Institut fur Experimentelle und Klinische
Pharmakologie und Toxikologie
Zentrum fir Experimentelle Medizin
Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf
Direktor: Professor Dr. med. Thomas Eschenhagen

Generierung eines konditionalen Dimethylarginin-
Dimethylaminohydrolase-2-Knockout-Vektors

Dissertation

zur Erlangung des Grades eines Doktors der Medizin
der Medizinischen Fakultat der Universitdt Hamburg vorgelegt von

AREZOO ESLAMI AMIRABADI
aus Teheran

Hamburg 2008



Angenommen von der Medizinischen Fakultét
der Universitat Hamburg am: 14.12.2009

Veroffentlicht mit Genehmigung der Medizinischen
Fakultat der Universitat Hamburg

Prifungsausschuss, der/die Vorsitzende: Prof. Dr. Rainer H. Boger
Prifungsausschuss: 2. Gutachter/in: PD Dr. Irmgard Hermans-Borgmeyer

Prifungsausschuss: 3. Gutachter/in: Prof. Dr. Stephan Baldus



Inhaltsverzeichnis

1. EINLEITUNG
1.1. Herzkreislauferkrankugen
1.2 Endothelfunktion
1.3. NO-Stoffwechsel
1.4. Hemmung der NO-Synthese
1.5. ADMA-Entstehung/Bildung
1.6. ADMA-Stoffwechsel und Ausscheidung
1.7. Die Rolle der DDAH
1.7.1. Die Entdeckung der DDAH und ihre Verteilung in den unterschiedlichen Gewebe
1.7.2. Chromosomale Lokalisation
1.7.3. Lokalisation, Struktur und Katalyse des Proteins DDAH
1.7.4. Bestimmung der DDAH-AKktivitat
1.7.5. Regulation der DDAH-1
1.7.6. Regulation der DDAH-2
1.7.7. Ursachen einer ADMA-Plasma-Erhéhung und die mégliche Therapie
1.8. Knockout-Mause
1.9. Theoretische Prinzip fur den konditionalen K.O.
1.10. Hypothese/Ziel
2. MATERIAL UND METHODEN
2.1. Material
2.1.1. Chemikalien und Enzyme
2.1.2. Materialien fur die Bakterienkultur
2.1.3. Zellkulturmedien
2.1.4. Chemikalien der Zellkultur
2.1.5. Puffer und Lésungen
2.1.6. Kits
2.1.7. Gerate
2.1.8. Zelllinien
2.1.9. Programme
2.1.10. Genehmigung fur Tierversuche
2.2. Methoden
2.2.1. Herstellung chemisch kompetenter Zellen
2.2.2. DNA-Verdau durch Restriktionsendonukleasen
2.2.3. Agarose-Gelelektrohorese
2.2.4. DNA-Gelextraktion/ Aufreinigung von DNA-Fragmenten
2.2.5. Bestimmung der DNA-Konzentration mit Hilfe des UV-Spektrophotometer
2.2.6. Linker-Herstellung
2.2.7. Ligation von DNA-Fragmenten
2.2.8. Transformation
2.2.9. Préparation von Plasmid-DNA in kleinem Maf3stab

2.2.10. DNA-Fallung mit Natrium Acetat

© OO ~N~NO O

=
o

=
=

15

16

16
16
19
20
20
21
23
23
24
25
25

25
25
25
26
26
27
27
27
27
28
28



Inhaltsverzeichnis

3.

2.2.11. Préparation von Plasmid-DNA

2.2.12.  Anlegen einer ,Freezing Culture®

2.2.13. Sequenzierung von DNA

2.2.14. Uberpriifung der Funktionalitat der loxP sites

2.2.15. Polymerase Kettenreaktion (Polymerase Chain Reaction)

2.2.16.  Verwendete und hergestellte Vektoren

2.2.17.  Zellkultur
2.2.17.1. Kultur muriner, embryonaler Feederzellen (MEF)
2.2.17.2. Kultur embryonaler Stammzellen (ES-Zellen)
2.2.17.3. Elektroporation

2.2.18.  Aufbereitung der 5’ bzw. 3’'Sonde

2.2.19. Southern Blot

2.2.20. Injektion von ES-Zellen in Blastozysten

ERGEBNISSE

3.1 Design des Targeting-Vektors

3.2. Kontrolle bereits vorliegender Vektorbestandteile

3.3. Identifikation einer geeigneten Restriktionsschnittstelle fir das Einbringen der
loxP site

3.4. Identifikation von Restriktionsenzymen fiir eine zuséatzliche Restriktionsschnitt -
stelle im neuen Insert

3.5. Design des neuen loxP-Inserts und Ligation in den 5’Arm

3.6. In ,silico“-Bestatigung der Vektorsequenzen

3.2.1. Verifikation des 3’Arm-Vektors
3.2.2. Verifikation des 5’Arm-Vektors

3.7. Konstruktion des Targeting-Vektors

3.8. Verifikation des Targeting-Vektors

3.9. Uberprufung der Funktionalitat der loxP-Sequenzen

3.10. Homologe Rekombination in ES-Zellen

3.11. Detektion der homologen Rekombination

3.12. DDAH-2 Genotypisierungs-PCR

4. DISKUSSION
4.1. Auswahl eines geeigneten K.O.-Verfahrens und -Modells fur die Generierung
eines DDAH-2-K.O.
41.1. Gene Trap versus Vektor basierter K.O.
41.2. Konventionell K.O. versus konditional K.O.
4.1.3. Eigenstandiges Klonieren versus fertige Sequenz
4.1.4. Bezug zu den experimentellen Ergebnissen

4.2. Auswahl des K.O.-Zieles

29
29
30
31
31
32
32
32
33
34
36
37
39

40
40
41

41
42

43

48
49
52
53
54
56
57
58

60

63

63
64
65
66
67

67



Inhaltsverzeichnis

4.3. Alternativen zum K.O.-Verfahren
4.3.1. Spezifische Inhibitoren
4.3.2. Short/Small interfering (si) RNA und micro (mi)RNA
4.3.3. K.O.-Verfahren versus Alternativen

4.4, Erwarteter Phanotyp
4.4.1. Riickschliisse aus den Studien zur DDAH-Uberexpression
4.4.2. Beispiele fiir eine DDAH-Defizienz

4.4.3. Der NOS-K.O. als Modell fur den erwarteten Phanotyp des DDAH-K.O.

4.5. Ausblick
45.1. Messung der DDAH-AKktivitat und NO-Aktivitat

45.2. Gewebsspezifische Untersuchung und therapeutische Konsequenz
4.5.3. Fertilitat und Langzeitiiberleben
45.4. NO-Expressionsmuster und Genpolymorphismen

45.5. DDAH-K.O. in etablierten Mausmodellen
4.5.6. DDAH und Tumorwachstum
4.5.7. DDAH-1-K.O. und Doppel-K.O.

5. ZUSAMMENFASSUNG

6. ALLGEMEINE ABKURZUNGEN

7. LITERATURVERZEICHNIS

8. DANKSAGUNG

9. LEBENSLAUF

10. ERKLARUNG

67
67
68
69

70
70
72
73

75
75
75
75
76
76

76
76

78

79

81

93

94

95



Einleitung 1

1. Einleitung

1.1. Herzkreislauferkrankugen

Herzkreislauferkrankungen gehdren in den Industrienationen zu den haufigsten
Todesursachen im Erwachsenenalter (Graham et al. 2007).

Aufgrund  von  atherosklerotisch  verengten  Herzkranzgefallen  und
Thrombenbildung kommt es zu einer Mangeldurchblutung des Herzen, die zu
einem Myokardinfarkt fuhren kann.

Mit zunehmendem Alter steigt die Haufigkeit der koronaren Herzkrankheit
(KHK) stark an. Zu den Risikofaktoren, die diese Entwicklung unterstitzen,
gehoren Bluthochdruck (Ceravolo et al. 2003), Hyperlipidamie (Berliner et al.
1995); v.a. hohe low density Lipoproteine (LDL, Witztum und Steinberg 1991),
Nikotinkonsum (Weintraub et al. 1985), entzundliche Prozesse (Ross 1986,
Ross 1999), Diabetes und Ubergewicht (Mokdad et al. 2003). Bei vielen
Patienten schreitet die Atherosklerose trotz maximaler medikamentdser
Therapie voran, hier werden dringend alternative Therapieansatze benétigt. Um
zu neuen Therapieansatzen zu gelangen, muss man allerdings erst einmal die
zur Atherosklerose fuhrenden Pathomechanismen besser verstehen (Revkin et
al. 2007).

1.2. Endothelfunktion

Bei der Regulation des Gefal3tonus spielt das intakte Endothel eine wichtige
Rolle (Furchgott und Zawadski.1980). Es setzt diverse Substanzen, wie
Endothelin, Prostacyclin und Stickstoffmonoxid (NO) frei. Eine Stimulation der
GefalBmuskelzell-Rezeptoren fuhrt zu einer Vasokonstriktion, wobei die
Stimulation von Endothel-Rezeptoren eine Vasodilatation zur Folge hat. Wenn
ein  Gleichgewicht zwischen vasodilativen und vasokonstringierenden
Substanzen besteht, kann eine Gefal3-Homeostase aufrechterhalten werden.
Eine Endotheldysfunktion bezeichnet eine verminderte bzw. fehlende dilatative
Antwort des Endothels auf einen ischdmischen oder mechanischen Reiz und
gilt als friher Indikator fur eine Atherosklerose (Verma und Anderson. 2002).

Es wurde nachgewiesen, dass zahlreiche bekannte Risikofaktoren fir
Atherosklerose mit einer verminderten NO-Bioverfugbarkeit am Endothel
assoziiert sind (Boger et al. 1996). Die KHK geht mit einer gestorten
Endothelfunktion einher.

1.3. NO-Stoffwechsel

Das von Furchgott entdeckte ,Enothelium-derived relaxing factor® wurde 1987
von Ignarro als NO identifiziert (Ignarro et al. 1987). NO ist ein Botenstoff mit
einer kurzen Halbwertszeit, kann daher nicht gespeichert werden, sondern wird
bei ,Bedarf synthetisiert und diffundiert von den Endothezellen durch die
Zellwand zu den benachbarten Zellen. Dort aktiviert es die Guanylylzyklase
(GC) (Forstermann et al. 1986). Das von der GC gebildete zyklische GMP dient
als second messenger fir zahlreiche Signaltransduktionskaskaden. Es senkt
die Ca®" -Freisetzung. Somit entspannt sich die glatte Muskelzelle, die Folge ist,
dass sich das Gefal3 erweitert.
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NO wird von der Stickstoffmonoxid-Synthase (NOS) aus Arginin, einer
Aminosaure, gebildet (Palmer et al. 1988, Schmidt et al. 1988) siehe Abbildung
(Abb.) 1.

L-Ariinin

ADMA=Asymmetrisches ADMA E’Iw
Dimethylarginin ynthase > [N]@
Renale #

Eliminierung Endotheliale Dysfunktion

DDAH=Dimethylarginin- w

Dimethylaminohydrolase - Atherosklerose

Abbildung 1: Schema der NO-Synthese und der inhibierende Faktor asymmterisches
Dimethylarginin (ADMA). L-Arginin dient als Ausgangssubstrat fir die NO-Synthase (NOS) zur
Synthese von NO. ADMA ist ein Inhibitor der NOS und fuihrt zu endotheliale Dysfunktion mit der
Folge von Atherosklerose. Es wird durch die Dimethylarginin-Dimethylaminohydrolase zu L-
Citrullin und Dimethylamin abgebaut.

Beim Menschen sind 3 wesentliche Isofomen der NOS beschrieben:

1. neuronale NOS (nNOS) in Nervenzellen,

2. induzierbare NOS (iNOS), die nach einer bestimmten Stimulierung durch z.B.
Entziindungsmediatoren in Endothelzellen, Makrophagen und Herzmuskelzel-
len NO freisetzen und

3. endotheliale NOS (eNOS) in intakten Endothelzellen, also der Innenwand der
Gefalle (Forstermann et al. 1993).

Die eNOS wird bei intaktem Endothel durch Acetylcholin (Furchgott und
Zawadski.1980) und Bradykinin (Altura und Chand 1981), aber auch durch
Scherkrafte (Malek et al. 1999) stimuliert/aktiviert.

Im Herzkreislaufsystem hat NO eine vasodilatierende Wirkung (Furchgott und
Zawadski 1980, Foérstermann et al. 1993) und moduliert den Blutfluss und den
Blutdruck (Rees et. al. 1989). Zudem ist es noch an zahlreichen anderen
Vorgangen im Herzkreislauf-System beteiligt (vgl. Abb. 2):

NO hemmt die Thrombozytenaggregation (Alheid et al. 1987). Diese
antithrombotische Wirkung wird mit einer Erh6hung des intrazellularen cGMPs
in Verbindung gebracht. Eine andere Wirkung, die auch cGMP vermittelt ist,
besteht in der Hemmung der Proliferation glatter Muskelzellen (Garg und
Hassid 1989). Zudem hemmt NO die Leukozytenadhasion am Gefal3endothel
(Kubes et al. 1991). Auch Superoxidradikalbildung und Oxidation von LDL-
Cholesterin werden ebenfalls durch NO vermindert (Rikitake et al 1998).
Insgesamt wird NO deshalb auch als ,endogenes anti-atherosklerotisches
Molekul” bezeichnet.
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Superoxid-Radikalbildung

Thrombozytenaggregation T LDL-Oxidation
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der unterschiedlichen NO-Wirkungen. Die
hemmenden Effekte sind mit einem Querbalken markiert. Die einzige nicht inhibierende
Wirkung (roter Pfeil) in diesem Schema ist die Vasodilatation (modifiziert nach Boger et al.
2003).

Kirzlich konnte gezeigt werden, dass ein Fehlen aller drei Isoformen der NO-
Synthase bei Mausen zu einer schweren Atherosklerose und zu spontanen
Myokardinfarkten fuhrt (Nakata et al. 2008). Eine Stérung der Synthese erhoht
somit den GefalBwiderstand. Die endotheliale Dysfunktion, die durch NO-
Mangel mitverursacht wird, wird auch als frihes Stadium der Atherosklerose
bezeichnet (Verma und Anderson 2002).

Durch die vielen verschiedenen Wirkungen, die NO ausubt, wird verstandlich,
dass es eine zentrale Rolle in der vaskularen Homoestase spielt.

Der Biosyntheseweg des NO ist somit mehr als 20 Jahre nach seiner
Entdeckung immer noch eines der vielversprechendsten Ziele flr
therapeutische Interventionen.

1.4. Hemmung der NO-Synthese

Hibbs et al. stellten 1987 fest, dass zytotoxisch aktivierte Makrophagen, die zur
Bildung von L-Citrullin und Nitriten in der Lage sind, von N®-monomethyl-L-
Arginin (L-NMMA) gehemmt werden kénnen. AulRerdem konnte gezeigt werden,
dass die Gabe von L-NMMA dosisabhangig den Blutdruck bei Hasen erhoht
und dass dieser Effekt durch die Infusion von L-Arginin (auch dosisabhangig)
rickgéngig gemacht werden kann (Rees et. al. 1989).

1992 entdeckte die Arbeitsgruppe von Vallance in Zusammenhang mit
chronischem Nierenversagen, dass durch die verminderte renale Eliminierung
bei Patienten, die Plasma-Konzentration des endogenen asymmetrischen
Dimethylarginins (ADMA) steigt (Vallance et al. 1992) und, dass ADMA und L-
NMMA kompetitive Inhibitoren der NOS sind. Sie konkurrieren mit dem Substrat
L-Arginin. Fur symmetrisches Dimethylarginin (SDMA) ist nicht bekannt, dass
es die NOS kompetitiv hemmt (Vallance et al 1992, Bdger und Zoccali. 2003,
Anthony et al. 2005).
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In vivo schreibt man die hemmende Wirkung auf die NO-Synthese zum grol3ten
Teil ADMA zu, weil es in deutlich héheren Plasma-Konzentrationen als L-
NMMA zu finden ist (Vallance et al 1992).

Zusammen mit SDMA, das biologisch weitgehend inaktiv ist, bilden L-NMMA
und ADMA, ein Trio aus Guanidin-substituierten Arginin-Analoga (Anthony et al.
2005). Sie sind chemisch nahe Verwandte des L-Arginins (vgl. Abb. 3).

CH3 CHs CHs CH;s
HZNYNH HN YNH HN YNH
NH NH NH

HoN co0 ™~ HoN coo "~ HoN coo”

Abbildung 3: Strukturformeln von L-Arginin, asymmetrisches Dimethylarginin (ADMA) und
symmetrisches Dimethylarginin (SDMA). L-Arginin stellt das natlrliche Substrat der NOS dar,
wohingegen ADMA ein kompetitiver Inhibitor ist. SDMA ist biologisch inaktiv (vgl. Anthony et
al. 2005).

1.5. ADMA-Entstehung/Bildung

Kakimoto und Akazawa isolierten und identifizierten 1970 erstmals NC-
Methylarginin, N®, N ®Dimethylarginin (=ADMA) and N®, NC-Dimethylarginin
(=SDMA) aus menschlichem Urin.

Durch Protein-Arginin-Methyltransferasen (PRMTs, Paik und Kim 1968),
werden L-Argininreste in Proteinen methyliert und es entstehen ADMA und
SDMA, gebunden an Proteinen (vgl. Abb. 4). Als Methyldonator fungiert S-
Adenosylmethionin. Bisher wurden in Saugetieren tber 7 verschiedene PRMTs
beschrieben. Typ | katalysiert die Bildung von L-NMMA und ADMA und Typ Il
die Bildung von L-NMMA und SDMA. Durch proteolytische Spaltung der
Proteine werden dann jeweils ADMA und SDMA frei (Anthony et al. 2005).

Die Methylierung kann durch Methionin oder Homocystein gesteigert und durch
Hemmer der PRMT (S-adenosylhomocystein, Adenosindialdehyd oder
Cycloleucin) gehemmt werden. Diese Regulierung lie3 sich nur fir ADMA,
jedoch nicht fir SDMA beobachten. Aul3erdem wird bei Anwesenheit von LDL
die PRMT-Expression gesteigert, was eine Erklarung dafur wére, dass erhthte
ADMA-Plasmakonzentrationen bei Hypercholesterinamie beschrieben wurden
(Boger et al. 2000). Wahrscheinlich gibt es ein gemeinsames Y+
Transportsystem, durch das L-NMMA, ADMA und SDMA aus (und in) die Zellen
ausgeschleust werden kann. Diese gehdren zur Familie der kationischen
Aminosaure-Transporter (Bogle et al. 1995). Obwohl SDMA keine intrinsische
Aktivitat auf die NOS hat, kann es trotzdem mit ADMA um die Aufnahme mittels
Transporter konkurrieren. Es wurde sogar beobachtet, dass intrazellulares L-
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Arginin mit SDMA ausgetauscht wurde. So konnte SDMA einen indirekt
inhibitorischen Effekt auf die NOS ausiiben (Closs et al.1997).

L-Argini

PRMT |

b

CHs
/

i .. — Protein
con L-Arginin = S e

N CH, /
Proteolyse
ADMA

Abbildung 4: Schema der ADMA-Bildung durch Proteinmethyltransferasen (PRMT). L-
Argininreste werden durch PRMTs methyliert. Das dabei entstehende ADMA ist zunachst am
Protein gebunden. Nach proteolytischer Spaltung wird ADMA frei (modifiziert nach Béger und
Zoccali 2003).

0

Erhbhte Plasma-Konzentrationen von ADMA sind als unabhangiger
Risikomarker mit einem gesteigertem Risiko fur Tod (Zoccali et al. 2001) und
Herzkreislauf-Erkrankungen (Lu et al. 2003, Schnabel et al. 2005, Valkonen et
al 2001) assoziiert. In klinischen Studien hat sich gezeigt, dass sich erh6hte
ADMA-Plasma-Konzentrationen bei Patienten mit Nierenversagen (Vallance et
al. 1992, Kielstein et al. 1999 ), bei Patienten mit koronarer Herzkrankheit
(Valkonen et al. 2001), linksventrikularer Hypertrophie bei Hamodialyse-
Patienten (Zoccali et al. 2002), bei peripherer arterieller Verschlusskrankheit
(Boger et al. 1997), Herzinsuffizienz (Kielstein et al. 2003 a), Insulinresistenz
(Stahlinger et al. 2002) bzw. Typ 2 Diabetes mellitus (Abbasi et al. 2001), nach
cerebrovaskularem Ereignis (Yoo und Lee 2001) bei Personen mit
Hypercholesterinamie (Boger et al. 1998), erhohtem low density Lipoprotein
(LDL) (Ito et al. 1999), Hyperhomocysteinamie (Stuhlinger et al. 2001) und
Bluthochdruck (Kielstein et al. 2003 b) finden lassen.

Miyazaki et al. stellten 1999 in ihrer Studie bei asymptomatischen Patienten
fest, dass es eine signifikante Korrelation zwischen erhéhten ADMA-Plasma-
Konzentrationen und einigen Risikofaktoren fur Atherosklerose, wie Alter,
Hypertension, Diabetes und sogar einen positiven Zusammenhang zur Intima-
Media-Dicke der A. carotis communis gibt.

1.6. ADMA-Stoffwechsel und Ausscheidung

Abbildung 5 zeigt schematisch den ADMA-Stoffwechsel. ADMA kann Uber die
Niere ausgeschieden werden (McDermott. 1976), aber der grof3te Teil wird mit
Hilfe des Enzyms Dimethylarginin-Dimethylaminohydrolase (DDAH) zu Citrullin
und Dimethylamin hydrolysiert (Ogawa et al. 1989, Kimoto et al 1995,
MacAllister et al. 1996, Achan et al. 2003).
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Protein L-Arginin

0

PRMT*
/CH3
L-Arginin =
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Abbildung 5: Schema des L-Arginin-Stoffwechsels und der NO-Synthese. L-Arginin ist das
Ausgangssubstrat fir die NO-Synthese. Die NOS (NO-Synthase) ist der Katalysator dieser
Reaktion. L-Arginin wird durch Proteinmethyltransferasen (PRMT) methyliert. Bei folgender
Proteolyse wird asymmetrisches Dimethylarginin (ADMA) frei, das wiederum die NOS inhibiert.
Dies kann zu endothelialer Dysfunktion und Atherosklerose fitlhren. ADMA wird durch
Dimethylarginin-Dimethylaminohydrolase (DDAH) zu L-Citrullin und Dimethylamin abgebaut
oder direkt renal eliminiert (modifiziert nach Béger und Zoccali 2003).

Neuere Experimente bestédtigen, dass auch die Leber eine grof3e Rolle im
ADMA-Stoffwechsel spielt und ihre Konzentration aus dem systemischen
Kreislauf mitbeeinflusst (vgl. auch Abb. 6)

Somit stellt die DDAH eine Art Schlisselenzym im ADMA-Stoffwechsel dar, das
indirekt die NOS-Aktivitat mitreguliert.

1.7. Die Rolle der DDAH

1.7.1. Die Entdeckung der DDAH und ihre Verteilung in den
unterschiedlichen Gewebe

Ogawa et al. beschrieben 1987 als erste ein Enzym, das ADMA abbaut und
seine maximale Aktivitat bei einem pH von 6,5 und 55°C hat. (Ogawa et al.
1987, Ogawa et al. 1989). Bisher sind bei Mensch und Maus zwei Isoformen
der DDAH beschrieben worden (Leiper et al. 1999). DDAH-1 findet sich
Uberwiegend dort, wo auch die neuronale NO-Synthase exprimiert wird
(Gehirn), aber auch in der Niere und der Leber (Nijveldt et al. 2003). DDAH-2
hingegen dominiert hauptsachlich in Geweben, die die endotheliale NO-
Synthase exprimieren, so z.B. in den Gefal3en, der Plazenta und der Leber. Ein
gewisser Anteil an DDAH-2 wird auch in der Milz, im Thymus, in peripheren
Leukozyten, Lymphknoten und im Knochenmark exprimiert (Tran et al. 2000)
Allerdings sind meist beide Isoformen in unterschiedlichen Anteilen exprimiert
(vgl. Abb. 6).
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NN

Gehirn Niere Leber Endothel Plazenta

Abbildung 6: Ubersicht tiber die Verteilung der beiden Isoformen der DDAH. DDAH-1 ist
vorwiegend im Gehirn, in der Niere und in der Leber vorhanden, wohingegen DDAH-2 in
Geweben zu finden ist, in denen die endotheliale NOS exprimiert wird. Aus der Abbildung wird
auch ersichtlich, dass beide Isoformen in den unterschiedlichen Geweben zu unterschiedlichen
Anteilen vorzufinden sind, nur mit einer jeweiligen Mehrheit fur das spezifische Enzym.

1.7.2. Chromosomale Lokalisation

Die pathophysiologische Bedeutung der beiden Isoformen der DDAH in vivo ist
aus dem obigen Grund kaum isoliert zu untersuchen, da ein geeignetes
Tiermodell fehlt bzw. Zelllinien fehlen, die jeweils nur eine der beiden Isoformen
exprimieren. Von Bedeutung ist hier, dass die Gene auf unterschiedlichen
Chromosomen lokalisiert sind; DDAH-1 auf Chromosom 1p22 und DDAH-2 auf
Chromosom 6p21.3. Der hohe Grad an Konservierung der DDAHs durch die
Evolution koénnte die Vermutung nahe legen, dass sie eine essentielle
biologische Rolle haben (Tran et al. 2000). Frey et al stellten sogar fest, dass
Mause, Rinder und menschliche DDAH-1 eine 92%ige Ubereinstimmung
zeigen, wahrend die DDAH-2 sogar eine 95%ige Ubereinstimmung aufweist
(Frey et al. 2006).

1.7.3. Lokalisation, Struktur und Katalyse des Proteins DDAH

Die intrazellulare Lokalisation der beiden DDAH-Isoformen wurde 2000 durch
konfokale Immunofluoreszenz von Birdsey et al. bestimmt.

Knipp et al. berichteten 2001, dass die DDAH-1 im Rinderhirn ein Zink-
erhaltenes-Protein ist. Das Zink ist zwar nicht an der katalytischen Reaktion
beteiligt, aber man geht von einer stabilisierenden Funktion aus. Sie konnten
zeigen, dass endogen gebundenes Zink das Enzym hemmen kann.
Verschiedene Verbindungen wie Phosphate und Imidazole kénnen das Enzym
durch die ,Befreiung” von Zink aktivieren und somit auch eine regulatorische
Rolle fur diesen Bereich der DDAH-1 spielen.

Murray-Rust et al. zeigten 2001, dass nur ADMA und L-NMMA Substrate der
DDAH sind, nicht aber SDMA. DDAH Kkatalysiert eine Reaktion, bei der
Guanidin-Gruppen des Arginins im ADMA auf ein Substrat Ubertragen werden.
Dabei spielt ein nukleophiler Angriff des Cysteinrestes auf dem Substrat eine
Rolle. Bei den Resten, die direkt an dem katalytischen Mechanismus involviert
sind, handelt es sich bei DDAH-1 um Cys 273, Asp 126, His 172 und bei
DDAH-2 um Cys 276, Asp 125 und His 171 (Frey et al. 2006).
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1.7.4. Bestimmung der DDAH-Aktivitat

Wie in 1.6. schon beschrieben hydrolysiert DDAH ADMA oder L-NMMA zu L-
Citrullin und Dimehylamin oder Monomethylamin. Die Bestimmung der DDAH-
Aktivitat basiert auf dem Nachweis des ADMA-Abbaus bzw. auf dem Nachweis
der Produkte (Knipp und Vasak 2000, Maas et al. 2007). Einige Verbindungen
wie p-Chlormercuribenzoate, HgCl,, sowie einige zweiwertige Kationen wie
Cd?*, Cu®*, Zn*" haben einen inhibitorischen Effekt auf die DDAH (Ogawa et al.
1989). Diese Verbindungen kénnen aber kaum zu Untersuchungen der DDAH
genutzt werden, da sie viel zu unspezifisch sind und noch zahlreiche andere
Enzyme beeinflussen. Fast alle Beobachtungen wurden in vitro durchgeftuhrt.
Es bleibt noch zu untersuchen, ob diese Effekte auf die DDAH-Aktivitat in vivo
Ubertragbar sind. Allgemein kann man sagen, dass hemmende Stimuli von
oxidativem Stress begleitet sind, wahrend aktivierende Stimuli eher antioxidativ
wirken.

Insgesamt besteht eine differenzierte Regulation der beiden DDAH-Isoformen,
die aber erst im Ansatz verstanden ist (Palm et al. 2007).

1.7.5. Regulation der DDAH-1

Ein Beispiel fur eine Erh6hung der DDAH-1-Expression ist Interleukin-13. Man
glaubt, dass die NO-Synthese hiermit auf zwei Wege gesteigert wird. Zum
einen durch eine direkte Stimulation der INOS, zum anderen indirekt durch
Hochregulation der DDAH-1 und somit der Reduzierung von ADMA. Diese
Wirkung kann durch 4124W (S-2-Amino-4 (3-Methylguanidin) Butansaure)
aufgehoben werden (Ueda et al. 2003).

Oxidiertes LDL und Tumor-Nekrose-Faktor a konnen die DDAH-Aktivitat
reduzieren, greifen jedoch nicht auf Expressions-Ebene ein (Ito et al. 1999).
Auch Stuhlinger et al. beobachteten 2001, dass die DDAH-Aktivitat durch
Homocystein reduziert werden kann.

