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1 ZUSAMMENFASSUNG

TRPCS ist ein Protein der TRPC-Subfamilie und bildet nach heterologer
Uberexpression seiner cDNS in Zellkulturzellen einen Kationenkanal, der den Einstrom
von Kationen iiber die Zellmembran ins Zytosol vermittelt. Das TRPC5-Gen wird als
einziges aller TRP-Gene auf dem X-Chromosom codiert. Es erstreckt sich {iber
306,51 kb und umfasst 11 Exons, deren codierende Sequenz eine Gréfle von 4158 bp
aufweist. Das hieraus resultierende Protein setzt sich aus 973 Aminosiuren zusammen
und besitzt ein berechnetes Molekulargewicht von 111,5 kD. Aufgrund von
Hydropathieanalysen wird vermutet, dafl sich das TRPCS5-Protein aus sechs
Transmembrandomidnen und einer putativen Porenregion zwischen den
Transmembrandominen fiinf und sechs zusammensetzt.

Die hochste Expression von TRPCS konnte mittels Northern-Blot-Analyse im Gehirn
nachgewiesen werden (Philipp et al., 1998). Basierend auf RT-PCR-Analysen wird eine
Expression von TRPCS5 Transkripten auch in glatten Muskelzellen und Endothelzellen
des proximalen Teils der Pulmonalarterie (Ng and Gurney, 2001; McDaniel et al.,
2001), in Aorta, in priglomeruldren WiderstandsgefdaBen und Glomeruli der Niere
(Facemire et al., 2004) beschrieben. Es wird postuliert, daB TRPCS an der Regulation
der Neuritenldinge und am kegelférmigen Wachstum von Neuronen im Hippokampus
(Greka et al., 2003) sowie an der Blutdruckregulation beteiligt ist.

Da fiir TRPC5 Kanile wie auch fiir die meisten anderen TRP Kanile keine spezifischen
Agonisten bzw. Antagonisten existieren, ist die Generierung von TRPC5-defizienten
Maiusen von gro3er Bedeutung zur Klarung biologischer Funktionen von TRP-Proteinen
in vivo. Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein Targetingvektor zur Inaktivierung von
TRPCS in der Maus konstruiert. Dazu wurde eine Targetingstrategie gewdhlt, bei der es
durch Einsatz des Cre-loxP-System moglich ist, das Zielgen ubiquitir, zelltypspezifisch
sowie zeitlich zu inaktivieren. Um eine homologe Rekombination im chromosomalen
Zielbereich zu ermdglichen, wurden Genabschnitte im Bereich des Exons 4 gewdhlt, die
zur Zielsequenz homolog sind. Im Targetingvektor wurde das Exon 4, das fiir die
Transmembrandominen S1/S2 kodiert, mit loxP-Sequenzen flankiert, um diesen
Bereich mit Hilfe der Cre-Rekombinase deletieren zu konnen. Der zu deletierende

Bereich stellt eine essentielle Sequenz des TRPCS5-Gens dar. Durch Deletion des Exon 4



kommt es zu einem vorzeitigen Leserastersprung und einem Abbruch der Translation,
so daf3 kein funktionsfahiges Protein mehr gebildet werden kann.

Um nach Transfektion embryonaler Stammzellen Klone zu selektionieren, die den
Targetingvektor stabil integriert haben, wurde zwischen die homologen Arme eine
Neomycin-Resistenzkassette inklusive Promotor und Polyadenylierungssignal kloniert,
die diesen Klonen das Wachstum in Gegenwart des Aminoglykosid-Antibiotikums
G418 ermoglicht. Diese Kassette wurde mit frt-Sequenzen flankiert, die es ermoglichen,
mit Hilfe der Flp-Rekombinase das Gen fiir die Neomycin-Phosphotransferase selektiv
zu entfernen, um unerwiinschte Effekte der Neomycin-Resistenzkassette auf die
Expression benachbarte Gene zu verhindern. Zur Negativselektion wurde auf3erhalb der
homologen Arme vor den 5homologen Bereich eine Thymidinkinase-
Selektionskassette kloniert, die bei Integration des Targetingvektors mittels homologer
Rekombination nicht mit in den Zielbereich inseriert wird. Zur Identifizierung von
Zellen, die das TRPC5-Gen exprimieren, wurde zwischen die homologen Arme eine
Kassette inseriert, die neben der ,splice acceptor“-Sequenz (SA) eine ,internal
ribosomal entry site” (IRES) und die cDNA fiir das griin fluoreszierende Protein GFP
beinhaltet. In Zellen, die ein TRPCS5 Allel mit dieser SA-IRES-GFP-Kassette
aufweisen, sollte unter der Kontrolle des TRPC5-Promotors das GFP-Protein exprimiert
werden.

Zum Nachweis der korrekten Integration des Targetingkonstruktes in den TRPCS
genlokus durch homologe Rekombination, wurde eine Strategie zur Southern-Blot-
Analyse erarbeitet. Hierbei wurde eine Sonde kloniert, die 3* auB3erhalb des homologen
Bereichs der Sequenz des Targetingkonstruktes lokalisiert ist. Mit Hilfe dieser Sonde ist
es moglich, das Wildtypallel vom rekombinanten Allel zu unterscheiden und spéter
transfizierte ES-Zellen auf erfolgreiche homologe Rekombination zu durchsuchen. Da
aus dem 5° des Targetingvektors gelegenen Bereichs des TRPCS5 Genlokus keine
spezifischen DNS-Sonden identifiziert werden konnten, muss hier der Nachweis der
korrekten und singuldren Integration des Targetingvektors durch Amplifikation und
Sequenzierung genomischer DNS aus dem rekombinanten Allel mit Hilfe spezifischer

Oligodesoxynukleotide erfolgen.



1 SUMMARY

TRPCS is a protein of the TRPC subfamily of the TRP superfamily. Upon heterologous
over-expression of TRPC5 c¢cDNS in cell culture cells, it forms a cation channel in the
plasma membrane which provides cation influx into the cytosol. The TRPCS gene is the
only TRP gene localized on the X-chromosome. It covers 306510 base pairs consisting
of 11 exons. The cDNA of mouse TRPCS5 compromises 4158 base pairs, encoding a
973 amino acid protein with a calculated molecular weight of 111.5 kD. Hydropathy
analyses indicate, that the TRPCS protein consists of six putative transmembrane
domains. The fifth and sixth transmembrane domains are thought to built the pore
forming unit. Highest expression of TRPCS5 have been shown by Northern Blot analysis
in the brain (Philipp et al., 1998). Based on RT PCR experiments TRPCS transcripts are
also detected in smooth muscle cells and endothelial cells of the proximal part of the
pulmonal artery (McDaniel et al., 2000; NG LC et al., 2001), in aorta, in preglomerular
blood vessels and glomeruli of the kidney (Facemir et al., 2003). It is postulated, that
TRPCS is involved in the regulation of the neurite length and in the conical growth of
neurons in the hippocampus (Greka et al., 2003) as well as in regulation of the blood
pressure.

Generation of TRPCS5 deficient mice is essential to identify the biological functions of
TRP proteins in vivo, because specific inhibitors of TRPC5 channels as for most TRP
channels are not available. In this work the Cre loxP system was chosen in order to
inactivate the TRPCS5 gene ubiquitously as well as in a cell type and time dependent
manner. DNA sequences flanking exon 4 of the TRPCS5 gene were chosen to achieve
homologous recombination. Exon 4, which encodes transmembrane domains S1/S2,
was flanked by loxP-sequences to allow for Cre-recombinase-mediated deletion, which
results in a shift in the open reading frame and in a premature stop of translation.

A positive selection cassette containing promoter, neomycin-resistance gene and
polyadenylation signal was cloned between the homologous arms of the targeting vector
to allow selective growth of ES cell clones with stable integration of the targetingvector.
The positive selection cassette was flanked by frt recognition sequences, to allow
removal of these sequences from the recombinant allele using Flp recombinase.
Thereby potential alterations of the expression of adjacent genes by the selective

cassette can be excluded. Upstream of the 5° homology sequences of the targeting



vector a negative selection cassette containing the gene encoding a thymidine kinase
was cloned, which will not be integrated in the TRPC5 gene locus following
homologous recombination of the targeting vector.

Additionally, a splice acceptor sequence (SA) and an internal ribosomal entry site
(IRES) followed by the cDNA of the green fluorescence protein (GFP) was inserted
between the homologous arms of the targeting vector. In cells with a TRPCS allele
containing this SA-IRES-GFP cassette, the GFP Protein is supposed to be expressed
under the control of the TRPCS5 promotor.

The correct integration of the targeting construct by homologous recombination can be
proofed by Southern Blot analysis. Therefore, a DNA probe which is localized 3" to the
homologous sequences was created to distinguish between wildtype and homologous
recombinant allels. No appropriate DNA probes could be identified in the TRPCS5 gene,
which are localized 5° to the sequence of the targeting vector. The correct and singular
integration of the targeting vector needs to be checked by PCR amplification and

sequencing of genomic DNA of the recombinant allele with specific primers.



2 EINLEITUNG

2.1 TRP-Kaniile

Ionenkanéle aus der TRP Familie vermitteln den Einstrom von Kationen iiber die
Zellmembran ins Zytosol und sind dadurch am Anstieg der intrazelluliren Ca*"
Konzentration und an der Depolarisation der Zellmembran beteiligt. In den letzten
Jahren stellte sich heraus, dal Mutationen in TRP Genen bzw. Fehlfunktionen von
TRP-Kanilen Ursache zahlreicher menschlicher Erkrankungen sein konnen (Nilius et
al., 2005).

Die Identifizierung der ersten TRP-Kanile erfolgte durch die Entdeckung einer Mutante
in Drosophila melanogaster, deren Photorezeptoren nicht wie erwartet eine andauernde
Antwort auf einen langen Lichtreiz generierten, sondern mit einer transienten Antwort
reagierte. Das bei dieser Mutante nicht funktionsfdhige Protein stellt einen
kalziumpermeablen lonenkanal dar, der fiir die Phototransduktion bei Drosophila
melanogaster eine elementare Rolle spielt. Die im Elektroretinogramm (ERG)
nachgewiesenen transienten Rezeptorpotentiale am Facettenauge dieser Mutante waren
fiir die Namensgebung dieses neu identifizierten Ionenkanals verantwortlich, nach
denen diese Kandle TRP-Kanile, , Transient Receptor Potential“ genannt wurden
(Montell and Rubin, 1989).

Mittlerweile sind aufgrund dhnlicher Primérsequenz strukturell verwandte Gene dieses
TRP-Kanals in Sdugetieren, Intervertebraten und Hefen identifiziert worden. Das
gemeinsame Merkmal der TRP-Superfamilie besteht darin, dall die meisten Mitglieder
dieser Familie ein Membranprotein bilden, das aus sechs putativen
Transmembrandoménen besteht und eine putative Porenregion zwischen den
Transmembrandominen fiinf und sechs aufweist (Montell, 2005). Einige Hinweise
deuten darauf hin, dal TRP-Kanidle Homo- und/oder Hetero-Tetramere bilden konnen,
jedoch wurde die Tertidrstruktur eines TRP-Kanals durch Rontgenstrukturanalyse bis
heute nicht aufgeklért (Hoenderop et al., 2003;Amiri et al., 2003).

Abbildung 2.1 zeigt eine schematische Darstellung eines TRP-Kanals.
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Abbildung 2.1: Schematische Darstellung eines TRP-Kanals. Die schwarzen Zylinder

Stellen die Transmembrandoménen dar.

N: Aminoterminus, C: Carboxyterminus

Die meisten TRP-Kanile stellen Kationenkandle dar, wobei die Selektivitit und
Permeabilitidt flir mono- und divalente Kationen der einzelnen Kanidle sowie die
Expressionsmuster und Aktivierungsmechanismen zwischen den einzelnen Isoformen
variieren.

Allein fiir Sdugetiere sind bisher 28 Gene bekannt, die fiir TRP-Kanidle codieren
(Montell, 2005). Aufgrund der Homologie der Aminosiuresequenz unterteilt man die
TRP-Kanal-Superfamilie in sechs Unterfamilien (Ramsey et al., 2006). Die TRPC-
Unterfamilie (C fiir ,,classical” oder ,,canonical®) umfasst sieben Mitglieder, die der
TRPM-Unterfamilie (M fiir ,,Melastanin®) beinhaltet acht Mitglieder. Der erste
entdeckte Vertreter der TRPV-Proteine (V fiir ,,Vanilloid*), der als Vanilloid Rezeptor
1 beschrieben wurde, diente der Namensgebung dieser Gruppe, der sechs Mitglieder
angehoren. Weitere Unterfamilien sind die TRPP-Familie (P fiir ,,Polycystin), die drei
Mitglieder umfasst und die TRPML-Familie (ML fiir ,,Mukolipin‘), der ebenfalls drei
Mitglieder angehoren. Die Familie der TRPA-Proteine (A fiir ,,Ankyrin®) besitzt in
Séugern nur ein Mitglied, TRPAI.

2.2 Die TRPC-Unterfamilie

Die ersten identifizierten Mitglieder der TRP-Superfamilie wurden als ,,classical® oder
,canonical“ bezeichnet und gehoren der TRPC-Unterfamilie an. Die TRPC-Familie ist
die mit dem TRP-Genprodukt aus Drosophila melanogaster am engsten verwandte

Subfamilie. Die Homologie der Aminosduresequenz zwischen TRPC Proteinen aus



Sdugern und dem Drosophila TRP Protein betrdgt 30 — 40%. Die strukturellen
Gemeinsamkeiten dieser Familie bestehen aus der im proximalen C-Terminus
gelegenen TRP-Domine und den N-terminal gelegenen drei bis vier Ankyrin-Motiven.
TRPC-Proteine stellen Agonist-aktivierte, nichtselektive Kationenkanéle dar.

Die sieben Mitglieder der TRPC-Unterfamilie werden aufgrund ihrer
Sequenzhomologie und Funktionen wiederum in drei Untergruppen eingeteilt:
TRPC1/4/5, TRPC3/6/7 und TRPC2.

Die bisher erhaltenen Daten zur Funktion von TRPC-Proteinen stammen {iberwiegend,
wie bei den TRP Proteinen der anderen Unterfamilien auch, aus Experimenten, die aus
der heterologen Uberexpression von TRP-Kanilen in Zellkultur resultieren. Da keine
spezifischen Pharmaka gegen TRP-Kanile existieren, ist die Analyse von Méusen mit
gezielter Inaktivierung einzelner TRP Gene der derzeit aussagekréftigste Ansatz zur
Identifizierung biologischer Funktionen von TRP-Proteinen in vivo (Clapham, 2003).
Tabelle 2.1 gibt eine Ubersicht iiber die biologischen Funktionen einzelner TRPC-Gene,

die durch Analyse transgener Mausmodelle identifiziert wurden.

Tabelle 2.1.: Biologische Funktionen von TRPC-Genen

Gen Art der Mutation Phénotyp Referenz

TRPC1 Bisher ist keine TRPC1-defiziente

Mauslinie beschrieben

TRPC2 | Gentargeting (Exon 8-11) | gestorte Pheromondetektion, | (Stowers et
sexuelle  Diskrimination  und | al., 2002)

geschlechtsspezifisches  soziales
Verhalten, fehlende Agression
zwischen maénnlichen  Tieren;
TRPC2 defiziente médnnliche Tiere
zeigen Sexual- und Balzverhalten

gegeniiber beiden Geschlechtern

Gentargeting (Exon 6-11) | Pheromondetektion und durch | (Leypold et
Pheromone hervorgerufene | al., 2002)

Aggressionen zwischen
méinnlichen Tieren gestort,

abgemildertes aggressives




Verhalten von laktierenden

weiblichen Tieren

TRPC3 | Transgene Calcineurin abhingige | (Nakayama et
Uberexpression nach | Herzhypertrophie mit gesteigerter | al., 2006)
Pronukleusinjektion Aktivitit von NFAT (nuclear

factor of T-cells)

TRPC4 | Gentargeting (Exon 6) Verminderte Endothel-abhéingige | (Freichel et

Vasodilatation, al., 2001;
Endothelpermeabilitit sowie Tiruppathi et
5-HT-induzierte GABA- | al., 2002;

Freisetzung aus Interneuronen des | Munsch et al.,

Thalamus 2003)

TRPCS5 | Konstruktion des Targetingvektors in dieser Arbeit

TRPC6 | Gentargeting (Exon 7) Gesteigerte Agonist-induzierte | (Dietrich et
Kontraktilitdt der Trachea und von | al., 2003;
Blutgefdssen, erhohter Blutdruck Dietrich et al.,
2005)

TRPC7 Bisher ist keine TRPC7-defiziente

Mauslinie beschrieben

2.3 Das TRPCS Protein

Das TRPC5-Protein gehort zur TRPC-Subfamilie und ist als einziges TRP-Protein auf
dem X-Chromosom (Xq23) codiert. Das TRPC5-Gen der Maus erstreckt sich iiber
306,51 kb und umfasst 11 Exons (s. Abb. 2.2). Die TRPCS5 cDNS zeigt eine Grofle von
4158 bp. Das TRPCS Protein setzt sich aus 975 Aminosduren zusammen und besitzt ein
berechnetes Molekulargewicht von 111,5 kD. Zusitzliche funktionelle SpleiBvarianten
von TRPCS sind bislang nicht beschrieben. Wie fast alle TRP-Proteine enthélt TRPCS
sechs putative Transmembrandomédnen. Die Kanalpore wird zwischen den
Transmembrandominen fiinf und sechs vermutet (Philipp et al., 1998;0kada et al.,

1998).
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Abbildung 2.2: Schematische Darstellung der Exon-Intron-Strukrtur des TRPC5- Gens.
Dargestellt sind die Exons (1-11), der Translationsstart (ATG), die

Lokalisationen der fiir die 6 Transmembrandoménen(S1-S6) und die
putative Porenregion (P) kodierenden Sequenzen. (nach ENSEMBL
Gene Report for ENSMUSG00000041710)

In Northern Blot-Analysen konnten TRPCS-Transkripte im ZNS detektiert werden.
Mittels in situ Hybridisierung wurde die hochste Expressionsrate im Kleinhirn,
insbesondere dort in den lateralen Kleinhirnkernen, im Okzipitalpol und in geringerem
Mal in der Medulla oblongata und dem Frontallappen nachgewiesen. Ein weiterer
Lokalisationsort ist der entorhinale Kortex (Philipp et al., 1998). RT-PCR-Analysen
zeigen eine Expression von TRPCS Transkripten in glatten Muskelzellen und
Endothelzellen des proximalen Teils der Pulmonalarterie (Ng and Gurney, 2001;
McDaniel et al.,, 2001), in Aorta, in priaglomeruldren Widerstandsgefilen und
Glomeruli der Niere (Facemire et al., 2004). Es besteht eine Divergenz zwischen
Ergebnissen von verschiedenen Forschungsgruppen beziiglich der Expression von
TRPCS in glatter Muskulatur.

TRPCS weist eine enge Verwandtschaft zu TRPC4 als auch zu TRPC1 auf. Nach
Uberexpression der TRPCS ¢cDNS in Zellkulturzellen wird ein Einstrom von Kationen
in die Zelle induziert, der unter physiologischen Bedingungen zum Ca*" Einstrom nach
Aktivierung Gg-Protein gekoppelter Rezeptoren beitrdgt. Hinsichtlich der Permeabilitat
von TRPC5-Kanilen fiir monovalente Kationen im Vergleich zu divalenten Kationen
sowie hinsichtlich der intrazelluldren Signalwege, die letztlich zur Kanalaktivierung
fiihren, gibt es unterschiedliche Ergebnisse (Philipp et al., 1998; Okada et al., 1998;
Schaefer et al., 2000; Plant and Schaefer, 2003; Zeng et al., 2004). Fiir die Bedeutung
von TRPCS5 Proteinen in nativen Zellen sollten vergleichende Untersuchungen an

Wildtyp- bzw. TRPC5-defizienten Primérzellen wie z.B. an glatten Muskelzellen aus



Blutgefilen oder an isolierten Neuronen wichtige Erkenntnisse liefern.
Immunhistologische Farbungen sowie in situ Hybridisierungen (Freichel et al., 2005)
zeigen eine Uberlappende Expression von TRPC1 und TRPCS im Hippocampus.
AuBerdem gibt es Hinweise aus unabhéngigen Arbeitsgruppen, dal TRPCS Proteine mit
TRPC1 Proteinen sowie mit TRPC4 Proteinen interagieren. Demnach wird postuliert,
daf} diese Proteine Bestandteile eines heterooligomeren Kanalkomplexes sind (Strubing
et al., 2001;Hofmann et al., 2002;Goel et al., 2002;Strubing et al., 2003). Coexpression
von TRPC1 und TRPCS in Zellkultur zeigen einen nichtselektiven Kationenkanal, der
sich hinsichtlich der meisten elektrophysiologischen Charakteristika von dem durch
TRPC5-Monomere induzierten Strom unterscheidet (Strubing et al., 2001). Allerdings
weist der durch TRPCI/TRPC5 Heteromultimere induzierte Kationenstrom
Ahnlichkeiten mit einem durch metabotrope Glutamatrezeptoren sowie durch
muskarinerge ACh-Rezeptoren aktivierten Kationenstrom in CA1-Pyramidenzellen des
Hippocampus auf (Congar et al., 1997).

Die Bedeutung von TRPCS5 Proteinen fiir biologische Funktionen hippocampaler
Neurone wurde kiirzlich dadurch untersucht, daB diese Zellen mit einer negativ
dominanten Variante von TRPC5 transfiziert wurden, die einen Austausch von drei
Aminosduren zwischen der fiinften und sechsten Transmembrandoméne enthielt und zur
vollstindigen Unterdriickung des TRPC5-induzierten Kationenstroms fiihrte (Greka et
al., 2003). Dissozierte hippocampale Neurone, die mit dieser dominant-negativen
TRPCS Variante transfiziert wurden, zeigten eine deutliche Langenzunahme ihrer
Axone sowie deren Filopodien, d.h. der fingerformigen Ausstilpungen der
Zellmembran der Wachstumskegel dieser Axone.

Basierend auf diesen Arbeiten wird TRPC5 bzw. der durch TRPC5 vermittelte Ca>"
Einstrom als ein wichtiger Regulationsmechanismus fiir das Wachstum und die

Morphologie von Axonen angesehen.

2.4 Ziel der Arbeit

Ziel dieser Arbeit war die Erarbeitung einer Gentargetingstrategie zur konditionierten
Inaktivierung des TRPC5-Gens in der Maus mit Hilfe des Cre-loxP-Systems und die
Klonierung des dazugehdrigen Targetingvektors. Mit der gewihlten Strategie sollte es
moglich sein, einen essentiellen Abschnitt des TRPCS Gens mit loxP

Erkennungssequenzen zu flankieren, um nach Expression der Cre-Rekombinase das

10



TRPC5-Gen in der Maus ubiquitdr, zelltypspezifisch und zeitlich zu inaktivieren.
Zwischen die homologen Arme des Gentargetingvektors sollte ein Gen fiir die
Neomycin-Phosphotransferase inklusive Promotor und Polyadenylierungssignal kloniert
werden, um nach Transfektion embryonaler Stammzellen eine Positivselektion zu
ermoglichen. Zur Negativselektion sollte auflerhalb der homologen Arme eine
Thymidinkinase-Selektionskassette kloniert werden.

Um in Zellen der aus dem Gentargeting resultierenden transgenen Mduse diejenigen
Zellen identifizieren zu konnen, die TRPCS5 Proteine endogen exprimieren, sollte das
Reportergen GFP gekoppelt an eine ,,splice-acceptor-Sequenz™ (SA) und eine ,,internal
ribosomal entry site” (IRES) in den Gentargetingvektor integriert werden.

Zum Nachweis der homologen Rekombination sollte eine Southern-Strategie erarbeitet
werden. Hierzu sollten zwei genomische DNS-Fragmente, die auflerhalb des homologen
Bereichs, 3'und 5° der Sequenz des Targetingkonstruktes lokalisiert sind, amplifiziert,
kloniert und sequenziert werden. Mit Hilfe dieser Sonden sollte das Wildtypallel nach
erfolgreicher homologer Rekombination vom rekombinanten Allel unterschieden

werden.
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3. MATERIAL UND METHODEN

3.1 MATERIAL

3.1.1 Arbeitsmaterial und Gerite

Materialien:

96-Lochplatten mit Filtrationseinheit: Whatman Microplate Devices Unifilter
(Whatman)

Dialyseschlduche (Sigma)

H;OppLc: LiChrosolv ,,Wasser fiir die Chromatographie (Merck)
Hybridisierungsbeutel: MetzgereigroBhandel Strobel

Nick™ Columns (Amersham Pharmacia): Zur Aufreinigung von radioaktiv-
markierter DNS-Sonden von uneingebauten Nukleotiden per Gréenausschluss-
chromatographie

Nitrocellulose-Membran: Hybond (Amersham Pharmacia)
Phosphoimagerscreens: BAS-IP-MP 2040 (Fuji)

Rontgenfilme: Hyperfilm MP (Amersham Pharmacia)

Sepharose zum Befiillen der 96-Loch-Filterplatten: SephadexTM G-50
(Amersham Pharmacia)

Szintilationsréhrchen (Zinsser Analytic)

Sonstige Gebrauchsmaterialien:

Plasmid-Maxi-Kit (Qiagen)

Plasmid-Mini-Kit (Qiagen)

»Rediprime II DNS Labelling System* zur radioaktiven Markierung der DNS-
Sonden (Amersham Pharmacia)

Sequenzierungs-Kit: ,,ABI Prism Big Dye™ FS Terminator Cycle Sequencing
Ready Reaction Kit V1.1” (Applied Biosystems)
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Gerite:

Autoklav: Tuttnauer 3870 ELV

DNS Sequenzierungsgerit: Abi Prism 310 Genetic Analyzer (Applied

Biosystems)

Geldokumentationssystem: Herolab

Horizontal-Gelelektrophorese-Apparatur: Biorad Model 3000 Xi (Bio-Rad)

Pipetten: Pipetman (Gilson)

Pipettierhilfen: Pipetboy acu (Integra Bioscience)

Phosphoimager: Fujifilm BAS-2500 (Fuji)

Photometer: Gene quant II (Pharmacia Biotech)

Reinstwasseranlage: Reinstwassersystem Clear plus (SG-Wasseraufbereitung)

Riihrer: Heidolph MR3002

Schiittelinkubator: Scientific Series 25 Incubator Shaker (New Brunswick

Scientific)

Schiittelwasserbad (GFL)

Sterilbank: Kottermann 8511 (Kottermann)

Szintillationszéhler: Wallac 1410 Liquis Scintillation Counter

(Wallac Perkin Elmer)

Thermocycler: Gene Amp PCR System 9700 (PE Applied Biosystems)

UV-Crosslinker: UV-Stratalinker 1800 (Stratagene)

Vertikal-Gelelektrophorese-Apparatur

Zentrifugen: 96-Lochplatten-Zentrifuge 4°C — 15°C (Sigma)
Kiihlzentrifuge J2-HS centrifuge (Beckman)

Tischzentrifuge Heraeus pico

3.1.2 Nukleotide und Nukleinséiuren

In allen PCR-Reaktionen wurde ein ANTP-Mix der Firma Peqlab verwendet.

