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1. EINLEITUNG

1 EINLEITUNG
Interzellulare Kommunikation (ber Gap Junction Kanéle ist eine Mdglichkeit fir eine gleichmaRige

Verteilung von lonen und Metaboliten, eine schnelle Informationsausbreitung und ein koordiniertes
Zusammenwirken von Zellen zur Ausbildung eines funktionellen Zellverbandes. Die Fahigkeit benachbarte
Zellgrenzen zu verbinden, die durch einen 20-30 nm Spalt voneinander getrennt sind, gab den Gap
Junctions ihren Namen (engl. gap = Spalt; junction = Kontakistelle).

Gap Junctions wurden in den Plasmamembranen benachbarter Zellen von REVEL und KARNOVSKY
(1967) entdeckt. In S&ugetieren werden Gap Junction Verbindungen aus Connexin Proteinen aufgebaut. Im
Tierreich sind ahnliche Zell-Zell-Verbindungen ab der Stufe der Coelenterata bekannt (FRASER et al., 1987).
In Invertebraten werden topologisch und funktional &hnlichen Strukturen von Innexin Proteinen ausgebildet
(PHELAN und STARICH, 2001), welche den Pannexinen der Vertebraten zu entsprechen scheinen (BRUZZONE

et al., 2003). Im Folgenden werden Gap Junctions, die Kanale aus Saugetieren, beschrieben.

1.1 Gap Junctions, Connexone und Connexine

1.1.1 Aufbau und Funktion der Gap Junctions
Gap Junctions zeichnen sich durch eine Annéherung benachbarter Zellmembranen auf 2-5 nm aus (REVEL

und KARNOVSKY, 1967; siehe Abb. 1.1). Nahezu alle Saugetierzellen weisen im Laufe ihrer Entwicklung Gap
Junction Kandle auf (Lo, 1996), mit Ausnahme ausdifferenzierter Zellen bzw. Zellverbande, wie die
Myozyten der Skelettmuskulatur, Spermien, Erythro- und Thrombozyten (GILULA et al., 1987).

Die Ansammlung mehrerer Gap Junction Kanéle in einer Lipiddoppelschicht wird als Plaque bezeichnet
(Abb. 1.1). Die Erkennung und das Andocken der Halbkanale flihrt zu einer ausreichenden Abdichtung
gegeniiber dem Extrazellularraum und zur Ausbildung eines funktionalen interzellularen Kanals (DAHL et al,
1992).

Ein Gap Junction Kanal setzt sich aus zwei Halbkanalen (Connexonen) zusammen (Abb. 1.1). Jeder
Halbkanal wiederum ist aus sechs Untereinheiten, den Connexinen, aufgebaut, die in Form einer
hexameren Rosette in der Plasmamembran nachzuweisen sind (siehe 1.1; YEAGER et al., 1992; CAsICO et
al., 1995). Nach der intrazellularen Zusammenlagerung der Connexin Proteine zu einem Connexon im
trans-Golgi-Netzwerk (MusiL und GOODENOUGH, 1993; EVANS und MARTIN, 2002) und dem Transport in die
Plasmamembran kommt es zu einer engen Aneinanderlagerung zweier Halbkanale innerhalb des
interzellularen Spalts. Die beiden extrazelluldren Schleifen der Connexin Proteine stellen die Kontakt-

bereiche der Connexone dar (KUMAR und GILULA, 1996). Die konservierten Cysteine der Extrazellular-
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schleifen scheinen dabei (Abb. 1.2) fur die Bildung funktioneller Kanéle essentiell zu sein. Darlber hinaus
wird vermutet, dass Proteinmodifikationen (insbesondere Phosphorylierung) der zytoplasmatischen Be-
reiche der beteiligten Connexine, an der Ausbildung bzw. Modulation der Kanaleigenschaften beteiligt sein

kénnten (LAMPE und LAu, 2004).

C) Gap Junction (Vollkanal) | . .
ol e el 1)

%) i | i Doppellipid-
C(‘g;’;f;“?‘; WS schicht (Zelle 1)

‘onnexon |

3 (Zelie2) Y
B i~ Intrazellulir
Connexin (Zellc:2)

Abb. 1.1: A) Schematische Darstellung und B) Elektronenmikroskopische Aufnahme eines Gap Junction Plaques (Balken: 82 nm).
C) Schematische Darstellung der Struktur eines Gap Junction Vollkanals. Dieser Vollkanal entsteht aus der Zusammenlagerung
zweier Connexone, die aus jeweils sechs Connexin Proteinen bestehen. D) Elektronenkristallografische Darstellungen eines
Vollkanals und eines Vollkanalquerschnittes, wodurch die innere Kanalpore deutlich wird (Abbildungen teilweise verandert aus:
KANDEL et al., 1995; DE ZEEUW et al., 2003; KUMAR und GILULA, 1996; UNGER et al., 1999).

Die Connexone haben einen Aufendurchmesser von 7-8 nm und einen Abstand zueinander von
ungefahr 9 nm, wohingegen der hydrophile Kanal einen Innendurchmesser von ungefahr 2 nm aufweist
(siehe Abb. 1.1; UNGER et al., 1999). Gap Junction Kanéle stellen eine direkte Verbindung der Zytoplasmata
zweier benachbarter Zellen her und gewahrleisten den passiven, auf Diffusion beruhenden Durchtritt polar-
er oder ungeladener Molekiile (CAMP, IP3;, Ca2* etc) bis zu einer Molmasse von 1000 Da und einem Durch-
messer von 1,5 nm (PITTS et al., 1977; SIMPSON et al., 1977). Neben homomeren Connexonen, bestehend
aus sechs identischen Connexinen, kdnnen sich auch heteromere Halbkandle, die sich aus

unterschiedlichen Connexinen zusammensetzen, in Erscheinung treten. Die Assoziation der jeweiligen
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Halbkanale wiederum, schafft das Potential der Ausbildung eines homotypischen oder heterotypischen Gap
Junction Kanals, welche durch ein hohes Ausmaf an Vielfalt, bezuglich der beteiligten Connexine, gekenn-
zeichnet sein kdnnen (KUMAR und GILULA, 1996; DELMAR, 2002). Je nach Zusammensetzung der beteiligten
Connexine konnen derartige heterotypische Mischkanéle einen asymmetrischen Stoffaustausch gewahr-
leisten und als eine Art Gleichrichter fungieren (ROBINSON et al., 1993; BRINK et al., 1997). Eine zusatzliche
Bereicherung dieser Vielfalt stellt die Entdeckung funktionaler Halbkanale in vivo dar, die losgel6st von ihrer
Rolle als interzelluléare Kanal-Komponenten autonom existieren kdnnen und wahrscheinlich aufgrund der
potentiellen Verbindung zum Extrazellularraum einer differenzierten Regulation unterliegen, die den
Offnungszustand steuert (LI et al., 1996; TREXLER et al., 1999). Jedoch kénnen nicht alle homomeren
Halbkanale funktionelle, heterotypische Gap Junction Kanéle bilden (ELFGANG et al., 1995). Auf diese Weise
kann eine Kopplung oder auch Abgrenzung von Zellverbanden Uber Gap Junction Kanale gegenlber
anderen Kompartimenten erfolgen. Komplexe Regulationsmechanismen der interzellularen Kommunikation
werden durch die unterschiedliche Zusammensetzung von Connexonen ermaoglicht (WHITE und BRUZZONE,
1996; WILLECKE und HAUBRICH, 1996), ebenso wie ein funktioneller Stoffaustausch mit dem Extrazellular-
raum (GOODENOUGH und PAUL, 2003; SAEZ et al., 2003).