Erwdhnenswert ist auch die Beobachtung von Wang et al. 2006 bei der
Untersuchung eines Zusammenhangs zwischen ADMA, L-Arginin und DDAH in
Leberzellen (HepG2). Es besteht eine Dosis-abhangige Regulierung des
ADMA-Stoffwechsels durch L-Arginin, indem beide um die DDAH-Bindung
konkurrieren. Wohingegen L-Arginin eher mit reversiblen Reaktionen und
Verbesserung der Endothelfunktion in Verbindung gebracht wird (siehe 1.7.8.)

1.7.6. Regulation der DDAH-2

In Streptozotozin induzierte diabetische Ratten-Modelle beobachteten Onozato
et al. 2008 eine Erhohung der renalen Angiotensin Il und ADMA-Spiegel, die
sich nach zwei Wochen Behandlung mit Telmisartan, einem AT1-Antagonisten,
normalisierten. Zunachst war die DDAH-1-Expression in der diabetischen Niere
erniedrigt, wahrend die DDAH-2-Expression gesteigert war. Dieses wurde durch
die Telmisartan-Behandlung umgekehrt mit dem zusatzlichen Effekt einer
reduzierten Expression der PRMT-1 und -5 (ex vivo). Zudem konnten sie die
Lokalisation der DDAH-Isoformen zeigen. DDAH-1 ist vorwiegend im
proximalen Tubulus lokalisiert, wahrend die DDAH-2 in den Glomeruli, den
afferenten Arteriolen, der Macula densa und im distalen Tubulus zu finden ist.
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In Experimenten konnte festgestellt werden, dass die Expression der DDAH-2
durch All-trans-Retinsaure (Achan et al. 2002) und Estradiol (Monsalve et al.
2007) gesteigert werden kann. Achan et al. zeigten, dass die Ratio
ADMA/SDMA im Kulturmedium reduziert und die NO-Synthese in den
Endothelzellen ohne gesteigerte eNOS-Expression erhéht werden konnte. All-
trans-Retinsédure hat eine hemmende Wirkung auf zellulare Proliferation, fordert
die vaskulare Differenzierung und verzégert die Entwicklung einer
Atherosklerose. Monsalve et al. demonstrierten 2007, dass durch oxidiertes
LDL induzierte Effekte auf den DDAH-ADMA-NO-Stoffwechselweg mittels
Estradiol komplett umkehrbar waren.

Als Gegenspieler dieser Substanzen, also diejenigen, die die DDAH-2-
Expression dampfen sind Coupling factor (CF) 6 (Tanaka et al. 2006) und
oxidativer Stress (Sorrenti et al. 2006) beschrieben worden. CF6 ist ein
essentieller Bestandteil der mitochondrialen ATP-Synthase, die die
Phospholipase A, hemmt, die Generierung des oxidativen Stresses (reactive
oxidatvie species=ROS) steigert und eine Vasokonstriktion induziert.

1.7.7. Ursachen einer ADMA-Plasma-Erhéhung und die madgliche
Therapie

Die Bildung von Superoxidradikalen durch gesteigerten oxidativen Stress, kann
durch eine Hemmung der Enzymaktivitdten auch zu einer erhohten ADMA-
Plasma-Konzentration fuhren. Hierbei ist an eine gesteigerte Aktivitat der
PRMTs und einer verminderten DDAH-AKktivitat zu denken (Sydow und Minzel
2003, Boger et al. 2000, vgl. Abb. 7).

|

Yy
Corvr>  Copan>

/

G — [ — |
1 2

eNOS Entkopplung

Abbildung 7: Schematische Darstellung der Mechanismen, die zu einer erhéhten ADMA-
Bildung fuhren koénnen. Kardiovaskulare Risikofaktoren wie z.B. Hypercholesterinaamie,
Hypertension, und Diabetes filhren zu einer gesteigerten Superoxidradikal-Bildung. Dieses
kénnte durch die Hochregulation der Protein-Arginin-Methyltransferasen (PRMT) oder einer
Hemmung der DDAH-Aktivitdt.zu einer gesteigerten ADMA-Konzentration fuhren. Als Folge
ergibt sich eine verminderte NO-Synthese. Durch diesen Pfad, die Oxidation des Co-Faktors
der BH, und die intrazellular begrenzte L-Arginin-Verfligbarkeit kdnnte die eNOS ausgeschaltet
werden und somit bei Patienten mit erhdhten kardiovaskularen Risikofaktoren zur endothelialen
Dysfunktion fuhren (modifiziert nach Sydow und Miinzel 2003).
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Lin et al. 2002 zeigten im Tierexperiment, dass bei Diabetes mellitus Typ Il die
Aktivitat der DDAH reduziert ist, jedoch nicht die Expression. Daraus folgten,
wie zu erwarten war, auch erhéhte ADMA-Plasma-Konzentrationen (Lin et al
2002).

Interessanterweise beobachteten Weis et al. 2004, dass herztransplantierte
Patienten, die sich mit dem Zytomegalie-Virus (ZMV) infizierten, hhere ADMA-
Plasma-Konzentrationen aufwiesen. Der ZMV-induzierte gesteigerte oxidative
Stress war mit einer Verminderung der DDAH-Aktivitat und ADMA-
Akkumulation assoziiert.

Dass die ADMA-Konzentration bei fortgeschrittener Niereninsuffizienz erhodht
ist, beobachteten schon Vallance et al 1992 und auch Kielstein et al. 1999.
Dabei stellten sie zudem fest, dass die ADMA-Konzentration bei Hamodialyse-
behandelten Patienten mit manifester Atherosklerose signifikant hoher ist als
die bei Hamodialyse-Patienten ohne Atherosklerose.

Durch Supplementierung von L-Arginin konnte die endothelabhangige
Vasodilatation bei Hasen mit Hypercholesterindmie wieder verbessert werden
(Cooke et al. 1991). Boger et. al konnten 2007 erstmals zeigen, dass die Gabe
von L-Arginin bei Patienten mit Hypercholesterinamie bei Patienten mit einer
erhohten  ADMA-Plasma-Konzentration zu einer Verbesserung der
Endothelfunktion fuhrt.

Es gibt also verschiedene Mdéglichkeiten, die zu einer erhéhten ADMA-Plasma-
Konzentration fuhren kénnen, zum einen kann es eine Dysregulation der
DDAH, eine fortgeschrittene Niereninsuffizienz oder eine Steigerung der PRMT-
Aktivitat sein. Durch diese komplex ineinander greifenden Regulationsvorgénge
wird deutlich, dass nur fur die weitere Aufklarung des komplexen ADMA-L-
Arginin-NO Stoffwechsels hochspezifische Inhibitoren der beteilligten Enzyme
oder isoenzymspezifische Knockout-Méause bendétigt werden.

1.8. Knockout-Mause

Definition von Knockout-Mausen

Unter einer Knockout-Maus versteht man eine Maus, bei der durch genetische
Manipulation gezielt ein oder mehrere Gene ausgeschaltet wurden. Diese
Manipulation wird an embryonalen Stammzellen von Mausen durchgefthrt, die
dann in die Keimbahn von einer Maus eingebracht werden. Durch diese
genetisch veranderten Tiere koénnen biologische Mechanismen genauer
untersucht werden, sie konnen als Modelle fir menschliche Erkrankungen oder
pharmakologische Fragestellungen dienen.

Um die Funktion eines Gens zu erforschen wird es haufig experimentell
inaktiviert und der daraus resultierende Phéanotyp (Knockout=K.O.) analysiert.
Es gibt verschiedene Wege transgene Tiere herzustellen:

1. Wenn DNA in den Vorkern befruchteter Oozyten injiziert wird, dann findet ein
zufalliger Einbau des fremden genetischen Materials ins Genom statt. Mit Hilfe
regulatorischer Sequenzen kann die Expressionsstarke und Gewebespezifitat
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im gewissen Umfang reguliert werden. Dieses Verfahren kann eingesetzt
werden, um Tiere mit wirtschaftlich nutzbaren Vorteilen zu erzeugen (analoges
Verfahren mit Cre/loxP-System (siehe unten) angewendet von Araki et al.
1995).

2. Gezielte Veranderungen der Wirts-DNA durch ein Transgen stellen weitere
Moglichkeiten dar. Dabei kann ein Gen inaktiviert werden (Knockout), gegen ein
anderes ausgetauscht werden oder durch gezieltes Manipulieren (Mutationen)
das kodierte Protein in seinen Eigenschaften verandert werden. Hierbei wird es
z.B. mdglich Tiermodelle fir humane Erkrankungen gezielt zu erzeugen, um die
molekularen Defekte zu analysieren.

1.9. Theoretische Prinzip fur den konditionalen K.O.

Seit ca. 1998 ist bekannt, dass die Cre (causes recombination)-Rekombinase
der P1-Bakteriophagen die Rekombination zwischen zwei loxP (locus of
crossing over P1) sites in jeder Art von DNA katalysiert. LoxP ist eine 34
Basenpaare (bp) Konsensus-Sequenz mit acht bp, die das Mittelstick (,core
spacer sequence®) bilden und 13 palindromischen bp an jeder Seite des
Mittelstlicks (Nagy 2000, Babinet 2000).

Auf diese Weise wird es maoglich, funktionelle DNA-Teile in das Mausgenom
hinzuzufigen und mit Hilfe von embryonalen Stammzellen (ES) und homologer
Rekombination kann man jedes mogliche Gen, das von loxP sites flankiert ist,
aus dem Genom ,ausknocken® (Sauer 1998).

Der molekulare Mechanismus der Rekombination erklart sich so, dass ein
einzelnes Rekombinase-Molekll an die beiden pallindromischen Halften einer
loxP site bindet, es zu einer Tetramer-Bildung und Schlaufenbildung kommt, die
zwei loxP sites zusammenbringt (Voziyanov et al. 1999).

Die Rekombination erfolgt in der so genannten ,spacer area“ der loxP site. Die
erzielten Ergebnisse, die durch die Cre-Rekombinase erzielt werden, hangen
von der Lokalisation und der Orientierung der loxP site ab. Je nach dem, ob
beide die gleiche Orientierung aufweisen (=Ausschneiden) oder in
entgegengesetzter Orientierung (=Invertieren) sind, werden die Abschnitte
anders behandelt (vgl. Abb. 8).

Die Rekombination ist auch notwendig fir die Aktivierung der Expression eines
positiven Selektionsmarkers.
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loxP-Sequenz 34 bp: }

13 bp 8 bp 13 bp

ATAACTTCGTATAATGTATGCTATACGAAGTTAT

1 2 3 4 1 4
M\)\/\/\/\/\/\/}\/\/\/ #
4_
3a 2
Cre

1 2 3 4 1
v\/\/\)\/\m/\/\/\w —}W\ﬂ)\/\ﬁ/\/\/\/‘\/\ﬂ/

4
P 3 2

Abbildung 8: Schema des Cre/loxP-Systems. Ein Dreieck steht flr eine loxP site. Diese
besteht aus eine 34 Basenpaare (bp) Konsensus-Sequenz mit acht bp (grin), die das
Mittelstiick (,core spacer sequence”) und 13 palindromischen bp an jeder Seite des Mittelstiicks
(rot). Die mit loxP begrenzten Areale kdnnen mit Hilfe der Cre-Rekombinase entweder
~herausgeschnitten® oder invertiert werden. Diese Reaktion ist abhangig von der Orientierung
der loxPs (vgl. Dreieck-Richtungen). Wenn beide die gleiche Richtung aufweisen, kommt es zu
einer Deletion (ausgeschnittener Kreis mit 2,3 und dem Dreieck), wenn sie entgegengesetzt
sind, kommt es zu einem Invertieren (Reihenfolge 1,2,3,4 wird zu 1,3,2,4).

Konditionaler Knockout

Fur die Herstellung einer konditionalen Knockout-Maus ist der erste Schritt, wie
auch bei einem gewohnlichen Knockout (K.O.), die Erzeugung von
embryonalen Stammzellen (ES-Zellen), in denen das Ziel-Gen inaktiviert ist
(Nagy 2000). Hierfur verwendet man embryonale Stammzellen aus Maus-
Blastozysten und transfiziert diese durch Elektroporation mit dem Targeting-
Vektor. Dieser Vektor beinhaltet isogene DNA (DNA aus demselben
Mausstamm wie die verwendeten ES-Zellen mit zwei zum Ziel-Gen homologen
Sequenzbereichen, (vgl. 3'Arm und 5’Arm im Ergebnis-Teil). Sie flankieren
zusammen mit den eingebrachten loxP sites die sogenannte
Neomycinresistenz-Kassette (Neo-Gen), die fir eine Antibiotikaresistenz kodiert
und somit einen positiven Selektionsmarker darstellt (Thomas und Capecchi
1987). Wenn der Vektor nicht in die genomische DNA der ES-Zellen eingebaut
wird, sterben die Zellen in G418 haltigem Selektionsmedium ab, weil sie das
Neo-Gen, was die G-418-Resistenz vermittelt, nicht exprimieren kénnen. Diese
sogenannten ,Positiv-Selektion sagt aus, dass nur die Zellen, die das Neo-Gen
exprimieren Uberleben.

Homologe Bereiche sollten auf der einen Seite ca. 0,5-2 kbp und auf der
anderen Seite ca. 5-8 kbp grof3 sein. AulRerdem befindet sich ein negativer
Selektionsmarker, die Diphterietoxin-Kasseette (DT-Kassette) in dem Targeting-
Vektor. Bei einem zufélligen Einbau des Targeting-Vektors werden aul3er dem
Neo-Gen und die beiden homologen Bereiche auch noch die DT-Kassette in die
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DNA eingebaut. Da diese Zellen das Neo-Gen exprimieren, wirden sie in G-
418 haltigem Medium uberleben kénnen. Bei Expression des Diphterietoxin As
wirden aber diese Zellen absterben. Diese sogenannte ,Negativ-Selektion®
beschreibt also die Tatsache, dass Zellen, die Diphterietoxin exprimieren
absterben.

In seltenen Fallen kommt es aber zu einem gezielten Austausch durch
homologe Rekombination. Dabei ist das Neo-Gen im Ziel-Gen eingefiigt. Die
DT-Kassette wird hierbei jedoch nicht integriert, so dass nach Positiv- und
Negativ-Selektion nur die richtigen Zellen als einzige uberleben (Thomas und
Capecchi 1986, Thomas und Capecchi 1987). Klone dieser gezielt veranderten
ES-Zellen kbnnen dann angezichtet werden und durch PCR und Southern Blot
auf molekularer Ebene analysiert werden. Fir die Herstellung einer transgenen
Maus werden diese transgenen ES-Zellen in Blastozysten injiziert, die dann in
eine scheinschwangere Maus implantiert werden kénnen (siehe Abb. 9).

Blastozyste

C Transgene ES-Zellen

Embryonenspender
C57Black6

w

Mikroinjektion in Blastozyste

Nicht transgene
Maus
Scheinschwangere

Maus 129 SV

chiméare Maus

Abbildung 9: Darstellung der Arbeitsfolge zur Herstellung chiméarer Tiere.
Blastozystenentnahme von C57Black6-Mausen ist im 1. Kasten dargestellt. Die ES-Zellen, die
nach der Elektroporation transgen sind und Uberprift worden sind, werden in die Blastozyste
injiziert (2). Diese wird dann in eine scheinschwangere Maus implantiert. Die Nachkommen sind
an der Fellfarbe zu erkennen; chimar oder nicht transgen.

Diese ,gefloxte“ Maus enthalt ein vollstandig intaktes Ziel-Gen, solange kein
Cre-Enzym exprimiert wird. Eine normale Maus enthélt diese nicht und somit
besteht nicht die Gefahr, dass das Ziel-Gen vorzeitig verdndert werden kann.
Die chimaren Tiere missen nun miteinander gekreuzt werden, um homozygot
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transgene Tiere zu erhalten. Die Idee ist nun, dass das Cre-Enzym in eine
zweite transgene Maus eingebracht wird. Dabei kann man gewebsspezifische
Promotor-Elemente mit einbeziehen. Nun kénnen die homozygot ,gefloxten®
und die homozygoten Cre-Mause miteinander gekreuzt werden. Die daraus
entstehende Generation besitzt dann die aktive Rekombinase mit den loxP
sites, die das Ziel-Gen und das Neo-Gen flankieren. Somit kann das Ziel-Gen
im Nachhinein deletiert werden, also inaktiviert werden (siehe Abb. 10). Um
eine gewisse Steuerbarkeit zu gewahrleisten, kdnnen induzierbare oder
gewebsspezifische Promotor-Elemente eingesetzt werden.

o - o —— &

Heterozygot gefloxt -/+ Heterozygot gefloxt -/+ Homozygot gefloxt -/-

Zwei Moglichkeiten

Homozygot gefloxt -/- Cre-Maus Homozygot gefloxt -/- Cre-Maus (ubiquitar )
(Gewebsspezifisch )

} }
et &

Gewebsspezifisch Ubiquitflr inaktiviertes
inaktiviertes Enzym Enzym = komplett K.O.

Abbildung 10: Darstellung der Verpaarungsstrategie ,gefloxter* Mause und Cre-Mé&use.
Heterozygot ,gefloxte® Mause missen miteinander gekreuzt werden, so dass homozygot
gefloxte entstehen, entsprechend den Mendelschen Regeln 1:2:1 (nicht alle dargestellt).
AnschlieBend gibt es zwei Madglichkeiten, um das gewiinschte Enzym (DDAH-2) zu
inaktivieren. Man verpaart die homozygot ,gefloxten® Tiere mit Cre-Méausen, die
gewebsspezifisch sind (linke Halfte der Darstellung) und erhalt gewebsspezifisch inaktivierte
Mause oder mit Cre-Méausen, die Cre ubiquitér exprimieren (rechte Hélfte der Darstellung) und
erhalt komplett K.O.-Tiere.

Eine andere Idee ist, ein Fusionsprotein aus Cre und Steroidhormonrezeptor-
Liganden-Bindungsdomane (LBD) herzustellen, so dass in Abwesenheit von
Hormonen die Rekombinase nicht aktiv ist und erst durch Hormone aktiviert
werden kann (Metzger et al 1995 (Ostrogen-Rezeptor-LBD).Die LBD-
Fusionsproteine sind in Abwesenheit von Liganden an Hitzeschock-Proteine im
Zytoplasma gebunden und werden erst nach entsprechender Ligandenbindung
von diesem hemmenden Komplex befreit. Damit eine Kreuzrektion mit
endogenen Hormonen vermieden wird, muss die Hormon-Bindungsstelle so
abgeandert werden, dass nur noch synthetische Hormone, die von Aul3en
appliziert werden zu einer Aktivierung der Cre-Rekombinase fuhren (Feil et al.
1996 (mutierte Ostrogen-LBD). Abbildung 11 zeigt das Schema eines Cre-
Fusionproteins und seiner Induzierbarkeit.

Die induzierbare Anderung der Genexpression ist ein sehr wichtiges Werkzeug,
um Genfunktionen in vitro und in vivo zu untersuchen. Aul3erdem ermdglicht sie
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nicht nur die ortlich (verschiedene Gewebe), sondern auch eine zeitlich

spezifische Cre-Aktivierung.

inaktiv aktiv
LBD=Ligandenbindunsdoméane
CRE —— CRE
LBD LBD Cre= Cre-Rekombinase
<D D
A Agonist
T AXB AXB AXB
Gefloxte Allel @ (@
(-—: - = Ei - - & — -
X >
Injektion von Agonisten deletiertes Allel
(G
B

Abbildung 11: Schema eines Cre-Fusionproteins und seiner Induzierbarkeit. Notwendig sind
eine ,gefloxte“ Maus, also eine Maus, in dem ein bestimmtes Gen mit loxP sites flankiert ist
und eine weitere Maus, die Cre exprimiert. Die Cre-Rekombinase ist an eine
Ligandenbindungsdomane (LBD) gekoppelt. Die beiden transgenen Mause werden
miteinander gekreuzt. Im ungebundenen Zustand der LBD ist die Cre-Rekombinase inaktiv und
wird erst bei entsprechender Stimuluszugabe (z.B. Tamoxifen oder U 486) aktiviert. Nach der
Injektion der Agonisten ist es also mdglich das ,gefloxte® Allel zu deletieren (modifiziert nach
Babinet 2000).

1.10. Hypothese/Ziel

Die primare Hypothese war, dass die DDAH-2 von fundamentaler
physiologischer Bedeutung ist und eine Deletion des Gens zu einem
kardiovaskular geschadigtem Phanotyp fuhrt und moéglicherweise sogar letal ist.
Ziel der vorliegenden Arbeit war es einen geeigneten konditionalen K.O.-Vektor
fur das komplette DDAH-2-Gen zu generieren, und damit die Grundlage fir die
Generierung von konditionalen und organspezifischen K.O.-Tieren zu schaffen.
Hiermit sollte eine mogliche embryonale Letalitdt des DDAH-2-K.O.s umgangen
werden. Prinzipiell wird erwartet, dass bei den DDAH-2-defizienten Tieren die
ADMA-Plasma-Konzentration steigt und Folgeerscheinungen einer gestorten

NO-Synthese zu beobachten sind.
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2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Chemikalien und Enzyme

Chemikalien, die hier nicht gesondert aufgefuhrt sind, wurden von der Firma
Merck (Darmstadt, Deutschland) in zur Analyse-Qualitat bezogen.

Gene Ruler DNA Ladder Mix

Loading Dye

T4-DNA-Ligase

T4-DNA-Ligase-Puffer

Tag-Polymerase

Tag-Polymerase

Tag-Polymerase Puffer

MgC|2

RNase, DNase frei

Proteinase K

Triple Master Enzym-Mix

R1 Genotyp-DNA

Ethidiumbromid
NacCl
Zahnstocher

Whatman 3 MM Blotting Papier

Fermentas GmbH, St. Leon-Rot,
Deutschland

Fermentas GmbH, St. Leon-Rot,
Deutschland

New England Biolabs, Frankfurt am
Main, Deutschland

New England Biolabs, Frankfurt am
Main, Deutschland

Fermentas GmbH, St. Leon-Rot,
Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Fermentas GmbH, St. Leon-Roth,
Deutschland

Fermentas GmbH, St. Leon-Rot,
Deutschland

Sigma-Aldrich
Deutschland

GmbH, Taufkirchen
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Prapariert durch Frau PD Dr. Irm
Hermanns-Borgmeyer (ZMNH)

Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz
J.T. Baker, Deventer, Niederlande
Wenco, Essen, Deutschland

Whatman GmbH, Dassel,Deutschland
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ExpressHyb Solution Bioscience, Clontech, Heidelberg,
Deutschland

Geneticinsulfat (G418) Life Technologies, Karlsruhe,
Deutschland

GeneScreen plus Membran NEF 1017 NEN, Bosten, USA

Mineraldl, PCR-grade Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen
Deutschland

Nitrozellulosemembran Schleicher & Schuell GmbH, Dassel,

Protan BA85, 0,45 pm Deutschland

Sephadex G-50 Spin Saulen Amersham Pharmacia Biotech,

Freiburg, Deutschland

Heringsperma-DNA Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Deutschland

dNTPs Fermentas GmbH, St. Leon-Rot,
Deutschland

Restriktionsenzyme und Primer:

Alle verwendeten Restriktionsenzyme wurden von Fermentas GmbH (St. Leon-
Rot, Deutschland) erworben.

Avr |
Bam HI
Eco RI
Hind 1l
Kpn |
Nae |
Nco |
Nhe |
Not |
Pvu |
Pvu Il
Sac |
Xho |

Liste verwendeter Oligonukleotide:

Alle Primer wurden von MWG Biotech AG (Ebersberg, Deutschland)
synthetisiert.

loxP Nae | 1;

5 CTAGGGCCGGCATAACTTCGTATAATGTATGCTATACGAAGTTATC 3’
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loxP Nae | 2:
3’ CCGGCCGTATTGAAGCATATTACATACGATATGCTTCAATAGGATC 5

loxP Nco I 1:
5 CTAGGCCATGGATAACTTCGTATAATGTATGCTATACGAAGTTATC 3

loxP Nco | 2:

3’ CGGTACCTATTGAAGCATATTACATACGATATGCTTCAATAGGATC &

Bei dem Design der Oligonukleotide, insbesondere des komplementaren
Stranges, mussen die Uberh&nge mitbedacht und Uberprift werden. Bei der
Bestellung ist darauf zu achten, dass von 5 nach 3’-Richtung bestellt wird

(wichtig fur den komplementaren Strang)

Vektor Primer:

Vektor 1: 5 AGATCAGCAGCCTCTGTTCC 3 LoxP 1 for, 3’Arm
Vektor 2: 3 TTGTCAACGCGTCGGACTTA S rev 3’Arm

Vektor 3: 5 GCTGAGTGACGCCCTTTATA 3’ DT for

Vektor 4: 3' CTTCTGAGGCGGAAAGAACC %’ loxP 2 rev
Vektor 5: 5 AGGTAGCCGGATCAAGCGTA 3’ for NEO

Vektor 6: 5 CCATCACATCCACACCGAAG 3’ loxP for 5’Arm
Vektor 7: 3 TCTCCCAAACACCTGTTGCC 5 loxP rev 5’Arm
Vektor 8: 5 TGAGTCAGGTTTGACAAGCC 3 loxP 2 for im

Targeting-Vektor

Vektor 9: 5 AGGATCCAAGTCTTGTTCCC 3’ loxP for 5’Arm im
Targeting-Vektor

Sonden-Primer:

Sonde 1: 5 AGACTCTAGGCACAGGGTACATGTC ¥

Sonde 2: 5 CTTGTCCACTATCCTTTGCCTTATC &

PCR-Primer:

PCR 1: 5 GCAGTCTTCGAACTTTGAAATGAT 3 DDAH-2 geno 2 for

PCR 2: 3 AGAAATTGACGAAACAGGTGAATTA 5’ DDAH-2 geno 2 rev
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PCR 3: 5 TGGACAGAGTGAACTAGGTCTGAG 3’ DDAH-2 neo?2 for
PCR 4: 3 AGGATCTCCTGTCATCTCACCTT % DDAH-2 neo rev
Radiochemiekalien:

[a**"]dCTP (3000 Ci/mmol) Amersham, Braunschweig,

Deutschland

2.1.2. Materialien fur die Bakterienkultur

Ampicillin

Bacto TM Yeast Extract 500 g

Bacto TM Tryptone 500 g

Bacto TM Agar 4549

LB-Medium

LB-Agarplatten

DH10B Bakterien

Stammldsung: 50 mg/ml in Ethanol, bei
-20°C lagern, Endkonzentration: 50

pg/mli

Becton Dickinson GmbH,Heidelberg,
Deutschland

Becton Dickinson GmbH,Heidelberg,
Deutschland

Becton Dickinson GmbH,Heidelberg,
Deutschland

10 g Tryptone
5 g Yeast-Extrakt
10 g NaCl

auf einen Liter mit H,O auffillen, pH 7,0
und autoklavieren, anschlieBend auf
50°C abkuhlen, bei Bedarf Antibiotika
zugeben, bei 4°C lagern

10 g Tryptone

5 g Yeast-Extrakt
10 g NaCl

15 g Agar (1,5%)

auf einen Liter mit H,O aufftllen, pH 7,0
und autoklavieren, anschlieRend auf
50°C abkuhlen, bei Bedarf Antibiotika
zugeben, ca. 20 ml in jede sterile Platte
mit 10 cm Durchmesser giel3en, fest
werden lassen und bei 4°C lagern

Invitrogen GmbH, Karlsruhe,
Deutschland
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Cre exprimierende Bakterien Geschenk von Dr. Olaf Friese, UKE,
Ursprungsstamm: 294-Cre von Francis
Stewart (Buchholz et al. 1996 a & b)

2.1.3. Zellkulturmedien

MEF-Medium (Gibco/BRL,Invitrogen GmbH, Karlsruhe)

DMEM (high glucose, no pyruvate, with glutamax) 500 ml
9% FCS 50 ml
1x MEM (non-essential amino acids 100x) 5,5ml
1x Penicillin/Streptomycin (5000 IU Pen, 5000 pg Strep/ml,100x) 5,5ml
ES-Medium

DMEM (high glucose, no pyruvate, 25 mM Hepes) 500 ml
15% FCS 92 ml
1x Glutamin (200 mM, 100x) 6,2 ml
1x MEM (NEAA, non essential amino acids,100x) 6,2 ml
1x Penicillin/Streptomycin (5000 IU Pen, 5000 pg Strep/ml,100x) 6,2 ml
1x Nukleosidmix (100x) 6,2 ml
1x Natriumpyruvat 6,2 ml
2x 2-Mercaptoethanol (50 mM,1000x) 1,24 mi
LIF=Leukemia inhibitory factor(10” U/ml) 62 pl
G418 Zusatz bei Selektion (50 mg/ml) 4-6 pl/ml
2.1.4. Chemikalien der Zellkultur

0,1% Gelatine Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen,

Deutschland

PBS (Phosphate buffered saline) Invitrogen GmbH, Karlsruhe,

Deutschland

1 Tablette in 500 ml Aqua bidest I6sen,

autoklavieren
PBS/EDTA 1 Tablette PBS mit 0,1 g Na-EDTA in
(Ethaylendiamintetraessigsaure) 500 ml Agqua bidest I6sen
Trypsin/EDTA fur MEF-Zellen 0,05%, Invitrogen GmbH, Karlsruhe,

Deutschland

Trypsin/EDTA fur ES-Zellen 0,25%, Invitrogen GmbH, Karlsruhe,

Deutschland oder
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2,5% Trypsin Invitrogen GmbH, Karlsruhe,
Deutschland
1 ml I6sen und mit 10% HlUhnerserum
und PBS versetzen

Nukleosidmix 100x Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

Adenosin 80 mg bei 37°C in 100 ml PBS l6sen, steril

Guanosin 85 mg filtrieren, aliquotieren und bei -20°C

Cytidin 73 mg lagern

Uridin 73 mg

Thymidin 24 mg

Elektroporationspuffer

20 mM Hepes

137 mM NacCl

5,0 mM KCI

0,7 mM Na2HPO4
6,0 mM Dextrose

2X Freeze-LOsung

FCS 80%
DMSO 20%
Die Zellen werden im Verhaltnis 1:1 mit Freeze-LOsung eingefroren.

