Regulation durch das Expressionsprofil des tTA/ITA
exprimierneden Promotor, Frermittelt.

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 éaBMutante, in der die
Substitution von vier Aminoséuren in TetR zu dem revertierten DNA-Bindungsverhalten an
seine Operatoren fihrt. Mit dem entsprechenden reversen Transaktivator rtTA, dem
aquivalenten Fusionsprotein dieses mutierten TetR mit der Aktivierungsdomane aus VP16,
kann man nun R durch die Zugabe von Dox oder ATC aktivieren. Diese Charakteristik
macht das System besonders geeignet fir den Einsatz in transgenen Tieren (Kistner et al.,
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1996). Durch eine solche additive Induktion mufd das Tier nicht standig mit Dox versorgt
werden, um die Tet-regulierte Genexpression zu unterdriicken, woraus entscheidende Vorteile
bezlglich der Aktivierungs- bzw. Deaktivierungskinetik dieser Genregulation resultieren.
Durch die Anwendung sensitiverer Selektionssysteme in Hefe stehen heute verbesserte
reverse Transaktivatoren zur Verfugung (Urlinger et al., 2000). Dabei handelt es sich um
rtTA2%-S2 und rtTA2-M2. Diese Transaktivatoren zeichnen sich zunachst dadurch aus, daR
sie im Gegensatz zum ursprunglichen rtTA keine Restbindungsaffinitat an die Tet-Operatoren
in Abwesenheit von Dox besitzen und damit keine erh6hte Basalaktivitat im nicht induzierten
Zustand hervorrufen, wodurch sich der Regulationfaktor vérad10 erhoht. Zudem lasst

sich mit tTAZ-M2 die maximale Aktivierung des Tetrazyklin-abhangigen Promotors schon
bei zehnfach niedirgeren Dox-konzentration (100 ng/ml) erreichen (Abbildung 2 C).
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Abbildung 2: (A) Schematische Darstellung der verschiedenen Tetrazyklin-abh&ngigen 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
Luziferaseaktivitat durch rtTA, rtTA2 S-S2 und rtTA25-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 fir die Expression in S&ugerzellen
optimiert ist (Urlinger et al., 2000). Zudem wurde die VP16 Doméne in den meisten Fallen
durch drei Minimalaktivierungsdomanen ersetzt (Abbildung 2 A). Der Einsatz dieser
modularen Doméanen ermoglicht die Verwendung von Transaktivatoren mit definiertem
Aktivierungspotential, was es erlaubt, die toxischen Effekte solcher Aktivierungsdoméanen zu
steuern (Gill und Ptashne, 1988; Baron und Bujard 2000). Im Normalfall werden drei
Aktivierungsdomanen eingesetzt, was dem Potential der VP16 Doméane entspricht (Baron et
al 1997).

1.1.3.3 Weitere Komponenten des Tet-Systems

Desweiteren wurde ein bidirektionaler Tet-regulierbarer Promotgib{Pentwickelt (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 moéglich (was
speziell in transgenen Mausen von Vorteil ist) neben dem zu studierenden Gen parallel ein
Reportergen wie z.B das der R-Galaktosidase, von eGFP oder der Luziferase zu exprimieren
(Yamamoto et al., 2000; Hess et al., 2001). Durch neueste hochauflésende CCD-Kameras ist
es sogar moglich, die Luziferaseexpression in lebenden Tieren nachzuweisen (Contag et al.,
1998) , was die Visualisierung der Tet-regulierten Expression im lebendigen Tier mdglich
machte (Hasan et al., 2000).

Erwahnenswert ist auch die Etablierung eines Tetrazyklin-abh&ngigen Repressionssystems fur
RNA Polymerase lI-Promotoren (Deuschle et al 1995, Freundlieb et al 1999). Dort inhibieren
Fusionsproteine des Tet-Repressors mit eukaryontischen ,silencer‘-Domanen, tTS genannt,
die Transkriptionsinitiation an den Tet-regulierten Promotoren ( Abbildung 2 A). Mit diesen
transkriptionellen Repressoren lassen sich unerwiinschte Basalaktivitatep, sowdhl im
transienten als auch im stabilen Zustand komplett unterdriicken. In einer Kombination des
tTS* mit dem urspringlichen rtTA-System konnte die Regulation von Interleukin-13 in
einer existierenden transgenen Mauslinie deutlich verbessert werden (Zhu et al., 2001).
Allerdings ist noch anzumerken, daf} bei der Erzeugung von transgenen Mausen
normalerweise eine Linie identifiziert werden kann, in der keine Basalaktivitat des Tet-
regulierten Promotors mef3bar ist.

1.1.3.4 Tetrazyklin-abh&ngige Regulation in transgenen Mausen

Das bevorzugte Prinzip zur Etablierung einer Tet-regulierten Genexpression in transgenen
Méausen ist die Kreuzung einer Transaktivator-Linie, in der der Tetrazyklin-abhangige
Transaktivator der Wahl durch den gewiinschten gewebsspezifischen Promotor exprimiert



Einleitung

wird, mit einer Mauslinie, in der das gewtinschte Gen unter Kontrolle eines Tet-regulierten
Promotors steht. Dabei ist bei der Etablierung der Transaktivatorlinie darauf zu achten, dal3
der Integrationsort der Expressionskassette des Transaktivators nicht die gewlnschte
Gewebespezifitdt beeinflut, was am besten durch die Verpaarung mit geeigneten
Reporterlinien zu Uberprifen ist (Kistner et al., 1996; Krestel et al., 2001). Unter den M&usen
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 Uber die orale
Applikation von Doxyzyklin im Trinkwasser oder Futter (Kistner et al 1996; Mansuy et al
1998).

Dieses Prinzip konnte bis heute in Uber hundert Fallen zur Funktionsanalyse von Genen in
transgenen Mausen angewandt werden, womit das Tet-System das am besten etablierte
Genregulationssystem in transgenen Mausen darstellt. Dies zeigt sich besonders deutlich an
den ca. 50 Mauslinien mit gewebsspezifisch exprimierten Transaktivatoren und Uber 80
Mauslinien mit Tetrazyklin-regulierbaren Expressionskassetten, die mittlerweile publiziert
sind (Berger und Bujard 2003).

Mit der Anwendung dieser einfachsten Strategie kénnen jedoch nur wissenschaftliche

Fragestellungen bearbeitet werden, in denen die Effekte der Uberexpression eines Gens
(Bowman et al 1997; Winder et al. 1998) oder der Uberexpression 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 vollstdndig intakt und Ubt seine normale
Funktion aus.

Bei Fragestellungen, in denen die Funktion des Gens unterdriickt werden soll, sind fur die
Verwendung des Tet-Systems mehrere Ansatze denkbar. Zum einen besteht die Moglichkeit,
eine dominant negative Mutante des Gens Tet-abhangig zu regulieren. Dabei ist allerdings zu
beachten, dal3 das endogene Gen unverandert exprimiert wird und einen gewissen Anteil an
Aktivitat 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 Fallen erfolgreich eingesetzt werden (Mack et al., 2001; Choi et
al., 2002), setzt jedoch voraus, dal3 die durch homologe Rekombination erreichte Deletion in
den Tieren nicht in Kapitel 1.1.1 angefiihrten Nachteilen fihrt. Zudem missen in den Tieren
drei Genotypen vereint werden, was einen erhtéhten Verpaarungsaufwand bedeutet. Eine
weitere Strategie ist die homologe Rekombination einer Expressionskassette mit
Transaktivator und R 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 kontrolliert (Bond et al., 2000). Dieser Ansatz hat
jedoch den entscheidenden Nachteil, daf? der Promotor, welcher die Expression des
Transaktivators steuert, sich in unmittelbarer Nachbarschaft ydeefhdet, wodurch die
Transkriptionsfaktoren des endogenen Promotors erheblich zur Regulation \mmtiagen
konnen, was zu einer hohen Basalexpression des Tet-regulierten Gens im nicht induzierten
Zustand fuhrt. Vom Prinzip her entspricht dies der gleichen Situation, die bei der Erzeugung
von transgenen M&ausen durch eine Koinjektion der beiden Komponenten des Tet-Systems in
eine Oozyte erreicht wird, von denen Mause die entsprechenden quantitativen Daten
vorliegen. (Zhu et al 2001; Valencik et al 2001)

1.2 Zielsetzung der Arbeit

Der eleganteste Weg zur reversiblen Unterdrickung der Funktion eines Gens wéare durch
Molekile gegeben, die Uber,Pexprimiert werden konnten und mit der Aktivitdt des
endogenen Gens interferieren. Diese Art der Regulation ware nicht nur reversibel und
graduell induzierbar, sie lieRe vor allem den chromosomalen Locus unverandert. 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 Uberprifen, die eine Kontrolle der
Genaktivitaten,in situ® erlauben wirden. Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten
Strategien zur Regulation endogener Gene werden im néchsten Kapitel vorgestellt. Das
Zielgen fur diese Untersuchungen kodiert die NR1 Untereinheit des NMDA-Rezeptors, bei
dem bereits 2 bis 3 fache Aktivitatsdnderungen zu einem deutlichen Phanotyp fihren wirden.
Die biologische Bedeutung des NMDA-Rezeptors wird ebenfalls im n&chsten Kapitel
eingefuihrt. Mit entsprechenden transgenen Mausen ware die Mdoglichkeit gegeben, die
Beteiligung der NMDA-Rezeptoren an Lern- und Gedéachtnisprozessen dieser Tiere reversibel
zu studieren. Gerade bei der Untersuchung solcher kognitiver Eigenschaften ware es von
groRem Vorteil, die Expression in den verschiedenen Phasen eines entsprechenden
Verhaltensexperiments reversibel regulieren zu kénnen, um damit die Mdoglichkeit zu
er6ffnen, den geleisteten Beitrag der NMDA-Rezeptoren in diesen Phasen bestimmen zu
kénnen. Dadurch wére man in der Lage, den Prozess der Gedéachtnisbildung von dem Prozess
der Gedéachtnisspeicherung bzw. der Erinnerung zu unterscheiden.

Um eine solches Regulationsprinzip zu verwirklichen, sind zwei Aspekte von entscheidender
Bedeutung. Zum einen mul3 eine geeignete Transaktivatorlinie zur Verfigung stehen, die in
den fiUr die Lern- und Gedachtnisprozesse essentiellen Bereichen des Grof3hirns eine optimale
Tet-abhangige Regulation ermdglicht. Zum anderen muf3 eine Technologie etabliert sein, mit
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der es prinzipiell moglich ist, die Aktivitat eines beliebigen endogenen Genprodukts
reversibel in ausreichendem Malf3e zu inhibieren.

1.2.1 Etablierung einer hirnspezifischen rtTA2>-M2 Mauslinie

Aus verschiedenen Grinden ist zur Regulation von Genaktivitaten 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 d€amKIl 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 moglich. Aufgrund der
Identifikation der verbesserten Version des reversen Transaktivator A Zollte eine
transgene Linie etabliert werden, in der dessen Expression durcthGienKIl Promotor
gesteuert wird. Durch die Verwendung von rtPA22 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 ermdglichen.

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

Zu Beginn dieser Arbeit bestand die einzige Moglichkeit, 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, daf3 sie neben der Inhibierung der Translation der mRNA ihre
Hybridierierung zuséatzlich durch die katalytische Spaltung zur Degradation der mRNA
beitragen. Der Anteil diese zusatzliche 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 ausgewahlt, da in ihr im Gegensatz zur Klasse der Hairpin-
Ribozyme die Lange der an die mRNA hybridisierenden Sequenzen keiner Beschrankung
unterworfen ist, was eine hohere Flexibilitat im Design der Ribozyme ermoglichte.
Ankniipfend an die Diplomarbeit ging es nun darum, Hammerhead-Ribozyme gegen
Hybridisierungstellen zu entwerfen, die mit eineémvitro Verfahren zur Identifizierung
optimaler Ribozym-Bindungsstellen identifiziert worden waren, und diese im Vergleich mit
Ribozymen, entworfen anhand einer computerberechneten Sekundéarstruktur der NR1 mRNA,
in vitro zu charakterisieren. Das Ribozym mit der grol3ten Spaltungsaktivitat der jeweiligen
Strategie sollten anschlieRend in einem zellularen Testsystem unter Kontrolle des Tet-
regulierten Promotors exprimiert werden und deren Repressionspotential ermittelt werden, um
es so fur die potentielle Verwendung in einer transgenen Maus zu validieren.
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Im weiteren Verlauf der Arbeit sollten noch weitere Molekile zur Repression von endogenen
Genen am Beispiel von NR1 ausgetestet werden. Dies waren zunachst die RNA-Padlocks, die
die kovalente Verkniupfung von Antisense-Sequenzen an die zu regulierende mRNA bewirken
(siehe oben). Nach deren Charakterisierimgitro sollten diese RNAs mit dem fir die
Hammerhead-Ribozyme entwickelten Testsystem in Zellkultur getestet werden, ob mit ihnen
eine ausreichende Regulation vari moéglich ware. AnschlieRend wurde nach einem Weg
gesucht, das Regulationsprinzip der RNAIi auf eukaryontische Zellen zu ubertragen.
AbschlieBend sollte noch der Einsatz von synthetischen transkriptionellen Repressoren
evaluiert werden, die durch entsprechende Zinkfinger-DNA-Bindungsdomanen an den
endogenen NR1-Promotor binden und diesen reprimieren kdnnen.

12
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2. Kenntnisstand

2.1 Maoglichkeiten zur direkten Kontrolle endogener Gene

2.1.1 Hammerhead-Ribozyme

Unter dem Begriff Ribozyme versteht man im allgemeinen katalytisch wirkende RNA-
Molekule. Seit ihrer initialen Beschreibung durch den Beweis der katalytischen Aktivitat der
RNA-Komponente der RNAse P durch Sidney Altman (Guerrier Takada et al., 1983) und der
selbstsplei3enden Introns aesrahymenadurch Thomas Cech (Kruger et al., 1982) sind bis
heute in der Natur insgesamt 5 Ribozymklassen identifiziert worden, deren Einteilung anhand
ihrer unterschiedlichen Sekundéarstruktur erfolgte. Zu ihnen z&hlen neben den beiden oben
beschriebenen die Klassen der Hammerhead-Ribozyme, der Haiprin-Ribozyme, der Varkud-
Satelitten-Ribozyme auseurospora crassaind die Ribozyme aus dem Hepatitis-Delta-
Virus. Die in der Natur vorkommenden Ribozyme katalysieren ausschlief3lich die Spaltung
von RNA-Molekilen. Durch neusten vitro Selektionsmethoden gelang zusatzlich die
Identifizierung von artifiziellen Ribozymen, die Reaktionen wie die Synthese von
Nukleotiden (Unrau und Bartel, 1998), die Knupfung (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 Gré3e von ca. 40 Nukleotiden das kleinste
naturlich vorkommende Ribozym dar. Es wurde in einer Sequenzanalyse von zahlreichen
Pflanzenviroiden identifiziert, wo es an der sequenzspezifischen Abspaltung der einzelnen
virus-ahnlichen RNA-Genome der Viroide im Zuge ihrer Replikation durch einen ,rolling
circle“-Mechanismus beteiligt ist (Symons, 1992). Das Sekundarstruktur-Motif dieser
Ribozyme, das seine Namensgebung der Ahnlichkeit mit dem Kopf eines
Zimmermannshammer verdankt, besteht aus drei basengepaarten Helices (I bis Ill), zwei
einzelstrangigen Bereichen und einem einzigen ungepaarten Nukleotid an der Spaltstelle.
Darin ist die Sequenz der einzelstrangigen Bereiche bis auf das Nukleotid an Position 7
invariabel und umfasst damit den katalytischen Kern dieser Ribozymklasse. In den Helices |
bis Ill sind dagegen bis auf zwei Ausnahmen (den Basenpaaren 10.1 /11.1 und 15.1 /16.1) die
Sequenzen frei wahlbar, solange die Sekundarstruktur dadurch intakt bleibt. Allerdings
beeinflusst die Lange der Helix II, die zwischen zwei und sechs Nukleotiden liegen sollte,
deutlich die katalytische Aktivitat der Ribozyme (Tuschl und Eckstein, 1993).
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der Sekundarstruktur der Hammerhead-RibozymeFir die
katalytische Aktivitat essentielle Nukleotide sind durch Fettdruck hervorgehoben. Die Bezeichnung H steht fur
die Nukleotide C, U und A. Die Numerierung der Nukleotide erfolgte bezuglich Herte(ldegtkl et al., 1992)

Das Strukturmotif der Hammerhead-Ribozyme kann prinzipiell aus einem, zwei oder drei
verschiedenen RNA-Molekilen aufgebaut werden, was die Konstruktion von selbstspaltenden
(ciswirkenden) und Substrat-RNA spaltenddraifswirkenden) Ribozymen erlaubt. Die
geeignetste Konstruktion fur Ribozyme, die zur Spaltung von Substrat-RNAs eingesetzt
werden sollen, ist die Hybridisierung des Ribozyms uber die Helices | und Il 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 Spezifitat des Ribozyms
zur Substrat-RNA ist durch die Basenpaarungen der Helices | und Ill bestimmt. In diesem
Entwurf mul die Substrat-RNA fir eine effektive Spaltung nur das Spaltungstriplett NUX (X
steht fur 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
berucksichtigen. 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 Tertiérstruktur des Ribozym-Substrat-Komplexes lieferten
mehrere Rontgenstrukturanalysen (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-formige Anordnung der drei
Helices zueinander, in der Helix Il und Ill 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 | 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 rAumlicher Nahe zu allen
Nukleotiden des katalytischen Kerns (Abbildung 4 B). Desweiteren konnten in den Strukturen
insgesamt sechs komplexierte ¥4tpn nachgewiesen werden (Scott et al., 1996; Murray et

al., 2000).
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Abbildung 4: (A) Schematische Darstellung  der Tertidrstruktur 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-RNB) Raumliche Darstellung der Tertiarstruktur der
Hammerhead-Ribozyme (modifiziert aus Doherty und Doudna, 2000Der 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-Gerust, 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, dal3
durch eine lokale Rotation des Phosphats und der Base des Nukleotids C17 die Spaltstelle
optimal fur einen & Ruckseitenangriff positioniert (Scott et al., 1996; Murray et al., 2000).

Die in den Réntgenstrukturen nachgewiesenei” Mgnen sind vermutlich nicht katalytisch

an der Splatungsreaktion beteiligt, sondern haben eher einer bedeutenden Rolle fir 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 mdglich 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
unabhangige 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 abhéngig von der Lange der verwendeten
Hybridisierungshelices (Fedor und Uhlenbeck, 1992), wahrend der Reaktionsschritt der
chemischen Spaltung vom pH-Wert und der Konzentration afi-lelgen beeinflut wird

(Dahm et al., 1993). Der geschwindigkeitsbestimmende Reaktionsschritt ist in Abhangigkeit
von der Sekundarstruktur der Substrat-RNA und der Hybridisierungsarme des Ribozyms
unterschiedlich. Bei kurzen unstrukturierten Substrat-RNAs in Kombination mit Ribozymen,
deren Bindungshelices eine Lange von 7 nt nicht tUberschreiten, ist die chemische Spaltung
geschwindigkeitsbestimmend. Bei langen strukturierten Substrat-RNAs bzw. Bindungshelices
ist die Produktdissoziation der geschwindigkeitsbestimmende Schritt.

ks EP2 + P1 kq
k k 4/(’(.3 k\\\\
1 2 -4
E+SiES;—_~EP1P2 . E+Py+Po
k. k. 5 K,
1 2 k:\\\ 6/:/&6
EP1 + P2

Abbildung 5: Kinetische Beschreibung der intermolekularen Spaltungsreaktion durch ein Hammerhead-
Ribozym. E: Ribozyme S: Substrat-RNA P1, P2: Spaltprodukte Geschwindigkeitskonstanten der einzelnen
Reaktionsschritte

Das grol3e wissenschatftliche Interesse an den Hammerhead-Ribozymen ist begrindet durch
ihr Potential zur sequenzspezifischen Inhibition der Expression endogener Gene. Ribozyme
verfugen dabei Uber die gleichen Charakteristika wie Antisense-Molekile, jedoch wird ihnen
aufgrund ihrer katalytischen Aktivitat eine hohere Wirksamkeit zugeschrieben (Woolf, 1995).

Eine mogliche Awendungsart ist der Einsatz der Ribozyme als exogen applizierbares
Pharmakon. Aufgrund ihrer Spezifitit ist es ihnen mdglich, mRNAs, die fur
krankheitsrelevante Proteine kodieren, selektiv zu eliminieren, wobei dies mit fast keinen
Nebenwirkungen verbunden ist. Fur diese Anwendung werden fast ausschlief3lich 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-Geriist der RNA in Kombination mit einem
modifizierten 3’-Ende eine deutlich erhéhte Resistenz gegentber den kérpereigenen Exo- und
Endonukleasen, wahrend die katalytische Aktivitdt dadurch kaum beeintrachtigPvelken

et al., 1991)Durch solche Modifikationen lasst sich die zellulare Halbwertszeit von wenigen
Minuten far ein konventionelles RNA-Ribozym auf mehrere Stunden bis Tage steigern
(Beigelman et al., 1995). Solche Ribozyme zeigten den gewiinschten therapeutischen Erfolg
im Tiermodell und in vorklinischen Versuchen und werden gerade in klinischen Phase Il
Studien evaluiert (Sullenger und Gilboa, 2002).

Die Effizienz der Ribozym-vermittelten Inhibition der Genexpression in transgenen Tieren
hangt im wesentlichen von zwei Faktoren ab: der Verwendung einer optimalenen
Expressionskassette und der Konstruktion eines hochwirksamen Ribozyms. In Zellkultur
waren bisher zur intrazellularen Expression von Ribozymen sowohl RNA-Polymerase |IlI-
Promotoren (Good et al., 1997), als auch RNA-Polymerase Il abhangige Promotoren (Zhou et
al., 1996) eingesetzt worden. Ein direkter Vergleich der beiden Promotortypen ergab jedoch
ein sehr aufschluf3reiches Bild. Obwohl mit den RNA-Polymerase Il abhangigen Promoteren
das hochste Expressionsniveau der Ribozyme erreicht wurde, konnte nur mit den Ribozymen,
die von den im direkten Vergleich schwachen RNA-Polymerase Il Promotoren produziert
wurden, eine effektive Wirksamkeit erzielt werden. Der entscheidende Faktor fur die
Effizienz der Ribozyme scheint deren Lokalisation im Cytoplasma zu sein, was nur durch
RNA-Polymerase Il Promotoren erreicht wurde (Bertrand et al., 1997). Dieses Ergebnis wird
auch durch die Tatsache gestiitzt, das in allen erfolgreichen Féllen, in denen die Expression
endogener Gene in transgenen Mausen durch Ribozyme reguliert werden konnte, zur
Produktion der Ribozyme gewebsspezifische Polymerase Il 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 endogenen @soe

ist der entscheidende Faktor fur die effiziente Spaltung der mRNA die Identifizierung einer
optimale Hybridisierungsstelle. Zum Beginn dieser Arbeit standen dafiir zwei verschiedene
Strategien zur Ermittlung zur Verfigung. Bei der Methode von Lieber und Strauss wird die
zellulare RNA des Zielgens mit einer Hammerhead-Ribozym-Bibliothek inkubiert, bei der die
beiden Hybridisierungsarme mit einer jeweiligen Lange 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 anschlieRend RNase H zugesetzt, welche die RNA
an gebildeten RNA/DNA Hybriden spaltet. Anhand der GroéRRen der Spaltprodukte kénnen
dann Regionen von bevorzugter Zuganglichkeit 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
Sekundérstruktur des zu inhibierenden mRNA in diesen Arbeiten nicht moglich war .

2.1.2 RNA-Padlocks

Wie man an der Wirksamkeit einiger Antisense-Oligonukleatidevo erkennen kann, ist die
Reprimierung eines Zielgens durch die Verhinderung der Translation mittels einer
Hybridisierung eines Oligonukleotids an die RNA prinzipiell moglich (Crooke, 2000). Auch
fur Hammerhead-Ribozyme ist gezeigt, dal} ein beachtlicher Teil ihrer reprimierenden
Eigenschaften durch die Hybridisierung an die RNA erreicht wird (Woolf, 1995). Dies ist
zum groRten Teil dadurch bedingt, dal3 die Spaltung der RNA ein sehr langsamer Prozel3 ist
waéhrend die Hybridisierung an die Zielsequenz sehr rasch erfolgt. Allerdings kann man sich
auch gut vorstellen, daR das Ribosom durchaus in der Lage ist, die die Translation
behindernden hybridisierten Oligonukleotide mit Hilfe von Helicasen aus dem Weg zu
raumen. Die Firma Somagenics entwickelte diesbeziiglich ein Konzept, mit dem es maglich
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 Doméane dieses Ribozyms entsteht durch die
Aneinanderlagerung von zwei irregularen Doppelhelices, Stamm A und Stamm B genannt
(Abbildung 6 A). Von diesen beiden Helices ist gezeigt, dal3 sie separat voneinander
synthetisiert werden konnen und in Losung vereint das katalytisch aktive Ribozym
rekonstituieren kdnnen ( Butcher et al., 1995; Shin et al., 1996). Die fur 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
einzelstrangige Brickensequenz miteinander verbunden. Die Sekundarstruktur &hnelt dadurch
grob einer Stamm-Schleifen-Struktur (,hairpin“), was namensgebend fur diese Klasse von
Ribozymen war.

In der Satelitten-RNA sind Stamm A und Stamm B Teil einer Sekundarstruktur, in der eine
Kreuzung von vier Helices vorliegt (Abbildung 6 B), von der die raumliche Struktur durch
eine Rontgenstrukturanalyse bestimmt werden konnte (Rupert und Ferré-D’Amere, 2001). In
der ermittelten Tertiarstruktur bilden die vier Stammstrukturen zwei koaxiale Helices aus, die
aus einer Verlangerung von Stamm A durch Stamm D bzw. Stamm B durch Stamm C
entstehen und beztglich ihrer Achsen um einen Winkel von 60° gegeneinander gedreht sind.
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Die in der Sekundarstruktur vorhandenen Schleifenstrukturen (in Abbildung 6 B durch die
kurzen Striche innerhalb der Helices angedeutet) sind mal3geblich an der engen
Wechselwirkung von Stamm A und Stamm B durch die von ihnen gebildeten kleine Furchen
(,minor grooves*) beteiligt. Dies fuhrt zur Ausbildung einer hydrophoben Domane 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 Konformationsdnderungen, die vermutlich durch einen ,induced-fit"-
Mechanismus induziert werden, da die Konformationsanderungen unabhangig von der
Konzentration an divalenten Metallionen verlauft.
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Abbildung 6: (A) Schematische Darstellung der Sekundarstruktur 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 Sekundarstruktur 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-RG)AR&umliche Darstellung der
Tertidrstruktur des Hairpin-Ribozyms aus der Satelliten RNA des TRSV (aus Rupert und Ferré-
d’Amere, 2001). Die Farben symbolisieren verschiedene Bereiche der Sekundérstruktur. Der rote Bereich
umfallt den Stamm B; der violette Bereich die Stamme C und D; der hellblaue Bereich den DNA-Strang aus
Stamm A, der die Spaltstelle enthalt; der dunkelblaue Bereich den komplementédren 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-Gertst der RNA, wodurch
ebenfalls ein 27,3"-zyklisches Phosphat und eine 5"-Hydroxylgruppe entsteht. Ein
fundamentaler Unterschied zwischen den beiden Ribozymklassen ist jedoch, dal? die Hairpin-
Ribozyme ihre Spaltprodukte mit einer hohen Effizienz ligieren kénnen (Hegg und Fedor,
1995; Esteban et al.,, 1997), wahrend 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), wahrend bei den Hairpin-Ribozymen die
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Ligation der Spaltprodukte zehnmal haufiger erfolgt (Hegg und Fedor, 1995). Dieses
Reaktionsverhalten spiegelt sich auch in Unterschieden im Reaktionsmechanismus der beiden
Ribozymklassen wider. Obwohl die gleiche Reaktion katalysiert wird, verlauft diese fir das
Hairpin-Ribozym pH-unabhangig und benétigt dafir keine direkte Koordination von
divalenten Metallionen an das Phosphat der Spaltstelle (Nesbitt et al., 1997). Aus der
Rontgenstruktur ist ersichtlich, daf3 sich die 2° OH-Gruppe des Adenosins der Spaltstelle
AGUC im Ubergangszustand in der korrekten Position fiir einghR8ckseitenangriff
befindet, was durch die Konformationsanderung des Andockens von Stamm B an Stamm A
induziert wird (Rupert et al., 2002). Der genaue katalytische Reaktionsmechanismus ist
jedoch noch nicht vollstandig geklart. Mittlerweile wird davon ausgegangen, daf3 die Spaltung
durch eine Stabilisierung des Ubergangszustands durch die Struktur der RNA erreicht wird
und nicht wie bei den Hepatitis-Delta-Virus Ribozymen durch die Saure-Base-Katalyse eine
Nukleotidbase, die analog zu den Histidinen in der Ribonuklease A wirkt.

Ein RNA-Padlock bestent aus zwei Doménen: 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 lassoahnliche Struktur um die RNA, was die Translation einer solch
komplexierten RNA massiv inhibieren mif3te. 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, dafR 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 raumliche Nahe, dal} sie unter
Verwendung der DNA-Ligase kovalent zu einem Ring, der die zu detektierende DNA oder
RNA umschlief3t, geschlossen werden kénnen (Nilsson et al., 2000). Aufgrund dieser
Eigenschaften stellen die DNA-Padlocks hochspezifische Hybridisierungssonden fir
genetische Analysen wie die floureszenz-markigrtsitu Hybridisierung an Chromosomen
(FISH) dar.

2.1.3 Synthetische Transkriptionsfaktoren mit Zinkfinger-DNA-
Bindungsdomanen

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 fur die zeitliche
und gewebsspezifische Expression des Gens verantwortlich ist.

Eukaryontische Transkriptionsfaktoren sind modular aufgebaut und bestehen aus mindestens
einer Effektordomane, die die Aktivierung oder Reprimierung des entsprechenden Promotors
vermittelt und einer DNA-bindenden Doméne. Die verschiedenen Klassen der DNA-
bindenden Domanen erreichen die Bindung an die DNA meist durch die Wechselwirkung der
Aminosaureseitengruppen eineshelicalen Bereiches mit den Atomen der Nukleotidbasen

der groRen Furche der DNA-Doppelhelix (Branden und Tooze, 1991). Die Spezifitdt der
Erkennung der entsprechenden Konsensussequenz basiert dabei auf zwei Prinzipien. Mit
Domanen, die kurze Sequenzen erkennen konnen, erreicht man eine genomspezifische
Bindung durch die Komplexierung zweier monomerer Proteine zu einesyn&trischen
Homodimer, das dann die entsprechenden palindromischen Erkennungssequenzen erkennen
kann. Beispiele hierfiir sind Transkriptionsfaktoren mit DNA-Bindungsdoméanen der Klassen
HTH (,helix turn helix®), und bZIP (,leucine zipper®) (Struhl, 1989). Zum anderen besteht
die Mdglichkeit, kleine unabhéngig voneinander gefaltete Domanen in modularer Weise
aneinanderzureihen, wobei jede Doméane eine kleine monomere Sequenz hochspezifisch
erkennt und die entsprechende Anzahl an Doméanen die genomspezifische Erkennung des
Konsensusmotivs gewahrleistet. 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 haufigsten vorkommende Klasse an
Transkriptionsfaktoren darstellt.

Das Zinkfinger-Motiv wurde zum ersten Mal von Aaron Klug und Kollegen in dem
Transkriptionsfaktor TIF IlIA ausxenopus laevisidentifiziert, der insgesamt 9 dieser
Domaénen enthélt (Miller et al., 1985). Eine klassische Zinkfinger-Doméne, die insgesamt 30
Aminosauren umfasst, enthalt am N-Terminus zwei Cysteine und am C-Terminus zwei
Histidine, deren Seitengruppen ein Zink-Atom koordinieren, wodurch sich eine fingerartige
Sekundéarstruktur ausgebildet, die eine DNA-Sequenz von drei Basenpaaren spezifisch
erkennt. Die dreidimensionale Struktur, die schematisch in Abbildung 7 gezeigt ist, besteht
aus einem antiparallelgnhFaltblatt und einesi-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 ausschlief3lich
von den Seitengruppen von vier Aminosaurencdételix 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 Brickensequenz zwischen den einzelnen
Zinkfinger-Doméanen innerhalb eines Transkriptionsfaktors, die fast ausschlie3lich in die
Sequenz TGEKP vorkommt und von der gezeigt ist, dal3 sie die Ausbildunghadisalen
Bereichs stabilisiert (Pellegrino und Berg, 1991; Laity et al., 2000).
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Abbildung 7: Raumliche Darstellung der Tertiarstruktur der Cys,His,-Zinkfinger-Doméane (aus Pabo et

al., 2001). Aus der Struktur herausgehoben sind die Seitengruppen der fir die DNA-Bindung essentiellen
Aminosauren 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 bendtigten Wechselwirkungen zur hochspezifischen
Erkennung von DNA-Sequenzen und der Mdglichkeit zur tandemartigen Anordnung ist das
Zinkfinger-Motiv ein ideales DNA-Bindungsmodul fir die Konstruktion von synthetischen
Transkriptionsfaktoren, die prinzipiell jede beliebige DNA-Sequenz hochspezifisch erkennen
kénnen. Um eine solche Konstruktion zu verwirklichen, muf3 zunachst fur jedes beliebige
Erkennungstriplett das entsprechende Zinkfingermodul zur Verfligung stehen. In ersten
Arbeiten wurde versucht, durch die rationale Variation der fir die DNA-Bindung essentiellen
Aminosauren spezifische Zinkfinger-Domanen 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 filamentoser Phagen M13 basiert. Dabei werden variierte
Zinkfingerpeptide als Fusionsproteine mit dem Phagenprotein Il auf der Oberflache
prasentiert 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-
Domanen gegen 16 verschiedene Erkennungssequenzen, was zum ersten Mal die Aufstellung
eines DNA-Erkennungscodes fir Zinkfinger-Motive erlaubte (Choo und Klug, 1994).
Allerdings stellte sich bei der Verwendung von Fusionsproteinen dieser einzelnen selektierten
Domanen heraus, dal3 die gesamte DNA-Bindungsstelle mit einer deutlich geringeren
Affinitdt erkannt wurde, als dies anhand der Addition der einzelnen Affinitaten der
Zinkfinger-Domanen erwartet worden ware. Dies lag darin begrindet, dal3 die Aminosdure an
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der Position 2 der Erkennungshelix fur die Wechselwirkung mit dem ersten Basenpaar des
benachbarten Tripletts im Selektionsprozef3 (GCG) optimiert worden war, was in der
gewulnschten Gesamtbindungsstelle dort nicht mehr vorlag.

Die Beriicksichtigung dieser Synergie zwischen den benachbarten Zinkfinger-Doméanen bei
der Herstellung von artifiziellen Zinfingerproteinen mit hoher Affinitat gegen
genomspezifische Bindungsstellen gelang auf ganz unterschiedliche Arten. Zun&achst wurden
endogene Sequenzen als Bindungsstellen ausgewéhlt, in denen jedes Triplett dem
Konsensusmotiv GNN entspricht. Durch diese Einschrankung verringert sich zwar die Anzahl
der moglichen endogenen Bindungsstellen drastisch, jedoch sind alle nach dem obigen
Selektionsprinzip ermittelten Zinkfingerdomanen verwendbar (Choo und Klug., 1994; Segal
et al.,, 1999). Die einzige technische Schwierigkeit dieser Strategie lag nur noch in der
geeigneten Verknipfung der einzelnen Zinkfinger-Doméanen miteinander. Mit der natirlichen
Bruckensequenz konnten maximal drei Domanen miteinander verbunden werden, um die
erwartete additive Steigerung der Gesamtaffinitéat zu erreichen. Ab der vierten Zinkfinger-
Doméne kann die Periodizitdt der DNA-Doppelhelix nicht mehr vollstdndig von der
Geometrie des Zinkfingerproteins erfasst werden. Durch den Einsatz einer verlangerten
Bruckensequenz zwischen zwei Zinkfingermodule mit jeweils drei Zinkfinger-Domé&nen
konnte jedoch dieses Problem geldst 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
Repressionsdoméanen 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 Affinitat an jede beliebige Sequenz
im Genom binden konnen, wurde schlieBlich durch zwei Varianten der Phagen-
Selektionstechnik moglich.

Das erste Verfahren wurde von Greisman und Pabo (1997) entwickelt. Darin wird ein DNA-
Konstrukt angefertigt, in dem proximal an die gewinschte 9 bp lange Erkennungssequenz
zwei Bindungstripletts fir Zif268-Zinkfinger-Domanen angefiigt sind. Im ersten
Selektionsschritt werden Phagen mit Zif268-Varianten eingesetzt, in denen die distale der drei
Zinkfinger-Domanen randomisiert ist und durch die Selektion fur die Bindung an das 5
gelegene Triplett der genomische Erkennungssequenz optimiert wird. Die beiden anderen
Zif268-Zinkfingerdomanen binden dabei an die proximalen Wildtypsequenzen und dienen als
Anker fur die zu selektierende Domane. In weiteren Schritten wird die proximale der Anker-
Zinkfingerdoméane entfernt und distal eine randomisierte Zif268-Variante angehangt, die im
folgenden Selektionsschritt fur die Bindung an das nachste Triplett der genomischen
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Bindungsstelle optimiert wird. Nach einer weiteren solchen Selektionsrunde konnten

schlieBlich Fusionsproteine aus drei Zinkfingerdoménen erhalten werden, die ihre

Zielsequenz mit einer nanomolaren Dissoziationskonstante komplexieren und eine sehr hohe
Spezifitdt aufweisen. Durch den seriellen Selektionsproze3 sind zudem alle

Wechselwirkungen  zwischen den Zinkfinger-Domanen und zu benachbarten

Erkennungstripletts bericksichtigt.

In dem zweiten Verfahren, mit dem die in dieser Arbeit verwendeten Zinkfingerproteine
hergestellt wurden, werden fir die Selektion zwei Zif268 -Varianten verwendet, in denen
jeweils die eine Halfte aller essentiellen Aminosauren fir die DNA-Erkennung randomisiert
vorliegt, wahrend die andere Halfte unverandert bleibt. Dadurch wird der Transkriptionsfaktor
in zwei Blocke geteilt wird, die jeweils eineinhalb Zinkfingerdomanen umfassen (Isalan et al.,
2001). Zwei so konstruierte komplementare Zif268-Bibliotheken werden nun in parallelen
Ansatzen gegen entsprechende chimare DNA-Segeunzen selektiert, in denen 5 Basenpaare
der gewiinschten 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-Blécke werden anschlieRend durch eine PCR-
Strategie zusammmengefiigt. Das so neu generierte Drei-Zinkfinger-Protein wird dann in
einem letzten Selektionsschritt nochmal gegen die 9 bp lange Zielsequenz final optimiert. Der
grol3e Vorteil dieses Selektionsverfahren ist, dal3 hochaffine Zinkfingerproteine innerhalb von
10 bis 14 Tage hergestellt werden konnen. Mit einem der von lIsalan und Kollegen
konstruierten  Zinkfingerproteinen, gerichtet gegen verschiedene Bereiche der 5° LTR von
HIV, konnte nun in Kombination mit der Repressionsdomane 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
Aminosaure L-Glutamat. (Mayer und Westbrook, 1987; Collingridge und Lester 1989; Nicoll

et al., 1990). Dieser ist mit seinen Rezeptoren an den zellularen Mechanismen beteiligt, die
die Veranderbarkeit des zentralen Nervensystem, die sogenannte Plastizitat steuern (Bliss and
Collingridge, 1993). Diese spielt eine entscheidende Rolle in der Entwicklung des zentralen
Nervensystems sowie den Prozessen des Lernens und der Gedachtnisbildung.

Die Glutamatrezeptoren sind integrale Membranproteine und lassen sich in zwei Klassen
einteilen, die metabotropen und die ionotropen Rezeptoren. Die ionotropen Rezeptoren sind
ligandengesteuerte lonenkanéle, die sich aus mehreren Untereinheiten zusammensetzen und
sich pharmakologisch durch ihre spezifischen Agonisten in NMDA (N-methyl-D-

24



Kenntnisstand

asparaginsaure) und non-NMDA-Rezeptoren, zu denen die AMPXM({no-3-hydroxy-5-
methyl-4-isoxazolpropionsaure) und die Kainat-Rezeptoren gehoren, untergliedern.

Wahrend sich die non-NMDA-Rezeptoren durch eine hohe Permeabilitat flioridaK-

lonen und eine schnelle Aktivierungs- und Deaktivierungskinetik auszeichnen (Jonas und
Burnashev 1995), zeigt der NMDA-Rezeptor eine langsame Desaktivierungskinetik, sowie
eine hohe Permeabilitat fir N&K*und C&"-lonen und wird neben der ligandenabhangigen
Aktivierung durch Glutamat und Glycin durch M@m Ruhepotential blockiert (Mayer et al
1984; Nowak et al 1984). Wird diese spannungsabhéangige Blockade durch eine
Depolarisation der synaptischen Membran aufgehoben, kommt es zu einem hohen Einstrom
an C&*-lonen, die als intrazellulare ,second messenger* wirken (Bading and Greenberg 1991)
und diverse Regelkreise aktivieren, welche die Empfindlichkeit der erregten Synapse
gegeniber neuen Eingangssignalen moduliert. Diese aktivitditsabh&ngigen Prozesse fuhren zur
Induktion einiger Formen von LTP (,long term potentiation“, Langzeit-verstarkung) 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 Gedachtnisleistung von Tieren gebracht werden.
Der Nachweis einer solchen Korrelation im Tierversuch erfolgte zundchst durch
stereotaktische Injektion von Antagonisten des NMDA-Rezeptors in den Hippokampus
(Morris., 1989). Dies fuhrt zur Unterbindung von LTP in den Synapsen dieses Bereiches
sowie zum Verlust der raumlichen Gedachtnisleistung der Versuchstiere. Im weiteren zeigten
transgene Mause , in denen die Gene dé7Camodulin-abhangigen Kinasex{a.CamKill)

(Silva et al., 1992) oder der TyrosinkinasenFy(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 rAumlichen Gedachtnisleistung der
Tiere, wobei die Zuordnung des Hippokampus als die verantwortlichen Hirnregion fur diese
Verhaltensprozeld erst spater erfolgte (Kojima et al., 1997). Den eindeutigsten Beweis flr
diese Korrelation lieferte die Etablierung einer tTA-abhangigen Expression einer dominant-
aktiven Mutante deraCamKIl in deren Expressionsbereich, wodurch der Verlust des
raumlichen Gedachtnisses durch die Applikation von Dox steuerbar war (Mayford et al.
1996).

Der direkte Beweis der Beteiligung der NMDA-Rezeptoren an Lern- und
Gedéachtnisprozessen durch genetische Verdnderungen in transgenen Tieren gestaltete sich
zunéchst als schwierig. NMDA-Rezeptoren sind heteromere Komplexe, fur 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
Stochiometrie des Rezeptors mit der NR3A Untereinheiten ist noch nicht bekannt. Dabei stellt
die NR1-Untereinheit die essentielle Rezeptorkomponente dar. Durch alternatives Splei3en an
drei voneinander unabhangigen Stellen innerhalb des Gentranskripts kénnen insgesamt 8
Varianten entstehen, die regional und entwicklungsspezifisch gebildet werden (Hollmann und
Heinemann, 1994; Laurie und Seeburg, 1994). Diese Splei3varianten 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 Uben in den NMDA-Rezeptoren unterschiedliche
modulatorische Funktionen aus (Monyer et al., 1992). Uber die Rolle von NR3A ist wenig
bekannt. Sie konnte in NMDA-Rezeptoren mit NR1 und NR2B in der Grof3hirnrinde
nachgewiesen werden, wo sie den Kanal in der Weise moduliert, dald es zu einer Reduktion
der Ganzzellstrétme kommt (Das et al., 1998).

Um die Ausbildung von NMDA-Rezeptoren im Gehirn transgener Mause zu verhindern,
wurden Mause generiert, in denaril durch homologe Rekombination inaktiviert wurde.
Homozygot nrl deletierte M&use zeigen keine Anomalien in der Entwicklung der
Gehirnanatomie, sterben jedoch 8 bis 15 Stunden nach der Geburt durch Stérungen in
Uberlebenswichtigen autonomen Funktionen des Nervensystems. Diese umfassen einen
unregelméaligen Atemrhytmus, was zum Ersticken der Tiere fuhrt, und den Verlust des
Schluckreflexes zur Nahrungsaufnahme (Li et al.,, 1994; Forrest et al., 1994). Diese
phanotypischen Veranderungen beobachtet man auch in Mausen, in denen eine Punktmutation
innerhalb der zweiten Transmembrandomane von NR1 zum Verlust Geb@ahlassigkeit

und des M§ Blocks der damit gebildeten NMDA-Rezeptoren fiihrt, was die funktionelle
Beteiligung der NMDA-Rezeptoren an diesen Veranderungen deutlich demonstriert (Single et
al. 2000).

Die erste erfolgreiche Korrelation des NMDA-Rezeptors an Lern- und Gedéachtnisprozessen
in transgenen Mause gelang unter Anwendung des Cre / loxp Rekombinationssystems. Durch
die Kreuzung einer Mauslinie, in dere spezifisch in der CAl-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 Mausen eine spezifische Ablatiomxbm CA1 ab der dritten postnatalen
Woche erreicht werden (Tsien et al., 1996b). Dies fuhrte in den Tieren zur Abwesenheit der
LTP-Prozesse spezifisch in dieser Region, was direkt mit dem Verlust des raumlichen
Gedachtnis in den entsprechenden Verhaltenstests in Zusammenhang steht. In neuesten
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Kenntnisstand

Arbeiten konnte mit der gleichen Methodik eine spezifische Deletiomyvbin der Region
CA3 des Hippokampus erreicht werden, wobei hier die entsprechenden transgenen Mause

Defizite in der Rekonstitution von Erinnerungen durch unvollstandige Gedéachtnismuster
aufwiesen (Nakazawa et al., 2002).
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Abkirzungen und Definitionen

3. Abklrzungen und Definitionen

3.1 Abkirzungen

aa Aminosaure

AA Acrylamid

Abb. Abbildung

aCamKiIl C&*/Calmodulin-abhangigProteinkinase It

Amp Ampizillin

AMPA a-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolpropionsaure
AP alkalischePhosphatase

APS Ammoniumpersulfat

ATC Anhydrotetrazyklin

Bis-AA Bisacrylamid N,N'-Methylen-Bisacrylamid)

bla Gen flr das Enzyrfi-Lactamase (vermitteAmpizillin-Resistenz)
p-Gal p-Galaktosidase

bp Basenpaare

BSA Rinderserumalbumin

bzIP »basicleucinezipper"

C-terminal Carboxy-terminal

ccc ringférmig geschlosserflasmid-DNA (tovalentclosedcircular™)
cDNA »copy* DNA

CIP alkalischePhosphatase ¢alf intestinalphosphatase™)
cre Gen flr dieCre-Rekombinase

CTE konstitutivesTransport-Element

DAB Diaminobenzidin

DEAE Diethylamino-ethyl

DEPC Diethylpyrocarbonat

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsaure (esoxyribonucleiacid”)
DNase Desoxyribonuklease

dNTP 2"-Desoxyribonukleotide

ddNTP 2’, 3-Didesoxyribonukleotide

Dox Doxyzyklin

dsDNA doppelstrangige ("doubktranded”) DNA

dsRNA doppelstrangige RNA

DTT Dithiothreitol

E embryonaler Tag

E.coli Escherichiaoli

EDTA Ethylendiaminotetraessigsaure

EFlo Elongationsfaktor

eGFP »enhancedreenfluorescingprotein®

ELISA »enzymdinked immunosorbenassay*

EtBr Ethidiumbromid

EtOH Ethanol

FACS Fluoreszenz-Zellsortiergeraffijjorescencactivatedcell sorter”)
FCS fotaleskélberserum

FPLC Hochleistungs-Flussigkeitchromatographie
G418 Genetizin

hCmMV humaneZytomegalie Virus

HEPES 4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazin-ethansulfonséure
HH »Hammerhead"

HRP Meerrettich-Peroxidasel{prseradishperoxidase*)
HS Pferdeserum gorseserum®)

HTH a-Helix-Turn-a-Helix-Motiv
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Abkirzungen und Definitionen

Hyg Hygromyzin

1gG Immunglobulin G

i.p. intraperitonal

KAc Kaliumacetat

Kan Kanamycin

kb »Kilo-Basenpaare"

KLS Kernlokalisierungssignal

Kn Michaelis-Menten-Konstante

Kobs beobachtet®eaktionsgeschwindigkeitskonstante
Kreact Reaktionsgeschwindigkeitskonstante

KOX-1 KRAB-Doméne aus dem Gérox-1

KRAB Krlppel-assoziierte Box

lacz Gen fir das Enzy3-Galaktosidase als coli

LB "Luria Broth"-Nahrmedium

LTD Langzeit-Hemmung (png termdepression*)

LTP Langzeit-Verstarkung (gpng term potentiation*)
LTR »long terminalrepeat"

luc Gen fir das Enzyrhuziferase des LeuchtkafePhotinuspyralis
MCS ~multiple cloningsite“

MeOH Methanol

Mino Minozyklin

MOPS Morpholinopropansulfonsaure

MuMLV murinerMoloneyLeukamievirus

MRNA »messenger RNA

NMDA N-methyl-D-asparaginsaure

N-terminal Amino-terminal

NaAc Natriumacetat

NGF .hervegrowthfactor*

nt Nukleotide

NTP Nukleosidtriphosphat

oD optische Dichte

OH Hydroxyl-

ONPG ortho-NitrophenylB-D-Galaktopyranosid

ori "origin of replication" Replikations-Ursprung)

P Promotor

P postnataler Tag

p Plasmid

pA Polyadenylierungssignal

p.A. Chemikalien mit analytischem Reinheitsgrad (,pralysi®)
PAA Polyacrylamid

PAGE PAA-Gelelektrophorese

PBS isotonischeiPhosphatpuffer §hosphatéufferedsaline®)
PCR Polymerase-Kettenreaktionpglymerasehainreaction*)
pH negativerdekadischer Logarithmus der"Honenkonzentration
P, anorganisches Phosphat (PQ

PIPES Piperazin-1,4-bis-(2-ethansulfonsaure)

PNK Polynukleotidkinase

pUH Plasmid Universitat Heidelberg

PVDF Polyvinylidenfluorid

Pwo pyrococcusvoesei

r resistent

REST »RE-1 silencingtranscriptiorfactor*

RNA Ribonukleinsaure (fbonucleicacid”)

RNAI -RNA interference”

RNase Ribonuklease

RNasIn Ribonuklease-Inhibitor

RT Raumtemperatur

rtTA reverseiTetrazyklin-kontrollierbaref ransaktivator
SDS Natriumdodecylsulfat €odiumdodecylsulfate™)
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Abkirzungen und Definitionen

SIN
SPF
ssDNA
SVv40
Tab.
Taq
TBE
TBP
TE

T

Tn
tetR
TetR
TEMED
tet/Tet
Tris
tTA
tRNA
sTRSV
UTR
uv
VSV-G
VTH
wt
X-Gal
ZIF

replikationsdefiziente Virusvariantesjngleintegration®)
spezifischpathogenfrei

einzelstrangige €inglestranded") DNA

"Simian' Virus 40

Tabelle

thermusaquaticus

Tris-Borat-EDTA

» TATA-Box" bindendes Protein

Tris-EDTA

Schmelztemperatur

Transposon

Gen deRRepressors des TA Resistenzoperons ascoli
Repressor des 0 Resistenzoperons agscoli
N,N,N',N'-Triethylmethyl-ethylendiamin
Tetrazyklin

Tris-Hydroxymethylaminomethan
Tetrazyklin-kontrollierbarefransaktivator
"transfer" RNA

»tobaccaring spotvirus* Satellit

untranslatierte Region

Ultraviolettes Licht

vesikulérerStomatitis Virus G

Versuchstierhaltung

Wildtyp
5-Brom-4-Chlor-3-indolylf-D-Galaktopyranosidsid
Protein mitZinkfinger-DNA-Bindungsdoméanen

3.1.1 Einheiten

A

Ci
cpm
Da

337 =@aem

in
Mio.
mol
rlu

s

U
Upm
\%

Ampére

Curie

Zahlimpulse pro Minute €ounts peminute")
Dalton

Farad

Gramm / Erdanziehungskraft

Stunde(n) (lat.Hora")

Liter

Meter

molar, (ol/l)

Minute(n)

Millionen

Avogrado-Konstrante (6,022 x 49
Relative Lichteinheiten ("relativight units")
Sekunde(n)

Einheit der Enzymaktivitat Unit")
Umdrehungen pro Minute

Volt

3.1.2 Vorsatze

+~T ST 30X

kilo
centi
milli
mikro
nano
piko
femto

103
102
103
106
10°
1012
1015
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Abkirzungen und Definitionen

3.1.3 BasenNukleoside

X CcHo0o0O>r

C,Uund A

Adenin/Adenosin
CytosinCytidin
GuaninGuanosin
Thymin/Thymidin
Uracil/Uridin

3.1.4 Nomenklatur der Aminosauren 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 Asparaginsaure Phe F Phenylalanin
Cys C Cystein Pro P Prolin

GIn Q Glutamin Ser S Serin

Glu E Glutaminséure Thr T Threonin

Gly G Glyzin Trp wW Tryptophan
His H Histidin Tyr Y Tyrosin

lle I Isoleuzin Val \% Valin

3.2 Definitionen

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

eine nur umsténdliche Ubersetzung ins Deutsche méglich ist

“blocking”
“blot”
“enhancer’

“founder”
“inducedfit’
“knock-out”
“knock-in
“kissingcomplex”

"maxiprep’

“miniprep’

“multiple cloningsite”

“northern-blot”

“supercoil’

“template”
“westernblot”

Abséattigungunspezifischer Bindungsstellen

Transfer vorProteinen, RNA oder DNA auf Membranen

Regulatorisches DNA-Element, welches auf einem DNA-Molakigntierungs- und
positionsunabhangig dieranskriptionsinitiation einigezukaryotischer Promotoren
aktiviert.