1.1.2 Klassifizierung und Verbreitung der Connexin Multigenfamilie
Bisher konnten insgesamt 20 Connexine im Genom der Maus und 21 Connexine im Genom des Menschen

auf jeweils unterschiedlichen Chromosomen, aber z. T. in Genclustern angeordnet, identifiziert und
teilweise charakterisiert werden (WILLECKE et al., 2002; SOHL und WILLECKE, 2003).

Zur Einteilung der Connexine existieren zwei Nomenklaturen, die unterschiedliche Kriterien bertcksichti-
gen. In der vorliegenden Arbeit wird das System nach BEYER et al., 1987 benutzt, dass die Connexine ge-
mal ihres Ursprungsorganismus sowie der Molmasse einteilt. In folgendem Beispiel: ,mCx26“ verweist der
Kleinbuchstabe ,m“ auf den Herkunftsorganismus: ,mouse” (,h“: ,human®); Connexin wird durch die Buch-
staben ,Cx“ abgekirzt und die Zahl ,26“ spiegelt die Molmasse in Kilodalton (kDa) wieder.

Bis auf einige Ausnahmen weisen die Connexine (Cx26, Cx32 und Cx43) untereinander einen vergleich-
baren genomischen Aufbau auf (WILLECKE et al., 2002). Zwei Exons (Exon | und Exon II) werden durch
unterschiedlich lange Intronsequenzen voneinander getrennt. Die kodierende Region und das PolyA-Signal
befinden sich, frei von Intronsequenzen, ausschlieBlich auf dem Exon II. Neueren Analysen zufolge gibt es
Connexine, die von diesem Schema abweichen, z.B. mCx36 (SOHL et al., 1998). Cx30 und Cx32 weisen
alternative Promotoren auf, so dass das Exon | alternativ gespleilt werden kann (NEUHAUS et al, 1995;
SOHL et al., 2001).




1. EINLEITUNG

1.1.3 Aufbau und Topologie der Connexine
Der konservierte genomische Aufbau der einzelnen Mitglieder der Connexin Multigenfamilie gab Anlass zur

Vermutung einer ahnlichen Konservierung der Connexin Proteinstrukturen (KUMAR und GILULA, 1992; PAUL
et al., 1993; BEYER et al., 1994). Hydrophobizitatsanalysen flihrten zur Entwicklung eines Strukturmodells,
nach dem jedes Connexin vier a-helikale Transmembrandomanen (M1-4), zwei extrazellulare (E1 und E2)
und drei zytoplasmatische Regionen aufweist (Abb. 1.2). Der N- und C-Terminus der Connexin Proteine be-
findet sich im Zytoplasma der Zelle.

Die Spannungsabhangigkeit der Gap Junction Kanale wird vermutlich durch den N-Terminus reguliert,
der bei allen Connexin Proteinen eine Lange von etwa 20 Aminosauren aufweist (HARRIS, 2002). Die o-heli-
kalen Transmembrandomanen sind hoch konserviert und besitzen einen Uberwiegend hydrophoben Cha-
rakter. Die dritte Transmembrandoméane weist jedoch durch die Anwesenheit von polaren Aminosauren
einen deutlich amphiphileren Charakter auf. Man postulierte, dass diese Domane den inneren Bereich der
hydrophilen Kanalpore auskleidet und dadurch die unterschiedlichen Permeabilitatseigenschaften der Gap
Junction Kanale beeinflusst (ELFGANG et al., 1995). Es scheinen jedoch ebenfalls Abschnitte der anderen
Transmembranregionen daran beteiligt zu sein (SKERRETT et al., 2002). Die extrazellularen Schleifen sind
hoch konserviert und ungefahr 25 Aminosauren lang. Charakteristisch fiir die beiden Extrazellularschleifen

sind meist drei konservierte Cysteine (KUMAR und GILULA, 1992).

o C-Terminus
zytaplas- Intra Abb. 1.2: Die schematische Darstellung des Aufbaus eines Connexin
matisthe Proteins in der Plasmamembran I&sst neun verschiedene Abschnitte

zellular erkennen. Intrazellulér ist der kurze N-Terminus und die je nach Connexin

unterschiedlich langen Bereichen der zytoplasmatischen Schleife sowie der

C-Terminus lokalisiert. Durch die Doppellipidschicht der Plasmamembran
oppel dringen vier a-helikale Transmembrandoméanen. Die beiden Extrazellular-
schleifen sorgen mit ihren konservierten Cysteinen nach der Anlagerung
zweier Connexone fiir einen dichten Abschluss gegeniiber dem Extrazellular-
| schicht raum (verandert nach KUMAR und GILULA, 1996).

e dExf

yary N’
extrazelluare Schleifen

Die zytoplasmatische Schleife sowie der C-Terminus weisen die groRte Variabilitat der einzelnen
Connexine untereinander auf und sind somit charakteristisch fir das jeweilige Connexin. Wie im Abschnitt

1.1.6 beschrieben, werden dem C-Terminus verschiedene Funktionen bei Zusammensetzung und Regula-
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tion des Offnungszustands der Gap Junction Kanéle (YEAGER und NICHOLSON, 1996) sowie bei der Interak-
tion mit spezifischen, zelluléren Proteinen wie ZO-1 (GIEPMANS und MOOLENAAR, 1998) zugeschrieben.

Analog zu anderen bekannten Plasmamembranproteinen scheint der Transport der Connexine zur Plas-
mamembran - mit einigen Ausnahmen- durch den sekretorischen intrazelluléren Transportweg zu verlaufen
(PFEFFER et al., 1987). Im Vergleich zu anderen multimeren Membranproteinen scheinen die Connexine
nicht im ER (endoplasmatisches Retikulum), sondern erst nach Verlassen des ER’s, im trans-Golgi in
wechselseitiger Assoziation vorzuliegen (FALK et al., 1997). Sie gelangen in Form von Halbkanalen an die
Zellmembran und werden an der Auenseite bereits bestehender Gap Junction Plaques integriert (GAIETTA
etal., 2002).

