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I. Einleitung

|. Einleitung

Die Funktion des Nervensystems basiert auf einem komplexen Zusammenspiel
verschiedenster Molekile und Mechanismen. Zell-Zell und Zell-Matrix-Interaktionen spielen
hierbei eine essenzielle Rolle und werden durch spezielle Zelladhdsionsmolekile (cell
adhesion molecules, CAMs) und Komponenten der extrazellularen Matrix (extracellular
matrix, ECM) vermittelt (Fields und Itoh, 1996; Walsh und Doherty 1996; Schachner 1997;
Benson et al., 2000). Diese CAMs und ECM Molekule regulieren zellulare
Migrationsprozesse, sowie Wachstum und Richtungsweisung von Axonen und spielen auch
bei Regenerationsprozessen im adulten Nervensystem eine wichtige Rolle (Schachner 1994;
Walsh und Doherty 1996). Besonderes Interesse gilt hier den Chondroitinsulfat-
Proteoglykanen, die die Regeneration im zentralen Nervensystem (ZNS) nach L&sionen
supprimieren (Fawcett et al., 1989; McKeon et al., 1991, 1995; Friedlander et al., 1994). Ein
Teil dieser Arbeit beschaftigt sich mit den Sulfotransferasen, die fiir die Sulfatierung dieser
Chondroitin- und Dermatansulfat-Glykosaminoglykane verantwortlich sind, sowie den

Auswirkungen fehlender Sulfatierung in vivo.

Tenascine (TN) sind eine weitere, wichtige Proteinfamilie der ECM. Bisher sind sechs
Mitglieder bekannt, namentlich Tenascin-C (TN-C), Tenascin-R (TN-R), Tenascin-W (TN-W),
Tenascin-X (TN-X), Tenascin-Y (TN-Y) und das erst 2003 beschriebene Tenascin-W Maus-
homologe Tenascin-N (TN-N). Im Gegensatz zu den meisten Proteinen der ECM vermitteln

die Tenascine eher schwache Zelladhasion.

Die Konstruktion von Knockout-Mausmodellen ist ein gangiges Mittel, um Funktion und
Einfluss eines Proteins in vivo zu untersuchen. Die Rolle von TN-C, TN-R und TN-X bei der
Entwicklung und der Funktion des Nervensystems wurde bereits mit Hilfe von Knockout-
Mausmodellen ausfuhrlich beschrieben. Um auch TN-N genauer charakterisieren zu konnen,

beschaftigt sich der zweite Teil dieser Arbeit mit der Herstellung einer TN-N Knockout-Maus.
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1. Die extrazellulare Matrix (ECM)

Die extrazellulare Matrix ist ein komplexes Netzwerk aus verschiedenen Molekiilen, das den
Raum zwischen Zellen ausfullt. Die wichtigsten Bestandteile sind Glykosaminoglykane, die
entweder an Proteine gebunden als Proteoglykane vorliegen oder ungebunden, wie z.B.
Hyaluronan. Des Weiteren enthalt sie fibrillare Proteine, wie z.B. Kollagene und Elastine,
adhasive Glykoproteine, wie z.B. Laminin, Fibronektin und Tenascine, aullerdem
verschiedene Wachstumsfaktoren. Sie verleiht Geweben Stabilitdt und Form, dient aber
auch als eine Art Informationseinheit, die extrazelluldre Signale mittels spezifischer
Zelloberflachenrezeptoren weiterleitet und verarbeitet. Diese Interaktion zwischen ECM-
Molekulen untereinander und mit verschiedenen Zelloberflachenrezeptoren fiihrt zu einem
fein abgestimmten Zusammenspiel, das verschiedene Zellfunktionen wie Proliferation,
Migration und Differenzierung koordiniert. Im Nervensystem reguliert die ECM auRerdem die
Wedgfindung der Axone, die Bildung neuer Synapsen sowie die synaptische Plastizitat. Die
ECM des ZNS ist im Vergleich zur ECM anderer Organe einzigartig, da sie nur wenig

fibrillare Proteine, daflir aber grolie Mengen an Glykosaminoglykanen enthalt.

Eine besonders spezialisierte Form der ECM des ZNS sind die perineuronalen Netze (PNN),
die man in vielen Regionen des zentralen Nervensystems findet, z.B. im Cortex,
Hippokampus, Thalamus, Cerebellum, im Hirnstamm wund im Rickenmark. Die
Hauptkomponenten der PNNs sind Chondroitinsulfat-Proteoglykane, wie die Mitglieder der
Lectican-Familie (Brevican, Neurocan, Aggrecan, Versican), Phosphacan und NG2, Linker-
Proteine, Hyaluronan und TN-R. Die Rolle, die die einzelnen Bestandteile in der
Aufrechterhaltung der PNNs spielen, wird durch die Betrachtung von Knockout-Mutanten
deutlich. Brevican” und Neurocan” Mause zeigen keine anatomischen oder
morphologischen Veranderungen, weshalb diese Proteoglykane fiir die Aufrechterhaltung
der PNNs nicht essentiell zu sein scheinen (Brakebusch et al., 2002; Zhou et al., 2001). Bei
TN-R” M&use waren Immunfarbungen fiir Brevican, Neurocan und Hyaluronan in den PNNs
reduziert und die Struktur der PNNs gestort (Brickner et al., 2000). TN-R scheint demnach
eine wichtige Komponente der PNNs zu sein. Eine bedeutende Rolle scheint auch
Hyaluronan zu haben, denn es konnte gezeigt werden, dass der enzymatische Verdau von

Hyaluronan zu einem kompletten Verlust der PNNs fuhrt (Képpe et al., 1997).

PNNs entstehen verhaltnismallig spat in der postnatalen Entwicklung (in Nagern 2-5
Wochen nach der Geburt), etwa zeitgleich mit der Stabilisierung synaptischer Verkniipfungen
und dem Ende der kritischen Phase (Kalb et al., 1988; Hockfield et al., 1990; Briickner et al.,
2000; Dityatev & Schachner, 2003). Es wird angenommen, dass PNNs an der
Aufrechterhaltung der Gewebestruktur (Margolis et al., 1993) und der Stabilisierung der

Synapsen (Kalb et al., 1988) beteiligt sind, indem sie ungewollte Plastizitdt verhindern
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(Corvetti und Rossi 2005). AuRerdem gibt es Hinweise, dass diese spezialisierte Form der
ECM bei der Aufrechterhaltung des lonengleichgewichts um die Neuronen eine Rolle spielt
(Bruckner et al., 1993, 1996; Hartig 1999).

1.1 Kohlenhydrat-Sulfotransferasen

Man unterscheidet bei den Kohlenhydrat-Sulfotransferasen drei Familien: die
Heparin/Heparan-Sulfotransferasen, die Keratan-Sulfotransferasen, sowie die HNK-1-

Sulfotransferasen.

Die meisten Kohlenhydrat-Sulfotransferasen sind Transmembran-Proteine vom Typ I, d.h.
sie besitzen eine kurze, N-terminale cytoplasmatische Doméane, die wahrscheinlich bei der
Lokalisation des Polypeptids im Golgi-Lumen und bei der Substratspezifitat eine Rolle spielt.
Die cytoplasmatische Domane ist gefolgt von einer einzelnen transmembranen Doméane und
einer groRen C-terminalen luminalen Domane, die die katalytische Aktivitat birgt. Sie sind in

Golgi-Vesikeln lokalisiert, wo sie Glykosaminoglykane und Glykolipide sulfatieren.

Wie bereits von den cytosolischen Sulfotransferasen bekannt, dient auch den Kohlenhydrat-
Sulfotransferasen PAPS (3°-Phosphoandenosin 5°-Phosphosulfat) als Sulfat-Donor. Obwonhl
die cytosolischen Sulfotransferasen und die Kohlenhydrat-Sulfotransferasen wenig
Sequenzahnlichkeiten besitzen, gibt es zwei Motive, die bei beiden Gruppen hoch
konserviert sind. Das 5-PSB Motiv und das 3’-PB Motiv sind fir die Bindung der 5'-
Phosphosulfat-Gruppe, bzw. der 3’'Phosphatgruppe von PAPS verantwortlich (Kakuta et al.,
1998). Die Sulfotransferasen Ubertragen das 5°Sulfat von PAPS auf eine Hydroxylgruppe
eines Kohlenhydrat-Anteils in einem Glykoprotein oder Glykolipid, wobei der genaue

Mechanismus des Transfers noch nicht bekannt ist.

PAPS selbst wird durch eine spezielle PAPS-Synthetase, die sowohl ATP-Sulfurylase- als
auch APS-Kinase-Aktivitdt besitzt, aus ATP und anorganischem Sulfat synthetisiert
(Schwartz et al., 1998). Durch die PAPS/PAP-Translokase, einem transmembranen Antiport
Shuttle, wird PAPS im Austausch mit luminalem PAP durch die Golgimembran in das Golgi
Lumen transportiert, wo es dann unter anderem den Kohlenhydrat-Sulfotransferasen als

Sulfat-Donor dient.
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1.2 Die HNK-1-Sulfotransferase-Familie

Bislang sind sieben Mitglieder der HNK-1-Sulfotransferase-Familie identifiziert. Die HNK-1-
Sulfotransferase (HNK-1 ST), die auch der Namensgeber dieser Familie ist, wurde als erstes
Mitglied beschrieben (Bakker et al., 1997; Ong et al., 1998). Sie sulfatiert die Hydroxylgruppe
des dritten Kohlenstoffatoms (C3) in endstandiger Glukuronsaure (GIcA) in der Sequenz
GlcA-131,3-Gal-R1,4-GIcNAc-R. gebildete  HNK-1-Kohlenhydrat-Epitop st
kennzeichnend fir viele CAMs und ECM-Molekdile.

Das so

HNK-1 ST gesamtes Gehi'rn, encc:i?s’tgr:-iiilger gzcﬁglll\i\?:-alg NCAM, MAG’ L1,
Thymus, Testis GIcA (HNK-1) Contactin, PO
- be2§i2$:§Z$::$Ln§se C4 OH in GalNAC-B1 4-
. und Cerebellum. endstandiger GlcNAc-R1,2- Lutropin, Thyrotropin,
Riickenmark, Uterus GalNAc Mana-R Proopiomelanicortin,
Carbonic AnhydraseVI,
Tamm-Horsfall-
gesamtes Gehirn, Milz, C4 OH in GalNAc-R1,4- Glycoprotein, Urokinase,
CHST-9 Rickenmark, Testis, endstandiger GIcNAc-R1,2- TN-R
Speicheldriise, Thymus GalNAc Mana-R
ubiquitar exprimiert, mit ) )
CHST-11 | Expressionsmaximain | C4 OH in interner G;clalll%c[sr;ii)
Gehirn, Riickenmark, GalNAc (Chondroiti,n)n
Uterus und Niere
TN-R, Appican,
ubiquitér exprimiert, mit (GIcA-R1,3- Phosphacan/-Receptor-
CHST-12 | Expressionsmaxima in C4 OHininterner | GalNAc-R1,4), type Protein Phosphatase
Gehirn, Riickenmark GalNAc (Chondroitin) ¢/t (RPTP), Aggrecan,
und Lunge Versican, Brevican,
Neurocan
ubiquitar exprimiert mit o (GIcA-R1,3-
CHST-13 | hoherer Expressionin | C4 OHininterner | GalNAc-B1,4),
Leber, Testis und GalNAc (Chondroitin)
Speicheldrise
ubiquitar exprimiert mit
Expressionsmaximain | 4 ou in interner (IdoA-R1,3-
CHST-14 Bauchspeicheldriise, GalNA GalNAc-B31,4), DSD-1, Biglycan, Decorin
Thymus, Lunge und alNAc (Dermatan)
Testis

Tab. 1.1: Ubersicht der Mitglieder der HNK-1-Sulfotransferase-Familie in der Maus. Dargestellt ist das
Expressionsprofil der einzelnen Sulfotransferasen in der Maus sowie ihre jeweilige Substratspezifitat, wobei der
sulfatierte Zuckerrest im Epitop fett hervorgehoben ist. (C3 OH, Hydroxylgruppe des dritten Kohlenstoffatoms;
C4 OH, Hydroxylgruppe des vierten Kohlenstoffatoms, GIcA, Glukuronsaure; GalNAc, N-Acetylgalaktosamin;
Mana, a-Mannose; IdoA, Iduronsaure).
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Die restlichen Mitglieder der HNK-1-Sulfotransferase-Familie wurden anhand von
Sequenzhomologien zur HNK-1-Sulfotransferase entdeckt. Sie transferieren die Sulfatgruppe
jedoch nicht wie die HNK-1-Sulfotransferase auf GIcA, sondern auf die Hydroxylgruppe des
vierten Kohlenstoffatoms (C4) in N-Acetylgalaktosamin (GalNAc). Hierbei wird noch einmal
unterschieden, ob das Sulfat auf ein endstandiges GalNAc Ubertragen wird, wie bei CHST-8
und CHST-9 oder auf internes GalNAc, wie bei CHST-11, CHST-12, CHST13 und CHST-14.
Eine Zusammenfassung der Spezifitdt der einzelnen Sulfotransferasen in der Maus ist in
Tab. 1.1 dargestellt. Die verschiedenen Mitglieder der HNK-1-Sulfotransferase-Familie

werden im Folgenden genauer vorgestellt.

HNK-1 ST

Zelladhasionsmolekile spielen nicht nur in Entwicklungsprozessen eine entscheidende
Rolle, sondern auch bei Regenerationsprozessen im ZNS und bei der Regulierung der
synaptischen Effizienz. Viele dieser Molekile tragen das HNK-1-Epitop, das erstmals mittels
eines monoklonalen Antikorpers gegen natirliche Killerzellen des Menschen (human natural
killer cells, HNK) entdeckt wurde (Abo und Balch, 1981). Das HNK-1-Epitop interagiert mit
unterschiedlichen Proteinen, wie zum Beispiel mit den ECM-Molekilen Laminin 1 und
Laminin 2 (Hall et al., 1995, 1997), sowie mit P- und L-Selectinen (Schnaar et al., 1994) und
Aggrecan (Yamaguchi, 2000). Im Nervensystem ist es an Neuron-Glia, Neuron-Neuron und
Glia-Glia Adhasion ebenso beteiligt wie am Neuritenwachstum (Keilhauer et al., 1985;
Kinemund et al., 1988). Es konnte aulerdem gezeigt werden, dass das HNK-1-Epitop auf
NCAM und L1 die homophile Bindung dieser Molekile beeintrachtigt, weshalb vermutet wird,

dass es synaptische Plastizitat férdert (Demetriou et al., 2001).

Das HNK-1-Sulfotransferase-Gen der Maus liegt auf Chromosom 1 und besteht aus sieben
Exonen, wobei Exon 1 nicht kodierend ist. Die mRNA besteht aus 3135 bp und wird in ein

Protein aus 374 Aminosauren translatiert.

In 2002 wurde die HNK-1-ST” Maus verdffentlicht (Senn et al., 2002). Obwohl das HNK-1-
Epitop in Wildtypmausen in vielen neuronalen und nicht-neuronalen Organen nachzuweisen
ist, fihrt das Fehlen des Epitops in der HNK-1-ST” Maus zu einem (iberraschend milden
Phanotyp. Die HNK-1-ST” Maus ist ferti und weist im Vergleich zu wildtypischen
Geschwistern keine Unterschiede in Bezug auf Entwicklung, KérpergréRe und Lebensdauer
auf. Auch anatomische und histologische Untersuchungen des Gehirns, Riickenmarks, der
Retina und des Femoralisnervs waren im Vergleich zum Wildtyp unauffallig, ebenso nicht-
neuronale Organe wie Thymus, Niere, Lunge, Lymphknoten, Leber, Milz, Pankreas, Darm,

Eierstdcke, Uterus und Skelettmuskeln. Allerdings zeigten die HNK-1-ST™ Tiere im Vergleich
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zu wildtypischen Geschwistern eine erhdhte basale exzitatorische synaptische Aktivitat und
reduzierte Langzeit-Potenzierung (long-term-potentiation, LTP) der Pyramidenzellen der
CA1-Region des Hippokampus. Morris water maze Tests zeigten, dass die HNK-1-ST™ Tiere
ein schlechteres Langzeitgedachtnis besitzen und auch im raumlichen Lernen deutlich

schlechter abschnitten als ihre wildtypischen Geschwister.

Diese Beobachtungen unterstreichen die Bedeutung und die Notwendigkeit der Sulfatierung

des HNK-1-Epitops fiur die synaptische Plastizitat des Hippokampus.

CHST-8 und CHST-9
Sowohl CHST-8 als auch CHST-9 sulfatieren das terminale GalNAc N-verknlpfter
Oligosaccharide, wie zum Beispiel bei den Glykoproteinen Lutropin (LH), Thyrotropin (TSH),

Tamm-Horsfall Protein oder TN-R (Green et al., 1985; Baenziger, 1988; van Rooijen et al.,
1998; Woodworth et al., 2002). Obwohl diese beiden Sulfotransferasen ahnliche
Substratspezifitat zeigen und sich die humanen Formen in ihrer Aminosaure-Sequenz zu
46% gleichen (vgl. Abb. 1.3), unterscheiden sie sich doch in ihrem Expressionsmuster. Fir
CHST-9 konnte in der Maus starke Expression im Gehirn, im Rickenmark in der
Speicheldrise, sowie in Milz und Niere nachgewiesen werden. CHST-8 ist in der Maus in
verschiedenen Gehirnregionen, besonders in der Hypophyse und im Cerebellum exprimiert.
AulBerdem ist es im Ruckenmark und im Uterus und mit geringerer Expression auch in

Thymus und Niere nachweisbar (Hoffmann, 2007).

Wie schon zuvor erwadhnt, sind die meisten Kohlenhydrat-Sulfotransferasen Typ I
Transmembran-Proteine mit einer einzelnen transmembranen Domane. Dies gilt auch fir
CHST-8 und CHST-9, jedoch wurden fiir diese beiden Enzyme potenzielle alternative Spleil3-
Varianten beschrieben, denen die transmembrane Domane und ein Teil der Stammregion
fehlt (Xia et al., 2000; Kang et al., 2002). Nach Expression dieser Spleil-Varianten in CHO-
Zellen konnten ausschliellich in das Medium sekretierte, l6sliche Formen dieser
Sulfotransferasen, namentlich CHST-8(Met-119) und CHST-9(Met-86), nachgewiesen
werden. Interessanterweise sind diese l6slichen Sulfotransferasen, im Gegensatz zu den
membrangebundenen Formen, in der Lage, auch nicht terminale GalNAc-Reste in
Chondroitin und Dermatan zu sulfatieren. Dies legt die Vermutung nahe, dass die
Substratspezifitat der membranstandigen CHST-8 und CHST-9 durch Sequenzen N-terminal

der katalytischen Domane beeinflusst wird.

Der genomische Lokus der CHST-8 liegt auf Chromosom 7 und besteht aus vier Exonen,
von denen jedoch nur drei Exone kodierend sind. Das 2105 bp grof3e Transkript kodiert fiir

ein 417 Aminosauren grol3es Protein. CHST-9 wird auf Chromosom 18 von vier Exonen
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kodiert. Die mRNA besteht aus 1369 bp und wird in ein Protein aus 413 Aminosauren

translatiert.

Anfang 2008 wurde von Mi et al. die CHT-8" Maus veréffentlicht. Mannliche CHST-8"
Mause weisen, im Vergleich zu wildtypischen Geschwistern, erhdhte LH- und Testosteron-
Level auf, besitzen grolere Samenblasen und sind friher geschlechtsreif. Weibliche
CHST-8" Mause zeigen ebenfalls erhdhte LH-Level und auch Ostrogen- und Progesteron-
Level sind im Vergleich zum Wildtyp erhoht. Sie werden friher geschlechtsreif, haben
vergrofRerte Uteri und produzieren durchschnittlich 50% mehr Nachkommen, als ihre
wildtypischen Geschwister (Mi et al., 2008). Der Phanotyp dieser Mause wird dadurch
erklart, dass durch die fehlende Sulfatierung des N-standigen GalNAc auf LH die Erkennung
durch den Man/GalNAc-4-SO,-Rezeptor der Endothelzellen der Leber gestort ist. Dadurch ist
die Beseitigung des Glykohormons aus dem Blut nicht ausreichend gewahrleistet und es
kommt in Folge dessen zu einer erhdhten Produktion von Ostrogen und Progesteron, bzw.

Testosteron (vgl. 1.3).

In unserem Labor wurde die CHST-8" unabhéngig von Mi et al. ebenfalls hergestellt. Die
Tiere zeigen bis sechs Wochen nach der Geburt keine Auffalligkeiten, nach 12 Wochen
konnte man jedoch eine Gewichtszunahme der CHST-8" Mause im Vergleich zu ihren
wildtypischen Geschwistern feststellen: Mannchen waren durchschnittlich 7,3%, Weibchen
durchschnittlich 12,2% schwerer als die wildtypischen Geschwister. Erste histologische
Untersuchungen des Hippokampus zeigten eine erhdhte Anzahl an Pyramidenzellen in der
CA1-Region, sowie eine verringerte Anzahl der Parvalbumin positiven Interneuronen in der
CA3-Region. Im Gyrus Dentatus konnten im Vergleich zu wildtypischen Geschwistern keine

Veranderungen festgestellt werden (Akylz und Schachner, unverdffentlichte Daten).

Die CHST-9” Maus wurde noch nicht beschrieben.

CHST-11, CHST-12 und CHST13

Diese drei Chondroitin-Sulfotransferasen transferieren Sulfat an die Hydroxylgruppe des

vierten Kohlenstoffatoms in N-Acetylgalaktosamin (GalNAc) am nicht reduzierenden Ende

von Chondroitin.

Es sind mehrere Chondroitinsulfat-Typen bekannt, die mit Chondroitinsulfat A-E und H
bezeichnet werden und sich in ihrem Sulfatierungsmuster sowie in der Zusammensetzung
ihrer Zuckerbausteine aus GIcA-R1,3-GalNAc-31,4 oder IdoA-R1,3-GalNAc-R1,4

unterscheiden. Iduronsaure (IdoA) ist das C5-Epimer der Glukuronsaure (GIcA) und Baustein
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von Dermatan. Eine Zusammenstellung der einzelnen Chondroitinsulfat-Typen, ihrer
Zusammensetzung und ihrem Sulfatierungsprofil ist in Abb. 1.1 dargestellt.
(A) (B)
o7}
cé6
a GlcA/ldoA GalNAc
OH sulfatiert an sulfatiert an CS Typ
COO- CH,OH Position Position
o o o GlcA - C4 A
/
CH 0 IdoA (C2) ca B
H NH
C -
| GlcA cé c
c=0
GlcA C2 cé D
€2 He”
\_ GlcA - C4+C6 E
GlcA/ldoA GalNAc
IdoA - Ca+C6 H
N i
—

Chondroitin/Dermatan

Abb. 1.1: Schematische Darstellung des Chondroitin- bzw. Dermatan-Disaccharids (A) sowie eine
Ubersicht iiber die verschiedenen Chondroitinsulfat-Typen (B). A: Chondroitin ist aus sich wiederholenden,
31,3-verknipften Glukuronsaure (GIcA) und N-Acetylgalaktosamin (GalNAc) Einheiten aufgebaut. In Dermatan
wird GIcA durch die C5-Glucuronyl-Epimerase in Iduronsdure (IdoA) epimerisiert. Das epimerisierte
Kohlenstoffatom (C5) in GIcA ist grlin, die sulfatierten Hydroxylgruppen sind blau hinterlegt. B: Zusammenstellung
der unterschiedlichen Chondroitinsulfat-Typen. (GalNAc, N-Acetylgalaktosamin; GIcA, Glukuronsaure; |doA,
Iduronséaure; C6, sechstes Kohlenstoffatom; C2, zweites Kohlenstoffatom; C4 viertes Kohlenstoffatom).

Fir humane CHST-11 und CHST-12 konnte gezeigt werden, dass sie sich in ihrer
Aminosaure-Sequenz nur zu 41,8% (vgl. Abb. 1.3),
Substratspezifitat besitzen (Hiraoka et al., 2000). Neben Chondroitin ((GlcA-31,3-GalNAc-
31,4),) kénnen beide Sulfotransferasen auch desulfatiertes Dermatan ((IdoA-R1,3-GalNAc-
31,4),) sulfatieren. Wahrend die Praferenz der CHST-11 deutlich bei Chondroitin liegt,

sulfatiert CHST-12 Chondroitin und Dermatan gleichermalen, jedoch mit geringerer Affinitat

gleichen sie aber gemeinsame

(vgl. Abb. 1.2). Es konnte aulerdem gezeigt werden, dass sowohl CHST-11 als auch
CHST-12 den Transfer des Sulfatrestes deutlich effizienter auf unsulfatiertes Chondroitin

oder Dermatan katalysieren, als auf Chondroitin Typ A, C oder Dermatan.

Humane CHST-13 zeigt die groRte Ahnlichkeit in der Aminosaure-Sequenz mit humaner
CHST-11 (45%) (vgl. Abb. 1.3) und sulfatiert ausschliellich Chondroitin (Kang et al., 2002).
Eine Besonderheit dieses Enzyms ist seine Instabilitat bei 37°C, die auf eine besondere

biologische Rolle dieses Enzyms in vivo schlieRen Iasst.
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Das Expressionsmuster der Sulfotransferasen CHST-11, CHST-12 und CHST-13 in der
Maus ahnelt sich dahingehend, als dass sie alle ubiquitar exprimiert werden. CHST-11 zeigt
Expressionsmaxima in Gehirn, Rickenmark, Uterus und Niere, CHST-12 in Gehirn,
Ruckenmark und Lunge und CHST-13 in Leber, Speicheldriise und Testis. Jedoch lagen die
gemessenen mMRNA-Werte fur die CHST-12, im Vergleich zu CHST-11, um eine
Zehnerpotenz héher und die CHST-13 mRNA Werte lagen an der Nachweisgrenze
(Hoffmann, 2007).

CHST-14 CHST-11

45 .sls 45 45
| |

{dol 4-GalN Ac-ldoUA-GalN Ac-GlcUA-GalN Ac-GleU A-GalN AcidolU A-

Abb. 1.2: Schematische Darstellung der Substratspezifitdt von CHST-14, CHST-11 und CHST-12 im
Chondroitinsulfat-, bzw. Dermatansulfat-Polysaccharid. Die Pfeile zeigen die potenziellen
Sulfatierungspositionen der einzelnen Sulfotransferasen in einem schematischen Disaccharid aus sich
wiederholenden Chondroitinsulfat- und Dermatansulfat-Einheiten. Die Dicke des Pfeils reprasentiert die Praferenz
der Enzyme fir -ldoUA-GalNAc-ldoUA-, -ldoUA-GalNAc-GIcUA- und -GlcUA-GalNAc-IdoUA-. (IdoUA:
Iduronsaure; GalNAc: N-Acetylgalaktosamin; GIcUA: Glukuronsaure; verandert nach Mikami et al., 2003).

Das CHST-11-Gen umfasst drei Exone auf Chromosom 10, die flr eine 5532 bp mRNA,
bzw. ein Protein aus 352 Aminosdauren kodieren. Der genomische Lokus der CHST-12
besteht aus zwei Exonen auf Chromosom 5, wobei nur Exon 2 kodierend ist. Die 1802Bp
MRNA wird in ein Protein aus 419 Aminosaduren umgeschrieben. Das CHST-13-Gen auf

Chromosom 6 kodiert flr ein 336 Aminosauren grol3es Protein und besteht aus drei Exonen.

2005 wurde die CHST-11" Maus generiert (Klippel et al., 2005). Sie ist perinatal letal und
zeigt neben Zwergwuchs schwere Chondrodysplasie, die durch eine gestdrte Organisation
der Knorpelwachstumszone verursacht wird. Viele Skelettstrukturen werden durch
endochondrale Ossifikation gebildet, d.h., Knorpelgewebe wird nach und nach durch
Knochen ersetzt. Chondrozyten durchlaufen wahrend der Knorpelmorphogenese an der
Wachstumszone ein streng reguliertes Proliferations- und Differenzierungsprogramm, in dem
drei Signalwege eine besondere Rolle spielen: Indian hedgehog (lhh), transforming growth
factor 3 (TGFR), sowie bone morphogenetic protein (BMP)-abhangige Signalwege. Klippel
und Kollegen konnten zeigen, dass reduzierte Aktivitat der BMP- bei gleichzeitig erhdhter

Aktivitat der TGFR-Signalwege, zu anormaler Differenzierung und Orientierung der
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Chondrozyten in der Knorpelwachstumszone fihrt. Dies hat die schwerwiegenden Stérungen

in der Morphogenese der Knorpelwachstumszone und den Zwergwuchs der CHST-11

-

Mause zur Folge.

Fir CHST-12 und CHST-13 existieren noch keine Knockout-Mause.
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Abb. 1.3: Aminosauren-Vergleich der Mitglieder der humanen HNK-1-Sulfotransferase-Familie. Identische
Aminosauren wurden schwarz, ahnliche grau unterlegt. Die putativen 5-PSB und 3’-PB Bindestellen sowie drei
weitere hoch konservierte Doméanen (lll, IV und V) sind eingezeichnet (verandert nach Kang et al 2002).

CHST-14

CHT-14 wird auf Chromosom 2 von einem einzigen Exon kodiert. Das 2073 bp groRe

mMRNA-Transkript wird in ein Protein aus 376 Aminosauren translatiert.

Die Dermatan-spezifische Sulfotransferase CHST-14 sulfatiert die Hydroxylgruppe des

vierten Kohlenstoffatoms von GalNAc, in der Dermatansequenz IdoA-31,3-GalNAc-[31,4. Die

10
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Synthese von Dermatan erfolgt durch schrittweises Anhangen von GalNAc und GIcA an das
nichtreduzierende Ende einer Zuckerkette. Nach oder in enger Verbindung mit dieser
Polymerisation findet die Epimerisierung von GIcA in |IdoA durch die C5-Glucuronyl-
Epimerase statt (Malmstréom, 1984). Es gibt Hinweise, dass die Sulfatierung von GalNAc in
Dermatan unmittelbar nach der Epimerisierung erfolgt. Da nach der Sulfatierung von GalNAc
die C5-Glucuronyl-Epimerase IdoA nicht mehr in GIcA umsetzen kann wird angenommen,
dass Chondroitin durch die aufeinanderfolgenden Aktivitdten der C5-Glucuronyl-Epimerase

und der CHST-14 in Dermatan umgewandelt wird.

CHST-14 ist in der Maus ubiquitar exprimiert, mit besonders hoher Expression in Lunge,

Hypophyse, Thymus, Uterus und Testis (Hoffmann, 2007).

In unserem Labor wurde vor kurzem die CHST-14" Maus hergestellt. Die Analyse dieser
Maus, besonders in Hinblick auf Verhalten und funktionelle Regeneration nach

Ruckenmarkslasionen, ist Bestandteil dieser Arbeit.

1.3 Biologische Relevanz der Sulfatierung

Die Kohlenhydratketten in Glykoproteinen sind komplexe, mannigfaltige Strukturen, die sich
in der Zusammensetzung ihrer Monosaccharide sowie in der Verzweigung ihrer Ketten
unterscheiden. Durch die kovalente VerknlUpfung eines Sulfatrestes an die Hydroxyl- oder
seltener an die Aminogruppe eines Zuckerrestes in einem Proteoglykan, kann diese
Komplexitdt noch weiter erhéht werden (Hooper et al.,, 1996). Die Verknupfung von
Sulfatestern an Kohlenhydratreste eines Glykoproteins kann ein einfaches Glykan ohne
spezifischen Rezeptor in einen einzigartigen Liganden fur einen Sulfat-abhdangigen Rezeptor

verwandeln (Bowman und Bertozzi, 1999).

Sulfatierte Kohlenhydratstrukturen spielen eine zentrale Rolle bei einer groflen Anzahl
molekularer Erkennungsmechanismen. Ein Beispiel ist das schon im Zusammenhang mit der
CHST-8" Maus erwdhnte Glykohormon Lutropin (LH). LH gehért zu einer Familie eng
verwandter Glykoproteine, den Glykoprotein Hormonen, zu denen auch das Follikel-
stimulierende Hormon (FSH), das Thyroid-stimulierende Hormon (TSH) und chorionic
Gonatropin (CG) gehoéren. LH und CG tragen einzigartige N-verknlpfte Oligosaccharid-
Reste, die mit SO,-4-Gal-31,4-GIcNAc enden, wahrend die meisten anderen sekretierten
Glykoproteine Sia-a2,6-Gal-31,4-GIcNAc besitzen. Lutropin wird von der Hypophyse in das
Blut sezerniert, wo es an den LH-Rezeptor der Eierstdcke bindet und so die Produktion von

Ostrogen bzw. Progesteron aktiviert. Die Menge des zirkulierenden LHs bestimmt somit die

11
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Menge des produzierten Ostrogens und Progesterons und muss daher streng reguliert sein.
Die Halbwertszeit des Glykohormons wird durch den Man/GalNAc-4-SO, Rezeptor der
Endothelzellen der Leber bestimmt, der das terminale GalNAc-4-SO, erkennt, bindet und so
das Hormon aus dem Blutkreislauf entfernt (Fiete et al., 1991, 1997). Die Bedeutung einer
einzigen Sulfatgruppe am N-Terminus des Glykohormons fiir die Bindung an den
Man/GalNAc-4-SO, Rezeptor wird in der CHST-8" Maus deutlich: Durch die fehlende
Sulfatierung von LH wird die Bindung an den Rezeptor nicht mehr gewahrleistet und die
Regulation der Ostrogen- und Progesteron-Produktion ist gestdrt, wodurch die Tiere erhohte

Ostrogen-, respektive Testosteron-Level aufweisen.

Ein weiteres Beispiel fur die biologische Relevanz der Sulfatierung ist die symbiotische
Interaktion zwischen Pflanzen und Stickstoff-fixierenden Bakterien. Das Bakterium
Rhizobium meliloti produziert einen Nodulations-Faktor, der aus einem Polymer 31,4-
verknupfter GIcNAc-Reste besteht, das am nichtreduzierenden Ende N-acetyliert, und am
reduzierenden Ende 60-sulfatiert ist. Dieses Lipo-Oligosaccharid ist flr die wirtsspezifische
Induktion der Nodulation verantwortlich. Der genaue Mechanismus ist noch nicht geklart, es
wird jedoch vermutet, dass die Wirtspflanze eine spezifischen Rezeptor exprimiert, der das

sulfatierte Oligosaccharid bindet und so die Wirtsspezifitat mitbestimmt (Long, 1989).

Es gibt noch viele weitere Belege fiir die besondere Rolle sulfatierter Kohlenhydrate in
molekularen Erkennungsprozessen, z.B. das L-Selektin vermittelte Homing der Lymphozyten
in die Lymphknoten (Imai et al., 1991,1993) oder die Blutgerinnung, auf die in dieser Arbeit

jedoch nicht weiter eingegangen werden soll.

1.4 Rolle der Chondroitinsulfat-Proteoglykane (CSPGs) im Nervensystem

Chondroitinsulfat-Proteoglykane sind die im am haufigsten vertretenen Proteoglykane im
ZNS der Saugetiere. Sie fungieren hauptsachlich als Grenzen-setzende Molekule und
beeinflussen so Axonwachstum, Zell-Migration und Plastizitat. Neurocan, Brevican, Versican
und Aggrecan werden als Lecticane/Hyalecticane zusammengefasst, die eine N-terminale
Hyaluronan-Bindedomane und eine C-terminale Lektin-ahnliche Domane als Gemeinsamkeit
aufweisen. Lecticane/Hyalecticane sind, abgesehen von einer GPl-verankerten Brevican
Spleil-Variante (Seidenbecher et al., 1995), sekretierte Molekile der ECM. Alternatives
SpleiRen erhoht die strukturelle Vielfalt der CSPGs zusatzlich. Von Versican sind 4 Spleil3-
Varianten bekannt (Vo, Vi, V2, V3), die sich in der Anzahl und Anordnung ihrer GAG-
Anheftungsdomanen unterscheiden (Fulop et al., 1993; Shinomura et al., 1993; Zako et al.,

1995), wobei V3 keine GAG-Anheftungsdomanen besitzt und daher wahrscheinlich keine
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GAG-Ketten tragt (Zako et al., 1995). Wahrend V,, V4, und V3 auch aul3erhalb des ZNS zu
finden sind, ist V, ein ZNS spezifisches CSPG (siehe auch Tabelle 1.2). Die Anzahl der
GAG-Ketten, die auf eine bestimmte GroRRe der GAG tragenden Domanen kommen, sind flr
Versican, Neurocan und Brevican nahezu konstant. V, besitzt 17-23 CS-Ketten, V, 12-15,
V; funf bis acht CS-Ketten (Dours Zimmermann und Zimmermann, 1994). In Neurocan findet
man durchschnittlich drei CS-Ketten (Rauch et al., 1991, 1992), wahrend Brevican ein
Teilzeit-Proteoglykan zu sein scheint und zwischen null und funf CS-Ketten besitzt (Yamada
et al., 1994).

NG2 und Phosphacan besitzen individuelle Strukturen. NG2 ist ein transmembranes Protein,
das keine signifikanten Homologien zu anderen Proteinen aufweist (Nishiyama et al., 1991),
Phosphacan stellt die extrazellulare Domane der transmembranen Rezeptor-Typ-Protein-

Tyrosin-Phosphatase 3 (RPTPR) dar (Maurel et al.,, 1994). Die kleinen leucinreichen

Proteoglykane, wie Biglycan oder Dekorin, bilden eine weitere Gruppe der CSPGs (Hocking
et al., 1998).

ECM-PG | CS 0-5 Cliazellen/ ja -
euronen
GPI-PG CS 0-5 Gliazellen ja -
ECM-PG | Cs 17-21 Astrozyten? nein BlutgefaRe,
Mesenchym
ECM-PG CS 15-23 Astrozyten? nein Blutgefaie,
Mesenchym
ECM-PG CS 5-8 Oligodendrozyten ja -
ECM-PG cs 3 Neuronen/ ja B
Astrozyten
Knorpel,
ECM-PG CS ? Neuronen nein Chorda
chordalis
TM-PG | CS/(KS) | 34 Cliazellenf ja -
euronen
ECM-PG | CS/(KS) | 34 Cliazellenf ja -
euronen
. Knorpel,
TMPG | CS 0-3 | Oligodendrozyten nein Extremitaten
-Vorlauferzellen
-knospen

Tab. 1.2: Struktur und Expression der CS-Proteoglykane im ZNS. GAG, Glykosaminoglykan; ZNS, zentrales
Nervensystem; ECM, Extrazelluldre Matrix; GPI, Glykosylphosphatidylinositol; TM, transmembran; PG,
Proteoglykan; CS, Chondroitinsulfat. (verandert nach Bandtlow und Zimmermann, 2000).
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Die Wirkungsweise der CSPGs kann durch das Kernprotein oder die GAG-Ketten alleine
vermittelt werden, meistens ist es aber ein Zusammenspiel aus beidem. Die
Bindungseigenschaften der GAG-Ketten werden durch bestimmte Sulfatierungsmuster
definiert, die hoch affine Bindungsstellen fir Wachstumsfaktoren und andere Molekile
darstellen (Bovolenta et al., 2000). Hyaluronan ist der bedeutendste ECM-Ligand der
Lecticane/Hyalecticane (LeBaron et al., 1992; Rauch et al., 1991), aber auch Tenascin-R
und Tenascin-C sind hoch affine Liganden dieser CSPG-Familie (Grumet et al., 1994;
Aspberg et al., 1997; Milev et al., 1997, 1998). Phosphacan bindet ebenfalls an Tenascin-R
und Tenascin-C (Milev et al., 1998, 1994), wahrend NG2 Kollagen V und VI bindet (Burg et
al., 1997). Diese Bindungen werden hauptsachlich durch das Kernprotein vermittelt, in

geringen Maf jedoch auch durch die Glykosaminoglykan-Ketten.

Wahrend der Embryonalentwicklung modulieren CSPGs Zellmigration und Axonwachstum.
Neuronale Zellmigration wird sowohl durch stimulierende als auch hemmende Signale
gesteuert und es ist bekannt, dass wahrend der Embryonalentwicklung einige Gewebe als
»Schranken® fir migrierende neuronale Zellen wirken und so das Wachstum dieser Zellen
dirigieren. Da CSPGs sowohl zeitlich als auch raumlich reguliert in solchen ,Schranken®-
bildenden Geweben exprimiert werden, wird angenommen, dass die Chondroitinsulfat-GAGs
einige dieser hemmenden Signale vermitteln (Landolt et al., 1995; Perris et al., 1991), indem
sie die Zelladhasion einiger ECM-Molekile modulieren. Allerdings gibt es immer mehr
Hinweise darauf, dass die CSPGs in Bezug auf Axonwachstum nicht einfach als
inhibitorische Molekiile klassifiziert werden kénnen. In vitro Experimente weisen darauf hin,
dass die wachstumshemmenden oder -stimulierenden Eigenschaften der CSPGs von den
ECM- und Zelladhasions-Molekilen abhangig sind, die sie als Liganden binden. Gute
Beispiele fiur diese Vielseitigkeit der Proteoglykane sind Neurocan und Phosphacan. Fir
Phosphacan konnte gezeigt werden, dass es auf Fibronektin-Substraten das
Neuritenwachstum corticaler Neuronen vermittelt (Maeda und Noda, 1996). Neurocan
scheint in der Entwicklung des Cortex eine Rolle bei der Abgrenzung der efferenten und
afferenten intracorticalen Bahnen zu spielen, indem es flir die Axone nicht als Schranke,
sondern als Leitlinie dient, um zwischen efferenten und afferenten Pfaden zu unterscheiden
(Meyer-Puttlitz et al., 1996; Miller et al., 1995).

1.5 Warum schlagt neuronale Regeneration im ZNS fehl? Ereignisse an der Glianarbe

Die Regeneration von Nervenzellen ist ein hoch komplexer Prozess aus extrinsischen
Faktoren, wie den inhibitorischen Einflissen aus dem umliegenden Gewebe und

intrinsischen Faktoren, wie den Regenerationsversuchen der Axone selbst.
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Nach Lasionen des Ruickenmarks folgt eine Phase, in der Zelltod und
Demyelinisierungsprozesse zu sekundarer Zerstérung der Axone fihren. Diese Phase fihrt
zu wichtigen Veranderungen der Morphologie und Funktion der Gliazellen (Sandvig et al.,
2004). An der Lasionsstelle kommt es zum Absterben von Neuronen und Oligodendrozyten,
wahrend Gliazellen, wie z.B. Astrozyten und Mikroglia, in der Nahe der Lasionsstelle mit
verstarkter Proliferation und Migration antworten und so die Gewebearchitektur zu einer
Glianarbe umbauen (Camand et al., 2004). Wenige Stunden nach der Verletzung wandern
Makrophagen aus dem Blut und Mikroglia, eine spezialisierte Form der Makrophagen, in die
Lasionsstelle ein. Drei bis funf Tage spater findet man grol’e Mengen an Oligodendrozyten-
Vorlauferzellen (oligodendrocyte precursor cell, OPC), eine ZNS spezifische Form von
Stammzellen, in der sich bildenden Glianarbe. Auch Astrozyten wandern in die Glianarbe ein
und teilen sich. Etwa zehn Tage nach der Verletzung ist die Bildung der Glianarbe, die nun

einen grofRen Anteil reaktiver Astrozyten enthalt, abgeschlossen.

Es ist bekannt, dass die Glianarbe das Haupthindernis bei der Axonregeneration darstellt.
Ramon y Cajal und F. Tello konnten schon Anfang letzten Jahrhunderts zeigen, dass einige
Axone nach Verletzung in der Lage waren wieder zu wachsen, dass sie aber, sobald sie mit
der Glianarbe in Kontakt kamen, kollabierten (Tello, 1991; Ramon y Cajal, 1928). Die
Glianarbe ist jedoch nicht nur schadlich, sie spielt auch eine wichtige Rolle bei der
Wiederherstellung der Blut-Hirn-Schranke und sie schirmt das umliegende Nervengewebe
vor den Entzindungsreaktionen an der Lasionsstelle ab (Bush et al., 1999; Faulkner et al.,
2004).

Ephrine, Semaphorine und Proteoglykane sind in der Glianarbe nach Lasionen des
Ruckenmarks stark exprimiert. Ephrine sind membranstandige Proteine, die wahrend der
Entwicklung des ZNS bei der Wegfindung der Axone, der Zielerkennung und bei der
Regulation der Zelladhasion und Zellmigration eine Rolle spielen (Henkemeyer et al., 1996;
Xu et al.,, 1999; Wang et al., 1997). Semaphorine liegen sowohl membrangebunden, als
auch sekretiert vor. Sie sind an Axon-Fuhrungs-Prozessen, an der Synapsenbildung und der
Verzweigung der Synapsen beteiligt (Pasterkamp et al., 1999). Proteoglykane, insbesondere
die CSPGs, wurden schon im vorherigen Kapitel vorgestellt. Ihre Rolle in der Glianarbe soll

im Folgenden etwas genauer betrachtet werden.

Die Suche nach dem Initiator der Glianarben-Bildung flihrte unter anderem zu dem
transforming growth factor B (TGFR). Die TGFR-Produktion der Astrozyten, Makrophagen
und Endothelzellen steigt unmittelbar nach Lasionen des Gehirns oder Riickenmarks an
(Lagord et al., 2002). Fir TGFR2 konnte gezeigt werden, dass es die Proteoglykan-
Produktion der Astrozyten signifikant steigert (Asher et al., 2000). Fast alle Mitglieder der

CSPG Familie sind nach Rickenmarksverletzungen hochreguliert, jedoch mit
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unterschiedlichen rdumlichen und =zeitlichen Mustern. NG2 ist das am starksten
hochregulierte CSPG an der Lasionsstelle. Die NG2-Expression steigt innerhalb der ersten
24 Stunden nach der Lasion stark an, hat den héchsten Wert sieben Tage nach der Lasion
und bleibt noch mindestens weitere sieben Wochen erhéht (Jones et al., 2002). NG2 wird
nach Verletzungen des ZNS von Oligodendrozyten-Vorlauferzellen, sowie von Makrophagen
produziert (Dawson et al., 2000; Jones et al., 2002). Obwohl in vitro Untersuchungen
zeigten, dass Astrozyten NG2 produzieren kénnen (Fidler et al., 1999; Hirsch und Bahr
1999), scheinen sie in vivo, nach Verletzungen des ZNS, keine Source fir NG2 Produktion

zu sein (Jones et al., 2002).

Die Expression von Neurocan, Brevican und Versican nach Verletzungen des Riickenmarks
oder Gehirns ist langer anhaltend erhoht, mit den hochsten Werten zwei Wochen nach der
Verletzung. Wahrend erhéhte Expression von Neurocan und Versican bis vier Wochen nach
der Lasion nachzuweisen ist, ist die Brevican-Expression auch noch zwei Monate nach der
Lasion erhoht (Jones et al., 2003). Im Gegensatz zu den bisher beschriebenen CSPGs sinkt
die Expression von Phosphacan nach der Lasion erst ab, um sich dann wieder zu erholen.
Die hochsten Phosphacan-Werte wurden zwei Monate nach der Lasion gemessen (Jones et
al., 2003).

Eine Vielzahl von in vitro Studien konnte den inhibitorischen Einfluss der CSPG auf das
Axonwachstum bestatigen (Fawcett et al., 1989; McKeon et al., 1991, 1995; Dou und Levine,
1994; Friedlander et al., 1994; Smith-Thomas et al., 1994, 1995; Emerling und Lander,
1996). Des Weiteren ist bekannt, dass CSPGs nach Verletzungen des ZNS hochreguliert
werden (McKeon et al., 1991; Pindzola et al., 1993; Lips et al., 1995; Davies et al., 1997,
1999; Fitch und Silver, 1997; Jones et al., 2003). Der inhibitorische Effekt der CSPGs kann
sowohl durch das Kernprotein oder die GAG-Ketten alleine vermittelt werden, meistens ist es
aber ein Zusammenspiel aus beidem. Ein Ansatz, den negativen Einfluss der CSPGs zu
verhindern oder zumindest zu verringern, besteht in der Applikation von Chondroitinase ABC
(ChABC). Dieses Enzym aus Proteus vulgaris vereint zwei Enzymeigenschaften zum
Degradieren von Chondroitinsulfaten. Zum einen eine Endoeliminase, die Chondroitinsulfat
depolymerisiert, zum anderen eine Exoeliminase, die Tetra- und Hexasaccharide in
Disaccharide spaltet (Hamai et al., 1997). Der kommerziell erhaltlichen, proteasefreien
Chondroitinase ABC (Seikagaku Corp., Tokyo, Japan) fehlt die Exoeliminase-Aktivitat und
sie produziert Tetra- und Disaccharide (Sugahara et al., 1994; Hamai et al., 1997). ChABC
schneidet auch Hyluronan, jedoch mit deutlich geringerer Aktivitat, wahrend Heparan- und

Keratansulfate von ihr nicht angegriffen werden (Hamai et al., 1997).

