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Clomeleon Biosensor-Mauslinien zur optophysiologischen Bestimmung der

intrazelluliren Chloridkonzentration in Nervenzellen

Zusammenfassung

Chlorid hat eine weitreichende Bedeutung fiir die neuronale Signalverarbeitung. Seine intra-
zelluldre Konzentration entscheidet, ob GABA oder Glyzin eine erregende oder hemmende
Wirkung auf Nervenzellen haben. Entgegen seiner physiologischen Bedeutung stehen nur
wenige, mit Problemen in der Anwendung behaftete Techniken zur Verfiigung, um
intrazelluldre Chloridkonzentrationen messen zu konnen.

Clomeleon ist ein ratiometrischer, genetisch kodierter Chloridindikator bestehend aus einer
Fusion von cyan- und gelb-fluoreszierendem Protein, der nichtinvasive Chloridmessungen an
lebendem Gewebe erlaubt. Die vorliegende Arbeit befasst sich mit Strategien diesen Indikator
in Biosensor-Mauslinien nutzbar zu machen und deren Anwendbarkeit anhand der Frage nach
der Entwicklungsabhéngigkeit der Chloridkonzentration von Neuronen zu testen.

Es wurden sieben Linien transgener Mduse generiert, die den Indikator unter Kontrolle des
Thyl-Promotors exprimieren. Die Linien unterschieden sich in dem Expressionsmuster von
Clomeleon. Generell wurde in diesen Linien eine weitverbreitete und hohe Expression des
Indikators gefunden. Diese Mauslinien sind fiir Populations-Imaging gut geeignet. Einzelzell-
Imaging ist durch die dichte Expression anspruchsvoll und verlangt nach einem quantitativen
Ansatz, der unter definierten Messbedingungen die Ermittlung eines Hintergrundes erlaubt.
Unter Beachtung dieser Einschriankung konnte an akuten Hirnschnitten dieser Linie der
postulierte Abfall intrazelluldarer Chloridkonzentrationen in Nervenzellen nach der Geburt
gezeigt werden. Ausgehend von einer Konzentration von 21 mM bei PS5 fillt die Chlorid-
konzentration bis auf 6 mM bei P20. Daraus folgt eine Umpolung der GABAergen Antwort
bei P14.

Dariiberhinaus wurde eine universelle Clomeleon-Indikatormauslinie auf Basis des ubiquitdr
aktiven ROSA26-Promotors und einer loxP-flankierten Stopp-Kassette erzeugt. Durch
Verpaarung mit einer Cre-Aktivatormauslinie erlaubt diese Linie die Expression des
Indikators in genetisch definierten Zellpopulationen. Dieses Konzept birgt enorme
Moglichkeiten zur Verbesserung der Imagingbedingungen. Finerseits stammt alles
gesammelte Licht aus derselben genetisch identifizierten Zellpopulation, was die

Aussagekraft von Populationssignalen erhoht. Andererseits besteht fiir das Einzelzell-Imaging



die Chance vereinzelt stehende markierte Zellen zu erhalten, was die fiir quantitatives
Imaging notwendige Hintergrundsbestimmung vereinfacht. Durch die niedrige Expression
von Clomeleon in Nervengewebe sind intensititsbasierte Imagingmethoden nur sehr
eingeschrankt moglich, die Verwendung von 2P FLIM bietet jedoch eine sehr erfolg-
versprechende Moglichkeit, quantitative Messungen trotz der niederen Fluoreszenz
durchfiihren zu kénnen.

Ein vergleichbares Konzept verfolgten wir durch Kombination von viralen Gentransfer und
Techniken konditionaler Genaktivierung. Hier gelang es durch Infektion mit dem fiir Zellen
vollig untoxischen rekombinanten AAV1/2-Virus in transgenen Aktivator-Mauslinien eine
ausserordentlich hohe Expression von Clomeleon in genetisch definierten Nervenzellen zu
erhalten. Diese Situation schafft ideale Voraussetzungen fiir das Imaging einzelner Zellen.

Es konnte gezeigt werden, dass die chronische Expression von Clomelon in Biosensor-
Mauslinien erfolgreich zur nichtinvasiven, optophysiologischen Darstellung der
intrazelluldren Chloridkonzentration eingesetzt werden konnen. Damit steht ein neues
Werkzeug zur Verfiigung, mit welchem viele, bisher experimentell nicht zugéngliche

biologische Fragestellungen nunmehr untersucht werden konnen.



Clomeleon biosensor mouse lines for optophysiological determination of intracellular

chloride concentration in neurons

Summary

Chloride is of eminent relevance for neural signal processing. Its intracellular concentration
determines whether GABA or glycine excite or inhibit neurons. Despite its physiological
relevance only a few techniques are available to measure intracellular chloride concentrations.
Clomeleon is a ratiometric genetically encoded indicator comprising a fusion of cyan and
yellow fluorescent protein that allows noninvasive chloride measurements in living tissue.
The work presented here deals with strategies to make this indicator available in biosensor
mouse lines and to test their applicability by investigating the developmental dependence of
chloride concentration in neurons.

Seven mouse lines that express the indicator under control of 7hyl promotor have been
generated. Each line exhibits a distinct expression pattern. Generally widespread and high
expression of the indicator is observed. These lines are well suited for population imaging.
Single-cell imaging is challenging due to the dense expression but became feasible by
applying a quantitative approach that allowed for the determination of autofluorescence
background by comparison with wildtype tissue. By considering these constraints the
postulated decrease in intracellular chloride of neurons could be shown using acute slices.
Starting from a concentration of 21 mM at p5 the concentration drops to 6 mM at p20 in CA1
neurons. That means an inversion of a GABAergic response around p14.

Furthermore a universal chloride indicator mouse line was engineered making use of the
ubiquitously active ROSA26 promotor and a loxP-flanked stop-cassette. This mouse line
allows for expression of Clomeleon in a genetically defined cell population by a simple
breeding scheme. This concept harbors enormous possibilities to improve imaging conditions.
On the one side all collected light originates from the same genetically identified population
augmenting the significance of population experiments. On the other side this concept
increases the chance to obtain a sparse labeling facilitating background acquisition so vital for
single-cell measurements. Due to the low expression levels in neural tissue, intensity based
measurements are hardly feasible. The employment of 2P FLIM holds promise to conduct

experiments despite low fluorescence.



We pursued a similar labeling concept by combining virus-mediated gene transfer and
techniques of conditional gene expression. We succeeded in achieving high levels of
Clomelon expression in genetically defined neurons of an activator mouse line by infecting
with the non-toxic AAV1/2 virus. This situation provides best conditions for single cell
imaging.

We showed that chronic expression of Clomelon in biosensor mouse lines enables successful
non-invasive optophysiological recordings of intracellular chloride concentrations. This
establishes a new tool for answering many questions that were experimentally inaccessible up

to now.
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1. Einleitung

1 Einleitung

Urspriinglich wurde angenommen, dass Zellmembranen Chloridleitfdhigkeiten besitzen und
sich die intrazelluldre Chloridkonzentration so einstellt, dass das Gleichgewichtspotenzial fiir
Chlorid dem Membranpotenzial entspricht (ECCLES, 1964). Chlorid wére also ein passives
Gegenion ohne eigene Bedeutung in der Signaltransduktion. Viele friihe Untersuchungen
wurden am Muskel gemacht, fiir den diese Annahme bedingt zutreffend ist. Fiir Nervenzellen
wurde erst spater gefunden, dass sich die intrazelluldre Chloridkonzentration nicht passiv dem
Membranpotenzial folgend einstellt, sondern eine davon abweichende Konzentration
annimmt. Die daraus folgende Triebkraft fiir Chlorid und der Zusammenbruch des Chlorid-
gradienten auf Aktivierung von GABA-Rezeptoren (Kaila, 1994) hin, wurden erst spiter als
Mechanismen erkannt, die zu Inhibition fiithren (Barker and Ransom, 1978; Wong and
Watkins, 1982). Ein Zustand indem das Gleichgewichtspotenzial von Chlorid nicht dem RMP
entspricht und die intra- und extrazellulire Chloridkonzentration sich nicht im
elektrochemischen Gleichgewicht befinden, ist aber nur durch die Existenz von Transport-
mechanismen zu erreichen (Misgeld et al., 1986). Dieser Befund impliziert, dass Chlorid eine
bedeutendere Rolle zukommt, als die alleinige Funktion eines Gegenions zum Zwecke des
Ladungsausgleichs. So ergeben sich eine ganze Reihe interessanter Fragestellungen. Wenn
ein Potenzial fiir Chlorid {iber die Membran besteht, spielt dieses Potenzial eine Rolle in der
neuronalen Signalverarbeitung? Kann die intrazellulire Chloridkonzentration und damit das
Potenzial von Chlorid so eingestellt werden, dass sich Auswirkungen auf die
Signalverarbeitung ergeben? So wird angenommen, dass die Polaritit einer GABA-
vermittelten Anderung des Membranpotenzials vom Verhiltnis intra- zu extrazelluldrer
Chloridkonzentration abhingt. Gibt es Unterschiede in der Chloridkonzentration innerhalb
einer Zelle wie in Abbildung 1.1 skizziert? Was wire die funktionelle Relevanz fiir die
neuronale Verrechnung? Welche Rolle spielen dynamische Prozesse? Konnte es sein, dass
eine Anderung der intrazelluliren Chloridkonzentration auf GABAerge Stimulation hin die
Interpretation weiterer Stimulation beeinflusst? So wurde gezeigt, dass wiederholte
Aktivierung GABA-aktivierter Chloridkandle die GroBe postsynaptischer inhibitorischer
Potenziale verringert (Thompson and Gahwiler, 1989a; Thompson and Gahwiler, 1989b;
Thompson and Gahwiler, 1989¢; Huguenard and Alger, 1986).
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\ " caBa Dendrit [CIT]]

GABA

Hemmung

Abb. 1.1: Bestehen innerhalb einer Zelle Unterschiede in der Chloridkonzentration? Eine unterschiedliche
Chloridkonzentration an verschieden Orten einer Zelle konnte eine jeweils unterschiedliche Interpretation eines

GABAergen Signals bedeuten.

1.1 Die Polaritat einer GABA- oder Glycin-Antwort

Welcher Faktor bestimmt, welche Antwort die Ausschiittung der Neurotransmitter GABA
(y-Aminobuttersdure) oder Glycin durch Interaktion mit Chloridleitfahigkeiten hervorruft? In
der Regel verursachen diese Neurotransmitter in reifen Neuronen durch Chlorideinstrom eine
Hyperpolarisation, die das Membranpotenzial von der Ausloseschwelle eines Aktionspoten-
zials entfernt. Im jungen Tier jedoch, d.h. fiir Maus bzw. Ratte bis einige Tage nach der
Geburt (Owens et al., 1996; LoTurco et al., 1995; Cherubini et al., 1991), ruft die Applikation
von GABA eine Depolarisation hervor. Dieser verbliiffende Effekt ldsst sich zwanglos iiber
die intrazelluldre Chloridkonzentration erkliren.

Das Gleichgewichtspotenzial von Chlorid E¢;” wird durch die Nernst-Gleichung beschrieben:

5 =_RT_ln([Cl]iJ
a - zF \[cr],

Dabei ist R die universelle Gaskonstante, 7 die Temperatur, Z die Ladung und F die

Faradaykonstante.

Fiir eine Konzentration von 130 mM Chlorid auflerhalb und 10 mM innerhalb der Zelle ergibt
sich ein Gleichgewichtspotenzial von -65 mV bei einer Temperatur von 20 °C. Fiir eine Zelle
mit einem typischen Ruhemembranpotenzial von -65 mV entsprechen sich demnach beide
Potenziale (Abb. 1.2, mittlere Situation). Dies bedeutet aber, dass unter diesen Bedingungen

keine Triebkraft fiir einen Chloridtransport durch einen gedffneten Chlorid-Kanal besteht.
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Im Falle einer intrazelluldren Chloridkonzentration von 5 mM betrdgt das Gleichgewichts-
potenzial -82 mV (Abb. 1.2, Situation rechts). Es ist somit negativer als das Ruhemembran-
potenzial der Zelle, somit besteht eine Triebkraft fiir eine Chloridverschiebung iiber die
Membran. Wenn eine Leitfahigkeit gedffnet wird, entsteht ein positiver Strom, d.h. fiir eine
Chloridleitfahigkeit ein Chlorideinstrom in die Zelle gegen den elektrischen Gradienten.
Dadurch sinkt das Membranpotenzial zu negativeren Werten ab — die Zelle hyperpolarisiert.
Durch den teilweisen Zusammenbruch des Chloridgradienten aber erhoht sich das Gleich-
gewichtspotenzial von Chlorid. Wenn sich beide Potenziale angeglichen haben, ist die
Triebkraft fiir Chloridverschiebung iiber die Membran gleich Null.

Wenn die intrazelluldre Chloridkonzentration 20 mM betriagt Ec; -47 mV (Abb. 1.2, Situation
links). Im Falle des Offnens einer Chloridleitfihigkeit wird ein Chloridausstrom gegen den
chemischen aber mit dem elektrischen Gradienten stattfinden - die Zelle depolarisiert. Durch
die Ionenbewegung wird aber E¢;” negativer. Wenn beide Potenziale sich angeglichen haben,

kommt die Triebkraft zum erliegen.

130 mM CI

1T 1 '/ 1 T
-65 mV
-1(=)0 I0

: : : | o : : |
50 100 50 100  -100 $-50 50 100
V (mV) V (mV) V (mV)
-47mV T -65mV T
-65 mV
-1- I (norm) -1-- 1 (norm) -1-- I (norm)
Depolarisation Hyperpolarisation
Hemmung

Abb. 1.2: Depolarisation versus Hyperpolarisation in Abhingigkeit des Ruhemembranpotenzials und des

Gleichgewichtspotenzials von Chlorid.
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Der wéhrend der postnatalen Entwicklung beobachtete Wechsel von GABAerger De-
polarisation zu Hyperpolarisation lieBe sich also durch eine Anderung der ionalen
Zusammensetzung des Zytosols erkliren, wobei bereits eine verhiltnismiBig kleine Anderung
der Chloridionen-Konzentration fiir diesen Effekt verantwortlich wére. So ist es von groem

Interesse, Aussagen {iiber die intrazelluldre Chloridkonzentration treffen zu konnen.

Was mag die physiologische Rolle dieser Chloridregulation sein? Es wird beobachtet, dass im
jungen Tier glutamaterge Transmission iiber NMDA-Rezeptoren vermittelt wird (Isaac et al.,
1997; Durand et al., 1996). Bei Ruhemembranpotenzial werden diese Rezeptoren aber durch
Mg*"-Ionen spannungsabhingig blockiert. Es wird vermutet, dass in dieser Situation
GABAerge Depolarisation diese Blockade entfernt und so glutamaterge Transmission durch
NMDA-Strome ermdoglicht. Den dabei einstromenden Kalziumionen wird ein trophischer
Effekt zugesprochen (Ben Ari, 2002).

GABAerge Depolarisation spielt aber auch im adulten Tier eine Rolle. Neuronale
Stammzellen (Tozuka et al., 2005) sowie Zellen der spinalen Hinterhorn-Ganglien
(Rohrbough and Spitzer, 1996; Ault and Hildebrand, 1994) sowie des trigeminalen Kerns
zeigen im adulten Tier GABA-erge Depolarisation. Ebenso spielt hohes intrazelluldres
Chlorid wohl eine Rolle bei der Depolarisation olfaktorischer Rezeptor-Neurone (Kaneko et
al., 2004). Auch konnte gezeigt werden, dass auf das initiale Axonsegment von Pyramiden-
zellen des Hippokampus projizierende axo-axonische Interneurone eine depolarisierende
GABA-Antwort auslosen. In diesem Segment wird gleichzeitig eine geringe Expression des

Chloridexporters KCC2 gefunden (Szabadics et al., 2006).

1.2 Chlorid-Transporter

Welches sind nun die Mechanismen, die in der Lage sind, Chloridkonzentration aus ihrer
Gleichgewichtslage auszulenken? Es ist ein Mechanismus vorstellbar, bei dem Chlorid aktiv
von Transportern iiber die Membran bewegt wird, oder ein Mechanismus, bei dem ein anderes
Ion bewegt wird und Chlorid passiv folgt.

Die Kationen-Chlorid-Kotransporter (CCC) sind eine Gruppe von ladungsneutralen
Sekundértransportern (Payne et al., 2003). Das heifit, sie verschieben fiir jedes Chloridion
auch ein Kation in gleicher Richtung iiber die Membran und verbrauchen fiir den Transport

kein ATP. Der Gradient des Kations iiber die Membran bestimmt die Richtung des
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Transportes und stellt gleichzeitig auch die Triebkraft dar. Die Kationengradienten wiederum

werden unter ATP-Verbrauch durch die Na'/K'-ATPase aufgebaut (Abb. 1.3).

A B
T depolarisierender
’ Na K+ 2c- Strom cr
% extrazellular @
intrazellular
3Na* CI- 3Na* K* cl- hyperpolarisierender
Strom

Abb. 1.3: NKCCs und KCCs sind sekundir aktive ladungsneutrale Transporter. NKCC (A) niitzt den Na'-
Gradienten fiir den Chlorid-Import wihrend KCC (B) den K'-Gradienten fiir die Chlorid-Extrusion niitzt.
Veréndert nach (Payne et al., 2003)

Die CCCs untergliedern sich in den Na™-Cl-Kotransporter (NCC), die Na'-K"-2CI-Kotrans-
porter (NKCC]1, 2) und die K'-CI-Kotransporter (KCC1-4). Die beiden wichtigen CCCs des
Zentralnervensystems sind NKCC1 und KCC2. Ersterer ist fiir den Chlorid-Import in Zellen
verantwortlich wéhrend letzterer fiir die Chlorid-Extrusion sorgt. NKCC1 wird schon in
fritheren embryonalen Stadien in Neuronen exprimiert (Hubner et al., 2001a). Im Verlauf der
Entwicklung nimmt die Expression in den meisten Formen von Neuronen ab. KCC2 wird in
prénatalen Stadien in Kernen des Hirnstamms und dem Riickenmark exprimiert. KCC2-
Knock-out-Miuse sterben sofort nach der Geburt durch Ubererregung des Atem-Zentrums
(Hubner et al., 2001b). Im GroBhirn hingegen wird KCC2 erst postnatal exprimiert (Stein et
al., 2004).

AuBerdem existieren die Na'-unabhingigen Anionen-Austauscher (AE) (Hentschke et al.,
2006) sowie die Na -abhingigen Anionen-Austauscher (NDAE) (Grichtchenko et al., 2001;
Romero et al., 2000). Im Gegensatz zu den CCCs zeichnen sich AEs und NDAEs durch einen
Antiport- bzw. einen gekoppelten Antiport-Symport-Mechanismus aus (Abb. 1.4). Bei den
AEs wird eine Akkumulation von Cl'-lonen durch den Austausch von HCO;5'- gegen CI'-
Ionen erzielt. NDAEs hingegen nutzen den gekoppelten Austausch von Na'/HCO; gegen
H'/CI” zur Extrusion von CI'-Ionen. Diese Transporter spielen eine wesentliche Rolle bei der

Regulation des intrazelluldren pH-Wertes.
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A B
Na*K*2CI-  CI Na* HCO5™

e @ extrazellular
' . intrazellular

HCO;~ K* CI- H* CI

Abb. 1.4: Mechanismen des Chlorid-Imports (A) und der Chlorid-Extrusion (B). Verandert nach (Payne et al.,
2003)

Durch Transportvorgénge kann Chlorid aus dem Gleichgewicht gebracht werden. Durch
Chlorid-Leitfahigkeiten wird das Gleichgewicht wiederhergestellt. Die Vielfalt der Chlorid-
Leitfdhigkeiten zeigt, dass Chlorid-Gradienten in verschiedenen Geweben eine physiologische

Bedeutung haben.

1.3 Chlorid-Kanale

Der passive Chloridtransport iiber die Zellmembran wird von verschiedenen Klassen von CI'-
Kanilen vermittelt. Man unterscheidet ligandgesteuerte (GABA, Glycin) CI-Kanile, Ca®'-
aktivierte Cl-Kanile, spannungsaktivierte CI'-Kanidle sowie einen cAMP-regulierten CI-
Kanal (Jentsch et al., 2002).

GABA- und Glycin-Rezeptoren gehoren beide der ,,Cys-Loop* Superfamilie an (Karlin and
Akabas, 1995), welche dariiber hinaus noch nikotinische Acetylcholin-Rezeptoren und den
5-HTj3 Serotonin-Rezeptor umfasst. GABA-Rezeptoren werden in drei unterschiedliche Typen
eingeteilt: GABAA- und GABA(-Rezeptoren sind ionotrope Cl'-Kanile, wihrend es sich bei
dem GABAg-Rezeptor (Kaupmann et al., 1997) um einen metabotropen Rezeptor handelt, der
durch G-Protein-Kopplung an einen K'-Kanal Inhibition erreicht, und vorgenannter
Superfamilie nicht angehort. GABA s-Rezeptoren unterscheiden sich von GABA-Rezeptoren
unter anderem dadurch, dass sie durch GABA wesentlich schneller aktiviert werden und
kiirzer gedffnet bleiben (Offnungszeiten bei Einzelkanalmessung: 0,5-8ms) (Twyman et al.,
1990; Macdonald et al., 1989). Dadurch sind GABAx-Rezeptoren besonders fiir die
Ubermittlung phasischer Signale geeignet. Die Aktivierung von GABAc-Rezeptoren erfolgt
langsamer und die Offnungszeiten sind deutlich linger (150-200ms bei Einzelkanalmessung)

(Johnston, 1996; Bormann and Feigenspan, 1995). GABAc-Rezeptoren iibertragen somit eher
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tonische Signale. Mutationen der y- bzw. a-Untereinheit werden mit bestimmten Formen von
Epilepsie in Verbindung gebracht.

Glycin-Rezeptoren finden sich hauptsichlich im Riickenmark und im Hirnstamm, aber auch
in hoheren Gehirnbereichen wie dem Hippokampus, und sind die zweite wichtige Gruppe
inhibierender Rezeptoren im Zentralnervensystem (Breitinger and Becker, 2002). Defekte an
den Glycin-Rezeptoren (Mutationen der o;-Untereinheit) im Hirnstammbereich liegen
spezifischen Formen der Hyperekplexie zugrunde (Shiang et al., 1993).

Die Ca*"-aktivierte Cl-Kanile untergliedern sich in zwei Gruppen (Frings et al., 2000). Zum
einen gibt es Ca’’-aktivierte Cl-Kanile, die an der intrazelluliren Domine eine Ca®'-
Bindungsstelle haben. Sie gehoren zu den ligandgesteuerten Ionenkandlen und werden in
olfaktorischen Rezeptorneuronen gefunden. Zum anderen existieren Ca**/Calmodulin Protein-
Kinase II (CaMK II)-abhidngige CI-Kanile, die sich ebenfalls bei einer Erhohung der
intrazellulidren Ca*"-Konzentration 6ffnen, wobei die Aktivierung dieser Kanile jedoch nicht
durch die unmittelbare Bindung von Ca”", sondern indirekt iiber die CaMK II erfolgt. Dabei
findet vermutlich eine Phosphorylierung des Kanals statt (Schild and Restrepo, 1998).

Die spannungsaktivierten Cl'-Kanéle bilden neun Unterklassen (CLC1-7, CIC-Ka, CIC-Kb)
(Jentsch et al., 2002). Mutationen in einzelnen dieser Kanéle lieBen sich mit dem auftreten
von Krankheiten korrelieren (Jentsch et al., 2004). So fiihren Defekte in CLC-1 in Muskeln zu
verzogerter Repolarisation und damit zu verzogerter Muskelrelaxation (Myotonia congenita).
Mutationen des CLC-5 liegen bei den renalen Tubulusstdrungen der Dentschen Erkrankung
vor, die mit Verlust von Salzen und niedermolekularen Proteinen und Bildung von
Nierensteinen einhergeht. Die Storung des CIC-5 wird mit der verlangsamten Ansduerung von
Endosomen in Verbindung gebracht. Das CIC-3 Knock-out Mausmodell zeigt eine
Degeneration des Hippokampus und der Retina. Die Analyse ergab eine wichtige Rolle von
CIC-3 bei der Ansduerung synaptischer Vesikel. Untersuchungen zunichst an Knock-out-
Maiusen und spéter auch am Menschen zeigten schlieBlich, dass Defekte des in Osteoklasten
lokalisierten CLC-7-Kanals fiir die Ausbildung von Osteoporose mitverantwortlich sind.

Der cAMP-regulierte CI'-Kanal (CFTR, cystc fibrosis transmembrane conductance regulator)
wird in den Epithelien der Bronchien und des Darms gefunden (Tabcharani et al., 1993;
Riordan et al., 1989). Er ist fiir Chlorid-Verschiebungen iiber die apikalen Zellmembranen in
diesen Geweben zustdndig. Mutationen des kodierenden Gens sind die Ursache fiir die
zystische Fibrose (auch Mukoviszidose) der hiufigsten autosomal-rezessiv vererbten
Krankheit. Das typische Krankheitssymptom sind hochviskose Sekrete, die schwerwiegende

Infekte der Atemwege begiinstigen, und so einem frithen Tod der Patienten Vorschub leisten.
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1.4 Chlorid Messung

Entgegen seiner hohen physiologischen Relevanz stehen nur begrenzte Mdglichkeiten zur
Verfiigung, um intrazellulire Chloridkonzentrationen zu messen. So bietet die Rontgen-
Mikroanlyse zwar eine rdumliche aber keine zeitliche Auflosung (Andersson and Roomans,
2002). Fiir chloridsensitive Elektroden stellt sich die Situation umgekehrt dar (Alvarez-
Leefmans et al., 1988). Durch ihre GroBe lassen sich nur grofle Zellen und diese wiederum
nur am Soma untersuchen.