Der Abbau von Gap Junction Kandlen aus der Membran erfolgt Gber die Bildung annularer Gap
Junctions (JORDAN et al., 2001) oder durch Ubiquitin-abhéngige proteasomale bzw. lysosomale Degradation,
die Halbwertszeit von Connexinen variiert zwischen 1 und 5 Stunden (SAEz et al., 2003).

Die genauen Mechanismen, die zur Beeinflussung des Connexon Transports und der Verankerung in
der Zielmembran durch Proteine des Zytoskeletts, wie z.B. dem Calcium-abhangigen E-Cadherin zustandig
sind, sind weitgehend unbekannt. Eine direkte Interaktion zwischen dem C-Terminus von Cx43 und den
Skelettproteinen ZO-1 bzw. dem a- und B-Tubulin wurde durch ToYOFUKU et al., 1998 bzw. durch GIEPMANS
etal., 1998, 2001 beschrieben. Dariiber hinaus wurden Interaktionen von Cx43 mit Calveolin1 (SCHUBERT et
al., 2003), B-Catenin (Wu et al., 2003), N-Cadherin und p120 (Xu et al., 2001) beschrieben. Man nimmt an,
dass nach dem Erreichen der Zielmembran die Halbkanéle beider Zellmembranen Uber die extrazellularen
Schleifen ihrer Connexin Untereinheiten eine Interaktion eingehen kénnen (LI et al., 1996). Dabei scheinen
die konservierten Aminosauren an der richtigen Connexin Konformation mafigeblich beteiligt zu sein, indem
sie intramolekular, aber keine intermolekularen Disulfidbrliicken der extrazellularen Schleifen gewahrleisten
(RAHMAN und EVANS, 1991; FOOTE et al., 1998).

1.1.4 Gap Junction vermittelte Kopplung
Gap Junctions sind an metabolischen, signal-vermittelnden, sowie elektrischen Kopplungen zwischen Zel-

len eines Zellverbandes beteiligt. Die Erregungsausbreitung im Herzen sowie im zentralen Nervensystem
(ZNS), die Kontrolle des Zellwachstums (YAMASAKI et al., 1999) und der Karzinogenese (KRUTOVSKIKH et al.,
2002; ScHwARz et al., 2003), die Regulation friher Entwicklungsprozesse und der Stoffaustausch in nicht
vaskularisierten Geweben (PAUL, 1995) z&hlen hierzu.

Zucker, Aminosauren, Vitamine und Nukleinsdurevorstufen diffundieren im Rahmen der metabolischen

Kopplung tber Gap Junctions (SOHL und WILLECKE, 2003) und dienen der Versorgung von Zellen, die ent-
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fernt von BlutgefaRRen liegen. Physiologisch bedeutsam ist z.B. die Tatsache, dass spezielle Botenstoffe
diffundieren konnen, wie z.B. cAMP, cGMP, Ca?*-lonen, IP3 (Inositol-1,4,5-trisphosphat) (GOLDBERG et al.,
1998; SAEZ et al., 1989, 2003; NIESSEN et al., 2000), sowie ADP/ATP und NAD* (Nikotinamidadenindinu-
kleotid) (BRUzzONE et al., 2001; EBIHARA et al., 2003; GOODENOUGH und PAuL, 2003), Caliumionen (SAEZ et
al., 1989) und Protonen (H*, ZaNIBONI et al., 2003), die fir die Signaltransduktion und Aufrechterhaltung der
Homdostase bedeutsam sind. Unabhéngig davon kann eine elektrische Kopplung durch die Ausbildung von
Gap Junctions (,elektrische Synapsen®) realisiert werden, die vor allem in neuronalen Geweben zur
schnellen Reizweiterleitung vorherrschend sind, sowie zur Synchronisation intrinsischer Oszillationen bei-
tragen (Ubersicht in VAN VEEN et al., 2001; ZoibL und DERMIETZEL, 2002; CONNORS et al., 2004; DE ZEEUW
etal., 2003; SOHL et al., 2005).

Vollkanal
Connexon

Gap Junction

Connexon homomer heteromer homomer heteromer
Vollkanal homotypisch homotypisch heterotypisch heterotypisch

Abb. 1.3: Connexone konnen in ihrer Zusammensetzung je nach der Anzahl der beteiligten Subtypen an den sechs Connexin Proteinen
homomer oder heteromer aufgebaut sein. Ein aus zwei Connexonen bestehender Gap Junction Vollkanal kann sich homotypisch oder
heterotypisch zusammensetzen (verandert nach KUMAR und GILULA, 1996).

1.1.5 Regulation der Gap Junction vermittelten Kopplung
Die ersten beschriebenen chemischen Inhibitoren der Gap Junction vermittelten Kopplung stellten der pH-

Wert (TURIN und WARNER, 1977) und Ca2*-lonen (ROSE und LOEWENSTEIN, 1976) dar. Die Abhangigkeit vom
pH-Wert und die ihr zugrunde liegenden molekularen Mechanismen wurden u. a. in einer Reihe von elektro-
physiologischen Untersuchungen an Xenopus-Oozyten, die unterschiedliche Connexine zur Expression
brachten, erforscht (LIU et al., 1993; EK et al., 1994; WHITE et al., 1994). Experimente mit verklrzten oder
durch zielgerichtete Mutagenese veranderten Connexinen ergaben, dass die Lange und Primarsequenz der
zytoplasmatischen Schleife als auch des C-Terminus eine entscheidende Rolle bei der chemischen

Beeinflussung der Kanal6ffnungswahrscheinlichkeit (,gating®) besitzen (VERSELIS et al., 1994).
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Zwei Mechanismen werden fiir die Regulation des Offnungszustands von Gap Junction Kanélen disku-
tiert. Im ,Irisblenden®-Modell wird der Verschluss des Vollkanals durch eine Rotation bzw. Konformationsan-
derung der Connexine innerhalb der Connexone herbeigefihrt (UNWIN und ENNIS, 1983; PERKINS et al.,
1998). Das so genannte ,Ball an der Kette*-Modell wird als Erklarungsgrundlage fiir die pH-, Calcium- und
spannungsabhangige Regulation von Gap Junction Kanalen herangezogen und orientiert sich am Prinzip
der Inaktivierung spannungsabhangiger Natrium- und Kaliumkanale. Es wird postuliert, dass durch die
Verlagerung des auflersten Bereich des zytoplasmatischen C-Terminus (,Ball*), der verbunden iber einen
flexiblen Verbindungsbereich (,Kette“, Hauptbereich des C-Terminus), die hydrophile Pore verschlossen
werden kann (MORLEY et al., 1996; HOMMA et al., 1998; STERGIOPOULOS et al., 1999; DUFFy et al., 2002;
DELMAR et al, 2004).