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

InduzierteKonformationséanderung zur optimalen Bindung eines Substrats
Transgenes Tier mit ein&endeletion

Transgenes Tier mit einer Gensubstitution

stabileHybridisierung von zweRNA-Stamm-Schleifen-Strukturen, induziert durch die
Wechselwirkung deNukleotide der beiden Schleifen

Schnellmethode zwrlasmid-DNA-Isolierung undAufreinigung aus. coli mit hoher
DNA-Ausbeute.

Schnellmethode zWrlasmid-DNA-Isolierung undAufreinigung aus. coli mit
geringer DNA-Ausbeute.

DNA-Region, diedie Erkennungssequenzen fur mehiRestriktionsendonukleasen
umfafdt.

Transfer wn RNA aus einerdenaturierendeAgarosegel auf einlitrozellulose-
Membranen

topologische Zustandsbeschreibung von ringférmig geschlossener DNA in
Abhangigkeit ihnreerwindungszahl.

Matrize.

Proteintransfer aus eine®AA-Gel auf eine geeignete Membran
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Material

4. Material

4.1 Laborausstattung

Analytische Waage Typ 1712
Biobildanalysator FUJI>XBas 1000
BiobildanalysatorfilmeBas Ill B
CO,-Inkubationsschrank Mod.6000
Computer-Hardware:

MaclntoshPowerPC 7500/100

MaclIntoshPowerPC 9600/200

MaclntoshPowerbook G3/233

Lexmark-LaserdruckeDptra T614

Xerox-FarbdruckePhaser 1235

Scannetinoscan 1400
Computer-Software:

Acrobat Reader 5.0

Canvas 7.0

DNA Strider 1.3

EditView 1.0.1

EndNote 3.0

ImageQuant 1.1

MacBas 2.0

MacPlasmap 2.05

Microsoft Office 98 flilMaclntosh

Netscape Navigator 4.7

OligoN 4.0

Photoshop 5.0
DigitalkameraOlympus DP10
DurchfluRzytometeFACScan
Elektroelutionsapparaturen
Elektrophoreseapparaturen

Elektrophoresi€onstant PoweBupply ECPS 3000/150
Elektrophoresi€onstant PoweBupply ECPS 500/400

Elektrophoresis PoweSupply PS143, 500V/400mA
Eppendorf-Mixer 5432

Flouroimager Sl

Geigerzéhler Minimonitogm meter 5.10
Geigerzéhler LB 1210 B

Geltrockner Modell 1125 B
Genepulser, Pulse Controller
GilsonPipetman 2, 10, 20, 200, 1000

Grobwaage Typ 1474
Inkubationsschrank Typ VT 5050 EK
InversmikroskogDiavert

Kassetten fur didutoradiographie
Kleinbildkamera OM 10
KuhlzentrifugeSorvall RC-5B mit den Rotoren GS3,
GSA, SA600, SS34, HB4
LaborpH-Meter

Magnetrihrer

MakroskopLeica M420
Mehrkanalpipette, 1-10 pl, 5-50 pl
Mehrkanalpipette, 15-1200 pl
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Satorius GmbH, Géttingen

Fuji Photo Film Co., Ltd., Japan
Fuji Photo Film Co., Ltd., Japan
Heraeus GmbH, Hanau

Systematics, Mannheim
Systematics, Mannheim
Theile ComputerSpeyer
Theile ComputerSpeyer
Theile ComputerSpeyer
Heidelberger Druckmaschinen, Heidelberg

Adobe Systeminc., SanJose, USA
Deneba Softwartnc., Miami, USA
Commisariat &EnergieAtomique,France
Perkin-Elmer Corp.Wesseley, USA
Niles & Associatesnc., Berkeley, USA
AmershamBioscienceEurope GmbH, Freiburg
Fuji Photo Film Co., Ltd., Japan
CGCsScientificlnc., St. Louis, USA
Microsoft Corporation, Seattle, USA
NetscapgCommunication Corporatiofountain
View, USA

NationalBiosciencesnc., Plymouth, USA
Adobe Systeminc., SanJose, USA
Olympus, Hamburg

BectonDickinson, Heidelberg

ZMBH, Heidelberg

EMBL, Heidelberg

Pharmacia GmbH, Freiburg

Pharmacia GmbH, Freiburg

EMBL, Heidelberg

Eppendorf Geratebatletheler & Hinz GmbH,
Hamburg

MolecularDynamics GmbH, Krefeld
Wellhofer KernphysikSchwarzenbach
Berthold GmbH, Wildbad

Biorad, Miinchen

Biorad, Miinchen

GilsonMedical Electronics Villiers-Le-Bel,
Frankreich

Mettler, Géttingen

Heraeus Christ AG, Zurich, Schweiz
Leitz GmbH,Wetzlar

Goos, Heidelberg

Olympus, Hamburg

Du Pontinc., USA

Knick GmbH, Géttingen
BachhoferReuttlingen

Leica,Bensheim

Capp, UbeBServiChem GmbHBischweier
Matrix Technologiesl.owell, USA



Material

Mikrowellenofen
MikrowellenofenElektroniaCooktronic
Minifold-Filtrations-Apparatur SRC 96
Multipipette
Rontgenfilmentwicklungsmaschine
Reinluftwerkbank

Schittelinkubator ISF-1 W/V
Semidry-Blotter (fiiWesternblot)
Speed-Vac-Concentrat&avant
Spektralphotometddltrospec 3000
Stickstofftank BT40
Szintillationsspektrometer LS6000IC
ThermocycleiRoboCycler
Tischzentrifuge, Biofuge A
UltraTurrax T25

UV-Handlampe Typ 70 481
UV-Kontaktlampe Chroma 43
UV-Transilluminator
VakuumpumpeBetaLeybold Typ 1162
Verstarkerfolie CronexLightning +
VibratomLeica VT1000
VideodokumentatioCybertech CS1
Wasserbadjulabo U3/7A

Zellsorter FACSvantage SE
ZentrifugeSigma 4-15

4.2 Verbrauchsmaterial

Chromatographiepapieyhatman 3MM
Deckglaser fir Objekttrager
DNA-Aufreinigungssaulchen fiPCR-Produkte,
Plasmid-DNA undgenomische DNA

Elektroporationskivetten 4mm
Filter-pipettenspitzen 10 pl
Filter-pipettenspitzen 20 pl, 200ul, 1000ul
Filter-pipettenspitzen 1250 pl
Glaspipetten

Kanulen

Konzentrator Microcon-100
Mikro-Einmalklvetten
NylonmembrarHybond NX (Northern)
Parafilm M,Laboratory Film
Pasteur-Kapillar-Pipetten
Pipettenspitzen 10 pl, 200pl, 1000pul
Pipettenspitzen fliMultipipette
Plastik-Petrischalen

Plastik-Spritzen

Plastikmaterial fur di€ellkultur

Polystyrol-Réhrchen fitumat
PVDF-Membranmmobilon P (Western)
Objekttrager

Quarz-kivetten

Reaktionsgefale 1,5 mi
ReaktionsgefalRe 2mEafelock”
Reaktionsgefalle flRCR-Anwendungen
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Siemens, Miinchen

MediaMarkt, Heidelberg

Schleicher &Schill GmbH Dassel
Eppendorf AG, Hamburg
Amersham &Buchler, Frankfurt/Main
ESGReinraumtechnik

Kiihner, Schweiz

ZMBH, Heidelberg

Bachofer Reutlingen
PharmaciasmBH, Freiburg

L’Air Liquide, Frankreich

Beckman Instruments, USA
Stratagen GmbH, Heidelberg
Heraeus Christ AG, Zirich, Schweiz
Janke unKunkel, Staufen

Reichelt

Vetter GmbHWiesloch

UVP Inc., USA

Heraeus Christ AG, Ziirich, Schweiz
DuPont,Willmington, USA
Leica,Bensheim

Cybertech, Berlin

Julabo,Seelbach

BectonDickinson, Heidelberg
Qiagen Hilden

Vetter,St.Leon-Rot
Menzel, Braunschweig

Genomed, Bafeynhausen

Qiagen GmbHHilden

Invirtogen GmbH, Karlsruhe

Equibio, UbePeglab, Erlangen

Micronic, Lelystad, Holland

Steinbrenner Laborsysteme, Wiesenbach
Matrix Technologiesl.owell, USA

Brand, Wertheim

Braun,Melsungen

Millipore GmbH, Eschborn

Ratiolab GmbHPreieich
AmershamBiosciences GmbH, Freiburg
AmericanCanCompany Greenich, USA
WU, Mainz

Steinbrenner Laborsysteme, Wiesenbach
Greiner Labortechnik GmbHFrickenhausen
Greiner Labortechnik GmbHFrickenhausen
BectonDickinson, Heidelberg

Greiner Labortechnik GmbHFrickenhausen
BectonDickinson GmbH, Heidelberg

Nunc GmbH, Wiesbaden

Greiner Labortechnik GmbHFrickenhausen
Millipore GmbH, Eschborn

Menzel, Braunschweig

Hellma, Miinchen

Steinbrenner Laborsysteme, Wiesenbach
Eppendorf AG, Hamburg

Steinbrenner Laborsysteme, Wiesenbach



Material

ABgene,Surrey, England
RontgenBender,Gernsbach
Sigma,Deisenhofen
Sigma,Deisenhofen
RontgenBender,Gernsbach
Millipore GmbH, Eschborn

RontgenentwickleAgfa G150
Rontgenfilm Kodak-Omat AR5
Rontgenfilm KodakBio-Max
RontgenfixiererAgfa G334
Sterilfilter 0,22 um

4.3 Chemikalien

Acrylamid AppliChem, Darmstadt Lachssperma-DNA Roche, Mannheim
Agar Difco Labs, Detroit, USA Luziferin AppliChem, Darmstadt
Agarose Gibco, BRL,Eggenstein -Mercaptoethanol Merck, Darmstadt

Albumin, Fraktion V
Ampizillin

Ammoniumperoxodisulfat

Sigma,Deisenhofen
AppliChem,
Sigma, Minchen

Methanol
N,N’-
Methylenbisacrylamid

J.T.Baker, Holland

AppliChem, Darmstadt

Biotin-16-UTP Roche, Mannheim Minozyklin-hydrochlorid Sigma,Deisenhofen
Borséure Merck, Darmstadt MOPS Sigma,Deisenhofen
Bromphenolblau Sigma,Deisenhofen Natriumacetat Merck, Darmstadt

C4 Paratech, Boston, USA Natriumchlorid Merck, Darmstadt
Chloroform J.T.Baker, Holland Natriumcitrat Merck, Darmstadt
CDP-Star Roche, Mannheim Natriumhydrogenphosphat J.T.Baker, Holland
DEPC Fluka, Neu-Ulm Natriumdihydrogen-

Desoxynukleotide Roche, Mannheim phosphat AppliChem, Darmstadt
DAB Sigma,Deisenhofen NGF-3 Sigma,Deisenhofen
DMEM Gibco BRL,Eggenstein ONPG AppliChem, Darmstadt
DMSO Serva, Heidelberg Paraformaldehyd Riedel deHaen,Seelze
Doxyzyklin-Hydrochlorid ~ Sigma,Deisenhofen Penizillin/Streptomyzin Gibco BRL,Eggenstein
Doxyzyklin-Hyclate Westward, USA Pferdeserum Gibco BRL,Eggenstein
DTT Serva, Heidelberg Phenol Roth, Karlsruhe

ECL Amersham, Freiburg Phosphorséure Roth, Karlsruhe

EDTA Sigma,Deisenhofen PIPES AppliChem, Darmstadt
Einbettmedium EUKITT Kindler, Freiburg Polyethylenglycol 6000 Sigma,Deisenhofen
EMEM Gibco BRL,Eggenstein Poly-L-Lysin Sigma,Deisenhofen
Essigsaure Merck, Darmstadt Protein-Assay-Losung Bio-Rad, Munchen
Ethanol J.T.Baker, Holland Ribonukleotide Roche, Mannheim
Ethidiumbromid Serva, Heidelberg Salzséure J.T.Baker, Holland
Formaldehyd J.T.Baker, Holland SDS Serva, Heidelberg
Formamid Fluka,Neu-Ulm Sephadex G50 Sigma,Deisenhofen
Genetizin (G-418) Sulfat  Gibco BRL,Eggenstein Silikat S-5631 Sigma,Deisenhofen
Glyzerin Roth, Karlsruhe Sucrose J.T.Baker, Holland
Glyzin Serva, Heidelberg TEMED Serva, Heidelberg
Glyzyl-Glyzin AppliChem, Darmstadt Tris Serva, Heidelberg
Harnstoff Serva, Heidelberg Triton X-100 Serva, Heidelberg
Hefeextrakt Difco Labs, Detroit, USA  TRIzol Gibco BRL,Eggenstein
HEPES Gibco BRL,Eggenstein Tween AppliChem, Darmstadt
Hygromyzin B Calbiochem, Bad Soden Wasserstoffperoxid Merck, Darmstadt
I-Block Tropix, USA X-Gal BioMol, Hamburg
Isopropanol J.T.Baker, Holland Xylencyanol Sigma,Deisenhofen
Kéalberserum (FCS) Clonetech, Heidelberg

Kernechtrot Merck, Darmstadt

Alle nicht aufgefihrten Chemikalien waren von der Qualitat p.A. und wurden von folgenden Firmen bezogen :

* AcrosOrganicsGeel, Belgien
* AppliChem GmbH, Darmstadt
» Biomol Feinchemikalien GmbHlvesheim
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= Difco Laboratories, DetroiMichigan, USA
* Fluka Feinchemikalien GmbHNeu-Ulm

* Invitrogen Gibco) GmbH, Karlsruhe

* J.T.Baker,Deventer, Holland

* Merck AG, Darmstadt

* Pharmacia Chemikalien GmbBjibendorf

* Riedel deHaen Laborchemikalien AGGeelze

* RocheDiagnostics GmbH, Mannheim
* Roth Chemikalien, Karlsruhe

» ServaFeinbiochemika GmbH & Co., Heidelberg

» Sigma Chemikalien GmbHDeisenhofen

4.4 Radioisotope

[y-32P]ATP (5000Ci/mMol)
[a-32P]GTP (5000Ci/mMol)
[0-33P]ddATP (3000Ci/mMol)
[a-33P]ddG TP (3000Ci/mMol)
[a-33P]ddTTP (1000Ci/mMol)
[a-33P]ddCTP (1000Ci/mMol)

4.5 Enzyme

Alkalische Phosphatase ('CIP")

Alkalische Phosphatase-Avidin-Konjugat
DNA-Ligase aus T4

DNase | RNase frei)

DNA-Polymerase aus T4
DNA-Polymerase authermusaquaticus(Taq)

DNA-Polymerase augyrococcusvoeseiPwo)
Polynukleotidkinase ('PNK') aus T4
Proteinase K

Restriktionsendonukleasen

RNA-Polymerase aus T3
RNA-Polymerase aus T7
RNase A

RNase H
RNase-Inhibitor RNaslIn)

4.6 Antikorper

Amersham &Buchler, Frankfurt/Main
Amersham &Buchler, Frankfurt/Main
Amersham &Buchler, Frankfurt/Main
Amersham &Buchler, Frankfurt/Main
Amersham &Buchler, Frankfurt/Main
Amersham &Buchler, Frankfurt/Main

RocheDiagnostics GmbH, Mannheim
Tropix Inc., USA

RocheDiagnostics GmbH, Mannheim
RocheDiagnostics GmbH, Mannheim
RocheDiagnostics GmbH, Mannheim
RocheDiagnostics GmbH, Mannheim
Promega, Mannheim

Invitrogen, Karlsruhe
RocheDiagnostics GmbH, Mannheim
RocheDiagnostics GmbH, Mannheim
Qiagen GmbHHilden
RocheDiagnostics GmbH, Mannheim
New Englandiolabs, Frankfurt

MBI Fermentas, St.eon-Rot
Stratagene GmbH, Heidelberg
RocheDiagnostics GmbH, Mannheim
Ambion Ltd, Huntington, UK
RocheDiagnostics GmbH, Mannheim
RocheDiagnostics GmbH, Mannheim
Promega CorporatioMadison, USA

Anti-R-GalaktosidasgG (polyklonal) auKanninchenserum ICN Biomedicals GmbHEschwege
Anti-Cre lgG (polyklonal) auKanninchenserum BerkeleyAntibody Company, USA
Anti-LuziferaselgG (polyklonal) auKanninchenserum Dr. W. Just, Universitéat Heidelberg

Anti-Kanninchen-1gG augiegenserum,konjugiert mit
AlkalischerPhosphatase (AP)
Meerrettich-Peroxidase (HRP)

Sigma GmbHDeisenhofen
VectorLaboratoriesBurlingame, USA
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4.7 Nukleinsauren
4.7.1 DNA-Oligonukleotide

Genotypisierung votransgenen Mausen:

Cre-Rekombinase: Cre#3: 5-TCGCTGCATTACCGGTGATGC-3’
Cre#4: 5"-CAATGAGTGAACGAACCTGGTCG-3"
3-Galaktosidase: LacZ#1: 5 -TTACGATGCGCCCATCTACAC-3’
LacZ#2: 5"-TTACCCGTAGGTAGTCACGCA-3’
Luziferase Luc#1.: 5 -TTACAGATGCACATATCGAGG-3’
Luc#2: 5"-TAACCCAGTAGATCCAGAGG-3’
SynthetischertTA SItTA#1: 5'-CCATGTCTAGACTGGACAAGA-3’
SITA#2: 5'-CTCCAGGCCACATATGATTAG-3’
tTA / rtTA {TA#1: 5"-AATGAGGTCGGAATCGAAGG-3’
tTA#2: 5-TAGCTTGTCGTAATAATGGCGG-3’

Sequenzspezifisch&NAse HVerdau:

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-GCACCCCTGTTTCGTCCTBCGGACTCATCAGTCCTACACAG-3’
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GUC 548 12+12:

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

GUC 548 15+15:

Us: 5"-TCGACGCCAGCTGTGTAGGACTGATGAGTCCGTGAGGACGAAACAGGGGTGGGAGTG
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-GCCTGCGACCCCAAGATCGTTTGTCCTCACGGACTCATCAGAACATG-3’

GUA 365 11+7:

us: 5-TCGACTTGGCCTGGTTCTGATGAGTCCGTGAGGACGAAACTGCCTCTGCA-3’
LS: 5-GAGGCAGTTTCGTCCTCACGGACTCATCAGAACCAGGCCAAG-3’

vaA-Hammerhead-Ribozyme:

vaA GUC 308 5+19:

S: 5-GGAAAATGCGACGTCAGACAACGG-3’
AS: 5-TGCGACCCCAMGATCGTTTCGTCCTCACGGACTCATCAGAACATTTTTGGATCACGGCG
GACGGC-3

NR1-Luziferase-Fusionsprotein:

LUCFUS-US: 5 -GGGCCCGTCGACGCGGCCGCATCGATATCGCACGTGGC-3
LUCFUS-LS: 5 -CATGGCCACGTGCGATATCGATGCGGCCGCGTCGACGGGCCCTGCA-3’
LUC-ATG-US: 5-GAGAAACCTCGAGTGGCCGTAGAAGACECAAAAAC-3

LUC-ATG-LS: 5 -GTTTTTGGCGTCTTCTACGGCCACTCGAGGTTTCTC-3’

NR1-opt2-US: 5 -GCTGTGCCCGGAGCTCGTAGCCACCATGGACCTGCTGACATTCGCC -3
NR1-opt2-LS: 5 -GGCGAATGTCAGCAGGTCCATGGTGGCTACGAGCTCCGGGCACAGC -3

Expressionsvektoren:

MP1: 5-GAAAAGCTTGTAGGCGTGTACGAGG-3’
MP5: 5 -GAAGATCTTCGCTAGCTTCTGCAGCGCGGTCGACGCTCTAGATCCAGGCGATCTGACG
GTTC-3
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MP6:
GG-3’

RNA-Padlocks:
AR1.308:

S:

5-GAAGATCTTCGCTAGCTTCTGCAGCGCGGTCGACGCTCTAGACGCGGAGGCTGGATC

5-GGCTCGTCGACGGGTCAGCAGATTGTCACGTATTGACAAGAAGCTGAACCAGAGAAA

CACACGTTGTGGTATATTACCTGGTCG-3"

AS:

5-ACCCGGCTGCAGGTGACAGACGGCTGATGTTGTTGTTGTTGTTGTTGTCCCAAGATTGT

CAACATCGACCAGGTAATATACCAC-3

AR1.548:

S:

5-GGCTCGTCGACGGGTCAGCTGTCTCCTACGTATTAGGAAGAAGCTGAACCAGAGAAACA

CACGTTGTGGTATATTACCTGGTCG-3’

AS:

5-ACCCGGCTGCAGGTAGGAATCGGCTGABTTGTTGTTGTTGTTGTTGTCCCTGTCTCCT

ACACAGCGACCAGGTAATATACCAC-3’

NR1-Promoter:

NR1-in-5":
NR1-in-3":

5-AAGAATTCGTAAGCTTCCAGATCTCATTCACGCCAACGCAGG-3’
5-TTGGATCCATCCATGGTCTCCGGGCACAGCGGG-3°

Synthetischd ranskriptionsfaktoren miinkfinger-DNA-Bindungsdomanen:

NRD-5":
NRD-3":
C-Linker-US:

C-Linker-LS:

5-GGCTCTAGAGCCACCATGGCCACCCAGGTAATGG-3’

5 -GGACTAGTAGTCCATGAGGTTCACCTTTTA-3
5-AATTCCGGCCCAAAAAAGAAGAGAAAGGTCGACGGCGGTGAACAAAAACTTA
TTTCTGAAGAAGATCTGTAAACTAGTG-3

5 -TCGACACTAGTTTACAGATCTTCTTCAGAAATAAGTTTTTGTTCACCGCCGTCG
ACCTTTCTCTTCTTTTTTGGGCCGG-3’

Sequenzierprimer:

Seq-AB:
Segp:
bla:

T3:

T7:

4.7.2 Plasmide

p523

pBI-4
PEF1prtTA
pGvalL
pJ-N18-1
pMM403
pSF2

pSFG ECT4uc
pSKIl +
pTRE-REST
pUHC13-3
pUHD12-1
pUHD131-3
pUHD16-1
pUHD34-1
pUHR-1

5-ACATGCATTCTAGTTGTGG-3

5 -AAAGAAAGAACAATCAAGGG-3’
5-CCGCGCACATTTCCCCGAAAAGTGCC-3’
5-ATTAACCCTCACTAAAGGGAACA-3’

5 -AATACGACTCACTATAG-3

(SV40pA-upstream)
(B-Globinintron pA-upstream)
(B-Laktamasegen-upstream)

ClonetechLaboratoriesPaloAlto, USA KarR
U. Baron, ZMBH; Universitat Heidelberg AmpR
Ref.:Gopalkishnan et al., 1999 AmpR
Ref.: Lieber undstrauss, 1995 AmpR
Dr. R. Sprengel, MPI fir med. Forschung, Heidelberg AmpR
Ref.:Mayford etal, 1996 AmpR
RainerLéw, ZMBH, Universitat Heidelberg AmpR
Ref.:Lindemann et al., 1997 AmpR
Stratagen GmbH, Heidelberg AmpR
Ref.: Ballas et al., 2001 AmpR
Ref.: Gossen unBujard, 1992 AmpR
F.Wang, ZMBH, Universitat Heidelberg AmpR
AngelikaBonin, ZMBH, Universitat Heidelberg AmpR
Angdika Bonin, ZMBH, Universitat Heidelberg AmpR
RainerLéw, ZMBH, Universitat Heidelberg AmpR
RainerLéw, ZMBH, Universitat Heidelberg AmpR
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pPUHIT 62-1 MazahirHasan, ZMBH, Universitat Heidelberg AmpR
pPUHIT 63-1 MazahirHasan, ZMBH, Universitat Heidelberg AmpR
pX343 H. Diggelmann Epalinges, Schweiz AmpR
pZIF-KOX-1/2-9 M. Moore,Gendagq 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,Gendagq Ltd., London, UK AmpR
pZIF-KOX-1/4-10 M. Moore,Gendagq Ltd., London, UK AmpR
pZIF-KOX-1/5-6 M. Moore,Gendaq Ltd., London, UK AmpR
4.7.3 GrolRenstandards

1 kb-DNA-Leiter Invitrogen, Karlsruhe

0,16 — 1,7kb RNA-Leiter Invitrogen, Karlsruhe

0,3 — 6,%b RNA-Leiter RocheDiagnostics, Mannheim

4.8 E.coli Stamme

DH5a (WM1964) Prof. W. Messer, MPI fiir Molekulare Genetik, Berlin

A(lac)U169, endAl, gyrA46, hsdR1g{mk+), phi80, A(lacZ)M15, recAl,
relAl, supE44thi-1.

4.9 Zellinien

293 GPG HEK 293 (HumaneAdenovirus 5 transformierte priméare embryonale
Nierenzellen (ATCC CRL-1573ellinie, in dertTA unter der Kontrolle des
CMV-Promotors steht, digag-pol Region desurinenMoloney-Leukamie-
Virus (MuMLYV) ebenfalls durch de@MV-Promotorsexprimiert wird und
die Produktion des Oberflachenprotein VSV-G W®pgesteuert wird.Qry
et al., 1996)

HelLa HumaneCervix-Karzinom Zellen (ATCC CCL2)

HtTA HeLa-Zellinie, in welcher detetrazyklin-kontrollierterTransaktivatotTA
stabil unter der Kontrolle des CMV Promotesgprimiert wird. (Gossen und
Bujard, 1992)

PC12 AdrenalePheochromocytom-Zellen aus der Ratte (ATCC CRL-1721)

PC12tTA PC12-Zellinie, in detTA stabil unter der Kontrolle des CMV Promotors

exprimiert wird Angus King, Universitat Heidelberg)

4.10 Mauslinien

C57BIl/6 CharlesRiver

R26R Ref.:Soriano, 1999

nZL-2 A. Kistner, Dissertation Universitat Heidelberg, 1996
LC-1 F. Schwenk, Dissertation Universitat Kéln, 99
TACM ] Ref.:Mayford et al., 1996 (Linie B)

4.11 Puffer, Medien, Stammldsungen

Acrylamid-Stammlésungen:

Stammlésung 1: 30 % AA, 1 %Bis-AA, filtriert & entgast
Stammlésung 2: 20 % AA, 1 %Bis-AA, filtriert & entgast
CIP- (Dephosphorylierungs-) 500mMTris/HCI, pH 8,5
Puffer (10x) 1mMEDTA
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DNA-Fragmentisolierung ausgarosegelen

Gelextraktionspuffer

Waschpuffer

T4 DNA-Ligase-Puffer (10x):

T4 DNA-Polymerase-Puffer (5x)

DNA-Segquenzierung nackanger

Reaktionspuffer (10x)

Terminations-Mastermix

Stopp-Loésung

EHK-Puffer:

Ethidiumbromid:

Fixierldsung fulPAA-Gele

R-Galaktosidase-Nachweis mitGal

X-Gal-Farbelésung

X-Gal-Stammlésung

R-Galaktosidase-Quantifizierung mit ONPG

ONPG-L3sung

6 M Nal

10mM Tris/HCI, pH 7,5
50 mM NacCl

2,5mM EDTA

50 %Ethanol (v/v)

200mM Tris/HCI, pH 8,5
100mM MgCl,

100mM DTT

0.6mM ATP

250mM Tris/HCI, pH 8,8
75mM (NH,),SO,

35mM MgCl,

0,5mM EDTA

50 mM R3-Mercaptoethanol

0,1 mg/miIRinderserumalbumin

260mMTris/HCI pH 9,5
65mM MgCl,

7,5 UMdATP
7,5 UMdATP
7,5 UMdATP
7,5 UMdATP

95 % Formamid éntionisiert)
20mM EDTA

0,05 %Xylencyanol FF

0,05 %Bromphenolblau

50 mM Tris/HCI, pH 7,5
10mM MgCl,

10 mg/ml in HO

10 % Essigsaure
20 %Methanol

1 mg/miX-Gal
2mM MgCl,
5mM K,(Fe(CN))
5mM K,(Fe(CN))

100 mg/mIX-Gal in Dimethylformamid
(bei —20°C und im Dunklen lagern)

100 mM NaHPO, / NaH,PO, pH 7,5
4 mg/ml ONPG
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Z-Puffer

LImmunoblot‘-Lésungen

Transferléung

TBS-Puffer

TBST-Puffer

Abséattigungspuffer

Immunoeroxidase-Farbung:

Wasserstoffperoxid-Losung

Puffer 1

Puffer 2

DAB-Farbelésung

Isolation vonNukleinsauren auBAA-Gelen

Hochsalzpuffer Elektroelution):

LB-Medium:

LB-Platten:

Loening-Puffer:

Luziferase-Melpuffer

100mM Na,HPO, / NaH,PO, pH 7,5
10mM KClI

1 mM MgSO,

50 mM R3-Mercaptoethanol

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

20mM Tris/HCI pH 7,5
100mM NacCl
0,6mM EDTA

TBS mit 0,05 %Tween 20

5% Magermilchpulver
0,02% NaNin TBST

0,5% HO, in PBS

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

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

20mM Tris/HCI pH 7,6
0,4 mg/ml DAB

3 M NaAc,pH 7,0
0,02%Bromphenolblau

1 % Bacto-Trypton
0.5 % Hefeextrakt
0.5 %NacCl

LB-Medium
1.2 %Bacto-Agar

36 mM Tris/HCI pH 7,8
30mM NaH,PO,
1 mM EDTA

25mM Glycyl-glycinpH 7,5

15mM MgSO,
5mM ATP
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'Maxi-Prep'-Lésungen (GENOMED):

Puffer E1:

Puffer E2:

Puffer E3:

Puffer E4:

Puffer E5:

Puffer E6:

'Mini-Prep'- Lésungen:

Losurg I:

Ldsung II:

Ldsung lIl:

MOPS-Puffer (10x):

.Northern-Blot“-Lésungen

20x SSC

Transferpuffer

Neutralisationspuffer

20x SSPE

niedrig stringenter Waschpuffer

hoch stringenter Waschpuffer

50 mM Tris/HCI, pH 8,0
10mM EDTA
RNase A (100pg/ml)

200mM NaOH
1% SDS

3,2 MKAC, pH 5,5
100mM NaAc, pH 5,0
600mM NaCl

0,15 % Triton X-100

100mM NaAc, pH 5,0
800mM NaCl

100mM Tris/HCI, pH 8,5
1250mM NacCl

50mM Glucose
10mM EDTA
25mM Tris/HCI, pH 8,0

0.2 MNaOH
1% SDS

3 M KAc, pH 4.8 (eingestellt mit Eisessig)
400mM MOPSNaOHpH 7,0

100mM NaAc
10mM EDTA

0,3 M NatriumcitratpH 7,0
3M NacCl

5x SSC
10 mM NaOH

5x SSC

0,2 M NaHPO, pH 7,4
3 M NaCl

20mM EDTA

2XxX SSPE
0,5% SDS

0,2 x SSPE
0,5% SDS
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Prahybridisierungslésung

Blockierldsung

Detektionspuffer

» Strip“-Puffer

Padlock-Puffer:

PBS-Puffer:

PBS(EDTA)Puffer:

PFA-Puffer

Phenol:

Polymerase-Kettenreaktion (PCR):

Tag-DNA-Polymerasepuffer (10x)
(RocheDiagnostics, Mannheim)

Pwo-DNA-Polymerasepuffer (10x)
(RocheDiagnostics, Mannheim)

Polynukleotidkinase-Puffer (10x):

50% Formamid

5x SSC

5% SDS

6% PEG 6000 (w/v)

250 pg/miLachssperma-DNA

1x PBS

0,5% SDS
0,2%Casein [-Block)
frisch anzusetzen

0,1 M DiethanolamirpH 10,0
1 mM MgCI2

0,2 MGlycinpH 2,2
0,1% SDS
0,1%Tween 20

50mM Tris/HCI pH=8,0
10mM MgCl,
20 % Formamid

8,1mM NaHPQ,, pH 7,0
1,5mM KH,PO,

137mM NaCl

2,7mM KClI

16 mM NapyHPOy
1,5mM KHyPOy
140mM NaCl
2,7mM KClI
0,8mM EDTA

4g Paraformaldehyd pro 100 ml PBS
(1 Stunde bei 60°C geldst und bei —20°C gelagert)

Mit 0,2 M Tris/HCI, pH 8.0 aufpH > 7,5
aquilibriert, stabilisiert mit 0.1g 8-Hydroxy-
quinolin / 100 ml

100mM Tris/HCI pH=8,3
500mM KCI
15mM MgCl,

100mM Tis/HCI pH=8,85
250mM KCI

50mM (NH,),SO,

20mM MgSQ,

500mM Tris/HCI, pH 8,2
100mM MgCl,

50mM DTT

1 mM Spermidin

1 mM EDTA
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Probenauftragspuffer:

fur Agarose-und PAA- Gele zur Auftrennung vt DNA:

Probenpuffer 1: (10x)

50 % Glycerin (v/v)
0.02 %Bromphenolblau
0.02 % Orange G

0.02 %Xylencyanol FF

fur Agarose-und PAA- Gele zur Auftrennung v&siDNA und RNA:

Probenpuffer 2: (1x)

Probenpuffer 3: (10 x)

Probenpuffer 4: (2x)

80 % Formamid

50mM EDTA, pH 8,0
0.02 %Bromphenolblau
0.02 %Xylencyanol FF
0.02 % Orange G

50 % Glycerin (v/v)
1mM EDTA, pH 8,0
0,4 %Bromphenolblau
0,4 %Xylencyanol FF

7 M Harnstoff

50mM EDTA, pH 8,0
0,05 %Bromphenolblau
0,05 %Xylencyanol FF

Restriktionsendonukleasen-Inkubationspuffer (10x)

Puffer A:

Puffer B:

Puffer L:

Puffer M:

Puffer H:

330mM Tris/Ac, pH 7,9
100mM MgAc

660mM KAC
5mMDTT

100mM Tris/HCI, pH 8,0
50mM MgCl,
1000mM NacCl

10mM p-Mercaptoethanol

100mM Tris/HCI, pH 7,5
100mM MgCl,
10mM DTT

100mM Tris/HCI, pH 7,5
100mM MgCl,

500mM NacCl

10mM DTT

500mM Tris/HCI, pH 7,5
100mM MgCl,
1000mM NaCl

Abweichenddnkubationsbedingungen nach Herstellerangaben

RNaseH-Inkubationspuffer (10x):

200mM HEPES/KOHpH 8,0

500mM KClI
100mM MgCl,
10mM DTT
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T3-RNA-Polymerase-Transkriptionspuffer:

Reaktionspuffer (5x):

Enzymverdinnungspuffer:(1x)

T7-RNA-Polymerase-Transkriptionspuffer:

Transkriptionspuffer (10x):
(RocheDiagnostics, Mannheim)

SDS-PAGE Ldsungen:

Acrylamid-Stammldsung

4x Sammelgel-Puffer

4x Trenngel-Puffer

Laufpuffer

Sammelgel (3%)

Tremngel (10%)

Protein-Probenpuffer

Transformationspuffef Bjap

200mM Tris/HCI, pH 8,0
40 mM MgCl,

10mM Spermidin
250mM NaCl

20mM Nay(PQ,)/H,PO,, pH 7,7
100mM NaCl

1mMDTT

1mM EDTA

50 % Glycerin (v/v)

400mM Tris/HCI, pH 8,0
60 mM MgCl,

100mM DTT

20mM Spermidine

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

500mM Tris/HCI pH 6,8
0,4% SDS

1,5 M Tris/HCI pH 8,8
0,4 % SDS

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

1 ml Acrylamid-Stammlésung
1 ml Sammelgel-Puffer

8 ml H,0O

20 pl TEMED

20 pl 10% APS

10 ml Acrylamid-Stammlésung
7,5 mlTrenngel-Puffer

12,5 mlHO

20 pl TEMED

100 pl 10% APS

25% Sammelgel-Puffer
20% Glycerin

3% SDS
0,02%Bromphenolblau
3% 3-Mercaptoethanol
ad HO

10mM PIPES/KOHpH 6,7
15mM CacCl,

250mM KCI

55mM MnCl,
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TE (Tris-EDTA) Puffer: 10mM Tris/HCI pH 7.5
1mM EDTA
Tris-Borat-EDTA (TBE)Puffer: 90 mM Tris/HCI, pH 7.6
90 mM Borsaure
3mM EDTA
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5. Methoden

51 DNA-Transfer in E. coli Zellen

5.1.1 Herstellung kompetenterE. coli Zellen fir die CaCl,-Methode nach Okayama

Von einer Einzelkolonie des entsprechenden Bakterienstammes wird eine Ubernacht-Kultur in 5 ml LB-Medium
aufgewachsen. Mit dieser Ubernacht-Kultur werden 500 ml LB-Medium angeimpft und die Lésung in einem
Schittler bei 18°C bis zur optimalen Zelldichte von QD= 0,75 inkubiert, die man wegen der langeren
Generationszeit von 9,5 h erst nach ca. 36 h erhalt. Die Zellen werden nun 10 min auf Eis gekuhlt und dann bei
4°C in einer Kuhlzentrifuge 10 min bei 2500 x g sedimentiert. Der Uberstand wird verworfen, die sedimentierten
Zellen in 80 ml auf Eis vorgekihltem Transformationspuffer TBjap resuspendiert und erneut 10 min in der
Kihlzentrifuge bei 2500g abzentrifugiert. Nach Abtrennung des Uberstandes wird das Sediment in 18,6 ml
Transformationspuffer TBjap ruckgeldst, 10 min auf Eis inkubiert und anschlieBend 1,4 ml vorgekihltes DMSO
langsam zugetropft (Vorsicht: DMSO gefriert bei 7°C!). Die Suspension wird nun in Aliquots von 200 pl
portioniert und in flussigem Sickstoff schockgefroren. Die Zellen kdnnen mehrere Monate bei -80°C gelagert
werden, ohne ihre Kompetenz zu verlieren.

Die Transformationseffizient von kompetenten DRHBellen, welche nach dieser Metho@@moue et al., 1990)
hergestellt wurden, liegt zwischen 3,3 und 8 X I@ansformanten pro 200 pl Zellen pro pg superhelikaler
Plasmid-DNA und ist damit um einen Faktor 10 héher bezuglich der klassischepMebde (Mandel and

Higa, 1970)

5.1.2 Transformation von Plasmid-DNA in kompetenteE. coli Zellen nach der CaC}-Methode

Die DNA-Aufnahme in kompetente Zellen wird durch einen kurzen Hitzeschock induziert. Dazu wird ein 200 pl
Aliquot kompetenter Zellen (ca. 2 x 30 auf Eis aufgetaut, 0,1 pmol Plasmid-DNA zugegeben und die
Suspension 30 min auf Eis inkubiert. AnschlieRend erfolgt der Hitzeschock fiir 2 min bei 42°C im Wasserbad.
Nach 10-minutigem Abkihlen auf Eis wird den Zellen 1 ml LB-Medium zugegeben und die Suspension eine
Stunde bei 37°C inkubiert. In diesem Zeitraum (auch phénotypische Expression genannt) beginnen die Bakterien
bereits mit der Expression der Antibiotika-Resistenzgene. Danach werden die Zellen mit einer Tischzentrifuge
bei 6000 Upm sedimentiert, der Uberstand verworfen, die Bakterien in 100ul LB-Medium resuspendiert und
anschlieRend auf selektivem LB-Agar ausplatiert.

5.1.3  Schnelltransformation von Plasmid-DNA in kompetenteE. 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 pl
Zellsuspension kompetenter Bakterien gemischt und fir 5 min auf Eis inkubiert. Danach wird der
Transformationsansatz auf selektivem LB-Agar ausplattiert, der auf 37°C vorgewarmt wurde.

5.2  Isolation und Aufreinigung von Nukleinsauren

5.2.1 Aufreinigung superhelikaler Plasmid-DNA ausE. coli Zellen in kleinem Maf3stab ("Mini-Prep”)

Die hier beschriebene Praparationsmethode ist abgeleitet von der Orginalvorschrift nach Birnboim & Doly
(1979). Das Prinzip wird im Folgenden erlautert:

In den ersten beiden Schritten werden die Zellen durch Detergenzeinwirkung und osmotischen Schock
aufgebrochen, wobei es gleichzeitig zu einer reversiblen alkalischen Denaturierung der Nukleinsduren durch
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NaOH und einer irreversiblen Denaturierung der Proteine durch SDS kommt. Im dritten Schritt wird der pH-
Wert erniedrigt, so dafd die Nukleinsduren wieder renaturieren. Dabei findet allerdings eine intermolekulare
Renaturierung bei der chromosomalBn colrDNA statt, wobei sich hochmolekulare, netzartige unldsliche
Strukturen bilden, wahrend die Plasmid-DNA aufgrund der topologischen VerknUpfung ihrer Einzelstrange
intramolekular renaturiert und in Losung bleibt. Bei der abschlieRenden Zentrifugation werden die Zelltrummer,
die Membranteile, die denaturierten Proteine und die chromosomale DNA sedimentiert, wodurch der Uberstand
nur noch die Plasmid-DNA und die zellulare RNA enthélt und abgetrennt werden kann.

Die Praparation erfolgt bei Raumtemperatur. Alle L&sungen werden, soweit nicht anders angegeben, bei
Raumtemperatur verwendet:

Von einer 5 ml Ubernacht-Kultur werden ca. 1,5 ml in ein ReaktionsgefaR tberfiihrt und 5 min bei 6000 Upm
zentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen, das Bakteriensediment in 100 pl Lésung | aufgenommen und 5 min
auf Eis inkubiert. Danach werden der Suspension 200 pl Lésung Il zugegeben und diese fir weitere 5 min auf
Eis inkubiert. Nach Zugabe von 150 pl Lésung Il wird die Lésung gut geschittelt, 10 min bei 15000 x g
zentrifugiert, und der Uberstand (ca. 450 pl) in ein neues ReaktionsgefaRR tberfilhrt. Zu diesem Uberstand gibt
man 500 pl Isoprpopanol hinzu und féllt die Nukleinsduren 10 min auf Eis und sedimentiert diese durch eine
30-minitige Zentrifugation bei 15000 Upm und 4°C. Das Nukleinsdurensediment wird anschlief3end zweimal
mit 1000 pl 80 %igem Ethanol gewaschen anschlieRend 1 bis 2 min im ‘Speed-Vac’-Konzentrator getrocknet
und in 50 pl TE oder $© aufgenommen.

Die Qualitat der so praparierten DNA ist ausreichend fir Restriktionsanalysen und Sequenzierreaktionen.

5.2.2  Aufreinigung superhelikaler Plasmid-DNA uber Anionen Austauscher Chromatographie ("Maxi-
Prep”)

Die praparative Aufreinigung superhelikaler Plasmid-DNA aus Bakterienkulturen erfolgt nach einem modifi-
zierten Protokoll der von Birnboim und Doly (1979) beschriebenen Methode in Kombination mit einer S&ulen-
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 anschlieRenden Zentrifugation tragt man den Uberstand auf eine Anionenaustauschersaulen auf, wobei die
Plasmid-DNA aufgrund ihrer vielen negativen Ladung mit hoher Affinitdt an das S&ulenmaterial bindet. Die
RNA und die andere Zellsubstrate, die mit niedriger Affinitdt binden, werden durch einen Waschschritt
quantitativ von der Saule entfernt und die Plasmide anschlieBend bei hohen Salzkonzentrationen eluiert und mit
Ethanol prazipitiert.

In dieser Arbeit wurden zur Aufreinigung groRerer Mengen an superhelikaler Plasmid-DNA hauptséchlich

JETSTAR Anionenaustauschersaulen der Firma GENOMED verweridiet vom Hersteller empfohlene
Vorschrift wird im Folgenden in Kurzform beschrieben:

» Aufwachsen der Bakterien in 500 ml selektiven LB-Medium bei 37°C bis zu eingg @b 1 bis 1,5

* 10-minutiges 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 Lésung und anschlieRende 10-minitige Zentrifugation
bei 20°C und 150009

» Aquilibrierung der Saule durch 30 ml Puffer E4

« Auftragen des Uberstandes auf die Aquilibrierte JETSTAR Anionenaustauschersaule

* Nach Beendigung des Durchlaufs einmaliges Waschen der Saule mit 60 ml Puffer ES

» Elution der Plasmid-DNA durch das Auftragen von 15 ml Puffer E6. Die Losung wird in einem 30 ml
Zentrifugenréhrchen gesammelt

* Fallung der DNA durch Zugabe von 10,5 ml Isolpropanol und 30 minutiger Zentrifugation bei 4°C und
150009

* Waschen des DNA-Prazipitats mit 80 %igem Ethanol und anschlie3endes Trocknen des Sediments unter
Normaldruck fur 10 min
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* Aufnehmen der DNA in einem passenden Volumen TE

Die Qualitat der auf diese Weise gewonnenen Plasmid-DNA reicht aus, um sie fiir Transfektionsexperimente in
eukaryontischen Zellen einzusetzen. Bei der Herstellung von Plasmid-DNA, die als Matrizen iin eiites
Transkription eingesetzt werden, sollte der Puffer E1 auf keinen Fall RNase A enthalten.

5.2.3 Reinigung von Nukleinséurelésungen durch Gelfiltrationschromatographie

Diese Technik erméglicht die Trennung hochmolekularer Nukleinsduren von kleinen Molekilen. Im Rahmen
dieser Arbeit wurde sie zum einen benutzt zur Separierimgvitro transkribierter RNA von den
nichtinkorporierten Nukleotidtriphosphaten des Transkriptionsansatzes und zum anderen zur Abtrennung
radioaktiv markierter Nukleinséduren von den radioaktiven Substratnukleotidtriphosphaten. Ebenso besteht die
Méoglichkeit die Zusmmensetzung des Puffers, in dem die Nukleinsdure geldst ist, zu &ndern.

Zwei Methoden sind generell anwendbar: konventionelle Saulenchromatographie und die Zentrifugation durch
Sephadex G 50 gepackte Plastikspritzen. Letztere Methode wird im folgenden beschrieben.

5.2.3.1 Herstellung der Chromatographiesaulen

Man stellt zuerst eine Spehadex G50-Stammldsung her, indem man 2 g Sephadex G50 mit 32 ml T& oder H

versetzt. Die erhaltene Suspension wird bei 1600 x g 5 min zentrifugiert, um geringe Mengen an Dextrose zu
entfernen, und der Uberstand verworfen. Diese Prozedur wird 4 bis 5 mal durchgefiihrt. Zur Konservierung der
Stammldsung wird diese autoklaviert. Alternativ kann auch 0,01 % Natriumazid zugesetzt werden.

Zur Herstellung der Chromatographieséulen wird der Auslauf einer 1 ml Plastikspritze durch ein passendes
Stick Whatmann-Filterpapier verschlossen. Mit einer Pasteurpipette wird die Spritze vollstdndig mit Sephadex
G50 Suspension aufgefiillt und abschlieRend 3 min bei 160 x g in einem 14 ml Zentrifugenrdhrchen

zentrifugiert. Die Spritze sollte nach der Zentrifugation mindestens bis zur Marke von 0,9 ml gefillt sein. Ist dies
nicht der Fall, ist der obige Arbeitsschritt zu wiederholen. Fir die Lagerung versiegelt man das

Zentrifugenrbhrchen samt Spritze mit Parafilm. In diesem Zustand ist die Chromatographiesédule bei 4°C
mehrere Monate haltbar.

5.2.3.2 Durchflihr ung der Chromatographie

Um das Séaulenmaterial zu aquilibrieren, wird die zentrifugierte Chromatographiesaule mit dem entsprechenden
Puffer gefullt, 3 min bei 160 x g zentrifugiert und das Eluat verworfen. Entspricht der Puffer nicht dem der
Sephadex G50 Stammldsung, so ist dieser Schritt 4 bis 6 mal zu wiederholen, bis das Saulenmaterial vollstandig
aquilibriert ist . AnschlieRend wird die Saule noch einmal mit 100 pl Aquilibrierungspuffer zentrifugiert, um ein
komplettes Elutionvolumen zu gewdhrleisten. Die zu reinigende Nukleinséureldsung (100 pl) wird auf die
zentrifugierte Chromatographiesaule aufgetragen und 3 min bei 160 x g zentrifugiert. Das erhaltene Eluat, in
einem 0,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefald aufgefangen, enthalt ausschlief3lich hochmolekulare Nukleinséuren.

5.2.4 lIsolierung 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 vollstandig abgesetzt hat, der
Uberstand wird verworfen und das Gesamtvolumen von 100 ml mit PBS-Puffer eingestellt. Dieser Arbeitsschritt
wird zweimal wiederholt. Nach anschlieBender 2-minitiger Zentrifugation bei 2000 x g wird dem
Silikatsediment 3 M Nal-Lésung bis zu einer Konzentration von 100 mg/ml zugegeben. Die so hergestellte
Silikatsuspensions lagert man bei 4°C im Dunkeln. Die Bindungskapazitat der Silikatsuspension betragt 4 bis 5
pg Plasmid-DNA pro mg Silikat.

5.2.4.2 Durchfiihrung der DNA-Fragmentisolierung

Das gewiinschte DNA-Fragment wird aus dem Agarosegel mit einem Skalpell ausgeschnitten und in ein
Eppendorf-Reaktionsgefa? Uberfuhrt. Nach Zugabe von 2 Volumen Gelextraktionspuffer und der berechneten
Menge Silikatsuspension wird das Gelstlick bei 55°C vollstandig geschmolzen (Dauer: 5 bis 10 min). Wahrend
des Schmelzvorganges ist die Losung mehrere Male gut zu durchmischen, um ein quantitatives Binden der DNA
an die Silikatmatrix zu gewahrleisten (nicht vortexen!). Das Silikat wird durch eine 1 minltige Zentrifugation
bei 13000 x g sedimentiert, zweimal mit 500 pl Waschpuffer gewaschen, und 15 min unter Normaldruck
getrocknet. Durch Hinzufigen von 1 Volumen TE-Puffer ode¢® Hbezogen auf das Silikatsediment) und 5-
minitige Inkubaton der Suspension bei 55°C wird die DNA von der Matrix abgeldst. Nach Zentrifugation bei
13000 x g fiir 1 min wird der Uberstand abgenommen. Die qualitative und quantitative Analyse des eluierten
DNA-Fragmentes folgt durch Gelelektrophorese eines Aliquots des Eluats.

5.2.5 Isolierung von Nukleinséuren aus PAA-Gelen mittels Elektroelution

Die Elektroelution ist wegen ihrer hohen Ausbeute eine der besten Methoden zur Rickgewinnung von
Nukleinsduren aus PAA-Gelen. Dabei nutzt man die sehr geringe Wanderungsgeschwindigkeit der
Nukleinséauren bei hohen lonenstarken aus, um sie in einer hochmolaren Salzlésung zu immobilisieren. Die
Methode wurde im Rahmen dieser Arbeit zur Reinigung von radioaktiv markierter RNA, zur Reinigung von
DNA-Fragmenten und zur praparativen Aufreinigung von ssDNA-Oligonukleotiden verwendet.