3.1.2.1 Radioaktiv markierte Nukleotide

Fiir die zur Southern-Blot-Analyse radioaktive Markierung der DNS-Sonden wurden

die radioaktiv markierten Nukleotide ,,Redivue [a-32P] dCTP* der Firma Amersham

Pharmacia eingesetzt.
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3.1.2.2 Oligodesoxynukleotide

In der folgenden Tabelle sind Oligodesoxynukleotide mit 5 Phosphatresten aufgefiihrt,
die zur Herstellung von Klonierungsvektoren bendtigt wurden. Diese wurden sowohl
von der Firma MWG als auch von der Firma Operon synthetisiert.

Vor Gebrauch wurden die Oligodesoxynukleotide auf 1 mM verdiinnt. Im folgenden
Schritt wurden jeweils 50 pl der zueinander komplementéren Oligodesoxynukleotide in
ein 1,5 ml ReaktionsgefdB3 iiberfiihrt. Dieser Ansatz wurde fiir 5 Minuten bei 75°C
denaturiert und im Anschluss in einem 50 ml Becherglas, gefiillt mit 75°C warmen
Wasser, auf Raumtemperatur abgekiihlt. In dieser Abkiihlungsphase lagern sich die
Oligodesoxynukleotide zusammen. Zur Generierung eines Hilfsvektors wurden diese
nun zusammengelagerten Oligodesoxynukleotide gerichtet in einen mit BssH II
verdauten pBlue SK (-) Vektor kloniert. Auf diese Weise konnten Klonierungsvektoren
mit den gewiinschten Restriktionsschnittstellen sowie weiteren bendtigten DNS-

Sequenzen, wie z.B. loxP- bzw. FRT-Sequenzen, generiert werden.

Tabelle 3.1: Liste der verwendeten Oligodesoxynukleotiden mit 5° Phosphatrest

Name |Sequenz Endonuklease- Lange
Erkennungssequenz
C5 17 |5-CGCGC GCGGCCGC GAATTC C BssH; Not, EcoRl, 79
- CTTAAG AGATCT GGTACC ATAACT Aflll, Bgl 11, Kpn |

TCG TAT A GCATACAT TAT ACG AAG

TTAT CCCGGG G-3' loxP, Xma |, BssH;

backbone pC5 03
C5 18 |5- CGCGC CCCGGG ATAACTTCGTATA revzu C5 17 79
- ATGTATGC TATACGAAGTTAT GGTACC -
AGATCT CTTAAG G GAATTC
GCGGCCGC G-3’

C5 19 |5- CGCGC GCGGCCGC TCCC CCCGGG | BssH: Not: Xmal, 68
~ | CTTAAG AGATCT TGATCA CCG Aflll: Bgl I Bel I: Xho
gTCGAG GGCCGGCC AGGCGCGCC G- | | o). asel BesH

backbone pC5 04
C5 20 |5- CGCGC GGCGCGCC T GGCCGGCC revzu C5 19 68
- CTCGAG CGG TGATCA AGATCT -
CTTAAG CCCGGG GGGA GCGGCCGC G
-3’
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C5_31 |5-CGCGC GGCCGGCC AGGCCT BssHII, Fsel, Stul, 50
- CAGCTG ATAAGAAT GCGGCCGC
GGCGCGCC G- PVUH’BI;IS?IEIII’IASCI’
backbone pC5 11a
C5 32 |5- CGCGC GGCGCGCC GCGGCCGC rev zu C5 31 50
- ATTCTTAT CAGCTG AGGCCT -
GGCCGGCC G-3
C5 33 |5-CGCGC CAGCTG ATAACT TCG TAT BssHII, Pvull, loxP, 80
- A GCATACAT TAT ACG AAG TTAT
TCTTACCCTGAG TCTAGA GC AGATCT 12 BaNS(?tT’ é( : Sal':i IBglll,
GCGGCCGC G- ’
backbone pC5 11b
C5 34 |5- CGCGC GCGGCCGC AGATCT GC rev zu C5 33 80
- TCTAGA CTCAGGGTAAGA -
ATAACTTCGTATA ATGTATGC
TATACGAAGTTAT CAGCTG G-3’

C5_111|5- CGCGC GGCGCGCC GCGGCCGC GC | backbone pC5_19 90
TCTAGA CTCAGGGTAAGA REVERS E_
ATAACTTCGTATA ATGTATGC
TATACGAAGTTAT AGGCCT GGCCGGCC
G-3

C5 112 |5- CGCGC GGCCGGCC AGGCCT ATAA BssHII, Fsel, Stul, 90

- CTT CGT ATA GCA TAC AT TAT ACG
AAG TTAT TCTTACCCTGAG TCTAGA GC loﬂ:;’ t|1 ZAESSGBHS, S)I(-Itl>|a|’
GCGGCCGC GGCGCGCC G -3 ’ ’
backbone pC5 19

3.1.2.3 Oligodesoxynukleotide zur Amplifikation von Plasmid DNS mittels PCR
oder zur Sequenzierung von Plasmid-DNS

Die in der Tabelle aufgefiihrten Oligodesoxynukleotide wurden von den Firmen MWG
bzw. Operon synthetisiert.
Tabelle 3.2: Liste der verwendeten Oligodesoxynukleotide

Ty = Schmelztemperatur

Name |Sequenz Bemerkung Basen |T

Oligodesoxynukleotide zur Klonierung einer Sonde zum
Durchsuchen einer genomischen Bibliothek

C5 01 [5-GTTGTATGT CTAGGC | forward; Intron 3-4 | 23 66°C
TAG AAT GG -3’

C5 02 [5-CACCCAGAAGCAACC | forward; Exon 4 20 64°C
TTG GG -3 S1/S2

C5 03 |5-CCCAAGGTT GCTTCT reverse; Exon 4 20 64°C
GGG TG -3 S1/S2

C5 04 |5-TCTTCT GAC TGT GGG | reverse; Intron 4-5| 20 62°C
ACC AG -3
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Oligodesoxynukleotide zur Klonierung der 5’ -Homologie

C5 05 [5-GCCAGAAGC TGG AAA | forward, Targeting | 20 62°C
GAA CC-3 5’ Homologie
C5 06 [5-GTATTT GCC AGG CAT Reverse, 21 64°C
TGG TCC-¥ Targeting 5
Homologie
C5 07 [5-GGGAAGCTCCTTTCC | forward, Targeting| 20 64°C
CTGTG-3 5’ Homologie
C5 08 |5-CTA GCC TAG ACA TAC Reverse, 22 64°C
AAC ACA G -3 Targeting 5’
Homologie
C5 09 [5-GACAGCTGAGCT CCC | forward, Targeting| 20 62°C
TATTG -3 5’ Homologie
C5_10 |5-CAAGGC CAT CAATTA Reverse, 21 62°C
CCAGAC-3 Targeting 5’
Homologie
C5_27 |5-TCCACTATGTTC ATA Ersatz fir C5_05 21 62°C
GCA GCC -3’ forward
C5_28 |5-CTCTGGCTC CTT CAT | Ersatz fir C5_06 20 64°C
TGG GG -3 Reverse
C5_29 |5-ACTACC AGC CCAGGG | Ersatz fir C5_07 19 62°C
ATG G -3 forward
C5_30 |5-AACTCTGCCTGT GGC | Ersatz fiir C5_08 20 62°C
TAT GG -3' reverse
C5_78 |5-AAC ATA CAT CAT GAC | forward, Targeting | 23 62°C
TAAGAAGC -3 5’ Homologie
C5 79 [5-GTGTCT CTAGTT GCA | forward, Targeting| 23 66°C
TAT GTA GC-3’ 5’ Homologie
C5 80 [5-CCAAAGTGT GGATTC | forward, Targeting| 23 66°C
TTC ATT CC-3’ 5’ Homologie
C5 82 [5-CGGAATTCGTGTCTC | siehe C5 79 plus 31 66°C
TAG TTG CAT ATG TAG C -3’ EcoRI
C5 83 [5-CGGAATTCC CAAAGT | siehe C5 80 plus 31 66°C
GTG GAT TCT TCATTC C -3’ EcoRI
C5 85 [5-CGGAATTCATGC CAG | forward, Targeting | 28 64°C
GAC CAG GAAGTG G-% 5’ Homologie
C5 86 [5-CTAGGTAACTGG GAT | forward, Targeting | 22 64°C

GTTTAGC -3

5" Homologie
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Oligodesoxynukleotide zur Klonierung der 3'-Homologie

C5_11 |5-CTC TCC AGT ACA forward, Targeting 3’ 22 64°C
TGC CATCTT C -3 Homologie

C5_12 |5- GAA CAT CAC CAC Reverse, Targeting 3’ | 21 64°C
AGA AGT CCC -3’ Homologie

C5_13 |5-GCCGAGGAGAGAG | forward, Targeting 3' 19 62°C
AGGTGAG -3 Homologie

C5_14 |5-CAG GGG GTGGGA | Reverse, Targeting 3’| 19 62°C
AAC TTC C-3 Homologie

Oligodesoxynukleotide zur Klonierung von 5° Sonden

C5 15 |5-GCAGAG G§3T GAA forward, Sonde 5’ 20 64°C
TAA GGG GC-3 Homologie

C5 16 |5-GAGGTATTGCTG reverse, Sonde 5’ 21 62°C
GATCTT CTG -3 Homologie

C5 23 |5-CTGTCG CCC TAG forward, Sonde 5’ 21 66°C
GGT TAT AGG -3 Homologie

C5 24 |5-CCAGACTGACTT reverse, Sonde 5’ 21 66°C
CCAGAG TGG -3’ Homologie

C5 50 |5-GGT AAG AGG GAG forward, Sonde 5’ 22 66°C
ACA ATAGAG C-3 Homologie

C5 51 |5- GGAATG AAG AAT reverse, Sonde 5’ 23 66°C
CCACACTTT GG -3 Homologie

C5 81 |5-AGCTGA GTAGTA reverse, Sonde 5’ 22 64°C
CTC CAT TGT G-3 Homologie

C5 87 |5-CAGACTGACTTC reverse, Sonde 5’ 20 62°C
CAG AGT GG -3’ Homologie

C5 98 |5-GGAATT CCC CAC forward, Sonde 5’ 23 66°C
AAC TAA TAT CC -3’ Homologie

C5 102 |5- GAC AGC AGATGT forward, Sonde 5’ 20 64°C
TGG CGA GG -3 Homologie

C5 103 |5-CTTCTTGAGTTT reverse, Sonde 5’ 24 66°C
CAT GAG TTT TGC -3’ Homologie

C5_104 |5- GAC CAG ATG GGT forward, Sonde 5’ 19 58°C
TTAGTG C -3 Homologie

C5_105 [5- GGG TCT TAATGT reverse, Sonde 5’ 20 58°C
GGT TTA GG -3’ Homologie

C5_106 |5- CCT TAG ATG CTG forward, Sonde 5’ 19 56°C
AGAAAG C -3 Homologie

C5_107 |5-TACCTT APA GAA reverse, Sonde 5’ 19 54°C
GCTTTGC-3 Homologie

C5_108 |5- CCC ATT CAT GAT forward, Sonde 5’ 23 64°C
AAA AGT CTT GG -3 Homologie

C5_109 |5- TCT CAC AGC ACA reverse, Sonde 5’ 21 64°C
AGC CAT TGC -3’ Homologie
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Oligodesoxynukleotide zur Klonierung einer 3° Sonde

C5 21 |5-CGT GTC CAT GCT forward, Sonde 3’ 21 64°C
ATC ATG GAG -3 Homologie

C5_22 |5- GAT GGT GAG GAC reverse, Sonde 3’ 20 64°C
TGG ACT CC -3 Homologie

C5_25 |5- GAT ATC ACT TCG forward, Sonde 3’ 21 64°C
GTC CAT CCC -3 Homologie

C5 26 [5-CTCTGTCTTCTG reverse, Sonde 3’ 22 66°C
GAATGT GAG G -3 Homologie

Oligodesoxynukleotide zur Sequenzierung des Vektors pC5_05

C5 04 [5-TCTTCT GAC TGT Sequenzprimer for, 20 62°C
GGG ACC AG -3 Fragment 3

C5_10 |5-CAAGGC CATCAA | Reverse, Targeting5 | 21 62°C
TTA CCA GAC-3’ Homologie

C5 30 [5-AACTCT GCCTGT Sequenzprimer for, 20 62°C
GGC TAT GG -3 Fragment 3

C5 43 |5-CCATAG CCACAG Sequenzprimer for, 20 62°C
GCA GAG TT -3 Fragment 3

(For zu C5 30)

C5_44 |5-CGGAAT GGACCT Sequenzprimer for, 19 62°C
GGT GAG C-3 Fragment 3

C5_45 |5-GCT CAC CAG GTC Rev zu C5_44 19 62°C
CATTCC G -3

C5 46 |5-GAAATGTGGTTC Sequenzprimer for, 21 60°C
CTT CTATCC -3 Fragment 3

C5_47 |5- GGATAG AAG GAA Rev zu C5_46 21 60°C
CCACATTTC-3

C5_48 |5-CTG GTC CCACAG Sequenzprimer for, 20 62°C
TCAGAAGA-3 Fragment 3

(For zu C5 04)
C5 49 [5-GTCTGGTAATIG Sequenzprimer for, 21 62°C

ATGGCCTTG-3

Fragment 3
(For zu C5 10)

Oligodesoxynukleotide zur Sequenzierung des Vektors pC5_06

C5 09 [5-GACAGCTGAGCT Sequenzprimer for, 20 62°C
C5_71 |5-GCT TCAATG GGA Sequenzprimer for, 19 60°C
GGAGAGG-3 Fragment 2
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C5 72 |5-CCTCTC CTC CCA revzu C5 71 19 60°C
TTGAAGC-3

C5_73 |5-CGT GTT ACA AAT Sequenzprimer for, 22 64°C
GGT TGT CAG C -3 Fragment 2

C5_74 |5-GCT GAC AAC CAT revzu C5_73 22 64°C
TTG TAACAC G -3’

C5_75 |5- GCTACT CCT GGA Sequenzprimer for, 20 62°C
ACT TCT GC -3 Fragment 2

C5_76 |5-GCAGAAGTT CCA revzu C5 75 20 62°C
GGA GTAGC -3’

C5_77 |5-CAATAG GGA GCT Sequenzprimer rev, 20 62°C
CAG CTG TC -3 Fragment 2

Rev zu C5 09

Oligodesoxynukleotide zur Sequenzierung des Vektors pC5_07

C5_88 |5- GCT AGA GAAAGT Sequenzprimer for, 20 60°C
ACC CAA GG -3 Fragment 1

C5 89 [5-CCTTGGGTACTT Sequenzprimer rev, 20 60°C

C5 90 [5-CGACTTTATCTG Sequenzprimer for, 23 66°C

C5 91 |5- CCT CAT CAT AGC Sequenzprimer rev, 23 66°C

C5 92 [5-GGATAGAAACTC Sequenzprimer for, 21 64°C
ACA CCA GGC -3 Fragment 1

C5 93 [5-GCCTGG TGT GAG Sequenzprimer rev, 21 64°C
TTT CTATCC -3’ Fragment 1

C5 94 |5-GAA GGG ACGATG Sequenzprimer for, 22 66°C

C5 95 |5-CCTCTGAAT TCA Sequenzprimer rev, 22 66°C
TCG TCC CTT C -3 Fragment 1

Oligodesoxynukleotide zur Sequenzierung des Vektors pC5_12

C5 52 [5-GCAATGTGATCC Sequenzprimer for, 21 64°C
CTG CAG TAC -3’ Fragment 4

C5_53 |5-GTACTG CAG GGA Revzu C5 52 21 64°C
TCA CAT TGC -3°

C5 54 |5-CTT ATC ACC ATC Sequenzprimer for, 22 66°C
AGG GGA ATG G -3’ Fragment 4

C5_55 |5-CCATTC CCCTGA Rev zu C5_54 22 66°C
TGG TGATAAG -3’

C5 56 |5-GGC TGA GTAATG Sequenzprimer for, 21 64°C
AAG ACA GGG -3’ Fragment 4

C5_57 |5-CCCTGT CTT CAT Rev zu C5_56 21 64°C

TAC TCA GCC -3’
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C5 58 |5-CTCACCTCTCTC Sequenzprimer for, 19 62°C
TCCTCGC 3 Fragment 4
Rev zu C5 13
C5 84 |5- GGAACATCG AAG Sequenzprimer for, 23 66°C
GCA AAT TAT GC -3’ Fragment 4

Oligodesoxynukleotide zur Sequenzierung des Vektors pC5_13a

C5 59 [5-GGATGT CTA CCA Sequenzprimer for, 22 64°C
TCTTTCTTC C-3 Fragment 5

C5_60 |5- GGAAGA AAG ATG Rev zu C5_59 22 64°C
GTAGACATC C -3

C5 61 [5-GCTCACTAAATG Sequenzprimer for, 22 66°C
CAC TAC CTC C -3’ Fragment 5

C5_62 |5- GGA GGT AGT GCA Rev zu C5_61 22 66°C
TTT AGT GAG C -3°

C5_63 |5-GGGTTCACC TAC Sequenzprimer for, 20 60°C
AAT TCA CC -3 Fragment 5

C5_64 |5-GGTGAATTGTAG Rev zu C5_63 20 60°C
GTG AAC CC -3’

C5 65 [5-GGAGTAAAGTTC Sequenzprimer for, 20 60°C
CAG GTA CC -3’ Fragment 5

C5 66 |5-GGTACC TGG AAC Rev zu C5_65 20 60°C
TTT ACT CC -3’

C5_67 |5-CCC AAGAGT ATG Sequenzprimer for, 21 62°C
CCT TAT ACG -3° Fragment 5

C5_68 |5- CGT ATAAGG CAT Rev zu C5_67 21 62°C
ACT CTT GGG -3’

C5 69 |5-CTACAGATGCTC Sequenzprimer for, 21 62°C
AAC ATC AGC -3’ Fragment 5

C5_70 |5-GCT GAT GTT GAG Rev zu C5_69 21 62°C
CAT CTG TAG -3°

C5 96 (5-GTGGTGATGTTC Sequenzprimer for, 21 64°C
AAC ACT GCC -3 Fragment 5

C5_113 |5- CTAAAC TTG GAG Sequenzprimer 22 62°C
TTACAGATG G -3 3’ Homologie Ende

Oligodesoxynukleotide zur Sequenzierung der
loxP_SA_IRES_GFP- FRT-NEO-FRT-Kassette

C5_114 |5- CCA CCATAT TGC Sequenzprimer 21 62°C

CGTCTTTTG -3 loxP_SA_IRES_GFP-
FRT-NEO for

C5-115 |5- CAAAAG ACG GCA Sequenzprimer REV 21 62°C
ATATGG TGG -3’ zuC5 114

C5_116 |5- CCT CAA GCG TAT Sequenzprimer 21 62°C
TCAACAAGG -3 loxP_SA_IRES_GFP-

FRT-NEO for

C5_117 |5- CCT TGT TGA ATA Sequenzprimer REV 21 62°C

CGC TTG AGG -3 2uC5 116
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C5_118 |5- CTGAAG TTC ATC Sequenzprimer 21 64°C
TGC ACC ACC -3 loxP_SA_IRES_GFP-
FRT-NEO for
C5_119 |5- GGT GGT GCA GAT Sequenzprimer REV 21 64°C
GAA CTT CAG -3 zuC5 118
C5 120 |5- GCC ACAACGTCT Sequenzprimer 21 62°C
ATATCATGG -3 loxP_SA_IRES_GFP-
FRT-NEO for
C5 121 |5- CCATGA TAT AGA Sequenzprimer REV 21 62°C
CGT TGT GGC -3 zu C5 120
C5 122 |5- GCC ATA CCA CAT Sequenzprimer 21 62°C
TTG TAG AGG -3 loxP_SA_IRES_GFP-
FRT-NEO for
C5_123 |5- CCT CTA CAA ATG Sequenzprimer REV 21 62°C
TGG TAT GGC -3’ zu C5 122
C5 124 |5- CCAAGG CAG TCT Sequenzprimer 20 64°C
GGAGCATG -3 loxP_SA IRES_GFP-
FRT-NEO for
C5_125 |5- CAT GCT CCA GAC Sequenzprimer REV 20 64°C
TGC CTT GG -3 zu C5 125
C5_126 |5- GCT CAGAGG CTG Sequenzprimer 19 64°C
GGAAGG G-¥ loxP_SA_IRES_GFP-
FRT-NEO for
C5 127 |5-CCCTTC CCAGCC Sequenzprimer REV 19 64°C
TCT GAGC -3 zu C5 126
C5_128 |5- GTC AAG ACC GAC Sequenzprimer 19 62°C
CTGTCCG-¥ loxP_SA_IRES_GFP-
FRT-NEO for
C5_129 [5- CGGACAGGT CGG | Sequenzprimer REV 19 62°C
TCTTGAC-3 zu C5 128
C5 130 |5- CTG GAC GAA GAG Sequenzprimer 20 64°C
CATCAG GG -3 loxP_SA_IRES_GFP-
FRT-NEO for
C5_131 |5-CCC TGATGC TCT Sequenzprimer REV 20 64°C
TCG TCC AG -3 zu C5 130
C5 132 |5-CGAGTT CTT CTG Sequenzprimer 20 62°C
AGG GGATC -3 loxP_SA IRES_GFP-
FRT-NEO for
C5 133 |5- GAT CCC CTC AGA Sequenzprimer REV 20 62°C
AGA ACT CG -3 zu C5 132
C5_134 |5- CCC ACT CAT GAT Sequenzprimer 22 62°C

CTATAGATCT-3

loxP_SA IRES GFP-
FRT-NEO for
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Oligodesoxynukleotide zur Sequenzierung der Thymidinkinase

TK_1 |5-GGG CAG CGG CCA Sequenzprimer for, 20 68°C
ATA GCA GC -3 TK
TK_ 2 |5-CGCAACTGCTGG Sequenzprimer for, 18 62°C
TGG CCC -3 TK
TK_3 |5-GCG GTACCT TAT Sequenzprimer for, 19 62°C
GGG CAGC -3 TK
TK 4 |5-CAACGG CGACCT Sequenzprimer for, 20 62°C
GTATAACG -3 TK
TK 5 |5-AGGGCT GGC ACT Sequenzprimer for, 18 60°C
CTGTCG -3 TK
TK 6 |5-TGG GAC CGAACC Sequenzprimer rev, 17 60°C
CCG CG -3 TK
TK_7 |5-AGC AAC TCG GGG Sequenzprimer rev, 17 60°C
GCC CG -3 TK
TK_8 |5-GCT GCC CAT AAG Sequenzprimer rev, 19 62°C
GTACCGC -3 TK
TK_ 9 |5-GGG CCA CCA GCA Sequenzprimer rev, 18 62°C
GTT GCG -3 TK
TK_10 |5-GCT GCT ATT GGC Sequenzprimer rev, 20 68°C
CGC TGC CC -3 TK
Oligodesoxynukleotide zur Sequenzierung der 5° Sonden
C5_97 |5-GAGACT CTC TAT Sequenzprimer for, 23 66°C
GGT TTA AGA GC -3 5 Sonde
C5 98 [5-GGAATT CCC CAC Sequenzprimer for, 23 66°C
AAC TAA TAT CC -3’ 5 Sonde
C5 99 (5-GGATATTAGTTG Sequenzprimer rev, 23 66°C
TGG GGA ATT CC-3 5 Sonde
C5_100 [5- GCT CTATTGTCT Sequenzprimer rev, 22 66°C
CCC TCTTAC C -3 5 Sonde
C5_101 |5- CTT AAA CCATAG Sequenzprimer rev 23 66°C
AGA GTC TCT GC -3 5 Sonde
Oligodesoxynukleotide zur Sequenzierung der 3° Sonden
C5_35 |5-CTCCTC CCACCT | Sequenzprimer for, 3° | 18 60°C
GTG AGG -3 Sonde
C5_36 |5-CCT CAC AGG TGG Rev zu C5_35 18 60°C
GAG GAG -3’
C5_37 |5-CTG GTC TAT GAA Sequenzprimer for, 22 62°C
CCAAATTTG G -3 3" Sonde
C5_38 |5-CCAAATTTGGTT Rev zu C5_37 22 62°C

CAT AGACCAG-3
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C5 39 [5-CCACTT GCT CAC Sequenzprimer for, 20 62°C
TGT GAT GC -3 3* Sonde

C5_40 |5-GCATCACAGTGA Rev zu C5_39 20 62°C
GCA AGT GG -3

C5_41 |5-CCT TGG GAA GGT Sequenzprimer for, 22 64°C
TAATGATCAG-3 3" Sonde

C5_42 |5-CTGATC ATT AAC Rev zu C5_41 22 64°C
CTT CCC AAG G -3

3.1.3 Verwendete Plasmidvektoren

Plasmide sind bakterielle, zirkuldre, doppelstringige, selbstreplizierende DNS-
Molekiile, die extrachromosomal vererbt werden. Sie bestehen aus einem
Replikationsstart ~ (origin of replication, ori), einem Selektionsgen (meist ein
Antibiotikumresistenzgen) und einer Klonierungsstelle (multiple cloning site, MCS),
die fir multiple Erkennungssequenzen von Restriktionsendonukleasen codiert. Diese
ermdglicht es, fremde DNS ins Plasmid einzuschleusen. Einige Plasmide besitzen

weitere Gene, die bestimmte Selektionen ermdglichen (z.B. lacZ).

pBluescript SK (-)

Der pBluescript SK (-) ist ein Plasmid mit einer Lédnge von 2961 bp und wurde von der
Firma Stratagene bezogen. Er besitzt ein Ampicillinresistenzgen und das N-terminale o-
Fragment des B-Galaktosidasegens (lacZ), dal3 alleine jedoch keine B-Galaktosidase-
Aktivitdt besitzt. In Wirtszellen, die den C-termialen Teil dieses B-Galaktosidase-Gens
enthalten, konnen sich diese beiden inaktiven Proteinfragmente zusammenlagern und
ein aktives Enzym bilden, das das farblose Substrat X-gal nach Enzyminduktion mit
IPTG in einen blauen Farbstoff spalten kann.

In pBluescript liegt, wie in vielen anderen Klonierungsvektoren, eine multiple
Klonierungssequenz (MCS) innerhalb der kodierenden Sequenz fiir das a-Fragment.
Dadurch wird nach Insertion eines DNS-Fragments in die MCS des Vektors das lacZ-
Gen inaktiviert, da kein korrektes a-Peptid mehr gebildet wird. Nach Inkubation mit X-
Gal und IPTG bleiben rekombinante Klone weill, wohingegen sich Klone ohne
Insertion blau férben. pBluescript SK (-) wurde in dieser Arbeit zur Klonierung des

Targetingvektors verwendet.
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pUC 18

pUC 18 ist ein Plamid mit einer Lange von 2686 bp und wurde von der Firma
Stratagene bezogen. Auch pUC 18 enthilt ein Ampicillinresistenzgen sowie das lacZ-
Gen. pUC 18 wurde zur Herstellung einer Sonde fiir das Durchsuchen einer BAC-Klon-
Bank verwendet und diente als Testplasmid zur Bestimmung der

Transformationskompetenz kompetenter Zellen.

pBTK 1
Dieser Vektor wurde von Prof. Dr. Mortensen, Havard Medical School, Boston, USA
zur Verfligung gestellt.

pmCaTL_65A
Dieser Vektor wurde von Frau Jenny Olausson, Institut fiir Pharmakologie und

Toxikologie, Universitdt des Saarlandes zur Verfligung gestellt.