Einer anderen Hypothese zufolge kann die Beeinflussung der Offnungswahrscheinlichkeit auf der Akti-
vierung einer Proteinkinase und einer sukzessiven Phosphorylierung der Connexine beruhen. Die post-
translational Connexin Phosphorylierung findet hauptsachlich an Serin- und Threoninresten statt und
scheint im Fall von Cx43 an dem zielgerichteten Transport zur Plasmamembran beteiligt zu sein (MEGE et
al., 1988). Neben der weiteren Regulation der Connexon-Connexon Interaktion scheint die Phosphorylier-
ung auch einen Einfluss auf die biophysikalischen Kanaleigenschaften zu besitzen. In funktionellen Expres-
sionssystemen konnte gezeigt werden, dass die Aktivierung einer Proteinkinase die Kanalphosphorylierung
in einer Kinase- und Connexin-abhangigen Weise zur Folge hatte (MORENO et al., 1994; KwAK et al., 1995;
BAo et al., 2004). Die Phosphorylierung/Dephosphorylierung konnte einen schnellen, dynamischen Um-
schaltmechanismus darstellen, der eine erschwerte oder erleichterte interzellulare Weiterleitung spezi-
fischer Signale gewahrleistet (LAMPE et al., 2000; GOODENOUGH und PAUL, 2003). Zahlreichen Untersuch-
ungen zufolge Uben viele Reagenzien, Wachstumsfaktoren oder virale Onkogene ebenfalls einen Einfluss
auf die Gap Junction vermittelte Kopplung aus und gehen in den meisten Fallen mit einer Veranderung des
Phosphorylierungsgrades einher (HOTZ-WAGENBLATT et al., 1993). Die Leitfahigkeit interzellulérer Kanale

wird auch durch eine Vielzahl lipophiler Substanzen reguliert.

1.2 Connexin 26: Charakteristika und Erkrankungen
GABRIEL et al, 1998 zeigte, dass Cx26--Embryonen in der Maus zwischen Tag 10 pc und 11 pc der

Embryonalentwicklung an einem Defekt des Nahrstofftransfers uber die Plazentaschranke sterben. Der
Nahrstofftransport erfolgt bei Mausen ber einen mehrlagigen Synzytiotrophoblasten, dessen einzelne Zell-
Lagen durch Cx26 Gap Junction Kandle verbunden sind. Durch Experimente mit einem radioaktiv

markierten Glukoseanalogon konnte gezeigt werden, dass eine starke Einschrankung des Transports Uber
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diese Zellschicht in Cx26-defizienten Embryonen vorlag. Durch die embryonale Letalitat der Tiere konnten
Phanotypen, die beim adulten Menschen beobachtet wurden, nicht bestatigt werden. Mutationen im human-
en Cx26 Gen sind die Ursache fur nicht-syndromische, sensorineurale Schwerhorigkeit (KELSELL et al.,
1997) und fir Hautkrankheiten (KELSELL et al., 2000) beim Menschen. Die palmoplantare Keratose (VERBOV,
1987) und hidrotische ektodermale Dysplasie (KIBAR et al., 1996) sind autosomal dominante Hauterkrank-
ungen, hervorgerufen durch Mutationen im Cx26 Gen. Mit Hilfe der gezielten Ausschaltung des Cx26 Gens
im Innenohr konnte bei Mausen in Analogie zum Menschen ein Hordefekt gezeigt werden (COHEN- SALMON
etal., 2002).

In der Maus wurde eine Cx26 Expression auler in der Plazenta (GABRIEL et al., 1998) in folgenden
Organen beschrieben: Leber (ROSENBERG et al., 1992; Iwal et al., 2000), Niere (HENNEMANN et al., 1992),
Haut (RISEK et al., 1992, 1994; SALOMON et al., 1994), Cochlea (KIKUCHI et al., 1995, 2000; FRENZ und VAN
DE WATER, 2000), Dinndarm, und Schilddriise (MeDA et al., 1993).

1.3 Connexin32: Charakteristika und Erkrankungen
Cx32---Méause sind lebensfahig und fertil. Sie zeichnen sich jedoch durch eine verringerte Glukose-Mobili-

sierung in der Leber bei artifizieller Stimulation sympathischer Nerven aus. Anders als beim Menschen ist
bei der Maus nur der periportale Bereich der Leberlappchen innerviert. Von dort werden die Signale an-
scheinend Uber Gap Junction vermittelte Kopplung an die weiter in Richtung der Zentralvene des Leber-
lappchens liegenden Hepatozyten weitergeleitet (NELLES et al., 1996). In fortgeschrittenem Alter zeigen
Cx32-defiziente Méause in Analogie zu Charcot-Marie-Tooth-Krankheit (CMTX)-Patienten eine Degeneration
des peripheren Myelins und eine damit einhergehende Verminderung der Nervenleitgeschwindigkeit (ANZINI
et al., 1997). Aufgrund der kiirzeren Ubergangsstrecke bei Mausen ist die motorische Beeintrachtigung der
Tiere jedoch gering. Zudem konnte mit einer gegentiber Kontroll-Tieren stark gesteigerten Inzidenz fiir
chemisch induzierte Lebertumore an Cx32-/-defizienten M&usen erstmals ein direkter Beweis fir die Rolle

eines Connexins in der Wachstumskontrolle in vivo erbracht werden (TEMME et al., 1997).

1.4 Connexin43: Charakteristika
REAUME et al., 1995 zeigte, dass Cx43---Mause postnatal letal sind. In der Embryonalentwicklung kommt es

ab Tag 10 pc zu einer verzogerten Drehung der Herzschleife und zur Bildung von intertrabekularen
Taschen im Bereich zwischen rechtem Ventrikel und Pulmonararterie. Die postnatale Trennung vom miitter-
lichen Kreislauf flihrt zur todlichen Zyanose (YA et al., 1998; REAUME et al., 1995). Die Cx43--Maus zeigt

nur in wenigen Punkten Ubereinstimmung mit menschlichen Krankheiten (PAZNEKAS et al., 2003). So wurde
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beim Menschen beschrieben, dass Punktmutationen im Cx43 Gen mit Herzmissbildungen in Verbindung
gebracht werden (BRiz-CUNNINGHAM et al., 1995). Die Erkrankungen Oculodentodigitale Dysplasie (ODDD)
(PAzZNEKAS et al., 2003) und das hypoplastische linke Herzsyndrom (HLHS) (DASGUPTA et al., 2001) wurden
ebenfalls im Zusammenhang mit Mutationen im Cx43 Gen beschrieben.