Eine indirekte Methode der Chloridbestimmung sind Gramicidin-perforierte Patch-clamp
Ableitungen (Kyrozis and Reichling, 1995). Dabei befindet sich in der Patch-Pipette das
Polypeptid Gramicidin, das sich in die Zellmembran einlagert und fiir Chlorid nicht
permeable Poren bildet. Uber die Bestimmung des Gleichgewichtspotenzials von GABA-
induzierten Stromen kann auf die intrazelluldre Chloridkonzentration geschlossen werden.
Neben den technischen Schwierigkeiten (Einreiflen des perforierten Membranfleckens) dieser
Methode ist zu beachten, dass GABA- bzw. Glycinrezeptoren neben dem Chlorid-Fluss auch
einen depolarisierenden Hydrogencarbonat-Fluss zulassen (pHCO;/pCl” ~ 0,25) (Kaila et al.,
1989). Es wird also das Umkehrpotenzial GABA-induzierter Strome gemessen und nicht das
Umkehrpotenzial fiir Chlorid.

Einen wesentlichen Vorteil gegeniiber den elektrophysiologischen Methoden bietet der
Einsatz Cl-sensitiver Fluoreszenzfarbstoffe, der Messungen mit einer zeitlichen und hohen
rdumlichen Auflésung und damit z.B. in unterschiedlichen Kompartimenten eines Neurons
ermdglicht (Kaneko et al., 2004; Verkman, 1990). Es existieren verschiedene Chinolin-
basierte Fluoreszenzfarbstoffe (SPQ, MEQ, MQAE), die durch Anionen in ihrer Fluoreszenz
stoB3-deaktiviert werden (Jayaraman and Verkman, 2000). Ein erhebliches Problem dieser
chemischen Cl'-Indikatoren ist jedoch deren verhiltnismaBig hohe Toxizitdt und geringe
Helligkeit. Durch die benétigten energiereichen Anregungswellenlingen im UV-Bereich
treten aullerdem verstirkt phototoxische Effekte auf. Eine zelltypspezifische Befiillung ist
nicht moglich ohne auf Injektionstechniken zuriickgreifen zu miissen.

Der zur Gruppe der genetisch kodierten Indikatoren zidhlende Chlorid-Indikator Clomeleon
(Kuner and Augustine, 2000) bietet die Mdglichkeit zelltypspezifischer Expression. Dieses

erdffnet neue Horizonte fiir nichtinvasive Chlorid-Messung an definierten Zellpopulationen.

1.5 Genetisch kodierte Indikatoren

Die Moglichkeit an Zellen definierter Populationen oder gar an definierten Zell-

Kompartimenten messen zu kdnnen ohne direkt in die Zelle einzugreifen, bieten genetisch
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kodierte Indikatoren. Generell zerfallen die genetisch kodierten Indikatoren in zwei Gruppen.
In der einen Gruppe wird durch genetische Hilfsmittel eine Ankergruppe an ein Protein
fusioniert; an diese Ankergruppe wird mittels biokonjugater Chemie ein Fluorophor
angehingt. Beispiele hierfiir sind das FIAsH- (Martin et al., 2005; Griffin et al., 1998) und das
AGT-System (Keppler et al., 2004). Die andere grole Gruppe basiert auf fluoreszierenden
Proteinen (Tsien, 1998).

In dieser zweiten Gruppe gibt es Indikatoren, die nur einen Fluorophor besitzen wie das
GCaMP (Nakai et al., 2001). Hier wurden die beiden Sensordomédnen mit zirkular
permutiertem YFP fusioniert. Wenn Kalzium-Ionen binden, wird die sterische Anderung der
Sensordoménen auf den Fluorophor iibertragen (Abb. 1.5 A).

Andere Indikatoren basieren auf zwei Fluorophoren und machen sich den FRET-Effekt
zunutze. So wurden Ca*’-Sensor Doménen zwischen CFP und YFP kloniert. Wenn Kalzium-
Tonen binden, wirkt sich die sterische Anderung der Sensordomiinen auf den Abstand und die
Orientierung Fluorophore aus (Abb. 1.5 B) und beeinflusst damit die FRET-Effizienz (Reiff
et al., 2005; Hasan et al., 2004; Miyawaki et al., 1997). In &hnlicher Weise wurden auch
Indikatoren fiir cAMP (Zaccolo et al., 2000) oder Protease Aktivitit (Nguyen and Daugherty,
2005) kloniert (Abb. 1.5 C, D). Im Falle von Clomeleon (Kuner and Augustine, 2000)
hingegen, einem genetisch kodierten ratiometrischen Indikator fiir Chlorid, befindet sich die

Sensoreigenschaft in der YFP-Spezies selber (Abb. 1.5 E).

A GCaMP @ + Caz I @
B Cameleon -'\/O:) + Ca? - %

C cAMP Indikator @ [0 +cawp — !.@

D Protease Indikator @0 ) + Protease — ) 0D

E Clomeleon @) +cr — @19

Abb. 1.5: Verschiedene Funktionsprinzipien von genetisch kodierten Indikatoren. Im Falle von GCaMP wird die
Bewegung der Sensordoménen auf den Fluorophor iibertragen und &ndert seine Fluoreszenzeigenschaften.
Andere Indikatoren nutzen den FRET-Effekt. Clomeleon ist ein ratiometrischer Chlorid-Indikator, dessen Sensor

im YFP selber enthalten ist.
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1.6 Clomeleon

Der Ausgangspunkt fiir den Einsatz von Clomeleon als Chlorid-Sensor war die Beobachtung,
dass sich die Fluoreszenz von YFP in Abhdngigkeit der Halogenid-Konzentration einer YFP-
Losung éndert. Dabei verursacht eine Verringerung des Absorptionskoeffizienten (Abb. 1.6
A) mit steigender Halogenid-Konzentration eine Verringerung der Fluoreszenz des
Chromophors (Abb. 1.6 B). Diese Verringerung des Absorptionskoeffizienten wird auf eine
verringerte Stabilisierung der stirker absorbierenden Phenolat-Form des Chromophors durch
die negative Ladung eines Halogenides erklart (Abb. 1.6 C). Gestiitzt wird diese Ansicht
durch eine Rontgenstruktur von YFP in der Gegenwart von Jodid, die eine Bindestelle fiir
Jodid in unmittelbarer Ndhe des Chromophors zeigt (Wachter et al., 2000). CFP hingegen
wird durch Halogenide kaum beeinflusst (Abb. 1.6 B).
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Abb 1.6: Abhéngigkeit der YFP-Fluoreszenz von Halogeniden (A) Absorptionsspektrum von YFP in der
Gegenwart von verschiedenen Chloridkonzentrationen (rekombinantes Protein, Em. 526 nm), (B)
Emissionspektren von CFP und YFP in der Gegenwart von verschiedenen Chloridkonzentrationen
(rekombinantes Protein, Ex. 434 nm bzw. 510 nm), (C) Modell des Fluorophors im Apo- und im Jodid-
gebundenen Zustand. Die negative Ladung des Halogenids beungiinstigt die Delokalisation negativer Ladung

iiber den Fluorophor, verandert nach (Wachter et al., 2000).
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Durch die Fusion von CFP und YFP wurde der ratiometrische Chloridindikator Clomeleon
erhalten (Kuner and Augustine, 2000). In den Ubergang von CFP zu YFP wurde eine
Basensequenz kloniert, die fiir die Aminosduresequenz kodiert, die das Substrat fiir die rTEV-

Protease darstellt (Abb. 1.7 A)

A B
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—§| YEP >o| é 0.57
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C D
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2 8
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o5 IC5,~150 mM §
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e g "
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Abb. 1.7: Design und Grundeigenschaften von Clomeleon (A) Clomeleon als Kofusion von CFP und YFP. Die
Erkennungssequenz der rTEV Protease ist unterstrichen. (B) CFP und YFP als FRET-Partner: der spektrale
Uberlapp ist grau unterlegt (C) Emissionsspektrum von Clomeleon in Gegenwart unterschiedlicher
Chloridkonzentrationen (rekombinantes Protein, Ex. 434 nm) (D) Beziehung zwischen dem Verhiltnis der

Emissionen (Fs6 ym/F476 nm) und der Chloridkonzentration.

Durch die Fusion von CFP und YFP erhilt man eine Situation in der die Fluorophore in einer
1:1-Stochiometrie miteinander verbunden sind. Dies erlaubt emissions-ratiometrische
Messungen, die unabhidngig von der optischen Weglinge und der Konzentration des
Indikators sind (Abb. 1.7 B). AuBlerdem ist iiber eine Kalibrierung das Auslesen von
absoluten Chloridkonzentrationen moglich (Abb. 1.7 C).

Die Emissionsbande von CFP und die Absorptionsbande von YFP weisen einen spektralen
Uberlapp auf (Abb. 1.7 D). Durch die geringe Distanz der beiden Fluorophore zueinander tritt
ein FRET-Effekt auf (Forster, 1948). Dabei handelt es sich um eine strahlungslose
Energieiibertragung vom Fluorophor kiirzerer Wellenlinge (Donor) auf den Chromophor
langerer Wellenlédnge (Akzeptor). Wenn der Donor seine Energie auf den Akzeptor {ibertragt,
kann der Donor nicht mehr fluoreszieren, wohingegen der Akzeptor mit seiner
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charakteristischen Wellenldnge emittiert, sofern es sich um einen zur Fluoreszenz fahigen

Chromophor handelt.
Die Effizienz Effrrer des Energietibertags hingt nach folgender Formel von der Distanz der
beiden Chromophore ab:

Eff erer = 1

6
1+]
RO

Dabei ist der Abstand halbmaximaler Ubertragungsefﬁzienz Effrrer 1st der Forster-Abstand

Ry. Der Forster-Abstand bestimmt sich nach folgender Formel:

Ry =§/J(A)-&>- @, -n* -9,7-10°A
Dabei ist J(1) der spektrale Uberlapp, k ein Faktor, der die Orientierung der Chromophore
zueinander beschreibt, ® die Qantenausbeute des Donors in Abwesenheit des Akzeptors und
n der Brechungsindex des Mediums. In die spektrale Uberlappung geht aber neben der
Fluoreszenzintensitdt des Donors Fp(A) auch der Absorptionskoeffizient des Akzeptors ea(A)
ein. Dieser aber dndert sich fiir das YFP in Clomeleon, wenn ein Halogenid gebunden wird.
[Fo(A)-2,(2)- AdA

J(A) =
@) jFD(;t)dz

So lésst sich der FRET-Effekt fiir die Chlorid-Messungen nutzen. Es reicht also aus CFP
alleine anzuregen. Das Verhiltnis des Energieiibertrags von CFP auf YFP hédngt von der
Chloridkonzentration ab und findet seinen Niederschlag in dem chloridabhéngigen Verhiltnis
der Intensitdten der beiden zu beobachtenden Emissionskanéle. Zu beachten ist, dass auch der
pH-Wert einen Einfluss auf die Fluoreszenz von YFP hat. Dieser Effekt ist bei Kalibrierung
und Messung zu beriicksichtigen (Kuner and Augustine, 2000).

1.7 Expressionssysteme

Genetisch kodierte Indikatoren werden ihre Uberlegenheit erst ausspielen kénnen, wenn sie
mittels geeigneter Methoden nicht nur in Zellkultur sondern auch im Tiermodell zur
Anwendung gebracht werden konnen. Biosensor-Mauslinien, die einen genetisch kodierten
Indikator wie Clomeleon exprimieren, erlauben es den vielen offenen Fragen einen
experimentellen Ansatz gegeniiberzustellen. Durch den Einsatz moderner Methoden der
Genetik geraten Moglichkeiten in Reichweite, die vor wenigen Jahren noch nicht vorstellbar

erschienen. So sollte es moglich sein Biosensor-Mauslinien zu generieren, die das Sensor-
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Protein nur in einzelnen genetisch definierten Zellpopulationen exprimieren. Es sind sogar
Biosensor-Mauslinien denkbar, in denen diese spezifische Art der Expression je nach
Fragestellung in unterschiedlichen Populationen flexibel aktiviert werden kann, sodass man
mit einer Mauslinie ein Hilfsmittel zur Beantwortung verschiedenster Problemstellungen zur
Verfligung hat. Grundsétzlich gibt es verschiede Mdglichkeiten, einen genetisch kodierten
Indikator im Mausmodell zu exprimieren. Dabei zeichnen sich die verschiedenen Systeme
durch spezifische Vor- und Nachteile aus.

Eine Moglichkeit sind transgene Tiere. Dabei wird das Gen, das fiir den Indikator kodiert,
hinter ein Promotor-Fragment kloniert und diese DNS in Pronuklei injiziert. Die DNS
integriert an einem zufélligen Ort in das Genom. Diese Methode ist verhdltnisméBig
aufwiéndig, entsprechende Transgen-Labore sind aber zwischenzeitlich an vielen Instituten
etabliert. In der Regel erhdlt man Mauslinien, die das Transgen stabil transmittieren. Es kann
aber bei den transgenen Linien die Schwierigkeit auftreten, dass sich das Expressions-
verhalten iliber die Generationen verdndert. Dieses Problem ldsst sich durch eine Knock-in-
Strategie umgehen. In diesem Fall wird eine Fremd-DNS durch homologe Rekombination an
einem definierten Genort integriert. Experimentell ist die Knock-in-Strategie noch
aufwindiger, da die homologe Rekombination in embryonalen Stammzellen der Maus
durchgefiihrt wird. Diese Stammzellen werden in Blastozysten injiziert und nehmen an der
Entwicklung des Embryos teil. Wenn sich dabei aus diesen Zellen ein Teil der Gameten
bildet, besteht eine von Null verschiedene Wahrscheinlichkeit, dass Nachkommen dieser
Chimaére die zusdtzliche Erbinformation tragen und ihrerseits stabil transmittieren. Die grof3e
Schwierigkeit besteht darin, einen geeigneten Promotor zu finden, der die Expression des
Indikators in dem Gewebe des Interesses mit ausreichender Stirke treibt. Promotoren, die
ausreichend gewebespezifisch sind, exprimieren nicht notwendigerweise mit der Stirke, um
das Indikatormolekiil in mikro-molaren Konzentrationen zu exprimieren, die notwendig sind,
um mit sinnvollem Signal/Rauschverhéltnis und gewiinschter zeitlicher Auflosung Imaging
zu betreiben. Ein klarer Vorteil der transgenen Tiere - im Besonderen der Knock-in-Tiere - ist
die einfache Reproduzierbarkeit der Experimente.

Eine zweite Moglichkeit um ein Indikatorprotein zu exprimieren, bietet der virale
Gentransfer. Dabei wird das Gewebe des Interesses durch Injektion einer Suspension von
rekombinanten Viren infiziert. Die transduzierten Zellen werden durch das Virus veranlasst,
das Sensorprotein zu exprimieren. Nach geeigneter Inkubationszeit kann das Tier analysiert
werden. Dieser Ansatz bietet eine groe Flexibilitdt, hat aber vielleicht Nachteile auf Seiten

der Reproduzierbarkeit.

13



1. Einleitung

Generell kann man feststellen, dass fiir die meisten durchzufiihrenden Experimente
mindestens zwei Anforderungen an ein Expressionssystem gestellt werden kénnen. Es muss
Expression in einer definierten Zellpopulation erlauben und die Expression muss hinreichend
stark sein. Wenn Einzelzell-Imaging das Ziel ist, sollten selbst innerhalb eines Zelltyps
hinreichend wenige Zellen exprimieren, um das Signal einer Zelle von ihren Nachbarn
trennen zu kdnnen. Konditionale Systeme konnten helfen, Expressionssysteme zu entwickeln,

die diese Forderungen erfiillen.

1.8 Thy1-Transgen

Das Thyl-Promotorfragment ist ein bewéhrtes Mittel, um in transgenen Mauslinien hohe
Proteinexpression in Prinzipal-Neuronen zu erhalten (Feng et al., 2000). Thy1 ist ein Mitglied
der Immunoglobulin Superfamilie, das in Neuronen aber auch verschiedenen anderen
Zelltypen (darunter den namensgebenden Thymozyten) exprimiert wird. Durch geschicktes
Design der Expressionskassette ist es gelungen, die Expression auf Neurone zu beschrianken.
Die Kassette besteht aus einem 6,5 kbp grolen Fragment, des murinen 7hyl.2 Gens und
erstreckt sich vom Promotor bis zum Intron hinter Exon 4. Exon 3 und seine flankierenden
Introns sind deletiert (Caroni, 1997). Sie werden durch das zu exprimierende Gen ersetzt. Die
deletierten Sequenzen werden fiir die Expression in nicht-neuronalem Gewebe bendtigt
wihrend Intronsequenzen 5’ von Exon 2 fiir die neuronale Expression notwendig sind (Vidal

et al., 1990).

1.9 Konditionale Modelle

Konditionale Mausmodelle bieten die Moglichkeit, ein Gen zelltypspezifisch und unter
zeitlicher Kontrolle zu exprimieren. Dafiir wurden Regulationsmechanismen aus
prokaryotischen Organismen entlichen und fiir die Verwendung im Siugetier angepasst.
Durch diesen Kunstgriff konnen Wechselwirkungen mit endogenen Mechanismen minimiert
werden. Fiir das Imaging bedeutet konditionale Genexpression vor allem die Moglichkeit

ausschlieBlich Signal von genetisch identifizierten Zellen zu sammeln.
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1.9.1 Cre/loxP

Ein etabliertes System zur konditionalen Genexpression im Séugetier ist das Cre/loxP-
System. Es besteht aus der Cre-Rekombinase aus dem Bakteriophagen P1 (Hoess et al., 1982;
Hoess et al., 1986) und ihrer kognaten Erkennungssequenz (Abb. 1.18). Diese /oxP-Elemente
(locus of crossover) entsprechen einer invertierten Wiederholung (,,Inverted repeat, ITR) mit
einer Stammlénge von 13 Bp und einer asymmetrisch gerichteten Kernregion von 8 Bp in der
Mitte. Abhdngig von der Orientierung von zwei /oxP Elementen zueinander findet entweder
ein Deletions- oder Inversionsereignis statt. Die Deletion ist quasi irreversibel wohingegen die

Inversion reversibel ist.

inverted repeat Kernregion inverted repeat

4

S’-ATAACTTCGTATAGCATACATTATACGAAGTTAT-3
3-TATTGAAGCATATCGTATGTAATATGCTTCAATA-5

e I

Cre-Rekombinase Cre-Rekombinase
} loxP-Element

Abb. 1.8: Schematische Darstellung Cre-vermittelter Rekombination (A) Nukleotidsequenz des loxP-Elementes
mit der asymmetrischen Kernregion und den flankierenden Inverted repeats. (B) Cre-vermittelte Rekombination
eines mit /oxP-Elementen flankierten Sequenzbereiches; abhingig von der Orientierung der Erkennungsstellen

zueinander kommt es zur Deletion oder Inversion.

1.9.2 Das Tet-System

Die regulatorischen Elemente des vom Transposon 10 (Tn10) stammenden Tetracyclin (Tc)-
Resistenz Operons aus E. coli wurden fiir die Generierung Tetracyclin-abhingiger
Expressionssysteme angepasst. Im urspriinglichen, bakteriellen System verhindert die

Bindung des dimeren Tet-Repressors (7etR) an die spezifische Operatorsequenz (fetO) des
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Tc-Promotors die Transkription des Tetracyclin-Resistensgens tet4. Die Bindung von
Tetracyclin an fetR bewirkt eine allosterische Konformationsénderung des tefR, was zu dessen
Dissoziation von der Operatorsequenz fiihrt und die Transkription des fet4-Gens ermoglicht
(Hillen and Berens, 1994). Durch Fusion mit der C-terminalen VP16-Transaktivatordomine
des H. simplex Virus wurde der urspriingliche Tet-Repressor in den Tetracyclin-abhdngigen
Transaktivator (tTA) umgewandelt (Gossen and Bujard, 1992). Der tTA-abhingige Promotor
(Pet) besteht aus einer Fusion der Minimalsequenz des humanen CMV (Cytomegalovirus)
Limmediate early promotor” (Boshart et al., 1985) und einer fiir die tTA-abhédngige
Aktivierung am 5’-Ende eingefligten Serie von sieben tet-Operatorsequenzen (tetO7) (Baron
et al., 1995). In Gegenwart des Effektors Tetracyclin (oder seines Analogons Doxycyclin)
kann tTA nicht an die Operatorsequenz des Pw: binden (Abb. 1.9). In Abwesenheit von
Tetracyclin hingegen fiihrt die Bindung von tTA an den Pw: zur Expression von Genen, die

unter Kontrolle des tTA-aktivierbaren Promotors stehen.

Promotor tTA

< Tetracyclin

+Tetracyclir/ \Tetracyclin % tTA Dimer

—teto, Gol — = Gol —

Abb. 1.9: Schematische Darstellung des Tetracyclin-abhingigen Transaktivators (tTA) sowie des auf tTA-
basierenden induzierbaren Systems zur Regulierung von Genexpression. Der Transaktivator tTA ist eine Fusion
des Tet-Repressors (tetR) mit der C-terminalen VP16-Transaktivatordoméne des H. simplex Virus. Da sich das
urspriingliche Fusionsprotein toxisch auf Sdugerzellen auswirkte, wurde VP16 durch Minimalsequenzen ersetzt.
Bei Anwesenheit von Doxycyclin (Dox) wird im tTA-System die Genexpression reprimiert, wahrend in
Abwesenheit von Dox tTA an die Operatorsequenzen (tetO;) binden kann und so eine Aktivierung der

Genexpression ermoglicht.

1.10 Der ROSA26-Lokus

Ein ubiquitdr exprimierender Promotor kdnnte interessant sein, um eine universell einsetzbare
Indikator-Mauslinie zu generieren. Der ROSA26-Lokus wurde durch ein Promotor-trap

Experiment gefunden (Friedrich and Soriano, 1991) und als ubiquitir exprimierender Genort
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beschrieben (Zambrowicz et al., 1997). Ausgehend vom ROSA26-Promotor werden zwei
Transkripte erzeugt, die sich durch alternatives Spleilen unterscheiden (Abb. 1.10).
Zusitzlich zu den beiden Sense-Transkripten wird ein Antisense-Transkript generiert. Das
Antisense-Transkript (AS) tiberlappt nicht mit Transkript 1, jedoch {iber einen Bereich von
381 Bp mit Transkript 2. Dieser iiberlappende Bereich liegt in der kodierenden Sequenz von
Transkript AS. Wéhrend die Transkripte 1 und 2 nicht kodieren, umfasst Transkript AS einen
offenen Leserahmen von 506 Aminosduren. Fiir keines der drei Transkripte ist eine Funktion
bekannt. Ein Knockout der Transkripte 1 und 2 in der Maus zeigt keinen erkennbaren

Phénotyp; fiir Transkript 3 liegen keine Knockout-Daten vor.

NoMo No B B
I | i T ]
S Nec Nc Nc Nc
Exon 1 Exon 2 Exon 3
PA
—
Transkript 1 *
l/\l/\.
Transkript 2
Transkript AS
— A rr———
1 kb pA

Abb. 1.10: Der ROSA26 Lokus. Das 3’-Ende von Exon 3 des Transkriptes2 ist nicht bekannt, das Exon ist durch
ein Sternchen (*) gekennzeichnet. Restriktionsenzyme: B, Bg/II; Nc, Ncol; No, Nofl; S, Sall; pA, poly(A)-Signal

(verandert nach (Zambrowicz et al., 1997))

Der Genort ist fiir Gentargeting sehr gut zugédnglich. So wurden bereits kurze Zeit nach der
Beschreibung unter Nutzung dieses Promotors die universelle LacZ-Indikator-Mauslinie
R26R (Soriano, 1999) und eCFP/eYFP exprimierende Méuse (Srinivas et al., 2001)
vorgestellt. In diesen Méusen wird die Trankription durch eine zwischen Promotor und Gene
of interest klonierte loxP-flankierte Stopp-Kassette terminiert. Abhdngig von der
Charakteristik einer Cre-Rekombinase exprimierenden Aktivatormauslinie kann diese Stopp-

Kassette zelltypspezifisch excidiert werden.

17



1. Einleitung

1.11 Viraler Gentransfer

Der virale Gentransfer eroffnet vollig neue Mdglichkeiten eine hohe DNA Expression zu
erhalten. Dafiir stehen zwischenzeitlich auf verschiedenen Viren basierende Infektions-

systeme zur Verfligung (Washbourne and McAllister, 2002).

1.11.1 Sindbis-Viren

Das Sindbis-Virus ist ein zur Familie der Toga-Viren gehdrender Alpa-Virus, der in Nagern
Enzephalitis hervorruft. Alphaviren sind +-straingige RNS-Viren, deren virales Genom nicht
in die DNS der Wirtszelle integriert.

Um diesen Virus als Expressionssystem zu nutzen wurde das wt-Virengenom auf zwei
Plasmide aufgeteilt (Frolov et al., 1997). In den pSinRep-Vektor wird das zu exprimierende
Gen kloniert, auBerdem bringt er die zur intrazelluldren Replikation der viralen RNS nétigen,
nicht-strukturellen Proteine wie z.B. die RNS-Polymerase mit. Die zur Herstellung infektioser
Viruspartikel notwendigen strukturellen Proteine (d.h. die Kapsel- und Hiillproteine) werden
vom defective-helper-Plasmid DH26s zur Verfiigung gestellt. Dazu werden die in vitro
transkribierten RNS beider Plasmide in kultivierte Zellen transfiziert. Diese Zellen
produzieren Viruspartikel, die infektids aber nicht replikationsfdhig sind. Dieser
Sicherheitsmechanismus wird durch das Fehlen der Verpackungssequenz auf der Helfer-RNS
erreicht. So wird die genetische Information fiir die strukturellen Proteine wird nicht mit in
die fertigen Viruspartikel verpackt (Frolova et al., 1997). Mit diesen Viren infizierte
Wirtszellen sind dann nicht in der Lage neue Viruspartikel herzustellen.