Moon et al. (2001), konnten zeigen, dass die Injektion von ChABC in vivo die funktionelle

Erholung des nigrostriatalen Traktes nach Verletzungen begulnstigte. Auch nach
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Ruckenmarksverletzungen konnte man bei Ratten, die ChABC in die Lasionsstelle injiziert
bekamen, im Vergleich zu unbehandelten Tieren, eine verbesserte Erholung der motorischen
Fahigkeiten und der Blasenfunktion feststellen (Bradbury et. al., 2002; Caggiano et al., 2005;
Houle et al., 2006; Cafferty et. al., 2007). Allerdings ist das Enzym nach Injektion in die
Lasionsstelle des Rickenmarks nur ca. vier Tage aktiv (Crespo et al. 2007). ChABC férdert
nicht nur die funktionelle Regeneration im ZNS. Auch in Lasionsmodellen des PNS konnte
nach ChABC-Injektion eine funktionelle Erholung der motorischen Fahigkeiten bei Ratten
beobachtet werden (Galtrey et al., 2007).

Die genauen Mechanismen, die der Erholung nach Chondroitinase ABC-Injektionen
zugrunde liegen sind noch nicht bekannt, aber einige Studien haben gezeigt, dass ChABC
das axonal sprouting der Purkinje Zellen sowohl in Gewebeschnitten (Tanaka et al., 2003)
als auch in vivo (Corvetti and Rossi, 2005) fordert, sowie das Spriel3en der optischen Axone
beglnstigt (Tropea et al., 2003). ChABC-Behandlung von CSPG flihrt zwar zu einem Abbau
der GAG-Ketten, die Proteinkomponente der CSPGs bleibt jedoch erhalten, ebenso wie die
GAG-Stimpfe, die durch den Verdau entstehen. Aulerdem hat die Injektion von
Chondroitinase in die Lasionsstelle keinen Einfluss auf die Transkription, Translation oder
posttranslationale Modifikationen zusatzlicher CSPG. Das Verstehen der zeitlichen und
raumlichen Expression der CSPG in verschiedenen Lasionsmodellen, wird die Interpretation
der Rolle dieser Glykoproteine nach Verletzungen des ZNS erleichtern und dabei helfen,

Methoden zu entwickeln, den inhibitorischen Effekt der CSPG zu umgehen.

1.6 Tenascine

Die Glykoproteinfamilie der Tenascine ist Teil der ECM. Bisher sind sechs Mitglieder
bekannt, namentlich Tenascin-C (TN-C), Tenascin-R (TN-R), Tenascin-W (TN-W), Tenascin-
X (TN-X), Tenascin-Y (TN-Y) und das erst 2003 beschriebene Tenascin-W homologe
Tenascin-N (TN-N) in der Maus.

Tenascine zeigen eine charakteristische, perlenkettendhnliche Anordnung ihrer Domanen
(vgl. Abb. 1.4). N-terminal besitzen sie eine cysteinreiche Tenascin Assembly (TA)-Domane,
die drei bis vier helikale Heptad-Wiederholungen enthalt und eine Oligomerisierung der
Proteine in Homo-Oligomere erlaubt. Der TA-Domane schlieRen sich mehrere epidermal
growth factor ahnliche (EGFL)-Domanen an, wobei die erste EGFL-Wiederholung stets eine
trunkierte Domane ist. Ein Grof3teil der Tenascin-Polypeptide besteht aus Fibronektin-Typ-IlI
(FN-III) Domanen, die von einer globularen C-terminalen Fibrinogen (FBG)-Doméane gefolgt

sind.
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Oligomerisierung von TN-C und TN-R konnte Uber Western Blot und rotatory shadowing-
Analysen gezeigt werden (Erickson und Inglesias, 1984). Tenascin-C oligomerisiert Uber die
N-terminale TA-Doméane in Hexamere, wahrend fur TN-R Tri- und Dimere Strukturen
nachgewiesen werden konnten (Norenberg et al., 1992). Da die TA-Domane, die fir die
Oligomerisierung von TN-C und TN-R verantwortlich ist, in allen Tenascinen gefunden
wurde, ist anzunehmen, dass auch die anderen Mitglieder dieser Glykoproteinfamilie in der
Lage sind, oligomere Strukturen zu bilden. Fur TN-X und TN-Y wurden zumindest Dimere

oder Trimere vorausgesagt (Bristow et al., 1993).

Die FN-lll-Domanen bestehen aus ca. 90 Aminosduren mit einer flexiblen Struktur aus
sieben antiparalellen R-Strangen, die in zwei Blattern angeordnet sind. Die Anzahl der FN-III-
Domanen variiert zwischen den einzelnen Tenascinen und diese Domanen kénnen in TN-C,
TN-R und TN-N zusatzlich alternativ gesplei3t werden. Wahrend von TN-R nur eine
alternative Spleil3-Variante bekannt ist, fihrt das Spleifien von neun FN-IlI-Domanen in TN-C
zu mindestens 29 verschiedenen Spleil’-Varianten (Joester und Faissner, 1999). Einige
dieser Spleif’-Varianten werden bevorzugt wahrend der Entwicklung exprimiert (Prieto et al.,
1990). Die genauen Mechanismen des SpleiRens der FN-llII-Doméanen sind jedoch noch
nicht bekannt. Eine Besonderheit des adulten TN-N ist, dass es als einziges Mitglied der

Tenascin Familie eine vollstandig duplizierte FN-III-Doméane besitzt (Neidhardt et al., 2003).

™c  AWIE0000000000006 - || || || || Il ERREE | - /@
TN-R MWeeee- | I [ IR -/@

TN-Y MWWl @ LD -1e

mx W08 00086 10 1 I - T T=@®
TN-W WWeed - | I I-@

TN-N (adult) MWWeee L IEIL IILILI DN -e

TN (embryonal) MWWeeel L IL 1L LTI @

W\ TA Doméane [0 FN Il Domane
D 4 EGF Domane @ FBG Doméne
® EGF Domane O SPX Doméane

Abb. 1.4 Schematische Darstellung der Struktur der Tenascin Familie. Die Familie besteht aus sechs
Mitgliedern, die die gleiche perlenkettenahnliche Anordnung ihrer einzelnen Doménen zeigen. Alternativ
gespleillte FN-III-Doméanen sind dunkelgelb hervorgehoben.
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Die globulare FBG-Domane besteht aus Polypeptidschleifen, die durch Disulfidbricken in
der Aminosaurekette gebildet werden (Doolittle, 1948) und ist in der Lage Calcium-lonen zu

binden.

TN-X und TN-Y weisen als Besonderheit noch eine zusatzliche SPX Domane auf. Diese
serin- und prolinreiche Domane, die aus Uber 100 Resten der sich wiederholenden Sequenz
S-P-X bestehen kann, liegt bei TN-X zwischen der zweiten und dritten FN-IlII-Domé&ne und
bei TN-Y zwischen der ersten und zweiten FN-llI-Doméane. Die Funktion dieses Motivs ist

noch nicht genau untersucht.

Tenascin-C

TN-C wurde von mehreren Laboren gleichzeitig entdeckt, weshalb es mehrere Namen
besitzt:  glial/mesenchymal extracellular matrix protein ~ (GMEM)  (Bourdon, 1983),
myotendinous antigen (Chiquet und Fambrough, 1984 a, 1984b), Cytotactin (Grumet et al.,
1985), J12200200 (Kruse et al., 1985) und Neuronectin (Rettig et al., 1989)

TN-C wird zeitlich und raumlich streng reguliert von mehreren Zelltypen wahrend der
Embryogenese synthetisiert. Es kann sehr friih in der Entwicklung wahrend der Gastrulation
und der Bildung der Somiten und spater, wahrend der Einwanderung von Zellen aus der
Neuralleiste, detektiert werden (Crossin et al., 1986; Tan et al., 1987). Das Molekil wird
hauptsachlich von unreifen und reaktiven Astrozyten gebildet, sowie von einigen radialen
Gliazellen (Brodkey et al., 1995; Kawano et al., 1995). TN-C Immunoreaktivitat ist meist als
Grenzen-setzendes Muster zu detektieren, was mit der funktionellen Unterteilung
neuroanatomischer Systeme korreliert (Faissner und Steindler, 1995; O'Brien et al., 1992).
Im PNS wird Tenascin-C von Schwann Zellen wahrend der Myelinisierung der Nerven
exprimiert. AuRerhalb des ZNS ist TN-C bei der Morphogenese des Skelettes, des
Bindegewebes und des Gefallsystems beteiligt (Chiquet und Fambrough, 1984b).

Wahrend Tenascin-C in der Embryogenese und Organogenese stark exprimiert wird, wird es
in entwickelten Organen nicht oder nur schwach gebildet. Auch in den meisten Regionen des
adulten Gehirns kann kein TN-C nachgewiesen werden, Ausnahmen sind Regionen, die sich
durch hohe Plastizitat auszeichnen, wie den Hypothalamus und dem olfaktorischen Bulbus.
(Theodosis et al., 1997; Gonzales und Silver, 1994). Unter pathologischen Bedingungen, wie
Infektionen, Entziindungsprozessen oder Tumorbildung, kann die Expression von TN-C im
adulten Tier wieder ansteigen (Chiquet-Ehrismann und Chiquet, 2003). Eine weitere
Besonderheit von TN-C ist, dass seine Expression durch mechanischen Stress von Zellen in
Kultur oder von Geweben in vivo ausgeldst werden kann (Chiquet-Ehrismann et al., 1994;
Flick, Tunc-Civelek und Chiquet, 2000).
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Uberraschenderweise zeigen TN-C” Mause keine besonderen anatomischen oder
morphologischen Auffalligkeiten, weder wahrend der Entwicklung noch postnatal. Auch in
Bezug auf Lebenserwartung, Fertilitdt und Wundheilung gibt es keine Unterschiede im
Vergleich zu Wildtypmausen (Saga et al., 1992; Forsberg et al., 1996). Allerdings scheint die
Struktur der neuromuskuldren Endplatte verandert zu sein (Cifuentes-Diaz et al., 1998).
Dieser Uberraschend milde Phanotyp der TN-C” Mause kénnte durch die Expression
kompensatorischer Molekiile, wie z.B. TN-R oder TN-N, die eine teilweise Uberlappende

Expression mit TN-C zeigen, erklart werden.

Des Weiteren zeigten verhaltensbiologische Untersuchungen der TN-C” Mause
neurologische Defizite, wie beeintrachtigte sensomotorische Koordination, Hyperaktivitat im
open field, schlechtes Abschneiden im passive avoidance learning Test, verringertes
Angstverhalten und reduzierte Neugier-induzierte Exploration (Fukamauchi et al., 1996,
1997, 1998; Fukamauchi und Kusakabe, 1997; Morellini und Schachner, 2006).

Tenascin-R

Auch Tenascin-R ist unter mehreren Namen bekannt: Restriktin, Janusin und J14g0/180 (Fuss
et al., 1991; Rathjen et al., 1991; Norenberg et al., 1992). Wahrend Tenascin-C frih in der
Entwicklung von radialen Gliazellen gebildet wird, wird TN-R erst spater von
Oligodendrozyten wahrend der Myelinisierung der Axone exprimiert. TN-R galt lange als
reines ZNS Tenascin, es konnte mittlerweile aber gezeigt werden, dass es auch transient im
PNS exprimiert wird, wo es mit Axonwachstum und Schwann-Zell-Migration wahrend der
Innervierung der Skelettmuskulatur in Zusammenhang steht (Probstmeier et al., 2001).
Dieses Glykoprotein ist an Kontaktstellen zwischen unmyelinisierten Axonen, an der
Schnittstelle von Axonen und Myelinisierungsprozessen der Oligodendrozyten, in
Myelinscheiben (Bartsch et al., 1993), sowie an Ranvierschen Schnurringen (Ffrench-
Constant et al., 1986; Bartsch et al., 1993) zu finden. Des Weiteren ist TN-R eine wichtige
Komponente der perineuronalen Netze (PNN), die Motorneuronen und inhibitorische

Interneuronen, z.B. des Cortex oder des Hippokampus, umgeben (Weber et al, 1999).

TN-R” Mause sind in Bezug auf Lebenserwartung, Fertilitdt und Gewicht unauffallig, ebenso
in Bezug auf die grobe Anatomie des Gehirns und des Riickenmarks. Es konnten keine
morphologischen Veranderungen der Myelinscheiden und der Ranvierschen Schnirringe
festgestellt werden. Jedoch war die Expression von Phosphacan in der ECM der TNR™
Mause verringert. Die PNNs in TN-R™ Ma&usen sind im Vergleich zu Wildtypmausen
signifikant weniger entwickelt und die Weiterleitungsgeschwindigkeit des optischen Nervs ist

deutlich reduziert (Weber et al., 1999). Verhaltensbiologische Untersuchungen der TN-R™
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Mause zeigten eine verringerte Explorationsmotivation und verstarktes Angstverhalten im
free choice open field, im open field und im elevated plus maze. Des Weiteren ist eine
Beeintrachtigung der Motorkoordination im wire hanging Test, sowie im pole und rotarod

Test festzustellen (Freitag et al., 2003).

Tenascin-X, Tenascin-W und Tenascin-Y

TN-X ist hauptsachlich im Bindegewebe, in Herz- und Skelettmuskeln, in der Umgebung von
Blutgefallen, in Tumorgeweben und in der Haut exprimiert (Elefteriou et al., 1997; Ikuta et
al., 2000; Sakai et al., 1996). Mutationen im TN-X-Gen resultieren unter anderem im Ehlers-
Danlos-Syndrom, einer Bindegewebserkrankung, die durch stark Uberdehnbare und leicht
verletzbare Haut, der Neigung zur Bildung von Hamatomen, abnorme Wundheilung und

starke Uberbeweglichkeit der Gelenke gekennzeichnet ist.

Tenascin-Y, das Vogel-homologe TN-X, wird in Bindegewebe, das am Wachstum von
Muskelzellen beteiligt ist, sowie im Gehirn, Niere, Lunge und Haut von Voégeln exprimiert
(Hagios et al., 1996; Tucker, Agios und Chiquet-Ehrismann, 1999).

Tenascin-W wurde im Zebrafisch identifiziert und wird wahrend der Entwicklung in
auswandernden Zellen der Neuralleiste und des sich entwickelnden Skeletts exprimiert, wo
es mit TN-C kolokalisiert (Weber et al., 1998). Ebenso wie Zebrafisch TN-C ist TN-W
hauptsachlich im Embryo und den fruhen larvalen Stadien nachzuweisen, wahrend die
Expression im jungen Zebrafisch reduziert ist. TN-W konnte nicht im ZNS nachgewiesen

werden.

Tenascin-N
TN-N, das Maus homologe TN-W wurde von zwei Arbeitsgruppen parallel beschrieben. 2003
veroffentlichten Neidhardt et al. die Klonierung und Charakterisierung des adulten TN-N,

2004 veroffentlichten Scherberich et al. die embryonale Form von TN-N.

Scherberich und Kollegen verwendeten eine Maus cDNA Bibliothek aus 19 Tage alten
Mausembryonen. Das von ihnen als TN-W beschriebene TN-N besitzt neun FN-IlI-Doméanen,
von denen sich die Domanen 1, 2 und 9 deutlich von den mittleren FN-IlIIl-Doméanen
unterscheiden und sie konnten keine alternativen Spleil3-Varianten nachweisen. TN-N-
Expression kann erstmals E 11,5 in den sich entwickelnden Kieferknochen nachgewiesen
werden, ab E 14,5 findet man TN-N zeitlich reguliert auch in der glatten Muskulatur, im
Darm, im Magen, in der Knochenhaut der Rippen, in Kiefer, Kaumuskulatur und Gaumen.

AuBer in der Kaumuskulatur und im Darm wurde TN-N immer mit TN-C koexprimiert. Im
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adulten Tier wurde embryonales TN-N in der Niere, der Aortenklappe und der Knochenhaut
der Rippen nachgewiesen, wo es mit TN-C kolokalisiert. In Magen, Darm und Cerebellum

konnte kein embryonales TN-N nachgewiesen werden.

Neidhardt et al. (2003) verwendeten Gewebe aus adulten Mausen. Sie konnten eine mRNA
aus 5773 bp, mit einem offenen Leserahmen (open reading frame, ORF) aus 4683 bp
nachweisen. Das kodierte TN-N-Protein besteht aus 1560 Aminosauren mit einer
berechneten molekularen Grofde von 173 kDa. Im Gegensatz zur embryonalen Form besitzt
adultes TN-N 12 FN-IlI-Doméanen und es konnten zwei Isoformen beschrieben werden, von
denen der kleineren Form die dritte FN-IlI-Domane fehlt. Northern Blot Analysen und in situ
Hybridisierungen zeigten starke TN-N-Expression in der Niere, der Milz und im Gehirn. Die
TN-N-Expression in der Milz ist auf die Lymphozyten-reiche weilen Pulpa begrenzt, in der
Niere findet man TN-N ausschlie3lich in der Medulla. Sowohl in der Milz, als auch in der
Niere, konnte die Expression erst in friihen adulten Tieren nachgewiesen werden. Im
Gegensatz zu dem von Scherberich et al. beschrieben embryonalen TN-N, kann die
Expression von adulten TN-N raumlich und zeitlich reguliert im ZNS nachgewiesen werden.
Interessanterweise ist die Expression im ZNS komplementar zu der von TN-C und TN-R.
Wahrend Tenascin-C und -R hauptsachlich von Astrozyten bzw. Oligodendrozyten gebildet
werden (Bartsch et al., 1996), wird TN-N von adulten Neuronen exprimiert. Betrachtet man
sich die Expression von TN-C und der adulten TN-N Form wéahrend der Entwicklung, stellt
man fest, dass TN-C in frihen Entwicklungsstadien zu finden ist, wahrend TN-N eher in

adulten Tieren exprimiert wird.

Wie bereits erwahnt sind zwei TN-N-Isoformen beschrieben worden. Interessanterweise
zeigen die FN-IlI-Domanen der kirzeren Isoform in vitro einen inhibitorischen Effekt auf
Neuritenwachstum und Zellmigration. In vivo konnte Uber Immunfarbungen in der CA3-
Region des Hippokampus ein TN-N-Gradient, mit starker werdenden Signal in Richtung
CA2-Region, identifiziert werden. Da die meisten Mossy-Fasern postnatal von Gyrus
Dentatus in die CA3-Region projizieren und somit anatomisch dem TN-N-Gradienten folgen,
wird angenommen, dass TN-N in diesem Bereich des Hippokampus eine wegweisende Rolle

bei der Projektion der Mossy-Fasern besitzt.
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2. Gene targeting und die Herstellung von Knockout (KO) Mausen

Unter Gene targeting versteht man die gezielte Modifikation des Mausgenoms via homologe
Rekombination. Seit die homologe Rekombination 1987 in mausembryonalen Stammzellen
(ES Zellen) beschrieben wurde (Thomas und Capecchi, 1987; Doetschmann et al., 1987),
hat das Gene targeting grof3e Bedeutung flr die in vivo Analyse erlangt, da die Mdglichkeit

geschaffen wurde Mause zu generieren, die jeden gewlinschten Genotyp besitzen.

Die Gene targeting Technologie bedient sich pluripotenter mausembryonaler Stammzellen,
die 1981 erstmals aus Blastozysten gewonnen werden konnten (Martin, 1981; Evans und
Kaufman, 1981). Auch nach extensiver Genmanipulation sind diese Zellen in der Lage,
vollstandig an der Embryogenese teilzunehmen, nachdem sie in isolierte Blastozysten
injiziert wurden. In den so hergestellten chimaren Tieren kénnen Nachkommen der
manipulierten ES-Zellen in allen Zelltypen, einschlieRlich der Gameten, nachgewiesen
werden. Seitdem wurden zahlreiche ES-Zell-Linien hergestellt, die meist aus 129SV/J

Mauslinien oder 129SV/J Hybridlinien gewonnen werden.

Erfolgreiches Gene targeting hangt von der Keimbahngangigkeit der ES-Zellen ab. Da
differenzierte Zellen nicht keimbahngangig sind, missen die ES-Zellen im pluripotenten
Status gehalten werden. Dies wird erreicht, indem man die Zellen in Gegenwart des

Leukaemia inhibitory factors (LIF) kultiviert, der die Differenzierung der Zellen verhindert.

Maus ES-Zellen sind zu einem wichtigen Bestandteil der Gentechnik geworden, da man mit
ihrer Hilfe Uber homologe Rekombinationsereignisse gezielte genomische Modifikationen,
wie zum Beispiel die Deletion eines Gens zur Herstellung einer Knockout-Mutante, in die
Keimbahn von Mausen einfihren kann. Jedoch kénnen nicht alle biologischen Prozesse
mittels Gen-Inaktivierung untersucht werden, denn das Ausschalten eines Gens, das fir die
Entwicklung essentiell ist, kann zu pranataler Letalitat fihren. Dieses Problem kann jedoch
durch die Herstellung konditionaler Knockout-Mause umgangen werden, bei denen ein Gen

zeitlich oder gewebsspezifisch ausgeschaltet werden kann.

Zur Herstellung konditionaler Knockout-Mause bedient man sich meistens des Cre/loxP-
Rekombinase Systems des Bakteriophagen P1. Die Cre-Rekombinase des Bakteriophagen
P1 gehort zur Superfamilie der A-Integrasen der sequenzspezifischen Rekombinasen. Im
Gegensatz zu vielen anderen Rekombinasen bendétigt sie keine Cofaktoren (Argos et al.,
1986). Sie erkennt und vermittelt sequenzspezifische Rekombination zwischen 34 bp
Sequenzen, die als loxP-Erkennungssequenzen bezeichnet werden (loxP = locus of
crossover in P1). Diese Erkennungssequenzen bestehen aus 13 bp langen invertierten

Wiederholungen, die durch eine 8 bp lange, nicht palindromische Sequenz unterbrochen
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sind. Diese 8 bp bestimmen die Orientierung der loxP-Erkennungssequenz (Hoess et al.,
1982). Besitzt ein lineares DNA Molekul zwei loxP-Sequenzen gleicher Orientierung,
resultiert Cre-vermittelte intramolekulare Rekombination in der Exzission der loxP-flankierten
Gensequenz, wobei nur eine loxP-Erkennungssequenz erhalten bleibt. Sind die beiden loxP-
Erkennungssequenzen gegensatzlich orientiert, resultiert Cre-vermittelte Rekombination in

der Inversion der loxP-flankierten Gensequenz (Abremski et al., 1983).

Ein weiteres Rekombinase-System ist das FLP/FRT-System aus der Hefe, bei der
spezifische FRT-Erkennungssequenzen (ELP recognition target) von der FLP-Rekombinase
erkannt werden. Die FRT-Erkennungssequenzen bestehen aus zwei 18 bp langen
invertierten Sequenzen, die durch eine 8 bp lange Kernsequenz getrennt sind. Wie auch im
Cre/loxP-Rekombinase-System  bestimmen diese 8bp die Orientierung der

Erkennungssequenz (Senecoff et al., 1985).

Ein wichtiger Schritt bei der Herstellung einer Knockout-Maus, ist die Generierung des
Zielvektors. Dieser wird aus der genomischen Sequenz des Gens von Interesse hergestellt
und zwei zum Genlokus homologen Regionen. Diese als langer und kurzer homologer Arm
bezeichneten Sequenzen flankieren den ausgewahlten Genlokus, sowie eine
Selektionskassette. Meist wird hierfir das bakterielle Aminoglykosid-Phosphotransferase-
Gen (neo) verwendet. Diese neo-Kassette ermdglicht, nach Transfektion von ES-Zellen, die
Selektion nach zufallig integrierten und homolog rekombinierten Klonen. Die neo-Kassette
wird beim konventionellen Gene targeting aber auch oft verwendet, um Teile des Zielgens zu

ersetzen und so die Expression des Gens zu verhindern.
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3. Zielsetzung der Arbeit

Chondroitinsulfat-Proteoglykane sind Bestandteile der ECM und spielen eine wichtige Rolle
bei Wachstumsprozessen und der Richtungsweisung von Neuronen im Nervensystem.
Besonders nach Lasionen des ZNS werden CSPGs hochreguliert und sind
hauptverantwortlich flr die schlechte Regeneration der Nervenzellen. Dieser inhibitorische
Effekt wird unter anderem von den mit Sulfatresten modifizierten Glykosaminoglykan-
Seitenketten der CSPGs vermittelt. Kohlenhydrat-Sulfotransferasen katalysieren den
Transfer der Sulfatreste an diese Proteoglykane. Um die Rolle dieser Sulfate in der
Entwicklung und bei Regenerationsprozessen des Nervensystems zu untersuchen, bedient
man sich Knockout-Mausmodellen, die flr die zu untersuchende Sulfotransferase defizient

sind.

Ein Ziel dieser Arbeit bestand in der Analyse der kiirzlich generierten CHST-14" Maus. Die
Auswirkungen des Fehlens der CHST-14 sollte in Bezug auf Verhalten und Regeneration

des Ruckenmarks nach Lasion untersucht werden.

Aulerdem sollte auf Grundlage der homologen Rekombination in Bakterien, ein Zielvektor

kloniert werden, der die Herstellung einer konditionellen CHST-12""Maus erméglicht.

Ein weiterer Teil dieser Arbeit beschaftigte sich mit Tenascin-N. Fir dieses Tenascin konnte
gezeigt werden, dass es sowohl wahrend der Entwicklung als auch im adulten Tier in vielen
Regionen und Organen mit Tenascin-C kolokalisiert. Eine mogliche Erklarung fur den
iberraschend milden Phanotyp der TN-C” Maus kénnte sein, dass TN-N kompensatorisch
wirkt und Aufgaben von TN-C Ubernimmt. Um dies genauer untersuchen zu kénnen, sollte im
Rahmen dieser Arbeit, auf Basis der homologen Rekombination, ein Zielvektor zur

Herstellung einer TN-N" Maus kloniert werden.
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Il. Material

1. Laborausristung

Allgemeines Labormaterial wurde bei Eppendorf (Hamburg, Deutschland), Nunc (Roskilde,

Danemark) und Becton Dickinson Biosciences (Heidelberg, Deutschland) bestellt.

Die Materialen fur die Zellkultur wurden bei den Firmen Nunc (Roskilde, Danemark) und

Sarstedt (Nurnbrecht, Deutschland) bestellt.

2. Geréate

Zentrifugen wurden je nach Probenvolumen ausgewahlt: Eppendorf Tischzentrifuge
(Hamburg, Deutschland) 5415D und 5417R fir Volumina < 2 ml, 5403 fiir Volumina < 50 ml

und Sorvall Ultrazentrifuge RC 5C Plus (Langenselbold, Deutschland) fur Volumina > 50 ml.

Analysenwaage LC80 1P
Analysenfeinwaage PR1203
Brutschrénke

Cryostat

Geldokumentationssystem Easy. R.H.
Gene Pulser® mit Pulse Controller

MOUSE-E-MOTION® Mikroprozessor

Panasonic NV-DS12 Kamera
PCR Maschinen MJ Research PTC-200
Phosphoimager TLA 3000

Photometer Biospec Mini

Real-Time-PCR-Cycler 7900HT

Sartorius AG (Géttingen, Deutschland)
Mettler Toldeo (Schweiz)

Nuaire (Plymouth, Maine, USA)

Leica (Bensheim, Deutschland)

Herolab GmbH (Wiesloch, Deutschland)
Biorad (Minchen, Deutschland)

INFRA-E-MOTION GmbH (Hamburg,
Deutschland)

Panasonic (Hamburg, Deutschland)
Biorad (Minchen, Deutschland)
Fuji Film (Japan)

Shimadzu Deutschland GmbH (Dusiburg,
Deutschland)
Biorad (Minchen, Deutschland)
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Spektrometer Untrospec 3000 Amersham Pharmacia (Freiburg,
Deutschland)

Sterilhood (SterilGard Class ) The Baker Company (Sanford, Maine, USA)

Szintilationszéhler Wallac 1409 Wallac analyt. Dienstleistungs GmbH
(Freiburg, Deutschland)

UV-Crosslinker Amersham Pharmacia (Freiburg,
Deutschland)

Videorekorder SVL-SE 830 Sony (KéIn, Deutschland)

3. Chemikalien

Soweit nicht anders angegeben, wurden alle Chemikalien in p.A. Qualitat von folgenden
Firmen bezogen: Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland), Invitrogen (Groningen,
Niederlande), Macherey-Nagel (Diren, Deutschland), Merck (Darmstadt, Deutschland),
Serva (Heidelberg, Deutschland), Sigma-Aldrich (Deishofen, Deutschland).

4. Oligonukleotide
Oligonukleotide wurden bei Metabion (Minchen, Deutschland) bestellt. Alle verwendeten

Oligonukleotide sind im Anhang aufgelistet.

5. Enzyme

Restriktionsenzyme

Restriktionsenzyme wurden von New England Biolabs (Frankfurt am Main, Deutschland) und

MBI Fermentas (St. Leon-Rot; Deutschland) bezogen.

DNA Polymerasen

AccuPrime Taq DNA Polymerase High Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland)
Fidelity

iProof ™ High-Fidelity™ DNA Polymerase Bio-Rad Laboratories GmbH (Miinchen,
Deutschland)

KOD XL DNA Polymerase Novagen/Merck Biosciences Ltd.
(Nottingham, England)

KOD HiFi DNA Polymerase Novagen/Merck Biosciences Ltd.
(Nottingham, England)

Pfu DNA Polymerase Promega (Mannheim, Deutschland)
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Taq DNA Polymerase

Phusion™ Hot Start High-Fidelity DNA
Polymerase

Tag DNA Polymerase

Verschiedenes

Chondroitinase ABC
Klenow-Enzyme
N-Glycosidase F, rekombinant

32P Nukleotide

RNAse A

RNase Out

Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP)
Superscript Il Reverse Transkriptase

T4 DNA Ligase

6. Kits
DNA Ligation Kit (Mighty Mix)

GFX™ Micro Plasmid Prep Kit

MiniElute™ Gel Extraction Kit
MiniElute™ PCR Purification Kit
pGEM® -T Easy Vector System |
QIAfilter™ Plasmid Maxi Kit
QIAquick™ Nucleotide RemovalKit
QIAquick™ Gel Extraction Kit
QIAquick™ PCR Purification Kit

Rapid DNA Ligation Kit

Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland)

Finnzymes (Espoo, Finnland)

ZMNH, Peggy Putthoff (Hamburg,
Deutschland)

Seikagaku Corporation (Japan)
Roche (Mannheim, Deutschland)
Roche (Mannheim, Deutschland)

Hartmann Analytic GmbH (Braunschweig,
Deutschland)

Roche (Mannheim, Deutschland)
Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland)
Roche (Mannheim, Deutschland)
Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland)

Roche (Mannheim, Deutschland)

Takara Bio Inc. (Gennevilliers, Frankreich)

Amersham Pharmacia (Freiburg,
Deutschland)

Qiagen (Hilden, Deutschland)
Qiagen (Hilden, Deutschland)
Promega (Mannheim, Deutschland)
Qiagen (Hilden, Deutschland)
Qiagen (Hilden, Deutschland)
Qiagen (Hilden, Deutschland)
Qiagen (Hilden, Deutschland)

Roche (Mannheim, Deutschland)
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Ready-To-Go DNA labelling beads (-dCTP)

RNase-Free Dnase Set

Rneasy® Mini Kit

7. Antikorper

Amersham Pharmacia (Freiburg,
Deutschland)

Qiagen (Hilden, Deutschland)

Qiagen (Hilden, Deutschland)

Name Spezies Verdinnung Firma
a-lbat Kaninchen 1-1000 Wako Chemicals GmbH (Neuss,
Deutschland)
a-Tyrosinhydroxylase | Kaninchen 1:800 Chemicon, (Temecula, CA, USA)

8. Langenstandards
Ready Load1 kb Plus DNA Ladder

100 bp DNA Ladder

1kb DNA Extension Ladder

9. Vektoren und Plasmide

pBlueScript Il SK/KS

Selektion
AmpR

Klonierungsvektor; T7 Promotor, mcs
im LacZ Gen zur Blau-Weiss-

20 Banden von 100 bis 12000 bp;

8 Banden von 100 bp bis 1650 bp ab 100 bp
in 1000 bp Schritten

Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland)

5 Banden von 100 bis 1500 bp in 100 bp
Schritten und einem zusatzlichen 2072bp
Fragment

Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland)

13 Banden von 1000 bis 40000 bp; von 1000
bis 8000 in 1000 bp Schritten mit einer
zusatzlichen 1636 bp Bande; sowie Banden
bei 10000, 15000, 20000 und 40000 bp
Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland)

Stratagene (Heidelberg,
Deutschland)
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pGEM®-T Easy

pML179

pBCm1B8Il

ploxP-tet-loxP

pGEM-TE/oM3 neo-kan

pGEM-TE/MS5 5 loxP
tet

pGEM-TE/TNN

10. Verschiedenes

Elektroporationskiivetten

Entellan

Geneticin (G418)

TA Klonierungsvektor; T7 und SP6
Promotor, flankiert von mcs im lacZ
Gen zur Blau-Weil-Selektion
AmpF

enthalt eine einzelne Pmel
Restriktionsstelle, die vonl-Scel
Restriktionsstelle flankiert ist, um
DNA-Fragmente auszuschneiden.
Cam®

8,18 kb Fragment des CHST-12
Lokus, das homolog zu Exon 2 sowie
2523 Bp 5" von Exon 2 und 3960 Bp
3" von Exon 2 ist, im pBC SK+ Vektor
Cam®

loxP flankierte Tetrazyklin-
Resistenzkassette
AmpR " und Tet®

loxP flankierte Neomycin/Kanamycin
Resistenzkassette, die 5" und 3~
CHST-8 homologe Gensequenzen
besitzt; im pGEM-TE Vektor

pGEM-TE Vektor, enthalt die
Tetrazyklinsequenz, der 5° eine loxP
Erkennungssequenz vorgeschaltet ist
AmpF

370 Bp genomischer Bereich, der
homolog zur Intronregion 3" von Exon
4 des TN-N Lokus ist, im pGEM-TE
Vektor

AmpR

Promega (Mannheim,
Deutschland)

Dr. Elledge, (Howard
Hughes Medical Institute,
Baylor College of
Medicine, Houston,
Texas, USA)

Peggy Putthoff (ZMNH,
Hamburg, Deutschland)

Dr. Elledge, (Howard
Hughes Medical Institute,
Baylor College of
Medicine, Houston,
Texas, USA)

Dr. Nuray Akylz (ZMNH
Hamburg, Deutschland)

Dr. Nuray Akyluz (ZMNH
Hamburg, Deutschland)

Dr. Nuray Akyluz (ZMNH
Hamburg, Deutschland)

Biorad (Munchen, Deutschland)

Merck (Darmstadt, Deutschland)

Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland)
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Hybond-X- Membran

Pellet paint

Phase lock Gel Heavy, 1,5 ml

RNAse-freies Wasser
Tissue TEK® O.C.T.

Whatman-Filterpapier

Amersham Pharmacia (Freiburg,

Deutschland)

Novagen/Merck Biosciences Ltd.
(Nottingham, England)

Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland)

Applied Biosystem (Darmstadt, Deutschland)

Sakura Finetek (Zoeterwonde, Niederlande)

Whatman BIOMETRA (Géttingen,

Deutschland)

11. Bakterienstdmme und Zellinien

E. coli DH5

E. coli TOP-10

SCRN-10

LE392

pML104/DH108

MEF-Zellen

a deoR, endA1, gyrA96, hsdR17(-mk+),
recA1, relA1, supE44, thi-1, (lacZYA-
argFV169),.80/acZM15, F

F- merA A(mrr-hsdRMS-mcrBC)
@80/acZAM15 AlacX74 recA1 araD139
A(araleu) 7697 galU galK rpsL (StrR)
endA1 nupG

AattB-ParaBAD-|-Sce, thi RifR,
AaraBADan3s, A(lac-pro)y, F pro”,
lacl33-lacZ, +pML104 (PiacYBexo TS OFi
SpR); wachsen in LB%P°°*° bej 0°3C

F(-) hsdR514(r(-)k, m(-)k) supE44 supF58
lacY1 galK2 galT22 metB1 trpR55
lambda(-)

Piacy Bexo Ts ori Spec® in DH10R Stamm;
wachsen in LBSP**® pej 30°C

Maus Embryonale Fibroblasten isoliert
aus einer C57black/6J neo transgenen
Mauslinie (FV-Neo) am Embryonaltag14
(E.14)

Invitrogen (Karlsruhe,
Deutschland)

Invitrogen (Karlsruhe,
Deutschland)

Dr. Elledge, (Howard
Hughes Medical Institute,
Baylor College of Medicine,
Houston, Texas, USA)

Dr. Elledge, (Howard
Hughes Medical Institute,
Baylor College of Medicine,
Houston, Texas, USA)

Dr. Elledge, (Howard
Hughes Medical Institute,
Baylor College of Medicine,
Houston, Texas, USA)

Dr. Michael Boesl (ZMNH,
Hamburg, Deutschland)

31



[l. Material

IDG32 ES-Zellen Unverdffentlichte F1 Zelllinie (aus der F1- Dr. Ralf Kihn (GSF,
Generation 129SV x C57BL/6). Diese Munchen, Deutschland)
Zellen weisen im Gegensatz zu anderen
embryonalen Stammzellen eine erhdhte
Rekombinationseffizienz und eine erhéhte
Keimbahngangigkeit auf

12. Phagenbibliothek

A ko2 Maus genomische amplifiziert in LE 392 Bakterien Dr. Elledge, (Howard Hughes
Bibliothek zur Herstellung siehe Zhang et. al Medical Institute, Baylor
2002 College of Medicine,
Houston, Texas, USA)

13. Puffer und Lésungen

soweit nicht anders erwahnt, wurden diese mit bidestilliertem Wasser angesetzt.

Anésthetikum 20% Ketanest® (25 mg/ml) (Pfizer,
Karlsruhe, Deutschland)
8% Rompun® (2 % solution) (Bayer,
Leverkusen, Deutschland)
in 0,9 % NaCl (B. Braun Melsungen AG,
Deutschland)

Bostonpuffer 0,45% NP-40
0,45% Tween 20
0,1 mg/ml Proteinase K

Cacodylatpuffer (0,2M) 0,2 M Natrium Cacodylat
0,2 M HCI Lésung

Cresyl Violet-Lésung 0,5 g Cresyl Violet Acetat
in 100 ml 0,1 M Acetatpuffer pH 8

Cresyl Violet-Differenzierungslésung 10% Chloroform
3 Tropfen Eisessig
ad 95% Ethanol
DNA-Probenpuffer 50% (v/v) Glycerol in TAE Puffer
100 mg/ml Orange G

dNTP Stocklésung (PCR) 20 mM each dATP, dCTP, dGTP, dTTP
Ethidiumbromid Farbelésung (DNA Gele) 10 pug/ml Ethidiumbromid in 1XTAE (DNA-
Gele)
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Luxol Fast Blue Lésung

PBS 137mM NaCl

4% PFA

Speed Hybridisierungspuffer (Southern Blot)

SSPE (20 x)

Strip-Puffer (Western Blot)

50 x TAE

10x TE

5x TBE

TBS

TBST

TNE-Puffer

TFB I-Puffer

0,1% Luxolechtblau
5 ml 10% Essigsaure
in 96% Ethanol

2,7 mM KCI
7,4 mM NaHPO,
1,5 mM KH,PO,

40 g/l PFA
500 ml/I 0,2 M Cacodylatpuffer
pH 7,3 mit 1 M NaOH

7% SDS
10% PEG 6000
1,5 x SSPE (20x)

3 M NaCl
0,2 M NaH,PO,4
0,02 M EDTA

0.5 M NaCl
0.5 M Essigsaure

M Tris-Acetat pH 8
100 mM EDTA

0,1 M Tris-HCI pH 7.5
10 mM EDTA

0,5 mM Tris pH 8
0,5 M Borsaure
12,5 mM EDTA

50 mM Tris pH 7.5
150 mM NaCl

0.1 % Tween 20 in TBS

25 mM Tris
150 mM NacCl
5mM EDTA

30 mM K-Acetat
50 mM MnCl

100 mM RbCI

10 mM CaCl

15 % Glycerin

0,2 N HAc, pH 5,8
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TFB lI-Puffer 10 mM Na-MOPS
75 mM CacCl
10 mM RbCI
15 % Glycerin, pH 7 mit NaOH

14. Bakterienmedien

Die Medien wurden autoklaviert und vor Zugabe der Antibiotika auf unter 50°C abgekiihlt.
Folgende Antibiotika wurden je nach Bedarf zugesetzt (1000-fache Stocklésungen): 100 mg/I
Ampicillin (LB®™), 25 mg/l Tetracyclin (LB"™), 100 mg/l Spectinomycin (LB*°%), 25 mgl/I
Kanamycin (LB-**") und 25 mg/ml Chloramphenicol (LB®™). X-Gal (20 mg/l) wurde zur blau-

weiss-Selektion zugegeben (LB*?).

LB-Agar 10 g/l Bacto-Trypton pH 7.4
10 g/l NaCl
5 g/l Hefeextrakt
20 g/l Agar

LB-Medium 10 g/l Bacto-Trypton pH 7.4
10 g/l NaCl
5 g/l Hefeextrakt

SOB-Medium 20 g/l Bacto-Trypton pH 7.4
0,5 g/l NaCl
5 g/l Hefeextrakt
— autoklavieren
vor Gebrauch: 10 ml/l 1M MgCI2
10 mi/l 1M MgS0O4
— steril filtrieren

SOC-Medium 100ml SOB-Medium
2 ml 20% Glukose (filtersterilisiert)
— steril filtrieren

15. Phagenmedien

Alle Medien wurden autoklaviert.

A-broth Medium 10 g/l Bacto-Trypton pH 7.4
2,5 g/l NaCl

A-Agar 10 g/l Bacto-Trypton pH 7.4
2,5 g/l NaCl
10 g/l Agar
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A-Top-Agar 10 g/l Bacto-Trypton pH 7.4
2,5 g/ NaCl
7 g/l Agar

SM-Medium 5,8 g/l NaCl

50 ml 1M Tris pH 7,5
0,01% Gelatine (Difco)

16. Zellkulturmedien

ES-Zellmedium Dulbecco's MEM (DMEM, 4.5 g/| D-Glucose,
25mM HEPES, 0.58 g/l L-glutamine, ohne
Natriumpyruvat)
supplementiert mit
15 % (v/v) Fetal calf serum (FCS, ES quality,
(PAA, Colbe, Deutschland)

2 mM L-glutamine

1 x MEM non-essential amino acids

1 mM Natriumpyruvat

1 x Nucleoside mix (je 3 mM Adenosin,
Cytidine, Guanosin, Uracil und Thymidin in
PBS)

0.1 mM 2-Mercaptoethanol

50 U/ml Penicillin

1,000 U/ml ESGRO™ LIF (Murine leukemia
inhibitory factor; (Chemicon, Temecula, CA,
USA)

ES-Zell-Selektionsmedium ES-Zellmedium supplementiert mit
200-300 pg/ml G418 (Geneticin; Invitrogen)

2x ES-Zell-Einfriermedium 80% FCS
20% DMSO
(1:1 mit Zellsuspension mischen)

MEF-Medium DMEM (4.5 g/l D-Glucose, mit Glutamax™ 1,
ohne Pyruvate)
supplementiert mit
9% FCS
1 x MEM non-essential amino acids
50 U/ml Penicillin

PBS/EDTA 0,1 g EDTA x4Nain 1 x PBS
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17. Mauslinien

Durch Manipulation der ES-Zellen (129SvJ) wurde der CHST-14-Genlokus so verandert,
dass die CHST-14-Gensequenz im Bereich der Positionen -30 bis +2576 (bezogen auf den
Translationsstart) durch eine einzelne loxP-Erkennungssequenz und ein dsRed-express-Gen
mit Polyadenylierungssignal ersetzt wurde. Dadurch wurde erreicht, dass kein funktionelles
CHST-14-Protein gebildet wird und das dsRed-express-Gen unter der Kontrolle des
endogenen CHST-14-Promotors exprimiert wird. Die Deletion im CHST-14-Genlokus wurde
indirekt Gber Southern- und Northern-Blot-Analysen bestatigt.

Die Linie M5-CB2-KO wurde einmal, die Linie M5-CB2-KO/F zweimal auf C57BL/6J-

Hintergrund zurlickgekreuzt (Akytz, Schachner, unveréffentlicht).

18. verwendete Software

ABI PRISM SDS 2.1 Software (Applied Analyse der Real Time Rohdaten
Biosystems, Darmstadt, Deutschland)

VirtualDub Software (frei zugangliche Analyse der funktionellen Regeneration
Software; erhaltlich unter nach Rickenmarklasion
http://virtualdub.org)

Image Tool 2.0 Software (University of Analyse der funktionellen Regeneration
Texas, San Antonio, TX; nach Rickenmarklasion

http://ddsdx.uthscsa.edu/dig/)

EthoVision (Noldus, Wageningen, Analyse der Verhaltensdaten
Niederlande)

The Observer Programmes (Noldus, Analyse der Verhaltensdaten
Wageningen, Niederlande)

GraphPad Prism 3.0 Statistik

NCBI (http://www.ncbi.nim.nih.gov/) Sequenzanalyse und Literaturrecherche
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1. Molekularbiologische Methoden

1.1 Herstellung chemisch kompetenter Bakterien (DH5a; TOP10)

(Inoue et al., 1990)

Eine Bakterienkolonie wurde auf einer LB-Platte ausgestrichen und ber Nacht bei 37°C
inkubiert. Am nachsten Tag wurde von einem Klon eine 10 ml UN-Kultur in LB-Medium
angeimpft und Uber Nacht bei 37°C kultiviert. 1 ml dieser UN-Kultur wurden mit 100 ml LB-
Medium versetzt und bei 37°C bis zu einer ODgyo 0,3-0,4 kultiviert. Die Zellen wurden 10 min
auf Eis gekuhlt, anschlieBend 5 min bei 5000 upm und 4°C abzentrifugiert, das Pellet in 30 ml
TFB I-Puffer resuspendiert, 10 min auf Eis gekuhlt und erneut 5 min bei 5000 upm und 4°C
zentrifugiert. Die Bakterien wurden in 4 ml TFB Il-Puffer resuspendiert, erneut 10 min auf Eis

inkubiert und anschlieend in 100 ul Aliquots bei -80°C gelagert.

1.2 Herstellung elektrokompetenter Bakterien (pML104/DH10 B)

Eine Bakterienkolonie wurde auf einer LB****®*-Platte ausgestrichen und iiber Nacht bei 30°C
inkubiert. Am nachsten Tag wurde von einem Klon eine 5 ml UN-Kultur in LB%****-Medium
angeimpft und (ber Nacht bei 30°C kultiviert. 2,5 ml dieser UN-Kultur wurden mit 500 ml
L BoPecs004mMIPTG Medium versetzt und bei 30°C bis zu einer ODgy 0,3-0,4 kultiviert. Alle
folgenden Schritte wurden bei 4°C durchgeflihrt. Die Zellen wurden 10 min auf Eis gekinhlt,
anschlielfend 20 min bei 4200 upm abzentrifugiert, das Pellet 2 x mit 500 ml eiskaltem Wasser
gewaschen und 20 min bei 4200 upm abzentrifugiert. Die Bakterien wurden in 40 ml eiskaltem
10% Glycerol resuspendiert und erneut zentrifugiert. Das Pelletvolumen wurde geschatzt, im
gleichen Volumen eiskaltem 10% Glycerol resuspendiert und in 50 pl Aliquots bei -80°C

eingefroren.
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1.3 Erhaltung von Bakterienstammen (Glycerol-Stock)
Ausgewahlte Bakterienstdmme wurden in Flassigkultur (ODge 0,5-0,6) 1:1 mit 100%
Glycerol gemischt und bei -80°C gelagert.