Das Cx43 Protein wurde erstmals bei der Isolierung von Gap Junction Plaques aus dem Herzen ent-
deckt (MANJUNATH et al., 1984). Im murinen, adulten Herz wird Cx43 Protein insbesondere im Arbeitsmyo-
kard exprimiert (Ubersicht in: SEVERS et a., 2004). Des Weiteren wird Cx43 Protein in endothelialen Zellen
(HAEFLIGER et al., 2004; THEIS et al., 2004) sowie in der glatten Muskulatur der GefalRe (HAEFLIGER et al.,
2004), des Darms (WANG und DANIEL, 2001) und des Uterus (MITCHELL und LYE, 2001) gefunden. Astrozy-
ten des ZNS (THEIS et al., 2003), Epithelzellen der Augenlinse und Cornea (WHITE et al., 2001; LAux-
FENTON et al., 2003), Keratinozyten des Stratum basale und spinosum (KRETZ et al., 2003) sowie myoepi-
theliale Zellen der Milchdriisen (PLUM et al., 2000) enthalten ebenfalls Cx43 Protein. Keimdriisen exprimier-
en Cx43 Protein sowohl in den Leydig- und Sertoli-Zellen des Hodens (ROSCOE et al., 2001) wie auch in
den Granulosazellen reifender Follikel des Ovars (GITTENS et al., 2003). Zudem wurde die Expression von
Cx43 Protein in hamatopoetischen Zellen des Rickenmarks (OvIEDO-ORTA und HOWARD, 2004) sowie in
Thymus (ALVES et al., 1995) und Milz nachgewiesen (KRENACS et al., 1996). Auch in den Odontoblasten
sich entwickelnder Zahne (MurAkAMI et al., 2001) und in Osteoblasten (CASTRO et al., 2003) wurde die
Expression von Cx43 Protein belegt.

Im Fall von Cx43 wurde schon mehrfach die kodierende Region gegen ein anderes Mitglied der
Connexin Familie ausgetauscht. In PLum et al., 2000 wurden die beiden Mauslinien Cx43KI32 (KI* =
,Knock-In“) und Cx43KI40 beschrieben. Beide Knock-In Linien sind lebensfahig, d.h. die eingebrachten
Connexine kdnnen Cx43 fast vollstandig ersetzen. Bei beiden Linien konnte jedoch eine stark reduzierte
Fertilitat beobachtet werden. Im Fall der Cx43KI32-Mause wurden schwach ausgepragte Auffalligkeiten am
Herzventrikel beobachtet und bei heterozygoten Weibchen ein Brustdriisen-Defekt, der teilweise zum Ver-
lust kompletter Wiirfe filhrte. In einer weiteren Knock-In Linie wurde die gesamte carboxyterminale Doméne
(ACT) des Cx43 Proteins deletiert (MaAR et al., 2004). Ein unmittelbar postnatal letaler Effekt konnte nicht
beobachtet werden. Allerdings stirbt eine Vielzahl der homozygoten Tiere stirbt in der ersten Lebenswoche
und fallt durch ihr Wachstumsdefizit sowie ihre phanotypischen Merkmale der Haut im Vergleich zu ihren

Geschwistern auf.
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1.5 Das Maus-Modell: “Knock-In" (KI)
Die Herstellung von Mausen mit gezielt mutierten Genen gehdrt heute zur molekularbiologischen Routine.

Bei der konventionellen Methode zur Ausschaltung von Genen wird die kodierende Region des Zielgens im
Genom durch eine Selektionskassette und gegebenenfalls ein Reportergen ersetzt (NAGY et al., 2003). Die
resultierenden transgenen Mause werden im homozygoten Zustand als ,Knock out*-Mause (KO) bezeichnet
(NAGY et al., 2003). Mit Hilfe dieser KO-Mause konnten die Funktionen der jeweiligen, ausgeschalteten
Gene in vivo untersucht werden und teilweise Zusammenhange zu menschlichen Erbkrankheiten herge-
stellt werden. Mit dem System der konditionalen Ausschaltung von Gensequenzen durch die Systeme
Cre/loxP und Flp/frt (KUHN und SCHWENK, 1997; LEWANDOSKI, 2001) konnen Zelltyp- und/oder Entwicklungs-
spezifische Deletionen durch ortsspezifische Rekombinasen durchgeflhrt werden. Eine embryonale oder
postnatale Letalitat kann hierdurch umgangen werden.

Im Fall von ,Knock In“-Mausen kann die kodierende Region eines Gens gegen ein anderes Mitglied
einer Multigenfamilie ausgetauscht werden. Dies erméglicht eine Analyse der funktionellen Spezialisierung
und Redundanz der einzelnen Mitglieder einer Multigenfamilie in vivo. Zudem gestattet dieses Maus-Modell
das Einfligen subtiler Punktmutationen zur Erzeugung menschlicher Erbkrankheiten in einem Gen Lokus

(MOORE et al., 1995) oder die Mutation regulatorischer Elemente (HORMUZDI et al., 1998).

1.6 Gap Junctions in verschiedenen Zellverbanden

1.6.1 Gap Junctions in der Embryogenese
In Vertebraten wurden Gap Junctions in frihen Stadien der Embryogenese beschrieben, so konnten bei-

spielsweise in der Maus ab dem 8-Zell-Stadium Gap Junction Kandle nachgewiesen werden
(VALDIMARSSON und KIDDER, 1995). Im Verlauf der Entwicklungsprozesse werden Gap Junctions auf bestim-
mte Zellgruppen begrenzt und ermdglichen eine Unterteilung des gesamten Embryos in Kopplungskompar-
timente (LEVIN, 2002), innerhalb deren Grenzen eine Kommunikation stattfinden kann. Unklar bleibt die
funktionelle Bedeutung der verschiedenen Connexin Proteine, die wahrend der frilhen embryonalen
Entwicklung, exprimiert und als Gap Junctions in die Plasmamembran eingebaut werden. In den meisten
der vorhandenen KO-Mauslinien konnte keine spezifische Rolle der Connexine in der frihen Embryonalent-
wicklung gezeigt werden. Obwohl einige Hinweise daflr sprechen, dass Gap Junctions in diesem frithen
Stadium Uberflissig sind, ist es schwierig dies fur den Prozess der Einnistung und der Erhaltung der Homé-
ostase zwischen den differenzierten Trophodermzellen und der pluripotenten inneren Zellmasse des Blasto-

zysten nachzuweisen (HOUGHTON, 2005).
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1.6.2 Gap Junctions in mesenchymalen Zellen und ihre Funktion im Embryo
Die Gastrulation (Abb. 5.2) bezeichnet die Bildung der Keimblatter Ekto-, Ento- und Mesoderm, aus denen

im Laufe der Embryogenese die verschiedenen Gewebetypen entstehen. Fur diese Arbeit von Bedeutung
ist das Mesoderm, aus dem sich u. a. Binde- und Stiitzgewebe, Skelett-, Darm- und Herzmuskulatur,
BlutgefaRe, Blut- und Lymphzellen, Nephridien, Nieren, Ei- und Samenleiter entwickeln. Die Prozesse, die
zur Bildung des Mesoderms fuhren, sollen in den folgenden Absatzen konkreter erldutert werden.