Mitomycin C

Zur mitotischen Inaktivierung von MEF

2 mg Mitomycin C (lyophilisiert) in 2 ml PBS resuspendieren, in Aliquots zu je
150 ul aliquotieren und bei -80°C lichtgeschutzt aufbewahren. Fir eine 15-cm-
Schale mit 15 ml MEF-Medium sind 150 pl ausreichend. Dabei betragt die
Konzentration 10 pug/mil.

2.1.5. Puffer und Lésungen

Lysozym 10 g 10 mg Lysozym in 1 ml H,O lésen und
bei -20°C lagern
Serva Electrophoresis GmbH,
Heidelberg, Deutschland

Agarose Electrophoresis Grade Invitrogen, GmbH, Karlsruhe,
Deutschland

20x SSC-Puffer 175,3 g NaCl
88,2 g Na3-Citrat
ad 1 Liter
pH 7,0

STET 8% Saccharose

5% Triton x 100
50 mM EDTA
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SDS Gelladepuffer

1x TAE- Puffer

50x Stock solution;

TE

low TE

RF |

RF I

50 mM Tris-HCI
pH 8

50 mM Tris-HCI, pH 6.8
100 mM DTT

2% SDS

0,1% Bromphenolblau
10% Glycerin

40 mM Tris-Acetat
20 mM Natriumacetat
1 mMEDTA

pH 7,5

Tris-Base (242 g) und EDTA in einen
500 ml Messkolben einwiegen und bis
zur Halfte mit MilliQ Wasser auffillen.
Anschliel3end die Essigsaure (57,1 ml)
hinzufligen und das ganze mit einem
Ruhrmagneten durchmischen. Nach
vollstandiger Auflésung den Rest MilliQ
Wasser  hinzufigen und  erneut
vermischen. Um einen 1x Puffer
herzustellen werden 100 ml der Stock
Solution auf 5 L mit MiliQ Wasser
aufgeflllt, das z.B. =zur Agarose-
Gelherstellung benutzt werden kann.

10 mM Tris-HCI
1 mMEDTA
pH 8

5 mM Tris-HCI
0,5 mM EDTA
pH 8

100 mM RbCI

50 mM MnCI2

30 mM Kaliumacetat

10 mM CacCl2

15% Glycerin

pH 5,8 mit Essigsaure einstellen, bei
4°C lagern

10 mM
MOPS(Morpholinopropansulfonsaure)
10 mM RDbCI

75 mM CacCl2

15% Glycerin

pH 6,8 mit Essigsaure einstellen, bei
4°C lagern
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Trypsin-L6sung

2-Propanol 2,5 L

Ethanol 2,5 L
2.1.6. Kits

Qiagen Plasmid Maxi Kit (25)
Qiaex Il Gel Extraction Kit (150)
QIAquick Gel Extraction Kit (50)
Nucleo Spin Extract Kit

High Pure PCR Product Purification Kit

ABI PRISM BigDye™ Terminator V1.1
Ready Reaction Cycle Sequencing Kit

Rediprime Il Random Prime Labelling
System

pPpGEM-T easy Vektor System 1
2.1.7. Gerate

Eppendorfpipetten
(1-10 pl, 10-100 pl, 200-1000 pl)

Eppendorf Thermomixer compact
Eppendorf Thermomixer 5436
Eppendorf Thermostat 5320

Bio Rad Power Pac Basic
(Spannungsgerét fur Elektrophorese)

Biometra Standard Power Pack P25
(Spannungsgerét fur Elektrophorese)

Eppendorf Thermocycler

Sarstedt MC 6 (kleine PCR-Zentrifuge)

0,05% Trypsin

0,02% EDTA

in PBS, pH 7,3

Merck, Darmstadt, Deutschland

J.T. Baker, Deventer, Niederlande

Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland
Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland
Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland
Clontech, Californien, USA

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Deutschland

Applied Biosystem, Californien, USA

Amersham Pharmacia Biotech,
Freiburg, Deutschland

Promega, Mannheim

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Deutschland

Biometra GmbH, Gaéttingen,
Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Sarstedt AG & Co,
Deutschland

Numbrecht,
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Heidolph REAX top (Vortex-Geréat)

Eppendorf Centrifuge 5415 D
Eppendorf Centrifuge 5415 R

ROTINA 35 R, Hettich Zentrifugen

Sartorius Laborwaage CP 225 D
Sartorius Laborwaage BP 3100 S
ACCU jet Brand (Pipettierhelfer)

C25 Incubator Shaker Classic Series
(Schuttelinkubator 37° C)

Heraeus B 5050 E(Brutschrank 37° C)

Fireboy (Bunsenbrenner)

Sharp R-212 Mikrowelle

Scotsman AF-10 (Eismaschine)

Milli Q-Plus (aufgereinigtes Wasser)

Varioklav Dampfsterilisator H+P

Genius? Bio imaging System

Smartspec 3000
(Spektrophotometer)

3100 Genetic Analyser (Sequenzierer)

2.1.8. Zelllinien

Heidolph Instruments GmbH & Co. KG
Schwabach, Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Andreas Hettich GmbH & Co. KG,
Tuttlingen, Deutschland

Sartorius AG Gottingen, Deutschland
Sartorius AG Gottingen, Deutschland

Brand GmbH & Co. KG, Wertheim,
Deutschland

New Brunswick Scientific GmbH
Nurtingen Deutschland

Heraeus Holding GmbH, Hanau,
Deutschland

Tecnomara AG, Zurich, Schweiz

Sharp Electronics GmbH, Hamburg,
Deutschland

MET Mack Eistechnik GmbH, Maintal,
Deutschland

Millipore GmbH, Schwalbach,
Deutschland
Thermo Electron GmbH

Oberschleilheim, Deutschland

Syngene advision of the Synoptics
groupe, Cambridge, Vereinigtes
Konigreich

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen,
Deutschland

Applied Biosystems
Deutschland GmbH, Darmstadt

Applera

Murine embryonale Feederzellen (MEF) und murine embryonale Stammzellen
(MES) wurden von PD Dr. Irm Hermans-Borgmeyer vom Zentrum fur
Molekulare Neurobiologie, Hamburg zur Verfiigung gestellt.
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2.1.9. Programme

Homologievergleiche von Sequenzdaten wurden in den Datenbanken des
National Center for Biotechnology Information
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) und der Datenbank Ensembl
(http://www.ensembl.org) des Sanger Institute und des European Bioinformatics
Institute  durchgefuhrt.  Weiterhin  wurden  Sequenzvergleiche  und
Sequenzformatierungen mit dem Programm Bioedit (T.A. Hall Software), Finch
TV (Internet basiertes Programm) bzw. Multalign (http://bioinfo.genopole-
toulouse.prd.fr/multalin/multalin.html) erstellt.

Vektor NTI 9.0 von Informax wurde als Sequenzprogramm verwendet.
Tabellenkalkulationen und Abbildungen wurden mit Hilfe des MS-Office Pakets
von Microsoft und dem Adobe Photoshop erstellt.

2.1.10. Genehmigung fur Tierversuche

Fur die Generierung und Untersuchungen an Geweben von DDAH-defizienten
Mausen liegt eine Genehmigung zur Durchfiihrung von Tierversuchen und
Organentnahmen bei Wirbeltieren gemal Tierschutzgesetz vor (Nr. 66/04).

2.2. Methoden

2.2.1. Herstellung chemisch kompetenter Zellen

Zur Herstellung chemisch kompetenter Bakterien werden 100 ml LB-Medium
mit 100 ul Streptomycin versetzt und mit 50 pl E.coli DH10B Bakterienstamm
aus einer "Freezing"-Kultur angeimpft. Entsprechend einer ODgoonm vOn 0,6
werden die Bakterien auf eine Zelldichte von 4-7x10’ Zellen/ml bei 37°C unter
Schitteln inkubiert. Die angesetzte Kultur wird auf zwei Kulturréhrchen verteilt
und far 15 Minuten auf Eis abgekuhlt. AnschlieBend folgt der
Zentrifugationsschritt bei 1000 g und 4°C fur 15 Minuten.

Das Zellpellet wird in 16,7 ml kaltem RF I-Puffer resuspendiert und erneut fur 15
Minuten auf Eis inkubiert. Nach 15 Minuten Zentrifugation bei 1000 g und 4°C
wird das Zellpellet in 4 ml kaltem RF lI-Puffer resuspendiert und wiederum fur
15 Minuten auf Eis inkubiert. Die kompetenten Bakterien werden in 200 pl
Aliquots in 1,5 ml Eppendorfgefal3e Uberfiuhrt. Es erfolgt ein Schockfrieren mit
fliussigem Stickstoff und eine Lagerung bei -80°C.

2.2.2. DNA-Verdau durch Restriktionsendonukleasen

Die Reaktionen werden nach Herstellerangaben durchgefuhrt. 1-5 pg Vektor-
DNA wird mit Wasser, Enzym und Enzympuffer versetzt und fur ca. 3 Stunden
oder evt. Uber Nacht verdaut. Hierbei ist zu beachten, dass die zugegebene
Puffermenge 1/10 des Endvolumens ausmacht. Bei einem Ubernachtverdau
wurde darauf geachtet, dass der Verdau nicht langer als 12 Stunden dauert,
weil die Restriktionsendonukleasen dann unspezifisch schneiden.

Die Auswahl der entsprechenden Enzyme wird vor Durchfihrung mit Hilfe der
Vorberechnung bzw. der zu erwartenden Fragmentgrofen mittels Vektor NTI
9.0 getroffen. Dabei werden von allen moglichen Enzymen die ausgewahlt, die
gut unterscheidbare und gut darstellbare Fragmentgrél3en ergeben.
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2.2.3. Agarose-Gelelektrohorese

Um geschnittene DNA-Fragmente oder PCR-Produkte aufzutrennen, wird die
horizontale Gelelektrophorese durchgefihrt. Der Geltrager wird zunachst mit
einem speziellen Klebestreifen straff abgeklebt und der geeignete Kamm mit
der gewiinschten Anzahl an Taschen reingestellt.

0,5 g Agarose werden in 50 ml 1x TAE-Puffer so lange in der Mikrowelle
aufgekocht und gerthrt bis keine Schlieren zu sehen sind und die Ldsung
vollkommen durchsichtig erscheint. Nach anschleiRendem Abkuhlen wird die
Losung mit 2-3 pl Ethidiumbromid (10mg/ml) versetzt und in den vorbereiteten
Geltrager gegossen.

Dabei muss darauf geachtet werden, dass keine Luftblasen an den Taschen
vorhanden sind, ggf. mussen diese mit einer Pipettenspitze entfernt werden.
Das Ethidiumbromid lagert sich an die DNA und kann durch
Fluoreszensanregung sichtbar gemacht werden.

Nach vollstandigem Ausharten des Gels wird der Geltrager in die mit 1x TAE-
Puffer gefillte Gelkammer eingelegt, ggf. wird mit Puffer-Losung aufgefullt bis
das Gel mit der Puffer-Losung bedeckt ist. AnschlieBend wird der Kamm
entfernt. Die aufzutragenden Proben werden mit 3 ul Loading Dye, einem
Ladepuffer, versetzt und in die Taschen aufgetragen. Parallel zu diesen Proben
wird ein Langenstandard (DNA-Ladder-Mix) aufgetragen, der es spéater
ermdglicht die GroRe der DNA-Fragmente zu bestimmen.

Die Elektrophorese wird bei einer Spannung von 80-90 Volt durchgefuhrt. Dabei
ist zu beachten, dass der Strom von der Kathode (-) zur Anode (+) lauft.

2.2.4. DNA-Gelextraktion/ Aufreinigung von DNA-Fragmenten

Mit Hilfe des Nucleo Spin Extract Kits werden enzymatisch geschnittene DNA-
Fragmente oder PCR-amplifizierte DNA-Fragmente aus dem Gel aufgereinigt.
Die Fragmente werden auf einem 1-2%igem Agarosegel der Grol3e nach
elektrophoretisch getrennt.

Ein leeres 1,5 ml Eppendorfgefal? wird zundchst gewogen und das Gewicht
notiert.

Anschliel3end wird auf dem UV-Tisch das gewiinschte DNA-Fragment bzw. die
gewiinschte Bande mit einem Skalpell aus dem Gel herausgeschnitten und in
das leere Eppendorfgefald tberfihrt. Das Gewicht des Gelstlicks wird ermittelt.
Fur groRe DNA-Ausbeute sollte das Gelstiick moéglichst klein sein. Pro 100 mg
Gel werden 300 ul Puffer QX1 und 200 ul Wasser hinzugegeben. Nach 30
Sekunden Vortexen werden 20 ul Quiaex Il zugegeben. Die Agarose wird 10
Minuten bei 50°C unter leichtem Vortexen gelost. Die Losung wird anschlie3end
bei 13.000 rpm fur 30 Sekunden zentrifugiert (Eppendorf Zentrifuge). Der
Uberstand wird mit einer Pipette entfernt, das Pellet mit 500 pl Puffer QX1
gewaschen, vermischt und anschlielRend wieder fur 30 Sekunden bei 13.000
rom zentrifugiert. Der Uberstand, der nun die Agarosereste enthalt, wird
verworfen. Danach wird zweimal hintereinander mit 500 ul Puffer PE
gewaschen, gevortextet und bei 13.000 rpm zentrifugiert. Bei diesem Schritt
werden die Restsalze und Verschmutzungen entfernt. Das Pellet wird fir 10-15
Minuten oder bis es weildlich erscheint, getrocknet. Anschlie3end erfolgte die
Eluierung mit 20 pul sterilem Wasser, Vortexen und eine Inkubation von 5
Minuten bei 50°C. Die Reinheit der DNA wird durch Dichtebestimmung am
Photometer festgestellt.
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2.2.5. Bestimmung der DNA-Konzentration mit Hilfe des UV-
Spektrophotometer

Die Bestimmung der DNA-Konzentration wird mit einem UV-Spektrophotometer
(Smartspec 3000) durchgefuhrt. Nach Herstelleranweisung werden die
Voreinstellungen am Gerat vorgenommen (RNA/DNA-Auswabhl,
Dilutionsfaktor,etc.). Zunachst wird die dafir geeignete Quarzkivette zweimal
mit Wasser gespult, anschlie3end erfolgt eine Nullwert-Bestimmung mit 2 ul des
Losungsmittels der DNA-Probe in 98 ul Wasser. Danach werden 2 ul der DNA-
Probe mit 98 ul Wasser in die Kivette gegeben und durch Auf- und
Abpipettieren vermischt. Die optische Dichte flr diese Probe wird nach Einlegen
der Kivette in die dafiir vorgesehene Stelle und Driicken der Taste Sample bei
260 nm und 280 nm bestimmt. Die DNA besitzt ein Absorptionsmaximum bei
260 nm, Proteine bei 280 nm.

Der Reinheitsgrad der DNA-LGsung lasst sich durch den Quotienten der
gemessenen Absorptionswerte bei 260 nm und 280 nm bestimmen. Dieser
Wert sollte um 1,8 liegen. Bei geringeren Werten ist von Verunreinigung mit
Proteinen auszugehen.

2.2.6. Linker-Herstellung

Da die bei MWG bestellten Oligonukleotide als Einzelstrang vorliegen, missen
sie aneinander angelagert werden. Hierfur werden 60 pyl TE Puffer und je 40ul
der Oligonukleotide in ein 1,5 Eppendorfgefald pipettiert.

Eine quadratische 7 cm x 7 cm x 5 mm Styroporplatte wird mit einem ca. 1 cm
grof3en Loch im Zentrum versehen. Wasser wird in einem 1-Liter-Becherglas in
der Mikrowelle zum Kochen gebracht und in eine verschlieBbare Styroporkiste
gestellt. Mit dem Thermometer wird die Temperatur kontrolliert. Erst bei 87-
90°C wird das Eppendorfgefal? in dem Loch der Styroporplatte angebracht und
Uber Nacht auf dem Wasser schwimmen gelassen. Am nachsten Morgen soll
zunachst die Temperatur gemessen werden, bei < 40°C ist der Linker
einsatzfahig fur weitere Klonierungsschritte und kann bei -20°C gelagert
werden.

2.2.7. Ligation von DNA-Fragmenten

Die zu ligierenden DNA-Fragmente (Inserts/Linker) werden in ein bis dreifach
molarem Uberschuss mit 5 pg linearisiertem DNA-Vektor unter Verwendung
von 1 ul (30 Einheiten) T4-DNA-Ligase und 1ul 1x Ligasepuffer in einem
Endvolumen von 10 pl Gber Nacht bei 17°C inkubiert. Hierfir muss der
Heizblock friihzeitig in den Kihlraum platziert und das Eppendorfgefal3 nach
Temperatureinstellung hineingestellt werden. Die Ligationsproben werden bis
zur Transformation bei 4°C aufbewahrt. Nach Gebrauch wird der Uberschuss
der Ligation bei -20°C gelagert.

2.2.8. Transformation

Die Transformation erfolgt nach dem Verfahren von Hanahan (Hanahan 1983).
200 pul chemisch kompetenter DH10B E.coli-Bakterien (Lagerung der Aliquots
bei -80°C) werden bei Raumtemperatur aufgetaut und auf Eis gestellt. Der
Ligationsansatz (5 pl) oder die Plasmid-DNA werden zu den kompetenten
Bakterien gegeben, kurz geschdttelt und 30 Minuten auf Eis inkubiert. Es folgt
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ein Hitzeschock fur 90 Sekunden bei 42°C. AnschlieBend werden die Bakterien
fur einige Minuten wieder auf Eis gestellt. Zu der Zellsuspension werden 400 pl
auf 37°C vorgewarmtes LB-Medium ohne Antibiotikum gegeben und fur 1-1%
Std. bei 37°C unter Schutteln inkubiert, auf LB-Ampicillin-Agarplatten
aufgetragen und tber Nacht (zwischen 12-16 Stunden) bei 37°C im Brutschrank
inkubiert. Nach dem Eindiffundieren der ausgestrichenen Flissigkeit werden die
Platten im Brutschrank so Ubereinander gestapelt, dass der Agar sich oben
befindet. So wird einer spateren Schimmelbildung durch Kondenswasser
vorgebeugt.

2.2.9. Praparation von Plasmid-DNA in kleinem Mal3stab

Die Praparation von Plasmid-DNA, der sogenannten ,Boiling Prep“- Methode
erfolgt nach einem abgewandelten Verfahren von Holmes und Quigley (Holmes
und Quigley 1981). Diese Methode eignet sich zur DNA-Isolierung fur viele
E.coli-Laborstiamme und bietet Vorteile wie die schnelle Durchfuhrung und die
hohe Qualitat der gewonnenen DNA.

2 ml LB-Medium werden mit 2 yl Ampicillin (50 mg/ml) und einer E.coli-Kolonie
angeimpft und Uber Nacht bei 37°C im Kulturréhrchen geschuttelt. Dieser
Schritt kann fur mehrere E.coli-Kolonien parallel durchgefuhrt werden.

Die Ubernachtkultur wird einzeln in 2 ml EppendorfgefaRe Uberfiihrt und bei
5.000 rpm fiir 2 Minuten zentrifugiert (Eppendorf Zentrifuge). Der Uberstand
wird dekantiert und das Pellet mit 500 yl STET-Puffer durch Vortexen wieder
resuspendiert. Dies dient der Stabilisierung der DNA im weiteren Verlauf. Nach
Zugabe von 50 pl Lysozym (10 mg/ml) wird jedes Eppendorfgefal3 vier bis
sechs Mal invertiert und 2-3 Minuten bei RT inkubiert. Anschlie3end wird die
Inkubation fur 90 Sekunden im Heizblock bei 95°C fortgesetzt und fir 5 min bei
13.000 rpm zentrifugiert. Das entstandene Pellet, was den Zelldetruitus enthal,
wird mit einem sterilen Zahnstocher entfernt. Nach Zugabe von 50 ul 7,5 M
Ammoniumacetat (pH 7,5) und 500 pl Isopropanol wird die Ldsung vier bis
sechs Mal invertiert und die Plasmid-DNA durch 10 Minuten Zentrifugation bei
13.000 rpm und 4°C prazipitiert. Der Uberstand wird abgekippt und das Pellet
nach Lufttrocknung je nach GroéRe in 30-50 pyl H,O aufgenommen. Die so
gewonnene DNA kann fur einen anschlielenden Restriktionsverdau genutzt
werden.

2.2.10. DNA-Féallung mit Natrium Acetat

In einem 2 ml Eppendorfgefa® werden zur DNA-L6sung und Wasser 1/10
Volumen 3 M NaAc Loésung, pH von 5,2 gegeben. Anschlielend wird kurz
gevortext. Danach werden 2-2,5 Volumen kaltes absolutes Ethanol hinzugeflgt
und erneut kurz gevortext. Das EppendorfgefaR wird fur 5 Minuten auf Eis
gestellt oder alternativ 30 Minuten bei 21°C gelagert. Als nachstes erfolgt fir 30
Minuten ein Zentrifugationsschritt bei 4°C und 13.000 rpm. Der Uberstand wird
verworfen. Anschlie3end wird das Pellet mit 1 ml Ethanol (70%) gewaschen
und erneut bei 4°C und 13.000 rpm fiir 20 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand
wird erneut verworfen und das Eppendorfgefald mit dem Pellet Gber Kopf
getrocknet bis kein Ethanol mehr wahrnehmbar ist. Danach kann es in Wasser
aufgenommen werden.
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2.2.11. Praparation von Plasmid-DNA

Fur die Praparation gro3er Mengen Plasmid-DNA wurde das Maxi Kit von
Qiagen verwendet. Es werden jeweils 2 ml LB-Medium mit 2 pl Ampicillin und
einer E.coli-Kolonie angeimpft und im Kulturréhrchen bei 37°C fir 3-4 Stunden
geschuttelt. Es ist auch moglich das LB-Medium mit einem kleinen Teil eines
Glycerolstocks anzuimpfen. Mit dieser Bakteriensuspension werden 250 ml
Ubernachtkultur (enthalt LB-Medium und 250 pl Ampicillin) angeimpft. Dabei
werden autoklavierte Erlenmeyerkolben benutzt. Aus der 250 ml
Ubernachtkultur werden 850 ul fir eine ,Freezing-Culture* (siehe 2.2.12.)
abgenommen. Der Rest wird in zwei groBe abschlieBbare
Zentrifugationsbecher halbiert Gberfihrt und bei 6.500 rpm fur 15 Minuten bei
4°C in der Beckmann-Zentrifuge (mit dem Einsatz JA-14) pelletiert. Der
Uberstand wird verworfen. Im anschlieRenden Schritt wird das Pellet mit 10 ml
P1-Puffer versetzt und mit Hilfe der Accujet-Pipettierhilfe vollstandig
resuspendiert. Der P1-Puffer enthdlt RNAse A, so dass es im Kuhlschrank
aufbewahrt werden muss und auch wahrend der Arbeit es auf Eis gestellt sein
muss. Zu dieser Suspension werden 10 ml P2-Puffer gegeben und das ganze
vorsichtig sechs- bis achtmal invertiert und bei Raumtemperatur fir 5 Minuten
inkubiert. Zur Neutralisation werden 10 ml kaltes Qiagen P3-Puffer zugegeben
und sofort vorsichtig sechs- bis achtmal invertiert bis eine homogene
Suspension entsteht. Nach Inkubation fir 20 Minuten auf Eis wird die
Suspension fir weitere 30 Minuten bei 11.500 rpm zentrifugiert. In den letzten
10 Minuten der Zentrifugation wird die Equilibration der Qiagen Saule mit

10 ml QBT-Puffer eingeleitet. Die Saule wird zuvor mit einem speziellen Halter
Uber einem 200 ml Kolben platziert.

Anschlie3end wird das Lysat durch eine Gaze in die Saule laufengelassen, so
dass die ausgeféllten Proteine darin zurtickgehalten werden kénnen. Das Lysat
tropft mit Hilfe der Schwerkraft durch die S&ule durch. Bei diesem
Bindungsschritt wird das ,gesauberte® Lysat an die Saule gebunden.
Anschlie3end erfolgt das 2-malige Waschen der Saule mit je 30 ml Qiagen QC-
Puffer, um Kohlenhydrate zu entfernen. Fiur die Eluierung der Plasmid-DNA
wird die Saule schlie3lich mit dem speziellen Halter Gber ein steriles neues
Kulturréhrchen gestellt und mit 15 ml Qiagen eluiert. Die DNA im Eluat wird mit
10,5 ml ungekuhltem Isopropanol gefallt, vorsichtig einige Male invertiert und
bei 4°C und 15.000 rpm fir 30 Minuten zentrifugiert. Alternativ kann auch bei
4°C und 5.000 rpm fur 1 Stunde zentrifugiert (ROTINA 35 R) werden. Der
Uberstand wird verworfen und das Pellet mit 5 ml 70%igem ungekiihltem
Ethanol gewaschen. Nach kurzem Vortexen, wird die Suspension fir 30
Minuten bei 4°C und 5.000 rpm zentrifugiert. Nach Abkippen des Ethanols
erfolgt eine Lufttrocknung Uber Kopf fur 5-10 Minuten. Je nach GroRRe der
Pellets wird die DNA in 200 -500 pl H20 aufgenommen. Anschliel3end wird die
in Wasser aufgenommene DNA in ein 1,5 ml Eppendorfgefald umpipettiert,
photometerisch bestimmt und bei -20°C gelagert.

2.2.12. Anlegen einer ,,Freezing Culture”

Mehrere 2 ml Eppendorfgefaf3e werden mit 0,15 ml Glycerol (100%) befillt und
autoklaviert. Nach der Ubernachtkultur einer Bakteriensuspension werden 0,85
ml abgenommen und in ein Aliquot Uberfihrt. Das Eppendorfgefad wird
anschlieRend in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert.
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Es ist wichtig zu beachten, dass die ,Freezing Culture® nie ganz auftauen darf.
Fur weitere Nutzung reicht es aus, die Oberflache anzukratzen und
entsprechend vorbereitetes LB-Medium zu beimpfen (siehe 2.2.11.)

2.2.13. Sequenzierung von DNA

Die Sequenzierung mit Big Dye-Terminatoren basiert auf einer modifizierten
Form der enzymatischen Didesoxynukleotid-Methode (auch Kettenabbruch-
Synthese genannt) nach Sanger et al. (1977).

In diesem Verfahren wird zunéchst die zu bestimmende DNA denaturiert und
dann als Kopiervorlage fir die Synthese des Komplementarstranges eingesetzt.
Die Synthese startet an einem zugefligten, markierten Primer und wird durch
die DNA-Polymerase katalysiert. Die Synthese erfolgt in vier verschiedenen
ReaktionsgefalRen, die neben den vier Desoxynucleotid-Triphosphaten (dNTPS)
auch jeweils eines von vier Abbruchnukleotiden, Didesoxynucleosid-
Triphosphat (ddNTPs) enthalten. Zur Markierung werden farbig fluoreszierende
dd-Nukleotide verwendet.

In einem Ansatz werden also alle mdglichen DNA-Fragmente, die immer mit der
gleichen Base enden, komplementér synthetisiert.

Die so entstandenen Oligonukleotide kdnnen in einem Sequenziergel mit Hilfe
eines Detektors identifiziert und die Sequenz abgelesen werden.

Fur die Sequenzierung werden zunadchst passende Primer (for und rev)
gesucht.

Zum Einsatz kommen dann 200 ng Plasmid-DNA oder 100 bis 400 ng
gereinigtes PCR-Produkt, 1 pl Primer und 2 pl Big Dye-Terminator-Ready-
Reaction-Mix und 6 pl Big Dye Puffer und kleine PCR-Eppendorfgefalie.

Der Ansatz wird mit H,O auf ein Volumen von 20 pl aufgeftllt. Die Reaktion wird
in einem Thermocycler (Eppendorf AG) durchgefuhrt. Das
Sequenzierprogramm sieht wie folgt aus: Zunéchst wird 1 Minute bei 96°C
denaturiert, anschlieend folgen 25 Sequenzierzyklen. Jeder Zyklus umfasst 30
Sekunden Denaturierung bei 96°C, 15 Sekunden Annealing bei 50°C und 4
Minuten Elongation bei 60°C. Die Annealing-Temperatur ist aber abhéangig vom
verwendeten Primer und sollte individuell variiert werden.

Die mit dem Ansatz geflllten PCR-Eppendorfgefale werden in den
Thermocycler eingesetzt, die vier Ecken werden durch zusatzliche PCR-
EppendorfgefalRe bestlickt, der Deckel verschlossen und das oben genannte
Programm gestartet.