Die Visualisierung der zu isolierenden Nukleinsduren wird auf verschiedene Weisen durchgefiihi®)(sietie

die Bande mit dem Skalpell aus dem Gel ausgeschnitten. Bei der Isolierung von DNA-Oligonukleotiden aus
denaturierenden PAA-Gelen wird das Gelstick noch zweimal mit 0,5 x TBE gewaschen, um den Harnstoff zu
entfernen. Das entsprechende Gelstick wird dann in die “Salzfalle”, einer speziell fur die Elektroelution
angefertigten Apparatur, tberfihrt. Bei der Isolierung von RNA wird diese zuvor UN in 2 M NaOH eingelegt
und anschlieBend mit 1%iger SDS-L&sung gewaschen, um RNasen quantitativ aus dem Gerat zu entfernen. Die
Nukleinsaure wird unter Verwendung von 0,5 x TBE (Laufpuffer mit geringer lonenstéarke) bei 180 V aus dem
Gelstuck eluiert und wandert in der Apparatur dabei in eine Vertiefung, in der sich 75 pl Hochsalzpuffer
befindet. Hier erfolgt ein Ladungsausgleich, wodurch die Wanderungsgeschwindigkeit der Nukleinsdure soweit
reduziert ist, dal} sie an der der Kathode zugewandten Seite des Salzkissens akkumuliert. Die Elektrophorese
wird abhangig von der GroRe der Nukleinsdure 2 x 15 - 45 min durchgefuhrt. Dabei wird nach jedem
individuellen Zeitintervall der Hochsalzpuffer in einem Volumen von 200 pl durch eine 1 ml Spritze mit
passender Kanile entfernt und durch neuen ersetzt. Nach Beendigung der Elektroelution wird die isolierte
Nukleinsadure durch Zugabe von 2,5 Volumen Ethanol geféllt. Das Prézipitat wird zweimal mit 80%igem
Ethanol gewaschen und in einem geeigneten Volumen 1 x TE oger réitkgelost. Elutionen radioaktiv
markierter DNA-Fragmente zeigten, daf? Molekile unter 200 bp praktisch quantitativ, Fragmente bis 1000 bp zu
> 80% eluiert werden kénnen.
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5.2.6  Extraktion von Proteinen aus Nukleinsaureldsungen (Phenolextraktion)

Zur Entfernung von Proteinen aus Nukleinsdurelésungen wird diese mit einem Volumen &quilibiertem Phenol
versetzt, gemischt und anschlieend zur Phasentrennung 5 min bei 13000 Upm zentrifugiert. Dabei gehen die
Proteine fast quantitativ in die phenolische Phase und in die Interphase tber. Um geringe Reste an Phenol aus
der wassrigen Phase zu entfernen, wird diese nun einmal mit gleichem Volumen eines Chloroform-
Isoamylalkohol Gemisches (24:1) extrahiert. AnschlieRend wird die Nukleinsdure mit Ethanol prazipitiert und
das Sediment im gewiinschten Volumen 1x TE aufgenommen.

Alternativ. kénnen  Proteine  auch durch ein- bis zweimaliges Extrahieren mit  einem
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol Gemisch (25/24/1) entfernt werden.

5.2.7 Konzentrieren von Nukleinséurelésungen

Eine Standardmethode, RNA und DNA zu konzentrieren, ist die Ethanolfallung. Dabei gibt man zu der
Nukleinséureldésung 1/10 Volumen 3 M NaAc (pH 5,0) und 2 bis 2,5 Volumen Ethanol dazu. Aus dieser nun ca.
70 %igen Ethanollosung fallen die Nukleinsduren als Natriumsalze aus. Zur Fallung wird die Lésung 30 min bei
-20°C gelagert und anschlielend die Nukleinséaure durch Zentrifugation bei 13000 upm und 4°C sedimentiert.
Das Prazipitat wird anschlieBend mit 80 % Ethanol gewaschen und im ‘Speed-Vac’-Konzentrator 1-2 min
getrocknet. Die DNA bzw. RNA kann in einem beliebigen Volumen 1x TE odér rkickgeldst werden. Bei
Nukleinsaurekonzentrationen kleiner als 10 pg/ml erhéhen vor der Fallung zugesetzte Tragersubstanzen (tRNA,
Glykogen) die Ausbeute. Bei Nukleinsaurekonzentrationen kleiner 100 ng/ml empfiehlt sich die Konzentrierung
durch Einengung der Losung im Olpumpenvakuum. Hierbei ist jedoch darauf zu achten, daR relativ hohe
Salzkonzentrationen auftreten kdnnen, welche nachfolgende Reaktionen negativ beeintrachtigen kdnnten.

Eine weitere Methode zur Konzentrierung von Nukleinsaureldsungen ist die Verwendung von anisotropen,
hydrophilen Membranen. In dieser Arbeit wurden die Microcon-100-Konzentratoren der Firma Amicon zur
Einengung vonin vitro Transkriptionsansatzen benutzt. Diese Gerate halten Nukleinsduren ab einer GroRe von
300 nt und Proteine ab einer GréRe von 100 kDa auf der Membran zuruck. Der Konzentrator wird auf ein 1,5 ml
Eppendorf-Reaktionsgefal? gesetzt, die Lésung (maximales Volumen: 500 pl) eingefullt und 15 min bei 500 x g
in einer Tischzentrifuge bei RT zentrifugiert. Das Eluat wird verworfen, der Konzentrator invertiert auf ein neues
Reaktionsgefal? gesetzt und anschlie@end 3 min bei 800 x g zentrifugiert. Werden diese Arbeitsschritte zweimal
wiederholt, hat sich das Volumen der Lésung unabhangig vom Ausgangswert auf 10 ul verkleinert.

5.2.8 Photometrische Bestimmung von Konzentration und Reinheit von Nukleinséurelésungen

Gemal dem Lambert-Beer'schen Gesetz ist die Konzentration einer LOsung direkt proportional zu ihrer
Extinktion bzw. Absorption. Diese Relation macht man sich bei der spektralphotometrischen Quantifizierung
von wassrigen Nukleinséure-Losungen zu Nutze.

Von einer Verdunnung der gereinigten Nukleinsdure wird im Spektralphotometer die Absorbtion bei 260 nm
(Absorbtionsmaximum der Nukleinsduren) und bei 280 nm (Absorlntiaxisnum aromatischer Aminosauren

von Proteine) bestimmt. Die Messung erfolgt in 500 pl Quarzkivetten (Schichtdicke 5 mm). Es existiert
folgende Beziehung zwischen gemessener Absorption und Konzentration der Nukleinséurelésung:

1 ODygonm= 50 mg/ml fir dsDNA

1 ODygonm= 40 mg/ml fir sSRNA

1 ODygonm= 33 mg/ml fur ssOligonukleotide

Das Verhéltnis der Absorptionen bei 260 nm und 280 nm ermdglicht die Beurteilung der Reinheit der
Nukleinsaureldésung. Saubere Préaparationen von DNA und RNA ergeben ein Verhéltnis 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 Nukleinséduren
5.3.1 Gelelektrophoretische Analyse von Nukleinsauren

Aufgrund des konstanten Ladungs-Masse-Verhaltnisses der Nukleinsauren ist deren
Wanderungsgeschwindigkeit bei konstantem elektrischen Feld durch eine Tragermatrix (Gel) abhéngig vom
Molekulargewicht und der Topologie der Nukleinsaure, der Zusammensetzung der Gelmatrix und der angelegten
Stromstarke. Aufgrund der gleichen pWerte der Seitengruppen ist nicht die unterschiedliche Ladung (wie bei
den Proteinen), sondern der unterschiedliche Diffusionskoeffizient der Nukleinséaure in der Gelmatrix der
entscheidende Faktor fur die Trennung. Dadurch ist die Wanderungsgeschwindigkeit indirekt proportional zum
dekadischen Logarithmus des Molekulargewichts.

Je nach Art und GroRBe der Molekile 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 verknupfte Matrix der Polyacrylamid-Gele
erlaubt die Auftrennung kleinerer DNA-Molekile (Oligonukleotide bis Gragmente von wenigen kb). Bei diesem
Gelsystem  beeinflussen sowohl die Gelkonzentration als auch der Vernetzungsgrad seine
Auflésungseigenschaften.

Die Herstellung, Verwendung und Behandlung der verschiedenen Gelsysteme ist prinzipiell von Sahbrook
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
GroRRe von Restriktionsfragmenten verwendet. Dazu wurde routinemafRig 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 Lésung ausbildet. Ist diese anschlieRend auf 50 - 60 °C abgekuhlt, 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 eingefillt, bis das Gel 2-3 mm (Uberschichtet
ist. Nach Entfernen des Kamms ist das Gel fir die Elektrophorese einsetzbar. Die zu analysierende DNA-
Lésungen wird mit 1/10 Volumen Probenpuffer 1 versetzt, gemischt und in die durch den Kamm gebildeten
Taschen gegeben. Der Probenpuffer erfullt dabei zwei wichtige Aufgaben. Zum einen erméglicht er durch seinen
hohen Glycerinanteil (50 %) und der damit verbundenen Erhéhung der Dichte das Verweilen der Proben in den
Taschen, zum anderen erlauben die im Probenpuffer gelésten Farbstoffe eine Abschatzung der bei der
Elektrophorese zuriickgelegten Laufstrecke. Bei 1 %igen Gelen komigriert Orange G mit der Lauffront und
Bromphenolblau mit DNA-Fragmenten der ungefdhren Grofe von 2 kb. Die Elektrophorese wird bei 5 - 10
V/cm in Horizontalgelapparatur durchgefuhrt.

Nach der Elektrophorese wird die DNA im Agarosegel fur 20 Min. in Ethidiumbromidlésung (1pg/ml) ange-
farbt 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 daralitro Transkription hergestellter

RNA benutzt. Routinemafig 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-
Lésungen wurden vor dem Auftragen auf das Gel mit 1/5 Volumen Probenpuffer 2 versetzt und die
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Elektrophorese bei 10 V/icm durchgefuhrt. Aufgrund der verschiedenen Mdoglichkeiten der Topologie der RNA
ist in diesem Gel keine GroRRenbestimmung der RNA mdglich.

5.3.1.3 Auftrennung hochmolekularer RNA im Formaldehyd-Agarosegelen

Denaturierende Agarosegele werden zur Analyse und Trennung von ssSDNA und RNA eingesetzt. In Gegenwart
von Glyoxal oder Formaldehyd kann die Topologie von Nukleinsdurepolymeren, die in nativen Gelsystemen
wesentlich zum Laufverhalten beitrdgt, aufgeldst werden. Dadurch wird eine exakte GréRenbestimmung
ermdglicht.

Fir die Molekulagewichtsbestimmung vitro transkribierter RNA-Molekile wurde in dieser Arbeit ein 1 %iges
Formaldehyd-Agarosegel benutzt. Zur Herstellung wird eine Suspension von 1 g Agarose in 7Q imldér
Mikrowelle zum Kochen erhitzt und die klare Lésung auf etwa 50°C abgekihlt. Nach Zugabe von 10 ml 10 x
MOPS-Puffer und 18 ml 37 % Formaldehydl6sung wird sie in eine abgedichtete Flachgelapparatur mit ‘Kamm’
gegossen und bei RT auspolymerisiert. Anschlieend wird das Gel mit Elektrophoresepuffer (1xXMOPS mit 0,8
M Formaldehyd) Uberschichtet und der Kamm vorsichtig aus dem Gel entfernt. Der RNA-L6sung (maximales
Volumen : 5 pl) werden 10 pl deionisiertes Formamid, 3,5 pl 37 %ige Formaldehydlésung und 1 pl 10 x
MOPS-Puffer zugesetzt, bevor sie auf ein Gesamtvolumen von 20 pl eingestellt und 5 min bei 55°C inkubiert
wird. Nach Zugabe von 1/10 Volumen Probenpuffer 3 und 1/20 Volumen Ethidiumbromid-Lésung (1 mg/ml)
wird die denaturierte Nukleinsdurelésung auf das Gel aufgetragen. Die Auftrennung der Nukleinsauren im
elektrischen Feld erfolgte bei 5- 10 V/cm fur 2 Stunden. Zur partiellen Renaturierung der Sekundarstrukturen der
RNA-Molekille und der damit verbundenen intensivieren Anfarbung der RNA durch Ethidiumbromid, wird das
Gel 20 min in HO gewaschen. Die Banden der Nukleinsduren werden auf einen UV-Leuchtschirm sichtbar und
photographiert.

5.3.1.4 Auftrennung von RNA in denaturierenden PAA-Gelen

Fur die elektrophoretische Auftrennung von RNA-Molekilen unterschiedlicher Lange in PAA-Gelen ist es
notwendig, dem Gelsystem denaturierend wirkenden Reagenzien wie Harnstoff oder Formamid zuzusetzen.
Dadurch wird die Bildung intramolekularer Sekundarstrukturen verhindert, die das Laufverhalten der RNA-
Polymere in der Gelmatrix beeinflussen. Die niedrige lonenstarke des Gelsystems stellt fir den elektrischen
Strom einen erheblichen Widerstand dar; die dadurch entstehende Wé&rme beglnstigt das Aufschmelzen von
Sekundéarstrukturen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden solche Gelsysteme zur Auftrennung und GréRenbestimmung von radioaktiv
markierten RNA-Fragmenten verwendet. Zur Analyse von RNA-Molekilen bis 1500 nt wurden 5 bis 6 %ige
PAA-Gele mit 8 M Harnstoff (AA-Bis-AA-Verhéltnis 20:1, Dicke 1mm, 1x TBE-Puffer) verwendet. Deren
Herstellung wird im folgenden in Kurzform beschrieben:

= Zugabe der entsprechenden Menge der AA-Stammldésung und 5 ml 10 x TBE in einen 250 ml MeRRzylinder

* Einwiegen von 48,0 g Harnstoff und Auffillen auf 100 ml mjoH

» RUhren in einem Wasserbad, bis der Harnstoff vollstandig geldst ist

* Zugabe von 200 pl TEMED und 400 ul 10 %iger APS-Ldsung

» Blasenfreies Gie3en des Geles zwischen zwei Glasplatten (Vorbehandlung der Platten siehe Abschnitt
5.3.1.9

Das Gel wird in einer Vertikalgelapparatur 1 h bei 50mA ,vorelektrophoresiert’, um die Matrix auf 60-80°C zu
erwarmen. Die Taschen des Gels mussen vor dem Auftragen der Proben mit Laufpuffer gespult 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-Molekile durch 10-mindtige Inkubation in Fixierlésung in der
Gelmatrix prézipitiert und damit fixiert. Danach wird das Gel 10 min ® HKewaschen, um den restlichen
Harnstoff aus dem Gel zu entfernen, auf Whatman Chromatographiepapier uberfihrt und 2 h auf einem
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Flachgeltrockner getrocknet. Die Autoradiographie erfolgt bei Verwendung %Bn mit und ohne
Intensivierungsfolie Uber Nacht.

5.3.1.5 Préaparative Gelelektrophorese zur Aufreinigung radioaktiv markierter RNA in nativen PAA-
Gelen

Zur Reinigung radioaktiv markierter RNA von einer Lange 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 pul TEMED und 2 pl 10 %ige APS-Lésung pro ml AA-Lésung zugegeben. Danach
wird das Gel blasenfrei zwischen zwei Glasplatten gegossen. Zur Vermeidung von RNase-Kontaminationen
wurden die Glasplatten zuvor tUber Nacht in 2 M NaOH-Lésung eingelegt und anschlieRend mit 1 %iger SDS-
Lésung gewaschen. Die Ohrenplatte wurde zusétzlich mit 2 %iger Dichlordimethylsilanlésung (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 durchgefihrt. Um die RNA-Molekile zu lokalisieren, wurde nach
Beendigung der Elektrophorese fiir 30 min ein Rontgenfilm aufgelegt. Die gewiinschte Bande wurde mit einem
Skalpell aus dem Gel ausgeschnitten und die Nukleinsaure in der ‘Salzfalle’ 2 x 45 min eluiert. Die RNA wurde
mit Ethanol geféllt, mit 80 %igem Ethanol gewaschen, igO Hriickgelost und im Szintilationszahler
radiochemisch Uber die spezifische Aktivitat 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 ul
TEMED (als Radikalstabilisator) und 4 pl APS (als Radikalstarter; 10%,@) e ml der Acrylamid-Losung
zugegeben. Danach wird das Gel Luftblasenfrei zwischen zwei vorbereitete Glasplatten gegossen. Die Dicke der
Gele betragt 1.0 mm fur analytische, und 2,5 mm fir praparative Gele. Den Proben wird 1/10 Volumen Auf-
tragspuffer 1 zugegeben. Die Elektrophorese erfolgt in einer Vertikalgelapparatur und wird bei 15V/cm
durchgefiihrt. Xylencyanol und Bromphenolblau komigrieren in einem 6%igen PAA-Gel mit DNA-Fragmenten
von 220 bzw. 70 bp Lénge, wahrend Orange G an der Lauffront wandert.

Gegenuber Agarosegelen bietet die Verwendung von PAA-Gelen zur praparativen Isolierung von DNA-
Restriktionsfragmenten den Vorteil, dall "Verunreinigungen" von superhelikaler Plasmid-DNA nicht in die
PAA-Matrix eindringen. Somit kann storende ccc-Plasmid-DNA quantitativ von den zu isolierenden DNA-
Restriktionsfragmenten abgetrennt werden.

5.3.1.7 Praparative Gelelektrophorese zur Aufreinigung von ssDNA-Oligonukleotiden

Wegen des sequientellen Ablaufs der Synthese von ssDNA-Oligonukleotiden ist bei steigender Lange mit dem
vermehrten Auftreten kirzerer Produkte zu rechnen. So betrdgt zum Beispiel die Gesamtausbeute eines ssDNA-
Oligonukleotid einer Lange von 33 nt an Vollangenprodukt 71,0 %, wenn man eine Syntheseeffizienz von 99 %
pro Reaktionsschritt annimmt. Zur Abtrennung der kurzeren Syntheseprodukte wurde in dieser Arbeit eine
praparative Gelelektrophorese durchgeftihrt.

Zur Trennung der ssDNA-Oligonukleotide nach GroRe wird ein 20 %iges denaturierendes PAA-Gel verwendet,
welches die Ausbildung von  Sekundarstrukturen durch das Auflésen von intramolekularen
Wasserstoffbriickenbindungen verhindert. Die Herstellung und Durchfihrung wird im folgenden kurz
beschrieben:

* Zugabe von 5 ml 10 x TBE in einen 100 ml MeRzylinder

» Einwiegen von 24,0 g Harnstoff und Auffillen auf 50 ml mit AA-Stammlésung 2

» RUhren in einem Wasserbad, bis der Harnstoff vollstandig geldst ist

* Zugabe von 100 pl TEMED und 200 ul 10 %iger APS-Ldsung

* Blasenfreies Gie3en 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. RoutinemaRig wird
die elektrophoretische Auftrennung 1 bis 2 h bei 25 V/iecm durchgefiihrt. Die Oligonukleotide werden durch das
Auflegen des Gels auf eine Dunnschichtchromatographieplatte mit Fluoreszenzindikator und Bestrahlung mit
langwelligem UV-Licht sichtbar gemacht (da die Nukleinsduren das langwellige UV-Licht absorbieren, entsteht
an der Stelle im Gel, wo sich die Nukleinsdure befindet, ein Schatten auf dem Floureszenzindikator). Die
gewiinschte Bande wird aus dem Gel ausgeschnitten und in der ‘Salzfalle’ eluiert (Beschreibung siehe 5.2.5).

5.3.1.8 Gelelektrophoretische Analysevon DNA-Sequenzierungsansatzen

Bei der Sequenzierung nach Sanger (Samgeal, 1977) entstehen radioaktiv markierte ssDNA-Produkte, die
entprechend ihrer Lange 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 gewdhnlich kovalent an die
Ruckenplatte ("nicht-Ohrenplatte") gebunden. Dazu wird diese mit Methacryloxypropyltrimethoxy-Silan wie
folgt behandelt:

= Grundliche Reinigung der Glasplatte mit 70 % Ethanol.

* Zugabe von 150 pl Essigsaure (10%) und 15 pl Silan in 15 ml Ethanol.

* Benetzen der Glasplatte mit der Silanldsung (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-Dimethylsilanlésung (in
Chloroform) behandelt. Uberschiissige Silanlésung 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 missen vor dem Auftragen der Proben mit Laufpuffer ausgespult werden, da aus dem Gel diffundierender
Harnstoff das Beladen des Gels und dadurch die Auftrennung ungunstig beeinflut. Die Elektrophorese erfolgt
bei 25 V/icm fiir 1 - 3 hin 1 x TBE-Puffer.

Nach Beendigung der Elektrophorese wird die Ohrenplatte entfernt und die DNA im Gel durch 20-minltige
Inkubation in 10%iger Essigséure fixiert. AnschlieRend wird 30 min gewassert, 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 dinn, was zu einer Verscharfung der Banden
aufgrund der geringeren Streuung/Absorption der [3-Strahlung fuhrt.

5.3.1.9 Anfarben von Nukleinsauren in Gelen mit Ethidiumbromid

Die am haufigsten angewandte Methode, um Nukleinsduren in Agarose- oder PAA-Gelen sichtbar zu machen,
ist die Anfarbung mit dem Fluoreszenzfarbstoff Ethidiumbromid. Das planare Molekil interkaliert in die
doppelstrangigen Bereiche der Nukleinsdurenpolymere und zeigt dort eine intensive Fluoreszenz bei 590 nm.
UV-Strahlung von 254 nm, welche von den Nukleinsduren absorbiert und mittels eines ‘Charge-Transfer’
Uberganges auf den Farbstoff tbertragen wird, ist die Ursache der spezifischen Fluoreszenz von interkaliertem
Ethidiumbromid.

Das zu farbende Gel wird fir 10 - 30 min in einer Ethidiumbromid-Losung (1 pg/ml) angeférbt. PAA-Gele
werden zuvor 10 min in einer Fixierldsung gegeben, um die Diffusion der Nukleinsduren aus der Gelmatrix
wahrend des Anfarbens zu verhindern. Unspezifisch in das Gel eingelagertes Ethidiumbromid kann durch 2 x 10
mindtiges Waschen mit J@ entfernt werden. Die Nukleinsduren kdnnen 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 Strangen schneidet. Sie werden in drei Gruppen eingeteilt:

Type | und Type Ill Enzyme tragen sowohl eine Modifikationsaktivitdt (meist Methylierung) als auch eine
ATP-abhéangige Spaltungsaktivitdt im gleichen Protein. Beide Arten von Enzymen erkennen unmethylierte
Nukleotidsequenzen in der dsDNA, jedoch schneiden die Typ | - Endonukleasen zuféllig und die Typ IlI
Endonukleasen spezifisch innerhalb der Erkennungssequenz. Beim Restriktionssystem vom Typ Il sind die
Methylase- und die Endonukleaseaktiviat aus zwei Proteine verteilt. Typ Il Restriktionsendonukleasen binden an
das dsDNA Substrat an einer spezifischen Erkennungssequenz, die 4 bis 8 Nukleotide umspannt und beziglich
der Nukleotidequenz .G symmetrisch ist. Die Hydrolyse beider Stréange erfolgt innerhalb oder in der Nahe der
Erkennungssequenz, wobei entweder 5-Uberhinge, 3'-Uberhdange (,iberhdngende Enden®) oder keine
Uberhéange (,glatte Enden“) entstehen. Die 5-Enden sind stets phosphoryliert, an den 3'-Enden hydroxyliert.
Deshalb werden sie in der molekularbiologischen Forschung fur 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 bezuglich 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 geféllt und im entsprechenden Reaktionsmillieu rekonstituiert werden muf3.

Analytisch werden etwa 0.5-1 pug Plasmid DNA fragmentiert. Die Menge an einzusetzenden Enzymen pro
Ansatz wird aus den Aktivitadtsangaben (U/ul) des Herstellers errechnet. Eine Unit ist definiert als die Menge an
Enzym, die notwendig ist, um 1 AgDNA (50000 bp) vollstéandig in einer Stunde zu spalten.

Das Ansatzvolumen ist abhéngig von der Menge der zu verwendenden Restriktionsenzymen. Kaufliche Enzym-
praparationen enthalten oft bis zu 50% Glyzerin. Die Glyzerinkonzentration im Reaktionsansatz sollte 5 % nie
Ubersteigen, da Restriktionsenzyme allgemein bei zunehmenden Glyzerinkonzentrationen “Star-Aktivitat™ zeigen
(Poliskyet al, 1975).

Die Inkubationszeit fur eine Restriktionsanalyse von Plasmid-DNA betrégt im allgemeinen 1-2 h. Léngere Inku-
bationszeiten sind jedoch, abhéngig von der Stabilitdt des Enzyms, mdglich, insbesondere um defizitdére Enzym-
mengen zu komplementieren. Bei Fragmentierung von 'Mini-Prep’-DNA muf} infolge des hohen Anteils an RNA
dem Ansatz zuséatzlich RNase A (50 pg/ml Endkonzentration) zugegeben werden, um diese zu degradieren.
Hitzelabile Restriktionsenzyme werden durch Erhitzen auf 65°C fur 5 min inaktiviert, wahrend hitzestabile
Restriktionsenzyme durch Phenol / Chloroform extrahiert werden.

5.3.3 Enzymatische DNA-Sequenarung nach Sanger

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine modifizierte Dideoxy-Kettenterminationsmethode nach Gargmret

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 eiirer Replikation der

DNA mittels einer modifiziertenTag Polymerase DNA-Sequenase DNA Polymease. Das Prinzip sei im
folgenden kurz erliert:

Eine DNA-Matritze wird in vier verschiedenen Ansatzen sequenziert, dabei wird jedem Ansatz neben den vier
2'Deoxynukleotiden (dNTPs) je ein 27,3'Dideoxynukleotid (ddNTP) in einer relativ geringen Konzentration
zugesetzt. Der statistische Einbau eines Dideoxynukleotids fuhrt zu einem nukleotidspezifischen Abbruch der
Elongationsreaktion. Diese Reaktion liefert somit eine Population von Molekilen statistischer Grof3e, bei der
allen Molekulen gemeinsam ist, da3 sie mit dem gleichen Dideoxynukleotid enden. Durch Vergleich der vier
Anséatze mittels gelelektrophoretischer Auftrennung (siehe 5.3.1.8) kann nun jeder Position des vermehrten
Molekils 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 stan, wird ein kurzes, synthetisches Oligonukleotid (,Primer®) mit entsprechend
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komplementérer Sequenz hybsrt. Um eine Analyse durch Autoradiographie zu ermoglichen, werden zur
radioaktiven Markierung der Produkte®®P-ddNTPs verwendet. Dies hat den Vorteil, dass nur DNA-Strange
detektiert werden koénnen, deren Synthese durch den Einbau der entsprechenden Terminationsnukleotide beendet
wurde. Dies verhindert die Detektion von Ketterigben im anschlieRenden Autoradiogramm, die nicht durch

den Einbau von ddNTPs bedingt wurden. Durch die Veduag der thermostabilien DNA-Polymerase kann die
Sequenzierreaktion mehrere Zyklen von DNA-Synthese und anschlieRender Denaturierung des DNA-
Doppelstrangs ahnlich der PCR (siehe 5.4.6) durchlaufen, was zu einer Verstarkung des aajinisdiogn

Signals fihrt.

Die Sequenzierung wird nach folgendem Protokoll durchgefihrt :

* Vorbereitung der Terminationansatze:
Je Sequenzierung werden fur jedes Nukleotid 2ul Terminationsmastermix mit jeweils §®-gHNTPs
(G, A, T oder C) gemischt und in 0,5 ml Eppendorf-GefaRen vorgelegt. Dies entspricht 225 nCi je
Nukleotid.

* Vorbereitung der Reaktionsanséatze:

Volumen je Sequenzierungsansatz: 20 pl

Reaktionpuffer (10x) 2ul

DNA 50— 500 ng oder 25 — 250 fmol
Primer 0,5-2,5 pmol

Thermo Sequenase Polymerase (4U/ul) 2ul
* 4,5 yl des Reaktionansatzes werde zu den jeweils 2,5 pl 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 ul Stopplésung werden zu jedem Ansatz zugegeben und durch Auf- und Abpipettieren gemischt.
AnschlieBend werden die Proben 2-10 min. auf 70°C erhitzt und 3-5 pl direkt im Anschlu auf das
Sequeziergel aufgetragen oder bei —20°C aufbewahrt.

Durch die Temperatur von 72°C im Elongationsschritt ist es mit dieser Methode mdglich auch DNAs zu
sequenzieren, in denen Bereiche mit einer sehr stabilen Sekundarstruktur vorkommen.

54 In vitro Modifikation und Rekombination von DNA

5.4.1 Kovalentes Verknupfen 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 doppelstrangiger DNA. Bendtigte Kofaktoren des
Enzyms sind M&-lonen und ATP. Eine Einheit (auch Weiss-Einheit genannt) ist definiert als die Enzymmenge,
die eine Konversion von 1 nm8P, in ATP bei 37°C in 20 min katalysiert.

Die Menge an Ligase im jeweiligen Reaktionsansatz hangt von mehreren Faktoren ab, z. B. der Natur der zu
ligierenden DNA-Fragmente (glatte Enden oder Enden mit 3'- oder 5-Uberhangen), der Stabilitat der Wasser-
stoffbriicken-Struktur, der Inkubationstemperatur und der Konzentration von DNA-Fragmenten ab. Der
Standardansatz fur Klonierungen von DNA-Fragmenten mit kohé&siven Enden besteht aus 0,02 pmol Vektor-
DNA, einem 3 bis 5 fachen molaren Uberschul an dem DNA-Fragment, welches in den Vektor eingesetzt
werden soll, und 1 U T4-DNA-Ligase geldst in Ligasepuffer in einem Gesamtvolumen von 10 pl. Nach 4 - 12 h
Inkubation bei 16°C wird die Reaktion durch 10 minltiges Erhitzen auf 65°C gestoppt. Fig- CacCl
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 kénnen durch Behandlung mit dem Enzym alkalische
Phosphatase (CIP) entfernt werden. CIP kann durch Inkubation bei 68°C in Gegenwart von SDS vollstandig
deaktiviert werden und hat damit einen entscheidenden Vorteil gegenuber der hitzeresistenten bakteriellen
alkalischen Phosphatase. Diese Reaktion wird zur Vermeidung unerwinschter Vektor-Religierungen und zur
Vorbereitung von DNA-Fragmenten fir die radioaktive 5’-Endmarkierung eingesetzt.

Das DNA-Fragment wird mit 1 U CIP in 100 pl 1 x CIP-Puffer fur 30 min inkubiert, bevor die Reaktion durch
mehrmalige Phenol-Chloroform-Extraktionen (Alternative zur Hitzedeaktivierung) beendet wird. Eine Einheit ist
die Enzymaktivitdt, die 1 pmol 4-Nitrophenylphosphat in 1 min bei 37°C unter optimalen Bedingungen
hydrolysiert. Bei der Dephosphorylierung von uberhédngenden 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 prazipitiert, 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 Ubertragung der terminalen Phosphatgruppe von ATP auf
das 5-OH Ende von DNAs, RNAs und einzelstrdngigen Oligonukleotiden. Fur eine quantitative
Phosphorylierung verwendet man einen 3-5 fachen molaren UberschulR an ATP gegeniiber den Nukleinsaure-
Enden, stellt die Pufferbedingungen des 20 ul Ansatzes durch Zugabe von 10-fach konzentriertem PNK-Puffer
ein und inkubiert bei 37°C fur 20 min. Die eingesetzte Menge PNK betragt 10U/20ul. Nach Beendigung der
Reaktion wird das Volumen mit TE-Puffer auf 100ul erhoht und eine Phenolextraktion durchgefuhrt. Die
phosphorylierten Fragmente werden mit Ethanol préazipitiert, gewaschen und in entsprechendem Puffer
aufgenommen.

5.4.4  Aufflllen von 5 -0berhdngenden, bzw. entfernen von 3’-Uberhangenden, einzelstrangigeNA-
Enden durch T4 DNA-Polymerase

Fir bestimmte Anwendungen, z. B. der Ligierung von DNA-Fragmenten (siehe 5.4.1) mitkaicpatiblen

Enden, ist es notwendig, doppelstrangige DNAs mit glatten Endemzeugen. Im Rahmen dieser Arbeit wurde
dazu das Enzym DNA-Polymerase dgskteriophagen T4 verwendet. Das Enzym besitzt zwei unterschiedliche
Aktivitaten: In der Gegenwart von Deoxyribonukleosidtriphosphaten (dNTP) katalysiert es die Polymerysation
an verkurzten Hydroxyl-Enden von DNA-Fragmenten. Dadurch lassen sich 5-Uberhéngieneéstrangige
DNA-Enden zu doppelstréngigen, glatten Enden aufflllen. Die Reaft&ifiir findet in einem Volumen von 50

pl 1 x T4-DNA-Polymerasepuffer in Gegenwart von 200uM dNTP fur 30 min bei 37°C statt und dann durch
eine Ethanolprazipitation gestoppt.

In Abwesenheit von dNTPs besitzt die Polymerase eine sehr aktive, einzelstrangspezifis€hEx8huklease-
aktivitat, wodurch sich 3’-Uberhdngende 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 Ethanolprazipitation beendet.

Die in beiden Reaktionstypen gewonnenen DNA-Fragmente missen vor der Ligation auf jeden Fall gereinigt
werden, da die in Zuge der Ethanolfallung koprazipitierten dNTPs die Ligationsreaktion stark inhibieren.

5.45 Unspeziische Fragmentierung hochmolekularer DNA mit DNase |
Deoxyribonuklease | (DNase |) ist eine Endonuklease, die ssDNA oder dsDNA zu einem komplexen Gemisch
an Mono- und Oligodeoxyribonukleotiden mit 5'-Phosphat-Termini hydrolysiert. In Gegenwart v&aldign

wird jeder einzelne DNA-Strang unabhéngig an zufélligen Schnittstellen fragmentiert. Das Enzym wurde
innerhalb der vorliegenden Arbeit zum quantitativen Verdau der DNA-Matrize aus abgeschlosserito
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Transkriptionsreaktionen eingesetzt. Dazu wurde 1 U DNase | wahrend der letzten 15 min Inkubationszeit direkt
dem in vitro Transkriptionsansatz zugesetzt. Das Reaktionsgemisch wird anschlieend 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-Sedquernitzo amplifiziert werden. Die
Synthese wird dabei an zwei DNA-Oligonukleotiden gestartet, die so gewahlt sind, daB sie den zu
amplifizierenden Bereich flankieren. Eines der beiden Oligonukleotide bindet dabei im Plus-Strang, das andere
im minus Strang der zu vervielfaltigenden DNA. Die PCR wird in einem sog. Thermocycler durchgefiihrt und
besteht prinzipiell aus drei Schritten, deren einzelne Parameter fur die jeweiligen Amplifikationsprodukte
individuell optimiert werden mussen.

Der initiale Prozess ist die thermische Denaturierung der DNA in ihre Einzelstrange bei tGber 95°C fir 30 s bis 1
min. Nach dem Abkuhlen des Reaktionsansatzes auf 45-65°C koénnen die Oligonukleotide sequenzspezifisch an
die DNA-Matrize hybridisieren. Schlie3lich 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 besafen zusatzlich Schnittstellen fiur Restriktionsenzyme, wodurch sich DNA-Fragmente
mit definierten Enden erzeugen lieRen.

Fur die meisten Amplifikationen von Plasmid-DNA wurden folgender Reaktionsansatz gewahit:

* 10 bis 100 ng Plasmid-DNA

* 500 nM des jeweiligen DNA-Oligonukleotids
= 200 uM dNTP

* 1 U Tag-DNA-Polymerase

in 50 pl 1x Tag-Reaktionspuffer. In einigen Féllen wurde auch die Pwo-Polymerase mit dem entsprechenden
Reaktionspuffer eingesetzt. Die Pwo-Polymerase besitzt im Gegensatz zur Tag-DNA-Polymerase eine
Korrekturleseaktivitéat fur 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 /| Tempeatur

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 anschliefender Elution aufgereinigt.
Alternativ kénnen kommerziell erhéltliche DNA-Aufreinigungssaulchen zur Aufreinigung von PCR-Produkten
verwendet werden. Ebenfalls ist zu beachten, dal die 5° Enden der so hergestellten DNA-Fragmente nicht
phosphoryliert sind.
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5.4.7 Ortsspezifischer Nukleotidaustausch

Diese Methodeder in vitro Mutagenese erlaubt einen schnellen Nuktinistausch in beliebiger dsDNA. Fir
jede Reaktion, die zum Nukleotidaustausch fuhren soll, mussen zwei individuelle, zueinander koramement
mutagenisierende Oligonukleotide entworfen werden. Bei dem Entwurf der Mutageneseoligonukleotide sind
folgende Regeln unbedingt zu beachten:

» Die Lange der spezifischen Oligonukleotide soll zwischen 25 und 45 bp liegen.

5 Die Schmelztemperatur (I der Oligonukleotide muss mindestens 78°C erreichen und wird nach folgender
Formel berechnet: J = 815 + 0,41 (%GC) — 675/N - %mismatch (N steht fir die Lange des
Oligonukleotides in bp; %GC fur 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 % komplementér ist.

» Der GC Gehalt des Oligonukleotides sollte mindestens 40% betragen.

Zudem steigert sich die Effizienz der Mutagenesereaktion betréchtlich, wenn DNA-Oligonukleotide verwendet
werden, die mittels FPLC oder PAGE gereinigt wurden.

Die Matrizen-DNA wird ausgehend von den mutagenisierenden Oligonukleotiden wéhrend der Amplifikation
mit der Pwo-DNA-Polymerase vermehrt. Durch diese PCR entstehen neue DNA-Molekiile, die im Unterschied
zu der Matrizen-DNA semimethyliert bzw. unmethyliert sind. Der Verdau mit der Restriktionsendonuklease
Dpn | (Erkennungssequenz: 5:BTC-3"), die spezifisch nur methylierte und semimethylierte DNA-
Sequenzen schneidet, fihrt anschlieBend zum Verdau defE.enls stammenden Matrizen-DNA, wodurch nur

die neu durch die DNA-Oligonukleotide synthetisierten mutierten DNA-Molekile Gbrig bleiben, die durch eine
Transformation irE. coliklonal vermehrt werden kénnen.

Die PCR wird in folgender Zusammensetzung vorbereitet:

Pwo-DNA-Polymerasepuffer (10x) 5ul
DNA-Plasmid 10-100 ng
DNA-Oligonukleotide 500 M
dNTPs 200 uM
Pwo-DNA-Polymerase 2,5U

H,O ad 50pl

Die Anzahl der Zyklen sowie die Polymerisationszeit sind abhéngig vom Typ der einzufiihrenden Mutation bzw.
von der Lange des zu amplifizierenden Plasmids. Es gilt:

Punktmutation 12 Zyklen
Einfacher Aminoséureaustausch 16 Zyklen
Mehrfache Aminoséuredeletion/insertion 18 Zyklen

Der initialen thermischen Denaturierung der DNA ?HS 30 s) folgen:

12-18 Zyklen 95°C 30s
55°C 1 min
68°C 2 min/kb des zu amplifizierenden Plasisi

Die Reaktion wird durch Abkihlung des Ansatzes beendet, indem das Reaktionsgefal? fur etwa 2 min auf Eis
gekihlt wird. Dem abgekihlten Reaktionsansatz werden 10 U Restriktiosenzym Dpn | zugegeben und mittels
vorsichtigen Ab- und Aufpipettieren gemischt. Die folgende einstindige Inkubation bei 37°C ermdglicht den
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Restriktionsvedau des parentalen, nicht mutierten DNA Stranges. 1 pl des Reaktionsansatzes ist ausreichend fir
die Transformation von kompetent&ncoli Zellen (siehe 5.1.2) mit der zu erwartenden Anzahl von 50 bis 800
Kolonien. Laut Angaben des Herstellers betragt die Effizienz 80%.

55 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 kénnen zur
Lagerung und fur Reaktionen mit RNA ohne spezielle Vorbehandlung eingesetzt werden. Allgemein
zugéngliche Laboratoriumsgerédte aus Glas sind oft Quellen fur RNase-Kontaminationen und werden zur
Inaktivierung der z.T. sehr hitzestabilen RNasen 4-8 h auf 180°C erhitzt. Hitzelabile Gerate aus Plastik oder Glas
kdnnen alternativ Uber Nacht in 2M NaOH eingelegt werden und am né&chten Tag erst mit einer 1%igen SDS-
Lésung und dann mit RNase freiem Wasser gespilt werden. Die meisten Stammldsungen kdnnen 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 Lésungen DEPC
bis zu einer Endkonzentration von 0,1 % hinzugefugt, die Lésung durch kréaftiges Schitteln homogenisiert und
12 h bei RT inkubiert. Da DEPC auch mit RNA-Molekilen und den meisten Enzymen reagiert, mul3 es
quantitativ entfernt werden. Dies geschieht durch einstiindiges Autoklavieren und anschlieRendes Kochen der
Losung auf einer Heizplatte fir 30 min, wodurch DEPC in Ethanol und Ze@allt. Lésungen von Chemikalien

mit Aminogruppen (Tris, EDTA) kénnen nicht mit DEPC behandelt werden, da diese entweder durch DEPC
modifiziert werden (primére und sekundéare Amine) oder den Zerfall von DEPC beschleunigen (tertidre Amine).
Diese Reagenzien werden in DEPC-behandeltetdélost.

5.5.2 Synthese hochmolekularer RNA mittelsn vitro Transkription

Die RNA-Polymerasen einer Reihe von Bakteriophagen (T3,T7,SP6) zeigen eine hohe Affinitdt zu ihren
Promotoren und ermdglichen die vitro Synthese von RNA. Als Kofaktoren bendtigen diese Enzyme nur die
DNA-Matrize und Mdg*-lonen. Die Effizienz der Transkriptionsreaktion kann durch Spermidin um den Faktor 2
erhéht werden. Eine Einheit an Polymerase ist definiert als die Enzymmenge, die den Einbau von 1nmol CTP in
saureféllbare RNA-Produkte in 60 min bei 37°C katalysiert.

5.5.2.1 Invitro Transkription mit T3-RNA-Polymerase

Dieser Abschnitt beschreibt die Originalvorschrift der Firma Stratagene fir das von ihr gelieferte Enzym. In
einem Eppendorf-Reaktionsgefal? werden folgende Reagenzien in der beschriebenen Reihenfolge gemischt:

* 2 g linearierte Plasmid-DNA (Matrize) 2l

» 5 x Reaktionspuffer 10 pl

* 100 mM DTT(Endkonzentration: 4 mM) 2l

e 10 MM NTP (Endkonzentration: 400 uM) 2l

* 40 U RNase-Inhibitor (RNasIn) 1l

* H,0 ad 48 pl
* 20 U T3-RNA-Polymerase 2l

Der Ansatz wird 3 bis 4 ah bei 37°C inkubiert. Zur internen radioaktiven Markierung enthélt der Reaktionsansatz
zusétzlich 5 pla-32P]GTP (5000Ci/mMol).

Die DNA-Matrize (Herstellung siehe 5.5.2.2) wird durch Zugabe von 1 u DNase | (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 Uber eine Sephadex G50-Saule kann die synthetisierte RNA
spektralphotometrisch quantifiziert werden. Sie ist in dieser Form fir Folgereaktionen gebrauchsfertig.
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5.5.2.2 Invitro 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. Fir die jeweilige Grofe 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 pSKll+ AR1 und pSKllunter Verwendung der Primer T3

und T7. Der Reaktionsansatz hat folgende Zusammensetzung:

* PCR-Produkt (2ug) 4 ul
» 10x Transkriptionspuffer (Ambion) 4 ul
* ATP (75 mM) 4 ul
* CTP (75 mM) 4 ul
« GTP (75 mM) 4 ul
* UTP (75 mM) 4l
* T7-MegaShortScript-RNA-Polymerase 4 ul
* H,O 12 pl

Dieser Reaktionsanatz wird fur 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. AnschlieRend wird die Reaktion durch zwei Phenol-
Chloroform-Extraktionen gestoppt und die RNA durch eine Ethanolféllung prézipitiert. Das Sediment wird dann

in 50 pl TE-Puffer resuspendiert und die Losung Uber eine Sephadex G25 Saule gereinigt, um die
nichteingebauten Nukleotide zu entfernen.

Zur Herstellung von Transkripten mit einer GréBe von Uber 150 nt sowie von radioaktiv markierten RNA-
Molekilen wurde die Transkriptionsreaktion nach einer Vorschrift von Roche Diagnostics durchgefuhrt. Fir die
Herstellung der Substrat-RNA fiir die Experimente mit den Hammerhead-Ribozymen wurde als DNA-Matrize
das Xhol linearisierte Plasmid pJN18-1 verwendet, das die cDNA der Spleil3variante NR1-1a enthélt. Durch den
Einsatz in der Transkriptionsreaktion entsteht eine RNA der Lange 1445 nt. Bei den Experimenten mit den RNA-
Padlocks wurde als Substrat ein NR1-Transkript der Ladnge 1013 nt hergestellt durch die Verwendung des Bgl I
linearisierten Plasmids pJN18-1 als Matrizen-DNA. Zur Synthese von radioaktiv markierte Hammerhead-
Ribozyme und RNA-Padlocks wurden die entsprechenden, mit Pst-l linearisierten Expressionvektoren eingesetzt.
Alle Schnittstellen wurden vor dem Einsatz in der in vitro Transkription mit T4-DNA-Polymerase aufgefullt.

Dabei werden in ein Eppendorf-Reaktionsgefal3 folgende Reagenzien in der beschriebenen Reihenfolge
zugegeben:

* 2 g linearierte Plasmid-DNA (Matrize) 2l

» 10x Transkriptionspuffer 5ul

+ 10 mM dNTP 2,5 ul

* 40 U RNase-Inhibitor (RNasIn) 1l

* H,O ad 47 pl
* 60 U T7-RNA-Polymerase 3yl

Der Ansatz wird ebenfalls 3 bis 4 h bei 37°C inkubiert. Zur internen radioaktiven Markierung enthélt der
Reaktionsansatz zusatzlich 5[|ud-32P]GTP (5000Ci/mMol). AnschlieBend gibt man dem Ansatz 1 U DNase |
dazu, um die Matrizen-DNA zu verdauen, und stoppt die Reaktion schlielich 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 anschlieRender
Phosphorylierung die grof3te Ausbeute an radioaktiv endmarkierten Produkten, verglichen mit anderen

angewandten Methoden, wie z. B. der in vitro Transkription in Gegenwa[t/x?t%P]GTP (Birikh et al. 1997).

Fir die Dephosphorylierung des 5-Endes der RNA wurde die alkalische Phosphatase aus Kélberdarm (CIP)
analog zur Methode fur DNA verwendet, die im Abschriittausfihrlich beschrieben ist. Bezuglich der
Verwendung von RNA wurde das Standardprotokoll leicht modifiziert. An Enzymmenge wurde maximal 0,1 U
eingesetzt, da bei hoheren 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 verlangert. Die radioaktive Phosphorylierung der 5’-Hydroxylgruppen

der CIP behandelten RNA mit 50 um32P]ATP als Phosphatgruppendonor wurde analog dem Protokoll von
Kapitel 5.4.3. durchgefuhrt.

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 bendtigt-longn fir seine
optimale Aktivitat, die durch Mfi-lonen nur teilweise ersetzt werden kénnen. Das Enzym besitzt maximale
Aktivitat unter reduzierenden Bedingungen, ist relativ unempfindlich gegeniiber hohen Salzkonzentrationen und
hat fur die Katalyse ein pH-Optimum zwischen 7,5 und 9,1. Eine Einheit an RNase H ist die Enzymaktivitat, 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 beschréankte sich auf die Identifizierung von Einzelstrangbereichen innerhalb der
Sekundéarstruktur einer RNA, die mit exogen zugesetzten Oligodesoxyribolnukleotiden hybridisieren kénnen.

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, Mindestaktivitat: 12000 cpm) wurde zusammen mit 500 nM ssDNA-
Oligonukleotid in 15 pl 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 pl, 1 x RNase H-Puffer) gestartet wurde. Vorversuche zeigten, dal’ unter
den gewdahlten Bedingungen die Fragmentierungsreaktion bereits nach 5 min vollstandig abgelaufen ist. Nach
dieser Zeit wurde die Reaktion durch die Zugabe von 20 pl Probenpuffer 2 gestoppt und die Hélfte 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 geldst und 2 min bei 55°C erhitzt, um mdgliche RNA-Aggregate
aufzulésen. AnschlieBend wurde die Losungen kurz auf Eis abgekihlt und dann fir 15 min bei 37°C inkubiert,
um die Komplexierung von Mg zu erlauben. Die Reaktion wird dadurch gestartet, daR die Ribozymlésung zur
Substrat-RNA-Losung dazupipettiert wird. Nach der Vereinigung entstehen Reaktionslésungen von 25 pl, in
denen die Konzentration der Substrat-RNA entweder 10 nM (fir die Spaltungskinetiken der GvalL-Ribozyme)
oder 20 nM (fur die mit den pSKIMN Vektoren hergestellten Ribozyme) betrug. Die Konzentration der
Ribozyme in den einzelnen Ansatzen lag mit den GvalL-Ribozymen zwischen 20 nM und 1pM und mit den
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pSKII+A hergestellten Ribozymen zwischen 100 nM und 2uM. Die Reaktionsanséatze wurden 2 h bei 37°C

inkubiert und die Reaktion durch die Zugabe von 25 pl Probenpuffer 2 gestoppt. 20 pl Aliquots dieser

Reaktionsansatze wurden anschlieBend 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 Parametgr kund K, wird zunachst die beobachtete Spaltraig k -
In(FracS)/t berechnet, wobei FracS der prozentuale Anteil der Substratbande ist und t die Reaktionszeit in
Minuten. AnschlieBend tragt man in einem Diagrami KR] gegen k. auf ([R] ist die Konzentration des
Ribozyms) und legt durch die werde eine lineare Regressionsgerade. Die Steigung der Geradealstekd

der Schnittpunkt mit der y-Achse.k 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 Kdpit@schrieben vorbehandelt.

Auch hier wurde die Reaktion durch die Zugabe der Ribozymlésung gestartet. Dem 35ul 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 Zeitabstdnden ein 5 pl Aliquot enthommen, das
5ul Probenpuffer 2 zugegeben wurde, um die Reaktion zu stoppen und die Lésung anschlieBend auf Eis
aufbewahrt. Als Kontrolle diente ein Ansatz, in dem nur radioaktiv markierte Substrat-RNA fur den Zeitraum
der langsten Inkubationsdauer bei 37°C inkubiert wurde. Nach Herstellung der Aliquots fur alle Zeitpunkte
wurden alle auf Eis gelagerten Lésungen fur 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 Lange 1013 nt
begann mit der Herstellung eines 80 ul enthaltenden Reaktionsansatzes, in dem eine geringe Menge an PAA-Gel
gereinigter radioaktiv markierter NR1-RNA in Gegenwart eines RNA-Padlock (500 ng/ul) 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 Zeitabsténden ein 10 pl Aliquot dem Ansatz entnommen. Dieses Aliquot
wurde mit 10 pl Probenpuffer 2 vermischt und auf Eis gelagert, bis das Aliquot des letzten Zeitpunkts hergestellt
worden war. Als Kontrolle diente ein aquivalentes Aliquot ohne RNA-Padlock, das fir die Gesamtdauer des
Experimentes inkubiert wurde.Diese Proben wurden nun 15 min bei 37°C inkubiert und anschliefend 10 pl auf
ein 6%iges denaturierendes PAA-Gel (19/1) aufgetragen, wahrend die anderen 10 pl 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

Fir dieses Experiment wurden Reaktionsansétze angefertigt, die denen geringe Mengen an radioaktiv markierten
Ribozym oder Padlock in Ribozympuffer bzw. Padlockpuffer in Gegenwart von 5ng/ul, 15 ng/puL bzw. 40 ng/ul
der jeweilige NR1-Substrat-RNA vorlagen. Als Kontrolle diente zum einen ein &quivalenter Reaktionsansatz
ohne NR1-RNA (0 ng/ul) bzw. eine &quivalente Menge von unbehandeltem radioaktiv markiertem Ribozym
bzw. Padlock (Kontrolle). Diese 10 pl enthaltenden Reaktionsansatze wurden 2 h bei 37°C inkubiert und
anschlieBend die Reaktion durch Zugabe von 10 ul Probenpuffer 2 gestoppt. Die Halfte einer jeden solch
hergestellten Probe wurde fur 15 min bei 37°C, die andere Halfte fur 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 Saugerzellen

5.7.1 Wachstum von Zellkulturen

Alle Tatigkeiten, die sich mit der Kultivierung von Zellen befassen, erfordern absolute Sterilitdt der verwendeten
Materialien, Lésungen und Medien. Die Arbeiten wurden ausschlieBlich in sterilen Werkbanken durchgefihrt.
Die Kultivierung der Zellen erfolgte in befeuchteten Brutschrénken mit einer 5%-igerA@®@sphéare bei

37°C. Als Kulturmedium wurde fir die HelLa-Zellinien komplettes EMEM-Medium mit 10% fétalem
Kélberserum (FCS), fir die PC12-Zellinien DMEM-Medium mit 5% fotalem Kalberserum und 10%
Pferdeserum (HS) verwendet.