1.4 Transformation chemisch kompetenter Bakterien

(Sambrook et al., 1989)

100 ul Bakteriensuspension wurden langsam auf Eis aufgetaut, mit Plasmid-DNA (10 pg-
10 ng) oder einem Ligationsansatz (50 ng Vektor-DNA) versetzt und fir 30 min auf Eis
inkubiert. Nach einem Hitzeschock fir 1,5 min bei 42°C wurden 500 pl LB-Medium zugegeben
und der Ansatz fir eine Stunde, bei einer fur die Bakterien optimalen Temperatur, geschdttelt.
100 ul Transformationsansatz wurden auf eine, der restliche Ansatz auf eine zweite LB-Agar-
Platte (supplementiert mit Antibiotika der vom Plasmid vermittelten Resistenz) ausgestrichen.

Die Platten wurden Uber Nacht bei der fir die Bakterien optimalen Temperatur kultiviert.

1.5 Elektroporation kompetenter Bakterien

50 pl elektrokompetente Bakterien wurden langsam auf Eis aufgetaut, mit 1 pyl Plasmid-DNA
(0,5 pg/pl) versetzt und vorsichtig gemischt. Die Bakterienldsung wurde luftblasenfrei in eine
auf Eis vorgekuhlte Elektroporationskivette Uberfuhrt und die Klvette sorgfaltig getrocknet.
AnschlieRend wurde die Kivette in den Elektroporationsapparat eingesetzt und ein
elektrischer Impuls von 2,5 kV, 25 yF (Pulskontroller 200-400 Ohm) ausgeldst, bis ein
Signalton ertdnte. Nach Zugabe von 1 ml eiskaltem SOC-Medium und einstlindiger Inkubation
bei einer fir die Bakterien optimalen Temperatur, wurden je 100 uyl und der restliche Ansatz
auf LB-Agar-Platten (supplementiert mit Antibiotika der vom Plasmid vermittelten Resistenz)
ausgestrichen. Die Platten wurden Uber Nacht bei der fiir die Bakterien optimalen Temperatur
kultiviert.

1.6 Plasmidisolierung aus 1,5 ml E. coli Bakterienkulturen

(GFX Micro Plasmid Prep Kit, Amersham Biosciences)

2 ml einer 5 ml Ubernachtkultur wurden in ein EppendorfgefaR Uberfiihrt und die Bakterien
1 min bei 13000 upm zentrifugiert. Das Pellet wurde in 150 yl Losung | resuspendiert und
durch Zugabe von 150 ul Lésung Il und 10-15maliges Invertieren lysiert. Das Lysat wurde
durch Zugabe von 300 ul Losung Il (10-15 x invertieren) neutralisiert. AnschlieRend wurde der
Ansatz 5 min zentrifugiert, um die unldslichen Bestandteile zu prazipitieren. Der Uberstand

wurde auf eine GFX-Saule pipettiert, 1 min bei 13000 upm zentrifugiert, der Durchlauf
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verworfen und die an die Saule gebundene DNA mit 500 pl PE-Puffer gewaschen. Nach
einminutiger Zentrifugation wurde der Durchlauf wieder verworfen und die Saule erneut fir
1 min zentrifugiert, um alle Ethanolrickstdnde zu entfernen. Die Saule wurde in ein
Eppendorfgefa Uberfihrt und 50 yl TE-Puffer in die Mitte der Saule pipettiert. Nach
einminutiger Inkubation bei RT wurde die Sdule 1 Minute zentrifugiert, um die Plasmid-DNA zu

eluieren.

1.7 Plasmidisolierung aus 200 ml E. coli Bakterienkulturen

(Plasmid Maxi Kit, Qiagen)

Zur Isolierung grofler Mengen DNA wurde das Qiagen Plasmid Maxi Kit verwendet.

200 ml Ubernachtkultur (mit entsprechendem Antibiotika versetzt) wurde durch Zentrifugation
bei 6000 upm fiir 15 min bei 4°C sedimentiert. Das Pellet wurde in 10 ml Resuspensionspuffer
P1 resuspendiert und durch Zugabe von 10 ml Puffer P2, finfmaligen Invertieren und
finfmindtiger Inkubation bei Raumtemperatur lysiert. AnschlieRend wurde 10 ml
Neutralisationspuffer P3 zupipettiert, 6 x invertiert und das Lysat in eine QIlAfilter Spritze, die
unten verschlossen wurde, Uberfihrt. Nach 10minutiger Inkubation bei RT wurde der
Uberstand auf eine Qiagen Saule gespritzt, die vorher mit 10 ml Puffer-QBT &quilibriert wurde.
Nachdem die Losung durchgelaufen war, wurde zweimal mit jeweils 30 ml Puffer-QC
gewaschen, und die DNA mit 15 ml Puffer-QF in ein 30 ml Corex-Glasréhrchen eluiert. Die
DNA wurde durch Zugabe von 10,5ml Isopropanol und anschlielender 30minatiger
Zentrifugation bei 4°C und 10000 x g gefallt. Das DNA-Pellet wurde mit 5 ml 70%igem Ethanol
gewaschen und nach erneuter Zentrifugation (10000 x g; 15 min; 4°C) in 100-300 ul TE-Puffer

gelost.

1.8 Restriktionsverdau von DNA

(Sambrook et al., 1989)

Fir die Reaktionen wurden die vom Enzym-Hersteller empfohlenen Puffer benutzt. Bei
gleichzeitigem Verdau mit mehreren Enzymen, wurden die vom Hersteller vorgeschlagenen
Pufferbedingungen gewabhlt. Bei Inkompatibilitat wurde ein sequentieller Verdau durchgefiihrt
und das zuerst eingesetzte Enzym durch Hitze (20 min bei 65°C) inaktiviert. Das Volumen der
eingesetzten Enzymldsung betrug maximal 1/10 des Gesamtrestriktionsvolumens.

Fuir einen analytischen Restriktionsansatz wurden 50-500ng DNA mit 1yl 10x
Restriktionspuffer, 1 ul 10 x BSA und 1-5 U Enzym in einem Gesamtrestriktionsansatz von
10 pl vereint, bei der fur das Enzym optimalen Temperatur fur 30-60 min inkubiert und die

Fragmente gelelektrophoretisch analysiert (vgl. 1.14).
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Fir einen praparativen Restriktionsansatz wurden 1-7 yg DNA mit 5-20 U Enzym und dem
Gesamtvolumen von 30-50 ul entsprechenden Mengen 10 x Puffer und 10 x BSA versetzt.
Der Restriktionsansatz wurde bei der fir das Enzym optimalen Temperatur fir 2-3 Stunden
inkubiert und nach gelelektrophoretischer Auftrennung (vgl. 1.14) aus dem Gel eluiert
(vgl. 1.15).

1.9 Dephosphorylierung freier DNA-Enden

(Sambrook et al., 1989)

Um die Religation eines Vektors zu verhindern, wurden die freien 5°-Phosphatgruppen
linearisierter Plasmid-DNA mit Hilfe alkalischer Phosphatase (shrimp alkaline Phosphatase,
SAP) entfernt.

Hierzu wurden 50 ng DNA mit 10 x SAP-Puffer und 1 U alkalischer Phosphatase versetzt.
Glatte DNA-Enden wurden anschlieRend fir 30 min, iberhangende DNA-Enden fiir 60 min bei
37°C inkubiert. Die Phosphatase wurde fir 15 min bei 65°C inaktiviert und die
dephosphorylierte DNA in der Ligation (vgl. 1.12) eingesetzt.

1.10 poly-Adenylierung von PCR-Produkten

PCR-Produkte mit glatten Enden wurden poly-adenyliert, bevor sie fur die Ligation im pGEM-
T Easy-System (Promega) eingesetzt wurden. Die PCR-Produkte wurden Uber eine Qiagen-
Saule aufgereinigt (vgl. 1.13). 7 ul gereinigtes PCR-Produkt (300-500 ng) wurden mit 1 pl
10 x Tag-Puffer, 1 yl dATP (2 mM), 0,3 ul 50 mM MgCl, und 1 yl Tag-DNA-Polymerase
versetzt. Der Ansatz wurde bei 70°C fur 30 min inkubiert und anschlieBend direkt fur die

Ligation (vgl. 1.12) eingesetzt.

1.11 Glatten liberhangender DNA-Enden

(Sambrook et al., 1989)

Nichtkompatible 5°-Gberhangende DNA-Enden wurden vor einer Ligation mit Hilfe von
Klenow-Enzym aufgefillt. Hierzu wurden die Uber eine Saule aufgereinigten DNA-Fragmente
(vgl. 1.13) mit 10 x Klenow-Puffer, 125 uM dNTPs (each) und 1 U Klenow-Enzym versetzt
und der Ansatz 30 min bei 37°C inkubiert. Nach 15minutiger Inaktivierung des Enzyms bei

65°C konnte der Ansatz direkt fiir die Ligation (vgl. 1.12) verwendet werden.
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1.12 Ligation von DNA-Fragmenten

(Sambrook et al., 1989)

Ligationen wurden entweder mittels T4-DNA-Ligase (Roche), dem Rapid DNA Ligation Kit
(Roche) oder mit dem pGEM-T Easy Kit (Promega) durchgeflhrt.

In einem 10 pl Ligationsansatz wurden 50 ng dephosphorylierte Vektor-DNA mit dem 5-
10fachen molaren Uberschuss an Insert-DNA, 1 ul 10 x T4 Ligase-Puffer und 1 U T4-DNA-
Ligase versetzt. Der Ansatz wurde entweder fur 2-3 Stunden bei Raumtemperatur oder Gber
Nacht bei 4°C inkubiert.

Bei Benutzung des Rapid DNA Ligation Kits wurden Insert und Plasmid im molaren Verhaltnis
3:1-10:1 eingesetzt und gemal den Angaben des Herstellers 5-15 min bei Raumtemperatur
inkubiert.

Bei Verwendung des pGEM-T-Easy-Systems (Promega) wurde 1 ul (50 ng) pGEM-T-Easy-
Vektor im molaren Verhaltnis 1:1-1:8 mit dem PCR-Fragment nach Angaben des Herstellers in
einem Gesamtvolumen von 10 pl angesetzt und eine Stunde bei Raumtemperatur oder lGber
Nacht bei 4°C inkubiert.

5yl der Ligationsansatze wurden im Anschluss direkt fur die Transformation (vgl. 1.4)

eingesetzt.

1.13 Aufreinigung von PCR-Produkten

(MiniElute™ PCR Purification Kit, Qiagen)

Der PCR-Ansatz wurde mit dem flnffachen Volumen PB-Puffer und mit dem einfachen
Volumen Isopropanol versetzt, anschlieRend auf ein QIAQuick-Saulchen (berfihrt und
1 Minute bei 13000 upm zentrifugiert. Die auf der Saule gebundene DNA wurde mit 500 ul PE-
Puffer gewaschen, zentrifugiert und nachdem der Durchlauf verworfen wurde, erneut
zentrifugiert. AnschlieBend wurden 30 yl TE-Puffer oder H,O in die Mitte der Saule pipettiert,
1 min bei RT inkubiert und die DNA durch Zentrifugation (1 min, 13.000 x g, RT) eluiert.

1.14 Gelelektrophorese von DNA

(Sambrook et al., 1989)

Zur elektrophoretischen Auftrennung von DNA-Fragmenten wurden horizontale Agarosegele
in 1 x TAE-Puffer gefahren. Je nach FragmentgréRen wurden 0,8-2%ige (w/v) Agarosegele
verwendet. Die DNA wurde mit der entsprechenden Menge 5 x DNA-Probenpuffer versetzt
und in die Geltaschen pipettiert. Zusatzlich wurde ein angemessener Langenstandard mit
aufgetragen. Je nach Anwendung und Gelgrélie wurde die Elektrophorese bei 80-120 Volt

durchgefuhrt. Die Laufzeit wurde entsprechend der erwarteten DNA-Fragmente angepasst.
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AnschlieBend wurden die Gele 30 Minuten in Ethidiumbromidldsung (0,5 pg/ml in 1 x TAE-
Puffer) gefarbt und die DNA-Banden mit Hilfe eines Dokumentationssystems (E.A.S.Y. RH
Imager, HEROLAB) unter UV-Licht sichtbar gemacht und photographiert.

1.15 DNA-Isolierung aus Agarosegelen

(MiniElute™ Gel Extraction Kit, Qiagen)

Nach Gelelektrophorese und Ethidiumbromid-Farbung (vgl. 1.14) wurde die gewlnschte DNA-
Bande unter UV-Licht (360 nm) aus dem Gel ausgeschnitten und in ein Reaktionsgefa®
Uberfiihrt. Das Gelstlick wurde bei 50°C in dreifachen Volumen Gelsolubilisierungspuffer-QG
fir 10 min aufgel6st, anschlielliend mit einfachem Volumen Isopropanol versetzt und auf eine
MinElute-Saule pipettiert. Die Saule wurde bei RT bei 13000 upm fir 1 Minute zentrifugiert
und mit 700 ul PE-Puffer gewaschen. Der Durchlauf wurde verworfen und der restliche Puffer
durch erneute Zentrifugation (1 Minute, 13000 upm, RT) entfernt. Die Saule wurde in ein
Eppendorf-Reaktionsgefaly tberfihrt, 30 yl TE-Puffer in die Mitte pipettiert, 1 min bei RT
inkubiert und die DNA durch Zentrifugation (1 min, 13000 upm, RT) eluiert.

1.16 Phenol/Chloroform-Extraktion von Nukleinsauren

Die Praparationen wurden mit dem einfachen Volumen eines Phenol/Chloroform/
Isoamylalkohol (PCI)-Gemisches (25:24:1) versetzt und gevortext. Das Gemisch wurde 5 min
bei 13000 upm zentrifugiert und die obere Phase in ein neues Eppendorfgefall tberflhrt.
Nach Zugabe des einfachen Volumens Chloroform wurde erneut 5 min zentrifugiert und die
obere Phase wieder in ein neues Eppendorfgefal® pipettiert. Es wurde 1/10 Volumen 3 M
Natriumacetat (bei genomischer DNA 1/10 Volumen 3 M LiCl;) und das 2,5fache Volumen
Ethanol (abs.) zupipettiert, gut gemischt und der Ansatz 30 min bis Uber Nacht bei -20°C
gefallt. Genomische DNA wurde 1h bei 4°C gefallt. AnschlieRend wurde 30 min bei
13000 upm zentrifugiert und das DNA-Pellet mit 200 yl 70% Ethanol gewaschen. Nach
funfmindtiger Zentrifugation bei 13000 upm wurde die DNA getrocknet und in

angemessenem Volumen TE-Puffer oder H,O gel6st.

42



lll. Methoden

1.17 DNA-Reinheitsanalyse und Bestimmung der Konzentration

(Sambrook et al., 1989)

Die Reinheit und Konzentration von DNA wurde mit Hilfe eines Spektrophotometers (Ultrospec
3000, Amersham Pharmacia Biotech) bestimmt. Die DNA-L&sung wurde je nach Bedarf 1:50-
1:200 in Wasser verdinnt und die Extinktion bei 260 nm (ODygp) und 280 nm (OD»g) gegen
Wasser als Referenz bestimmt. Fur doppelstrangige DNA gilt folgender Richtwert:

ODgy¢p x 0,05 x Verdlinnung entspricht der DNA Konzentration in pug/ul. Ein Quotient von ODg

zu ODogp von 1,8 zeigt an, dass die isolierte DNA frei von Proteinen ist.

1.18 DNA-Sequenzanalyse
Die Sequenzanalyse von DNA erfolgte in der Sequenzierabteilung des ZMNH. Hierzu wurde
0,6-1 yg DNA in 6 pl ddH,O oder Tris (pH 8) gelost, mit 2 yl des entsprechenden

Sequenzierprimers (5 pM) versetzt und an die Sequenzierabteilung weitergegeben.

1.19 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

(Mullis et al., 1986)

Die Amplifikation von DNA wurde in 50 pyl Ansatzen durchgefihrt. Dazu wurden die folgenden
Reagenzien auf Eis zusammenpipettiert und die DNA je nach Anwendung entweder mit Hilfe
von Tag DNA Polymerase (Life Technologies), Pfu Turbo DNA Polymerase (Stratagene) oder

Phusion Hot Start DNA Polymerase (Finnzymes) vervielfaltigt.

Ansatz:

x ul DNA (5-10 ng)

5 pl Primer 1 (5 pM)

5 yl Primer 2 (5 pM)

5 ul ANTPs (je 2 mM)

5 yl PCR-Puffer (10fach)
0,5-2,5 U Polymerase
ddH,0 auf 50 pl

Temperatur-Programm:

Die Polymerase-Kettenreaktion erfolgte entsprechend der verwendeten Polymerase nach

folgendem reaktionsspezifischen Temperaturprofil:
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1.) 94-98°C 30 sec-5 min

2.) 94-98°C 30 sec (Denaturierung des Doppelstranges)

3.) X°C 30 sec-1 min (Hybridisierungs-Temperatur der Primer)

4.) 68-72°C 30 sec-1 min/1000 Basenpaare des Amplikons (Verlangerung)
5.) zurlck zu Schritt 2 25-35 Zyklen

6.) 68-72°C 10 min (Auffullung)

7.) 4°C (Kihlung)

Bei Verwendung von Primern mit unterschiedlichen Schmelztemperaturen (T,,) wurde die PCR
bei der niedrigeren T.sc durchgefihrt. Die PCR-Produkte wurden gelelektrophoretisch
analysiert (vgl. 1.14) und entweder per Gelelution (vgl. 1.15) oder mit Hilfe eines PCR-
Aufreinigungskits (vgl. 1.13) isoliert.

1.20 Verschachtelte Polymerase-Kettenreaktion (nested PCR)

Mit Hilfe verschachtelter Polymerase-Kettenreaktionen konnen Ausbeute und Spezifitat von
Standard-Polymerase-Kettenreaktionen erhéht werden. Dazu fihrt man zwei aufeinander
folgende Amplifikationen durch, wobei das PCR-Produkt der ersten Reaktion als Template fur
die zweite PCR eingesetzt wird. Das Primerpaar der zweiten PCR (innere Primer) liegt dabei
zwischen den Primern der ersten Reaktion (duf3ere Primer), wodurch falsche Amplifikationen
der ersten PCR ausgesondert werden.

Es wurde eine Standard-PCR mit den auf3enliegenden Primern durchgefuhrt. AnschlieRend
setzte man 1/10 des ersten Reaktionsansatzes als Template-DNA fiir eine zweite Standard-
PCR mit den innenliegenden Primern ein.

Die PCR-Produkte wurden gelelektrophoretisch analysiert (vgl. 1.14) und per Gelelution
(vgl. 1.15) isoliert.

1.21 Genotypisierung mittels PCR (multiplex PCR)

Um zwischen verschiedenen Genotypen der Mause unterscheiden zu kénnen, wurden
Schwanzbiopsien (ca. 0,2-0,5 cm) genommen und diese UN bei 55°C in 100 ul Boston-
Puffer verdaut.

1 ul genomische DNA wurde fiir eine Standard-PCR (vgl. 1.19) eingesetzt. Die verwendeten
Primer wurden so gewahlt, dass sie die mutierte Region flankieren, wodurch man nach
Gelelektrophorese unterschiedlich grole PCR-Produkte fir KO und wt, sowie eine

Doppelbande fir den heterozygoten Genotyp nachweisen konnte.
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1.22 Southern-Blot-Analyse

(Southern et al. 1975)

Mit Hilfe der Southern-Blot-Analyse kann man aus einem komplexen DNA-Gemisch, nach
Verdau mit spezifischen Restriktionsendonukleasen, eine ganz bestimmte DNA-Sequenz
ermitteln. In dieser Arbeit wurde die Methode verwendet, um die Veranderung eines
bestimmten Lokus in ES-Zellen nach homologer oder Cre-induzierter Rekombination zu
analysieren.

Von jedem zu analysierenden ES-Zellklon wurde die genomische DNA isoliert und gefallt
(vgl. 1.16). 10 ug genomische DNA wurden mit einer geeigneten Restriktionsendonuklease
(50 U) uber Nacht geschnitten und in einem 0,8%-igen Agarosegel elektrophoretisch
aufgetrennt. AnschlieBend wurde das Gel in EtBr gefarbt und um die Auftrennung der DNA
zu dokumentieren, mit einem Lineal photographiert. Die DNA wurde im Gel 10 min in 0,25 M
HCI bei Raumtemperatur depuriniert, dann 30 min in 0,4 M NaOH denaturiert. Anschliel3end
wurde die DNA mittels der Kapillarblotmethode Uber Nacht an eine Hybond-XL-Membran
gebunden. Zum Aufbau des Blots vgl. Abb. 3.1.

Glasplaite mit Gewicht

10 cm dicke Zellstoffschicht
2 Whztmanfilterpapicre in Gelgréfte

2 Whatmanfiterpapiere in Gelgréfte
1 grosses Whatmanfilterpapier, das in
den Puffer reicht

umgedrehter Geltrager in einer mit 0,4M NaOH
gefdiiten Wanne

Abb. 3.1. Schematischer Aufbau des Southern-Blots.

Die Membran wurde am nachsten Morgen fiir 90 sec bei 700 x 100 mJ/cm? im UV
Crosslinker gebacken und anschlielend mindestens zwei Stunden bei 60°C in 20 ml
Hybridisierungspuffer vorhybridisiert. Die genomische DNA wurde Uber Nacht mit einer
radioaktiv markierten Sonde (vgl. 1.23) in 20 ml Hybridisierungspuffer bei 60-68°C
hybridisiert. Nicht hybridisierte Sonde wurde durch mehrere Waschschritte bei 60-68°C
(2x 5min in 2x SSC/0,1% SDS; 2x 10 min in 1 x SSC/0,1% SDS; 2 x 10 min in 0,5 x
SSC/0,1% SDS) entfernt, bis die Radioaktivitat der Membran bei unter 100 cpm lag.

Um das Signal zu detektieren, wurde zwei Stunden bis UN eine Phosphoimager-Platte

belichtet und anschliellend im Phosphoimaginer (TLA 3000 Fuiji Film, Japan) ausgewertet.
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1.23 Radioaktive Markierung von DNA-Sonden mit [*P]dCTP

Zur radioaktiven Markierung der DNA-Sonden wurden Ready-To-Go DNA-Labelling-Beads
-CTP von GE Healthcare (UK) verwendet.

Die Sonden-DNA wurde Uber PCR amplifiziert (vgl. 1.19), Uber ein praparatives Gel
aufgereinigt (vgl. 1.15) und mit PCI gefallt (vgl. 1.16). 30 ng dieser Sonden-DNA wurden mit
H,O auf ein Gesamtvolumen von 50 ul gebracht, 5 min bei 95°C denaturiert und anschlie?end
5 min auf Eis gekuhlt. Nach Zugabe eines Ready-To-Go DNA-Labelling-Beads und 50 pCi
[*?P] dCTP wurde der Ansatz sorgfaltig resuspendiert und 10 min bei 30°C inkubiert. Nicht
eingebaute Nukleotide wurden mit einem QIAquick Nucleotide Removal Kit (Qiagen) nach
Angaben des Herstellers entfernt und die markierte Sonde in 100 ul Elutionspuffer eluiert.

Die Markierungseffizienz ~ wurde nach der  Cerenkov-Methode mit  einem
Flissigkeitsszintillationszahler (Wallac analyt. Dienstleistungs-GmbH; Freiburg, Deutschland)
bestimmt und lag zwischen 2x10* und 1x10° cpm/pl. Es wurde der gesamte Sonden-Ansatz

fur die Hybridisierungsreaktion im Southern-Blot (vgl. 1.22) verwendet.

1.24 RNA Isolierung aus Geweben

50-100 mg gefrorenes Gewebe wurden mit 1 ml Trizol (Invitrogen) versetzt und mit einem
Homogenisator sorgfaltig zerkleinert. Nach finfmindtiger Inkubation bei Raumtemperatur
wurden 200 pl Chloroform/1 ml Trizol zugegeben, der Ansatz gevortext, 2-3 Minuten bei RT
inkubiert und 15 min bei 11000 x g zentrifugiert. Die obere wassrige Phase wurde in ein
neues Eppendorfgefall tberfihrt und mit 500 pl Isopropanol/1 ml Trizol versetzt, gevortext,
10 min bei RT inkubiert und 10 min bei 11000 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde
dekantiert und das Pellet direkt in 100 pl RNAse freiem H,O (Ambion) geldst. Die RNA wurde

bis zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert.

1.25 RNA Aufreinigung

(RNeasy Mini Kit, QIAGEN)

100 pl RNA wurden mit 350 pl Puffer-RLT gemischt, 250 yl 100% Ethanol zugegeben, der
Ansatz durch auf- und abpipettieren gemischt und auf eine RNeasy Mini Saule aufgetragen.
Nach Zentrifugation bei 11000 upm fiir 30 sec wurde der Durchlauf verworfen und die an die
Saule gebundene DNA in der Saule verdaut. Hierfir wurden 10 yl DNAse-Stock (30 U) mit
70 yl RDD-Puffer gemischt und auf die Silica-Membran der Saule pipettiert, die zuvor einmal
mit 350 pl Puffer-RW1 gewaschen wurde. Der DNAse-Verdau wurde nach 15 min durch
Zugabe von 350 pl Puffer-RW1 gestoppt und der Ansatz bei 11000 upm fur 30 sec

zentrifugiert. Der Durchlauf wurde verworfen und die Saule zweimal mit 500 yl RPE-Puffer
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gewaschen. Nach dem zweiten Waschschritt wurde fur 2 min bei 11000 upm zentrifugiert,
um die Saulenmembran vollstdndig zu trocknen. Die Saule wurde in ein neues
Eppendorfgefal® dberfiuhrt und die RNA mit 30-50 yl RNAse freiem Wasser, nach
einminutiger Inkubation bei RT, durch Zentrifugation bei 11000 upm fir 1 min eluiert. Um die
Ausbeute zu erhdhen wurde das Eluat erneut auf die Saule aufgetragen, 1 min bei RT
inkubiert und nochmals zentrifugiert. Nach Konzentrationsbestimmung der RNA-L&sung

(vgl. 1.26), wurde die RNA bis zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert.

1.26 RNA-Reinheitsanalyse und Bestimmung der Konzentration

(Sambrook et al., 1989)

Die Reinheit und Konzentration von RNA wurde mit Hilfe eines Spektrophotometers (Ultrospec
3000, Amersham Pharmacia Biotech) bestimmt. Die RNA-L6sung wurde je nach Bedarf 1:10-
1:100 in Wasser verdunnt und die Extinktion bei 260 nm (ODygp) und 280 nm (OD»g9) gegen
Wasser als Referenz bestimmt. Fir RNA gilt folgender Richtwert:

OD2¢o x 0,04 x Verdliinnung entspricht der RNA-Konzentration in ug/ul. Ein Quotient von ODog

zu ODogp von 1,9 zeigt an, dass die isolierte RNA frei von Proteinen ist.

1.27 Reverse Transkription

Die reverse Transkriptase (RT) besitzt drei unterschiedliche enzymatische Funktionen. Sie
kann als RNA-abhangige DNA Polymerase und als DNA-abhangige DNA Polymerase
fungieren, aulerdem besitzt sie eine DNA-RNA-Hybrid-abhangige Exoribonukleaseaktivitat.
Die reverse Transkriptase kommt in Retroviren vor, wo die Kombination dieser drei
Funktionen die retrovirale Infektion durch die Transkription einzelstrangiger RNA in
doppelstrangige DNA ermdglicht.

Zur reversen Transkription in vitro macht man sich die RNA-abhangige DNA Polymerase
Aktivitat sowie die Hybrid-abhangige Exoribonukleaseaktivitat zunutze.

Fir die Erststrangsynthese wurde die gereinigte mRNA mit Hilfe der RNAse H defizienten
SuperScript Il Reverse Transcriptase (Invitrogen) in cDNA transkribiert. Hierfir wurden 1 pl
dNTPs (jeweils 10 mM) und 1 pl random Hexamere (100 pmol/ul) mit 0,5-5 uyg RNA durch
Erhitzen auf 65°C fir 5 min und Abkuhlen auf 4°C hybridisiert. Nach Zugabe von 2 uyl DTT
(0,1 M), 4 pl 5 x SSlI-Puffer und 1 yl RNase Out (Invitrogen) wurde der Ansatz fiir 2 min bei
25°C inkubiert, 1 yl SuperScript || Reverse-Transcriptase (Invitrogen) zupipettiert und weitere
10 min bei 25°C inkubiert, bevor die Erststrangsynthese bei 42°C fir 50 min folgte.
AnschlieRend wurde die Reaktion durch 15minttige Inkubation bei 70°C abgestoppt und bei
-20°C gelagert.
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1.28 Semiquantitative Real-Time-PCR (qRT-PCR)

Dies ist eine Methode zum Vergleich der relativen Expressionslevel eines Gens in
unterschiedlichen Geweben. Mit der cDNA des zu untersuchenden Gens wird gleichzeitig die
cDNA eines konstitutiv exprimierten Haushaltsgens wie HPRT (Hypoxanthin-Guanin-
Phosphoryltransferase), R-Aktin, GAPDH (Glycerinaledehyd-3-Phosphat Dehydrogenase)
oder RPII (RNA Polymerase Il), amplifiziert.

Die eigentliche PCR-Reaktion verlauft wie bei der qualitativen PCR, mit dem Unterschied,
dass dem Reaktionsansatz aus cDNA und PCR-Reagenzien ein an die DNA bindender
Fluoreszenzfarbstoff SYBRGreen® (Anregungswellenlange: 470 nm; Emissionswellenlange:
585 nm) zugesetzt wird. Dieser besitzt im ungebundenen Zustand eine geringe
Eigenfluoreszenz, die durch die Bindung an die kleine Furche doppelstrangiger DNA-
Molekule (dsDNA) deutlich erhoht wird. Die Fluoreszenz korreliert hierbei mit der Menge an
dsDNA. Diese Fluoreszenz wird wahrend des gesamten PCR-Verlaufs parallel im Cycler
gemessen. Bei der spateren Auswertung (siehe unten) macht man sich den Effekt zunutze,
dass die Anzahl der bendétigten PCR-Zyklen bis zum Erreichen eines bestimmten
Fluoreszenzintensitatssignals, mit der Anfangskonzentration korreliert. Um unterscheiden zu
kénnen, ob das Fluoreszenzsignal durch eine spezifische oder eine unspezifische
Amplifikation entstanden ist, werden die Dissoziationstemperaturen verglichen. Diese ist fur
jedes Amplikon spezifisch. Zur Bestimmung der Dissoziationskurve, bzw. der
Dissoziationstemperatur, wird die Temperatur des Reaktionsansatzes mit einer geringen
Heizrate von 60°C auf 95°C erhitzt und parallel wird das Fluoreszenzsignal gemessen.
Kommt es zum temperaturabhangigen Aufschmelzen der Doppelstrange nimmt das
Fluoreszenzsignal ab. Durch die Auftragung des Fluoreszenzsignals gegen die Temperatur
erhalt man die Schmelzkurve. Tragt man die erste Ableitung der Fluoreszenzsignalintensitat
gegen die Temperatur auf, kann man fir jedes Amplifikat, am Peak der Schmelzkurve eine
spezifische Temperatur ermitteln. Treten zusatzliche Peaks auf, lasst dies auf unspezifische
Nebenprodukte schliel3en. Fir jedes Primerpaar wurde deshalb eine PCR durchgefiihrt, die
kein Template enthielt, um Rulckschlisse auf eventuelle Primerdimerbildungen des
entsprechenden Primerpaares zu erhalten.

Zusatzlich wurde fir jede cDNA eine -RT-Kontrolimessung durchgefihrt. Dies ist erforderlich,
wenn die Primer einer PCR nicht Uber einer Exon-Intron-Exon-Grenze liegen, sondern
innerhalb eines Exons. In diesem Falle kann nicht zwischen cDNA und genomischer DNA
unterschieden werden. Da die -RT-Kontrolle keine cDNA enthalt, wird der Ci-Wert
(Threshold Cycle = "Schwellenwert-Zyklus") wahrend einer PCR demnach nur durch
eventuelle genomische DNA-Kontaminationen und eventuelle Primerdimere hervorgerufen.
Unterscheiden sich der -RT-Ct-Wert und cDNA C+-Wert ausreichend, d.h., um mindestens

funf Zyklen, kann die Probe fiir die eigentlichen Messungen herangezogen werden.
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Zur Uberpriifung der Spezifitit einer Real-Time-PCR, wurde das Amplikon jedes

Primerpaares sequenziert (vgl. 1.18).

Durchfiihrung
Fir die Real-Time-PCR wurde in den meisten Fallen 0,025 ug RNA pro Ansatz in cDNA

umgesetzt und alle Ansatze wurden als Triplikate gemessen. Fir die PCR wurde ein
Komponentenkit (QPCR Core Kit, Eurogentec), das bis auf die Primer, Wasser und das
Template alle notwenigen Bestandteile enthielt, benutzt. Fir 20 pl Ansatze wurden die

folgenden Komponenten zusammen pipettiert:

Komponente Volumen Endkonzentration
10x Reaktionspuffer 2,0 ul 1X

50 mM MgCl, 1,4 pl 3,5mM

5 mM dNTPs 0,8 ul 200,0 uM
Enzym 0,1 ul 0,025 U/l
Wasser 12,1 ul -
SYBRGreen 0,6 pl

Primerpaar 2,0 ul jeder Primer 0,005 pM
Template 1,0 ul 0,025 pg RNA nach RT

Die PCR wurde in einer 96-Lochplatte (Sarstedt) angesetzt. Im Anschluss wurde die Platte
mit einer lichtdurchlassigen Folie verschlossen. Die Real-Time-PCR wurde im Cycler
7900HT von Applied Biosystems durchgefuhrt. Um Fehler, die durch Pipettierfehler oder
durch Unterschiede im Reaktionsvolumen entstehen sowie Unterschiede des
Fluoreszenzsignales durch geratebedingte Variationen zu eliminieren, enthalt der Puffer des
SYBRGreen Kits einen Fluoreszenzfarbstoff (ROX), dessen Intensitat sich nicht verandert
und in allen Wells gleich sein sollte. Die Unterschiede in den Fluoreszenzintensitaten in den
verschiedenen Wells werden auf die Fluoreszenz des Detektionsfarbstoffes durch die

Applied Biosystemsoftware bericksichtigt.

Das Temperaturprogramm fiir die Real-Time-PCR wurde entsprechend der Vorschrift von

Applied Biosystems gewahit.
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Schritt Dauer Temperatur Wiederholungen
Aktivierung 2 min 50°C 1x
Polymeraseaktivierung 10 min 95C 1x
Strangtrennung 15 sec 95°C 1 45x
Anlagerung und Verlangerung 1 min 60°C ]
Dissoziationskurve*® - 60-95°C 1x

*Die Dissoziation erfolgt mit 2 % der maximalen Heizrate

R-Actin TCCTGTGGCATCCATGAAACT TTCTGCATCCTGTCAGCAATG
GAPDH CCAGCCTCGTCCCGTAGACAAA TGGCAACAATCTCCACTTTGCCA
HNK1-ST1 CTGACGACCATGCCGGAAGCA TGCAGGTGTTTCTAATGAGCTCCA
HPRT GTTCTTTGCTGACCTGCTGGA TCCCCCGTTGACTGATCATTACA
Chst12 GCCCCCAGCAAGCCAGTCTTG AGGCTGGCGTTGGCACAGAAGT
Chst11 TCATGCGGAGGAACCCCTTCG CCCGGCAGGTGTCTGTCACCT
Chst8 CGTCCATCCTGCTGTTTGGAGCT TCTGTGGATATCCTCAAGTGGCTA
Chst9 AGCTTACAGATCAACTGAAGCACA GCTTCTCTTGGGTTGCATCTGCT
D4ST1 GCATTACCACTTGTGCAATGTTCCA GGTGACAGGCTTCCTTGGTGACA
Chst13 GTGTTGGGTGCAATAGAGCCAGT GTACCCTACCCAGTCGGAATGAG
RPII CCAATGATATTGTGGAGATCTTCAC GGCATGTCATAGTGTCACACAGGA

Tabelle 3.1: Aufstellung der fir die qRT-PCR verwendeten Primersequenzen.

Die Daten wurden durch das ABI PRISM 7900 Sequence-Detection-System erhoben. Die
Datenauswertung erfolgte durch die ABI PRIsSM SDS 2.1 Software.

Die relative Quantifizierung der Genexpression benétigt die Quantifizierung von zwei
unterschiedlichen Genen, eines Targets und einer natirlichen Kontrolle. Die Kontrolle ist
erforderlich, um Schwankungen der cDNA-Ausgangsmenge, die durch Pipettierfehler oder
unterschiedliche Effizienzen der reversen Transkription begrindet sind, auszugleichen
(Normalisieren). Als Kontrolle dienten vier endogene Haushaltsge, die in konstanter aber
nicht notwendigerweise bekannter Konzentration vorlagen. Gemessen werden die
Fluoreszenzintensitaten die als R, bzw. AR, ausgegeben werden. R, ist der Quotient aus der
emittierten Fluoreszensintensitat des Reporterfarbstoffs und einer passiven Referenz. AR,
durch  Subtraktion

Baslinefluoreszenzsignal ergibt sich aus den mittleren Fluoreszenzsignalen der manuell

ergibt  sich des Baselinefluoreszenzsignals von R,. Das

festgelegten anfanglichen Zyklen der PCR.
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Die Auswertungen basieren auf den Cr-Werten, die fur jedes Amplifikat bestimmt werden.
Der Cr-Wert ist die Anzahl der Zyklen die bendtigt werden, bis das Fluoreszenzsignal eines
Reaktionsansatzes einen festgelegten Schwellenwert (Threshold) erreicht. Dieser muss
oberhalb der Baseline aber ausreichend tief gelegt werden, um innerhalb der exponentiellen
Phase der Amplifikationskurve zu liegen. Der Schwellenwert betrug fir alle Auswertungen
0,2 AR,.

Relative Standardkurven-Methode

Durch die relative Standardkurven-Methode lasst sich das Expressionsverhaltnis eines
Transkripts zwischen Probe und Referenz berechnen (z.B. zwischen +/+ und -/-). Nach
jedem PCR-Zyklus kommt es zu einem Anstieg der Amplikonmenge, der abhangig ist von
der Effizienz (E) der PCR.

Pro Gen wurde durch gRT-PCR ein Ci-Wert bestimmt. Da jeder Ansatz als Triplikat
zusammen pipettiert wurde, wurde zuerst aus allen Triplikaten ein Mittelwert gebildet und
dieser im Folgenden als Cr-Wert fiir das jeweilige Gen behandelt. Fir die Normalisierung
wurden die individuellen Ct-Werte pro Referenzgen gemittelt und die Differenz der
individuellen Cr-Werte des Referenzgens zu diesem Mittelwert gebildet (ACtR).

Da sich bei einer PCR die Menge der DNA nicht bei jedem Zyklus verdoppelt, sondern die
Effizienz bei 1,7-1,9 liegt, muss die Effizienz der PCR flr das jeweilige Gen aus einer flr das
jeweilige Gen erarbeiteten Kallibrierungsformel, (y = ax + b) ermittelt werden, wobei die
Steigung als a definiert ist. Die Kallibrierungsformeln fir die in dieser Arbeit untersuchten
Gene sind in Tab. 3.2 aufgefuhrt.

Die Effizienz errechnet sich wie folgt (Pfaffl et al. 2004):

E=10 (-1/Steigung)

AnschlieRend wurde durch Bezugnahme an AC+r und die Effizienzen fir Referenzgen und

Zielgen der Faktor AC+ gre berechnet:

ACtre = ACtr/ LOg R Ez

Zur Berechnung der ACyz wurden die individuellen ACy ge vom Cr-Wert des im selben Tier

gemessenen Zielgens abgezogen:

AC+z (Zielgen) = Ct (Zielgen) - ACtre
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Actin | y=-4.0504x+26265 | R2=09911 | -40504 | 0246889196 | 1,765587299
GAPDH | y=-3.3098x+2476 | R2=009969 | -353998 | 0,204134949 | 106849787
HPRT | y=-3.4691x+23477 | R2=09873 | -3.4691 | 0,288259203 | 1,942044614
RPI-2 | y=-33172x+22631 | R2=09805 | -3,3172 | 0,301459062 | 2,001976899
CHST-8 | y=-34126x+25834 | R2=09923 | -34126 | 0,203031706 | 1,963503619
CHST-O | y=-3.6795x+24.888 | R2=09943 | -3,6795 | 0271776057 | 1,869717774
N | y=-44679x+28426 | R2=09986 | -4.4679 | 0223818796 | 1674244174
CHST-11 | y=-41954x+27.703 | R2=0.9989 | -41954 | 0,238356295 | 1,731236082
CHST-12 | y=-3.7058x+24.958 | R2=09956 | -37058 | 0,269847266 | 1,861432389
CHST-13 | y=-48917x+30.224 | R2=09961 | -48917 | 0,204427908 | 1,601134843
D4ST1 | y=-41141x+2574 | R2=09889 | -4,1141 | 0,243066527 | 1,750114759

Tab. 3.2: Ubersicht der verwendeten Kallibrierungsformeln, Steigungen und Effizienzen der fiir die qRT-
PCR verwendeten Gene. Die Kallibrierungsformeln wurden der Bachelorarbeit von Kathrin Hoffmann
entnommen (Hoffmann, 2007). Die Steigung ergibt sich aus der Formel y = ax + b, wobei a als Steigung definiert
ist. Die Effizienzberechnung erfolgte nach Pfaffl et al., 2004.

Die so ermittelten AC+ -Werte, wurden in die Kallibrierformel eingesetzt und die umgekehrten
Logarithmen der Resultate ermittelt, um die Ausgangsmenge an eingesetzter RNA
abzuschatzen. AnschlieBend wurde, um eine relative Expression des jeweiligen Gens zu
ermitteln, ein Kallibrator definiert, dieser auf 1 gesetzt und alle anderen Werte in Relation

dazu errechnet.

2. Mikrobiologische Methoden

2.1. Amplifikation einer Phagenbibliothek

Es wurde eine LE392 UN-Kultur in LB, versetzt mit 0,2% Maltose bei 37°C angeimpft. Am
nachsten Morgen wurden 5 ml der UN-Kultur mit 10 mM MgSO, supplementiert und mit
1 x 10® plaque forming units (pfu) A ko-2 Phagen angeimpft. Nach 20miniitiger Inkubation bei
37°C wurden 500 pl der Kultur mit 8 ml 45-50°C warmen Top-Agar gemischt und auf eine
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15 mm LB-Agar-Platte gegossen. Insgesamt wurden zehn LB-Agar-Platten auf diese Weise
prapariert. Die Platten wurden 15 min bei RT zum Ausharten des Top-Agars vorinkubiert,
anschlieRend fur 8 Stunden bei 37°C inkubiert. Nach 8 Stunden wurde auf jede Platte ein
Tropfen Chloroform pipettiert, die Platten mit offenem Deckel 5 min bei RT inkubiert und
anschlief3end vorsichtig 15 ml SM-Medium aufgelegt. Die Platten wurden Gber Nacht bei 4°C
inkubiert. Am nachsten Morgen wurde der Uberstand abgenommen, mit 1 ml Chloroform
versetzt und 30 min bei 7000 g und 4°C zentrifugiert, um Zelltrimmer und Agar-Reste zu
entfernen. Um die Phagen kurzfristig (mehrere Monate) zu lagern, wurden 1 ml Aliquots mit
30 ul Chloroform versetzt und fest verschlossen bei 4°C gelagert. Zur langfristigen Lagerung
wurden kleine Aliquots in 7% DMSO bei -80°C gelagert.

2.2. Austitrieren einer Phagenbibliothek

Eine E.coli-Kultur wurde in Lambda-broth-Medium mit 0,2% Maltose und 10 mM MgSO, bis
zu einer ODgy = 1 hochgezogen. Von den Phagen wurde eine Verdiinnungsreihe (10?-10°) in
SM-Medium angesetzt. 100 yl der Phagenverdiinnung wurden mit 300 pl Bakterienkultur
versetzt und 20 min bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieRend wurde der Ansatz fiir
10 min bei 37°C inkubiert, mit 2,5 ml 45-50°C warmen Top-Agar vermischt und auf A-Platten
ausplattiert. Nach 12 h bei 37°C konnten die Plaques (Locher im Bakterienrasen) gezanhlt

und der Phagentiter nach folgender Formel berechnet werden:

Anzahl der gezahlten Plaques x Verdinnung
Pfu/ml =

Menge der ausplattierten Phagen

2.3 Screenen einer Phagenbibliothek

Es wurde eine 5 ml UN-Kultur von SCRN10 Zellen (in LBSP* Te1'25 mjt 0 29% Glukose bei
30°C) angeimpft, die zuvor mit dem Konstrukt, mit dem die Phagenbibliothek gescreent
werden sollte, transformiert wurden. Am nachsten Morgen wurde die Kultur zweimal mit
10 ml LB-Medium gewaschen und die Bakterien in 5 ml LB aufgenommen. 1 ml dieser Kultur
wurde in 100 ml LB**** mit 0,4 mM IPTG und 0,2% Maltose angeimpft und bei 30°C bis zu
einer ODggo = 1 kultiviert. 4 ml dieser Bakterienkultur wurde mit 1 x 108 Ako-2 Phagen infiziert,
mit 10 mM MgSO, supplementiert und 20 min bei 37°C ohne Schiitteln inkubiert. Zweimal
2 ml dieses Bakterien-Phagen-Gemisches wurden mit je 8 ml Top-Agar versetzt und auf zwei
15 mm LB4mMIPTG/0.002%Arabinose_pqar_Platten ausplattiert. Nach 8-10 Stunden Inkubation bei
37°C waren erste Plaques sichtbar. Auf jede Platte wurde ein Tropfen Chloroform getraufelt

und 5 min bei RT mit gedffnetem Deckel inkubiert. Anschlieliend wurden 10 ml SM-Medium
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auf die Platten pipettiert und die Phagen Uber Nacht bei 4°C eluiert. Der Uberstand wurde
am nachsten Morgen gesammelt, mit 1 ml Chloroform versetzt, gevortext und bei 8000 upm
fur 30 min abzentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen, mit 500 pyl Chloroform
versetzt, der Phagentiter bestimmt (vgl. 2.2) und bei 4°C gelagert.

Fir den nachsten Schritt wurde eine 10 ml JM107-RS-UN-Kultur in LB**° bej 30°C
angeimpft. Am néchsten Morgen wurden 1 ml dieser UN Kultur in 100 ml LBS"*** mit 0,4 mM
IPTG und 0,2% Maltose Uberimpft und bis zu einer ODggo = 1,5 kultiviert. 50 ml dieser Zellen
wurden mit 2 x 10" pfu der austitrierten Phagen versetzt, mit 10 mM MgSO, supplementiert
und 30 min bei 30°C ohne Schitteln inkubiert. Dann wurden 500 ml LB mit 0,4 mM IPTG
zugegeben und der Ansatz eine Stunde bei 30°C geschdttelt. Die transduzierten Bakterien
wurden 20 min bei 5000 upm pelletiert, in 3 ml LB Medium resuspendiert und je 150 ul auf
insgesamt zwanzig 150 mm LB2™P°0Te1"25_Agar-Platten plattiert. Zur Bestimmung der Loop-
Out- Effizienz (LOEFF) wurde je eine 10° und 107 Verdiinnung auf eine 10 mm LB®™-Agar-
Platte ausgestrichen. Die Platten wurden Uber Nacht bei 37°C inkubiert. Am nachsten Tag
wurden alle 150 mm Platten mit Hilfe eines Filterpapiers auf neue LB™"°%T125_Agar-Platten
gestempelt und erneut Uber Nacht bei 37°C inkubiert. Die Loop-Out-Effizienz der
Kontrollplatten sowie die Anzahl der erwarteten Kolonien wurde nach folgender Formel

bestimmt:

LOEFF = Durchschnitt aus den gezahlten Kolonien auf den 10° und 107

Verdunnungsplatten

LOEFF x ausplattierte Menge

Anzahl erwarteter Kolonien =
20.000

Kolonien/cm?2 Anzahl erwarteter Kolonien
olonien/cm? =

Grundflache der Platte
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3. Kultur embryonaler Stammzellen (ES-Zellen)

3.1 Gelatinieren der Zellkulturschalen
Die Schalen oder 96-Lochplatten wurden 30 min mit 0,1% Gelatine behandelt, die Gelatine
abgesaugt, die Platten anschliefend unter der Sterilbank luftgetrocknet und bis zur

Verwendung bei 4°C bis zu 3 Wochen gelagert.