Die erste und wichtigste epithelial-mesenchymale Transformation (EMT) in Embryonen hdherer
Vertebraten produziert das Mesenchym, welches kondensiert, um das definitive Mesoderm (embryonale
Schicht) und das Entoderm (innere Schicht) zu bilden (Gastrulation). EMT ist ein wichtiger embryonaler
Mechanismus zur Gewebe-Reorganisation und wird als ein Prozess definiert, der zu einem kompletten
Verlust der epithelialen Merkmale von Epithelzellen fiihrt, begleitet vom Erwerb mesenchymaler
Charakteristika, wie Vimentin, Myosin und invasive Motilitat (HAY, 2005). Der Prozess der Gastrulation wird
durch die Primitivrinne zustande gebracht (BELLAIRS, 1986; STERN, 2004), die sich spéater zurlickentwickelt
und in groBer Anzahl neu synthetisierte mesenchymale Zellen entlang des Rumpfes zuriicklasst, woraus
sich fast das gesamte embryonale Mesoderm, einschlieBlich einiger Epithelien sowie Bindegewebe,
entwickelt. Das mutmaBliche Mesoderm und Entoderm ruht im Epiblasten und wandert als Primitivrinnen-
Mesenchym in den Zwischenraum zwischen Epiblast und Hypoblast ein. Primitivrinnen- und Somiten-
Mesenchym stellen den hauptsachlichen Zell-Ursprung fiir Arme und Beine der Vertebraten dar (EDE et al.,
1977), da die mesenchymale Morphologie die Zellen befahigt, zu jedem Ziel im Embryo zu wandern, wo sie
differenzieren und/oder die Differenzierung anderer Zellen induzieren.

Das ausgesonderte Mesoderm (mittleres Keimblatt) enthalt sowohl Mesenchym als auch Epithelien von
Blugefalien und Driisen und gliedert sich in einem Prozess der Selbstorganisation (EMT) in funf Teile auf.
Der Mittelstreifen des Mesoderms formt sich sogleich zur Chorda dorsalis, die Seitenstreifen formen
anschliefend die Somiten. Dieser Prozess involviert die mesenchymale-epitheliale Transformation (MET).
Die Somiten l6sen sich erst in zwei Hauptgruppen von Zellen auf: Sklerotom und Myodermatom. Das
Myodermatom gliedert sich weiter in Myotom und Dermatom.

Das Sklerotom-Mesenchym stellt Fibroblasten und Osteoblasten mittels EMT zur Verfligung, welche das
Neuralrohr umgeben und eine extrazellulare Matrix synthetisieren, einschlielich der Knochen und Knorpel,
die zum Aufbau der Wirbelsaule notwendig sind (LASH et al., 1957). Die Pakete der Myotome dehnen sich
aus und werden zur quergestreiften Korpermuskulatur. Ein Teil der Myoblasten wird spater in die

Extremitatenknospen auswandern. Die Zellen des Dermatoms breiten sich, an der Innenflache des
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Ektoderms entlanggleitend, weitrdumig aus, um spater teilweise die Muskulatur und die Dermis zu bilden.
Die Seitenplatten sparen einen Hohlraum aus. Sie werden zu abgeflachten Blasen, die das Coelom (sek.
Leibeshdhle) umhllt, welches sich spater in die Perikardhohle, die das Herz beherbergt, und die groRe
Leibeshohle (Pleuroperitonealhdhle) gliedert. Die grolle Leibeshéhle untergliedert sich weiter in
Pleuralhéhle (Lungenraum) und Peritonealhdhle (um den Magen-Darmtrakt). Die Wandung der Seitenplatte,
die sich dem Ektoderm anschmiegt (Somatopleura, parietales Mesoderm) wird Rippen- und Bauchfell
bilden, die Wandung, die sich dem Urdarm anschmiegt (Splanchnopleura, viscerales Mesoderm), wird die
muskularen Aulenschichten des Darms und seine Aufhangeeinrichtungen (Mesenterien) hervorbringen.
Somiten und Seitenplatten sind durch die Ursegmentstiele miteinander verbunden, aus denen das
frihembryonale Urogenitalsystem (Pronephros) hervorgeht. Vorn ventral, wo sich linke und rechte
Seitenplatte unterhalb des Urdarms einander nahern, sammeln sich Wanderzellen (Hdmangioblasten und
Myokardioblasten), die sich zu Herz und Gefalien organisieren.

Alle oben aufgeflhrten Prozesse unterliegen anscheinend dem Gewebe-Reorganisationsprozess in der
Embryonalentwicklung, an dem hauptsachlich mesenchymale Zellen beteiligt sind. Die invasive Motilitat der
mesenchymalen Zellen ist essentiell. Aufgrund der invasiven Motilitdt und definierter Merkmale kann eine
mesenchymale Zelle jede Korperschicht, die eine extrazellulare Matrix (ECM) enthalt, infiltrieren. In
TRELSTAD et al. (1967) wurde beschrieben, dass die einzigen Verbindungen, die mesenchymale Zellen
untereinander aufbauen, beim Zusammentreffen zweier Zellen temporare Gap Junction Kanale sind. Es ist
bis heute nicht bekannt, aus welchen Connexinen diese Gap Junction Kanale bestehen.

In BUNIELLO et al., 2004 wird beschrieben, dass Connexine vornehmlich in den Geweben exprimiert

werden, die vom Ektoderm und/oder Entoderm abstammen.