BAC-Plasmid

Das BAC-Plasmid 29P23 aus einer genomischen Datenbank des Mausstammes 129 SvJ
wurde mit Hilfe einer TRPCS5-spezifischen Sonde durch das Roswell Park Cancer
Institute, Buffalo, NY, USA identifiziert. pPBAC 29P23 wurde als Matrize zur
Amplifizierung von DNS-Fragmentn aus dem TRPC5 Genlokus verwendet.

3.1.4 Restriktionsendonukleasen
In der folgenden Tabelle sind die wichtigsten in dieser Arbeit verwendeten
Restriktionsendonukleasen aufgefiihrt. Sie wurden von der Firma New England Biolabs

als auch von der Firma Invitrogen bezogen.

Tabelle 3.3: Liste der verwendeten Restriktionsendonukleasen

Restriktionsenzym | 5°-3'Erkennungssequenz | Wirtsorganismus

Asc 1 GGCGCGCC Arthrobacter

Afl 11 CTTAAG Anabaena flos-aquae

Bgl 11 AGATCT Bacillus globigii

BssH 11 GCGCGC Bacillus stearothemophilus H13
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EcoR 1 GAATTC Escherichia coli RY 13
Fsel GGCCGGCC Frankia species Eul 1b
Kpn I GGTACC Klebsiella pneumoniae OKS8
Not I GCGGCCGC Nocardia otitidis-caviarum
Sal I GTCGAC Streptomyces albus G

Stu I AGGCCT Streptomyces tubercidicus
Xba I TCTAGA Xanthomonas badrii

Xho I CTCGAG Xanthomonas holcicola
Xma I CCCGGG Xanthomonas malvacearum

3.1.5 Modifizierende Enzyme

Im Rahmen dieser Arbeit wurden weitere Enzyme verwendet, die zur Modifikation und

Klonierung der DNS dienten.

Tabelle 3.4: Liste der verwendeten modifizierenden Enzyme

Enzym Verwendungszweck Herkunft

Taq-Polymerase Amplifizierung von DNS- | Thermus aquaticus
Fragmenten mittels PCR

Pfu-Polymerase Amplifizierung von DNS- | Pyrococcus furiosus
Fragmenten mittels PCR

T4-DNS-Polymerase Auffiillen von 5 und 3 | Escherichia coli
Uberhiingen

T4-DNS-Ligase Ligation von DNS-Fragmenten | Bacteriophage T4

T4-DNS- 5" Phosphorylierung von DNS- | Bacteriophage T4

Polynukleotidkinase Fragmenten

Alkalische Phosphatase 5"-Dephosphorylierung ~ von | Kdlberdarm
Vektor-DNS

Ribonuklease A (RNase A) | Abbau von RNA Escherichia coli

Lysozym Abbau von Proteinen Hiihnereiweif3
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3.1.6 Puffer und Losungen

Zur Herstellung der Puffer und Losungen wurde deionisiertes Wasser aus der

Reinstwasseranlage ,,Reinstwassersystem Clear plus® verwendet.

0,5 M EDTA (11), pH 8,0

Menge/ Volumen Substanz Endkonzentration
186,1 g Na,-EDTA 0,5M
ad 1000 ml HoOgterit

Dampfsterilisation bei 121°C und 1 bar fiir 20 Minuten

1M Tris-HCL pH7,5(1 1)
Menge/ Volumen Substanz Endkonzentration
121 g Tris (Base) IM
800 ml HOsteril
ad 1000 ml HoOgsterit

Dampfsterilisation bei 121°C und 1 bar fiir 20 Minuten

Lysozymlosung (1 ml)
Menge/ Volumen Substanz Endkonzentration
10 mg Lysozym 10 mg/ml
ad 1ml HoOgsterit

SMNaCl(11))
Menge/ Volumen Substanz Endkonzentration
2922 ¢ NaCl 5M
ad 1000 ml HoOgteril

Dampfsterilisation bei 121°C und 1 bar fiir 20 Minuten
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STET-Puffer (11)

Menge/ Volumen Substanz Endkonzentration
80 g Saccharose 8%
50 ml Triton X-100 5%
25 ml 2 M Tris-HCl, pH 8 50 mM
100 ml 0,5M EDTA 50 mM
ad 1000 ml HOgterit
RNase Wasser (100 ml)
Menge/ Volumen Substanz Endkonzentration
99,2 ml RNaseA [10 mg/ml] 10 mg/ml
500 ul 2 M Tris HCL, pH 7,5 10 mM
300 wl 5 M NacCl 15 mM
100 ml
Aliquotieren a 1 ml, Lagerung bei -20°C
10 x DNS-Gelladepuffer (50 ml)
Menge/ Volumen Substanz Endkonzentration
20g Harnstoff 40% (w/v) 40 % (W/v)
20g Glycerin 99% (w/v) 40 % (w/v)
5ml 0,5 M EDTA, pH 8,0 50 mM
500 pl 1 M Tris-HCI, pH 7,0 10 mM
1 Spatelspitze Bromphenolblau
1 Spatelspitze Xylencyanol FF
ad 50 ml HOgteril

Durch den DNS-Gelladepuffer wird die Dichte der Probe erhoht und das Auftragen der

Probe erleichtert. Die Farbstoffe Bromphenolblau und Xylencyanol wandern in einer

definierten Geschwindigkeit zur Anode und dienen so als Indikator.
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10 x TBE-Puffer, pH 8,0 (11)

Menge/ Volumen Substanz Endkonzentration
108 g Tris HCI1 0,89 M
55¢g Borsédure 0,89 M
40 ml 0,5 M EDTA, pH 8,0 0,02 M
ad 1000 ml HoOgteril
1 x TE-Puffer (50 ml)
Menge/ Volumen Substanz Endkonzentration
500 pl 1 M Tris HCI, pH 8,0 10 mM
100 pl 0,5 M EDTA, pH 8,0 1 mM
ad 50 ml H2Osteril
10 x PCR-Reaktionspuffer (100 ml)
Menge/ Volumen Substanz Endkonzentration
121 ¢ Tris HCI 100 mM
0,305 ¢ MgCL*6H,0 15 mM
3,728 g KCl 500 mM
ad 100 ml HOgteril

Lysis-Puffer zur Isolierung genomischer DNS aus ES-Zellen (50 ml)

Menge/ Volumen Substanz Endkonzentration
5 ml 1 M Tris HCI, pH 8,5 100 mM

500 pl 0,5M EDTA 5mM

2 ml 5 M NacCl 200 mM

500 pl 20 % SDS 0,2 %

ad 50 ml H2Osteril

Kurz vor Gebrauch Zugabe von 500 pl Proteinase K (Konzentration: 10mg/ml;

Endkonzentration: 100 pg/ml)
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0,25 M HCI (1 1)

Menge/ Volumen Substanz Endkonzentration
20,76 ml HCI (37%) 0,25 M
ad 1000 ml HOsteril
0,5 M NaOH/1,5M NaCl (1)
Menge/ Volumen Substanz Endkonzentration
20,05 g NaOH 0,5M
87,66 g NaCl 1,5M
ad 1000 ml HOgteril
Dampfsterilisation bei 121°C und 1 bar fiir 20 Minuten
0,5M Tris/ 3M NaCl (11)
Menge/ Volumen Substanz Endkonzentration
60,57 g Tris HC1 0,5M
17532 ¢ NaCl 3iM
ad 1000 ml HOsteril
Dampfsterilisation bei 121°C und 1 bar fiir 20 Minuten
1 M Na,HPO4 (1)
Menge/ Volumen Substanz Endkonzentration
178,0 g Na,HPO4*2 H,0 1M
ad 1000 ml HoOsterit
Dampfsterilisation bei 121°C und 1 bar fiir 20 Minuten
1 M NaH,PO,(11)
Menge/ Volumen Substanz Endkonzentration
156,0 g NaH,PO4*2 H,0 1M
ad 1000 ml HoOsterit

Dampfsterilisation bei 121°C und 1 bar fiir 20 Minuten
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20 % SDS (11)

Menge/ Volumen Substanz Endkonzentration
200 g Sodiumdilaurylsulfat (SDS) | 20 %
ad 1000 ml HOsteril
Dampfsterilisation bei 121°C und 1 bar fiir 20 Minuten
20 x SSC, pH 7,0
Menge/ Volumen Substanz Endkonzentration
88,23 g Natrium-Citrat 300 mM
17532 ¢ NaCl 3iM
ad 1000 ml HOgteril

Dampfsterilisation bei 121°C und 1 bar fiir 20 Minuten

Church-Puffer zur Prihybridisierung und Hybridisierung (1 1)

Menge/ Volumen Substanz Endkonzentration
387 ml 1 M Na,HPO4
113 ml 1 M NaH,PO4
350 ml 20 % SDS-Losung 7%
110 ml 10 % BSA-Losung 1 %
2 ml 0,5M EDTA I mM
10 ml Lachssperma-DNS 0,1 mg/ml
(vor Zugabe bei 95°C
denat.)
ad 1000 ml HoOgterit

3.1.7 Bakterienstimme

Zur Vermehrung der flir das Targetingkonstrukt relevanten DNS-Bereiche wurde der

Bakterienstamm Escherichia coli XL-1 Blue verwendet. Er besitzt folgenden Genotyp:

Stamm

E. coli

Genotyp
recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44
relAl lac [F proAB" lac/"ZAM15Tn10 (Tet")]
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Zur Vermehrung des Targetingvektors pC5 16 wurden zusdtzlich folgende

Bakterienstimme verwendet:

Stamm Genotyp

DH5a Zellen F ®80lacZAM15 A(lacZY A-argF) U169
recAl endAl hsdR17(r, my') phoA supE44 \-
thi-1 gyrA96 relAl

Epicurian Coli XL-10 Gold Zellen | Tet'A(mcrA)183A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173
endA1l supE44 thi-1 recAl gyrA96 relAl lac
Hte [F" proAB lac/9ZAMI15 Tnl0 (Tet) Amy
Cam']?

Epicurian Coli SURE Zellen eld  (McrA)  A(mcrCB-hsdSMR-mrr)171
endA1 supE44 thi-1 gyrA96 relAl lac recB rec)
sbcC umuC::Tn5 (Kan") uvrC [F’ proAB
lac/fZA(M15 Tnl10 (Tet")]

3.1.8 Nahrmedien

Die meisten Bakterien lassen sich in Fliissigmedien heranziichten, die die fiir die
Bakterien notwendigen Néhrstoffe in entsprechender Konzentration enthalten. Sie
ermdglichen das Wachstum und die Teilung der Bakterien.

Bei dem fiir diese Arbeit verwendeten Medium handelt es sich um ein komplexes
Medium namens Luria-Bertani (LB). Es enthidlt Trypton, welches im wesentlichen
Aminosduren und Peptide liefert, Hefeextrakte, welche als Stickstoff- und
Zuckerlieferanten dienen und organische und anorganische Nahrstoffe bereitstellen,
sowie NaCl.

Durch Zugabe von Agar kann aus diesem Fliissigmedium ein Festmedium hergestellt

werden, welches zur Vereinzelung von Bakterienkolonien dient.
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3.2 METHODEN

3.2.1 Herstellung transformationskompetenter Zellen

Die Aufnahme von geldsten DNS-Molekiilen durch Bakterienzellen bezeichnet man als
Transformation. Zur Herstellung transformationskompetenter Bakterienzellen werden
haufig chemische Verfahren wie die Calciumchlorid-Methode oder die TSS-Methode
angewendet.

Zur Herstellung transformationskompetenter Bakterienzellen mit der TSS-Methode
wurden 5 ml LB-Medium mit einer Kolonie E.coli XL-1 Blue, die durch
Vereinzelungsausstrich auf einer Agarplatte erhalten wurde, angeimpft und bei
150 — 200 rpm und 37°C iber Nacht inkubiert. Am folgenden Tag wurden 100 ml
LB-Medium mit 1 ml dieser Ubernachtkultur angeimpft und bis zum Erreichen einer
ODs7s von 0,35 — 0,4 in einem Schiittelinkubator bei 37°C geschiittelt. AnschlieSend
wurde die Bakteriensuspension mittels Zentrifugation bei 4°C von 10 min bei 1000x g
(Beckman, Rotor JA 10, 3000 rpm) pelletiert und in 15 ml 1 x TSS-Puffer, 4°C
resuspendiert. Im folgenden Schritt wurden die Zellen a 300 pl in eiskalte 1,5 ml
ReaktionsgefiBe aliquotiert, durch UbergieBen mit fliissigem Stickstoff schockgefroren
und bei -80°C gelagert.

TSS-Puffer 10% (w/v) PEG 3.350
5% (v/v) DMSO
50 mM MgCl, ad 50 ml LB-Medium (steril)

Um die Transformations-Kompetenz der Zellen zu testen, wurde ein Aliquot der
gewonnenen kompetenten Zellen mit 5 ng Plasmid-DNS (pBR322 oder pUCI18)
transformiert (siche 3.2.2). Von diesem Ansatz wurden je zwei Verdiinnungen von 1:10,
1:100 und 1:1000 auf LB-Amp-Platten (Ampicillin-End-Konzentration von 50 pg/ml)
ausgestrichen und bei 37°C iiber Nacht inkubiert. Am nichsten Tag erfolgte die
Auswertung durch Auszdhlung der gewachsenen Kolonien. Hiermit konnte die

Transformationskompetenz mit folgender Formel berechnet werden:
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Transformanden/ng DNS=n *F * Vg/V, * 1/M

n = Anzahl der Kolonien

F = Verdiinnungsfaktor

V= Gesamtvolumen des Transformationsansatzes
Vi = ausplattiertes Volumen

M = Menge an eingesetztem Plasmid [pg]

Bei diesen mittels chemischer Vorbehandlung hergestellten kompetenten Zellen wird

eine Kompetenz von ca. 10° - 10" Kolonien/pg Test-DNS erreicht.

3.2.2 Transformation

Die Transformation dient der Aufnahme von in vitro rekombinierter DNS durch
Bakterien. Das in dieser Arbeit angewendete Verfahren beruht auf einer Methode von
Cohen et al. (1972). Der hierbei verwendete Hitzeschock bewirkt das Erweitern der
Poren in der Membran, so dal} der Durchtritt der DNS in die Zellen erleichtert wird.
Zunéchst wurden 300 ul kompetente Zellen langsam auf Eis aufgetaut. Im folgenden
Schritt wurden 10 ng der zu transformierenden DNS hinzugegeben, vorsichtig gemischt
und der Ansatz fiir 30 Minuten auf Eis inkubiert. Anschlieend erfolgte ein 2 miniitiger
Hitzeschock bei 42°C, dem sich eine 2 miniitige Erholungsphase auf Eis anschloss.
Hiernach wurden 900 pl LB-Medium hinzugefiigt und der Ansatz fiir 2 Stunden bei
37°C in einem Schiittelinkubator inkubiert. Nach dieser Wachstumsphase wurden 150
ul dieser Suspension auf Selektionsagarplatten (LB-Amp-Platten mit einer Ampicillin-
End-Konzentration von 50 upg/ml) ausplattiert und tlber Nacht bei 37°C im
Wirmeschrank inkubiert.

Bei der Transformation von Ligationsansitzen wurde zusitzlich das restliche Volumen
der Bakteriensuspension mittels zweiminiitiger Zentrifugation bei 800x g (Heraeus pico,
3000 rpm) und Raumtemperatur (RT) pelletiert, der Uberstand bis auf einen kleinen
Rest des Nihrmediums dekantiert. In diesem Uberstand wurde das erhaltene Pellet
gelost und ausplattiert. Dieser Schritt wurde durchgefiihrt, da bei manchen

Ligationsansitzen mit einer geringen Anzahl Transformanden gerechnet werden kann.
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3.2.3 Priparation von Plasmid-DNS zur Analyse

Die verwendete Methode beruht auf einem Verfahren nach (Holmes and Quigley,
1981), die auch als ,,boiling method®, d.h. ,,Kochmethode*, bezeichnet wird. Mit diesem
Verfahren kann in kurzer Zeit zu analytischen Zwecken aus 1,5 ml Bakterienkultur
mehrere Mikrogramm Plasmid-DNS gewonnen werden. Hierbei werden genomische
DNS und Plasmid-DNS voneinander getrennt. Durch die Behandlung der Bakterien mit
Lysozym und Detergenzien des STET-Puffer wird die Bakterienzellwand
aufgeschlossen. Das Erhitzen bei 95°C dient der Koagulation von Proteinen und der
Denaturierung der genomischen DNS. Durch die zuvor beschriebenen Schritte und
anschlieBende Zentrifugation gehen Plasmid-DNS und RNA in Losung, wihrend

genomische DNS und Proteine sedimentiert werden.

Zur Gewinnung von DNS wurden zunédchst 5Sml LB-Medium (versetzt mit Ampicillin in
einer Endkonzentration von 50 pg/ml) mit einer Einzelkolonie, die aus einem Ausstrich
auf einer LB-Amp-Platte erhalten wurden, angeimpft und fiir 12 bis 16 Stunden in
einem Schiittelinkubator bei 150 bis 200 rpm und 37°C iiber Nacht kultiviert. Am
nichsten Tag erfolgte eine Zentrifugation von 1,5 ml der Suspension fiir 10 min bei
1200x g (Heraeus pico, 3500 rpm) und RT. Man erhielt ein Bakterienpellet, der
Uberstand wurde verworfen. Da die Bakterienzelle von einer Zytoplasmamembran
eingehiillt und von einer widerstandstidhigen Zellwand umgeben ist, mussten diese
Barrieren aufgebrochen werden, um den Zellinhalt freizugeben. Zur chemischen Lyse
der Zellwand wurde Lysozym verwendet. Hierbei handelt es sich um ein Enzym, das im
Hithnereiwei3 und in Korperfliissigkeiten wie Speichel und Tranen vorkommt. Es
spaltet die glykosidische Bindung des Mureins zwischen N-Acetylmuraminsdure und N-
Acetylglucosamin und baut so die Zellwand ab. Lysozym wurde vor Gebrauch zum
STET-Puffer hinzugefiigt, der neben Tris-HCI pH 8, EDTA, Saccharose und Triton X-
100 enthélt. Saccharose verhindert das sofortige Platzen der Zellen, das Detergenz
Triton X-100 lysiert die Zellen. Mit diesem STET-L-Puffer wurde das Bakterienpellet
resuspendiert. Anschliefend erfolgte eine Inkubation dieser Suspension fiir 5 min auf
Eis, gefolgt von einer Minute im Heizblock bei 95°C. Dies bewirkt eine Koagulation
der Proteine sowie die Denaturierung der genomischen DNS. Plasmid DNS wird nicht
denaturiert, da es in der ,supercoiled“ Form vorliegt. Aufgrund der GroBe der

chromosomalen DNS und ihrer Verbindung zur Zellwand konnte diese mittels
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Zentrifugation bei 16000x g und RT fiir 15 min (Heraeus pico, 13000 rpm)
abzentrifugiert werden. Es entstand ein Pellet, bestehend aus Zellwandresten und
genomischer DNS, welches mittels sterilem Zahnstocher entfernt und verworfen wurde.
Im néchsten Schritt erfolgte die Prézipitation der Plasmid-DNS durch Zugabe von
Isopropanol und einer Zentrifugation von 30 min bei 16000x g und RT (Heraeus pico,
13000 rpm). Nach einem folgenden Waschschritt mit 1 ml 70%igem Ethanol durch
Zentrifugation von 10 min bei 16000x g und RT (Heraeus pico, 13000 rpm), wurde das
DNS-Pellet getrocknet und anschlieBend in 50ul RNAse-H,O gelost. Die auf diese
Weise geloste DNS enthielt zahlreiche Verunreinigungen und kann z.B. nicht fiir

Sequenzierungen eingesetzt werden.

3.2.4 Priparative Plasmidisolierung

In dieser Arbeit wurde ein Kit-System (QIAgen Maxi-Plasmid-Purification System)
verwendet, das einer modifizierten Variante der alkalischen Lyse von Birnboim and
Doly (1979) entspricht. Mit dieser Methode lassen sich Ausbeuten von 200 bis 900 pg

DNS aus 400 ml Kulturmedium erzielen.

Zundchst wurden 5ml LB-Medium (versetzt mit Ampicillin in einer Endkonzentration
von 50 pg/ml) mit einer Einzelkolonie angeimpft und fiir 12 bis 16 Stunden in einem
Schiittelinkubator bei 150 bis 200 rpm und 37°C {iber Nacht kultiviert. Am néichsten
Tag beimpfte man einen mit 400 ml LB-Medium befiillten Erlenmeyerkolben, der
Ampicillin in einer Endkonzentration von 50pg/ml enthielt, mit 1 ml der
Bakterienkultur und inkubierte diese erneut fiir 12 bis 16 Stunden in einem
Schiittelinkubator bei 150 bis 200 rpm und 37°C. Am folgendend Tag wurde die Kultur
fiir 10 Minuten bei 3950x g (Beckman, Rotor JA 10, 6000 rpm) und 4°C zentrifugiert
und das entstandene Pellet in 10 ml Puffer P1, versetzt mit RNaseA, die den Abbau von
Ribonukleinsduren bewirkt, gelost.

Im Anschlufl erfolgte die Zugabe von 10 ml Puffer P2 (Lysepuffer), der durch die
enthaltenen Komponenten SDS und NaOH die Lyse der Bakterien bewirkt. Dabei
kommt es zur Freisetzung von Zellinhalten und Proteinen, chromosomale DNS und

Zellwandbestandteile werden denaturiert.
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10 ml Puffer P3 (Neutralisationspuffer) wurden zugegeben, invertiert und der Ansatz
fiir 20 Minuten auf Eis inkubiert. Die Neutralisation der denaturierten Proteine und
anderer Zelltrimmer ist durch die Bildung weiBer, flockiger Prazipitate erkennbar.
Durch die sich anschlieBende Zentrifugation von 30 Minuten bei 17000x g (Beckman,
Rotor JS 13.1, 13000 rpm) und 4°C wurden diese Uberstéinde pelletiert und die sich in
Losung befindende Plasmid-DNS auf eine zuvor mit Puffer QBT &quilibrierten
Silikatmatrix einer Anionenaustauschersdule gegeben.

Nach zweimaligem Waschen mit 30 ml Puffer QC wurde die an die Silikatmatrix
gebundene DNS unter Hochsalzbedingungen mit 15 ml Puffer QF eluiert. Nach Zugabe
von 10,5 ml Isopropanol erfolgte eine Zentrifugation von 30 Minuten bei 17000x g
(Beckman, Rotor JS 13.1, 13000 rpm) und 4°C, die eine Prézipitation der DNS bewirkt.
Im letzten Schritt wurde das DNS enthaltende Pellet mit 70% Ethanol durch eine
Zentrifugation von 5 Minuten bei 17000x g (Beckman, Rotor JS 13.1, 13000 rpm) und
4°C gewaschen, an der Luft getrocknet und in 200 pl sterilem H,Ogesr aufgenommen.
Die Plasmidisolierung mittels ,,QiaPrep” Spin Miniprep Kit* (Katalognummer 27106)
beruht auf derselben Methode, wobei andere Volumina eingesetzt und kiirzere
Zentrifugationszeiten verwendet wurden. Alle Schritte wurden nach Herstellerangaben

durchgefiihrt.

3.2.5 Priparative Isolierung von BAC-Plasmid-DNS

BAC-Plasmide besitzen die Fihigkeit, sehr grole DNS-Fragmente aufzunehmen. Das in
dieser Arbeit verwendete BAC-Plasmid 29P23 wurde mit einem Kit der Firma Qiagen
(QIAgen Maxi-Plasmid-Purification System) unter Anwendung des Low-Copy-
Plasmid-Protokolls aufgereinigt, das dem Prinzip des in Kapitel 3.2.4 beschriebenen
Vorgehens entspricht. Hierbei wurde die sich in Losung befindene Plasmid-DNS
zusitzlich tiber einen Filter aufgereinigt und anschlieBend durch Zugabe von 0,7 Vol%
Isopropanol und Zentrifugation von 30 Minuten bei 17000x g (Beckman, Rotor JS 13.1,
13000 rpm) prézipitiert. Das erhaltene Pellet wurde in 500 pl TE-Puffer aufgenommen,
auf ein Volumen von 12 ml aufgefiillt und iiber die zuvor mit Puffer QBT &4quilibrierten
Silikatmatrix einer Anionenaustauschersdule gegeben. Das weitere Protokoll entspricht

dem des in Kapitel 3.2.4 beschriebenen.
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3.2.6 DNS-Konzentrationsbestimmung

Die Konzentration der in einer Maxi-Priparation erhaltenen DNS wurde mittels
Absorptionsspektroskopie bestimmt. Aufgrund der enthaltenen aromatischen Basen
absorbieren Nukleinsduren Licht der Wellenlédnge 260 nm.

Hierzu wurde die praparierte DNS in einem geeigneten Verhdltnis mit HyOgeril verdiinnt
und mit Hilfe des Spektralphotometers die Absorption bei 260 nm ermittelt. Als
Referenz diente steriles H,Ogest. Laut Hagemann (1990) entspricht eine Absorption von
1,0 einer DNS-Konzentration von 50 pg/ml. Demzufolge kann die Konzentration der

DNS anhand folgender Formel berechnet werden:

Konzentration (ng/ml) = Azeonm * VF * M

Azeonm = Absorption bei 260 nm
VF = Verdiinnungsfaktor
M = Multiplikationsfaktor ( betrigt fiir DNS 50ug/ml; s.o0.)

Diese lineare Funktion fiir die Konzentrationsberechnung gilt nur in einem
Absorptionsbereich von 0,1 bis 1,0. Falls die Absorption ausserhalb dieses Bereiches
liegt, muss eine Messung mit weiteren Verdiinnungen durchgefiihrt werden.

Neben der Konzentration konnte bei der Absorptionsspektroskopie auch der
Reinheitsgehalt der DNS bestimmt werden. Als Mal3 der Reinheit diente der Quotient
der Absorption von 260 nm und 280 nm. Proteine absorbieren im Gegensatz zu DNS
Licht bei einer Wellenldnge von 280 nm. Das Verhiltnis lag in allen gemessenen

Proben zwischen 1,5 und 1,8.

3.2.7 Gelelektrophorese von DNS

DNS-Fragmente konnen aufgrund ihrer unterschiedlichen Ladung und Grofle im
elektrischen Feld aufgetrennt werden. Die Auftrennung der DNS beruht darauf, daf3
diese als Polyanion zur Anode wandert. Hierbei wandern niedermolekulare DNS-
Fragmente mit schnellerer Geschwindigkeit durch die Gelmatrix zur Anode als
hohermolekulare. Als porose Matrix dienen Agarosegele, wobei zahlreichen OH-

Gruppen der Kohlenhydrate D- und L-Galaktose das Ausbilden von Wasserstoffbriicken
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ermdglichen und das Gel seine Festigkeit erhélt. Die Porengréf3e wird durch eine
bestimmte Konzentration an Agarose definiert; je hoher die Konzentration, desto kleiner
die Porengrofle. Ebenso bedient man sich der Polyacrylamidgele, die der Auftrennung
kleinerer DNS-Fragmente dienen. Hier entsteht die Matrix durch radikalische
Polymerisation des monomeren Acrylamids mit dem  quervernetzenden
Methylenbisacrylamid.