Beide Zelltypen wachsen adhérent als einschichtiger Zellrasen auf dem Boden der Kulturschalen bzw. -Flaschen.
PC12-Zellen missen 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-Losung (100 pg/ml) und l&Rt die Schalen fur 30 min bei RT stehen. AnschlieRend wascht man die
Oberflache der Schalen zweimal mit einem Volumen Wasser. Danach sind die Platten gebrauchsfertigt. Die
Zellen der Linie PC12 tTA benétigen diese Beschichtung nicht mehr und kénnen auch auf unbeschichteten
Platten kultiviert werden.

Zur Differenzierung der PC12-Zellen wird dem Zellkulturmedium NGF-B in einer Konzentration von 100 ng/ml
zugegeben.

5.7.2 Passagieren der Zellen

5.7.2.1 Hela-Zellen

Um Zellen verdinnt auszuséen oder sie auf mehrere Platten zu verteilen, missen sie vom Boden der Kultur-

schale abgelost werden. Die Zellen haften sich durch Adhasionsproteine an ihrer Unterlage fest. Diese

Interaktion ist, zumindest teilweise, von Kalzium- und Magnesium-lonen abhéngig und kann somit durch

EDTA-Zugabe aufgehoben werden. Die Behandlung mit einer PBS(EDTA)-LOsung ist daher eine schonende

Variante, Zellen von ihrem Untergrund abzuldsen. Die Methode ist im folgenden kurz erléautert:

* Absaugen des Mediums und Waschen der Zellen mit PBS.

e Zugabe der dem halben Volumen des Kulturmediums entsprechenden Menge an PBS(EDTA)-Ldsung,
Inkubation fiir 5-15 min, bis sich die Zellen abrunden und sich beginnen von ihrer Unterlage abzulsen.

« Abspulen der Zellen mit einer Pipette und Uberfilhren der Zellsuspension in ein Selkaltihrchen
entsprechender Grof3e.

» Sedimentation der Zellen (Zellkulturzentrifuge, 1200 Upm fir 5 min bei RT)

« Absaugen des Uberstands und resuspendieren der Zellen in einem geeigneten Volumen Kulturmedium (oder
PBS). Zur Bestimmung der Zelldichte kann ein Aliquot der Suspension in der Neubauer-Kammer ausgezahlt
werden.

* Ausséaen der gewlnschten Zellmenge auf entsprechende Kulturgefaile.

Alternativ kann eine Schnellmethode durchgefiihrt werden:

* Absaugen des Mediums und Waschen der Zellen mit PBS.

* Zugabe von PBS(EDTA)-Ldsung (entsprechend 1/10 Volumen des verwendeten Kulturmediums), Inkubation
far 5-15 min.

* Die Zellen werden direkt in Kulturmedium aufgenommen und kénnen in gewinschter Menge auf andere
Gefale transferiert werden.
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5.7.2.2 PC12-Zellen

Bei PC12 Zellen ist die Interaktion der Adh&sionsproteine mit der Kulturschalenoberfache so grof3, dald sie nicht

durch die Komplexierung von €aund Mg lonen aufgehoben werden kann. In solchen Fallen kann man durch

eine milde Behandlung mit Trypsin die Oberflachenproteine proteolytisch spalten, so dal sie von der

Kulturschale entfernt werden kdnnen. Als Reagenz wurde hierfir die Typsin/EDTA-LOsung der Firma

Invitrogen benutzt. Die Methode sieht folgende Arbeitsschritte vor:

* Absaugen des Mediums und Waschen der Zellen mit PBS.

* Zugabe von 2ml Trypsin/EDTA-L6sung in eine 14cm Platte und Inkubation der Zellen bei 37°C fur 5 min.

» Zugabe von 5 ml Kulturmedium, um die Spaltungsreaktion zu stoppen.

« Abspillen der Zellen mit einer Pipette und Uberfiilhren der Zellsuspension in ein Sekaitbhrchen
entsprechender Grof3e.

* Sedimentation der Zellen (Zellkulturzentrifuge, 1200 Upm fiir 5 min bei RT).

« Absaugen des Uberstands und resuspendieren der Zellen in einem geeigneten Voluorerediu (oder
PBS). Zur Bestimmung der Zelldichte kann ein Aliquot der Suspension in der Neubauer-Kammer ausgezahlt
werden.

» Ausséaen der gewlnschten Zellmenge auf entsprechende Kulturgefaile.

5.7.3 Einfrieren und Auftauen der Zellen

Um Zellen langfristig zu lagern, werden sie bei -196°C in flissigem Stickstoff eingefroren:

* Dazu werde die Zellen vom Kulturgefal3 abgeldst, sedimentiert, in 500 pl eiskaltem FCS resuspendiert und
far 5-10 min auf Eis gestellt.

» Zugabe von 500 pl eiskaltem EMEM-Medium / 20% DMSO.

» Mischen und Uberfihren der Suspension in ein 1ml-Einfrierréhrchen fir Zellen.

» Zunéachst erfolgt das Einfrieren bei -80°C, nach 1-2 Tagen werden die Zellen dann in Tanks mit flussigem
Stickstoff Uberfuhrt.

Zum Auftauen der Zellen werde die Einfrierrdhrchen zunachst im Wasserbad inkubiert, bis das Einfriermedium

zu schmelzen beginnt (angetaut), dann durch rasches Mischen mit 500 pl PBS oder Kulturmedium (ohne FCS,
um Schaumbildung zu vermeiden) in 10 ml vorgewarmtes Kulturmedium tberfuhrt. Die Suspension wird abzen-

trifugiert, um das fir die Zellen toxische DMSO unverziglich zu entfernen. Die Zellen werden anschlieRend in

Kultur genommen.

5.8 DNA-Transfer in Sdugerzellen

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-Koprazi-
pitations-Methode), die Verwendung kationischer Lipide (Liposomen-Transfektions-Methode) und
physikalische Methoden (Elektroporation, Mikroinjektion). Eine ideale Methode, um DNA-Molekile in eine
Zelle zu transferiren, sollte folgende Kriterien erfullen: Hocheffizienter DNA-Transfer, geringe Toxizitat,
Reproduzierbarkeit einfache Durchfihrbarkeit. Jede der genannten Transfektions-Methoden erfillt diese
Kriterien in unterschiedlichster Weise und hat Vorteile und Limitierungen.

5.8.1 Transiente Kalzium-Phosphat-Transfektion von Plasmid-DNA in Sauger-Zellen
Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine modifizierte Kalzium-Phosphat-Transfektion nach der Methode von

Graham&Van der Eb (1973) durchgefihrt. Man geht davon aus, da Zellen die DNA als Komplexe aufnehmen
(feine Kristalle aus DNA und Kalzium-Phosphat). EinfluR auf die Effizienz der Aufnahme scheinen dabei der
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pH-Wert des Kulturmediums, die PartikelgroRe der Kristalle, die Lange der Inkubationszeit sowie der
physiologische Zustand der Zellen zu haben.

Bei dieser Methode wird die DNA zunéchst in einer 250 mM gaGsung zugegeben. Fur in 6-Loch-Schalen
durchgefiihrte Transfektionsexperimente waren dies 2ug DNA in 100ub-Céasiing, bei der Verwendung von

10 cm Kulturschalen wurden 10pg DNA in 500ul Galdsung eingesetzt. Diese Ldsung wurde in kleinen
Aliquots in das gleiche Volumen 2x HBS-Puffer Uberfuhrt, wodurch die Ausformung kleiner Kalzium-Phosphat-
Kristalle beginnt, die die DNA mit einschlielen. Das Prazipitat soll sich fir 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 Prazipitates sollte das Kulturmedium gewechselt und dessen
pH durch Inkubation im 6% C@Brutschrank auf 7,2 eingestellt werden. Ublicherweise werden die Zellen nach
Beendigung der Transfektion (2-4 h) mit PBS gewaschen, um das Prazipitat zu entfernen. Bei den hier
verwendeten Hela-Zellen ist dies nicht erforderlich.

5.8.2 Transiente Transfektion von Plasmid-DNA in Sduger-Zellen mittels Elektroporation

Bei der Elektroporation wird durch ein &uRReres elektrisches Feld ein transmembranes elektrischen Feld bei den
Zellen induziert, was (ublicherweise durch einen kurzen direkten Strompuls erfolgt. Dieses transmembrane
elektrische Feld ruft lokale Instabilititen in der Zellmembran hervor, die normalerweile ,Elektroporen“ genannt
werden. Wéahrend dieser Instabilitatsperiode ist es nun sogar Makromolekulen wie DNA mdglich, in die Zelle zu
gelangen. Sind die Paramenter optimal gewahlt, erholen sich die Zellen nach dem elektrischen Puls wieder und
kénnen weiter in Kultur gehalten werden.

Die Durchfihrung der Transfektion beginnt damit, da die Zellen zwei Stunden vor der Elektroporation mit
frischen Medium kultiviert werden. AnschlielRend werden die Zellen abgelést und so verdinnt, da sich 2 Mio
Zellen in 300pl Kulturmedium befinden. Zu 300 pl Zellsuspension werden nun 3 pg DNA dazugegeben, die
Suspension fur 2 min bei RT inkubiert und anschlielend in eine Elektroporationskiivette (4mm) uberfuhrt. Die
Kuvette wird in das Elektroporationsgerét (in unserem Fall der Genpulser der Firma Biorad) gebracht und ein
elektrischen Puls gegeben. Die Parameter fiir Hela-Zellen waren dabei 220 V bei 960 uF, fir PC12-Zellen 250 V
bei 960 pF. Nach dem Elektroschock wurden die Zellen auf Poly-L-Lysin-beschichteten Kulturschalen
ausplattiert und bis zur Analyse fur 24 h bis 36 h im Brutschrank bei Standardbedingungen inkubiert.

5.8.3  Etablierung stabil transfizierter Zellinien mittels Chemoselektion

Fir viele biologische Fragestellungen ist es nétig, Uber Zellinien zu verfigen, die Kopien eines fremden Gens
mit geeigneten Regulationselementen in ihrem Genom integriert tragen. Die Integration linearisierter Plasmid-
DNA erfolgt ohne offensichtliche Praferenz bestimmter Integrationsorte im Genom, d. h. sie ist statistisch
verteilt. Die Anzahl der Kopien pro Genom ist variabel. Essentiell fur die Methode ist, daR man Uber einen ge-
eignete Selektion verflgt, Uber 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 muf3 ein hoher Unterschuf? des Plasmides mit dem Selektionsgen eingesetzt werden, da
jede Zelle, die den selektionsspezifischen Phanotyp 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 pg linearisierter Plasmid-DNA
transfiziert. (Das Verhéltnis von Selektionsplasmid zu fremden Gen betrug hierbei 1 : 30). Die Inkubation mit
dem Prazipitat erfolgt Gber Nacht, jedoch wenigstens fir 12 Stunden. Nach griindlichem Waschen der Zellen mit
PBS werden diese abgelost und auf zwei 10 cm Kulturschalen verteilt. Nun 148t man die Zellen fur 2h
anwachsen und gibt dann das entsprechende Antibiotikum ins Medium, das Uber 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 anschlieRend separat zu expandieren, werden die
Zellen zunachst mit PBS grundlich gewaschen, dann mit PBS (EDTA)-Losung fir etwa 2-3 min inkubiert. Die
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Zellen sollen sich gerade abrunden, nicht jedoch von ihrer Unterlage ablésen! Mit einer 20 ul Eppendorf-Pipette,
die auf 10 pl eingestellt wurde, zieht man ca. 5 pl Medium an und setzt dann die Pipettenspitze auf die Kolonie.
Durch sehr vorsichtiges Auf- und Abpipettieren werden die Zellen abgelést 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 pg/ml, die an G418 betrug 500 pg/ml.

5.8.4  Etablierung stabil transfizierter Zellinien mittels FACS

Eine weitere Mdoglichkeit, 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 wurdeGFP als ein solches Selektionsgen verwendet und die positiv transfizierten
Zellen mit einem FACS (,fluorescence activated cell sorter*)—Gerét isoliert. In einem FACS-Gerat werden die
Zellen zunachst vereinzelt in einen Durchflussstrom gebracht, der durch die Verwendung eines Piezo-Elementes
in einzelne Tropfen fragmentiert wird. Durch das monochromatische Licht eines Lasers der Wellenlange 488 nm
wird nun jeder Tropfen einzeln angeregt, wobei darin befindliche eGFP produzierende Zellen ein
Emissionssignal der Wellenlange 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 Auffanggefal abgelenkt.

Die experimentelle Vorgehensweise begann zunachst mit der Transfektion der Expressionsplasmide, die in
unserem FalleGFP unter der Kontrolle von R bi hatten, in die entsprechenden Zellinien mittels
Elektroporation, was durchschnittlich zu ca. 50 % der eGFP positiver Zellen fuhrte. Die transfizierten Zellen
wurden dann Uber einen Zeitraum von mindestens 4 Tagen kultiviert. Nach diesem Zeitraum war davon
auszugehen, dafld 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 abgeldst, sedimentiert und in Sortiermedium resuspendiert, so daf3 ca. 2 Mio. Zellen pro ml
vorliegen. Diese Zellsuspension wird anschlielend durch einen Filter in ein GefaR Uberfuhrt, das an das FACS-
Gerat angeschlossen werden kann. Die Zellen wurden durch Angelika Kehlenbach am FACS-Gerat des ZMBH
aussortiert. Die isolierten Zellen wurden vom Geréat direkt in eine mit Antibiotikum-haltigen Medium befllte
Kulturschale transferiert, die nach AbschluR des Sortiervorgangs wieder in den Brutschrank tberfuhrt wurde.

Die Anzahl der isolierten Zellen nach der ersten Selektionsrunde lag durchschnittlich zwischen 1 bis 2 %. Um
eine Population mit Uber 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 Mdglichkeit gegeben, Expressionseinheiten mit hoher Effizienz ins Genom von sich
teilenden S&ugerzellen zu integrieren. Dies ist mdglich durch den enzymatisch katalysierten Einbau des
retroviralen Genoms in die Chromosomen der eukaryontischen Zellen. Voraussetzung dafiir sind retrovirale
Vektoren, in denen die gewinschte 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 Leuk&mieviruses MuMLV basieren. Diese Vektoren wurden durch
die Kalzium-Phosphat-Methode in die ,Verpackungszellinie® 293 GPG transfiziert (Ory et al., 1996). In dieser
Zellinie wird dasgag/pol Polyprotein konstitutiv produziert, wahrend das Gens des Oberflachenprotein VSV G
unter der transkriptionellen Kontrolle von tTA steht, da dessen permanente Synthese fiir die Zellen toxisch wéare.

Die 293 GPG Zellen werden vor der Transfektion zweimal mit PBS gewaschen und anschlieRend fur 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 fiir weitere 24 h in Kultur gehalten und nach diesem Zeitpunkt der Uberstand abgenommen,
der die produzierten Retroviren enthalt.

Fir die Infektion wurden die zu transduzierenden Zellinien in 6-Loch-Platten kultiviert. Das Medium wurde
dann fir 4 Stunden durch 500 bis 1000 ul Polybrene-haltigen (8pg/ml) retroviralen Uberstand ersetzt und die
Zellen nach diesem Zeitraum wieder in normalem Kulturmedium inkubiert. Die ldentifikation und Isolierung
positiv-transduzierter Zellen erfolgte durch eGFP als Selektionsmarker und unter der Verwendung des FACS-
Gerates (siehe Kapitel 5.8.4)

5.9 Analyse der Genexpression in Sdugerzellen

5.9.1 Herstellung von Zelllysaten

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Plasmid-kodierte Reportersysteme verwendet, um quantitative Aussagen Uber

transkriptionelle Regulationseinheiten, die diese Reportersysteme kontrollieren, treffen zu kénnen (eine Uber-

sicht Uber 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 erlautert:

* Waschen der Zellen in PBS.

* Adharent gewachsene HelLa-Zellen werden durch Zugabe von Lysepuffer lysiert. Bei einer 3,5 cm Schale
geniigen 100 pl, bei einer 6 cm Schale sind 200-250 pl ausreichend.

* Inkubation fiir 5 min bei Raumtemperatur.

* Die Zellen werden mit einem Schaber von ihrem Untergrund abgeldst und in ein 1,5 ml Eppendorf-Gefal
uberfahrt.

= Zentrifugation des Zelllysates in der Tischzentrifuge bei 13000 Upm fur 30 s, um unldsliche Bestandteile zu
entfernen.

« Uberfuhren des Uberstandes in ein neues GefaR.

Alternativ kbénnen die Zellen auch mit den Ublichen Methoden abgeldst, sedimentiert und in Lysepuffer lysiert
werden. Auch hier miissen noch die unléslichen Bestandteile durch Zentrifugation abgetrennt werden.

5.9.2 Isolation von RNA aus Saugerzellen

Fir 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. Fur die Isolierung von 10 ug Gesamt-RNA ist eine Transfektion im MaRstab einer 10 cm Schale

notwendig. Das Protokoll sieht folgende Arbeitsschritte vor:

» Zweimaliges Waschen der Zellen mit PBS.

* Abldsen der Zellen durch die dem Zelltyp entsprechende Methode (siehe Kapitel 5.7.2).

» Zellen in ein 15 ml Reaktionsgefafly Uberfihren und in der Zellkulturzentrifuge bei 1200 Upm fir 5 min
sedimentieren.

» Uberstand absaugen, die Zellen mit 1ml TRIzol® Reagenz aufschlieBen und in ein Eppendorf-
Reaktionsgefal? Gberfihren.

* Loésung fir 5 min bei RT inkubieren.

» Zugabe von 200 pl Chloroform und anschlieRend Schitteln des geschlossenen Reaktionsgefaies fur 30 s.

= Zentrifugation in der Tischzentrifuge bei 12000 x g fur 15 min.

= Abnehmen der wassrigen Phase (oben), die in ein neues Reaktionsgefall Uberfuhrt wird. Dabei ist darauf zu
achten, daf keine Bestandteile der Interphase (Proteine) in der Fraktion vorhanden sind.

» Fallen der RNA durch Zugabe von 500 pl Isopropanol und 10 minutige 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.

69



Methoden

« Das Sediment der RNA wird [uftgetrocknet und im passenden Volumen RNAse freiem Wasser
aufgenommen.

5.9.3 Konzentrationsbestimmung von Proteinlésungen nach Bradford

Basische Aminoséure-Seitenketten von Proteinen bilden mit Coomassie Brilliant Blue G-250 Komplexe, die in
Losung blau erscheinen. Die Intensitat der Farbung ist direkt proportional zu der Menge an Protein im Re-
aktionsansatz. Das Absorptionsmaximum der Komplexe liegt bei 595 nm. Die Proteinkonzentration einer
Lésung kann durch die Messung der §9bund durch den Vergleich mit einer Eichkurve bestimmt werden.
Dazu werden zur entsprechenden Mengen der Proteinldsung ad 80D upipkttiert. (Von Zelllysaten sollte
maximal 5 ul eingesetzt werden, da das im Lysepuffer enthaltene Detergenz bei hdéheren Konzentrationen mit
der Komplex-Bildung interferiert und somit das Ergebnis verfalscht!) AnschlieBend wird 200 pl Bradford-
Reagenz (Biorad) hinzugegeben, dann die Reaktionslésung fur 20-30 min bei Raumtemperatur inkubiert und bei
ODsgs5 im Spektralphotometer ermittelt. Die Eichkurve wurde durch die Vermessung von Verdinnungen 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. Laft 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 transkribieten mRNA mit einem
mittels Biotin markierten DNA-Fragment. Nachdem die RNA (ber denaturierenden Agarose Gelelektrophorese
(siehe Kapitel 5.3.1.3) ihrer GréRBe entsprechend aufgetrennt wurde, wird sie beim ,Blotten” mittels Osmose auf
eine Nylon-Membran (Hybond-NX, Amersham) Ubertragen, dort Uber nichtkovalente Wechselwirkungen
immobilisiert und schlieBlich durch UV-Kopplung kovalent mit der Membran verbunden. Nachdem sie auf diese
Membran gebunden wurde, kann das markierte DNA-Fragment an die komplementdre RNA hybridisieren. Die
Biotin-Markierung der DNA wird durch Streptavidin gebunden, das kovalent mit dem Enzym Alkalische
Phosphatase gekoppelt ist. Das Enzym Kkatalysiert die Spaltung des Dioxetan-Substrats CDP-Star bei der
Lichtquanten frei werden, die wiederum Uber einen Chemilumineszent-Film detektiert werden.

5.9.4.1 Herstellung von biotin-markierten Hybridisierungssonden

Die PCR bei der Biotin-Markierung erfolgt nach den urleangegebenen Standardbedingungen mit Ausname
der Nukleotidzusammensetzung: Von den Nukleotiden dATP, dCTP und dGTP werden Konzentrationen von
250 UM je Nukleotid eingesetzt, fur dTTP jedoch 125 pM und zuséatzlich 125 pM Biotingekoppeltes dUTP
(Biotin-dUTP).

5.9.4.2 ,Northern-Blot*

Nach der Elektrophorese werden die Ré&nder 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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/ Glasplatte mit Gewicht
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 ————— Ga

\ 4 Lagen feuchtes 3MM

Chromatographiepapier
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XXX
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| ——————— Schwamm

. Kontainer mit Transferpuffer

5

Zu beachten sind dabei, dal’ 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 getrénkt. 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, dalR das Gel
zusammengedriickt wird, sollte das Gewicht auf dem Blot ungefahr 0,5 lggtmragen.

Nach 1 Stunde ist der Transfer beendet. Die Membran wird anschlieBend 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-geféarbten
HelLa-Zell-RNA unter der UV-Lampe Uberpruft werden. Um Reste von Formaldehyd zu entfernen, trocknet die
Membran UN bei RT. W&hrend sie am nachsten Tag 2 x 10 min mit 2x SSC + 0,5% SDS bei RT gewaschen
wird, wird die Prahybridisierungslésung aufgekocht und danach auf 37-42°C abgekihlt. Dabei ist die
Temperatur vor allem abhéngig vom GC-Gehalt der DNA-Sonde und dem Homologiegrad zu ihrer RNA. Die
Membran wird mind. 1 Stunde in 20 ml dieser Losung bei dieser Temperatur im Schittelwasserbad oder einem
speziellen Hybridisierungsofen inkubiert. Parallel dazu werden 10-15 pl des Biotin-markierten DNA-Fragments
in 500 pl Prahybridisierungslosung fur 10 min auf 95°C erhitzt und anschlieend direkt in den Kontainer mit
Membran und Prahybridisierungslésung geben und Uber Nacht bei 37-42°C im Schuittelwasserbad an die RNA
hybridisiert.

Die Prahybridisierungslésung wie auch die Hybridisierungslésung kann mehrfach verwendet werden. Beide
mussen 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 anschlieBend mit vorgewarmtem (55-65°C) hoch stringentem Waschpuffer 30 min — 1 Stunde
im Schittelwasserbad bei 55-65°C gewaschen. Die Temperatur und die Zeit richten sich hier bei nach der
erwilinschten Stringenz des Waschschritts. Wahrenddessen wird die Blockierlésung frisch angesetzt und in der
Mikrowelle auf 70°C erhitzt (45 s, 500 W). Um das Casein (,I-Block”, Tropix) zu l6sen, wird die Suspension 10
min bei 55°C gerihrt. Vor dem Gebrauch wird die leicht tribe Loésung auf RT abgekihlt, die Membran
anschlieBend 2 x 5 min mit Blockierldsung gewaschen und dann weiter 20-30 min unter langsamem Schwenken
blockiert. Im néachsten Schritt wird das Konjugat aus Streptavidin und Alkalischer Phosphatase (als kommerziell
erhéltliche Losung im ,Southern light“-kit (Tropix) in der Verdunnung 1:5000) zum Blockierldsung zugegeben
und bindet wahrend der 20 minitigen Inkubation bei RT an das Biotin der markierten DNA-Sonde.
AnschlieBend wird die Membran noch 2 x mit Blockierlésung und 3 x mit 1x PBS + 0,5% SDS gewaschen bevor
sie durch 2 maliges Schwenken in Detektionspuffer fiir die Entwicklung &quilibriert wird. Uberschissiger
Detektionspuffer wird Gber ein feuchtes 3MM Chromatographiepapier abgezogen und die Membran mit der
Oberseite nach unten auf vorgelegte Substratldsung (CPD-Star, Roche Diagnostics) gegeben. Nach 5-10 min
wird auch die Substratldsung Uber feuchtes Chromatographiepapier entfernt und die Lichtemission Uber einen
Lumineszenz-Film (,Bio-Max“, Kodak) detektiert.
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5.9.4.3 Entfernen der Hybridisierungssonde (,Strippen®)

Mochte man eine RNA-Praparation in Hinsicht auf unterschiedlichen RNA-Molekile untersuchen, so muR
sowohl das Konjugat (Streptavaidin/Alkalische Phosphatatse) als auch die urspringliche DNA-Sonde entfernt
werden. Die Membran wird zu erst auf dem Schiittler fir 10 min in ,Strip“-Puffer inkubiert und dabei die
Bindung zwischen Biotin und Streptavidin geldst. 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 Prahybridisierungslésung gegeben und fur 1
Stunde bei 37-42°C unter Schutteln inkubiert wird. Es folgt die Inkubation mit der neuen Hybridisierungslosung
und die anschlieRende 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 Falll
vollstandig ist, und dies bei der Interpretation der Ergebnisse beriicksichtigt werden muf3.

5.9.5 Western-Blot

Die Methode des Western-Blot ermdglicht den immunologische Nachweis von Proteinen in biologischen

Proben. Im Rahmen dieser Arbeit wurde diese Methode angewandt, um die korrekte Synthese der NRI1-
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 Antikdrpers gegen die Luziferase nachgewiesen.

5.9.5.1 Auftrennung der Proteine durch diskontinuierliche denaturierende PAA-Gelelektrophorese
(SDS-PAGE)

Proteine besitzen aufgrund ihrer unterschiedlichen Aminosdurezusammensetzung kein konstantes Ladungs-
Masse-Verhdltnis. Durch Erhitzen wird die Polypeptidkette entfaltet, und durch Anlagerung des stark ionischen
Detergenz Natriumdodecylsulfat (SDS) wird die Eigenladung des Proteins Uberdeckt. Dies fiihrt zu einem
anndhernd linearen Laufverhalten bezilglich des Molekulargewichts. Die Gelelektrophorese wird, um scharfe
Proteinbanden zu erreichen, in einem zweistufigen PAA-Gel durchgefuhrt, das sich durch einen pH-Sprung an
der Grenze des relativ groRporigen Sammelgels (3%, pH 6,8) zu dem darunterliegenden, engporigen Trenngel
(10%, pH 8,8) auszeichnet. Der Fokussierungseffekt wird durch das pH-unabh&ngige Laufverhalten des "Leit-
lons" Clgegeniber dem pH-abhangigen Laufverhalten des "Folge-lons" 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 erméglicht es, den Verlauf der
Elektrophorese zu verfolgen. Im Rahmen dieser Arbeit wurden jeweils 10 pl der Probe auf das PAA-Gel geladen
(Abweichungen sind im Text angegeben). Da die Anwesenheit von reduzierenden Reagenzien, z. B. [-
Mercaptoethanol oder DTT, die Konformation von Proteinen mit internen Disulfidbriicken stark beeinflusst,
wurden im Rahmen dieser Arbeit SDS-PAGE sowohl unter reduzierenden (mit DTT) durchgefuhrt. Dies kann
sich auf das Laufverhalten im PAA-Gel und auf die spezifische Erkennung durch Antikdrper 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 Uber 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 anschlieRend 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 anschlieBen. Der
Elektrotransfer erfolgt bei 150 mA bei maximal 20 V fir 1 — 1,5 h. Die auf der PVYDF-Membran immobilisierten
Proteine kdnnen durch immunologische Methoden sichtbar gemacht werden. Zuerst bindet ein Primérantikdrper
an das nachzuweisende Protein. In einem zweiten Schritt erfolgt die Reaktion mit einem Sekund&rantikdrper.
Dieser bindet spezifisch an den Fc-Teil des Primarantikdrpers. 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 Wellenlange

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-

lodophenol verstarkt und kann mit einem Roéntgenfilm nachgewiesen werden. Fur 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 Abséattigungspuffer
(fur 1 h bei RT oder UN bei 4°C) blockiert. Nach kurzem Waschen in 1x TBST wird die Membran mit
Primé&rantikdrper (verdunnt im Absattigungspuffer) Uberschichtet und bei RT fur 1 h auf dem Schittler oder
stehend UN bei 4°C inkubiert. Nach dem Waschen der PVDF-Membran (dreimal fur je 5 min in 1x TBST) folgt
die Inkubation mit dem Sekundarantikdrper-Konjugat (schwenkend fur 30-90 min bei RT). Die Membran wird
3-4-mal fir 5 min in 1x TBST gewaschen. Wéahrend des letzten Waschens wird die Reaktionslésung fur die
Chemilumineszenz anhand der Herstellersangaben vorbereitet.

Die Chemilumineszenzreaktion wird unmittelbar vor dem Auflegen des ECL-Hyperfilmes durchgefiihrt; dabei
wird der NC-Filter fur 1 min in der Reaktionslésung inkubiert. AnschlieRend wird die Membran mit
Klarsichtfolie bedeckt und ein ECL-Hyperfilm aufgelegt. Die Expositionszeiten sind von der Starke des Signals
abhangig. Die Filme werden sofort in der Filmentwicklungsmaschine entwickelt.

Wurde ein Sekundarantikorper-AP-Konjugat fir 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 fur Saugerzellen

5.9.6.1 Das Luziferase-Reportersystem

Das Luziferasegen des Leuchtkafers Photinus pyralis kodiert das Enzym Luziferase €tellyet987). Dieses

Enzym Kkatalysiert in Anwesenheit von Magnesium-lonen und unter ATP-Hydrolyse die oxidative Decarboxy-
lierung von D(-)-Luziferin zu Oxoluziferin. Als Folge dieser Reaktion werden Photonen der Wellenldange 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 UberschuR befindet. Diese
lineare Korelation existiert Uber einen MeRbereich von Uber finf GroRenordnung; 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 Luziferaseaktivitat wurde in Zell bzw. Gewebeextrakten nachgewiesen und sei im folgenden kurz

beschrieben:

* 10 pl Lysat werden in 250 pl Luziferase-Mefpuffer pipettiert.

 Die Probe wird im Bioluminometer (BioLumat 9051, Fa. Berthold) nach automatischer Injektion des
Substrates (100 pl einer wassrigen 125 mM Luziferin-Lésung) vermessen.

Das emitierte Licht wird von einem "Photomultiplier" (MefRbereich von 390-620 nm) Uber 10 s gemessen,

integriert und als relative Lichteinheiten (rlu) angeben.

5.9.6.2 Das R-Galaktasidase-Reportersystem

Das lacZ Gen vonE. coli lat sich bei Verwendung von entsprechenden Transkriptionssignalen in eukaryo-

tischen Zellen exprimieren. Es katalysiert die [-glykosidische Spaltung von Laktose (und einigen analogen

Substrate) in Monosaccharide. Zur quantitativen Analyse der Enzymaktivitdit kam ONPG zum Einsatz, dessen

Spaltung l6sliches o-Nitrophenol freigesetzt, das sich bei 420 nm spektralphotometrisch quantifizieren 1aRt.

Die Quantifizierung der b-Galaktosidase-Aktivitat in Extrakten transfizierter Zellen verlauft nach folgendem

Protokoll:

* In einem 1,5 ml Eppendorf-Gefal3 werden 10 pl Zellysat ad 100,QI aifgefillt und mit 700 pl Z-Puffer
versetzt.

* Zugabe von 200 pl ONPG-L8sung, mischen, und Inkubation bei 37°C bis eine Gelbfarbung eintritt (wenige
min bis mehrere h).

» Stoppen der Reaktion durch Zugabe von 500 pl einer L)@QaLdsung.

* Bestimmung der O (und ODB;50) im Spektralphotometer.

Die Enzymaktivitat wird in Miller-units angegeben und errechnet sich wie folgt:

Einheiten =

t-vV-C
Eso0 Extinktion des Enzymansatzes bei 420nm
Esso Extinktion desEnzymansatzes bei 550nm
t Reaktionszeit (Min)
\% eingesetztes Probenvolumen (ul)
C Proteinkonzentration der Probe (ug/ul)

5.9.6.3 Nachweis der Expression von eGFP mittels eines DurchfluBzytometers

Eine Mdglichkeit, das emitierte Fluoreszenzsignal von eGFP zu quantifizieren, ist dessen Ermittlung in einem
DurchfluRzytometer. Die von der Kulturschale abgelésten und in PBS(EDTA) aufgenommenen Zellen werden
dabei in ein spezielles Reaktionsgefall Gberfuhrt und dieses an den DurchflulRzytometer angeschlossen. Im Geréat
werden die Zellen vereinzelt in einen DurchfluBstrom eingebracht und in einer Glaskapillare durch einen Laser
der Wellenlange 488 nm angeregt. Das Emissionssignal der einzelnen Zellen wird in drei Wellenlangenbereiche
(grun, gelb, rot) aufgeteilt und in separaten Photodetektoren vermessen.

Die quantitative Abschéatzung von eGFP erfolgte in einem zweidimensionalen Diagramm, in dem das Signal des
grinen Kanal gegen das Signal des gelben bzw. roten Kanals aufgetragen wird. Dabei wird zun&chst eine
Aufnahme von eGFP negativen Zellen durchgefihrt und der DurchfluBzytometer so justiert, dafd sich die
Population der Zellen in beiden Kanalen unterhalb der relativen Signalstatkeefi@det. In den folgenden
Messungen von transienten Expressionsexperimenten verteilen sich die eGFP positive Zellen entlang der
logarithmischen x-Achse (grines Signal), da die Zellen ein viel starkeres Signal im grinen im Vergleich zum
gelben oder roten Kanal liefern. Tote Zellen liefern ebenfalls ein intensives Fluoreszenzsignal, emitieren jedoch
in allen Wellenléangenbereichen gleich und befinden sich daher auf der Diagonale des Diagramms.
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5.10 Haltung und Herstellung von transgenen Mausen

5.10.1 Haltung von M&usen als Versuchstiere

Versuchstiere missen laut Tierschutzgesetz in dafiir vorgesehenen Raumen gehalten werden. Im Rahmen dieser
Arbeit geschah dies in der Versuchstierhaltung (VTH) des ZMBH. Die dort herrschenden Bedingungen
entsprechen den géngigen Anforderungen an die moderne Tierpflege. Die fir M&ause geeigneten Raume 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) ermdglichen den M&usen einen konstanten Biorythmus. Je nach ihrer Gré3e und
den experimentellen Erfordernissen wurden die M&use in Makrolon-Kéfigen vom Typ Il oder Typ Il auf
Weichholzgranulat gehalten. Das Futter (Altromin: Zucht- oder Standardfutter) und autoklaviertes Trinkwasser
standen &d libidun' zur Verfigung. Obwohl die VTH des ZMBH keine dafir ausgelegte Anlage ist, ist jedoch,
durch strenge Hygiene und monatliche, raumspezifische Kontrollen, die M&usehaltung als quasi spezifisch
pathogenfrei (SPF) anzusehen. Wenn fir die Transgenproduktion, Zuchten, pharmakologische Studien oder
sonstige Kontrollen nicht-transgene Mause bendtigt wurden, kamen die Mause entweder von der Firma Charles
River, Deutschland in Hannover oder aus der Eigenzucht der VTH.

5.10.2 DNA-Transfer in die Keimbahn von Mausen

Die Keimbahnmanipulationen zur Herstellung transgener Méause wurden, soweit nicht anders vermerkt, alle von
F. Zimmermann in der TGE der ZMBH durchgfiihrt. Zu den Details dieser komplexen Technik (siehe Hogan et
al., 1996). Hier soll nur ein knapper Uberblick iiber das Prinzip gegeben werden.

Befruchtete Eizellen werden in ausreichender Zahl durch die Verpaarung superovulierter Spenderweibchen mit
Méannchen gewonnen. Am nachsten Tag werden die Weibchen getétet und die befruchteten Eizellen aus ihren
Eileitern gespilt. Die Injektion von DNA erfolgt in den méannlichen Vorkern der befruchteten Eizellen. Die
Uberlebenden Zygoten werden in die Eileiter von scheinschwangeren Empféangerweibchen 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 Mausen

5.10.3.1 Aufreinigung chromosomaler DNA aus Schwanzgewebe der Maus

Von 3 bis 4 Wochen alten M&usen wird ein ca. 1cm langes entbehrliches Schwanzstick mit dem Skalpell
abgeschnitten. Dieses Stick wird durch die Einwirkung von SDS und Proteinase K aufgelést und die
chromosomale DNA anschlieBend Uber eine Saulenmatrix aufgereinigt. Daftr verwendet wurde das DNeasy-96-
System der Firma Qiagen, wo sich die S&ulen fir die DNA-Aufreinigung im Format einer 96-Loch-Platte
befindet. Dies ermdglicht den Einsatz von Multikanalpipetten, was die Handhabung erleichtert und Zeit spart.
Das Protokoll der Firma Qiagen sieht folgende Arbeitsschritte vor:

 Uberfiihrung der Schwanzbiopsie in ein 1,5 ml ReaktionsgefaR

* Zugabe von 180 pl Puffer ATL und 20 pl Proteinase K Lsung (20mg/ml)

* Inkubation Uber Nacht bei 55°C, anschlieRend kurze Zentrifugation der Proben in einer Tischzentrifuge (2
min 12000 Upm)

* Zugabe von 410 pl Puffer AL/E, intensives Mischen und erneute kurze Zentrifugation in der Tischzentrifuge
(5 min 12000 Upm)

» Uberfihrung des Uberstandes auf die DNA-Saulchen (96-Loch-Platte) mit anschlieRender Zentrifugation in
einer speziellen Tischzentrifuge (Sigma Laborzentrifuge: 5 min 6000 Upm)

* Waschen der gebundenen DNA mit 500 pl Puffer AW1

* Waschen der gebundenen DNA mit 500 pl Puffer AW2
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* Trocknen der Saulen bei 70°C fur 15 min
» Elution der DNA mit 200 pl vorgewéarmten 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 durchgefuhrt. Die optimierten
Reaktionsbedingungen hierfur waren:

* 5 ulisolierte genomische DNA

* 500 nM des jeweiligen DNA-Oligonukleotids
* 200 uM dNTP

* Mg? in einer Endkonzentration von 2,5 mM
* 1 U Tag-DNA-Polymerase

Das hierfiir optimierte Temperaturprogramm ist:

Zyklen Zeit /| Temperatur
1 4 min 30s 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 Mausen 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 verdinnen. Zum einen wird so das Wachstum von bakteriellen
Kontaminationen eingeschrénkt und zum anderen die Bildung eines flockigen Niederschlags verhindert. Wichtig
ist auch der Zusatz von 5% Sucrose, um den wahrscheinlich auch fur die Tiere unangenehmen Geschmack zu
Uberdecken. Die Loésung wird den Tieren in braunen Trinkflaschen verabreicht (Tetrazykline sind
lichtempfindlich) Die Flaschen sollten auch samt der Lésung alle 3 Tage erneuert werden.

Die Herstellung des Dox-haltigen Futter wurde auf zwei verschiedene Arten durchgefiihrt. Bei der eigenen
Methode (Dox (F)) wurde 500 g trockenes Aufzuchtfutter in 500 ml 20% Sucroseldung, die Dox (Sigma,
Deisenhofen) in einer Konzentration von 20mg/ml enthélt, eingeweicht und nach einer Stude die eingeweichten
Futtersticke zu einem Brei verarbeitet. Passende Portionen dieses Breis wurde den Mausen in Petrischalen in
den Kéfig gegeben und das gesamte Futter alle drei Tage erneuert. Die Methode Dox (F2) war von Frau Mansuy
etabliert worden. Darin wird trockenes Aufzuchtfutter Uber Nacht in der gleichen Menge sterilem Wasser
eingeweicht und Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Am né&chten 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 Ballchen verflttert. 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 Stammldsungen fir die intraperitonalen Injektionen wurden in solchen Konzentrationen hergestellt, daR fir
die Verabreichung der gewunschten Dosis dem Tier 200 pl injiziert werden missen. Die Tetrazykline wurden

76



Methoden

daftir unter sterilen Bedingungen in einer 0,9% NaCl-Losung gel6st. Die so hergestellte Substanzlésung wurde
durch einen 0,22 pum Sterilfilter in ein mit Aluminiumfolie verkleidetes 15 ml Reaktionsgefa tberfuhrt und for
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 getotet, das Gehirn durch eine Operation
entnommen und in die entsprechenden Hirnregionen separiert. Die Gewebeproben wurden in 300 pl Lysepuffer
(der gleiche wie in 5.9.1.) gegeben und die Probe durch eine 15 sekingige Behandlung mit dem UltraTurrax
homogenisiert. AnschlieBend werden die unléslichen Bestandteile durch eine 30 minitige Zentrifugation

(Tischzentrifuge 12000 Upm) bei 4°C sedimentiert. Die Losung kann nun fur die enzymatischen Test verwendet
werden.

5.11.2 Herstellung von Gewebeschnitten

Den durch Genickbruch getéteten Méausen wurde das Getirniotd entfernt und zur Fixierung 8 bis 12 h in
PFA-L6sung inkubiert. Danach wird das Gehirn 3 bis 4 mal mit PBS gewaschen und anschlieBend sagittal in
zwei Hélften geteilt (soweit dies nicht schon vor der Fixierung durchgefuhrt worden war). Die Hirnhélfte wird
nun mit den flachen Teil nach unten in einen Schraubdeckel eines 50 ml Zentrifugenréhrchens gelegt und mit
handwarmer 2% Agaroseldsung (in PBS) eingebettet. Nach dem Erstarren der Agarose wird ein Block mit der
Hirnhalfte 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-R-Galaktosidase-Nachweis auf Gewebeschnitten

Tragt eine transgene Maus eilaeZ-Expressionseinheit, so kann die Enzymaktivitat in fixierten Geweben und

in Gefrierschnitten von Organen oder Embryonen durch Blaufarbung der exprimierenden Zellen analysiert
werden. Dadurch kénnen beispielsweise die Gewebespezifitdét und die Expressioncharakteristika von Promotoren
untersucht werden. Als Substrat fir die 3-Galaktosidase wird X-Gal eingesetzt, bei dessen Spaltung durch das
Enzym 5,5 -Dibromo-4,4"-dichloro-Indigo, ein blauer, nicht wasserldslicher Farbstoff entsteht.

Die angefertigten Vibratomschnitte werden so lange in X-Gal-Férbeldsung bei RT inkubiert, bis eine
Blaufarbung eintritt. Danach werden Schnitte dreimal mit PBS und einmal mit einer 10 mM Tris/HCI (pH=7,6)
Lésung gewaschen und anschlieend fir 3 bis 6 min in einer Kernechtrot-Lésung gegengefarbt. Nun werden die
angefarbten Hirnschnitte noch zweimal mit der 10 mM Tris/HCI (pH=7,6) Ldsung gewaschen, auf einen
Objekttrager aufgezogen, mit Xylol dehydriert und abschlieRend in Eukitt eingebettet.

5.11.4 Immunperoxidase-Farbung auf Gewebeschnitten

Dieses Verfahren ermdglicht das spezifische Anfarben von Proteinen auf fixierten Gewebeschnitten. Im Rahmen
dieser Arbeit wurden mit dieser Methode die Expressionsmustedae@nund cre auf sagittalen Hirnschnitten
nachgewiesen. Dabei wird zunachst durch eine Behandlung der Gewebeschnitte mit Wasserstoffperoxid die
endogene zellulare Peroxidaseaktivitat elimiert. AnschlieBend werden die Gewebeschnitte mit dem fur das
Protein spezifischen Antikdrper inkubiert und der gebundenen Primérantikérper in einem zweiten Schritt mit
einem passenden Peroxidase (HRP)-gekoppelten Sekundérantikdrper komplexiert. Die gebundene Peroxidase
vermittelt im letzten Schritt eine Farbreaktion, bei der das Substrat Diaminobenzidin (DAB) in einen braunen
unléslichen Farbstoff umgewandelt wird.

Das Protokoll von Daniel Spergel (MPI fir medizinische Forschung, Heidelberg) sieht folgende Arbeitsschritte
vor: Zunéchst werden die angefertigten Vibratomschnitte fur 10 min mit Wasserstoffperoxid-Losung behandelt
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und anschlielend zweimal mit PBS gewaschen. AnschlieRend werden die Schnitte fir 30 min in Puffer 1 bei RT
inkubiert, um unspezifische Bindungsstellen fir den Antikérper abzuséttigen und dann Uber Nacht mit
Primé&rantikdrper-haltigen Puffer 1 (Verdinnungen: Cre-Antikdrper: 1:3000; R-Gal-Antikorper: 1:8000) versetzt.

Am néchsten Tag werden die Schnitte zunachst zweimal mit Puffer 2 gewaschen und danach mit
Sekundarantikdrper-haltigem Puffer 2 (Verdinnung 1:600) fur 2 h bei RT inkubiert. Nach einem weiteren

Waschschritt mit Puffer 2 und zwei Waschschritten mit PBS werden die Hirnschnitte in der DAB-Farbelésung

inkubiert, bis eine deutliche Braunféarbung eintritt. Die Férbereaktion wird dann durch die Zugabe von PBS

gestoppt und die Gewebeschnitte nach einmaligem Waschen in 10 mM Tris/HCI pH 7,6 auf Objekttrager
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 rtTA25-M2

Der Vektor zur Erzeugung der hirnspezifischen Mauslinien mit r&?2, pMMrT 62-50,

wurde von Dr. Maz Hasan hergestellt (Konstruktion siehe Anhang). In diesem Plasmid steht
das Gen fir tTA2M2 unter der Kontrolle des hirnspezifischen, 8,5kb grof€amKill
Promotors (Mayford et al.,1996). Diese Expressionseinheit (Abbildung 8) wurde durch
einen Sfi | Verdau aus dem Vektor freigesetzt und fiir die Mikroinjektion aufgereinigt.

| «CamKIl-Promotor (8.5 kb Fragment) )—E{. rTetR-M2 [F|FF sv4o-pA =

Sfi I Sfil

Abbildung 8 : Schematischer Aufbau des injizierten DNA-Fragments zur Herstellung von Mauslinien
mit nTA2 S-M2. rTetR-M2: reverser Tet-Repressor M2; F: Minimalaktivierungsdomane aus VP 16 (Baron et
al., 1997); SV40-pA: Polyadenylierungsstelle der spaten Gene von SV40.

Die Mikroinjektion des DNA-Fragments in befruchtete Mausoozyten und die Aufzucht der
resultierenden Mause wurde von Frank Zimmermann und Sascha Dlugosz aus dem
Transgenlabor des ZMBH durchgefihrt. Die Genotypisierung dieser transgenen Mause
(siehe Methoden) ergab, daR von 122 geborenen Tieren, 10 die S-NRA2
Expressionseinheit ins Genom integriert hatten, jedoch nur 8 dieser Tiere diese genetische
Information auf ihre Nachkommen tbertragen konnten.

Um die Funktionalitat der integrierten rtTARI2 Expressionseinheit zu zeigen, wurden
diese 8 transgenen Mauslinien mit Mausen der Linie LC-1 verpaart. Diese Mauslinie hat im
Genom ein Konstrukt integriert, in welcherpld-1 die Expression der Gene der Luziferase
und der Cre-Rekombinase reguliert (Schoénig et al., 2002). Die doppeltransgenen Mause
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 Mausen sollte durch eine
zweiwdchige Futterung mit Dox-haltigem Futter (10mg/g) erzielt werden. Die Aktivitat der
Luziferase sollte im lebendigen Tier nachgewiesen werden. Dazu wurde den Mausen, nach
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einer Narkose mit Avertin, D-Luziferin in einer Dosis von 100ug/g Korpergewicht
intraperitonal injiziert und die Tiere unter eine photonen-zahlende CCD Kamera gelegt, die
das emitierte Licht der Luziferase durch den intakten Schadel nachweisen kann (Hasan et
al., 2000). Diese Analyse ergab, dal3 nur in einer Mauslinie ein Luziferasesignal mel3bar
war. Diese Mauslinie wird im folgenden rf&“-2 genannt.

6.1.1.1 Etablierung eines optimierten Induktionsprotokolls fur die Mauslinie
[TA Camk-2

Bei einer ersten quantitativen Abschatzung der Luziferaseaktivitat im Gehirn v6i#"¥RPA

/ LC-1 doppeltransgenen Méausen 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 hoheren Induktor-Dosen die
Expression gesteigert werden kdnnte.

6.1.1.1.1 Expressionsanalyse von rTA™-2 [/ LC-1 Mausen mit verschiedenen
Induktionsprotokollen

In diesen Experimenten sollten die rFA-2 / LC-1 Mause auf verschiedene Weise
induziert und die Genexpression sowohl der Luziferase als auch der Cre-Rekombinase
analysiert werden. Die Luziferaseaktivitdt dient dabei der Quantifizierung der induzierten
Genexpression, wahrend der Nachweis der Cre-Rekombinase zur lIdentifizierung des
Expressionmusters der Linie rfA*-2 auf Hirnschnitten herangezogen wird.

Die experimentelle Vorgehensweise gestaltete sich in der Weise, dal3 der induzierten
doppeltransgenen Maus das gesamte Gehirn explantiert und sagittal in zwei Hélften geteilt
wurde. Anschlieend wurde aus einer Hirnhélfte Hirnschnitte der sagittalen Ebene
angefertigt , auf denen das Genexpressionsmuster der Cre-Rekombinase durch
Antikorperfarbung nachgewiesen wurde. Die andere Hirnhalfte wurde in die strukturellen
Subregionen des olfaktorischen Bulbusppocampus cortex Kleinhirn und Mittelhirn
zerteilt. Aus den Gewebeproben wurden Lysate hergestellt, deren Luziferaseaktivitat
bestimmt wurde. Um die Interpretation der Daten zu vereinfachen, wurden die
Luziferaseaktivitaten der Regioneortex hippocampusund Mittelhirn spater rechnerisch

als  GroB3hirn  zusammengefasst. Die  erzielten  Luziferaseaktivitaten  aller
Applikationsmethoden sind in Abbildung 9 dargestellt und werden im folgenden mit der
Vorstellung der verschiedenene Induktionsprotokolle genannt.
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Abbildung 9: Luziferaseaktivitaten von rTA®™ -2 [/ LC-1 Mausen in verschiedenen Hirnregionen unter
Verwendung verschiedener Induktionsprotokolle. Mit Gruppen von rTA*™-2 / LC-1 M&usen wurden
verschiedene Induktionsprotokolle getestet (Dox (W) : Dox im Trinkwasser (2mg/ml) Gber einen Zeitraum von
mindestens einer Woche, n=4; Dox (F) : Dox im Futter (10 mg/g) Uber einen Zeitraum von mindestens einer
Woche, n=3; Dox (W2) : Dox im Trinkwasser (2mg/ml) vom Tag EO bis P42, n=2; C4 (W) : C4 im
Trinkwasser (2mg/ml) Uber 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 taglichen Dosis von 1,5 mg
C4 (ber einen Zeitraumk von 6 Tagen, n=1). Die Mause wurden getdtet, das Hirn entnommen und eine
Hemisphére in die strukturellen Subregionen des olfaktorischen Bulbus, des Kleinhirns (incl. Hirnstamm), des
cortex , des Mittelhirns und desippocampuszerteilt. Aus den Hirnregionen wurden Lysate hergestellt, und in
diesen die Luziferaseaktivitat bestimmt, normiert auf den Proteingehalt der Probe. Die Aktivitdten der
Regionen descortex des Mittelhirn und deshippocampuswurden rechnerisch als die Gesamtregion des
GroRhrins zusammengefasst. Die Luziferasedaten sind im Vergleich zu Werten einer Gruppe %81 TA

LC-1 Mausen (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 Mausen der
etablierten hirnspezifischen Linie &1 gekreuzt. Die doppeltransgenen Nachkommen
wurden dann nach dem obigen Schema analysiert. Die Linf@¥A exprimiert tTA in
ausreichenden Mengen und zeigt ihre maximale Expression in Abwesenheit von Dox.
(Kistner, 1996; Mayford et al., 1996). Die erzielten Luziferaseaktivititen der einzelnen
Hirnregionen dieser Mause dienen somit als Referenzwerte fir die Induktionsexperimente
der rTA®*™ -2 Linie.