1.6.3 Gap Junctions in der Leber: Cx26 und Cx32, die maRgeblichen Connexine
Die morphologische Baueinheit der Leber ist das Zentralvenenlappchen, das auf Querschnitten in Form

polygonaler Bezirke zu sehen ist. In der Mitte eines solchen Zentralvenenlappchens verlduft die Vena
centralis. Die Leberzellen, Hepatozyten, zu Leberzellbalken bzw. Leberzellplatten angeordnet, verlaufen
radiar auf die Zentralvene zu. Zwischen ihnen liegen die buchtenreichen Leberkapillaren, die Lebersinus
(Vasa sinusoidea), so dass die Leberzellen mindestens an zwei Seiten von Blut umsplt werden. In den
bindegewebsreichen Lebern werden die Zentralvenenlédppchen allseitig von Bindegewebsfasern umhiuillt,
die sich an den Stellen, an denen Lappchen mit ihren Ecken zusammentreffen, zu kraftigen Bindegewebs-
zwickeln, den Glisson-Dreiecken (Trias hepatica, Glisson-Trias) entfalten. Dieses interlobulare Bindegewe-

be hangt mit den Fasersystemen der oberflachlichen Leberkapsel zusammen (Glisson-Kapsel). In den
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Bindegewebszwickeln, den periportalen Feldern, findet man regelmaRig die Durchschnitte von Asten der
Vena portae, der Arteria hepatica und der interlobuléren Gallengange (, Trias“). Zusatzlich zu den schon er-
wahnten Hepatozyten beinhaltet die Leber folgende Zelltypen: Ito- (Fettspeicher-) Zellen, Cholangiozyten

und Endothelzellen.

A) & __y hepatica B)

V. sublobularis  Portalkanal

V. centralis

Abb. 1.4: A) Der innere Bau der Leber. Das
Schema zeigt die Prinzipien der raumlichen
Anordnung von Leitungsbahnen und Paren-
chymzellen und lasst die Gliederungsmaglich-
keiten in Zentralvenenlappchen, Portallapp-
chen (hinteres ,schraffiertes” Dreieck) und
Leberazini (vorderes ,schraffiertes” Dreieck) er-
kennen. Aster der V. portae violett; Aste der A.
hepatica rot; Zentralvenen und sublobulére
Venen blau; Gallengénge griin. (Nach
WHEATER et al., 1979) B) Histologischer
Schnitt durch die Leber eines Schweines.
Die  Zentralvenenldappchen  sind  von
Bindegewebe (blau) umhiillt und treten da-
durch deutlich hervor. Azan-Farbung; Vergr.

I 50fach. Modifiziert nach Drenckhahn und
i Ll sy Zenker (BENNINGHOFF ANATOMIE)

1986 wurde die cDNS flr das Cx32 Protein beschrieben (KUMAR und GILULA, 1986; PAUL et al., 1986;
HEYNKES et al., 1986) und drei Jahre spéter folgte Connexin26 (ZHANG et al., 1989). Gap Junctions konnten
zwischen den Hepatozyten und anderen Zellpopulationen gezeigt werden, wobei die Expression jedoch
Zelltyp- und Region-spezifisch ist. So konnte z.B. dargestellt werden, dass die Zellen der Leberkapsel - Ito-
Zellen, Cholangiozyten und Endothelzellen - vornehmlich Cx43 exprimieren (RUBIN et al., 1990; BERTHOUD
et al., 1992; SAEz und LARUSSO, 1993), wohingegen die Hepatozyten nur Cx26 und/oder Cx32 exprimieren
(NICHOLSON et al., 1987; TrRAUB et al., 1989). Der relative Gehalt an Connexinen, die durch Paren-
chymzellen exprimiert werden, variiert zwischen den einzelnen Spezies stark. Das ungefahre, relative Ver-
haltnis von Cx32 zu Cx26 konnte in der Maus mit 1:0.5 und in der Ratte mit 1:0.1 bestimmt werden
(HERTZBERG und GILULA, 1979; TAKEDA et al., 1988; NICHOLSON et al., 1987; TRAUB et al., 1989). Ferner kon-

nte in der Rattenleber gezeigt werden, dass die Cx32 Protein Verteilung Uber den Leberazinus homogen
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und die Cx26 Protein Verteilung dagegen heterogen, zugunsten der Periportalfelder, verlauft (TRAUB et al.,
1989; BERTHOUD et al., 1992). Im periportalen Bereich der Ratte sind die Hepatozyten mit einer hoheren
Glycogen-Aktivitat zu finden (Gumucio und MILLER, 1981; JUNGERMAN und KATZz, 1989). Diese Verteilung

konnte in den Lebern von Mausen bisher nicht gezeigt werden.

1.6.4 Gap Junctions im Gehirn: Kontroverse Diskussion um Cx26
Aus WHEATER et al., 1987: ,Aufgabe des Nervensystems ist es, Reize aus der inneren und aueren Umwelt

zu empfangen, auszuwerten und so in ein Beziehungsgefiige einzubauen, dass angemessene, koordinier-
te Reaktionen in den verschiedenen Zielorganen erfolgen. Das Nervensystem besteht aus einem zusam-
menhangenden Netzwerk spezialisierter Nervenzellen, den Neuronen. Die Erregbarkeit von Neuronen wird
durch ein lonengefalle iiber die duRere Zellmembran bewirkt. Elektrische Impulse fiihren zu einer Offnung
spannungssensitiver lonenkanéle, wodurch sich die Membrandurchlassigkeit andert. Dadurch wird das
lonengefalle umgekehrt und die &ulRere Zellmembran depolarisiert. Eine Depolarisationswelle, auch
Aktionspotential genannt, breitet sich Uber die aullere Zellmembran aus. Dieser Vorgang wird von der
Repolarisation abgeldst, in welcher die Zellmembran ihr Ruhepotential wiederherstellt. Das Nervensystem
wird anatomisch in das zentrale (ZNS) und das periphere (PNS) Nervensystem eingeteilt. Zum ZNS z&hlt
man das Gehirn (siehe Abb. 1.5) mit Retina und Riickenmark, das PNS beschreibt das Nervengewebe
auBerhalb dieser Bereiche. Das Gehirn besteht aus verschiedenen Neuronen mit ihren Fortsatzen, den
Axonen und Dendriten, sowie den Stiitzzellen, der Neuroglia, die ihrerseits weiter unterteilt wird. Die graue
Substanz enthalt hauptsachlich die Zellkérper der Neurone, wahrend die weile Substanz deren Fortsatze
und Zellen der Neuroglia beinhaltet.”