Zur Herstellung der Agarosegele wurde Agarose in 400 ml 1x TBE-Puffer (Tris-Borat-
EDTA-Puffer) durch Erhitzen in der Mikrowelle gelost. In dieser Arbeit wurden Gele
mit einer Konzentrationen von 0,8% bis 2%, abhéngig von der GroB3e der zu trennenden
DNS-Fragmente, eingesetzt, wobei der Gehalt an Agarose mit abnehmender
FragmentgroBe zunahm. Zur Detektion der DNS wurde der noch ca 50°C warmen
Agarose-Losung der Fluoreszensfarbstoff Ethidiumbromid in einer Konzentration von
0,5 pg/ml zugesetzt, der mit seiner trizyklischen, planaren Gruppe mit einzelnen
Basenpaaren der DNS interkaliert. Diese Losung wurde in einen zuvor vorbereiteten
Geltrdger gegossen und erkalten gelassen. Zur priparativen Gelelektrophorese wurde
GTG-Agarose verwendet, die gegeniiber herkommlichen Agarosen einen hdheren
Reinheitsgrad aufweist.

Vor dem Auftragen der zu analysierenden Proben wurden diese mit 1/10 des Volumens
an Gelladepuffer versetzt. Zusammen mit den Proben wurde ein DNS-
Molekulargewichtsmarker aufgetragen, anhand dessen die Gréfe der getrennten
Fragmente bestimmt werden konnte.

Der Gellauf erfolgte in einer Horizontalapparatur, an die eine Spannung von 80-120 V
angelegt wurde. Als Laufpuffer diente ebenfalls 1xTBE-Puffer.

Zur Auftrennung kleinerer DNS-Fragmente (100 bis 1000 bp) wurden 7%ige
Polyacrylamid-Page-Gele verwendet. Hierzu wurde die entsprechende Menge
Acrylamid/ Methylbisacrylamid-Lésung (Rotiphorese 40 29:1, Fa. Roth) mit 10xTBE-
Puffer versetzt und die Polymerisation des Acrylamids durch Zugabe von 0,075% (w/v)
Ammoniumperoxydisulfat (APS) und 0,15% (v/v) N',N",N",N"-Tetramethylethyldiamin
(TEMED) bewirkt. Hierbei startet TEMED die Radikalreaktion und APS dient als
Katalysator. Auch hier wurden die zu analysierenden Proben vor dem Auftragen mit
1/10 des Volumens an Gelladepuffer versetzt. Die Elektrophorese erfolgte in einer
Vertikalapparatur mit einer angelegten Spannung von 150 bis 200 V. Als Laufpuffer
diente 1 x TBE-Puffer. Da Ethidiumbromid die Polymerisation von Polyacrylamidgelen
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verhindert, werden diese daher erst nach der Auftrennung der DNS in einer
Ethidiumbromid-Losung inkubiert.

Die Auswertung der aufgetrennten DNS-Fragmente im Gel erfolgte mit dem UV-
Transilluminator, wobei die Fragmente aufgrund des interkalierenden Ethidiumbromids
rot-orange leuchteten. Das erhaltene Bild wurde mittels eines

Videodokumentationssystems fotographiert.

3.2.8 Elektroelution

In dieser Arbeit wurde zur Isolierung von definierten DNS-Fragmenten nach einer
elektrophoretischen Auftrennung die sogennante Elektroelution (Davis et al., 1986)
angewandt. Hierbei wurde das mit Ethidiumbromid angefirbte DNS-Fragment unter
dem UV-Tisch mit einem Skalpell aus dem Gel ausgeschnitten, in einen mit 300ul
IXxTBE-Puffer gefiillten Dialyseschlauch (Fa. Sigma) iiberfiihrt und luftblasenfrei
verschlossen. Daraufhin wurde dieser Schlauch in einer
Flachbettelektrophoreseapparatur mit 4°C kaltem 1xTBE-Puffer bedeckt, eine konstante
Stromstirke von 135 mA angelegt und die DNS 1 Stunde pro kb in den Puffer des
Dialyseschlauches eluiert. Im AnschluB wurde die DNS-Losung aus dem
Dialyseschlauch in ein Reaktionsgefd3 iiberfithrt und mittels NaCl/Ethanol-Féllung

prézipitiert.

Zur Herstellung der Dialyseschlduche wurden zunéchst Stiicke von 6 bis 8 cm Lédnge
von der Rolle des Schlauchmaterials geschnitten und in einer 10 mM EDTA-L6sung
autoklaviert. Im Anschlufl wurde die Losung dekantiert und die Schlduche mit HyOgieril
gesplilt. Diese beiden Schritte wurden so oft wiederholt, bis die gelbliche Triibung nach
dem Autoklavieren verschwunden war. Nach dem letzten Autoklavieren und Spiilen

wurden die Dialyseschlduche in 100% EtOH bei 4°C gelagert.

3.2.9 DNS-Prazipitation mittels NaCl/Ethanol-Fallung

Aufgrund ihrer negativ geladenen Phosphatgruppen ist DNS gut in wissrigen
Losungsmitteln, jedoch schlecht in organischen Ldésungsmitteln wie Ethanol 16slich.
Um die in wéssriger Losung vorliegende Plasmid-DNS préazipitieren zu kdnnen, wurde

diese Losung mit 1/10 des Volumens an 5M NaCl versetzt, so daB3 eine NaCl-
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Endkonzentration von 0,45 M vorlag. Durch die Neutralisierung der negativ geladenen
Gruppen der DNS nimmt die Loslichkeit der DNS ab. Der Ansatz wurde sorgfiltig
gemischt und das 2,5 fache Volumen an reinem Ethanol zugesetzt. Dadurch nimmt die
Loslichkeit der DNS weiter ab, da Ethanol der DNS Wasser entzieht. Nach erneutem
Mischen erfolgte zur Prizipitation eine Zentrifugation von 30 min bei 16000x g und RT
(Heraeus pico, 13000 rpm), der sich ein Waschschritt mit 70% Ethanol mittels
Zentrifugation von 10 min bei 16000x g und RT (Heraeus pico, 13000 rpm) anschloB,
um die noch vorhandenen Salze herauszuldsen. Der Uberstand wurde dekantiert und das
entstandene DNS-Pellet getrocknet und in ein geeignetes Volumen H;Ogierii

aufgenommen.

3.2.10 Aufreinigung von DNS-Fragmenten durch Phenolisierung

Um proteinhaltige Verunreinigungen nach DNS-Prédparationen zu beseitigen, wurde in
dieser Arbeit eine Phenol-Chlorophorm-Extraktion durchgefiihrt. Hierzu wurde eine
Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol-Losung (PCI; 25:24:1) verwendet. Die enthaltenen
Komponenten Phenol und Chloroform haben eine denaturierende Wirkung auf Proteine,
wéhrend der Isoamylalkohol das Schdumen verhindert.

Zu 400 pl wissriger DNS-Losung wurden 400 pl PCI gegeben und der Ansatz sorgfiltig
gemischt. Zur Phasentrennung erfolgte eine Zentrifugation bei 16000x g und RT
(Heraeus pico, 13000 rpm) fiir 5 Minuten. Die obere wissrige Phase mit der darin
gelosten DNS wurde in ein neues Reaktionsgefdl {iberfithrt, wihrend die untere
organische Phenolphase und die Interphase mit den darin enthaltenen denaturierten
Proteinen verworfen wurden.

Um das verbliebene Phenol in der wissrigen DNS-Losung zu entfernen, wurde diese
Losung mit 400 ul Diethylether versetzt, gemischt und zur Phasentrennung ebenfalls fiir
5 Minuten bei 16000x g und RT (Heraeus pico, 13000 rpm) zentrifugiert. Die obere
organische Phase wurde verworfen und der vorangegangene Arbeitsschritt wiederholt.
Der restliche Diethylether wurde bei RT verdampft und die DNS mittels NaCl/Ethanol-
Féllung prazipitiert.
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3.2.11 Spaltung der DNS durch Einsatz von Restriktionsendonukleasen

Zur Analyse von isolierter Plasmid-DNS sowie zur Klonierung und Linearisierung von
DNS-Fragmenten wurden Restriktionsendonukleasen eingesetzt, die sequenzspezifisch
doppelstrangige  DNS  aufspalten.  Restriktionsendonukleasen ~ werden  aus
Bakterienzellen gewonnen, die diese endogen vor Fremd-DNS schiitzen sollen. Diese
Enzyme erkennen meist 4 bis 8 Basen lange, in der Regel palindromische Sequenzen
und spalten an dieser fiir das entsprechende Enzym charakteristischen Stelle die
Phosphodiesterbindung auf. Hierbei ist der Einsatz des jeweils entsprechenden Puffers
fiir die Aktivitdt der Restriktionsendonukleasen essentiell. Bei einigen Enzymen wird
ein Zusatz von bovinem Serumalbumin (BSA) in den Reaktionsansatz zur
Stabilisierung der Enzyme empfohlen.

Die Konzentration der Enzyme wird in Units/ml angegeben, wobei 1 Unit die Menge an
Enzym ist, die bendtigt wird, um 1 ug DNS in einem Ansatz von 50 pl in einer Stunde
bei korrekter Temperatur und in korrektem Puffer vollstindig zu schneiden. Zur
vollstindigen DNS-Spaltung wurden pro pg DNS meist ca. 2-10 Units eines

Restriktionsenzymes verwendet.
3.2.12 Auffiillen der iiberhingenden Enden und 5'-Phosphatkinasierung

Nach Amplifikation von DNS-Fragmenten mittels TAQ- bzw. Pfu-Polymerase
entstehen Fragmente mit Adenosin-Uberhingen. Um diese Fragmente in einen
Plasmidvektor klonieren zu koénnen, mussten diese Uberhiinge mit komplementiren
Thymidin-Nukleotiden aufgefiillt und an die neu entstehenden 5° Enden
Phosphatgruppen angefiigt werden. Das Auffiillen erfolgte mit Hilfe der T4;-DNS-
Polymerase, die aufgrund ihrer 5°= 3’-Polymeraseaktivitit die 5'-Uberhiinge auffiillt
und die 3'-Uberhinge durch 3°> 5'-Exonukleaseaktivitit entfernt. Die 5°
Phosphatkinasierung wurde durch das Enzym T4-Polynukleotidkinase (PNK)
katalysiert.

Im folgenden ist ein Beispiel fiir einen Reaktionsansatz aufgefiihrt:
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22,75 ul DNS-Lo6sung
1,25 wl dNTPs (1,25 mM)
2 ul T4-Polynukleotidkinase (10U/pl)
1 ul T4-DNS-Polymerase (1U/pul)
3 ul 10 x Ligasepuffer

Der Ansatz wurde fiir 20 Minuten bei 37°C inkubiert und die Enzyme durch eine
weitere Inkubation von 10 Minuten bei 75°C hitzeinaktiviert. In manchen Féllen wurde
anschlieBend eine Phenol-Chloroform-Extraktion durchgefiihrt. Im Anschluf} erfolgte
eine NaCl/Ethanol-Féllung und das so gewonnene Fragment konnte in einen

linearisierten Vektor mit glatten Enden kloniert werden.

3.2.13 Dephosphorylierung von Plasmid-DNS

Um die Rezirkularisation und Religation eines Vektors ohne Insertion eines DNS-
Fragmentes nach Spaltung mit einem einzelnen Restriktionsenzym zu minimieren,
wurden die Monophosphatgruppen an beiden 5° Enden des Vektors mittels alkalischer
Phosphatase entfernt.

Ein Dephosphorylierungsansatz bestand aus folgenden Komponenten:

35 ul DNS-Losung
4 ul 10 x Puffer fiir alkalische Phosphatase
1 ul  Alkalische Phosphatase (1U/pul)

Dieser Ansatz wurde fiir eine Stunde bei 37°C in einem Wasserbad inkubiert. Es
erfolgte eine weitere Zugabe von 0,5 ul alkalischer Phosphatase und eine Inkubation fiir
weitere 30 Minuten. Nach Hitzeinaktivierung der alkalischen Phosphatase bei 75°C fiir
15 Minuten wurde die DNS mittels NaCl/Ethanol-Fallung prazipitiert.

3.2.14 Ligation von DNS-Fragmenten in Plasmidvektoren

Ligasen sind Enzyme, die unter Hydrolyse von ATP die Bildung einer

Phosphodieseterbindung zwischen einer 5°-Phosphat- und 3° Hydroxyl-Gruppe

katalysieren. Sie werden verwendet, um ein DNS-Fragment in einen Vektor zu
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inserieren, wobei die Enden des Inserts kovalent mit den Enden des Vektors verbunden
werden.
In dieser Arbeit wurde ausschlieBlich die Ts-Ligase verwendet. Ein Ligationsansatz

setzte sich im Einzelnen wie folgt zusammen:

X pl Plasmid (ca. 25 fmol)
y pl Fragment (molares Verhéltnis Vektor:Fragment ca. 1:3 bis 1:10)
2 ul 10 x T4-DNS-Ligase-Puffer
1 ul T4,-DNS-Ligase
ad 20 ul H2Ogeril

Die Ligationsansitze wurden entweder tiber Nacht bei 16°C im Kiihlwasserbad oder fiir

48 bis 72 Stunden bei 4°C im Kiihlraum inkubiert.

3.2.15 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion ist eine in vitro-Technik, die durch den Einsatz von
thermostabilen Polymerasen die selektive Amplifikaion von bestimmten DNS-
Sequenzen ermoglicht (Saiki et al., 1988). Als Startpunkte der Synthese dienen zur
Zielsequenz komplementdre Oligodesoxynukleotide (Primer).

Die PCR wurde in dieser Arbeit zur Amplifikation von Teilsequenzen aus genomischer
DNS oder BAC-DNS eingesetzt, die zu weiteren Klonierungen verwendet wurden.
Weiterhin fand die PCR Einsatz im Rahmen der Sequenzierung nach Sanger (siche
Kapitel 3.2.16).

Bei der PCR handelt es sich um ein zyklisches Verfahren, bei dem in jedem Zyklus die
Anzahl der DNS-Kopien verdoppelt wird (Newton et al., 1994). Zur Durchfiihrung
einer PCR-Reaktion werden neben einer DNS-Matrize mit einer definierten Sequenz
Oligonukleotidprimer bendtigt, die komplementir zu den jeweiligen Enden des
Templates sind. Weiterhin werden Desoxynukleotide (ANTP's) als Bausteine der DNS
eingesetzt. Als thermostabile Polymerase diente die Pfu-Polymerase (aus Pyrococcus
furiosus) oder die TAQ-Polymerase (aus Thermus aquaticus). Die Pfu-Polymerase hat

im Vergleich zur TAQ-Polymerase den Vorteil, da3 sie neben der 5> 3°-DNS-
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Polymeraseaktivitdt auch eine 3'> 5'-Exonuklease-Proofreading-Aktivitét besitzt, die
die Anzahl der Mutationen in der amplifizierten DNS erheblich senkt.

Ein Reaktionsansatz mit 50 pl setzte sich wie folgt zusammen:

Matrizen-DNS 1-2ul ( ca. 50ng)
dNTP-Mix 1 ul (50uM)
10xPuffer Sul

3°- Oligonukleotidprimer 2 pl (0,5uM)
5°- Oligonukleotidprimer 2 ul (0,5uM)
Pfu-Polymerase 1 ul

HyO4est ad 50 ul

Im ersten Schritt wird der DNS-Doppelstrang durch Erhitzen auf 95°C denaturiert und
in seine beiden Einzelstringe aufgetrennt. Durch das Abkiihlen auf eine bestimmte
Temperatur wird das spezifische Anlagern der Oligdesoxynukleotide an die homologe
Zielsequenz ermoglicht (Annealing). Die Temperatur richtet sich hierbei nach der
Schmelztemperatur der eingesetzten Oligodesoxynukleotide. Bei einer Temperatur von
72°C erfolgt die Elongation eines DNS-Fragmentes durch die Polymerase, nachdem am
3" Ende der Oligonukleotidprimer die Polymerisation und somit die Synthese einer zur
Matrize komplementéren Sequenz startet. Die Menge an DNS-Molekiilen wird
theoretisch pro Zyklus verdoppelt, so da3 pro Molekiil Matrizen-DNS nach n-Zyklen
bis zu 2™ Molekiile amplifiziert werden konnen.

Die Annealing-Temperatur der verwendeten Oligonukleotidprimer wurde mit folgender

Formel abgeschétzt:

T (°C) = 2*{A + T} + 4% {C + G}-3)
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Zur Amplifikation wurde folgendes Protokoll in einem Thermocycler verwendet:

Funktion Temperatur Zeit Zyklen
1 | Initiale Denaturierung | 95 °C 5:00 -
2 | Denaturierung 95°C 1:00 30 -40
3 | Annealing’ 58 — 64°C 0:30
4 | Elongation” 72 °C 2:00
5 | Finale Elongation 72°C 5:00 -
6 4°C Bis zum Wegfrieren -

des Reaktionsansatzes

:*in Abhingigkeit von den verwendeten Oligodesoxynukleotiden
in Abhéngigkeit von der Léange des zu amplifizierenden DNS-Fragmentes:
Imin/kb mit TAQ-Polymerase bzw. 1,5 min/kb mit Pfu-Polymerase

Alle in dieser Arbeit verwendeten Oligodesoxynukleotide wurden von der Firma MWG
und der Firma Operon bezogen und sind in Tabelle 3.2 aufgefiihrt. Es wurde darauf
geachtet, da sie einen Guanin/Cytosin-Gehalt von 60% aufwiesen und eine
Schmelztemperatur zwischen 58 und 64°C besal3en.

Mit Hilfe von Agarose- und Polyacrylamid-Gelen konnten die vervielfdltigten DNS-

Fragmente analysiert und zur weiteren Verwendung isoliert werden.
3.2.16 Sequenzierung von DNS

Zur Bestimmung der Basenabfolge der amplifizierten DNS-Fragmente und zum
Ausschluss von unerwiinschten Mutationen diente ein modifiziertes Protokoll der
Sequenzierung nach Sanger et al. (1977), die auch als Kettenabbruch-Synthese
bezeichnet wird.

Hierzu verwendet man eine Polymerase, die ausgehend von einem zugegebenen
Oligodesoxynukleotid einen zur Matrize komplementdren DNS-Strang synthetisiert.
Allerdings werden neben den Desoxynukleotiden (dNTP's) zusétzlich mit
unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen gekoppelte Didesoxyribonukleotide (ddNTP)
verwendet, die keine 3'-OH-Gruppe besitzen. Dadurch ist eine DNS-Verldngerung nicht
moglich, da keine weitere Phosphodiesterbindung mit dem 5° Phosphat eines
Nukleotids synthetisiert werden kann. So kommt es bei einem entsprechenden
Mischungsverhiltnis zwischen dNTP's und ddNTP's an jeder korresponierenden
Position der Matrizen-DNS in den neu synthetisierten DNS-Stringen zu einem

Kettenabbruch.
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Bei dem in dieser Arbeit verwendeten ,,Cycle Sequencing* Protokoll werden, dhnlich
wie bei der PCR, durch wiederholte Zyklen von Denaturierung, Annealing und
Elongation die eingesetzten DNS-Fragmente amplifiziert. Da hier allerdings nur ein
Oligodesoxynukleotid pro Reaktionsansatz als Primer eingesetzt wird, kommt es hier
nicht zu einer exponentiellen sondern nur zu einer linearen Vermehrung der DNS-
Fragmente.

In dieser Arbeit wurde eine von der Firma Applied Biosystems entwickelter Kit
verwendet, in dem ddNTP's enthalten waren, die mit 4 unterschiedlichen
Fluoreszenzfarbstoffen (,,DyeTerminator*) markiert sind. Die Reaktion wurde in einem

0,2 ml-Reaktionsgefdll angesetzt; ein Ansatz mit 12 ul setzte sich wie folgt zusammen:

3 ul (ca. 1,5 pg) Plasmid-DNS als Matrize
1,5 ul Big Dye”
1 ul (10 pmol/pl) Oligodesoxynukleotid

ad 12 ul H2OnpLc

Es wurde folgendes Amplifikationsprotokoll angewendet:

Funktion Temperatur Zeit Zyklen
1 | Denaturierung 95°C 1:00 -
2 | Denaturierung 95°C 0:10
3 | Primer-Anlagerung | 55 °C 2:30
und Extension 35
bzw. Termination
4 | Lagerung 4°C Bis zum Wegfrieren -
des Reaktionsansatzes

Nach Beendigung der Reaktion im Thermocycler wurden die erhaltenen
fluoreszenzmarkierten DNS-Fragmente von der Polymerase und nicht eingebauten
Nukleotiden gereinigt. Dies erfolgte durch Laden der Probe auf zuvor vorbereitete
Sepharosesédulen. Hierzu wurde eine 96-Lochplatte mit Sepharose befiillt. Diese wurden
vor dem Starten der Sequenzreaktion fiir 2 Stunden mit je 300 ul H,Opprc dquilibriert
und im Anschlufl mittels Zentrifugation von 5 Minuten bei 910x g und 4°C gewaschen.
Es schlof sich ein weiterer Waschschritt mit 150 pl HOpprc an. Nun konnten die
Proben in 0,2 ml Reaktionsgefifle mit 8 ul vorgelegtem HiDi-Formamid (Fa. Applied

Biosystems) mit Hilfe einer Zentrifugation von 5 Minuten bei 910x g und 4°C eluiert
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werden. Das enthaltene Formamid bewirkt die vollstindige Denaturierung der DNS-
Fragmente.

AnschlieBend wurden die Proben in einem Sequenzierapparat der Firma Applied
Biosystems mittels elektrokinetischer Injektion verarbeitet. Die durch die
Sequenzreaktion erhaltenen Fragmente konnten kapillarelektrophoretisch aufgetrennt
werden und aufgrund der Fluoreszenz der eingebauten Nukleotide detektiert werden.

Die Auswerung der Basenabfolge erfolgte mit der Software ,,DS-Gene*.

3.2.17 Isolierung genomischer DNS aus ES-Zellen

Zur Isolierung genomischer DNS aus ES-Zellen wurden die in einer 96 Loch Platte
kultivierten ES-Zellen durch Zugabe von je 150 pl Lysis-Puffer, der ProteinaseK
(Endkonzentration: 100 pg/ml) enthielt, lysiert. Im Anschluss konnte die genomische
DNS durch Zugabe von 200 pl Isopropanol prézipitiert werden. Durch Inkubation dieser
Losung auf einem Schiittler bei 4°C iiber Nacht wurde die genomische DNS als weilles
Flockchen sichtbar und konnte nach Isolierung durch Zugabe von 80 ul TE-Pufer gelost

werden.

3.2.18 Southern-Blot-Analyse

Edward Southern entwickelte 1975 eine Technik, die es erlaubt, definierte DNS-
Fragmente in einem Fragmentgemisch nachzuweisen. Hierzu wurden durch
Restriktionsendonukleasen geschnittene DNS-Fragmente mittels Gelektrophorese ihrer
GroBe nach aufgetrennt und vor dem Transfer auf eine Nylon-Membran mit HCI
depuriniert und durch eine NaOH-haltige Losung denaturiert. Die auf die Membran
tibertragenen DNS-Fragmente konnten mit radioaktiv-markierten Sonden, die zu den zu
detektierenden Fragmenten komplementdr sind, inkubiert werden. Nach Hybridisierung
der Sonde an komplementiren DNS-Fragmenten auf der Nylonmembran, Abwaschen
von unspezifisch gebundenen DNS-Fragmenten und anschliessender Autoradiographie

konnten definierte DNS-Fragmente aus einem Gemisch detektiert werden.
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3.2.18.1 DNS-Transfer auf eine Nylonmembran

Eine geeignete Menge genomischer DNS, die durch vergleichende Inkubation
verschiedener Volumina einer DNS-Losung ermittelt wurde, wurde mit 40 bis 50 Units
Restriktionsenzym iiber Nacht bei 37°C in einem Gesamtvolumen von 35 ul verdaut,
am ndchsen Tag mit 3,5 pl Ladepuffer versetzt und mit einer Spannung von 120V in
einem 0,6% GTG-Agarose Gel mit 1 cm Schichtdicke und 3,5 mm Taschenbreite
aufgetrennt. Als Groenmarker diente der ,,1 kb-Ladder* (Invitrogen). Weiterhin wurde
das Gel mit einem Lineal fotographiert, um spéter die Linge der detektierten DNS-
Fragmente ermitteln zu konnen. Nach der elektrophoretischen Auftrennung der DNS-
Fragmente wurde das Gel fiir 15 Minuten in 0,25 M HCI inkubiert. Hierdurch wurde die
DNS depuriniert und in kleinere Stiicke zerteilt, die effizienter auf die Membran
transferiert werden konnen. AnschlieBend erfolgte eine Inkubation fiir 30 Minuten in
0,5 M NaOH und 1,5 M NacCl, die die DNS-Doppelstrange in Einzelstringe denaturiert.
Nach der Neutralisation des Gels fiir 30 Minuten in 3 M NaCl und 0,5 M Tris-HCI
pH 7,5 erfolgte der eigentliche Transfer der DNS auf eine Nylonmembran. Hierzu
wurde das Gel zum Aufbau des Kapillarblots auf einen mit 20 x SSC getrénkten
Schwamm gelegt, der sich in einer mit demselben Puffer gefiillten Edelstahlwanne
befand. Hierauf wurde nun die Nylonmembran, bedeckt von einem Whatman-Papier,
gelegt. Um den Kapillarsog durch das Gel zu gewéhrleisten wurden die Rénder mit
Parafilm bedeckt. Die oberste Schicht des Blots bestand aus Papiertiichern, die mit
einem Gewicht von 1 kg beschwert wurden. Der Blotvorgang dauerte ca. 16 Stunden
(Blot iiber Nacht), in denen der Puffer aufgrund der Kapillarkrifte durch das Gel in die
Papiertiicher wanderte und die dabei mitgeschwemmte DNS im Nylonfilter haften blieb.
Am néchsten Tag wurde die DNS mittels UV-Crosslinking bei einer Wellenldnge von
254 nm und einer Energie von 120 mJ kovalent an die Membran gebunden und

anschlieBend zwei Stunden bei 80°C getrocknet.

3.2.18.2 Priahybridisierung

Um unspezifische Wechselwirkungen der Sonden mit der Filtermembran zu minimieren

und storende Signale im Hintergrund abzusittigen, wurde die Nylonmembran fiir

mindestens zwei Stunde bei 65°C mit Church Puffer inkubiert. Hierzu wurde die

48



Membran mit 10 ml Church-Puffer pro cm’ Blot-Oberfliche luftblasenfrei in einen

Hybridisierbeutel eingeschweillt und in ein 65°C warmes Schiittelwasserbad gelegt.