3.2 Kultur von mausembryonalen Fibroblasten (MEF) Zellen

Die Kultivierung embryonaler Stammzellen bendtigt die Co-Kultivierung von
mausembryonalen Fibroblasten (MEFs). In dieser Arbeit wurden Neomycin-resistente MEFs
verwendet. Diese Neomycin-resistenten Fibroblasten wurden aus E 13,5-E 14,5 Embryonen
einer neo-transgenen Mauslinie (FV-Neo) isoliert, die freundlicherweise von Dr. Michael
Boesl (ZMNH, Hamburg) zur Verfliigung gestellt wurde.

Ein Réhrchen mit 2 x 10° MEF-Zellen wurde schnell im 37°C Wasserbad aufgetaut und auf
einer 15 cm Kulturschale ausgeséat, die mit 25 ml MEF-Medium vorbereitet wurde. Die Zellen
wurden drei Tage mit 5% CO, bei 37°C im Inkubator (Nuaire, Plymouth, Maine, USA)

kultiviert und anschliefliend 1:3 oder 1:4, je nach Dichte der Zellen, gesplittet.

3.3 Splitten der MEF-Zellen

Das Medium einer konfluenten 25 cm Kulturschale wurde abgesaugt und die Zellen 1 x mit
25 ml PBS gewaschen. Die Zellen wurden durch Zugabe von 3 ml Trypsin und
anschlielRender Inkubation bei 37°C fir 3-5min von der Platte gelést, mit einer
Pasteurpipette sorgfaltig vereinzelt und die Trypsinreaktion mit 5 ml MEF-Medium gestoppt.
Je nachdem, wie die MEF-Zellen verdinnt werden sollten, wurde in 3-4 neuen 15cm
Kulturschalen 20 ml MEF-Medium vorgelegt und die MEF-Zellsuspension auf die
vorbereiteten Platten verteilt. Die Zellen wuchsen drei Tage bei 37°C und wurden dann

erneut gesplittet oder mit MMC inaktiviert (vgl. 3.4).

3.4 Inaktivierung der MEF-Zellen durch Mitomycin C (MMC)

Mitomycin C ist ein chemotherapeutisches Mittel, das durch Quervernetzung des DNA
Doppelstranges den Zellzyklus blockiert. MMC-behandelte Zellen werden als Feederzellen
fur die ES-Zellen verwendet.

Das Medium der konfluenten MEF-Zellen (15 cm Kulturschale) wurde abgesaugt und durch

15 ml frisches MEF-Medium, das mit 10 uyg/ml MMC versetzt wurde, ersetzt. Die Zellen
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wurden 2-3 Stunden bei 37°C inkubiert, anschlieend das Medium abgesaugt und 2 x mit
PBS gewaschen. Durch Zugabe von 3 ml Trypsin und Inkubation bei 37°C fur 3-5 Minuten,
wurden die Zellen trypsiniert und anschlieBend durch sorgfaltiges Resuspendieren
vereinzelt. Die Zellen wurden mit 7 ml Medium abgespdlt, in einem Falcon-Rdhrchen
gesammelt, die Zellzahl bestimmt (vgl. 3.5), 5 min bei 900 upm zentrifugiert und das Zell-
Pellet in soviel Einfriermedium aufgenommen, dass man eine Zelldichte von 5 x 10°
Zellen/ml erhielt. Die Zellen wurden in 1 ml-Aliquots in einer Styroporbox bei -80°C

eingefroren und nach zwei Tagen in flissigen Stickstoff Gberflihrt.

3.5 Bestimmen der Zellzahl
20 yl Zellsuspension wurde in eine Neubauer-Zahlkammer pipettiert. Die Zellen in vier
grolken Eckquadraten wurden ausgezahlt, der Mittelwert gebildet und die Zellzahl mit Hilfe

der folgenden Formel bestimmt:

Zellzahl = gezahlte Zellzahl x 10* x Gesamtvolumen

3.6 Auftauen der ES-Zellen

Die Zellen wurden im 37°C Wasserbad schnell aufgetaut und in 5-10 ml ES-Zellmedium
aufgenommen. Nach finfmindtiger Zentrifugation bei 900 upm wurde das Medium vorsichtig
abgesaugt und das Pellet in entsprechendem Volumen ES-Zellmedium resuspendiert und

auf die mit MEF-Feederzellen vorbereiteten, gelatinierten Kulturschalen ausgesat.

3.7 Kultur der ES-Zellen

Die ES-Zellen wurden unter sterilen Bedingungen unter einer Sterilbank (SterilGard Class Il,
The Baker Company, Sanford, Maine, USA) behandelt und wuchsen mit 6,6 Vol % CO, bei
37 °C im Inkubator (Nuaire, Plymouth, Maine, USA). Die ES-Zellen wurden auf MEF-
Feederzellen ausgesat, die am Vortag auf gelatinierten Zellkulturschalen plattiert worden
waren. Das Medium der Zellen wurde jeden Tag gewechselt und die Zellen nach zwei
Tagen, wenn sie subkonfluent waren, 1:4 bis 1:6 auf neue, mit MEF-Feederzellen plattierten

Platten, verdunnt.
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3.8 Splitten der ES-Zellen

Die Zellen sollten alle zwei Tage subkonfluent sein und missen dann 1:4 bis 1:6 gesplittet
werden. Die Schale bzw. die 96-Lochplatte mit den ES-Zellen wurde 1 x mit PBS/EDTA
gewaschen. Dann wurde 1/5 Volumen 0,25% Trypsin/EDTA zugegeben und die Zellen bei
37°C 3-5 min inkubiert und durch vorsichtiges auf- und abpipettieren vereinzelt. Die
Trypsinierung wurde mit mindestens der doppelten Menge ES-Zellmedium abgestoppt, die
Zellen durch Resuspendieren vereinzelt und in einem Falcon-Réhrchen gesammelt, um sie
bei 900 upm fir 5 min zu zentrifugieren. Das Pellet wurde in entsprechendem Volumen ES-
Zellmedium resuspendiert und auf 1-6 neue, mit MEF-Feederzellen vorbereitete, gelatinierte
Kulturschalen ausgesat. Die 96-Lochplatten wurden nach der Trypsinierung direkt auf 3-4
neue, mit MEF-Feederzellen vorbereitete, gelatinierte 96-Lochplatten oder auf eine
24-Lochplatte verteilt.

3.9 Elektroporation und Selektion von ES-Zellen

Pro Elektroporationsansatz wurden 1 x 10’ ES-Zellen eingesetzt. Zwei Stunden vor der
Elektroporation wurde das Medium der ES-Zellen gewechselt. Die Zellen wurden zweimal mit
10 ml PBS gewaschen, mit 3 ml 0,25% Trypsin/EDTA und 3-5 min bei 37°C inkubiert.
AnschlieBend wurden die Zellen durch auf- und abpipettieren sorgfaltig vereinzelt, die
Trypsinierungsreaktion mit 7 ml ES-Zellmedium gestoppt, in ein 15 ml Falcon-Rdhrchen
uberfuhrt und die Zellen 5 min bei 900 upm zentrifugiert. Das Pellet wurde in 10 ml PBS
resuspendiert, erneut 5 min bei 900 upm zentrifugiert, die Zellen in 800 ul PBS
aufgenommen, vereinzelt und mit 30 ug linearisierter DNA gemischt. Das Zell/DNA-Gemisch
wurde in eine 0,4 cm gap-Elektroporationskiivette Uberfihrt und im Biorad Elektroporator bei
240 V und 500 uF elektroporiert. Eine Zeitkonstante zwischen 5,5 und 6,2 wurde als optimal
bewertet. Nach dem Elektroschock wurden die Zellen bei RT fir 5 min inkubiert, in 10 ml
Medium aufgenommen und gleichmafig auf 5-6 mit Feederzellen vorbereitete, gelatinierte
10 cm Schalen verteilt. Nach 24 h Erholung in ES-Zellmedium wurde mit der Selektion
begonnen und das Medium gegen ES-Zellmedium, das mit 250 ug/ml G418 (Geneticin)
versetzt wurde, ausgetauscht. Die transfizierten Zellen wurden fir eine Woche in Kultur
gehalten und das Selektionsmedium jeden Tag erneuert. Kolonien, die sieben Tage nach der
Elektroporation unter dem Binocular eine runde, glatte Oberflache mit scharfer Umrandung
zeigten, wurden mit sterilen Pipettenspitzen gepickt. Jede einzelne Kolonie wurde in ein Loch
einer 96-Lochplatte mit rundem Boden Uberfiihrt, in das 40 uyl Trypsin vorgelegt worden
waren. Wenn zwei Reihen der Platte mit gepickten Klonen voll waren, wurden die Zellen bei
37°C fur 3-5 min inkubiert, die Zellen durch Resuspendieren vereinzelt und in eine neue 96-

Lochplatte mit glattem Boden uberfuhrt, die mit MEF-Feederzellen beschichtet und mit 200 pl
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ES-Zellmedium versehen wurde. Die Platten wurden 2-3 Tage bei 37°C kultiviert bis die

Zellen subkonfluent waren und dann 1:4 gesplittet (vgl. 3.8).

3.10 Einfrieren von ES-Zellen

Zwei Stunden vor dem Einfrieren wurde noch einmal das Medium der ES-Zellen gewechselt.
Die Zellen wurden 1 x mit PBS gewaschen und anschliel3end wurden pro Loch 40 ul Trypsin
pipettiert und fir 3-5 min bei 37°C inkubiert. Die Zellen wurden sorgfaltig vereinzelt und die
Reaktion mit 60 yl ES-Zellmedium abgestoppt. Die 96-Lochplatte wurde auf Eis gestellt und
pro Loch 100 uyl 2 x Einfriermedium zupipettiert. Die 96-Lochplatte wurde mit Klebeband
umwickelt und in einer Styroporbox bei -80 eingefroren. Nach zwei Tagen wurden die Platten

aus der Styroporbox genommen und bei -80 °C gelagert.

4. Histologische Methoden

4.1 Herstellung von Riickenmarks-Cryoschnitten

Die Mause wurden mit Narcoren tief narkotisiert und durch den linken Herzventrikel mit 4%
PFA perfundiert. Das Rickenmark wurde nach Entfernen der Wirbel vorsichtig isoliert und
Uber Nacht in 4% PFA bei 4°C gelagert. Am nachsten Tag wurde das Gewebe in 15%
Sucrose Uberfihrt und nach spatestens zwei Tagen, wenn es an der Oberflache schwamm,
in Tissue-TEK © O.C.T. (Sakura Finetek, Zoeterwonde, Niederlande) bei -80°C in Isopentan
eingefroren und bis zur Herstellung der Schnitte bei -80°C gelagert. Es wurden 25 ym dicke,
longitudinale oder transversale Cryoschnitte am Cryostat (Leica, Bensheim, Deutschland)
hergestellt, auf superfrost-Objekttrager transferiert und eine Stunde bei RT getrocknet, bevor

sie weiterverwendet oder bei -20°C gelagert wurden.

4.2 Kernfarbung mit Cresyl Violet (Nissl) und Myelinfarbung mit Luxol Fast Blue

Die Schnitte wurden bei RT in einer aufsteigenden Alkoholreihe (70%, 95%, 100% Ethanol) fur
je zwei Minuten dehydriert und in Luxol Fast Blue-Losung Uber Nacht im 56°C Wasserbad
gefarbt. Am nachsten Tag wurden die Schnitte drei Minuten in 95% Ethanol und H,O
gewaschen. Die Differenzierung in graue und weile Substanz erfolgte bei RT fir drei Minuten

in 0,05% Lithiumcarbonat-Lésung, anschlielend in 70% Ethanol, bis graue und weil3e
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Substanz deutlich voneinander zu unterscheiden waren. Fur die Nissl-Farbung wurden die
Schnitte 20 min in Cresyl Violet-Losung bei 56°C im Wasserbad inkubiert, kurz in Wasser
gewaschen und ein paar Sekunden in Cresyl Violet-Differenzierungsldésung inkubiert. Die
Schnitte wurden bei RT in einer aufsteigenden Alkoholreihe (2 x 95%, 2 x 100% Ethanol, 2 x

Xylol) je zwei Minuten dehydriert und mit Entellan neu (Merck) eingedeckelt.

4.3 Immunfluoreszenzfarbungen von Cryoschnitten

Die Cryoschnitte (vgl. 4.1) wurden 30 min in 10 mM Natriumcitrat-Losung (pH 9,0) bei 80°C im
Wasserbad inkubiert. Anschliefiend wurden die Schnitte auf Raumtemperatur abgekiihlt und
eine Stunde bei Raumtemperatur in Blockierlésung inkubiert. Die Blockierlésung wurde
verworfen und die Schnitte 1-3 Tage mit Primarantikérper (verdinnt in PBS mit 0,5% w/v
lambda-carrageenan und 0,2% w/v Natriumacit) in einer feuchten Kammer inkubiert. Die
Schnitte wurden dreimal mit PBS gewaschen, flr zwei Stunden bei Raumtemperatur mit
entsprechendem Sekundarantikorper (1:2000 in PBS-carrageenan) inkubiert und erneut
dreimal mit PBS gewaschen. Fir die Kernfarbung wurden die Schnitte 10 min in bis-benzimid-

Lésung inkubiert, zweimal fir 5 min in PBS gewaschen und mit Fluoromount eingedeckelt.

5. Tierversuche

Die CHST14" und die CHST14"* Geschwister-Mause wurden im Alter von drei Monaten aus
der Tierhaltung des ZMNH geliefert. Die Tiere wurden unter Standard-Laborbedingungen
gehalten und mittels PCR-Analyse genotypisiert. Samtliche Tierversuche wurden geman der
Bestimmungen des deutschen Tierschutzgesetzes durchgefiihrt und durch die Behorde fir
Soziales, Familie, Gesundheit und Verbraucherschutz der Stadt Hamburg genehmigt.

Die Versuche sowie die Auswertung der Daten wurden blind durchgefuhrt. Die Anzahl der

Mause pro Gruppe und untersuchtem Zeitpunkt werden im Abschnitt Ergebnisse genannt.
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5.1. Rickenmarkslasionen

5.1.1 Durchfiihrung der Lasion

Die Léasionen wurden ausschlieBlich mit 12-16 Wochen alten, weiblichen Mausen
durchgefiihrt, da den Tieren nach der Operation eine Woche lang manuell die Blase entleert
werden muss und dies aus anatomischen Grinden bei Mannchen nicht machbar ist.

Die Mause wurden durch intraperitoneale Injektion von 100 mg Ketanest und 5 mg Rompun
pro kg Korpergewicht narkotisiert. Die Wirbelsaule wurde im Bereich T7-T9 freigelegt und
eine Laminektomie durchgefuhrt. Um die L&sion durchzufGhren, wurde eine Maus-
Ruckenmarks-Kompressions-Apparatur (Curtis et al., 1993; Stewart et al., 2003) bestehend
aus einer Uhrmacherpinzette, die an einer stereotaktischen Einheit befestigt ist, verwendet.
Die Kompressionskraft und die Dauer der Kompression wurden Uber eine
elektromagnetische Apparatur kontrolliert. In den meisten Fallen wurde das Rickenmark mit
Hilfe eines zeitkontrollierten Stromflusses durch die elektromagnetische Apparatur fir eine
Sekunde maximal komprimiert (100% nach der Definition von Curtis et al., 1993).
AnschlieRend wurde die Haut mit 3-6 Stichen genaht. Die Maus wurde nach der Operation
fir mehrere Stunden in einem 37°C warmen Raum gehalten, um Hypothermie zu verhindern.
Die Mause wurden einzeln gehalten und die Blase der Tiere sieben Tage lang taglich

manuell entleert.

5.1.2 Injektion von Chondroitinase ABC in die Lasionsstelle

Die Mause wurden wie in 6.1.1 beschrieben narkotisiert und Iasioniert. 1 pl
Chondroitinase ABC (10 U/ml) wurden mit einer Hamilton-Spritze aufgezogen, die anstelle
der Uhrmacherpinzette in die stereotaktische Einheit der Kompressions-Apparatur
(vgl. 5.1.1) eingebaut wurde. Die Spritze wurde ca. 2 mm caudal der Lasionstelle orientiert
und die Chondroitinase ABC in zwei Minuten langsam injiziert. Bevor die Spritze vorsichtig
und sehr langsam entfernt wurde, wartete man eine Minute, um die Chondroitinase ABC
langsam in das Gewebe diffundieren zu lassen. AnschlielRend wurde die Haut genaht und
die Tiere wie in 5.1.1 beschrieben postoperativ versorgt.

Um eine ausreichend lang anhaltende Aktivitdt der Chondroitinase ABC in vivo zu
gewahrleisten, wurde drei und sechs Tage nach der Lasion erneut Chondroitinase ABC
injiziert. Hierflr wurden die Tiere wie oben beschrieben narkotisiert, die alte Naht vorsichtig

geodffnet, 1 yl Chondroitinase ABC (10 U/pl) injiziert und die Mause postoperativ versorgt.
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5.1.3 Analyse der motorischen Funktion

Die Regeneration der motorischen Beweglichkeit wurde mit Hilfe der open field locomotion-
Skala (BBB-Skala) bewertet (Joshi und Fehlings, 2002). Die BBB-Skala ist eine 21-Punkt-
Skala von 0-21, wobei 0 die vollstandige Paralyse der Hinterldufe beschreibt. Um Fehler zu
minimieren, wurde die Analyse immer von der gleichen Person durchgefihrt. Die Bewertung
erfolgte spater anhand von Videoaufzeichnungen im Zeitlupenmodus. Die Bewertungen der
Tiere erfolgten vor der Rickenmarkslasion sowie eine, drei und sechs Wochen nach der
Lasion. Um die motorische Beweglichkeit zu beurteilen, wurde ein klassischer Beam walking
Test durchgefliihrt. Die Tiere wurden darauf trainiert auf einem 90 cm langen und 4 cm
breiten Holzbalken freiwillig von einem zum anderen Ende zu laufen, wo ihr Kafig platziert
wurde. In zwei aufeinander folgenden Laufen wurden die Tiere von beiden Seiten seitlich
gefilmt (Panasonic NV-DS12 Kamera; 25 Bilder pro Sekunde). Die Video-Sequenzen wurden
anschlieltend digitalisiert und mit Hilfe der VirtualDub-Software (frei zugangliche Software;
erhaltlich unter http://virtualdub.org) ausgewertet. Ausgewahlte Bilder, in denen die Tiere in
definierten Bewegungsphasen zu sehen sind (siehe unten) wurden mit Hilfe der frei
zuganglichen Image Tool 2.0-Software (University of Texas, San Antonio, TX;
http://ddsdx.uthscsa.edu/dig/) vermessen.

Es wurden drei Parameter zur Analyse der motorischen Funktion betrachtet: der rump-height

Index, der footstepping Winkel und das Streck-Beuge-Verhaltnis im Stift-Test.

Der footstepping Winkel (FSW) ist definiert durch den Winkel zwischen der Linie parallel zur

Ful3sohle und einer horizontalen Linie kurz bevor die Maus die Pfote in der Laufbewegung
anhebt. Bei gesunden Mausen ist dieser Winkel kleiner als 20°. Ruckenmarkslasionierte
Tiere ziehen ihre Hinterlaufe mit der Ful3sohle nach oben hinterher, wodurch der Winkel auf
Uber 150° vergroRert ist (vgl. Abb. 3.2). Bei diesen Tieren wurde der kleinste Winkel einer
einzelnen Laufbewegung gemessen; meist war das der Moment, als die Maus versuchte
ihren Hinterlauf zu beugen. Bei lasionierten Tieren, deren Lasion weniger schwer war und
die zu Schritten unterschiedlicher Qualitat in der Lage waren, wurde der Winkel gemessen,
nachdem die Maus ihren Hinterlauf gerade aufgesetzt hat, ohne den Full schon voll belastet
zu haben. Ein Durchschnittswert aus drei Messungen pro Tier, Extremitat und Versuch
wurde als reprasentativ fir das jeweilige Tier betrachtet. Der footstepping Winkel wurde als
numerischer Wert gemessen (vgl. Abb. 3.2), der eine objektive Abschatzung der plantar

stepping Fahigkeit mit Hilfe der BBB Skala zulasst.

Der zweite Parameter, der rump-height Index (RHI), dient als numerische Abschatzung der

Fahigkeit das eigene Korpergewicht zu tragen. Diese Fahigkeit bendtigt die Koordination
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verschiedener Gelenke beider Hinterlaufe und wird durch verschiedene Faktoren wie
Muskelkraft, Spastizitat sowie der Laufart (plantar oder dorsal stepping), beeinflusst.

Der rump-height Index wurde mit Hilfe der gleichen Videoaufnahmen bestimmt, die auch fur
den footstepping Winkel verwendet wurden. Dieser Parameter ist durch die Rumpfhdhe
definiert und wird durch eine vertikale Linie vom dorsalen Schwanzansatz der Maus bis zum
Boden des Holzbalkens bestimmt. Der Wert wurde mit der Dicke des Holzbalkens
normalisiert (vgl. Abb. 3.2), der ebenfalls durch eine vertikale Linie vermessen wurde. Pro
Tier und Versuch wurden drei Messungen durchgefiihrt. Als Zeitpunkt wurde der Punkt

bestimmt, an dem die Rumpfhéhe wahrend einer Laufbewegung maximal war.

(A) (B)

Abb. 3.2: Footstepping Winkel und rump-height Index. Der Footstepping Winkel (FSW) wurde im
unlasionierten Tier als Winkel zwischen Ferse, FuRspitze und der Oberflache des Balkens gemessen (A), im
Iasionierten Tier als Winkel zwischen Knie und der Oberflache des Balkens (B). Der rump-height Index (RHI)
wurde als der Abstand vom dorsalen Schwanzansatz der Maus bis zum Boden des Holzbalkens gemessen und
mit der Dicke des Holzbalkens (*) normalisiert.

Ein dritter Parameter, das Streck-Beugeverhaltnis im Stift-Test, ist eine numerische

Abschatzung der Fahigkeit der Tiere freiwilige und kdrpergewichtsunabhangige
Bewegungen durchzufiihren. Solche Bewegungen benédtigen die Verbindung zwischen
Rickenmark und supraspinalen motorischen Kontrollzentren, jedoch sind sie in unserer
Betrachtungsweise unabhangig von Koordination und Prazision.

Das Streck-Beugeverhaltnis wurde mit Hilfe von Videoaufzeichnungen der Tiere beim Stift-
Test (pencil test), wie er fur Femoralis-Nerv-Lasionsmodelle beschrieben wurde (Irintchev et
al., 2005), ausgewertet. Wenn man eine gesunde Maus kopfiber am Schwanz festhalt und
ihr die Moglichkeit bietet, mit ihren Vorderpfoten einen Stift zu greifen, wird sie versuchen
den Stift auch mit ihren Hinterldufen zu greifen. Dadurch vollzieht sie mit ihren Hinterlaufen
periodische Streck- und Beugebewegungen. Diese Beuge- und Streckwerte wurden als der
Abstand zwischen dem distalsten Punkt des FuRes und dem Schwanzansatz gemessen (vgl.
Abb. 3.3). Fur das Rickenmarkslasionsmodell wurden pro Tier rechte und linke Seite

gemessen und der Durschnitt der Mittelwerte fur linke und rechte Seite als Wert genommen.
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vor Lasion nach Lasion

Abb. 3.3: Streck-Beugeverhiltnis im Stift-Test. Es wird jeweils der Abstand zwischen dem distalsten Punkt des
FuRes und dem Schwanzansatz gemessen. In der rechten Spalte sind die Streckung (oben) und Beugung (unten)
im unlasionierten Tier gezeigt, in der linken Spalte nach der Lasion.

5.1.4 Recovery Index (RI)
(Irintchev et al., 2005)
Der Recovery Index ist eine fir jedes Tier individuelle Abschatzung flr unterschiedliche

Parameter wie oben beschrieben und wird wie folgt berechnet:

( (X7+n - X7) )
RI(%)=§ ————— x 100
(Xo-%7)

Xo, X7 und X7., sind hierbei die Werte vor der Operation, sieben Tage nach der Operation
und n Tage nach der Operation. Wenn wahrend des Beobachtungszeitraumes keine
Verbesserung oder sogar eine Verschlechterung auftritt, kbnnen die Werte 0 annehmen oder
negativ werden. Wenn Xp,-X; = 0 ist, also die Operation keine Veranderungen in den

betrachteten Parametern hervorruft, kann kein Rl berechnet werden.
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5.2. Verhaltensmethoden

5.2.1 Tiere und Tierhaltung

Die CHST14” und die CHST14"" Geschwister-Méuse wurden mittels PCR-Analyse
genotypisiert. Zwei Wochen bevor die Verhaltenstest gestartet wurden, wurden die drei
Monate alten CHST14” (n = 11) und die CHST14"* (n = 12) Mannchen in einen Mausraum
mit umgekehrten 12:12 Stunden Licht-Dunkel-Rhythmus (Licht an um 19 h) Uberflhrt, wo sie
unter Standardhaltungsbedingungen (21°C + 1°C, 40-50% Luftfeuchtigkeit, Futter und
Wasser ad libitum) gehalten wurden. Alle Verhaltenstests wurden wahrend der Dunkelphase
in einem mit gedimmten Rotlicht beleuchteten Raum, neben dem Mausraum durchgefuhrt.
Alle Versuche starteten frilhestens zwei Stunden nachdem das Licht ausging und endeten
spatestens zwei Stunden bevor das Licht wieder anging. Alle Apparaturen und Materialen,
die fir die Versuche bendtigt wurden, wurden vor jedem Experiment und nach Kontakt mit
einem Tier mit Seife, Wasser und 70% Ethanol gewaschen. Die Tests wurden ausschlief3lich
mit mannlichen Tieren durchgefuhrt und um einen Geschwistereffekt bei den Versuchen
ausschlieen zu kdénnen, wurden aus einem Wurf nicht mehr als zwei Tiere pro Genotyp
untersucht. Alle Tests wurden auf Video aufgenommen und zwischen verschiedenen Tests
immer mindestens ein Tag pausiert. Samtliche Tierversuche wurden gemaly der
Bestimmungen des deutschen Tierschutzgesetzes durchgefihrt und durch die Behdrde flr
Soziales, Familie, Gesundheit und Verbraucherschutz der Stadt Hamburg genehmigt. Die
Versuche sowie die Auswertung der Daten wurden blind durchgeflihrt, die Anzahl der Mause

pro Gruppe und untersuchtem Zeitpunkt werden im Abschnitt Ergebnisse genannt.

5.2.2 Open field

Dieser Test basiert auf dem inneren Konflikt der Tiere zwischen ihrer angeborenen Furcht
gegenlber offenen Flachen auf der einen Seite und ihrem Explorationsdrang auf der
anderen Seite. Die Arena des open fields besteht aus vier Kasten a 50 cm x 50 cm
Grundflache und 40 cm hohen Wéanden (vgl. Abb. 3.4) und wurde mit 100 Lux ausgeleuchtet.
Pro Kasten wurde eine Maus in eine definierte Ecke gesetzt. Die Maus konnte sich 15 min
frei in der Arena bewegen und wurde dabei mit Hilfe des EthoVision Programmes (Noldus,
Wageningen, Niederlande) gefilmt.

Folgende Parameter wurden mit Hilfe des EthoVision-Programmes analysiert: zurlickgelegte
Strecke, Durchschnittsgeschwindigkeit der Maus, durchschnittlicher Abstand zur Wand
(Rand), sowie die Verweildauer des Tieres in der Mitte (Zentrum) des Kastens.

Wahrend der ersten flnf Minuten wurden folgende Verhaltensparameter mit Hilfe des The

Observer-Programmes (Noldus) bestimmt: rearing (Mannchen machen) mit und ohne die
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Wand zu berthren, self grooming (sich putzen), sowie SAP (stretched attend posture; die
Maus streckt sich vorwarts und zieht sich in ihre Ausgangsposition zurtick, ohne sich dabei

vorwarts zu bewegen).

Abb. 3.4: Arena des open fields. Dargestellt ist ein Kasten der Arena und den
zur Auswertung gedanklich gezeichneten Feldern fir Zentrum (Z) und Rand (R).
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5.2.3 Elevated plus maze

Dieser Test basiert wie das open field auf dem inneren Konflikt der Tiere zwischen ihrer
angeborenen Furcht gegenliber offenen, teilweise erhohten Flachen auf der einen Seite und
ihrem Explorationsdrang auf der anderen Seite.

Die Arena hat die Form eines Plus mit vier 30 cm langen und 5 cm breiten Armen, die durch
ein 5x5cm groBes Quadrat miteinander verbunden sind (vgl. Abb. 3.5). Zwei sich
gegenlberliegende Arme sind seitlich durch 15cm hohe Wande verschlossen
(geschlossene Arme), wahrend die anderen beiden Arme nur durch eine 2 mm hohe Kante
begrenzt sind (offene Arme). Das Labyrinth ist 75 cm vom Boden entfernt, hinter einem
dunklen Vorhang platziert und mit 2 Lux ausgeleuchtet.

Die Maus wurde in die Mitte des Plus gesetzt und zwar so, dass sie in einen offenen Arm
schaute und wurde fiir finf Minuten gefilmt. Folgende Parameter wurden mit Hilfe des The
Observer-Programmes analysiert: Zeit, bis die Maus das erste Mal einen offenen Arm
betreten hat und die Summe der Eintritte in die offenen sowie in die geschlossenen Arme,

wobei die Maus mit allen vier Pfoten den jeweiligen Arm betreten haben musste.

Abb. 3.5: Elevated plus maze. Die Arena besteht aus zwei sich kreuzenden
Armen. Zwei Seiten des Kreuzes sind offen, wahrend die zwei anderen von 15 cm
hohen Wanden begrenzt sind.

Aulerdem wurden stretched attend postures (SAP) gezahlt (die Maus streckt sich vorwarts
und zieht sich in ihre Ausgangsposition zurlick, ohne sich dabei vorwarts zu bewegen), die
Anzahl der Eintritte in den offenen Arm, bei denen die Maus das Ende des Armes erreicht

hat, rearing (Mannchen machen), self grooming (sich putzen) sowie die Anzahl der
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geschitzten und ungeschitzten head dips (die Maus schaut Uber die Kante des offenen
Armes nach unten; bei geschutzten head dips ist der Korper durch die Wande des
geschlossenen Armes geschuitzt, bei ungeschitzten head dips befindet sich die Maus auf

dem offen Arm und streckt ihren Kopf nach unten).

5.2.4 Spontane Alternation im Y-Labyrinth

Die spontane Alternation ist ein klassischer Test flr das Arbeitsgedachtnis in Nagetieren.
Nagetiere tendieren dazu, ihnen unbekannte Platze zu erkunden. Wenn die Maus zum
Beispiel den linken Arm des Y-Labyrinthes erkundet hat, wiirde man erwarten, dass sie als
nachstes den rechten Arm untersucht. Das bedeutet, dass bei Tieren, die sich erinnern
welchen Arm sie als letztes aufgesucht haben, Alternation auftritt. Da das Verhalten der
Tiere nicht durch Belohnung oder Strafe bestatigt wird, spricht man von spontaner
Alternation.

Das Labyrinth besteht aus drei identischen Plexiglas-Armen A, B, C (34 x 5 x 30 cm), die so
verbunden sind, dass sie ein Y formen. Das Set wurde mit 2 Lux ausgeleuchtet.

Die Maus wurde in die Mitte des Labyrinthes gesetzt wo sich die drei Arme treffen und notiert
welche Arme sie betrat. Ein Eintritt in einen Arm wurde dann gewertet, wenn die Maus mit
allen vier Pfoten den Arm betreten hatte. Nach 20 Eintritten wurde die Maus in den Kafig
zurlckgesetzt. Machte die Maus innerhalb von 20 Minuten keine 20 Eintritte, wurde der
Versuche abgebrochen. Der Versuch wurde an drei aufeinanderfolgenden Tagen wiederholt

und die Daten als Prozent der Alternationen aller Versuche ausgewertet.

5.2.5 Neues Objekt

Mit diesem Test wurden Neugierde und Angstlichkeit der Tiere getestet, indem man sie in
ihrem Kafig mit einem fremden Objekt konfrontierte und untersuchte wie sie sich diesem
Objekt naherten oder es untersuchten.

Am Vortag wurden die Mause einzeln in einen Kafig Typ Il (38 x 22 x 15 cm) gesetzt und mit
frischem Einstreu sowie Futter und Wasser ad libitum versorgt. Es wurde jedoch kein
Nestmaterial in die Kafige getan und das Futter wurde in den Kafig gelegt und nicht in die
Futterraufe im Deckel. Am folgenden Tag wurden die Tiere im Kéafig fur fiunf Minuten gefilmt,
dann wurde ein neues Objekt in den Kafig gestellt. Dieses Objekt bestand aus einer
praparierten, leeren Wasserflasche (7 x 7 x 10 cm), wie sie in der Tierhaltung verwendet
wird. Der Boden der Flasche wurde entfernt und auf einer Seite in Eingang von 3 x 4 cm
ausgeschnitten. Die Flasche wurde so im Kafig platziert, dass sie aufrecht stand (vgl.

Abb. 3.6), der ausgeschnittene Eingang in den Kéafig zeigte und die Metallspitze zwischen
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den Gitterstdben des Deckels fixiert war. Das Verhalten der Mause wurde weitere funf
Minuten gefilmt.

Der Versuch wurde spater mit Hilfe des The Observer-Programmes ausgewertet, wobei
folgende Verhaltensparameter betrachtet wurden: Die Zeit, die die Maus in der Kafigseite,
wo das neue Objekt stand (Objektseite), verbracht hat, sowie die Zeit, die auf der
gegenulberliegenden Seite verbracht wurde. AuRerdem wurde analysiert wie lange und wie
oft die Maus an dem Objekt geschniffelt hat, die Haufigkeit von self grooming, (sich putzen),
rearing (Mannchen machen) und SAP (stretched attend posture: die Maus streckt sich

vorwarts und zieht sich in ihre Ausgangsposition zurlick, ohne sich dabei vorwarts zu

bewegen).

Abb. 3.6: Versuchsaufbau ,,Neues Objekt“. In einen K&fig wird eine an einer Seite
geodffnete Trinkflasche gestellt und der Kafig zu Auswertung in drei Zonen unterteilt:
Objektseite, Mitte, gegeniiber des Objektes.

5.2.6 Resident/Intruder Test

Mit dem Resident/Intruder Test wurde das Verhalten der Mause gegeniber unbekannten,
mannlichen Eindringlingen untersucht. Es ware zu erwarten, dass die Tier sein Revier gegen
Eindringlinge verteidigt und versucht diese zu unterwerfen.

Dieser Test wurde drei Tage nachdem die Tiere separiert wurden durchgefiihrt. Der Kafig
(38 x 22 x 15 cm) wurde unter einer Videokamera positioniert und der Deckel durch eine
Plexiglasscheibe ersetzt, die einige Luftldcher besall. Nach finf Minuten wurde eine
mannliche C57BI/6J Maus (Intruder), die in Alter und Gewicht in etwa der zu testenden Maus
(Resident) entsprach, in den Kafig dazu gesetzt. Nachdem der erste Kontakt zwischen den
beiden Tieren stattgefunden hatte, wurde das Verhalten der Tiere fir weitere zehn Minuten
gefilmt und die Angriffe der Tiere analysiert, wobei unterschieden wurde, ob der Angriff vom

Resident oder Intruder ausging.
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5.2.7 Urin-Markierung

Urin-Markierung ist eine wichtige soziale Komponente im Verhalten der Mause. Mannliche
Tiere markieren ihr Revier mit kleinen Urintropfen und teilen so anderen Mannchen ihren
Anspruch auf dieses Territorium mit. Gleichzeitig werden Weibchen informiert, dass sich hier
ein geschlechtsreifes Mannchen befindet.

Fur diese Versuche wurde die Arena des open field (vgl. 5.2.2) benutzt. Der Boden der
Arena wurde mit Whatman Filterpapier #4 ausgelegt. In eine Ecke jeder Box wurden je drei
C57BL/6J Weibchen gesetzt, die durch eine Plexiglaswand (18 x 18 cm und 30 cm hoch) mit
eingebohrten Lochern (J 8 mm) am unteren Rand, von den Mannchen getrennt wurden.
Somit konnten sich die Tiere zwar anschauen und riechen, aber es war kein Kérperkontakt
zwischen Mannchen und Weibchen mdglich (vgl. Abb. 3.7 A). Nachdem die Mannchen in die

Arena gesetzt wurden, wurde ihr Verhalten fir 30 min auf Video aufgezeichnet.

Abb. 3.7: Urin-Markierung. In A ist die Arena mit der
Position der Weibchen und der gedanklichen Felder fur die
Auswertung dargestellt; B zeigt die Urin Markierungen

(Schwarze Pfeile) am Rand des Felds der Weibchen unter
UV Licht. Der Bereich in em die Weibchen salen, ist durch
eine gestrichelte Linie markiert.

AnschlielRend wurden die Filterpapiere getrocknet und die einzelnen Urin Markierungen unter
UV Licht gezahlt (vgl. Abb. 3.7 B). Mit Hilfe von EthoVision wurden die zuriickgelegte Strecke
und die Durchschnittsgeschwindigkeit der Mause bestimmt sowie die Zeit, die sie im Bereich

der weiblichen Mause verbracht haben.

5.2.8 Fear conditioning and extinction

Fear conditioning and extinction ist eine Variante des aversiven Trainings, basierend auf den
Pavlov’'schen Theorien, bei dem ein konditionierter Stimulus mit einem unkonditioniertem
Stimulus gepaart wird.

Die verwendete Kammer (23,5 x 23,5 x 19,5 cm) bestand aus vier Plexiglaswanden und
einem abnehmbaren Plexiglasdeckel und wurde auf ein Metallgitter platziert. In der Mitte des
Deckels waren finf Infrarotsensoren integriert, die mit einer Schaltereinheit verbunden
waren. Diese wiederum war mit einem Mikroprozessor (MOUSE-E-MOTION®, INFRA-E-
MOTION GmbH, Hamburg, Deutschland) verbunden, der das freezing-Verhalten der Tiere
aufzeichnete und speicherte. Der Metallgitter-Boden war mit einer Spannungsquelle

verbunden, die auf Knopfdruck einen Stromschlag von 250 pA fir 1 sec in dem Bodengitter
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erzeugte. Die Kammer wurde mit 10 Lux ausgeleuchtet und der Versuch zusatzlich zu der
automatischen Analyse durch das MOUSE-E-MOTION® System auf Video aufgezeichnet.
Am ersten Tag wurde die Maus in die Kammer gesetzt und nach 160 sec und 200 sec fiir
eine Sekunde einem Stromschlag von 250 yA ausgesetzt. Nach weiteren 40 sec wurde die
Maus in ihren Kafig zurlickgesetzt. Das freezing-Verhalten wurde mit Hilfe des MOUSE-E-
MOTION® System und zusétzlich auf Video aufgezeichnet.

Am nachsten Tag wurde die Maus fir 30 min in die Kammer gesetzt, jedoch ohne eine
Stromschlag auszulésen. Das freezing-Verhalten der Maus wurde wiederum per Video und
MOUSE-E-MOTION® System festgehalten.

Abb. 3.8: Aufbau der fear conditioning Kammer. Der Deckel
der Plexiglaskammer ist mit Infrarotsensoren ausgestattet und
iber eine Schaltereinheit mit dem MOUSE-E-MOTION®
Mikroprozessor verbunden. Der Metallgitter-Boden ist an eine
Spannungsquelle gekoppelt, die auf Knopfdruck einen
Stromschlag von 250 pA erzeugt.

Am dritten Tag wurde die Maus erneut fur funf Minuten in die Kammer gesetzt, ohne dass
ein Stromschlag verabreicht wurde. Das freezing-Verhalten der Maus wurde per Video und
MOUSE-E-MOTION® System festgehalten.

5.2.9 Vertical pole Test

Mit diesem Test wird die Motorkoordination der Tiere untersucht, wahrend sie einen Stab
herunterklettern. Hierzu wurde die Maus auf das obere Ende eines rauen, vertikalen Stabs
(60 cm lang, 7 mm Durchmesser) gesetzt und zwar so, dass der Kopf nach oben zeigte und
sie mit allen vier Pfoten den Stab umklammerte (vgl. Abb. 3.9 A). Die Zeit, die die Maus
brauchte um den Stab hinunterzuklettern wurde festgehalten. Der Versuch wurde mit jeder
Maus dreimal hintereinander durchgefihrt, wobei sie zwischen den einzelnen Laufen flr
30 sec in ihren Kafig zurickgesetzt wurde. Es wurde die Fahigkeit der Maus bewertet, sich
um 180° zu drehen und den Stab Kopf voran hinunterzuklettern (vgl. Abb. 3.9 B). In den
Fallen, in denen sich die Maus drehte, wurde analysiert in welchem Drittel (Level) des
Stabes sie sich drehte. Der Stab wurde folgendermalen eingeteilt. Level 1 entsprach dem
oberen Drittel (40-60 cm), Level 2 entsprach dem mittleren Drittel (20-40 cm) und die unteren

20 cm entsprachen Level 3.
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Abb. 3.9: Vertical pole Test. Die Maus musste sich am Stab um 180° drehen
und kopfliber nach unten klettern.

5.2.10 Rotarod Test

Im Rotarod Test werden motorische Fahigkeiten und Koordination getestet. Die Mause

mussten auf einem geriffeltem, sich drehendem runden Stab (@ 3,2 cm) (Acceler. Rotarod
for mice, Jones & Roberts, TSE Systems, Bad Homburg, Deutschland) laufen (vgl. Abb.
3.10). Am ersten Tag wurden funf Laufe pro Tier durchgefiihrt, wobei die ersten zwei Laufe
mit einer konstanten Geschwindigkeit von 4 upm durchgeflihrt wurden und drei Minuten
dauerten. Bei den folgenden drei Laufen wurde mit 4 upm begonnen, innerhalb von vier
Minuten wurde die Geschwindigkeit dann langsam auf 40 upm erhodht. Die M&use liefen so
lange, bis sie von dem Rotor herunterfielen, maximal jedoch sechs Minuten.

Am folgenden Tag wurde ein sechster Lauf mit beschleunigtem Rotor durchgefuhrt. Als
Parameter fur die Auswertung wurde die Zeit genommen, die sich die Tiere auf dem

schneller werdenden Rotor halten konnten, bevor sie herunterfielen.

Abb. 3.10: Rotarod Apparatur. Die Mause missen auf einem langsam
schneller werdenden Stab laufen, bis sie herunterfallen.

5.2.11 Tail suspension

Mit diesem Versuch wird der Hang der Tiere zur Depression getestet, bzw. ihr Bestreben und
ihre Ausdauer, sich aus einer unangenehmen Situation zu befreien. Hierzu werden die
Mause in eine missliche Situation gebracht und es ware zu erwarten, dass sie versuchen
sich aus dieser Situation zu befreien. Die Mause wurden hierflr kopfuber mit Hilfe von
Klebeband am Schwanz aufgehangt, so dass der Koérper frei schwingen konnte. Das

Verhalten der Mause wurde flr sechs Minuten auf Video aufgezeichnet und anschlie®end
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mit Hilfe des The Observer ausgewertet. Hierbei wurde analysiert, wie oft und wie lange die

Mause versuchten sich frei zu strampeln, bzw. wie lange sie regungslos hingen.

5.2.12 One trial spatial learning
Dieser Test basiert auf der Fahigkeit der Maus, geometrische Informationen als

Orientierungshilfe zu nutzen. In einem ersten Akquisitionsdurchgang werden die Mause in
eine Arena gesetzt, bei der in einer Ecke Weibchen sitzen. 24 Stunden spater werden die
Tiere erneut in die Arena, diesmal ohne Weibchen, gesetzt und sollen sich erinnern, wo die
Weibchen am Vortag platziert waren.

Es wurde die Arena des open field benutzt, allerdings wurde in die Mitte der Kasten eine
Trennwand eingezogen, die einen Durchgang besall, wodurch die beiden entstehenden
Raume miteinander verbunden waren. Die beiden Seiten wurden nun symmetrisch
aufgebaut. In je zwei Ecken wurden Becherglaser platziert, in die Locher eingebohrt wurden
(@ 8 mm). In einen der zwei Becher wurden drei Weibchen gesetzt, der andere Becher blieb
leer. Die Becher wurden mit einer Plexiglasplatte zugedeckt und mit einer vollen Trinkflasche

beschwert, um das Ganze zu stabilisieren (vgl. Abb. 3.11).
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Zielzone
Zielzone ohne
Weibchen Weibchen- Weibchen
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Abb. 3.11: Arena des one trial spatial learning Tests. Durch eine Trennwand wird die Arena in zwei identische
Raume geteilt, die Uber einen Durchgang verbunden sind. Auf einer Seite wird in eine Ecke ein Becher mit
Weibchen gestellt, auf die andere Halfte kommt an gleicher Stelle ein leerer Becher. Die einzelnen Zonen, in die
zur Analyse des Versuches unterschieden wurde, sind unterschiedlich grau unterlegt.

Nun wurden die Mannchen flir 20 min in die Arena gesetzt, ihr Verhalten auf Video
aufgezeichnet und die Tiere anschlieBend wieder in ihren Heimk&fig zurick gesetzt. Die
Arena und alle Komponenten wurden sorgfaltig erst mit Seifenwasser, dann mit 70% Ethanol
gewaschen und abgetrocknet, so dass die nachfolgenden Tiere nicht durch fremde Gerliche

beeinflusst wurden. Nach 24 Stunden wurden die Tiere erneut in die Arena gesetzt, die
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identisch zum Vortag aufgebaut war, nur dass diesmal alle Becher ohne Mause waren. Das
Verhalten der Tiere wurde auf Video aufgezeichnet. Mit Hilfe des EthoVision Programmes
wurden folgenden Parameter ausgewertet: Zuriickgelegte Strecke in der Gesamtarena,
Aufenthaltsdauer in der Zielzone mit und ohne Weibchen, Aufenthaltsdauer im Weibchen-

Viertel und im ohne-Weibchen-Viertel.

5.2.13 Analyse der Verhaltensparameter

Mit Ausnahme des Rotarod Tests wurden alle Versuche auf Video aufgezeichnet. Das open
field sowie Urin Markierung und one trial spatial learning wurden mit Hilfe der EthoVision
Software ausgewertet. Es wurden Tracks erstellt, die die Position der Maus darstellen (funf
Zeitpunkte pro Sekunde). Folgende Parameter wurden zur Auswertung gesammelt:
zurtickgelegte Strecke, Durchschnittsgeschwindigkeit und Maximalgeschwindigkeit der
Maus. Die Arena wurde je nach Versuch (s.0.) in unterschiedliche Zonen geteilt und hierflr
entsprechend folgende Parameter bestimmt: Verweildauer und zuriickgelegte Strecke in
einer bestimmten Zone, Zeitpunkt des ersten Eintretens und Anzahl der Gesamteintritte in
eine bestimmte Zone, sowie Abstand zu einer bestimmten Zone.

Die Versuche elevated plus maze, Neues Objekt, Resident/Intruder und tail suspension
wurden mit Hilfe der Software The Observer analysiert. Die Auswertung der Versuche
erfolgte immer von derselben Person, wobei der Genotyp der Mause zum Zeitpunkt der
Auswertung nicht bekannt war. Der Experimentator wurde vorab trainiert, so dass er bei
wiederholter Auswertung des gleichen Versuches auf Basis des Reliability Tests der The

Observer Software, eine Ubereinstimmung der Ergebnisse von mindestens 85% erzielte.
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IV. Ergebnisse

Projekt 1

Konstruktion der Zielvektoren zur Generierung einer konstitutiven
TN-N KO-Maus und einer konditionalen CHST-12""°* Maus

Die Herstellung konditionaler oder konstitutiver KO-Mause ist eine weit verbreitete Methode,
um die Funktion eines Gens in vivo zu untersuchen. Beim sogenannten Gene Targeting
(engl., gezielte Veranderung von Genen in ihren naturlichen Loci), wird mit Hilfe eines
Zielvektors eine Veranderung in das Zielgen in embryonalen Stammzellen (ES-Zellen) von
Mausen eingefiihrt. So veranderte ES-Zellen kénnen in Blastozysten injiziert werden und
tragen dort zur Bildung einer Reihe von Geweben bei, wobei sie auch die Keimbahn
besiedeln kdnnen. Auf diesem Weg kann die Veranderung des Zielgens im Mausgenom

etabliert und an die kommenden Generationen weitergegeben werden.