Bei den Induktionsprotokollen wurde zunachst auf die bereits von Andreas Kistner
etablierten Futterungsmethoden zuriickgegriffen. Dabei wurde den adulten Tieren Dox
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einerseits im Trinkwasser (2mg/ml) und andererseits im Futter (10 mg/ml) Uber einen
Zeitraum von ein bis zwei Wochen verabreicht. Dabei erhielten wir ein unerwartetes
Ergebnis. Die Luziferaseaktivitat dieser Mause erreichte im olfaktorischen Bulbus einen
Wert von 20000 — 50000 rlu / pg und war damit nur etwa eine Gréf3enordnung unter dem
Expressionsniveau der TA*-1 Transgenen. Allerdings kamen die Werte im GroBhirn
nicht tber 7 rlu/ug hinaus, was praktisch keine Aktivierung bedeutet und einem Unterschied
von 3 GrélRenordnngen zu den Referenzwerten entspricht.

Als néchstes wurde den Mauseeltern bereits von der Verpaarung an 2mg/ml Dox im
Trinkwasser verabreicht, um somit eine Versorgung der Embryonen mit Induktor bereits
von ersten embryonalen Tag (EO) an uber die Mutter zu erreichen. Dies geschieht pranatal
Uber die Plazenta und postnatal Uber die Muttermilch, in der ausreichende Mengen an Dox
vorhanden sind (Walter et al., 1975) Dabei nutzt man aus, dal} sich die Blut-Hirn-Schranke
erst spat in der embryonalen Entwicklung ausbildet und es durch diese Futterungsmethode
zu einer Bildung eines Dox-Depots kommt (siehe Diskussion). Es ist davon auszugehen, daf3
solche Depots im Gehirn gebildet werden und es somit eine Blut-Hirn-Schranken
unabhangige Versorgung des Gehirns Uber einen gewissen Zeitraum erreicht wird.
Doppeltransgene rTA™-2 / LC-1 Mause wurden im Alter von 6 Wochen (P42) analysiert.
Wahrend die Werte fur die Fraktion des olfaktorischen Bulbus wieder nur circa eine
GroRRenordnung unter den Referenzwerten lagen , steigerte sich die Luziferaseaktivitat im
Grof3hirn und war nur noch zwei Grof3enordnungen 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 PEME2 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 tGber einen Zeitraum von ein bis zwei Wochen
verabreicht. Im Vergleich zu den Tieren, denen Dox im Trinkwasser verabreicht wurde,
zeigte sich eine Steigerung der Aktivitdt im Grof3hirn um einen Faktor 10, wahrend die
Aktivitat des olfaktorischen Bulbus in der gleichen GroéfRenordnung blieb.

Die Analyse des Expressionsmusters vore in den Hirnschnitten der vier bereits
beschriebenen Induktionsprotokolle ergab ein &aquivalentes Bild zur Luziferaseaktivitat,
dargestellt in Abbildung 10. In den Mausen, 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
hippocampusbegrenzt auf die Subregion dgsus dentatusDas 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 striatumund im olfaktorischen Bulbus (Abbildung 11), die in den mit C4 im
Trinkwasser behandelten Tieren nicht nachweisbar sind (Daten nicht gezeigt).

Abbildung 10: Expressionsmuster voncre im hippocampus der rTA®™.2 [/ LC-1 Mé&use unter
Verwendung verschiedener Induktionsprotokolle. Aus der zweiten Hemisphare der Gehirne der oben
beschriebenen induzierten doppeltransgenen Mausen (Abbildung 9) wurden sagittale Vibratomschnitte
angefertigt und die Cre-Rekombinase durch é@msitu Antikdrperfarbung nachgewiesen. Die Abbildung zeigt

den hippocampuseines reprasentativen Tieres aus den Gruppen Dox (AY)Dox (F) (B), C4 (W) (C) und
Dox (W2) (D).

Abbildung 11: Expressionsmuster voncre im corpus striatumund im olfaktorischen Bulbus in préanatal
und postnatal induzierten rTA®®™.2 |/ LC-1 Ma&usen. Auf den in Abbildung 10 beschriebenen
Hirnschnitten der Gruppe Dox (W2) konnte die Expression a@nnoch in anderen Regionen nachgewiesen

werden. Die Abbildung zeigt die Regionen dmspus striatum(A) und des olfaktorischen Bulby8) eines
reprasentativen 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 Toxizitdtsexperimenten wurden Wildtyp-M&ausen unterschiedliche
Mengen an Dox bzw. C4 durch intraperitonale (i.p.) Injektionen appliziert. Dabei zeigte sich

im Falle von Dox, dal3 die Tiere eine Dosis von 4 mg noch relativ gut vertragen, eine Dosis
von 6 mg allerdings innerhalb eines Tages zum Tod der Tiere fuhrt. Bei analogen
Experimenten mit C4 tolerierten die Tiere eine Dosis von 1 mg ohne gesundheitliche
Beeitrachtigung, jedoch kam es ab einer Dosis von 2,0 mg zu schweren

Vergiftungssymptome, was bei 50 % der Tiere zum Tod fihrte. Die gut vertraglichen Dosen
kénnen in einem Abstand von 12 Stunden ohne Beeintrachtigung der Tiere Uber Tage
gespritzt werden, allerdings werden die Tiere nach zu haufiger i.p. Injektionen

verhaltensauffallig (h&ufiges Kratzen an der Injektionsstelle).

AnschlieBend wurden doppeltransgene ¥TA2 / LC-1 Mause mit beiden Induktoren
durch i.p. Injektionen induziert. Dabei war das Hauptaugenmerk dieser Experimente, das
Maximum an induzierter Genexpression im Grof3hirn mit dem entsprechenden Induktor zu
zeigen.

Im Fall von Dox wurden den Doppeltransgenen zweimal am Tag eine Dosis von 4 mg uber
einen Zeitraum von 2-3 Tagen gespritzt (nédheres dazu siehe Kapitel 6.1.1.1.3). Die in
Abbildung 9 dargestellten Mel3werte sind der Durchschnitt aus 3 maximal induzierten
doppeltransgenen Tieren. Im Fall von C4 wurde die insgesamt hochste Luziferasaktivitét im
Grol3hirn in einem Tier erreicht, dem 6 Tage lang eine tagliche Dosis von 1,5 mg
verabreicht wurde. Dieses Tier stammt aus einem Pilotinduktionsversuch mit
korpernormierten Dosen an Induktor und hat, im Gegensatz zu dem anderen Versuchstier,
diese sehr hohe Dosis gut vertragen. Jedoch wurde dieses Experiment aufgrund der
erheblichen Toxizitat dieser Dosis C4 nicht mehr wiederholt.

Zusammenfassend lasst sich sagen, daf sich in déA"fPA / LC-1 Mausen die Aktivitat

des olfaktorischen Bulbus bei allen Induktionsprotokollen in der gleichen Gré3enordnung
bewegte. Die Genexpression im Grof3hirn konnte dagegen durch erhohte Mengen Induktor
gesteigert werden, so dafR man im Fall der i.p. Injektion von C4 nur noch 1,5
GrolRenordnungen unter dem Referenzwert liegt. Allerdings bewegt man sich bei solchen
Induktionen am Rande der gesundheitlichen Vertraglichkeit der Tetrazykline.
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6.1.1.1.2 Dosis / Wirkungsanalyse der verschiedenen Hirnsubregionen in TA™-1 /
LC-1 Mausen

Es ging nun im folgenden um die Fragestellung, ob die beobachtete Limitierung der
Aktivierung der Genexpression im Gehirn der FTA-2 / LC-1 Mause mit einer limitierten
Deaktivierung der Genexpression im Falle von tTA im Gehirn einhergeht. Dazu sollte nun,
analog zu den Induktionsversuchen mit den ¥TA2 Mausen, die Genexpression im
Gehirn von TA*™-1 /LC-1 Mausen durch unterschiedliche Applikationsarten von Dox
untersucht werden.

Dafur wird die Tatsache ausgenutzt, daf} die Dosis / Wirkungskurven der Transaktivatoren
tTA und rtTAZ-M2 mit verschiedensten Tetrazyklinen, ermittelt mit stabilen Zellinien, sehr
exakt bestimmt worden sind (Udo Baron, Doktorarbeit und unpubliziert). Unter der
Annahme, dafl3 diese Kurven direkt aus der Zellkultur auf transgene Mause lbertragbar sind,
sollte zu jeder erzielten Aktivierung mit dem reversen Transaktivtor die entsprechende
Repression der tTA vermittelten Genexpression erzielt werden.

Die fir dieses Experiment zur Verfiigung stehendef®TAL / LC-1 Mause wurden in 3
Gruppen aufgeteilt. Eine Gruppe wurde Uber einen Zeitraum von zwei Wochen mit Dox im
Trinkwasser gefittert. Den Mausen der zweiten Gruppe injizierte man 10 Tage lang eine
einmalige Dosis von 2mg Dox i.p. pro Tag. Der dritten Gruppe wurde eine tagliche Dosis
von 2mg Minozyklin mittels i.p. Injektionen appliziert, ebenfalls Gber einen Zeitraum von
10 Tagen. Minozyklin wird eine bessere Blut-Hirnschrankengangigkeit als Dox
zugeschrieben (Walter et al., 1975) und zeigte in Futterungsversuchen, in denen
doppeltransgenen Mausen des GenotypS*TAL / L7 2mg/ml Minozyklin im Trinkwasser
verabreicht wurden, eine aquivalente Wirksamkeit wie Dox (Kistner, 1996).

Den Tieren wurde das Gehirn entnommen, beide sagittale Hemispharen wie in Kapitel
6.1.1.1.1 in die entsprechenden Subregionen zerteilt und in den daraus resultierenden
Lysaten der Gewebe die Luziferaseaktivitat, normiert auf den Proteingehalt, bestimmt. Dies
fuhrt zu den MelRwerten von Abbildung 12. Die dabei erzielten Repressionen zeigen ein
ahnliches Verhalten wie die Induktionen der FTA-2 Mause. In beiden Dox behandelten
Gruppen lasst sich die Luziferaseaktivitat des olfaktorische Bulbus gleichermaf3en um bis zu
2 Grolkenordnungen reprimieren. Dabei erreicht man Regulationsfaktoren von 90 fur die
Trinkwassergruppe und 66 fur die i.p. injizierte Gruppe. Im Grof3hirn zeigt sich eine deutlich
schwéchere Repression der Luziferaseaktivitat. Wahrend 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 Luziferaseaktivitdten mit den Werten von
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unbehandelten TA™-1 / LC-1 Mausen, so erreicht man im Falle der Trinkwassergruppe im
Grol3hirn 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

Uberraschend. Diese zeigten im direkten Vergleich mit der Gruppe der Dox-injizierten Tiere
eine leicht schwéchere Reduktion der Luziferaseaktivitdt im olfaktorischen Bulbus, was
einem Regulationsfaktor von 38 entspricht. Im GrofBhirn wurde sogar nur ein

Regulationfaktor von 6 im Vergleich zu uninduzierten Tieren beobachtet. Damit schneidet
Minozyklin als Induktor fur das tTA System im Hirn deutlich schlechter ab, was nicht zu

erwarten war (siehe Diskussion).
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Abbildung 12: Luziferaseaktivitaten von TA®®™-1 / LC-1 M&usen in verschiedenen Hirnregionen unter
Verwendung verschiedener Appilkationsprotokolle von Dox und Minozyklin. Gruppen von TA*™<1 /

LC-1 Méausen wurde auf verschiedenen Weisen Dox (Dox (W): 2mg/ml Dox im Trinkwasser Uber 14 Tage
n=2; Dox (l): i.p. Injektionen einer taglichen Dosis von 2 mg Doxyzklin tber 10 Tage n=3) und Minozyklin
(Mino (1): : i.p. Injektionen einer taglichen Dosis von 2 mg Minozyklin Uber 10 Tage n=2) verabreicht. Die
Mause wurden getotet, das Gehirn enthommen und in die strukturellen Subregionen des olfaktorischen Bulbus,
des Kleinhirns (incl. Hirnstamm), desortex , des Mittelhirns und desippocampuszerteilt. Aus den
Hirnregionen wurden Lysate hergestellt, und in diesen die Luziferaseaktivitat bestimmt, normiert auf den
Proteingehalt der Probe. Die Aktivitdten der Regionen aetex des Mittelhirn und de$ippocampussind
zusammengefasst als Grof3hirn dargestellt.

6.1.1.1.3 Kinetik der Luziferaseinduktion in rTA @™k-2 / LC-1 M&usen
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Aus Kinetikexperimenten mit der leberspezifischen rt¥82 Mauslinie rTA®-1  war
bekannt, dal3 eine einzige i.p. Injektion einer Dosis von 2mg Dox die Tet-regulierte
Genexpression der Luziferase und der Cre-Recombinase in doppeltransgéid rfTIAC-1
Mausen innerhalb 8 h vollstandig aktiviert. Dieses Maximum wird Uber einen Zeitraum von
weiteren 16 h aufrecht erhalten und geht dann binnen weiteren 16 h vollstandig zuriick
(Hasan et al., 2001). Es stellte sich nun die Frage, ob diese Werte direkt auf die Tet-
regulierte Expression im Gehirn Ubertragbar sind, da diese Daten zur Festlegung des
Zeitraumes eines optimalen Induktionsprotokolls essentiell sind.

Dazu wurde rTA*™-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 Luziferaseaktivitt in den einzelnen Hirnregionen ist in Abbildung 13
dargestellt. Dabei zeigte sich, da? das Maximum an Luziferase in allen Hirnregionen erst
nach 36 h erreicht wird. Da fiur die Region des olfaktorischen Bulbus von einer
ausreichenden Versorgung an Dox auszugehen ist, stellen die 36 h vermutlich den Zeitraum
dar, der fur die Initiation der Genexpression in Neuronen benétigt wird. Analoge Werte
wurden auch in Experimenten erhalten, in denen der zeitliche Verlauf der Induktion der
Genexpression der Luziferase in r(FA-2 / LC-1 Mausen durch eine einzelne Dosis von 1

mg C4 untersucht wurde. Dabei bestétigte sich zwar die bessere Induzierbarked der
Expression im Grof3hirn durch C4, allerdings treten zwischen den einzelnen M&usen sehr
starke individuelle Schwankungen auf (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 13: Induktion der Luziferase im Gehirn von rTA®™ -2 [ LC-1 Mausen durch eine einzelne

Dosis Dox. rTA®™2 [ LC-1 Mausen wurde eine Dosis von 4mg Doxyzklin i.p. injiziert und die Tiere nach
gewissen Zeitraumen (3h n=1; 8h n=1;14h n=1; 24h n=1; 36h n=1; 48h n=1) getdtet. Das Gehirn der Tiere
wurde in die strukturellen Subregionen des olfaktorischen Bulbus, des Kleinhirns (incl. Hirnstameyrteles
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, des Mittelhirns und desippocampuszerteilt, aus denen Lysate hergestellt wurden. In den Proben wurde die
Luziferaseaktivitat bestimmt, normiert auf den Proteingehalt der Probe. Die Aktivitditen der Regionen des
cortex des Mittelhirn und delsippocampusind zusammengefasst als GroRRhirn 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 rTA™-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 Luziferaseaktivitat 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 S&ttigung des Organs mit Induktor.
Wie in Abbildung 14 gezeigt, ist der Sattigungspunkt 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, daf3 nach 8 Injektionen die Aktivitaten des
Kleinhirns und des Grol3hirns drastisch abnehmen und die Aktivitat des olfaktorischen
Bulbus leicht zurtickgeht. Dies kdnnten Anzeichen einer beginnenden Toxizitat sein, obwonhl
dem Tier keine entsprechenden Anzeichen anzusehen war.
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Abbildung 14: Steigerung der Luziferaseexpression im Gehirn von rTA™-2 /[ LC-1 M&usen durch
multiple Injektionen. rTA®™2 [ LC-1 Mausen 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 getdtet. Die Gehirne der Tiere wurden in die entsprechenden Hirnsubregionen zerteilt. Von den
Proben wurden Lysate hergestellt, deren Luziferaseaktivitdt, normiert auf den Proteingehalt des Lysats,
bestimmt wurde. Dargestellt sind die Luziferaseaktivitdten des olfaktorischen BAlpudes Kleinhirns (incl.
Hirnstamm) und des Grof3hir(B).

6.1.1.2 Induzierte Rekombination mit rTA €@™-2 [/ LC-1 Mausen

Nach der Untersuchung der Induktion der Genexpression d&"fA / LC-1 Tieren, ging

es nun darum zu zeigen, ob und in welchem Malie die erreichten Expressionsniveaus von
cre in den einzelnen Hirnregionen zu einer DNA-Rekombination fuhren. Zu diesem Zweck
wurden rTA*™-2 / LC-1 Mause mit der Mauslinie R26R gekreuzt. Die Mauslinie R26R ist

88



Ergebnisse

als eine Reporterlinie fur die Cre vermittelte Rekombination beschrieben (Soriano, 1999). In
dieser Linie ist in den Rosa26 Lokus (und dadurch von dem ubiquitdren Rosa26 Promotor
kontrolliert), daslacZ Gen integriert, dem eine durch loxP Stellen flankierte Neomycin-
Resistenzkassette so vorgeschaltet ist, dafd sie die ExpressiacZdesns verhindert. Eine
erfolgreiche Rekombination entfernt diese Resistenzkassette und ermoglicht so die
Expression derp-Galaktosidase, die histologisch in den entsprechenden Zielgeweben
nachgewiesen werden kann.

Zunachst sollte das Muster der Rekombination ermittelt werden, das man durch eine
Verabreichung von Dox im Trinkwasser bereits ab dem ersten embryonalen Tag EO
bekommt. Das Ergebnis d@s situ Nachweises de-Galaktosidase auf den Hirnschnitten

der entsprechend induzierten tripeltransgenen“¥T® / LC-1 / R26R Mause ist in
Abbildung 15 gezeigt. Fur demppocampuserhielt man eine robuste Rekombination im
gyrus dentatuszudem waren noch die Regionen CA1 und CA3hdpgocampuschwach
gefarbt. Imcorpus striatumbeobachtete man ebenfalls eine massive Rekombination. Im
olfaktorischen Bulbus war neben dglomerulg die sich an der Peripherie befinden, auch in
den zentralen Bereichen des Bulbus Rekombinationsereignisse deutlich nachzuweisen.

Abbildung 15: Cre-Rekombination im Gehirn von rTA®™.2 [ LC-1 / R26R Mausen, induziert durch

Dox im Trinkwasser bereits wahrend der Embryonalentwicklung. rTA®?™-2 / LC-1 / R26R Mause, die

vom Tag EO an mit Dox im Trinkwasser (2mg/ml) versorgt wurden, wurden am Tag P42 getdtet. Aus den
fixierten Gehirnen wurden sagittale Hirnschnitte angefertigt, auf dene-Gialaktosidase mit einen situ
Antikdrperfarbung nachgewiesen wurde. Die Abbildung zeigt lppocampugqA), dencorpus striatum(B),

den olkatorischen Bulbu€C), und den HirnstamnfD) auf verschiedenen Hirnschnitten eines repréasentativen
Tieres.
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Als nachstes sollte das Muster der Rekombination durch die Induktion von adulten Tieren
ermittelt werden. Zu diesem Zweck wurden FTA-2 / LC-1/ R26R Mause 7 bis 10 Tage

mit einer taglichen Dosis von 1 mg C4 gespritzt. Doch obwohl eine deutlich nachweisbare
Menge an Cre-Rekombinase gyrus dentatugproduziert wird (Abbildung 16 A), reicht

dies zu einer Cre-vermittelten Rekombination nicht aus (Abbildung 16 B).

Abbildung 16: Cre-Rekombination im Gehirn von adulten rTA®@™ -2 / LC-1 /R26R Mausen, induziert

durch i.p. Injektionen mit C4. rTA®®™2 /LC-1/ R26R Mause wurden im Alter von mindestens 6 Wochen
Uber einen Zeitraum von 7 Tagen eine tagliche Dosis von 1mg C4 gespritzt. Die Tiere zum Nachweis der 3-
Galaktosidase wurden erst 3 Tage nach der letzten Injektion getdtet. Den Tieren wurde anschlieBend das
Gehirn entnommen, fixiert und davon sagittale Hirnschnitte angefertigt. Auf diesen wurde die Cre-
Rekombinaseg(A) und diep-GalaktosidasgB) durchin situ Antikdrperfarbung nachgewiesen. Die Abbildung

zeigt den Bereich ddgppocampuseprasentativer Mause.

6.1.1.3 Expressionsanalyse von rTA™-2 Mausen in Kombination mit
verschiedenen Reporterlinien

Aufgrund der relativ geringen Luziferaseaktivitaten in den induzierterfff& / LC-1
Mausen ist es sehr wahrscheinlich, dafd in der histologische Analyse dieser Tiere nicht das
volle Expressionsmuster der Linie im Gehirn zum Vorschein kam. Aus diesem Grund wurde
die Linie rTA“®™-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 ermdglicht die genaue Charakterisierung des Expressionsmusters einer
Transaktivatorlinie mit mehreren Reporterlinien die Zuordnung, welche Spezifitaten von der
Transaktivatorlinie und welche von den Linien mit der Tet-regulierten Expressionskassette
vermittelt werden.

6.1.1.3.1 Analyse von rTA“™-2 [ nZL-2 Mausen

In der Mauslinie nZL-2 stehen die Gene der Luziferase un@-dgalaktosidase unter der
Kontrolle des bidirektionalen Tet-regulierten Promotors. Sie wurde schon ofters wegen der
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sehr guten Induzierbarkeit dep-Galaktosidase zur histologischen Analyse von
Transaktivatorlinien verwendet (Kistner, 1996).

Doppeltransgene rTA™-2 / nZL-2 Mausen wurden mit einer taglichen Dosis von 1 mg C4
Uber einen Zeitraum von einer bzw. zwei Wochen durch i.p. Injektionen induziert und
anschlieRend die Expression MagZ in sagittalen Hirnschnittein situ untersucht. Dabei ist

zuerst festzustellen, dal’ keine Unterschiede erkennbar sind zwischen den fur eine Woche
bzw. zwei Wochen induzierten Tieren, was zeigt, dal3 der Zeitraum von einer Woche
Induktion ausreicht um das Expressionsmaximuml&od zu erreichen.

Die detaillierte histologische Analyse der Gehirne der ¥TA2 / nZL-2 Mause ist in
Abbildung 17 dargestellt. Neben der starken Expressiogyims dentatusvaren ebenfalls
Signale im olfaktorischen Nukleus, in damygdala in der Schicht 1 desortex und in

Teilen desnucleus accumberau erkennen. In den Regionen a@espus striatumund des
olfaktorischen Bulbus war keirfeGalaktosidase nachzuweisen.

Abbildung 17: Expressionsmuster der p-Galaktosidase in induzierten rTA®®™€.2 [/ nZL-2 Méausen:
Gruppen von rTA™.2 [ nzZL-2 Mausen wurde Uber verschiedene Zeitraume (1 Woche n=2; 2 Wochen n=2)
eine tagliche Dosis von 1mg C4 i.p. injiziert. Den Mausen wurde anschlieBend das Gehirn entnommen, fixiert
und davon sagittale Hirnschnitte angefertigt. QieGalaktosidase wurde durch Antikdrperfarbuimg situ
nachgewiesen. Die Abbildung zeigt reprasentative Schnitte aus beiden Gruppen, auf denen die Lokalisierung
der B-Galaktosidase imhippocampus(A), im olfaktorischen NukleugB), in deramygdala(C : rechts neben
demgryrus dentatu$, im cortex (D) und imnucleus accumbengE) zu sehen ist.
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6.1.1.3.2 Analyse von rTA“™-2 [ E11-4 Mausen

Die Mauslinie E11-4 wurde von Kai Schonig im Rahmen seiner Doktorarbeit durch die
pronukleare Injektion eines 110 kb grof3en BAC (,bacterial artificial chromosome®)
hergestellt, der den genomischen Integrationsort der Mauslinie LC-1 enthalt. Dadurch
konnte er zeigen, dafl} durch den BAC die Eigenschaft des genomischen Locus der LC-1
Maus, eine hohe Expression im induzierten Zustand bei einer nicht mel3baren Aktivitat im
nicht induzierten Zustand zu erreichen (s/a locus) , unabhangig vom Integrationsort auf die
neuen Transgenen ubertragen wird (Schonig, 2003). Die Linie E11-4 ist jedoch eine
Ausnahme. Sie zeichnet sich dadurch aus, daf3 mit ihr im induzierten Zustand zehnmal
hohere Luziferaseaktivitaten erzielt werden kdnnen als mit LC-1 Mausen, wenn man die
leberspezifische Transaktivatorlinie LT-2 verwendet. Allerdings lasst sich auch eine
zehnfach hohere Basalaktivitat im nicht-induzierten Zustand feststellen. Die Fragestellung
war nun, ob diese zehnfach hoheren Luziferaseaktivitdten auch mit der hirnspezifischen
Linie rTA®®™2 zu erreichen sind.

Doppeltransgene rTA™-2 / E11-4 Mause wurden eine Woche lang mit einer taglichen
Dosis von 1 mg C4 i. p. injiziert. Die Gehirne wurden sowohl auf ihre Luziferaseaktivitat in
den verschiedenenen Regionen als auch auf die Expressiocrecauf Hirnschnitten
untersucht. Dabei zeigt sich, dargestellt in Abbildung 18, dal} man mit dieser Kombination
an Transgenen zu Luziferaseaktivititen gelangt, die im olfaktorischen Bulbus nur noch
einen Faktor 2 und im GrofRhirn nur noch einen Faktor 5 unter den entsprechenden
Referenzwerten der TA™-1 / LC-1 Mause liegen. Die erzielten Steigerungen der
Luziferaseaktivitaten im Vergleich zu den Werten der Kombinatiorf¥TA / LC-1 liegen

sowohl im Grof3hirn als auch im olfaktorischen Bulbus in dem Bereich, wie er zwischen
Linien E11-4 und LC-1 in Kombination mit der Transaktivatorlinie“¥4& in der Leber
gemessen wurde (Schonig, 2003). Jedoch ist festzustellen, dal3 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 dal3 die Steigerung im Bereich des Grof3hirn noch grol3er sein
konnte.
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Abbildung 18: Luziferaseaktivititen von rTA™ -2 [/ E11-4 Mausen in verschiedenen Hirnregionen.

Einer Gruppe von rTA&™-2 / E11-4 Mausen (n=3) wurden im Alter von mindestens 6 Wochen Uber einen
Zeitraum von 10 Tagen eine tagliche Dosis von 1mg C4 gespritzt und anschlielend getdtet. Eine Hemisphéare
der Gehirne wurde in die Hirnsubregionen des olfaktorischen Bulbus, des Kleinhirns (incl. Hirnstamm), des
cortex, des Mittelhirns und delsippocampuszerteilt und davon Lysate hergestellt. Von den Proben wurde die
Luziferaseaktivitat, normiert auf den Proteingehalt, bestimmt . Diese Aktivitdten sind dargestellt im Vergleich
zu analog vermessenen E11-4 Transgenen (n=2) und zu den Gruppen“#&1TA LC-1 und der rTA™2

/ LC-1 Tiere (induziert durch C4-Injektionen) aus Kapitel 6.1.1.1.1.Die Daten der RegiorteR Mittelhirn
undhippocampusind in der Fraktion des Grof3hirns zusammengefal3t.

Die histologische Analyse der Gehirne der induzierterf¥TA / E11-4 Mause ergab, dafl
wie bei den rTA*™ -2 / nZL-2 Tieren eine komplette Anfarbung dpsus dentatusm
hippocampussorhanden ist (Abbildung 19). Desweiteren war eine starke Expression von
cre in den Bereichen desibicullum des olfaktorischen Nukleus und dmstex piriformis
nachzuweisen. Schwache Signale zeigten sich noch iamggdalaund im enthorinalen
Cortex. In der Schicht 1 desortex war kein Signal zu erkennen, ebenso wie in den
Bereichen desorpus striaturmund des olfaktorischen Bulbus.

93



Ergebnisse

Abbildung 19: Genexpressionsmuster der Cre-Rekombinase in rT&A™-2 /[ E11-4 Méausen in
verschiedenen Hirnregionen.Die zweite Hirnhemisphare der induzierten FTA-2 / E11-4 M&use wurde

fixiert und davon sagittale Hirnschnitte angefertigt. Auf diesen wurde die Cre-Rekombinaseirdwsith
Antikdrperfarbung nachgewiesen. Die Abbildung zeigt représentative Schnitte verschiedener sagittaler Ebenen,
auf denen die Expression vame im hippocampug(A) , im subicullum(B) , im olfaktorischen Nukleu¢C) ,

im enthorinalen CortexD ; von links nach rechts: enthorinaler Cortex (Pfeslbicullum gyrus dentatys im

cortex piriformis(E) und in deramygdala(F) gezeigt wird

AbschlieRend kann man sagen, dal? man in def*ff-& / E11-4 Mausen eine Erhohung

und eine regionale Erweitung des Tet-regulierten Genexpression beobachtet. Damit schien
das erklarte Ziel, eine induzierte Rekombination im Gehirn mit dem rtTA-System zu
ermoglichen durch die Kombination der Transaktivatorlinie ¥TA2 mit der Linie E11-4

unter Verwendung des Induktors C4 erreichbar zu sein.

6.1.1.3.3 Induzierte Rekombination mit rTA ©@™-2 [ E11-4 Mausen

Zur Evaluierung der induzierten DNA-Rekombination durch Cre wurden analog wie in
Kapitel 6.1.1.2 tripeltransgene Mause vom Genotyp“iTa2 / 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 vore undlacZ untersucht wurden. Dies fihrte zu dem
enttduschenden Ergebnis, wie es exemplarisch fur higmocampusin Abbildung 20
dargestellt ist. Obwohl in der Gruppe der nicht-induzierten Tieren durch die
Antikdrperfarbung keine Expression vorcre nachweisbar war, zeigten sich
Rekombinationsereignisse in vielen Regionen. Fiurkdepocampuserhalt man ein starkes
Signal fir die Regionen CA1 und CA3 und fur dabicullum wahrend 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
cortexund in deramygdalanachweisbar.(Daten nicht gezeigt). Durch die Induktion mit C4
l&Rt sich lediglich imgyrus dentatuslie Anzahl an Rekombinationen von ca. 20 auf ca.100
% steigern. Augrund dieser Ergebnisse kann die Linie E11-4 nicht fur den Zweck der
regionspezifischen induzierten Cre-Rekombination im Gehirn eingesetzt werden.

Cre p-Gal

Abbildung 20: Cre-Rekombination im Gehirn von adulten rTA™€.2 / E11-4 / R26R MausenVon
nicht-induzierten(-C4) und 7 bis 10 Tage durch C4 induzierten ¥T%2 / E11-4 / R26R Mause(C4:
tagliche i.p. Injektion einer C4 -Dosis von Imgurden aus den Gehirnen sagittale Gewebeschnitte
angefertigt, auf denen die Cre-Rekombinafere) und die p-Galaktosidase (B-Gal) durch in situ

Antikdrperfarbung nachgewiesen. Die Abbildung zeigt den Bereichhiggmcampus und dessubicullumvon
reprasentativen Mausen.

6.1.2 Evaluierung publizierter hirnspezifischen rtTA Mauslinien

Die Hauptaussage der Experimente aus Kapitel 6.1.1. ist, daf3 unter Verwendung der Linie
rTA“®™-2 im Gehirn nur eine partielle Induktion der Tetrazyklin-regulierten Genexpression
zu erreichen ist, selbst wenn man den empfindlichsten reversen TransaktivatGrMJI A2

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 mdglich sein, was den von Isabelle Mansuy erzielten Daten mit der
Mauslinie rTet 1237 widersprechen wurde.

Um nun diesen Sachverhalt zu tberprufen, wurde die Mauslinie rTet 1237 von Isabelle
Mansuy mit der Linie LC-1 gekreuzt. Als Kontrolle fir die Induktionsexperimente wurde
die Transaktivatorlinie rT&™-1 verwendet, die als Transgen den reversen Transaktivator
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rtTA25-S2 unter der Kontrolle des 8,5 kb groftg®amKIl Promotors enthalt (Hasan et al.,
2001). Der reverse Transaktivator ntTAR2 stellt zwar eine Verbesserung des alten rtTA
dar, da er im nicht induzierten Zustand keine Basalaktivitat hervorruft, ist aber in der Dosis /
Wirkungsanalyse dem rtTA ahnlich, d. h. er ist etwa 10 fach weniger empfindlich gegeniber
Dox als tTA2-M2 (Urlinger et al., 2000).

Doppeltransgene Tiere der Kombination FFA-1 / LC-1 bzw. rTet 1237 / LC-1 wurden

auf zwei verschiedene Arten induziert. Zum einen wurde das exakte Futterungsprotokoll von
Frau Mansuy verwendet. Dabei wird den Mausen Dox im Futter in einer Konzentration von
6mg/g verabreicht, wobei man ein spezielles Doxyzklin verwendt und das Futter taglich neu
zubereitet und nur im Dunklen verabreicht wird (siehe Methoden). Zum anderen wurden die
Tiere funfmal im Abstand von 12 Stunden mit einer Dosis von 1 mg C4 i.p. injiziert. In
Zellkultur wurde zuvor bestatigt, da? C4 auch mit den Transaktivatoren rtTA und*+82A2
maximale Expressionswerte bei einer im Vergleich zu Dox zehnfach niedrigeren
Konzentration hervorruft (Daten nicht gezeigt).

Die erreichten Luziferaseaktivitdten in den Hirnsubregionen der untersuchten Tiere zeigen
ein Uberraschendes, aber nicht unerwartetes Bild (Abbildung 21). Die Linie rTet 1237 zeigte
in beiden Induktionsversuchen nur im olfaktorischen Bulbus eine minimale und im
Kleinhirn und GroBhirn gar keine Aktivitat. Die Linie rFA*-1 dagegen verhielt sich
ahnlich zur Linie rTA*™-2. Zunachst erreichte man mit beiden Futterungsprotokollen
Luziferaseaktivitaten im olfaktorischen Bulbus, die mit den Werten def*ff-& Mause
vergleichbar sind. Im GroBhirn zeigte sich ein deutlicher Unterschied zwischen den
Induktionsmethoden, denn die spezielle Fltterungsweise bringt dort geringere Aktivitaten
hervor als die Induktion durch die C4 i.p. Injektionen. Dies bestatigt die C4 i.p. Injektionen
als das bessere Induktionsprotokoll. Interessant ist weiterhin, dal3 die erreichten Aktivitaten
im GroRhirn um ca. einen Faktor 10 unter den Werten der Lini€*F+& (vgl. Abbildung

18 und Abbildung 21) lagen, was die Eigenschaften der beiden Transaktivatoren in
Zellkultur widerspiegelt.

Diese Ergebnisse der histologischen Analyse des Expressionsmustecsevauaf den
Hirnschnitten sind analog zu den Luziferasedaten (Abbildung 22). Fir die Linie rTet-1237
konnte keine Expression votre im hippocampusim cortex und im corpus striatum
nachgewiesen werden. Bei der Linie FFA-1 1aBt sich die Cre-Rekombinase in einigen
Hirnregionen nachweisen. So erhalt manhippocampusin deutliches Signal irgyrus
dentatusund vereinzelt positive Zellen in der Region CAl. Zudem zeigen Teile der
Verbindung zwischen demorpus striatumund demnucleus accumbensine 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 Verflgbarkeit von Dox zu erklaren ist. Dies lieRe sich durch ein
Experiment bestimmen, in dem man doppeltransgene rTet 1237 / LC-1 Méause bereits im
embryonalen Stadium mit Dox versorgen wirde. Bei einer entsprechend frihen Analyse
sollte man, wie im Fall der Linie rTA™-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 getdtet 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.

100000
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Abbildung 21: Luziferaseaktivititen von rTet-1237 / LC-1 und rTA®™-1 / LC-1 Mausen in
verschiedenen Hirnregionen unter Verwendung verschiedener Induktionsprotokolle. Verschiedene
Induktionsprotokolle wurden mit Gruppen von rTet-1237 / LC-1 M&usen (Dox (F2) : spezielle Verabreichung
von 6mg Dox pro g Futter, n=2; C4 (1) : 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 EO bis P35, n=1 ) uf@ 1A/ LC-

1 Méausen (Dox (F2) : n=2; C4 (I) : n=2) getestet. Die Mause wurden anschlieBend getdtet, das Gehirn
entnommen und eine Hemisphére in die entsprechenden strukturellen Hirnsubregionen zerteilt. Aus den Proben
wurden Lysate hergestellt, die auf ihre Luziferaseaktivitat, normiert auf den Proteingehalt, vermessen wurden.
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Abbildung 22: Genexpressionsmuster der Cre-Rekombinase von rTet-1237 / LC-1 und rFA™-1 / LC-1
Mausen. Die zweite Hirnhemisphare der induzierten rTet-1237 / LC-1 und“¥TA / LC-1 Mause wurde

fixiert und sagittale Hirnschnitte angefertigt. Auf diesen wurde die Cre-Rekombinase durch Antikdrperfarbung
in situ nachgewiesen. Die Abbildungen zeigen dppocampugA) , dencortex (B) und dencorpus striatum

(C) der durch C4-Injektionen induzierten rTet-1237 / LC-1 Mause. Desweiteren dargestellt sind der Bereich
des hippocampus(der Bereich der positiven Zellen der Region CAl ist eingeral{Pt) und descorpus
striatum(E) der C4 induzierten rT&R™-1 / LC-1 Tiere.

6.1.3 Charakterisierung von Mauslinien mit modifiziertem rtTA25>-M2

Parallel zu den Untersuchungen der Induktionsprotokolle mit der Lini€* & wurden
weitere Optimierungen des rtTA-Systems angestrebt. So wurde die Inkorporation eines
Kernlokalisierungssignals (KLS) in das Leseraster des rM2-Gens vorgenommen, um

die nukledre Konzentration des Transaktivators in den Neuronen zu erhdéhen, wodurch eine
eventuelle Limitierung des Transaktivators im Zellkern Gberwunden werden kann.

Zu diesem Zweck wurde von Dr. Hasan die Sequenz des Kernlokalisierungssignals des
grol3en T-Antigens von SV40 in die Eag | Schnittstelle des Plasmids pUHrT62-1 einkloniert,
die sich im Leseraster des rtTARI2 befindet. Der hieraus resultierende Transaktivator,
kodiert in pUHIT 63-1 (Konstruktion siehe Anhang) ist schematisch in Abbildung 23
dargestellt und zeigte bei der funktionellen Uberpriifung in Zellkultur eine ausschlieRliche
Kernlokalisation.

AnschlieBend wurde der Vektor pMMrT 63-50 kloniert, in dem sich dieser modifizierte
rtTA2%-M2 unter der Kontrolle des 8,5 kb groRemCamKIl Promotors befindet
(Konstruktion siehe Anhang). Hieraus lasst sich tUber einen Sfi | 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 rTA™
Mauslinien  mit  modifiziertem  rtTA2 >-M2.  rTetR-M2: reverser Tet-Repressor M2; KLS:
Kernlokalisierungssignal des groBen T-Antigens aus SV40; F: Minimalaktivierungsdoméne aus VP 16 (Baron
et al., 1997); SV40-pA: Polyadenylierungsstelle der spaten SV40-Gene.

Von 171 Nachkommen hatten 11 die Transaktivatorkassette ins Genom integriert. Zur
Bestimmung der Funktionalitat dieser rFA‘ Linien wurden diese nun mit LC-1 Mausen
verpaart. Dabei Ubertrugen 10 der 11 Linien das Transgen auf ihre Nachkommen.

Basierend auf den Daten aus Kapitel 6.1.1.1 wurden di€*fTA LC-1 doppeltransgenen
Tiere funfmal im Abstand von 12 Stunden mit einer Dosis von 1 mg C4 i. p. induziert und
auf die selbe Weise wie die Linie rfA*-2 in Kapitel 6.1.1.1.1 untersucht. Diese Induktion
fuhrte bei 5 von 8 analysierten Linien zu einer Aktivierung der Tet-regulierten Expression in
der LC-1 Méausen.

Die Aktivitatsdaten der Luziferase dieser 5 Linien, die von nun an mit*ff-8 bis
rTA“™-7 bezeichnet werden, sind in Abbildung 24 im Vergleich zu den Referenzwerten der
Linie TA®™-1 gezeigt. Zwei dieser Linien, rfA™-3 und 5, zeigen eine um zwei
GrolRenordnungen niedrige Luziferaseaktivitat zur Referenzlinie im olfaktorischen Bulbus
und eine sehr schwache Aktivitat im GroRhirn. Mit den Ubrigen drei Linien,“*f-4, 6

und 7, erreicht man im olfaktorischen Bulbus vergleichbare Aktiviaten wie mit der Linie
ITA“™-2, die ca. eine GréBenordnung unter den Werten der Referenzlinie liegen. Im
Grofhirn sind allerdings nur die Werte der Linie FT%-4 im Bereich der Linie rT&™-2,

die beiden anderen Linien rf&*6 und 7 liegen noch deutlich darunter. Es war somit
festzustellen, daB mit keine der rPA Mauslinien beziiglich der Maximalaktivierung eine
Verbesserung darstellt. Ob dies nun hauptsachlich an einer zu geringen
Transaktivatorproduktion aufgrund des genomischen Integrationsortes in allen Linien liegt
oder der modifizierte tTA2M2 ein vermindertes Transaktivierungspotential hat, kann aus
diesen Daten nicht schlissig abgeleitet werden.
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Abbildung 24: Luziferaseaktivitaten der verschiedenen rTA®™ Linien in verschiedenen Hirnregionen.
Gruppen (jeweils n=2) von doppeltransgenen Tieren der Linief® A3 bis rTA2™ -7 mit der Linie LC-1

wurden fonfmal im Abstand von 12 h mit der Dosis von 1mg C4 injiziert. Nach weiteren 12 h wurde den
Tieren das Gehirn entnommen und eine Hemisphére in die entsprechenden Hirnsubregionen zerteilt. Aus den
Proben wurden Lysate hergestellt, deren Luziferaseaktivitdt, normiert auf den Proteingehalt der Probe,
bestimmt wurde. Die Daten sind im Vergleich zu Werten der Gruppe véi™fA/ LC-1 M&ausen dargestellt.

Zu den Expressionsmustern der verschiedenen Linien ist zun&chst festzustellen, dal3 in allen
Linien die Cre-Rekombinase imppocampusachgewiesen werden kann (Abbildung 25)
und dort besonderst deutlich igyrus dentatusEbenfalls sind in allen Linien positive
Zellen in der Region CA1 nachweisbar, im Gegensatz zu der Lini€¥¥2 In der Linie
rTA“™-7 (Abbildung 25 E) ist das Signal der Cre-Rekombinase in der Region CA1 sogar
mit einer vergleichbaren Starke wie der gyrus dentatusvorhanden, und sogar in
einzelnen Zellen in der Region CA3 nachweisbar. Bezlglich der anderen Hirnregionen
kommt die Spezifitat der einzelnen Linien zum Tragen. So ist fiir die Lini€A neben
demhippocampugine schwache Expression vore in der Schicht 1 desortexvorhanden,

sowie eine deutliche Expression @arpus striatum(Abbildung 26 A und C). In der Linie
rTA“™-6 ist der Expression nicht nur auf die Schicht 1 begrenzt sondern auch in unteren
Schichten nachzuweisen (Abbildung 26 B). Die Besonderheit der Lini&¥fA ist eine
schwache Expression im olfaktorischen Tubulus (Abbildung 26 D).

Abschlie3end kann man sagen, daf3 in den untersuchten rtTA Linien neben der Konstanz der
Expression imhippocampusVariationen im Expressionsmuster vorhanden sind. Um
genauere histologische Aussagen machen zu kénnen wére es notwendig, diese Linien, wie
im Fall von rTA™ -2, mit den Linien E11-4 und nZL-2 zu untersuchen.
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Abbildung 25: Genexpressionsmuster der Cre-Rekombinase der verschiedenen r¥8¢ Linien im
Hippocampus Die zweite Hirnhemisphare der induzierten Doppeltransgenen der verschieden&f™ rTA
Linien mit der Linie LC-1 wurde fixiert und davon sagittale Hirnschnitte angefertigt. Auf diesen wurde die
Cre-Rekombinase durch Antikérperfarburig situ nachgewiesen. Die Abbildung zeigt dieippocampi
reprasentativer Hirnschnitte aus den Gruppen der Linierf¥ A3 (A) , rTA®™ 4 (B) , ITA®™K _5(C) ,
ITAS™_g (D) und rTA®™K_7 (E).

Abbildung 26: Spezifitaten des Expressionsmusters voaore bei den verschiedenen rTA™ Linien. Auf
den in Abbildung beschriebenen Hirnschnitten konnte die Expression arennoch in anderen Regionen
nachgewiesen werden. Die Abbildung zeigt représentative Aufnahmeoodeg und descorpus striatumder
Linie rTA™ _4 (A und C), des cortex der Linie rTA®™ _6 (B) und des olfaktorischen Nukleus der Linie
ITA®™ _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 Konstruktionsmdglichkeiten muf3ten zu Beginn einige
Parameter im Entwurf unserer Hammerhead-Ribozyme festgelegt werden. Zunachst wurde
fur die Ribozyme die Sequenz des Kkatalytischen Kerns verwendet, die in dem
urspringlichen identifizierten Ribozym des ,tobacco ringspot virus® (STRSV) zu finden ist
(Symons, 1992). Dies entstammt dem Grundgedanken, dafl} eine durch einen langen
evolutiven Prozel3 entstandene Sequenz fur die Bedingungen einer intrazellularen Spaltung
optimiert sein muf3 und deswegen Varianten vorzuziehen ist, die witno getestet wurden
(Tuschl und Eckstein, 1993).

Da die Expression der Ribozyme nur tber den Tet-regulierten Promotor erfolgen sollte, hat
dies, wie fur die meisten durch RNA-Polymerase Il 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, dal3 im Cytoplasma Hammerhead-Ribozyme mit kurzen
Hybridisierungssequenzen fir Bereiche unter 30 nt in der Substrat-RNA zu einer optimalen
Inhibition der Translation fuhrten - 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 ldentifizierung von geeigneten Sequenzen
innerhalb dernrl mRNA, deren Sekundarstruktur die effiziente Hybridisierung von
Ribozymen mit kurzen Helices | und 1ll ermdglichen soll. Dazu wurden zwei Strategien
angewandt, die im folgenden beschrieben werden. Bei der Auswahl der
Ribozymschnittstellen musste allerdings darauf geachtet werden, dal3 keine der Stellen im
Bereich des alternativ gespleil3ten Exons liegt, das fir eine 21 Aminosaren 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 beschrénkte ich mich wie auch andere (Kawasaki et
al., 1996) nur auf die gemessene Spaltungsgeschwindigkgjt bei hohen
Ribozymuberschul3. Der Grund dafur ergibt sich aus der Betrachtung der Kinteik der
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Ribozymspaltungn vitro (siehe Einleitung). Unter Bedingungen des Substrattiberschusses,
bei denen ein Ribozym mehrere Substratmolekile spalten mufl3, erweil3t sich die
Dissoziation des Ribozyms vom Substrat als der geschwindigkeitsbestimmende Schritt,
wahrend es bei einem Ribozymuberschul3 der Schritt der Substratspaltung ist. Da diese
beiden Parameter nicht direkt miteinander zusammenhangen, sollte unter Verwendung eines
Tet-regulierten Promotors, der eine hohe Expression der Ribozyme ermdglichen sollte, von
einem UberschuR ausgegangen werden, wodurch eine effiziente Spaltung optimalen
Hybridiserungseigenschaften vorzuziehen ist.

6.2.1.2.1 Ribozyme mit Hybridisierungsstellen ausgewahlt anhand von RNase H
Fragmentierungsexperimenten

Im Rahmen der Diplomarbeit war es mir gelungen durchirewitro Selektionsverfahren

nach dem Protokoll von Birikh et al. (siehe Einleitung), gut zugangliche
Hybridisierungsbereiche innerhalb der ersten 700 nt der NR1 mRNA zu identifizieren. Das
RNase H Fragmentierungsexperiment mit einer DNA-Oligonukloetid-Bibliothek der
Sequenz Iy brachte bei dem 1445 bp langen 5" markierten NR1 Transkript spezifische
Spaltbanden der GrolRe 290, 357, 447, 515, 596 und 611 nt hervor. Anschlie3end wurde in
einem Fragmentierungsexperiment mit sequenzspezifischen DNA-Oligonukleotiden mit
einer Lange von 33 nt die Zugénglichkeit der Ribozymspaltstellen GUC 488, GUC 548 und
GUC 604 berprift, 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, dal? mit steigender Lange der DNA-Oligonukleotide der energetische
Anteil zur Gesamtenergie, der zur Auflosung der Sekundarstruktur an der jeweiligen
Hybridisierungsstelle aufgebracht werden muf3, eine immer geringere Rolle spielt. Somit ist
davon auszugehen, dall bei Verwendung von kirzeren sequenzspezifischen DNA-
Oligonukleotiden gegen die einzelnen Ribozymschnittstellen die Unterschiede in der
Zuganglichkeit der entsprechenden RNA-Sekundarstruktur besser sichtbar werden sollten.

So wurden nun sequenzspezifische DNA-Oligonukleotide mit einer Lange von 15 nt
gerichtet gegen die mdglichen Ribozymspaltstellen UUC 254, GUC 457, GUC 488, GUC
548, GUC 604 und GUC 729 synthetisiert. Im anschlielenden RNase H
Fragmentierungsexperiment wurde eine durdn vitro Transkription intern
radioaktivmarkierte NR1-RNA mit der Lange von 1445 nt zusammen mit dem jeweiligen
sequenzspezifischen DNA-Oligonukleotid inkubiert und anschliel3end 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
Reaktionsanséatze 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 Praferenz der Ribozymschnittstellen UUC 254, GUC 457 und
GUC 548, bei denen eine Spaltung von 40 und 50 % der Substrat-RNA vorlag, gegentber
den anderen Schnittstellen, deren erzielte Spaltungen in dem Bereich zwischen 15 und 25 %
lag.

Erstaunlich ist, dal3 es unter den gewéhlten Bedingungen zwischen dem 15 nt und dem 33 nt
langen Oligonukleotid keinen Unterschied in der Spaltungseffizienz gegen die
Ribozymschnittstelle GUC 488 gab.

N
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Abbildung 27: RNase H Fragmentierungsexperiment mit spezifischen DNA-OligonukleotidenEine in

vitro synthetisierte und intern radioaktiv markierte NR1-RNA der Lange 1445nt wurde mit einem 10 fachen
molaren UberschuR an DNA-Oligonukleotiden der entsprechenden Ribozmschnittstellen 30 min lang inkubiert
und anschlieend 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 durchgefihrt. Als
Kontrollen diente Reaktionsansétze ohne zugesetztes DNA-Oligonuleotid (Kontrolle) bzw. mit einem 33 nt
langen DNA-Oligonukleotid gegen die Ribozymschnittstelle GUC 488 (GUCA488(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 Lange der beiden Hybridisierungshelices jeweils 9 nt betragt
(Abbildung 29 A). Die berechnete RNA-Sekundarstruktur der Hybridisierungsbereiche
dieser Ribozyme in der NR1-RNA ist in Abbildung 28 dargestellt.
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Abbildung 28: Sekundarstruktur der experimentell getesteten Hybridisierungsstellen in der NR1-

MRNA. Die Abbildung zeigt die mit dem Programm MFOLD berechnete Sekundarstruktur der ersten 3000 nt
der mRNA der SpleiRvariante NR1-la. Die Hybridisierungsbereiche der Ribozymspaltstellen UUC 254, GUC

457, GUC 488 und GUC 548 sind vergréRert dargestellt.
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Die Hammerhead-Ribozyme sollten mittels eimewitro Transkription mit der T7 RNA
Polymerase hergestellt werden. Dazu wurde zuerst der Expressionsvektor p3K I+
hergestellt, mit dem es mdglich ist, die Ribozyme mit mdglichst wenig Zusatzsequenzen an
beiden RNA Enden produzieren zu kdnnen (Konstruktion siehe Anhang). Hammerhead-
Ribozyme, die mittels synthetisierter = DNA-Oligonukleotide  zwischen die
Restriktionsschnittstellen Sal | und Pst | in diesen Vektor kloniert werden, kimwigro so
synthetisiert werden, dal? sie neben den beiden Schnittstellen nur 8 nt Zusatzsequenz am 5
Ende besitzen. Dies wurde fir 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
durchgefuhrt.