3.2.18.3 Herstellung von 32p_markierten DNS-Sonden

Die Markierung der als Sonden verwendeten DNS-Fragmente mit **P erfolgte mit dem
Rediprime II DNS Labelling System der Firma Amersham Pharmacia. Die als Matrize
dienende DNS (50 ng) wurde mit 1 x TE-Puffer auf ein Volumen von 45 pl aufgefiillt
und fiir 5 Minuten bei 95°C denaturiert. Es schlof sich eine 5 miniitige Inkubation auf
Eis an, um ein Renaturieren der DNS zu verhindern. Diese DNS wurde zu einem Ansatz
aus einem im Kit enthaltenen Gemisch verschiedener Hexanukleotide als Startmolekiile,
sowie dATP, dTTP und dGTP gegeben und gemischt. Nach der Zugabe von 5 pl [a-
32P]-dCTP (6000 Ci/mmol) erfolgte die Synthese radioaktiv markierter DN'S-Fragmente
fiir 30 Minuten bei 37°C. Um die radioaktiv-markierte Sonde von nicht eingebauten
Nukleotiden zu trennen, erfolgte eine Aufreinigung iiber eine Sephadex G50- Siule
(NICK-Columns) nach dem Prinzip der GroBenausschlusschromatographie. Hierzu
wurde der radioaktive Ansatz auf eine zuvor mit 1 x TE-Puffer &dquilibrierte Sdule
gegeben. Hiernach wurden 400 pl 1 x TE-Puffer auf die Sdule gegeben und der
Durchlauf im Reaktionsgefdl 1 aufgefangen. Dieser Schritt wurde 5 mal mit 200 pl 1 x
TE-Puffer wiederholt und alle Fraktionen im Szintillationsmessgerdt vermessen.
Aufgrund ihres Molekulargewichts lag die radioaktivmarkierte Sonde meist in der
zweiten und dritten Fraktion vor. Diese wurden auf Eis gelagert um eine
radioaktivititsbedingte Hydrolyse der DNS zu verhindern. Bei einer erfolgreichen
radioaktiven Markierung betrug die spezifische Aktivitit ca. 10° cpm pro ng

eingesetzter DNS.

3.2.18.4 Hybridisierung mit radioaktiv markierten Sonden

Vor der Hybridisierung wurde die radioaktivmarkierte Sonde fiir 5 Minuten bei 95°C
denaturiert, der sich eine dreiminiitige Inkubation auf Eis anschloss. Die einzelstrangige
DNS-Sonde wurde in ein von der Grofe der Membran abhdngiges Church-Puffer-
Volumen (10 ml/cm* Membranoberfliche) gegeben. Hierbei wurde darauf geachtet, daf
mindestens 3-5 x 10° cpm/ml der radioaktivmarkierten Sonde in der Lésung vorhanden

waren. Die Prahybridisierlésung, mit der der Filter zuvor 1 Stunde bei 65°C inkubiert
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wurde um unspezifisches Binden der Sonde zu verhindern, wurde verworfen.
AnschlieBend wurde die Membran in einen neuen Hybridisierbeutel iiberfiihrt und mit
der Hybridisierlosung luftblasenfrei eingeschweillt. Die Inkubation erfolgte bei 65°C
fiir 16 Stunden iiber Nacht.

3.2.18.5 Entfernung der unspezifisch gebundenen Sonde

Nach der Hybridisierung wurde der nicht gebundene Uberschuss der Sonde durch
mehrere  aufeinanderfolgende =~ Waschschritte ~ mit  Puffern = abnehmender
Salzkonzentration im Schiittelwasserbad entfernt. Salze neutralisieren die AbstoBung
zwischen den negativ geladenen Phosphatgruppen der DNS-Stringe und stabilisieren so
die DNS-DNS Bindung. Durch Verwendung der Losungen bei hoheren Temperaturen
(bis 75°C) und Inkubation des Blots in Ldsungen mit abnehmenden
Salzkonzentrationen kommt es zur Destabilisierung von unspezifisch gebundenen
Nukleotidsequenzen, die somit vom Blot abgelost und entfernt werden konnen. Es

wurden folgende Waschschritte durchgefiihrt:

-2x SSC/ 1% SDS 65°C, eimmal fiir 10 Minuten
-2 x SSC/ 1% SDS 65°C, zweimal je 20 Minuten
- 0,4 x SSC/ 1% SDS 65°C, zweimal je 20 Minuten
- 0,2 x SSC/ 1% SDS 65°C, einmal fiir 20 Minuten
- 0,1 x SSC/ 1% SDS 65°C, einmal fiir 20 Minuten (je nach Bedarf)

Die Radioaktivitdt wurde zwischen den einzelnen Waschschritten kontrolliert. Nach
Erreichen einer Strahlung von 0,2 bis 0,7 Becquerel pro Flicheneinheit wurde die
Membran in eine Kunststofffolie eingeschlagen, mit einem Phosphoimagerscreen
bedeckt und in eine Entwicklungskassette gelegt. Die Signale des

Phosphoimagerscreens wurden nach 24 Stunden detektiert.
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4 ERGEBNISSE

4.1  Ausarbeitung einer  Gentargeting-Strategie zur  konditionierten

Inaktivierung des TrpC5-Gens in der Maus

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, mit Hilfe des Cre-loxP-Systems einen
Gentargetingvektor zur konditionierten Inaktivierung des TrpC5-Gens herzustellen.
Dieser Vektor enthdlt Genabschnitte, die zur Zielsequenz des TrpC5-Gens homolog
sind. Bei dieser Vorgehensweise wird ein Bereich des TrpC5-Gens, der fiir einen
essentiellen Teil des TRPC5-Proteins codiert, durch loxP-Sequenzen flankiert. Die
loxP-Sequenzen bzw. die FRT-Sequenzen sind Erkennungssequenzen fiir die
sogenannte Cre- bzw. Flp-Rekombinase. Die von den Erkennunssequenzen flankierten
Bereiche werden durch die Rekombinaseaktivitét je nach Orientierung und Lokalisation
der Erkennungssequenz entweder deletiert, invertiert oder transloziert. Um sicher zu
stellen, daBl nach der Deletion des mutierten TRPCS5-Allels kein funktionsfdhiges
Protein mehr gebildet werden kann, sollte die Deletion des ausgewéhlten Bereiches des
TRPCS5-Gens zur Verschiebung des Leserasters und somit zu einem frithzeitigen
Translationsstop bei der Synthese des TRPC5-Proteins flihren.

Zunidchst wurde innerhalb des TrpC5-Gens ein geeigneter Abschnitt fiir die Cre-
vermittelte Excision gesucht. Hierzu bot sich der Bereich des Exons 4 an, der fiir die
Transmembrandomine S1/S2 codiert (s. Abb. 2.2) und fiir die Struktur und Funktion
des Proteins essentiell ist. Die Deletion des Exons 4 resultiert in einem Leserastersprung
und generiert so ein vorzeitiges Stop-Codon. Von einem derart mutierten TRPC5-Allel
kann demnach kein funktionelles TRPC5-Protein mehr entstehen, da hochstens noch der
aminoterminale Teil des Proteins, allerdings ohne Transmembrandomine, gebildet
werden  kann.  Diese  trunkierten =~ TRPC5-Proteine  werden  demnach
hochstwahrscheinlich nicht in die Plasmamambran inkorporiert, sondern vorzeitig
abgebaut.

Zur Herstellung des Targetingvektors wurden der 5'-Homologiebereich und der 3'-
Homologiebereich in separaten Klonierungsschritten kloniert, so dal diese
Arbeitsschritte parallel durchgefiihrt werden konnten. Mittels Polymerasekettenreaktion
mit Oligodesoxynukleotiden und genomische DNS von ES-Zellen (Linie R1) bzw.
BAC-Klon-DNS wurden die Fragmente der Homologiebereiche amplifiziert, mit Hilfe

bestimmter Endonukleasen verdaut und in zuvor angefertigte, mit spezifischen
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Restriktionsschnittstellen versehene Hilfsvektoren kloniert. Zur spiteren Deletion von
Exon 4 wurde dieser Genabschnitt durch loxP-Sequenzen flankiert. Hierdurch kann bei
Maiusen, die diese Erkennungssequenzen tragen, der zwischen den loxP-Seiten liegende
Bereich durch FEinkreuzung von Cre-Rekombinase-Mauslinien entfernt werden.
Alternativ kann dieser Genabschnitt auch in embryonalen Stammzellen durch
Transfektion mit einem Cre-Rekombinase-Plasmid deletiert werden.

Zur Positivselektion von rekombinanten Klonen wurde eine Neomycin-
Resistenzkassette verwendet, die durch Frt-Sequenzen flankiert ist und durch
Einkreuzen bestimmter Mauslinien, die die FLP-Rekombinase exprimieren, entfernt
werden kann. Dies ist nétig, da sich die Anwesenheit dieser Resistenzkassette in einem
genomischen Locus negativ auf die Expression benachbarter Gene auswirken kann
(A.L. Joyner, 2000). In diesem Fall spricht man von einem hypomorphen Allel, das zu
einer verringerten Expression des entsprechenden Proteins fithren kann. Weiterhin
wurde im Bereich der homologen Arme eine Kassette verwendet, die neben einer
»splice acceptor“-Sequenz (SA) eine ,,internal ribosomal entry site* (IRES) und die
cDNS des griin fluoreszierenden Proteins (GFP) beinhaltet. Unter der Kontrolle des
TrpC5 Promotors sollten von dem rekombinanten Allel GFP-Proteine exprimiert
werden. Dadurch sollte es moglich sein, Zellen zu identifizieren, die das TrpC5-Gen
endogen exprimieren.

Insgesamt konnen mit dieser Gentargeting-Strategie 3 Mauslinien generiert werden:

1) TRPC5-/-

Bei dieser Mauslinie ist ein Exon, das fiir einen essentiellen Proteinabschnitt des
TRPCS-Ionenkanals codiert, deletiert. Hierbei besteht die Inaktivierung des TRPCS
Gens seit dem frithesten Embryonalstadium und in der Folge in allen Zellen des
resultierenden Organismus.

2) TRPC5"0V/ox

Bei dieser Mauslinie ist das selbe Exon, das in der TRPC5-/- Mauslinine ubiquitér
deletiert ist, von sogenannten loxP-Sequenzen flankiert. Durch Verpaarung der
TRPC5™™* Miuse mit transgenen Miusen, die die Cre-Rekombinase zelltyp-
spezifisch exprimieren, ist es moglich, das TRPC5-Gen selektiv in definierten Zelltypen
zu inaktivieren.

3) TRPCSRePorter

Bei dieser Mauslinie ist ein Reportergen (GFP) so in das TRPCS5 Gen integriert, dal3 es

unter der Kontrolle des TRPC5-Promotors exprimiert wird. Auf diese Weise kann durch
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Nachweis der GFP-Fluoreszenz an intakten Zellen die Expression von TRPC5-Kanélen

untersucht werden.

4.2 Klonierung einer Sonde fiir das Durchsuchen einer BAC-Klon-Bank

Als Matrize zur Amplifikation homologer Genabschnitte wurde genomische DNS aus
Klonen von denjenigen ES-Zellen, die spiter zum Gentargeting verwendet werden
sollten, oder alternativ genomische DNS aus Geweben des isogenen Mausstammes 129
Sv] verwendet. Weiterhin wurden DNS-Préparationen von Bakterienklonen einer
isogenen genomischen Bibliothek verwendet, die den entsprechenden Abschnitt des
TrpC5-Gens enthalten. Zur Identifikation eines solchen Bakterienklons wurden zwei
Oligodesoxynukleotide abgeleitet, so dal mittels PCR ein DNS-Fragment amplifiziert
werden konnte, das die genomische Sequenz des Exons 4 enthielt. Das gewonnene
Fragment wurde in pUCI8 kloniert und sequenziert. Das Insert des resultierenden
Plasmids pC5 01 konnte nach Spaltung mit den Restriktionsenzymen EcoR I/BamH I
vollstindig isoliert werden und wurde am Roswell Park Cancer Institute, Buffalo, New
York, USA als Sonde zur Durchsuchung und Identifikation des BAC-Plasmids 29P23
verwendet, das das Exon 4 des TRPC5-Gens enthielt.

4.3 Klonierung des Targetingvektors zur konditionierten Inaktivierung des

TRPC5-Gens in der Maus

Zur Herstellung des Targetingvektors werden der 3'-homologe und der 5'-homologe
Bereich parallel amplifiziert und in die zuvor angefertigten Hilfsvektoren kloniert. Die
folgenden Abbildungen geben einen Uberblick iiber die Klonierungsstrategie. LoxP-
Erkennungssequenzen sind in den folgenden Abbildungen als schwarz gefiillte Dreiecke
dargestellt, FRT-Erkennungssequenzen als nicht gefiillte Dreiecke. Die jeweils
verwendeten Restriktionsendonukleasen sind aufgefiihrt. CIP bedeutet, dafl das
jeweilige Plasmid nach dem Restriktionsverdau mit einer Phosphatase (Calf Intestine
Phosphatase, CIP) dephosphoryliert wurde. Die einzelnen Klonierungsschritte werden

in den folgenden Kapiteln detailliert beschrieben.
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1) PCR C5_09/C5_10, Cut Afl II— In pC5_04, AflIL, CIP —> & o\

2) PCR C5_07/C5_30, Cut Afl [I/EcoR I — InpC5 03, Afl1Il/ EcoRI —

3) PCR C5_83/C5_06, Cut EcCORI— InpC5 06, EcoR I, CIP —»
Q.
§& &

4) Cut pC5_07,Not I/ Xma [—» In pC5_05, Not I/ Xma I —»

5) Cut pPBTK 17, Not [ — In pC5_08, Not I, CIP —»
\ \

6) Cut pmCatL._65A, Sal [— In pC5_09, Xho I, CIP —»

Q}\\ o}}\\

AN
& oéz~ o° N @Q\\ \}9 (\0%\0\
¥ IE ¢ @@\LQ %M%V TR

5 fp{veo
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7) PCR C5_11/C5 12, Cut Xba I/ Bgl I— In pC5_11b, Xba I/ Bgl Il —»

8) PCR C5_13/C5_14, Cut Bgl I— In pC5_11b, Bgl II, CIP —

N R P NI
9) Cut pC5_13a, Bgl I— In pC5_12, Bgl II, CIP—» T ¥ P P
———{ | |

10) Cut pC5_13, Xba I/ Not [/ In pC5_19, Xba I/ Not | —»

N R o N\ N
P F I
T S S

11) Cut pBTK_1, Not [— In pC5_14, Not I, CIP—>

SO R > X o
EPe P P P ¥ P
|

12) Cut pC5_15, Fse I/ Asc [—» InpC5_10,Fse I/ AscI —»
\

Coae & g’b\\\ \\6\*\
é‘)\ é&'@ﬁo Q/Oo \l_ 0‘\'_\5(\ ‘\\\ Q\@QQ)(};‘S\%‘O%V

— — 1 Elim

nC5_16
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4.4 Herstellung von Hilfsvektoren mit definierten Restriktionsschnittstellen

Zur Herstellung des Targetingvektors wurden sogenannte Hilfsvektoren eingesetzt.
Hierzu wurde die in dem Vektor pBlueskript II SK (-) vorhandene ,,Multiple Cloning
Site* durch den Verdau mit BssH II entfernt. Der linearisierte Vektor wurde
dephosphoryliert und mittels Ligation mit einem Polylinker versehen. Dieser Polylinker
bestand aus zwei komplementdren, zuvor hybridisierten Oligodesoxynukleotiden mit
BssH II-kompatiblen, 5 -phosphorylierten Uberhéingen. Diese Polylinker codieren fiir
die Sequenzen der benotigten Enzyme und die benotigten loxP-Seiten.

Die entstandenen Hilfsvektoren (Abb 4.1) wurden doppelstringig sequenziert, um die

Korrektheit der eingefiihrten Restriktionsschnittstellen zu tiberpriifen.

Y -y
s o eg S &R 5SS
RN FEE PP
LI111 L1111

Abbildung 4.1: Schematische Darstellung der fiir die Targetingstrategie hergestellten
Hilfsvektoren. Die Nukleotide ,, TCTTACCCTGAG* bilden den
Ubergang vom 5'-homologen Arm zum 3’-homologen Arm des
Targetingvektors. Diese Nukleotide werden mit Hilfe des Hilfsvektors
pC5 19 in den Targetingvektor eingebracht, um keine klonierungs-
bedingten Deletionen im TRPCS5 Gen hervorzurufen. Das schwarz
gefiillte Dreieck stellt die loxP Erkennungssequenz dar.

56



4.5  Klonierung des 5'-homologen Bereichs des Targetingvektors

N & & N
N ) N %) D N
P & © v P
Fragment 1 : C5 06

EcoR |_CS_83 —! 1 350bp

Fragment 2 . +—C5_30

C5 07— 1335bp

Fragment 3  «—C5_10

C5 09— 1575bp

Abbildung 4.2: Schematische Darstellung des 5'-homologen Bereichs des
Targetingvektors des TRPC5-Gens. Abgebildet sind das Exon 4
(Késtchen), die zur Amplifikation verwendeten
Oligodesoxynukleotide und die zur Klonierung dieser Fragmente
benotigten Restriktionsschnittstellen.

Zur Herstellung des 5'-homologen Armes wurden zundchst die drei in Abb. 4.2
amplifizierten Fragmente kloniert. Alle drei Fragmente konnten mit Hilfe der Pfu-
Polymerase amplifiziert werden. Die Oligodesoxynukleotide wurden meist so gewéhlt,
daf} sie das zu klonierende Fragment flankieren und der Abstand so gelegt, dall ein
Uberhang von ca. 250 Nukleotiden zu den jeweiligen Restriktionsschnittstellen entsteht.
So konnte nach dem Restriktionsverdau der PCR-Amplifikate mit den entsprechenden
Enzymen sichergestellt werden, dal das zu klonierende Fragment mit dem richtigen
Restriktionsenzym  geschnitten wurde. Die  Amplifikationsprodukte = wurden
nacheinander zusammenkloniert. AnschlieBend wurden die Selektionskassetten fiir die
Positiv- bzw. Negativselektion eingefiigt (s. Abb. 4.3 - 4.8).

Alle klonierten Amplifikationsprodukte wurden nach der Klonierung doppelstringig
sequenziert und mit der Sequenz der offentlich zugidnglichen Genomdatenbank

verglichen (http://www.ensembl.org).
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4.5.1 Klonierung von PCR-Fragment 3

Das mit Hilfe der Oligodesoxynukleotide C5 09 und C5 10 aus BAC-Klon-DNS
amplifizierte Fragment wurde mit Afl II verdaut und im folgenden Schritt in den mit

Afl IT verdauten und dephosphorylierten Hilfsvektor pC5_ 04 kloniert (siche Abb. 4.3).

N \"Jq’
N & >: o N N
o & S K S

-

Fragment 3 : «—C5_10

C5_09— 1575bp

Q ‘< N <
S @A N oot NN RN N D NN
SRR PR SR SR P PR
I O I | |
Fragment 3
—_—
pC5_04 pC5_05

Abbildung 4.3: Klonierung des Vektors pC5 05

4.5.2 Klonierung von PCR-Fragment 2

Der Hilfsvektor pC5 03 wurde zur Klonierung des zweiten PCR-Fragments mit den
Restriktionsendonukleasen EcoR I und Afl IT geschnitten. Im Anschluss wurde das aus
ES-Zell-DNS und den Oligodesoxynukleotiden C5 07 und C5 30 amplifizierte PCR-

Fragment mit denselben Enzymen verdaut und in diesen Vektor ligiert (siche Abb. 4.4).
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s N
> & > o \\ N
@ <& © © R
| | | | |
Fragment 2 , +—C5_30
C5_07— 1335bp
O oq"\\\ NSRS O o\ S R @
IE R P& S R IO
I .
Fragment 2
C5_03

pC5_06

Abbildung 4.4: Klonierung des Vektors pC5 06. Das schwarz gefiillte Dreieck stellt
die loxP Erkennungssequenz dar.

4.5.3 Klonierung von PCR-Fragment 1

In diesem Klonierungsschritt wurde das mit EcoR I verdaute PCR-Produkt, das mit
Hilfe der Oligodesoxynukleotide C5 06 und C5_ 83 aus ES-Zell-DNS gewonnen wurde,
in den ebenfalls mit EcoR I verdauten und dephosphorylierten Vektor pC5 06 vor das
Fragment 2 kloniert (siche Abb. 4.5). In diesem Fall war an den Primer C5_83 eine
EcoR I Schnittstelle ans 5° Ende gekoppelt, da mit Oligodesoxynukleotiden, die 5° der
mit * gekennzeichneten EcoR I Schnittstelle lagen, keine spezifischen DNS-Fragmente
amplifiziert werden konnte. Dadurch verringert sich der 5° homologe Arm um ca. 150

Nukleotide im Vergleich zur urspriinglich geplanten Sequenz.
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™ ™
S & & Y 9 N N
S % S S
Fragment 1

EcoR |_C5_83 -’ 1350bp
~ FEN'd

Q.
\ <& N \IAS @\ Q
$E AR N

Fragment 2 Fragment 1 Fragment 2

pC5_06

Abbildung 4.5: Klonierung des Vektors pC5 07. Das schwarz gefiillte Dreieck stellt
die loxP Erkennungssequenz dar.

4.5.4 Klonierung des Vektors pC5_08

Zur Klonierung des Vektors pC5 08, der fiir die weiteren Klonierungsschritte
zusétzliche singuldre Schnittstellen fiir weitere Restriktionsenzyme enthilt, wurde ein
Not I / Xma I Fragment aus dem Vektor pC5 07 freigesetzt und in den ebenfalls mit
Not I und Xma I geschnittenen Vektor pC5 05 vor das PCR-Fragment 3 subkloniert
(siche Abb. 4.6).

Fragment 1 Fragment 2
Fragment 3

pC5_08

Abbildung 4.6: Klonierung des Vektors pC5_08. Das schwarz gefiillte Dreieck stellt
die loxP Erkennungssequenz dar.
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4.5.5 Klonierung des Vektors pC5_09/ Einfiigen der Negativselektionskassette

In dem nachfolgenden Klonierungsschritt wurde die Thymidinkinase-Kassette, die der
Negativselektion dient und sich mit Not I aus dem Vektor pBTK 1 isolieren lie$3, in die
Not I Schnittstelle des Vektors pC5_08 kloniert (siche Abb. 4.7). Im Targetingvektor
liegt diese Selektionskassette somit am 5° Ende des Vektors (siche Abb. 4.18).

e
i RN S N AN AN
& & I @ DALHR Nt
K H L 1 1, |
Fragment 1 Fragment 2
Fragment 3
pBTK_1
\/\‘Q{\ AN N R AT AN
O S LS A N EREY QATNN0.2
I ¢ P SRR NP
T ' | 1 1, |
N Fragment 1 Fragment 2 o
e
0C5_09

Abbildung 4.7: Klonierung der Thymidinkassette. Das schwarz gefiillte Dreieck stellt
die loxP Erkennungssequenz dar.

4.5.6 Klonierung des Vektors pC5 10/ Einfiigen der SA-IRES-GFP-FRT-NEO-
FRT Kassette

Im letzten Klonierungsschritt der 5'-Homologie wurde neben der Neomycin-
Resistenzkassette eine SA-IRES-GFP-Kassette in den Vektor pC5 09 kloniert. Der
Vektor pmCatL._65A wurde von Frau Dr. Jenny Olausson zur Verfiigung gestellt. Er
basiert auf dem von Dr. Kulessa und Dr. B. Hogan (Vanderbilt University, Nashville,
USA) zur Verfiigung gestellten Vektor psP-loxP-SA-IRES-lacZ-FRT-NEO (Kulessa
and Hogan, 2002). Im Vektor pmCatL 65A wurde das lacZ-Gen durch das GFP Gen
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ersetzt und die NEO-Kassette ist durch Einfiigen einer weiteren FRT-
Erkennungssequenz von zwei FRT-Sequenzen flankiert (s. Abb. 4.9). Die gesamte SA-
IRES-GFP-FRT-NEO-FRT-Kassette konnte mit Sal I aus dem Vektor pmCatL 65A
freigesetzt und in den mit Xho I geschnitten und dephosphorylierten Vektor pC5 09
kloniert werden (siche Abb. 4.8), da mit Sal I bzw. Xho I geschnittene DNS-Fragmente

kompatible kohdsive Enden aufweisen.

¥ J X
NS IRV ARV N
(o"b\\ Q;b&fo e 0.)®\ %6\' éC\)\Q/OO Q/Oo Yi\\\ @(S{.QQ\O‘S.\‘&% \ ‘\\\ % ~\$\Q(9

<E_! — I.Il:I:lIIIII

Fragment 1 Fragment 2

Fragment 3

pC5_09

A
NN N

AN
8]
O OE ¢ v @@\LQ ++‘° “\\'\\ @@@C\%‘%‘? &

:|_.' ! (11 .1 I=I:| L1l
TK \ ;
d Fragment;FragmentZ > El m
Fragment 3
pC5_10

Abbildung 4.8: Klonierung des Vektors pC5 10. Das schwarz gefiillte Dreieck stellt
die loxP- und das weille Dreieck die FRT-Erkennungssequenz dar.
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4.6 Klonierung des 3'-homologen Bereichs des Targetingvektors

N
~ N

D @ & X
N
v N N
. Fragment 4 | +— C5 12
C5 11 —» 1500bp
| Fragment 5 . +— C5_14
C5_13—» 1335bp

Abbildung 4.9: Schematische Darstellung des 3'-homologen Bereichs des
Targetingvektors innerhalb des TrpC5- Gens. Abgebildet sind die zur
Amplifikation verwendeten Oligodesoxynukleotide und die zur
Klonierung dieser Fragmente bendtigten Restriktionsschnittstellen.

In diesem Bereich sollten zwei Fragmente des 3'-homologen Armes des
Targetingvektors kloniert werden. Auch hier wurden die Oligodesoxynukleotide so
gewiihlt, daB sie das zu klonierende Fragment flankieren und ein Uberhang von ca. 250
Nukleotiden zu den jeweiligen Restriktionsschnittstellen entsteht. Die PCR wurde bei
allen Reaktionen mit Pfu-Polymerase durchgefiihrt. Die Fragmente wurden
zusammenkloniert und im letzten Schritt zusammen in den letzten Vektor der 5°-
Homologie, pC5 10, kloniert.

Alle Amplifikationsprodukte wurden nach der Klonierung doppelstringig sequenziert
und mit der Sequenz der Offentlich zugénglichen Genomdatenbank verglichen

(http://www.ensembl.org).

4.6.1 Klonierung von PCR-Fragment 4

Das erste Fragment der 3'-Homologie wurde mit Hilfe der Oligodesoxynukleotide
C5 11 und C5_12 aus BAC-Klon-DNS amplifiziert. Im Anschluss wurde es mit den

Enzymen Xba I und Bgl II verdaut und in den mit den selben Enzymen geschnittenen

Hilfsvektor pC5_11b kloniert (siche Abb. 4.10).
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Abbildung 4.10: Klonierung des Vektors pC5 12. Das schwarz gefiillte Dreieck stellt
die loxP Erkennungssequenz dar.