Das Sinbis-Vius System eignet sich als Kurzzeit-Expressionssystem (Ehrengruber et al.,
1999). Nach kurzer Inkubationszeit von einem halben Tag wird das Zielprotein grof3er
Konzentration erzeugt. Die Zytotoxizitit beschrinkt aber die Verwendbarkeit des Systems auf

zwei Tage im Tier bzw. einen Tag in Zellkultur.

1.11.2 Adenoassoziierte Viren

Der humane adenoassoziierte Virus ist ein Parvo-Virus, der einen DNA-Einzelstrang enthélt
(Grimm et al., 1998; Grimm et al., 2003). Der Virus ist nicht pathogen, d.h. einer
Virusinfektion konnte kein Krankheitsbild zugeordnet werden. Wildtyp-AAV integriert in
Abwesenheit von Helfer-Viren in das Genom an Position 19q13.3. Es wird angenommen,

dass er nicht onkogen ist (Tenenbaum et al., 2003). In Anwesenheit eines Helfer-Virus (wie
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eines Adeno- oder Herpes-Virus) kann der lytische Zyklus stattfinden. Wenn rep und cap aus
dem Genom entfernt werden besteht das virale Genom nur noch aus zwei flankierenden
145 bp ITRs, die eine Rolle in der viralen Replikation und Verpackung spielen. Bei der
Klonierung von Konstrukten muss darauf geachtet werden, dass bedingt durch die Grof3e des
Virions ein rAAV Vektor eine Lange von 4,7 kbp nicht liberschreitet (During et al., 2003). Da
in das ZNS injizierte AAV-Viren bevorzugt Neuronen infizieren konnen auch nicht-
gewebespezifische Promotoren genutzt werden. Dabei besteht die Hoffnug, dass durch die
episomale Lokation des Konstruktes der Promotor auch nach lédngerer Zeit keinen
epigenetischen Beeinflussungen unterworfen ist und seine Stérke behilt.

Da es untoxisch ist, ist das AAV1/2-System ideal geeignet, um Langzeitexpression in

Neuronen zu erhalten. Nachteilig ist die lange Inkubationszeit von mindestens 10 Tagen.

1.12 Ziel der Arbeit

Ziel der Arbeit war es, den Chloridindikator Clomeleon durch die Herstellung von
Bioindikator Mauslinien nutzbar zu machen. Einerseits wurden dazu transgene Mauslinien
generiert, die Clomeleon unter Kontrolle des neuronenspezifischen T7%y/-Promotors
exprimieren. Andererseits sollte der ROSA26-Lokus genutzt werden, um eine in allen
Gewebetypen einsetzbare universelle Chloridindikator-Mauslinie zu erhalten. Das Konzept
dieser Mauslinie zeichnet sich dadurch aus, dass die Expression von Clomeleon durch Cre-
Aktivator-Mauslinien in zelltypspezifischer Weise gesteuert werden kann. Komplementér
sollte das Potenzial viralen Gentransfers getestet werden, um starke Expression in definierten
Populationen zu erhalten.

Die Anwendbarkeit der Mauslinien sollte anhand der Frage nach der entwicklungsabhingigen
Regulierung der intrazelluldren Chloridkonzentration in Neuronen getestet werden. Dartiber
hinaus sollte die Chloridregulation von GnRH-Neuronen, einer fiir die Fortpflanzugsfahigkeit
wichtigen Neuronenpopulation von 800 Zellen untersucht werden. Dies sollte an den
universellen Chloridindikator-M&usen geschehen, bei denen die Expression von Clomeleon in
diesen Neuronen durch Kreuzung mit der GnRH-iCre-Mauslinie aktiviert wurde

Dariiber hinaus sollte der Indikator selbst in seinen Eigenschaften wie dem zeitlichen

Auflésungsvermogen verbessert werden.
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2 Ergebnisse

2.1 Herstellung von Clomeleon Biosensor-Mauslinien und deren Charakteri-

sierung

2.1.1 ThylI-Clomeleon

Um neurophysiologische Fragestellungen mit Clomeleon als optischem Biosensor
beantworten zu koénnen, ist es notwendig, das Protein in Neuronen zu exprimieren. Dafiir
wurde die cDNS von Clomeleon im Labor von Prof. Guoping Feng anstelle von Exon III und
flankierender Intron-Sequenzen in ein 6,5 kbp groBes Fragment des murinen 7%yl.2-Genes
kloniert, das sich vom Promotor bis zum Intron nach Exon IV erstreckte. Durch Pronukleus-
injektion der linearisierten DNS wurden transgene Maiuse erzeugt und in den C57Bl/6
Hintergrund zuriickgekreuzt, analog zu den bereits beschriebenen Thyl-GFP Mauslinien
(Feng et al., 2000). Es wurden sieben das Transgen in die Filialgenerationen transmittierende
Fo-Tiere erhalten. Die von diesen Tieren abstammenden Mauslinien wurden als CLM1, 2, 8,

9, 11, 12 bzw. 13 bezeichnet

Linie 11

P90, Sagittalschnitt

Abb. 2.1: Sagittalschnitt eines paraformaldehyd-fixierten Gehirns einer 90 Tage alten Maus der Linie CLM11

Abbildung 2.1 zeigt einen Sagittalschnitt durch ein mit Paraformaldehyd fixiertes Gehirn
einer 90 Tage alten Maus der Linie 11 der Thy/-Clomeleon Miuse. Gut zu erkennen ist die
hohe Proteinexpression in der CA1-Region des Hippokampus und den tieferen Schichten der

GroBhirnrinde. Man beachte, dass quasi kein Hirnareal frei von Fluoreszenz ist.
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Bulbus olfactorius

Glomeruli ++ ++ ++ ++ - + +
duBere plexif. Schicht + - + + - + -
Mitralzellen 4+ ++ - - + ++ .
innere plexif. Schicht + - + + ++ + -
Neokortex

Schicht 1 + - - - + - .
Schicht 2/3 ++ - - - +++ + ++
Schicht 4 + - - - - , +
Schicht 5 +H+ - - - it 4t +
Schicht 6 ++ - - - ++ 4+ +
Hippokampus

Gyrus dentatus 4+ ++ - ++ ++ + 4+
Hilus + - - - ++ + +
CA3 + + - ++ + - ++
CA2 + 4+ - ++ + - ++
CAl +++ ++ - +++ +++ ++ ++
Stratum lacunosum - + - - - + +
Basalganglien + + - ++ + + +
Amygdala -+ - - - et ++ S
Thalamus ++ + - + ++ o+ ++
Cerebellum

Moosfasern - ++ + ++ -+ ++ ot
Kornerzellen +++ - - - - - -
Purkinjezellen - - - - + - -
Nuclei - - - ok P e
Hirnstamm ++ + - ++ ++ ++ ++
Riickenmark

o-Motoneurone + 4+

Hinterhorn + +

Retina

Bipolarzellen ++ + - - ++ + .
Amakrine Zellen + + - ++ + ++ -
Ganglienzellen A+ + - +++ ++ - ++

Tab. 2.1: Ubersicht iiber die verschiedenartigen Expressionsmuster in den erhaltenen sieben Thyl-Clomeleon

Mauslinien (,,positional variegation*),+ niedrige, +++ hohe Dichte markierter Neurone
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2.1.1.1 Ré&umliche Verteilung der Clomeleon Expression

Generell lésst sich sagen, dass die meisten Linien robuste Expression in Hippokampus, Gyrus
dentatus, thalamischen Kernen, den Glomeruli der Riechkolben, Moosfasern des Kleinhirns

und den zugehdrigen Somata der inferioren Olive zeigen.

Es ist bekannt, dass das Expressionsmuster in 7hy/-Transgenen — rdumlich wie zeitlich
gesehen — sehr stark vom zufidlligen Integrationsort der injizierten DNS abhéngt (,,positional
variegation, (Feng et al., 2000)). So war CLM1 die einzige Linie die in cerebelldren
Kornerzellen oder retinalen ,,blue cone* Bipolarzellen (Haverkamp et al., 2005) exprimierte.
Ein ,,Golgie-Typ* Expressionsmuster, d.h. starke Expression in wenigen, vereinzelt stehenden
Neuronen (Feng et al., 2000), wurde nicht erhalten. Tabelle 2.1 gibt eine Ubersicht iiber die
verschieden stark exprimierenden Neuronenpopulationen in riickgekreuztem Nachwuchs der
sieben F(-Tiere. Das Expressionsmuster wurde innerhalb der Linien stabil an die Folge-
generationen vererbt.

Abbildung 2.2 zeigt hochauflosende konfokale Aufnahmen von paraformaldehyd-fixierten
Schnitten der Thyl-Clomeleon Mause. Die Fluoreszenz wurde nicht durch Antikérperfarbung
verstarkt. Unter den guten optischen Bedingungen im perfundierten Gewebe sind sogar
einzelne dendritische Dornen auflosbar (A). Interessant ist das komplementire Expressions-
muster im Kleinhirn der Linien CLM1 und CLMI1. In Linie CLMI1 exprimieren die
Kornerzellen (C), wohingegen in Linie CLMI11 die mit den Kornerzellen synaptische
Kontakte ausbildenden Moosfasern markiert sind (D). Es soll an dieser Stelle noch einmal
betont werden: beide Miuse exprimieren das gleiche Gen, aber das Gen befindet sich in einer
unterschiedlichen Sequenzumgebung.

Die Fluoreszenzverteilung innerhalb eines Neurons ist homogen. Es ist keine Kernexklusion

oder Anreicherung in Organellen zu beobachten.
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Abb. 2.2: Hoch auflosende konfokale Aufnahmen von paraformaldehyd-fixierten Schnitten der 74y /-Clomeleon
Linie CLM1 Mause: (A) Dendriten von L5-Pyramidenzellen, (B) CAl des Hippokampus, (C) cerebelldre
Kornerzellen, (D) L5-Pyramidenzellen, (E) L2/3-Pyramidenzellen, (F) Moosfaserendigungen in der
Kornerschicht des Kleinhirns (Linie CLM11)

2.1.1.2  Zeitliche Entwicklung der Clomeleon Expression

Auch im zeitlichen Verlauf der Expression wurden gro3e Unterschiede zwischen den Linien
beobachtet. So exprimierten in Linie CLM1 postnatal nur Blutgefi3e Clomeleon. Im Verlauf
der ersten Lebenswoche begannen auch Neurone das Protein zu synthetisieren. Linie CLM11
hingegen exprimierte Clomeleon bereits am zweiten postnatalen Tag in Neuronen. In den
folgenden Tagen stieg die Expression noch einmal deutlich an.

Da aber die Entwicklung der intrazelluliren Chloridkonzentration in den ersten drei
postnatalen Wochen untersucht werden sollte, entschieden wir uns, fiir die Experimente

hauptsédchlich Linie CLM11 zu nutzen.
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2.1.2 ROSA26-floxSTOP-Clomeleon (ROSAC1)

Ziel der Generierung dieser Mauslinie war es, eine universell einsetzbare Chlorid-
Indikatormauslinie zu erhalten. Dazu bedienten wir uns der Kombination einer loxP-
flankierten (,,gefloxten*) Stopp-Kassette (Abb. 2.3 A) und des ubiquitdr exprimierenden
ROSA26-Promotors (Zambrowicz et al., 1997; Soriano, 1999; Srinivas et al., 2001). Dadurch
sollte es gelingen, durch bloBes Verpaaren dieser Indikator-Mauslinie mit einer geeigneten
Cre-Aktivatormauslinie die Expression von Clomeleon in dem Gewebe des Interesses zu
initiieren (Abb. 2.3 B). Welche Zellpopulation letztendlich ab welchem Zeitpunkt markiert ist,
wird durch den Promotor bestimmt, der in der Aktivatormauslinie die Expression der Cre-

Rekombinase, welche die Stopp-Kassette excidiert, kontrolliert.

ROSA26 Lokus X Spezifischer Promoter
-)-eeeeeee——— >
SA C; PGK-Neo 3x pA C;
o o

e.g. albumin-Cre

\

Abb. 2.3: Konzept einer universellen Chloridindikator-Mauslinie: (A) Durch eine loxP-flankierte Stopp-Kassette
zwischen dem ubiquitér aktiven ROSA26-Promotor und Clomeleon wird die Transkription effizient terminiert.
Die Stopp-Kassette kann durch Cre-Rekombinase deletiert werden. (B) Durch ein konditionales Allel kann die

Expression von Clomeleon in Abhéngigkeit von der Cre-Aktivatorlinie kontrolliert werden.

Da Cre-Linien hidufig eine ungleichmifBige Cre-Expression aufweisen, besteht die
Moglichkeit, gute optische Bedingungen fiir Einzelzell-Messungen zu erreichen. Durch
Einkreuzen der LC1-Mauslinie (Schonig et al., 2002) kénnen auch die mannigfach zur

Verfiigung stehenden tTA-Mauslinien als Aktivator-Mauslinien eingesetzt werden.
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2.1.2.1 Autbau des Targeting-Konstruktes

Das Targeting Konstrukt besteht aus einer Neomycin-Phosphotransferase-Kassette (PGK-reo)
zur Selektion rekombinierter ES-Zellklone und einem transkriptionellen Stopp bestehend aus
drei SV40-Polyadenylierungssignalen (Maxwell et al., 1989). Eine den Strang entlang
wandernde DNS-abhingige RNS-Polymerase findet also vier transkriptionsterminierende
Signale vor. Dies gewihrleistet die Effizienz des Transkriptionsstopps (Soriano, 1999). Diese
Elemente befinden sich zwischen zwei gleichgerichteten loxP Elementen. Dadurch kdnnen sie
in vitro wie in vivo durch Cre-vermittelte Rekombination aus dem Genom entfernt werden.
An diese Kassette schlieft sich am 5’-Ende ein Spleilakzeptor und am 3’-Ende die cDNS von
Clomeleon mit eigenem Polyadenylierungssignal an. Diese Expressionskassette ist 5° von
einem 1 kbp kurzen sowie 3’ von einem 4,3 kbp langen, zur endogenen Zielsequenz homo-
logen Sequenzarm flankiert. Zur Negativselektion nicht-homologer Integrationsereignisse
enthilt der Targeting Vektor am 3’-Ende das Diphtherie Toxin-A (DT-A) unter Kontrolle des
Phosphoglyceratkinase-(PGK)-Promotors.

Gen-Targeting-Vektor

SA bpA
| T ]
: —

\ -
~|] = DTA
ROSA26
1 1] n
Sonde 1 =
onde B n n
T T ] U S
EcoRV Xhol Xbal EcoRV
ROSAC1
Sonde 1 .L sh EepRY bpA I} ]
e e} - [ | / -
EcoRV Xhol ==1Sonde 2 Xbal EcoRV
ROSAC1 A stop
I SA bpA nooom
Sonde 1 =
I I I 1 [1
——1 - ctomsteont_| 1
EcoRV Xhol Xbal EcoRV

Abb. 2.4: Schematischer Aufbau des Targeting-Vektors und des ROSA26-Lokus vor und nach der homologen

Rekombination bzw. Deletion der Stopp-Kassette durch Cre-Rekombinase
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2.1.2.2 Homologe Rekombination in ES-Zellen

Das Targeting Konstrukt wurde durch Kpnl Verdau linearisiert und in R1 ES-Zellen
elektroporiert (Nagy et al., 1993). Nach Selektion mit Genticin (G418) wurden 288 Klone
gepickt und propagiert. Genomische DNS dieser Klone wurde mit einer versetzten PCR auf
Rekombination hin untersucht. Bei erfolgreicher homologer Rekombination wurde in einer
PCR mit den Oligonukleotiden ROSA26-OUT und SA-OUT ein 1367 bp DNS-Fragment und
nachfolgend mit den Oligonukleotiden ROSA26-IN und SA-IN ein 1243 bp DNS Fragment
amplifiziert. Es wurden elf PCR-positive Klone erhalten. Diese Klone wurden weiter
expandiert und deren DNS fiir eine Southern-Analyse gewonnen. Die genomische DNS
wurde mit EcoRV verdaut. Zur Detektion der entsprechenden DNS-Fragmente wurden ein
80 Bp DNS Fragment aus dem 5’-Bereich des ersten Exons des ROSA26-Gens (ROSA 5°-
Sonde, Sonde 1) sowie ein 625 bp DNS Fragment aus dem Bereich des neo-Gens (neo-Sonde,
Sonde 2) radioaktiv markiert. Mit der ROSA 5’-Sonde konnte das Wildtyp-Allel durch eine
11,5 kbp grofle Bande und das mutante Allel durch eine 4,1 kbp groe Bande nachgewiesen
werden (Abb. 2.5). Mit der neo-Sonde wurde in Wildtyp-DNS keine und fiir das
rekombinierte Allel eine 4,1 kbp Bande detektiert. Fiir einen Klon (#3.2) deuteten zwei

Banden auf unerwiinschte Mehrfachintegration hin.

5-Sonde neo-Sonde
- ™M O o - ™M O o
- s s NN Y s N - s s NN Y s N
FFFFF NNC\I(‘QC‘)E F\—F\—FNNNO')COE
- .
-!',. O’a .
- - - -’ * - - - B -
)

Abb. 2.5: Southern-Blot auf genomischer DNS der ES-Zellklone: 5’-Sonde: Wildtyp-Allel (11,5 kbp),
rekombiniertes Allel (4,1 kbp); neo-Sonde: Wildtyp-Allel (keine Bande), rekombiniertes Allel (4,1 kbp)
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2.1.2.3 Test auf Funktionalitit der Expressionskassette

Um die Funktionalitit der Expressionskassette zu testen, wurde ein Aliquot des fiir die
Blastozysteninjektion ausgewédhlten Klons (#1.9) aufgetaut und mit dem Plasmid pMC-Cre
elektroporiert. Die Zellen wurden ausplattiert und nach einigen Tagen auf Fluoreszenz hin
untersucht. Ein Teil der Klone zeigte homogene Fluoreszenz (Abb. 2.6) — ein Hinweis auf

korrekte Insertion und Funktionalitit der Kassette.

Abb 2.6: Test der Funktion der loxP-flankierten Stopp-Kassette: (A) zwei ES-Zellklone nach Transfektion von
pMC-Cre im Durchlicht. (B) der linke Klon zeigt homogene Fluoreszenz

2.1.2.4 Etablierung und Genotypisierung der mutanten Mauslinie ROSAC1

Einer der korrekt rekombinierten ES-Zellklone (#1.9) wurde fiir die Injektion in C57Bl1/6-
Mausblastozysten eingesetzt. Daraus resultierende méinnliche Chimdren wurden in den
C57Bl/6-Hintergrund zuriickgekreuzt. Keimbahntransmission konnte durch Weitergabe der
Mutation in die nichste Generation festgestellt werden. Es wurde als Linienbezeichnung
ROSACI gewihlt. Die Genotypisierung der Méuse erfolgte durch PCR auf genomischer DNS
aus kupierten Schwanzspitzen. Mit den Oligonukleotiden ROSAFA und ROSARA konnte das
Wildtyp-Allel durch ein 580 bp PCR-Produkt nachgewiesen werden und mit den Oligo-
nukleotiden ROSAFA und SpliAcB konnte das rekombinierte Allel durch ein 320 bp PCR-
Produkt nachgewiesen werden. Die Primer eigneten sich auch fiir eine 3-Primer-PCR. Bei
Anwesenheit der Stopp-Kassette ergaben die Primer neo4 und neo5 ein 620 bp PCR-Produkt.
Die Anwesenheit des Cre-Rekombinase Gens wurde mit den Primern crel und cre2 durch ein

200 bp PCR-Produkt gezeigt.
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2.1.2.5 Aktivierung durch Deletion der Stopp-Kassette in vivo: ROSAC145T°"

Um die Stopp-Kassette in vivo zu deletieren wurden Tiere der Linie ROSACI mit Cre-
Deleter-Méusen verpaart (Schwenk et al., 1995). Cre-Deleter-Miause exprimieren transient
Cre-Rekombinase in einem frithembryonalen Stadium unter Kontrolle des CMV-Promotors.
Das Rekombinationsereignis findet bereits vor Anlage der Keimbahn statt, sodass das rekom-
binierte Allel an die Nachkommen weitergegeben wird.

Das Transgen ist bei den Cre-Deleter Médusen auf dem X-Chromosom lokalisiert. Um eine
unvollstindige Excision der Stopp-Kassette durch Inaktivierung des X-Chromosoms zu
vermeiden, wurden nur minnliche Nachkommen analysiert. Bei der Analyse von Tieren, die
heterozygot fiir Cre-Rekombinase und Clomeleon waren, wurde keine nennenswerte
Fluoreszenz gesehen. Fiir das ROSAC1 Allel homozygote Maiuse lieBen eine hdhere
Expression erwarten. Auch wenn kein Phénotyp offensichtlich wird, bedeutet die Analyse
eines homozygoten Knock-in Tieres fiir den ROSA-Lokus immer auch die Analyse des
Knock-outs von zwei Transkripten.

Die Funktionalitit der Kassette ist im Falle schwacher Fluoreszenz schlecht abzuschitzen.
Daher entschlossen wir uns ROSAC1 mit Miusen zu verpaaren, die Cre-Rekombinase in
gewebespezifischer Weise exprimieren. Dadurch sollte es moglich sein, das Signal besser

vom Hintergrund abzugrenzen.

2.1.2.6 ROSACI1 x GnRH-iCre

Bei den GnRH-Neuronen handelt es sich um eine Gruppe von etwa 800 Zellen im
pracoptischen Areal, die eine entscheidende Rolle bei der Entwicklung der Fortpflanzungs-
fahigkeit spielen. Fiir diese Zellen wird durchgehende GABAerge Depolarisation (DeFazio et
al., 2002) oder ein im Vergleich zu anderen Neuronen des ZNS spaterer Wechsel von GABA-
erger Depolarisation zu Hyperpolarisation diskutiert (Han et al., 2002). Chloridmessungen mit
der ROSAC1-Maus sollten zur Kliarung des Sachverhaltes beitragen. Ein weitere interessante
Frage, die mit Chlorid-Imaging zu beantworten wére, ist, ob der pulsatile Rhythmus der
GnRH-Sekretion durch einen steten Wechsel von GABAerger Erregung und Hemmung
hervorgerufen wird, dhnlich den Neuronen des SCN (Wagner et al., 1997; Wagner et al.,
2001).

Bei der Linie GnRH-iCre handelt es sich um eine Linie, bei der die Expression der
humanisierten Cre-Rekombinase von einem 3,5 kbp groflen Fragment des murinen GnRH-

Promotors gesteuert wird (Shimshek et al., 2002). Es war das Ziel die Stopp-Kassette
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zwischen ROSA26-Promotor und Clomeleon in GnRH-Neuronen zu entfernen, um durch
Clomeleon basiertes Chlorid-Imaging die Physiologie dieser Neurone zu untersuchen.

Von beziiglich beider Allele heterozygoten Maiusen wurden akute koronare Schnitte
angefertigt. Es war in Neuronen des pracoptischen Areals nur geringe Fluoreszenz

festzustellen. Abbildung 2.7 zeigt mit dem Nipkow-Scheiben Mikroskop aufgenommene

konfokale Bilder. Beide Kanile weisen nur schwache Fluoreszenz auf.
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Abb. 2.7: Akute koronare Schnitte des préoptischen Areals weisen nur eine schwache Fluoreszenz auf.
Akzeptorkanal (A) und Donorkanal (B) in gleicher Graustufen-Gradation. Intensitétsprofile (C, D) beziehen sich
jeweils auf die Linie im dartiiber stehenden Fluoreszenzbild. (Nipkow-Scheiben Mikroskop, Anregung 458 nm,

4000 ms Belichtung, 63x Tauchobjektiv, 8x8-Binning)

Da die Cre-vermittelte Rekombination unumkehrbar ist, aber viel mehr Neurone eine
transiente GnRH-Promotor Aktivitit aufweisen als sich GnRH-Neurone im adulten Tier
finden, war es notwendig, in einem post hoc Experiment die GnRH-Neurone zu identifizieren.

Um auf Rekombination zu testen, wurden Immunfluoreszenz Firbungen angefertigt. Die
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akuten Schnitte wurden in Paraformaldehyd-Losung fixiert und anschlieBend mit Triton-X
permeabilisiert. Es wurden Neurone gefunden, die Immunreaktivtdt mit dem anti-GFP and
dem anti-GnRH-Antikorper zeigen (Abb. 2.8 A, B). Typischerweise ist die anti-GFP-Firbung

homogen iiber das Neuron, wéhrend die anti-GnRH-Farbung Kernexklusion zeigt.

A

Abb. 2.8: ROSACI1 x GnRHiCre: (A) Fluoreszenz im akuten Schnitt (B) anti-GFP Immunfluoreszenz (C) anti-

GnRH Immunfluoreszenz desselben Neurons

Es zeigt sich, dass der Reporter in der GnRH-Neuronen Population durch Cre-vermittelte
Rekombination aktiviert werden kann, die Fluoreszenz aber nur geringfiigig tiber Hintergrund

liegt.

2.1.2.7 ROSACI1 x BACosCre und ROSAC1 x Parvalbumin-Cre

Die Linie BACasCre eine Linie bei der die cDNS der Cre-Rekombinase durch homologe
Rekombination in den Lokus der og-Untereinheit des GABAa-Rezeptors auf einem
artifiziellen bakteriellen Chromosom (BAC) insertiert wurde (Aller et al., 2003). Cre-Rekom-
binase wird in diesen Tieren postnatal in cerebellédren Kornerzellen exprimiert.