Anschlielend wird der Reaktionsansatz mit 20 yl 3 M Natriumacetat (pH 5,2),
180 ul Wasser und 400 ul absolutes Ethanol versetzt, 5 Minuten bei
Raumtemperatur gefallt und mit 13.000 rpm fiir 20 Minuten bei 4°C zentrifugiert.
Der Uberstand wird abgekippt, das Pellet luftgetrocknet und im Servicelabor
des Instituts fur Pathologie (UKE, Hamburg) analysiert. Die Detektion der vier
unterschiedlich markierten Dye-Terminatoren erfolgt dort auf einem Applied
Biosystems 3100 Genetic Analyser Sequencer. Auf diese Weise werden
Fragmente von bis zu 600 bp sequenziert. Die per email erhaltenen
Sequenzdaten werden in Textformat gespeichert und fir Homologievergleiche
in der Datenbank des National Centers for Biotechnology Information
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/blast), der Datenbank Ensembl des Sanger
Institute und des European Bioinformatics Institute (http://www.ensembl.org)
oder Multalign (http://bioinfo.genopole-toulouse.prd.fr/multalin/multalin.html)
genutzt.


http://www.ensembl.org/
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2.2.14. Uberpriufung der Funktionalitat der loxP sites

Damit die Funktionalitat der loxP sites innerhalb des Targeting-Vektors
untersucht werden kann, werden stabil Cre-Rekombinase exprimierende E.coli-
Bakterien (294-Cre) genutzt (Buchholz et al. 1996 a und b).

Ein temperatursensitiver Promoter, der bei 37°C aktiv ist, reguliert die Cre-
Expression der E.coli-Bakterien. Nach der Transformation (siehe 2.2.8) der Cre-
exprimierenden Bakterien mit dem Targeting-Plasmid werden sie ausplattiert.
Einige ampicillinresistente Klone werden Uber Nacht in LB-Medium
aufgenommen und bei 37°C kultiviert. Nach der Mini-Praparation (2.2.9.) der
Plasmid-DNA wird ein Restriktionsverdau mit Not | den Vektor linearisieren.

Aus dem insgesamt 13,6 kbp groRRen Targeting-Vektor wird der Bereich
zwischen dem ersten und der dritten loxP site deletiert (ca.5,8 kbp).

In Abhéngigkeit zu der Cre-Expression in den Zellen erfolgt auch die Deletion.
Nach Cre-vermittelter Deletion liegt also eine kleinere Fragmentgrof3e von 7,8
kbp vor. Das beweist, dass die Funktion der auf3eren loxP sites innerhalb des
Targeting-Vektors intakt ist (vgl. Abb. 35 im Ergebnis-Teil).

2.2.15. Polymerase Kettenreaktion (Polymerase Chain Reaction)

Die PCR bietet die Mdoglichkeit einen DNA-Abschnitt in kirzester Zeit zu
amplifizieren. Zunachst muss die DNA isoliert und in einen Reaktionsansatz
gebracht werden. Dieser besteht aus Puffer, Nucleotide, zwei verschiedene
Primer (Diese sind kurze einzelstrangige DNA-Stucke, die aus ca. 25
Nukleotiden synthetisiert werden und der DNA-Polymerase als Startersequenz
dienen.) und die thermostabile Tag-Polymerase. Die beiden Primer (forward
und reverse) passen jeweils komplementéar an eine ganz bestimmte Stelle der
Ziel-DNA, die vorher denaturiert wurde. In aufeinander folgenden
thermozyklischen Reaktionen wird die DNA jedes Mal verdoppelt.

Der PCR-Reaktionsansatz enthalt 1 pul dNTPs (10 mmol), 1 ul DNA-Vorlage, je
05 pl Forward- und Reverse-Primer (100 pmol/ ul), 0,2 ul Tag-Polymerase, 2,5
pl Tag-Polymerase Puffer, 2,5 yl MgCl, und wird auf ein Gesamtvolumen von
25 ul mit Wasser aufgefllt.

Bei der Verwendung des Triple Master PCR System werden zwei Mastermixe
angesetzt. Bei einem Gesamtvolumen von 10 pl enthalt eines 1 pyl DNA, je 0,5
pl Forward- und Reverse-Primer, das mit 8 yl Wasser aufgefullt wird.

Der zweite Mastermix enthadlt 2 pl Eppendorf Tuning Buffer (1/10 des
Reaktionsansatzes), 0,2 pl Triple Master Enzym und 1 yl dNTPs, das mit 11,3
pl Wasser versetzt wird

Das Temperaturprogramm fur die Amplifikation sieht wie folgt aus:
Denaturierung: 1x 5 Minuten bei 95°C
Zyklusbeginn: 30x 1 Minute bei 95°C (Denaturierung)

1 Minute bei 57°C (Annealing)

1 Minute bei 68°C (Elongation)

Finale Elongation: 1x 4 Minuten bei 68°C
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Um herauszufinden, bei welchen Temperaturen man die besten PCR-Produkte
erhalt, bietet es sich an, im Thermocycler fir die Annealing-Temperatur
zunéachst einen Gradienten von +/- 7°C einzustellen.

Nach dem letzten Reaktionszyklus wird eine finale Elongation durchgefihrt,
damit alle PCR-Produkte durch die Polymerase vervollstandigt werden.

Um unspezifische und stérende Reaktionen zu vermeiden, empfiehlt es sich
den Reaktionsansatz anschlieBend auf 4°C abzukuhlen.

2.2.16. Verwendete und hergestellte Vektoren

ploxNeoCDT1 stellte Dr. Olaf Friese, UKE, Hamburg, zur Verfliigung.
6181 bp, Plasmid mit einer Neo- und DT-Kassette

pGEM t-easy: 3015 bp, Promega, Mannheim, Deutschland

ploxmit3’XhoArm+DT+loxP  SEQ: 8621 bp, Plasmid bestehend aus
ploxNeoCDT1, Neo- und DT-Kassette und 3'Arm (homologer DNA-Bereich im
3’'Bereich des DDAH2-Gens)

pGEM-teasymitDDAH2-5Arm@12@7: 7944 bp, Plasmid bestehend aus pGEM
t-easy und 5’Arm (homologer DNA-Bereich im 5’Bereich des DDAH2-Gens)

5 Arm+loxP+Ncol neul: 7990 bp, Plasmid bestehend aus pGEM-
teasymitDDAH2-5Arm@12@7 und einem Insert (46 bp)

Targeting-Vektor 1 13626 bp, Plasmid bestehend aus
ploxmit3’XhoArm+DT+loxP SEQ und dem 5’Arm aus 5’Arm+loxP+Ncol neu1

2.2.17. Zellkultur

Die Arbeiten an MEF-Zellen und MES-Zellen erfolgten in Zusammenarbeit und
unter Anleitung durch PD Dr. Irmgard Hermans-Borgmeyer am ZMNH und Dr.
Nicole LUneburg, Institut fir Klinische Pharmakologie.

Die Zellkulturarbeiten werden an sterilen Werkb&nken mit vertikalem Luftstrom
ausgefuhrt. Mithilfe eines Lichtmikroskops (Zeiss) wird das Zellwachstum
Uberpruft. Fur die Kultivierung der Zellen wird ein Brutschrank bei 37°C in einer
wasserdampfgesattigten 5% CO, -Atmosphare genutzt.

2.2.17.1. Kultur muriner, embryonaler Feederzellen (MEF)

Fur die Kultivierung von murinen, embryonalen Feederzellen (MEF) werden ca.
2x10° Zellen schnell in einem Wasserbad von 37°C aufgetaut und auf eine 15-
cm-Zellkulturschale, die mit 25 ml MEF-Medium gefullt ist, gegeben. Die Zellen
wachsen in dieser Schale drei Tage lang bis sie konfluent sind. Fur die
Vorbereitung des Splitvorgangs der Zellen werden 3 bzw. 4 (abhangig davon,
ob im Verhdaltnis 1:3 oder 1:4 gesplittet werden soll) neue 15-cm-
Zellkulturschalen mit je 20 ml MEF-Medium gefullt und beschriftet.
Anschlie3end wird das Medium der MEF-Zellen abgesaugt und mit 25 ml PBS
gewaschen. Nach dem Absaugen des PBS erfolgt das Uberschichten der
Zellen mit 3 ml Trypsin fur 3-7 Minuten bei 37°C. Nach dem Trypsinieren
werden die Zellen mit Zugabe von 5 ml MEF-Medium (stoppt nun die
Trypsinwirkung) wieder resuspendiert, mehrfach pipettiert und der Erfolg der
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Trennung unter dem Mikroskop kontrolliert. Danach koénnen die Zellen
gleichmafig auf die neuen Platten verteilt werden, wo sie wieder drei Tage
wachsen bis sie konfluent sind. AnschlieRend ist es mdglich, die Zellen wieder
zu splitten, mit Mitomycin C zu inaktivieren, um sie auf die entsprechenden
Platten fur die ES-Zellkultivierung zu verteilen oder inaktiviert wegzufrieren.
Mitomycin C stoppt durch Quervernetzung der DNA den Zellzyklus.

Fur die Inaktivierung wird von einer 15-cm-Zellkulturschale das Medium
abgesaugt und 15 ml frisches MEF-Medium hinzugegeben, das mit 150 ul
Mitomycin C-Losung versetzt ist. Durch leichtes Bewegen der Schale wird eine
Durchmischung erreicht, danach folgt eine Inkubation fir zwei bis drei Stunden
bei 37°C. Nach anschlieRendem Absaugen des Mediums werden die Zellen
zweimal mit 25 ml PBS gewaschen und mit 3 ml Trypsin fir 3-5 Minuten bei
37°C inkubiert bis sich die Zellen vom Boden der Zellkulturschale ablosen. Mit 7
ml Medium werden die Zellen vollstédndig von der Platte gespult und in einem
Kulturréhrchen gesammelt.

AnschlieBend wird die Zellzahl bestimmt. Auf einer konfluenten 15-cm-
Zellkulturschale wachsen etwa 1-1,5x10’ Zellen. Nun kénnen die MEF-Zellen
auf die entsprechend gelatinierten Zellkulturschalen ausgeséat werden oder aber
auch mit ,Freeze“-L6sung eingefroren werden.

Tab. 1. Ubersicht der bendotigten MEF fiir die ES-Zell-Kultivierung

Schale Flache Zellzahl Gesamtvolumen
92 mm 57 cm? 2-2,5x10° 10 ml

58 mm 21 cm? 1x10° 5 ml

40 mm 9 cm? 5x10° 2 ml
6-well 9,6 cmz2/well 5x10° 2,5 ml
24-well 2 cm?/well 1x10° 1ml
96-well 0,32 cm3/well 1,6x10* 200 pl

(flacher Boden)

Eine Vertiefung in der Zellkulturplatte entspricht einem well.
2.2.17.2. Kultur embryonaler Stammzellen (ES-Zellen)

Die ES-Zellen werden schnell im Wasserbad bei 37°C aufgetaut und in 5 ml
Medium im Kulturrohrchen aufgenommen. AnschlieBend folgt eine
Zentrifugation fur 5 Minuten bei 1000 rpm. Das entstehende Pellet wird in
Medium aufgenommen, homogenisiert und auf die entsprechend vorbereiteten
gelatinierten Feederzellplatten (enthalten Mitomycin C inaktivierte MEF-Zellen)
ausplatiert.

Allgemeine Hinweise bei der Arbeit mit ES-Zellen:

e Bei ES-Zellen wird generell jeden Tag das Medium etwa zur gleichen
Zeit gewechselt.

e In der Regel sind die Zellen alle zwei Tage konfluent und werden im
Verhaltnis 1:4 bis 1:6 gesplittet. Bei schlecht wachsenden Zellen ist auch
ein 1:1-Verhaltnis denkbar.

e Generell ist zu bedenken, dass die Zellen langsam weggefroren, aber
schnell aufgetaut werden.
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e Zwei Stunden vor dem Einfrieren, der Elektroporieren und vor der
Blastozysteninjektion sollte das Medium gewechselt werden.

Fur den Splitvorgang der konfluent gewachsenen ES-Zellen wird zunachst das
Medium abgesaugt. AnschlieRend erfolgt das Waschen mit 1x PBS/EDTA.
Darauf folgt die Trypsinierung mit etwa 1/5 des Volumens mit Trypsin/EDTA fur
3-5 Minuten bei 37°C. Die Zellen werden mit etwa der doppelten Menge ES-
Zellmedium resuspendiert bis sie vereinzelt sind. Dies wird unter dem
Mikroskop kontrolliert. Die Zellen werden in einem Kulturréhrchen mit
vorgelegtem Medium aufgenommen, bei 1000 rpm fur 5 Minuten zentrifugiert
und auf neue Schalen verteilt.

Tab. 2. Ubersicht der PBS/EDTA bzw. Trypsin Volumina in Abhangigkeit zur GréRe der
Zellkulturplatte

Schale Flache PBS/EDTA Trypsin

Volumen Volumen
92 mm 57 cm? 10 ml 2,5 ml
58 mm 21 cm? 5 ml 1 ml
6-well 9,6 cm?/well 3 ml 500 pl
24-well 2 cm?/well 1 ml 150 ul
96-well 0,32 cm?/well 200 pl 40 pl

(flacher Boden)

2.2.17.3. Elektroporation

Als Vorbereitung fir die Elektroporation werden 2x10° Zellen auf eine 6-cm-
Zellkulturschale ausgesat. Nach zwei Tagen Kultivierung werden die
Stammzellen auf zwei 10-cm-Platten gesplittet. Pro Elektroporationsansatz wird
eine 10-cm-Platte bendtigt. Die zu transformierenden Zellen werden zweimal
mit 10 ml PBS gewaschen. Anschlielend wirken 2 bis 3 ml 0,25%iges Trypsin
fur 3-5 Minuten auf die Zellen ein. Diese werden in 7 ml vorgelegtem Medium
im Kulturréhrchen aufgenommen, bei 1000 rpm fir 5 Minuten zentrifugiert und
in 10 ml Elektroporationspuffer oder PBS aufgenommen. Nach erneutem
Zentrifugieren wird das Pellet in 800 pl Elektroporationspuffer gelést und in eine
0,4 cm Elektroporationskiivette gegeben. AnschlieBend wird 25 bis 80 ug
linearisierte DNA hinzu gegeben. Nach dem die entsprechenden Einstellungen
am Elektroporator vorgenommen worden sind, erfolgt die Elektroporation.
Biorad Elektroporator: 240V, 500 pF
Doppelpuls: 800 ul, 3 uF und 240V, 500 uF
Schwacher Puls: 800 V, 3 uF

Nach dem erfolgten Puls, wird die Kivette fir einige Minuten stehenglassen
und hinterher im Kulturrohrchen mit 10 ml Medium aufgenommen,
homogenisiert und dann auf 10-cm-Zellkulturschalen verteilt. Das Medium der
Schalen wird jeden Tag gewechselt. Fur die positive Selektion, die nach einem
Tag begonnen werden kann, werden fir mindestens 7 Tage 200 bis 300 ug
G418 hinzugegeben. Bei einer Diphterietoxin-A Kassette wird kein
Substratzusatz bendétigt. Nach einer Woche kann mit dem Separieren begonnen
werden. Hierfur wird zunadchst eine 10-cm-Platte mit je zweimal PBS
gewaschen. Unter dem Binokular werden einzelne ES-Zellklone mit runder,
glatter, nicht allzu flacher Oberflache, die scharf begrenzt sind, mit einer 20 pl
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Pipette aufgenommen. In eine 96-well-Platte mit rundem Boden werden 40 pl
Trypsin vorgelegt und jede einzelne Kolonie in ein well Uberfihrt. Es folgt eine
Inkubation bei 37°C fur 3-5 Minuten. Wahrend dessen wird in einer 96-well-
Feederzellplatte das Medium abgesaugt und pro well 200 ul frisches Medium
hinzugefigt. Nach der Inkubation erfolgt eine gute Durchmischung der
trypsinierten Zellen mittels Hoch- und Runterpipettieren. Anschlie3end wird mit
dem Mikroskop kontrolliert, ob Einzelzellen vorliegen. Die Trypsinierung wird mit
100 pl ES-Zellmedium gestoppt, die Zellen resuspendiert und es folgt eine
Uberfihrung auf eine 96-well-Feederzellplatte. Nach 2-3 Tagen kann das
Splitten der konfluent gewachsenen 96-well-Platte erfolgen. Nachdem das
Medium abgesaugt ist, wird die Platte mit 200 yl PBS/EDTA gewaschen. Jedes
well wird mit 40 ul Trypsin behandelt und fur 3-5 Minuten bei 37°C inkubiert.
Danach wird mit 80 pl ES-Zellmedium die Trypsinierung gestoppt. Es wird 1:4
gesplittet, auf zwei 96-well-Platten mit inaktivierten MEF-Zellen und auf zwei
gelatinierten 96-well-Platten fir die danach folgende DNA-Préaparation. Bei den
ES-Zellplatten, die weggefroren werden sollen, muss das Medium taglich
gewechselt werden. Nach zwei bis drei Tagen sind die Zellen auf den Platten
erneut konfluent gewachsen und kdnnen eingefroren werden.

Um die 96-well-Platten einzufrieren werden die Zellen mit 200 pl PBS/EDTA
gewaschen, mit 40 ul Trypsin trypsiniert, fir 3-5 Minuten bei 37°C inkubiert,
resuspendiert, mit 60 uyl ES-Zellmedium verdinnt und erneut resuspendiert.
Danach werden die 96-well-Platten auf Eis gestellt, mit 100 uyl 2x Freeze-
Losung (80% FCS und 20% DMSO) versetzt, vermischt und mit 50 pyl Mineraldl
Uberschichtet. AnschlieBend wird es mit Klebeband zugeklebt und in einer
Styroporbox bei -80°C eingefroren. Nach zwei Tagen kann die Platte aus der
Box entfernt werden und bei -80°C gelagert werden.

Fur die DNA-Praparation missen die Zellen auf einer 96-well-Platte ohne MEF-
Zellen vollkommen konfluent gewachsen sein. Hierfir genugt es das Medium
alle zwei Tage zu wechseln. Das Medium wird abgekippt und mit PBS
gewaschen. Nach erneutem Abkippen werden 100 pl Lysispuffer zugegeben
und tber Nacht bei 55°C in einer feuchten Kammer inkubiert.

10 ml Lysispuffer enthalt: 0,1% SDS
300 pl Proteinase K (10 mg/ml)
100 pl RNase A (10 mg/ml)

Danach erfolgt die Zugabe von 10 ul (1/20 Volumen) 8 M LiCl und 100 pl
Isopropanol mit einer Gber Nacht Inkubation auf einem Schiittler bei 4°C. Die
DNA-Ausbeute kann durch langere Inkubationszeit erh6ht werden. Es folgen 30
Minuten Zentrifugation bei 3800 rpm. Nachdem auf dem Boden der Platte nun
weiRRe Schlieren zu beobachten sind, wird der Uberstand verworfen. Es wird mit
100 pl kaltem Ethanol gewaschen, erneut fur 20 Minuten bei 3800 rpm
zentrifugiert, der Uberstand erneut abgekippt und die Platte bei 55°C fiir ca. 10
Minuten getrocknet. Abschlie3end wird die DNA in einer feuchten Kammer in 50
Ml TE oder 100 pl low TE tGber Nacht auf einem Schittler geldst.

Fur die Vorbereitung des Restriktionsverdaus mit anschlieender Southern
Blot-Analyse ist es notwendig 10-15 ug DNA mit 20-50 Einheiten Enzym und 1
Ml RNase (10 mg/ml) zu versetzen, auf 100 ul aufzufullen und Uber Nacht
verdauen zu lassen. Fiur die Reduzierung des Volumens wird die DNA danach
gefallt.
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2.2.18. Aufbereitung der 5’ bzw. 3’Sonde

Fir die 5’-Sonde werden zunachst passende Primer gesucht. Durch eine PCR-
Reaktion mit der R1-DNA, wird die 5’-Sonde vorbereitet. Das zu erwartende
PCR-Produkt soll eine Lange von ca. 600 bp haben. Um die optimale
Temperatur der beiden Primer und die dazu passende Reaktion der Tag-
Polymerase zu gewéahrleisten, wird ein Gradient von +/- 7°C im Thermocycler
eingestellt (vgl. Abb. 12). Nach anschlieRender Elektrophorese wird das PCR-
Produkt ausgewahlt, dass die beste Darstellung bietet. Der Versuch wird mit der
nun so optimalen Temperatur wiederholt, aus dem Gel extrahiert und das
schlieBlich gewonnene Produkt in (4ng/pl) low TE gelést und bei 4°C
aufbewahrt, um fur die Southern Blot-Analyse genutzt zu werden

Abbildung 12: PCR-Produkt der 5'Sonde fiir die Southern Blot-Analyse. Die erwartete Grol3e
betrdgt 600 bp. Mit LS ist ein Langenstandard markiert, der eine Bestimmung der
FragmentgroRe ermdglicht. Fur eine optimale Temperatureinstellung der Primer und der Tag-
Polymerase wird zunachst ein Gradient von +/- 7°C eingestellt. Die beste Darstellung bietet
Probe Nummer 5, dessen Temperatureinstellung fiir eine erneute PCR genutzt wird, um nach
einer Gel-Elektrophorese das PCR-Produkt durch Extraktion fur die Southern Blot-Analyse zu
gewinnen. Nummer 9 ist eine mitgelaufene Wasserprobe.

Die 3’-Southern-Sonde war bereits in den pGEM t easy-Vektor kloniert. Nach
Transformation und Selektion werden die positiven E.coli-Klone vermehrt und
daraus die DNA prapariert. Anschlieend ist es mdglich die 3’-Sonde mit Hilfe
von Eco RI, einem Restriktionsenzym, aus dem Plasmid auszuschneiden.
Anschliel3ende Elektrophorese ermdglicht die Trennung der ca. 1kbp Bande
und durch darauf folgende Gelextraktion wird die 3'Sonde schliel3lich in einer
Endkonzentration von (4ng/pl) in low TE geldst und bei 4°C aufbewahrt bis zur
Southern Blot-Analyse.

3’'Sonde zu isolieren und fur eine Southern Blot-Analyse zu nutzen.

Abbildung 13: Gelexzision der 3'Sonde. Links ist ein Langenstandard
(LS), der es erlaubt die Fragmentgrolen zu bestimmen. Die zu
sehenden Banden in der ersten Spur liegen bei ca. 3 kbp (pGEM teasy-
Vektor) und 1 kbp (3’-Sonde). In der zweiten Spur ist die Bande bei 1
kbp ausgeschnitten und fur die Gelextraktion verwendet worden, um die
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2.2.19. Southern Blot

Die Southern Blot-Analysen wurden in Kooperation mit Dr. Nicole Lineburg,
Institut far Klinische Pharmakologie durchgefihrt.

Die Arbeiten mit radioaktivem Material ddrfen nur in speziell dafur
ausgewiesene Labore durchgefuhrt werden.

Das Prinzip des Southern Blots beruht darauf, die zu untersuchende DNA mit
einem oder mehreren Restriktionsendonukleasen zu schneiden und die
entstandenen Fragmente mittels Gelelektrophorese der Grof3e nach
aufzutrennen. AnschlieBend wird das entstandene Trennmuster auf eine
Polyamidmembran geblottet (transferiert) Mit radioaktiv markierter Sonde
(einzelstrangige DNA, die komplementar zur gesuchten Sequenz ist) wird die
Membran behandelt. Ist die Sequenz auf der Membran vorhanden, bindet die
Sonde daran (=Hybridisierungsvorgang). Im darauf folgenden Waschschritt
werden alle unspezifischen Bindungen ausgewaschen.

Die Auswertung des Blots erfolgt mit Hilfe des Phospho-Imagers. Von der
aufgereinigten hochmolekularen DNA werden 10 pg mit 2 pl des
Restriktionspuffers fir Nco I, 0,5 yl TE/RNase (10 ug/ml) sowie 50 Einheiten
des Nco I-Enzyms versetzt und in einem Gesamtvolumen von 20 pl Gber Nacht
bei 37°C verdaut. Danach werden 5 ul 6x Ladepuffer zur DNA gegeben und in
einem 0,8-1,2 % igen TAE-Agarosegel aufgetragen. Hierbei ist zu beachten,
dass die viskése DNA-L6sung gut durchmischt wird. Es erfolgt die Auftrennung
in der Elektrophorese.

Die Polyamidmembran und vier Whatman-Papiere werden auf die GelgréRe
zurechtgeschnitten. Aus einer Ubereinander gelegten Strecke Frischhaltefolie
wird mit einem Skalpell eine Offnung so groR wie das Gel ausgeschnitten.
Anschlie3end wird das Gel in einer Schale mit 0,25 M HCI inkubiert bis der
Indikator einen Farbumschlag nach gelb aufweist, der wichtig flr eine
ausreichende Zerlegung der DNA-Fragmente ist und somit eine bessere
Ubertragung gewahrleistet. Nach 10-15 Minuten wird die Salzsaure
abgegossen und das Gel mit destilliertem Wasser gewaschen. Es folgt das
Aquilibrieren fur 15 Minuten in 0,4 M Natronlauge (NaOH). Die positiv geladene
Polyamidmembran wird mit Wasser befeuchtet und in 0,4 M Natronlauge
aqulibriert.

In eine grol3e Schale wird ein umgedrehter Gelschlitten gelegt, der mit einem
Whatman-Papier-Streifen Gberspannt ist. Das Papier wird vorsichtig mit 0,4 M
NaOH befeuchtet, sind Luftblasen Uber dem Geltrager vorhanden, missen sie
mit Hilfe einer Glaspipette vorsichtig herausgerollt werden. Nun wird die
vorbereitete Frischhaltefolie zum Bespannen benutzt. Eventuelle Luftblasen
missen auch hier weggerollt werden. In die Folien6ffnung werden zwei auf
Gelbreite zugeschnittene in 0,4 M NaOH befeuchtete Whatman-Papiere
eingelegt. Nach dem Glattrollen, wird das aquilibrierte Gel mit der Unterseite
nach oben gelegt und die Membran luftblasenfrei darauf geschichtet. Zusatzlich
zu zwei auf die Gelbreite zugeschnittene in 0,4 M NaOH befeuchtete Whatman-
Papiere werden ein Stapel Zellulosetiicher auf die Membran gelegt. Zum
Beschweren kann schlie3lich tber eine Glasplatte noch ein Gewicht auf den
Stapel gelegt werden (vgl. Abb. 14). Uber Nacht kann die Ubertragung durch
Kapillarkrafte stattfinden.
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- <«——— Gewicht

I «—— Glasplatte

4—— Zellulosetiicher

Agarosegel Polyamidmembran ) < 2 Whatman-Papiere 3MM
mit DNA-Proben L

> | P .
Frischhaltefolie \ > ~ Whatman-Papiere 3MM
mit Offnung \ i Whatman-Papierstreifen 3 MM

Abbildung 14: Aufbau des Southern Transfers fur die Southern Blot-Analyse

Am folgenden Tag wird der Aufbau schichtweise abgebaut und die Membran in
Frischhaltefolie bei 4°C bis zur Hybridisierung aufbewahrt.

Radioaktive Markierung mit ,,Rediprime DNA Labelling System*

Mit Hilfe des Kits wird das radioaktive Markieren der Sonde mit a*? P-markierten
dNTPs durchgefihrt. In einem Eppendorfgefald werden 10-25 ng DNA-Sonde in
einem Endvolumen von 45 ul TE bei 100°C fur 10 Minuten denaturiert und auf
Eis gestellt. AnschlieRend wird der Ansatz in den Labelling Mix (Rediprime TM
Il von Amersham) pipettiert und vermischt. Dann werden 5 ul a*? P-dCTP (spez.
Aktivitdat 3000 Ci /mmol) zugegeben und es erfolgt eine Inkubation flr
mindestens 10 Minuten bei 37°C. Durch Zugabe von 5 yl 0,2 M EDTA kann die
Reaktion gestoppt werden. Die nicht eingebauten Nukleotide werden tber eine
Sephadex-G 50 S&aule abgetrennt. Die Probe wird 5 Minuten bei 100°C
denaturiert und danach auf Eis gestellt. AnschlieRend bestimmt man die
Aktivitat der Sonde im Szintilationszahler.

Hybridisierungslosung: ExpressHyb  Solution,  Bioscience,
Clontech, Heidelberg, Deutschland

Waschlosung 1 2x SSC; 0,5% SDS
Waschlésung 2 0,1x SSC; 0,1% SDS

5 ml der Hybridisierungslosung werden in ein Glasrohrchen fir den
Hybridisierungsofen gefillt und die Membran so eingerollt, dass die mit DNA
beladene Seite nach Innen liegt. Es ist zu beachten, dass die Membran nicht
verletzt wird und keine Luftblasen zwischen Membranrickseite und Glaswand
bestehen.

Die Prahybridisierung erfolgt unter Rotation im Hybridisierungsrohrchen bei
60°C. Nach 30 Minuten werden 40 ul Heringsperma DNA (10 mg/ml)
zugegeben. Nach weiteren 20 Minuten wird die vorher markierte Sonde
zugegeben und die Membran mit der Sonde tUber Nacht bei 60°C hybridisiert.
Am folgenden Tag wird der Rohrcheninhalt in den radioaktiven Abfall entleert.
Die Membran wird vorsichtig entnommen und mit 10 ml der Waschlésung 1 bei
60°C im Hybridisierungsofen fur 5 Minuten gewaschen. Die Waschlésung wird
im radioaktiven Flissigkeitsabfall entsorgt. Nun folgt der nachste Waschschritt
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mit 10 ml der Waschlésung 2, der mindestens zwei Mal durchgefiihrt werden
soll. Auch diese Waschlosung ist im radioaktiven Flussigkeitsabfall zu
entsorgen. Die verbleibende Aktivitat sollte 100-400 Zerfalle/Sekunde betragen.
Anschlie3end wird die Membran vorsichtig aus dem Gefal? genommen, um in
Frischhaltefolie eingeschlagen und Uber Nacht auf einer Phospho-Imager-Platte
in einer Radioaktivitatskassette exponiert zu werden. Durch das Trocknen der
Membran entsteht eine irreversible Bindung und somit wird nachtragliches
Waschen und Rehybridisieren unmdglich.