Bei der Sequenzierung dieses Fragments traten in einem Bereich entsprechend Position

10101 und 11186 des Targetingvektors (s. Abb. 4.18) Unterschiede mit der in der

ENSEMBL-Datenbank verdffentlichten Sequenz auf, wobei in dem hier amplifizierten

Fragment Nukleotide fehlten.

1) Hinter Position 10101 fanden sich in der von ENSEMBL verdffentlichten Sequenz
weitere 6 Nukleotide (TCTCAC).

2) Auch hinter Position 11186 waren in der von ENSEMBL veroffentlichten Sequenz
3 weitere Nukleotide (TTT) vorhanden.

Die durch Amplifikation mit den Oligodesoxynukleotiden C5 11 und C5 12 sowie

BAC-Klon-DNS erhaltene Sequenz, die in der Sequenz des Targetingvektors (siche

Abb. 4.18) wiedergegeben ist, konnte jedoch durch mehrmaliges Sequenzieren

unabhingiger Plasmide sowie durch direktes Sequenzieren des BAC-Plasmids 29P23

bestdtigt werden.
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4.6.2 Klonierung von PCR-Fragment 5

In diesem Klonierungsschritt wurde das mit Bgl I geschnittene Amplifikationsprodukt,
das mit Hilfe der Oligodesoxynukleotide C5 13 und C5 14 aus ES-Zell-DNS
gewonnen wurde, in den ebenfalls mit diesen Enzymen verdauten Vektor pC5 11b

kloniert (siche Abb. 4.11).

\ N
> @ S N
v . &
Fragment 5 L C5_ 14
C5_13—» 1335bp

TCTTACCCTGAG TCTTACCCTGAG

Fragment 5

pC5 11b 0C5 13a

Abbildung 4.11: Klonierung des Vektors pC5_13a. Das schwarz gefiillte Dreieck stellt
die loxP Erkennungssequenz dar.

Im Bereich dieses Fragments wies sich im Vergleich zu der in der ENSEMBL-
Datenbank veroffentlichten Sequenz ein unterschiedliches Nukleotid an Position 12472
auf (s. Abb. 4.18). Dieses war sowohl in 3 weiteren unabhingigen Plasmiden als auch
im BAC-Klon 29P23 nachweisbar, so dal davon ausgegangen werden kann, dal die
amplifizierte Sequenz die Sequenz des TRPCS5-Gens in Maiusen des 129 Svl

Inzuchtstammes reprisentiert.

4.6.3 Klonierung des Vektors pC5 13

Zur Klonierung des Vektors pC5 13 wurde das in den Vektor pC5 13a klonierte

Fragment mit Bgl II freigesetzt und in den ebenfalls mit Bgl II geschnittenen und
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dephosphorylierten Vektor pC5 12 hinter das PCR-Fragment 1 subkloniert (siche Abb.
4.12).

TCTTACCTGAG
Fragment 5

TCTTACCCTGAG
Fragment4 Fragment 5

pC5_13

Abbildung 4.12: Klonierung des Vektors pC5 13. Das schwarz gefiillte Dreieck stellt
die loxP Erkennungssequenz dar.

4.6.4 Klonierung des Vektors pC5_14

Zur weiteren Klonierung sollten zunichst die homologen Bereiche der 3'-Homologie
mittels einem Pvu II / Not [-Verdau aus dem Vektor pC5 13 freigesetzt und in den mit

diesen Enzymen verdauten Vektor pC5 11a ligiert werden (sieche Abb. 4.13).

NN N

D> N O N \ N NN
> N S S o R 3 N
K7 oV Q N s PR s & PONIRS
L1 1 | |

TCTTACCTGAG
Fragment4  Fragment 5
C5 1

Abbildung 4.13: Erste Strategie zur Klonierung des Vektors pC5_14. Das schwarz
gefiillte Dreieck stellt die loxP Erkennungssequenz dar.
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Die Spaltung des Vektors pC5 13 mit Pvu II lieferte allerdings wiederholt DNS-
Fragmente unerwarteter GroBe, die moglicherweise durch unspezifische DNS-Spaltung
hervorgerufen wird. Deswegen wurde die Klonierungsstrategie modifiziert und der
TRPCS5 Genabschnitt bestehend aus den amplifizierten Fragmenten 4 und 5 mittels
Xba I und Not I freigesetzt. Deshalb wurde ein weiterer Hilfsvektor (pC5_19) benétigt,
der neben den bendtigten Schnittstellen auch die 12 Nukleotide ,, TCTTACCCTGAG*
als Anfang des 3'-homologen Armes und die loxP-Sequenz enthalt.

Nach der Freisetzung des Fragments aus dem Vektor pC5 13 mit Hilfe der Enzyme
Xba I/ Not I konnte das Fragment in den neu hergestellten Hilfsvektor pC5 19 kloniert
werden, der ebenfalls mit Xba I/ Not I gespalten wurde (siche Abb. 4.14).

TCTTACCCTGAG

Fragment4 Fragment 5

pC5_13

NN
&S \O'f'2 < )

TCTTACCTGAG
Fragment 4 Fragment 5

pC5_14

Abbildung 4.14: Klonierung des Vektors pC5_14. Das schwarz gefiillte Dreieck stellt
die loxP Erkennungssequenz dar.
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4.6.5 Klonierung des Vektors pC5_15

In dem nachfolgend beschriebenen Klonierungsschritt wurde in den mit Not I
geschnittenen und dephosphorylierten Vektor pC5 14 eine weitere Thymidinkinase-
Kassette kloniert. Die Verwendung von zwei unabhingigen Negativselektionskassetten
sollte dabei die Effektivitit der selektiv homolog rekombinanter ES-Zellklonen im
Gentargetingexperiment steigern. Diese wurde mit Hilfe des Restriktionsenzyms Not I
aus dem Vektor pBTK 1 freigesetzt. Somit liegt diese im Targetingvektor am 3* Ende
des Vektors (siche Abb. 4.15).

g

/ “

NN Q N N N\
\ N\ Q & A\ NS
N4 & EFY P PP
TK T TTACCCTGAGI I I
Fragment 4 Fragment 5
pBTK 1
pC5_14

¥
o R S N NS
CFe P PP I
| |

| I

TK |

TCTTACCTGAG

Fragment 4 Fragment 5

pC5_15

Abbildung 4.15: Klonierung des Vektors pC5_15. Das schwarz gefiillte Dreieck stellt
die loxP Erkennungssequenz dar.

4.6.6 Klonierung des Vektors pC5_16

Im finalen Klonierungsschritt wurden die homologen Fragmente des 3°-
Homologiebereichs inklusive Thymidinkinasegen in den Vektor pC5 10, der die
gesamte 5°'-Homologie enthilt, kloniert. Hierzu wurde das Fse I/ Asc I freigesetzte
Fragment aus pC5_15 in den ebenfalls Fse I und Asc I geschnittenen Vektor pC5 10
ligiert (siche Abb. 4.16).
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Abbildung 4.16: Klonierung des finalen Vektors pC5_16. Das schwarz gefiillte Dreieck
stellt die loxP- und das weie Dreieck die FRT-Erkennungssequenz
dar.

Der resultierende Vektor pC5_16 enthilt nach der zweiten Thymidinkinasekassette, die
auf den 3°-homologen Arm folgt, eine singuldre Asc I Schnittstelle. Diese dient der
Linearisierung des Plasmids vor der Transfektion der ES-Zellen mittels Elektroporation.

Allerdings lie} sich das Plasmid pC5 16 nicht in groferen Mengen priparieren. Es
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wurde vermutet, dal es durch die zweifache Insertion des Thymidinkinasengens zu
intramolekularer DNS-Rekombination kommt. Aus diesem Grund wurden
Transformationen in verschiedene Bakterienstimme durchgefiihrt:

Zunidchst erfolgte eine Transformation in DH5a -Zellen. Diese besitzen 2 Mutationen,
recA und endA, die die Stabilitit der DNS vergrolern und die
Rekombinationswahrscheinlichkeit verringern. Jedoch konnte auch aus diesem
Bakterienstamm keine ausreichende Plasmidmenge isoliert werden.

Im nichsten Schritt wurde das Fragment in den E. coli Stamm Epicurian XL10 —Gold,
der sich durch seine hohe Transformationseffizienz auszeichnet, sowie in den SURE-
Stamm transformiert. Im SURE-Stamm sind DNS-Reparatursysteme inaktiviert, die an
Bereichen repetitiver Sequenzen und anderen irreguldren Strukturen angreifen und so
Rekombinationen und Deletionen hervorrufen kdnnen. Aufgrund dieser Inaktivierung
erhdlt man auch hier eine groBere Stabilitit eingefiigter Plasmid-DNS und eine
Verringerung von Rekombinationsereignissen. Es gelang allerdings weder aus dem
SURE-Stamm noch aus dem Epicurian XL10 —Gold-Stamm, eine zur Transfektion von
ES-Zellen ausreichende Menge Plasmid-DNS zu préparieren.

Da fiir ein erfolgreiches Gentargetingexperiment Plasmid-DNS in der GroBenordnung
von mehr als 100 pg benétigt wird, wurde aus den Vorlduferplasmiden ein
Targetingvektor hergestellt, der nur eine Thymidinkassette enthilt. Demzufolge sollten
intramolekulare Rekombinationsereignisse nicht mehr auftreten und das Plasmid sollte

sich in ausreichender Menge isolieren lassen.

4.6.7 Klonierung des Vektors pC5_16b
Hierzu wurden die homologen Fragmente des 3'-Homologiebereichs mit den Enzymen

Fse I und Asc I aus dem Vektor pC5 14 freigesetzt und in die korrespondierende Stelle
des Vektors pC5_10, der die gesamte 5°-Homologie enthilt, kloniert (siche Abb. 4.17).
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Abbildung 4.17: Klonierung des alternativen Vektors pC5 16b. Das schwarz gefiillte
Dreieck stellt die loxP- und das weille Dreieck die FRT-
Erkennungssequenz dar.

Der aus dieser Klonierung hervorgegangene Vektor pC5 16b liel sich in gréBeren
Mengen isolieren und konnte somit zur weiteren Verwendung im Gentargeting-
Experiment verwendet werden.

Die Nukleotidsequenz des Targetingvektors pC5 16b ist in Abbildung 4.18 dargestellt.
Die Gesamtlinge betragt ca. 16400 bp.

71



GCGGCCGCTC
Not I
TGCGCTTTAG
CATTCCACAT
CCTTCTACTC
ACGTGACAAA
CAATGGAAGC
TGGGCTCAGA
GGGGCGGGCG
TCTGCCGCGC
GCGGCCATAG
TCCGCCCGGA
TGGGGAAAAC
ACGTACCCGA
TCTACACCAC
TAATGACAAG
CTCCTCATAT
TCTTCGACCG
GCAGCATGAC
GCACCAACAT
GCCAGCGCCC
GGCTACTTGC
GACAGCTTTC
CACGACCCCA
CCAACGGCGA
GTTCCATGCA
TGCTGCAACT
CGATATGCGA
AAGGAGACAA
CACGGGTGTT
CGATACCCCA
CCACCCCCCA

TGCCATAGCC

Start der TK-Kassette

TAGAATTCTA

CAGCCCCGCT

CCACCGGTAG

CTCCCCTAGT

TGGAAGTAGC

GGGTAGGCCT

GGCTGGGAAG

CCCGAAGGTC

TGTTCTCCTC

CAACCGACGT

GCAGAAAATG

CACCACCACG

GCCGATGACT

ACAACACCGC

CGCCCAGATA

CGGGGGGGAG

CCATCCCATC

CCCCCAGGCC

CGTGCTTGGG

CGGCGAGCGG

CAATACGGTG

GGGGACGGCC

TATCGGGGAC

CCTGTATAAC

CGTCTTTATC

TACCTCCGGG

CCTGGCGCGC

TACCGGAAGG

GGGTCGTTTG

CCGAGACCCC

AGTTCGGGTG

ACTGGCCCCG

CCGGGTAGGG

GGGCACTTGG

GCGCCAACCG

CAGGAAGTTC

ACGTCTCACT

TTGGGGCAGC

GGGTGGGTCC

CTCCGGAGGC

TTCCTCATCT

ACGGCGTTGC

CCCACGCTAC

CAACTGCTGG

TACTGGCGGG

CTCGACCAGG

ACAATGGGCA

GCTGGGAGCT

GCCGCCCTCC

GTGCTGGCGT

GCCCTTCCGG

CTGGACCTGG

CGGTATCTGC

GTGCCGCCCC

ACGTTATTTA

GTGTTTGCCT

CTGGATTACG

ATGGTCCAGA

ACGTTTGCCC

AACCCGCGCT

TTCATAAACG

ATTGGGGCCA

AAGGCCCAGG

TGGGTTAGGG

GAGGCGCTTT
CGCTACACAA
GCTCCGTTCT
ccceceeaecece
AGTCTCGTGC
GGCCAATAGC
GGGGGCGGGC
CCGGCATTCT
CCGGGCCTTT
GCCCTCGCCG
TGCGGGTTTA
TGGCCCTGGG
TGCTGGGGGC
GTGAGATATC
TGCCTTATGC
CACATGCCCC
TGTGCTACCC
TCGTGGCCCT
AGGACAGACA
CTATGCTGGC
AGTGCGGCGG
AGGGTGCCGA
CCCTGTTTCG
GGGCCTTGGA
ACCAATCGCC
CCCACGTCAC
GGGAGATGGG
ATGACGGCAA
CGGGGTTCGG
ATACGCCCGC
GCTCGCAGCC

ACGGGGTCCC

72

TCCCAAGGCA

GTGGCCTCTG

TTGGTGGCCC

CGCAGCTCGC

AGATGGACAG

AGCTTTGCTC

TCAGGGGCGG

GCACGCTTCA

CGACCAGGCT

GCAGCAAGAA

TATAGACGGT

TTCGCGCGAC

TTCCGAGACA

GGCCGGGGAC

CGTGACCGAC

GCCCccGGee

GGCCGCGCGG

CATCCCGCCG

CATCGACCGC

TGCGATTCGC

GTCGTGGCGG

GCCCCAGAGC

GGCCCCCGAG

CGTCTTGGCC

CGCCGGCTGC

CACCCCCGGC

GGAGGCTAAC

TAAAAAGACA

TCCCAGGGCT

GTTTCTTCCT

AACGTCGGGG

CCATGGGGAA

GTCTGGAGCA

GCCTCGCACA

CTTCGCGCCA

GTCGTGCAGG

CACCGCTGAG

CTTCGCTTTC

GCTCAGGGGC

AAAGCGCACG

GCGCGTTCTC

GCCACGGAAG

CCCCACGGGA

GATATCGTCT

ATCGCGAACA

GCGGCGGTGG

GCCGTTCTGG

CTCACCCTCA

TACCTTATGG

ACCTTGCCCG

CTGGCCAAAC

CGCGTTTACG

GAGGACTGGG

AACGCGGGCC

TTGCTGGCCC

AAACGCCTCC

CGGGACGCCC

TCCATACCGA

TGAAACACGG

GAATAAAACG

GGCACTCTGT

TTTCCCCACC

CGGCAGGCCC

TGGTTTATGG

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920



TTCGTGGGGG
ACTAGTGGAT

EZ;AAG
GAGTTACAGA
ACCTGGGGAT
GATTTTGCTG
AAAACAGGAG
GAAAGTACCC
AACCCATACC
GCCATCAATT
ATGCCAGGAC
AGGCGATTTT
TCATCTAATA
ATTTCTAAGG
TACATCCATT
TTTCATTGCA
TTTGGCATAG
ATGACTAAGA
TTCATCACCA
CTGATGCAGA
TTGCTTTCTT
CGCACCCTTG
CAAGGGAAGC

CAGTACACTA

TTATTATTTT

CATCGAATTC

TGTGGATTCT

GACAAAGTTT

CCATCCCATA

GCAGGACCCT

TCACAGTCAT

AAGGAGCTAA

CCCCAGAGCT

GGAGGAGTGG

CAGGAAGTGG

TGGAGAGGAA

AAAAATGGAA

AGGAGACTCT

TTCCTCAGTA

TCTTTAGATT

TCTGTGATGC

AGCAAGCTGG

AAGGAAGTCA

GGCCATGGAA

ATAGAACCAA

ACCACTAATT

TCCTTTCCCT

GAAATAAAAA

GGGCGTTGCG TGGGGTCAGG TCCACGACCC
Ende der TK-Kassette +—

CTGCAGCCCG

TCATTCCTTC

GGAACCAAGA

AACAACCACC

GATATAGCTG

CTATTGGATG

AGGGGTCTGC

GTGTCTCTAG

CCCTTGGTCT

GAGTGAATGG

ACTAGAAAAG

AAACGATTCT

AAACTGTAAA

GATATGATAC

TAGTTTTCCC

CTAGTGTCTT

GGAGGAAAGG

GGATAGAAAC

AAGTGCTGCA

GACTACCAGC

GAGAAAATGC

GTGATAACTC

GGATCTGTAT

GGGGATCCAC

TTAGAATGGG

CTGAAGGAAG

AAACCCAGAT

TCTCCTGTGA

GAACACATGG

AGGCCTATGG

TTGCATATGT

TGCAAAGATT

GTTGGTGAGC

GGGATAGCAT

GAGACGACTT

ACCTTTTTTT

TCTCAGTTGT

CTTCAGCTTC

AGTCAGGGTT

GTTTATTCAG

TCACACCAGG

TTCTGACTTA

CCAGGGATGG

TTACAGATGG

TAACTTGTGT

GATTTGTTAA

—» Ende Fragment 1, Start Fragment 2

TGAATTCAGA
EcoR I
AATACAGAAG
AGCCAGAGAA
ATGAACTAAC
GGTGGAACTT
GGAGGAGAGG

CAGGAATGGG

GGATAAAAAT

TAGATACTCA

AGTACCCAGG

CAGTGCCCCA

GTAGCTCTAG

CCCTTGGTCC

AGTGGGTGGG

GAGGGGAAAC TAGGAAAGGG

ATTTTACAAA

CAGTCATCCA

GAGCTGAAGG

GAGCTCCTTG

CTGTATATGT

TTTGAAAGCT

TTGGGGAGCA

TTAGAAAATA

TTGGACAGAG

GGTCTGAAGC

CAACTATACC

AGCAGAGGAT

CTATGCCCCA

GGGGGAGGGG

GATAACACTT GAAATGTAAA
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TAGTTCTAGA

GAACAAAATA

GACCATCCAG

ACTATTGTAT

GGCTATGCCA

TCCCTAATGA

GAGGAACAAC

AGCAGAGGAT

CTATGCCCCA

AGGGGGGTGG

TTGAAATGTA

TATCTGCTAT

ACAAAGCATC

CTTATTTCTT

CCTATATCTT

TCTATTCCTG

CTTACACCTC

CAGGAACTTG

CTTCCCCTGG

CACCACTCAC

ATCTCATGGA

CAAGTTGACA

TGAATTTGTG

TTTTGGACCA

CACAAAGTCC

CCCATAGGAG

ACCAATCARA

GACTTTGTGG

GTATAGGGGA

GAAGGGATAG

GAAAATAATC

AAGCTCTAGA
GCGGCCGC
Not I

CCCATGGAAG
AGACTGACCC
ATACCAACAA
GTGCCTGGCA
ATGAGCTAGA
AATATGAACT
AACCTAGTCG
GTATAGGGGA
GGGAGGGTAT
AATGAAGAAA
GATGAGGCAT
CTACTCTTTA
TTCTTTTCTT
CTTGGGCTTC
AACATACATC
CACATTGCTG
GAGGCAGGGG
CTTGCTCAAC
AATGGGCCCT
CGCATTTCCT
CAAAACTAGC
GAAGGGACGA
ATGCCTGGCA
CCAATGAAGG
GAACATCAGT
GAAAACACAT
GGCTTCAATG
ATGCCAGGAC
AGGATTTTCA

TAAAAAAAAT

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840



AATAAAAGTT

TTTGTGAATG

GGATCCCCCT

CTGACCTGCA

ATTATTTTTT

TTAAAAGCTA

ATAGTTCTCT

TATAGCCACA

ATCATTTCTC

ATATCGTCTA

GTTGTAAATA

GAGGTTTCTG

GGAAGCTTGA

TATTGACTCA

TAATTATTAA

CAATATTATA

ATATTAGATA

AAACAAAATG

CCACAGGCAG

AGTGACCTCA

CAGGCTTCTC

GCTCAATCCT

ATTTTTCAAT

AAGACTGTGA

ACTTGTTCTT

CTTGTGGTAC

CTGCATGACC

AAGCAACCTT

CTATCTGACC

CCATGTTCAA

TAAGTGAAAC

TTATGAAAAA

TATGTGTGCC

GGAACTGGCG

TCCTCTACAA

TTTCAGTTTC

TAGAATTTTC

TCCTTGATGA

GAGGAACACT

TTCCTATTTG

CCCATGGAGT

TAATAAGAAA

TCCTTTGTAT

ATAGTCAAAT

CTTACCAGGA

AGAAAATACT

ATATGTGTGC

TGTTACAAAT

GAGGATCTTA

CTAATTTCCA

TCATGAATTT

TAGTAAGGGG

CATGGAACAC

GTTAATGAGA

AGACTAAGGA

GTTGGGATAG

TAGTATGCTA

GTAGGCAGTA

AGTAGCAGCT

Ende Fragment 2
TCACTGACAC TTTGTAAATT GCCTTAAG

GTGTTGACCC

GATAGCAGAG

GGAAAAAGGC

AGTTTATTCT

TGTAGGATAA

AACTGAGACG

TCATTACCTT

GTGCTTTTAA

TGGAAGTATT

TTCTTTTCCC

GATGGCTTCC

ATTGGATTCC

GGGCTTTTCA

TTCCTCTTCA

GGACCTCCCC

AGAACAATAA

CCCGGG

Xma I

CCAAATATTT

TAGCAACCTT

AAAAATCAAA

CTGGCAGTTT

GGGAATGAAT

CACATATATT

AGGGAGTCTC

TGACTCTGTC

ATGAGCATTG

AGTTTGTCGC

CTGGATGGCG

TGTTTCCTAT

TCAAGAAACC

TGCTTCTCCT

CAACTGTTGT

TGACTATGCT

TTGGTATAGT

CTGTGTCCAT

GGTTGTCAGC

AACACTGAGC

ACTGCTTTAG

ATCTCAAGGT

CGTGGGCTCT

TTCTATGGGC

ACTTAGTCAC

GGAGAATGAC

TTTGCCTTAG

CATGGTGTAG

TTTCAAATCA

GAAGGGTGAC

Afl 11
TCAA

GTGTGTGTGA
AGAGGTGAGA
TACCACGTGG
GATCTTTTTA
ACCTAAAAGC
AAATATTCTT
CAAAAACTCC
TACTCCTGGA
ATGGCCAGGG
TTGATTGAGA
GTGTTAGGTA
CTATGTTCAT
TGGTTGACAG
TTGCATTGCT

GGTACC

Kpn I
ACCCCAGCTG

TTGTTTTACC

AGGAGACATT

TTCCTTAGAA

AGTCACAGAG

ATATGGTGGC

GGTCAGCAGA

CCAGATGGAG

ACTTCTGCAC

ATACTGAGAA

CTTTCTGGTC

AATGATGGAA

CTGTCCCCTG

CTGAGCTCCC

GATTATTCCT

GGTTAGTATA

L, Start Fragment 3

TTCCTGTGTT
ATTTATTGCA
AAGGGAACTA
GCGTTTCCCC
AGAAGTAAAT
CCCAGGGAAA
AGCCCATCCG
TTCTCTGTGT
ACTTTTTCCT
TCAGCCAAAC
GAGAAAACAC
GCTGTCCATA
CTTTATTAAG
GGCTTCTCAA
GGAATGGATG

GTCTTCTAGT
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GTATGTCTAG

AACCAGCCAA

ATTTCCATTT

AAACCAACTG

CAGTCTGAAA

TTTAGAAAAC

GAATGGACCT

CACACGGGCT

GGGCTGATCT

TGCCAACAAT

TGGGTAGTCA

GCCTATCTGA

TTCATCTGCC

CATATCGTCA

ATACTGCCTT

CCCACTTTAA

GCTAGAATGG

GTGATACTCA

CAAACCATAG

TACACTTGAC

TAAAAATCCT

TGATATCCAG

GGTGAGCTCG

TTCGCTGGAG

CAGGTGCCTA

TGCTAGCCAC

AGCTTCTGAC

TCTCACCCAG

ACACAGCATC

GAACAGACCT

GGGTTCTAGG

AAACTACTGG

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760



ACATGCATTC

GAATCTAAGA

GCCATTGTAA

TTGTAAAATA

TAGGCTTCAA

TATAACCAGG

CCTAGTTCAG

AGAAATTCAC

TGACACTGAC

TCAAGCTAGC

TCACCG

TTATGCAGAG

CACCCCAACC

CGTTACTGGC

CACCATATTG

GAGCATTCCT

GAAGGAAGCA

CAGGCAGCGG

AGATACACCT

AAGAGTCAAA

ACCCCATTGT

GAGGTTAAAA

Ende IRES <+——

AGTGGAATGT

AATGTGGTTC

AATAAGCATA

AAAAATGGGT

GGAAACTAGA

AAGCACATGG

GATCTATGTA

TCTGACCATG

CTCTCCAGTA

GTAGCTCTGA

CTTCTATCCT

TTCTCAGAGT

GTTAGTTGGC

CAGGGCAAGC

ATTCTGCTGA

CTTTTTGAAT

GTAAAAGTTG

CATGCCATCT

CTAAAGACCC

AGGTTCTTCT

TTGCATCTGC

TTAGGGGAGA

ACTGAGTATT

TTTCTTGTGT

ACTGGTCCCA

ATCTCCCTGT

TCTATGTCTA

CTCTAGTGAG

GATCACTCAA

TCACCTAACA

AAGCTTTGTG

CTATTTAAAA

TTGTGTCAAT

CAGTCAGAAG

GATCTTCAGA

TGTGACTCAA

Ende Fragment 3 & Ende 5" Homologie +——

ATTTTGAGCA TGATTTGGGA TTTTATCATT GACATC?EﬁAif

GATCC
?BamH I/Bgl II)