Die Linie Parvalbumin-Cre ist eine Linie, die Cre-Rekombinase postnatal in Parvalbumin-

positiven Interneuronen exprimiert (E.C. Fuchs/H. Monyer, unveroffentlicht).
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Abb. 2.9: Gewebespezifische Expression der ROSACI1 nach Verpaarung mit einer Cre-Mauslinie: (A)
ROSACI1 x BACo¢Cre (B) ROSACI x Parvalbumin-Cre Montage, akute Sagittalschnitte, Nipkow-Scheiben
Mikroskop, Anregung 514 nm (YFP), Nikon Plan UW 1x/0,04

Von beziiglich Cre-Rekombinase und BACasCre bzw. Parvalbumin-Cre heterozygoten
Maiusen wurden akute Sagittalschnitte angefertigt. Aus Abbildung 2.9 A ist ersichtlich, dass
Clomeleon im Falle der BACasCre Aktivatorlinie in Kornerzellen des Kleinhirns exprimiert
wird. Die Purkinje-Zellschicht bleibt ausgespart. Gemé der natiirlichen Verteilung der os-
Untereinheit des GABAx-Rezeptors und dem verdffentlichten Expressionsprofil bleibt das
Vorderhirn praktisch frei von Fluoreszenz. Im Falle der Parvalbumin-Cre Aktivatorlinie wird
Expression in Purkinje-Zellen beobachtet, sodass wegen deren Dendriten auch die molekulare
Schicht markiert ist (Abb. 2.9 B). In Vorderhirn wird schwache Fluoreszenz beobachtet. Dies
wird nach der Verteilung Parvalbumin-positiver Interneurone auch erwartet (Meyer et al.,
2002). Die Expression ist aber in jedem Fall schwach. Dabei ist zu Beriicksichtigen, dass
diese Aufnahmen unter Direktanregung von YFP entstanden sind. Die Signale wiren unter
den Versuchsbedingungen der Chlorid-Imaging Experimente durch die Anregung des in
Vergleich zu YFP deutlich dunkleren CFP (25% der Helligkeit von YFP) noch geringer.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass es gelingt durch Verpaarung von ROSACI1 mit einer
geeigneten Cre-Linie die Expression des Indikators durch in vivo Rekombination der loxP-

Sequenzen zu initiieren. Andererseits sind die Expressionsniveaus gering.
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2.1.3 Chronische Expression von Clomeleon

Um die Integritét des Indikators auch wéhrend chronischer Expression zu zeigen, wurde ein
Western-Blot auf Gesamthirnextrakten von 7/y/-Clomeleon Tieren unterschiedlicher Alters-
stufen angefertigt. Degradierte der Indikator z.B. durch Hydrolyse an dem rTEV Spaltungs-
motiv, wire das Verhiltnis von Akzeptor- zu Donorfluoreszenz gegeniiber der Kalibrierungs-
messung verschoben und die Anwendung der mit einem Kurzzeit-Expressionssystems
erhaltenen Kalibrierung auf Gewebeschnitte nicht mehr gerechtfertigt. Um eventuelle
Bruchstiicke detektieren zu konnen, wurde als Primérantikorper ein polyklonales Anti-GFP-
Serum gewdhlt. Um zu zeigen, dass dieser gegen GFP gezogene Antikdrper auch in der Lage
ist CFP und YFP zu erkennen, wurden rekombinantes CFP, YFP und Clomeleon als Kontrolle
geladen. Der Western-Blot (Abb. 2.10 A) zeigt in beiden Alterstufen keine relevante
Degradation. Interessanterweise ist in der YFP-Spur Dimerisierung zu beobachten. Die
Neigung zu dimerisieren ist fiir viele der fluoreszierenden Proteine beschrieben (Shaner et al.,
2005).

Die Langzeitexpression hinterliel keine offensichtliche Spur von Toxizitit bei den Tieren.
Selbst zwei Jahre alte Tiere zeigten im fixierten Hirnschnitt keine sichtbaren Verédnderungen
oder Proteinablagerungen.

Dariiber hinaus wurden von Dr. Patrik Krieger 2-Photonen-gefiihrte Patch-Clamp
Ableitungen von kortikalen Schicht-V-Pyramidenzellen durchgefiihrt. Dabei wurden zwei
bekannte Arten von Aktivititsmustern gefunden: ,burst-type und ,regular. Die
elektrophysiologischen Eigenschaften entsprechen den fiir diese Zellen typischen Werten
(Tab. 2.2).

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass Clomeleon iiberexprimiert werden kann, ohne

zellulare Toxizitiat zu entwickeln.
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Abb. 2.10: Chronische Expression von Clomeleon: (A) Western-Blot: CFP, YFP, Clomeleon (zwei Verdiinn-
ungen), Extrakt CLM1 P21(7 pg und 1,5 pg Extrakt), Extrakt CLM1 P270 (9 Monate, 7 png und 1,5 pg Extrakt),

GroBenstandard in kDa (B) Ableitungen von Pyramidenzellen in Strom-Klemme zeigen zwei typische

Aktivitdtsmuster: ,,burst-type und ,,regular” (P. Krieger).

Ruhemembranpotential -68 £ 4 mV
Zugangswiderstand 92 £ 34 MQ
AP Amplitude (RMP bis Spitze) 106 =11 mV
AP Amplitude (Schwelle bis Spitze) 82+12 mV
AP Ausloseschwelle -43+3 mV
AP Halbwertsbreite 0.75 £ 0.12 ms

Tab. 2.2: Elektropysiologische Eigenschaften von Clomeleon exprimierenden Pyramidenzellen der Schicht V

des cerebralen Kortex. Linie CLM1, Mittelwert + SD, n = 14 (P. Krieger)
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2.2 Untersuchung von [CI]; in neuronalen Geweben

2.2.1 Kalibrierung in priméren hippokampalen Neuronen

2.2.1.1 Patch-clamp

Um das chloridabhingige Verhéiltnis der Fluoreszenz in eine Chloridkonzentration umrechnen
zu konnen, wurde das Zytoplasma mit Hilfe einer ,,whole-cell patch-clamp* Ableitung
dialysiert. Dabei wurden die Chloridkonzentration der Zelle und der pH-Wert durch die
Losung in der Patchpipette bestimmt. So war die Erstellung einer Eichkurve mdéglich.

Es wurden aus Rattenembryonen (E18) primdre hippokampale Kulturen gewonnen. Diese
wurden in einer Spanne vom 7. bis 14. Tag in vitro mit rekombinanten Sindbis-Virus
Partikeln infiziert, die Clomeleon exprimierten. Um die Toxizitdt des Virus zu vermeiden
wurde bereits 12 Stunden nach der Infektion mit den Ableitungen begonnen. Dazu wurde
unter optischer Kontrolle in DIC Darstellung (Abb. 2.11 A) mit einem Mikromanipulator die
Pipette an die Zelle gebracht, bis ein leichtes Zuriickweichen der Zellmembran sichtbar war.
Dann wurde der Uberdruck von der Pipette genommen — Pipette und Zelle beriihren sich und
der Giga-Seal wird ausgebildet (,,cell attached* Konfiguration, Abb. 2.11 B), d.h. zwischen
der Elektrode in der Pipette und der Referenzelektrode im Bad liegt ein Widerstand grof3er als
1 GQ. Nun wurde durch kurzen Unterdruck an der Pipette der Membranfleck zum
Kollabieren gebracht und der Zugang zur Zelle eroffnet (,,whole-cell“ Konfiguration). Der
Verstiarker wurde in den Spannungsklemme-Modus gestellt und das Ruhemembranpotenzial

gemessen. Innerhalb kurzer Zeit (< 1 min) war die Aquilibrierung der Chloridkonzentrationen

zwischen dem Zytosol und dem dominierenden Reservoir der Pipette abgeschlossen (Abb.

11 C).

Abb. 2.11: Kalibrierung an mit rekombinantem Sinbis-Virus infizierten priméren hippokampalen Neuronen: (A)
zwei benachbarte Zellen in DIC Darstellung, die vordere in Kontakt mit der Patch-Pipette (B, C)
Falschfarbendarstellungen der Chloridkonzentration der beiden Zellen in ,,cell attached” Konfiguration bzw.

,»whole-cell*“ Konfiguration der vorderen Zelle.
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Es wurden Messungen fiir folgende [Cl] vorgenommen: 4, 10, 25, 50, 125 mM. Um Ry,
darzustellen wurde eine 125 mM Fluorid-Losung genommen. Ein Experiment bei einer
Konzentration von 0 mM Chlorid ist technisch nicht durchfiihrbar, da die Ag'/AgCl-
Elektrode in Abwesenheit von Silber keine korrekten Spannungswerte liefert, sodass die

Existenz des Giga-Seals nicht verifizert werden kann.
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Abb. 2.12: Kalibrierungskurve unter Verwendung der Dialyse durch ,,whole-cell patch-clamp* Ableitung.

Kp’ und R,y wurden unter Beriicksichtigung folgender Gleichung an die Wertepaare gefittet

(Rmin bei 0,68 festgehalten):

R — KD"Rmax + [Cl_] : Rmin
[CI]+K,'

Daraus ergibt sich folgende Formel fiir die Umrechnung eines Verhéiltnisses R von YFP-
(Akzeptor)-Fluoreszenz zu CFP-(Donor)-Fluoreszenz (fiir diese Messapparatur, bei pH 7,25):

3J5—Rj

[CI"]=130mM -
R—0,68

2.2.1.2 lonophore

Bei der Kalibrierung durch die Patch-Clamp Ableitung besteht die Moglichkeit, dass
niedermolekulare Stoffe, die einen Einfluss auf die Fluoreszenz des Indikators haben konnten,
aus der Zelle ausgewaschen werden. So wurde als zweite unabhdngige Methode die
Kalibrierung mit Hilfe von Ionophoren gewihlt. Hierbei wird die Zellmembran durch

Ionophore nur fiir bestimmte Ionen permeabel. So gelingt es, durch Verwendung von 20 uM
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Tributylzinnchlorid (CI/OH Kanal) und 20 uM Nigericin (H'/K" Kanal) den intrazelluliren
pH und [CI']; zu klemmen. Es ist wichtig, dabei in einer Hoch-Kalium-Ldsung zu arbeiten,
um eine Verschiebung des pH; durch die Triebkraft eines Kalium-Gradienten zu vermeiden.
Es wurden Messungen fiir folgende [CI] vorgenommen: 0 (nominell), 10, 25, 50, 141,6 mM.
Um Ry, darzustellen wurde eine 120 mM Fluorid-Losung genommen. Es ist zu
berticksichtigen, dass eine Losung von nominell 0 mM Chlorid durch die Verunreinigung der

Reagenzien eine Chloridkonzentration von etwa 70 uM hat.
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Abb. 2.13: Kalibrierungskurve unter Verwendung der Ionophore Tributyl-Zinn und Nigericin.

Kp’ Rmax und Ry, wurden unter Bertlicksichtigung folgender Gleichung an die Wertepaare

gefittet:

min

R = KD'.Rmax + [Cli] ‘R
[CI"]1+ K}’
Daraus ergibt sich folgende Formel fiir die Umrechnung eines Verhiltnisses R von YFP-
(Akzeptor)-Fluoreszenz zu CFP-(Donor)-Fluoreszenz (fiir diese Messapparatur, bei pH 7,25):

3,56—Rj

[CI™]=143mM -
R—1,00

Nachdem beide Methoden einer Kalibrierung ihre Vor- und Nachteile hinsichtlich ihrer
Eignung haben, wurde, um eine endgiiltige Kalibrierung zu erhalten, im physiologisch

relevanten Bereich gemittelt.
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Abb. 2.14: Vergleich der Kalibrierungen: Die resultierende Kurve als Mittel der beiden mit verschiedenen

Techniken durchgefiihrten Kalibrierungen.

Dabei wurde nach erneutem Fit der Daten folgende Beziehung zwischen dem Verhiltnis der
Fluoreszenzintensititen R und der Chloridkonzentration [CI'] erhalten (pH 7,25):

3,65 —Rj

[CI™]=142mM -
R—-0,80

Diese Kalibrierung wurde den weiteren Auswertungen von Chloridmessungen mit Clomeleon
zugrunde gelegt. Es ist zu beachten, dass sich diese Kalibrierung nicht auf einen anderen

Versuchsaufbau tlibertragen lésst.
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2.2.2 Bestimmung von [CI]; an akuten Hirnschnitten der Linie CLM11

2.2.2.1 Entwicklung eines Messprotokolls

Um die Frage nach der Anderung der Chlorid-Konzentration iiber die Entwicklung der Maus
zu beantworten, wurden ratiometrische Chloridmessungen an akuten koronaren Hirnschnitten
verschiedener Altersstufen vorgenommen. Dabei ist es von entscheidender Bedeutung, vor
der Bestimmung des Verhéltnisses R von Akzeptorfluoreszenz zu Donorfluoreszenz fiir beide

Kanile einen geeigneten Hintergrund zu subtrahieren:

_ Fluoreszenz,,,..., — Hintergrund ...,

Fluoreszenz,, . — Hintergrund

Donor

Gerade dies bereitet Schwierigkeiten bei Verwendung den in vielen Zellpopulationen
exprimierenden 77/yl1-Clomeleon Méause. Auch wenn in einem Feld keine Zellkorper oder
Dendriten sichtbar sind, so ziehen doch Faserziige durch den Bildausschnitt, die in Regionen
mit potentiell anderer Chloridregulation ihren Ursprung haben. Durch die verhéltnismifBig
geringe Konfokalitdt des Nipkow-Scheiben Mikroskops war es auch nicht mdglich, aus nicht
exprimierenden Zellen einen Hintergrundwert zu ermitteln. So entschieden wir uns, zur
Hintergrundsbestimmung Wildtyp Tiere gleichen Alters heranzuziehen und unter
standardisierten Bedingungen eine Eichkurve zu erzeugen. Ziel war es, fiir beide Kanile eine
Fluoreszenzintensitit/Pixel/(ms Belichtungszeit)/(uW Beleuchtungsleistung) fiir Wildtyptiere
zu ermitteln, um dann diesen Wert von den eigentlichen Messwerten zu subtrahieren.

Dazu wurde die Uberlegung angestellt, dass sich das Messsignal aus drei Komponenten
zusammensetzt: dem belichtungszeitabhéngigen Dunkelstrom der Kameras, der Auto-
fluoreszenz des Gewebes (abhingig von Belichtungszeit und Beleuchtungsstirke) und dem
eigentlichen Nutzsignal (abhdngig von Belichtungszeit und Beleuchtungsstéirke), das es zu

isolieren galt.
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Abb. 2.15: Abhingigkeit des Dunkelstroms von der Belichtungszeit pro Super-Pixel (Mittelwerte + SD)

Der Dunkelstrom nimmt mit der Belichtungszeit linear zu (Abb. 2.15). Um den Betrag der

Autofluoreszenz zu erhalten, wurden Hirnschnitte von C57Bl/6-Méusen untersucht. Dazu

wurden bei gemessener Beleuchtungsstirke mit verschiedener Belichtungsdauer Aufnahmen

gemacht. Die gemessene Fluoreszenz wurde um den Dunkelstrom korrigiert, auf 50 uW

Beleuchtungsstirke normiert und gegen die Belichtungszeit aufgetragen (Abb. 2.16). Die

Autofluoreszenz nimmt mit der Belichtungszeit linear zu und unterscheidet sich fiir die drei

betrachteten Hirnareale nicht signifikant.
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Abb. 2.16: Abhéngigkeit der Autofluoreszenz/Super-Pixel fiir beide Detektionskanéle von der Belichtungszeit
fiir drei Hirnareale (P10, bezogen auf 50 uW Beleuchtungsstirke, Mittelwerte + SD)
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Da sich die Autofluoreszenz zwischen den Hirnarealen nicht unterschied, wurden die Daten
innerhalb der jeweiligen Alterstufe vereinigt. AnschlieBend wurde die Altersabhéngigkeit der
Autofluoreszenz untersucht. Dazu wurde die gemessene Fluoreszenz um den Dunkelstrom
korrigiert, auf 50 pW Beleuchtungsstirke normiert und gegen die Belichtungszeit aufgetragen
(Abb. 2.16).
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Abb. 2.17: Fluoreszenzintensitit/Super-Pixel bezogen auf eine fiir die experimentellen Bedingungen typische

Beleuchtungsstirke von 50 uW fiir vier verschiedene Alterstufen (P5, P10, P15, P20)
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Durch einen linearen Fit an diese Daten liel sich ein Autofluoreszenzbeitrag/Pixel/(ms Be-
lichtungszeit)/(uW Beleuchtunsleistung) fiir jede Altersstufe berechnen.

So war es moglich, fiir jedes Fluoreszenzbild unter Beriicksichtigung von Belichtungszeit und
Beleuchtungsstiarke den Kamera- und Autofluoreszenzbeitrag des Hintergrundes zu sub-

trahieren.

2.2.2.2 Chloridkonzentration in CA1-Neuronen in akuten Hirnschnitten von Linie CLM11

Es wurden parasagittale Hirnschnitte von Tieren unterschiedlicher Altersstufen (P5, P10, P15,
P20) der Linie CLM11 angefertigt. Unter DIC-Illumination wurde das CA1-Band des Hippo-
kampus lokalisiert. Die Fluoreszenzbilder wurden im konfokalen Modus des Nipkow-
Scheiben Mikroskops unter Anregung bei 457 nm aufgenommen. Um den endgiiltigen
Bildausschnitt festzulegen, wurden Stapel von Fluoreszenzbildern mit kurzer Belichtungszeit
(50-200 ms) aufgenommen. Dann wurde der eigentliche Bildstapel aufgenommen. Dabei
wurde darauf geachtet, die CCDs nicht zu sdttigen. AnschlieBend wurde ein Photosensor in
den Anregungsstrahlengang geschoben und die Laser-Leistung gemessen. Die Bilderstapel
reichten typischerweise von der Schnittoberflache bis in eine Tiefe von 50 um mit einem
Abstand von 3-5 um von Bild zu Bild. Zusitzlich wurde ein Bilderstapel unter DIC-
[llumination aufgenommen.

Zur Auswertung der Messungen wurden ROIs um die Somata von im Fluoreszenzbild gesund
aussehenden Zellen gelegt und die Fluoreszenzintensititen in den beiden Kanilen bestimmt.
Als morphologische Kriterien flir die Auswahl der in die Auswertung eingehenden Zellen
wurden eine gleichméfBige Fluoreszenz und die typische Form (,,zwiebeldhnlich®)
herangezogen. AnschlieBend wurde unter Beriicksichtigung von Alterstufe, Belichtungszeit
und Beleuchtungsstirke fiir die beiden Emissionskandle der Hintergrund errechnet und

subtrahiert.

_ Fluoreszenz,,, ., — Hintergrund

Akzeptor

Fluoreszenz,,  , — Hintergrund

Donor
Mit den so erhaltenen Intensititen fiir den Donor- und den Akzeptorkanal konnte das

Verhidltnis R bestimmt und mit Hilfe der Kalibrierung in eine Chlorid-Konzentration

,ubersetzt* werden (Abb. 2.18 und 2.19 A).
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Dabei wurde die pH-Wert Abhingigkeit von Clomeleon beriicksichtigt. Viele
Veroffentlichungen beschreiben fiir Neuronen einen pH-Wert um 7,1 (Pond et al., 2006;
Xiong et al., 2000; Knopfel et al., 1998; Amos et al., 1996; Amos and Richards, 1996;
Gaillard and Dupont, 1990), sodass dieser Wert der pH-Wert Korrektur zu Grunde gelegt

wurde.

0 mM[CH 60

Abb. 2.18: Konfokale Bilder einer Population von Pyramidenzellen im CAl-Band des Hippokampus (P20):
Intensititen beider Kandle nach gleicher Graustufenskala; Falschfarben-Darstellungen der Chlorid-

Konzentration (Nipkow-Scheiben Mikroskop, Anregung 458 nm, 63x Tauchobjektiv, 8x8-Binning)

Abbildung 2.19 A zeigt Falschfarben-Darstellungen der Chloridkonzentration hippokampaler
CA1-Neurone. Es ist zu sehen, wie mit dem Alter die Chloridkonzentration dieser Population
abnimmt. Um eine Aussage liber die Verteilung der Konzentrationen jeder Altersstufe
machen zu konnen, wurden die ermittelten Chloridwerte fiir die einzelnen Alterstufen als
Histogramm aufgetragen und mit einer Gaul3kurve gefittet (Abb. 2.19 B). Fiir die Altersstufe
PS5 ergeben sich dabei zwei Populationen. Fiir die Auftragung der mittleren
Chloridkonzentration gegen das Alter wurden Werte iiber 40 mM Chlorid vernachlassigt
(Abb. 2.19 C). Sie reprisentieren einen unphysiologischen Zustand und liegen auflerhalb des
Populationsschwerpunktes.

Unter Vernachlédssigung des Hydrogencarbonat-Stromes und einem RMP von -68 mV ergibt
sich eine Umpolung der GABAergen Antwort bei P14 (Abb. 2.19 D).

Mit diesen Messungen wurde somit erstmalig die Verdnderung der Chloridkonzentration

wihrend der postnatalen Entwicklung nichtinvasiv in Hirnschnitten beschrieben.
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Abb. 2.19: [CI']; von hippokampalen Neuronen iiber die Entwicklung der Maus: (A) Flaschfarbendarstellung der
Chloridkonzentration von Neuronen des CA1-Bandes des Hippokampus PS5, P10 bzw. P20. (B) Histogrammierte
Chloridkonzentration in hippokamapalen Neuronen fiir die Alterstufen PS5, P10, P15, P20 (C) Durchschnittliche
[CIT in Abhéngigkeit von der Altersstufe (Fehlerbalken entsprechen Standardfehler des Mittelwertes), Kreuze
entsprechen dem Schwerpunkt der jeweiligen Histogramme, fiir P5 Schwerpunkt der groBen Population) (D)
Aus den in C dargestellten Werten folgende Kurve fiir E¢;. Unter Vernachldssigung des Hydrogencarbonat-

Stromes und einem RMP von -68 mV ergibt sich eine Umpolung der GABAergen Antwort bei P14.
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2.2.3 Zeitliches Auflosungsvermogen der Indikatoren

Ein inhibitorisches postsynaptisches Ereignis hat eine Zeitkonstante von etwa 100 ms. Um zu
testen, ob der Indikator diese Zeitauflosung erreicht, wurde die Chlorid-Bindekinetik von
Clomeleon mit der Stopped-flow-Technik untersucht werden.

Clomeleon besteht aus eCFP einem 24 AS langem Linker und Topaz als YFP-Komponente,
wobei letztere den eigentlichen Sensor darstellt. Zusétzlich klonierten wir eine Variante, bei
der an der AS-Position 152 des Topaz-YFP ein Austausch von Isoleucin gegen Leucin
stattfand. Fiir diese Mutation war in einem anderen YFP-Hintergrund eine kleines t,s der
Chloridbindung beschrieben worden (Galietta et al., 2001). Diese Variante wurde Clomeleon3
benannt. Die gleiche Mutation mit einem 8 AS Linker zwischen eCFP und Topaz(I152L)
wurde als Clomeleon2 bezeichnet. Da die verschiedenen Formen von Clomeleon durch
Uberexpression in E. coli kaum zuginglich waren (Ablagerung in Einschlusskorpern),
entschlossen wir uns, die YFP-Komponenten allein zu testen. Dazu wurden Préparationen von
Topaz und Topaz(I152L) gegen einen Null-Chlorid Puffer dialysiert und dann in der

thermostatisierten Stopped-flow-Apparatur gegen definierte Chloridlosungen geschossen.

B o .
o - ] Topaz
- i m20°C 600ms
I i ] .
aal . i 37°C 150 ms
2 03} " §
D2t " Topaz(l152L)
I & |
o1l g o e20°C 120 ms
W St = B 37°C 20 ms
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o] 100 200 200 L0003 500 B0
[KCI] {mM)

Abb. 2.20: Abhingigkeit der Chlorid Assoziationskinetik von der Chloridkonzentration und der Temperatur.

Die beobachteten Kinetiken legen nahe, dass in dem physiologischen Bereich der
Chloridkonzentrationen (um 10 mM) Clomeleon in Experimenten bei Raumtemperatur keine
einzelnen inhibitorischen postsynaptischen Ereignisse auflosen kann. Durch Erhéhung der
Temperatur und FEinsatz der I152L-Mutante wird die Darstellbarkeit solcher Ereignisse

wahrscheinlich.
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2.2.4 Clomeleon Expression durch virale Infektionssysteme

Nachdem die Expression von Clomeleon in genetisch definierten Zellen in der ROSACI
Linie zwar moglich, ein funktionelles Imaging durch das geringe Expressionsniveau aber
schwierig ist, miissen andere Methoden herangezogen werden, um dieses Ziel zu erreichen.
Einen Ansatz bietet die Proteinexpression durch viralen Gentransfer. Dazu wird Suspension
rekombinanten Virus an den Ort gewiinschter Expression mittels stereotaktischer Injektion
verbracht und infiziert dort das Gewebe. Nach angemessener Inkubationszeit kénnen die
Tiere analysiert werden. Durch den Einsatz konditionaler Techniken sollte es gelingen, die
Expression im Injektionsgebiet auf genetisch definierte Zellen zu beschrianken.

AAV1/2-floxSTOP-Clomelon:

Es wurde eine Expressionskassette in das AAV1/2 ITR-Konstrukt kloniert, die eine loxP
flankierte Stopp-Kassette (drei Polyadenylierungssignale) (Maxwell et al., 1989) zwischen
dem CMV-Verstiarkter/Huhn-B-Aktin Promotor (CBA-Promotor) und der c¢DNS von
Clomeleon aufweist.

AAV1/2-tetO7minibi-Cre/Clomeleon:

Ausgehend von einem Konstrukt der Arbeitsgruppe um Dr. Rolf Sprengel wurde ein
Konstrukt kloniert, das ein bidirektionales tetO;-CMV tTA-responder Element enthélt, das im
aktivierten Zustand auf der einen Seite die Expression von iCre und auf der anderen Seite von
Clomeleon treibt. Diese Kassette befand sich in einem ITR-Konstrukt zur Expression durch
rekombinanten adenoassoziierten Virus Serotyp 1/2 (AAV1/2).