Je nachdem, ob eine konstitutive oder eine konditionale KO-Maus erzeugt werden soll, wird
der ausgesuchte Genbereich entweder deletiert oder mit loxP-Erkennungssequenzen
flankiert. Die entsprechend modifizierten und linearisierten Vektoren werden in ES-Zellen
eingefiihrt, wo homologe Rekombination mit einem der wildtypischen Loci stattfindet. Stabil

transfizierte Klone werden mit Hilfe der integrierten Selektionskassette identifiziert.

Die Zielvektoren, die in dieser Arbeit verwendet wurden, bestanden aus einem kurzen und
einem langen Arm genomischer DNA, die eine mit loxP-Erkennungssequenzen flankierte

Neomycin/Kanamycin-Selektionskassette einrahmen.
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Im ersten Teil dieses Projekts wird die Klonierung des Zielvektors zur Herstellung einer
konstitutiven TN-N KO-Maus (TN-N") beschrieben, bei der die Exone 2-4 durch eine
Neomycin/Kanamycin-Selektionskassette  ersetzt wurden. Die genomische DNA
mausembryonaler Stammzellen wurde mit diesem Zielvektor uber homologe Rekombination
manipuliert und die erfolgreiche Integration in den TN-N-Lokus Uber PCR und Southern-Blot-

Analysen untersucht.

Der zweite Teil dieses Projekts beschreibt die Klonierung des Zielvektors zur Herstellung
einer konditionalen CHST-12 Maus (CHST-12"")_ Exon 2 des CHST-12-Gens wurde mit
loxP-Erkennungssequenzen flankiert, die die Deletion des Genbereiches Uber Cre-Aktivitat
ermoglichen sollen. Des Weiteren wurde eine loxP-flankierte Neomycin/Kanamycin-
Selektionskassette integriert, die nach erfolgter Rekombination in ES-Zellen, in vitro durch

Cre-Expression entfernt werden kann.

Die Konstruktion der beiden Zielvektoren basierte auf der Methode des recombination
cloning (REC) Systems, das von Zhang et al. (2001) beschrieben wurde und sich das Prinzip
der homologen Rekombination der Bakterien zunutze macht. Hierbei werden Tetrazyklin-
oder Neomycin/Kanamycin-Selektionskassetten mit 70 bp langen DNA-Sequenzen flankiert,
die homolog zum gewtinschten Integrations-, bzw. Manipulations-Genlokus sind. Durch den
Einsatz von Bakterienstdmmen und Plasmiden, die die homologe Rekombination verstarkt
induzieren, kénnen die Veranderungen in die genomische DNA eingefihrt werden.
AnschlieBende Selektion Uber die integrierte Resistenz erlaubt die Identifizierung solcher

Klone, die die manipulierte DNA besitzen.

Alle fir das recombination cloning bendtigten Vektoren, Zellinien und Phagenbibliotheken

wurden freundlicherweise von Dr. Elledge zur Verfugung gestellt.
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1. Konstruktion des Zielvektors zur Herstellung einer TN-N KO-Maus

Der Maus TN-N-Genlokus liegt auf Chromosom 1 und umfasst 69307 bp. Das Gen besteht
aus 22 Exonen und 21 Introns, von denen Exon 1 nicht kodierend ist. Der offene
Leserahmen (open reading frame, ORF) beginnt in Exon 2, dem ersten Start-ATG folgen
jedoch noch drei weitere ATG und auch in Exon 3 findet man ein ATG, das im Leserahmen
liegt und als potentieller mRNA-Start dienen konnte (vgl. Abb. 4.1). Um sicher zu gehen,
dass keine alternativen TN-N-mRNAs mehr transkribiert werden kbnnen, wurde entschieden,
sowohl Exon 2 als auch Exon 3 auszuschalten. Zusatzlich wurde auch Exon 4 deletiert, da
die Intronregion zwischen Exon 3 und 4 nur 766 bp umfasst und sichergestellt werden sollte,

dass keine fiir Splei-Ereignisse wichtigen regulatorischen Elemente zerstort werden.

Exon 2 3979146 M G LW G ML ATFUPL G F L L A SV L
GCCTCCTGGAGTGTCTGATCCCTTTCTCCAAGAATGGGTCTCTGGGGGATGCTCGCCTTCCCCCTGGGATTTCTGCTTGCTTCTGTGCTC

L v AS A PA TP ESP GCSNKE QQ VTV S HTYK I D
CTGGTGGCTTCGGCCCCAGCCACTCCAGAGTCTCCCGGCTGCAGCAACAAAGAGCAACAGGTCACTGTTAGCCACACCTACAAGATTGAC

v P K 8§ AL VQVETD PQ S L S$D DGTS L L AP GE DG
GTGCCCAAGTCTGCTCTGGTTCAAGTAGAGACCGACCCACAGTCACTCAGCGATGATGGGACATCACTCTTGGCTCCCGGGGAGGATGGG

E EQ N I I FR HNI RL QTP QK NCOD L AD SV QD L L
GAGGAGCAGAACATTATCTTCAGGCACAACATCCGTCTTCAGACACCGCAGAAGAATTGCGACCTGGCAGACAGTGTCCAGGACCTGCTA

AR M KK L E EEMAE L K E QCNTNIRTZCZ COQG G A A
GCCCGGATGAAAAAGCTGGAGGAAGAGATGGCAGAGCTGAAGGAGCAGTGCAATACCAACCGCTGCTGCCAGGGGGCTGCT
39

78705
1061 Bp Intron 2
3977644

Exon 3 D LS RHCSGH GTF L PETTZ C S CMHCDAQTGWE G AD
GATCTGAGCCGTCACTGCAGTGGCCACGGGACCTTCCTCCCTGAGACCTGCAGCTGCCACTGTGACCAGGGCTGGGAGGGCGCAGAC

c ba PTC PGACNUGMHG G RC VD G CVCDAWPY V G
TGTGATCAGCCCACCTGTCCTGGGGCTTGCAACGGCCACGGGCGCTGTGTGGATGGGCAGTGCGTGTGTGACGCGCCCTATGTGGGG

v b ¢ AY A ACUPOQDTCS GH GV C V Q GV CQCH E DF
GTCGACGCGCCTACGCCGCCTGTCCCCAGGACTGCAGTGGGCATGGCGTGTGCGTGCAGGGTGTCTGCCAGTGCCACGAGGACTTCA

T A EDCSEOQ RC®PGDT C S GNGFOCDTSGETCYCE MG
CAGCAGAGGTACTGCAGCGAGCAGCGCTGTCCTGGCGACTGTAGTGGCAATGGTTTCTGTGACACTGGCGAGTGTTACTGTGAGATGGGC

F T G P DC S Q
TTTACTGGCCCCGACTGTTCC%@G

77270 766 Bp Intron 3
3976504

Exon 4 vV V.. P QG L QL L K ST ENSIL L VSWE P S S E V D YY
GTGGTGGCTCCTCAGGGCCTGCAGTTGCTCAAGAGCACGGAGAACTCTCTGCTGGTGAGTTGGGAGCCCTCCAGTGAGGTAGACTACTAC

L LS YY PL GKE QATIKIQVR VPKEWQH TYDII TGL
CTGCTCAGCTACTACCCCCTGGGGAAGGAGCAAGCTACAAAACAGGTCCGGGTACCCAAGGAGCAGCACACCTATGACATCACCGGCTTG

L PGTK Y I VTL RNVIKIK DI 88 S P QHLL A TT

CTGCCTGGAACCAAGTACATAGTCACCCTGCGCAACGTGAAGAAAGACATTTCCAGCAGCCCTCAGCATCTACTTGCCACC?QC;?3 a1

Abb. 4.1: Sequenz der Exone 2-4 des TN-N-Genlokus nach Genbank Zugangsnummer NT_039185. Es ist die
vollstdndige Sequenz der Exone 2-4 angegeben, sowie die Proteinsequenz von TN-N im Ein-Buchstaben-Code
und die Lange der Introns 2 und 3. Die potentiellen Start-ATG sind rot hervorgehoben. Die Positionen der Exone
innerhalb der Referenzsequenz sind durch hochgestellte Zahlen am Anfang und am Ende der Exone
beschrieben.
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1.1 Isolierung des TN-N Genlokus aus einer A-ko2 Phagenbibliothek

Der erste Schritt bei der Herstellung des Zielvektors besteht in der Isolierung des geeigneten
genomischen Lokus. Hierflr sollte eine A-ko2 Maus-Phagenbibliothek (Zhang et. al., 2001)

gescreent werden.

Es wurde ein bereits vorhandenes Plasmid (pGEM-TE/TNN) verwendet, das einen 370 bp
TN-N-genomischen Bereich enthielt, der homolog zur genomischen Region 3" von Exon 4
des TN-N-Lokus war (vgl. Abb. 4.2). Uber eine einzelne Sacl-Erkennungssequenz im TN-N
homologen Bereich war eine Tetrazyklin-Expressionskassette eingefiigt worden, die spater

die Identifizierung der Bakterien erlaubte, die den TN-N-genomischen Lokus besalen.

Der 1,8kb groBe TN-Nhomologe Bereich mit der integrierten Tetrazyklin-
Expressionskassette wurde tber Pmel in den pML179 Vektor ligiert und zur Transformation
von SCRN-10 Zellen verwendet, die spezifisch zur Erhéhung der Rekombination modifiziert
waren. Ein Klon wurde expandiert und mit 1x 10® A-ko2-Phagen transduziert. Die
rekombinierten A-ko2-TN-N-Phagen wurden gesammelt und nach Phagentiter-Bestimmung
(2 x 107 Pfu/ul) wurden 2 x10' A-ko2-TN-N-Phagen zur Transduktion von JM107RS
Bakterien verwendet, die so modifiziert waren, dass sie die lineare Phagen-DNA
zirkularisieren konnten. Uber die integrierte Tetrazyklin-Kassette wurde nach erfolgreich
rekombinierten Klonen selektiert, die DNA vier resistenter Klone isoliert, sequenziert und die
erhaltenen Sequenzen mit der genomischen TN-N-Sequenz (Genbank Zugangsnummer
NT _039185.7) abgeglichen (vgl. Abb. 4.2).

TN-N

homologer

Exon 1 2 3 4 Bereich

] [ 1 1 [ TNN Gonlokus

#3
#5
#6
#8

Abb. 4.2: Schematische Darstellung des Sequenzabgleichs der nach Phagenscreen erhaltenen TN-N-
Sequenzen mit dem TN-N-Lokus (NT_039185.7). Die Exone 1-4 sind als gelbe Kastchen dargestellt, die
Intronregion ist hellgriin, der fir den Phagenscreen verwendete TN-N homologe Bereich ist als dunkelgriines
Késtchen hervorgehoben. Die Sequenzen #6 und #8 umfassten die Exone 2, 3 und 4 sowie ausreichend grof3e
Intronsequenzen 3 von Exon 4 und 5" von Exon 2.
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Klon #3 bestand aus 7706 bp, die 181 bp des Exons 3, Intron 3, Exon 4 und 6496 bp der

Intronregion 3" von Exon 4 entsprachen.

Die 8503 bp lange DNA des Klons #5 bestand aus 4282 bp des ersten Introns, dem TN-N-

genomischen Bereich der Exone 2-4 und 1311 bp der Intronregion 3" von Exon 4.

Klon #6 enthielt ein 12155 bp langes DNA Fragment, das den TN-N-genomischen Bereich
der Exone 2-4 sowie 3431 bp der Intronsequenz 5 von Exon2 und 5917 bp der

Intronsequenz 3" von Exon 4 einschloss.

Die 12140 bp grofRe DNA-Sequenz des Klons #8 entsprach der Sequenz von Klon #6, mit

dem Unterschied, dass die Intronsequenz 5 von Exon 2 mit 3416 bp etwas kiirzer war.

Die Klone #3 und #5 waren zur weiteren Verwendung ungeeignet, da sie nur Teile der
gewlnschten genomischen Sequenz enthielten. Die Klone #6 und #8 enthielten den
gewunschten Bereich des TN-N-Lokus, der die Exone 2-4 sowie ausreichend groRe
Intronsequenzen am 5” und 3" Ende einschloss, die als langer und kurzer homologer Arm bei

der Konstruktion des Zielvektors dienten.

Klon #8 wurde zur Herstellung des TN-N Zielvektors ausgesucht. Die Tetrazyklin-Kassette
wurde Uber Ascl entfernt und der Vektor religiert. Der daraus resultierende Vektor, der aus
3416 bp der Intronregion 5° von Exon 2 (kurzer homologer Arm), der 3808 bp langen
genomischen Sequenz der Exone 2-4 und einer 5917 bp langen Intronregion 3" von Exon 4
(langer homologer Arm) bestand, wurde pA-KO-2/TN-N hom genannt und zur weiteren
Manipulation in pML104/Dh10R Zellen transformiert und elektrokompetente Zellen hergestelit
(TNN hom/pML104/DH10R).

1.2 Manipulation des TN-N homologen Bereichs

Die einzelnen Schritte der Klonierung des TN-N Zielvektors sind in Abb. 4.3 schematisch

dargestellt.

Im ersten Schritt wurde 366 bp 5° von Exon 2 eine loxP-Erkennungssequenz integriert.
Hierflir wurde ein 5'TN-N loxP-tet Fragment lber verschachtelte PCR amplifiziert, in dem
eine loxP-tet-Sequenz von je 70 bp flankiert war, die homolog zu einer ausgewahlten
Intronregion 5 von Exon 2 war (vgl. Abb. 4.3 #1 und Abb. 4.4).
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Abb. 4.3: Schematische Darstellung der Klonierungsstrategie des TN-N Zielvektors. Die einzelnen
Klonierungsschritte wurden durchnummeriert und werden im Text erlautert. Die Tetrazyklin-Kassette (tet) ist als
blauer, die Neomycin/Kanamycin-Resistenzkassette (neo/kan) als orangener Kasten dargestellt. Als homologe
Regionen (hom) verwendete Bereiche sind dunkelgriin, die Exone (E 1-4) als gelber Kasten hervorgehoben. Die
loxP-Erkennungssequenz ist als rotes Dreieck, die FRT-Sequenzen als graue Boxen dargestellt und die fir die
weitere Klonierung wichtigen Restriktionserkennungssequenzen (Ascl, Pacl) markiert.

Der innere Vorwartsprimer (TNN-55-FW2) wurde so konstruiert, dass er mit der loxP-
Erkennungssequenz des Templates hybridisierte und dieses um 32 bp verlangerte, die
homolog zum ausgesuchten TN-N-Lokus waren. Der innere Rickwartsprimer (TNN-53-RV2)
hybridisierte mit 30 bp der Tetrazyklinsequenz des Templates und verlangerte es um 30 bp,
die zum ausgewahlten TN-N-Lokus homolog waren. Als Template wurde das
pGEM-TE/MS5 5°loxP tet Plasmid verwendet, das eine Tetrazyklinsequenz, der 5° eine loxP-
Erkennungssequenz vorgeschaltet war, enthielt. Der duf3ere Vorwartsprimer (TNN-55-FW1)
fur die 2. PCR uberlappte 20 bp mit dem inneren Vorwartsprimer und verlangerte das PCR-
Produkt um weitere 38 bp, die zum TN-N-Lokus homolog waren. Am 5" Ende wurde eine
zusatzliche Pmel-Erkennungssequenz eingefligt. Der aufere Ruckwartsprimer (TNN-53-

RV1) verlangerte das Amplifikat um 39 bp, die zur ausgewahlten TN-N-Region homolog
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waren und Uberlappte 25 bp mit dem inneren Rickwartsprimer. Auch hier wurde am 3" Ende

eine zusatzliche Pmel-Erkennungssequenz eingefugt.

5'TN-N loxP-tet

Pmel
AAAGTTTAAACRGAACTAGTTTCACTGCTATTAATAGCACATGCCTTAAAGGACAGCAGAGTAAGGACT Ascl  Pacl
AGGACAGCAGAGTAAGGACTGAGTAGCACACAATAACTTCGTATAGCATACATTATACGAAGTTATCTGGA
TATTGAAGCATATCGTATGTAATATGCTTCAATAGACCTTAAGCCGCGCGGRATTAATTIGTACAA tet |
- B

55 homologe Region loxP-Erkennungssequenz Linker-Region

Pacl

[[tet ]ceGCCGCCTGCAGGATTTAAATCTCGAGGTCGAC CTTCAGC Pmel
GTCCTAAATTTAGAGCTCCAGCTGAATTAATTCGAAGTCGACCCAGTATACTTCTGGGGAGAAGACGTTGT
EAAATTTG

TATACTTCTGGGGAGAAGACGTTGTATTGATTTACCTATACTTTAGGGGTAGTGTGTTTTATCG
~ —

Linker-Region 53 homologe Region

Abb. 4.4: Schematische Darstellung der Konstruktion des 5'TN-N loxP-tet Fragments liber verschachtelte
PCR. Zum TN-N-Lokus homologe Bereiche sind griin, die loxP-Erkennungssequenz rot, Linker-Regionen
schwarz und je eine Halfte der Tetrazyklinkassette (tet) ist als blaues Kastchen gekennzeichnet. Die Bereiche, in
denen die Primer miteinander oder mit der DNA hybridisierten, sind (berlagert dargestellt.
Restriktionserkennungssequenzen (Pmel, Ascl, Pacl), die fur die weitere Klonierung verwendet wurden sind
angegeben und mit einem schwarzen Kasten umrandet.

Die erfolgreiche Amplifikation des 1578 bp Fragments nach der zweiten PCR wurde in einem
Agarosegel uberprift und das Fragment in den pGEM-TE Vektor kloniert. Nach Bestatigung
der Sequenz durch Sequenzanalyse wurde das 1578 bp lange TNN loxP-tet Fragment Gber
Pmel ausgeschnitten und 0,5 pg zur Elektroporation der TNN hom/pML104/DH10R Zellen

(s. 1.1) eingesetzt.

Nach erfolgter homologer Rekombination und Selektion Uber Tetrazyklinresistenz
(vgl. Abb. 4.3 #2) wurde die Tetrazyklin-Kassette Uber Pacl ausgeschnitten und der Vektor
religiert (vgl. Abb. 4.3 #3). Die Sequenz des daraus resultierenden pA-KO-2/TN-
N hom 5'loxP Plasmids (vgl. Abb. 4.3 #4) wurde Uber Sequenzanalysen bestatigt und in
pML104/DH10R Zellen transformiert. Aus diesen TN-N hom 5’loxP/pML104/DH103 Zellen

wurden elektrokompetente Zellen hergestellt.

Als nachstes wurde 357 bp 3" von Exon 4 eine FRT/loxP-flankierte Neomycin/Kanamycin-
Kassette integriert. Hierfur wurde Uber verschachtelte PCR eine loxP-neo/kan-loxP-Kassette
am 3" und 5" Ende mit je 70 bp flankiert, die homolog zur ausgewahlten Intronregion 3" von
Exon 4 waren (vgl. Abb. 4.3 #5). Das Konstrukt wurde in zwei Teilsticken (3’5" TN-N und

3’3" TN-N homologes Fragment) amplifiziert, die spater Uber eine einzelne Sacl-

79



IV. Ergebnisse

Erkennungssequenz in der Neomycin/Kanamycin-Sequenz zusammengesetzt wurden
(vgl. Abb. 4.5).

3’5"TN-N homologes Fragment

Pmel

AAAGTTTAAACATAGGGAGGGGTTTATGACTTGCATCAAATAAGGAAAGCTCTGGGAACAACTCTC (TNN-35 FW1) Sacl
(TNN-35 FW2) AGGAAAGCTCTGGGAACAACTCTCGAAGCAGTGTTCTTCGGGTCTAGCCGC! AAGT I

(PGEMTE/pM3 neo-kan) CCCAGATCGGCGCCCTTCAAGGATATGAAAGATCT

-«

S~ KOEZRV2

3’5 homologe Region Linker-Region FRT/loxP-Erkennungssequenz

3'3'TN-N homologes Fragment

Sacl

AGATCTCCTAGAGTTAACACTGGAATGCGTI’TTACCG (PGEMTE/pM3 neo-kan) Pmel
--> (TNN-33 RV2) GTGACCGGCAGCAAAATGGCAGGTTTGTTTCTTTCGTCCCCTCCCCACCCTTGAAGATAAGTCTTTGCG
KOEZ FW2 (TNN-33 RV1) CACCCTTGAAGATAAGTCTTTGCGTATGTCGTCTAACGGGACAGTEAAATTTGTTT
¥
Linker-Region 373 homologe Region

Abb. 4.5: Schematische Darstellung der Klonierung des 3°TN-N loxP-neo/kan-loxP Konstrukts tiber
verschachtelte PCR. Das Konstrukt wurde in zwei Fragmenten (3°5"TN-N homologes Fragment und 3°3"TN-N
homologes Fragment) kloniert, die Uber Sacl innerhalb der Neomycin/Kanamycin-Sequenz (neo/kan)
zusammengesetzt wurden. Zum TN-N-Lokus homologe Regionen sind grin, Linker-Regionen schwarz und
FRT/loxP-Erkennungssequenzen rot gekennzeichnet. Die Bereiche, in denen die Primer miteinander oder mit der
DNA hybridisierten, sind Uberlagert dargestellt. Die neo/kan-spezifischen Primer sind mit Richtungsangabe als
schwarze Pfeile dargestellt. Zur weiteren Klonierung verwendete Restriktionserkennungssequenzen (Pmel, Sacl)
sind hervorgehoben.

Das 3’5" TN-N homologe Fragment bestand aus 70 bp, die homolog zur ausgewahlten
Intronregion 5° von Exon 4 des TN-N Gens waren, gefolgt von einer kurzen Linker-Region,
einer FRT/LoxP-Erkennungssequenz und der 5" Halfte der Neomycin/Kanamycin-Kassette.
Zur Amplifikation wurde ein innerer Vorwartsprimer (TNN-35-FW2) ausgewahlt, der 5 bp der
FRT/loxP-Erkennungssequenz und 16 bp der Linker-Region des pGEM-TE/pM3 neo-kan
Templates erkannte und das Amplifikat um 39 bp verlangerte, die homolog zur ausgewahlten
Intronregion 5° von Exon 4 waren. Der dauBere Vorwartsprimer (TNN-35-FW1) hybridisierte
mit 24 bp des inneren Vorwartsprimers und verlangerte das PCR-Produkt um 31 bp, die dem
TN-N-Lokus homolog waren. Am aufleren 5 Ende wurde eine zusatzliche Pmel-
Erkennungssequenz integriert. Der Rickwartsprimer (KOEZ RV2), der fiir beide Reaktionen

verwendet wurde, hybridisierte innerhalb der Neomycin/Kanamycin-Kassette.

Um das 3°3" TN-N homologe Fragment zu klonieren, das aus der 3" Halfte der
Neomycin/Kanamycin-Kassette, einer FRT/loxP-Erkennungssequenz, einer Linker-Region

und 70 bp, die homolog zum ausgesuchten TN-N-Lokus waren, bestand, wurde ein innerer
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Ruckwartsprimer (TNN-33-RV2) verwendet, der 20 bp der Linker-Region des pGEM-
TE/M3 neo-kan Templates erkannte und das PCR-Produkt um 49 bp des TN-N-Lokus
verlangerte. Der duf3ere Rickwartsprimer (TNN-33-RV1) hybridisierte mit 24 bp des inneren
Primers und verlangerte das Amplifikat um weitere 21 bp, die homolog zur Intronregion
3" von Exon 4 waren. AulRerdem wurde am auf3eren 5" Ende eine Pmel-Erkennungssequenz
integriert. Der Vorwartsprimer fir beide PCRs (KOEZ FW2) hybridisierte innerhalb der
Neomycin/Kanamycin-Kassette und wurde so ausgewahlt, dass das 3°3" TN-N homologe
Fragment und das 3°5° TN-N homologe Fragment Uberlappten und eine einzelne Sacl-
Erkennungssequenz einschlossen. Uber diese und eine weitere Sacl-Erkennungssequenz

im pGEM-TE Vektor, konnten die beiden Fragmente spater zusammengesetzt werden.

Das 1637 bp lange 3'5° TN-N homologe Fragment und das 1599 bp lange 3°3" TN-N
homologe Fragment wurden nach Adenylierung in den pGEM-TE-Vektor ligiert (pGEM-
TE/3’5"TN-N und pGEM-TE/3"3'TN-N) und sequenziert. Nachdem die Sequenz bestatigt
und die Orientierung der Fragmente im Vektor bestimmt wurde, wurde pGEM-TE/3"3 " TN-N
Uber Restriktion mit Sacl linearisiert und das 1637 bp lange 3'5° TN-N homologe Fragment
Uber Sacl aus dem Vektor isoliert. Nach Gelaufreinigung und Ligation der beiden Fragmente
zu pGEM-TE/3'TN-N loxP-neo/kan-loxP wurde die Sequenz Uber Sequenzanalysen
bestatigt. Das 3167 bp lange 3'TN-N loxP-neo/kan-loxP Insert wurde Uber Pmel aus dem
Vektor isoliert, aufgereinigt und 0,5 ug zur Elektroporation der im vorigen Schritt
hergestellten TN-N hom 5’loxP/pML104/DH10R Zellen verwendet.

Es konnte jedoch auch nach acht Versuchen keine Rekombination des 3 TN-N loxP-
neo/kan-loxP Fragments in den TN-N-Lokus nachgewiesen werden, weshalb die Strategie,

wie im nachsten Abschnitt beschrieben, gedndert wurde.

1.3 Ersetzen der Exone 2-4 durch die Neomycin/Kanamycin-Kassette

Da die Integration des 3'TN-N loxP-neo/kan-loxP Fragments in den TN-N-Lokus uber
homologe Rekombination nicht erfolgreich war, wurde die Strategie zur Herstellung des
TN-N Zielvektors geandert.

Bei der Isolierung des TN-N-Genlokus mit Hilfe der A-ko2 Phagenbibliothek wurde eine Ascl-
Erkennungssequenz 3" von Exon 4 eingeflgt (vgl. S.77 1.1). Aullerdem wurde mit der
5’loxP-Erkennungssequenz 5 von Exon 2 eine weitere Ascl-Erkennungssequenz in das
pTN-N hom 5’loxP Plasmid eingeflgt (vgl. Abb. 4.3 #3). Da auch die Neomycin/Kanamycin-
Kassette des 3 TN-N loxP-neo/kan-loxP Fragments von Ascl-Erkennungssequenzen

flankiert war, konnte Uber Ascl-Restriktion die TN-N-genomische Region der Exone 2-4
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gegen die Neomycin/Kanamycin-Resistenzkassette ausgetauscht werden. Es wurde ein
3646 bp Fragment des TN-N-Lokus entfernt, das aus 390 bp der Intronregion 5" von Exon 2,
den Exonen 2, 3 und 4 sowie 375 bp der Intronregion 3" von Exon 4, bestand. Die eingefugte

Neomycin/Kanamycin-Kassette bestand aus 2877 bp.

Der resultierende 11465 bp lange TN-N Zielvektor bestand aus einem 3047 bp langen
kurzen Arm, der mit dem 3" Ende von Intron 1 identisch war, einer einzelnen loxP-
Erkennungssequenz, einer Neomycin/Kanamycin-Selektionskassette und 5541 bp, die dem
5" Ende von Intron 5 homolog waren. Der TN-N Zielvektor wurde zur Herstellung einer

konstitutiven TN-N"- Maus in die ES-Zellen transfiziert.

1.4 Verdnderung des TN-N-Lokus in mausembryonalen Stammzellen und Nachweis

positiver Klone liber Southern-Blot-Analyse

Der TN-N Zielvektor wurde tUber Pmel linearisiert und 30 ug dieser DNA zur Elektroporation
von 1x10” IDG32 ES-Zellen zur homologen Integration in den TN-N-Lokus eingesetzt
(vgl. Abb. 4.6). Nach Selektion Uber Geneticin (G418) wurden 288 resistente Klone gepickt
und die genomische DNA aufgereinigt. Uber PCR und Southern-Blot-Analysen wurde

anschlieltend die erfolgreiche Rekombination Gberpriift.

linearisierter
TN-N Zielvektor loxP

|
e S I R —

1 I \ \
. . 1 ] \ \
wildtypischer ! ! \\\ \\\
TN-N Genlokus Hindlll /' H \ \ Hindlll

| __Exon H N 22

Y7 N\
/4 [ 1 [ 2 | EN KR /1]
7 /7

Hindlll

homologe Rekombination l

knockout
TN-N Genlokus Hindil Hindlll Hindlll
loxP

// | Exon |
/A—— — e
77

Abb. 4.6: Schematische Darstellung des Rekombinationsereignisses in ES-Zellen. TN-N-Regionen, die als
langer und kurzer homologer Arm des Zielvektors dienten, sind dunkelgriin hervorgehoben, die Exone sind als
gelbe Kastchen, die loxP-Erkennungssequenz als rotes Dreieck und die Neomycin/Kanamycin-Resistenzkassette
(neo/kan) als orangener Kasten dargestellt. Des Weiteren sind die Positionen der Restriktionssequenzen (Hindlll)
eingezeichnet.
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Um erfolgreich homolog rekombinierte ES-Zellklone tGber PCR zu identifizieren, wurden zwei
alternative Vorwartsprimer (TNNgeno FW1 und TNNgeno FW2) konstruiert, die mit der
genomischen DNA 127 bp, bzw. 228 bp 5" des kurzen Armes des TN-N Zielvektors
hybridisierten. Die beiden alternativen Ruckwartsprimer zur Identifizierung der
rekombinierten ES-Zellklone (neo-seq RV1 und neo-seq RV2) hybridisierten innerhalb der
ersten 70 bp der Neomycin/Kanamycin-Kassette (vgl. Abb. 4.7 B). Die amplifizierten
Knockout-Fragmente der unterschiedlichen Primer-Kombinationen (vgl. Tab. 4.1) sind ca.
3300-3400 bp groB. Als Positivkontrolle wurde auch das Wildtyp-Fragment amplifiziert.
Hierzu wurden die gleichen Vorwartsprimer, wie zur Amplifikation der Knockout-Fragmente
verwendet und der entsprechende Rickwartsprimer (TNNgeno RV1) wurde so gewahlt, dass
die PCR-Produkte ungefahr die gleiche Grofle besallen, wie das Knockout-PCR-Produkt
(vgl. Abb. 4.7 A).

neo-seq RV1 3281 bp

TNNgeno FW1
Knockout neo-seq RV2 3311 bp
neo-seq RV1 3383 bp

TNNgeno FW2
neo-seq RV2 3413 bp
. TNNgeno FW1 3297 bp

Wildtyp TNNgeno RV1

TNNgeno FW2 3399 bp

Tab. 4.1: Ubersicht iiber die verwendeten Primer-Kombinationen zur Genotypisierung der ES-Zellklone
nach homologer Rekombination in ES-Zellen.

Es konnten jedoch weder das wildtypische, noch das Knockout-Fragment spezifisch
amplifiziert werden. Auch Veranderungen der MgCl, Konzentrationen (0,5-3 mM MgCl,), der
Anlagerungstemperatur (58°C-69°C) und die Verwendung unterschiedlicher Polymerasen
(AccuPrime Taq DNA Polymerase High Fidelity, verschiedene Taq Polymerasen, Phusion™
Hot Start High-Fidelity DNA Polymerase, Pfu DNA Polymerase, Taq DNA Polymerase) fihrte
zu keiner erfolgreichen Amplifikation. Daher wurde beschlossen, homolog rekombinierte

Klone direkt Gber Southern-Blot-Analysen nachzuweisen.

Fir die Southern-Blot-Analysen wurden Uber PCR drei verschiedene Sonden amplifiziert.
Sonde 1 (Primer: TNN-Sonde-FW1 und TNN-Sonde-RV1) hybridisierte mit der genomischen
Region 227 bp 5" des Zielvektors, Sonde 2 (Primer: TNN-Sonde 2 FW und TNN-
Sonde 2 RV) hybridisierte 3156 bp 5° des Zielvektors und Sonde 3 (Primer: TNN-
Sonde 3 FW und TNN-Sonde 3 RV) hybridisierte 2302 bp 5 des Zielvektors (vgl. Abb. 4.7).

Als Template fir die PCRs wurde genomische DNA verwendet, die aus Schwanzbiopsien
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wildtypischer Mause isoliert wurde. Die Sonden wurden in den pGEM-TE Vektor kloniert, die
Sequenz Uber Sequenzierung bestatigt und Uber die beiden Notl Erkennungssequenzen des

Vektors wieder isoliert.

wildtypischer git:Ir\:edk:rorse uenz
TN-N Genlokus  inqmn ) R g Hindlll
Sonde| 2 3 1 7/ 1
(A) 77 |I L] [ 2 | [ s [ [4] /1]
77 L, TNNgeno Fw1 77
> TNNgeno FW2 <« TNNgeno RV1
\ )
Y
13908 Bp
knockout ;::Ir\::l:rorsequenz
TN-N Genlokus Hindlll ; > Hindlll Hindlll
4,2 Sonde| 2 3 1 loxP | ./ |
® [/ [T P> neokan | | y/an
77 |_> TNNgeno FW1 neoseq RV1 7
— TNNgeno FW2 neoseq RV2 4—

Y
9516 Bp

Abb. 4.7: Schematische Darstellung des Nachweises der wildtypischen und Knockout-DNA iiber PCR und
Southern-Blot-Analysen. Die Positionen der Sonden 1 und 3 sind hellrot dargestellt, Sonde 2 ist dunkelrot
hervorgehoben. Die verschiedenen Primer sind blau eingezeichnet. Des Weiteren sind die fir Southern-Blot-
Analysen verwendeten Erkennungssequenzen (Hindlll) und die resultierenden DNA Fragmente eingezeichnet.
Die Exone sind als gelbe Kastchen, die Neomycin/Kanamycin-Selektionskassette (neo/kan) als orangener Kasten
und die loxP-Erkennungssequenz als rotes Dreieck eingezeichnet.

Alle drei Sonden wurden im Southern-Blot auf Wildtyp-DNA, die zuvor mit Hindlll gespalten
wurde, getestet. Hierzu wurden die Sonden-Fragmente mit **P dCTP radioaktiv markiert und
die Test-Blots Giber Nacht bei 60°C mit den radioaktiven Sonden hybridisiert.

Sonde 1 Sonde 2
1 2 3 M 12 3 M
wt Bande ;
14,6 kb =
1,6 kb ==

Abb. 4.8: Southern-Blot-Analysen zum Testen der TN-N-Sonden 1, 2 und 3. Es wurden 3 verschiedene DNA
Proben (1-3) und der DNA-Marker (M) aufgetragen. Die errechnete Hohe der wildtypischen Banden (wt Bande),
sowie die 1,6 kb Markerbande sind markiert.
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Es wurden genomische DNAs aus drei verschiedenen Praparationen mit Hindlll geschnitten,
wobei Probe drei nur unvollstandig geschnitten war. Mit Sonde 2 konnten die 14,6 kb grol3e
Wildtyp-Bande am besten detektiert werden (vgl. Abb. 4.8), weshalb diese Sonde zur

Analyse der ES-Zellklone verwendet wurde.

Die genomische DNA der ES-Zellen wurde mit Hindlll gespalten, auf eine Nylon Membran
geblottet und die Membran mit **P radioaktiv markierter TN-N Sonde 2, {iber Nacht bei 60°C
hybridisiert.

wt Bande ___ |
14,6 kb

ko Bande __ L
9,1 kb

Abb. 4.9: Nachweis der homologen Rekombination im Southern-Blot. Dargestellt ist die DNA von 18
verschiedenen ES-Zellklonen (1-18). Die errechnete Hohe der erwarteten Banden fiir den Wildtyp (wt Bande) und
fir den Knockout (ko Bande) sind eingezeichnet. Die DNA in Spur 3 ist nicht vollstandig gespalten.

Die HindllI-Restriktion des wildtypischen Allels erzeugte ein Fragment, das im Southern-Blot
bei 14,6 kb zu detektieren war, das Knockout-Allel war bei 9,1 kb zu detektieren. In Abb. 4.9
ist ein reprasentativer Blot dargestellt. Die 14,6 kb Bande zum Nachweis des Wildtyp-Lokus
war klar zu erkennen, es konnte jedoch fiur keinen der 288 gepickten ES-Zellklone die 9,1 kb

Knockout-Bande nachgewiesen werden (vgl. Abb. 4.9).
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2. Konstruktion des Zielvektors zur Herstellung einer CHST-12
KO-Maus

Der CHST-12-Genlokus der Maus liegt auf Chromosom 5 und besteht aus 2 Exonen, von
denen jedoch nur Exon 2 kodierend ist. Um eventuelle Promoter- oder Enhancer-Regionen
5" von Exon 2 nicht zu zerstéren, wurde beschlossen, die loxP-Erkennungssequenz 23 bp
vor das Start ATG in das Exon 2 zu setzen, die Neomycin/Kanamycin-Resistenzkassette

wurde 673 bp 3" von Exon 2 integriert.

Das pBCM1B8II Plasmid, das aus einem 8,18 kb BamHI-Fragment des CHST-12-Genlokus,
welches aus Exon 2 sowie 2523 bp 5° von Exon 2 und 3960 bp 3" von Exon 2 bestand,
wurde mit BamHI geschnitten und das 8,18 kb CHST-12 Fragment in den pBluellks+ Vektor
kloniert. Das daraus resultierende pBluellks+/CHST-12 hom Plasmid wurde in
pML104/DH10R Zellen transformiert und elektrokompetente Zellen hergestellt, die als CHST-
12 hom/pML104/DH10M Zellen bezeichnet wurden.

2.1 Integration einer 5’'loxP-Erkennungssequenz

Um die 5’loxP-Erkennungssequenz in den CHST-12-Lokus einzufigen, wurde Uber
verschachtelte PCR ein 5°"CHST-12 loxP-tet-loxP Konstrukt amplifiziert (vgl. Abb. 4.10 und
Abb. 4.11 #1). Dieses Konstrukt bestand aus einer loxP-tet-loxP-Kassette, die 5" und 3" mit
je 70 bp langen DNA-Sequenzen flankiert wurde, die homolog zu ausgewahlten Bereichen
des CHST-12-Lokus waren. Als Template fiir die verschachtelten PCRs diente das Plasmid
ploxP-tet-loxP, das eine mit loxP-Erkennungssequenzen flankierte Tetrazyklinsequenz
enthielt. Um unspezifische Bindungen der Primer an die loxP-Sequenzen zu verhindern,
wurde das Konstrukt in zwei Schritten amplifiziert und die beiden Teilstlicke (5°5'CHST-
12 homologes Fragment und 5°3’'CHST homologes Fragment) anschlieRend uber eine

einzelne BamHI-Erkennungssequenz innerhalb der Tetrazyklinsequenz zusammengesetzt.

Das 5°5'CHST-12 homologe Teilstick des 5’ CHST-12 loxP-tet-loxP Konstrukts bestand aus
70 bp, die homolog zu den ersten 56 bp von Exon 2, sowie zu den letzten 14 bp des Intron 1
des CHST-12-Gens waren (vgl. Abb. 4.10). Dieser homologen Region schloss sich eine
loxP-Erkennungssequenz, eine kurze Linker-Sequenz und die 5 Halfte der
Tetrazyklinsequenz an. Der innere Vorwartsprimer (CHST12-55-FW2) flir die verschachtelte
PCR wurde so gewahlt, dass er mit der ersten loxP-Erkennungssequenz des ploxP-tet-loxP
Templates hybridisierte und dieses um 32 Basen, die homolog zum gewahlten CHST-12-
Lokus waren, verlangerte. Der aul3ere Vorwartsprimer (CHST12-55-FW1) fiur die zweite PCR

Uberlappte 22 bp mit der Sequenz des inneren Primers, verlangerte das PCR-Produkt um
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weitere 38 bp, die homolog zum CHST-12-Lokus waren und besal® am 5" Ende eine
zusatzliche Pmel-Erkennungssequenz. Der Rulckwartsprimer (tet RV1) hybridisierte
innerhalb der Tetrazyklinsequenz und blieb fir die innere und aul’ere PCR-Reaktion gleich.
Die erfolgreiche Amplifikation des 519 bp groRen PCR-Produkts wurde in einem Agarosegel

Uberprift.

5°5" CHST-12 homologe Region

Pmel
AAGTTTAAAQTCTGGCCTCTCCAGGTCCGTCTCCCAGGGACCATGTCCCAGCTGTGCACAAGGCTGAAGT (CHST12-55 FWA1) BamHI
(CHST12-55 FW2) CAGCTGTGCACAAGGCTGAAGTGAAGGGCCAGATAACTTCGTATAGCATACATTATACGAAGTTATCTGGA |
(ploxP-tet-loxP) TATTGAAGCATATCGTATGTAATATGCTTCAATAgaccttaagcegegeggaattaatt

—_— SR —— I g

. . tet RV1
5’5" homologe Region loxP-Erkennungssequenz Linker-Region !

5’3" CHST-12 homologe Region

BamHI

[ tet |ctcgaggtcgacggtatcgataagctc ATAACTTCGTATAGCATACATTATACGAAGTTAT (ploxP-tet-loxP)
(CHST12:53 RV2) TCGAGTATTGAAGCATATCGTATGTAATATGCTTCAATAGTCGAGEGGGTCGGGTCCCGTCGTACTGGTTCGGCG
(CHST12-53 RV1) TCCCGTCGTACTGGTTCGGCGCCGAGAAGGCCGACACCGACCATGATCCCAGCCGAGAGTAGAAATTTGTTT

Sacl -
T~ — 2 Pmel

Linker-Region loxP-Erkennungssequenz 5’3" homologe Region

tet FW1

~—

Abb. 4.10: Schematische Darstellung der Klonierung des 5 CHST-12 loxP-tet-loxP Konstrukts tiber
verschachtelte PCR. Das Konstrukt wurde in zwei Schritten hergestellt und die beiden Fragmente (5°5°CHST-12
homologe Region und 5°3’CHST-12 homologe Region) Uber eine einzelne BamHI-Erkennungssequenz in der
Tetrazyklinsequenz (tet) zusammengesetzt. Die Bereiche, in denen die Primer miteinander oder mit der DNA
hybridisierten, sind Uberlagert dargestellt. Die Position der zur weiteren Klonierung verwendeten
Restriktionserkennungssequenzen sind hervorgehoben und die Tetrazyklin-spezifischen Primer sind mit
Richtungsangaben als schwarze Pfeile dargestellt.

Das 5°3'CHST-12 homologe Teilstiick des 5°"CHST-12 loxP-tet-loxP Konstrukts bestand aus
der 3" Halfte der Tetrazyklinsequenz, einer kurzen Linker-Region, einer loxP-
Erkennungssequenz und 70 bp, die homolog zu den Basen 57-133 des Exon 2 des
CHST-12-Gens waren (vgl. Abb. 4.10). Die Basen 60-61 (TGG) wurden hierbei gegen CTC
ersetzt, um eine Sacl-Erkennungssequenz in den CHST-12-Lokus einzufugen, die in
Southern-Blot-Analysen, nach Rekombination in ES-Zellen, die ldentifizierung erfolgreich

homolog rekombinierter Klone ermdéglichen sollte.

Fir die verschachtelte PCR dieses Konstrukts wurde der innere Rickwartsprimer (CHST12-
53-RV2) so konstruiert, dass er die 3" gelegene loxP-Erkennungssequenz des ploxP-tet-loxP
Templates erkannte und um 30 bp, die homolog zum gewdahlten CHST12-Lokus waren,
verlangerte. AuRerdem wurde, wie oben beschrieben, zwischen der loxP-
Erkennungssequenz und der 5'3’homologen Region eine zusatzliche Sacl-

Erkennungssequenz eingefiigt. Der &ufere Rickwartsprimer (CHST12-53-RV1) fur die
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zweite PCR Uberlappte 21 bp mit dem inneren Riuckwartsprimer und verlangerte das erste
PCR-Produkt um weitere 40 bp, die dem gewahlten 5°3’homologen Bereich entsprachen.
Am 3" Ende des Primers wurde eine zusatzliche Pmel-Erkennungssequenz eingefugt. Der
verwendete Vorwartsprimer (tet FW1) innerhalb der Tetrazyklinsequenz wurde so gewahlt,
dass das 5°5'CHST-12 homologe Fragment mit dem 5°3’CHST-12 homologen Fragment
Uberlappte und Uber eine einzelne BamHI-Erkennungssequenz innerhalb der
Tetrazyklinsequenz zusammengesetzt werden konnte. Die erfolgreiche Amplifikation des

1107 bp groflen Fragments wurde in einem Agarosegel Uberpruift.

() sy DR 55 5'CHST-12 loxP-tet-loxP Fragment
hom

hom

BamHI BamHI
@ L M1 genom. Region
Exon 2 pBluellks+/CHST-12 hom
l homologe Rekombination
hom hom pBluellks+/CHST-12hom 5 loxP-tet -loxP
l cre Rekombinase

Exon 2 3" hom pBluellks+/ CHST-12hom 5'loxP

/

@ 3’CHST-12 loxP-neo/kan-loxP Fragment -‘ neo/kan '-

l homologe Rekombination

CHST-12 ORF [ cHST-12 Zielvektor |

‘ " " neo/kan "

loxP FRT/loxP FRT/loxP
Exon 2

Abb. 4.10: Schematische Darstellung der Klonierungsstrategie des CHST12 Zielvektors. Die einzelnen
Klonierungsschritte wurden durchnummeriert und werden im Text erldutert. Die Tetrazyklin-Kassette (tet) ist als
blauer, die Neomycin/Kanamycin-Resistenzkassette (neo/kan) als orangener Kasten dargestellt. Als homologe
Regionen (hom) verwendete Bereiche sind dunkelgriin, Exon 2 ist als gelber Balken hervorgehoben. Die loxP-
Erkennungssequenzen sind ist als rotes Dreieck, die FRT-Sequenzen als graue Boxen dargestellt.

Die 5" und 3  Teilsticke des 5 CHST12 loxP-tet-loxP Konstrukts wurden (ber ein
praparatives Gel aufgereinigt und nach Adenylierung in den pGEM-TE-Vektor ligiert
(PGEM-TE/5'5°CHST-12 hom und pGEM-TE/5'3'CHST-12 hom). Durch Sequenzanalyse
wurde die Richtigkeit der Sequenzen und die Orientierung der PCR-Produkte im Vektor
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Uberpruft. Mit Hilfe der BamHI-Erkennungssequenz innerhalb der Tetrazyklinsequenz und
einer einzelnen Ncol-Erkennungssequenz aus dem pGEM-TE-Vektor konnte pGEM-
TE/5"3’"CHST-12 hom linearisiert und das 519 bp groRe 5°3'CHST-12 hom Insert aus dem
Vektor isoliert werden. Nach Aufreinigung Uber ein praparatives Gel wurden die beiden
Fragmente zu 5CHST12 pGEM-TE/loxP-tet-loxP ligiert und die Sequenz Uber

Sequenzanalysen bestatigt.

Um das 5CHST12 loxP-tet-loxP Fragment in die elektrokompetenten CHST-
12 hom/pML104DH10M Zellen zu elektroporieren wurde das 1612 bp grof3e Insert Gber Pmel
aus dem pGEM-T Easy Vektor ausgeschnitten und 0,5 ug fir die Elektroporation eingesetzt.
(vgl. Abb. 4.11 #2). Erfolgreich rekombinierte Klone wurden Uber Tetrazyklinresistenz
selektiert, die DNA isoliert und nach Sequenzanalyse, zum Deletieren der Tetrazyklin-
Kassette Uber das Cre-loxP-System, in BNN 132 Zellen mit endogener Cre-Rekombinase
transformiert (vgl. Abb. 4.11 #3). Die daraus resultierende pBluellks+/CHST-12 hom 5’loxP
DNA wurde isoliert (vgl. Abb.4.11 #4), die Deletion der Tetrazyklin-Kassette uber
Sequenzanalyse bestatigt und das Plasmid in pML104/DH10% Zellen transformiert, um
elektrokompetente Zellen herzustellen, die als CHST-12 hom 5’loxP/pML104/DH10R

bezeichnet wurden.