Nach 1-2 Tagen wird der Film aus der Kassette entnommen und am Phospho-
Imager detektiert. Das gescannte Bild kann dann am Computer bearbeitet und
gespeichert werden.

2.2.20. Injektion von ES-Zellen in Blastozysten

Die Gewinnung von Blastozysten (C57Black6é Mause) und die Bereitstellung
von pseudo-schwangeren M&ausen erfolgte durch PD Dr. Irmgard Hermans-
Borgmeyer, ZMNH.

Gekuhlte Blastozysten werden unter dem Injektor mit 12-15 runden,
homogenen ES-Zellen injiziert. Nach dem Transfer wird aus den Blastozysten
etwas Flussigkeit abgesaugt, damit gewdahrleistet wird, dass die ES-Zellen in
diesen verbleiben. Es werden pro Amme ca. 10-12 Blastozysten injiziert.
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3. Ergebnisse

Das Ziel dieser experimentellen Arbeit war die Herstellung eines konditionalen
DDAH-2-K.0O.-Vektors und die Uberprifung nach homologer Rekombination.
Eine geeignete Vektorkarte ist in Abb. 157 dargestellit.

Zunachst wurde die Identitat bereits vorhandener Vektorbestandteile Uberprift.
Anschlie3end erfolgten das Vektordesign und die Klonierung der noch
notwendigen  Bestandteile des Tageting-Vektors. Nach  homologer
Rekombination des Targeting-Vektors wurde eine ES-Zelllinie generiert, die als
Ergebnis ein korrekt eingebautes Allel aufwies. Die erfolgreiche Rekombination
musste noch mittels Southern Blot-Analyse und PCR Uberprtft werden und die
anschlieende Injektion in Blastozysten in scheinschwangere Weibchen konnte
erfolgen.

3.1. Design des Targeting-Vektors

Not1(1) DT loxP 5'Arm 0 loxP  3Arm

P

Targeting-Vektor linearisiert
13626 bp

Abbildung 15: Vektorkarte des Targeting-Vektors. Die Karte enthélt die Diphterietoxin-Kassette
(DT) zur negativen Selektion, die Neomycinresistenz-Kassette (Neo) als positiven
Selektionsmarker, den 3’Arm (homologer Bereich, der im 3’ Bereich des DDAH-2-Gens liegt, ca.
2,4 kbp) und den 5’Arm (enthalt homologen Bereich im 5’ Bereich einschliellich des DDAH-2-
Gens, ca. 4,9 kbp). Als Balken sind die drei loxP sites eingezeichnet. Auf3erdem hat das Plasmid
eine singulare Not I-Schnittstelle, die auf der Karte an der Position 1 eingezeichnet ist. Der
Gesamtvektor hat eine Grof3e von ca.13,6 kbp.

Zur Herstellung einer DDAH-2-K.0O.-Maus muss die funktionelle Region ab dem
Bereich des Exon 2 des DDAH-2-Gens bis zum Ende des Gens, flankiert durch
2 loxP sites, durch deren Einbringen deletiert werden, so dass nach Cre-
Expression die DDAH-2 Expression supprimiert werden kann (vgl. Erklarung in
der Einleitung). Durch das Verpaaren mit Cre-exprimierenden Mausen kann
dieses System das manipulierte Gen zellspezifisch oder zu einem bestimmten
Zeitpunkt ausschalten. Die loxP sites befinden sich nicht in funktionellen
Bereichen, so dass die mRNA- und Proteinsynthese vor Cre-Rekombination in
vivo nicht beeintrachtigt wird.

Die  Neomycinresistenz-Kassette  (Neo-Kassette) dient als positiver
Selektionsmarker, der ebenfalls von zwei loxP sites flankiert ist. Der Targeting-
Vektor verfigt mit dem 3’ bzw. 5’Arm, die die Neo-Kassette flankieren, Uber
homologe Bereiche zu der genomischen Sequenz, was eine hohe Rate an
homologen Rekombinationen in ES-Zellen zur Folge hat. Der 3’Arm enthalt den
homologen Bereich im 3’ Bereich des DDAH-2-Gens (ca. 2,4 kbp), der 5’Arm
den homologen Bereich im 5’ Bereich (ca. 4,9 kbp), einschliellich des DDAH-2-
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Gens. Auf diese Weise sind sowohl das DDAH-2-Gen als auch die Neo-
Kassette von insgesamt 3 loxP sites gleicher Orientierung umrahmt. Die Cre-
Rekombinase unterscheidet nicht zwischen den drei loxP sites. Die
Diphterietoxin A-Kassette (DT-Kassette) dient der negativen Selektion und wird
bei homologer Rekombination nicht mitintegriert. Die Expression des Toxins
wirkt jedoch bei zufalliger Integration im Genom tddlich.

3.2. Kontrolle bereits vorliegender Vektorbestandteile

Aus einem vorangehendem Projekt lagen bereits 2 Vektoren vor, die DDAH-2
spezifische Segmente enthielten (den 3’ bzw. 5’Arm, die den homologen DNA-
Bereichen im 3’'Bereich bzw. im 5Beriech des DDAH-2-Gens entsprechen).
Diese dienten als Grundlage fur den im folgenden generierten konditionalen
DDAH-2-Knockout-Vektor.

Es wurde deshalb die Identitdt dieser Segmente mittels Restriktionsverdau der
entsprechenden Ausgangsvektoren verifiziert.

3.2.1. Verifikation des 3’Arm-Vektors

Als erstes wurde das entsprechende Vektor-Material fir den 3’Arm aus einem
Glycerolstock fur die Mini-Préaration und auch fur die Maxi-Praparation genutzt
(sieche 2.2.9. bzw. 2.2.11.). Nach der Plasmid-Isolierung wurde ein
Restriktionsverdau (siehe 2.2.2) mit verschiedenen Enzymen durchgefihrt (vgl.
Abb.17) Dieser Vektor enthielt die DT-Kassette, die Neo-Kassette flankiert von
zwei loxP sites und den 3’Arm (vgl. Abb. 16). Im Folgenden wird dieser Vektor
3’Arm-Vektor genannt.

loxP

HindIII (130)
~ HindIII (151)
\Nee

HindIII (1801)
/

ploxmit3'XhoArm+DT+loxP SEQ_’loxP
I

HindlIII (2265)

Abbildung 16: Vektorkarte des 3’Arms mit zwei loxP sites (als Balken dargestellt), der DT-
Kassette zur negativen Selektion und der Neo-Kassette als positiven Selektionsmarker (als
Pfeile dargestellt). Zur vereinfachten Darstellung sind die Restriktionsschnittstellen fir Hind 111,
einer Restriktionsendonuklease, beispielhaft in diesem Vektor dargestellt. Mit Hilfe dieser Karte
wurden weitere geeignete Restriktionsenzyme fir den folgenden Restriktionsverdau
ausgewahlt. Im folgenden wird dieser Vektor als 3’Arm-Vektor bezeichnet.
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Hind Il 6486 bp, 1650 bp,

Kpn | Nco | Pvu l Pvull  Xhol
464 bp, 21 bp I pn co vu vu )
[e— u 6.000 bp
Kpnl: 4313 bp, 4308 bp - e
—— — 3.000 b
Nco I: 4186 bp, 3232 bp, = P

952 bp, 244 bp : ma 2.000 bp

Pvul: 4461 bp, 3109 bp, 1.000 bp
1051 bp

Pvu ll: 3575 bp, 2519 bp,
1683 bp, 844 bp

500 bp

Xho I: 6277 bp, 2344 bp

Abbildung 17: Uberprifung der Identitit des 3’Arm-Vektors mit verschiedenen
Restriktionsenzymen. Mit LS sind zwei Langenstandards markiert, die eine Bestimmung der
FragmentgroRe ermdglichen (Fragmentgrof3en 10, 8, 6, 5, 4, 3,5, 3, 2,5, 2 und 1,5 kbp). Die
Enzymnamen sind Uber den jeweiligen Spuren gekennzeichnet. Die erwarteten Fragmente sind
fur jedes Enzym tabellarisch daneben aufgelistet.

Ergebnis der Uberprifung:
Die anhand der Vektorkarten errechneten Fragmentgréf3en wurden durch den
Restriktionsverdau bestétigt (vgl. Abb.17)

Mittels Sequenzierung wurden die wichtigsten Bestandteile dieses Vektors (DT-
Kassette, Neo-Kassette, loxP sites, 3’Arm) verifiziert.

3.2.2. Verifikation des 5’Arm-Vektors

In analoger Weise wurde der Vektor mit Bestandteilen des 5’Armes einem
Kontrollverdau unterzogen. Dieser Vektor enthielt den 5’ homologen Bereich mit
dem DDAH-2-Gen integriert in pGEM teasy. Dieser Vektor wird folgend als
5’Arm-Vektor bezeichnet.

Neol (7938) EcoRT (9)
Poul (7762) \ ﬁ[’/integrationside

Poul (6666)

~N

BamHI (1157)

pGEM-teasymitDDAH2-5"'Arm@12@7
7944 bp

5 Arm
/
EcoRI (4956) \

xBamHI (3197)

Abbildung 18: Vektorkarte mit dem 5’Arm (5 homologer Bereich mit dem DDAH-2-Gen) in
pPGEM teasy. Dargestellt sind die Restriktionsschnittstellen fir ausgewéahlte Enzyme. Nco | hat
eine singulare Schnittstelle an der Position 7938, Bam HI, Eco Rl und Pvu | haben zwei. Die
Integrationsite markiert die Stelle, an der der 5Arm mit Hilfe der Eco RI-Schnittstelle
eingebracht wurde. Im folgenden wird dieser Vektor 5’Arm-Vektor genannt.
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LS Bam Eco Nco | Pvu | LS
HI RI
Bam HI: 5904 bp, 2040 bp it : bome - B 6000 bp
Eco RI: 4947 bp, 2997 bp ’ C— — “« 3000 bp
Nco I: 7944 bp B aad <« 2000 bp
Pvu I: 6848 bp, 1096 bp
S <— 1000 bp

Abbildung 19: Uberpriifung der Identitit des 5Arm-Vektors mit verschiedenen
Restriktionsenzymen. Mit LS sind zwei Langenstandards markiert, die eine Bestimmung der
FragmentgroRe ermdglichen (Fragmentgrof3en 10, 8, 6, 5, 4, 3,5, 3, 2,5, 2 und 1,5 kbp). Die
Enzymnamen sind Uber den jeweiligen Spuren gekennzeichnet. Die erwarteten Fragmente sind
fur jedes Enzym tabellarisch daneben aufgelistet.

Ergebnis der Uberprufung:
Auch hier konnte anhand des Musters der Fragmente aus dem
Restriktionsverdaus die Identitat des Vektors bestatigt werden (vgl. Abb. 19).

Zur Generierung des 5’Armes fur den konditionalen Knockout-Vektor fehlt nun
im 5’Arm-Vektor die dritte loxP site.

3.3. Identifikation einer geeigneten Restriktionsschnittstelle
fur das Einbringen der loxP site

In der DDAH-2-Sequenz der NCBI- Datenbank wurde der jeweilige branch point
ermittelt (Gooding et al. 2006, Tsai et al.2007). Das Ergebnis ist in Abb. 20
dargestellt

Da der kodierende Bereich in Exon 2 beginnt, muss die dritte loxP site in dem
ersten Intron eingebracht werden.

Fur das Einbringen der dritten loxP site in den Bereich zwischen Exon 1 und 2
wurden verschiedene Mdglichkeiten evaluiert.

1. Moglichkeit:

Aus einem bereits existierenden Targeting-Vektor die loxP-Sequenz mit einem
gewissen Abstand mittels zweier Primer und PCR herauskopieren. Hierbei ist
zu beachten, dass der Anfang und das Ende des ,Primer-Stranges” zu dem
Strang passen, wo die loxP-Sequenz integriert werden soll. Dabei werden ca.
100 bp in das Intron 1 ligiert. Kritisch zu betrachten ist hierbei die Tatsache,
dass mit der loxP-Sequenz auch Fremd-DNA mit integriert werden wiurde.
Durch die Gefahr der Mutation kénnten neue Splice-Stellen entstehen und dies
konnte eventuell zu weiteren unerwiinschten Komplikationen fihren. Deswegen
wurde dieser Weg nicht eingeschlagen.
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Ddah2

cgcccccgcecccatecgtegtacgtgagetcecgectaccectgggaacccecctcaaaageccgagcectateegtetetece
agcttgaggactcagactcccatcttcattaactctctectectgggggtggggeccaaggctgaaatcacaaggcet
gcaggagtggaggtggccgctggtgagtctgaagagggggctgtctccgaaacggtatggggagactggagtttyg
ggggtgctgcatacgtccctgcaccggacggagtgtgcgaataacctgcacttgggcgaagagctgggecggggta
gactttagaagatggacaggggtacggagttctgaagcctggagtggctccacgccgecgecccteecececegtttet
ccgccctccagatttcegtttaagacctcectcecccagtcecteccgggactaagtectggtttgtactgggtegetecgaag
ggcagcgtgacgacccggggtggagagagaggatgcttaactceccttagattctagttecctecgggtttgegeecegt
ttcecectttcectecttcgagcatacgggacttcacaccccaggtecctgattcaccacccagttttettttecagtece
tataacctctgcgggtccctggcaggactttgggteccctectgectgecgagcagectgagggttaagggggcggggce
cgccgcatttttggggagtgagcgcatcctagecggctgeccaggaggggcgcggggcagggacctagcggagccce
gagcaggggcaacaggtgtttgggagattaaggatccaagtcttgttceccttgggecgectcttaaagcagatccece
cggtgaaaggaggctgagcggggtccacagagccagaaggtttggagggggtggggcagagtgggaggggcgect
ggagatggcaggaggaagacctaggagcttttaacactc
agaccagtgaagtcaagagaaaaaacaaaacagcttggctggaaggggct
tcggtgtggatgtgatggggacgccgggggaggggctgggtegttgtteccatgeecctgateccggggtgtececeg
agagcttggcatccggggaaggtgctggcecgectggtcttcececggetectggacctggctaaagectcaaagggagecatg
gagtactaggaggtaaactgaggcaacgactagggctgcagctgcttgaactgcctcctgaggagtcactgeccgce
tgggaccactgcttggtgacacggctgtgatccaaggagacacggccctaatcacaaggccctggagcecccageac
gtaggcctgaggtgaggacccgggtgcgggtgtgttggagaacaggattgegcggggtggggtggaagaaggteg
aggggaggaggctggatgtctgggattggcagaaaatagggagtgaggatgtctctgecctgctctcectetteteca
aggttgatggagtgcgtaaagccctccaggacttgggactccgaattgtggagatgggggatgagaatgcgacgce
tggacggcaccgacgtcctcttcaccggtgaggcaacggatggtcagcacctatgtgggcttggcaagggaagca
gagtttgggagactaggagatctcaggtcttgactccaaactcactctggccttcaaaccttcgcatcctecececgg
gattcaggccgggagtttttcgtaggcctctccaagtggaccaatcatcgaggagctgagatcgtggcagacacg
ttccgggtgaggaaccagagaagtttggagaatgagtgecggeccaatatgccagagggcttgacctgtgetectta
cgcacccctaaatcctectgetcecttctaggacttegetgtectcaacggtaccggtcectcaggetectegecacctge
gcggcctctgtggcatggggggacctcgcaccgtggtggctggaagcagcgaggctgcccaaaaagcagtcaggg
tgaggcggggcagggctatggtgaaggcgtggtcaacaaagtgggecgtggtttagggcacagaagttgcecctaget
ctgggaattgcccacaacccttgtcttcactaagatgttcagectaatacaaagggacaccctagtaatgatgggg
tacagaagaaacaagagtaggggaggggttgcaaaaggcagcggtagctaaagtgcctgagacgactgtgtcectgt
cacagcaggcattatatacttgctgtcattatctcacaaaagtaacccttaccccaagatcttactttgtggtag
gtcaggcatactcagctgtggagacctcaatgccctcttectcectectccaggcaatggcagecgctgactgatcacce
cctacgcctctctgaccctceccagatgatgcagctagtgactgtectectttectgegtectgggttgectggtgeca
cacctttcctcecctgcaccgecggaggtggggacctgecccaacageccaggaggtgagggagggaaaaaccgccceccac
caaccagagaaagcagtctgtctttcccagtgggagaaaggaggggcccatcctcagaagectgggtgggaccca
ctgggaactggctagaggggggttgtggctctgttatcaaaacatccttggggtcecctececctgcaggectcectgecaga
agctctctgatgtcaccctggtacctgtgtcctgctcagaactggagaaggctggagctggecctcagetcecctet
gcctggtgctcagcacacgcccccactgectgagggectggatttggggatcccactggttaggaatagagectgta
tagtgggtagaatcagctaatagaggctgggtagttgtggggagatgccccaggatagggaaggacttagtgtgg
aaaagaatagaagccattgggtgagtcctctctgtcaaaaccaataaaataaaattgaccttttagataa

gt donor site
ag acceptor site

Abbildung 20: Dargestellt ist die Sequenz des DDAH-2-Gens. Nach Gooding et al. 2006 wurden die
entsprechenden Stellen farbig markiert. Die drei Elemente am Ende des 3’Endes humaner Introns
beinhalten den branch point, den Polypyrimidintrakt und die AG-Dinukleotid-Acceptor site. Diese drei
befinden sich tblicherweise innerhalb der letzten 40 Nukleotide des Introns.
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2. Moglichkeit:

Die ausgewahlte Sequenz beinhaltete die erste Halfte des Bereiches zwischen

Exon 1 und 2 und wurde auf der Internetseite
http://tools.neb.com/NEBcutter2/index.php eingegeben. Die 37
vorgeschlagenen Restriktionsenzyme, die in dem vorgegebenem Bereich
einmal schneiden, wurden in Vektor NTI 9.0 einzeln kontrolliert, wie oft sie im
5Arm-Vektor bzw. im  Targeting-Vektor schneiden. Vieler dieser
Restriktionsenzyme hatten viel zu viele Schnittstellen (bis zu 35) im gesamten
5’ Arm-Vektor, so dass sie fir eine Schnittstelle zum Einbringen der loxP nicht
geeignet waren.

Der ausgewahlte Bereich fir die loxP-Integration wurde erweitert und die Suche
nach entsprechend einmal schneidenden Restriktionsenzymen dieses Mal auf
der Internetseite http://www.restrictionmapper.org/ erneut gesucht.
Bei dieser Suche ergaben sich einige Restriktionsenzyme, die aufgrund ihrer

Restriktionschnittstellen im gesamten Vektor in Frage kamen. Dazu gehoérten
Bcg I, Ahd I, Sse 8647 I, Avr Il (vgl. auch Abb. 21).

Avr T (128y) ‘

Ad1099) |

Soe86471032) | |
Bgl(s3) || \
MBegl63) | || |

|
A | |

MNgoAV (602) \ ‘ | “

Bsi WL (385) \‘H NI
1\
\

5" Arm DDAH-2
4947bp

Abbildung 21: Dargestellt ist der 5’Arm homologer Bereich des 5’Arm-Vektors. Es sind die
Restriktionsschnittstellen im Bereich zwischen Exon 1 (1) und 2 (2) des DDAH-2-Gens
eingezeichnet, die fur die loxP site-Integration in Frage kommen. Die Avr II-Schnittstelle ist die
Restriktionsschnittstelle, die fur die Weiterarbeit genutzt wurde. Zur Verdeutlichung ist diese
eingekreist.

Bei néherer Betrachtung konnten wiederum einige Enzyme ausgeschlossen
werden.

Bcg | hat folgende Erkennungssequenz: 5’.?.10(N) CGA(N)TGC (N)12*3’

3’.4.12(N) GCT(NsACG (N, 5

Wie man daran sehen kann, schneidet dieses Enzym sehr unspezifisch und
aulRerdem ohne Uberhange. Zudem ist es methylierungssensitiv.


http://tools.neb.com/NEBcutter2/index.php%20eingegeben.%20Die
http://www.restrictionmapper.org/
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Ahd | (= Eam 1105 I) hat folgende v
Erkennungssequenz: 5..GACNNNNNGTC &
3J..CTGN N+N NNCAG..%

Auch hier besteht das Problem des unspezifischen Schneidens, was fur die
Weiterarbeit nicht forderlich ist. Dieses Enzym ist aber nicht
methylierungssensitiv.

v
Sse 8647 | hat folgende Erkennungssequenz: 5 ... AGG(A/T)CCT...3

3 ... TCC(T/A) G*G A..5

Dieses Enzym ist aber nicht in den Ublichen Katalogen vorhanden, so dass
weitere Recherchen notwendig wurden. Es stellte sich heraus, dass Sse 8647 |
ein relativ neues Enzym ist, das ein pH-Optimum von 9 und ein Temperatur-
Optimum bei 30°C hat. Bei den lblichen 37°C zeigt dieses Enzym eine Aktivitat
von nur 20% (vgl. Ishino et al. 1995).

Als weiteres Kriterium stellte sich heraus, dass dieses Enzym gar nicht kauflich
zu erwerben ist.

Aufgrund der etwas spezifischeren Restriktionsschnittellen - im Vergleich zu
den vorherigen - wurde nach Isoschizomeren gesucht.

Dabei ergaben sich folgende Isoschizomere:
Sau 96 | = Cfr 13| 5. 6%GNCC..3
3...CCN G4G .9

Ppu M I=Psp5 Il 5 ...G"GACC(T/C)...3
3 ..CCAGG (A/G)..5

Eco 0109 | 5 ... (GIA)dG N CC(T/C)...3
3 ... (CIT) CCN GG (A/G)..5

Avall = Eco 47 | 5’...G+GACC...3’
3...C CTG*G )

Leider schneiden diese Enzyme viel zu oft im 5’Arm-Vektor. Zudem gibt es

auch unspezifische Restriktionsschnittstellen.

Avr Il = Xma JlI 5’...C*CTAGG...3’
3...GGAT C*C...S’

Dieses Enzym hat eine einzige Schnittstelle kurz vor dem Exon 2, aber dieser
ist noch vor dem branch point (vgl. Abb. 20).
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Dieses Enzym arbeitet bei einer Inkubationstemperatur von 37°C und weist

keine kritischen Besonderheiten auf.
In einem Probeverdau bestatigte sich, dass Xma Jl tatsachlich auch nur einmal

im 5’Arm-Vektor schneidet (vgl. Abb. 22).
Somit wurde dieses Restriktionsenzym fur das Einbringen der loxP site und zur

Weiterarbeit ausgewabhilt.

LS 13" 52 BESPREE IO S

L ————— . 4— 8000 bp
— =
Avr: 7944 bp — —

'
: ——

Abbildung 22: Restriktionsverdau des 5’Arm-Vektors mit Avr II/XmaJl. Mit LS sind zwei
Langenstandards markiert, die eine Bestimmung der FragmentgroRe ermoglichen
(Fragmentgrol3en 10, 8, 6, 5, 4, 3,5, 3, 2,5, 2 und 1,5 kbp). Mehrere 5’Arm-Klone des 5’Arm-
Vektors sind mit Avr Il verdaut bzw. linearisiert worden und in den 5 Taschen aufgetragen.

Hierbei steht der Gedanke im Vordergrund mit Avr Il einen Restriktionsverdau
durchzufiihren, um ein Insert zu integrieren, das aus der loxP-Sequenz und den
auf beiden Seiten erganzenden Avr ll-Schnittstellen besteht (siehe Abb. 23).
Aus einer Avr Il-Schnittstelle werden somit zwei, dazwischen liegt die loxP-

Sequenz.

5 3
Al XXXXCICTAGGXXXX
AVl XXXXGGATC|CXXXX

3 5

Avr Il loxP Avr Il

CTAGGATAACTTCGTATAATGTATGCTATACGAAGTTATC
.' CTATTGAAGCATATTACATACGATATGCTTCAATAGGATC

XXXX C CTAGGATAACTTCGTATAATGTATGCTATACGAAGTTATCICTAGG X X X
XX XXX GGATCIC TATTGAAGCATATTACATACGATATGCTTCAATAGGATCICX X

Abbildung 23: Schematische Darstellung einer Avr Il-Restriktionsschnittstelle (blau) im oberen
Teil der Abbildung. Die loxP site-Sequenz (rot) ist in einem schematisch entworfenen Insert mit
den auf beiden Seiten erganzenden Avr II-Schnittstellen-Uberhéingen in der Mitte dargestellt.
Der untere Teil der Abbildung zeigt die Situation nach Einbau des Inserts, bei der eine
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Restriktionsschnittstelle fir Avr Il auf beiden Seiten ergénzt und verdoppelt wird, dazwischen
liegt dann die loxP site.

Da die loxP site-Sequenz nur aus 34 Basen besteht, kann man nach einer
Ligation mit dem obig beschriebenen Insert nicht durch Restriktionsverdau mit
Avr 1l Uberprifen, ob eine Integration stattgefunden hat. Deshalb wurde nach
einer zusatzlichen Restriktionsschnittstelle gesucht, die mit der loxP site-
Sequenz mit eingefihrt werden konnte und die es ermdglichte, nach der
Ligation mittels Restriktionsverdau zu Uberprifen, ob ein Einbau stattgefunden
hat.

Fir dieses zuséatzliche Restriktionsschnittstelle war von Bedeutung, wie oft sie
im 5’Arm-Vektor und wie oft sie dann im Targeting-Vektor vorhanden ist.

3.4. Identifikation von Restriktionsenzymen fur eine
zusatzliche Restriktionsschnittstelle im neuen Insert

Um eine loxP site in den Vektor einzubringen, ist es sinnvoll in diesem Insert
eine zusatzliche Restriktionsschnittstelle einzufiigen, mit deren Hilfe hinterher
Uberpruft werden kann, ob das Insert eingebaut worden ist.

Mittels Vektor NTI 9.0 wurden Restriktionsenzyme identifiziert, die eine oder
zwei Restriktionsschnittstellen im 5’Arm-Vektor besitzen und gleichzeitig im
Targeting-Vektor Fragmentgrof3en bieten, die gut zu unterscheiden und
darzustellen sind. Nae | und Nco | erfillten diese Bedingungen und gehoren
aul3erdem zu den gangigen Restriktionssenzymen.

Nach erfolgter homologer Rekombination wird diese zusatzliche
Restriktionsschnittstelle zudem noch von Bedeutung fur die Detektion bei einer
Southern Blot-Analyse sein, die eine Unterscheidung zum Wildtyp erméglicht.

Ncol(7938)
Y
Nae(7593) \

\
NgoMIV (7591) \ integrationside
Dralll (7490)

Alol (7456) 7\ |r

Xmnl (6895)”*‘\

pGEM-teasymitDDAH2-5 Arm@12@7

Peil (5403)
Nsil (5013)
BfirBI (5011) 5 Arm

Ppu10l (5009)  ™SN

BstXI (5004)

Nde 1 (4983) /

Sall (4976)/

Spe1(4950)

Abbildung 24: 5Arm-Vektor mit eingetragenen Restriktionsenzymen, die fir eine zusétzlich
eingefuhrte Schnittstelle in Frage kommen kdnnten. Die gunstigsten Restriktionsenzyme sind
Nco | und Nae I, die beide in der Abbildung eingekreist sind. Die Integrationside kennzeichnet
die Stelle, an der der 5’Arm integriert wurde.
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Die beiden geeigneten Restriktionsenzyme ergeben in beiden Vektoren
unterscheidbare Fragmente:

Nae |

Zu erwartende Fragmente im 5’Arm: 6299 bp, 1645 bp

Zu erwartende Fragmente im Targeting-Vektor: 5113 bp, 4340 bp,
2714 bp, 1459 bp

Nco |

Zu erwartende Fragmente im 5’Arm: 4306 bp, 3684 bp

Zu erwartende Fragmente im Targeting-Vektor: 4400 bp, 4186 bp,

3232bp, 1564bp, 244 bp

Zunachst wurde mit Nae | als zusétzliche Schnittstelle gearbeitet. Aber als die
Ligationen erfolglos blieben, wurde auf die Alternativ-Schnittstelle Nco |
zuruckgegriffen.

3.5. Design des neuen loxP-Inserts und Ligation in den 5’Arm

Das neue Insert muss also aul3er der loxP-Sequenz noch die Sequenz einer
zusatzlichen Schnittstelle (Nco | oder Nae [) haben um aus der einfach
vorhandenen Avr II-Schnittstelle, die zum Einbringen genutzt wird, zwei zu
komplettieren (vgl. hierfir auch Abb. 26). Entsprechend der Abb. 25 wurden
zwei einzelne Oligonukleotid-Strange designt, die bei MWG bestellt wurden.
Diese mussten zunéchst einmal zum Uberhangenden Doppelstrang angelagert
werden (siehe 2.2.6).

5 3
Avr I XXXXCICTAGGXXXX
XXXXGGATC|CXXXX
3 5
CTAGG ATAACTTCGTATAATGTATGCTATACGAAGTTATC
C TATTGAAGCATATTACATACGATATGCTTCAATAGGATC
Avr | loxP Avr Il
CTAGG ATAACTTCGTATAATGTATGCTATACGAAGTTATC
C TATTGAAGCATATTACATACGATATGCTTCAATAGGATC
Avr 1l loxP Avr I

Abbildung 25: Schematische Darstellung einer Avr lI-Restriktionsschnittstelle (blau) im oberen
Teil der Abbildung. Neues Insert bestehend aus zwei zu komplettierenden Avr II-Schnittstellen
mit Uberh&ngen an beiden Enden, eine zusatzliche Nco I-/Nae |-Restriktionsschnittstelle (griin)
und der loxP-Sequenz dazwischen (rot).