ACATCTCTAT

TTCTCGCTAT

Ende SA +—

CCCTCCCCAG

CGAAGCCGCT

CCGTCTTTTG

AGGGGTCTTT

GTTCCTCTGG

AACCCCCCAC

GCAAAGGCGG

TGGCTCTCCT

ATGGGATCTG

AAACGTCTAG

AGACACC

TGGAATAAGG

GCAATGTGAG

CCCCTCTCGC

AAGCTTCTTG

CTGGCGACAG

CACAACCCCA

CAAGCGTATT

ATCTGGGGCC

GCCCCCCGAA

—» Start GFP

ACGATGATAA TATGGCCACA ACCATGGTGA

TGCCCATCCT GGTCGAGCTG GACGGCGACG

AGGGCGAGGG

AGCTGCCCGT

GCCGCTACCC

ACGTCCAGGA

TGAAGTTCGA

AGGACGGCAA

TCATGGCCGA

AGGACGGCAG

CGATGCCACC

GCCCTGGCCC

CGACCACATG

GCGCACCATC

GGGCGACACC

CATCCTGGGG

CAAGCAGAAG

CGTGCAGCTC

TACGGCAAGC

ACCCTCGTGA

AAGCAGCACG

TTCTTCAAGG

CTGGTGAACC

CACAAGCTGG

AACGGCATCA

GCCGACCACT

CCTGTATTGA

TTATGCATAA

TCTTTTAGGA

TCAGTCACTA

CACCCTTTGC

TTCATAGAAT

AAAAAAACTG

CATAATCAGA

ACTCTGAACC

TGATCAAA

L» Start SA

TGATCGGTGT TTATTTATTC TTTAACCTTC
— Start IRES

GCCcCC
CCGGTGTGCG
GGCCCGGAAA
CAAAGGAATG
AAGACAAACA
GTGCCTCTGC
GTGCCACGTT
CAACAAGGGG
TCGGTACACA
CCACGGGGAC
GCAAGGGCGA
TAAACGGCCA
TGACCCTGAA
CCACCCTGAC
ACTTCTTCAA
ACGACGGCAA
GCATCGAGCT
AGTACAACTA
AGGTGAACTT

ACCAGCAGAA

75

TCTCCCTCCC

TTTGTCTATA

CCTGGCCCTG

CAAGGTCTGT

ACGTCTGTAG

GGCCAAAAGC

GTGAGTTGGA

CTGAAGGATG

TGCTTTACAT

GTGGTTTTCC

GGAGCTGTTC

CAAGTTCAGC

GTTCATCTGC

CTACGGCGTG

GTCCGCCATG

CTACAAGACC

GAAGGGCATC

CAACAGCCAC

CAAGATCCGC

CACCCCCATC

CCCCCCCTAA

TGTTATTTTC

TCTTCTTGAC

TGAATGTCGT

CGACCCTTTG

CACGTGTATA

TAGTTGTGGA

CCCAGAAGGT

GTGTTTAGTC

TTTGAAAAAC

ACCGGGGTGG

GTGTCCGGCG

ACCACCGGCA

CAGTGCTTCA

CCCGAAGGCT

CGCGCCGAGG

GACTTCAAGG

AACGTCTATA

CACAACATCG

GGCGACGGCC

TGA
Bcl I

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680



CCGTGCTGCT GCCCGACAAC CACTACCTGA

ACGAGAAGCG CGATCACATG GTCCTGCTGG

Ende GFP

|
GCATGGACGA GCTGTACAAG TAAAGCGGCC

ATTTGTAGAG GTTTTACTTG CTTTAAAAAA

TAAAATGAAT

AAGCAATAGC

TTTGTCCAAA

GGCGCTTTTC

CTACACAAGT

TCCGTTCTTT

Ccccaeceecee

TCTCGTGCAG

CCAATAGCAG

GGGCGGGCTC

GGCATTCTGC

GGGCCTTTCG

GTTCTCCGGC

GCTGCTCTGA

AGACCGACCT

TGGCCACGAC

ACTGGCTGCT

CCGAGAAAGT

CCTGCCCATT

CCGGTCTTGT

TGTTCGCCAG

ATGCCTGCTT

GCCGGCTGGG

AAGAGCTTGG

ATTCGCAGCG

CTGTAAGTCT

TTTTTCCTGT

GCAATTGTTG

ATCACAAATT

CTCATCAATG

TTGTTAACTT

TCACAAATAA

TATACCATGG

> Start NEO

TTAATTAAGT

CCAAGGCAGT

GGCCTCTGGC

GGTGGCCCCT

CAGCTCGCGT

ATGGACAGCA

CTTTGCTCCT

AGGGGCGGGC

ACGCTTCAAA

ACCTGCAGCC

CGCTTGGGTG

TGCCGCCGTG

GTCCGGTGCC

GGGCGTTCCT

ATTGGGCGAA

ATCCATCATG

CGACCACCAA

CGATCAGGAT

GCTCAAGGCG

GCCGAATATC

TGTGGCGGAC

CGGCGAATGG

CATCGCCTTC

GCAGAAATTG

CATACTTTGT

TTTCGAGGGC

CTGGAGCATG

CTCGCACACA

TCGCGCCACC

CGTGCAGGAC

CCGCTGAGCA

TCGCTTTCTG

TCAGGGGCGG

AGCGCACGTC

AATATGGGAT

GAGAGGCTAT

TTCCGGCTGT

CTGAATGAAC

TGCGCAGCTG

GTGCCGGGGC

GCTGATGCAA

GCGAAACATC

GATCTGGACG

CGCATGCCCG

ATGGTGGAAA

CGCTATCAGG

GCTGACCGCT

TATCGCCTTC

ATGATCTATT

TAAGAAGGGT

GCACCCAGTC
AGTTCGTGAC
GCGACTCTAG
CCTCCCACAC
GTTTATTGCA
AGCATTTTTT
CTTAAG

Afl 11

CCCTGCAGGT
CGCTTTAGCA
TTCCACATCC
TTCTACTCCT
GTGACAAATG
ATGGAAGCGG
GGCTCAGAGG
GGCGGGCGCC
TGCCGCGCTG
CGGCCATTGA
TCGGCTATGA
CAGCGCAGGG
TGCAGGACGA
TGCTCGACGT
AGGATCTCCT
TGCGGCGGCT
GCATCGAGCG
AAGAGCATCA
ACGGCGATGA
ATGGCCGCTT
ACATAGCGTT
TCCTCGTGCT
TTGACGAGTT
AAACAATAAA

GAGAACAGAG

76

CGCCCTGAGC

CGCCGCCGGG

ATCATAATCA

CTCCCCCTGA

GCTTATAATG

TCACTGCATT

CAATTCTACC

GCCCCGCTGG

ACCGGTAGGC

CCCCTAGTCA

GAAGTAGCAC

GTAGGCCTTT

CTGGGAAGGG

CGAAGGTCCT

TTCTCCTCTT

ACAAGATGGA

CTGGGCACAA

GCGCCCGGTT

GGCAGCGCGG

TGTCACTGAA

GTCATCTCAC

GCATACGCTT

AGCACGTACT

GGGGCTCGCG

TCTCGTCGTG

TTCTGGATTC

GGCTACCCGT

TTACGGTATC

CTTCTGAGGG

GATGTCCACT

TACCTACATT

AAAGACCCCA

ATCACTCTCG

GCCATACCAC

ACCTGAAACA

GTTACAAATA

CTAGTTGTGG

GGGTAGGGGA

GCACTTGGCG

GCCAACCGGC

GGAAGTTCCC

GTCTCACTAG

GGGGCAGCGG

GTGGGTCCGG

CCGGAGGCCC

CCTCATCTCC

TTGCACGCAG

CAGACAATCG

CTTTTTGTCA

CTATCGTGGC

GCGGGAAGGG

CTTGCTCCTG

GATCCGGCTA

CGGATGGAAG

CCAGCCGAAC

ACCCATGGCG

ATCGACTGTG

GATATTGCTG

GCCGCTCCCG

GATCGATCCG

AAAATGGAAG

TTGAATGGAA

7740

7800

7860

7920

7980

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8580

8640

8700

8760

8820

8880

8940

9000

9060

9120

9180

9240

9300

9360

9420

9480

9540

9600



GGATTGGAGC

AGGCTCTTTA

CAAAACCAAA

CTCGTGGGAT

CTATTCC

T

AGTATCCCTA

TAGCTTTACT

CTCTCTCTCT

CACACACACG

AACTTAAGTA

TTTTCTCCTT

TATAGTCCAA

AGCTTAAGCG

TAGGGAGTAC

ATCCTAGTCA

GGGTGGGGAA

AGTGTGATGG

ATATCCCACC

AGGAAATGGA

CATATACAGA

AAACTGGATG

ACACTTCATG

CATGAGGTAG

GCTACCAGGG

CATCGAAGGC

TACGGGGGTG

CTATTGCTTT

TTAAGGGCCA

CATTGTTTTT

AGTGATCCAT

GAAACATCTC

CTCTCTCTCT

GGAGGAGAAG

GTTACATCTG

AGCACCCAGA

AATGAAAAGA

AAACCACAAC

TTATCACCAT

GAATGGCTAG

GAGATATCAT

AATCGTCATA

ACAGAGGCAC

ACCAGCCTAG

ATGGGAGTTT

GATCCAGAAA

CTCTCTTATA

AGAAAAGAAA

ATAGAAGGGA

AAATTATGCT

GGGGTGGGGT GGGATTAGAT AAATGCCTGC TCTTTACTGA

ATGATAATGT TTCATAGTTG GATATCATAA TTTAAACAAG

GCTCATTCCT CCCACTCATG ATCTATAGAT CTATAGATCT

Ende NEO +
CTCTTGATTC CCACTTTGTG GTTCTAAGTA AACGAAGTTC

GTCGAG

(Xho I/Sal I)

TCTTA

CCCTGAG

| 12 Nukleotide

AGGCC
Stul

AGCTAAC

ACTTAAAGTC TGGTAATTGA TGGCCTTGAC

TGTCATCAGG CAAAATTTCT CTCTCTCTCC

—> ENSEMBL: + TCTCAC

CACACACACA

AGAGAAAATA

GCAATGTGAT

GAAAAATAAT

ATGGGAAATC

AGCCTCAAAT

CAGGGGAATG

CATCAAGAAA

TCACTGCTTG

AAACTATGCT

TTGCACATCA

ATGCCCATGA

GTTCCATTGT

ATATTAAATT

TGAGTGTGAC

ATAGAACATA

AAAGGAGCGA

TTATGTTTGA

CACACACACA

GATCCTAGAT

CCCTGCAGTA

GATAGAACAA

CGGTGCCTAA

TATGAAGAAC

GAAATTAAAA

GTAAGTGATA

GGAGAGACTT

ATTCCTGGGT

GTGTTTCTTG

AAAAAATGGC

AAGGAATAGG

GAACAAGGTT

TGAATGTGGG

CGTGACATGA

GGAGAGAGAG

AAAACAAAAA

CACACACACA

TATTTGGGGT

CATCAAAACC

TACTGACAAA

AATTTCAGTA

AAAGTGAAAA

CTACTTCAAA

CTAGGTATGG

CTGCAGGCAA

CAGGTATCCA

CTGCACTACT

TGAGTAATGA

CAAATTGTGA

ACCTAGTCTG

GCATACAAAC

AAGTGGAAAG

GTGAGAAGAA

ACAGAAAAGT

—>ENSEMBL: + TTT

CTAGCTTTTT TTTTTTTTTT TTTTTTGTCA AGATTGGGAG ATGAGGTAGC

> Ende Fragment 4, Start Fragment 5

AAGGTAAGAG ATCTCTTACC TGCTGGGCCC AGTTCATTGG TTCATGCCTC
Bgl II
TCATTTGGGG GACTTCTGTG GTGATGTTCA ACACTGCCTT GATATAGAAA

GCCTCCATTC TTTAGGTTTC ATTTGGGGGG AGATAAAGGA AATGTGGGAT

CGGAATACAT CCATGATTGG TGGAACCTGA TGGATTTTGC AATGAACTCC

CAACTATTTC CTTGAAGATC GTGGCCTATG TCAAGGTAAA ATGGGATGTC

77

9660

9720

9780

9840

9900

9960

» Start 3" Homologie &

CATGGCCACA Fragment 4

CTCTCTCTCT

CACACACACA

CACAATGCAT

CAGGAAGAGC

GTCAATTTAC

GCTAAATTAA

ATAAATAGTT

TTTTTATTTC

GGTATGGAGG

TGTGGAAATC

AAAGGACCCA

GTCAATAACA

AGACAGGGTC

AACATGCAGG

AGAAAGGCAA

AGAAAAAGAC

TCGAAAGGGG

TGGTTAGGAA

GAAAAGCATA

CAAAGAAAGA

TCATCTTTAT

TAAACTTACT

GGTGGATTCA

CTCTACCTGG

TACCATCTTT

10080

10140

10200

10260

10320

10380

10440

10500

10560

10620

10680

10740

10800

10860

10920

10980

11040

11100

11160

11220

11280

11340

11400

11460

11520



CTTCCCCTGT

TTTATGGGGA

CAGTAGTGTG

CCAGAGGAAT

TTAAACATCT

AAAGCCTCTT

TCCCTGCTGT

CCCTCTGTAG

CCAACATCCC

TACAACACAT

TAATTTTTCA

TACCGGTTCA

ATAAGCACCT

AGACCTATAA

GACCTTCCCC

CCACTATATC

CATGGCTATG

CATTTCCCAA

TAGAATGGGA

AATATGCATA

GCATTCATGA

TTAACACATG

TCTGGTGATC

CAGTTTTCCT

AATATTATAT

TTACTAGGTT

CTGGGGTATT

TTTCACTGGA

ACTCAACTAG

TCACATGCAG

TGTGTACATA

GAGTTACAGA

AGTAAGAGTG

CT

AATTTTGGCA

AAACTATTGA

TAAGTAGTAT

CCTTAAGTTT

ATAACATTCC

ACCCGTTATC

AGCCATTGGT

TACAGATATT

CACTTCCCCA

GGGTTCACCT

ATTTGTTAAA

GAAAATGTCT

TGAATTATTC

ATGAGTACAG

AAGCAAAATG

TGGGGGTAAC

CTCCTTCTAC

GATGTCTAGT

ATATGGCTGT

TTGCATAAAT

AACATTTTTG

CTTACAACTT

CTGCCTGGGT

TTTCAACCAT

TTTTAAATCT

TTGTTTAACC

AAAATGTGTC

GAGGTTTCCA

GCTTCTAAGT

ACTTTCGATT

TGCTTAGTGC

TGGTTTGGAG

GCAAGCAGTC

GGCGCGCC
Asc I

GAGTTATGTC AATAAACTTT TGCACTGGGC GCAGAAAGAG 11580
GTGTCCCATC TATTCTAGGA AATACTACAG AGACCTTTTT 11640
CAACTTATGC AAATCCAGTG AAGAAAGGAA CATTCTTTTT 11700
CTCAGACTCT CAGGGTAAAG TTGTCTTCAG CCTTCAGTGC 11760
TTCGAAGAAT ACTAATGCTC ACTAAATGCA CTACCTCCAA 11820
ACTTTAGTAA AATCAGTTAT TTTATATTTG ACTAATATTT 11880
AAGCACTCCT CCTTTTGGAG ATACACAGGA CAAAAGTGAT 11940
GTCCCCTCTC CTTTACCTTC TGAGTCATTG TTTCACAGAG 12000
CCCATTCTTT GTATAACAAG CAGCATAACC CCAGAAACTG 12060
ACAATTCACC TACAATTCTT CTTTATGTCT TCTGTCAGGA 12120
ATATACACAA ATTTTTATTA TCACTCACCC TACATCCCCC 12180
ATACTGAGCA TACCCTGTCA TCTTGATACT TTCCCCATAC 12240
TGAAAATTAT TATTAAATAC GTACAGTTTC ACTTTTAATG 12300
TCTGGTTGTC TCATCAACAG AGATACAACT CATGTAAGAC 12360
AGACAAGTGT GGAGTAAAGT TCCAGGTACC TCTCCACAGG 12420
—> ENSEMBL: A statt G

CACAGGTCTG AATCTAGGTC TGTAATTTAA TGATAGAAGG 12480
CCTGCTTTGA GTTTTTCCCC ACAAGGTAAG GCTGACAATT 12540
CAGTCATGCT TTTGGTATTC AATTTCACAT TGAAGACTTT 12600
CCCCCAAGTC TCCAACAACT TCGTTTATTT TTACATCCCT 12660
TGTAAGACCT TGAGAGTTAT ATAGAGCATG AATATTGAAT 12720
AAAAGAGCCC AAGAGTATGC CTTATACGTG TGTCGACCAT 12780
TCTTAAAAGA AAAAGCCTAG TGAAAGAAAA TGTTTGACTC 12840
TAACTCCATG TCCCCCTGGC ACTCTGCTGG CTAAGTATCA 12900
GCACTGTGTG TATTACGAAT ATTTTTAAAA TAATTAATAA 12960
CCTTTATAAG TAGAGACACC ATAACTTAAC AATCTTGAAC 13020
AGAAAAGTTT AGAATAAATG ATGAAAAGAA TGATTTTAGT 13080
TACAGATGCT CAACATCAGC TAATTACATA ATCTTCCTAA 13140
AAGAGCTAAA TACTTCTCCA TATCAATGTA TAATAAACCC 13200
TCTGCCTCTT AACACTAAAA GAAAACACAA ACAAGACATG 13260
TTTAAACATA TTTATGTGTA TGGATTTTTT TGTGTGTATG 13320
TCAAGAAGGC CCGAAGAGAC AGACTCATCC CCTAAACTTG 13380
CCACCATGTG GGTATTGGGA ATTGAATGCA GATCCTCTAC 13440

Ende Fragment 5 & Ende 3" Homologiet——
TTAACCTCTA GTCCATCTCT CCAGCCCCAA GAATTTAGAT 13500
Bgl II
13518

78

Abbildung 4.18: Sequenz des Targetingvektors pC5 16b



4.7 Strategie zum Nachweis des homologen Rekombinationsereignisses

Die zufillige Integration des Targetingvektors an beliebige Stellen des Genoms ist sehr
viel haufiger als die Integration durch homologe Rekombination an einem definierten
Ort. Der Nachweis einer korrekten Integration des Targetingvektors pC5 16b kann
durch Gentypisierung mittels Southern-Blot-Analyse und/oder PCR-Reaktion erfolgen.
Fiir die Southern-Blot-Analyse werden Sonden, die 3" bzw. 5° des homologen Bereichs
des Targetingkonstruktes lokalisiert sind, hergestellt. Mit Hilfe dieser Sonden ist es
moglich, nach Verdau mit entsprechenden Restriktionsendonukleasen, das Wildtypallel
vom rekombinanten Allel eindeutig zu unterscheiden und spéter transfizierte ES-Zellen

auf erfolgreiche homologe Rekombination zu untersuchen.

4.7.1 Klonierung und Priparation der 3'-Sonde

Die 3'-Sonde umfasst 1892 Basenpaare und liegt 707 bp 3" des Endes der 3'-Homologie
des Gentargetingvektors. Das Fragment wurde mittels PCR mit Tag-Polymerase und
den Desoxynukleotiden C5 25 und C5 26 (s. Tab. 3.2) aus BAC DNS amplifiziert. Im
folgenden Schritt wurde dieses Fragment wie in Kapitel 3.2.12 beschrieben behandelt
und in einen EcoR V verdauten pBluescript SK (-) Vektor kloniert. Nach der
Aufreinigung des erhaltenen Vektors pC5 17 wurde der Bereich des Fragments
doppelstringig sequenziert und mit der von ENSEMBL veroffentlichten Sequenz des
TrpC5-Gens verglichen (http://www.ensembl.org).

Das Insert konnte zur Verwendung als Sonde in der Southern-Blot-Analyse nach
Restriktionsverdau  mit EcoR 1 und Hind III vollstindig aus dem Vektor
herausgeschnitten und durch Elektophorese in einem 7% PAGE-Gel und Elektroelution

aufgereinigt werden.
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4.7.2 3" Southernstrategie

5
X E S . AX B S
...| L | I || I ||- |_ L TRPC5 Wildtyp-Allel
Pl o 1kb
I|E S A
TK | ’_I_L’. I_RES lﬂ_%_l_w_l_l___ Targetingkonstrukt
= pC5 16b
X E S A S
---| || ’—IL} '.Rsiﬁw I l TRPC5""™ Allel
? Sonde
< 10.3kb »  WT| Stul Verdau
4 7kb »  MT! 3 Sonde

Abbildung 4.19: Schematische Darstellung der 3° Southernstrategie.
Abgebildet ist das Wildtypallel, der Targetingvektor pC5-16 und das
rekombinante Allel. Die Exonsequenzen sind als schwarze Quadrate
und die Intronsequenzen als schwarze Linie dargestellt. Das
rekombinante Allel besitzt eine loxP-Seite (schwarze Dreiecke) 5°
des Exons 4 und eine SA-IRES-GFP-FRT-NEO-FRT Kassette 3
des Exons 4. Unterhalb der Abbildung ist die Sonde und die Grof3e
der genomischen DNS-Fragmente fiir die Southern-Blot-Analyse
dargestellt.
WT: Wildtyp, MT: rekombinantes Allel
X: Xbal, E: EcoR I, S: Stul, A: Afl 11, B: Bgl II

Die 3'-Southernstrategie beruht auf einem Restriktionsverdau der genomischen DNS
mit dem Restriktionsenzym Stu I. Nach dem Verdau von Wildtyp-DNS mit Stu I
entsteht ein Fragment von 10,3 kb Lénge, das mit Hilfe der spezifischen 3'-Sonde (s.
Kapitel 4.7.1) nachgewiesen werden kann. Durch Insertion einer kiinstlichen Stu I-
Schnittstelle in das Targetingkonstrukt kann zwischen korrekter bzw. nicht erfolgter
Integration in das Genom unterschieden werden. Nach homologer und vollstindiger
Insertion der gesamten 3'-homologen Sequenz einschlieBlich der dritten loxP-
Sequenzen (L3, s. Abb. 4.20) entsteht im rekombinanten Allel ein Fragment von 7 kb.
Um zu tiberpriifen, ob die priparierte Sonde spezifisch bindet, wurde eine Southernblot-
Analyse durchgefiihrt. Hierzu wurde genomische DNS von Wildtyp-ES-Zellen mit Stu I
verdaut, mittels Gelektrophorese aufgetrennt und auf eine Nylonmembran transferiert.

Anschlieffend erfolgte eine Hybridisierung mit der radioaktiv markierten 3'-Sonde. In
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Abbildung 4.20 sind Banden in Hohe von 10,3 kb zu erkennen. Aufgrund dieses
Ergebnisses kann davon ausgegangen werden, dal die Sonde spezifisch an ihre
Zielsequenz bindet und somit auch rekombinante Allele nach erfolgter homologer

Rekombination nachgewiesen werden konnen.

<+«— 10,3kb

Abbildung 4.20: Nachweis von 10,3 kb groen Stu I-DNS-Fragmenten aus dem
TRPC5-Gen mit Hilfe der 3'-Sonde durch Southern-Blot-Analyse
Genomische Wildtyp-DNS wurde mit Stu I geschnitten Lane 1 bis 4:
jeweils 15 pl genomischer ES-Zell-DNS nach Stu I- Verdau.
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4.7.3 5 -Southernstrategie

5
XK B E S g AX B K B S
___" | L I I || ' I L._ | - TRPC5 Wildtyp-Allel
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| | 3 Targetingkonstrukt
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. .3 5" Sonden
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+—4 kb—p ' MT | 5" Sonden 1,2,3,6
; 9410 ’ WT | Kpn I Verdau
—33kh—> MT | 5 Sonden 4.5.6

Abbildung 4.21: : Schematische Darstellung der 5°-Southernstrategie.
Abgebildet ist das Wildtypallel, der Targetingvektor pC5-16 und das
rekombinante Allel. Die Exonsequenzen sind als schwarze Quadrate
und die Intronsequenzen als schwarze Linie dargestellt. Das
rekombinante Allel besitzt eine loxP-Seite (schwarze Dreiecke) 5°
des Exons 4 und eine SA-IRES-GFP-FRT-NEO-FRT Kassette 3* des
Exons 4. Unterhalb der Abbildung sind die Sonden und die GroBen
der genomischen DNS-Fragmente fiir die Southern-Blot-Analyse
dargestellt.
WT: Wildtyp, MT: rekombinantes Allel
X:Xbal, K: Kpn I, B: Bgl II, E: EcoR I, S: Stu I, A: Afl II

Die 5'-Southernstrategie beruht auf einem Restriktionsverdau der genomischen DNS
mit den Restriktionsenzymen Bgl II bzw. Kpn 1. Nach dem Verdau von Wildtyp-DNS
mit Bgl II entstehen Fragmente von 6,9 kb Lénge, die mit Hilfe einer spezifischen 5'-
Sonde, die zwischen der Bgl II-Schnittstelle und dem Beginn der 5’-homologen
Sequenz des Targetingvektors liegt, nachgewiesen werden konnen. Durch Insertion von
zwei zusidtzlichen Bgl II-Schnittstellen in das Targetingkonstrukt soll zwischen
korrekter, unvollstindiger oder nicht erfolgter Integration in das Genom unterschieden
werden. Nach homologer und vollstindiger Insertion der gesamten 5'-homologen

Sequenz einschlieBlich aller loxP-Sequenzen sollte im rekombinanten Allel ein
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Fragment von 4 kb entstehen. Bei korrekter und vollstindiger Integration finden sich
somit drei loxP- und zwei ftr-Sequenzen im Genom (L3F2-Allel, d.h. drei loxP- und
zwei ftr-Sequenzen). Mit Hilfe der zweiten kiinstlich eingefiigten Bgl II-Schnittstelle
lasst sich die unvollstindige Integration des Konstruktes von der richtigen Integration in
die Zielsequenz mittels Southernblot-Analyse unterscheiden. In diesem Fall wird durch
die homologe Rekonstruktion nur ein Teil des 5'-Homologiebereiches ohne die erste
loxP-Sequenz inseriert (L2F2-Allel, d.h. zwei loxP- und zwei ftr-Sequenzen). Durch das
Fehlen der ersten loxP-Sequenz fallt aufgrund der unmittelbaren Ndhe zum 5°-Ende die
erste artifiziell eingefiigte Bgl II-Schnittstelle weg. Somit ldsst sich durch die zweite
eingefiigte Bgl II-Schnittstelle mit Hilfe der spezifischen Sonde ein Fragment der Linge
5,6 kb nachweisen. Bei unvollstdndiger Integration finden sich somit zwei loxP- und
zwei ftr-Sequenzen im Genom.

Als Alternative zur Spaltung der genomischen DNS mit Bgl II kann das
Restriktionsenzym Kpn I verwendet werden. Entsprechende DNS-Fragmente, die als
Sonde fiir die Southern-Blot-Strategie in Frage kommen, miissen zwischen der Kpn I
Schnittstelle und dem Start des Targetingvektors liegen. Nach dem Verdau von
Wildtyp-DNS mit Kpn I entsteht ein Fragment mit einer Linge von 9,4 kb. Nach
homologer und vollstindiger Integration der gesamten 5'-homologen Sequenz
einschlieBlich aller loxP-Sequenzen entsteht im rekombinanten Allel ein Fragment von
5,3 kb (L3F2-Allel), da unmittelbar vor der ersten loxP-Seite im Targetingkonstrukt
eine zusitzliche Kpn I-Schnittstelle eingefligt wurde. Bei unvollstdndiger Insertion und
dem Verlust der ersten loxP-Sequenz entfillt folglich auch hier die kiinstlich inserierte
Schnittstelle fiir Kpn I. In diesem Fall entsteht ein Fragment der Lénge 12,8 kb (L2F2-
Allel).