Injektion der mit Hilfe dieser Konstrukte erzeugten rekombinanten AAV1/2 Responder-Viren
in geeignete Aktivator-Mauslinien fithrte zu Expression von Clomeleon in hohen
Konzentrationen. In welchen infizierten Zellen schlussendlich Expression getrieben wird,

wird durch das Expressionsprofil der Aktivatorlinie bestimmt.
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Abb. 1.21: Schema der Expressionskassetten zweier rAA-Viren: (A) Der CMV-Verstirkter/Huhn-B-Aktin
(CBA) Promotor treibt die Expression. Eine loxP-flankierte Stopp-Kassette (drei Polyadenylierungs-Signale,
tpA) erlaubt Cre-vermittelte Aktivierung der Kassette. Das posttranskriptionelle Element des "woodchuck
hepatitis virus" (WPRE) verbessert die RNA Stabilitit. (B) Das bidirektionale Tet-Operator-CMV-
Minimalpromotor Konstrukt treibt Expression von Cre-Rekombinase und Clomeleon nach Aktivierung durch

tTA.

Der AAV1/2-floxSTOP-Clomeleon Virus wurde CamK-Cre4 Méausen (Mantamadiotis et al.,
2002) und Parvalbumin-Cre Méusen (E. Fuchs, H. Monyer, unverdffentlicht) in die
hippokampale Formation bzw. das Kleinhirn injiziert (Dr. Verena C. Wimmer, Dr. Leena S.
Knight). In den CamK-Cre4 Maiusen wurde gemif3 dem beschriebenen Muster der Cre-
Expression starke Expression von Clomeleon in Projektionsneuronen des Hippokampus
(Abb. 2.22 A, B) und Gyrus dentatus gefunden (Abb. 2.22 C). Auch entlang des Injektions-
kanals wurden markierte Neurone beobachtet (Abb. 2.22 D). Das gleiche Konstrukt injiziert
in Parvalbumin-Cre Maiuse fiihrt zur Expression von Clomeleon in Interneuronen des
Hippokampus (Abb. 2.22 E, Abb. 2.24) und Gyrus dentatus (Abb. 2.22 F) sowie Purkinje-
Zellen des Kleinhirns (Abb. 2.22 G). Daraus folgt, das AAV1/2 beide Arten von Neuronen
infiziert und die Transkription in infizierten Neuronen, die keine Cre-Rekombinase
exprimieren, durch die Stopp-Kassette effektiv terminiert wird.

Der AAV1/2-tetO7minibi-Cre/Clomeleon Virus wurde in die hippokampale Formation von
tTA-Aktivator Méusen (P. Zhu, R. Sprengel, unveroffentlicht) injiziert (Dr. Leena S. Knight).
In Hippokampus, Gyrus dentatus und dem Stichkanal durch den Kortex wurde gemél3 dem
Expressionsmuster der Aktivatorlinie starke Expression von Clomeleon erhalten (Abb.
2.23 A-C) . Injektion des Virus zusammen mit einem Dyel-Kristall in Wildtyp-Mause fiihrte
zu keiner sichtbaren Fluoreszenz (Abb. 2.23 D-F). Das bedeutet, dass die tetO;-CMV,-
Kassette in Abwesenheit von tTA als Aktivator dicht ist.
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Abb. 2.22: AAV1/2-floxSTOP-Clomelon] injiziert
in CamK-Cre4 Miuse: Expression in (A) CAl, (B)
CA3, (C) Gyrus dentatus, (D) Kortex
AAV1/2-floxSTOP-Clomelonl injiziert in Parv-
albumin-Cre Maiuse: (E) Expression in Hippo-
kampus, (F) Gyrus dentatus, (G) Purkinje-Zellen
des Kleinhirns

Endogene Fluoreszenz, fixiertes Gewebe, Weitfeld-

Beleuchtung, 10x
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Abb. 2.23: Injektion von AAV1/2-tetO;minibi-Cre/Clomeleon in Thyl-tTA Aktivator Méuse: Expression von
Clomelon im (A) Gyrus dentatus, (B) Kortex (Stichkanal) und (C) CA1-Feld des Hippokampus.

Dichtheit der Expressionskassette: alle drei Aufnahmen (D-E) wurden unter gleichen Bedingungen
aufgenommen. (D) Injektion in 7hyI-tTA Aktivator Maus, (E) Dyel Injektionskontrolle in Wildtyp, (F) gleiches
Bild YFP-Kanal.

Endogene Fluoreszenz, fixiertes Gewebe, Weitfeld-Beleuchtung, 10x

Abb. 2.24: Projektion eines konfokalen Bildstapels des Interneurons aus Abbildung 2.22 E. (Leica SP2)
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3 Diskussion

Die Bedeutung von Chlorid fiir die Physiologie wurde lange Zeit unterschitzt. Dabei
entscheidet sein Konzentrationsgradient iiber die Zellmembran hinweg, ob das Offnen einer
Chlorid-Leitfahigkeit eine depolarisierende oder eine hyperpolarisierende Wirkung auf das
Membranpotenzial hat. Das bedeutet aber, dass die Chloridkonzentration unmittelbaren
Einfluss auf die neuronale Signalverarbeitung hat. Das wiederum impliziert, dass eine
raumliche oder zeitliche Modulation der Chloridkonzentration Auswirkungen auf die Polaritdt
durch Neurotransmitter vermittelter Chloridstrome hat. Bisher standen zur Untersuchung
dieser Zusammenhinge nur eingeschrankt Methoden zur Verfiigung. Die Bestimmung der
Chloridkonzentration durch Messung des Umkehrpotenzials Egapa durch Gramicidin-
perforierte Ableitung ist eine indirekte Messmethode. Problematisch ist dabei, dass keine
isolierten Chlorid-Strome betrachtet werden. Die ebenfalls durch den GABAa-Rezeptor
durchtretenden Hydrogencarbonat-Ionen verhindern eine Messung von E¢” und erschweren
damit die Bestimmung der Chloridkonzentration. Optophysiologische Methoden hingegen
erlauben es solche Fragestellungen durch direkte, nichtinvasive Messungen zu beantworten.
Die Entwicklung genetisch kodierter Indikatoren erdffnete hier neue Perspektiven und
zwischenzeitlich steht mit Clomeleon ein Indikator bereit, der Chloridmessungen in lebendem
Gewebe erlaubt.

Wodurch zeichnet sich die Optophysiologie aus? Die klassische Methode zur Bestimmung
zelluldrer Ionenkonzentrationen ist die Elektrophysiologie. Sie bietet eine hervorragende
Zeitauflosung, macht aber nur Auskunft liber die Zelle als Ganzes. Bestenfalls konnen im
Falle eines kleineren Kompartimentes, wie z.B. eines Dendriten, auf subzelluldre
Dimensionen eingeschrinkte Aussagen gemach werden. Fiir mehr Einsicht in rdumliche
Details miissen andere Verfahren eingesetzt werden. Der Elektrophysiologie sind auch bei der
Beschreibung grof3er Ensembles Grenzen gesetzt. Gerade in den Neurowissenschaften hat die
Ausdehnung der Betrachtungsweise von den Eigenschaften einer Zelle auf die Eigenschaften
von Netzwerken den Bedarf nach Untersuchungsmethoden fiir die Aktivitdt in Netzwerken
und damit die simultane Aktivitét vieler Zellen geschaffen. Die Lichtmikroskopie erlaubt es,
unter Verwendung fluoreszenter Sonden physiologische Vorgidnge von der subzelluldren
Ebene bis hin zur Ensembleebene orts- und zeitaufgelost zu untersuchen. Je nach
Fragestellung werden dabei unterschiedliche Mikroskopie-Techniken und unterschiedliche
Probenpréiparationen zum Einsatz kommen. Der Art der verwendeten Fluoreszenzsonden

kommt dabei eine ganz herausragende Bedeutung zu.
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Das Imaging ganzer Zellpopulationen stellt vielleicht die geringsten Anforderungen an die
apparative Seite des Versuchs. Solange die Erfassung von Messdaten nicht auf bestimmte
Subtypen von Zellen in einem Areal beschrénkt bleiben soll, konnen Zellen mit synthetischen
Fluoreszenzfarbstoffen effektiv. markiert werden. Fiir verschiedene Arten von
Untersuchungen stehen Farbstoffe zur Verfiigung; so gibt es Ca’’- oder pH-sensitive
Farbstoffe oder Farbstoffe, deren Eigenschaften sich mit dem Membranpotenzial dndern.
Diese Farbstoffe werden in der Regel in ihrer veresterten Form appliziert, iiberwinden auf
Grund ihrer lipophilen Eigenschaft die Zellmembran und werden in der Zelle durch Esterasen
in eine nicht membranpermeable Form {iberfiihrt, was zu guter Retention fiihrt.
Spannungsabhingige Farbstoffe lagern sich in die Membran ein. Die Beladung von
neuronalem Gewebe mit den ester-konjugierten Farbstoffen hat sich dabei als nicht trivial
herausgestellt. Erst durch die Druck-Injektion (Stosiek et al., 2003) konnten Areale mit guter
Intensitdt markiert werden. Die Markierung grofler Areale ist so zwar mdglich, aber nicht
einfach. Typischerweise weisen diese synthetischen Farbstoffe eine grof3e Helligkeit (Produkt
von Absorptionskoeffizient und Quantenausbeute) auf, und konnen in ihren Eigenschaften
(Bindungskonstante, Wellenldngen) an die speziellen Erfordernisse einer Fragestellung
angepasst werden. Was den Mikroskopaufbau angeht, wird ein Weitfeld-Mikroskop in der

Regel ausreichend sein. Es sammelt mehr Licht als ein konfokales Mikroskop und hat damit

ein besseres Signal/Rauschverhiltnis (S/N o Jn mit n als der Zahl der gesammelten
Photonen). Mit einer schnellen Kamera ausgestattet wird es auch schneller sein als ein
konfokaler Aufbau, bei dem das Bild Punkt fiir Punkt gerastert wird. Dass das gesammelte
Licht nicht nur aus der fokalen Ebene stammt, erschwert unter Umstdnden die Interpretation
der Ergebnisse. Bei der Verwendung eines konfokalen Mikroskops dagegen ist der
Ursprungsort des gesammelten Lichtes definiert.

Wenn hingegen Aussagen iiber physiologische Vorginge auf zelluldrer oder subzelluldrer
Ebene getroffen werden sollen, spielt das konfokale Mikroskop seine Vorziige aus. Durch das
konfokale Prinzip gelingt, es den Ursprung der gesammelten Information auf das Anregungs-
volumen von einigen Femtolitern zuriickzufiihren. So kann Information aus einer Zelle oder
gar einem Kompartiment isoliert gewonnen werden, ohne dass es durch Licht, das auBerhalb
des Fokus seinen Ursprung hat, verfilscht wird. Diese Aussage ist in dieser Form fiir die 2-
Photonen-Mikroskopie giiltig. Fiir ein konventionelles konfokales Mikroskop wird das Mal3
der Konfokalitdt durch die Gréf3e der Lochblende bestimmt. Der Anteil von Signalbeitragen,
die auflerhalb des fokalen Volumens ihren Ursprung haben, ist groBer als in der 2-Photonen-

Mikroskopie.
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Wenn aber die Messungen auf einzelne Zelltypen in Gewebe beschrinkt werden soll, stoflen
die synthetischen Indikatoren an ihre Grenzen. Eine zelltypspezifische Beladung ist von
wenigen Ausnahmen abgesehen nicht moglich. Einzig die Mikroinjektion in einzelne Zellen
bietet eine Handhabe. Dieser Weg mag fiir Einzelzell-Imaging gangbar sein, fiir Populations-
messungen ist er es nicht. Auflerdem ist dies eine hochgradig invasive Methode. Hier
kommen die genetisch kodierten Indikatoren ins Spiel. Sie basieren in der Regel auf einem
fluoreszierenden Protein. Durch Methoden der Gentechnik konnen die Zellen der Probe dazu
gebracht werden, den Sensor mit dem sie untersucht werden sollen, selber herzustellen, was
ein maximal nicht-invasives Experiment erlaubt. Durch den Einsatz gewebespezifischer
Promotoren kann das Sensorprotein in definierten Zellpopulationen exprimiert werden. Bei
diesen gewebe- bzw. zelltypspezifischen Promotoren besteht das Problem, dass sie hiufig
nicht stark genug sind, um eine fiir Imaging-Zwecke hinreichende Protein-Expression zu
treiben. Werkzeuge der konditionalen Genexpression jedoch erlauben die Verwendung starker
generischer Promotoren bei gleichzeitiger Gewebespezifitit. Dieses Vorgehen erlaubt auch
ein Labeling bei dem nur einzelne Zellen stark markiert sind. Diese Situation ist fiir Imaging
Experimente besonders giinstig, da in diesem Fall der Hintergrundwert (Dunkelstrom und
Autofluoreszenz) dem gleichen Bild entnommen werden kann, aus dem auch die eigentlichen
Messdaten gewonnen werden. Gerade die genetisch kodierten Indikatoren erreichen haufig
nicht die Intensitét, die mit synthetischen Indikatoren erreicht wird. Gerade bei geringeren
Labeling-Intensitdten, damit aber auch geringerem Signal/Hintergrund-Verhéltnis, ist eine
Betrachtung des Hintergrundes wichtig. Dies gilt in besonderem Maf3e, wenn es nicht nur um
die Beobachtung von Transienten geht, sondern um absolute Messgrof3en. Ein weiterer Effekt
einer geringeren Intensitdt ist deren Einfluss auf die Belichtungszeit, so dass fiir die
Beobachtung schneller Effekte genetisch kodierte Indikatoren den synthetischen Indikatoren
unterlegen seien konnen. Aulerdem sind von den synthetischen Indikatoren bereits deutlich
mehr erprobte Systeme verfiigbar, und sie bieten vielleicht auch mehr Freiheiten bei der
Anpassung an die spezielle Fragestellung. Zu Beachten ist auch, dass synthetische Farbstoffe
manchmal eine nicht unerhebliche Toxizitit zeigen, wihrend die Expression von
proteinbasierten Indikatoren gut toleriert wird. Dabei ist natiirlich zu beachten, dass bei dem
Versuch hohe Expression zu erreichen kein System gewédhlt wird, das zu sehr mit der
Transkription und Translation der endogenen Proteine konkurriert, und daher die Zelle
beeintrachtigt (Squelching-Effekt). Genetisch kodierte Indikatoren konnen auch einfacher

innerhalb der Zelle lokalisert werden, indem man Membrananker oder Signalsequenzen
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verwendet. Sie neigen auch weniger zur Anreicherung in sekretorischen Vesikeln als
synthetische Farbstoffe.

Zusammenfassend lésst sich sagen, dass die genetisch kodierten Indikatoren gegeniiber der
Elektrophysiologie bei Anwendungen Vorteile haben, wo definierte Zellen oder Zell-
populationen untersucht werden sollen. AuBlerdem sind sie unersetzbar in Situationen in
denen subzelluldre Auflosung angestrebt wird.

Gegeniiber synthetischen Farbstoffen spielen sie besonders in Gewebe ihre Vorteile aus. Die
synthetischen Farbstoffe mogen in Zellkultur, wo die Beladung weniger ein Problem ist,
tiberlegen sein. AuBlerdem {ibertreffen sie, was den dynamischen Signalumfang und das

zeitliche Auflosungsvermogen angeht, meist die proteinbasierten Indikatoren.

Im Folgenden mochte ich zundchst einige technische Aspekte beleuchten, die fiir Imaging-
Experimente im Allgemeinen und fiir Experimente zur Bestimmung von Chloridkon-
zentrationen mit Clomeleon im speziellen von Interesse sind. Somit muss je nach
Fragestellung abgewogen werden, welche Methodik zum Einsatz kommen soll. Beziiglich der
Messung von [Cl]; ist, zumindest unter den gegebenen Bedingungen, Clomeleon-Imaging als

die Methode der Wahl fiir alle oben diskutierten Anwendungen anzusehen.

3.1 Praparat

Eine Untersuchung physiologischer Phdnomene in vivo wird mit Sicherheit die wertvollsten
Ergebnisse liefern. Andererseits ist der Versuch in vivo aus Griinden der Zugénglichkeit in
vielen Féllen nicht mdglich. Auf die Fluoreszenzmikroskopie bezogen bedeutet das, dass mit
Hilfe der 2-Photonen-Mikroskopie zwar eine Untersuchungstiefe von bis zu 500 pm in das
Gewebe hinein mdglich ist, viele zu erforschende Fragestellungen aber zu tief im Gewebe
verborgen sind als dass sie mit mikroskopischen Methoden in vivo zugénglich wiren. So muss
auf Schnittpréparationen zuriickgegriffen werden. Generell sind akute Hirnschnitte eine
anerkannte Praparation, dennoch besteht die Gefahr von Artefakten. Fiir neuronale Gewebe ist
beschrieben, dass Traumazustinde hervorgerufen durch Erschiitterung, epileptiforme
Aktivitét, Ischamie aber auch durch direkte Beschddigung der Neurone wie Axotomie mit
einer atypischen depolarisierenden GABA-Antwort einhergehen. Dies wird mit einer BDNF
vermittelten Aktivierung der Tyrosin-Rezeptor-Kinase B und damit einer Entfernung von
KCC2 von der Plasmamembran in Verbindung gebracht (Rivera et al., 2004). Gleichzeitig

wird eine Aktivierung von membranstindigem NKCC1 durch Phosphorylierung ins Feld
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gefiihrt (Pond et al., 2006). Beide Effekte wiirden zu einer Erhoéhung der intrazelluldren
Chloridkonzentration fithren. Da aber das Schneiden von Gewebe mit Sicherheit das Risiko
eines Traumas birgt, muss bei der Messung von Chlorid an solchen Préaparationen dem Risiko
von Verfilschung der intrazelluliren Chloridkonzentration durch trauma-induzierte
Anderungen des Chlorid-Haushalts Rechnung getragen werden. Um die Belastung fiir das
Priparat zu minimieren wurde in einer Ringer-Lsung geschnitten, in der Na™ durch Sucrose
ersetzt wurde. Dadurch konnen keine Aktionspotenziale mehr entstehen und die durch den
Schneideprozess erzeugte Exzitotoxizitit wird verringert. Fiir das Einzelzell-Imaging gilt,
dass eine rigorose Beurteilung der Zellen nach verschiedenen Kriterien (Morphologie,
geringer Kontrast in der DIC-Darstellung, gleichmifBige Fluoreszenz) vorgenommen werden
muss, um sicherzustellen, dass nur intakte Zellen zur Auswertung herangezogen werden. Die
Elektrophysiologie dagegen selektiert schon durch die Methode bedingt zugunsten gesunder
Zellen; von beschidigten Zellen kann haufig gar keine Ableitung hergestellt werden. Fiir
Populations-Imaging mit einem Weitfeld-Mikroskop trifft das Gegenteil zu. Hier werden
unvoreingenommen die Signale aller markierten Zellen zum Gesamtsignal addiert. In dieser
Situation mag sich giinstig auswirken, dass das Weitfeld-Mikroskop auch Licht aus tieferen,
weniger in Mitleidenschaft gezogenen Schichten sammelt, selbst wenn auf eine oberflachliche
Schicht fokussiert wurde.

Auf die Praxis der durchgefiihrten Versuche bezogen bedeutet das, dass neben normalen
gesunden Neuronen verschiedener Fluoreszenzintensitit auch hochfluoreszente Zellen von
dreieckiger Morphologie gefunden wurden, die im IR-DIC Bild einen sehr hohen Kontrast
zeigten. Dieses Erscheinungsbild in der DIC Darstellung kann auch bei Zellen in Wildtyp-
Schnitten gefunden werden, es steht somit nicht notwendigerweise in Zusammenhang mit der
Expression von Clomeleon. Von diese Zellen lieBen sich nicht ableiten, gleichzeitig wiesen
sie ein einer eher unphysiologisch hohen Chloridkonzentration entsprechendes R auf. Wir
nehmen an, dass diese Zellen eine beschddigte Membran aufweisen, durch die Nachbarzellen
komprimiert werden und dadurch der Indikator konzentriert wird. Da diese Zellen
insbesondere in oberflidchlichen Zellschichten auftraten, ist die Annahme gerechtfertigt, dass
es sich um wihrend des Schneidens geschiddigte Zellen handelt, die von einer Analyse der
Chloridkonzentrationen ausgeschlossen werden miissen.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass Hirnschnittpriparationen als Modellsystem
angemessen sind, wenn bei der Interpretation der Ergebnisse vorgenannte Einschrinkungen

beriicksichtigt werden.
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3.2 Mikroskopie

Nicht nur bei der Auswahl des Préparates sondern auch bei der Auswahl des Mikroskops sind
gewisse Punkte zu beachten, um ein erfolgreiches Experiment zu erzielen.

Gerade fiir emmisions-ratiometrische Sensoren wie Clomeleon spielt das Ausbleichen durch
das Anregungslicht eine grofe Rolle. Ein differentielles Ausbleichen der Fluorophore ist zu
vermeiden. Ein Abweichen von der 1:1 Stochiometrie wiirde zu einem verschobenen
Fluoreszenzverhiltnis fithren und damit eine Bestimmung von Chloridkonzentrationen auf
Grund der durchgefiihrten Kalibrierung verfilschen. Der Fluorophor von YFP ist der
photolabilere der beiden Fluorophore. Ein Ausbleichen von YFP wiirde das ausgelesene
Verhéltnis R der Fluoreszenzintensititen zu kleineren Werten verschieben und damit eine
hohere als die reale Chloridkonzentration vorgeben. Der Situation wurde Rechnung getragen,
indem im Besonderen wihrend der Festlegung des geeigneten Bildausschnitts darauf geachtet
wurde, die Beleuchtungszeit zu minimieren. Da fiir diese Ruhe-Chlorid Messungen an
Zellkorpern die Ortsauflosung nicht kritisch war, wurden die Kameras, die die beiden
Emissionskanile aufzeichnen, in einem Binning-Modus betrieben, um bei gleicher
Anregungsintensitdt die Beleuchtungszeit verkiirzen zu konnen. AuBBerdem bedienten wir uns
eines Nipkow-Scheiben Mikroskopes, das sich im Vergleich zu konfokalen Raster-
Mikroskopen durch ein niedrigeres Ausbleichen der Proben auszeichnet. Es wurde auch
darauf geachtet, dass der CFP-Donorkanal nicht zu intensitdtsschwach aufgezeichnet wird.
Dadurch, dass der Term fiir den Donor im Nenner des Bruchs steht, der das Verhéltnis der
Emissionsintensitidten R (R = Iypp/Icpp) beschreibt, wiirden sich kleine Fehler bereits deutlich
auswirken. Es muss auflerdem darauf geachtet, dass der in der Regel hellere Akzeptorkanal
nicht gesattigt ist.

Die Korrektur des Hintergrundes spielt eine groBe Rolle fiir quantitative Imaging-
Experimente. Solange der Hintergrund auf beide Kanile prozentual gleich verteilt ist, kann er
vernachldssigt werden. Diese Situation ist meist nicht gegeben. Der Hintergrund besteht
hauptsdchlich aus zwei Komponenten. Diese sind der Dunkelstrom der Kamera und die
Autofluoreszenz des Gewebes. Wenn in der Probe ein Areal ist, in dem sich kein Sensor
befindet und das nicht durch Streulicht iiberstrahlt wird, kann daraus der Hintergrund
bestimmt werden. Andernfalls miissen die Hintergrundwerte aus Wildtyp-Gewebe unter
vergleichbaren Bedingungen (Beleuchtungsstirke, Belichtungszeit, Detektorverstirkung)
gewonnen werden. Dieser Weg wurde in dieser Arbeit wegen der auBerordentlich starken und

dichten Expression der Thy/-Clomeleon Linie gewéhlt.
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3.3 Chronische Expression und Integritat

Ein wichtiger Aspekt ist die Uberpriifung der Integritit des Indikatormolekiils auch unter
Bedingungen chronischer Expression. Eine Verdnderung der Struktur des Sensor-Proteins
konnte Auswirkungen auf die Funktion des Sensors haben.

Eine proteolytische Spaltung des Proteins trennte entweder die Fluorophore oder dnderte die
Fluoreszenzeigenschaften bis hin zur Nichtfluoreszenz. Dieses wiirde die Kalibrierungskurve
entwerten und zu einer falschen Bestimmung von Chloridkonzentrationen fiihren. So wiirde
eine Spaltung zwischen den Chromophoren oder eine C-terminale Trunkierung zu falsch-
hohen Chloridwerten fiihren. Durch einen Western-Blot von Gesamthirnextrakten von ThyI-
Clomeleon Tieren unterschiedlichen Alters unter Verwendung eines polyklonales Anti-GFP-
Serums gelang es zu zeigen, dass Clomeleon auch nach langer Expression intakt bleibt.

Ein weiter wichtiger Punkt ist die Ungiftigkeit des exprimierten Sensorproteins fiir die Zelle.
Die Auswertung von elektrophysiologischen Basisparametern gemessen an Schicht-V
Pyramidenzellen des Kortex in akuten Schnittpriparationen von Thy/-Clomeleon Tieren ldsst
den Schluss zu, dass die Expression von Clomeleon die Zelle nicht ungiinstig beeinflusst.
Grundsitzlich vorstellbar ist, dass ein Sensormolekiil durch die Bindung des Analyten eine
Pufferwirkung entfaltet und dadurch Einfluss auf zelluldre Vorgdnge nimmt. Dieses ldsst sich
aber fiir Clomeleon wegen der gegeniiber der Konzentration des Sensorproteins drei Grofen-

ordnungen groBeren intrazelluldren Chloridkonzentration ausschlieBen.