Als néchstes wurden von diesen Hammerhead-Ribozyme die kinetischen Parameter der
Substratspaltungn vitro bestimmt. Daflir wurde ein allgemein verwendetes Protokoll fur
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 Reaktionsansatze, 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 Ansétze 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.

Abschlieend wurden noch verschiedene Langen der Hybridisierungshelices fur das
Ribozym GUC 548 ausgetestet, um dadurch eventuell noch ein aktiveres Ribozym zu
identifizieren. Die ausgewahlten Langen der Hybridisierungssequenzen betrugen jeweils 12,
15 und 18 nt in beiden Helices (Abbildung 29 A). Die Klonierung der Expressionsvektoren
fur 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 hoher ist als bei GUC 548 9+9. Der
zeitliche Verlauf der Substratspaltung von GUC 548 12+12 (Abbildung 29 C) zeigt, dal3 die
Spaltung bis 120 min anhélt, jedoch die Spaltrate zwischen 80 min und 120 min geringer ist
als zwischen Reaktionbeginn und dem 80 min Zeitpunkt.

Aufgrund dieser Daten sollte fur diese Strategie das Ribozym GUC 548 12+12 zur
Evaluierung im zellularen 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 RibozyB)e Spaltungsaktivitat
verschiedener Hammerhead-Ribozyme. Intern radioaktiv markierte NR1-RNA der L&nge 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 fir 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 bestif@tKinetik 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 ausgewahlt anhand einer
computerberechneten NR1-Sekundarstruktur

Eine weitere Mdglichkeit, geeignete Ribozymschnittstellen zu identifizieren, besteht darin,

sich die RNA-Sekundarstruktur 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. Ausgewahlt wurden
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besonders groR3e Schleifenstrukturen, die eine Ribozymspaltstelle enthalten und bei denen
maoglichst wenig Basenpaare durch die Hybridisierung des Ribozyms gelost werden muissen.

Fir die Berechnung der RNA-Sekundéarstruktur der ersten 3000 nt der Spleil3variante NR1-
la (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 funf weitere suboptimale Sekundérstrukturen, die
energetisch hoherliegenden 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, dal3 in den betreffenden Schleifenstrukturen die Anzahl der
aufzulésenden Basenpaarungen zuwischen 4 und 7 liegt (Abbildung 30).

AnschlieBend 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, dald sie exakt in die berechneten
Schleifenstrukturen passen. Die Klonierung in den Expressionsvektor p2K die
Synthese der RNAs und die Durchfuhrung der Experimente zur Bestimmung der kinetischen
Parameter der RNA-Spaltung wurden analog zu Kapitel 6.2.1.2.1 durchgefihrt. 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, namlich der Kinetik
der RNA-Spaltung, als sehr interessant (Abbildung 31 C): Bereits nach einer halben Minute
begann sich eine hthermolekulare Bande als die Substrat-RNA auszubilden, deren Intensitét
sich nach 40 min nicht mehr anderte. Letzteres beobachtet man auch bei einer der
niedermolekularen Spaltprodukte.
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Abbildung 30: Sekundérstruktur der ausgewaéhlten Hybridisierungsstellen in der NR1-mRNA. Die
Abbildung zeigt die mit dem Programm MFOLD berechnete Sekundarstruktur der ersten 3000 nt der mRNA
der SpleilRvariante NR1-1a. Die Hybridisierungsbereiche fiir die Ribozyme CUU 79 6+16, GUC 308 5+19 und
GUA 365 11+7 sind vergroRert dargestellt.
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Abbildung 31: Kinetische Parameter der Hammerhead-Ribozyme.(A) Tabellarische Auflistung der
Sequenzen der Hybridisierungshelices der verwendeten RibozBiné&paltungsaktivitdt der verschiedenen
Ribozyme. Intern radioaktiv markierte NR1-RNA mit der Lange 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) flr 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 zusatzlichen Bande nun um eine NR1-RNA mit einer veranderten
Sekundéarstruktur handelt oder ob es tatsachlich zur Ausbildung eines stabilen Ribozym /
NR1-RNA Komplexes kam, sollte ein weiteres Experiment klaren. Fiur dieses wurden die
Hammerhead-Ribozyme GUC 308 5+19 und GUC 548 9+9 wahrend ihrer Synthese intern
radioaktiv markiert und mit verschiedenen Mengen an nichtradioaktiver NR1-RNA zwei
Stunden bei 37°C inkubiert. Die Reaktionsanséatze wurden nach der Zugabe von
Formamidprobenpuffer in zwei Halften geteilt. Eine Halfte wurde 15 min bei 37°C, die
andere Halfte 3 Minuten bei 90°C inkubiert. Beide Halften der Ansatze wurden
anschlieBend durch Elektrophorese und Autoradiographie analysiert. Dabei zeigte sich
eindeutig fur die bei 37°C inkubierten Ansétze (Abbildung 32), dal3 es sich bei den
zusatzlichen 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 Ansétze, die Banden zeigen sich
jedoch in geringerer Intensitat (Daten nicht gezeigt).
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Ob diese starke Komplexierung auch einen zusatzlichen Effekt auf die Wirksamkeit des
Ribozyms im zellularen Testsystem auswirkt, sollte im weiteren geklart werden

GUC 308 5+19 GUC 548 9+9

HHR+S —

HHR+P2 — ‘ e

Abbildung 32: Hybridisierung von radioaktiv markierten Hammerhead-Ribozymen an NR21-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/pl) fur 2 Stunden inkubiert. Nach dem Stoppen der Reaktion wurde der
Ansatz 15 min bei 37°C inkubiert und anschlieRend 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 kirzere Spaltprodukt (HHR+P2).

6.2.1.3 Etablierung eines quantitativen zellularen Testsystems

Um das Repressionspotential der Hammerhead-Ribozyme in Zellkultur quantitativ erfassen
zu kénnen, 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). Fir die Luziferase als Reportergen
entschieden wir uns, da deren Aktivitat tber 5 GrofRenordnungen linear erfal3t 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 Aminosauren der Spleivariante NR1-1a an das Leserater der
Luziferase fusioniert ist. Die Grof3e des an den N-Terminus der Luziferase fusionierten Teils
von NR1 entspricht jenem, der als RNA in denvitro Experimenten verwendet wurde.
Dieser Bereich endet deutlich vor der ersten Transmembrandomane, so dal® das Protein
keine hydrophoben Sequenzen enthalt, die zu Problemen fuhren kénnten. 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
anschlieRend der Bereich des Startkodon fur NR1 durchireiméro 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, daf} diese
nicht einen negativen EinfluR auf die Expressionsrate hat. Die Expressionseinheit des
finalen Konstruktes pUHD(NR1_opt3)-131-1 ist in Abbildung 33 A dargestellt.

Zur Uberpriifung der Funktionalitit 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 enthalt das Gen fur die R-Galaktosidase durch den CMV-Promotor exprimiert und dient
zur Normierung der Transfektionseffizienz. Als Vergleich diente eine &quivalente
Kotransfektion des Plasmids pUHD 131-1 MCS, in dem das Gen der Luziferase unter
Kontrolle des CMV Promotors steht. In den Transfektionsexperimenten lield sich zwischen
den einzelnen Varianten des NR1-Luziferase Fusionsproteins kein signifikanter Unterschied
bezlglich der Luziferaseaktivitat feststellen. Alle Konstrukte wiesen eine &hnliche Aktivitat
des NR1-Luziferaseproteins auf, die zwar nur 2,5 % der Aktivitdt der vom CMV Promotor
getriebenen Luziferase entspricht aber fir unsere Zwecke ausreichend hoch war. Auch war
in einem Westernblot durch die Verwendung eines polyklonalen Antikérpers gegen die
Luziferase mit den Extrakten der Transfektionen die korrekte Bande des Fusionsproteins
nachzuweisen (Abbildung 33 B). Ein Northern-Blot bestatigte die korrekte Grof3e des
Transkripts (Daten nicht gezeigt). Es ist daher davon auszugehen, dal} die
Translationsinitiation bereits in der ersten Version des NR1-Luziferase-Fusionsproteins in
gewinschter Weise funktionierte.

Desweiteren wurde Uber die Verwendung eines alternativen Promotors zur Expression des
NR1-Luziferase-Fusionsproteins nachgedacht. Dieser Promotor sollte deutlich schwacher
sein als der CMV-Promotor, um so die Wirksamkeit der Ribozyme abh&angig vom
Expressionsniveau des Reportersgens untersuchen zu kénnen. Dafir schien der Promotor
des Elongationsfaktorsol (EFlo) als geeignet. In transienten Transfektionsexperimenten
der Plasmide pUHD 131-1 und pUHD 131-EFla, in denen das Gen der Luziferase unter der
Kontrolle des CMV bzw. ERd Promotor steht, war der E&1Promotor durchgehend um
einen Faktor 100 schwacher als der CMV Promotor (Daten nicht gezeigt). Aufgrund dieser
Daten wurde nun abschlielend ein Plasmid namens pUHD (NR1_opt3)-131-EFla
konstruiert, in dem der ElelPromotor die Expression des NR1-Luziferase-Fusionsproteins
kontrolliert. Wie in spateren Experimenten zu sehen ist, erreicht man in HtTA unter
aquivalenten transienten Transfektionsbedingungen mit pUHD (NR1_opt3)-131-EFla
ungefahr ein Zehntel der Luziferaseaktivitat von pUHD (NR1_opt3)-131-1 (Abbildung 34
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B). In PC12-tTA Zellen sind die erzielten Luziferaseaktivitaten mit denvEFbdmotor nur
geringfugig niedriger als mit dem CMV Promotor (Daten nicht gezeigt).

Damit standen die beiden Reporterplasmide pUHD (NR1_opt3)-131-1 und pUHD
(NR1_opt3)-131-EFla  zur Verfugung, mit denen die Wirksamkeit der Ribozym
vermittelten Repression Uber einen Expressionsbereich des zu regulierenden Gens von zwei
GrofRenordnungen untersucht werden konnte (siehe nachstes Kapitel).

SchlieBlich 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 Il linearisiert und im
molaren Verhéltnis 20 : 1 mit dem durch Pvu Il linearisierten Vektor pX343 in H{TA Zellen
kotransfiziert. Der Vektor pX343 enthalt das Gen fir die Hygromycinresistenz unter
Kontrolle des SV40 Promotors. Aus der Selektion mit Hygromycin resultierten insgesamt 76
resistente Klone, von denen 25 Klone keine mel3bare Luziferaseaktivitat aufwiesen. Aus den
restlichen Klonen wurden finf ausgewéhlt, die bei ihrer initialen Charakterisierung ein
Expressionspektum von 2000 rlu/pug (NR1-18) bis 50000 rlu/ug (NR1-16) abdeckten.
Nachdem die Klone anschlie3end durch mehrere Passagen gegangen waren, zeigten nun drei
eine Luziferaseaktivitat zwischen 100000 und 300000 rlu/pg und zwei Klone hatten eine
niedrigere Aktivitdt zwischen 2000 rlu/ug und 5000 rlu/ug behalten (Abbildung 33 C).
Proteinextrakte dieser Klone zeigten in einem Westernblot mit einem polyklonalen
Antikorper gegen die Luziferase das NR1-Luziferasefusionsprotein in der korrekten GroR3e
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 fur weitere
Experimente zwei Zellinien (NR1-17, NR1-69) mit niedriger und drei Zellinien (NR1-4,
NR1-16, NR1-18) mit hoher Luziferaseaktivitat zur Verfiigung.
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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-EFla (unten). In der hier gezeigten finalen
Version des NR1-Luziferase-Fusionsproteins ist der Bereich 5° UTR und der ersten 390 Aminosauren der NR1
MRNA mit optimierten Startkodon (NR1(AA 1-390)opt.) an das Luziferasegen mit deletiertem ATG
(Luziferase(-ATG)) fusioniert. Abkirzungen: SV40 pA: Polyadenylierungssignal der spaten SVAQ#&ene
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
Antikdrpers gegen die Luziferase analysi€f) Luziferaseaktivitdten ausgewéhlter 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 zelludren Testsystem

Bevor nun die beiden Hammerhead-Ribozyme GUC 308 5+19 und GUC 548 12+12 im
zellularen System getestet werden konnten, sollten noch spezielle Expressionvektoren
entwickelt werden. Diese sollten die Moéglichkeit er6ffnen, von einem Ursprungsvektor aus
eine Expressionskassette, in der ein bidirektionalen Tet-regulierten Promotor die Expression
des Ribozyms unceGFP koreguliert, sowohl in einem Plasmidkontext fur 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 Léw ausgearbeiteten Klonierungsstrategie zur baukastenahnlichen Herstellung von
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bidirektionalen Tet-regulierten Expressionseinheiten zurtickgegriffen. Dadurch entstand der
Vektor pPRETRO3 (Konstruktion siehe Anhang), in dem der neu konstruigte@auf der

einen Seite von einer MCS und auf der anderen Seitee@P flankiert ist. In diesen
Vektor wurden nun die beiden Hammerhead-Ribozyme zwischen die Schnittstellen Sal |
und Pst | 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 Il und Not | 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 dal3 beiden Tet-regulierten Gene durch Polyadenylierungsstellen flankiert sind
und damit koexprimiert werden kdénnen (Abbildung 34 B).

Um die Wirksamkeit der Ribozyme in Zellkultur zu prifen wurden die Reporterplasmide
pUHD (NR1_opt3)-131-1 und pUHD (NR1_opt3)-131-EFla 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 Halfte in Abwesenheit und die andere Halfte in Anwesenheit
kultiviert wurde. Durch die Variation der Mengen an transfizierter DNA der entsprechenden
Reporterplasmide erzeugt man fur das Gen des NR1-Luziferase-Fusionsproteins
Expressionsniveaus, die einen Aktivitatsbereich von zwei Gro3enordnungen abdecken. Die
aus den Proteinextrakten ermittelten und auf zwei Arten normierten Luziferaseaktivitéaten
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 Kontrollansatze, in denen dere@EP
exprimierende Vektor pBlI7 MCS transfiziert wurde, zeigte sich kein signifikanten
Unterschied. Die gleichen Ergebnisse erhalt 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 Bi-6 kontrollierten
Transkriptionseinheit in den Plasmiden vom Typ pRETRQ3.bR6: Tet-regulierter bidirektionaler Promotor,

in dem ein Oktamer aus wildtyp Tet-Operatoren (tgt@n zwei CMV-Minimalpromotoren vom Typ R,
flankiert ist HH-Ribozym: Hammerhead-Ribozym. Relevante Restriktionsschnittstellen sind angéBgben
Schematischer Aufbau der pBI7-Ribozymkonstrukte, Bi-6: s.0.; SV40pA: Polyadenylierungssignal der
spaten Gene von SV40; R-Globin pA: Polyadenylierungssignal von RB-G{@)inEvaluierung der pBI7-
Ribozymkonstrukte im transienten Testsystem. 5ug 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: 10upg) oder pUHD (NR1_opt3)-131-EE1 1ug; 10E
10pg)in HtTA-Zellen elektroporiert. Die Zellen eines Ansatzes wurde eine Halfte in Abwesenheit, die andere
Halfte 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 gré3eren
Teils der Zellen wurde die Luziferaseaktivitit und der Proteingehalt bestimmt. Die Luziferaseaktivitat 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. AnschlieBend 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 fur 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 grof3ten Teil mit den bereits erzielten Ergebnissen tberein. Wahrend die

116



Ergebnisse

Regulation der Expression va@@FP sehr schon gezeigt werden konnte (Abbildung 34 C),
sind die Hammerhead-Ribozyme nicht nachzuweisen (Daten nicht gezeigt), wodurch eine
fehlende Regulation erklarbar ware. Allerdings konnte im Falle des Ribozyms GUC 308
5+19 eine in zwei unabhangigen Experimenten auftretende geringfligige 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 zellularen 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 mufte zunéchst der entsprechende virale Vektor zur Produktion dieser Retroviren
entwickelt werden. Das verwendete virale Ausgangskonstrukt SF2 war von Rainer Low
konstruiert worden und basiert auf auf einer von Dirk Lindemann beschriebenen SIN-
Variante des murinem Moloney Leukd&mieviruses MuMLV (Lindemann et al., 1997, Rainer
Loéw, unpublizierte Daten). In den retroviralen Vektoren vom Typ SF2 HHCCG
(Konstruktion siehe Anhang) koreguliert ,Pbi-6 das Ribozymgen, dem das
Polyadenylierungssignal der spaten 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. Anschlielend wurdene@&P
exprimierenden Zellen mit einer FACS-Maschine aussortiert. Dabei bendtigte man zwei bis
drei sequenzielle Sortierungen, um den Anteil der eGFP positiven Zellen auf tber 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
anschlieBend Proteinextrakte angefertigt und aus ihnen die Luziferaseaktivitat, 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 Basalaktivitat 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 bestétigte sich auch in der Analyse von aussortieren Einzelzellinien aus
verschiedenen stabilen Zellpopulationen fir GUC 308 5+19, bei denen die Regulation von
eGFP und des NR1-Luziferase-Fusionsproteins sowohl auf funktioneller Ebene (Abbildung
35 B: Luziferaseaktivitaten nicht gezeigt) als auf auf RNA-Ebene mittels Northern-Blot
untersucht wurde (Abbildung 35 C). Damit konnte die beobachtete geringfligige Reduktion
in den transienten Experimenten nicht bestatigt werden.

A Ptet bi-6

+75 -53 -53 +?‘5
|

—{5'LTR}//—{ SV40 pA }-{ HH-Ribozym — eGFP /-3 TTR

min-1 (tetO)g Pmin-1

B -Dox +Dox C
Linie E12 Linie H?
-Dox  +Dox -Dox  +Dox
Linie E12
NRT | —
o ..
Linie H?

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 R, bi-6 die Expression der Hammerhead-Ribozyme und des Gens von eGFP koreguliert
(Abklrzungen: LTR: ,long terminal repeat‘-Region; sonst siehe Abbildung (8) 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 ypbif 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 fir die mRNAs von
eGFP und des NR1-Luziferase-Fusionsproteins.
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6.2.1.5 Evaluierung von Hammerhead-Ribozymen eingebaut in eine Trager-RNA

Es stellte sich nun die Frage, ob die Wirksamkeit der Ribozyme im zellularen Testsystem
dadurch zu verbessern wére, indem man die intrazellulare Halbwertszeit des Ribozyms
erhoht. Dies ware denkbar durch den Einbau des Ribozyms ohne Beeintrachtigung seiner
katalytischen Aktivitat in eine intrazellular sehr stabilen RNA. Zu diesem Zweck wurde die
adenoviral assoziierte vBRNA des Adenoviruses Typ 2 verwendet (Akusjarvi et al., 1980).
Die 155 nt lange veRNA bildet eine sehr stabile Sekundarstruktur aus und assoziiert mit
zellularen Proteinen unter Bildung von Ribonukleoprotein, was der RNA eine hohe
Stabilitat und hohe Resistenz gegentber intrazellularen Nukleasen verleiht. Zudem
beinhaltet die vaRNA einen sehr starken internen RNA Polymerase Il Promotor, der in
vielen Zelltypen aktiv ist und zur Akkumulation von bis zd RDNA-Molekulen pro Zelle

fuhrt (Mathews und Shenk, 1991).

Beim Einbau der Ribozyme wurden zwei publizierte Strategien verfolgt. Zum einen
verwendeten wir eine von Lieber und Strauss beschriebene Variante -d&XAaval

(Lieber und Strauss, 1995). In dieser Variante wurde, um mdgliche Basenpaarungen des
Ribozyms mit der vaRNA 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 fur die
entsprechenden Ribozyme zwischen die Sall und Pst | Schnittstelle des Vektors pGval, der
uns von den Autoren zur Verfigung gestellt wurde. Solche vaL-RNA-Ribozym-Chimaren
wurden fur die Ribozyme GUC 308 5+19 und GUC 548 12+12 konstruiert. Diese Ribozyme
wurden auf ihre katalytische Aktivitét vitro in dquivalenten Experimenten wie in Kapitel
6.2.1.2 getestet, wobei ahnliche 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, deN&a
(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-EFla getestet.
Dabei wurde die erzielten Luziferaseaktivitaten der Transfektionsansatze mit den
Ribozymen vaL GUC 308 5+19, vaL GUC 548 12+12 und @GUJC 308 5+19 mit dem

Ansatz der vaL RNA ohne Ribozym verglichen. Dabei zeigte sich Uber den Bereich von
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zwei GroRRenordnungen keine Reduktion der Aktivitdt des NR1-Luziferase-Fusionsprotein

durch die Ribozyme (Abbildung 36 C).

Analysiert man die Transfektionsansétze auf der Ebene der RNA, lassen sich wie erwartet
die verschiedenen valL-RNAs eindeutig nachweisen, aber ebenso eindeutig ist kein
Unterschied in den Expressionsniveaus des NR1-Luziferase-Fusionsproteins festzustellen
(Abbildung 36 D).
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Abbildung 36: Expression des NR1-Luziferase-Fusionsproteins in Gegenwart eine va-RNA integrierten
Hammerhead-Ribozymen (A) Schematischer Darstellung der valL-RNA Hammerhead-Ribozy(Bg
Schematischer Darstellung der AvRNA Hammerhead-Ribozyme(C) Evaluierung der va-RNA-
Ribozymkonstrukte im transienten Testsystem. 10 ug der Konstrukte pGvaL GUC 308 5+18, QiG®a308

5+19, pGvaL GUC 548 12+12 und pGvalL wurden jeweils zusammen mit 5 ug pUHD34-1 unterschiedlichen
Mengen des Reporterplasmids pUHD (NR1_opt3)-131-1 (1C: 1ug; 10C: 10ug) oder pUHD (NR1_opt3)-131-
EFla (E: 1ug; 10E 10ugh HtTA-Zellen elektroporiert. Die transfizierten Zellen wurden 24 h kultiviert,
anschlieBend lysiert und von den Extrakten die Luziferaseaktivitit und der Proteingehalt bestimmt. Die
Luziferaseaktivitét ist normiert auf 100% Transfektionseffizienz. Die Transfektionseffizienz wurde durch eine
FACS-Analyse des von dem Plasmid pUHD34-1 exprimierten eGFPs besti(Bht.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 fir 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 fir die mRNAs des NR1-Luziferase-
Fusionsproteins, der va-RNAs und der Actin mRNA als Kontrolle.

6.2.2 RNA-Padlocks

6.2.2.1 Invitro Charakterisierung der RNA-Padlocks

In einer Kollaboration mit der Firma Somagenics wurde fir 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 fur die Selbstligation blockiert und diese erst
durch die Bindung der Antisense-Sequenz an die NR1-RNA freigibt. So soll eine friihzeitige
Zirkularisierung verhindert werden.

NRT mRNA
& 5 g5
Ligationsstelle
5'/
gPrGe 3 RNA-Padlock Antisense-Sequenz
G Cacucu CGACU ——————— ACAACAACAACAAC B/
[ LB A )
UGACA GCUGA |
A A A A E i i i i i vl AC AR1.308 GAUGUUGACAAUCUUGGE
GA Cc'y cl__Antisense-Sequenz ACa
c'e AR1.548 GCUGUGUAGGAGACAGGG
A'G
G cac ACAAAGAG ‘U
T C
U GUGgyauayua C ¥

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 fur die entsprechenden
RNA-Padlocks.

Die Produktion der RNA-Padlocks sollte ebenfalls durch emevitro Transkription
erfolgen. Dazu wurden die Vektoren pSKll+ AR1.308 und pSKIl+ AR1.548 hergestellt, in
denen die Padlocks durch den T7 Promotor transkribiert werden konnen.

In denin vitro Experimenten sollte die Bindung der RNA-Padlocks an die NR1-RNA
demonstriert werden. Dazu wurde zunachst eine intern radioaktiv markierte NR1-RNA der
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Lange 1013 nt durch eine vitro Transkription mit T7-RNA-Polymerase synthetisiert und
Uber 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 Halfte 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 Aufschlul3
Uber 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 verlauft der Prozel3 der Komplexbildung deutlich
langsamer, so daf} nach drei Stunden 95,2% der NR1-RNA mit AR1.308 und 87,6 % der
NR1-RNA mit AR1.548 assoziiert sind. Desweiteren lasst sich im Falle der Hybridisierung
zur Substrat-RNA ein deutlicher Unterschied zwischen den beiden Padlocks beobachten.
Wahrend der Zeitverlauf der Hybridisierung und der Komplexbildung von AR1.308 sehr
ahnlich verlaufen, sind im Falle von AR1.548 bereits nach einer Minute alle Molekule der
Substrat-RNA von dem RNA-Padlock komplexiert.
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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 Lange 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 minltiger Inkubation mit Formamidpuffer wurde die Halfte 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 Halfte der eines jeden Aliquots der obigen Reaktionsansatze 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 bziglich 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 Mdglichkeit ausschliel3en, dal? die beobachtete
Anderung im Laufverhalten der NR1-RNA auf einer veranderten Sekundarstruktur unter der
allosterischen Wirkung der Padlocks beruht. Zu diesem Zweck wurden die RNA-Padlocks
durch einein vitro Transkription intern radioaktiv markiert und anschlieRend die
radioaktiven RNA-Padlocks mit zunehmenden Mengen an nichtmarkierter NR1-RNA tber
einen Zeitraum von zwei Stunden inkubiert. Die Hybridisierungsreaktionen wurden dann
mit Formamidprobenpuffer gestoppt bevor die Ansétze in zwei Halften geteilt wurden von
denen eine Halfte fir 15 min bei 37°C und die andere Halfte fir 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, da’ die RNA-
Padlocks in der nichtgebundenen Form in zwei Populationen vorhanden sind, in einer
zirkularen und einer linearen Form (Sergei Kasakov, personliche Mitteilung). Ferner ist
deutlich zu sehen, daf} die Padlocks an die NR1-RNA binden und zwar bei steigender
Konzentration der Substrat-RNA in zunehmenden Malfle. Die dadurch resultierende
Abnahme der Padlocks verlauft 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 Lange 1013 nt fur 2 Stunden inkubiert. Nach Zugabe von Formamidprobenpufferpuffer wurde
eine Halfte des Reaktionsansatzes fiir 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 zirkuldaren (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 zllularen Testsystem

6.2.2.2.1 Uberprifung der Wirksamkeit der RNA-Padlocks in transienten
Expressionsexperimenten

Bevor man mit der Evaluierung der RNA-Padlocks im zellularen 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 bewéhrte CMV-Minimalpromotor, B verwendet, der den Bereich des
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CMV-Promotors von -53 bis +75 umfasst. Dieser Bereich enthélt allerdings neben der
TATA-Box und einen Inr-Element noch die Bindungsstellen fur den Transkriptionsfaktor
LTF A/B und zwar von Nukleotid +31 bis +75 (Ghazal und Nelson, 1991). Der zweite
CMV-Minimalpromotor B, , umfal3t den Bereich von —53 bis +12 und enthalt dadurch nur
noch die TATA-Box und das stark konservierte Inr-Element. Durch diese Veranderung wird
zum einen die Sequenz der 5" UTR kirzer, womit eine potentiell mégliche Inaktivierung der
RNA-Padlocks durch Hybridisierung mit der 5° UTR minimiert wird. Zum anderen sollte
die geringe Basalaktivitat des Tet-regulierten Promotors dadurch weiter erniedrigt werden,
da dieser verkirzte Minimalpromotor nur noch Elemente enthalt, die fur 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 B, enthalt und dort die Expression va&@&FP kontrolliert. Auf der
anderen Seite ist entwedey; R (pBI8(+75) MCS) oder R, (pBI8(+12)MCS) angebracht,
denen jeweils eine MCS folgt. In beide Vektoren wurde in diese MCS zwischen die
Schnittstellen Sal |1 und Pst | abschliel3end das entsprechenden RNA-Padlocks kloniert, was
zu den in Abbildung 40 A dargestellten Expressionkassetten fuhrt. Die Klonierungen sind
im Anhang detailliert beschrieben.

Zur quantitativen Erfassung der Regulationsunterschiede der beiden CMV-
Minimalpromotoren wurden zunachst die Plasmide pBI8(+12) und pBI8(+75) hergestellt, in
denen das Gen der Luziferase unter der Kontrolle der Minimalpromotgrgnt®w. P,

steht. Diese Plasmide wurden im transienten Expressionssystem (PC12-tTA Zellen) in An-
und Abwesenheit von Dox Uberprift. Die Bestimmung der Luziferaseaktivitat ergab, dafld der
neu konstruierte Promotor, P, funktional ist. In den PC12-tTA Zellen zeichnet er sich
durch eine niedrigere Basalaktivitdt im abgeschalteten Zustand gegenjjberaus,
wodurch sich der Regulationsfaktor zwischen dem an- und abgeschalteten Zustand von 179
auf 543 steigern lie3. Allerdings geht die abgesenkte Basalaktivitat auch mit einer
Erniedrigung der Maximalaktivitit um 50 % einher (Daten nicht gezeigt). Diese
Eigenschaften wurden spater auch in HtTA-Zellen bestétigt (Christiane Schirra-Miiller,
unveroffentliche Daten).

Um das Repressionspotential der RNA-Padlocks zu prifen wurden zunachst 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-EFla durchgefihrt. 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 Halfte in Abwesenheit, die
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andere Halfte in Anwesenheit von Dox inkubiert. Wie in Abbildung 40 B zu sehen ist, zeigt
die Analyse der Luziferaseaktivitat 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 kénnen 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 unabhangig von der fur die
Experimente verwendeten Zellinie (Daten nicht gezeigt).

A Pret bi-5
+75 53 53 +75
pB|8(+75) - SV40 pA — RNA-Padiock P P eGFP — p-Globin pA —
min-1 (tetO)g min-1
Pst | Sal | Hind Il Xhol Nco | Bam HI
Ptet bi-7
+12 53 53 +75
pBI8(+12) —| SV40 pA < RNA-Padlock | eGFP — p-Globin pA —
Pmin-3 (tetO)7 Pmin-1
Pst | Sall  Hind il Xhol Nco | Bam HI
1000000 -
B ¢
| +Dox
AR1.308 AR1.548
= 100000
:‘5 -Dox  +Dox -Dox  +Dox
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&
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Abbildung 40: Uberprufung der Wirksamkeit der RNA-Padlocks im transienten Expressionssystem (A)
Schematische Darstellung der pBI8-Expressionsvektorgnbifs: Tet-regulierter bidirektionaler Promotor, in
dem ein Heptamer aus wildtyp Tet-Operatoren (tet@n zwei CMV-Minimalpromotoren vom Typ R,
flankiert ist; R, bi-7: Tet-regulierter bidirektionaler Promotor, in dem ein Heptamer aus wildtyp Tet-
Operatoren (tetQ)von zwei CMV-Minimalpromotoren flankiert ist, von denen einer vom Typ,Rund der
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andere vom Typ [R.s ist; SV40pA: Polyadenylierungssignal der spaten SV40-Gene; R-Globin pA:
Polyadenylierungssignal von R-GlobifB) Quantitative Evaluierung der RNA-Padlocks im transienten
Testsystem. 5ug 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: 10upg) oder pUHD
(NR1_opt3)-131-ERt IE: 1pg; 10E 10ugh HtTA-Zellen elektroporiert. Die Zellen einer Héalfte des
Ansatzes wurde in Abwesenheit, die Zellen der anderen Halfte 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 groReren Teils der Zellen wurde die Luziferaseaktivitat und der
Proteingehalt bestimmt. Die Luziferaseaktivitat ist normiert auf 100% Transfektionseffizi€Dz.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 Ansatze wurden auf einem 1%igen denaturierenden Agarosegel elektrophoretisch getrennt
in einem Northernblot mit verschiedenen spezifischen Hybridisierungssonden analysiert. Die Abbildung zeigt
die erhaltenen Sigale fir die RNA-Padlocks und die mRNAs von eGFP. Als Kontrolle diente eine
unspezifische Hybridisierungsbande.

6.2.2.2.2 Uberpriifung der Wirksamkeit der RNA-Padlocks in tripelstabiler
Zellpopulationen

Trotz der Unwirksamkeit der RNA-Padlocks in den transienten Expressionsexperimenten
sollte deren mogliche Wirksamkeit unter definierten Bedingungen in stabil transfizierten
Zellen Uberprift werden. Zur Herstellung stabiler Zellpopulationen, die alle Elemente des
zellularen 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 tber FACS
gewonnen. Durch drei aufeinander folgende Sortierungsrunden konnte dabei der Anteil von
1 bis 2 % auf Gber 90% angereichert werden. Bei den so erhaltenen Zellpopulationen wurde
nun die weitere Expression vesFP 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
anschlieBend 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
Luziferaseaktivitat, normiert auf den Proteingehalt, bestimmt. Dabei zeigte sich wieder
keine durch die RNA-Padlocks vermittelte Repression, obwohl durch eine vorher nicht
beobachtete Instabilitdit 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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Regulierbare Zellpopulationen

AR1.308 AR1.548

+Dox +Dox

Populationen mit niedriger Basalaktivitat (N)

AR1.308 AR1.548

-Dox +Dox -Dox +Dox

Populationen mit hoher Basalaktivitdt (H)

AR1.308 AR1.548

-Dox +Dox -Dox +Dox

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 veGFP 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 anschlieRende 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 veGFP. (Unten) Durch FACS isolierte
Subpopulationen mit hoher Basalexpression eGiP.
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6.2.3  Synthetische Transkriptionsfaktoren mit Zinkfinger-DNA-
Bindungsdomanen

Im Rahmen der Kollaboration mit der Firma Gendag/Sangamo wurden flr uns unter
Verwendung einer neuen Selektionsmethode Zinkfingerproteine synthetisiert (Isalan et al.,
2001). Die Vorgaben fur die Selektion waren, dal’ diese Proteine sechs Zinkfinger-DNA-
Bindungsdoménen enthalten, womit die spezifische Erkennung einer Sequenz von 18 bp
erreicht werden kann. Eine Bindungstelle dieser Ldnge kommt statistisch gesehen nur
einmal im Genom der Maus vor. Desweiteren wurde darauf geachtet, die Bindungsstellen
nur wenig mit bekannten Konsensussequenzen anderer Transkriptionsfaktoren Uberlappen
zu lassen. Diese zwei Vorgaben sollten garantieren, dal3 es nicht zu einer Bindung der
Zinkfingerproteine an andere Promotoren kommt. Zudem sollten nur Erkennungssequenzen
ausgewahlt werden, die identisch in Maus und Ratte vorliegen, um den Einsatz der
Zinkfingerproteine in beiden Tieren zu erméglichen.

Es ging im folgenden darum, zunachst 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 flr die Evaluierung
der synthetischen Transkriptionsfaktoren optimiert werden. Im weiteren sollten die NR1
Promotor-spezifischen Zinkfinger-basierenden Transkriptionsfaktoren unter Verwendung
verschiedener Repressionsdoméanen getestet werden.

6.2.3.1 Etablierung eines quantitativen zdularen Testsystems

6.2.3.1.1 Konstruktion des zellularen 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
kleinstmdgliche DNA-Sequenz, die noch Basalaktivitat und Zelltypspezifitdt besitzt. Im
Vergleich zu den groReren und zum Teil aktiveren Promotorfragmenten ist seine
Expressionsstarke etwa 30% geringer. Im folgenden wird dieser Promgtgefannt.

Der schematische Aufbau vongRist in Abbildung 42 dargestellt. Der NR1-Promotor
gehdrt zu der Klasse der ,TATA-losen® Promotoren. Die fir die Basalaktivitat
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 fur den
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Transkriptionsfaktor SP1 flankiert, welche, durch die Bindung des Kkonstitutiven
Transkriptionsaktivators SP1, an der Rekrutierung und korrekte Positionierung des TBP-
Komplexes im TATA-losen Kontext beteiligt sind (Smale et al., 1997). Desweiteren enthalt
Puwr: IMm 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 NRZ1-in-3° wurgg Bus 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 vgg Bonstitutiv exprimiert (Abbildung

43 A). Das Plasmid SFG131-NR1 (Abbildung 43 A) enthalt die Transkriptionseinheit der
Pwr: Kontrollierten Luziferase im Kontext eines retroviralen Vektor der SFG-Serie
(Lindemann et al, 1997).

Uberraschenderweise ergab eine PCR-Reaktion der Oligonukleotide NR1-in-5" und NR1-in-
3" mit genomischer Maus-DNA ebenfalls ein Amplifikationsprodukt der erwarteten GréR3e.
Dieses Fragment wurde in das mit EcoRV linearisierte Plasmid pSKIll+ subkloniert. Eine
Sequenzierung des Fragmentes identifizierte den zu diesen Zeitpunkt unbekannten
entsprechenden NR1 promotorbereich der Maus. Die Sequenzanalyse zwischen Maus und
Ratte ergab eine Identitdt von 91,6 %, dargestellt in Abbildung 42. Mit dem neu
identifizierten Rg,, wurden wie oben die zwei entsprechenden Reporterkonstrukte
hergestellt, die pUHD 131-NR1m und SFG 131-NR1m genannt wurden.

Alle Reporterkonstrukte wurden auf ihre Expressionstérke in HITA 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 Durchflu3cytometrie gegen eGFP
ermittelt. In den Lysaten der Zellen wurde die Luziferaseaktivitat, normiert auf den
Proteingehalt der Probe, bestimmt. Die Luziferaseaktivititen wurde in einem zweiten
Schnitt normiert auf 100 % Transfektionseffizienz. Durch diese Normierungsmethode wird
die unterschiedliche Aktivitat des CMV-Promotors in den verschiedenen Zelltypen nicht
bertcksichtigt und durch die absolute Mel3gré3e der Anzahl an transfizierten Zellen ersetzt.
Somit ist die einzige bestimmte Aktivitat im gesamten Experiment die des verwenggten P
bzw. R -
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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 Luziferaseaktivitaten, gezeigt in Abbildung 43 B, lassen sich 3 Tendenzen
ablesen. Am auffallendsten ist die deutlich hohere Aktivitat 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 Grof3enordnungen Uber dem Wert der Hela-Zellen. Auch
die retroviralen Vektoren fihren im Durchschnitt zu etwa 10-fach hodheren
Luziferaseaktivitaten in in PC12 Zellen. Desweiteren exprimieren die retroviralen Vektoren
das Gen der Luziferase deutlich starker als die pUHD-Vektoren, im Falle der Hela-Zellen
sogar um zwei Grof3enordnungen. Zuletzt zeigte sich noch in allen Konstrukten, daf3 jene
mit den Mauspromotor das Reportergen signifikant schwacher exprimieren als das Pendant
mit dem Promotor der Ratte.

g il
pUHD 131-NR1 — NR1-Promotor | . Luziferase M SV40-pA =

SFG 131-NR1 — 5°LTR 4//—_ NR1-Promotor —[. Luziferase -//—: 3'LTR ~

B 100000 -
OHtTA
BPCI12tTA
~
g 10000
oy
2
b
S
w 1000
b
k.4
.-
-
° 100
w
Ll
b
=
g 10
-
1 T T T
pUHD 131-NR1 SFG 131-NR1 pUHD 131-NR1m SFG 131-NR1m
Reporterkonstrukte

Abbildung 43: Zelluldres Testsystem zur Evaluierung der Regulation des NRZ1-Promotors durch
synthetische Zinkfinger-Transkriptionsfaktoren. (A) Schematischer Aufbau der Reporterkonstrukte pUHD
131-NR1 und SFG 131-NR1. SV40pA: Polyadenylierungssignal der spaten 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 fiir 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 Luziferaseaktivitat, 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, enthalt der NR1 Promotor ein RE-
1 Element (Schoenherr et al., 1996) . Der Transkriptionsfaktor REST, welcher an das RE-1
Element bindet, ist fur die dauerhafte Repression der neuronalen Gene in nichtneuronalen
Zellen verantwortlich (Chong et al., 1995; Schoenherr et al., 1995). REST gehort zu der
Familie der Zinkfinger-Transkriptionsfaktoren. Das Protein enthalt 7 Krippel-ahnliche
Zinkfingerdomanen fiir die DNA-Bindung und zwei verschiedene Repressionsdomanen, 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, wére
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 Verfliigung gestellt (Ballas et
al.,, 2001). In einer Serie von Transfektionsexperimenten sollten nun die optimalen
Bedingungen fir die REST vermittelte Repression vgn &mittelt 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 enthalf3die
Galaktosidase unter der Kontrolle des CMV-Promotors und dient zur Normierung der
Transfektionseffizienz. Eine Halfte der transfizierten Zellen wurde in Abwesenheit, die
andere Halfte in Anwesenheit von Dox unter verschiedenenen Wachstumsbedingungen
kultiviert. Nach entsprechender Inkubationsdauer wurde in den Lysaten die
Luziferaseaktivitat, normiert auf die p-Galaktosidaseaktivitat, bestimmt. Die fir die
jeweiligen Bedingungen erhaltenen Luziferasewerte sind in Abbildung 44 zusammengefasst.

Die Ergebnisse zeigen zwei interessante Aspekte. Zum einen lie3 sich unter
Standardwachstumsbedingungen (ohne N¥GMifferenzierung) 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 erhéhen, sondern auch die REST vermittelte Repression
besser erkennen. Im gunstigsten Fall liel3 sich die Aktivitat der Luziferase auf ein Niveau
von 20% reduzieren. Zum anderen zeigte sich eine deutliche Reduktion der
Luziferaseaktivitat in der Anwesenheit von Dox. Dies deutet darauf hin, dal3 bereits geringe
Mengen an REST , die durch die erhdhte Basalaktivitat des Tet-regulierten Promotors im
transienten Zustand produziert werden (Daten nicht gezeigt), ausreighesigrifikant zu
reprimieren. Die Annaherung der erzielten Luziferasewerte in An- und Abwesenheit von
Dox spricht fir eine Akkumulation von REST bei langerer Versuchsdauer. Analoge
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Experimente in H{TA Zellen zeigten keine Verstarkung der Repression der Expression der

Reporterkonstrukte durch die hervorgerufene Uberexpression von REST (Daten nicht
gezeigt).

200000
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180000 4@ +Dox
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160000
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-NGF +NGF (15 h) +NGF {24 h)
Transfektionsansatze

Abbildung 44: REST vermittelte Repression des transienten zelluldren 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
Ansatze transfizierter Zellen wurden in der Abwesenheit von NG h (-NGF), und in der Anwesenheit

von 100ng/ml NGH 15 h ¢NGF (15h)) bzw. 24 h h {NGF (24h)) inkubiert. In den Lysaten der Zellen
wurde die Luziferaseaktivitdt, normiert auf die Aktivitat dei-Galaktosidase, bestimmt. Erzielte
Luziferaseaktivitaten in Prozent (bezogen auf die jeweiligen mock-Transfektionsans8@€): 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 Repressionsdoméane

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 dehoxGéror, welche die
KRAB-Repressionsdomane (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 yooi#8 stehen (Abbildung 45).
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Ptet bi-5
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Abbildung 45 : Schematischer Aufbau der pBI8 ZIF/KOX Konstrukte. Die Zinkfingerproteine vom Typ
ZIF/IKOX sind Fusionsproteine einer DNA Bindungsdoméane (ZIF), die aus 6 Zinkfinger-Motiven besteht, mit
dem Kermlokalisierungssignal (KLS) des SV40 T-Antigens und der KRAB-Repressionsdoméaneoxdus
(KOX-1). Am C-Terminus befindet sich zusatzlich 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 vor,®i-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 Halfte in Ab- und die andere Halfte in Anwesenheit von Dox kultiviert wurde. Aus 80
% der Zellen wurden Lysate hergestellt, deren Luziferaseaktivitat, genormt auf die Aktivitat
der p-Galaktosidase, bestimmt wurde. In den restlichen 20 % der Zellen wurde mittels
FACS die korrekte Tet-regulierte Expression vBFP ermittelt. Als Negativkontrolle
dieses Experimentes diente der Vektor pBI8(+75) MCS. Die in Abbildung 46 A
dargestellten Luziferaseaktivitdten zeigten ein Uberraschendes Ergebnis. Erwartet worden
ware eine zusétzliche Reduktion der in Hela Zellen sowieso schon geringen Expression von
Pwr: durch die synthetischen Zinkfinger-Transkriptionsfaktoren. Stattdessen beobachtete
man bei fast allen Zinkfingerkonstrukten eine Erhdhung der Luziferaseaktivitat, im Falle
von ZIF/KOX 3-10 sogar fast um einen Faktor 50.

Anschliel3end wurden nun identische Kotransfektionsexperimente mit dem Reporterplasmid
SFG131-NR1 in HtTA-Zellen durchgefuhrt. Es war anzunehmen, dafl3 die deutlich héhere
Aktivitat dieses Reporterkonstrukts in HtTA Zellen von einer Verstarkung der Transkription
von Ry, durch die an den retroviralen 5"-LTR-Promotor bindenden Transkriptionsfaktoren
kommt. Somit muRte der entsprechende Effekt der Zinkfingerproteine auf die basale
Transkription von R, deutlicher zu messen sein. Die Ergebnisse eines reprasentativen
Experiments sind in Abbildung 46 B zu sehen. Im Gegensatz zu den Transfektionen mit
pUHD 131-NR1 zeigte sich hier fir zwei Zinkfingerkonstrukte eine schwache und fur zwei
weitere eine deutliche Reduzierung der Luziferaseaktivitdt. Es liel? 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 vongPoder 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.
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Abbildung 46 : Einfluss der ZIF/KOX-Proteine auf die Aktivitdt von P,g, in HtTA Zellen. Die pBI8
ZIF/IKOX-Konstrukte wurden zusammen mit den Reporterplasmid pUHD 131-(R1 oder SFG 131-NR1

(B), und dem Vektor pUHD 16-1 in HtTA-Zellen elektroporiert. Die transfizierten Zellen wurden zur Halfte in
Abwesenheit (-Dox) und zur Héalfte in Anwesenheit von Dox kultiviert. Der Ansatz MCS ist ein
Kotransfektion mit Vektor pBI8(+75) MCS, der keinen Zinkfinger enthalt und dient als Negativkontrolle. In
den Lysaten dieser Zellen wurde die Luziferaseaktivitat, normiert auf die Aktivitatp-dgalaktosidase,
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 Luziferaseaktivitdten 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 néchster Punkt sollte die Repression vy Burch die Zinkfinger-Fusionsproteine in
PC12-tTA-Zellen untersucht werden. Die transienten Expressionsexperimente wurden
analog wie im Falle der HtTA-Zellen durchgefihrt und fir 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 Luziferaseaktivitdten (Abbildung 47 A zeigt
ein repréasentatives Experiment) lassen sich Regulationstendenzen ablesen. Die Zinkfinger-
Transkriptionsfaktoren ZIF/KOX 2-9, 3-10 und 4-10 zeigten keine Wirkung guf Pas
Zinkfingerprotein ZIF/KOX 3-6 reduzierte die Luziferaseaktivitat auf ein Niveau von 50 %

in Abwesenheit von Dox. Jedoch ist, &hnlich 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 Affinitdt des Zinkfingerproteins zu seiner
Bindungsstelle hindeutet. Auch ZIF/KOX 4-5 und 5-6 reduzierten die Luziferaseaktivitat
signifikant, reprimieren den Promotor jedoch nicht im abgeschalteten Zustand.

Abschlie3end 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 durchgefiihrt, nur mit dem Unterschied, daf} die
Zellen in Abwesenheit von Dox inkubiert wurden und bei der Ernte nur die Zellen mit einem
starken Signal fur eGFP mittels FACS aussortiert und anschlie3end analysiert wurden. Die
gemessenen Luziferaseaktivitdten (Abbildung 47 B) bestétigen die Regulationstendenzen
aus den Experimenten ohne Zellsortierung, jedoch kommt es bei allen Zinkfingerproteinen,
bei denen eine signifikante Reprimierung vqp,Machgewiesen werden konnte, nur bei
REST zu einer erneuten Reduzierung des Niveaus der Luziferaseaktivitat von 25 % auf 11
%. Zudem beobachtet man mit dem Zinkfingerprotein ZIF/KOX 3-10 nun eine signifkante
Reduzierung der Luziferase auf ein Aktivitatsniveau von 62 %.

Abschlie3end lasst sich somit feststellen, daf3 keiner der verwendeten Zinkfinger-KOX1-

Fusionsproteine das Regulationspotential von REST besitzt und sie damit fir die
Verwendung im transgenen Tier ungeeignet sind.
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Abbildung 47: Einfluss der ZIF/KOX-Proteine auf die Aktivitat von P g, 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 Hélfte in Abwesenheit (-Dox) und zur Hélfte 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 vongN@iubiert,
geerntet und analysiert. Die Luziferaseaktivititen sind normiert auf die Aktivitdp-Gerdaktosidase. Erzielte
Luziferaseaktivitaten 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% (+Dd®8) 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 N@Fkultiviert. Hoch eGFP exprimierende Zellen wurden durch FACS
sortiert und anschlielend wie in (A) analysiert. Die Kontrollen wurden analog zu (A) durchgefihrt. Erzielte
Luziferaseaktivitdten 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 Repressionsdomane

Die mit REST erreichten Regulationsfaktoren legten nahe bei einigen der Zinkfingerproteine
die KOX-1 Repressionsdoméne durch eine REST Repressionsdomane zu ersetzen. REST
besitzt zwei Repressionsdoménen: 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, dal3 sie den
Histon-Deacetylase-Komplex 2 (HDAC2) rekrutieren, was zur Verdichtung der lokalen
Chromatinstruktur und damit zur Repression der Promotoren fuhrt. Desweiteren konnte in
einer Publikation von Ballas et al. gezeigt werden, dal} beiden Repressionsdomanen auch
einzeln fur die komplette Repression eines REST-abhangigen Reporterkonstrukts
ausreichen.

Fur die Verwendung der N-Terminalen Repressionsdomane sprachen im wesentlichen zwei
Befunde. Zum einen ist von dem Korepressor mSin3A/B bekannt, daf3 er sowohl im Embryo
als auch in der adulten Maus ubiquitar exprimiert wird (Kyrylenko et al., 2000), wahrend
das Expressionsmuster von CoREST zeitlich und lokal eingeschréankter ist (Tontsch et al.,
2001). Zum anderen war bekannt geworden, dafd mSin3A fur Modulation der Aktivitat der
Promotoren verantwortlich ist, wahrend CoREST eher an der dauerhaften Unterdriickung
der Genexpression beteiligt ist (Lunyak et al., 2002).

In den neu entworfenen Zinkfingerproteinen vom Typ ZIF/REST sollte die N-Terminale
Repressionsdomane aus REST der Zinkfinger-DNA-Bindungsdomane vorgeschaltet sein
und diese Fusionsproteine am C-Terminus mit einer KLS versehen sein (Abbildung 48). Fur
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 R, bi-5 die Gene der ZIF/REST Proteine und eGFP (Abbildung 48).

Ptet bi-5

{p-Globin pAH __ eGFP REST (1-106)[ _ZIF _ |KLS[myc H SV40pA |

Abbildung 48: Schematischer Aufbau der pBI8 ZIF/REST Konstrukte. In den Zinkfingerproteinen vom

Typ ZIF/REST ist die N-Terminale Repressionsdoméne des Transkriptfaktors REST (REST 1-106) an die
Zinkfinger-basierende DNA Bindungsdoméne (ZIF) mit anschlielRenden Kermlokalisierungssignal (KLS) des
SV40 T-Antigens fusioniert. Am C-Terminus befindet sich zusétzlich 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 vog B-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 durchgefiihrt. 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 fur ein artifizielles Zinkfingerkonstrukt
gemessene Niveau der Luziferaseaktivitat erreicht werden (Abbildung 49 A). Um dies zu
bestétigen wurden ebenfalls Kotransfektionen durchgefihrt, in denen die eG&R
exprimierenden Zellen mittels FACS aussortiert wurden. Die Analyse dieser
Zellpopulationen ergab, dal3 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 liel3 sich in diesem
Experiment sogar eine &quivalente 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 Aktivitdt von P, 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 Hélfte in Abwesenheit (-Dox) und zur Hélfte 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 N@GH100ng/ml) analysiert. Die Luziferaseaktivitaten sind normiert
auf die Aktivitdt der B-Galaktosidase. Erzielte Luziferaseaktivitdten 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% (+Dd®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 anschlieBend wie in (A) analysiert. Die Kontrollen wurden entsprechend zu (A) durchgefihrt.