2.2 Integration einer loxP-neo/kan-loxP-Kassette

Um die 3’ loxP-neo/kan-loxP-Kassette einzufiigen, wurde Uber verschachtelte PCR ein
3'CHST-12 loxP-neo/kan-loxP Fragment kloniert (vgl. Abb. 4.11 #5 und Abb. 4.12). Dieses
Fragment bestand aus einer FRT/loxP-flankierten Neomycin/Kanamycin-Kassette, die 3" und
5" von einer Linker-Region und je 70 bp langen Sequenzen flankiert war, die homolog zur
genomischen Sequenz 603 bp stromabwarts von Exon 2 waren. Als Template diente das
pM3 neo-kan/pGEM-TE Plasmid, das unter anderem eine Neomycin/Kanamycin-Kassette,

die 3" und 5" von FLT und loxP-Sequenzen flankiert wurde, enthielt.

Ebenso wie das 5'CHST-12 loxP-tet-loxP Konstrukt, wurde auch dieses Fragment in zwei
Schritten (3'5°CHST-12 homologes Fragment und 3°3'CHST-12 homologes Fragment)
amplifiziert, um unspezifische Bindungen der Primer an die loxP-Erkennungssequenzen zu

minimieren (vgl. Abb. 4.12).

Zur Amplifikation des 3'5°CHST-12 homologen Teilstlicks wurde der innere Vorwartsprimer
(CHST12-35-FW2) so ausgewahlt, dass er mit den ersten 5 Basen der ersten FRT-Sequenz
des Templates sowie der 14 bp Linker-Region hybridisierte und diese um 42 bp verlangerte,

die homolog zur ausgewahlten Region des CHST-12-Lokus waren. Der &ulere
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Vorwartsprimer (CHST12-35-FW1) fur die zweite PCR Uberlappte 21 bp mit der Sequenz
des inneren Primers und verldngerte das PCR-Produkt um 28 bp, die homolog zur
ausgewahlten genomischen CHST-12-Region waren. Zusatzlich wurde eine 5 Pmel-
Erkennungssequenz eingefligt. Der Ruckwartsprimer (KOEZ RV2), der fur beide PCR-
Reaktionen verwendet wurde, hybridisierte innerhalb der Neomycin/Kanamycin-Kassette.

Das resultierende 1566 bp grol’e Fragment wurde in einem Agarosegel Uberpruft.

3'5°CHST-12 homologe Region

Pmel

AAAGTTTAAAGAGTTGTGAGCCACCATGGGAGTGTCAGGTCCTCCTGGAAGCAGGCAGTG (CHST12-35 FW1) Sacl
(CHST12-35 FW2) TCCTCCTGGAAGCAGGCAGTGCTTGTTACCATGGAGACATCAGGGTCTAGCCGCGGGAAGT ‘

(PM3 neo-kan/pGEMTE) CCCAGATCGGCGCCCTTCAAGGATATGAAAGATCTIIERNNIGREM  neokan |
-
— KOEZ RV2

3’5 homologe Region Linker-Region FRT/loxP-Erkennungssequenz
3’3'CHST-12 homologe Region
ISacI
AGATCTCCTAGAGTTAACACTGGAATGCGTI’TTACCG (PM3 neo-kan/pGEMTE) Pmel
(CHST-12-33 RV2) GTGACCGGCAGCAAAATGGCAAGAGAGGTCGGGGAAACGGAGATAAACATTCCTCTCCGTC
KOEZ FW2 (CHST-12-33 RV1)  TCCTCTCCGTCCACGTAGGAAACTCACACTTTTGGGTAGACAAATTTGTTT

—

FRT/loxP-Erkennungssequenz Linker-Region 3°3 homologe Region

Abb. 4.12: Schematische Darstellung der Klonierung des 3’CHST-12 loxP-neo-kan-loxP Konstrukts iiber
verschachtelte PCR. Das Konstrukt wurde in zwei Teilfragmenten (3'5°CHST-12 homologe Region und
3'3'CHST-12 homologe Region) kloniert, die Uber eine einzelne Sacl-Erkennungssequenz innerhalb der
Neomycin/Kanamycin-Sequenz (neo/kan) zusammengesetzt wurden. Die Bereiche, in denen die Primer
miteinander oder mit der DNA hybridisierten, sind Uberlagert dargestellt. Die Neomycin/Kanamycin-spezifischen
Primer sind mit Richtungsangaben als schwarze Pfeile dargestellt. Zur weiteren Klonierung verwendete
Restriktions-Erkennungssequenzen (Sacl, Pmel) sind hervorgehoben.

Das 3'3'CHST-12 homologe Teilstlick bestand aus der 3" Halfte der Neomycin/Kanamycin-
Kassette, gefolgt von einer FRT/loxP-Sequenz, einer Linker-Sequenz und 70 bp, die
homolog zur ausgewahlten Sequenz 3" von Exon 2 waren (vgl. Abb. 4.12). Der innere
Ruckwartsprimer (CHST12-33-RV2) hybridisierte mit 20 bp der Linker-Sequenz des
Templates und verlangerte das PCR-Produkt um 41 bp, die homolog zur Intronsequenz des
CHST-12-Lokus waren. Der aufliere Rickwartsprimer (CHST12-33-RV1) der zweiten PCR
Uberlappte 11 bp mit dem inneren Rickwartsprimer und verlangerte das erste PCR-Produkt
um weitere 29 bp, die der ausgesuchten Intronregion entsprachen. Am 3" Ende des Primers
wurde eine zusatzliche Pmel-Erkennungssequenz eingefiigt. Der Vorwartsprimer
(KOEZ FW2) beider PCR-Reaktionen, innerhalb der Neomycin/Kanamycin-Kassette, wurde
so gewahlt, dass das PCR-Produkt mit dem 3'5°'CHST-12 homologen Fragment Uberlappte

und eine einzelne Sacl-Erkennungssequenz in der Neomycin/Kanamycin-Kassette besal},
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Uber die die beiden Fragmente spater ligiert werden konnten. Das 1702 bp grofle PCR-

Produkt wurde Uber ein Agarosegel analysiert.

Die 3'5'CHST-12 und 3°3'CHST-12 homologen Fragmente wurden nach Adenylierung in
den pGEM-TE-Vektor ligiert (pGEM-TE/3'5'CHST-12 hom, pGEM-TE/3"3’'CHST-12 hom),
die Richtigkeit der Sequenz Uiber Sequenzanalysen bestatigt und die Orientierung der Inserts
im Vektor bestimmt. Durch Restriktion mit Sacl wurde pGEM-TE/3°3'CHST-12 hom
linearisiert und aus pGEM-TE/3'5'CHST-12 hom das 1566 bp grol3e Insert isoliert. Die
beiden Fragmente wurden Uber ein praparatives Gel aufgereinigt und zu pGEM-TE/CHST-
12 loxP-neo-kan-loxP ligiert (vgl. Abb. 4.11 #5). Das Plasmid wurde sequenziert und das
3189 bp grolRe CHST-12 loxP-neo-kan-loxP Insert Gber Pmel aus dem pGEM-TE Vektor
ausgeschnitten. Nach Aufreinigung wurden 0,5 ug DNA zur Elektroporation der zuvor
hergestellten CHST-12 hom 5'1oxP/pML104/DH10R Zellen verwendet.

Der aus der homologen Rekombination des CHST-12 loxP-neo-kan-loxP Fragments in die
CHST-12 hom 5°loxP DNA resultierende CHST-12 Zielvektor bestand aus 8,18 kb des
CHST-12-Lokus, die das Exon 2 einschlossen. Im Exon 2 wurde 23 bp vor dem Start ATG
eine einzelne loxP-Erkennungssequenz integriert, der unmittelbar eine Sacl-
Erkennungssequenz folgte. 603 bp 3° von Exon2 wurde eine FRT/loxP-flankierte

Neomycin/Kanamycin-Kassette integriert (vgl. Abb. 4.11 #5).

Dieser Vektor kann nun zur Transfektion von Maus ES-Zellen verwendet werden.
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Projekt 2

Analyse der CHST-14 KO-Maus

Um die Funktion der Dermatan-spezifischen Sulfotransferase (CHST-14) in vivo zu
untersuchen, wurde in unserem Labor eine CHST-14 KO-Maus (CHST-14") generiert. Da
diese Sulfotransferase unter anderem fur die Sulfatierung der Chondroitin/Dermatansulfat-
Proteoglykane verantwortlich ist und bekannt ist, dass diese Glykoproteine einen negativen
Einfluss auf die Regeneration des ZNS haben, sollte die funktionelle Regeneration nach
Riickenmarklésionen in CHST-14"" Mausen naher untersucht werden (M5-CB2-KO Linie).
Des Weiteren sollte der Einfluss der fehlenden Sulfatierung auf das Verhalten der CHST-14"
Mause analysiert werden (M5-CB2-KO/F Linie).

1. Phanotypische Analyse der CHST-14" Mause

Zuerst wurden die Tiere nach grobanatomischen Gesichtspunkten und in Bezug auf die
Geburtsrate untersucht. Schon mit bloBem Auge waren die CHST-14" Mause beider Linien
von ihren wildtypischen Geschwistern zu unterscheiden, da sie merklich kleiner (vgl. Abb.
4.13) und leichter waren (vgl. Abb. 4.14).

Abb. 4.13: GroRenunterschied der CHST-14"" und Wildtyp-Miuse. Gezeigt sind zwei finf Wochen alte
Weibchen aus demselben Wurf; links Wildtyp (+/+), rechts CHST-14™" (-1-).
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Der Gewichtsunterschied war bei Tieren unterschiedlichen Alters und bei beiden
Geschlechtern zu beobachten. Nach Beobachtungen der Tierpflegerin (Eva Kronberg),
konnte man schon zum Zeitpunkt der Geburt einen Wurf in normal grof3e, kleine und winzige
Tiere unterscheiden, wobei die winzigen Tiere immer als CHST-14"" genotypisiert wurden. Im
Alter von 0-3 Monaten, war im Vergleich zu den wildtypischen Geschwistern bei den
CHST-14" Mannchen ein Gewichtsunterschied von 13% und bei den CHST-14" Weibchen
von 17% festzustellen. Im Alter von 4-6 Monaten wiesen die CHST-14"" Mannchen, im
Vergleich zu den wildtypischen Geschwistern, einen Gewichtsunterschied von 17%, die
CHST-14" Weibchen von 21% auf. In der Zeitspanne von 7-12 Monaten waren die
CHST-14" Mannchen um 25% leichter als ihre wildtypischen Geschwister, die Weibchen
wogen durchschnittich 14% weniger. Bei Tieren Uber einem Jahr lagen die
Gewichtsunterschiede der beiden Genotypen bei den Mannchen bei 22%, bei den Weibchen
bei 14% (vgl. Abb. 4.14).

Mannchen Weibchen
(A) (B)
50 - k&% TEE *EkE * 50 xxk xhE
i .
1 1
40 £ 40
B = B T
¥ £ 30
] s
3 >
Q (&)
@ © “ o ——CHST-14 **
¢ z z c R CHST-14 -
4-6 7-12 >12 4-8 7-12 >12

Alter (Monaten) Alter (Monaten)

Abb. 4.14: Altersabhingige Gewichtsunterschiede der CHST-14" Miuse im Vergleich zu ihren
wildtypischen Geschwistern. Abgebildet ist das Gewicht der Mannchen (A) und Weibchen (B) in
unterschiedlichen Altersgruppen als Gruppenmittelwerte + SEM. Wildtypen (CHST-14”+) sind als weille, CHST-
147 Tiere als schwarze Balken dargestellt. Die Anzahl der verwendeten Tiere (n) pro Gruppe und Zeitpunkt ist in
den entsprechenden Balken notiert. *** p < 0,001; ** p < 0,01; * p < 0,05 (unpaired t-test).

Wurde das Genotypen-Verhaltnis verschiedener Wirfe betrachtet, war festzustellen, dass
die Geburtsrate der CHST-14" Tiere nicht der Mendelschen Verteilung entsprach und der
Wert fiir die CHST-14" Mause geringer war. Die Nachkommen heterozygoter Verpaarungen
wurden an zwei verschiedenen Embryonaltagen (E 15,5 und E 18,5) sowie nach der Geburt
(>P1) genotypisiert und das Verhaltnis der unterschiedlichen Genotypen zueinander
bestimmt. Bei beiden untersuchten pranatalen Zeitpunkten entsprach die Geburtsrate der
Nachkommen mit 26,32% und 24,53% annahernd der Mendelschen Regel (vgl. Tabelle 4.2),
wahrend postnatal die Anzahl der CHST14™ Tiere auf 12,24% verringert war.

93



IV. Ergebnisse

E155 |6 (31,6%) |8 (42,1%) |5 (26,32%)
E185 |19  (3585%) |21  (39,62%) |13  (24,53%)
>P1 | 154 (31,95%) | 269 (55,81%) |59  (12,24%)

Tabelle 4.2: Genotypen-Verteilung der Nachkommen aus heterozygoten Verpaarungen zu
unterschiedlichen pra- und postnatalen Zeitpunkten. Angegeben ist die Anzahl der Tiere aus mehreren
Wirfen und in Klammern die errechnete Anzahl in Prozent. Untersucht wurden die pranatalen Zeitpunkte E 15,5
und E 18,5 und postnatal > P1. (+/+ Wildtyp; +/- heterozygote Mause; -/- Knockout).

Eine weitere Auffalligkeit der CHST-14" Tiere zum Zeitpunkt der Geburt war eine
Deformation des Schwanzes. Nach Aussage der Tierpflegerin Eva Kronberg, war der
Schwanz gekringelt, glattete sich einige Tage nach der Geburt jedoch wieder. Bei der
M5-CB2-KO/F Linie, die zweimal auf C57BL/6J Hintergrund riickgekreuzt wurde, war dieses
Merkmal jedoch auch im adulten Tier zu beobachten, wobei die Starke der Auspragung von
Tier zu Tier variierte (vgl. Abb. 4.15).

Abb. 4.15: Deformation des Schwanzes bei den CHST-14"" Mausen der M5-CB2-KO/F Linie. Abgebildet ist
der Schwanz einer ein Jahr alten CHST-14" Maus.

Einige CHST14" Mause wiesen sich durch die Ausbildung von Elefantenzahnen aus. Hierbei
wuchsen die unteren oder oberen Nagezahne schneller, als sie sich abnutzten und konnten
so bis zu Uber 1 cm lang werden, wobei das Ausmals des Fehlwuchses von Tier zu Tier
variierte. Im Gegensatz zur Deformation des Schwanzes war dies bei beiden Mauslinien zu

beobachten, jedoch waren auch hier nicht alle CHST14™ Tiere betroffen.
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2. Untersuchungen zur Beteiligung der CHST-14 an der Regeneration des ZNS

Nach Verletzungen des ZNS bildet sich eine Glianarbe, die reich an Chondroitinsulfat-
Proteoglykanen ist, die mitverantwortlich flir die schlechte Regeneration der Axone nach
Verletzungen des ZNS sind (Fawcett et al.,, 1989; McKeon et al., 1991, 1995; Dou und
Levine, 1994; Friedlander et al., 1994; Smith-Thomas et al., 1994, 1995; Emerling und
Lander, 1996). Da CHST-14 eine der Sulfotransferasen ist, die flr die Sulfatierung dieser
Proteoglykane verantwortlich sind und in einem Vorversuch gezeigt werden konnte, dass
CHST-14-mRNA nach Lasionen des Ruckenmarks in wildtypischen C57BL/6J Mausen an
der Lasionsstelle signifikant hochreguliert ist (Akyuz und Schachner, unveroffentlichte
Daten), sollte die Beteiligung der CHST-14 an der Regeneration des ZNS in CHST-14"

Tieren genauer untersucht werden.

2.1 Funktionelle Regeneration nach Riickenmarkslasion

Um die funktionelle Regeneration nach Lasionen des Riickenmarks zu untersuchen, wurden
die motorischen Fahigkeiten der wildtypischen und CHST-14" Tiere im beam walking Test,
im Stift Test (Apostolova et al., 2006) und mit Hilfe der open field locomotion Skala (BBB-
Skala nach Joshi und Fehlings, 2002) bewertet. Die Leistungen der Tiere wurden vor der

Lasion sowie eine, drei und sechs Wochen nach der Lasion analysiert.

Vor der Lasion waren die Werte der beiden Genotypen fir alle gemessenen Parameter
ahnlich (vgl. Abb. 4.16 A-D) und auch eine Woche nach der Lasion war der Grad der
Beeintrachtigung der Bewegungsfahigkeit in beiden Gruppen, fir alle betrachteten

Parameter, vergleichbar.

Der BBB-Wert, ein Mal} fiur die Fahigkeit der Mause zu laufen, lag sowohl fir CHST-14"
Mause als auch flr die wildtypischen Geschwister im unlasionierten Zustand bei 21 und eine
Woche nach der Lasion bei ca. 2 (vgl. Abb. 4.16 A). Verglich man die BBB-Werte der beiden
Gruppen drei Wochen und eine Woche nach der Lasion miteinander, stellte man zwar
sowohl bei Wildtypen als auch bei CHST-14" Tieren eine leichte Verbesserung fest, die
CHST-14" erholten sich jedoch signifikant schlechter (BBB ca. 3) als ihre wildtypischen
Geschwister (BBB ca. 6). Auch sechs Wochen nach der Lasion lag der BBB-Wert der CHST-
14" Mause bei ca. 4, wahrend der Wert der Wildtypen mit ca. 7 signifikant hoher lag. (vgl.
Abb. 4.13 A).

Der footstepping Winkel diente als Parameter fiir die Fahigkeit der Mause mit der Ful3sohle

aufzutreten (plantar stepping) und vergroRerte sich bei beiden Genotypen eine Woche nach
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der Lasion, im Vergleich zum unlasionierten Zustand, um ca. 120° auf 145° (vgl.
Abb. 4.16 B). Eine Woche nach der Lasion war sowohl bei den Wildtypen, als auch bei den
CHST-14" Méausen eine deutliche Paralyse der hinteren Extremitdten zu beobachten. Beide
Gruppen zeigten auch drei und sechs Wochen nach der Lasion eine deutliche
Beeintrachtigung in ihrer Fahigkeit zum plantar stepping. Der footstepping Winkel zeigte drei
Wochen nach der Lasion, mit ca. 130° bei CHST-14" Tieren und ca. 120° beim Wildtyp,
keine signifikanten Unterschiede. Sechs Wochen nach der Lasion war in CHST-14" Tieren
kaum eine Verbesserung des footstepping Winkel zu beobachten (ca. 120°), wahrend die
wildtypischen Mause zu diesem Zeitpunkt in der Lage waren, einen footstepping Winkel von
ca. 95° zu erreichen (vgl. Abb. 4.16 B).
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Abb. 4.16: Zeitlicher Verlauf und Grad der funktionellen Regeneration nach Riickenmarkslasion in CHST-
14" und CHST14"* Miusen. Dargestellt sind BBB-Wert (A), footstepping Winkel (B), rump-height-Index (C) und
Streck-Beugeverhaltnis im Stift-Test (D) vor der Lasion (Tag 0) und eine, drei und sechs Wochen nach der
Lasion. Die Gruppenmittelwerte + SEM fir CHST-14" sind als schwarze Kreise, die Werte fir CHST-14"" als
weille Kreise dargestellt. n gibt die Anzahl der analysierten Tiere pro Genotyp an. *p < 0,05 (one-way ANOVA mit
Tukey posthoc Tests).

Die Fahigkeit der Tiere das eigene Korpergewicht wahrend der Lokomotion zu tragen, wurde
Uber den rump-height Index bestimmt. Dieser Parameter verschlechterte sich bei beiden
Genotypen von 1 im unlasionierten Tier auf ca. 0,45 eine Woche nach der Lasion (vgl.
Abb. 4.16 C). Auch drei und sechs Wochen nach der L&sion konnten keine signifikante
Unterschiede zwischen den Genotypen festgestellt werden. Der Wert der CHST-14" Mause
lag zu beiden Zeitpunkten bei ca. 0,5, der Wert fur die Wildtypen stieg innerhalb dieses
Zeitraums von ca. 0,6 auf ca. 0,7 leicht an (vgl. Abb. 4.16 C).

Mit Hilfe des Streck-Beugeverhaltnisses im Stift-Test wurde getestet, ob die Tiere in der
Lage waren, ihre Extremitaten ohne Unterstlitzung des Korpergewichts zu bewegen. Das
Streck-Beugeverhaltnis verschlechterte sich von 1,8 im unlasionierten Tier auf ca. 1,1 eine

Woche nach der Lasion (vgl. Abb. 4.16 D). Fir das Streck-Beugeverhaltnis war drei und
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sechs Wochen nach der Lasion weder zwischen den Genotypen, noch fur die betrachteten
Zeitpunkte ein Unterschied zu erkennen. Drei Wochen nach der Lasion lag das Streck-

Beugeverhaltnis beider Gruppen bei ca. 1,15 und sechs Wochen nach der Lasion bei ca. 1,2
(vgl. Abb. 4.16 D).

Fir alle untersuchten Parameter wurden die Recovery Indizes fiir die Zeitpunkte drei und
sechs Wochen nach der La&sion berechnet (vgl. Abb. 4.17). Dieser Wert dient als
Abschatzung der erfolgten Regeneration der einzelnen Mause, fur die verschiedenen
analysierten Parameter. Die Durchschnittswerte fur die unterschiedlichen Parameter der

beiden Genotypen wiesen auf eine schlechtere Regeneration der CHST-14" Tiere hin.

Die Recovery Indizes der BBB-Werte lagen fir den Wildtyp eine und sechs Wochen nach
der Lasion bei ca. 21% bzw. 30%, bei den CHST-14"" Mausen mit 8% (eine Woche nach der
Lasion) und 11% (sechs Wochen nach der Lasion) signifikant niedriger (vgl. Abb. 4.17 A).
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Abb. 4.17: Recovery Indizes von CHST-14" und CHST14"™ Maiusen. Dargestellt sind die BBB-Werte (A),
footstepping Winkel (B), rump-height-Index (C) und Streck-Beugeverhéltnis im Stift-Test (D) sowie die
Gesamterholung als Gruppenmittelwerte + SEM (A-E) und individuelle Mittelwerte (F) drei und sechs Wochen
nach der Lasion. Die Werte fir CHST-14" sind als schwarze, die Werte fir CHST-14"* als weiRe Balken

dargestellt. n gibt die Anzahl der analysierten Tiere pro Genotyp an. *p < 0,05 (one-way ANOVA mit Tukey
posthoc Tests).
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Beim footstepping Winkel konnte zwischen den Recovery Indizes der CHST-14" (ca. 9%)
und CHST-14"" Mause (ca. 11%) drei Wochen nach der Lé&sion kein signifikanter
Unterschied festgestellt werden. Sechs Wochen nach der Lasion stieg der Recovery Index
bei den CHST-14"" Tieren auf ca. 40% an, wahrend der Wert bei den CHST-14" Tieren mit
ca. 18% signifikant geringer war (vgl. Abb. 4.17 B).

Die Recovery Indizes fur den rump-height Index zeigten zu beiden betrachteten Zeitpunkten
einen signifikanten Unterschied zwischen den Genotypen. Wahrend der Wildtyp drei Wochen
nach der Lasion einen Wert von ca. 33% erreichte, erreichten die CHST-14" Geschwister
nur einen Wert von ca. 15%. Sechs Wochen nach der Lasion stieg der Wert der Wildtypen
auf ca. 50% an, wahrend fur die CHST-14" Tiere mit einem Wert von ca. 15% keine
Verbesserung, im Vergleich zu drei Wochen nach der Lasion, zu erkennen war
(vgl. Abb. 4.17 C).

FUr das Streck-Beugeverhaltnis war im Recovery Index zu beiden betrachteten Zeitpunkten
mit jeweils unter 20% kein Unterschied zwischen den Genotypen festzustellen
(vgl. Abb. 4.17 D).

Die Gesamterholung berechnete sich aus den Mittelwerten der Recovery Indizes der
einzelnen Parameter. Wahrend der Wert drei Wochen nach der Lasion fur die Wildtypen bei
ca. 22% lag, war er fir die CHST-14" Geschwister mit ca. 10% signifikant niedriger. Auch
sechs Wochen nach der Lasion war der Recovery Index der CHST-14" Tiere mit ca. 17%
signifikant geringer als bei den Wildtypen, die einen Wert von ca. 38% erreichten (vgl. Abb.
417 EF).

Sowohl die Recovery Indizes der einzelnen Parameter, wie BBB-Wert, footstepping Winkel,
rump-height Index und Streck-Beugeverhdltnis, als auch die Gesamterholung der Tiere
lieRen eine signifikant schlechtere funktionelle Erholung der CHST-14" Mause, im Vergleich

zu den wildtypischen Geschwistern, erkennen.

2.2 Morphologische Veranderungen des Riickenmarks nach Lasion
2.2.1 Bestimmung des Riickenmarkdurchmessers

CHST-14" Tiere sind deutlich kleiner als ihre wildtypischen Geschwister (s. S. 93). Um zu
untersuchen, ob der Durchmesser des Riickenmarks der CHST-14"" Tiere im Vergleich zum
Wildtyp geringer ist, wurde der Durchmesser des Gesamtrickenmarks sowie der weif3en und
grauen Substanz in transversalen Rlckenmarksschnitten bestimmt. Die Zellkerne der

Ruckenmarksquerschnitte wurden mit Cresyl Violet (Nissl) angefarbt und gleichzeitig wurde
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das Myelin mit Luxol Fast Blue dargestellt. AnschlieRend wurden die Flachen der grauen und
weillen Substanz sowie des Gesamtrickenmarks der einzelnen Schnitte unter dem

Fluoreszenzmikroskop bestimmt.

(A) weiBe Substanz (B) graue Substanz © gesamtes Rickenmark
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Abb. 4.18: Durchmesser des Riickenmarks der CHST-14" und Wildtyp Miuse sechs Wochen nach der
Lasion. Die Flachen fiir weiRe Substanz (A), graue Substanz (B) und des gesamten Riickenmarks (C) wurden
als Gruppenmittelwerte + SEM in transversalen Riickenmarksschnitten bestimmt. Die Werte fiir CHST-14" (-/-)
sind als schwarze, die Werte fiir CHST-14""* (+/+) als weie Balken dargestellt. n gibt die Anzahl der analysierten
Tiere pro Genotyp an.

Es konnten fir graue und weile Substanz sowie fir das Gesamtriickenmark keine
signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Genotypen festgestellt werden. Auch wenn
die Flache der weifen Substanz in transversalen Riickenmarksschnitten bei CHST-14"
Mausen tendenziell geringer war (7,4 mm?) als im Wildtyp (8,9 mm?), erreichte der
Unterschied keine Signifikanz (vgl. Abb. 4.18 A). Fur die graue Substanz wurden in
CHST-14" Mausen eine Flache von 6,6 mm? und fiir den Wildtyp von 6,7 mm? bestimmt (vgl.
Abb. 4.18 B). Fur das Gesamtriickenmark ergab sich fur die Wildtypen ein Durchmesser von
17 mm?und fiir die CHST-14" Geschwister von 15,4 mm? (vgl. Abb. 4.18 C).

2.2.2 Veranderung der Dichte der Mikroglia im Ruckenmark nach Lasion

Mikroglia sind die Immunzellen des ZNS (Kim und de Vellis, 2005), die bei Verletzungen des
ZNS ihren Aktivitatsstatus andern (Hanisch und Kettenmann, 2007). Diese ,aktivierten®
Mikroglia sind an der Entfernung der Zelltrimmer, an Entziindungsprozessen und an der
Wundheilung beteiligt, indem sie die Gliosis, die zur Bildung der Glianarbe fiihrt sowie die

neuronale Regeneration und die GefalRneubildung regulieren (Thomas, 1992).

Bei morphologischen Analysen des Hippokampus der CHST-14" Mause wurde in
verschiedenen Regionen des Gehirns eine erhdhte Anzahl an Mikroglia festgestellt

(Lackzynska und Schachner, unveréffentlichte Daten).
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Daher wurde die Anzahl der Mikroglia in transversalen Ruckenmarksschnitten von
CHST-14" Mausen und ihren wildtypischen Geschwistern sechs Wochen nach der Lasion
bestimmt. Nach Immunfarbung der Rickenmarksschnitte mit Mikroglia-spezifischen anit-
Iba1-Antikérper und Kernfarbung mit Bis-benzimid wurde die Dichte der Iba1-positiven Zellen

unter dem Fluoreszenzmikroskop stereologisch ermittelt.
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Abb. 4.20: Anzahl der Mikroglia im Riickenmark sechs Wochen nach der Lasion. Die Gruppenmittelwerte
+ SEM fiir CHST-14" (-/-) sind als schwarze, die Werte fir CHST-14"" (+/+) als weilRe Balken dargestellt. n gibt
die Anzahl der analysierten Tiere pro Genotyp an.

Es konnte jedoch kein Unterschied in der Anzahl der Mikroglia sechs Wochen nach der
Lasion zwischen den beiden Genotypen festgestellt werden. Sowohl fir Wildtypen als auch
fiir CHST-14" Tiere wurden durchschnittlich 75x10° Zellen/mm? gezahlt (vgl. Abb. 4.20).

2.2.3 Regeneration des lasionierten Riickenmarks gemessen an der monoaminergen

Re-Innervierung

Katecholaminerge Neurone findet man in Regionen des Nervensystems, die unter anderem
an der Regulation der Bewegungen beteiligt sind. Alle katecholaminergen Neurone besitzen
das Enzym Tyrosinhydroxylase (TH), das den ersten Schritt in der Katecholaminsynthese
katalysiert und als spezifischer Marker dieses Neuronen-Typs verwendet wird. Um
abschatzen zu kénnen, ob die schlechtere Regeneration der CHST-14"7 Mause auf eine
verminderte monoaminerge Re-Innervierung caudal der Lasionsstelle zurilickzufiihren ist,
wurden die katecholaminergen Axone im lumbalen Rickenmark gezahlt, die durch eine
250 ym caudal zur Lasionsstelle willkirlich festgelegte Grenze projizierten.

Parasagittale Schnitte des Riickenmarks von CHST-14" und Wildtyp-Mausen wurden mit
anti-Tyrosinhydroxylase-Antikorper gefarbt und unter dem Fluoreszenzmikroskop

ausgewertet.
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Abb. 4.21: Monoaminerge Re-Innervierung in riickenmarkslisionierten CHST-14" und CHST-14""* Mausen.
Die Werte fiir CHST-14" (-/-) sind als schwarze, die Werte fir CHST-14"" (+/+) als weille Balken in Form von
Gruppenmittelwerten + SEM dargestellt. n gibt die Anzahl der analysierten Tiere pro Genotyp an. (Wilcoxon-
Mann-Whitney Test).

Sechs Wochen nach der Lasion konnten 250 ym caudal der Lasionsstelle fur den Wildtyp
durchschnittlich 7,5 und fiir CHST-14" Tiere durchschnittlich 3,9 Tyrosinhydroxylase-positve
Axone gemessen werden. Dies lie3 zwar eine Tendenz erkennen, der Unterschied war
jedoch nicht signifikant (vgl. Abb. 4.21).

2.2.4 Verinderung der Regenerationsfihigkeit riickenmarksldsionierter CHST-14"

Mause nach Chondroitinase-Behandlung

Es ist bekannt, dass durch den Einsatz von Chondroitinase ABC nach Lasionen des ZNS,
die funktionelle Regeneration verbessert wird (Moon et. al., 2001; Bradbury et. al., 2002;
Caggiano et al., 2005; Houle et al., 2006; Cafferty et. al., 2007). Daher sollte Uberpruft
werden, wie sich die funktionelle Regeneration der CHST-14" und wildtypischen Mé&use

nach Chondroitinase-Behandlung verandert.

Es wurden fiinf CHST-14" und funf wildtypische Tiere lasioniert und unmittelbar nach der
Lasion ca. 2 mm distal der Lasionsstelle 1 yl Chondroitinase ABC (10 U/ml) injiziert. Alle
Tiere wachten aus der Narkose auf, iber Nacht starb jedoch eine CHST-14" Maus und zwei
Tage nach der Operation starb eine weitere CHST-14"" Maus. Drei Tage nach der ersten OP
bekamen die Tiere erneut ca. 2 mm distal der Lasionsstelle Chondroitinase ABC injiziert.
Wahrend alle Wildtypen diese zweite Injektion Uberlebten, starb in der ersten Nacht nach der
zweiten Behandlung eine weitere CHST-14"" Maus, die beiden anderen CHST-14" Tiere

starben innerhalb der zwei folgenden Tage.

Da die CHST-14" Tiere nach Chondroitinase-Behandlung eine 100%ige Sterberate

aufwiesen, war eine funktionelle Analyse nicht moglich.
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2.3 Differentielle Expression der HNK-1-Sulfotransferase-Familienmitglieder an der

Lasionsstelle

Um zu Uberprifen, ob der Verlust der CHST-14 durch ein anderes Mitglied der HNK-1-
Sulfotransferase-Familie kompensiert wird, wurde die relative mMRNA-Expression der
einzelnen Mitglieder der HNK-1-Sulfotransferase-Familie im Rickenmark eine und sechs
Wochen nach der Lasion mittels qRT-PCR untersucht. Zur genaueren Analyse der
Verletzung wurden drei Bereiche des Riuckenmarks unterschieden, ndmlich die Lasionsstelle
(L) selbst, sowie je 5 mm Gewebe rostral (R) und caudal (C) der Lasionsstelle. Pro Genotyp,
Zeitpunkt und Rickenmarksregion wurden je vier lasionierte Tiere und als Kontrollgruppe pro

Genotyp drei unlasionierte Tiere analysiert.

Die aus jeweils 1 ug extrahierter Gesamt-RNA resultierenden cDNAs wurden mittels gPCR
vermessen. Um die erhaltenen Ct-Werte direkt miteinander vergleichen zu kénnen, wurden
die Messungen aller Gene anhand von Aliquots derselben cDNAs vorgenommen. Die Ct-
Werte wurden anhand der Messwerte der Referenzgene Aktin, Glycerinaldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase (GAPDH) und Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase (HPRT) in
unlasionierten Wildtypen normalisiert. Die normalisierten Ct-Werte wurden anschlief3end
relativ zum entsprechenden unlasionierten Genotyp berechnet. Die erhaltenen Daten der
gRT-PCR wurden three-way ANOVA Analysen fir wiederholte Messungen unterzogen,
wobei Genotyp und Zeitpunkt nach der Lasion als Faktoren zwischen den Gruppen und die
drei untersuchten Bereiche des Rickenmarks (R, L, C) als Faktoren innerhalb einer Gruppe

betrachtet wurden.

2.3.1 Differentielle Expression der Haushaltsgene nach Riickenmarkslasion

Fur die Haushaltsgene Aktin, GAPDH und HPRT war eine und sechs Wochen nach der
Lasion sowohl in CHST-14" Tieren, als auch im Wildtyp, im Vergleich zu unlasioniertem

Ruckenmark, eine Dysregulation festzustellen.

Die Aktin-Expression war im Wildtyp eine Woche nach der Lasion an der Lasionsstelle
2,6-fach, in ChST-14" Tieren 2,5-fach erhoht. Sechs Wochen nach der Lasion war Aktin an
der Léasionsstelle sowohl im Wildtyp als auch in CHST-14" Tieren nur noch 1,5-fach
hochreguliert. Rostral der Lasionsstelle war die Aktin-Expression sowohl eine als auch sechs
Wochen nach der Lasion, in beiden Genotypen, um den Faktor 1,3 schwach hochreguliert.
Caudal war die Expression eine Woche nach der Lasion im Wildtyp 1,3-fach, in CHST-14"
Tieren 1,6-fach erhéht. Sechs Wochen nach der L&sion war, im Vergleich zu den

entsprechenden unlasionierten Genotypen, keine Dysregulation messbar (vgl. Abb. 4.22 A).
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Fur GAPDH konnte nur fir den Zeitpunkt eine Woche nach der Lasion an der Lasionsstelle
eine schwache negative Dysregulation um den Faktor 0,8 festgestellt werden, ein
genotypischer Unterschied war nicht zu erkennen. Rostral und caudal der Lasionsstelle

sowie sechs Wochen nach der Lasion, war keine Dysregulation erkennbar (vgl. Abb. 4.22 B).
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Abb. 4.22: Relative Expression der Haushaltsgene Aktin (A), Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
(GAPDH) (B) und Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase (HPRT) (C) in CHST-14" und CHST-
14" Tieren eine und sechs Wochen nach Riickenmarkslision. Es wurden drei Regionen analysiert:
Lasionsstelle (L), rostral (R) und caudal (C) der Lasionsstelle. Die Ct-Werte wurden auf die Expression von Aktin,
GAPDH und HPRT normalisiert, daraus die Mittelwerte gebildet und nach der standard curve Methode analysiert
und relativ zu den entsprechenden unlésionierten Genotypen betrachtet. Die Gruppenmittelwerte + SEM flr
CHST-14" Tiere sind als schwarze, die fiir den Wildtyp als weie Rauten dargestellt.

Die Expression von HPRT war im Vergleich zum unlasioniertem Rickenmark nach der
Lasion in allen drei Regionen und zu beiden Zeitpunkten unterschiedlich stark runterreguliert.
Rostral der Lasionsstelle wurde in CHST-14" Tieren und ihren wildtypischen Geschwistern
eine Woche nach der Lasion eine negative Dysregulation um den Faktor 0,3 und direkt an
der Lasionsstelle um den Faktor 0,5 festgestellt. Caudal der Lasionstelle war die HPRT-
Expression im Wildtyp 0,2-fach und in CHST-14"" Tieren 0,3-fach herunterreguliert (vgl. Abb.

4.22 C). Sechs Wochen nach der Lasion war die Expression rostral der Lasionsstelle in
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beiden Genotypen um den Faktor 0,2 dysreguliert, direkt an der L&sionsstelle um den
Faktor 0,3. Caudal der Lasion war die HPRT-Expression in CHST-14" Tieren nicht
dysreguliert, in den wildtypischen Geschwistern wurde eine geringe Runterregulation um den

Faktor 0,2 gemessen.

Weder eine noch sechs Wochen nach der Lasion konnte flir eines der drei analysierten
Haushaltsgene in den drei untersuchten Regionen des Rickenmarks genotypische
Expressionsunterschiede festgestellt werden. Jedoch zeigten alle Haushaltsgene nach

Rickenmarkslasionen positionsabhangige Expressionsunterschiede.

2.3.2 Differentielle Expression der CHST-14 nach Riickenmarkslasion

Um die relative Expression der CHST-14 im Iasionierten Rickenmark der CHST-14" Tiere
zu bestimmen, wurden sowohl die Ct-Werte der Wildtypen, als auch die Ct-Werte der

CHST-14" Tiere, relativ zum unlasionierten Wildtyp, berechnet.
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Abb. 4.23: Relative CHST-14-Expression in lasioniertem Riickenmark von CHST-14" und CHST-14""*
Tieren eine und sechs Wochen nach Riickenmarkslasion. Es wurden drei Regionen analysiert: Lasionsstelle
(L), rostral (R) und caudal (C) der Lasionsstelle. Die Ct-Werte wurden auf die Expression Aktin, GAPDH und
HPRT normalisiert, daraus die Mittelwerte gebildet und nach der standard curve Methode analysiert und relativ
zum unlasionierten Wildtyp betrachtet. Die als Gruppenmittelwerte £+ SEM fir CHST-14" Tiere sind als schwarze,
die fur den Wildtyp (CHST-14+/+) als weille Rauten dargestellt.

Im Rickenmark der CHST-14" Tiere lagen die CHST-14-mRNA-Werte an der
Nachweisgrenze. Im Wildtyp war die Expression des Enzyms an der Lasionsstelle, eine
Woche nach der Lasion, um den Faktor 3,3 hochreguliert, sechs Wochen nach der Lasion

um den Faktor 1,6 hochreguliert. Two-way ANOVA Analysen fir wiederholte Messungen
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bestatigten diesen Positionseffekt im Wildtyp an der Lasionsstelle eine und sechs Wochen
nach der Lasion. Rostral und caudal der Lasion war im Wildtyp weder eine noch sechs
Wochen nach der Lasion, ein Unterschied in der CHST-14-Expression festzustellen (vgl.
Abb. 4.23).

2.3.3 Differentielle Expression der HNK-1-Sulfotransferase-Familie im Riickenmark von
CHST-14"und CHST-14"* Miusen

Zunachst wurde die relative mRNA-Expression der einzelnen Mitglieder der HNK-1-
Sulfotransferase-Familie im unlésionierten Riickenmark der CHST-14"" und Wildtyp Mause

analysiert.

C— CHST-14™"
W ST 147

Wildtypen

Expression relativ zur
Expression unlasionierter

HNK-1 CHS5T-8 CHST-9 CHST-11 CHST-12 CHST-13

Abb. 4.24: Relative Expression der Mitglieder der HNK-1-Sulfotransferase-Familie im unldsionierten
Riickenmark der CHST-14"" Miuse. Die Ct-Werte wurden auf die Expression Aktin, GAPDH und HPRT
normalisiert, daraus die Mittelwerte gebildet und nach der standard curve Methode analysiert und relativ zum
unlasionierten Wildtyp betrachtet. Die Gruppenmittelwerte + SEM fir CHST-14" Tiere sind als schwarze, die fir
den Wildtyp (CHST-14"") als weiRe Balken dargestellt. HNK-1, HNK1-Sulfotransferase; * p < 0,05 (unpaired
t-test).

Fir alle analysierten Mitglieder der HNK-1-Sulfotransferase-Familie konnte im unlasionierten
Rickenmark der CHST-14" Mause, im Vergleich zu wildtypischen Ma&usen, eine
Runterregulation der entsprechenden mRNAs festgestellt werden. HNK-1-ST, CHST-9 und
CHST-12 waren 0,7-0,8-fach runterreguliert, die Dysregulation war jedoch nicht signifikant.
Auch fur CHST-11, fir die eine Dysregulation um den Faktor 0,9 und fir CHST-13, fir die
eine Dysregulation um den Faktor 0,6 gemessen wurde, konnten keine signifikanten

Unterschiede zur Expression im Wildtyp festgestellt werden. Nur CHST-9 war mit einer
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Dysregulation um den Faktor 0,6 im Vergleich zur Expression im Rickenmark der Wildtypen,

signifikant herunterreguliert (vgl. Abb. 4.24).

2.3.4 Differentielle Expression der HNK-1-Sulfotransferase-Familie nach

Riickenmarkslasion

Die relative mRNA-Expression der einzelnen Mitglieder der HNK-1-Sulfotransferase-Familie
im lasionierten Riickenmark der CHST-14" und Wildtyp-M&use zeigte nur fir CHST-12 einen

signifikanten genotypischen Unterschied.

Die Expression der HNK-1-Sulfotransferase war im Wildtyp starker dysreguliert als in
CHST-14" Tieren. Eine Woche nach der Lasion wurde rostral und caudal der Lasionsstelle
eine negative Regulation um den Faktor 0,2 und an der Lasionsstelle um den Faktor 0,8
gemessen. In CHST-14" Tieren war die HNK-1-Sulfotransferase rostral und caudal der
Lasionsstelle nicht dysreguliert, an der Lasionsstelle jedoch um den Faktor 0,5
runterreguliert. Sechs Wochen nach der Lasion konnte rostral der Lasionsstelle flr den
Wildtyp kein Unterschied in der HNK-1-Sulfotransferase-Expression gemessen werden, an
der Lasionsstelle war die Expression um den Faktor 0,4 und caudal der Lasion um den
Faktor 0,2 runterreguliert. In den in CHST-147 Mausen wurde rostral und caudal der
Lasionsstelle eine leichte Hochregulation um den Faktor 1,1 (rostral), bzw. 1,3 (caudal)
festgestellt. An der Lasionsstelle war die Expression der HNK-1-Sulfotransferase um den
Faktor 0,1 leicht runterreguliert. Die genotypischen Unterschiede in der Expression waren zu
keinem Zeitpunkt signifikant (vgl. Abb. 4.25 A).

Die relative Expression der CHST-8 war in den wildtypischen Mausen eine Woche nach der
Lasion an der Lasionsstelle 0,8-fach, rostral der Lasionsstelle 0,2-fach runterreguliert und
caudal der Lasionsstelle war kein Unterschied in der Expression im Vergleich zum
unlasionierten Wildtyp festzustellen. Sechs Wochen nach der Lasion war die CHST-8-
Expression im Wildtyp mit einer negativen Dysregulation von 0,4 schwacher runterreguliert
als eine Woche nach der Lasion, rostral der Lasionsstelle fand man die Expression des
Enzyms 1,3-fach hochreguliert und caudal der Lasionsstelle 0,3-fach runterreguliert. In
CHST-14" Tieren wurde eine Woche nach der Léasion rostral der L&sionsstelle eine
Hochregulation der Expression um den Faktor 1,3 gemessen, an der Lasionsstelle eine
Runterregulation von 0,6 und caudal gab es keinen Unterschied im Vergleich zum
unlasionierten CHST-14" Riickenmark. Sechs Wochen nach der Lasion war die Expression
der CHST-8 rostral und caudal der Lasionsstelle nicht dysreguliert, an der L&sionsstelle

wurde eine negative 0,3-fache Regulation gemessen (vgl. Abb. 4.25 B).
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Abb. 4.25: Relative Expression der einzelnen Mitglieder der HNK-1-Sulfotransferase-Familie

-

in

lisioniertem Riickenmark von CHST-14" und CHST"* Tieren eine und sechs Wochen nach
Riickenmarksladsion. Es wurden drei Regionen analysiert: Lasionsstelle (L), rostral (R) und caudal (C) der
Lasionsstelle. Die Ct-Werte wurden auf die Expression Aktin, GAPDH und HPRT normalisiert, daraus die
Mittelwerte gebildet und nach der standard curve Methode analysiert und relativ zum entsprechenden
unlasionierten Genotyp betrachtet. Die Gruppenmittelwerte + SEM fir CHST-14" Tiere sind als schwarze, die fir
den Wildtyp (CHST-14+/+) als weille Rauten dargestellt. HNK1, HNK-1-Sulfotransferase ** p < 0,01; * p < 0,05
(unpaired t-test).
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Die relative Expression der CHST-9 war im Wildtyp eine Woche nach der Lasion rostral und
caudal der Lasionsstelle nur schwach runterreguliert (0,2-fach rostral und 0,15-fach caudal),
an der Lasionsstelle selbst wurde eine 0,7-fache Runterregulation gemessen. Sechs
Wochen nach der Lasion war rostral der Lasionsstelle und an der Lasionsstelle selbst keine
Dysregulation festzustellen, caudal der L&sionsstelle war CHST-9 um den Faktor 0,25
runterreguliert. In den CHST-14" Mausen war rostral und caudal der Lasionsstelle, weder
eine noch sechs Wochen nach der Lasion, ein Unterschied in der CHST-9-Expression im
Vergleich zum unl&sionierten CHST-14" Riickenmark zu erkennen. An der Lasionsstelle war
die CHST-9-mRNA eine Woche nach der Lasion 0,5-fach runterreguliert, sechs Wochen
nach der Lasion war eine leichte Hochregulation um den Faktor 1,2 zu erkennen (vgl.
Abb. 4.25 C).

Die CHST-11-Expression war nach Riickenmarkslasion in CHST-14" Mausen und den
wildtypischen Geschwistern ahnlich. An der Lasionsstelle wurde bei beiden Genotypen, eine
Woche nach der Lasion, eine Hochregulation um den Faktor 1,7 und sechs Wochen nach
der Lasion um den Faktor 1,6 gemessen. Eine Woche nach der Lasion war die CHST-11-
Expression rostral und caudal der Lasionsstelle im Wildtyp etwas geringer als in den
CHST-14" Mausen, im Wildtyp war die Expression im Vergleich zum unlasionierten Genotyp
um den Faktor 1,3 in CHST-14" Tieren um den Faktor 1,5 erhéht. Sechs Wochen nach der
Lasion war rostral der Lasionsstelle in beiden Genotypen eine Hochregulation um den
Faktor 1,3 zu erkennen, caudal konnten, im Vergleich zum entsprechenden unlasionierten
Genotyp, keine Unterschiede in der CHST-11-Expression festgestellt werden
(vgl. Abb. 4.25 D).