3.4 Kalibrierung

Wenn Clomeleon nicht nur als Aktivititssensor fiir Inhibition genutzt werden soll, wofiir YFP
allein bereits ausreichte (Slemmer et al., 2004), sondern als Indikator, der absolute
Chloridkonzentrationen ausliest, ist eine Kalibrierung der Schliisselschritt, um einem
Verhiltnis der Fluoreszenzintensititen der beiden Emissionskanéle eine Chloridkonzentration
zuordnen zu kénnen. Das Verhéltnis der Fluoreszenzintensititen héngt aber von der FRET-
Effizienz bei gegebener Chloridkonzentration ab. Die FRET-Effizienz wiederum héngt vom
Abstand des FRET-Paares zueinander und dem Forster-Radius Ry ab. Ry ist eine Konstante,
die den Abstand angibt, in dem der Energieiibertrag durch FRET halbmaximal ist. Fiir des
FRET-Paar CFP YFP betrigt Ry etwa 50 A. Der Forster-Radius Ry fiir ein FRET-Paar hiingt
ab von Eigenschaften wie dem Brechungsindex n des Mediums und dem Orientierungs-
faktor k¥ der Fluorophore, der auch durch die Beschaffenheit des Mediums beeinflusst werden

kann. Von Clomeleon ldsst sich mit Sicherheit sagen, dass der Sensor nicht iiber eine
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Anderung des Abstands zwischen Chromophoren beruht (vgl. Cameleon) sondern auf einer
Anderung von Ry durch eine Verringerung des Uberlapp-Integrals auf Chlorid-Bindung hin.
Wenn Chlorid bindet, verlduft die Kurve, die den Absorptionskoeffizienten in Abhdngigkeit
der Anregungswellenléinge beschreibt flacher, womit sich ein geringeres Uberlappintegral mit
dem Emissionsspektrum von CFP ergibt.

Die Kalibrierung durch Dialyse der Zellen in whole-cell Konfiguration birgt das Risiko, dass
niedermolekulare zytosolische Bestandteile rasch ausgewaschen werden und so die Ubertrag-
barkeit der Kalibrierung auf die intakte Zelle nicht mehr gewihrleistet ist, weil sich z.B.
ionale Bedingungen éndern, was Einfluss auf die rdumliche Orientierung der Fluophore haben
konnte. Bei der Kalibrierung mit Hilfe von Ionophoren sollte die Zusammensetzung des
Zytosols weniger beeinflusst werden, sodass der wenn auch geringe Einfluss anderer
zytosolischer Bestandteile neben Chlorid auf den Absorptionskoeffizienten von YFP
beriicksichtigt wird. Dafiir ist die Einstellung des pH-Wertes und der Chloridkonzentration
vielleicht weniger verlésslich als bei einem whole-cell Zugang. Ein Nachteil der lonophore ist
sicher ihre hohe Toxizitdt. Im Prinzip dienen die Zellen in diesem Kalibrierungsexperiment
nur als kleine Kiivetten. Es wére aber vorstellbar, dass in einer apoptotischen Zelle das
Indikatorprotein verédndert wird.

Die Auswertung der Kalibrierungskurven zeigt, dass beide Methoden im Bereich mittlerer
Konzentrationen recht gut {ibereinstimmen. In Richtung Extrema ergeben sich jedoch
erhebliche Abweichungen voneinander. Da beide Methoden aus den vorherbetrachteten
Uberlegungen heraus ihre Vor- und Nachteile haben, entschlossen wir uns statt einer
Kalibrierung den Vorzug zu geben, die erhaltenen Werte zu mitteln. Die so erhaltene
Kalibrierung stimmt in einem Bereich zwischen 10 mM und 50 mM Chlorid doch sehr gut
mit den jeweiligen Messwerten iiberein. Besonders kritisch ist die Bestimmung von Rpax, dem
Wert bei Abwesenheit von Chlorid. Mit der Methode der Dialyse der Zellen in whole-cell
Konfiguration ist eine Messung bei 0 mM Chlorid aus technischen Griinden nicht moglich.
Die Ionophoren-Methode erlaubt es, eine solche Losung vorzugeben. Ob der Zustand aber
erreicht wird bleibt fraglich, auch wenn das weit positiv liegende Gleichgewichtspotenzial
von Chlorid den Ausstrom begiinstigt. Das Membranpotenzial wird nach der Goldmann-
Gleichung durch Ionengradienten und Permeabilitidten bestimmt. Da das Experiment in einer
Losung hoher K'-Konzentration durchgefiihrt wird und gleichzeitig auch die Permeabilitiit
von Chlorid durch die Einlagerung der Ionophore steigt, wird das Membranpotenzial
zusammenbrechen. Fiir Tributyl-Zinn ist eine toxische Wirkung auf Na'/K'-ATPasen

beschrieben (Hartl et al., 2001; Pinkney et al., 1989; Massaro et al., 1989), sodass zu erwarten
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ist, dass auch der Na'-Gradient dissipiert. Dadurch sollte Chlorid durch die extrazellulire
Losung prizise zu klemmen sein. Ein Membranpotenzial ungleich von Null bedeutete im
Gegenteil eine Triebkraft fiir Chlorid, die eine genaue Einstellung der intrazelluléren Chlorid-
konzentration verunmoglichte. Aus den Verunreinigungen der eingesetzten Chemikalien
ergibt sich eine zu erwartende Konzentration von 70 uM Chlorid (Millipore-Wasser allein:
30nM Chlorid) in der extrazelluldiren Losung (nominell 0 mM Chlorid). Wenn das
Membranpotenzial nicht zusammenbricht und durch den Na'-Gradienten gesetzt wiirde
(56 mV), folgte damit eine intrazellulire Gleichgewichtskonzentration fiir Chlorid von
0,7 mM. Inwieweit Transporteraktivitit (NKCC1, KCC2) die Gleichgewichtseinstellung
beeinflusst ist unklar, wenn auch Vorversuche in Gegenwart von 100 uM Bumetanide (in
dieser Konzentration Blocker beider Transporter (Russell, 2000)) keine Unterschiede ergaben.
Ein interessanter Aspekt von Clomeleon ist, dass der dynamische Umfang zwischen
Kiivettenmessungen und Messungen in Zellen vergleichbar ist. Chemische Chlorid-
Indikatoren unterscheiden sich in ihren Eigenschaften abhidngig von der chemischen
Umgebung. Sie werden in ihrem elektronisch angeregten Zustand durch St6fe mit Anionen in
ihrer Fluoreszenz geloscht. Wegen der intrazelluldr vorhandenen Anionen dndert sich die
Abhingigkeit der Fluoreszenz von der Chloridkonzentration im Vergleich zu Messungen in
Pufferlosungen, sodass fiir diese Indikatoren eine Kalibrierung in situ zwingend
durchzufiihren ist. Aber auch genetisch kodierte Indikatoren konnen durch Wechselwirkungen
mit endogenen Bestandteilen von Zellen in ihren Eigenschaften beeinflusst werden. So wird
der insbesondere im Vergleich zu Kiivettenmessungen geringe dynamische Umfang von
Yellow Cameleon in Zellen auf Interaktionen zwischen dem Sensor und endogenem
Calmodulin bzw. mit Calmodulin interagierenden Proteinen zuriickgefiihrt (Nagai et al.,
2004). Bedingt durch den Aufbau von Clomeleon, bestehend aus den zwei -Fass Strukturen
von CFP und YFP, einem kurzen Linker und einer tief in dem B-Fass von YFP lokalisierten
Sensorfunktion, sind solche Interaktionen nicht zu erwarten.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass Clomeleon auf zwei unabhédngige Methoden in
Zellkultur kalibriert werden kann. Beide Methoden liefern im Bereich mittlerer
Konzentrationen gut iibereinstimmende Werte. Vorteilhaft wirkt sich aus, dass Clomeleon
durch seine Struktur, von der pH-Abhédngigkeit abgesehen, recht unempfindlich gegentiber

Umgebungseinfliissen ist.
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3.5 Thy1-Clomeleon

Die Thyl-Clomeleon Biosensor Mauslinien wurden generiert, um Chlorid betreffende
Fragestellungen in neuronalem Gewebe studieren zu konnen. Ein interessanter Aspekt dieser
Maiuse ist die Verschiedenartigkeit der erhaltenen Linien, bedingt durch die starke
Abhingigkeit des Expressionsmusters vom Integrationsort des Transgens. Diese Vielfalt
erhoht die Wahrscheinlichkeit fiir eine gegebene Fragestellung eine geeignete Mauslinie zu
finden. So konnte eine retinaphysiologische Untersuchung mit Hilfe von Mausen der Linie
CLM1 durchgefiihrt werden (Duebel et al., 2006), bei denen spezifisch retinale ON-
Bipolarzellen markiert sind. Ein ,,Golgie-Typ* Expressionsmuster, d.h. starke Expression in
wenigen, vereinzelt stehenden Neuronen, wurde nicht erhalten. Dieses Expressionsmuster ist
fiir Thyl-Transgene beschrieben (Feng et al., 2000) und hat was die Bestimmung des
Hintergrundsignals angeht fiir das Imaging klare Vorteile.

Die robuste durch das Thyl-Promotorfragment kontrollierte Expression ermdglicht ein
Imaging mit gutem Signal-/Hintergrundverhiltnis. Es wurden Signale erhalten, die héaufig ein
Verhiéltnis von 25 im Donorkanal und 50 im Akzeptorkanal iiberstiegen.

Eine Schwierigkeit bei der Arbeit mit 7hy/-Clomeleon Méusen ist, dass bedingt durch die
quasi ubiquitdre Expression in neuronalem Gewebe ein Hintergrund schwierig zu bestimmen
ist. So war es nétig, unter strikter Kontrolle der Aufnahmeparameter eine Eichkurve an
Wildtyp Gewebe zu erzeugen. Dabei zeigte sich, dass die Autofluoreszenz mit dem Alter
zunimmt, in einer Altersstufe aber zwischen verschiedenen Hirnarealen kein Unterschied
besteht. So konnte zu einem Experiment ein Hintergrundwert unter Berlicksichtigung der
Alterstufe und der Aufhahmeparameter fiir jeden Kanal bestimmt und subtrahiert werden.
Generell ist zu beachten, dass auch in der konfokalen Mikroskopie das Signal durch Licht, das
seinen Ursprung aullerhalb des fokalen Volumens hat, kontaminiert wird. Im Besonderen trifft
diese Aussage auf das Nipkow-Scheiben Mikroskop zu, das durch den verwendeten Typus
Lochscheibe bedingt eine geringe Konfokalitdt aufweist. Der Durchmesser dieser Locher ist
auch in der Regel nicht verstellbar, sodass man nicht in der Lage ist Konfokalitit gegen
Geschwindigkeit zu tauschen und umgekehrt. Dies spielt gerade bei der Auswertung feiner
Strukturen, wie z.B. dendritischen Dornen, eine Rolle. In den Fillen, in denen ein
Populations-Imaging betrieben wird, spielt es keine grole Rolle, wenn das Licht aus
gleichartigen Strukturen stammt (im Stratum radiatum z.B. stammt das meiste Licht aus

Dendriten).
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Wie bereits weiter oben besprochen, stellt die hohe Expression fiir die Zelle offensichtlich
kein Problem dar, da sich die elektrophysiologischen Parameter im typischen Bereich fiir die
untersuchten Zelltypen befinden.

Es ldsst sich sagen, dass diese Mauslinie fiir Populations-Imaging Experimente hervorragend
geeignet ist. Einzelzell-Imaging hingegen ist anspruchsvoll, da durch die dichte Expression
die Isolation des Nutzsignals erschwert ist. Andererseits ist man durch den zeitlichen Verlauf
der Expression und die verschiedenen Expressionsmuster eingeschrinkt. So stehen die
Chancen zwar gut, eine zu einer bestimmten Fragestellung passende Mauslinie zu finden.
Andererseits hat man selber keine Handhabe, die Expression zu beeinflussen. Konditionale

Expressionssysteme konnen zur Losung dieses Problems beitragen.

3.6 ROSA26-floxSTOP-Clomeleon (ROSAC1)

Die Idee, die zur Generierung dieser Mauslinie fithrte war, dass es konditionale
Genexpression basierend auf dem Cre/loxP-System erlaubt, durch blofes Verpaaren zweier
Mauslinien die Genexpression in definierten Zellpopulationen zu aktivieren. Der Promotor,
der die Expression der Cre-Rekombinase kontrolliert, ist damit verantwortlich, welche
Zellpopulation den Indikator exprimiert. Dass schlieBlich alle exprimierenden Zellen zu einer
genetischen Population gehdren, setzt voraus, dass der Promotor des Cre-Transgens sich so
verhélt wie der endogene Promotor. Durch die grof3e Zahl verfiigbarer Cre-Mauslinien sollte
die Flexibilitdt zu erreichen sein, die das Thyl-System vermissen ldsst. Durch eine weniger
dichte Markierung sollte das Einzelzell-Imaging vereinfacht werden, da aus dem gleichen
Bild ein Hintergrund bestimmt werden kann. AuBlerdem wird Populations-Imaging
dahingehen vereinfacht, dass alles Licht (mit Ausnahme der Autofluoreszenz des Gewebes)
aus einer definierten Zellpopulation stammt.

Die in Kapitel 2.1.2.6 und 2.1.2.7 beschriebenen Versuche zeigen, dass die Stopp-Kassette
durch Cre-Rekombinase in gewebsspezifischer Art und Weise deletiert werden kann und der
C-terminale Chromophor (YFP) vorhanden ist. So zeigen die akuten Sagittal-Schnitte des
Nachwuches der mit BACosCre bzw. Parvalbumin-Cre verpaarten ROSAC1 Maiuse ein
unterschiedliches Expressionsmuster, das jeweils mit den Erwartungen fiir diese Maéuse
iibereinstimmt (Aller et al., 2003; Meyer et al., 2002). Der Versuch GnRH-Zellen zu
aktivieren, zeigt ein bekanntes Problem des Cre/loxP-Systems. Es gibt mehr fluoreszente
Zellen als GnRH-Neurone. Dies liegt daran, dass diese Zellen wéhrend ihrer Entwicklung

voriibergehend Cre-Rekombinase exprimierten, woraufthin die irreversibele Rekombination
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des Allels stattfand. Das Rekombinationsereignis spiegelt sich in der reifen Zelle in der
Fluoreszenz wieder.

Wir haben keine Zweifel daran, dass das Transgen im Sinne der Klonierungsstrategie in den
Ziellokus rekombinierte. Die Effizienz der verwendeten Stopp-Kassette bestehend aus vier
Polyadenylierungssignalen ist durch die analog aufgebaute ROSA26-lacZ Maus (R26R)
gezeigt (Soriano, 1999). Prinzipiell ist das Konstrukt also funktionell. Ein funktionelles
Imaging hingegen wird durch das geringe Expressionsniveau erschwert.

Dieser Befund deckt sich mit der Beobachtung, dass eine LacZ-Féarbung mit der R26R-Maus
nach verhéltnisméBig langen Inkubationszeiten verlangt. Auch andere Arbeiten berichten von
geringer Expression am ROSA26-Lokus (S. Freese, Dissertation, Universitdt Heidelberg). Die
Arbeiten, die uns veranlassten einen Knock-in in den ROSA26-lokus zu wagen, berichteten
iiber die Expression im embryonalen Tier (Srinivas et al., 2001; Soriano, 1999; Zambrowicz
etal., 1997).

Das Prinzip einer durch das Cre/loxP-System in ihrer Expression kontrollierten universellen
Chloridindikator-Mauslinie konnte zwar im Prinzip verwirklicht werden, doch ist der
praktische Einsatz durch das geringe Expressionsniveau fiir intensitétsbasierte Messungen nur
eingeschrankt moglich. Eine Erweiterung des Einsatzbereiches scheint dagegen mit der FLIM

Mikroskopie gegeben zu sein (sieche Abschnitt 3.10).

3.7 Clomeleon Expression durch virale Infektionssysteme

Die klassischen transgenen Techniken haben klare Vorteile, wenn auf systemischer Ebene
Verdnderungen erreicht werden sollen. Um z.B. den Effekt eines Rezeptor Knock-outs zu
untersuchen, ist es besser mit Hilfe der entsprechenden etablierten Techniken (Cre/loxP) die
Rezeptorpopulation in bestimmten Geweben heraus zu nehmen. Fiir Imaging Experimente
hingegen ist es meist von Vorteil nur einen kleinen Teil einer genetisch definierten Population
zu markieren, um giinstige Bedingungen fiir das Experiment zu erhalten. In der Praxis
bedeutet das eine stark gefirbte Zelle vor einem dunklen Hintergrund. Diese Bedingungen
erlauben eine eindeutige Zuordnung des gesammelten Lichtes und eine Hintergrunds-
bestimmung aus dem gleichen Bild. Mit transgenen Techniken kann diese Situation erreicht
werden. In vielen Féllen jedoch werden die gebespezifischen Promotoren nicht die ndtigen
Expressionsniveaus treiben, um mit gutem Signal/Rausch-Verhéltnis imagen zu kénnen. Der

Virus basierte Gen Transfer bietet sich als Alternative zu den herkommlichen transgenen
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Techniken an, um in einer sehr viel flexibleren Art und Weise die Expression von Indikator-
proteinen in Neuronen zu erreichen.

Virale Expressionssysteme werden schon seit ldngerer Zeit genutzt, zeichnen sich aber
teilweise durch gravierende Nachteile aus. So sind a-virale Expressionssysteme durch eine
ausgepragte Zytotoxizitdt gekennzeichnet und somit nur als Kuzzeit-Expressionssysteme
(max. 48 h) geeignet. Lentiviren sind geeignet um eine stabile Langzeit Expression zu
erreichen, breiten sich aber wegen ihrer Partikelgrofle nur gering im Gewebe aus. Dies kann je
nach Fragestellung vorteilig oder nachteilig sein. Besonders nachteilig ist, dass sie keinen
Tropismus zeigen, sodass eine zelltypspezifische Expression nur durch Einsatz entsprech-
ender Promotoren erreicht werden kann. Diese Promotoren sind aber nicht notwendigerweise
gleichzeitig spezifisch und stark. AuBlerdem setzen sie als integrierende Viren eine S2-Ein-
richtung voraus. Mit der Eigenschaft der Integration in das Genom der Wirtszelle ist auch die
Moglichkeit der Entstehung einer Knock-out Situation gegeben. AuBlerdem besteht dadurch
auch die Gefahr einer onkogenen Wirkung.

Als Viren erster Wahl fiir Langzeitexpression haben sich rekombinate adenoassoziierte Viren
(rAAV) erwiesen. Sie breiten sich gut im Gewebe aus, sind praktisch nicht zytotoxisch und
zeigen in vivo einen Tropismus zugunsten von Neuronen. Dadurch ist man frei in der Wahl
des Promotors und kann auch auBlerordentlich starke generische Promotoren einsetzen.
AuBerdem sind sie S1 eingestuft. Nachteilig sind die begrenzte Kapazitit von 4,9 kbp von
ITR zu ITR und die verhéltnismiBig schwierige Aufreinigung der Viruspartikel. Gerade durch
die Inkubationszeit von in der Regel zehn Tagen kann eine Verunreinigung der injizierten
Viren Suspension mit Material der Wirtszellen zu heftigen Immunantworten mit
Gewebsnekrose fiihren.

Die bereits im Labor eingesetzten tAAV1/2 Viren wiesen sehr gute Infektions- und
Expressionseigenschaften aus. Der auf dieser Basis durch Einfiigen einer loxP flankierten
Stoppkassette zwischen Promotor und GOI entwickelte Virus, erfiillt die in ihn gesetzten
Erwartungen. Die Stopp-Kassette hilt — obwohl gegeniiber der in der ROSAC1 Maus um ein
Polyadenylierunssignal verkiirzt — dicht, andererseits ldsst sich das Konstrukt durch Cre-
Rekombinase aktivieren. Dabei treibt der generische CMV-Verstirkter/Huhn-p-Aktin
Promotor (CBA-Promotor) Expression zu hohen Niveaus.

Es lasst sich sagen, dass diese Art von Viren ein grofles Potenzial hat. Einerseits erlauben sie
die Markierung definierter Zellpopulationen durch den zelltypspezifischen Promotor des
Aktivators. Im floxSTOP-Konstrukt sorgt dann der generische CBA-Promotor unabhéngig

vom Aktivator fiir hohe Expressionsniveaus. Die Expression des tetO;-Responders dagegen
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ist von der Promotorstdrke des Aktivators abhingig. Die hier verwandte Thyl-tTA Aktivator-
Linie zeigt sehr starke Expression. Falls jedoch eine verfligbare tTA-Aktivator-Linie nicht
genug exprimiert, um eine ausreichende Aktivierung des Responders zu erreichen, konnte das
floxSTOP-Konstrukt in Verbindung mit der LCI1-Linie (Schonig et al., 2002) aktiviert
werden. Ein weiterer Vorteil des tetO;-Responders ist die bidirektionale Expression. So wird
durch dieses Konstrukt neben Clomeleon auch Cre-Rekombinase exprimiert. Dies erlaubte
zum Beispiel in Neuronen eine konditionales Knock-out Allel zu aktivieren und den Einfluss
dieser Manipulation auf die Chloridkonzentration mit Clomeleon zu messen.

Die Dichte des Labelings lédsst sich entweder liber den Virustiter oder die Aktivatorlinie
einstellen. Von der Thyl-tTA Aktivator-Linie ist eine Sub-Linie verfiigbar die quasi pan-
neural exprimiert, eine andere Sub-Linie dagegen zeigt ein ,,Golgi-Typ* Expressionsmuster.
Ob es sinnvoller ist mit geringem Titer in erstere Maus zu injizieren oder gar mit hohem Titer
in letztere, um in diesem Fall iiber Mehrfachinfektion héhere Expression zu erreichen, bleibt
auszutesten.

Der virusvermittelte Gentransfer hat sich als das besonders viel versprechend erwiesen, um
die fiir das FEinzelzell-Imaging geforderten Bedingungen wie hohe Expression in einzeln

stehenden, genetisch definierten Zellen zu ermdglichen.

3.8 Bestimmung der Entwicklung der postnatalen Chloridkonzentration an

akuten Hirnschnitten der Linie CLM11

Depolarisierende GABA-Antworten wurden bereits vor mehr als einem viertel Jahrhundert
beschrieben (Alger and Nicoll, 1979; Andersen et al., 1980). Es dauerte allerdings lange Zeit,
bis dieser Effekt einer depolarisierenden GABA-Antwort im jungen Tier gegeniiber einer
hyperpolarisierenden Antwort im adulten Tier auf eine Anderung der intrazelluliren Chlorid-
konzentration und damit gekoppelt einer Anderung des Nernst-Potenzials von Chlorid zuriick-
gefiihrt wurde (Cherubini et al., 1991; Owens et al., 1996). Diese Hypothese wurde durch die
differentielle Expression beziehungsweise Aktivitit der Chloridtransporter NKCC1 und
KCC2 in neuronalem Gewebe gestiitzt (Rivera et al., 1999; Hubner et al., 2001a; Stein et al.,
2004; Rivera et al., 2004). Die hier vorgestellten Ergebnisse liefern die erste direkte, nicht-
invasive Darstellung des postnatalen Chloridgradienten und bestitigen damit die These, dass
die intrazelluldre Chloridkonzentration entwicklungsabhéngig reguliert ist.

Anhand der Problemstellung der entwicklungsabhingigen intrazelluldren Chloridkonzen-

tration von Neuronen sollte die Anwendbarkeit von Clomeleon auf die Messung von Chlorid-
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konzentrationen in Gewebe getestet werden. Dazu wurde an akuten Hirnschnitten gearbeitet,
die von Tieren der Linie Thy/-Clomeleon gewonnen wurden.

Da Neurone auf Stress mit einer Umpolung der mit der intrazelluldiren Chloridkonzentration
verkniipften GABA-Antwort reagieren (Payne et al., 2003), wurde gro3ter Wert darauf gelegt,
wéhrend der Priparation der Gehirnschnitte so schonend wie moglich vorzugehen. Eine grof3e
Rolle spielte dabei die Verwendung von Sucrose-Ringer. Durch die Substitution von Na"
durch Sucrose kommt die elektrische Aktivitdit im Schnitt zum Erliegen, weil keine
Aktionspotenziale mehr gefeuert werden konnen. Die so erhaltenen parasagittalen Schnitte
sahen in der DIC-Betrachtung deutlich besser aus als in normaler Ringer-Losung geschnittene
Praparate. Nach einer halbstiindigen Inkubation bei 35°C wurden die Schnitte bei
Raumtemperatur gehalten. Die Messung erfolgte ebenfalls bei Raumtemperatur. Der Versuch
geschidigte Zellen mit Sulfo-Rhodamin 101, einem hydrophilen Farbstoff, sichtbar zu
machen verlief erfolglos. Um das Ausbleichen der Proben zu minimieren wurden zur
Festlegung des Bildausschnittes Such-Stapel, d.h. Bildstapel kurzer Belichtungszeit und
groBer Ebenenabstinde (100 ms, 10 pm), aufgenommen. Die endgiiltigen Aufnahmen
erfolgten mit einer Belichtungszeit von 500 ms bis 5000 ms je nach Alter des Tieres und
betrachtetem Areal. Das dabei auftretende Ausbleichen der Fluorophore war vernachldssigbar.
AnschlieBend nach jedem Bildstapel wurde noch die Beleuchtungsstiarke gemessen.

Die Wildtyp-Tiere fiir die Ermittlung der Kalibrierungskurve wurden identisch behandelt, nur
dass in diesem Fall jeder Bilderstapel mit verschiedenen Belichtungszeiten wiederholt wurde.

Mit dem Nipkow-Scheiben Mikroskop wurde bei einer Anregung mit der 457 nm Laserlinie
eine Eindringtiefe von rund 50 pm in den Schnitt erhalten. Dadurch, dass die aufgenommenen
Neurone verhéltnisméBig oberflichlich liegen, besteht die Gefahr, dass insbesondere ihre
basalen Dendriten beim Schneiden verletzt werden und darauthin die Zelle mit einer
Stressantwort und mit untypisch hohem intrazellulirem Chlorid reagiert. Deshalb wurden die
Neurone nach strengen morphologischen Kriterien gepriift und fiir die Auswertung ausge-
wiahlt. In die Auswertung gingen schlieBlich nur hippokampale Pyramidenzellen des Cornu
ammonis Region 1 ein.