Erzielte Luziferaseaktivitdten 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 Mausen

7.1.1 Analyse derrtTA-kontrollierten Genregulation im Gehirn der
Maus

Mit dem Tet-System konnten bis heute in Uber hundert Beispielen die Funktionsanalyse von
Genen intransgenen Mausen durchgefiuhrt werden, womit es das am besten etablierte
Genregulationssystem tnansgenen Mausen darstellt. Dies zeigt sich besonders deutlich an
den ca. 5Mauslinien mitgewebsspezifisckexprimiertenTransaktivatoren und den tber 80
Mauslinien mit Tet-regulierbarenExpressionskassetten, die mittlerweile publiziert sind
(Ubersicht inSchonig undBujard, 2003 Berger undBujard 2003). Das bedeutet, dal sich in
vielen Féllen die sehr guteegulatorischen Eigenschaften vidiA und rtTA von Zellkultur

auf die verschiedenen Organe und Gewebetypen tbertragen lassen.

Auch im Gehirn war daf A-System bereits mehrere Male erfolgreich zur Untersuchung von
Genfunktionen in verschiedenen Hirnregionen eingesetzt wokdayf@rd et al., 1996Chen

et al., 1998Tremblay et al., 1998). Jedoch ware prinzipiell d&#-System dentTA System
vorzuziehen, woflr es im wesentlichen zwei Hauptgrinde gibt. Der eine ist, dal? man durch
die Zugabe vonDox eine schnelleréAktivierungskinetik derTet-reguliertenExpression
bekommt als durch di®epletion vonDox aus dem Koérper, was sich auch aus den
pharmakokinetischen Eigenschaften der verwend&ttrazykline ableiten lasst (Walter et

al., 1975). Der zweite wichtige Punkt betrifft die Bildung wirkstoffdepots nach langerer
kontinuierlicher Behandlung, aus denBox nur langsam entweicht. Diese bilden sich in
besonderen Mal3e aus, wenn die Tiere bereits wahrengnaayonalentwicklung miDox
versorgt werden mussen, um diet-regulierteExpression in dieser Entwicklungsphase zu
unterdriicken. Aus diesem Grund kann es bis zu 20 Tagen dauern, um das System zu
reaktivieren.

Zu Beginn dieses Projekte war vdsabelle Mansuy dieMauslinie rTet 1237 publiziert
worden, in dertTA unter Kontrolle deshirnspezifischenoCamKIl promotorsexprimiert
wird. Mit dieser Linie war es ihr moglich, Gene wie ¢lieGalaktosidaseCalcineurin und
einen Calcineurin-Inhibitor im Bereich des Grof3hirns vadulten Tieren zu regulieren
(Mansuy etal, 1998; Malleret et al, 2001). Doch war dies nicht mit den Ublichen
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Futterungsmethoden zu erzielen, sondern nur durch eine spezielle VerabreichDax von
Futter mit einer Konzentration von 6 mgMansuy etl, 1998).

Im Rahmen dieser Arbeit waren nur mehr&tauslinien hergestellt worden, in denen die
Synthese defransaktivatoren vom Typ rtTA2V2 unter der Kontrolle des Promotors der
aCamKiIl steht. Durch die hervorragenden Eigenschaften von PNE2in Zellkultur war
erwartet worden, dal3 es mit diesem sensitiveegarserilransaktivator méglich sein sollte,

eine Tet-regulierteGenexpression 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 Fallen nur eine schwache Induktidbethexpression in der
Region des Grof3hirns beobachtet werden.

Die beobachtete schwack&pression mit diesefiransaktivatorlinien kann mehrere Ursachen
haben. Eine Moglichkeit ware, dal3 dewerseTransaktivator nur in sehr geringen Mengen
synthetisiert wird, hervorgerufen durch die Integrationsstelle @l@amKII-rtTA25-M2
Expressionseinheit inGenom, und somit die Menge dmansaktivator dieTet-abhangige
Expression limitiert, unabhangig von der Menge an zugefuhBiemim Zielgewebe. Die
Variation der Transaktivatorkonzentration sollte jedoch eiauslinien-spezifisches
Phanomen sein und kann deswegen nicht die durchgehend sclsxacession im Grol3hirn
hinreichend erklaren. Gegen diese Hypothese spricht ebenfalls der Befund, dafl3 in allen
Mauslinien im Bereich deslfaktorischenBulbus sehr hohéuziferasewerte erzielt werden
kénnen. In diesem zum zentralen Nervensystem zugehorigen Bereich konnen im Falle der
Linien rTA®™-1 und rTA*™-2 sogarRegulationsfaktoren von tber 1000 erreicht werden,
was eindeutig die Funktionalitdt d€snsaktivators in diesem Gewebe unterstreicht. Zudem
findet man individuelle Unterschiede der maximaBemexpression iralfaktorischerBulbus
zwischen den einzelnen Linien, die man durch den Unterschied an produzierten
Transaktivator am besten erklaren konnte.

Eine weitere denkbare Ursache ware danskriptionellelnaktivierung desgenomischen
Integrationbereiches voR,, bi-1 der Linie LC-1 aufgrund seiner fehlendBasalexpression
durch dieChromatinstruktur, wodurch di€et-regulierteExpressionseinheit duratiTA im
adulten Tier nicht mehinduzierbar ware. Ein solchessilencing” ist jedoch mehr als
unwahrscheinlich, da di®&leuronen deslfaktorischenBulbus in adulten M&ausen hoch
aktivierbar sind und es nur schwer vorzustellen ist, daBleigonen des Grol3hirns in dieser
Hinsicht anders reguliert werden als dieuronen dewlfaktorischen Systems. Daruber
hinaus wurde eine solctepigenetische Stillegung d&%, bi in einem anderen Gewebe der
Maus nie beobachtet. Auch ist das Ph&nomen, dal’ eine funktioff@ldinie die Tet-
regulierte Expressionseinheit eindndikatorlinie nicht aktivieren kann, wahrend dies mit
einertTA-Linie hervorragend funktioniert, noch nie in der Literatur beschrieben worden.
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Eine letzte mdgliche Interpretation der Ergebnisse ware eine nur partielle Induktion mit dem
reversen Tet-System im Gehirn. Dies wirde bedeuten, dal} det-regulierten
Expressionseinheiten degansgenen Mause prinzipiell auf ein quivalentes Niveau induziert
werden konnten wie mit der Linie TA™-1, jedoch die Konzentration &@ox im Zielgewebe

so gering ist, dal3 nur eine unvollstdndige Aktivierung erreicht wird. Der Transport von
ausreichenden Mengen Brox in das entsprechende Zielgewebe ware zudem ein generelles,
fur jedeMauslinie zutreffendes Problem.

Die Summe vieler Einzelergebnisse spricht stark fur ein@tation desDox-Transportes
durch die Blut-Hirn-Schranke. Zunachst ist erstaunlich, daf in allen durchgefihrten
Induktionen mit den rT&™-2 / LC-1 Mausen inolfaktorischenBulbus unabhangig vom
Protokoll immer sehr hohleuziferaseaktivitaten erzielt wurden. Das Erreichen der maximalen
Geninduktion nach 36 h ist aquivalent zu dewuktionskinetiken, wie sie in stabilen
neuronalemet-regulierterZellinien (Ballas et al., 2001) und transgenen MauselCken et
al.,1998) gemessen wurden. Erstaunlich ist jedoch, dal3 nachweisbare Men@¥a- an
Rekombinase dort nicht aufzufinden sind. Dies zusammengenommen laf3t darauf schlie3en,
dal3 die gesamte mel3bdangziferaseaktivitat aus demifaktorischerEpithelneuronen stammt,
die aulRerhalb des Bereiches ddut-Hirn-Schranke mitDox und damit ohne.imitation
versorgt werden und derdixone in dieGlomerula deslfaktorischerBulbus projizieren. Da

die Cre-Rekombinase des LC-1 Konstrukts iéernlokalisierungssignal besitzt, wird sie nicht
wie die Luziferase in digGlomeruladiffundieren und kann so dort auch nicht nachgewiesen
werden.

Desweiteren erreicht man durch die Anwendung VAgpplikationsmethoden wie den
Injektionen, die zu deutlich héheren Serumkonzentrationen fulg@ckér et al., 1984) als

die Fitterung der Tiere miDox im Trinkwasser Kistner, 1996), eine Steigerung der
Luziferaseaktivitat im Bereich des Grof3hirns, dessen Versorgung durcBlutiédirn-
Schranke kontrolliert wird. Erhohtéuziferaseaktivitdten erzielt man auch durch die
Verflitterung vonDox bereits wahrend deembryonalentwicklung, bei der man dgdut-
Hirn-Schranken unabhangige Versorgung des Gehirn im frihen embryonalen Stadium und die
Bildung eines Dox-Depots zur Aktivierung destTA-Systems ausnutzt. Eine weitere
Steigerung kann noch durch die Verwendung des nigarktors C4 erreicht werden, der
rtTA2%-M2 im Vergleich zuDox bei zehnfach niedrigeren Konzentrationen maximal aktiviert
und der in einenin vitro Modell fur die Blut-Hirn-Schranke die gleiche Durchlassigkeit wie

Dox zeigt (Udo Baronunpublizierte Daten). Leider l&asst sich C4 aufgrund seiner erhfhten
Toxizitat nicht in der gleichen Dosierung wi®x einsetzen, womit nicht das volle Potential
dieser verbesserten Pharmakologie ausgeschopft werden kann. Zudem kommt es bei der
Verwendung von C4 zu gréReren individuellen Schwankungen alBaxjtwas nahelegt, dai3

man sich mit C4 schnell affoxizitatslimit bewegt, was dann wie H2ox im Experiment der
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multiplen Injektionen beobachtet, anscheinend zu einer Verringerungudéerasewerte
fuhrt.

Durch die Anwendung verschiedener Induktionsprotokolle bef*TA / LC-1 Mausen
konnte gezeigt werden, dal3 die im Falle d€A-Mauslinien erzielte konstante Aktivierung
des olfaktorischenBulbus und die Steigung der Aktivierung im Grofl3hirn durch robustere
Applikationsmethoden bei dies¢éfA-Mauslinie zu den entsprechenden Repressionen der
Genexpression fuhrt. Di@enexpression imlfaktorischenBulbus geht allerdings nicht ganz
auf dasBasalexpressionsniveau der Linie LC-1 zurick. Die Restaktivitat stammt dabei
wahrscheinlich von derNeuronen desBulbus, die im Wirkungsbereich ddlut-Hirn-
Schranke liegen. Die hier erzieltémziferaseaktivitditen machen es uns weiterhin maoglich,
analog zu dem voKistner beschriebenen ,X1-TestKistner, 1996), die mit den einzelnen
Induktionsprotokollen erreichte Konzentration Mdox in denGrofR3hirnzellen abzuschéatzen.
Zieht man die inZellkultur gemessene Dosis / Wirkungskurve d&A vermittelten
Genexpression durdbox in Betracht (Gossen und Bujard,1992), so kann man mit der fir die
Trinkwassergruppe bestimmten Repression ldeiExpression auf ein Niveau von 16,7 %
von einer Konzentration von ungefahr @&/ml im Zielgewebe ausgehen. Wie Abbildung 50
zeigt, wéare bei dieser Konzentration nidox keine und mit C4 nur eine schwache
Aktivierung derGenexpression durch rtTAM2 mdoglich, was man in den entsprechenden
Tierversuchen beobachtet. FiUr die Tiere der Injektionsgrigygébe sich durch diese
Abschatzung eine Konzentration von caadml im Grof3hirn. Diese so von uns ermittelten
Konzentrationen stehen mit der Literatur insofern im Einklang, als daf3.ein@jektion
einer Dosis von 50ug/Box, die beiadulten Mausen im Serum zu Konzentrationen bis zu 70
pg/ml fahrt, im Gehirn bei einer Nachweisgrenze von 0,5 pg/ml keine nachweisbaren
Mengen hervorruftgocker et al., 1984).

Die Ergebnisse mit den TA™-1 / LC-1 Tieren, deneminozyklin injiziert wurde, sind
allerdings sehr Uberraschend. Erwartet worden wéare eine &quivalente Repression der
Luziferaseaktivitat imolfaktorischen Bulbus wie mit Dox und aufgrund der besseren
Hirngangigkeit eine starkere Repression im Grol3hirn. Erzielt worden ist jedoch eine leicht
schwéchere Repression dgenexpression déruziferase im olfaktorischerBulbus und eine
deutlich schwéchere Regulation im Grof3hirn. Welchephamakologischen Ursachen fur

das schlechte Abschneiden Mdimozyklin sind, kann aus diesem Versuch nicht geschlossen
werden.
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Abbildung 50: Schematische Darstellung der Dosis / Wirkungskurven detTA gesteuerten Genexpression
durch Doxyzyklin und der rntTA25-M2 gesteuertenGenexpression durchDox yzyklin bzw. C4. Die Kurven
zeigen die prozentualkuziferaseaktivitat bei verschiedenénduktorkonzentrationen in den stabil@ellinien
X1-5 und HITAM2-1, in denentTA bzw. rtTAZ-M2 die Genexpression dekuziferase Tetrazyklin-reguliert
steuert (Gossen unBujard, 1992;Urlinger et al., 2000; Udo Baromnpublizierte Daten)Dox (W) zeigt die im
GrofRhirn von TA*™1 / LC-1 Mausen durch die Futterung von 2 mgDaixyzyklin im Trinkwasser gemessene
prozentualeLuziferaseaktivitdt von 16,7% an, vom der aus die erwad®rexpression detuziferase durch
MTA25-M2 mit Doxyzyklin und C4 sowie die vorherrschendieduktorkonzentration im GroRhirn abgeleitet
wurde.

Das starkste aus der Literatur bekannte Gegenargument fur die hier aufgestellte Hypothese
vom Induktormangel im Gehirn ist die beschriebene FunktionalitdhidespezifischemtTA-
MauslinierTet 1237 fansuy et al., 1998), denn durch die ermittelten Konzentrationen im
Zentralhirn konntetTA eine Tet-regulierteExpression nicht induzieren. Unsere Experimente
mit dieseMauslinie in Kombination mit davlauslinie LC-1 zeigen, daf’ im gesamten Gehirn
weder mit dem in der Publikation beschriebenen Induktionsprotokoll, noch durch Injektionen
mit C4 nennenswertkuziferaseaktivitaten bzw. nachweisbare MengeiCestRekombinase
erzielt werden konnen. Zudem schneidet die spezielle FitterungsmethodBoxomm
direkten Vergleich mit der Induktion durch Injektionen mit C4 unter Verwendung einer
andererhirnspezifischeransaktivatorlinie deutlich schlechter ab, was demonstriert, daf? die
verabreichte Dosis aDox der ausschlaggebende Faktor fir die Induktion ist und nicht die
Dareichungsart. Zusammen mit den schwacherziferaseaktivitaten, die durch die
Verabreichung vorDox im Trinkwasser bereits wahrend dembryonalentwicklung erzielt
werden, zeigt diesMauslinie das Induktionsprofil, das mit der ermittelten Konzentration an
Induktor und der Dosis / Wirkungskurve vatTA in Zellkultur Gbereinstimmt.
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Die Summe aller Ergebnisse zeigen nicht nur, daf3 die Dosis / Wirkungskurven der
verschiedenenreversen Transaktivatoren von deiZellkultur direkt auf den tierischen
Organismus Ubertragbar sind, sie beweisen auch, dafeviseTet-System funktional im
Gehirn ist. Das Problem ist diBlut-Hirn-Schranke, welche verhindert, dal3 die von ihr
geschuitzten Bereiche mit geniigenden Mengdnduktor versorgt werden.

7.1.2 Analyse desExpressionsmuster dethirnspezifischen rtTA25-M2-
Mauslinien

Das naturlicheExpressionsmuster deendogenenaCamKIl umfasst die Bereiche des
neocortex deshippocampusder amygdala descorpusstriatum und derbasalenGanglien
(Burgin et al., 1990). Dies@éroRhirnspezifitat zeigt sich ebenfalls in déauslinie TA*™-1 |

in der tTA durch ein 8,5kb grol3es Fragment desCamKIl Promotors getrieben wird
(Mayford et al., 1996). In allen von uns untersuchiaslinien, in denen diExpression von
rtTA2°-M2 durch das gleichBromotorfragment gesteuert wird, ist ein scheinbar restriktiveres
Muster zu erkennen, was jedoch auf die schwadi@ vermittelte Induktion der
Reportergene zurtickgefuhrt werden kann. Man kann zwar bei einzelnen poggiéarbten
Zellen kaum von einem Muster sprechen, jedoch befinden sich alle Zellen in Bereichen, die
demExpressionmuster dendogenerCamKII entsprechen.

Generell ist die Ausbildung restriktiverExpressionsmuster auf den Einflu@ der
Integrationsstelle imGenom zurlckzufihren (Martin un@hitelaw, 1996). In der am
hoéchsten aktivierbaren Linie rFA-2 kommt dies sehr deutlich zum Ausdruck. In dieser
Linie wird die Genexpression fast ausschlief3lich gyrus dentatusinduziert, wahrend die
anderen z.T. schwéacher aktivierenddauslinien auch Signale in der Region CALl liefern.
Eine Linie zeigt sogar positive Zellen in der Region CA3. &idogenexCamKIl ist in allen
diesen Bereichen hodatxprimiert Burgin et al., 1990). Das Auftreten von Variationen des
aCamKII-Expressionsmusters ist schon von anderen Gruppen gezeigt wosiem €t al.,
1996; Dragatsis undZeitlin, 2000). Besonders interessant sind die hier erzielten Daten im
Vergleich zu den Ergebnissen aus der DissertationJwdgryunKim. Durch die Modifikation
des funktionellen Programms de€amKIl Promotors durciNRSE-Elementen aus dem Gen
nr2C gelang dort die Erzeugung von zweppocampusspezifischentTA-Mauslinien mit
ebenfalls stark restriktiven Mustern. Eine dieser Linien ermdglicht Taeregulierte
Genexpression nur irgyrus dentatus die andere zeigt diese sowohl gyrus dentatusals
auch in der Region CAIK({m, 2001), wasnteressanterweise den Mustern ppocampus
entspricht, die auch in den hier beschriebenen Linien vorgefunden werden.

Das Expressionmuster der Linie rFA™-2 wurde unter Verwendung von zwei sehr hoch
aktivierbarenMauslinien mit bidirektionalenTet-reguliertenExpressionskassetten (nZL-2
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und E11-4) detailliert aufgeklainteressanterweise wurden hierbei in weiteren Bereichen des
Gehirns eineExpression nachgewiesen. Aquivalente Ergebnisse konnterknestel und
anderen fiir die Linie T&E™-1 erzielt werden. Durch die Verwendung der ned&t-
regulierten Reporterlinie G9, in der die Gened@FP und di®&-Galaktosidase durd®,, bi-1
koreguliert werden, konnten mit d@ransaktivatorlinie eindxpression imthalamus der
medullaoblongata im Auge und inSpinalnervensystem nachgewiesen werdéaedtel etal,
2001). Durch die Verwendung von zwei Reporterlinien konnten in unserem Fall noch die
Spezifitdten defransaktivatorlinie von de8pezifitaten der einzelnen Reporterlinien getrennt
werden. Mit beiden Reporterlinien erhalt man Signalegymus dentatus im olfaktorischen
Nukleus und in deamygdala wahrend digexpression irmucleusaccumbensind imcortex
spezifisch fur die Linie nZL-2 und di&xpression imenthorinalenCortex, im cortex
piriformis und imsubicullumfur die Linie E11-4 spezifisch ist.

Die quantitativen Expressionsdaten dedoppeltransgenen rTA™-2 / E11-4 Mause
verdeutlichen einen weiteren interessanten AspektTeereguliertenGenexpression. Die

Linie E11-4 zeichnet sich im Vergleich zur bisher verwendeten Linie LC-1 neben ihrer
hoheren Maximalaktivitdt im induzierten auch durch eine hohBasalaktivitat im
nichtinduzierten Zustand ausSchonig, 2003). Zieht man wiederum die Dosis /
Wirkungskurve von rtTA2M2 in Betracht, so bedeutet dies, daB es durch den neuen
Integrationslokus deBACs zu einer Parallelverschiebung der Induktionskurve nach oben
gekommen ist, was zur Folge hat, dall man bei glei¢thduktorkonzentration der
Verschiebung entsprechend hdhere Induktionswerte erhélt, was sich in den Ergebnissen
deutlich zeigt.

Die erzieltenRekombinationsmuster in den Mausen der Kombination“¥T4& / LC-1 /

R26R bestétigt ein weiteres Mal die Hypotheselddaktormangel bei defet-regulierten
Genexpression mit rtTA2M2 im Gehirn. Man erzielt durch die Induktion dére-
Rekombinase bereits wahrend dé&mbryonalentwicklung das erwarteteeCamKiIl
Expressionsmuster, das zudem deckungsgleich ist mittd@messionmuster der rtTAM2

MRNA in der Transaktivatorlinie, das vonTom McHugh mit einem in situ
Hybridisierungsexperiment ermittelt wurde (Abbildung 51). Die vorhandang-Expression
spiegelt allerdings die Gesamtzahl alRekombinationsereignisse wahrend der gesamten
Induktionsdauer wider, was sich daran zeigt, da3 es nicht deckungsgleich ist mit dem
Expressionmuster voore in den gleichen Hirnschnitten (Daten nicht gezeigt). Daraus kann
man schlieRen, dafd irgendwann in der frihen Entwicklungsphase Bedingungen vorgeherrscht
haben missen, in denen keibenitation an Induktor vorlag und dort didet-regulierte
Genexpression voll aktiviert werden konnte. Bei der Induktioradulten Tier lief3 sich mit

den gleichen Mausen ke@re-vermitteltedfRekombinationsmuster erreichen.
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Abbildung 51: In situ Hybridisierung gegen die rtTA2M2 mRNA auf sagitalen Hirnschnitten der Linie
rTA®@™.2 (Tom McHugh, SusumuTlonegawaunpublizierte Daten)

Auch durch die Verwendung déMauslinie E11-4 kann das Ziel déarduzierbarenCre-
Rekombination im Gehirn nicht verwirklicht werden. Mit dieser Linie treten bereitsdht-
induzierten Zustand in vielen Hirnregion&ekombinationsereignisse auf, obw@re dort
histologisch nicht nachweisbar ist. Zudem zeigt sich durch die Induktion mit C4 nur eine
geringfugige Steigerung der Anzahl @kombinierten Zellen und dies nur gyrusdentatus

Somit ist weder eine Regulation deekombinationsereignisse durch deduktor vorhanden,

noch ware die Zuordnung einer beobachteteimnotypischen Veranderung des Versuchstieres
mit dem Verlust des Gens in einem bestimmten Bereich des Gdarredierbar. Diese
Ergebnisse unterstreichen die Tatsache, dalBsisalexpression varre Gber einen langeren
Zeitraum fur eine effektiv®NA-Rekombination ausreicht und zeigeachmal sehr deutlich,

dalR zur Realisierung der induziertBekombination dieTet-regulierteExpressionskassette

mit cre an einengenomischerLocus wie in der Linie LC-1 integriert sein muf3, wo im nicht
induzierten Zustand zu keinem Zeitpunkt elepression vorhanden ist. Deswegen ist fir
zukunftige Versuche auf jeden Fall die Linie LC-1 zu verwenden und es muf} ein Weg
gefunden werden, di@enexpression d€re-Rekombinase mit dieser Linie auf ein Niveau zu
induzieren, mit dem eine spezifisciENA-Rekombination erfolgen kann. Gelange dies,
stiinde uns eine Anzahl von rtTARI2 Mauslinien zur Verfligung, dereBpezifitaten sich
eignen wirden, die Funktion von Genen in sehr definiefginstrukturen zu untersuchen.
Beispiele fur solche Untersuchungen sind Arbeiten aus dem Lab&@usumulonegawa, in
denen die Beitrdge d&MDA-Rezeptoren in dehippocampalerbubregionen CAITsien et

al., 1996) und CA3 Nakazawa et al., 2002) zum Lern- und Gedachtnisprozeld durch die
hochspezifisch&onstitutive Cre-vermitteltenDeletionen des NR1-Gens in diesen Regionen
in transgenen M&ausen ermittelt wurden. Durch die Kombination der hier beschriebenen
Transaktivatorlinien mit der Linie LC-1 wéare der Zeitpunkt &Rekombinationsereignisses

frei wahlbar, was gerade bei Fragestellungen Uber den Prozel3 des Lernens in vielerlei
Hinsicht von Vorteil ware.
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7.2 Evaluierung der Strategien zur Regulationendogener Gene

In diesem Teil der Arbeit beschaftigte ich mich mit Strategien zur reversiblen Regulation des
endogenen NR1-Gens. Dabei sollte exploriert werden in wieweit Mechanismen, welche
vitro vielversprechende Resultate liefertemyvivo eingesetzt werden kdnnen. Da in einem
ersten Anlauf nicht mit optimaleRegulationsfaktoren gerechnet werden konnte, wurde als
Zielgen die Sequenz der NR1 Untereinheit NB4DA-Rezeptors gewéhlt, bei der bereits eine
zwei- bis funffache Regulation zu eindthanotyp fihren wirde. Darliber hinaus wirde die
reversible Kontrolle dieses Geimsvivo zahlreichehochinteressante Fragestellungen eréffnen.

7.2.1 Hammerhead-Ribozyme
7.2.1.1In vitro Charakterisierung der Ribozyme

Die Bedeutung von geeignet&ibozymschnittstellen zur Identifizierung v&ibozymen mit
hoher katalytischer Aktivitdt zur Spaltung von landpthstrukturierterSubstrat-RNAs war
bereits von vielen Gruppen beschrieben wordenséll et al., 1993Bertrand et al., 1994;
Lieber und Strauss, 1996Ho et al., 1996;Birikh et al., 1997). Zum Zeitpunkt unserer
Experimente gab es zweirinzipelle Strategien, um solche Bereiche zu ermitteln, deren
Erfolg jedoch kontrovers diskutiert wurde.

Zum einen bestand die Mdglichkeit, die Sekundarstruktur Sldsstrat-RNA durch das
ProgrammMFold (Zuker et al., 1999) berechnen zu lassen undRthezyme gegen Bereiche

mit einem hohen Anteil aminzelstrangigen Sequenzen zu entwerfen. Dabei wurde eine
eigene Strategie erdacht, bei der nur solche Sequenzbereiche ausgewahlt wurden, die sich
konsistent in den sechsnergiearmsten Sekundarstrukturen fir die NR1-mRNA in einer
Schleifenstruktur wiederfinden (Abbildung 30). Dadurch sind nur werBgsenpaare
aufzulésen, um daRibozym komplett hybridisieren zu lassen. Dieses selbst gewéhlte Schema
kann nun an den vo#Zhao undLemke spater aufgestellten Regeln zur Konstruktion von
effizientenRibozymen verifiziert werden. Diese fiinf Regeln wurden von den Autoren anhand
der Wirksamkeit von 12&ntisense-Oligonukleotiden oddRibozymen zurlnhibition der
Translation von insgesamt 22 verschiedegerstrat-RNAs abgeleiteZifao undLemke,
1998). Auch sie benutzen fir ihre Studie neben der optimalen bis gubdptimale
Sekundarstrukturen der entsprechen8ebstrat-RNA. Die Regeln besagen, dafd erstens die
Bindungssequenz innerhalb der ersten 60@er Substrat-RNA liegen soll und diese dort
zweitens sich in einereinzelstrédngigen Bereich und nicht in einer Stammstruktur befinden
soll. Das gleiche gilt drittens auch fur d&paltungstriplett deHammerhead-Ribozyme.
Viertens ist eine Lange deétybridisierungsarme deéRibozyme von 7-12t bevorzugt, von
denen fiinftens mindestens ein Ende in eipézelstrangigen Bereich fallen soll. Auch
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modernere Computerverfahren, wie sie heute verwendet werden, bestatigen das Prinzip dieser
Regeln Patzel et al., 1999).

Diese Kriterien werden von nur einem der getest&#ozyme (GUA 365 11+7) komplett
erfullt, die anderen beideRibozyme (GUC 308 5+19 und CUU 79 6+16) werden der Regel
der optimalen Lange detybridisierungsarme nicht gerecht. Wie postuliert erreicht man mit
diesen Ribozymen deutlich mef3bare Spaltungen der langebstrat-RNA, die in ihrer
katalytischen Aktivitat mit dem Durchschnitt der publizierleboyme zu vergleichen sind
(Zhao und_emke, 1998Birikh et al., 1997). Auffallend ist weiterhin, dal3 sich Ri®ozyme
gemald deNUX-Regel verhalten, indem d&ibozym mit demSpaltungstriplett GUC eine
hohere Aktivitat zeigt als diRibozyme mit dieSpaltungstripletts GUA und CUU.

Das Ribozym GUC 308 5+19 zeichnet sich im speziellen noch durch eine fiRil@dzym

noch nie beschriebene Eigenschaft aus. Es bildet mit der NR1-RNA einen sehr stabilen
Hybridisierungskomplex, der selbst unter den Bedingungen eieeaturierenderPAA-
Gelelektrophorese noch eindeutig nachzuweisen ist. Der Grund fur diese starke
Wechselwirkung wird Kklar durch die Betrachtung der Sekundarstruktur ditibegyms
(Abbildung 52). Im Gegensatz zu den andeRibozymen faltet sich der 18t lange
Hybridisierungsarm zu einer stabileéstamm-Schleifen-Struktur, dere8chleifensequenz
UUGG dem Konsensusmotiv  YUNR einerU;Turn“-Schleife entspricht. Diese Struktur
findet man in allen bekanntd&NA-Erkennungsschleifen volintisense-RNAsKranch et al.,
1999), wie sie in den effizienten prokaryontischen Antisense-kontrollierten
Regulationssystemen vorkommen (Wagremd Simons, 1994). Das am intensivsten
untersuchte System dieser Art ist die Kontrolle der KopienzahPteesnids R1 durch die
Antisense-RNACopA und der ZielsequeropT (Nordstrém und Wagner, 1994). Darin sind

die Schleifen verantwortlich fiur die Ausbildung der initialemtermolekularen
Wechselwirkungen zwischen deBasenpaaren deiSchleifenstruktur vonCopA und
derjenigen der zu regulierenden RNA, die ebenfallsGopT lber ein solches Strukturmotiv
verfugt. Diese Zwischenstufe der Interaktion der zwei Schleifen wirdkedsing complex*
bezeichnet, der im folgenden zunterkalation der beideRNAs und damit zur Ausbildung

von sehr stabilemhibitorischen Komplexen fiihrKplb et al., 2000).
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Abbildung 52: Sekundérstrukturen defammerhead-Ribozyme GUC 308 5+19 (A) und GUC 548 9+9 (B). Die
Strukturen wurden durch das Prograriiiold berechnet

In vitro Experimente zur Kinetik der Komplexbildung zwischen Aetisense RNACopA

und derenSubstrat-RNACopT zeigen eine vergleichbare hohe Stabilitdt dieser Komplexe,
wie sie auch hier beobachtet wurd@lb et al., 2000b). Somit handelt es sich bei GUC 308
5+19 um das erste beschriebdRi®ozym, dessemlybridisierungsarm Uber einerkissing
complex® an seine Substrat-RNA gebunden ist. Dies zeigt weiterhin, dal die
computerberechnete Sekundarstruktur sowohlRlbszyms als auch der Bindungsstelle in
der NR1-RNA der Realitat entspricht. Vor kurzem konrfererta-Fernandez und Kollegen
zeigen, dal3 eine solche Verankerung elRibszyms an di&ubstrat-RNA, in dem Fall erzielt
durch die Wechselwirkung von artifiziell eingefihrt€opA und CopT Strukturen, die
katalytische Spaltung verstariRyerta-Fernandez et al., 2002).

Das zweite von mir angewendete Verfahren zur ldentifikation von geeigR#bezym-
schnittstellen war einin vitro Selektionsexperiment, in dem die zuganglichen Stellen
innerhalb der NR1-RNA durcliHybridisierung mit einerDNA-Oligonukleotidbibliothek
besetzt und durch einen anschlieBendéiAse HVerdau nachgewiesen wurdeBirikh et

al.,, 1997; Berger, 1997). Die besserduganglichkeit dieser Stellen wurde durch ein
Experiment mitsequenzspezifischeddNA-Oligonukleotiden bestétigt, und gegen die besten
Bindungsstellen die entsprechendeibozyme entworfen unah vitro charakterisiert. Auch

mit dieser Strategie konntdRibozyme mit hoher Spaltungsaktivitdt gegen die 1445nt lange
NR1-RNA identifiziert werden. Ebenfalls ist die Sequenz der Schnittstelle des aktivsten
Ribozyms GUC, wobei in dieser Strategie gemal\déxX-Regeln eine Vorauswahl von gut
spaltbaren Tripletts vorgenommen wurde. Betrachtet man allerdings die fir diese
Schnittstellen berechneten Sekundarstrukturen, so muf3 man feststellen, dal} das aktivste
Ribozym GUC 548 in all seinen Varianten gemal den Zioao undLemke aufgestellten
Regeln bezuglich der Bindungsstelle als abssiltoptimal einzustufen wéare. Jedoch zeigt
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sich bei der Variation der Lange ddybridisierungsarme eine Abnahme der katalytischen
Aktivitat mit zunehmender Lange, was wiederum die entsprechende Regel erfillt. Solche
kontroversen Ergebnisse sind auch von anderen Gruppen erzielt worden (lamaoevw,

Birikh etal 1997,Scherr et al., 1998).

Somit konnte gezeigt werden, dal3 es Uber beide Strategien moglichheduaktive
Ribozyme gegen die NR1-RNA zu identifizieren, deren Aktivitdt ungeféhr vergleichbar ist,
wobei dasRibozyms 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 Aktivitat und der vorhergesagten
Effizienz der Hybridisierung an die Bindungsstelle durch dmomputerberechnete
Sekundarstruktur. Neue Arbeitesoherr et al., 2000) zielen nun darauf ab, durch eine
Kombination dieser beiden Strategien noch effizient®dozyme bzw. Antisense-
Oligonukleotide zu konstruieren als bisher.

7.2.1.2Wirksamkeit der Ribozyme inZellkultur

Die Evaluierung deiin vitro optimiertenHammerhead-Ribozyme sollte Eellkultur durch

die Quantifizierung derinhibition der Expression eines NR1-Luziferase-Fusionsproteins
erfolgen. Diese Methodik wurde als erstes Wawasaki und Mitarbeitern erfolgreich zur
Identifizierung eines effizienteHammerhead-Ribozyms gegen p300 eingesketvasaki et

al., 1996), mit dem spéater die entsprechenden biologischen Fragestellungen geklart werden
konnten Kawasaki et al., 1998). ZurExpression des Reportergens wurde zwei
unterschiedlich starke Promotoren (CMV und EFY¥erwendet, um die Wirksamkeit der
Ribozyme bei verschieden&xpressionsniveaus des zu regulierenden Gens zu ermitteln. Das
NR1-Luziferase-Fusionsprotein wurde so optimiert, dal es auf keinen Fall zur einer
Expression detuziferase durciranslationsinitiation am urspringlich&tartkodon sowohl

in vitro als auch inZellkultur kommt. Im direkten Vergleich mit deruziferase zeigt das
Fusionsprotein nur ca. zwei Prozent der moéglichen Aktivitdt. Die Hauptgriinde dafir sind
vermutlich die Beeintrdchtigung der katalytischen Aktivitat durch die unterschiedliche
Faltung ded~usionsproteins. Jedoch sollte die reduzierte Aktivitat Flesonsproteins zur
Charakterisierung ddribozyme ausreichen.

Unter Verwendung dieses zellularen Testsystems wurde nun die Wirksamkeit der beiden
bestenRibozyme sowohl intransientenTransfektionsexperimenten als auch in stabilen
Zellinien ermittelt. Doch unter beiden experimentellen Bedingungen konnte fir keines der
Ribozyme, die Uber defet-regulierten Promotoexprimiert wurden, eine ausreichende
Inhibition der Genexpression des NR1-Luziferase-Fusionsproteins nachgewiesen werden.
Ebensowenig gelang der Nachweis Bdvozyme auf einerNorthernblot, was allerdings fur
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diese kurzlebigeRNA-Molekile mit einer biologischeHalbwertszeit von wenigen Minuten
zu erwarten warBeigelman et al.,1995).

Aus der Literatur sind nur wenige Arbeiten mét-regulierterRibozymen bekannt. In diesen
kann dieExpression des entsprechend&oteins auf ein Niveau von 30 % (Thomas et al.,
2001) bis 50 %Joeth et al., 2001) reduziert werden. Eine ReduktiorEdpression auf ein
Niveau von 10 % ist nur durch eine massive UberproduktioRieszyms moglich, was mit
einer schlechtererRegulierbarkeit verbunden ist und zu eirehibition von 50 % im
abgeschalteten Zustand fuhdull et al., 1997). Da sich die hier beschriebeRigmzyme in

ihrer in vitro Charakteristik nicht signifikant von den in diesen Studien verwendeten
unterscheiden, ist davon auszugehen, dal3 weitere sekundare Effekte zur Unwirksamkeit der
Ribozyme fuhren. Dazu gehért der Einfluld3 deartiarstruktur der RNA Gampbell et al.,
1997) und auch die Beteiligung von zellulaRnoteinen an ddfaltung deilRNAs, von denen
allerdings nur Beispiele publiziert sind, in denen die Interaktion Rosteinen mit der
Substrat-RNA zu einer Verbesserung der katalytischen Spaltung duré&tbdieyme fihrt
(Herschlag et al., 1994; Mduller et al. 1995). Zudem istaliganglichkeit erheblicher Teile

der mRNA wahrend derTranslation durch dieKomplexierung amRibosom erheblich
beeintrachtigt. Dies geht aus einer Studie hervor, in der die Wirksamkeit von bereits
getestetemRibozymen in Ecoli Mutanten verbessert werden konnte, in denefiRhesomen

mit einer geringeren Geschwindigke#nslatierenChen et al.,1997).

Durch den Einbau deRibozyme in dieva-RNA als ,Trager® sollte abschlie3end dieses
Regulationsprinzips evaluiert werden. Durch diese Modifikation erreicht man, dal3 das
Ribozym zum einen durch dewma-internen RNA-Polymerase Il Promotor sehr hoch
exprimiert wird Mathews undShenk, 1991)desweiteren durch Signale in dea-RNA zur
optimalen Wirksamkeitcytoplasmatisch lokalisiert ist Bertrand et al., 1997Prislei et
al.,1997) und durch didochgeordnete Sekundarstruktur dex-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
sekundaren Effekte unterstreicht.

Zusammenfassend erscheint die Verwendung Wibozymen noch von zu vielen
unbekannten Faktoren abzuhangen, welche die Wirksamkeit im zellularen Kontext
beeinflussen. Zudem sind die von uns und anderen erreiRagulationsfaktoren mitet-
reguliertenRibozymen nicht zur Untersuchung der Funktion beliebiger Gene ausreichend.
Somit scheidet die Verwendung vdRibozymen als generelle Strategie zur Kontrolle
endogener Gene Uber déet-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 Molekile getestet, denen es mdglich sein sollte,
durch ihre intrinsischen Antisensesequenzen an die NR1-mRNA zu binden und sich
anschlieBend durch einkavalenten Ringschluf? dort an daubstrat-RNA zu fixieren. Durch

eine Anzahl vonn vitro Experimenten konnte gezeigt werden, dal3 die entworfBmek-
Padlocks AR1.308 und AR1.548 die zwei gewtlnschten Eigenschaften besitzen, die
Selbstprozessierung aus aeRNA und die schnelle und effektive Bindung an Sigbstrat-

RNA.

In den Experimenten zwybridisierung und Komplexbildung an die NR1-RNA konnte die
erfolgreiche Bindung der beideRadlocks an die NR1-RNA demonstriert werden. Die
Betrachtung der Kinetik der beiden Einzelschritte zeigt jedoch einen deutlichen Unterschied
zwischen den beiderRNA-Padlock. Im Falle von AR1.308 entspricht der Anteil an
hybridisierterSubstrat-RNA zu jedem Zeitpunkt dem #emplexiertenSubstrat-RNA, was

zeigt, dal3 fur dieseRNA-Padlock dieHybridisierung dergeschwindigkeitsbestimmende
Schritt ist. Im Gegensatz dazu beobachtet man fir AR1.548 bereits innerhalb der ersten
Minute eine kompletteHybridisierung derPadlocks an die NR1-RNA. Dieses Ergebnis
bestétigt eindrucklich die guteZuganglichkeit dieser Bindungsstelle innerhalb der
strukturierten Substrat-RNA und unterstreicht die Verlasslichkeit der Aussage des
durchgefiihrtenRNaseH Experimentes zur Identifizierung idealdéybridisierungsstellen.
Innerhalb der kurzen Zeitspanne der kompletioridisierung bilden 70 % ddpadlock
stabile Komplexe, dessen Zahl sich in der higeschwindigkeitsbestimmenden
Ringschluf3reaktion in den folgenden 3 Stunden auf 95% erhohtkdYetente Charakter
dieses Komplexes wird deutlich durch desBersistenz bei hohdnkubationstemperaturen.

Beide RNA-Padlocks zeigen bezlglich der Komplexbildung eit@modularen Verlauf.

Dabei kommt die schnelle Komponente der Reaktion durch erfolgr&och®plexierung
linearer Spezies zustande, die zu Beginn der Reaktion in ausreichenden Mengen vorhanden
sind. Im weiteren Verlauf der Reaktion miussen sich die lineRMAs aus den zirkularen
Formen zurtickbilden, wobei das Gleichgewicht stark auf der Seite der zirkularen Spezies
liegt. Dabei scheint es weiterhin so zu sein, daf’ esRdetiock AR1.308 nicht moglich ist, in

der zirkularen Form an das Substrat zu binden, wahrend AR1.548 dazu in der Lage ist. Diese
Sichtweise wird durch die entsprechenden experimentellen Befunde gestitzt. Zum einen
gelingt eine kompletté&Komplexierung erst bei einem sehr groRen UberschuRaathock-

RNA (Daten nicht gezeigt), was zeigt, daf3 aiektive Form in der Minderheit vorliegt. Dies

wird bestétigt durch die Analysen der Kinetik éRgaktionschritte dedairpin-Ribozyms, die
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zeigen, dal3 im Gegensatz zitammerhead-Ribozym diggationsreaktion am Substrat um
einen Faktor 10 gegenuber der Spaltreaktion des Substrats bevorzugt wird, was zu einem
starken UberschuR digierten Spezies filhrt und im weiteren Reaktionsverlauf die langsame
Umwandlung deligierten in lineareRNA-Padlocks bedingt.

Der Prozel? deSelbstprozessierung konnte in einem Bindungsexperiment mit radioaktiv
markiertenRNA-Padlocks gezeigt werden. Im urspriinglichen Entwurf 8engeiKasakov

war fiur dieseRNA-Padlocks eigentlich einallosterische Regulation fur diesen Prozel}
vorgesehen. Durch eine Zusatzsequenz inSdéteifenstruktur deAntisense-Sequenz sollte

die Spaltstelle dedHairpin-Ribozym zur Selbstprozessierung in der Abwesenheit von
Substrat-RNA blockiert werden, was unter diesen Bedingungen ausschlief3lich zu linearen
Spezies hétte fuhren sollen. Drevitro Transkriptionsreaktion zeigt jedoch deutlich mehrere
Spezies voiRNAs, unter denen mit Sicherheit auch zirkulare Formen vorkommen. Da jedoch
durch die Verwendung dd®t-Systems eine hohe Produktion \RINA-Padlocks zu erwarten

war und RNA-Padlocks gegefNFa ohne diese Kontrolle iZellkultur und Mausen die
entsprechende Wirksamkeit zeigt@rian Johnstonnichtpublizierte Daten) wurde von einer
Etablierung dieseallosterischen Kontrolle abgesehen.

7.2.2.2Wirksamkeit der RNA-Padlocks in Zellkultur

Aufgrund derin vitro erzielten Ergebnisse hatte es nun im weiteren Verlauf méglich sein
sollen, eine signifikanténhibition der Genexpression von NR1 zu erzielen. Analog zu den
Hammerhead-Ribozymen wurde auch zur Uberprifung der Wirksamkeit der charakterisierten
RNA-Padlocks das zuvor beschriebene zellulare Testsystem verwendet, mit dem sowohl
transienteTransfektionsexperimente durchgefiihrt als auch Populationen stasl@nien
hergestellt wurden. Dabei konnte fir &&IA-Padlocks in beiden experimentellen Methoden
eine erwartungsgeman hohe Regulation dixck nachgewiesen werden und es gelang sogar
der Nachweis vorPadlock-RNA im Northernblot, was auf eine erhdhte Stabilitat dieser
RNAs hindeutet. Doch trotz dieser positiven Rahmenbedingungen konnte keine signifikante
Regulation des NR1-Luziferase-Fusionsproteins erreicht werden. Daran &nderte sich auch
nichts durch die Verwendung verschiededelllinien, der Variation deExpressionsniveaus

des NR1-Luziferase-Fusionsproteins, der Variation idénazellularen Menge arRNA-
Padlock durch die Selektion unterschiedlich sexgrimierender stabileZellpopulationen

und durch den effektivertytoplasmatischen Transport d&NA-Padlocks durch ein 5
fusioniertesCTE-Element. Es ist daher anzunehmen, daf? die UnwirksamkeiRMNAF
Padlocks auf den gleichen fundamentalen Ursachen beruht wie diélasemerhead-
Ribozyme (siehe oben).
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Aus der Literatur sind zahlreiche Publikationen bekannt, in denenTeiaegulierte
Expression vorAntisense-RNA sowohl irZellkultur (Handlerandlozzo, 2001) als auch in
transgenen MauserBéggah et al., 2002;ottmann et al., 2001) zu den entsprechenden
reversiblenPhanotypen fiihrte. Allerdings besteht zwischen den dort verwenietisense-
RNAs und den RNA-Padlocks ein konzeptioneller Unterschied. Durch die
Selbstprozessierung generiert man mit Badlocks Pendants zu kurz&ntisense-RNAs, die

in ihrer Wirkungsweise mit entsprechenden, synthetisch modifizieenisense-
Oligonukleotiden verglichen werden mussen. Im Falle EBrA-Padlocks hat man den
Vorteil der kovalenten Komplexierung an dieSubstrat-RNA, jedoch fehlt ihnen die
Moglichkeit derDegradation der RNA, die bei der Verwendung BA-Oligonukleotiden
durch die zellulareRNase H erfolgt \(ickers et al., 2003). Bei der stabilen regulierten
Expression vorAntisense-RNAs in Zellen werden dagegen in den Konstrukten entweder
grol3e Teile oder das gesamte Leseraster des zu regulierenden Gens verwendet. Der
Wirkmechanismus solcher langedntisense-RNAs kann nicht mit einer simplen
Hybridisierung an dasranskript des Zielgens erklart werden, was viele Beispiele belegen, in
denen die gewlnschte Regulation ausblidbntze et al., 1988; Knecht, 1989pl et al.,
1990). Vielmehr scheint es so zu sein, dafl} elprimierten Antisense-RNAs in einen
komplexenintrazellularenRegulationsprozel3 eingreifen. Diese 1993 publizierte Sichtweise
(Nellen und Lichtenstein, 1993) wird durch die spéateren Arbeiten zur Aufklarung des
Prozesses ddRNAI bestétigt, in denen gezeigt werden konnte, dal3 sicredldiven 21-23

bp groRersiRNAs auch durch diBrozessierung voeinzelstrangigentisense-RNA bilden,
allerdings in deutlich geringerem Mal3e als bei der VerwendungloppelstrangigeRNAs
(Zamore et al., 2000). Aus dieser Perspektive heraus erscheint die Entwicklung eines
effektiven Regulationssystem unter Anwendung deRNAI-Prinzips am Erfolg
versprechendsten und ist weiteren Modifikationen d@NA-Padlocks im Moment
vorzuziehen.

7.2.3 SynthetischeTranskriptionsfaktoren mit Zinkfinger-DNA-
Bindungsdomanen

Durch neusteSelektionsverfahren besteht die einzigartige Moglichklkdchspezifische
Zinkfingerproteine zu konstruieren, die an beliebige DNA-Sequenzen binden kadsalan (

et al, 2001). Durch die Fusion solchefinkfingerproteine mit entsprechenden
transkriptionellen  Aktivierungs- bzw. Repressionsdomanen ist es ferner moglich,
synthetischelranskriptionsfaktoren zu erzeugen, die Expression des gewlinscht&enes
kontrollieren kénnen, indem sie an die Sequenzereddsgenen Promotors des Gens binden
und dadurch dessen funktionellen Programtarferieren kbnnen. Die regulieripression
solcher synthetisch&ranskriptionsfaktoren erscheinen als fast ideale Strategie zur Regulation
der Expressionendogener 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., 200Xang et al., 2000Bartsevich et al., 200®Beerli et al., 2000Pollock et al.,
2002)

Hier wurde diese Strategie anfl angewandt. Dazu wurden zuerst Reporterkonstrukte
hergestellt, in denen ein bereits charakterisierter NR1-Minimalpromgtp(Bai et al., 1997;

Bai et al, 1998) dieGenexpression derLuziferase steuert. In dertransienten
Transfektionsexperimenten mit diesen Reporterkonstrukte zeigten sich auch bei uns die
funktionellen Eigenschaften dieses Promotors. Diese umfassen eine um Grof3enordnungen
geringer Aktivitat in nichtneuronalen Zellen, bedingt durch die dortigepression des
Transkriptionsfaktors RESTOkamoto etal 1999) und eine Steigerung der Aktivitat in
neuronalen Zellen durch die Differenzierung mit NGF (Bai et al., 1998). Der neu identifizierte
NR21-Promotors aus der MauggP, verhalt sich diesbeziiglich aquivalent wie derjenige aus
der Ratte, jedoch immer verbunden mit einer niedrigeren Aktivitat. Imeleonalen PC12-
Zellinie kann dieExpression von B, durch dietransienteExpression von REST auf ein
Niveau von 10% reduziert werden. Diese Repression erreicht man allerdings nur bei hoher
Aktivitat des Promotors, die durch Differenzierung mit NGF erreicht wird.Iithéition der
Basalaktivitat des Promotors imichtdifferenzierten Zustand ist deutlich geringer. Diese
Abhéangigkeit der Wirkung von REST vom Differenzierungsgrad der Zellen zeigt sich auch
bei der Regulation des Promotors des NaWa2Kanals in einer PC12-Zellinie, in der die
Expression von REST durch démt-regulierten Promotor kontrolliert wird (Ballas et al.,
2001).

Insgesamt wurden in Zusammenarbeit mit der Firnizendagbangamo sechs
Zinkfingerproteine entworfen, welche gegen vier verschiedene Bereiche des NR1-Promotors
gerichtet waren. Sie waren allen mit déRAB-Repressiondomane auwmx-1 (KOX-1)
fusioniert und wurden eingesetzt, um ilRepressionseigenschaften agp,Pu Uberprifen.