Die relative Expression der CHST-12 zeigte als einziges Mitglied der HNK-1-
Sulfotransferase-Familie einen signifikanten genotypischen Unterschied. Im wildtypischen
Ruckenmark war eine Woche nach der Lasion rostral und caudal der L&sionsstelle eine
leichte Runterregulation um den Faktor 0,3 zu erkennen, wahrend in CHST-14" Tieren keine
Dysregulation gemessen wurde. An der Lasionsstelle war eine Woche nach der Lasion flr
den Wildtyp keine Dysregulation feststellbar, in CHST-14" Mausen war die CHST-12-
Expression 1,5-fach erhoht. Auch sechs Wochen nach der Lasion war die Expression der
CHST-12 in CHST-14" Riickenmark nur an der Lasionsstelle (Faktor 1,3) hochreguliert. Im
Wildtyp war die Expression sechs Wochen nach der Lasion um den Faktor 0,1-0,2 leicht
verringert (vgl. Abb. 4.25 E).

Die CHST-13-Expression lag an der Nachweisgrenze, weshalb keine verlasslichen
Aussagen uber die Regulation der Expression dieser Sulfotransferase getroffen werden
konnten (vgl. Abb. 4.25 F).
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Zusammenfassend lasst sich sagen, dass lediglich fur ein Mitglied der HNK-1-
Sulfotransferase-Familie, namlich fur die CHST-12, ein signifikanter, genotypischer

Expressionsunterschied im Riickenmark lasionierter CHST-14"" Tiere festzustellen war.

3. Verhaltensanalyse der CHST-14"" Mause

Um die Auswirkungen des Fehlens der CHST-14 in der Maus auf das Verhalten zu
untersuchen, wurden CHST-14" Mause im Vergleich zu ihren wildtypischen Geschwistern

unter unterschiedlichen Verhaltens-Aspekten getestet.

Fir die die Verhaltensversuche wurde die bereits zweimal auf C57BL/6J Hintergrund
rickgekreuzte M5-CB2-KO/F Mauslinie verwendet.

3.1 Explorations- und Angstverhalten
3.1.1 Open field

Im open field wurde das Explorations- und Angstverhalten der Mause untersucht, indem sie
in eine offene Arena gesetzt wurden und analysiert wurde, wieviel Zeit sie an der Schutz

gebenden Wand verbrachten, bzw. wie oft sie sich in die schutzlose Mitte der Arena wagten.
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Abb. 4.26: Open field. Dargestellt sind die zurlickgelegten Strecke in der Gesamtarena (A) als
Gruppenmittelwerte + SEM sowie die an der Wand verbrachte Zeit (B) als individuelle Mittelwerte mit den
Gruppenmittelwerte als horizontale Linie. Die Werte fir CHST-14" Tiere (-/-) sind als schwarze, die fir den
Wildtyp (+/+) als weiRe Rauten dargestellt. Die Anzahl der analysierten Tiere (n) ist in (B) angegeben.
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Bei den CHST-14" Mausen und den Wildtypen konnte im open field weder bei der
zurtckgelegten Strecke noch bei der Zeit, die die Tiere an der Wand verbrachten, ein
Unterschied zwischen den beiden Genotypen festgestellt werden. In den ersten finf Minuten
des Tests legten die Wildtypen durchschnittich 15 Meter, die CHST-14" Mause

durchschnittlich 14 Meter zurlck.

Im Zeitraum 5-10 min legten beide Genotypen durchschnittlich 13 Meter zurtck und im
Zeitraum 10-15 min legten die wildtypischen Mause 12 Meter und die CHST-14" Mé&use
durchschnittlich 10 Meter zurlck (vgl. Abb. 4.26 A). Bei der Zeit, die sich die Tiere im offenen
Zentrum der Arena, bzw. an der Schutz gebenden Wand aufhielten, waren ebenfalls keine
Unterschiede zwischen den beiden Genotypen zu erkennen. Sowohl die CHST-14" Mause
als auch die Wildtypen verbrachten etwa 50% der Zeit an der Wand (vgl. Abb. 4.26 B). Auch
die durchschnittliche Geschwindigkeit, mit der sich die Tiere in den ersten finf Minuten des
Versuchs, als auch wahrend der Gesamtversuchsdauer, an der Wand und in der Mitte der

Arena bewegten, zeigte keine genotypischen Unterschiede (Daten nicht gezeigt).

3.1.2 Elevated plus maze

Der elevated plus maze ist ein weiterer Test, mit dem das Angstverhalten der Mause
untersucht wird. Hierzu wurde ihre Neigung bewertet, die offenen Arme, die als der

angstauslésendste Teil des Labyrinths galten, zu erkunden.

Sowohl CHST-14" Mause als auch die wildtypischen Geschwister verbrachten ca. 58% der
Zeit auf dem geschlossenen Arm (vgl. Abb. 4.27 A), die Wildtypen verbrachten jedoch etwas
mehr Zeit auf dem offenen Arm (18%) als die CHST-14" Geschwister (10%) (vgl.
Abb. 4.27 B). Wahrend sich die Wildtypen 33% der Zeit in der Mitte des plusférmigen
Labyrinths aufhielten, verbrachten die CHST-14""Mause mit 18% signifikant weniger Zeit in
der Mitte (vgl. Abb. 4.27 C). Auch bei den Eintritten in den geschlossenen Arm konnte ein
signifikanter Unterschied zwischen den Genotypen festgestellt werden. Wahrend die
Wildtypen in den 15 Minuten des Tests die offenen Arme durchschnittlich 11mal den
betraten, betraten die CHST-14" Mause ihn durchschnittlich nur achtmal (vgl. Abb. 4.27 D).
Den offenen Arm betraten beide Genotypen durchschnittlich dreimal (vgl. Abb. 4.27 E). Bei
der Anzahl der Gesamteintritte in die vier Arme zeigte sich fir die CHST-14" Tiere mit
durchschnittlich 10 Gesamteintritten eine geringere Lokomotion im Vergleich zu den
Wildtypen, flr die durchschnittlich 13 Gesamteintritte gezahlt werden konnten (vgl.
Abb. 4.27 F).
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Beim self grooming und rearing Verhalten konnte kein Unterschied zwischen den beiden

Genotypen beobachtet werden (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 4.27: Aufenthalt der CHST-14-/- und ihrer CHST-14+/+ Geschwister auf den offen und geschlossenen
Armen, sowie in der Mitte der elevated plus maze Arena. Dargestellt ist die verbrachte Zeit auf dem
geschlossenen Arm (A), dem offenen Arm (B) und in der Mitte der Arena (C), sowie die Anzahl der Eintritte in den
geschlossenen (D) und offenen Arm (E) und die Anzahl der Gesamteintritte (F) als individuelle Mittelwerte. Die
Werte fiir CHST-14" Tiere (-/-) sind als schwarze, die fir den Wildtyp (+/+) als weile Rauten dargestellt. Die
Gruppenmittelwerte sind als horizontale Linien eingezeichnet. Die Anzahl der analysierten Tiere (n) ist in (F)
angegeben. * p < 0,05 (Mann-Whitney Test).

Um Aussagen Uber die Angstlichkeit der Mause machen zu kénnen, wurde die Zeit
betrachtet, die die Tiere bis zum ersten ungeschuitzten head dip brauchten. Es zeigte sich,
dass die CHST12” Tiere, im Vergleich zu den wildtypischen Geschwistern, etwas
vorsichtiger waren und langer brauchten, bis sie den ersten ungeschitzten head dip
machten. CHST12" Tiere machten den ersten ungeschiitzten head dip nach durchschnittlich
76 sec, die Wildtypen nach 32 sec. (vgl. Abb. 4.28 A). Die Zeit bis zum ersten geschutzten
head dipping war mit etwa 186 sec beim Wildtyp und 148 sec bei CHST12" Tiere nicht
signifikant unterschiedlich (vgl. Abb. 4.28 B). Als nachstes wurde die Summe aller head
dippings berechnet und daraus die Prozent der ungeschitzten und geschiitzten head
dippings ermittelt. Auch wenn der Wert keine Signifikanz erreicht fallt auf, dass die
CHST-14" Mause, mit durchschnittlich 38,8% zu mehr ungeschutzten head dips tendierten
als die CHST-14""* Geschwister mit 24,0% (vgl. Abb. 4.28 C).
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Abb. 4.28: Head dipping Verhalten der CHST-14" und CHST-14""* Mause im elevated plus maze. Dargestellt
ist die Dauer bis zum ersten ungeschutzten (A), und bis zum ersten geschiitzten head dipping (B) sowie die 5 der
ungeschutzten head dippings aus allen head dippings (C) als individuelle Mittelwerte. Die Werte fir CHST-14"
Tiere (-/-) sind als schwarze, die fur den Wildtyp (+/+) als weilRe Rauten dargestellt. Die Gruppenmittelwerte sind
als horizontale Linien eingezeichnet, die Anzahl der analysierten Tiere (n) ist in (C) angegeben. * p < 0,05
(unpaired t-test).

3.1.3 Neues Objekt

Mit diesem Test wurde die Neugierde der Mause gegenlber unbekannten Objekten
untersucht, wobei die Stressfaktoren, die auf die Maus einwirkten, durch die Durchfihrung
des Test im Heimkafig der Maus, so gering wie mdglich gehalten wurden. Dadurch konnten
mit diesem Test das basale Explorationsverhalten, sowie die basale Furcht der Maus

bestimmt werden.

Es konnten keine signifikanten Unterschiede im Explorationsverhalten der beiden Genotypen
festgestellt werden. Die Wildtypen verbrachten durchschnittlich 15% der Zeit auf der Seite
des Objektes und 56% auf der Seite gegeniiber des Objektes. Die CHST-14" Mause hielten
sich mit ca. 11% der Zeit etwas kurzer auf der Seite des Objektes auf, die Zeit gegenuber
des Objektes war mit ca. 53% den Wildtypen entsprechend (vgl. Abb. 4.29 A, B). Wurde die
Zeit betrachtet, die die Mause brauchten, bis sie zum ersten Mal an dem unbekannten
Objekt schniiffelten, zeigt sich statistisch betrachtet kein signifikanter Unterschied, auch
wenn die CHST-14" Mause mit durchschnittlich 96 Sekunden linger brauchten als die
Wildtypen mit durchschnittlich 38 Sekunden (vgl. Abb. 4.29 C). Die Zeit, die Mause
insgesamt am Objekt schnuffelten wies ebenfalls keine signifikanten Unterschiede auf.
CHST-14" Mause schniiffelten durchschnittlich ca. 2 min, Wildtypen etwa 4 min am Objekt
(vgl. Abb. 4.29 D).
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Abb. 4.29: Explorationsverhalten der CHST-14" und Wildtyp-Mause im ,,neues Objekt“ Test. Dargestellt ist
die verbrachte Zeit auf der Seite des Objekts (A) und gegenilber des neuen Objekts (B) sowie die Zeit die die
Tiere brauchten, bis sie zum ersten Mal am neuen Objekt schniffelten (C) und die Dauer des Schniffelns am
Objekt (D) als individuelle Mittelwerte. Die Werte fiir CHST-14" Tiere (-/-) sind als schwarze, die fir den Wildtyp
(+/+) als weille Rauten dargestellt. Die Gruppenmittelwerte sind als horizontale Linien eingezeichnet, die Anzahl
der analysierten Tiere (n) ist in (D) angegeben.

3.2. Motorkoordination
3.2.1 Pole Test

Mit dem Pole Test wurde die Motorkoordination der Mduse anhand ihrer Fahigkeit, sich auf
einem senkrechten Stab um 180° zu drehen und kopflber daran herunter zu klettern,

getestet.

Hierbei schnitten die CHST-14" Mause signifikant schlechter ab als ihre wildtypischen
Geschwister (vgl. Abb. 4.30). In der Wildtyp-Gruppe waren schon beim ersten Versuch funf
von 12 Mausen in der Lage sich in den oberen beiden Levels um 180° zu drehen und den
Stab Kopf voran herunter zu klettern. Im Laufe der drei durchgefuhrten Versuche ist ein
deutlicher Lerneffekt festzustellen und im dritten Durchgang schafften es zehn aus 12 Tieren

die Aufgabe zu erfillen.

Die CHST-14"" Mause konnten sich nur sehr selten um 180° drehen und rutschten den Stab

mehr rickwarts oder seitlich herunter, als dass sie ihn herunter kletterten. Im ersten Versuch
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erfillte eine aus 13 Mausen die Aufgabe, im letzten Durchgang waren es immer noch nur

vier aus 13 Tieren, die den Stab koordiniert kopfiiber herunterklettern konnten.
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Abb. 4.30: Fahigkeit der Tiere sich im Pole Test um 180° zu drehen und den Stab kopfiiber herunter zu
klettern. Die Gruppenmittelwerte £+ SEM der CHST12” Méause sind als schwarze, die der Wildtypen als weilde
Balken dargestellt. Die Anzahl der Tiere, die die Aufgabe erfiillten und die Anzahl der getesteten Tiere sind
oberhalb der entsprechenden Balken notiert. *** p < 0,001 (Fisher exact probability test).

3.2.2 Rotarod Test

Im Rotarod Test wurde die Motorkoordination der Tiere getestet, indem man Uberpriifte, wie
lange sich die Tiere auf einem sich immer schneller drehenden Stab

(Maximalgeschwindigkeit 40 upm) halten konnten.
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Abb. 4.31: Leistung der CHST-14" und CHST-14"" Miuse im Rotarod Test. Dargestellt ist die Zeit, bis die
Tiere vom Rotor fielen. Die Gruppenmittelwerte + SEM fiir CHST-14" Tiere sind als schwarze, die fiir den Wildtyp
als weille Kastchen dargestellt. n beschreibt die Anzahl der analysierten Tiere pro Genotyp * p < 0.05; ** p < 0.01
(Newman-Keul post-hoc Test nach two-way ANOVA fir wiederholte Messungen).
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Es wurden drei Durchgange, mit jeweils mindestens 90 min Pause zwischen den
Wiederholungen, durchgefihrt. Unterzog man den Parameter ,Zeit, bis die Tiere vom Rotor
herunterfielen” two-way ANOVA Analysen fur wiederholte Messungen, bekam man Hinweise
auf einen genotypischen Effekt (Fi33=3.6; P =0.06), sowie auf einen Zusammenhang

zwischen Genotyp und Versuchsanzahl (F; g9 = 2.65; P < 0.05).

Im ersten und zweiten Durchgang hielten sich die CHST-14" Mause mit ca. 239 Sekunden
deutlich langer auf dem Rotor als die CHST-14"* Mause mit durchschnittlich 144 Sekunden
(1. Versuch) bzw. 180 Sekunden im zweiten Versuch. Im dritten Versuch konnten sich beide
Genotypen ca. 211 Sekunden auf dem Rotor halten und auch beim vierten Versuch am
Folgetag zeigten CHST-14" Mause und die wildtypischen Geschwister mit etwa
270-280 Sekunden die gleiche Leistung (vgl. Abb. 4.31).

3.3 Sozialverhalten
3.3.1 Resident-Intruder-Test

Mit Hilfe des Resident-Intruder-Tests wurde das Aggressivitatsverhalten der Mause

untersucht.

Konfrontiete man CHST-14" Mause und ihre wildtypischen Geschwister mit fremden
Mannchen in ihrem Heimkafig, konnte kein Unterschied im Verhalten beider Gruppen
gegeniiber dem Eindringling festgestellt werden. Weder die Wildtypen noch die CHST-14"
Tiere griffen das fremde Mannchen wahrend der zehn Minuten des Testes an (Daten nicht

gezeigt).

3.3.2 Urin-Markierung

Urin-Markierungen sind ein wichtiger Bestandteil im Sozialverhalten mannlicher Mause.
Durch das gezielte Verteilen von Urintropfen, wird das Revier markiert und gleichzeitig

werden Weibchen ber die Anwesenheit eines paarungsbereiten Mannchens informiert.

Die CHST-14"" und CHST-14" Mause wurden zu fremden Weibchen gesetzt, die sie, nur
durch eine Trennwand getrennt, beschniffeln konnten und ihr Verhalten wurde fiir 30 min
beobachtet.
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Two-way ANOVA Analysen fur wiederholte Messungen =zeigten in Bezug auf die
zurlckgelegte Strecke einen signiffikanten Effekt zwischen den Genotypen (Fi20 = 3.9;
P < 0.05), d.h., die CHST-14" Mé&use zeigten im Vergleich zu den Wildtypen eine geringere
Bewegungsaktivitat (vgl. Abb. 4.32).
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Abb. 4.32: Attraktivitit der Weibchen auf CHST12” und CHST-14"" Miuse im Urin-Markierungstest.
Dargestellt sind die zurlickgelegte Strecke in der Gesamtarena (A) und die bei den Weibchen verbrachte Zeit (B)
als Gruppenmittelwerte + SEM, die Anzahl der Urin-Markierungen (C) sind als individuelle Mittelwerte (der
Gruppenmittelwert als horizontale Linie) dargestellt. Die Werte fiir CHST-14" Tiere (-/-) sind als schwarze, die fir
den Wildtyp (+/+) als weile Rauten dargestellt. Die Anzahl der analysierten Tiere (n) ist in (C) angegeben.
**p < 0.01 (two-way ANOVA fir wiederholte Messungen).

Wurde die Zeit betrachtet, die die beiden Gruppen bei den Weibchen verbrachten, war
ebenfalls ein signifikanter genotypischer Effekt (F;2 = 5.0; P < 0.05) zu erkennen. Wahrend
die Wildtypen ca. 51% der Zeit bei den Weibchen verbrachten, zeigten sich die CHST12"
Tiere, mit durchschnittlich 31% bei den Weibchen verbrachter Zeit, deutlich weniger
interessiert (vgl. Abb. 4.32 B). Dieses fehlende Interesse spiegelte sich auch in der Anzahl
der Urin-Markierungen wieder. Bis auf zwei Tiere, die knapp 300 bzw. 500 Markierungen
setzten, lag die Anzahl der Markierungen bei den CHST12” Mausen deutlich unter 100.
Auch bei den Wildtypen waren drei Tiere, die deutlich mehr Markierungen setzten als die
anderen Wildtypen, der durchschnittiche Wert lag fir diese Gruppe jedoch bei ca.
150 Markierungen (vgl. Abb. 4.32 C).

3.4 Lernen und Gedachtnis
3.4.1 Spontane Alternation im Y-Labyrinth

Mit diesem Test wurde das Arbeitsgedachtnis der Tiere untersucht. Mause haben das

Bestreben immer neue Dinge zu erkunden. Daher wéare zu erwarten, dass sie in einem
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Y-férmigen Labyrinth die drei Arme abwechselnd aufsuchen, was bedeutet, dass sie in der

Lage sein mussen sich zu erinnern, in welchem Arm sie zuvor waren.
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Abb. 4.33: Spontane Alternation der CHST-14"" und CHST-14"" Mause im Y-Labyrinth. Dargestellt sind die
Alternation in Prozent (A), sowie die fiir eine Alternation bendtigte Zeit (B) als individuelle Mittelwerte. Die fir
CHST-14" Tiere (-/-) sind als schwarze, die fir den Wildtyp (+/+) als weiRe Rauten dargestellt. Die
Gruppenmittelwerte sind als horizontale Linien eingezeichnet, die Anzahl der analysierten Tiere (n) ist in (B)
angegeben.

Die CHST-14"* und CHST-14"" Mause zeigten keine Unterschiede bei der Haufigkeit der
Alternation und waren gleichermalRen in der Lage sich zu erinnern, welchen Arm sie als
Letztes aufgesucht haben. Die Wildtypen alternierten durchschnittlich 72%, die CHST-14"
Mause 69% (vgl. Abb.4.33 A). Auch bei der Zeit, die die Tiere durchschnittlich pro
Alternation bendtigten, ist mit 47 Sekunden fir den Wildtyp und 53 Sekunden fir die
CHST-14" Mause kein signifikanter Unterschied festzustellen (vgl. Abb. 4.33 B).

3.4.2 One trial spatial learning Test

Der one trial spatial learning Test wurde verwendet, um das raumliche Lernen, bzw.
Gedachtnis zu untersuchen, indem die Tiere lernen und sich einen Tag spater daran
erinnern missen, in welcher Halfte der in zwei Radume unterteilten Arena und welcher Ecke

sich Weibchen befanden.

Am ersten Tag (Lernen) wurden die Mause fir 20 Minuten in die Arena gesetzt und
analysiert, wieviel Zeit sie in der Zielzone der Weibchen und in der Zielzone ohne Weibchen
verbrachten. Die CHST-14"" Tiere hielten sich mit ca. 37% der Zeit genauso lange in der
Zielzone der Weibchen auf, wie die Wildtypen mit ca. 38%. Beide Genotypen verbrachten mit
je ca. 14% deutlich weniger Zeit in Zielzone ohne Weibchen (vgl. Abb. 4.34 A). Beim Recall
am nachsten Tag wurden in die Zielzone der Weibchen keine Weibchen gesetzt. Die

Wildtypen verbrachten in beiden Zielzonen je ca. 20% der Zeit und es war keine Praferenz
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fir eine der beiden Zonen festzustellen. Die CHST-14" Mé&use zeigten hingegen eine
Praferenz fur die Zielzone mit Weibchen. Sie hielten sich durchschnittlich 23% der Zeit in der
Zielzone auf, in der am Vortag die Weibchen sallen, wahrend sie nur etwa 14% der Zeit in
der Zielzone ohne Weibchen verbrachten (vgl. Abb. 4.34 B).
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Abb. 4.34: Aufenthalt der CHST14”" und CHST-14"* Miuse in den Zielzonen im one trial spatial learning
Test. Dargestellt ist die verbrachte Zeitin der Zielzone mit Weibchen (+ Weibchen) und ohne Weibchen
(- Weibchen) wahrend des Lern-Versuches (A) und des Recalls (B) sowie die verbrachte Zeit in der Zielzone mit
Weibchen im Lern-Versuch und im Recall (C) als Gruppenmittelwerte £+ SEM. Die Werte der CHST12" Mause
sind als schwarze, die Werte der Wildtypen als weil3e Balken dargestellt. Die Anzahl (n) der getesteten Tiere pro
Genotyp ist in (C) angegeben. p <0.05; ** p <0.01; ***p < 0,001 verglichen mit einer Wahrscheinlichkeit von
50% (Wilcoxon signed-rank Test). Die gestrichelte Linie in (C) gibt die Wahrscheinlichkeit von 50% an.

Die Arena war durch eine Trennwand in zwei Halften geteilt, die Uber einen Durchgang
verbunden waren. Wurde die Aufenthaltsdauer der Tiere in der Halfte der Weibchen im
Lernversuch und im Recall miteinander verglichen, war im Lernversuch bei beiden
Genotypen eine deutliche Praferenz fir die Halfte der Weibchen zu erkennen. Die Wildtypen
verbrachten mit 68% der Zeit und die CHST-14" Mause mit ca. 66% der Zeit signifikant mehr

Zeit in dieser Halfte, als in der Halfte ohne Weibchen.

Beim Recall war diese Praferenz bei den Wildtypen nicht mehr zu erkennen, sie verbrachten
nur etwa 51% der Zeit in der Halfte der Weibchen. Die CHST-14" Mé&use zeigten mit ca.
58% der in der Halfte der Weibchen verbrachten Zeit noch eine Praferenz fir diese Seite
(vgl. Abb. 4.34 C).

Der Praferenz-Index flur den Weibchen-Quadrant berechnete sich als Quotient aus der
verbrachten Zeit im Weibchen-Quadrant und der Summe aus der verbrachten Zeit im

Weibchen-Quadrant und ohne-Weibchen-Quadrant.

Wahrend die CHST-14" Tiere im Recall auRer in den ersten fiinf Minuten mit durchschnittlich

59% eine deutliche Praferenz fur den Weibchen-Quadrant zeigten, zeigten die wildtypischen
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Geschwister nur in den ersten 10 Minuten mit etwa 58% eine Praferenz fir den Weibchen-
Quadrant. Die letzten 20 Minuten zeigten die Wildtypen nur einen Praferenz-Index von 45%
fur den Weibchen-Quadrant und hielten sie sich etwas mehr im ohne-Weibchen-Quadrant
auf (vgl. Abb. 4.35 A).
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Abb. 4.35: Priferenz Index der CHST14” und CHST-14"" Miuse im one trial spatial learning Test.
Dargestellt ist der Praferenz-Index fir den Weibchen-Quadrant (A) und die Weibchen-Zielzone (B) als
Gruppenmittelwerte + SEM. Die Werte fir CHST-14" Tiere (-/-) sind als schwarze, die fiir den Wildtyp (+/+) als
weille Rauten dargestellt. Die Anzahl der analysierten Tiere (n) ist in (B) angegeben. (Newman-Keul post-hoc
Test nach two-way ANOVA flr wiederholte Messungen). Die gestrichelte Linie gibt die Wahrscheinlichkeit von
50% an.

Der Praferenz-Index fir die Weibchen-Zielzone berechnete sich als Quotient aus der
verbrachten Zeit in der Zielzone der Weibchen und der Summe aus der verbrachten Zeit in

der Zielzone der Weibchen und in der Zielzone ohne Weibchen.

Die Wildtypen zeigten in den ersten 10 Minuten des Recalls einen Praferenz-Index von
ca. 56% fir die Weibchen-Zielzone, in den letzten 20 Minuten des Experiments fiel der Wert
auf durchschnittlich 46% ab. Die CHST-14" Mause hingegen zeigten in den ersten 5 Minuten
des Recalls einen Praferenz-Index von nur etwa 46%, in den folgenden 10 Minuten steigerte
sich der Wert auf durchschnittlich 57% und erreichte in den letzten 15 Minuten des Versuchs
einen Wert von ca. 63% (vgl. Abb. 4.35. B).

3.4.3 Fear conditioning and extinction

Extinction ist eine Form des Gedachtnisses, das Konditionierung voraussetzt. Bei dem hier
verwendeten Versuchsaufbau, lernten die Mause am ersten Versuchstag, durch leichte

Stromschlage, eine fear conditioning Kammer mit einer negativen Erfahrung zu assoziieren
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(Conditioning/Konditionierung). Am Folgetag wurden die Tiere erneut in diese Kammer
gesetzt und sollten sich an die negative Erfahrung erinnern. Indem man sie 30 min in der
Kammer lie3, ohne sie erneuten Stromschlagen auszusetzen, sollten sie wiederum lernen,
dass ihnen nichts passiert und am dritten Tag, bei erneutem Kontakt mit der Kammer kein

erhdhtes Angstverhalten mehr zeigen.

Diese Fahigkeit, das Verhalten an eine sich andernde Umwelt anzupassen, wurde mit dem
Fear conditioning and extinction Test untersucht. Als Parameter fur die Angst wurde hierbei

das freezing-Verhalten der Mause ausgewertet.

Wie erwartet zeigten beide Gruppen im Konditionierungsversuch am ersten Tag, vor dem
ersten Stromschlag kein freezing und nach den beiden Stromschlagen war sowohl bei den
CHST-14""* als auch bei den CHST-14"" Mausen freezing-Verhalten festzustellen, wobei kein
Unterschied in der Haufigkeit zwischen den beiden Genotypen (ca. 4,3%) festgestellt werden

konnte.
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Abb. 4.36: Verhalten der CHST-14+/+ und CHST-14-/- Mause im Fear conditioning and extinction Test.
Dargestellt ist das freezing-Verhalten vor und nach dem Stromschlag am ersten Tag sowie am zweiten und
dritten Tag. Die Gruppenmittelwerte + SEM fiir CHST-14" Tiere (-/-) sind als schwarze, die fiir den Wildtyp (+/+)
als weille Rauten dargestellt. n gibt die Anzahl der analysierten Tiere pro Genotyp an.

Konfrontierte man die Tiere am nachsten Tag erneut mit der fear conditioning Kammer,
reagierten sowohl CHST-14"* als auch CHST-14" Mause mit verstirktem freezing. Die
Wildtypen zeigten in den ersten 5 Minuten 25% der Zeit freezing, was sich im Laufe der
15 Minuten des Versuches auf ca.10% freezing reduzierte. Bei den CHST-14"
Geschwistern war in den ersten 5 Minuten fur 18% der Zeit freezing-Verhalten zu
beobachten, der Wert glich sich aber nach 15 Minuten mit 10% freezing, dem Wert der

Wildtypen an. Als die Mause am dritten Tag erneut in die fear conditioning Kammer gesetzt
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wurden, zeigten sie das gleiche freezing-Verhalten, wie in den ersten 5 Minuten des zweiten
Tages. (vgl. Abb. 4.36).

3.5 Stress
3.5.1 Tail suspension Test

Mit dem tail suspension Test wurde ein Parameter untersucht, den die Verhaltensbiologen
als depression oder learned helplessness bezeichnen. Dies bezeichnet das Bestreben einer
Maus, sich aus einer misslichen Lage zu befreien, bzw. ob die Maus irgendwann erkennt,

dass die Situation ausweglos ist und aufgibt.
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Abb. 4.37: Dauer der Bewegungslosigkeit der CHST-14" und CHST-14"* Miuse im tail suspension Test.
Dargestellt ist die Zeit, die die Mause bewegungslos verharrten. Die Gruppenmittelwerte + SEM fiir CHST-147"

Tiere sind als schwarze, die flir den Wildtyp als weilte Kastchen dargestellt. n gibt die Anzahl der analysierten
Tiere pro Genotyp an.

In diesem Versuch wurde dieses Bestreben daran gemessen, wie lange die Maus, die frei
schwingend am Schwanz aufgehangt wurde, mit den Vorder- und Hinterbeinen strampelt,
bzw. regungslos verharrt. Two-way ANOVA Analysen fur wiederholte Messungen zeigten
einen signifikanten Unterschied der Genotypen in Bezug auf die Dauer der
Bewegungslosigkeit (Fq.5=4.8; P <0.05). Zu Beginn war kein Unterschied zwischen
CHST-14" und CHST-14"* Mausen festzustellen, beide Gruppen versuchten sich kraftig frei
zu strampeln und waren in der ersten Minute nur ca. 25% der Zeit bewegungslos. Nach
zwei Minuten gaben die Wildtypen jedoch deutlich auf und hingen schon ca. 60% der Zeit
ohne Befreiungsversuche. Die CHST-14" Mause brauchten hingegen wesentlich langer um
aufzugeben. Nach zwei Minuten hingen sie nur ca. 38% der Zeit still und erst nach funf

Minuten verharrten sie, wie die Wildtypen, ca. 50% der Zeit regungslos (vgl. Abb. 4.37).
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V. Diskussion

Projekt 1

Konstruktion der Zielvektoren zur Generierung einer konstitutiven
TN-N KO-Maus und einer konditionalen CHST-12"*"°* Maus

1. Konstruktion des Zielvektors zur Herstellung einer TN-N KO-Maus

TN-N ist ein Glykoprotein der extrazelluldren Matrix, das sowohl wahrend der
Embryonalentwicklung als auch im adulten Tier zeitlich und r&dumlich reguliert exprimiert wird
(Scherberich et. al., 2003; Neidhardt et. al., 2003). In Niere, Milz und im Gehirn konnte eine
Kolokalisation von TN-N mit TN-C beobachtet werden und es wird vermutet, dass der
Uberraschend milde Phanotyp der TN-C Knockout-Maus mit der Kompensation durch TN-N
in einigen Geweben zusammen hangt (Scherberich et. al., 2003). Um die Rolle von TN-N in

vivo genauer untersuchen zu kénnen, sollte eine TN-N Knockout-Maus generiert werden.

Der TN-N-Genlokus besteht aus 22 Exonen und 21 Introns, von denen Exon 1 nicht
kodierend ist. Zur Herstellung der TN-N KO-Maus sollten die Exone 2-4 deletiert werden.
Dies hatte den Hintergrund, die Transkription aller potentiellen mRNAs zu verhindern, denn
Untersuchungen der TN-N-Gensequenz auf potentielle Start-ATGs zeigten, dass dem ersten
ATG in Exon 2 insgesamt vier weitere ATG in den Exonen 2 und 3 folgten, die im
Leserahmen lagen und als potentieller Translationsstart dienen konnten. Da auflerdem
zwischen Exon 3 und 4 eine nur 766 bp grofl3e Intronregion folgte, wurde entschieden auch

Exon 4 zu deletieren. So sollte sichergestellt werden, dass eventuelle regulatorische
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Elemente in der Intronregion zwischen Exon3 und 4 durch die Integration der

Neomycin/Kanamycin-Kassette nicht zerstort werden.

Der TN-N Zielvektor sollte so konstruiert werden, dass 5" von Exon 2 eine einzelne loxP-
Erkennungssequenz und 3" von Exon 4 eine FRT/loxP-flankierte Neomycin/Kanamycin-
Selektionskassette integriert war. Der genomische TN-N-Genlokus, der aus den Exonen 2-4
sowie ausreichend grofden Intronsequenzen 5 von Exon 2 und 3’von Exon 4 bestand, wurde

erfolgreich aus einer A-ko2 Phagenbibliothek isoliert.

Eine einzelne loxP-Erkennungssequenz 5" von Exon2 konnte {ber homologe
Rekombination in den TN-N genomischen Lokus integriert werden. Der Versuch, die
FRT/loxP-flankierte Neomycin/Kanamycin-Selektionskassette Giber homologe Rekombination
3" von Exon4 zu integrieren, war jedoch auch nach mehrfacher Wiederholung nicht
erfolgreich. Sequenzierung der TN-N homologen Bereiche, des 3'TN-N loxP-neo/kan-loxP
Fragments und der Zielsequenz zeigten, dass Fehler in der Sequenz nicht als Ursache fiir
die erfolglose Rekombination in Frage kommen. Neben Fehlern in der Sequenz kénnten
auch Sekundarstrukturen wie z.B. Haarnadelstrukturen in Frage kommen, des Weiteren
konnte der ausgesuchte homologe Bereich Elemente enthalten, die die homologe
Rekombination in Bakterien beeintrachtigen kénnten. Die Bakterien kdnnen als Ursache
ausgeschlossen werden, da die gleichen Bakterien auch fir die Integration der 5" loxP-
Erkennungssequenz und zur Klonierung des CHST-12 Zielvektors verwendet wurden und in

diesen Beispielen die homologe Rekombination erfolgte.

Da die FRT/loxP-flankierte Neomycin/Kanamycin-Selektionskassette nicht in den TN-N-
genomischen Lokus rekombinierte, wurde die Strategie geandert und anstelle des
konditionalen TN-N Zielvektors ein konstitutiver TN-N-Knockout Zielvektor hergestellt, in dem
der genomische Bereich der Exone 2-4 erfolgreich gegen die Neomycin/Kanamycin-Kassette
ausgetauscht wurde. 5 der Neomycin/Kanamycin-Kassette befindet sich eine einzelne loxP-

Erkennungssequenz, die durch die alternative Strategie nicht entfernt wurde.

Dieser TN-N Zielvektor wurde zur Transfektion mausembryonaler Stammzellen verwendet
und die genomische DNA aus 288 liber Neomycin-Resistenz selektierten ES-Zellklonen, auf
erfolgreiche homologe Rekombination des Zielvektors in den TN-Lokus Uberprift. Die
Genotypisierung der ES-Zellklone mittels PCR flihrte zu keinem eindeutigen Ergebnis. Trotz
der Verwendung unterschiedlicher Primer, MgCl, Konzentrationen (0,5-3 mM MgCl,),
Hybridisierungstemperaturen (58°C-69°C) und Polymerasen, konnte kein Fragment in der
berechnete GroRe amplifiziert werden. Eine mogliche Ursache koénnten eventuelle
Sekundarstrukturen der DNA sein, die sich trotzt einer Dissoziationstemperatur von 95°C

nicht aufgeldst haben und eine Anlagerung der Primer verhindern.
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Ein Problem kénnte auch die GréRe der erwarteten PCR Produkte sein, die mit ca. 3,3 kb flr
eine PCR aus genomischer DNA sehr grol3 waren. Da sich aber die Wildtyp DNA von der
Knockout-DNA nur durch die Sequenz der integrierten Neomycin/Kanamycin-Kassette
unterscheidet, musste zur Identifizierung erfolgreich rekombinierter Klone ein Primer so
gewahlt werden, dass er innerhalb der Neomycin/Kanamycin-Sequenz bindet und der zweite
Primer musste auRerhalb der Zielvektor-Sequenz lokalisiert sein. Da der kurze homologe
Arm des TN-N Zielvektors jedoch schon 3047 Bp lang war, war es nicht méglich das PCR-

Produkt kleiner zu wahlen.

Die Analyse der 288 ES-Zellklone Uber Southern-Blot zeigte, dass keiner der ES-Zellklone
den TN-N Zielvektor homolog in das TN-N-Genom integriert hatte. Es konnte nur das

wildtypische Allel nachgewiesen werden, jedoch nie das Knockout-Allel.

Die Zuganglichkeit des Genlokus ist von entscheidender Bedeutung fir die homologe
Rekombination (Haines und Brodeur, 1998). Ware die genomische Region durch sekundare
DNA Strukturen nicht zuganglich oder ware das TN-N Gen in ES-Zellen inaktiviert, konnte
dies die Effizienz der homologen Rekombination deutlich beeintrachtigen. Des Weiteren ist
homologe Rekombination ein seltenes Ereignis. Zur Herstellung der TN-RKO-Maus wurden
in 1100 analysierten ES-Zellklonen drei homolog rekombinierte Klone identifiziert, was eine
Erfolgseffizienz von ca. 0,25% bedeutet (Neidhardt, 2001). Dies bedeutet, dass fur die
Konstruktion der TN-N Knockout-Maus mehr ES-Zellklone gescreent werden missen, um
einen homolog rekombinierten Klon zu identifizieren. Der zeitiche Rahmen dieser

Doktorarbeit war hierfir jedoch nicht mehr ausreichend.

2. Konstruktion des Zielvektors zur Herstellung einer CHST-12 KO-Maus

Die Kohlenhydrat-Sulfotransferase-12 (CHST-12) gehért zur Familie der HNK-1-
Sulfotransferasen und ist mitverantwortlich fir die Sulfatierung der Chondroitin-Reste in den
Glykosaminoglykan-Ketten der Chondroitinsulfat-Proteoglykane. Die CHST-12" Maus bietet
die Moglichkeit, die Bedeutung der Sulfatierung, bzw. den Einfluss der fehlenden
Sulfatierung in vivo zu untersuchen. Der erste Schritt in der Herstellung der KO-Maus

besteht in der Konstruktion des Zielvektors.

Das CHST-12-Gen besteht aus 2 Exonen, von denen aber nur Exon 2 kodierend ist. Somit
kann mit der Deletion des zweiten Exons die Translation eines funktionellen Proteins

verhindert werden. Die 5" loxP-Erkennungssequenz wurde Uber homologe Rekombination
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erfolgreich in das Exon 2 integriert. Der Integrationsort wurde deshalb nicht innerhalb der
Intronregion 5" von Exon 2 gewahlt, weil eventuelle Promotor- oder Enhancer-Elemente, die
in dieser Intronregion liegen konnten, nicht zerstort werden sollten. Somit sollte sichergestellt
werden, dass das funktionelle Protein in der CHST-12""* Maus noch gebildet werden kann.
Gleichzeitig wurde jedoch darauf geachtet, dass der loxP-Integrationsort 5" des Start-ATG
liegt, um nach Cre-Expression und erfolgreicher Exzission des loxP-flankierten Exons, in der
CHST-127 Maus, die Translation des Proteins zu verhindern. 3" von Exon 2 wurde iber
homologe Rekombination eine FRT/loxP-flankierte Neomycin/Kanamycin-Selektionskassette

integriert.

Der in dieser Arbeit hergestellte CHST-12 Zielvektor bietet somit die Mdglichkeit den
CHST-12-Genlokus in mausembryonalen Stammzelllen so zu verandern, dass -nach in vitro
Expression der Cre-Rekombinase- ES Zellen entstehen, die entweder einen konstitutiven
CHST-12 KO- oder einen konditionalen loxP-flankierten CHST-12-Lokus besitzen. Diese
manipulierten ES-Zellen koénnen, nach Injektion in die Blastozyste, zur Herstellung der

entsprechenden CHST-12" oder CHST-12""* Mause verwendet werden.

Projekt 2

Analyse der CHST-14 KO-Maus

Phanotypische Analyse der CHST-14" Mause

CHST-14" Mause sind deutlich kleiner und leichter als ihre wildtypischen Geschwister. Sie
werden mit geringerer Mendelscher Frequenz geboren und einige adulte Tiere zeichnen sich
durch Zahnfehistellungen aus. In der M5-CB2-KO/F Linie, die zweimal auf C57BL/6J
Hintergrund rickgekreuzt wurde, besitzen einige Tiere auflerdem deformierte Schwanze, die
bei den CHST-14" Tieren der M5-CB2-KO Linie, die nur einmal auf C57BL/6J rickgekreuzt

wurde, nur direkt nach der Geburt beobachtet werden konnten.

Die Chondroitinsulfat-Proteoglykane Decorin und Biglycan spielen bei der Zahnentwicklung,
besonders bei der Zahnschmelzbildung, eine bedeutende Rolle (Matsuura et al., 2001;
Goldberg et. al., 2005). Decorin™ Ma&use =zeigten eine Verzdgerung in der

Zahnschmelzbildung, wahrend Biglycan”™ Mause eine beschleunigte Zahnschmelzbildung
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aufwiesen. Biglycan bindet den Fibroblasten-Wachtsumsfakor-2 (fibroblast growth factor-2;
FGF-2) und den transforming growth factor 3 (TGFRB) (Weber et al., 2001; Kinsella et al.,
1997), Decorin bindet den epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptor (epidermal growth factor
receptor, EGFR) (Csordas et al., 2000; lozzo et al., 1999). Goldberg et al., (2005)
postulieren, dass Biglycan auch direkt an Membran-Rezeptoren binden kann und dadurch
Signaltransduktion und Zellmetabolismus beeinflusst, so wie es auch fir Decorin gezeigt
werden konnte (Csordas et al., 2000; lozzo et al., 1999). Wie genau diese Bindung von
Biglycan und Decorin an die Rezeptoren stattfindet ist nicht bekannt. Da Sulfatierungsmuster
die Spezifitdt eines Liganden erhéhen ist nicht auszuschliellen, dass die sulfatierten
Chondroitin- bzw. Dermatansulfate der Glykosaminketten dieser Glykoproteine bei der
Rezeptor-Bindung eine wichtige Rolle spielen und so die fehlende oder unzuldngliche

Sulfatierung zu Zahnfehlbildungen fihrt.

Die bei den CHST-14" Mausen beobachtete verringerte Geburtsrate und das verringerte
Gewicht dieser Tiere, wurde auch flir die Biglykan/Decorin Doppelknockout-Maus
beschrieben (Corsi et al.,, 2002). Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die
Knochensubstanz der Doppelknockouts reduziert ist (Ameye und Young, 2002). Messungen
der Knochendichte der CHST-14"" Mause, koénnte Aufschluss darlber geben, ob das
geringere Gewicht und die geringere GroRe CHST-14" Tiere auf eine reduzierte

Knochensubstanz zurtickzufihren ist.

Dass einige Phanotypen, wie die Elefantenzédhne oder der deformierte Schwanz, nur bei
einigen Tieren zu erkennen ist, kdnnte mit dem gemischten genetischen Hintergrund der
Tiere zusammenhangen, da diese bisher nur einmal bzw. zweimal auf C57BL/6J-Hintergrund
rickgekreuzt wurden. Einen reinen genetischen Hintergrund erhalt man jedoch erst nach

ca. 11 Ruckkreuzungen.

Untersuchungen zur Beteiligung der CHST-14 an der Regeneration des ZNS

Nach Verletzungen des ZNS bildet sich eine Glianarbe, die unter anderem reich an
Chondroitinsulfat-Proteoglykanen ist. Da die Entfernung der Glykosaminoglykan-Ketten den
inhibierenden Einfluss dieser CSPGs mindert, wird davon ausgegangen, dass die GAG-
Reste einen entscheidende Rolle bei der Inhibierung der Regeneration des ZNS spielen
(Mc Keon et al.,, 1995; Zuo et al 1998; Silver and Miller 2004). Diese Vermutung wird
dadurch bestatigt, dass Chondroitinase-Behandlung nach Lasionen des ZNS in Ratten zu
einer Verbesserung der funktionellen Regeneration fuhrt (Bradbury et al., 2002; Caggiano et
al., 2005).
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Im Hinblick auf diese Befunde, wurde erwartet, dass durch die Deletion der CHST-14, eine
bessere funktionelle Regeneration eintritt, da die Menge an sulfatierten Dermatansulfaten
reduziert sein sollte. Uberraschenderweise war die funktionelle Regeneration nach
Riickenmarkslasion in CHST-14" Mausen, im Vergleich zu rickenmarkslasionierten
Wildtypen, verschlechtert. Der Uberraschende Befund, dass das Fehlen der CHST-14 im
Iasionierten Rickenmark in Bezug auf die Regeneration nachteilig war, warf nun die Frage
auf, ob zwischen der Rolle der Chondroitinsulfat und Dermatansulfate bezlglich der
Regeneration des ZNS unterschieden werden muss, d.h. ob die Dermatansulfate bei der
Regulierung des Axonwachstums nach Verletzungen die gleiche inhibierende Funktion
besitzen, wie die Chondroitinsulfate. Eine weitere Moglichkeit ware, dass die fehlende
Sulfatierung die Eigenschaften der Molekiile so verandert, dass die noch starker inhibierend

auf die Regeneration der Nervenzellen wirken.

Eine Methode, die motorischen Fahigkeiten von Ratten und Mausen nach
Ruckenmarkslasionen zu bewerten, ist die BBB-Skala fiir die open field-Lokomotion. In
dieser Arbeit wurde die Fahigkeit der Mause zum plantar stepping mit Hilfe eines weiteren
Parameters, namlich des footstepping Winkels (Apostolova et al., 2006) analysiert.
Zusatzlich wurden noch komplexere Motorfunktionen als das plantar stepping untersucht.
Zum einen der rump-height Index, der als Maf} fir die Fahigkeit der Tiere das eigene
Korpergewicht wahrend der Lokomotion zu tragen dient und zum anderen der Streck-
Beugewinkel im Stift-Test, der die Fahigkeit der Mause bewertet, ihre Extremitaten ohne
Unterstitzung des Korpergewichts zu bewegen. Sowohl der BBB-Wert, als auch die
numerischen Parameter, die fur die funktionellen Analysen verwendet wurden, hangen mit
der Schwere der Lasion und somit mit dem Volumen der Glianarbe zusammen (Kloose et al.,
2005; Apostolova et al., 2006). Es konnte im Rahmen dieser Arbeit jedoch nicht geklart
werden, ob die Regenerationsfahigkeit mit der GroRe der sich bildenden Glianarbe
korrelierte, da das Gewebe an der Gliarnarbe nach Anfertigung der Cryoschnitte zerrissen
und unvollstandig war, und so das Narbenvolumen nicht bestimmt werden konnte. Hierflr
mussten weitere Tiere lasioniert und neue Cryoschnitte angefertigt werden, die zur
Bestimmung des Narbenvolumens geeignet sind. Die schlechtere Regeneration ist jedoch
nicht auf eine unterschiedliche Grolke des Rickenmarks der beiden Genotypen
zurtickzufiihren, denn nicht nur der Gesamtdurchmesser, sondern auch die wei3e und graue

Substanz war zwischen CHST-14""Mausen und Wildtypen identisch.

Mikroglia sind nach Verletzungen des ZNS u.a. an der Regulation der Gliosis, die zur Bildung
der Glianarbe flihrt, beteiligt. Des Weiteren war bekannt, dass die Dichte der Mikroglia in der
Hirnrinde, im Hippokampus und im Cerebellum der CHST-14" M&use im Vergleich zum

Wildtyp um 30% erhoht ist (Laczynska und Schachner, unveroffentlichte Daten). Daher
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wurde die Mikroglia-Antwort nach Lasionen des Ruckenmarks untersucht, da eine verstarkte
Mikroglia-Antwort die Regeneration beeinflussen konnte. Bei der Betrachtung der Dichte der
Iba-1 positiven Zellen sechs Wochen nach der Lasion, war jedoch kein Unterschied
zwischen den Genotypen festzustellen. Dies zeigt, dass es keinen Unterschied in der
Mikroglia-Antwort der CHST-14"Mause nach Riickenmarkslasionen im Vergleich zum
Wildtyp gibt.