Zur Weiterarbeit wurde die Sequenz von Nco | fur das Einbringen einer
zuséatzlichen Restriktionsschnittstelle ausgewahlt.
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In Abbildung 26 sieht man den schematischen Ablauf der
Versuchsdurchfuhrung. Nach der Linearisierung des 5’Arm-Vektors mit Avr II,
wird eine Ligation mit dem neu designtem Insert (Avr Il - - loxP site - Avr
[I) durchgefuhrt.

Nael(7593)

i Avrll(ze5) i 5'Arm Neo 1(7938)

Fragmentgrof3e: 7944 bp

pGEM —teasymitDDAH2—5.'A"A(i*m@“12@7 linearisiert

7944 bp

Avrll  Ncol loxP Avr I

Avr11(3710)
loxP
Neco1(3670) \)
Avr 11(3664) ’Nael(7643J
SAm for | Cvw1976>  FragmentgréfRen:

N ¥

5'Arm + loxP + Ncol neu 1
7990bp

Abbildung 26: Schematische Darstellung des Restriktionsverdaus und der anschlieRenden
Ligation mit dem designten Insert. Der 5’Arm-Vektor ist im oberen Abschnitt linearisiert
dargestellt und die Restriktionsschnittstellen fir Avr 1, Nco | und Nae | sind durch Balken
markiert. Angenommen es findet ein Restriktionsverdau mit Avr |l statt. Dann ergibt sich das
Bild, was aus dem Kreis in der Mitte der Abbildung als Vergro3erung dargestellt ist. Das neue
Insert wird in die Uberhangenden Enden des linearisierten Vektors ligiert. Schlief3lich sind aus
einer Avr Il und Nco I-Restriktionsschnittstelle zwei geworden und die loxP site befindet sich
dazwischen. Die zu erwarteten Fragmentgré3en sind am rechten Rand gekennzeichnet.

Das Ergebnis dieser Ligation (siehe 2.2.7) ist, dass aus einer Schnittstelle fur
Nco | zwei entstanden sind. Dies beweist, dass das Insert mit den Uberhangen
eingebaut worden ist. Diese Tatsache wurde durch ein Restriktionsverdau mit
Nco | verifiziert (siehe Abb. 27).

Die in Frage kommenden Klone sind in Abb. 27 oval markiert. Nun wurde
anhand der Doppelbande festgestellt, dass das Insert eingebaut wurde, aber
nicht in welcher Orientierung.

Da die Avr II-Schnittstelle im Insert palindromisch ist, kann sie so eingebaut
werden, dass es zwei verschiedene Reihenfolgen gibt.

Entweder

Auvr lI- Schnittstelle (SSt) - - loxP site - Avr lI-SSt
oder

Avr II-SSt - |oxP site - - Avr lI-SSt.
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LIS 1 2 3 4 5 6_ 7 8 9 10 11 12 |S
= — e G G e U G G e S
Nco I: 4306 bp, 8000 b
3684 b ; p
. < 3000 bp
— —-— g

Abbildung 27: Uberprifung der Integration des neuen tiberhdngenden Inserts nach Ligation in
den 5’Arm-Vektor durch Restriktionsverdau mit Nco |. Mit LS sind zwei Langenstandards
markiert, die eine Bestimmung der FragmentgréRe ermdglichen (FragmentgréRen 10, 8, 6, 5, 4,
3,5, 3, 2,5, 2 und 1,5 kbp). Verschiedene Klone, deren DNA nach der Ligation Gberprift wurde,
sind mit 1-12 gekennzeichnet. Die erwarteten Fragmente sind links aufgelistet. Das Insert
wurde in den oval markierten Spuren (2, 6, 8, 9), die Doppelbanden zeigen, eingebaut, bei den
restlichen Klonen wurde der 5’Arm nur linearisiert, somit wurde das Insert dort nicht eingebaut.

Mittels Sequenzierung (2.2.13) wurde die Orientierung der loxP site in den in
Frage kommenden Klonen nach der Ligation zweifelsfrei bestétigt (Abb. 28).

loxP
Avr Il Avr I

CCTAG CCATGG ATAAC TTCGTATAATGTATGC TATACGAAGTTATCCTAGG
0 140 150 160 170 180

Abbildung 28: Chromatogramm der Sequenzierung eines richtig eingebauten Inserts. Im
oberen Abschnitt ist der Bereich mit einem farbigen Strich gekennzeichnet, der die Avr Il-
Schnittstelle (blau), die Nco I-Schnittstelle (griin) und die loxP site (rot) darstellt. Im unteren
Abschnitt sind die 4 verschiedenen Basen je nach Detektion in ihrer jeweiligen Farbe
dargestellt. Je starker das Signal ausfallt, desto besser kann eine Base zugeordnet werden.
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3.6. In ,silico“-Bestatigung der Vektorsequenzen

SchlieBlich wurden die zum Mausgenom homologen Bereiche (3’ bzw. 5’ Arm)
mittels Doppelblast-Suche in der ncbi-Datenbank mit dem Mausgenom
verglichen. Das Ergebnis ist in Abb. 29 dargestellt und bestétigt die Lokalisation
der Arme.

Download/View Seqw
| Genes_seqﬂﬁl Contii& Symbol Q
’ s4eee]
Clicl
®
34667
‘ E | Elast hit Identity=100%0 3..1291
34665 ¢
Dedah2 E M
34669K]
] Elast hit Tdentity=100% 1334, 4988
3467 0K
] NT 039649.6 4
3467 1K
1 [ J
AU0Z23571
34672k
60 34675k
] 3'‘Arm
! 34674 Blast hit Tdentity=100% 5043 7379
34675
TLUGSGC 7]
44 -

Abbildung 29: Doppelblast-Suche der homologen Bereiche (3’Arm, 5’Arm) und Vergleich mit
dem Mausgenom, im DDAH-2-Gen-Bereich. Der kleine Knick im 5’Arm, der mit einem
schwarzem Pfeil gekennzeichnet ist, bezeichnet die Stelle, in der die loxP site integriert wurde,
die im Wildtyp-Genom naturlich nicht vorkommt.

Nach eindeutiger Identifikation der abzuklarenden Elemente, wurde der
Targeting-Vektor konstruiert.
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3.7. Konstruktion des Targeting-Vektors

Fur die Konstruktion des Targeting-Vektors mussten beide Vektoren einem
Restriktionsverdau unterzogen werden. Der 5Arm wurde mit Eco RI aus dem
pPpGEM teasy-Vektor isoliert und in den 3’Arm-Vektor ligiert.

Zunachst wurde der 3’Arm-Vektor mit Eco RI linearisiert (siehe Abb. 30).

loxP

Eco RI (1) Neo loxP 3Arm DT

ooy | ik

ploxmit3'XhoArm+DT+loxpSEQ1l —__
I

8621bp

loxP ploxmit3'XhoArm+ DT+ loxp linearisiert

8621bp

Abbildung 30: Schematische Darstellung der Linearisierung des 3'Arm-Vektors durch Eco RI.
Links ist der Vektor zirkular mit den entsprechenden Elementen dargestellt: die DT-Kassette zur
negativen Selektion, die Neo-Kassette als positiven Selektionsmarker, der 3’Arm als homologen
Bereich (alle als Pfeile dargestellt), die beiden loxP sites und die singuldre Eco RI-Schnittstelle
sind als Balken gekennzeichnet. Nach Restriktionsverdau mit diesem wird der Vektor linearisiert
und es entsteht der rechte Abschnitt der Abbildung.

Analog hierzu wurde der 5’Arm-Vektor auch mit Eco RI verdaut (erwartete
Fragmentgrof3en: 5005 bp, 2985 bp) und auf ein Gel aufgetragen, um nach
einer Gelelektrophorese und anschlieRender Gelextraktion nur mit der 5005 bp
langen Bande (modifizierter 5’Arm) weiterzuarbeiten

Abbildung 31: Gelexzision des 5Arm-Vektors.
Links ist ein Langenstandard (LS), der es erlaubt
die FragmentgroRen zu bestimmen. Die zu
sehenden Banden in der ersten Spur liegen bei
ca. 5 kbp (modifizierter 5’Arm) und 3 kbp (pGEM
teasy-Vektor). In der zweiten Spur ist die Bande
bei 5 kbp ausgeschnitten und fir die Gelextraktion
verwendet worden, um den 5’Arm zu isolieren und
fur eine Ligation zu nutzen.

Abbildung 32 zeigt den schematischen Ablauf der Ligation von den 5’Arm- und
3’Arm-Elementen, die zum Produkt des Targeting-Vektors fuhren.
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loxP

\ Neo loxP 3Am DT

ploxmit3'XhoArm+DT+loxp linearisiert
8621bp

— EcoRI (1262)

/ loxP
e
5'Arm loxP Eco RI(5006) // -
j | |

Targeting-Vektor 1

| |
| 13626 bp
\ / \ — 7 5Am

5'Arm + loxP + Ncol neu 1a
7990bp

? loxP ;ﬁ ‘

<
Neo EcoRI (6268)

loxP

Abbildung 32: Schematische Abbildung tber die Ligation des Targeting-Vektors. Der 3’Arm-
Vektor (1) liegt mit seinen Elementen (DT-Kassette, Neo-Kassette, 3’Arm und den zwei loxP
sites) linearisiert durch Eco RI vor. Der 5’Arm-Vektor (2) mit der dritten loxP site wurde auch
einem Eco RI-Restriktionsverdau unterzogen. Das ca. 5 kbp entstehende lange Fragment wird
far die Ligation benotigt. Das restliche ca. 3 kbp Fragment ist nicht Bestandteil des Tageting-
Vektors. Fir eine eindeutige Auswahl wurde der Restriktionsverdau auf einem Gel
elektrophoretisch getrennt, extrahiert und ausschlieBlich mit der ca. 5 kbp-Bande
weitergearbeitet. In 3 schlieBlich ist der Targeting-Vektor mit allen Elementen (DT-Kassette,
Neo-Kassette, 5’Arm, 3’Arm und die drei loxP sites) dargestellt. Es ist anzumerken, dass aus
der urspringlich singularen Restriktionsschnittstelle fir Eco Rl im 3’Arm-Vektor aufgrund der
Ligation mit einem Eco RI-Uberhang eine weitere hinzugetreten ist, die als Balken in 3
gekennzeichnet ist.

3.8. Verifikation des Targeting-Vektors

Die Uberpriifung des neu ligierten Targeting-Vektors wurde durch ein
,Screenings-Restiktionsverdau® mit Bam HI und vorausgegangener Berechnung
der zu erwartenden Fragmentgré3en durchgefihrt.

Das Ergebnis ist in Abb. 33 dargestellt. Dabei wurden drei Klone identifiziert,
von denen einer den richtigen Einbau zeigt.

Erwartete Erwartete
FragmentgréBen  FragmentgrofRen
beim richtigen beim entgegen

. - : } 4000 b
Einbau: gestzten El.rlb\au. 3000 bg
3,8 kbp 38kbp 1 % fggg gp
3,3 kbp 33kbp ! P
2,4 kbp 30kbp ! 1000 bp
21kbp i 21kbp | !

1,9kbp % / 1,3kbp !

Restriktionsverdau mit Bam HI

Abbildung 33: Restriktionsverdau der Targeting-Vektor-Ligation mit Bam HI. Mit LS sind zwei
Langenstandards markiert, die eine Bestimmung der Fragmentgrofle ermdglichen
(FragmentgréRen 10, 8, 6, 5, 4, 3,5, 3, 2,5, 2 und 1,5 kbp). Verschiedene Klone, deren DNA
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nach der Ligation Uberprift wurde, sind mit 1-9 gekennzeichnet. Die erwarteten Fragmente sind
links aufgelistet. Klon Nr. 5 zeigt die erwarteten Fragmente bei einem korrekten Einbau
(gepunktet). Klon Nr. 7 und 8 haben den manipulierten 5’Arm auch integriert, allerdings in
entgegengesetzter Form (gestrichelt).

Die Identitat des vorangehend identifizierten Targeting-Vektors wurde durch
einen erweiterten Restriktionsverdau mit anderen Restriktionsenzymen bestatigt
(siehe Abb. 34).

Schlief3lich wurden noch alle wichtigen Elemente des Targeting-Vektors (DT-
Kassette, Neo-Kassette, loxP sites) mittels Sequenzierung Uberpruft, die zu
einer korrekten Bestatigung der jeweiligen Elemente fihrte.

Somit bestatigte sich nun, dass der fur die homologe Rekombination bendtigte
Targeting-Vektor vorlag.

Bam HI: 3,8 kbp, 3,3 kbp, 2,4 kbp, LS Bam Eco Hind Kpn Nco Notl Pvu Xho! LS

2,1 kbp, 1,9 kbp HEO R0 1 I
EcoRI: 8,6 kbp, 5 kbp i - s =& -

—— e -— 5000 by

Hind Ill: 10 kbp, 1,6 kbp, 1,3 kbp, - L pmg— - - o P

0,4 kbp a T — s <~ 3000 bp

- -

Kpn I 6,5 kbp, 4,3 kbp, 2 kbp, o <~ 2000 bp

0.8 kbp <4 1500 bp
Nco I: 4,4 kbp, 4,2 kbp, 3,2 kbp,

1,6 kbp .. <4 1000 bp
Not I 13,6 kbp
Pvu I: 8,1 kbp, 4,4 kbp, 1kbp
Xho I: 11,3 kbp, 2,3 kbp

forDT
5'loxP for
P
-~
Targeting-Vektor SEQ
13626 bp S —
5'Arm
3'Arm
loxP 1 for \\\/|OXP2f0r
for NEO
Neo loxP 2 rev

Abbildung 34: Im oberen Abschnitt: Restriktionsverdau des Targeting-Vektors mit
verschiedenen Enzymen. Mit LS sind zwei LaAngenstandards markiert, die eine Bestimmung der
FragmentgroRe ermdglichen (Fragmentgrof3en 10, 8, 6, 5, 4, 3,5, 3, 2,5, 2 und 1,5 kbp). Die
Restriktionsenzymnamen sind dUber den Spuren gekennzeichnet. Die erwarteten Fragmente
sind links gerundet aufgelistet. Im unteren Abschnitt ist die Vektorkarte des Targeting-Vektors
mit den wichtigen Elementen (DT-Kassette, 5’Arm, die drei loxP sites, Neo-Kassette, 3'Arm)
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und den dazugehdrigen Primern (fir die Sequenzierung) eingezeichnet. Die drei loxP sites sind
rot umkreist.

3.9. Uberprifung der Funktionalitat der loxP-Sequenzen

Wesentlich fur den Erfolg der spateren konditionalen Knockout-Maus ist die
Funktionalitat der loxP sites. Diese sollte vor der eigentlichen Elektroporation
des Vektors in embryonale Stammzellen tUberpruft werden. Hierzu wurden Cre-
Rekombinase exprimierende E.coli-Bakterien eingesetzt, die die loxP sites
flankierenden Bereiche spezifisch erkennen und durch das Cre/loxP-System
deletieren. Bei funktionellen loxP sites wird erwartet, dass nach
Restriktionsverdau mit Not | im DNA-Gel neben dem linearisierten Targeting-
Vektor bei 13,6 kbp eine weitere Bande bei 7,8 kbp auftritt, die den verkurzten
Vektor nach erfolgreicher Exzision, entspricht.

9 10 11 12 LS

> 13 kbo
8000 bo

Not I: 13.626 bp

Nach Cre-
Expression: 7818 bp

Abbildung 35: Restriktionsverdau des Targeting-Vektors mit Not | aus den Plasmidisolierungen
(1-12) Cre-exprimierender E.coli-Baktereien. Mit LS sind zwei Langenstandards markiert, die
eine Bestimmung der Fragmentgrof3e ermdglichen (Fragmentgrof3en 10, 8, 6, 5, 4, 3,5, 3, 2,5, 2
und 1,5 kbp). Die Bande Uber 13,6 kbp stellt den linearisierten Targeting-Vektor dar, die Bande
bei ca. 8 kbp bestatigt die Funktionalitat der loxP sites, denn die deletierte GroRRe (ca. 5 kbp)
entspricht dem von den loxP sites eingerahmten Bereich

Somit ist das anfangs beschriebene Ziel, einen konditionalen K.O.-Vektor zu
generieren, erreicht worden (vgl. Abb.35 und 36).

Notl (1)

loxP

Notl() DT loxP 5'Arm loxP Neo loxP  3Arm

Targeting-Vektor 1 Not | ] 1 \

13626 bp ——5Am

3Arm

Targeting-Vektor linearisiert
13626 bp

loxP™

=\

Neo loxP

Abbildung 36: Schematische Darstellung der Linearsisierung des endgultigen Targeting-
Vektors durch Not I. Links ist der Vektor mit seinen wichtigen Elementen (DT-Kassette, die drei
loxP sites, 5’Arm, Neo-Kassette, 3'’Arm) dargestellt. Die singulare Not I-Restriktionsschnittstelle
(Position 1) und die loxP sites sind als Balken eingezeichnet. Rechts liegt der Targeting-Vektor
schematisch linearsisiert vor und zeigt das anfangs beschriebene Ziel.
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3.10. Homologe Rekombination in ES-Zellen

Im Nachsten Schritt erfolgte das Einbringen des linearisierten Targeting-Vektors
in ES-Zellen. Um die Wahrscheinlichkeit der homologen Rekombination zu
steigern, wurde in diesem Projekt mit genomischer DNA gearbeitet, die von den
spater benutzten ES-Zellen (R1) stammit.

Bei der Elektroporation von R1-Zellen wurden folgende
Rekombinationsereignisse erwartet.

Wildtyp [ _— | : |
/ /
/ DDAH-2 ’
/ /
/ /
/ /
/ /
/ /
/ /
. l '
Targeting- 15— ‘
Vektor
DT 4,9 kb Neo 2,4 kb
Homologe Rekombination l
nach Elektroporation
Ziel-Allel
l ] psATT e 3 AT 1

Abbildung 37: Schematische Darstellung der homologen Rekombination mit dem Ziel-Allel als
Ergebnis. In der obersten Zeile ist das Wildtyp-Allel mit dem DDAH-2-Gen dargestellt. Der
Targeting-Vektor in der zweiten Zeile enthalt das Gen fur Diphterietoxin A (DT), das Neomycin-
Resistenzgen (Neo) und zwei homologe DNA-Bereiche (5’Arm und 3’Arm). Auferdem sind drei loxP
sites dargestellt, die fur die Deletion durch Cre-Rekombinase notwendig sind, als schwarze
Dreiecke eingezeichnet. Zwei flankieren das Neomycin-Resistenzgen und eines liegt im ersten
Intron des DDAH-2-Gens. Das Diphterietoxin A-Gen wird durch homologe Rekombination, jedoch
nicht nach zufélligem Einbau des gesamten Targeting-Vektors, entfernt. Somit dient es als negativer
Selektionsmarker. Das Neomycin-Resistenzgen dient als positiver Selektionsmarker, da nach
Integration des Targeting-Vektors in das Genom der ES-Zellen, diese gegen G418 resistent sind.
Nach Linearisierung des Targeting-Vektors erfolgte die Elektroporation in ES-Zellen. Durch
homologe Rekombination wurden G418-resistente Zellklone mit einem Ziel-Allel (dritte Zeile)
erhalten.

Nach der Elektroporation des linearisierten Targeting-Vektors und anschlielRend
erfolgter homologer Rekombination in ES-Zellen, kam es zu einem Einbau der
mit loxP sites versehenen Vektorsequenzen (Ziel-Allel) (vgl. hierzu Abb. 37).

Nach erfolgter Elektroporation wurden nun Klone mit korrekt eingebautem
Vektor flr 7 Tage mit G418 positiv selektioniert. Bei den Klonen, die nach einer
Selektionsphase von 7 Tagen dank ihrer Neomycin (bzw. G418) -Resistenz
Uberlebt hatten, konnte davon ausgegangen werden, dass das
Neomycinresistenz-Gen in ihrem Genom stabil integriert wurde.
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Embryonale Stammzelle

Murine embryonale
Feederzellen

Abbildung 38: Die Abbildung zeigt eine
embryonale Stammzelle und Feederzellen in
1200-facher VergréRerung.

Um der zufalligen Integration vorzubeugen, besal3 der Targeting-Vektor auch
eine Diphterietoxin-Kassette als negativen Selektionsfaktor. Bei zufalliger
Integration wirde Diphterietoxin A exprimiert werden, was die Zellen nicht
Uberleben kénnten. Somit wird die Wahrscheinlichkeit noch weiter erhdht, dass
nach erfolgter homologer Rekombination die Zellen, die Gberleben auch hdchst
wahrscheinlich das Ziel-Allel tragen.

3.11. Detektion der homologen Rekombination

Fur die Detektion der homologen Rekombination wurden Southern Blots und
PCR der positiven ES-Zell-Klone nach G418-Selektion durchgefuhrt.
Genomische DNA wurde aus den ES-Zellen prapariert.

Fur die Southern Blot-Analyse wurden entsprechend aufgearbeitete Sonden
(2.2.18) verwendet. Als Restriktionsenzyme fur die 3’-Sonde kommen Bgl | und
Bgl Il in Betracht; fir den 5’Sonde Eco Rl und Nco |.

3'Sonde

3" Arm Ncol (20460)

5'Sonde DDAH-2 \

Ncol (1363) Ncol (8485) 5" Arm \

\
\

Neol (17084) Neol (21502)

g“ Neol (17328) Ncol (21872)

[/

[

DDAH-2+10.000
23007 bp
Abbildung 39: Darstellung des DDAH-2-Gens mit 10.000 angrenzenden Basenpaaren, Zudem
sind die 5’-Sonde (532 bp lang) und die 3’-Sonde (1002 bp lang) an den entsprechenden
Bereichen eingezeichnet. Die Nco I-Restriktionsschnittstellen sind als Balken eingezeichnet. Zu
beachten ist, dass beim Wildtyp-Allel eine Fragmentgréf3e von 6,7 kbp zwischen den markierten
Nco I-Schnittstellen zu erwarten ist.
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Zum ,Screenen“ der ES-Zellklone wurde eine Southern Blot-Analyse
durchgefuhrt. Diese Analyse wurde mit mehr als 300 Klonen durchgefiihrt. Die
Klone, die positiv zu sein schienen, wurden mittels PCR-Reaktion und daran
anschlieBender erneuter Southern Blot-Analyse verifiziert.

3’Sonde
loxP
5'Arm Neol (15343)
loxP loxP
‘ 3"Arm Neol (21951)
5'Sonde ‘ Neol (18575) Neol (22993)
Ncol (1363) 'Neo Ncol (18819) Ncol (23363)
| + ol

»

DDAH-2+10.000+NEO+Primer 1

24498 bp

Abbildung 40: Darstellung des DDAH-2-Allels nach erfolgter homologer Rekombination mit
dem Targeting-Vektor. Als Pfeile erkennbar sind die beiden Sonden, die Neo-Kassette und der
3’Arm. Zudem sind die loxP sites und die fur die PCR angewendeten Primer fir die 5-Sonden-
Herstellung als Balken eingezeichnet. Die 5’-Sonde (532 bp lang) und die 3’-Sonde (1002 bp
lang) sind an den entsprechenden Bereichen eingezeichnet. Die Nco I-Restriktionsschnittstellen
sind als Balken dargestellt. Zu beachten ist, dass beim Ziel-Allel eine Fragmentgrol3e von 2,5
kbp zwischen den markierten Nco I-Schnittstellen zu erwarten ist.

Bei dem Ergebnis der Southern Blot-Analyse kam es zu einer Besonderheit, die
sich wie folgt erklaren lasst. Die erwartete Fragmentgréf3e fur den Wildtyp lag
bei 6,7 kbp. Bei der durchgefuhrten Southern-Blot-Analyse kam eine Bande bei
ca. 4 kbp heraus. Diese Diskrepanz lasst sich dadurch erklaren, dass die ES-
Zellen aus einem anderen Mausstamm (129/SV) als die Blastozysten-Zellen
(C57Black 6 mouse) stammen. Da es fir den ES-Zell-Stamm keine 6ffentliche
Sequenz gibt, musste mit der verfiigbaren Sequenz gearbeitet werden. Das
Ergebnis des Wildtyp Southern Blots stellt somit den Standard zur Verfligung,
mit der die Southern-Blot-Analyse des Ziel-Allels interpretiert werden kann. Es
ist also eine Doppelbande zu sehen, welil ein Allel dem Wildtyp-Allel entspricht
und das andere dem Ziel-Allel. Somit wurde bestétigt, dass die Elektroporation
erfolgreich war (vgl. Abb. 41).
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3,5 kbp it ﬁ.#
2,5 kbp -y‘ M

R1

Wildtyp Southern Blot

Abbildung 41: Rechts: Ergebnis der Southern Blot-Analyse der ES-Zell-DNA nach
Restriktionsverdau mit Nco |. Neben der 4 kbp-Bande ist in Probennummer 4 und 5 eine weitere
bei 2,5 kbp sichtbar. Diese zweite Bande lasst auf eine Integration des Targeting-Vektors
schlieen. Die 4 kbp-Bande entspricht nicht den ausgerechneten Werten, da aber die Wildtyp-
Bande links die entsprechende FragmentgréRe auch aufweist, wird dieses als Standard zum
Vergleich genommen. Eine Bande entspricht dem Wildtyp-Allel, das andere dem Ziel-Allel.

3.12. DDAH-2 Genotypisierungs-PCR

Die aus dem Southern Blot hervorgegangenen positiven Klone wurden fiir die
PCR weiter verifiziert.

Fir die PCR wurden zunachst 3 Primer gewahlt, die im Endbereich der 5’-
Sonde, im 5’Arm und am Anfang der Neo-Kassette liegen. Als PCR-Produkte
waren 2,6 kbp fir den Wilddtyp und fiur den Targeting-Vektor zuséatzlich noch
ein PCR-Produkt von 3,6 kbp zu erwarten.

Da die erste PCR nach wiederholtem Versuch nicht erfolgreich war, wurden
neue Primer gesucht, die nun als PCR-Podukte 2,7 kbp fur den Wildtyp und 3,9
kbp fur den Targeting-Vektor ergeben sollten. Auch diese PCR flhrte nicht zum
Erfolg. SchlieBlich wurde die Tag-Polymerase von Fermentas gegen das PCR
Extender Kit (Triplemaster) von Eppendorf ausgetauscht. Hierbei ist zu
beachten, dass 2 Mastermixe angesetzt werden mussen. Eins enthalt die DNA
mit allen Primern und Wasser, der andere enthalt den Puffer, die dNTPs,
Wasser und die Tag-Polymerase. Auch hier wurde kein positives Ergebnis
festgestellt. Nachdem alle Fehlerquellen ausgeschlossen waren (Karten
kontrolliert, Primer-Orientierung Uberprift, FragmentgréfRen kontrolliert), wurde
auf der Repeat Masker-Seite http://www.repeatmasker.org/ das PCR-Produkt
aus der Vektorkarte eingegeben. Das Ergebnis war, dass diese Sequenz im
PCR-Produkt ca. 30% SINES (short-interpersed-nuclear-elements) enthalt.
Diese SINES kdnnen zu Hairpin- oder Loop-Strukturen fiihren. Dies legte nahe,
dass die DNA geknault war und die PCR so nicht funktionieren konnte. Um
diesem Umstand entgegenzuwirken, wurden die Bedingungen der PCR
geandert.


http://www.repeatmasker.org/
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Tab.3 Tabellarische Ubersicht der
Anderungen

bisherigen PCR-Bedingungen und der jeweiligen

PCR alt PCR neu
Erste Denaturierung 94°C, 2 min. 95°C, 5 min.
Zyklusdenaturierung 94°C, 20 sek. 95°C, 1 min.
Annealing Gradient 54- 64°C|Gradient 50-60°C
20 sek 1 min.
Elongation 72°C, 4 min. 68°C, 1 min.
Finale Elongation 72°C, 4 min. 68°C, 4 min.
Anzahl der Zyklen 25 30

SchlieRlich wurden 4 verschiedene, neue Primer und die in Tabelle 3
aufgefuihrten Veranderungen gewahlt, die paarweise relativ kleine PCR-

Produkte ergaben.

5'Arm
5'SondeloxP

3’Sonde

DDAH-2 neo2 for
loxP
Neo
DDAH-2 neo rev

loxP
3"Arm
DDAH-2 geno?2 for
DDAH-2 geno2 rev

P
»

DDAH-2+10.000+NEO+Primer

24498 bp

Abbildung 42: Darstellung des DDAH-2-Allels nach erfolgter homologer Rekombination mit
dem Targeting-Vektor. Als Pfeile erkennbar sind die beiden Sonden, die Neo-Kassette und der
3’Arm. Zudem sind die loxP sites und die fur die PCR angewendeten Primer als Balken
eingezeichnet. Erwartete PCR-Produkt-Grol3e fiur ddah2geno2for & ddah2geno2rev : 601 bp.
Erwartete PCR-Produkt-GroR3e fur ddah2neo2for & ddah2neorev: 1000 bp.
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10 11 12 13 LS

PCR-
Produkte:
1000 bp 1000 bp
D e -
15 16 17 18 19 20 21 LS
1000 bp
600 bp

Abbildung 43 zeigt die PCR-Produkte einiger positiver Klone in einer Gel-Elektrophorese. Mit
LS sind zwei Langenstandards markiert, die eine Bestimmung der Fragmentgrof3e ermdglichen
(FragmentgréRen 10, 8, 6, 5, 4, 3,5, 3, 2,5, 2 und 1,5 kbp). Die 1000 bp-Bande ist nur bei den
positiven Klonen zu beobachten (Spurennummer 3, 5, 6, 7, 8, 9. 10, 12, 15, 16, 17, 18, 19), sie
fehlt bei der genomischen DNA und den restlichen negativen Klonen. Dahingegen ist die 600
bp-Bande als einzige sichtbare Bande in der genomischen DNA-Bearbeitung als Kontrolle zu
sehen (Spurennummer 20 ist R1 DNA). Alle positiven Klone zeigen also eine Doppelbande, weil
sie PCR-Produkte aufweisen, die sowohl in der Neomycin-Sequenz entstehen als auch welche,
die auflerhalb der Stelle des Bereiches der homologen Rekombination liegen (vgl. vorherige
Abbildung). Die Spurennummer 21 stellt eine Wasserprobe dar, die mitgelaufen ist, um
mdgliche Verunreinigungen auszuschlief3en.