Von insgesamt 6 im 5" Bereich des Targetinglokus gelegenen DNS-Fragmenten, die in
Southern-Blot-Analysen untersucht wurden, kam es in allen Féllen zu einer
unspezifischen Hybridisierung mit der genomischen DNS. Da keine anderen Enzyme
praktikabel sind, muss die Richtigkeit der Sequenz im Bereich der 5 -Homologie sowie
die korrekte Integration der ersten und zweiten loxP-Sequenz (L1 bzw. L2) durch
Amplifikation der genomischen DNS in diesem Bereich und anschliefender

Sequenzierung iiberpriift werden.
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S DISKUSSION

Ziel dieser Arbeit war es, einen Gentargetingvektor zur Inaktivierung des TRPC5-Gens
im Mausmodell zu konzipieren und zu klonieren. Zur konditionierten Geninaktivierung
wurde das Cre-loxP System aus dem Bakteriophagen P1 bzw. das Flp-FRT-System aus
der Hefe Saccharomyces cerevisiae verwendet. Beide Systeme konnen mittlerweile
effizient zur konditionierten Geninaktivierung in der Maus eingesetzt werden
(Lewandoski, 2001;Kwan, 2002).

Die beiden genannten Systeme bestehen aus einem Rekombinase-Enzym, Cre bzw. Flp,
und einer dazugehorigen Erkennungssequenz, loxP bzw. FRT. Die minimale
Erkennungssequenz betrdgt jeweils 34 bp, so da3 das zuféllige Auftreten dieser Sequenz
in Sdugern und somit eine negative Beeinflussung anderer Gene relativ
unwahrscheinlich ist. Die Erkennungssequenzen beinhalten die Bindestelle der Cre-
bzw. Flp-Rekombinase, in der es in der Mitte der Sequenz zum Schneiden des Stranges
und zur Religation kommt. Die durch die Erkennungssequenz flankierten DNS-
Abschnitte werden je nach Orientierung und Lage der Erkennungssequenz deletiert,
invertiert oder transloziert.

Neben der ubiquitdren Geninaktivierung besteht beim Cre-loxP System die Moglichkeit
der zelltypspezifischen und zeitlichen Inaktivierung. Zur zelltypspezifischen
Inaktivierung werden die von der Erkennungssequenz flankierten DNS-Abschnitte des
Zielgens durch zelltypspezifische Expression der Rekombinase deletiert und das Gen
inaktiviert. Hierzu werden Méiuse, die das mutierte Allel tragen mit Mausen verpaart,
die die Cre-Rekombinase zelltypspezifisch exprimieren. Somit wird das Zielgen
ausschlieflich in den Zellen deletiert, in denen die Cre-Rekombinase exprimiert wird.
Um die Inaktivierung des Zielgens zeitlich zu steuern, kann ein Verfahren benutzt
werden, bei dem ein Fusionsprotein aus der Cre-Rekombinase und einer mutierten
Ligandenbindestelle des Ostrogenrezeptors in transgenen Miusen exprimiert wird. In
diesem Fall kann die Rekombinaseaktivitit des Cre-Fusionsproteins z.B. durch exogen
zugefiihrtes Tamoxifen ausgeldst werden. Endogene Ostrogene bewirken dagegen keine
Aktivierung des Cre-Fusionsproteins. Im unstimulierten Zustand ist das Cre-
Fusionsprotein an ein Hitzeschockprotein gebunden und kann nicht in den Zellkern
diffundieren. Durch die Zufuhr von exogenem Tamoxifen wird das Hitzeschockprotein

aus der Bindung mit dem Cre-Fusionsprotein vedringt, so dafl dieser Komplex in den
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Zellkern diffundieren kann und damit eine Aktivierung der Cre-Rekombinase bewirkt.
Somit kann duch Tamoxifen-Gabe die Deletion der durch loxP-Erkennungssequenzen
flankierten DNS-Fragmente zu definierten Zeitpunkten erreicht werden (Lewandoski,
2001;Kwan, 2002;Hayashi and McMahon, 2002). Wird durch Voranschalten eines
gewebspezifischen Promotors vor das Gen fiir das Cre-Fusionsprotein dessen
Expression auf bestimmte Zelltypen in der Maus beschrinkt, kann die Inaktivierung
eines Zielgens zeitlich kontrolliert und selektiv in definierten Zelltypen induziert
werden (Sohal et al., 2001).

Die in dieser Arbeit gewédhlte Strategie ermoglicht es, mit Hilfe des Cre-loxP- bzw. des
FRT-Flp-Systems nach erfolgreichem Gentargeting in embryonalen Stammzellen
folgende drei Mauslinien zu generieren, auf die im Anschluss genauer eingegangen
wird:

1) TRPCS-/-

Bei dieser Mauslinie ist das Exon 4, das fiir einen essentiellen Proteinabschnitt des
TRPCS-lonenkanals codiert, deletiert. Die durch die Deletion hervorgerufene
Inaktivierung des TRPC5 Gens besteht dabei seit dem frithesten Embryonalstadium und

in der Folge in allen Zellen des resultierenden Organismus.

2) TRPCSﬂOX/ﬂOX
Bei dieser Mauslinie ist das selbe Exon, das in der TRPCS5-/- Mauslinine ubiquitir
deletiert ist, von loxP-Sequenzen flankiert. Durch Verpaarung der TRPC5™¥™* Miuse

mit transgenen MAiusen, die die Cre-Rekombinase zelltypspezifisch exprimieren, ist es
moglich, das TRPC5-Gen selektiv in definierten Zelltypen zu inaktivieren. Diese
Vorgehensweise ist notwendig, wenn TRPC5-/- Maiuse bereits wihrend der
Embryonalentwicklung versterben (Weissgerber et al., 2006), oder um eine in TRPCS5-/-
Maiusen beobachtete Dysfunktion, die durch Fehlfunktionen in mehreren Organe bzw.
Zelltypen zustande kommen konnte, einem definierten Zelltyp oder Organ zuzuordnen.
In diesem Fall kdnnte man das TRPC5-Gen selektiv in dem zu untersuchenden Zelltyp
inaktivieren und diese Miuse hinsichtlich dieser Dysfunktion untersuchen.

3) TRPC5RePorter

Bei dieser Mauslinie ist ein Reportergen (GFP) so in das TRPCS5 Gen integriert, dalB3 es
unter der Kontrolle des TRPC5-Promotors exprimiert wird. Auf diese Weise kann durch
Nachweis der GFP-Fluoreszenz an intakten Zellen die Expression von TRPC5-Kanélen
untersucht werden. AuBlerdem sollte es moglich sein, native TRPCS5-exprimierende

Zellen auf Grund ihrer GFP-Fluoreszenz z.B. aus Blut oder Knochenmark mit Hilfe von
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FACS (Fluorescence activated cell sorting) zu isolieren, um anschlieBend die

funktionelle Bedeutung der TRPC5-Kandle in diesen Zellen zu analysieren.

Mit Hilfe TRPC5-defizienter Mauslinien konnen Aussagen iiber die Funktion des
TRPC5-Proteins in nativen Zellen, Organen und fiir Systemfunktionen gemacht werden.
Um das Ereigniss der homologen Rekombination zu ermdglichen, wurde in dieser
Arbeit ein Gentargetingvektor kloniert, der neben dem Exon 4 weitere homologe
Bereiche zur Zielsequenz des TRPC5-Gens enthilt.

Eine Moglichkeit zur konditionierten Inaktivierung eines Gens mittels homologer
Rekombination ist die Elimination eines Genabschnittes, der fiir die Funktion des
codierenden Proteins essentiell ist. In dieser Arbeit wurde deshalb das Exon 4, das fiir
die Transmembrandoméne S1/S2 codiert, mit loxP-Sequenzen flankiert. Mit Hilfe der
Cre-Rekombinase kann dieses Exon deletiert werden.

Da die Insertion des Gentargetingvektors in zufdllige genomische Bereiche sehr viel
hiufiger stattfindet als in den gewiinschten chromosomalen Bereich, wurden in den
Targetingvektor Gene kloniert, die eine Positiv- bzw. Negativselektion im Rahmen des
Gentargetingexperiments in ES-Zellen ermdglichen. Zur Positivselektion wurde
zwischen die homologen Arme des Gentargetingvektors ein Gen fiir die Neomycin-
Phosphotransferase inklusive eines in ES-Zellen erprobten Promotors und eines
Polyadenylierungssignals kloniert. Die Expression dieses Enzyms in transfizierten ES-
Zellen ermoglicht diesen Zellen das Wachstum in Gegenwart des Aminoglykosid-
Antibiotikums G418 unabhédngig von der Lokalisation des Integrationsortes im Genom,
wihrend nichttransfizierte Zellen absterben. Damit es durch dieses Gen nicht zu
unerwiinschten Effekten auf benachbarte Gene kommt, wurde eine Strategie gewéhlt,
bei der diese Kassette mit FRT-Sequenzen flankiert wurde. Dadurch ist es moglich, mit
Hilfe der Flp-Rekombinase das Gen fiir die Neomycin-Phosphotransferase selektiv zu
entfernen. Es gibt Beispiele die belegen, da3 die Anwesenheit einer Neomycin-Kassette
in der Zielsequenz Einfluss auf die Expression benachbarter Gene besitzt, z.B. stort die
Integration einer PGK-NEO-Kassette in den Genlokus des Granzym-Genes die
Expression selbst 100kb entfernter Gene (Pham et al., 1996). Zur Negativselektion
wurde auBerhalb der homologen Arme vor den 5'-homologen Bereich die
Thymidinkinase-Selektionskassette, bestehend aus pgk-Promotor, Thymidinkinase
cDNS sowie Polyadenylierungssignal, kloniert. Bei Integration des Targetingvektors

mittels homologer Rekombination wird die Thymidinkinase nicht mit in den
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rekombinanten Genlokus inseriert, da sie eine nicht homologe Sequenz darstellt, die
auBerhalb der homologen Arme liegt. Bei dem weitaus héufiger vorkommenden
Ereignis einer zufdlligen Integration wird diese Negativselektionskassette allerdings
zusammen mit der zum TRPC5-Gen homologen Sequenz ins Genom integriert und
bleibt funktionstiichtig. Die Thymidinkinase phosphoryliert Nukleosid-Analoga wie
z.B.  Ganciclovir zum  Monophosphat aus  welchem  durch  weitere
Phosphorylierungsschritte endogener Kinasen ein Triphosphat hervorgeht. Werden
diese Triphosphate in die DNS eingebaut kommt es zur Hemmung der DNS-
Replikation. ES-Zell-Klone, die die Thymidinkinase-Selektionskassette vollstindig ins
Genom integriert haben sind somit im Gegensatz zu den regelrecht homolog
rekombinierten ES-Zellen sensitiv gegeniiber Ganciclovir und kénnen durch dessen
Zugabe ins Kulturmedium eliminiert werden.

Zur Identifizierung homolog rekombinanter ES-Zellklone wurde eine Strategie zur
Southern-Blot-Analyse erarbeitet. Nach Spaltung genomischer DNS aus Wildtyp ES-
Zellen mit dem Restriktionsenzym Stu I wird nach Hybridisierung mit einer 3" des
Targtingvektors lokalisierten Sonde ein 10,3 kb DNS-Fragment aus dem TRPCS-
Genlokus detektiert. Bei ES-Zellklonen, bei denen das Targetingkonstrukt mittels
homloger Rekombination in den TRPC5-Genlokus integriert wurde, wird dagegen ein
7 kb Fragment identifiziert (P. Weilgerber, M. Freichel, unverdffentlichte Ergebnisse).
Aus dem 5° des Targetingvektors gelegenen Bereich des TRPC5-Genlokus konnte keine
DNS-Sonde identifiziert werden, obwohl aus dem in Frage kommenden Bereich
insgesamt 6 DNS-Fragmente in Southern-Blot-Analysen untersucht wurden. In allen
Féllen kam es zu einer unspezifischen Hybridisierung mit der genomischen DNS,
moglicherweise aufgrund zahlreicher repetitiver Sequenzbereiche in diesem Abschnitt
des TRPCS5-Genlokus. Der Nachweis der korrekten und singuldren Integration des
Targetingvektors muss deshalb dadurch erfolgen, da3 die relevante DNS-Sequenz im
5°-Teil des Targetinglokus wie z.B. die loxP-Erkennungssequenz mittels spezifischer
Oligodesoxynukleotide amplifiziert und sequenziert werden. Um auszuschliessen, dal3
der Targetingvektor mehrfach integriert wurde, wird eine Southern-Blot-Analyse mit
einem DNS-Fragment durchgefiihrt, das innerhalb des Targetingvektors liegt (s. Abb.
5.1).
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Abbildung 5.1: Schematische Darstellung der Strategie zur Uberpriifung der
korrekten einmaligen Integration des Targetingvektors ins Genom.
Abgebildet ist das Wildtypallel, der Targetingvektor pC5-16 und das
rekombinante Allel. Die Exonsequenzen sind als schwarze Quadrate
und die Intronsequenzen als schwarze Linie dargestellt. Das
rekombinante Allel besitzt eine loxP-Seite (schwarze Dreiecke) 5°
des Exons 4 und eine SA-IRES-GFP-FRT-NEO-FRT Kassette 3°
des Exons 4. Unterhalb der Abbildung sind die Sonden und die
GroBBen der genomischen DNS-Fragmente fiir die Southern-Blot-
Analyse dargestellt.

MT: rekombinantes Allel, I1: Interne Sonde 1, I2: Interne Sonde 2
X:Xbal, E: EcoR I, S: Stul, A: Afl 11, B: Bgl II

In genomischer DNS homolog rekombinanter ES Zellklone mit singuldrer Integration
des Targetingvektors diirfte nach Stu I- bzw. Xba I-Verdau und Hybridisierung mit der
internen Sonde 1 oder 2 bzw. mit der Exon 4 Sonde lediglich ein DNS Fragment der
erwarteten GroBe (siche Abb. 5.1) detektiert werden. Bei mehrfach Integration werden
zwei oder mehrere DNS Fragmente erwartet.

Nach Transfektion des Gentargetingvektors in embryonale Stammzellen und
erfolgreicher homologer Rekombination erhdlt man ES-Zellen, die fiir die eingefiigte
Mutation heterozygot sind. Durch Injektion dieser ES-Zellen in Blastozysten kdnnen

nach Implantation der Blastozysten in scheinschwangere Ammenmaiuse chimire Tiere
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geboren werden. Diese Chiméren sind in der Lage, die eingefiihrte Mutation zu
vererben. Um Méuse zu erhalten, die fiir die geplante Verdnderungen heterozygot
(+/L3F2) sind, werden diese Chiméren mit Wildtyp-Mé&usen verpaart. Im Folgenden
wird dargestellt, welche Genotypen durch Verpaarungen der heterozygoten TRPCS
+/L3F2 Maéuse mit verschiedenen Mauslinien, die die Cre- bzw. Flp-Rekombinase
exprimieren, generiert werden kénnen.

Zur Herstellung TRPCS defizienter Miuse, bei denen das Gen ubiquitir und beginnend
mit den frithesten Embryonalstadien inaktiviert ist, werden diese Méuse z.B. mit einer
Mauslinie verpaart, die die Cre-Rekombinase unter der Transkriptionskontrolle des
Cytomegalievirus (CMV)-Minimalpromotors und bereits wihrend der frithen
Embryogenese exprimiert. Wegen der effektiven Geninaktivierung der jeweiligen
Zielgene bezeichnet man diese CMV-Cre-Mauslinie auch als Cre-Deleter Mauslinie

(Schwenk et al., 1995).

&

PA i L3F2-Allel
——)— D] [} -

’ [l_ Null-Allel (L1)

Abbildung 5.2: Schematische Darstellung der Excision der durch loxP-Sequenzen

flankierten Bereiche aus dem L3F2-Allel duch Expression der Cre-
Rekombinase und Generierung des L1-Allels. Eingezeichnet sind das
Exon 4 (orangener Kasten), die Exons 5 und 6 (graue Késtchen), die
Neomycin-Resistenzkassette (rosa), die IRES-GFP-Kassette (griin) mit
Splice-Akzeptor-Sequenz (SA) und Polyadenylierungssignal (pA)
sowie die loxP- (schwarze Dreiecke) als auch die FRT-Sequenzen (rote
Dreiecke).

+/L3F2

Demnach besitzen Nachkommen von Verpaarungen aus TRPCS Mausen mit Cre-

Deleter Miusen ein Nullallel fiir das TRPC5-Gen (TRPC5 — oder TRPC5 ™). Da das

durch loxP-Erkennungssequenzen flankierte Exon 4 einen essentiellen codierenden
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Bereich des TRPCS5-Gens darstellt, kommt es durch die Deletion dieses Exons zum
Leserastersprung und somit zum vorzeitigen Translationsstop. Als Folge dieser Deletion
sollte von diesem Null-Allel kein funktionstiichtiges Protein mehr gebildet werden.
Durch Verpaarung dieser fiir die eingefiihrte Mutation heterozygoten Tiere konnen
Maiuse generiert werden, die homozygote Trager des Nullalels sind (TRPCS -/-). Da das
TRPCS Gen auf dem X Chromosom lokalisiert ist, kdnnen hemizygote méinnliche Tiere,
die das TRPCS5-Null-Allel tragen, bereits keine funktionellen TRPC5 Kanile mehr
herstellen. Der Nachweis der fehlenden Expression des TRPC5-Gens kann mit Hilfe
einer Northern Blot Analyse oder mittels einer Western Blot Analyse bei Verfiigbarkeit
eines geeigneten, gegen das TRPCS5-Protein gerichteten Antikorpers, erfolgen.
Umgekehrt dienen Proteinfraktionen, die aus TRPCS5 defizienten Miusen gewonnen
werden als Negativkontrolle zur Evaluation der Spezifitit von TRPC5-Antiseren, wenn
der Nachweis der fehlenden Expression funktioneller TRPCS-Transkripte- bzw. der
TRPC5-Proteine zuvor z.B. mittels Northern-Blot-oder Western-Blot-Analyse erbracht
wurde.

Durch vergleichende Analysen von Zellen, Organen bzw. systemischen
Korperfunktionen an Wildtyp- bzw. TRPCS defizienter Mause kann auf die funktionelle
Bedeutung von TRPCS5 geschlossen werden. In Neuronen aus Wildtyp- bzw. TRPC5
defizienten Méusen kann z.B. die Lénge und die Morpholgie von Neuriten untersucht
werden, da das TRPCS5-Protein, basierend auf Experimenten mit denen negativ
dominante TRPC5-Konstrukte in hippocampalen Neuronen iiberexprimiert wurden, als
Regulatoren des Neuritenwachstums postuliert wurden (Greka et al., 2003).

Da keine Pharmaka verfligbar sind, die TRPC5-Kanile mit ausreichender Spezifitit
blockieren konnen, kann mit Hilfe TRPC5-defizienter Méuse untersucht werden, ob
Agonist aktivierte Kationenstrdme und der damit verbundene Ca®" Einstrom durch
TRPCS5-Kanile vermittelt ist.

In dhnlicher Weise kann die Bedeutung des TRPCS5-Proteins als Untereinheit von
Kationenkandlen und fiir den Agonist-induzierten Ca®" Einstrom in glatten
Muskelzellen sowie fiir die Kontraktilitit von BlutgefdB3en und die Blutdruckregulation
untersucht werden. Eine Bedeutung von TRPCS5 Kanélen fiir diese Funktionen wird
derzeit vermutet (Beech et al., 2004). AuBerdem wurde kiirzlich berichtet, da3 die
Expression von TRPC5 bei Patienten mit Herzinsuffizienz gesteigert ist (Bush et al.,

2006). Eine kausale Rolle von TRPCS fiir die Entstehung von Herzhypertrophie bzw.
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Herzinsuffizienz konnte ebenfalls mit Hilfe des TRPC5-Mausmodells untersucht
werden.

Falls TRPC5 defiziente Mause nicht lebensfihig sind, besteht bei der hier gewihlten
Targetingstrategie auch die Moglichkeit, das TRPC5-Gen zeitlich kontrolliert oder
zelltypspezifisch zu inaktivieren. Dazu wird eine Mauslinie bendtigt, bei der das Exon 4
des TRPC5-Gens von loxP-Sequenzen flankiert ist (TRPCS flox/flox) “Piese Mauslinie

L3E2% Mause mit der Ella-Cre-Mauslinie erhalten

kann nach Verpaarung der TRPCS
werden (Holzenberger et al., 2000). Die Ella-Cre-Maus ist eine transgene Mauslinie, die
die Cre-Rekombinase unter dem adenoviralen Ella-Promotor exprimiert, der nur in
Oocyten und Praimplantationsstadien aktiv ist. Die Expression der Cre-Rekombinase
findet daher nur in diesen Stadien des Embryos statt. Hierbei kommt es bei den
Nachkommen neben der totalen Excision der durch loxP-Erkennungssequenzen
flankierten DNS-Bereiche (siche Abb. 5.2) auch zu sog. Mosaikrekombinationen
(Holzenberger et al., 2000). Hierbei ist auch eine partielle Excision beim Vorliegen
mehrerer loxP-Sequenzen moglich (u.a. die Excision des DNS-Abschnittes zwischen

der 2. und 3. loxP-Sequenz. Das auf diese Weise resultierende TRPC5™*-Allel ist in
Abb. 5.3 dargestellt).

ch A i L3F2-Allel
—}— « = neo] [

_>_ . +n_.‘. Floxed-Allel (L2)

floxed exon 4

Abbildung 5.3: Schematische Darstellung der Excision der durch loxP-Sequenzen

flankierten SA-IRES-GFP-NEO-Kassette aus dem L3F2-Allel durch
Expression der Cre-Rekombinase und Generierung des L2-Allels.
Eingezeichnet sind das Exon 4 (orangener Kasten), die Exons 5 und 6
(graue Kistchen), die Neomycin-Resistenzkassette (rosa), die IRES-
GFP-Kassette (griin) mit Splice-Akzeptor-Sequenz (SA) und
Polyadenylierungssignal (pA) sowie die loxP- (schwarze Dreiecke) als
auch die Frt-Sequenzen (rote Dreiecke).
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Werden die das Flox-Allel tragenden Tiere (TRPC5""*) mit Mauslinien verpaart, die
die Cre-Rekombinase zelltypspezifisch exprimieren, wird das TRPC5-Gen in den
Nachkommen selektiv in diesen Zelltypen inaktiviert. Eine Mdglichkeit besteht in der
Verpaarung mit einer Cre-Mauslinien, die die Cre-Rekombinase unter der Kontrolle
eines Promotors aus glatten GefdBBmuskelzellen (Regan et al., 2000) oder
Kardiomyocyten (Wettschureck et al., 2001) exprimieren, so dal TRPCS selektiv in

glatten GefaBBmuskelzellen bzw. in Kardiomyocyten inaktiviert wird.

Floxed-Allel (L2)

} ﬂ_ - Kardiomyocyten:
Null-Allel (L19)

’ : ’ I] = Restliche Zellen:

Floxed-Allel (L2)
floxed exon 4

Abbildung 5.4: Schematische Darstellung der Excision des durch loxP-Sequenzen
flankierten Exons 4 aus dem Floxed-Allel (L2) durch Expression der
Cre-Rekombinase in Kardiomyocyten und Generierung eines
Kardiomyocyten-spezifischen Null-Allels (L19?). Eingezeichnet sind
das Exon 4 (orangener Kasten), das Exon 5 (graues Késtchen) sowie
die loxP-Sequenzen (schwarze Dreiecke).

Die dritte Mauslinie, die bei der gewihlten Strategie generiert werden kann, entsteht

nach Verpaarung der heterozygoten Tiere (TRPC5 ="

) mit sog. ,,Flp-Méausen* (Farley
et al., 2000), die unter Kontrolle des ROSA26-Promotors die Flp-Rekombinase ubiquitar
exprimieren. Durch die Expression dieser Flp-Rekombinase wird die durch die FRT-

Sequenzen flankierte Neomycin-Resistenzkassette herausgeschnitten. Es resultiert das
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TRPCS5 L3F1-Allel, aus dem eine mRNA bestehend aus Exon 1 bis 4 des TRPC5-Gens,
sowie der IRES-Sequenz und der fiir das GFP-Protein kodierenden Sequenz gebildet
werden kann. Unter Kontrolle des TRPC5-Promotors sollten in diesem rekombinanten
TRPC5 L3F1-Allel GFP-Proteine exprimiert werden, die es ermdglichen, Zellen, die

das TRPC5-Gen endogen exprimieren, zu identifizieren.
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Abbildung 5.5: Schematische = Darstellung  der  Excision der  Neomycin-
Resistenzkassette aus dem L3F2-Allel durch Expression der Flp-
Rekombinase und Generierung des L3F1-Allels. Eingezeichnet sind
das Exon 4 (orangener Kasten), die Exons 5 und 6 (graue Késtchen),
die Neomycin-Resistenzkassette (rosa), die IRES-GFP-Kassette (griin)
mit Splice-Akzeptor-Sequenz (SA) und Polyadenylierungssignal (pA)
sowie die loxP- (schwarze Dreiecke) als auch die Frt-Sequenzen (rote
Dreiecke).

L3F1-Allel

Auf diese Weise kann durch Nachweis der GFP-Fluoreszenz an intakten Zellen die
Expression von TRPC5-Kanilen untersucht werden. Au3erdem sollte es moglich sein,
native TRPC5-exprimierende Zellen auf Grund ihrer GFP-Fluoreszenz z.B. aus Blut
oder Knochenmark mit Hilfe von FACS (Fluorescence activated cell sorting) zu
isolieren, um anschlieend die funktionelle Bedeutung der TRPC5-Kanile in diesen

Zellen zu analysieren.
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6 ABKURZUNGSVERZEICHNIS

°C Grad Celsius

32p Radioaktives Phosphat

ug Mikrogramm

ul Mikroliter

A Adenin

Abb Abbildung

Amp Ampicillin

APS Ammoniumperoxydisulfat

ATP Adenosintriphosphat

BAC Bacterial artificial chromosome
bp Basenpaare

BSA Bovines Serumalbumin

C Cytosin

Ca** Calcium

cAMP Cyclisches Adenosinmomophosphat
cGMP Cyclisches Guanosinmomophosphat
cDNS copy Desoxyribonukleinsiure
Ci Curie

cm’ Quadratzentimeter
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Cre Cre-Rekombinase

CMV Cytomegalievirus

dATP Desoxyadenintriphosphat
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dest destilliert
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dTTP Desoxytyrosintriphosphat

E.coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamin-N,N,N",N"-tetraessigsidure
ES-Zellen Embryonale Stammzellen

EtOH Ethanol

Fa Firma

flox von loxP-Sequenzen flankiert
Flp Flp-Rekombinase

fmol Femptomol

frt Flp-Rekombinase-Target

g gramm

G Guanosin

G418 Geneticin

GFP Griin fluoreszierendes Protein
GTG Genetic technology grade

GTP Guanosintriphosphat

H,O Wasser
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STET-Puffer
T
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TBE-Puffer
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High Performance Liquid Chromatography
Isopropyl-B-D-thiogalactosylpyranosid
Internal Ribosomal Entry Site
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Luria-Bertani Medium
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Natrium
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Tris
TRP

Uuv
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Xg
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a,0,0-Tris-(hydroxymethyl)-methylamin

Transient Receptor Potential
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Ultraviolett
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Wildtyp

Multiplikation mit der Erdbeschleunigung
5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galactosylpyranosid
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