Die erhaltenen Daten zeigen jedoch keinen Uberzeugenden Effekt. Die maximal erreichte
Repression von 50 % lag deutlich unter den Erwartungen. Die Ergebnisse zeigen dabei eine
direkte Korrelation der gemessenen Repression mit der Bindungsaffinitat der
Zinkfingerproteine  an  ihre Promotorsequenzen. Diese wurde mit einem
konzentrationsabh&ngig&lLISA-Experiment bestimmt und nimmt in der Reihenfolge 3-6/3-

10, 4-5/4-10, 2-9, 5-6 abTifn Farries, personliche Mitteilung). Eine Schwéche des hier
angewandten Testsystems ist tl@nsienteExpressionsansatz, in demy, eine relativ hohe
Basalaktivitat aufweist. Hierdurch werden auch im abgeschalteten Zustadt-dveoteine
produziert, wodurch den Gesamteffekt der Regulation reduziert wird. Aufféallig ist hier, daf3
die Reduktion derExpression von B, im abschalteten Zustand gemald der gemessenen
Affinitatsreihenfolge geschieht und sich auch fur é@pressor REST zeigt, der zur DNA-
Bindung 7Kruppel-ahnlicheZinkfinger-Doméanen besitzt und seine Bindungsstelle mit hoher
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Affinitat erkennt. Der Hauptgrund fur die schlechtdRegulationseigenschaften der
Zinkfingerproteine mit derKRAB-Doméne liegt vermutlich an Unwirksamkeit dieser
Repressionsdomane im Kontext vOPATA-losen* Promotoren. Auch an anderer Stelle war
gezeigt worden, dald diese Art von Promotoren durchiKBi&B-Doméane nichtreprimierbar
sind Pengue eal 1996). In den erfolgreichen Beispielen, in denen syntheti8eiidinger-
KRAB-Fusionsproteine erfolgreich zur Regulatendogener Gene eingesetzt wurden, ist die
Aktivitat dieser Promotoren immeFATA-Box abhangig Beerli et al., 2000)

Erstaunlich ist der experimentelle Befund, dal3 Hipression derZinkfinger-KRAB-
Fusionen zu eineAktivitatssteigerung von R, in nichtneuronalen Zellen fuhrte. Dabei
handelt es sich vermutlich um eifmBerepression des Promotors, hervorgerufen durch die
Stérung der transkriptionellen Repression des Promotors durch REST und andere
Transkriptionsfaktoren. Die starkste Aktivierung des Promotors werden durch die Zinkfinger
3-6 und 3-10 hervorgerufen, deren Bindungsstelle komplett mit der erst kirzlichzim P
identifierten Konsensussequenz deslranskriptionsfaktors MAZ Nlyc-assoziiertes
Zinkfingerprotein) tberlapptdkamoto etal 2002). Wie auch in anderen Fallen (Parks et al.,
1996) liegt dieMAZ-Bindestelle des NR1-Promotors in direkter Nachbarschaft zur SP1
Bindestelle. Fur MAZ und SP1, beidebranskriptionsfaktoren mitZinkfinger-DNA-
Bindungsdoménerk@donaga et al., 1987; Song et al., 1998), ist gezeigt, dal} sie gegenseitig
an ihre jeweiligen Erkennungssequenzen binden kdnnen und dort entweder, wie fur den
MAZ-Promotor beschrieben (Song et al., 2001), die Transkripgprimieren, oder, wie fur

die TATA-losen Promotoren von NR1Okamoto etal 2002) oder des SerotoninlA
—Rezeptors (Parks et al.,, 1996) gezeigt, die Transkription aktivieren kdnnen. Es ist daher
davon auszugehen, dal3 diechaffinenZinkfingerproteine 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, dafkfthgerproteine 3-6

und 3-10 fur den Zweck der spezifischen Regulation von NR1 wahrscheinlich ungeeignet
sind, da zu erwarten ist, dal3 sie mit d&AZ-Bindestellen anderer Promotoramteragieren

und damitunspezifische Effekte auslésen konnen.

Durch die Kombination derN-Terminalen Repressiondoméne von REST mit den
synthetischeZinkfingerproteinen gelang es dann, mit ZIF/REST 5-&etuaren Testsystem

eine vergleichbar hohe Repression zu erzielen wie mit REST. Die nun verwendete
Repressionsdomane, die Uber d&wrepressor mSin3A seine Wirkung vermittelt, ist in
diesem Fall funktionell, was andere Arbeiten demonstrieren, in denen eine Fusion der
Repressionsdoméane von Madl, die ebenfalls mit mSin@&hselwirkt, an synthetische
Zinkfingerproteine sowohTATA-Box abhangige Beerli et al., 1998) als auciTATA-Box

lose* Promotoren (Stege et al., 2002) effek#iprimiert. Interessant dabei ist, dal3 in unserem
Fall nicht die Affinitat der Zinkfingerproteine an die Bindungsstelle fir die effektive
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Repression entscheidend ist, da 5-6rdaderaffinsteZinkfingerprotein darstellt, sondern die
Position der Bindungsstelle, die direkt an das RE-1 Element angrenzt. Es ist daher davon
auszugehen, dafl} der NR1-Promotor ein funktionelles Programm kodiert, das eine effektive
Repression nur im Bereich des RE-1 Elementasst. Eine solche Positionsabhangigkeit der
Wirksamkeit eines synthetischefinkfingerproteins wurde bereits fur den Promotor des
menschlischerepoGens beschrieberZlfang et al., 2000). Dort waren ebenfalls nur die
Zinkfinger-Fusionsproteine mit deAktivierungsdomane VP16 gegen eine von sechs
untersuchten Bindungsstellen in der Lage, eladogeneepo zu transaktivieren. Auch dort
zeigte sich keine Korrelation zwischen der Aktivierung eledogenen Promotors durch die
Zinkfingerproteine und deren Bindungsaffinitdt. Zudem konnte die funktionelle
Bindungsstelle als ein zuganglicher Bereich flranskriptionsfaktoren 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 Repressionetielgenennrl in PC12-Zellen
nachzuweisen, sind die hier erzielten Ergebnisse vielversprechend, um das Ziel der
Regulation deendogenemrl in dertransgenen Maus zu erreichen. Es konnte bis dato von
mehreren Gruppen gezeigt werden, dald die erzielten Aktivierungen bzw. Repressionen mit
transienten Reportersystemen sich in der Regulationeddogenen Gene widerspiegelt
(Stege et al., 200Beerli et al., 2000Kang et al., 2000). Somit besteht die berechtigte
Hoffnung, diese Regulation auch transgenen Méausen zu finden, in denen das Gene des
Zinkfingerprotein ZIF/REST 5-6 und ddruziferase unter Kontrolle de$et-regulierten
bidirektionalen Promotors steht. Eine entsprechemdauslinie, in der neben dem
Zinkfingerprotein ZIF/REST 5-6 noch diaiziferase unter der Kontrolle vdd,, bi-1 steht,

ist zur Zeit in Arbeit.

7.3 Ausblick

Eine Reihe von Strategien, die hier verfolgt wurden, wie der EinsatRlmzymen oder
RNA-Padlocks schienen zu Beginn dieser Arbeit vielversprechend. In der Tat wurdieo

Daten erhalten, die sich mit den besten publizierten Daten vergleichen lassen. In keinem Fall
gelang mir die Ubertragung in das zellulare System. Zieht man die sehr geringe Zahl an
Publikationen anderer Arbeitskreise, in denen eine solche Umsetzung gelang, in Betracht, so
liegt nahe, dal3 die hier verfolgten Anséatze noch prinzipielle Probleme aufwerfen, ja dal3 eine
oder moglicherweise alle beide Strategien nicht generell gangbar sind.

Zur Anwendbarkeit simpler, auf RNA basierendBRegulationsstrategien haben sich im
Zeitraum, in dem diese Arbeit angefertigt wurde, aufregende neue Erkenntnisse auf dem
Gebiet der ,RNAinterference” RNAI) ergeben. Einige Vorexperimente ZDet-regulierten
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Expression vorsiRNAs wurden von mir durchgefuhrt. Diese umfal3ten Ehkpression von
nach eigenen Regeln entworfer@RNAs durchP,,, sowie dieExpression vorsiRNAs nach
dem Entwurf vonBrummelkamp und KollegenBfummelkamp et al., 2002) durch eine
intrazelluare T3-RNA-Polymerase. Die Ergebnisse sind jedogbr&iminar, um in dieser
Arbeit aufgenommen zu werden. Bedenkt man das durch die grof3e Anzahl an Publikationen
heute sichtbare Potential dBNAI Methodik, so kann es keinen Zweifel geben, dal3 eine
Kombination zwischeet-Regulation undRNAi Technologie einen grof3en Fortschritt bei
der Analyse von Genfunktionen vivo bedeuten wirde. Die Tucke liegt jedoch auch hier im
Detail. Verfolgt man das Ziel einer Regulation vendogenen Gene iaukaryontischen
Zellen, so ist das klassische vohndrew Fire entwickelte Verfahren, in dem eine
doppelstrangige RNA von mehreren hundzasenpaaren verwendet wirire et al., 1998),
nicht einsetzbar, da iBaugerzellerdoppelstrangigekRNAs einer Lange von Uber 3fp die
Signalkaskaden ddtnzyme PKR undRNase L initiiert, was zuanspezifischennhibierung

der Translation (PKR) und zuunspezifischerDegradation vormRNAs (RNase L) fuhrt
(Baglioni undNilsen, 1983;Clarke and Mathews, 1995). Diese Problematik konnte spéater
durch das Labor von Thom&8sischl durch dielransfektion kurzesiRNA-Oligonukleotide
aufgehoben werdenrE(bashir etal, 2001). Die Ergebnisse dieser Arbeiten zeigen jedoch
explizit, dal maRgeschneiderteikleotidgenauesiRNAs zum Einsatz kommen mussen,
wodurch die Moglichkeit deExpression vorsiRNAs durchRNA-Polymerase |l Promotoren
entfallt, obwohl es in letzter Zeit Hinweise gibt, da? bestimmte Zusatzsequenzen eine
nukleotidgenau®rozessierung eineiRNA aus dem Kontext ein@nRNA erlaubenZeng et

al., 2002). So ist es auch nicht verwunderlich, dal3 die erste Demonstration der Wirksamkeit
von intrazelluléar sythetisiertensiRNAs dadurch gelang, indem eRNA-Polymerase Il
Promotor verwendet wurde, dessetranskriptionelle Initiation und Termination
nukleotidgenau funktioniert Biummelkamp et al., 2002). Um nun einkeet-regulierte
Expression vorsiRNAs zu verwirklichen, liegt der Fokus meiner weiterer Arbeiten in diesem
Gebiet auf der Entwicklung eindst-kontrolliertenExpressionssystems auf der Basis eines
RNA-Polymerase Ill Promotors, dessen Regulation wie das Vorbild von Gossé&ujand

auf einem aktivierenden Prinzip beruhen soll.

Ein weiterer wichtiger Punkt fur die Zukunft ist die Uberpriifung Bewversibilitat der
siRNA-vermittelten Repression. Mittlerweile ist bekannt, dalRstRNA nach ihrem Einbau

in Dicer auf derExonukleasekomplex RISC Ubertragen winyKanen et al., 2001), der den
sequenzspezifischen Abbau der zu degradierenti®NA vermittelt. Dieser Komplex, der
mafgeblich an dePersistenz de®NAi-Effektes beteiligt ist, besitzt wahrscheinlich eine
erstaunlich hoheéHalbwertszeit von 4 bis 6 Wochen (8annon, personliche Mitteilung).
Wirde sich diese Tatsache bestatigen, wéare Bieaktivierung der Genaktivitdt nach
vorangeganger Repression durch esiiRNA ein sehr langer Vorgang, der die Technologie
begrenzen wirde.
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Nachwievor interessant ist die mdgliche Kontroliendogener Promotoren durch
mafigeschneider@nkfingerproteine. Diese artifiziellemranskriptionsfaktoren missen zwar

(im Vergleich zurRNAI Technologie) in einem aufwendig&elektionsverfahren identifiziert
werden, jedoch bieten sie einen entscheidenden Vorteil. Da es anzunehmen ist, dal3 die
biologische Halbwertszeit solchefTranskriptionsfaktoren deutlich unter dem dR§SC-
Komplexes liegt, wirde diese Strategie eine viel schnell@ddivierungs- und
Deaktivierungskinetik vermitteln und konnte somit bei komplexen Fragestellungen in
transgenen Tieren eingesetzt werden, in denen eine tempoekte/ierung eines Gens
notwendig ist. Dieser Ansatz wird von mir auch weiter verfolgt und eine Mistslinie mit
Tet-spezifischem ZIF/REST 5-6 — Gen ist im Entstehen.

Schlief3lich wurde in dieser Arbegrstmal die Limitierung deTet-Regulation in Geweben
hinter der Blut-Hirn-Schranke n&her untersucht. Alle Daten deuten darauf hin, dafl} die
Durchdringung deBlut-Hirn-Schranke durcibox und alle bisher eingesetzteéffektoren des
Tet-Systems deimitierende Faktor ist. Auch hier kann nun gezielt vorangegangen werden,
da die Fragestellung klar ist und gute Testsysteme — in diesenMzalldinien — vorhanden
sind. Eine Verbesserung der Induktion d€BA-regulierten Genexpression ware in der
Zukunft auf mehreren Wegen moglich. Zum einen wére die Entwicklungreeersen
Transaktivatoren denkbar, die noch empfindlicher auf die bereits bekamtgktoren
reagieren. Zum anderen kdnnte auch nach béssegangigeninduktoren gesucht werden,
die mit den vorhandenereversenTransaktivatoren funktionieren. Denkbar wéren zudem
galenische Entwicklungen, welche die Substanzen effektiver dur&iwtiélirn-Schranke zu
schleusen vermogen.
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8. Zusammenfassung

Die konditionale Inaktivierung endogener Gene ist eine wirksame Strategie zur Analyse von
Genfunktionen intransgenen Tieren. Den besten Beweis fir die Funktionalitdt eines Genprodukts
liefert hierbei die reversible Steuerung derpression des zu untersuchenden Gens durch einen
exogenen Induktor in den transgenen Organismen. Dabei hat sich in den letzten Jahren das
Tetrazyklin-kontrollierte Genregulationssystem T¢t-System) durchgesetzt. Mit denTet-System
gelang die Ubertragung der stringenteBxpressionskontrolle der Regulationselemente des
Tetrazyklin-Resistenzoperons vom10 in eukaryontische Zellen, wo nun d@&etrazyklin-abhangige
Transaktivator tTA durch die Konzentration de#nduktors Doxyzyklin (Dox) die Aktivitdt des
Tetrazyklin-regulierbaren  PromotorsP,, graduell {ber einen Expressionsbereich von 5
GrolRenordnungen reguliert. ltransgenen Mausen ist dies@®egulationsprinzip bereits in Uber
hundert Fallen erfolgreich zuprgan- bzw. zelltypspezifischen Untersuchung von Genfunktionen
eingesetzt worden, wobei allerdings in den meisten Fallen die regulleeeexpression eines Gens
oder einer dominant aktiveMutante verwirklicht wurde.

Ziel dieser Arbeit war es eine Methodik zu etablieren, mit der die Funktion em#sgenen Gens
unter Verwendung de3et-Systemin vivo reversibel und graduell steuerbar ist. Der entscheidende
Punkt eines solchen Konzeptes ist es, afmomosomalen Lokus des zu untersuchenden Gens
unberiihrt zu lassen, was ein unbeeintrachtigiepressionsmuster imicht-induzierten Zustand
garantiert. Diese Art von Regulation eignet sich besonders fiur Gene, ldaldivierung zu einer
kompensatorischefembryonalentwicklung oder zum embryonalen bzw. frilp@stnatalen Tod der
Tiere fuhrt.

Das im Rahmen dieser Arbeit untersuchte Gennidt die essentielle Untereinheit dé$MDA-
Rezeptors. DeNMDA-Rezeptor ist an den Prozessen dgmnaptischen Plastizitat beteiligt, die in
direkten Zusammenhang mit der Lern- und Gedachtnisleistudguigern stehen.

Im ersten Teil der Arbeit ging es um ditablierung einertransgenenMauslinie, in welcher der
optimierte reverse Transaktivator ntTA2M2 unter der Kontrolle desaCamKIl-Promotors
synthetisiert wird. Durch die sehr gutéegulationseigenschaften von rtTAR2 in Zellkultur war
erwartet worden, in detransgenen Linie dielet-regulierteGenexpression durch die Verabreichung
geringer Mengerinduktor im Trinkwasser im Bereich des GroR3hirn zu ermdglichen. Die Summe der
erzielten Ergebnisse mit mehrerdfauslinien zeigt jedoch, dal di&ut-Hirn-Schranke den Transport
von Dox in das GroB3hirn in der Weise limitiert, dal3 nur eine partielle InduktiorTeleSystem durch

die Ublichen Applikationsmethoden erreicht wird. Selbst durch die massive Verabreichung des
Induktors C4, der in zehnfach geringeren MengenDaiz die rtTAZ-M2 vermittelte Genexpression
maximal aktiviert, konnte keine maximaixpression erreicht werden.

Im zweiten Teil der Arbeit wurden verschiedene Strategiennihtinvasiven Regulatioendogener
Genfunktionen evaluiert. Dabei wurde zuerst der Einsatz Meammerhead-Ribozymen untersucht,
welche die NR1ImRNA Kkatalytisch spalten und sie damitaktivieren. Durch zwei verschiedene
Selektionsverfahren konnteilammerhead-Ribozyme identifiziert werden, die zwar vitro gute
Spaltungsaktivitdten und z. T. neuartigen Bindungseigenschaften @Bub#rat-RNA aufwiesen, sich
jedoch in einem quantitativen zelluldaren Testsystem als unwirksam in Bezug auf die Produktion eines
NR1-Luziferase-Fusionsproteins herausstelltBresweiteren kamerRNA-Padlocks zum Einsatz, die
durch einesequenzspezifische Bindung an diRNA und die Ausbildung eindsovalent verknipften
Ringes um die RNA dessefranslation inhibieren sollen. Doch obwohl hier sehr schnelle
Komplexierungskinetiken und stabile Bindungseigenschaften anSdlestrat-RNA mit denRNA-
Padlocksin vitro erzielt wurden, reichte dies flr eine Verhinderung der Synthese des NR1-Luziferase-
Fusionsproteins im zellularen Testsystem nicht aus.

Zuletzt wurde der Einsatz von synthetischefranskriptionsfaktoren mit Zinkfinger-DNA-
Bindungsdoménen untersucht. Durch die Fusion vadinkfingerproteinen (ZIF) mit
genomspezifischen Bindungseigenschaften mit einer entsprechendewkaryontischen
Repressionsdoméne sollte die Interferenz mit dem funktionalen ProgrammTA&#-|psen* NR1
Promotors zur Unterdriickung d&enexpression mdoglich sein. Dabei konnte ZiR-Fusionsprotein

mit einer Repressionsdoméne d&sanskriptionsfaktors REST identifiziert werden (ZIF/REST 5-6),
mit dem die Unterdrickung dedExpression des NR1-Promotors in gleichen MafRe moglich war wie
mit REST selbst, der diexpression dieses Promotor numichtneuroalen Geweben unterbindet.

Durch die Kombination eineauslinie, in der das Gen von ZIF/REST 5-6 unter der Kontrolle Rign
steht, mit einer geeignetenirnspezifischenTransaktivatorlinie kénnten differenzierte Fragestellungen
zur Beteiligung deNMDA-Rezeptoren am Lern- und Gedachtnisprozel? gelost werden.
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10. Anhang

10.1 Konstruktion der verwendeten Plasmide

10.1.1 Hirnspezifische Mauslinien mit reversenTransaktivatoren

10.1.1.1pMMrT62-50

In diesem eukaryontischenExpressionsvektor steht das Gen des rffl2 unter der transkriptionellen
Kontrolle des 8,5kb groRen Promotors derCamKIll. Zur Herstellung wurde mittels ein&&erdaus mit den
EnzymenEcoRI| undHindlll aus demPlasmidpUHrT 62-1 ein 1,%b Fragment freigesetzt, welcheSA25-M2,

gefolgt von demPolyadenylierungssignal des SV40Antigens, enthalt. Die Restriktionsschnittstellen wurden
mit T4-DNA-Polymerase aufgefillt und dieses Fragment in die aufgefilite Not | Schnittstelle des Vektors
pMM403 Mayford et al., 1996kloniert, wodurcltpMMrT 62-50 resultiert.

Sfi
pUC ori

pMMrIT 62-50

tTA2-M2

P
CamKll

Kpn |

Abbildung 53: Schematische Darstellung des VektorgMMrT 62-50. P.,.«: 8,5 kb groBer Promotor des
Gens deraCamKIl (Mayford et al., 1996); rTA2-M2: rtTA2M2; SV40 pA: Polyadenylierungsstelle der spaten
Gene von SV40; f1 (+pri: Replikationsursprung deBhagen flpla: prokaryontischeExpressionskassette dér
Laktamase.pUC ori: Replikationsursprung dePlamids pUC. Relevante Schnittstellen fiRestriktionsenzyme
sind eingezeichnet.

10.1.1.2pMMrT 63-50

In diesem Vektor wird dieGenexpression eines modifizierten rtTAA2 durch denhirnspezifischen 8,%b
groRen aCamKIl Promotor gesteuert. Déransaktivator rtTA2M2(NLS) wurde durch dieKlonierung eines
doppelstrangigerOligonukleotids, welches fur dasernlokalisierungssignal (KLS) des groR3@rAntigens von
SV40 kodiert, in diekagl Schnittstelle des VektoJHIT 62-1 erzeugt. Dieser enthélt das KLS zwischen der
Doméane deseversenTet-Repressors M2 und denMinimalaktivierungsdoménen (Abbildung: Ergebnisse). Aus
dem resultierenderPlasmid pUHrT63-1 wurde analog zur Konstruktion deksmids pMMrT 62-50 der
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Sequenzbereich de$ransaktivators und des SV40-Polyadenylierungssignals durchEdiyme EcoRI und
Hindlll aus dem Vektor freigesetzt und in die aufgefillte Not IRlasmids pMM40Xloniert.

pUC ori

pMMIT 63-50

d SV40 pA

ITA2-M2(NLS)

PCamKII

Abbildung 54: Schematische Darstellung des VektorgMMrT 62-50. P.,.«: 8,5 kb groBer Promotor des
Gens deraCamKIl (Mayford et al., 1996); rTA2-M2: rtTAM2; SV40 pA: Polyadenylierungsstelle der spaten
Gene von SV40; f1 (+pri: Replikationsursprung deBhagen flpla: prokaryontischeExpressionskassette der
Laktamase.pUC ori: Replikationsursprung dePlamids pUC. Relevante Schnittstellen fiRestriktionsenzyme
sind eingezeichnet.

10.1.2 Hammerhead-Ribozyme

10.1.2.1pSK Il+ A

pSKIll+ A ist der Expressionsvektor, mit dem alldammerhead-Ribozyme mittels Transkription mit T7-RNA-
Polymerasein vitro hergestellt wurden. Als Basis fir diesen Vektor digsBduesciptll SK+ pSKII+). Dieser
Vektor wurde zuerst mit dem Enzyipn | verdaut und anschlieRend die nach déerdau entstandene 3’
Uberhdngende Sequenz der Restriktionsschnittstelle unter Verwendunlyludgr Bean Nuklease abgedaut.
AnschlieBend wurde dieses Fragment 8dfl | verdaut und die entstandene Schnittstelle unter Verwendung der
T4-DNA-Polymerase aufgefillt. DurcBelbstligation dieses modifizierten DNA-Fragments entsteht der Vektor
pSKll+ A. Die Hammerhead-Ribozyme werden zwischen die Restriktionsschnittst&lin| und Pst |
eingebracht.

Clal  Hind III Eco RV Eco RI

I I I I
...CGCGCdTAATACGACTCACTATAGGGbGAATT GTCGACIGGTATCGATAAGCTTGATATCGAATTACTGCAG[CCC...
T7-Promotor Sal I Pst1

Abbildung 55: Sequenzbereich der MCS ipSKIl+ A. Der T7-Promotor und die relevanten SchnittsteSah
I und Pst | 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 einenkaryontischenExpressionsvektor, in dem ein
Fusionprotein aus den ersten 38Minosauren von NR1 mit ddruziferase von denCMV-Promotor produziert
wird. Die Konstruktion dieseReporterplasmids begann damit, da in BEsmidpUHD 131-3, in dem das Gen
einer optimiertenLuziferase Iuc*) unter der Kontrolle vonP, steht Bonin et al., 1994), zwischen die
RestriktionstellenPst | undNco | und damit vor daStartkodon des Gens deuziferase ein kurzes synthetisches
Oligonukleotid mit passendetiberhdngeneden Endedoniert wurde. Diese®ligonukleotid wurde hergestellt
durch Hybridisierung der beidedNA-Oligonukleotide LUCFUS-US und LUCFUS-LS. In dem resultierenden
Plasmid pUHD 131-3 MCS sind vor daStartkodon deruziferase neue Restriktionsschnittstellen eingefuhrt,
welche die Herstellung voriuziferasefusionsproteinen in allen drei Leserastern erlauben. In diesen Vektor
wurde anschlieend zwischen die SchnittstellenEgdteayme Not | undPml | ein DNA-Fragment mit einer Not |
Schnittstelle und einer mit TANA-Polymerase aufgefilitenxho | Schnittstelle kloniert, das fir den
verwendetenN-Terminalen Teil von NR1 kodiert und aus dem Vektor pJN18-1 stammt, decDlN& der
SpleiRvariante NR1-la enthélt. Das aus ddonierung resultierendePlasmid, in welchem nun das NR1
Luziferase-Fusionsprotein unter der Kontrolle viagp steht, wurdepUHD (NR1_1445)-131-3 genannt. In einem
letzten Klonierungschritt wurde P, durch R, ersetzt unter Austausch des Bereiches zwischen den
SchnittstellerXho | undEcoRlI, wodurch nun das erwiinscRiasmidpUHD (NR1_1445)-131-1 entstand.

ho |

pUHD(NR1_1445)-131-1
ColE1 nrL(AA-1-390)

nrl-luc

Hind 111 SV40 pA

Xho |

Bam HI
Bam HI luc*

Abbildung 56: Schematische Darstellung vorpUHD(NR1_1445)-131-1. P.,,,: CMV-Promotor; nrl-luc. Gen

des NR1-Luziferase-Fusionsprotein (zusammengesetzt aus der 5"UTR und der kodierenden Sequenz der ersten
390 Aminosduren von NR1 n¢l(AA 1-390) und der optimierten Luziferase luc*)). SV40 pA:
Polyadenylierungsstelle der spaten Gene von SV40; ColRéplikationsursprung;bla: prokaryontische
Expressionskassette deiLaktamase. Relevante SchnittstellenRéstriktionsenzyme sind eingezeichnet.

10.1.2.3pUHD (NR1_opt3)-131-1

Das Plasmid pUHD (NR1_1445)-131-1 sollte fir dieukaryontischeGenexpression optimiert werden. Durch
eine erstan vitro Mutagenese diesd@lasmids mit derDligonukleotidenLuc-ATG-US undLuc-ATG-LS wurde

das Startkodon deruziferase eliminiert, um so ein&ranslationsinitiation direkt anhuziferase-Leseraster zu
unterbinden. Mit dem resultierendétasmid pUHD (NR1_optl)-131-1 wurde eine zweiite vitro Mutagenese

mit den Oligonukleotiden NR1-opt2-US und NR1-opt2-LS durchgefihrt, wodurch der Bereich des ersten
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Startkodons vomrl in eine optimaleKozak-Sequenz umgewandelt wurd€otak et al., 1993). Dadurch sollte

in dem so entstandeneRlasmid pUHD (NR1_opt2)-131-1 eine ausschlieRlicRganslationsinitiation von
diesem modifizierterATG erreicht werden. In einem letzten Schritt sollten noch Sequenzen im Bereich der 5
UTR entfernt werden, die aus dem urspringlich€onierungsvektor der NRICDNA, pBluescriptll SK+,
stammen und zur Ausbildung einer sehr stabilen Stammstruktur in der 5’"UTR fiihren. Dazu wurdEsics

pUHD (NR1_opt2)-131-1 mit dem Restriktionsenzygno RI verdaut, wobei drei Fragmente der GréRe 5318

bp, 1126bp und 61bp entstehen. Das Fragment von I§1 enthélt die gesamte Sequenzinformation zur
Ausbildung dieser stabilen Stammstruktur und ist damit entfernt, indem man die beiden anderen Fragmente
religiert. Dadurch entstand das finddasmidpUHD (NR1_opt3)-131-1, in dem das Gen des optimierten NR1-
Luziferase-Fusionsproteins unter der Kontrolle vgp, Bteht.

pUHD(NR1_opt3)-131-1

Col E1
nrl(AA 1-390) opt

nrl-luc (opt3

Hind NI SV40 pA Xho |

Bam HI
Bam HI luc* (-ATG)

Abbildung 57: Schematische Darstellung vonpUHD(NR1_opt3)-131-1. Pg,,: CMV-Promotor; nrl-
luc(opt3) Gen des optimierten NR1-Luziferase-Fusionsproteins  (zusammengesetzt aus der modifizierten
Seqgeunz der 5"UTR und des kodierenden Bereiches der erstefur880sauren von NR1nf1(AA 1-390) op).

und der optimierterLuziferase Iuc*(-ATG)). SV40 pA: Polyadenylierungsstelle der spaten Gene von SVA40;
ColE1l: Replikationsursprung; bla: prokaryontische Expressionskassette der3-Laktamase. Relevante
Schnittstellen fiRestriktionsenzyme sind eingezeichnet.

10.1.2.4pUHD 131-EFla

Im Plasmid pUHD 131-EFla wird did.uziferase durch den Promotor des humamdongationsfaktors Efedl
(Pgr) produziert. Es wurde hergestellt, inderg,P als 1,2kb groRes DNA Fragment aus dem vBionald
DePinho zur Verfiugung gestellterPlasmid pEF1prtTA Gopalkrishnan et al, 1999) mittels der
RestriktionsenzymeNru | und Eco RI freigesetzt wurde und dieses Fragment in Rlasmid pUHD 131-3
zwischen die mit T4-DNA-Polymerase aufgefuilXéo | und derEcoRI Restriktionsschnittstellloniert wurde.
Dadurch nimmt B, die Stelle vorP, in pUHD 131-3 ein.
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pUHD 131-EFla

SV40 pA
Hind 111

Bam HI

Abbildung 58: Schematische Darstellung vonpUHD 131-EFla. P, : EFla-Promotor; luc*: optimierte
Luziferase Bonin et al.,, 1994). SV4(pA: Polyadenylierungsstelle der spaten Gene von SV40; ColE1l:
Replikationsursprungpla: prokaryontischeExpressionskassette dé-Laktamase. Relevante Schnittstellen fir
Restriktionsenzyme sind eingezeichnet.

10.1.2.5pUHD (NR1_opt3)-131-EFla

Das Plasmid pUHD(NR1_opt3)-131-EFla stellt einemukaryontischenExpressionsvektor dar, in dem die
optimierte Version des Gens des NR1-Luziferase-Fusionsproteins ielmger der Kontrolle von &,, steht.

Zur Herstellung dieses Vektors wurde zundchst dalsmid pUHD (NR1_opt2)-131-1 mit den
RestriktionsenzymeBamHI| undSca | verdaut. Durch devierdau entstehen vier Fragmente, von denen das von
zwei BamHI Schnittstellen flankierte Fragment der GroRe 3ffddie kodierende Sequenz des NR1-Luziferase-
Fusionsproteins enthalt. Im folgenden wurde die kodierende Regiohudéderase durch ein®am HI-Verdau

aus pUHD 131-EFla freigesetzt und durch eibigation des zuvor aupUHD (NR1_opt2)-131-1 isolierten
Fragments mit derwektorfragment vorpUHD 131-EF1la durchrl-luc (opt.3)ersetzt.

Sca |

Col El pUHD(NR1_opt3)-131-EFla

Hind I SV40 pA nri-luc (opt3)

Bam HI

Abbildung 59: Schematische Darstellung vonpUHD(NR1_1445)-131-EFla. Pg,; EFla-Promotor; nrl-
luc(opt3) : kodierende Sequenz des optimierten NR1-Luziferase-Fusionsproteins. SWAO
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Polyadenylierungsstelle der spaten Gene von SV40; ColEéplikationsurprung; bla: prokaryontische
Expressionskassette deiLaktamase. Relevante SchnittstellenRéstriktionsenzyme sind eingezeichnet.

10.1.2.6pRETRO3

pRETRO3 ist einKlonierungsvektor auf der Basis vopSKll+, in dem eine durch defet-regulierten
bidirektionalen PromotoP,, bi-6 regulierteExpressionseinheit durch die Verwendung der Schnittst@tnll

und Not | 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 RestriktionsschniatdllandPst | die
Hammerhead-Ribozyme v@ligonukleotide eingefiigt werden kénnen.

Fir die Herstellung von pRETRO3 ging man von dem Vektor pUHR-1 aus, in dem ein Wilety@perator,
flankiert von den Restriktionsschnittstelléfind [l und Xho | in der MCS vonpSKII+ vorliegt. In diesen
Vektor wurde unter Verwendung der Schnittsteléio | und Eco RI ein Fragmenkloniert, das siebemwildtyp
Tet-Operatoren und .R.,,flankiert mit den gleichen Schnittstellen, enthélt und aus &msmid pUHG 131-3
stammt. Dadurch entstand dd&dasmid pRETRO1. In diese®lasmid wurde nun durch eine gerichtete
Klonierung zwischen die SchnittstelldamHI undNotl die kodierende Sequenz va&GFP eingefiigt, die aus
dem Plasmid p523 stammt. Dem daraus resultiereRiZzsmid pRETRO2 sollte nun zwischen dtind 11l und

der mit T4-DNA-Polymerase aufgefillte®al | Schnittstelle ein PCR Fragmedbniert werden, das deGMV-
Minimalpromotor R, und eine passende MCS fir weitd¢®nierungen enthéalt. Dieses Fragment wurde aus
dem Plasmid pUHC 13-3 unter Verwendung ddPNA-Oligonukleotide MP1 und MP6 mittels eind?CR-
Reaktionamplifiiziert und fir dieLigation mit pPRETRO2 mitHind Ill nachgeschnitten. Aus dieskfonierung
resultierte pPRETRO3.

f1 (+) ori

pRETRO3

pUC ori

Not |

Abbildung 60: Schematische Darstellung von pRETRO3P,, bi-6: Tet-regulierter bidirektionaler Promotor,
in dem einOktamer auswildtyp Tet-Operatoren t€tO), von zwei CMV-Minimalpromotoren vom Typ R.;
flankiert ist; f1 (+) ori: Replikationsursprung dePhagen fl;bla: prokaryontischeExpressionskassette d&r
Laktamase.pUC ori: Replikationsursprung dePlamids pUC. Relevante Schnittstellen fiRestriktionsenzyme
sind eingezeichnet.
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10.1.2.7pBI7

Fir die Evaluierung der Wirksamkeit deHammerhead-Ribozyme inransienten Expressionssexperimenten
(Kapitel 6.2.1.4.1) sollten ausgehend von den pRETRO3-Konstrukten mit den entspreciebdeymen
eukaryontische Expressionsvektoren hergestellt werden. Dazu wurde zunachstPgliebi-6 kontrollierte
Transkriptionseinheit aus dem jeweiligen pRETR®&smid durchBgl 1l und Not | freigesetzt und die
Schnittstellen durch T4-DNA-Polymerase aufgefillt. Durch #lenierung dieses Fragments zwischen die
aufgefillitenXba | Schnittstellen de&xpressionsvektors pBl4 (Baron et al., 1995) entstanderPldEmide vom
Typ pBI7. In ihnen folgt denRibozymgen diePolyadenylierungsstelle der spéten SV40 Ge&@&:P wird von
derPolyadenylierungsstelle v@iGlobin terminiert.

HH-Ribozym

Abbildung 61: Schematische Darstellung der pBI7 Konstrukte. P, bi-6: Tet-regulierter bidirektionaler
Promotor, in dem eitOktamer auswildtyp Tet-OperatorentétO), von zwei CMV-Minimalpromotoren vom Typ
P.n. flankiert ist; 3-Globins pA: Polyadenylierungssignal deB-Globin-Gens; HH-Ribozym: Hammerhead-
Ribozym; SV40 pA: Polyadenylierungsstelle der spaten Gene von SV40; CdRehlikationsursprungpla:
prokaryontische Expressionskassette dd3-Laktamase. Relevante Schnittstellen fRestriktionsenzyme sind
eingezeichnet.

10.1.2.8SF2 HHCCG

SF2, derGrundvektor der hier verwendeteatroviralen Vektoren, basiert auf ein8tN-Variante desGenoms

des murinen Moloney Leuk&mieviruses MMLV (RainerL6w, unpublizierte Daten). Der Vektor ist so
konstruiert, dalR es neben speziellRestriktionschnittstellen zunmodularen Aufbau der Viren auch eine
modifizierte Polyadenylierungsequenz des SVA4U-Antigens enthalt, die einePolyadenylierung in
Gegenrichtung zur Transkription degralen Genoms durch den Promotor der 5LTR vermittelt. Durch die
Insertion derBgl Il /Not | Kassette der jeweiligen pRETRO3-Konstrukte in die entsprechenden Schnittstellen
von SF2 entstanden die in Abbildung 62 abgebildeten Vektoren vom Typ SF2 HHCCG. Irkdneguliert P,

bi-6 die Produktion desdammerhead-Ribozym und voeGFP, wobei derHammerhead-Ribozyme das SV40
Polyadenylierungssignal folgt um@GFP da®olyadenylierungssignal der 3'LTR verwendet.
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SF2-HHCCG

/ HH-Ribozym
P

min-1

Abbildung 62: Schematische Darstellung der SF2 HHCCG KonstrukteLTR: ,long terminal repeat* Region
des Retroviruses; FFRT-Stelle; F5: modifiziertd-RT-Stelle Schlake undBode, 1994);P,, bi-6: Tet-regulierter
bidirektionaler Promotor, in dem eirDktamer aus wildtyp Tet-Operatoren tétO) von zwei CMV-
Minimalpromotoren vom Typ R.; flankiert ist; HH-Ribozym: Hammerhead-Ribozym; SV40pA:
Polyadenylierungsstelle des groR@&prAntigens aus SV40; ColE1Replikationsursprungpla: prokaryontische
Expressionskassette deiLaktamase. Relevante SchnittstellenRéstriktionsenzyme sind eingezeichnet.

10.1.3 RNA-Padlocks

10.1.3.1pSKll+ AR1.308 bzw. AR1.548

Die Plasmide vom TyppSKIl+ AR1 sind die Expressionsvektoren, mit dem alRNA-Padlocks mittels
Transkription mit T7-RNA-Polymerasi vitro hergestellt wurden Zur Konstruktion dies@lasmide wurden die
RNA-Padlocks AR1.308 und AR1.548 als spezifisddblA-Oligonukleotide synthetisiert, die nur in einem
kleinen Bereich hybridisieren kénnen. Dénzelstrangigen Bereiche solcher Hybride wurde durch BiGR-
Reaktion mit Pwo-Polymerase aufgefiillt. Die resultierenddoppelstréngigen DNA-Fragmente, welche die
Sequenzinformation deRNA-Padlocks flankiert von den Schnittstell&al | undPst | enthalten, wurden in die
EcoRV Schnittstelle des VektorgSKIl+ so kloniert, daR diePadlocks durch den T7 Promottanskribiert
werden kdnnen.

fl(#) ori -

pSKIl+ AR1
RNA-Padlock

puUC ori
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Abbildung 63: Schematische Darstellung depSKIl+ AR1-Konstrukte. T3: T3-Promotor; T7: T7-Promotor;
f1 (+) ori: Replikationsursprung dd¢zhagen flbla: prokaryontisché&xpressionskassette deiaktamasepUC
ori: Replikationsursprung dédamidspUC. Relevante Schnittstellen fRestriktionsenzyme sind eingezeichnet.

10.1.3.2pBI18(+12) MCS und pBI8(+75) MCS

Die Klonierung der Expressionvektoren pBI8(+12) MCS und pBI8(+75) MCS erfolgte Uber eine
DreierstoBligierung. Dafur verwendet wurde ein Fragment aus pUHR1.7 @3 (Rainer Léw, Derivat von
PlasmidNo. 120) , welches das Gen féGFP unter der Kontrolle voR,, enthalt und von den Schnittstellen
Hind Il und Xba | flankiert ist. Das zweite Fragment stammt aus pBl4 und enthdWekorsequenzen und die
Polyadenylierungsstellen von SV40 ufieGlobin (flankiert von den Schnittstellexbal und Bam HI). Das dritte
Fragment ist ein spezifisch€¥CR-Produkt fir den entsprechendexpressionsvektor. DaBCR-Produkt fur den
Vektor pBI8(+12) MCS enthélt ., , gefolgt von einer passenden MCS, hergestellt durch RER-Reaktion

mit den Oligonukleotiden MP1 und MP5 mit deflasmidpUHC 13-3. DasPCR-Produkt fiir pBI8(+75) MCS
wurde entsprechend produziert unter VerwendungQigonukleotide MP1 und MP6 und enthalt,R , gefolgt

von der gleichen MCS. Zum Einsatz in dizeierstof3ligierung wurden diedeCR-Produkte mit defEnzymen
Hind 1l und Bgl Il nachgeschnitten. Die daraus resultierenden Vektoren enthalten beide einen bidirektionalen
Promotor, der auf einer Seite derwildtyp Tet-Operatoren deminimalpromotor B, enthalt und dort die
Expression voneGFP kontrolliert. Auf der anderen Seite ist nun entwedgr, BpBI8(+75) MCS) oder B,
(pBI8(+12)MCS) angebracht, in dessen MCS zwischen die Schnittst8kénl und Pst | abschlieBend die
entsprechendeRNA-Padlockskloniert wurden.

pBI8(+12) MCS

pBI8(+75) MCS </ xbal

3-Globin pA

3-Globin pA

Abbildung 64:. Schematische Darstellung von pBI8(+12) MCS und pBI8(+75) MCR,, bi-5: Tet-regulierter
bidirektionaler Promotor, in dem eirHeptamer auswildtyp Tet-Operatoren tétO), von zwei CMV-
Minimalpromotoren vom Typ R.. flankiert ist; P, bi-7: Tet-regulierter bidirektionaler Promotor, in dem ein
Heptamer auswildtyp Tet-OperatorentétO), von zwei CMV-Minimalpromotoren flankiert ist, von denen einer
vom Typ B,.. und der andere vom Typ,R; ist. B-Globins pA: Polyadenylierungssignal dd%Globin-Gens;
SV40 pA: Polyadenylierungsstelle der spaten Gene von SV40; ColReéplikationsursprung; bla:
prokaryontische Expressionskassette dd3-Laktamase. Relevante Schnittstellen fRestriktionsenzyme sind
eingezeichnet.
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10.1.3.3pBI8(+12) und pBI8(+75)

In diesenExpressionsplamiden werden durch die bidirektionalen Promo®@ehi-5 (pBI8(+75)) undP,, bi-7
(pBI8(+12)) die Gene detuziferase und voreGFP koreguliert. Dabei ster@GFP immer unter der Kontrolle
von P,.,, wahrend dieExpression vonluc* je nachPlasmid entweder Uber B., (pBI((+75)) oder P s
(pBI8(+12)) erfolgt. Der Aufbau der beideRlasmide ist analog zu den in Kapitel 10.1.3.2 beschriebenen
Vektoren pBI8(+12) MCS und pBI8(+75) MCS. Die Herstellung &asmide erfolgte allerdings Uber zwei
verschiedene Strategien. pBI8(+12) wurde durch die Insertion der kodierenden SequehzzifEnase
(freigesetzt aupUHD 131-1 MCS und flankiert von einé&coRV und einer aufgefullteBamHI Schnittstelle)
zwischen die aufgefillte®chnitttstellenSal | undNhe | in pBI8(+12) MCSkloniert. pBI8(+75) ist das Produkt
einer DreierstoRRligierung. Dabei sind zwei Fragmente, das aus pBl4 und das aus pUHR1FALGdéntisch

mit denen, die bei der Konstruktion der pBI8-MCS Vektoren verwendet wurden. Das dritte Fragment stammt aus
pUHR1.7 (X/H) CL (RainerLdéw, PlasmidNo. 204) und enthélt, flankiert von deBcnittstellenHind Il und
BamHlI, P, dem die kodierend8eqeunz deruziferase folgt.

Hind 11l

Xba .
Pt bi-7 Xho |

pBI8(+12) pBIS(+75)

3-Globin pA
SV40 pA Bam H% SV40 pA

Abbildung 65: Schematische Darstellung von pBI8(+12) und pBI8(+75).P, bi-5: Tet-regulierter
bidirektionaler Promotor, in dem eirHeptamer auswildtyp Tet-Operatoren tétO), von zwei CMV-
Minimalpromotoren vom Typ R.. flankiert ist; P, bi-7: Tet-regulierter bidirektionaler Promotor, in dem ein
Heptamer auswildtyp Tet-OperatorentétO), von zwei CMV-Minimalpromotoren flankiert ist, von denen einer
vom Typ R,., und der andere vom Typ,R; ist. luc*: optimierte Luziferase Bonin et al., 1994)3-GlobinspA:
Polyadenylierungssignal deB-Globin-Gens; SV40pA: Polyadenylierungsstelle der spaten Gene von SVA4Q;
ColE1l: Replikationsursprung; bla: prokaryontische Expressionskassette der3-Laktamase. Relevante
Schnittstellen fiRestriktionsenzyme sind eingezeichnet.
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10.1.4 SynthetischeTranskriptionsfaktoren mit Zinkfinger-DNA-
Bindungsdomanen

10.1.4.1pUHD 131-NR1 bzw. NR1m

Zur Herstellung dieser beideReporterplasmide wurden zun&achst mit d@figonukleotiden NR1-in-5" und
NR1-in-3° die NR1 Promotoren aus dgenomischen DNA einer Ratte @) bzw. einer Maus (R
amplifiziert (Definition siehe Ergebnisse). Di@ligonukleotide fligen an das 5 Ende verschiedene Schnittstellen
zur Klonierung fur die verschiedenen Vektoren ein. Am 3" Ende wird durchPdieer eineNco | Stelle
eingebaut, die es erlaubt, den Promotor direkt anSfagkodon detuziferase zu fusionieren. Das niico |
nachgeschnittene PCR Fragment wurde zwischen die aufgefiittd und dieEcoRI Stelle de®lasmidspUHD
131-3 kloniert. Dadurch entstehen die beiden VektoqgdHD 131-NR1 undpUHD 131-NR1m genannt, in dem
das Gen detuziferase, gefolgt vorrPolyadenylierungssignal der spaten SV40 Gene, unter der Kontrolle von
Pyr1 bZW. Rrim KONstitutivexprimiert wird.

pUHD 131-NR1(m)

SV40 pA

Hind Il

Abbildung 66: Schematische Darstellung vonpUHD 131-NR1 bzw. pUHD 131-NR1Im. Py @ NRI1-

Promotor aus der Ratte ) bzw. der Maus (&..); luc*: optimierteLuziferase Bonin et al., 1994); SV4QA:

Polyadenylierungsstelle der spaten Gene von SV40; ColRéplikationsursprung;bla: prokaryontische
Expressionskassette dgiLaktamase. Relevante SchnittstellenR@éstriktionsenzyme sind eingezeichnet.

10.1.4.2SFG 131-NR1 bzw. NR1m

In den Plasmiden SFG131-NR1 und SFG 131-NR1m sitzt die Kassette @esb®v. R, kontrollierten
Luziferasegens im Kontext eina®troviralen Vektor der SFG-Seridijfdemann etal, 1997). Das von der
Luziferase verwendetePolyadenylierungssignal befindet sich in der 3'LTR desroviralen Konstrukts.
Hergestellt wurden diePlasmide durch eine gerichtetdonierung desamplifizierten undnachgeschnittenen
NR1-Promotorfragments (siehe 10.1.4.1) in d&gl Il und Nco | Restriktionsschnittstellen des Vektors SFG
ECT2luc.
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SFG 131-NR1(m)

PNRl(m)

Nco |

Abbildung 67: Schematische Darstellung der Konstrukte SFG 131-NR1 und SFG 131-NR1mTR: ,long
terminal repeat* Region deRetroviruses; Rk : NR1-Promotor aus der Ratte (P bzw. der Maus (Ri.;
luc*: optimierte Luziferase Bonin et al.,, 1994); ColEl:Replikationsursprung;bla: prokaryontische
Expressionskassette deiLaktamase. Relevante SchnittstellenRéstriktionsenzyme sind eingezeichnet.

10.1.4.3pBI8 ZIF/KOX

Die Plasmide vom Typ pBI8 ZIF/KOX sind Derivate des Vektors pBI8(+75) MCS, in denerPdibi-5
gesteuerteTranskriptionseinheit die Gene der AH&IX-Proteine undeGFP koreguliert. Zur Konstruktion dieser
Plasmide wurde die kodierende Sequenz des jeweiligen ZIF/KOX-Proteins unter Verwendung der Schnittstellen
Xba | und BamHI aus den von der Firma Gendaq zugesandten Vektoren freigesdtragdient-Enden mit T4-
DNA-Polymerase aufgefilllt und das Fragment in die aufgef@litel Schnittstelle des Vektors pBI8 (+75) MCS
kloniert.

zif/kox

Pst

Sv40 pA/

ba |
pBI8 ZIF/KOX

Abbildung 68: Schematische Darstellung von pBI8(+12) und pBI8(+75).P, bi-5: Tet-regulierter
bidirektionaler Promotor, in dem eirHeptamer auswildtyp Tet-Operatoren tétO), von zwei CMV-
Minimalpromotoren vom Typ R, flankiert ist; zifkox : kodierende Sequenz d&inkfingerproteine vom Typ
ZIF/KOX, die Fusionsproteine einer Zinkfinger-DNA-Bindungsdoméne (ZIF), mit dem
Kernlokalisierungssignal (KLS) des SV4D-Antigens und derKRAB-Repressionsdomane aumxl (KOX-1)
sind. B-Globins pA: Polyadenylierungssignal dd%-Globin-Gens; SV4AMA: Polyadenylierungsstelle der spéten
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Gene von SV40; ColElReplikationsursprung;bla: prokaryontische Expressionskassette dd$-Laktamase.
Relevante Schnittstellen flestriktionsenzyme sind eingezeichnet.

10.1.4.4pBI8 ZIF/REST

Die Konstruktion defExpressionsplasmide vom Typ pBI8 ZIF/REST erfolgte in zwei Schritten. Zunéchst sollten
die neu zu konstruierenderinkfingerproteine vom Typ ZIF/REST in einedlonierungsvektor assembliert
werden. Dazu wurde die kodierende Sequenz fakfinger-DNA-Bindungsdoméanen unter Verwendung der
SchnittstellenXba | und EcoRI aus derPlasmiden der Firm&endaq freigesetzt und gerichtet in den Vektor
pSKIll+ subkloniert. AnschlieRend wurde an das 3° Ende des LeserasterZindingerdoménen unter
Verwendung der StellekEco RI undSal | ein Oligonukleotid fusioniert, mit dem die kodierende Sequenz fiir
einenmyc-Tag und einé&topkodon angefiigt wurde@esweiteren wurde mit de@ligonukleotiden NRD-5" und
NRD-3" die N-terminale Repressionsdoméane von REST, diee die Aminoséuren 1 bis 106 deREST-
Leserasters umfal3t, aus ddPhasmid pTRE-RESTamplifiziert und in den VektopSKIl+ subkloniert. Diese
Repressionsdoméane wurde anschlieBend unter VerwendungEwzyme Xba | und Spe | aus dem
entsprechenden VektqgSKIl+ NRD freigesetzt und in dixXba | Stelle an das 5 Ende des Leserasters der
Zinkfingerdoménekloniert. Dadurch entstand daasmid pSKIl+ ZIF/REST, in dem die kodierende Sequenz
des Zinkfingerproteine ZIF/REST flankiert von den Schnittsteldéba | und Spe | vorliegt. In einem letzten
Schritt wurde das Leseraster der REST-Proteine unter Verwendung dieser Schnittstellen aus dem Vektor
pSKll+ ZIF/REST freigesetzt, die DNA-Enden aufgefillt und in die aufgefi8i& | Schnittstelle des Vektors
pBI8 (+75) MCSkloniert, wodurch di€xpressionvektoren vom Typ pBI8 ZIF/REST entstanden.

1 (+) ori

zif/rest

ba |

pSKIl+ ZIF/REST pBI8 ZIF/REST

zif/rest R-Globin p

pUC ori

Xba |

Abbildung 67: (links) Schematische Darstellung der pSKIl+ ZIF/REST Plasmide. zif/rest:
Zinkfingerproteine vom Typ ZIF/REST enthalten di-Terminale Repressionsdoméne von REST (REST),
welcher der Bereich definkfinger-DNA-Bindungsdoménen (ZIF) und ein KLS mit einemyc-Tag (KLS) folgt

; f1 (+) ori: Replikationsursprung deBhagen fl;bla: prokaryontischeExpressionskassette dé&-Laktamase.
pUC ori: Replikationsursprung dedlamids pUC. Relevante Schnittstellen fuRestriktionsenzyme sind
eingezeichnet.(rechts) Schematische Darstellung dermpSKIl+ ZIF/REST PlasmideAbbkurzungen siehe
oben und Abbildung 64.
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