Mittels PCR wurden die positiven Klone identifiziert. Nach diesen Bestéatigungen
konnte die Injektion der ES-Zellen in Blastozysten erfolgen. Die erhaltenen
chiméaren Mause (erkennbar an der schwarz-braunen Fellfarbung) sind in Abb.
44 dargestellt.

L] |

\
!

Abbildung 44: Die ersten chimaren und nicht chiméaren Tiere nach der
Blastozysteninjektion. Die chiméren Mause besitzen eine gefleckte Fellfarbung.
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4. Diskussion

Die gestellte Aufgabe, einen konditionalen K.O.-Vektor zu klonieren, wurde
erfolgreich abgeschlossen, so dass der Vektor fur die homologe Rekombination
eingesetzt werden konnte. Die danach folgenden Arbeiten dienten der
Verifizierung des richtigen Einbaus. Die experimentellen Ergebnisse zeigen,
dass der K.O.-Vektor in der vorhergesagten Weise integriert hatte.

Nach der Implantation der mit veranderten embryonalen Stammzellen (ES-
Zellen) besetzten Blastozysten in scheinschwangere Mause, konnten die ersten
heterozygot konditionalen K.O.-Mause gewonnen werden.

4.1. Auswahl eines geeigneten K.O.-Verfahrens und -Modells
fur die Generierung eines DDAH-2-K.O.

Bisher fehlen hochselektive Inhibitoren der beiden Isoformen der DDAH, so
dass keine Aussage Uber die relative Bedeutung der DDAH-Isoformen im
ADMA-Stoffwechsel getroffen werden kann (Maas 2005). Zudem kommen
beide Isoformen in zahlreichen Geweben gleichzeitig vor. Es erschien deshalb
sinnvoll, Tiermodelle zu generieren, die nur eine der beiden Isoformen
exprimieren. Hierfir kommen insbesondere Mause in Frage, da fir Mause die
transgenen und die K.O.-Techniken am besten etabliert sind. Vorteilhaft ist
auch die kurze Generationszeit.

Die DDAH ist bei den bisher untersuchten Saugetieren relativ gut konserviert.
Es besteht bei einem Aminosauresequenzvergleich eine uber 90%ige
Ubereinstimmung zwischen menschlichem und Mause-DDAH Protein. Die
Daten, die man durch eine K.O.-Maus erhalten wirde, kdnnten somit zu grof3en
Teilen auf den Menschen ubertragen werden.

Erste Hinweise auf die Art der zu erwartenden Phanotypen von DDAH-2 und
DDAH-2 K.O.-Mausen liefern Daten zu Genpolymorphismen beim Menschen.

Jones et al. haben 2003 eine funktionelle Insertions-/Deletions-
Polymorphismus-Variante in der DDAH-2 unter nicht verwandten Individuen
gefunden. Von den sechs Polymorphismen, die sie entdeckten, war eine im
,Core Promoter Element” lokalisiert und ging mit einer Steigerung der basalen
DDAH-2-Expression einher. Diese Entdeckung zeigt, dass es individuelle
Unterschiede in der Fahigkeit gibt ADMA zu metabolisieren. Somit kdnnen
moglicherweise einige Menschen gegenuber kardiovaskuldren Erkrankungen
anfalliger sein. 2005 zeigten Valkonen et al., dass bei Tragern einer
funktionellen Mutation der DDAH-1 ein erhdhtes Risiko fur kardiovaskulare
Erkrankungen und eine Veranlagung fir Hypertension bestehen (Valkonen et
al. 2005). In einer Fall-Kontroll-Studie wurde fur bestimmte Haplotypen der
DDAH-1 zudem eine Praeklampsie-Anfélligkeit festgestellt (Akbar et al. 2005).

Es gibt viele Mdglichkeiten/Arten ein Gen ,auszuschalten®, die im Folgenden
hinsichtlich ihrer Eignung fir das Ziel der aktuellen Arbeit diskutiert werden.

Grob kann man zufallsbasierte Verfahren (Gene-Trap) und gezielte Verfahren
unterscheiden.
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4.1.1. Gene Trap versus Vektor basierter K.O.

Bei der Gene Trap-Methode werden durch ungerichtetes Einbringen von
bestimmten Vektoren in die Gene der Maus Mutationen hervorgerufen. Hierzu
wird zunachst eine Splice-Akzeptor-Kassette vor der
Reportergen/LacZ/Neomycin Fusionskassette (dient dazu Klone mit Integration
zu selektionieren) eingefugt. Wird ein solches Reportergen in ein Intron eines
aktiven Gens integriert, dann fusioniert diese posttranskriptionell mit dem
Transkript des getroffenen Gens. Hierdurch steht der Reporter unter der
Kontrolle des ,getrappten® Gens, das durch die Fusion gleichzeitig mutiert
(Floss et al. 2002).

Zwar beschreiben Floss et al. 2002, dass der Gene Trap nicht vollig ungerichtet
ist und die verschiedenen Vektoren gewisse Chromosomen praferieren, aber
eine spezifische Mutation ist in vivo nur durch Verfahren mit homologe
Rekombination zu erreichen. Dieser Punkt ist der entscheidende Vorteil bei der
konventionellen und konditionalen K.O.-Methode. Allerdings sind beide mit
einem erheblichem Zeit- und Arbeitsaufwand verbunden, was auch noch
ziemlich kostenintensiv ist. Die Gene Trap-Methode hingegen ist, vorausgesetzt
man erhalt das ,richtige Gene Trap-Modell“ eine schnelle und gunstigere
Methode, um Gene der Maus zu mutieren und somit auch schneller K.O.-Tiere
Zu generieren.

Es gibt aber keine Garantie fur die Keimbahngéangigkeit der ES-Zellen bei der
Gene Trap-Methode, so dass das Entstehen von K.O.-Tieren moéglicherweise
gefahrdet ist. Auch durch alternatives Spleil3en ist es mdglich, dass keine K.O-
Tiere entstehen.

Bei der konventionellen und konditionalen K.O.-Methode werden positive und
negative Selektionsmarker verwendet, die die Wahrscheinlichkeit einer
Integration nach homologer Rekombination erhéhen (Thomas und Capecchi
1986, Thomas und Capecchi 1987). Dann kann man auch davon ausgehen,
dass eine korrekte Integration stattgefunden hat.

Das Einbringen von Vektoren kann sowohl durch Elektroporation als auch
retrovirale Infektion stattfinden. Retroviren neigen dazu im 5’Bereich eines
Gens, einschliel3lich des 5’ untranslatierten Bereichs und im ersten Intron zu
integrieren. Vektorintegration direkt hinter dem Startcodon fuhrt bei Retroviren
eher zu einer Null-Mutation als bei Elektroporation, was besser fir eine
Heterozygoten-Generierung geeignet ist.

Der hauptséachliche Vorteil der retroviralen Infektion ist, dass es den Vektor nur
ein einziges Mal integriert, wohingegen bei der Elektroporation durch
Optimierungsstrategien Mehrfachintegrationen zwar in weniger als 20%
auftreten konnen, aber dennoch die Mdglichkeit im Vergleich erhoht ist. Bei
einer tatsachlichen Integration des Vektors in der Gene Trap-Methode bestatigt
die Reporter (LacZ)-Expression eine stattgefundene Mutation sowohl in vitro als
auch in vivo. Im Gegensatz hierzu kdnnen bei konventioneller und konditionaler
K.O.-Methode Mehrfachintegrationen ins Mausgenom stattfinden. Die Analyse
der ES-Zellen wirde dann positiv ausfallen, aber der Phanotyp kénnte
beeintrachtigt sein. Retrovirale Vektoren haben den Nachteil, dass sie nur eine
begrenzte Fremdsequenz einbringen kdnnen (Stanford et al. 2001).
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Neben einem Splice-Akzeptor im 5'Bereich, der LacZ/Neo-Kassette
(reporter/selector) und Poly-A-Schwanz werden bei der Gene Trap-Methode in
der Regel auch Vektorbestandteile mitintegriert. Bei der konditionalen K.O.-
Methode werden zwar auch Vektorbestandteile mitintegriert, diese kénnen aber
mit Hilfe des Cre/loxP-Systems wahrend der Kultivierung von ES-Zellen, aber
auch spater wieder herausgeschnitten werden, so dass der Phanotyp nicht wie
bei der Gene Trap-Methode oder der konventionellen K.O.-Methode
beeintrachtigt werden kann/muss. Klassische K.O.-Vektoren enthalten ja noch
die, fur die Selektion der ES-Zellen benétigten Resistenzgene.

AulRerdem kann man bei konditionalen und konventionell selbst hergestellten
Zellen/Tieren gewisse Fehlerquellen bei einem nicht Gelingen besser
identifizieren als etwas was man von Auf3en angeboten bekommt. Dadurch
besteht der Vorteil, dass man die vermuteten Fehler nach dem Eruieren gezielt
vermeiden kann oder andere Wege einschlagen kann, um das Problem zu
umgehen.

Im Rahmen einer anderen Arbeit in unserem Institut (Reichel 2006) wurde der
Gene Trap-Klon der DDAH-2 untersucht. Dabei stellte sich heraus, dass die
Gene Trap-Zellen mit Wildtypzellen kontaminiert waren. Problematisch war
auch, dass die RACE (Rapid amplification of cDNA ends)-Sequenz des German
Gene Trap Consortiums (GGTC) im Intron 1 des DDAH-2-Gens lag, prinzipiell
konnte dies nur durch das Vorliegen unbekannter Exons erklart werden.
Allerdings fand sich bei einer Analyse der Gene Trap-Zelllinien des GGTC keine
vergleichbare Linie. Eine weitere Schwierigkeit, die sich fur diesen spezifischen
Gene Trap-Vektor ergab, war, dass im 5Bereich der RACE-Sequenz nur das
Exon 1 liegt und dieses nicht fur das Protein kodiert. Da der kodierende Bereich
im Exon 2 lokalisiert ist, kann es sein, dass trotz DDAH-2 Gene Trap-Vektor-
Integration die Expression nicht beeintrachtigt werden kann.

Insgesamt erscheint fir das DDAH-2-Gen somit die klassische Strategie, sprich
die homologe Rekombination Uberlegen.

4.1.2. Konventionell K.O. versus konditional K.O.

Ein wesentlicher Unterschied zwischen konventioneller und konditionaler K.O.-
Methode stellt sich heraus, wenn bei der ,Inaktivierung® eines Gens embryonale
Letalitat vorzuweisen ist. Dann namlich ist die konditionale Methode im Vortell,
weil das Gen erst nach einem bestimmten Entwicklungsstadium ausgeschaltet
werden kann, wahrend der Rest der genetischen Information der Tiere nach
dem K.O. essentiell nicht verandert wird. Zudem ist die konditionale Methode
auch viel flexibler, was das ortliche ,Inaktivieren“ eines Gens betrifft. Mit Hilfe
des Cre/loxP-Systems konnen bestimmte Gene nur in gewissen Geweben
ausgeschaltet werden und dieses kann sogar zeitlich selbst bestimmend durch
einen Stimulus induziert werden (siehel.9.). Dies bietet einen grofen Vorteil
und ermoglicht eine gezielte Aussage Uber Regulationsvorgdnge oder das
direkte Eingreifen bei der Entwicklung von Therapien und meidet die
Entwicklung kompensatorischer Veranderungen. Die konventionelle K.O.-
Methode betrifft jede Zelle in einem Tier, so dass oft nicht zwischen primaren
und sekundaren Veranderungen unterschieden werden kann.
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Die konditionale Methode bietet die Moglichkeit zweier Selektionsmarker (Neo
und DT). Bei nicht erfolgreicher homologer Rekombination nach Elektroporation
und anschlieender ,Verunreinigung® der zu untersuchenden DNA mit
Feederzellen, kénnen die Schnittstellen in Neo, die zur Verifizierung der
Rekombination dienen, zwar eine Integration vortauschen, aber kein vermutetes
Ergebnis bei der PCR zeigen (Feederzellen tragen auch eine Neo-Resistenz).
Dieses ist aber durch gezieltes Berechnen der zu erwartenden Fragmentgrofe
bei der PCR auszuschlief3en.

Konventionelle K.O.-Methoden weisen normalerweise einen Selektionsmarker
auf (Neo). Das oben angesprochene Problem kann demnach auch fir die
konventionelle Methode in Betracht gezogen werden. Aber nach der
erfolgreichen homologen Rekombination ist der Selektionsmarker unwiderruflich
iIm Genom eingebaut. Falls dieses einen Einfluss auf die umliegenden Gene
und somit vielleicht auf den Phanotyp hat, kann man diese Fehlerquelle nie
ganz ausschlieRen. Dahingegen kann das Neo-Gen in der konditionalen K.O.-
Methode entfernt werden.

Um homozygote Tiere zu erhalten, missen die mit loxP- sites ausgestatteten
Mause ("gefloxte Mause") nur noch mit Cre-Rekombinase transgenen Tieren
gekreuzt werden, d.h. fiur die Herstellung eines K.O.-Tieres werden aul3er der
loxP site und der Cre-Rekombinase keine weiteren Faktoren bendtigt (siehe
Abb 11 in der Einleitung).

Die konventionelle Methode ist etwas schneller, weil die Zucht einfacher ist. Die
Schritte bei den beiden Methoden verlaufen nahezu parallel, mit dem
Unterschied, dass in der konventionellen Methode die F-2-Generation schon
homozygot K.O.-Tiere aufweisen kann. In der konditionalen Methode mussen
zunachst homozygot ,gefloxte Tiere entstehen, die dann erst mit Cre-Méausen
gekreuzt werden koénnen. Je nachdem, ob man da noch gewebsspezifische
.inaktivierung® anstrebt, die induziert werden muss, kommt das als Zusatzschritt
noch dazu.

4.1.3. Eigenstandiges Klonieren versus fertige Sequenz

Ein allgemeiner Nachteil der K.O.-Methoden ist, dass sie sehr zeit- und
arbeitsaufwendig sind.

Es gibt Firmen, die fertige Sequenzen verkaufen, nur bewegte sich der Wert zu
Beginn der Arbeit bei ca. 10.000 Euro. So gesehen, wirde man bei dem
eigenstandigen Klonieren etwas einsparen und wichtig zu erwéhnen, eine
Menge uber die Klonierung lernen. Mittlerweile sind die Preise auf vertretbare
GroRRen gesunken, aber diese Arbeit ist auch schon beendet.

Trotz der einfachen Vorgehensweise zu Beginn wirde sich eine Schwierigkeit
bei der Uberprufung der fertigen Sequenz ergeben. Diese miisste vor der
Nutzung zundchst total sequenziert werden. Eine Sequenzierung in einem
Schritt  kann hier nicht durchgefihrt werden. Die konventionellen
Sequenzierungen konnen einen Bereich von ca. 200-300 bp gut darstellen. Es
ware also eine sehr aufwendige Uberpriifung mit vielen verschieden Primern.
Man koénnte auch durch das Wissen um die Sequenz und die Schnittstellen
einen Restriktionsverdau durchfiihren, um zu einer Verifizierung zu kommen,
aber diese ware nicht so spezifisch, wie die Sequenzierung.
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4.1.4. Bezug zu den experimentellen Ergebnissen

Das Cre/loxP-System bietet eine elegante Methode zur Herstellung
konditionaler K.O.-Tiere (ubiquitar/gewebsspezifisch). Die Cre-Rekombinase
vermittelt die Lokus spezifische Rekombination zwischen den loxP sites. Diese
Bereiche konnen unter Cre-Katalyse deletiert, invertiert oder transloziert werden
(vgl. Abb. 8, Nagy 2000, Babinet 2000). Da die Funktionalitat der loxP sites im
Targeting-Vektor fur die konditionale K.O.-Maus ausschlaggebend sind, wurde
diese vor der Elektroporation in embryonale Stammzellen mit Hilfe Cre-
Rekombinase exprimierender Bakterien Uberprift und bestatigt (vgl. Abb. 32).
Die Cre-Rekombinase erkennt spezifisch die loxP sites, die bestimmte Bereiche
flankieren und deletiert diese Region durch das Cre/loxP-System.

Die erfolgte Sequenzierung diente einer zusatzlichen Uberprifung, die die
richtige Sequenz und die richtige Orientierung bestatigen konnte.

Nach der Elektroporation und der anschlieBenden DNA-Isolierung wurden die
positiven  Zellen mittels der in den Methoden beschriebenen
Vorgehensweise/Bedingungen identifiziert. Hierbei war die zuséatzliche
Schnittstelle (Nco 1), die mit der loxP site mit einkloniert wurde von Bedeutung,
weil sie es ermoglichte zwischen Wildtyp und Transgen zu unterscheiden. Es
entstehen unterschiedliche FragmentgréRen, die vorher berechnet werden
konnen (vgl. Abb. 41).

Schwierig war es auch eine Schnittstelle zu finden, die geeignet war fir das
Integrieren der loxP site. Da am Ende quasi zwei Vektoren miteinander
verbunden werden sollten, musste eine geeignete Schnittstelle gefunden
werden, die sowohl in dem ,Erstvektor® mit der zusatzlich eingebrachten
Schnittstelle (Nco 1) einen Einbau bestatigen konnte und schlief3lich auch im
Targeting-Vektor verifizieren konnte, dass beide Vektoren miteinander ligiert
worden sind (ausfuhrlichere Erklarung siehe Ergebnisteil 3.3.)

4.2. Auswahl des K.O.-Zieles

Fur die Auswahl des K.O.-Zieles spielte die Tatsache, dass schlief3lich ein
(konditionaler) DDAH-2-K.O. entstehen soll, eine entscheidende Rolle. Um das
Gen fur dieses Protein zu ,inaktivieren®, muss der kodierende Bereich
ausgeschaltet werden. Der kodierende Bereich befindet sich innerhalb des
Exon 2 (vgl. Abbildungen im Ergebnisteil), so dass innerhalb des 1. Introns
nach einer geeigneten Stelle fur das Einbringen der loxP sites gesucht wurde.
Auf diese Weise wird bei einer Kreuzung mit einer Cre-Maus (gewebsspezifisch
oder ubiquitar) der ganze kodierende Bereich herausgeschnitten.

4.3. Alternativen zum K.O.-Verfahren

Im weiteren werden zwei Moglichkeiten diskutiert, die als Alternative zur K.O.-
Methode in Frage kommen kénnten und ihre Vor- bzw. Nachteile werden
eruiert.

4.3.1. Spezifische Inhibitoren

Rossiter et al. stellten 2005 die ersten Beispiele fir eine reversible und
spezifische

Saugetier-DDAH-Hemmung vor. Dieser Weg bietet Potential fur den
pharmazeutischen Gebrauch von DDAH-Inhibitoren in Bezug auf Krankheiten
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mit einer Ubersteigerten NO-Produktion oder Sepsis (z.B. Tumorwachstum und
Angiogenese, Kostourou et al. 2002). Die entsprechenden Verbindungen sind
anscheinend wenig zytotoxisch. Die durchgefiihrten Experimente zeigten auch,
dass die Hemmung der DDAH zu einem Anstieg der ADMA-Plasma-
Konzentration fuhrt und dass die ADMA-Plasma-Konzentration in vivo durch
DDAH reguliert wird. Die Inhibitoren kdnnen als pharmakologisches Werkzeug
genutzt werden, um die Rolle der DDAH in der ADMA-Spiegel-Kontrolle und die
pathophysiologische Verbindung zwischen ADMA-Plasma-Konzentration und
Krankheitsstadium zu erforschen. N°-(2-Methoxyethyl) Arginin und sein
Methylester (L-257 und L-291) sind ,Abkdmmlinge* von 2-Amino-4-(N°-
Methylguanidin) Butterséure, (4124W) einem schwachen DDAH-Inhibitor. Diese
Verbindung ist ein verkurztes Analogon der L-NMMA, aber auch ein schwacher
NOS-Inhibitor und ist heutzutage als einziger reversibler DDAH-Inhibitor
bekannt. Die Abkdmmlinge L-257 und L-291 zeigen keine inhibitorische Aktivitat
gegenuber der NOS, ihre halomaximale hemmende Konzentration (ICsp) betragt
< 25 yM. Auch bei diesen beiden DDAH-Inhibitoren konnten Leiper et al. 2007
in vivo und ex vivo zeigen, dass daraus eine erhOhte ADMA-Plasma-
Konzentration resultierte.

Bis jetzt bleibt aber fir alle beschriebenen DDAH Inhibitoren noch zu zeigen,
dass sie nicht nur keine Wirkung auf die NOS haben, sondern auch sie keine
wesentlichen anderen Enzyme hemmen.

4.3.2. Short/Small interfering (si) RNA und micro (mi)RNA

Diese relativ neue Technik erlaubt es experimentell die Gen-Expression zu
hemmen (erstmals beim Fadenwurm Caenorhabditis elegans beobachtet Fire et
al. 1998). Das Prinzip besteht darin, dass doppelstrangige RNA, die identische
oder nahezu identische Sequenzen zur Ziel-mRNA aufweist injiziert wird, mit
der endogenen mRNA hybridisiert und zu einem Abbau der mRNA in den
Zellen fuhrt. Somit wird die Genexpression beeintrachtigt (Fire et al. 1998, Ngb
et al 1998). Wahrend die miRNA vom Genom selbst als Haarnadel-Struktur
kodiert wird, kann die siRNA sowohl kunstlich als auch endogen sein (Hamilton
und Baulcombe 1999, Ketting und Plasterk 2004).

Um herauszufinden, ob DDAH-1 oder DDAH-2 fiir die Regulierung der Serum-
ADMA-Spiegel und die NO-Antwort verantwortlich sind, setzten Wang et al.
(2007) siRNAs ein. Sie stellten durch die siDDAH-1 fest, dass die Serum-
ADMA-Spiegel Uberwiegend Uber DDAH-1 reguliert werden, wahrend die
siDDAH-2-Ergebnisse die Aussage zulieRen, dass die NO-Antwort vorwiegend
uber DDAH-2 reguliert wird. Diese Beobachtungen, die einen Hinweis auf eine
spezifische Funktion geben, korrelieren auch mit der Verteilung der beiden
Isoenzyme in den unterschiedlichen Geweben.

Die Limitierung der doppelstrangig RNA-vermittelten Beeinflussung der
Genexpression liegt zum einen darin, dass wenn eine Sequenz mehreren
verwandten Genen ahnelt, mehrere Mitglieder der Genfamilie beeintrachtigt
werden konnten. Es kann auch sein, dass ,low level“-Expression sich der RNA-
vermittelten Beeinflussung in vielen Genen widersetzen wird, so dass ein
bestimmter Teil der Zellen nicht von diesem Effekt beeintrachtigt wird (Fire et al.
1998).

In Pflanzen wurde eine Cosuppression beobachtet, das ist die Fahigkeit von
Transgenen die Expression ihrer und homologer Chromosomen Loci simultan
abzudampfen. Bezogen auf Experimente mit Sdugetieren konnte bei SiRNA
bearbeiteten Transgenen ein Selektionsnachteil entstehen, da die
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Cosuppression eine Art antivirales Abwehrsystem darstellt und Transgene
gezielt angegriffen werden kénnten (Lewis et al. 2002)

Die Grofe von ca. 21-25 Nukleotiden sollte nicht Uberschritten werden, weil
dann eine unspezifisch hemmende Antwort resultiert (Lewis et al 2002 und
Elbashir et al. 2001).

Lewis et al. zeigten, dass fluoreszent markierte siRNA bei Hochdruck-
Aufnahme in vivo nicht gleichmaldig ist und Zellen, die weniger davon
aufgenommen haben auch eine inkomplette Hemmung zeigen. Das konnte bei
der Vergleichbarkeit von Experimenten eine Schwierigkeit darstellen.

Auf der anderen Seite wurde auch gezeigt, dass siRNA effektiv die
Genexpression in Sdugetieren hemmen kann, so dass auch hier die Mdglichkeit
offen steht mittels sSiRNA Menschen mit bestimmten Erkrankungen zu
behandeln. Der Organismus kann diese Technik fur eine ,physiologische® Gen-
Herunterregulation (Gene-silencing) nutzen (Lewis et al. 2002). Positiv an
dieser Technik ist auch anzumerken, dass Uber das posttranskriptionale Gene-
silencing das Genom nicht verandert wird und es trotzdem zu einer
Herabregulation der jeweiligen (z.B.) Enzymaktivitat kommt. Wohingegen bei
den K.O.-Verfahren das jeweilige Gen aus dem Genom entfernt wird.

4.3.3. K.O.-Verfahren versus Alternativen

Die Tatsache, dass der ganze kodierende Bereich herausgeschnitten wird, ist
fur den K.O. positiv, birgt zugleich aber auch einen negativen Punkt, denn
sowohl nicht kodierende Bereiche zwischen den Genen als auch Intronbereiche
in den Genen kdonnen Promoter oder auch micro-RNA-Sequenzen fur andere
Gene darstellen. Diese werden dann mit entfernt.

Um dieses soweit wie moglich auszuschlie3en, wurden die Sequenzen auf der
NCBI- und der ENSEMBLE-Seite geblastet und verglichen. Dabei verlasst man
sich auf die computerbasierte Pradiktion von der Lokalisation von Genen, ihren
Exons und Introns. Auch diese Datenbanken werden aktualisiert, so dass
urspringlich angenommene Informationen in Zukunft vielleicht nicht mehr valide
sein kdnnen. Bisher kann man diese Effekte anhand der reinen Sequenzdaten
nur schwer abschatzen und im Voraus meist noch keine Aussage darUber
machen, welche Auswirkungen dies auf den Phanotyp haben wird. Aber das ist
das Risiko oder gerade das, was die Forschung ausmacht; einer standigen
Erganzung und Aktualisierung von Daten unterworfen zu sein.

Ein weiterer Punkt, der im Zusammenhang mit dem konditionalen K.O.-
Verfahren angesprochen werden sollte, ist, dass in dem Zeitraum bis zur
,Inaktivierung“ des Gens eine Fremd-DNA im Genom vorhanden ist, die auch
Auswirkungen auf die Nachbargene haben kann und den Phanotyp dadurch
auch beeinflussen kdnnte. Je nachdem, wann diese ,Inaktivierung“ und somit
das Entfernen der Fremd-DNA stattfindet, kann es variable Verdnderungen
aufweisen.

Wie oben bereits schon erwéhnt kdnnen auch Mehrfachintegrationen
stattfinden. Auch hier kann man keine Aussage uber die Auswirkungen auf den
Phanotyp machen, die einen solchen Fall betreffen. Man muss mit bedenken,
dass maximale Veranderungen eindeutig sichtbar sind, aber was ist mit kleinen
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Veranderungen, an die zunachst gar nicht gedacht wird oder die gar nicht
auffallen.

Die Inhibitor-Alternative ist nutzlich, um generelle Aussagen uber den ADMA-
DDAH-Stoffwechsel zu machen. Allerdings kann ein Isoenzym nicht spezifisch
untersucht werden, da es allgemein DDAH inhibiert. Dahingegen kdnnen in der
K.O.-Methode und der siRNA-Methode die einzelnen Isoformen gezielt
inaktiviert werden.

4.4. Erwarteter Phanotyp
4.4.1. Ruckschlisse aus den Studien zur DDAH-Uberexpression

Ein weiterer Ansatz die Bedeutung der DDAH zu untersuchen ist es, diese nicht
auszuschalten, sondern die DDAH in Ihrer Expression zu steigern bzw.
transgen zu Uberexprimieren. Smith et al. haben 2003 gezeigt, dass eine
DDAH-Uberexpression in humanen Nabelvenen-Endothezellen mit einer
verminderten ADMA-Konzentration und einer gesteigerten Bildung von
Gefalstrukturen (,tube formation“) einhergehen.

Um zu zeigen, dass der ADMA/DDAH-Stoffwechsel die Zytokin induzierte NO-
Synthese reguliert, haben Ueda et al. (2003) glatte GefaRmuskelzellen von
Ratten in Kultur gehalten und mit Interleukin-18 behandelt. Dosisiabhangig
wurden die iINOS aber auch die DDAH-Expression stimuliert, wie es auch bei
einem gewohnlichen GefaRinsult der Fall ware. Dies fuhrte zu einer erhdhten
NO-Synthese und zu einer verminderten ADMA-Konzentration, die durch den
verwendeten DDAH-Inhibitor 4124W wieder aufgehoben werden konnten. Eine
durch Adenoviren vermittelte DDAH-Uberexpression konnte wiederum die NO-
Synthese steigern. In diesem Beispiel wird die durch Interleukin-1 B-induzierte
NO-Synthese  durch  zwei Wege  eingeleitet, 1. die direkte
Expressionsstimulierung der iINOS und 2. eine indirekte durch die DDAH-
Hochregulierung und Reduzierung der ADMA-Konzentration.