Zur Auswertung wurden um einzelne Neurone ROIs gelegt und die Fluoreszenz fiir jeden der
beiden Emissionskanéle ausgelesen. Die zu subtrahierenden Hintergriinde wurden iiber die an
Wildtyp-Gewebe erhaltenen Kalibrierungskurven erhalten. Da die Kalibrierung der
Messapparatur  fiir einen intrazelluliren pH-Wert von 7,25 erfolgt war, viele
Verdffentlichungen aber einen pH-Wert von 7,1 fiir derartige Schnittpréparationen in Ringer-

Losung beschreiben (Pond et al., 2006; Xiong et al., 2000; Knopfel et al., 1998; Amos et al.,
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1996; Amos and Richards, 1996; Gaillard and Dupont, 1990), wurde unter dieser Annahme
der pH-korrigierte K,”"' aufgrund der beschriebenen pH-Abhingigkeit von Clomeleon

errechnet (Kuner and Augustine, 2000).

Die ermittelten Chloridwerte wurden fiir die einzelnen Alterstufen als Histogramm aufge-
tragen und mit einer GauBBkurve gefittet. Die Form der Darstellung als Histogramm wurde
gewdhlt, um die Verteilung der Werte beurteilen zu kdnnen. So wurden fiir die Altersstufe P5
zwei Populationen von Chloridkonzentrationen gefunden. Uber die Zeit sinkt der Schwer-
punkt der Verteilung ab und die Verteilung wird schmaler. Vorteil dieser Art der Darstellung
ist auch, dass einzelne Ausreifler, die vermutlich unphysiologische Chloridwerte aufgrund von
Verletzung zeigen, nicht so sehr ins Gewicht fallen, wie bei der Berechnung eines
arithmetischen Mittelwertes. Wegen der Vermutung des unphysiologischen Verhaltens wegen
Beschiadigung und weil sie nicht Teil eines Populationsschwerpunktes sind, wurden Werte
tiber 40 mM Chlorid von der Berechnung des arithmetischen Mittels der Chloridkon-
zentrationen ausgeschlossen.

Die so erhaltenen Werte fiihren unter Vernachlédssigung des Hydrogencarbonat-Stromes und
der Annahme eines RMP von -68 mV zu einer Umpolung einer depolarisierenden auf eine
hyperpolarisierende GABA-Antwort bei P14. Der depolarisierende Hydrogencarbonat-Strom
durch die GABAx-Rezeptoren hingegen wird das Absinken von Egapa unter das Ruhe-
Membranpotenzial noch etwas verzogern. Im adulten Tier scheint sich die intrazellulére
Chloridkonzentration bei 5 mM zu stabilisieren. Der Verlauf der Chloridkonzentrationen ist in
guter Ubereinstimmung mit Werten, die mit Gramicidin-perforierten Ableitungen (Owens et
al., 1996) und in einem anderen Laboratorium ebenfalls mit Clomeleon (Pond et al., 2006)
erhalten wurden.

Der beobachtete Verlauf geht sehr gut mit der Expression der relevanten CCCs zusammen
(Abb. 3.1). Der Chloridimporter NKCC1 wird postnatal nur noch gering exprimiert (Hubner
et al., 2001a). Die Expression des Chloridexporters KCC2 erreicht bei P15 das Niveau adulter
Tiere und die Aktivierung des Transporters durch Phosphorylierung (Kelsch et al., 2001)
verlduft parallel mit der Expression von KCC2 (Stein et al., 2004).
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Abb. 3.1: Die entwicklungsabhingige Umpolung der GABAergen Antwort durch Absinken der intrazelluldren
Chloridkonzentration verlauft parallel der Expression des Chlorid-Exporters KCC2.

Der Entwicklungsgradient entspricht mit einer Abnahme der Chloridkonzentration von 64 %
in der GroBenordnung dem in der ersten verdffentlichten Arbeit zu Clomeleon (Kuner and
Augustine, 2000) an priméren hippokampalen Kulturen gezeigten Entwicklungsgradienten
von 56 % (48 mM bei P5, 21 mM bei P14). Die unterschiedliche absolute Konzentration mag
von einer nicht ausreichenden Korrektur des pH-Fehlers beruhen (korrigiert fiir pHis = 7,1
und pHg, = 7,4 betragen die Chloridkonzentrationen 29 mM bei PS5 und 13 mM bei P14). Die
iibrige Differenz mag auf die artifiziellen Bedingungen der Zellkultur zuriickzufiihren sein.
Theoretisch wire es auch denkbar, dass eine Anderung des pH-Wertes einen Entwicklungs-
gradienten vortiuscht. Dafiir wiire aber eine Anderung des pH-Wertes um eine halbe Einheit
notig. Dies ist angesichts der strikten Kontrolle des pH-Wertes in Neuronen unwahrschein-
lich.

Die sehr breite Streuung der Chloridkonzentrationen bei P5 nimmt iiber die Entwicklung ab.
Das mag damit erkldrbar sein, dass im jungen Tier noch Maturierung der Neurone stattfindet.
Dabei befinden sich Neurone in unterschiedlichen Stadien der Reifung, was in einer breiten
Konzentrations-Verteilung seinen Niederschlag findet. Mit fortschreitendem Alter schlieSen
die Neurone ihre Reifung ab, wobei alle Neurone vergleichbare Endkonzentrationen
erreichen. Die Bedeutung der zweikopfigen Verteilung bei P5 legt nahe, dass besagte
Reifungsprozesse in zwei Gruppen stattfinden. Die funktionelle Bedeutung entzieht sich einer
Erklarung und bedarf weiterer Untersuchungen.

Eine weitere Erkldrung fiir die Breite der Verteilung der Chloridkonzentrationen konnte in der
Mannigfaltigkeit der Rollen von Chlorid fiir die Physiologie der Zelle zu sehen sein. Die
Regulation des Zellvolumens erfolgt iber Chlorid-Kanile, wobei Wasser osmotisch folgt, und
die Regulation des pH-Wertes erfolgt iiber Protonen-Pumpen, wobei Chlorid nachfolgt, um

Elektroneutralitit zu erreichen. Eine wesentliche Funktion bei der Kontrolle des pH-Werts
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haben auch die Natrium-abhingigen Anionen-Austauscher bzw. Natrium-unabhingigen
Anionen-Austauscher, die durch den Austausch von HCOs™ gegen CI die intrazelluldire HCO;5
-Konzentration regulieren. Da Chlorid also an mehreren Regulationsmechanismen beteiligt
ist, erscheint eine breitere Chloridverteilung nicht unplausibel.

Eine Verbreiterung durch erhohtes Chlorid infolge Stressreaktion ldsst sich natiirlich auch
nicht in letzter Konsequenz ausschlieBen. Versuche an Méusen, bei denen die dazu fithrende
Signalkaskade unterbrochen ist (Rivera et al., 2004), konnten Auskunft iiber den Beitrag
dieser Komponente geben.

Die Linie 7hyl-Clomelon hat ihre Fahigkeit unter Beweis gestellt, fiir die Beantwortung
relevanter biologischer Fragestellungen einen wertvollen Beitrag zu leisten. Das quantitative
Imaging stellte sich wegen der dichten Expression als sehr anspruchsvoll heraus, fiihrte aber
unter Beachtung der beschriebenen Kautelen wie rigoroser Kontrolle der Illuminations-

bedingungen zu validen Ergebnissen.

3.9 Verbesserungen an Clomeleon

Fiir die Untersuchung dynamischer Prozesse ist eine Voraussetzung, dass innerhalb kurzer
Zeit genug Licht gesammelt werden kann. Dazu muss das Praparat ausreichend stark markiert
sein und der Versuchsaufbau entsprechend empfindlich. Eine zweite Voraussetzung ist, dass
der Sensor in seinem zeitlichen Auflosungsvermodgen dem zu untersuchenden Vorgang folgen
kann. Fiir Untersuchen bei 20 °C besitzt Clomeleon eine Assoziationskonstante von 600 ms
und ist damit mit Sicherheit zu trdge, um einzelne postsynaptische Ereignisse auflésen zu
konnen. Durch Einfiihren eines Aminosdureaustauschs in der YFP-Komponente war es
moglich, die Kinetik auf 120 ms bei 20 °C bzw. 20 ms bei 37 °C zu steigern. Auflerdem ist fiir
diese Mutation in einem etwas anderen YFP-Hintergrund eine hoéhere Chloridaffinitit
beschrieben (Galietta et al., 2001), sodass fiir den physiologischen relevanten Bereich mehr
Signaldynamik zu erwarten ist. Dies wird allerdings zu den Kosten einer groferen pH-
Abhingigkeit erkauft. Diese Varianten von Clomeleon versprechen auch schnelle Ereignisse
wie inhibitorische postsynaptische Strome, die eine Zeitkonstante von 100 ms haben,

aufzulosen.
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3.10 Zusammenfassung und Ausblick

Die erzeugten Clomeleon Biosensor-Mauslinien haben bewiesen, dass sie geeignete
Werkzeuge sind, um Fragestellungen zum Chlorid-Haushalt von Zellen in lebendem Gewebe
zu beantworten. Besonders die Linie 7/y/-Clomeleon hat sich durch ihre starke Expression in
verschiedenen Mustern als ,,Arbeitspferd“ empfohlen. Mit dieser Mauslinie durchgefiihrte
Experimente konnten den lange vermuteten, aber experimentell nie direkt gezeigten,
entwicklungsabhéngigen Gradienten der intrazelluldren Chloridkonzentration in Neuronen
beweisen. Dadurch wurde eine Methode etabliert, die es erstmalig erlaubt, Konzentrationen
dieses fiir die Physiologie so wichtigen lons direkt ort- und zeitaufgelost zu messen.

Eine weitere Ausbaustufe sind die Mausmodelle, die die Expression des Indikators durch
konditionale Expressionssysteme auf genetisch definierte Zellpopulationen beschrénken. Die
ROSACI1 Maus ist durch die geringe Expression fiir intensititsbasierte Messungen nur
bedingt einsetzbar. Messungen auf Basis von Fluoreszenzlebenszeiten werden typischerweise
in stark verdiinnter Indikatorlosung durchgefiihrt. Dies erdffnet eine Einsatzmdoglichkeit fiir
diese Mauslinie. Ganglien Zellen des spinalen Hinterhorns sind ein interessantes
Studienobjekt fiir den Chloridphysiologen, weil sie im Verdacht stehen, ein hohes Chlorid zu
behalten. Um die Expression in diesen Neuronen zu initiieren, wurde die Linie ROSACI mit
der Linie SNS-Cre verpaart (Agarwal et al., 2004). In Vorversuchen, die von Mitarbeitern von
Prof. Stephan Frings an einem Fluoreszenzlebenszeit-Mikroskop mit 2-Photonen Anregung
durchgefiihrt wurden, war es mdglich die Fluoreszenzlebensdauer Clomelon-positiver Zellen
vom Hintergrund zu separieren (Abb. 3.2). Autofluoreszenz hat typischerweise eine andere
Fluoreszenzlebensdauer als die Fluoreszenz normaler Fluophore, die sich im Bereich einiger
Nanosekunden befindet. Es ist zu erwarten, dass sich die Lebenszeit der CFP-Komponente in
Clomeleon in Abhéngigkeit der Chloridkonzentration &dndert. So konnten durch eine
Kalibrierung der Fluoreszenzlebenszeiten in Abhéngigkeit der Chloridkonzentration Chlorid-
Messungen durchgefiihrt werden. Durch die Expression des Indikators in definierten
Neuronenpopulationen ist sicher gestellt, dass wenn die aus einem Voxel gesammelten
Photonen im Intervall der Lebenszeiten liegen, die einen CFP-Fluorophor charakterisieren,

diese Photonen auch aus der Zellpopulation stammen, die Gegenstand des Interesses ist.
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Abb. 3.2: Falschfarbendarstellung der Fluoreszenzlebenszeit gemessen an Clomeleon-exprimierenden nozi-

zeptiven Neuronen des spinalen Hinterhorns. Akuter Schnitt durch ein Spinalganglion.

Ein anderer Weg Expression in definierten Populationen zu erreichen, wurde mit der
Kombination von Aktivator-Mauslinien und virus-vermitteltem Gentransfer sehr erfolgreich
beschritten. Dabei lédsst sich hochste Expression in wenigen Neuronen erreichen. So werden
optimale Bedingungen fiir Imaging-Experimente geschaffen. Insbesondere sollte es mit dem
floxSTOP-Konstrukt gelingen das gescheiterte GnRH-Projekt zum Erfolg zu fiihren (siche
Kapitel 2.1.2.6). Wegen der Injektion in Tiere nach der Geburt wird die Cre-Expression eher
das Muster der endogenen GnRH-Promotoraktivitit abbilden, sodass eine post hoc
Identifikation eventuell obsolet wére. Zweitens sind auch in dieser Population hohe
Expressionsniveaus zu erwarten.

Auch das Indikatorprotein selber war Gegenstand von Verbesserungen. So konnte durch
Einfiihren eines Aminosdureaustauschs die Bindekinetik von Chlorid signifikant beschleunigt
werden.

Im Vergleich zu herkdmmlichen Chlorid-Indikatoren weist Clomeleon viele Vorteile auf. Es
ist zelltypspezifisch einsetzbar, ist untoxisch und zeigt einen vergleichbaren dynamischen
Umfang mit den synthetischen Farbstoffen. Es kann somit als Standardmethode zur
Bestimmung der intrazelluldren Chloridkonzentration und deren Regulation herangezogen

werden.
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4 Material und Methoden

4.1 Genetische Techniken

4.1.1 Molekularbiologische Standardmethoden

Standardmethoden der Molekularbiologie, wie Schneiden von DNS mittels Restriktions-
endonukleasen, Gelelektrophorese, Ligation, Transformation, Kultivierung von Escherichia
coli-Bakterien, Ethanol-Natrium-Acetat-Fallung, Phenol-Chloroform-Extraktion und Dephos-
phorylierung von DNS-Enden wurden nach Standardprotokollen des Laborhandbuchs von
J. Sambrook, E.F. Fritsch und T. Maniatis "Molecular cloning: a laboratory manual." Band 1-
3 (2. Auflage, 1989) durchgefiihrt. Diese Methoden werden im Folgenden nicht weiter

erlautert.

4.1.2 Isolierung von Plasmid-DNS aus E. coli

Zur Isolierung von Plasmid-DNS aus E. coli wurde fiir geringe DNS-Mengen (bis 10 pg) das
“QlAprep Miniprep Kit’, fir groBBere Mengen (bis 500 ug) das “QldAprep Maxiprep Kit”
(beides QIAgen) benutzt. Dabei wird die negativ geladene DNS nach dem Prinzip der
Ionenaustausch-Chromatographie an das positiv geladene Sdulenmaterial gebunden. Die so
gewonnene DNS hat einen sehr hohen Reinheitsgrad und wurde direkt fiir weitere Schritte

wie Sequenzierung, Transformation etc. verwendet.

4.1.3 Sequenzierung

Die Sequenzierung von DNS erfolgte nach Herstellerangaben mit dem “Big Dye Terminator
Mix V3.1” (ABI) auf dem Kapillar-Sequenzierer “3100 Genetic Analyzer” (ABI). Typischer-

weise ergab sich eine lesbare Sequenzlinge von 400-600 bp.

4.1.4 Isolierung genomischer DNS aus ES-Zellen fiir PCR-Analyse

Fiir die Gewinnung genomischer DNS aus ES-Zellen fiir PCR-Analysen wurden Zellen in

einem 1,5 ml Reaktionsgefdal pelletiert in 50 ul ddH,O aufgenommen, bei 95 °C aufge-
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brochen und mit Proteinase K (1 ul, 10 mg/ml) 90 min bei 55 °C inkubiert. AnschlieBend
wurde 10 min bei 95 °C hitzeinaktiviert und die DNS bei -20 °C gelagert.

4.1.5 Hochmolekulare genomische DNS aus ES-Zellen fiir die Southern-Analyse

Die Zellen wurden pelletiert, in 600 pl TENS/Proteinase K aufgenommen und iiber Nacht
verdaut. Dann wurde der Verdau einer Phenol/Chloroform-Extraktion unterworfen und mit
Isopropanol gefillt. Nach waschen in 70%igem Ethanol wurde die DNA in 500 ul TE geldst
und bei 4 °C gelagert.

4.1.6 Southern Blot-Analyse

Fiir eine Southern Blot-Analyse wurde genomische DNS in einem entsprechenden Volumen
mit EcoRV nach einem Standardprotokoll {iber Nacht inkubiert. Nach einem kompletten
Verdau wurde die DNS mit dem 2,5-fachen Volumen von 100%igem Ethanol und dem
0,1 fachen Volumens von 3M Na-Acetat-Losung prézipitiert und mit 70%igem Ethanol
gewaschen. Das DNS-Pellet wurde getrocknet und in 30 ul Wasser gelost. AnschlieBend
erfolgte eine RNase-Behandlung. Hierfiir wurde 1 U RNase zugegeben und 10 min bei RT
inkubiert. Nach Zugabe von Ficoll-Probenpuffer wurde die Losung fiir 10 min bei 55 °C
inkubiert und auf einem 1%igen Agarosegel bei 25V fiir 24 h aufgetrennt. Fiir eine
Gelbildaufnahme mit Malstabsanzeige wurde das Agarosegel in einem 0,01%igem
Ethidiumbromid-Bad fiir 10 min gefdrbt. AnschlieBend wurde das Gel zuerst fiir 30 min in
Denaturierungslosung (1,5 M NaCl; 0,5 N NaOH) und danach 30 min in Reneutralisierungs-
16sung (1,5 M NaCl; 1,5 M Trishydroxyaminomethan, pH 7,4) inkubiert. Eine Nylonembran
(Parablot, Macherey-Nagel) und Whatman-Papiere wurden in entsprechender Grof3e
zugeschnitten. Fiir den Aufbau der Blot-Apparatur wurde das Gel auf eine Whatman-Papier-
,Briicke®, getrankt in 20x SSC, luftblasenfrei platziert. Es folgt die Nylonmembran, getridnkt
in Wasser und 10x SSC, danach drei Lagen Whatmanpapier, getrdnkt in 10x SSC und
anschlieBend mehrere Lagen an trockenen Whatmanpapier, sowie einem 500g schweren
Gewicht. Die Whatmanpapierbriicke hatte stindigen Kontakt mit 20x SSC. Nach dem
Transfer tiber Nacht wurde die Nylonmembran in 5x SSC gewaschen, luftgetrocknet und zum

Quervernetzen der DNS zweimal mit UV-Licht behandelt.
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4.1.7 Radioaktive Markierung von Sonden und Hybridisierung

Die DNS-Sonde wurde entsprechend des Protokolls des ,,Random Primed DNA Labeling Kit*
(Roche Diagnostics) radioaktiv markiert und iiber ein Bio Spin 30 Sdulchen (Bio-Rad) dem
mitgelieferten Protokoll entsprechend aufgereinigt. Die geblottete und quervernetzte
Nylonmembran wurde kurz in ddH,O gewaschen und mit der radioaktiv markierten DNS-
Sonde in einer entsprechenden Menge von ,,Quickhyb Hybridisation Solution* (Stratagene)

hybridisiert. Alle weiteren Schritte wurden dem beiliegenden Protokoll entnommen.

4.1.8 Genotypisierung der mutanten Mauslinien mittels PCR

Mausschwanzbiopsien wurden mit Proteinase K (1 mg/ml) in TENS-Puffer (50 mM Tris-HCI
pH 8.0, 100 mM EDTA, 100 mM NaCl, 1 % SDS) bei 55 °C verdaut. Nach Prizipitation in
1 Volumen Isopropanol und Waschen in 70%igem Ethanol wurde die genomische DNA in
300 pl ddH,O durch Erhitzen auf 55 °C fiir 30 min geldst und fiir die Genotypisierung durch
PCR-Analyse eingesetzt. Ein 25 ul PCR-Ansatz enthielt PCR-Puffer (GibcoBRL), 2 mM
MgCl,, dNTP-Mix (0.2 mM bezogen auf jedes Nukleotid), spezifische Sinn und Gegensinn-
Oligonukleotide (jeweils 0.4 uM), 0.2-0.5 U Tag-Polymerase, ddH,O und 1 pl Matrizen-
DNA-Lo6sung (10-100 ng/pl). Einer initialen Denaturierung (3 min, 94 °C) folgten 20-35
Zyklen mit je 20s, 94 °C (Denaturierung), 30s, 55°C (Oligonukleotid-Anlagerung),
1 min/kbp, 72 °C (Extension). Nach dem letzten Zyklus wurde eine finale Extension (10 min
bei 72 °C) durchgefiihrt. Die erwarteten GroBen der PCR-Produkte wurden anschlieBend
durch Agarosegel-Elektrophorese tiberpriift.

Fir eine Genotypisierung der verschiedenen mutanten Mauslinien wurden folgende
Oligonukleotide benutzt:

Thy1-Clomeleon Méuse: 550 bp

Thy1F1 (S) TCTgAgTggCAAAggACCTTAgg
C24Trev (AS) gTCgTCCTTgAAgAAgATggTeC
ROSA26-floxSTOP-Clomeleon: wt 580 bp, KI 320 bp
ROSAFA (S) AAAgTCgCTCTgAgTTgTTAT
ROSARA (AS) ggAgCeggAgAAATggATATg
SpliAcB (AS) CATCAAggAAACCCTggACTACTg
Neomycin-Phosphotransferase: 620 bp

neo4 (S) ggCTATTCggCTATgACTgggC

neoS (AS) gggTAgCCAACgCTATgTCCTg
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Cre: 200 bp

Crel (S) ACCAggTTCgTTCACTCATgg

Cre2 (AS) AggCTAAgTgCCTTCTCTACAC
GnRH-iCre: 350 bp

GnRHS5I1 (S) gAAgTACTCAACCTACCAACggAAg
iCre32 (AS) CACAgACAggAgCATCTTCCAg

4.2 Protein Biochemie

4.2.1 Isolierung von Proteinen aus E. coli

Die cDNS des Proteins wurde in den bakteriellen Expressionsvektor pQE-30 (QIAgen)
kloniert. Dieser kodiert fiir einen C-terminalen His-tag (6x Histidin). Bakterien (XL10-Blue,
Stratagene), die den lac-Repressor exprimieren, wurden transformiert und in der log-Phase
wurden 200 ml Kultur (LB-Medium) mit 1 mM Isopropyl-B-thiogalactosid (IPTG) induziert.
Nach 3 h bei 37 °C wurden die Kulturen iiber Nacht bei Raumtemperatur geschiittelt, um die
Proteinfaltung zu begiinstigen. Die Zellen wurden pelletiert, in Lyse-Puffer aufgenommen
und mit Ultra-Schall aufgebrochen. Die Zelltriimmer wurden abzentrifugiert und der
Uberstand iiber eine Ni-NTA Siule (QIAgen) aufgereinigt. Das Eluat wurde gegen 200 mM
KC1/20 mM HEPES (pH 7,2) dialysiert. Aliquots wurden in fliissigem Stickstoff
schockgefroren und bei -70 °C gelagert.

4.2.2 Kinetische Messungen mit Hilfe des Stopped-Flow-Apparates

Um Geschwindigkeiten chemischer Reaktionen bestimmen zu konnen, muss die zeitliche
Anderung eines oder mehrerer Reaktionsteilnehmer gemessen werden. Entscheidend ist dabei,
die Ausgangsstoffe mdglichst schnell und homogen zu durchmischen, denn hierdurch werden
die Anfangsbedingungen der kinetischen Gleichung festgelegt, durch die die jeweilige
Reaktion beschrieben wird. Um Reaktionen mit Zeitkonstanten im Bereich von unter einer
Sekunde zu verfolgen, wurde der Stopped-Flow-Apparat entwickelt. Im Prinzip handelt es
sich um ein Fluoreszenzspektrometer mit eingebauter Mischkammer. Das eine Reaktanden-
gefal (B) eines SF61-DX Stopped-Flow-Apparates (Hi-Tech, GB) wurde mit einer Losung
von Protein in 200 mM Kalium-Gluconat, 20 mM HEPES (pH 7,1) gefiillt, das andere (B) mit
einer Losung 200 mM KCl, 20 mM HEPES (pH 7,1). Durch Druck auf die Kolben hin (A)
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gelangen die Losungen durch die Mischkammer (D) in die Messzelle (E, Quarz, 10 mm
Lichtweg) und verdringen den Kolben im Aufnahmegefdll (F). Die Dreiwegehihne (C)
erlauben das Befiillen, Leeren und Spiilen der Apparatur. Alle diese Bauteile werden durch
einen Wasserumlaufthermostaten auf konstanter Temperatur gehalten. Als Lichtquelle diente
dazu eine 75 W Xe/Hg-Lampe. Das emittierte Licht wurde durch einen Monochromator und
einen Quarz-Lichtleiter zur Beobachtungszelle geleitet. Hier wurde das Licht zur Anregung
einer spezifischen Fluoreszenz genutzt. Das von dem Fluorophor emittierte Licht wurde mit
Hilfe eines passenden Filters von der Anregungsstrahlung diskriminiert und iiber einen
Photomultiplier detektiert (G). Die Totzeit der Apparatur betrdgt 2 ms. Die Auswertung der
Messungen, d.h. die Anpassung von Exponentialfunktionen an den Signalverlauf und die
Ermittlung der Geschwindigkeitskonstanten und Amplituden wurde mit der Software von Hi-

Tech Scientific durchgefiihrt.
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Abb. 4.1: Schematische Darstellung eines Stopped-Flow-Apparates

4.2.3 Protein-Priparation aus Hirngewebe und Proteinkonzentrationsbestimmung

Alle Priparationsschritte wurden bei 4 °C in Anwesenheit von Proteinase-Inhibitoren
(Complete, EDTA-free, Roche Diagnostics) durchgefiihrt. Das Gehirn von Méusen wurde
durch dispergieren mit einem Ultra-Turrax T8 (Ika) in 25 mM HEPES (pH 7,4) homogenisiert
und fiir 10 min auf Eis inkubiert. Die Homogenate wurden durch Zentrifugation bei 900 g fiir
5 min (4 °C) von Zellkernen und groBen Zelltriimmern getrennt und bei —70 °C gelagert. Die
Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte durch die Bradford-Methode (Bio-Rad).
Hierfiir wurden die Proteinlosungen 1:10 in 25 mM HEPES (pH 7,4) mit Proteinase-
Inhibitoren verdiinnt und 10 pl davon mit 1 ml einer 1:5 verdiinnten Bradfordlésung in H,O

fir 20 min bei RT inkubiert und anschlieBend wurde bei 595 nm die OD bestimmt.
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4.2.4 Western Blot

Je nach Experiment wurden unterschiedliche Proteinmengen (bis zu 10 pg) aus Protein-
préparationen in 2x SDS-Ladepuffer fiir 5 min bei 95 °C denaturiert und durch 10%ige SDS-
Polyacrylamidgelelektrophorese aufgetrennt (Mini-Protean 3, Bio-Rad). Der NaB-Transfer der
Proteine auf eine Nitrocellulose-Membran erfolgte bei 30 V, 90 mA fiir 16 h (Protran BA 85,
Schleicher & Schuell; Mini Trans-Blot, Bio-Rad) in Transferpuffer (25 mM Tris; 192 mM
Glyzin; 20 % Methanol). Die Membranen wurden mit Block-Puffer (0.1 % Tween 20;
8 % Magermilchpulver in PBS pH 7,4) fiir 2-3 h bei RT geblockt. Die Inkubation mit den
spezifischen Primirantikérpern  (anti-GFP-Kaninchen Serum, Verdiinnung: 1/10000,
MoBiTec) erfolgte in PBS/0,1 % Tween 20 (PBS-T) fiir 2h bei Raumtemperatur. Nach
viermaligem Waschen fiir jeweils 10 min in PBS-T erfolgte die Detektion der Primir-
antikorper durch spezien-spezifische Meerrettich-Peroxidase gekoppelte anti-IgG Sekundér-
antikorper (anti-Kaninchen IgG; Dianova) fiir 45 min in PBS-T (Verdiinnung: 1:20000). Die
Detektion der Antigen-Antikorperreaktionen erfolgte durch ,,Verstirkte Chemilumineszenz®

(ECL+Plus, Amersham Pharmacia).