Monoaminerge absteigende Bahnen im Vorder- und Hinterstrang des Riickenmarks die ihren
Ursprung in der formatio reticularis, den Raphekernen, dem locus coeruleus, dem pretectum
und der substantia nigra haben, modulieren die Erregbarkeit der Riickenmark-Schaltkreise,
die rhythmisch koordinierte Bewegungen auslésen und kontrollieren (Fouad und Pearson
2004). Um zu Uberprifen, ob die unterschiedlichen Fahigkeiten zur Regeneration zwischen
den beiden Genotypen durch Unterschiede in der monoaminergen Re-Innervierung des
Rickenmarks caudal der Lasionsstelle zu erklaren sind, wurden Kkatecholaminerge
(TH-positive) Axone gezahlt, die durch eine willkirliche Grenze 250 pm caudal der
Lasionsstelle projizieren. Hierbei konnte im Vergleich zu wildtypischen Mausen, eine
Tendenz fir eine schlechtere monoaminerge Re-Innervierung des Rickenmarks der
CHST-14" Mause nach Lasionen festgestellt werden. Diese Tendenz misste durch die
Analyse weiterer Tiere bestatigt werden, dies war im zeitlichen Rahmen dieser Arbeit jedoch
nicht mehr durchfihrbar, da aufgrund der reduzierten Geburtsrate, nicht genigend
CHST-14" Mause zur Verfiigung standen. Die schlechtere Re-Innervierung durch
katecholaminerge Zellen ware auf jeden Fall eine Erkldrung fur die schlechtere
Regenerationsfahigkeit der CHST-14" Mause.

Da in Ratten gezeigt werden konnte, dass Chondroitinase-Behandlung nach L&sionen zu
einer Verbesserung der funktionellen Regeneration flihrt (Moon et al., 2001; Bradbury et al.,
2002; Caggiano et al., 2005; Galtrey et al., 2007), sollte die Regeneration der CHST-14"
Mause und ihrer wildtypischen Geschwister nach Chondroitinase-Behandlung untersucht
werden. Bislang wurde diese Behandlung nur an Ratten beschrieben und fir die Injektion
des Enzyms in Mause war nichts bekannt. Daher wurden die bei der Ratte eingesetzten
Mengen auf die durchschnittliche GroRe und das Gewicht einer Maus umgerechnet und
1 pl Chondroitinase ABC mit einer Konzentration von 10 U/ml fir die Injektionen eingesetzt.
Um zu gewahrleisten, dass das Enzym vom Rickenmark aufgenommen werden kann und
nicht auRerhalb des Riickenmarks wegdiffundiert, wurde zum einen das Volumen so gering
wie moglich gehalten und zum anderen die Injektion langsam Uber einen Zeitraum von ca.
drei Minuten vorgenommen. Die erste Injektion erfolgte hierbei unmittelbar nach der Lasion.
Da das Enzym in vivo jedoch nur etwa vier Tage aktiv ist (Crespo et al., 2007), wurde

entschieden, drei und sechs Tage nach der ersten Injektion das Enzym ein weiteres Mal zu
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injizieren. Hiermit sollte sichergestellt werden, dass von allen Chondroitinsulfat-
Proteoglykane, die wahrend der Bildung der Glianarbe exprimierten werden, die GAG-Ketten

abgebaut werden.

Die funktionelle Regeneration der CHST-14"" und wildtypischen M&use nach Chondroitinase-
Behandlung konnte nicht untersucht werden, da die CHST-14" Mause die Chondroitinase-
Behandlung nicht Uberlebten. Dass die Tiere als Folge des operativen Eingriffs gestorben
sind wurde ausgeschlossen, da Tiere, die ohne Chondroitinase-Behandlung am Rickenmark
Iasioniert wurden, den Eingriff genauso gut Uberstanden, wie die Wildtypen. Aus dem
gleichen Grund kann auch eine Unvertraglichkeit der Narkose ausgeschlossen werden,
zumal die Tiere alle aus der Narkose erwachten und wahrend und nach der Operation in
Bezug auf Atmung nicht auffallig waren. Dass die eingesetzte Dosis der Chondroitinase ABC
fir die im Vergleich zum Wildtyp kleineren CHST-14" Mause zu hoch war kann
ausgeschlossen werden, da zwei Tiere die zweite Injektion fir zwei Tage Uberlebten und in
der Literatur kein Hinweis auf einen toxischen Effekt der Chondroitinase ABC gefunden
wurde. Eine weitere Erklarung fir das Sterben der CHST-14" Tiere koénnte sein, dass diese
die Chondroitinase ABC nicht vertrugen. In der Literatur konnten jedoch keine Hinweise auf
die Metabolisierung der Chondroitinase ABC gefunden werden, die einen Zusammenhang
mit CHST-14 erklaren kdnnten.

Es ist wahrscheinlich, dass der Verlust der CHST-14 durch ein anderes Mitglied der HNK-1-
Sulfotransferase-Familie kompensiert wird, was auch die schlechtere funktionelle
Regeneration der CHST-14" Mause, nach Lasionen des Riickenmarks, erklaren wiirde. Um
dies zu untersuchen wurden gqRT PCRs mit Idsioniertem Riickenmark der CHST-14" Mause
und der Wildtypen durchgefiihrt. Hierbei wurden drei Regionen, namlich die Lasionsstelle
sowie je 5 mm Gewebe rostral und caudal der Lasionsstelle und zwei Zeitpunkte, namlich

eine und sechs Wochen nach der Lasion, unterschieden.

Fiar die verwendeten Haushaltsgene Aktin, GPDH und HPRT konnte kein genotypischer
Unterschied in der Expression festgestellt werden. Die Expression von Aktin war eine Woche
nach der Lasion an der Lasionsstelle stark hochreguliert, sechs Wochen nach der Lasion war
nur noch eine leichte Dysregulation festzustellen. Die GAPDH-Expression war eine Woche
nach der Lasion an der Lasionsstelle runterreguliert, sechs Wochen nach der Lasion war
keine Dysregulation mehr festzustellen. Fir HPRT konnte nach der Lasion in allen
analysierten Regionen und Zeitpunkten eine Runterregulation gemessen werden, die an der
Lasionsstelle am starksten war. Diese Dysregulation der Haushaltsgene war nicht
Uberraschend, da in den ersten zehn Tagen nach der Lasion umfassende

Umstrukturierungen des Gewebes stattfinden, die zur Bildung der Glianarbe fiihren und die
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Hochregulierung von Aktin erklaren. Die Runterregulation von GAPDH, HPRT und RPII kann

mit dem massiven Zellsterben an der Lasionsstelle erklart werden.

Die gemessene CHST-14-Expression im lasionierten Riickenmark der CHST-14" und
wildtypischen Mause entsprach den Erwartungen. In einem Vorversuch, der auch als
Grundlage der Lasionsexperimente diente, konnte gezeigt werden, dass CHST-14 im
wildtypischen Ruckenmark an der Lasionsstelle eine und drei Wochen nach der Lasion
hochreguliert ist. Diese Beobachtung konnte bestatigt werden. Wie erwartet, lag die
CHST-14-Expression in den CHST-14" Mausen an der Nachweisgrenze und bestatigt, dass
kein funktionelles CHST-14-Transkript gebildet wird und entsprechend auch kein

funktionelles Protein.

Die Expression der Mitglieder der HNK-1-Sulfotransferase-Familie ist im Rickenmark
unlasionierter CHST-14"" Mause im Vergleich zum Wildtyp herunterreguliert, was darauf
hinweist, dass im unlasionierten Riickenmark der CHST-14"" Mause keine Kompensation

durch eine anderes Mitglied der HNK-1-Sulfotransferase-Familie stattfindet.

Wahrend fir alle analysierten Sulfotransferasen ein Positionseffekt gemessen werden
konnte, konnte im lasionierten Riickenmark der CHST-14" MAuse, im Vergleich zum
lasionierten Wildtyp, nur fir CHST-12 ein signifikanter genotypischer Unterschied festgestellt
werden. Im Vergleich zum Wildtyp war die Expression eine Woche nach der Lasion in allen
drei untersuchten Regionen hochreguliert, sechs Wochen nach der Lasion konnte an der
Lasionsstelle und rostral der Lasionsstelle eine Hochregulation gemessen werden. Dies
koénnte ein Indiz dafir sein, dass der Verlust der CHST-14 im Rickenmark nach Lasionen
durch die CHST-12 kompensiert wird. Mikami et al., (2003) konnten zeigen, dass bei der
Substratspezifitat fir CHST-14 eine deutliche Praferenz fir Dermatan festzustellen ist,
wahrend CHST-12 Dermatan und Chondroitin gleichermalen sulfatiert (vgl. S. 9, Abb. 1.2)
Daher konnte CHST-12 tatsachlich den Verlust der CHST-14 kompensieren. Dieser
Kompensationseffekt wiirde auch die schlechtere funktionelle Regeneration der CHST-14"

Mause nach Rickenmarkslasion erklaren.
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Verhaltensanalyse der CHST-14" Mause
Explorations- und Angstverhalten

Das Explorations- und Angstverhalten der Mause wurde im open field, im elevated plus

maze und im ,neues Objekt* Test bestimmt.

Die Konfrontation der Maus mit einer neuen Umgebung fihrt zu einer Konfliktsituation, in der
unterschiedliche Motivationen -je nach Testbedingungen verschieden stark- auf das
Verhalten des Tieres einwirken. Die unbekannte Umgebung wird sowohl den
Explorationstrieb, als auch einen Angsttrieb auslésen (Montgomery, 1955), was zu einem

Konfliktverhalten flihrt, das aus Annaherungs- und Vermeidungskomponenten besteht.

Im open field zeigten CHST-14" Tiere, im Vergleich zu den wildtypischen Geschwistern, ein
normales Explorations- und Angstverhalten. Das Explorationsverhalten wurde hierbei tUber
die Lokomotion bestimmt, wobei jedoch auch eine gewisse Angstkomponente
mitbertcksichtigt werden musste, die dem Explorationsdrang entgegenwirkt. Es wurde
jedoch versucht, den Angsteinfluss im open field so gering wie méglich zu halten, so dass
die Lokomotion fast ausschlief3lich auf den Explorationsdrang zurickzufuhren war. Sowohl
die zurlckgelegte Strecke in der Gesamtarena, als auch die durchschnittliche
Geschwindigkeit, mit der sich die Tiere am Rand und im Zentrum der Arena fortbewegten
lie keine Unterschiede erkennen. Angst-korrelierte Parameter wie Thigmotaxis (in diesem
Versuch der Kontakt zur Wand) und das Betreten der Mitte der Arena zeigten keine

Unterschiede zwischen CHST-14" Tieren und den Wildtypen.

Im elevated plus maze konnten die Beobachtungen bezlglich des Angstverhaltens teilweise
bestatigt werden. Diesem Versuch liegt die Tatsache zu Grunde, dass Mause freie Flachen
und erhohte Orte meiden. Als Bewertungskriterien fur das Angstverhalten wurde zum einen
die Lokomotion, als auch die Eintritte und die Aufenthaltsdauer auf den offenen und
geschlossenen Armen bewertet. Beide Genotypen verbrachten etwa gleich viel Zeit auf dem
offenen, bzw. geschlossenen Arm, jedoch zeigten die CHST-14" Mause geringere
Lokomotion, wenn man die Anzahl der Gesamteintritte in die offenen und geschlossenen
Arme betrachtet. Zusatzlich war zu beobachten, dass die CHST-14" Tiere weniger Zeit in
der Mitte des plusférmigen Labyrinthes verbrachten. In diesem Bereich findet das risk
assessment statt, d.h., die Tiere bewerten anhand von stretched attend postures (SAP) und
head dippings ihre Umgebung und das damit einhergehende Risiko. CHST-14" Mause
brauchten im Vergleich zu den wildtypischen Geschwistern etwa doppelt so lange, bis sie
den ersten ungeschitzten head dip wagten, wahrend bei der Dauer bis zum ersten

geschitzten head dip kein Unterschied zwischen den Genotypen festzustellen war. Die
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verringerte Lokomotion, in Kombination mit dem verringerten risk assessment, kénnte auf ein
vermindertes Neugierverhalten und verminderte Neugier-induzierte Exploration der
CHST-14" Tiere hinweisen.

Im ,neues Objekt® Test war kein signifikanter Unterschied im Explorations- und
Angstverhalten der Mause festzustellen. Hierbei wurde bewertet, wieviel Zeit die Tiere auf
der Seite oder gegeniber des neuen, unbekannten Objektes verbrachten und wie lange es
dauerte, bis sie mit dem Objekt das erste Mal in Kontakt kamen. Es zeigte sich jedoch eine
Tendenz dahingehend, dass die CHST-14"" Mause langer brauchten, bis sie das erste Mal
am neuen Objekt schniffelten und sie verbrachten tendenziell auch weniger Zeit auf der
Seite des Objektes. Dies wiirde das schon im elevated plus maze beobachtete verminderte

Neugierverhalten und die verminderte Neugier-induzierte Exploration bestatigen.

Es ist allerdings anzumerken, dass diese drei Tests nicht den gleichen Neuigkeitswert und
das gleiche Mall an Umwelteinflissen beinhalteten. Wahrend der ,neues Objekt* Test im
Heimkafig und im Dunkeln durchgeflihrt wurde und so den geringsten Neuigkeitswert zeigte,
war im open field Test, bei dem die Tiere aus dem Heimkafig in eine neue Arena gesetzt

wurden und der au3erdem im Hellen stattfand, der groRte Neuigkeitswert gegeben.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass das Explorations- und Angstverhalten der
CHST-14" Mause im Vergleich zu ihren wildtypischen Geschwistern keine Auffalligkeiten
zeigte, jedoch war ein verringertes Neugierverhalten und eine verminderte Neugier-

induzierte Exploration der CHST-14"Tiere festzustellen.

Motorkoordination

Die Motorkoordination der Mause wurde im Pole Test und im Rotarod Test bestimmt. Hierbei
ist zu bemerken, dass der Pole Test, bei dem sich die Mause auf einem senkrechten Stab
um 180° drehen und ihn dann kopfiiber herunter klettern mussten, der motorisch

anspruchsvollere Test war.

Die CHST-14" Tiere waren kaum in der Lage, die Aufgabe im Pole Test zu erfiillen.
Wahrend bei den Wildtypen schon im ersten der drei Durchgange, fast die Halfte der Tiere in
der Lage war sich zu drehen und den Stab herunter zu klettern, war dies bei den
CHST-14" Mausen nicht einmal im dritten Durchlauf der Fall. Sie waren kaum in der Lage
sich koordiniert zu drehen und rutschten vielmehr seitlich oder riickwarts den Stab herunter,

oder sie fielen einfach nur vom Stab.
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Im Rotarod Test hingegen zeigten die CHST-14" Tiere eine bessere Leistung als ihre
wildtypischen Geschwister. Wahrend sich die Wildtypen im ersten und zweiten Versuch nur
etwa 150-180 Sekunden auf dem Rotor halten konnten, kamen die CHST-14"Mause in den
ersten beiden Versuchen auf ca. 240 Sekunden. Jedoch ist bei den CHST-14"" Tieren, im
Gegensatz zu den Wildtypen, keine Leistungssteigerung zu erkennen. Wahrend sich die
Wildtypen von etwa 140 Sekunden im ersten Versuch, auf ca. 270 Sekunden im vierten
Durchlauf steigerten, ist bei den CHST-14"Tieren mit ca. 280 Sekunden in allen vier

Durchlaufen, kaum eine Steigerung der Leistung zu erkennen.

Die im Pole Test beobachtete Beeintrachtigung der Motorkoordination kénnte in der
physiologischen Konstitution der CHST-14" Mause begriindet sein. Wie beschrieben, sind
die CHST-14" Tiere deutlich kleiner und leichter als ihre wildtypischen Geschwister und ihre
schlechte Leistung im Pole Test konnte auch eine geringere Kraft dieser Tiere als Ursache
haben. Die geringere Kraft wirde flir den Rotarod Test keine so entscheidende Rolle
spielen, auRerdem stellt sich die Frage, ob das geringe Gewicht der CHST-14"Tiere in

diesem Versuch vielleicht ein Vorteil ist.

NG2, Bigylcan wund Decorin sind Chondroitinsulfat-Proteoglykane, die in der
Skelettmuskulatur exprimiert sind (Bianco et al., 1990). Die Ullrich’s-Krankheit (Ullrich’s
disease) zeichnet sich neben Auszehrungserscheinungen und gesteigerter Flexibilitat der
Gelenke auch durch Muskelschwache aus. Die Hauptursache dieses Krankheitsbilds ist eine
Deletion im Kollagen-VI-Gen (Camacho Vanegas et al., 2001; Demir et al., 2002; Higuchi et
al., 2001), es konnte jedoch auch gezeigt werden, dass NG2 in der Membran der
Skelettmuskeln dieser Patienten reduziert ist (Higashi et al., 2006). Decorin wird wahrend der
Differenzierung der Skelettmuskeln exprimiert, Biglycan Expression findet man in Myotuben
wahrend der fétalen Muskelformation und im adulten Muskel im Endomysium und in der
neuromuskularen Endplatte (Bianco et. al.,1990; Bowe et. al., 2000). Bei der
Muskeldystrophie Typ Duchenne konnte eine Anstieg dieser Chondroitinsulfat-Proteoglykane
im Skelettmuskel festgestellt werden (Fadic et. al., 2006). Besonders interessant ist hierbei
die Rolle von Decorin als protektives Molekiil, das die Muskelfasern umgibt. Die im Pole Test
vermutete fehlende Kraft, kdnnte also auch durch eine Muskelschwache bedingt sein, die
wiederum auf fehlende oder veranderte Sulfatierung der Chondroitinsulfat-Proteoglykane
NG2 und/oder Decorin zurlickzufiihren sein konnte. Jedoch ist festzuhalten, dass die Tiere
ansonsten keine Auffalligkeiten in Bezug auf Kraft oder Probleme, die auf die Muskulatur

zurtickzufiihren sein kénnten, zeigten.
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Sozialverhalten

Es wurde zum Einen die Aggressivitdt der Mause gegenuber anderen Mannchen im
resident-intruder Test untersucht und zum Anderen das Verhalten Weibchen gegenuber im

Urin-Markierungs Test.

Mit dem resident-intruder Test wurde das Revierverhalten der Mannchen untersucht, indem
sie mit einem fremden Mannchen in ihrem Heimkafig konfrontiert wurden. Es ware zu
erwarten, dass der Heimkafig gegenuber Eindringlingen verteidigt wird. Anhand der Dauer
bis zum ersten Angriff und durch die Beobachtung, ob der Angriff von resident oder intruder
ausging, konnte auf die Aggressivitat der Tiere geschlossen werden. Es konnte jedoch keine
wirklich Aussage Uber das Aggressivitatsverhalten der Tiere getroffen werden, da keine

Angriffe stattfanden, weder von den residents, noch von den intrudern.

Im Urin-Markierungs Test wurde anhand der Urin-Markierungen, die die Mannchen in
Gegenwart von Weibchen setzten und anhand der Aufenthaltsdauer bei den Weibchen, das
Revierverhalten untersucht. Urin-Markierungen spielen im Sozialverhalten der Mause eine
wichtige Rolle (Hurst et. al 1987). Sie markieren ihr Territorium, informieren Weibchen tber
die Anwesenheit eines paarungsbereiten Mannchens und es dient der Taxierung von
Dominanz, wobei dominante Mannchen starker markieren als unterlegene Mannchen.
CHST-14" Mause zeigten, im Vergleich zum Wildtyp, ein deutlich reduziertes
Revierverhalten. Sie zeigten nicht nur eine geringere Lokomotion, sie verbrachten auch
weniger Zeit bei den Weibchen und setzten weniger Urin-Markierungen. Dies kdnnte an
einem generell geringeren Interesse der CHST-14"" Tiere gegeniiber Weibchen liegen oder
an olfaktorischen Beeintrachtigungen, wodurch sie die Weibchen nicht so gut erkennen
konnten. Dem widersprechen jedoch die Beobachtungen aus dem one trial spatial learning
Test, in dem die CHST-14" Mause genauso viel oder sogar mehr Zeit bei den Weibchen
verbrachten, wie die Wildtypen. Vielmehr kénnte das Verhalten die Beobachtungen aus den
Explorations- und Angstverhaltens-Test bestatigen und auf ein reduziertes Neugierverhalten

und eine verminderte Neugier-induzierte Exploration schliel3en lassen.

Lernen und Gedachtnis

Veranderungen im Lernen und Gedichtnis der CHST-14" Mause wurde mit drei
verschiedenen Versuchsansatzen analysiert. Das Arbeitsgedachtnis wurde anhand der
spontanen Alternation im Y-Labyrinth bewertet, das Langzeitgedachtnis im one trial spatial

learning Test, auBerdem wurde ein fear conditioning and extinction Versuch durchgefiihrt.
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Das Arbeitsgedachtnis ist fur kurzfristige Speicherung von Informationen zustandig und hilft
Informationen gleichzeitig festzuhalten und in Beziehung zu setzen. Im Y-Labyrinth wird das
Arbeitsgedachtnis anhand der Fahigkeit der Mause zur Alternation bewertet. Die Maus kann
sich, wenn sie aus einem der drei Arme kommt, jedes Mal neu entscheiden, welchen Arm sie
als nachstes erkunden mdéchte. Auf der Grundlage, dass Mause dazu tendieren, Neues
erkunden zu wollen, sollte eine Alternation auftreten, wenn sie in der Lage, sind sich daran
zu erinnern, welchen Arm sie als letztes aufgesucht hatten. Die CHST-14" Mause zeigten im
Vergleich zum Wildtyp keinen Unterschied in der Haufigkeit der Alternation, was auf ein

intaktes Arbeitsgedachtnis schlieRen liel3.

Im one trial spatial learning Test sollten sich die Mause in einem Lern-Versuch die Position
der Weibchen in einer in zwei Rdume unterteilten Arena merken und sich am Folgetag, im
Recall-Versuch ohne Weibchen, an die Position der Weibchen des Lern-Versuchs erinnern
und die Ecke aufsuchen, in der die Weibchen platziert waren. Die Praferenz fiir die Ecke der
Weibchen war im Lern-Versuch fiir beide Genotypen deutlich ausgepragt. Im Recall zeigten
die CHST-14" Mause im Vergleich zum Wildtyp jedoch ein tendenziell besseres
Langzeitgedachtnis und hielten sich langer in der Zielzone der Weibchen auf, wahrend bei
den Wildtypen keine Praferenz fir diese Zone zu erkennen war. Dies zeigt, dass die
CHST-14" Tiere nicht nur in der Lage waren zwischen den beiden R&umen zu
unterscheiden, sondern sich auch die richtige Ecke zu merken, in der die Weibchen im Lern-
Versuch platziert waren. Es muss jedoch festgehalten werden, dass die Wildtypen in diesem
Versuch deutlich schlechter abschnitten, als erwartet. Aus anderen Studien ist bekannt, dass
die C57BL/6J Wildtypen normalerweise deutlich besser in der Lage sind, sich an die Position
der Weibchen zu erinnern (Fellini et. al., 2008). Eine mdgliche Erklarung fir dieses
unerwartete Verhalten der Wildtypen kénnte der gemischte genetische Hintergrund sein, da
die Tiere erst zweimal auf C57B/L6J Hintergrund rickgekreuzt wurden. Weitere
Ruckkreuzungen auf C57BL/6J Hintergrund wirden wahrscheinlich zum erwarteten
Verhalten der Wildtypen im one trial spatial learning Test fiilhren. Ob sich dadurch der in
diesem Versuch festgestellte Unterschied zwischen den Genotypen bestéatigt ist
wahrscheinlich, da beide Genotypen in diesem Experiment den gleichen ,unreinen®

genetischen Hintergrund besalen.

Im fear conditioning and extinction Test wurden long und short term extinction der Tiere
untersucht. Das freezing-Verhalten der Mause ist eine gangige und leicht messbare
Reaktion, die als Hinweis fiir fear conditioning verwendet wird (Blanchard und Blanchard
1988; Graef 1996). Freezing wird hierbei, abgesehen von atmungsbedingten Bewegungen,
durch das Fehlen jeglicher Bewegung definiert (Fanselow, 1990; Paylor et al., 1994). Die

Wildtypen und die CHST-14" Mause zeigten im Konditionierungsversuch das gleiche
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Verhalten und reagierten auf den Stromschlag mit erhdhtem freezing-Verhalten. Am zweiten
Tag waren beide Genotypen in der Lage sich an den Stromschlag zu erinnern, was sich in
einem deutlich erhdhten freezing-Verhalten wéahrend der ersten funf Minuten des Versuchs
aulerte und auf normale short term extinction schlieRen Iasst. Im Laufe der Zeit wurde das
freezing jedoch deutlich weniger und die Tiere lernten, dass die Kammer keine Gefahr mehr
darstellt. Als die Tiere am dritten Tag erneut in die Kammer gesetzt wurden, zeigten sowohl
CHST-14" Mause als auch die Wildtypen eine Beeintrachtigung der long term extinction.
Das freezing-Verhalten war in den finf Minuten des Versuchs genauso stark ausgepragt, wie
in den ersten funf Minuten des zweiten Tages. Diese Beobachtung war fiir die Wildtypen
Uberraschend, denn auch hier ist aus anderen Studien bekannt, dass C57BL/6J Mause in
der ersten funf Minuten des Versuches am dritten Tag, ein geringeres freezing-Verhalten
zeigen als in den ersten funf Minuten des Versuches am zweiten Tag. Auch hier kdnnte
wieder der genetische Hintergrund der Tiere verantwortlich sein, der im one trial spatial

learning Test beschrieben wurde.

Stress

Durch das Aufhangen der Maus am Schwanz, ohne dass diese die Mdglichkeit hat, sich aus
dieser Situation zu befreien, wird ein Verhalten analysiert, das als depression oder learned
helplessness bezeichnet wird. Der tail suspension Test basiert auf der Tatsache, dass Tiere,
die vorubergehendem, unentrinnbaren Stress ausgesetzt sind (in diesem Versuchsaufbau
indem sie am Schwanz aufgehdngt wurden) Immobilitits-Verhalten entwickeln. CHST-14"
Mause zeigten im tail suspension Test im Vergleich zu den Wildtypen, eine verstarkte
Stressantwort, d.h. sie waren in den ersten vier Minuten des sechsminitigen Versuchs

deutlich weniger bewegungslos als die Wildtypen.

Die Einflisse der CSPG auf das Verhalten wurden bisher noch nicht genauer untersucht.
Zwar wurden Knockout-Mause fir die CSPGs Decorin, Biglycan (Goldberg et. al., 2005),
Brevican (Brakebusch et. al., 2001), Neurocan (Zhou et. al., 2001) und TN-R (Weber et. al.,
1999) verdffentlicht, aber nur fir Brevican und TN-R wurde der mdgliche Einfluss der
Proteine auf das Verhalten untersucht. Brevican” Mause wurden in Bezug auf Lernen und
Gedachtnis untersucht, es konnten jedoch keine Unterschiede im Vergleich zum Wildtyp
festgestellt werden (Brakebusch et. al., 2001). TN-R” Mause zeigten deutliche motorische
Defizite im Pole Test und im Rotarod Test (Freitag et. al., 2003). Im Pole Test waren die
TN-R” Mause, ebenso wie die CHST-14" Tiere, im ersten Versuch kaum in der Lage sich
am Stab um 180° zu drehen, im Gegensatz zu CHST-14" Mausen zeigten die TN-R™ Tiere

im Laufe der drei Durchgénge jedoch eine Steigerung ihrer Leistung. TN-R” Mause zeigten
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im elevated plus maze aulerdem ein verringertes Explorationsverhalten und geringeres risk
assessment. Dieses Verhalten, das auf ein reduziertes Neugierverhalten und/oder auf eine
verminderte Neugier-induzierte Exploration hinweisen konnte, wurde auch bei den
CHST-14" Tiere gefunden.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass der Verlust der CHST-14 in Mausen,
nach Lasionen des Ruckenmarks zu einer schlechteren funktionellen Regeneration fuhrt.
Dies ist wahrscheinlich auf eine Kompensation durch die CHST-12 zu erklaren, die im
lasionierten Rickenmark der CHST-14"7 Tiere verstarkt exprimiert wird. Des Weiteren
scheint CHST-14 einen Einfluss auf das Verhalten der Mause zu haben. CHST-14"- Méuse
zeigten ein verringertes Neugier-induziertes Explorationsverhalten, eine verstarkte

Stressantwort und Auffalligkeiten bei der Motorkoordination.

Weiteres Ruckkreuzen der M5-CB2-KO/F Linie ist nétig, um die Verhaltensdaten der Mause
zu bestatigen. Des Weiteren kénnen Untersuchungen des Expressionsmusters und der
Sulfatierung der unterschiedlichen Chondroitinsulfat-Proteoglykane in den CHST-14"
Mausen, weitere Einblicke in die Rolle und Bedeutung der Sulfatierung durch die CHST-14,

in Bezug auf die funktionelle Regeneration, ermdglichen.
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Chondroitinsulfat-Proteoglykane sind ein wichtiger Bestandteil der extrazellularen Matrix und
spielen unter anderem eine bedeutende Rolle bei Axonwachstum, Zell-Migration und
Plastizitat des Nervensystems. Die unterschiedlichen Glykosaminoglykan-Seitenketten, die
diese Proteoglykane dekorieren, koénnen durch Sulfatierung modifiziert werden. Die
4-O-Sulfatierung dieser Zucker-Seitenketten wird unter anderem durch die Mitglieder der
HNK-1-Sulfotransferase-Familie katalysiert. Es sind bislang sieben Mitglieder dieser Familie
bekannt, namentlich HNK-1-Sulfotransferase, CHST-8, CHST-9, CHST-11, CHST-12,
CHST-13 und CHST-14, die spezifisch unterschiedliche Kohlenhydrat-Epitope sulfatieren.

Ein Projekt dieser Arbeit bestand in der Analyse der kirzlich generierten CHST-14 Knockout-
Maus (CHST-14" Maus). Die CHST-14" Mause waren im Vergleich zum Wildtyp kleiner,
leichter und wurden mit geringerer Mendelscher Haufigkeit geboren. Neugeborene
CHST-14" Tiere besaRen einen deformierten Schwanz, der auch bei adulten Tieren, die
zweimal auf C57BL/6J-Hintergrund ruckgekreuzt wurden, zu beobachten war. Eine weitere
Auffalligkeit der CHST-14" Mause war die Ausbildung von Elefantenzahnen, die bei einigen

Tieren unterschiedlich stark ausgepragt waren.

Chondroitinsulfat-Proteoglykane spielen nach Verletzungen des ZNS eine entscheidende
Rolle bei der Inhibierung der Regenerationsprozesse. An der L&sionsstelle kommt es zur
Bildung einer Glianarbe, die reich an Chondroitinsulfat-Proteoglykanen ist und das
Haupthindernis bei der Axonregeneration darstellt. Die Tatsache, dass die Applikation von
Chondroitinase ABC nach Verletzungen des ZNS zu einer Verbesserung der funktionellen
Regeneration fuhrt (Moon et al., 2001; Bradbury et al., 2002, Caggiano et al., 2005), deutet
darauf hin, dass der negative Einfluss nicht nur vom Kernprotein, sondern auch von den
GAG-Ketten vermittelt wird.

Es wurden Ruckenmarkslasionen durchgefihrt und die funktionelle Regeneration der
CHST-14" Tiere im Vergleich zu wildtypischen Geschwistern analysiert.
Uberraschenderweise regenerierten die CHST-14" Mause schlechter als die Wildtypen. Die
schlechtere Regeneration war nicht auf den Durchmesser des Riuckenmarks zurtickzufiihren,
auch wenn die CHST-14" Tiere deutlich kleiner waren als die Wildtypen. Morphologische
Untersuchungen zeigten, dass sich der Durchmesser des Rickenmarks der beiden

Genotypen nicht unterscheidet und es auch bei der Grofl3e der grauen und wei3en Substanz
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in transversalen Rickenmarksschnitten keinen Unterschied gibt. Die monoaminerge Re-
Innervierung des Rickenmarks nach der Lasion, zeigte ebenfalls keine Unterschiede. Die
Regenerationsfahigkeit nach Chondroitinase-Behandlung konnte nicht untersucht werden, da
die CHST-14" Mause die Behandlung nicht tiberlebten.

Die differentielle Genexpression der einzelnen Mitglieder dieser Familie im Rickenmark
nach L&asion wurde mittels gRT-PCR untersucht. CHST-12 zeigte als einziges Mitglied einen
genotypischen Unterschied in der Expression an der Lasionsstelle, sowie rostral und caudal
der Lasionsstelle und war im Knockout, im Vergleich zum Wildtyp, hochreguliert. Dies deutet
auf die Kompensation des Verlusts der CHST-14 durch die CHST-12 hin, was auch die

schlechtere Regeneration der CHST-14" Mause nach Riickenmarkslasion erklaren kénnte.

Zusétzlich wurden die CHST-14" Tiere verhaltensbiologisch untersucht. Es konnten keine
Unterschiede im Explorations- und Angstverhalten zwischen den Genotypen festgestellt
werden, jedoch war ein verringertes Neugierverhalten und eine verminderte Neugier-
induzierte Exploration der CHST-14" Tiere zu erkennen. Die Motorkoordination der
Knockouts war im Pole Test stark beeintrachtigt, wahrend sie im Rotarod Test eine deutlich
bessere Leistung als die Wildypen zeigten. Im Urin-Markierungs Test setzten die Knockouts
weniger Markierungen und zeigten eine verringerte Lokomotion und im one trial spatial
learning Test wurde ein tendenziell besseres Langzeitgedachtnis der CHST-14" Tiere
beobachtet. Da die Wildtypen in diesem Versuch jedoch eine deutlich schlechtere Leistung
zeigten, als in vorherigen Versuchen und die analysierten Tiere nur zweimal auf C57BL/6J-
Hintergrund riickgekreuzt wurden, missen diese Beobachtungen durch zusatzliche
Versuche nach weiteren Rickkreuzungen bestéatigt werden. Des Weiteren war bei den

Knockouts eine verstarkte Stressantwort im tail suspension Test zu beobachten.

Ein zweites Projekt bestand in der Konstruktion der Zielvektoren zur Herstellung einer

konditionalen CHST-12 defizienten Maus und einer konstitutiven TN-N Knockout-Maus.

Auf Basis der homologen Rekombination wurde ein Zielvektor konstruiert, bei dem in das
Exon 2 des CHST-12-Gens eine loxP-Erkennungssequenz und in die genomische Region
3" von Exon 2 eine FRT/loxP-flankierte Neomycin/Kanamycin-Selektionskassette integriert

wurde. Dieser Zielvektor kann nun zur Manipulation der ES-Zellen eingesetzt werden.

Zur Herstellung des konstitutiven TN-N Knockouts wurden die Exone 1-4 durch eine
Neomycin/Kanamycin-Selektionskassette ersetzt. Der Vektor wurde zur Transfektion
mausembryonaler Stammzellen (ES-Zellen) verwendet und nach G418-Selektion wurden die
homologe Integration des Zielvektors in den TN-N-Lokus der resistenten ES-Zellen
untersucht. Es wurden 288 Klone Uber PCR und Southern-Blots analysiert, doch es konnte

fur keinen der Klone eine erfolgreiche Rekombination nachgewiesen werden.
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VIIl. Anhang

Abklrzungen

1] Durchmesser

°C Grad Celsius

+/+ Wildtyp

+/- heterozygot

-/- knockout

u micro (10°®)

A Adenin

Abb. Abbildung

abs. absolut

amp Ampicillin

AS Aminosaure

ATP Adenosin Triphosphat

BMP bone morphogenic Protein

Bp Basenpaare

BSA Rinderserum Albumin
(bovine serum albumine)

C Cytosin

C Carboxy-Terminus

C Kohlenstoffatom

C caudal

ca. circa

cam Chloramphenicol

CAMs Zelladhasionsmolekiile (cell
adhesion molecules)

cDNA komplementare
Desoxyribonukleinsaure

CG chorionic Gonatropin

CHO chimare Hamsterovarien

ChABC Chondroitinase ABC

cpm counts per minute

CS Chondroitinsulfat

CSPG Chondroitinsulfat-
Proteoglykan

Ct Schwellenwert (threshold
cycle)

d.h. das heift

Da Dalton

dATP 2’-Desoxyadenosin
Triphosphat

dd H,O Lultrareines® Wasser

dCTP 2’-Desoxycytidin

Triphosphat

DMSO
DNA
DNase
dNTP

DS
dsDNA

DTT
E

E. coli
ECM

EDTA

EGF

engl.

ES Zellen
et al.
EtBr

F

FBG

FCS

FN I
FRT

FSH

FSW

g

G

GAG
GalNAc
GAPDH

GIcA
GPI

h
h

Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsaure
Desoxyribonuklease
2’-Desoxyribonukleotid-5'-
Triphosphat
Dermatansulfat
doppelstrangige
Desoxyribonukleinsaure
1,4-Dithiothreitol
Embryonaltag
Escherichia coli
Extrazellulare Matrix
(extracellular matrix)
Ethylendiamin-tetra-
Essigsaure

epidermaler
Wachstumsfaktor
(epidermal growth factor)
englisch

Embryonale Stammzellen
et alii

Ethidiumbromid
Faraday Konstante
Fibrinogen

Fotales Kalberserum
Fibronektin Typ Il

FLP recognition target
Follikel-stimulierendes
Hormon

footstepping Winkel
Gramm

Guanin
Glykosaminoglykan
N-Acetylgalaktosamin
Glycerinaldehyd-3-
phosphat-
Dehydrogenase
Glukuronsaure
Glykosyl-
Phosphatidyl-Inosiol
human (menschlich)
Stunde(n)

159



VIIl. Anhang

H,O
HEPES

HNK
hom
HRP
HPRT

IdoA
Ig
Ihh
IPTG

kan
kb
kDa
ko

LB
LH
LIF
loxP
LTP
m

M
mA
mcs

MEF Zellen

min

ml
MMC
mMRNA

n
n

N
NCAM

neo

ng
nt
oD
OH
OoP
OPC

ORF

Wasser
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-
Piperzino)-Ethansulfonic
acid

human natural killercells
homolog

Meerrettich Peroxidase
Hypoxanthin-Guanin-
Phosphoryltransferase
Iduronsaure
Immunoglobulin

Indian hedgehog
Isopropyl-B-D-
Thiogalaktosid
Kanamycin
Kilobasenpaare
Kilodalton

knockout

Liter

Lasion

Luria Bertani

Lutropin

Leukaemia inhibitory factor
locus of recombination
Langzeit Potenzierung

milli (10°3)
molar (mol/Liter)
Milli Ampere

Multiple Kolonierungs Stelle
(multiple cloning site)
Maus Embryonale
Fibroblasten Zellen
Minute(n)

Milliliter

Mitomycin C

Messenger
Ribonukleinsaure

nano (107,

Anzahl

Amino-Terminus
neuronales
Zelladhasionsmolekl
Neomycin (Aminoglykosid-
Phosphotransferase)
Nanogramm

Nukleotid(e)

optische Dichte
Hydroxylgruppe

Operation
Oligodendrozyten
Vorlauferzelle

offener Leserahmen (open
reading frame)

postnatal

pico (107'?)

pro analysii

PAGE
PAPS
PBS
PCI

PCR
PFA
pfu

P9
PG

pH

PNN
PNS
qRT PCR

REC
RHI

RI
RNA
RNase
RPII
P/S

RT
RT

SAP
SDS
SEM

S.0.
spec
ssDNA

Tab.

TAE
TE
TBS
TBST

tet
TGFR
TH
Tm
™

Polyacrylamid Gel
Elektrophorese
3’-Phosphoandenosin 5°-
Phosphosulfat
Phosphat-gepufferte
Salzlésung
Phenol-Chloroform-
Isoamylalkohol (25:24:1)
Polymerase Kettenreaktion
Paraformaldehyd

Plaque bildende Einheiten
(Plague forming units)
Picogramm

Proteoglykan

negativ dekatischer
Logarithmus der
Wasserstoffkonzentration
perineuronalen Netze
peripheres Nervensystem
semiquantitative Real Time
PCR

rostral

recombination cloning
rump-height Index
recovery Index
Ribonukleinsaure
Ribonuklease

RNA Polymerase Il
Penicillin/

Streptomycin
Raumtemperatur

reverse Transkriptase
Sekunden

Shrimp alkaline
Phosphatase

Natrium Dodecyl Sulfat
(Sodium Dodecyl Sulfat)
Standardfehler (standard
error of mean)

siehe oben
Spektinomycin
einzelstrangige
Desoxyribonukleinsaure
Thymidin

Tabelle
Anlagerungstemperatur
tris azidisches EDTA

tris EDTA

Tris-gepufferte Salzlésung
Tris-gepufferte Salzlésung
Tween

Tetracyclin

transforming growth factor 3
Tyrosinhydroxylase
Schmelztemperatur
transmembran
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TN
TSH

UN
upm
UTR
uv

Tenascin
Thyroid-stimulierendes
Hormon

Einheit/ Unit (enzymatisch)
Uber Nacht

Umdrehungen pro Minute
untranslatierte Region
ultraviolett

Volt

val.
viv
wiv

wi
z.B.
ZMNH

ZNS

vergleiche

Volumen pro Volumen
Gewicht pro Volumen
Wildtyp

zum Beispiel

Zentrum fur Molekulare
Neurobiologie Hamburg
Zentrales Nervensystem
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Oligonukleotide

Alle Oligonukleotide wurden bei Metabion (Miinchen, Deutschland) bestellt.Die Sequenzen

der Oligonukleotide sind in 5” - 3" Richtung angegeben.

AAA GTT TAAACA GAACTAGTT TCACTG
CTA TTA ATA GCA CAT GCC TTA AAG GAC
AGC AGA GTA AGG ACT

5°TN-N loxP-tet

AGG ACA GCA GAG TAA GGA CTG AGT AGC
ACA CAATAACTT CGT ATAGCA TAC ATT
ATA CGA AGT TAT CTG GA

5TN-N loxP-tet

TTTGTT TAAACG CTATTT TGT GTG ATG
GGG ATT TCATAT CCATTT AGT TAT GTT
GCA GAA GAG GGG TCT TCA TAT

5"TN-N loxP-tet

TGT TGC AGA AGA GGG GTC TTC ATATGA
CCC AGC TGAAGC TTAATT AAG TCG ACC
TCGAGATTT AAATCC TG

5'TN-N loxP-tet

AAA GTT TAA ACA TAG GGA GGG GTT TAT
GAC TTG CAT CAA ATA AGG AAA GCT CTG
GGA ACAACT CTC

3"TN-N loxP-neo/kan-
loxP

AGG AAA GCT CTG GGA ACA ACT CTC GAA
GCAGTG TTC TTC GGG TCT AGC CGC GGG
AAGT

3"TN-N loxP-neo/kan-
loxP

TTT GTT TAA ACT GAC AGG GCAATG TGC
TGT ATG CGT TTC TGA ATA GAA GTT CCC AC

3'TN-N loxP-neo/kan-
loxP

GCG TTT CTG AAT AGA AGT TCC CAC CCC
TCCCCTGCT TTC TTT GTT TGG ACG GTA
AAA CGA CGG CCA GTG

3"TN-N loxP-neo/kan-
loxP

CTT CTG AGG GGG GAT CAATTC TC

3"TN-N loxP-neo/kan-
loxP und
3'CHST-12 loxP-
neo/kan-loxP

TGG CTG GCA ACT AGA AGG CAC AGT CGA

3"TN-N loxP-neo/kan-
loxP und
3'CHST-12 loxP-
neo/kan-loxP
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GAT AGA AGG CTG GAACTC TAAAGT T TN-N Sonde
CAC TGG GTC TAT TGAATGAGTTCC T TN-N Sonde
CTG GAC ATG TGT CTC ATG AAG AGC TN-N Sonde
GGC TCT ATA CTG AAG CAA GGA GTG TN-N Sonde
GTG GAT CTG CTC TCC GGAACG TA TN-N Sonde
ATC AAG GCT ATG ACA GAG GAG GAG TN-N Sonde

AAA GTT TAAACT CTG GCC TCT CCA GGT
CCG TCT CCC AGG GAC CAT GTC CCA GCT
GTG CAC AAG GCT GAA GT

5'CHST-12 loxP-tet-loxP

CAG CTG TGC ACA AGG CTG AAG TGA AGG
GCC AGATAACTT CGT ATAGCATAC ATT
ATA CGA AGT TAT CTG GA

5'CHST-12 loxP-tet-loxP

TTT GTT TAA ACA TGA GAG CCG ACC CTA
GTA CCA GCC ACA GCC GGA AGA GCC GCG
GCT TGG TCATGC TGC CCT

5°CHST-12 loxP-tet-loxP

GCG GCT TGG TCATGC TGC CCT GGG CTG
GGC GAG CTC ATA ACT TCG TAT AAT GTA
TGC TAT ACG AAG TTATGA GCT

5'CHST-12 loxP-tet-loxP

AGA GGATCCACAGGACGGGTGT

5'CHST-12 loxP-tet-loxP

TCG GAG CAC TGT CCG ACC GCT

5'CHST-12 loxP-tet-loxP

AAA GTT TAA ACA GTT GTG AGC CAC CAT
GGG AGT GTC AGG TCC TCC TGG AAG CAG
GCA GTG

3'CHST-12 loxP-
neo/kan-loxP

TCC TCC TGG AAG CAG GCAGTG CTT GTT
ACC ATG GAG ACA TCA GGG TCT AGC CGC
GGG AAGT

3'CHST-12 loxP-
neo/kan-loxP

TTT GTT TAA ACA GAT GGG TTT TCA CAC
TCA AAG GAT GCA CCT GCC TCT CCT TAC
AAA TAG AGG C

3'CHST-12 loxP-
neo/kan-loxP

CTG CCT CTC CTT ACA AAT AGA GGC AAA
GGG GCT GGA GAG AAC GGT AAAACG ACG
GCCAGTG

3'CHST-12 loxP-
neo/kan-loxP

GAC CTG TCT CAC ATC CTG TAC AGA

Genotypisierung

CAA GAA GCA CTT CCA TAT CAT TAC AC

Genotypisierung

AGG AAC TCATTC AAT AGACCC AGT G

Genotypisierung

GAA AAG CGC CTCCCCTACC

Genotypisierung

TGC TAAAGC GCATGC TCC AGACT

Genotypisierung

AGT GAG AGA GGC CTC CTG ACT GT Sequenzierung
CTT AGG ATC TGT TAA GAG AGG GTAAG Sequenzierung
TGT CAG CCATCT CTG ACT AGT CTC Sequenzierung
GTG CTG GAG AAT ATT CAT TTG GCC AC Sequenzierung
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CAC TGC ATC AGC AGA CAA CAC CAG Sequenzierung
GGATTATAA GTG CTT AGT GTT TAC GTG Sequenzierung
GAG GCT AGA GAC AGA CAA GCA AGT Sequenzierung
GCA CCA TGT GTA TGG AAT ACC CAC Sequenzierung
ACG TCA GGC AGC TCA CAT GAATTC Sequenzierung
GTTTTC CCAGTC ACG AC Sequenzierung

CAG GAA ACA GCT ATG AC Sequenzierung

TCA GGC TAT GAAACT GACACATITG Sequenzierung
CAAATG TGT CAG TTT CAT AGC CTG A Sequenzierung

GAG ACG AAATAC GCG ATC GCT GTT

Sequenzierung

AAC AGC GAT CGC GTATTT CGT CTC Sequenzierung
TGA ATA TGG CTC ATA TGA AAC GAT CC Sequenzierung
GGATCG TTT CAT ATG AGC CAT ATT CA Sequenzierung

GAG AAT TGA TCC CCC CTC AGA AG Sequenzierung
CTT CTG AGG GGG GAT CAATTC TC Sequenzierung
ACG TCG AGC ACA GCT GCG CAA G Sequenzierung
CTT GCGCAGCTGTGC TCGACGT Sequenzierung
CGT CCT GCA CGA CGC GAG CTG Sequenzierung
CAG CTC GCG TCG TGC AGG ACG Sequenzierung
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