Dayoub et al. zeigten 2003, dass eine DDAH-1-Uberexpression in vitro und in
vivo eine verminderte ADMA-Plasma-Konzentration und eine gesteigerte NOS-
Aktivitéat zur Folge hat (Dayoub et al. 2003). Die transgenen DDAH-1-Tiere
zeigten einen reduzierten systolischen Blutdruck, einen reduzierten
systemischen GefalBwiderstand und ein vermindertes Schlagvolumen.

Eine interessante Beobachtung machten Kostourou et al. (2004), als sie bei
einer DDAH1-Uberexpression eine gesteigerte Hypoxie in Tumorzellen im
Vergleich zu Wildtyp Tumorzellen feststellten. Ihre Ergebnisse weisen darauf
hin, dass es einen entgegengesetzten Zusammenhang zwischen
Tumoroxygenierung und Angiogenese gibt.

In der Studie von 2005 untersuchten Jacobi et al., ob mittels DDAH-1-
Uberexpression und die folgende Senkung der ADMA-Konzentration die
Angiogenese gesteigert werden kann. Die transgenen Tiere zeigten trotz
ADMA-Gabe von aul3en eine angiogenetische Antwort auf ischamische
Prozesse. Dies wurde im Gegenteil zu den Wildtyp-Mausen, auch ohne ADMA-
Zugabe beobachtet. Die verbesserte angiogenetische Antwort der transgenen
Tiere auf Ischamie war mit einer verminderten ADMA-Konzentration im Gewebe
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und einer erhéhten NOS-Aktivitat assoziiert. Somit kann man davon ausgehen,
dass DDAH die Angiogenese modulieren kann.

Das Ziel einer Studie von Ayling et al. 2006 war es die DDAH-Expression und
Funktion in Trophoblasten zu untersuchen. Dabei stellten sie fest, dass DDAH-1
und 2-m RNA und Proteine bereits im ersten Trimenon im plazentaren Gewebe
(extravillose Trophoblasten und davon abgeleitet Zellinien) nachzuweisen sind.
Trophoblasten produzieren NO, weil es einen wichtigen proinvasiven Effekt hat
und somit eine entscheidende Rolle fir eine erfolgreiche Schwangerschaft
spielt. Eine Uberexpression von DDAH-1 zeigte in dieser Studie eine starke
Enzymaktivitat, die zu verminderter ADMA-Konzentrationen fiihrte. Die DDAH-
1-Uberexpression war mit einer gesteigerten NO-Produktion und einem
vermehrten Anfall von cGMP assoziiert.

Sydow et al. stellen 2008 im DDAH1-Uberexpressionsmodell der Maus einen
moglichen Zusammenhang zwischen NO und Insulin-Empfindlichkeit fest. Aus
frGheren Studien war ersichtlich, dass NO eine Rolle bei der Insulin-induzierten
Glucose-Aufnahme in Insulin empfindlichen Geweben spielen konnte. Da
erhohte ADMA-Konzentrationen die endogene NOS inhibieren, stellten sie die
Hypothese auf, dass eine ADMA-Reduktion zu einer NO-Synthese-Steigerung
und demnach zu einer erhéhten Insulin-Empfindlichkeit fihren musste.

Zhang et al. berichten 2008 zum ersten Mal einen Zusammenhang zwischen
DDAH/ADMA-Stoffwechsel und Nitroglycerin-Toleranz-Entwicklung. Letzteres
steht in enger Beziehung zu oxidativem  Stress induzierten
Aktivitatsverminderung  der  mitochondrialen  Isoform  der  Aldehyd-
Dehydrogenase-2 (ALDH-2). Anhaltende Behandlung mit Nitroglycerin fuhrt zu
endothelialer Dysfunktion. Durch die Hemmung der NOS ist ADMA in der Lage
oxidativen Stress in Endothelzellen zu induzieren und sowohl die ALDH-2-
Aktivitat als auch die cGMP-Produktion in humanen Nabelvenen-Endothezellen
zu senken. Eine DDAH-2-Uberexpression in den Zellen konnte den
Nitroglycerin-induzierten oxidativen Stress und die Inhibition der ALDH-2
signifikant unterdrticken.

Dayoub et al. 2008 zeigten schlief3lich, dass sich die vaskularen Effekte von
ADMA durch Uberexpression der DDAH-1 reduzieren lassen. Hierzu haben sie
transgene DDAH-1-Tiere mit Wildtyp-Tieren in Bezug auf die Gefal3antwort auf
ADMA in den Karotiden und der Aorta (in vitro) und in zerebralen Arteriolen (in
vivo) verglichen. Dabei haben sie die DDAH-1-Expression und ADMA-
Konzentration gemessen. Die Expression in den GefaRen war in den
Transgenen erhoht, ADMA-Konzentrationen waren um 50% gesenkt und NO-
Synthese war gesteigert. In vivo konnte bei ADMA-Zugabe eine reduzierte
Antwort auf Acetylcholin bei Wildtyp-Tieren beobachtet werden, wéhrend dieses
bei den transgenen Tieren nicht beobachtet wurde. Die Daten von Dayoub et al.
bieten einen ersten Anhaltspunkt, dass eine Uberexpression der DDAH-1
basale NO-Spiegel steigert und vor ADMA-induzierte endotheliale Dysfunktion
im zerebralen Kreislauf schitzt.

Diese Beispiele zeigen verschiedene Bereiche, die durch eine Uberexpression
beeintrachtigt werden, was fur ein erweitertes Verstandnis dieser komplexen
Pfade wichtig ist. Aber in der Klinik haben Zustande mit zu hohen ADMA-
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Plasma-Konzentrationen groReren Stellenwert und somit auch grol3eres
Interesse als niedrige Konzentrationen. Die Uberexpressionsmodelle stoRen
hierbei an ihre Grenzen. Wenig praktikabel erscheint auch die Gabe von ADMA
in der Praxis. Abgesehen von den Kosten, die entstehen wirden, kdnnte nicht
sicher beurteilt werden, welche der beiden Isoformen der DDAH die Effekte von
ADMA hierbei beeinflusst.

4.4.2. Beispiele fur eine DDAH-Defizienz

Nach dem durch Experimente tber verschiedene Auswirkungen einer DDAH-
Uberexpression berichtet wurde, war es an der Zeit, die Auswirkungen der
DDAH-Defizienz zu untersuchen. Damit kdnnen weitere Informationen tber den
ADMA/DDAH-Stoffwechselweg in Erfahrung gebracht werden und wenn
moglich auch gewisse Therapien zur kardiovaskularen Risikoreduktion
eingesetzt werden.

Kurz nach Beginn der Arbeiten an diesem Projekt gab es eine Publikation zu
heterozygot DDAH1-defizienten Mausen (Leiper et al 2007). Die
Beobachtungen von Leiper et al. 2007 bestatigen/unterstiitzen den in dieser
Arbeit ausgewahlten Weg einen konditionalen K.O.-Vektor herzustellen.

Ihre Hypothese war, dass durch die Anreicherung von endogenem ADMA die
Endothelfunktion beeintrachtigt wird. Hierfir haben sie zum einen versucht eine
K.O.-Maus fir DDAH-1 zu generieren, zum anderen DDAH spezifische
Inhibitoren eingesetzt.

Interessanterweise entstanden bei der Kreuzung von heterozygoten Mausen als
Nachkommen erneut nur Heterozygote (DDAH-1 *") oder homozygot gesunde
Tiere (DDAH-1 ). Dies lasst vermuten, dass eine homozygote K.O.-Maus
schon im Uterus letal ist. Ein konditionales K.O.-Tier bietet den Vorteil, dass
erst im Nachhinein und gewebsspezifisch mit Hilfe des Cre/loxP-Systems die
DDAH-2 ausgeschaltet werden kann. Die von Leipers Arbeitsgruppe
generierten heterozygoten Tiere zeigten eine normale Entwicklung, keine
phanotypischen Abnormitaten, aber eine fast halbierte DDAH-Aktivitat. Die
ADMA-Plasma-Konzentration stieg, wahrend die SDMA-Plasma-Konzentration
unverandert blieb. Dies unterstiitzt auch die Hypothese, dass nur ADMA das
Substrat der DDAH ist und nicht die SDMA.

Ein Nachteil der Methode Gene durch Deletion auszuschalten ist, dass auch
andere Gene, die in der Umgebung liegen, beeintrachtigt werden kdénnen.

Zur Verifizierung ihrer Beobachtungen haben Leiper et al. deshalb kleine
DDAH-inhibierende Molekile synthetisiert.

Wojciak-Stothard et al. haben 2007 die Rolle von endogenem und exogen
zugefuhrtem ADMA bei der Regulierung der Zellmotilitait von pulmonalen
Endothelzellen bei Schweinen und pulmonalen mikrovaskularen Endothelzellen
bei heterozygoten DDAH-1-Knock-out-Mausen untersucht. Dabei stellten sie
fest, dass die K.O. Mause 2x hohere ADMA-Plasma-Konzentration aufwiesen,
die endotheliale Motilitat gehemmt ist und die Aktivitat der Rho A-Aktivitat - in
Bezug auf Wildtyp-Mause - gesteigert ist. Aul3erdem wiesen die transgenen
Tiere signifikant weniger spriel3ende MikrogefaRe auf als die Wildtyp-Mé&use,
was einen Hinweis der Effekte von ADMA auf die Angiogenese gibt.

In einer Studie von Hasegawa et al. wurde 2007 der molekulare Mechanismus
der DDAH-induzierten vascular endothelial growth factor (VEGF)-Expression
untersucht.
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Die Transfektion von DDAH-1 und 2 erhohten die DDAH-AKktivitdt in
Endothelzellen (Rinder-Aorten-Endothelzellen, humane Nabelvenen-
Endothelzellen). Aber nur DDAH-2 konnte hier die VEGF-Expression und
Sekretion in Endothelzellen unabhéangig vom NO-Metabolismus erhghen.

Durch siRNA fir DDAH-2 konnten sie die Transkription fir DDAH-2
herunterregulieren und erzielten eine Abnahme der VEGF-Produktion. Sie
gehen davon aus, dass diese Strategie eine mdgliche Losung fur eine VEGF
bezogene Vaskulopathie, einschlielich diabetische Angiopathie und
Arteriosklerose ist.

4.4.3. Der NOS-K.O. als Modell fur den erwarteten Phanotyp des
DDAH-K.O.

Da ein DDAH-K.O. zu einer Akkumulation von ADMA und einer verminderten
Synthese von NO fuhrt, kdbnnte der erwartete Phanotyp vergleichbar mit NOS-
K.O.-Tieren sein. Im Folgenden sind deshalb Phanotypen der NOS-K.O.-Tiere
beispielhaft dargestellt. Prinzipiell sind 3 Isoformen der NOS (iNOS, eNOS und
NNOS) und deren Kombination zu beriicksichtigen.

Die durch Fluss induzierte Dilatation von Gefal3en in isolierte Koronararterien
von eNOS-K.O.-Mausen wurde von Huang et al. 2002 mit dem von Wildtyp-
Mausen verglichen. Der Phanotyp des eNOS K.O. ist hier durch eine
signifikante Erh6hung des basalen Gefaldtonus gekennzeichnet. Durch
Immunhistochemie konnten sie erstmals die Anwesenheit von nNOS in
arteriellem Endothel von eNOS-K.O.-Mausen zeigen, das zusammen mit einer
gesteigerten Prostaglandinsynthese bei der Fluss-induzierten Dilatation eine
Rolle spielt.

Moroi et al. untersuchten 1998 eNOS-K.O.-Méause auf die Hypothese hin, dass
eine reduzierte NO-Synthese eine Atherosklerose-Neigung zeigt. Dabei
entdeckten sie, dass eNOS-K.O.-Mause phanotypisch einen gesteigerten
Intimawachstum als Antwort auf GefalR3verletzungen zeigten. Mannliche Mause
zeigten mehr Intima-Formationen als weibliche. Interessanterweise war
wahrend der Schwangerschaft eine Unterdriickung des Intima-Wachstums
sowohl in Wildtyp- als auch in K.O.-Mausen zu beobachten.

Die Studie von Rudic et al. zeigte 1998, dass NO, produziert von der eNOS, ein
bedeutender Regulator der Gefalireorganisation als Antwort auf einen
Remodeling-Stimulus ist. Nach externer A.carotis-Ligation links bei eNOS-K.O.-
Mausen beobachteten sie vermindertes Lumen-Remodeling ipsilateral im
Vergleich zu Wildtyp-Mausen. Aufl3erdem zeigten die transgenen Mause
GefalRwandverdickungen. Der eNOS-K.O. ist somit durch einen abnormen
Gefal3-Phéanotyp gekennzeichnet. Diese Resultate zeigen NO in einer kritischen
Rolle als negativer Regulator der Proliferation der glatten GefalBmuskulatur im
Hinblick auf einen Remodeling- Stimulus. Die Daten wirden auch die
Hypothese unterstitzen, dass Primardefekte im NOS/NO-Stoffwechsel zu
einem abnormen Remodeling fihren koénnen und die pathologischen
Veranderungen in GefalBwanden, die mit komplexen Erkrankungen wie
Hypertension und Arteriosklerose assoziiert sind, begunstigen.

Um zu testen, ob nNOS-Defizienz die Atherosklerose beeinflusst, haben
Kuhlencordt et al. 2006 Apo E/nNOS Doppel-K.O.-Tiere und Apo E-K.O.-Tiere
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als Kontrolle untersucht. Da die nNOS-Deletion zu einer erhdéhten Plaque-
Formation in den Doppel-K.O.-Mausen fuhrte, gehen sie davon aus, dass die
NNOS gegen Arteriosklerose schitzt. In den atherosklerotischen GefalRen
entdeckten sie auf3erdem Splice-Varianten der nNOS. Zudem zeigten die
Doppel-K.O.-Méause eine signifikant erhohte Mortalitétsrate. Somit ist der
NNOS-Doppel-K.O. phanotypisch durch eine erhdhte atherosklerotische
Eigenschaft gekennzeichnet.

Niu et al untersuchten 2001 iINOS Knock-out-Mause mit Wildtyp-Mausen, die
zuvor einer atherogenetischen Diat fur 15 Tagen unterlagen. Ergebnis dieser
Untersuchung war, dass die INOS weder proatherogenetischen noch
antiatherogenetischen Einfluss bei Hyperlipidamie induzierter Atherosklerose
hat. Allerdings setzt es den Kollagengehalt herab und kénnte so eine Plaque-
Instabilitat verursachen.

Kuhlencordt et al. haben 2001 (a) bei ApoE/INOS-Doppel-K.O.-Mausen
untersucht, ob iINOS einen Einfluss auf die Atherosklerose hat. Die iINOS wird in
Leukozyten und glatten Muskelzellen in atherosklerotischen L&sionen gebildet.
Daher bestatigen ihre Ergebnisse, dass eine genetische Defizienz der iNOS die
Diat-induzierte Atherosklerose in Doppel-K.O.-Méause reduziert. Zu dem
beobachteten sie auch einen verminderten oxidativen Stress. Die L-Arginin-
Gabe filhrte zu keiner Anderung des Léasionsareals in den Doppel-K.O.-
Mausen. Dies fuhrt zu der Annahme, dass zumindest in diesem Model ein
Mangel an Substrat nicht sehr wahrscheinlich ist fur eine INOS vermittelte
Verletzung.

Analog zu dem vorigen Versuch, untersuchten Kuhlencordt et al. im selben Jahr
(2001 b) ApoE/eNOS-Doppel-K.O.-Mause. Dabei beobachteten sie, dass eine
eNOS-Defizienz zu einer gesteigerten Atherosklerose in ApoE-Mausen mit
einer bestimmten Diat fuhrt, eine koronare Erkrankung einleitet und eine Reihe
von kardiovaskularen Komplikationen, wie spontane Aortenaneurysma oder
Dissektion nach sich zieht. Dieser Phéanotyp stellt das erste Modell dar, in dem
die koronare Atherosklerose assoziiert ist mit einem Nachweis von myokardialer
Ischamie, Infarkt und Herzinsuffizienz. Hier wird deutlich, dass eine richtige
eNOS-Funktion bei Atherosklerose-Patienten eine entscheidende Rolle als
Therapie-Ziel dienen kann.

Der erwartete Phanotyp kénnte Teile der aufgezahlten Eigenschaften besitzen,
diese geben nur einen Anhalt dafur, wie die K.O.-Tiere phanotypisch auffallig
werden kdnnten.

Eine interessante und zugleich erstaunliche Feststellung ist, dass alle NOS-
K.O.-Tiere nicht letal sind und die transgenen Tiere Uberleben. Da drangt sich
naturlich die Frage auf, ob der DDAH-1 tatsachlich letal ist. Wie oben bereits
beschrieben, geben die Experimente von Leiper et al. Anhalt daflir, dass
moglicherweise der DDAH-1-K.O. embryonal letal ist, aber genau kann man
das noch nicht sagen. Die konditionale K.O.-Methode kodnnte hier zur
Aufklarung beitragen, indem man die Induktion der ,Inaktivierung“ zu
verschiedenen Zeitpunkten anstrebt. Vielleicht gibt es auch bisher unbekannte
Wirkungen von ADMA/Monomethylarginin, die Gegendstand der Forschung
sein werden.
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Inzwischen sind auch Mause verfugbar die fur alle 3 Isoformen der NOS
defizient sind. Diese zeigen einen kardiovaskularen Phanotyp mit spontanen
Infarkten und einer verkirzten Lebensdauer (Nakata et al. 2008).

Einen &hnlichen Phanotyp wiurde man auch fir die DDAH-2-defizienten Tiere
erwarten.

45. Ausblick

Diese Dissertation sollte die Vorarbeit fir transgene Mause leisten, die in
Zukunft charakterisiert werden kénnen und zur genauen Analyse und besserem
Verstandnis des ADMA/DDAH-2-Stoffwechsels dienen werden. Wenn die K.O-
Mause da sind, kann der Phanotyp der Tiere mit integriertem Vektor mit denen
ohne integriertem Vektor verglichen werden. Zur Quantifizierung der DDAH-2-
Aktivitat kann man sich verschiedener Techniken wie Western Blot oder RT-
PCR bedienen. In diesem Zusammenhang konnte der Vergleich zu den
Nachbargenen mit einbezogen werden.

Eine neue K.O.-Maus bietet viele Mdglichkeiten, die im Folgenden erwahnt
werden.

4.5.1. Messung der DDAH-Aktivitat und NO-Aktivitat

Durch eine isolierte Inaktivierung eines der Isoenzyme kann in Zukunft eine
differenziertere Aussage Uber ihre Aufgaben gemacht werden. Méglicherweise
kommt es bei einem DDAH-2-K.O. in gewissem Male auch zu einem
kompensatorischen Anstieg der DDAH-1-Aktivitat. Daher wird einer der Punkte,
die zunachst untersucht werden, die Messung der DDAH-Aktivitat sein. Dieses
konnte gekoppelt werden an die NOS-Aktivitdt. Allgemein wird sich die
phanotypische Charakterisierung der DDAH-2-K.O.-Mause an den Vorarbeiten
zu NOS-K.O.-Méusen orientieren.

4.5.2. Gewebsspezifische Untersuchung und therapeutische
Konsequenz

Mit den Mdglichkeiten, die das Cre/loxP-System mit sich bringt, erdffnen sich
aul3erdem viele verschiedene Ansatzpunkte fir die weitere Untersuchung des
ADMA/DDAH-Stoffwechsels. Insbesondere das gewebsspezifische Ausschalten
der DDAH wird es erlauben, die Rolle der DDAH in verschiedenen Geweben
besser zu verstehen. Spater kdnnten Ansatze entwickelt werden, die zu einem
therapeutischen Eingriff in diesen Stoffwechsel-Weg dienen kdnnen, um den
Herzkreislauf Risikofaktor ADMA zu reduzieren und somit als ein weiteres
Medikament auch Herzkreislauf-Erkrankungen zu behandein.

4.5.3. Fertilitat und Langzeitiberleben

Interessant ist auch zu beobachten, ob sich eine DDAH-Defizienz in irgendeiner
Art und Weise auf die Fertilitdt oder das Langzeitiberleben auswirken wird. Die
NOS-defizienten Mause haben diesbeziglich zum Teil nur Uberraschend
geringe Defizite gezeigt.
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4.5.4. NO-Expressionsmuster und Genpolymorphismen

Da der DDAH-Stoffwechsel auch einen Einfluss auf die NO-Synthese hat, ist es
auch von Interesse die NO-Synthese und das Expressionsmuster NO-
regulierter Gene zu untersuchen. In diesem Zusammenhang kdnnten auch
Gene, die im ADMA bzw. L-Arginin-Stoffwechsel eine Rolle spielen (z.B.
PRMTs und Genpolymorphismen) untersucht werden, wie z.B. Valkonen et al
2005 berichteten. Dabei vermuten sie, dass in unterschiedlichen Populationen
es wahrscheinlich verschiedene funktionelle Variationen in der Genkodierung
der DDAH-Enzyme gibt. Einige dieser Genpolymorphismen kdnnen einen
schitzenden Effekt gegeniiber erh6hten ADMA-Plasma-Konzentrationen haben
und wiederum andere, die durch verminderte Enzym-Aktivitdt zu einer
Akkumulation von ADMA im Zytosol und im Blut fihren, kénnen sich nachteilig
auswirken und zur KHK und Hypertension pradisponieren.

455, DDAH-K.O. in etablierten Mausmodellen

Weitere Verpaarungen mit ApoE-K.O.-Tieren wie es Kuhlencordt et al. in
verschiedenen Variationen mit der NOS kreiert haben (siehe oben), kénnten
hilfreiche Aussagen als Arteriosklerose-Modell oder Hypertonus-Modell liefern.

ADMA wird entweder renal ausgeschieden oder Uber DDAH metabolisiert
(grof3ter Teil), wenn nun dieser wichtige Eliminierungsweg fehlt und nur der
renale Pfad der Eliminierung ,zur Verfuigung® steht, kbnnte man Folgen einer
DDAH-2-Defizienz auch bei niereninsuffizienten Mausen untersuchen.
Womadglich gibt es hierbei eine kompensatorsiche Hochregulation der DDAH-1.

Eine Kreuzung mit triple NO-K.O.-Tieren koénnte Aussagen Uber NO-
unabhangige Effekte von ADMA offenbaren.

45.6. DDAH und Tumorwachstum

Ein weiterer wichtiger Untersuchungspunkt wére auch in Tumor-Modellen
denkbar. Wie es Kostourou et al. 2002 und 2003 aus ihren Experimenten
erschlossen, kann eine gesteigerte DDAH-1-Expression in C6 Gliom-Zellen in
Ratten eine gesteigerte NO-Synthese herbeifihren, die Expression und die
Sekretion von Wachstumsfaktoren fur die Gefal3-Endothel-Zellen steigern und
die induzierte Angiogenese in vitro (2002) und in vivo (2003) fordern. In
Zahlreichen humanen Tumoren wurde eine Uberexpression der DDAH-
1(Ummanni et al. 2008) bzw. DDAH-2 (Pucci-Minafra et al. 2008)
nachgewiesen.

Dies bedeutet, dass Tumorgewebe eine DDAH-Aktivitat besitzt und legt nahe,
dass die Blutversorgung und das Wachstum von Tumoren durch die DDAH
begunstigt werden. Da hochmaligne Tumoren meist eine gute Perfusion
aufweisen, konnte eine Untersuchungsfrage in die Richtung gehen, ob DDAH
die Tumorprogression férdert und oder mit der Malignitat korreliert.

45.7. DDAH-1-K.O. und Doppel-K.O.

Schliel3lich kdnnte man noch einen DDAH-1-K.O. generieren, um die einzelnen
Isoform-K.O.s miteinander zu vergleichen. Denkbar ist natirlich auch ein
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Doppel-DDAH-K.O. (DDAH-1 und DDAH-2) zu generieren, um die Folgen zu
untersuchen, die nicht kompensatorisch reguliert werden kénnen Analog zu
dem NOS triple K.O. Modell.
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5. Zusammenfassung

Im Herzkreislaufsystem stellt Stickstoffmonoxid (NO) einen zentralen Botenstoff
dar. NO wird durch NO-Synthasen aus L-Arginin gebildet. Endogen
vorkommendes asymmetrisches  Dimethylarginin ~ (ADMA) kann die
physiologische Bildung von NO stéren. Erhéhte ADMA-Plasma-Konzentrationen
sind ein unabhangiger Risikofaktor fur kardiovaskulare Ereignisse und Tod.
ADMA wird Uberwiegend durch die Dimethylarginin-Dimethylaminohydrolase
(DDAH) abgebaut, von der 2 Isoformen (DDAH-1 und DDAH-2) mit
unterschiedlicher Gewebeverteilung bekannt sind. Um die Funktion der beiden
DDAH-Isoformen, die ein interessantes Ziel fur therapeutische Optionen
darstellen besser untersuchen zu kénnen, war es das Ziel der vorliegenden
Arbeit, einen Genvektor fur einen konditionalen Knockout der DDAH-2 zu
generieren und die Integritat des Vektors zu Uberprifen.

Hierzu wurde ein Vektor generiert, der homologe Sequenzen des DDAH-2-
Gens bzw seiner Umgebung besitzt, das mit einer Neomycin-Kassette als
,positiver Selektionsmarker, einer Diphterietoxin-Kassette als ,negativer
Selektionsmarker” und drei loxP sites, die den kodierenden Bereich des Gens
und die Neomycinresistenz-Kassette flankieren, ausgestattet ist. Die loxP sites
sollten  spateres selektives Ausschneiden des Gens bzw der
Neomycinresistenz-Kassette erlauben.

Durch das angewendete Cre/loxP-System bieten sich verschiedene
Moglichkeiten an, das Enzym flexibel in verschiedene Gewebe und zu
verschiedenen Zeiten zu ,inaktivieren“ und somit wertvolle Information fur das
bessere Verstandnis des ADMA-DDAH-Stoffwechsels zu gewinnen. Wegen der
Wichtigkeit der Orientierung der loxP sites wurden alle Elemente sequenziert.
Anschliel3end wurde die prinzipielle Funktionalitéat des Vektors mit seinen loxP
sites durch einen Expressionversuch in Cre-exprimierende Bakterien bestatigt.
Der Targeting-Vektor wurde anschlieBend in Mausstammzellen (ES-Zellen)
elektroporiert. Aus der Blastozysteninjektion der ES-Zellen und Implantation in
scheinschwangere Mause sind chimére Mause hervorgegangen, deren
Verpaarung mit Wildtypmausen nun wiederum Mause hervorgebracht hat, die
heterozygot fir den konditionalen K.O. sind. Erste Mause der F2 Generation mit
konditionalem DDAH-2-K.O. stehen nun fir weitere Untersuchungen und
Verpaarungen mit den entsprechenden Cre-Mausen bereit. Somit wird es nun
erstmals moglich sein, isoliert die Folgen einer DDAH-2-Defizienz im Tiermodell
zu untersuchen.
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6. Allgemeine Abkiirzungen

ADMA
Aqua bidet
bp

°C
cDNA
Cre
dATP
dCTP
DDAH
ddNTP
dGTP
DMEM
DMSO
DNA
dNTP
DT-Kassette
E.coli
EDTA
eNOS
ES

FCS
GC
GGTC
iINOS
kbp
KHK
LDL

LIF
L-NMMA
loxP

MO

I

MEF
MEM
MES
MOPS
NCBI
Neo-Gen
Neo-Kassette
nNOS
NO

NOS
PBS
PCR

pH

PRMT
RACE

asymmetrisches Dimethylarginin

Aqua bidestilata

Basenpaare

Grad Celsius

komplementare DNA

causes recombination
Desoxyadenosintriphosphat
Desoxycytosintriphosphat
Dimethylarginin-Dimethylaminohydrolase
Didesoxynucleosidtriphosphat
Desoxyguanosintriphosphat
Dulbecco’s Minimal Essential Medium
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinséaure
Desoxynucleosidtriphosphat
Diphterietoxin-Kassette

Escherichia coli
Ethylendiamintetraessigsaure
endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase
embryonale Stammzellen

Fetales Kalberserum

Guanylylzyklase

German Gene Trap Consortium
induzierbare Stickstoffmonoxid-Synthase
Kilobasenpaare

koronare Herzkrankheit

low density lipoprotein

Leukemia inhibitory Factor
N®-monomethyl-L-Arginin

locus of crossino over P1

Mikrogramm

Mikroliter

Murine embryonale Feederzellen
Minimal Essential Medium

Murine embryonale Stammzellen
Morpholinopropansulfonsaure

National Center for Biotechnology Information
Neomycinresistenz-Gen
Neomycinresistenz-Kassette

neuronale Stickstoffmonoxid-Synthase
Stickstoffmonoxid
Stickstoffmonoxid-Synthase

Phosphate buffered saline

Polymerase chain reaction

negativer dekadischer Logarithmus der H*-
lonenkonzentration
Proteinmethyltransferase

Rapid amplification of cDNA ends
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RNA
RNase
rpm
SDMA
SDS
SINE
TAE
TE
Tris

U

UKE
uv
VEGF
V
ZMNH

Ribonukleinsaure

Ribonuklease

revolutions per minute

symmetrisches Dimethylarginin
Natriumdodecylsulfat

Short interspersed nuclear element
Tris-Acetat-EDTA

Tris-EDTA
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan

Unit (Enzymeinheit)

Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf
Ultraviolettes Licht

vascular endothelial growth factor

Volt

Zentrum fir Molekulare Neurobiologie Hamburg
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