4.3 Immunhistochemie

4.3.1 Immunohistochemische Untersuchungen von Vibratom-Gewebeschnitten

Die Vibratom-Schnitte wurden zur Blockierung der endogenen Peroxidase-Aktivitdt in
2%ig H>0,/PBS fiir 15 min inkubiert. Nach 3-maligem Waschen in PBS fiir je 10 min wurden
die Schnitte fiir 1 h zur Reduktion unspezifischer Antikdrper-Reaktionen in Tagl-Puffer (1 %
Rinderserum-Albumin (BSA), 0,3 % Triton X-100 in PBS) mit 4 % Normalserum (NS)
blockiert. Das Normalserum entspricht der Spezies, in der der 2. Antikorper gewonnen wurde.
Die Inkubation mit Primdrantikorpern erfolgte in Tagl-Puffer/1 % NS {iber Nacht bei Raum-
temperatur. Nach dreimaligem Waschen in Tag2-Puffer (0,3 % BSA, 0,1 % Triton X-100 in
PBS) erfolgte die Inkubation mit Meerretichperoxidase-gekoppelte Anti IgG-
Sekundér-antikorper (1:600, Vektor) fiir 1 h bei Raumtemperatur. Nach zweimaligem
Waschen in Tag2-Puffer und zweimaligem Waschen in PBS wurden die Schnitte in 0,05 %
DAB (Diaminobenzidin-Hydrochlorid, Sigma) in 20 mM Tris-HCL (pH 7,6)/0,01 % H,O,
entwickelt. Nach zweimaligem Waschen in PBS und einmaliger kurzer Inkubation in 10 mM
Tris-HCI1 (pH 7,6) wurden die Schnitte auf Objekttrager liberfiihrt und bei Raumtemperatur
tiber Nacht luftgetrocknet. Anschlieend wurden die Schnitte nach kurzer Inkubation in Xylol
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mit Eukitt (Kindler) eingebettet. Eine Verstarkung des DAB-Signals kann durch Anwendung
von ABC (Vector) erreicht werden. Hierfiir wurden die Schnitte nach Inkubation des
Primérantikorpers und dreimaligem Waschen in Tag2-Puffer mit Biotin-gekoppelten
Sekundirantikorper (1:600, Vector) in Tag2-Puffer fiir 1 h bei Raumtemperatur behandelt.
Nach dreimaligem Waschen in Tag 2-Puffer wurden die Schnitte fiir 1 h in ABC-Ldsung
(1:400, Vektor) inkubiert. AnschlieBend wurden die Schnitte je zweimal in Tag2-Puffer und
in PBS gewaschen und in 0,05 % DAB in 20 mM Tris-HCI (pH 7,6)/0,01 % H,O, entwickelt.
Nach zweimaligem Waschen in PBS und einmaliger kurzer Inkubation in 10 mM Tris-HCl
(pH 7,6) wurden die Schnitte auf Objekttrager tiberfiihrt und bei Raumtemperatur iiber Nacht
luftgetrocknet. AnschlieBend wurden die Schnitte nach kurzer Behandlung mit Xylol in Eukitt
(Kindler) eingebettet.

4.4 \Virale Techniken

4.4.1 Herstellung rekombinanter Sindbis-Virenpartikel

Die cDNA von Clomeleon wurde in den pSinRep5-lacZ Vector (Invitrogen) kloniert. Die
rekombinanten Sindbis-Virenpartikel wurden von Tatjana Schweizer hergestellt Von den
Plasmiden pSinRep5-AlacZ-Clomeleon und DH26S wurde durch SP6 Polymerase in vitro
RNS produziert. Diese RNS wurde in BHK-21 Zellen elektroporiert und diese wurden 24—
48 h inkubiert. Nach dieser Zeit wurde der Uberstand abgenommen und iiber eine Amicon
Ultra Sdule (100 kDa Ausschluf3, Millipore) abzentrifugiert. Die so erhaltene Suspension
aufkonzentrierter Viruspartikel (etwa 100 pul) wurde im Methanol/Trockeneis-Bad schock-
gefroren und bei -70 °C aufbewahrt. Virustiter wurden durch Infektion kultivierter hippo-
kampaler Neurone bestimmt. Wenn 1 ul einer 1/10000 bzw. 1/1000 Verdiinnung zu den
500 ul Medium einer Kammer einer 24-Muldenplatte gegeben, 10 bzw. 100 fluoreszente

Zellen verursacht, entspricht dies einem Titer von 10® infektidsen Partikeln/ml.

4.4.2 Herstellung rekombinanter adenoassoziierter Viren

Die ¢cDNA von Clomeleon wurde in den pAM-Vektor kloniert. Fiir die Herstellung der
Viruspartikel wurden die Helfer-Plasmide DP1 und DP2 in &dquimolarem Verhiltnis
eingesetzt, sodass die entstandenen Viruspartikel Chimédre der Serotypenl und 2 waren. Fiir

die Kalzium-Phosphat-Transfektion wurde die HEK-Zelllinie AAV293 (Stratgene)
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verwendet. Drei Tag nach der Tranfektion wurden die Zellen geerntet, durch dreimaliges
Einfrieren-Auftauen aufgeschlossen und das Lysat wurde {iber eine Heparin-Agarose-Saule
(Sigma) aufgereinigt. Die im Lysat befindlichen Virus-Partikel binden bei niedriger
Salzkonzentration an das Sdulenmaterial und wurden bei hoher Salzkonzentration eluiert.
AnschlieBend erfolgte Dialyse gegen PBS-Puffer. Die Suspension wurde durch Zentrifugieren
in Amicon-Séulen (Millipore) konzentriert. Zur Bestimmung des Titers erfolgte Infektion von
HT1080-Zellen (Stratagene) in verschiedenen Verdiinnungen der Suspension. Fluoreszente
Zellen wurden ausgezihlt und der Titer berechnet. Typischerweise entspricht der Titer 107

infektioser Partikel/ml.

4.4.3 Stereotaktische Injektionen

Stereotaktische Injektionen in den Hippokampus und das Kleinhirn der Maus zur Infektion
dieser Hirnareale mit rekombinantem Virus wurden von Dr. Verena C. Wimmer und Dr.

Leena S. Knight durchgefiihrt (Wimmer et al., 2004).

4.5 Zellkultur und ES-Zellkultur

4.5.1 Primire hippokampale Zellkultur der Ratte

Primére hippokampale Neuronen wurden aus Embryonen (E18) von Sprague-Dawley Ratten
gewonnen (Banker and Cowan, 1977). Dazu wurde das schwangere Muttertier andsthesiert
und dekapitiert. Die Embryonen wurden isoliert und dekapitiert. Das Gehirn wurde
entnommen, von der Dura befreit und die Hippokampi wurden herauspripariert.
Anschliefend wurden die Hippocampi durch Trypsinieren und Trituieren vereinzelt und in
einer Dichte von 200000 Zellen/ml auf Poly-L-Lysin imprdgnierten Deckgldschen in 24-
Mulden-Platten (250 pl Plattiermedium entsprechen dabei 500 Neuronen/mm®) ausgesit.
Nach 5 Tagen in Kultur wurde Ara-C zugegeben, um das Gliawachstum zu unterdriicken.
Beim Ersetzen des Kulturmediums wurde darauf geachtet, immer nur die Halfte des

Volumens zu ersetzen, um Nahrfaktoren zu erhalten.
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4.5.2 Gene Targeting

Fiir ein effizientes Targeting des ROSA26-Lokus wurde eine Kassetten-Klonierungstrategie
gewdhlt (Srinivas et al., 2001). Die cDNA von Clomeleon wurde iiber Nkel und X#%ol in den
pBigT-Vektor kloniert. Die induzierbare Kassette wurde anschliefSend iiber Pacl und Ascl in
den pROSA28PA gesetzt (Dr. Verena C. Wimmer). Pluripotente embryonale RI-
Stammzellen (Nagy et al., 1993) der Maus wurden in ES-Zellmedium (Dulbecco’s Modified
Eagle Medium mit 4500 mg/l Glucose, 2 mM Glutamin, 0,1 mM nicht essentielle
Aminoséduren, | mM Natriumpyruvat, 0,1 mM B-Mercaptoethanol; 20 % fotales Kilberserum,
50 pg/ml Penicillin/Streptomycin, 1000 U/ml Leukdmie Inhibierungsfaktor) kultiviert. Die
Zellen wurden auf Mitomycin C behandelten Mausfibroblasten (,,Feeder*) kultiviert. Der
Targeting-Vektor wurde durch Kpnl Verdau linearisiert, ethanolisch gefillt und in 75 pl PBS
aufgenommen. Eine weitere Reinigung erfolgte iiber eine mit PBS umgepufferte
Gelfiltrationssdule (Chroma Spin TE-1000). Linearisierter, gereinigter Vektor (30 pg) wurde
unter Verwendung eines Elektoporators (BioRad) mit 500 uF und 240 V in R1-ES-Zellen
elektroporiert. Die transformierten Zellen wurden fiir 11 Tage mit G418 (Genticin,
250 pg/ml) auf Gelatine-Platten selektioniert. G418-resistente Klone wurden isoliert
expandiert. Ein Teil der Zellen wurde fiir die Isolierung genomischer DNS zur PCR-Analyse
verwendet, ein Teil wurde auf Feeder-Zellen weiter expandiert. Fiir die Analyse wurden je
sechs Einzelklone vereinigt und gemeinsam mittels genesteter PCR (GC-rich Kit, Roche
Diagnostics) auf Integration des Transgens untersucht. Im Falle eines positiven Resultates
wurden die sechs Einzelklone getrennt untersucht.

1. Primerpaar: 1,5 kbp

ROSA26-OUT CCCACCgCCCCACACTTATTg

SA-OUT gACCgCgAAgAgTTTgTCCTCAAC
2. Primerpaar: 1,5 kbp

ROSA28-IN CCTAAAgAAgAggCTgTgCTTTgg

SA-IN CATCAAggAAACCCTggACTACTg

Die PCR-positiven Klone wurden expandiert, tiefgefroren (5 * 10° Zellen/ml; 1 Stunde
bei -20 °C, dann 12 h bei -70 °C) und anschlieBend bis zur Injektion in C57Bl/6-Mausblasto-
zysten in fliissigem Stickstoff gelagert. Die positiven Klone wurden mittels Southern-Analyse
auf die korrekte Rekombination des Transgens in den ROSA26 Lokus sowie zufillige

Integration gepriift.
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4.5.3 Transfektion von pMC-Cre zur Cre-vermittelten Rekombination in vitro

Das Plasmid pMC-Cre (30 pg) wurde unter Verwendung eines Elektoporators (BioRad) mit
500 pF und 240 V in einen rekombinierten Klon R1-ES-Zellen (#1.9) transfiziert.

4.5.4 Blastozysteninjektion

Mausblastozysten-Injektionen und Embryo-Transfers wurden im Transgenlabor des ZMBH,
Heidelberg bzw. der Interfakultiren Biomedizinischen Forschungseinrichtung der Universitét
Heidelberg (IBF) von Frank Zimmermann und Sascha Dlugosz durchgefiihrt. Es wurden
hierbei je 15-20 ES-Zellen in Mausblastozysten des Inzuchtstammes C57Bl/6 injiziert.
Jeweils 8-10 Blastozysten wurden in scheinschwangere C57Bl/6-M4iuse transplantiert. Hoch-

chimére Tiere wurden in den C57Bl/6-Stamm zuriickgekreuzt.

4.6 Kalibrierung

4.6.1 Kalibrierung durch patch-clamp

Die Kalibrierung wurde an einem Nipkow-Scheiben Mikroskop vorgenommen. Primére
hippokampale Neurone wurden mit rekombinantem Sindbis-Virus, das Clomeleon exprimiert,
infiziert. Neurone wurden zwdlf Stunden nach der Infektion mehrmals mit PBS gewaschen
und in eine Aufnahmekammer transferiert. Dort wurden sie mit Ringerlosung (Biometra,
Gottingen) tiberspiilt (in mM): 125 NaCl, 25 NaHCO;, 2,5 KCl, 1,25 NaH,POy4, 25 Glucose,
1 MgCl,, 2 CaCl,, (pH 7.4 bei Begasung mit 95 % O,/5 % CO,, v/v). Pipetten mit 4-8 MQ
Widerstand wurden aus Borosilikatglas (@ innen 1 mm, @ aulen 2 mm) auf einem
Horizontal-Puller (P-97, Sutter Company, USA) gezogen. Neurone wurden im Infrarot DIC
Bild identifiziert und mit interner Pipettenldsung gegebener [Cl] gepatcht (4, 10, 25, 50,
125 mM) bzw. [F] (125 mM). Die jeweiligen CI-Losungen wurden durch geeignete
Verdiinnung einer 125 mM CI'-Lésung mit einer 125 mM Gluconat-Losung hergestellt. Die
Ausgangslosungen bestanden aus (in mM): 125 KCl bzw. 125 K-Gluconat bzw. 125 KF,
5 NMG-HEDTA, 20 HEPES (pH 7,25). Abgeleitet wurde mit einem EPC-7 Patch-Clamp-
Verstirker (List Medical Electronics, Darmstadt). Nach dem Entstehen des Giga-seals wurde
durch leichtes Saugen an der Pipette der Membranfleck zum Kollabieren gebracht und der
Zugang zur Zelle ermoglicht. Bilder wurden 60s bis 120s nach dem Einbrechen

aufgenommen, um eine vollstindige Aquilibrierung des pH-Wertes und der Chlorid-
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konzentration zu gewihrleisten. Fluoreszenzintensititen Fypp und Fcpp wurden aus ROIs um
das Soma bestimmt. Fiir jeden Kanal wurde ein Hintergrund Hyrp und Hcpp aus dem gleichen
Bild bestimmt. Daraus ergibt sich das Verhéltnis der Akzeptor- zu der Donorfluoreszenz:

_ Fyep = Hypp

F CFP — H CFP
Die Beziehung von [Cl'] und R wird durch folgende Beziehung beschrieben:
R .—R
[CI"]=K Dv.[—Rmimem j

Rimax und Ry,in sind die Verhiltnisse in 0 mM Chlorid bzw. in séttigender Chlorid-Lésung. Um
die Osmolaritit in Grenzen zu halten, wurde in praxi als sdttigende Losung eine 125 mM
Fluoridlosung genommen. Die effektive Dissoziationskonstante Kp’ konnte durch Fit
folgender Gleichung an die aus der Kalibrierungsmessung erhaltenen erhalten werden.

R — KD"Rmax + [CZ_] : Rmin
[CI ]+ K,

4.6.2 Kalibrierung iiber Ionophore

Die jeweiligen ClI'-Losungen (0 mM, 10 mM, 25 mM, 50 mM bzw. 143,6 mM) wurden durch
geeignete Verdiinnung einer 143,6 mM Cl'-Losung mit einer 143,6 mM Gluconat-Losung
hergestellt (Tab. 4.1). Fir die Ermittlung von Ry, wurde eine 120 mM Fluorid-Losung
genommen. Die Einstellung des intrazelluliren pH-Wertes und der Chlorid-Konzentration
erfolgte durch Aquilibrierung mit der Badldsung durch die Ionophore Tributylzinnchlorid (CI
JOH™ Antiporter) und Nigericin (H'/K" Antiporter). Die Fluoreszenzdaten wurden ausgewertet

wie unter “Kalibrierung durch patch-clamp* beschrieben.
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Konzentrationen in mM | Gluconat | Chlorid Fluorid
NaCl 20 20
KCl 120

KF 120
Na-Gluconat 20

K-Gluconat 120

MgCl, 0,6

CaCl, 1,2
Mg-Gluconat, 0,6

Ca-Gluconat, 1,2

HEPES (pH = 7,25) 25 25 25
D-(+)-Glucose 5 5 5
Tributylzinnchlorid/uM | 20 20 20
Nigericin/uM 20 20 20

4.7.1 Akute parasagittale Hirnschnitte

immer unter 1 pm gegeniiber Schnittebene.

4.7 Quantitatives Imaging an akuten Schnitten

Tab. 4.1: Zusammensetzung der zur Kalibrierung durch Ionophore verwendeten Lésungen.

Maiuse der Linien CLM1 bzw. CLMI11 wurden anisthesiert und dekapitiert. Das Gehirn
wurde schnell aus der Schidelkalotte entfernt und in fein zerstoBener gefrorener Ringer-
Losung folgender Zusammensetzung abgekiihlt und dissektiert (in mM): 240 Sucrose,
2,5 KCl, 28 NaHCOs, 1,25 NaH,PO4, 7 Glucose, 1 CaCl, and 7 MgCl,, 1 Ascorbinsdure,
3 Na-Pyruvat (pH 7,4 bei Begasung mit 95 % O,/5 % CO,, v/v). Mit einem HR2-Vibratom
(Sigmann Elektronik). wurden parasagittale Schnitte mit einer Dicke zwischen 250 um und
350 um angefertigt. Die Schnittparameter waren 42 Hz, 1 mm Amplitude, 0,8 mm/s Vorschub
bei einem Klingenfreiwinkel von 16°. Die vertikale Schwingung der jeweiligen Klinge wurde

vor jedem Experiment mithilfe einer Vibroprobe (Geiger et al., 2002) tiberpriift und lag
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Vor der Messung wurden die Schnitte in einer Begasungskammer 30 min bei 35 °C inkubiert
(in mM): 125 NaCl, 25 NaHCOs, 2,5 KCl, 1,25 NaH,PO4, 1 MgCl,, 25 Glucose and 2 CaCly,
3 myo-Inositol, 2 Na-Pyruvat, 0,4 Ascorbinsdure (pH 7,4 bei Begasung mit 95 % O,/5 %
CO,, v/v). Fiir die Messungen wurden die Schnitte bei Raumtemperatur mit folgender Losung
iiberspiilt (in mM): 125 NaCl, 25 NaHCOs, 2,5 KCl, 1,25 NaH,PO4, 25 Glucose, 1 MgCl,,
2 CaCl; (pH 7.4 bei Begasung mit 95 % O,/5 % COa, v/v).

4.7.2 Quantitatives Chloridimaging

Der gesamte Messtand war auf einem schwingungsgedampften Tisch (Newport) montiert. Ein
Nipkow-Scheiben Modul (QLC-100, Yokogawa) wurde auf ein aufrechtes Epifluoreszenz-
Mikroskop DM RXA2 (Leica Microsystems) aufgesetzt. Als Lichtquelle diente ein Innova
70C-Spectrum Argon/Krypton-lonen Laser (Coherent). Die 457,9 nm Laserlinie wurde iiber
einen akusto-optisch stimmbaren Filter (Visitech) selektiert und faseroptisch in das konfokale
Modul eingekoppelt. Als Objektiv wurde ein Leica HCX Apo L 63x/0,9 W U-V-I Tauch-
objektiv gewihlt. Nach dem Durchgang des Emissionslichts durch den Hauptstrahlteiler
(457/514, Reflektion 480/20 und 540/30) und das konfokale Modul werden die beiden
Detektionskanidle durch einen dichroischen Strahlteiler (Q505lp) getrennt. Nach Durchtritt
durch zwei Barrierefilter (485/30 bzw. 535/30) wurde das Fluoreszenzlicht durch zwei
gekiihlten (-11 °C) CCD-Kameras Sensicam QE (PCO) simultan aufgezeichnet. Die Kameras
wurden in der Regel im ,low-light* Modus mit 8x8 Binning betrieben. Eine dritte
Sensicam QE diente zur Aufnahme von Infrarot DIC (,,differential interference contrast®)
Bildern. Der Aufbau wurde iiber die ,,Z-stack* Erweiterung (v2.4b, Visitech) fiir Image-Pro
Plus (v4.5.1, Media Cybernetics) gesteuert. Die Intensitdt des Anregungslichtes wurde
zwischen konfokalem Modul und Objektiv mit einem Messgerit erfasst (Optical Powermeter
840, Newport), das nach jeder Aufnahme in den Strahlengang geschoben und beleuchtet
wurde. So konnte fiir beide Kanéle eine Eichkurve erstellt werden, die es erlaubte, fiir jede
Altersstufe von untersuchten Tieren eine Fluoreszenzintensitit/Pixel/(ms Belichtungs-
zeit)/(WW Beleuchtunsleistung) zu ermitteln. So konnten verschiedene Messungen mitein-

ander verglichen und Wildtyp Hintergriinde subtrahiert werden.
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Fiir den Dunkelstrom pro Super-Pixel (8x8-Binning) wurde nach linearer Regression folgende

Abhingigkeit von der Belichtungszeit x gefunden:

Dunkelstrom/Pixel = a-x+b

Kameral/Akzeptor

0,0002566

20,80

Kamera2/Donor

0,0003987

48,51

Fiir die Autofluoreszenz pro Super-Pixel (8x8-Binning) wurde nach linearer Regression

folgende Abhingigkeit von der Belichtungszeit x bei einer Beleuchtungsstirke von 50 pW

gefunden:
Autofluoreszenz/Pixel = a - x +
P5 P10 P15 P20
o B o B o} o
Kameral/Akzeptor | 0,008373 1,324 | 0,009551 1,700 | 0,01334 2,240 | 0,01334 2,240
Kamera2/Donor 0,004717 1,024 | 0,005270 1,022 | 0,006640 1,330 | 0,006640 1,330

&3




4. Material und Methoden

4.7.3 pH-Korrektur

Da die Fluoreszenz von Clomeleon nicht nur von der Chlorid-Konzentration abhédngig ist
sondern auch vom pH-Wert der Losung, muss flir die pH-Differenz zwischen der
Kalibrierung und der eigentlichen Messung korrigiert werden. Es wurde beobachtet, dass die
Dissoziationskonstante fiir Chlorid Kp nach folgender Beziehung vom pH-Wert abhingt
(Kuner and Augustine, 2000):

K. = 10%%PHon381
b=
Mit der so erhaltenen Dissoziationskonstante K" kann die pH-Wert korrigierte effektive

Dissoziationskonstante K;”"' berechnet werden:

Kg)rr':Kg)W (KD J

K D
R _—R
[Cl_ ]korr — Kggrr ' max Messung
RMessung - Rmin

Die Dissoziationskonstante Kp wurde aus Messungen an rekombinantem Clomeleon-Protein

in Kivette bestimmt.

4.7.4 Zwei-Photonen-gefiihrte Patch-Clamp-Ableitungen

Zur Sichtbarmachung der Clomeleon exprimierenden Neurone wurde die IR-Abtastungs-
Gradienten-Kontrast-Methode in Verbindung mit einem Zwei-Photonen Mikroskop
verwendet (Wimmer et al., 2004). Diese Methode erlaubt die simultane Darstellung der

Fluoreszenz und Morphologie bei minimaler Beleuchtung.
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5 Abkilirzungsverzeichnis

A entspricht 10"’ m = 0,1 nm
AAV adenoassoziierter Virus
AOI area of interest

bp Basenpaare

CaMKII Calzium/Calmodulin abhingige Proteinkinasell

FLIM fluorescence lifetime imaging microscopie
FRET fluorescence resonance energy transfer
GABA y-Aminobuttersiure

GFP green fluorescent protein

GnRH gonadotropin releasing hormone

GOI gene of interest

HEPES N-(2-Hydroxyethyl)piperazin-N’-ethansulfonsédure
ITR invertierte terminale Wiederholung

kbp Kilobasenpaare

LIF leukaemia inhibitory factor

PBS phosphate buffered saline

PCR polymerase chain reaction

RMP Ruhemembranpotenzial

ROI region of interest

SEM Standardfehler des Mittelwerts

SCN suprachiasmatischer Nukleus

SDS Natriumdodecylsulfat

SSC Natriumchlorid-Natriumcitrat-Losung
TENS Tris-EDTA-Natriumchlorid-SDS-Puffer
WT Wildtyp

ZNS Zentralnervensystem
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