Alle Gliazelltypen und bestimmte Neuronen Populationen (DERMIETZEL und SPRAY, 1992) bilden Gap
Junctions aus. Im Grunde genommen werden Astrozyten in allen Regionen des ZNS Uber Gap Junctions
miteinander verbunden und bilden so ein ausgedehntes Netzwerk (RAsSH et al., 2000). Eine mdgliche
Funktion ist der Austausch von Metaboliten, wie z.B. die Zerstreuung der durch Astrozyten aufgenommenen
K*-lonen nach neuronaler Aktivitat (ORKAND et al., 1966). Eine zweite mogliche Funktion involviert die
interzellulare Kommunikation zwischen Astrozyten. Als Beispiel kann man die Ausdehnung von CaZ*-Wellen
zwischen den Astrozyten aufzeigen, die z. T. von der Connexin Expression abhangig ist (GOODENOUGH und
PauL, 2003). Ein Astrozyten Netzwerk kénnte Uber die Ausbreitung von Ca2*-Wellen die synaptische
Aktivitat Uber betrachtliche Entfernungen beeinflussen, da die hierzu erforderliche Glutamat Freisetzung
eine Ca2*-Abhangigkeit aufweist (HAYDON, 2001). SchlieBlich konnte gezeigt werden, dass Astrozyten teil-

weise interzelluldare Kanale direkt mit Neuronen etablieren konnen, was wiederum ein zusatzlichen
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Regulations-Mechanismus der neuronalen Aktivitat Uber Gliazellen darstellen kdnnte (NEDERGAARD, 1994;

ALVAREZ-MAUBECIN et al., 2000).

Abb. 1.5: Abbildungen des Gehirns der Maus. A) Ansichten von gesamten Gehirnen, zunéchst von oben, von der Seite
und schlieBlich von unten (aus www.nervenet.org/mbl/mbl_main/atlas.htim). B) Nissl-gefarbter Sagittal-Schnitt, in dem die
wichtigsten Strukturen des Gehirns erkennbar sind. Cb = Kleinhirn (Cerebellum), Cer = GroRhirn (Cerebrum), Hi =
Hippocampus, Hy = Hypothalamus, 10 = untere Olive (inferiore Olive), OB = Riechkolben (bulbus olfactorius), Pn = Pons
(Briicke). St = Striatum. Th = Thalamus (verandert nach FRANKLIN und PAXINOS. 1997).

Die Expression von Connexinen in Gliazellen des ZNS ist sehr komplex. In Astrozyten wurden drei
Connexine beschrieben [Cx26 (NAGY et al., 2001), Cx30 (KUNZELMANN et al., 1999), und Cx43 (GIAUME et
al., 1991)]. Zur Expression von Cx26 im Gehirn liegen unterschiedliche Ergebnisse vor. Eine starke Cx26
Expression im adulten Gehirn von Saugetieren wurde von NAGY et al., 2001 beschrieben, obwohl in
anderen Studien bereits die Abwesenheit einer Cx26 Expression gezeigt wurde (DERMIETZEL et al., 1989;
NADARAJAH et al., 1997). Die meisten Analysen bestatigten eine Cx26 Lokalisation in den Meningen
(Hirnhauten) (FiLippov et al., 2003). Einige Daten zeigten eine Cx26 Expression entweder in Neuronen
(NADARAJAH et al., 1997; VENANCE et al., 2000; BITTMAN et al., 2002) oder beschrankt auf Gap Junctions
zwischen Astrozyten (NAGY et al., 2001) oder zeigten eben keine Expression im adulten Gehirn
(DERMIETZEL et al., 1989). In Oligondendrozyten wurden die Gap Junction Proteine Cx29 (ALTEVOGT et al.,
2002), Cx32 (DERMIETZEL et al., 1989), und Cx47 (MENICHELLA et al., 2003) beschrieben.

1.6.5 Gap Junctions in den Gonaden

1.6.5.1 Ovarien und Cx43

In der Rindenzone des Ovars erfolgt die Reifung der Keimzellen. Wahrend die Vermehrungsphase der
Oogenese vor der Geburt abgeschlossen ist, erfolgt die Reifungsperiode unter Einbeziehung des umgeben-
den Bindegewebes in Form der Ausbildung und Reifung eines Follikels zum gréften Teil erst nach der Ge-

burt. In der Fetalzeit gebildete Oogonien sind im Ovar als ruhende Primarfollikel erkennbar (Abb. 1.6 A). Mit
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Einsetzen der Geschlechtsreife beginnt die weitere Follikelreifung. Sekundarfollikel (Abb. 1.6 B) zeichnen
sich durch ein mehrschichtiges, prismatisches Epithel aus, zudem entsteht zwischen Oozyte und Follikel-
zellen die Membrana pellucida. Im Zuge der Reifung entstehen flissigkeitsgefillte Licken, die sich
schlieBlich zu einem Hohlraum (Antrum) vereinigen (A in Abb. 1.6 C). Im Tertiarfollikel ragt die Oozyte
schlieBlich auf einem Hiigel aus Follikelepithelzellen (Cumulus oophorus) ins Antrum hinein. Das Innere des
Antrums wird von Granulosazellen ausgekleidet, einer Lage aus abgeflachten Follikelzellen. Wahrend die
Oozyte ausschlieflich Cx37 auspragt (KIDDER und MHAwI, 2002), exprimieren die Zellen des Follikelepithels
mindestens sechs Connexine, einschlieflich Cx43 (WRIGHT et al., 2001).

Das in Granulosazellen ausgepragte Cx43 Protein (OKUMA et al., 1996) zeigt eine veranderte Phospho-
rylierung und Expression in Abhangigkeit von hormonellen Signalen (GRANOT und DEKEL, 1998). Neben der
Versorgung der Oozyte mit Nahrstoffen scheint die Arretierung der Meiose mittels Erhaltung eines hohen
cAMP Spiegels die wesentliche Aufgabe von Cx43 Gap Junctions wahrend der Follikelreifung zu sein. Nach
Stimulation mit luteinisierendem Hormon (LH) erfahrt Cx43 eine Phosphorylierung und anschlieende Re-
duktion der Expression (GRANOT und DEkEL, 1998). Diese scheint nicht in erster Linie durch verstarkte De-
gradation, sondern durch Reduktion der Cx43 mRNS Translation zu erfolgen (KALMA et al., 2004).

Abb. 1.6: Reifungsstadien von humanen Follikeln im adulten Ovar

A: Primarfollikel (PF) bestehen aus einer im Diktyotanstadium arretierten
Oozyte (O) und einem einschichtigen, stark abgeflachten Follikelepithel.
B: Das Follikelepithel eines Sekundarfollikels (SF) ist mehrschichtig. In
diesem Stadium lasst sich auch schon deutlich die Membrana pellucida der
Oozyte erkennen. C: Beginnende Bildung eines Tertiarfollikels (TF). Im
Zentrum liegt die Oozyte mit deutlich erkennbarer Membrana pellucida und
Nucleolus. Das mehrschichtige Epithel des Follikels wird durch die Sektretion
von Follikelfliissigkeit auseinandergedrangt, so dass ein Hohlraum, das
Antrum (A) entsteht. Im rechten Bildteil sind Primarfollikel zu erkennen.
(modifiziert nach Kiihnel, Taschenatlas der Zytologie, Histologie und
mikroskopischen Anatomie, 1989)

Analysen von Cx43 defizienten Ovarien zeigten eine starke Einschrankung der Follikelreifung, nur
Primarfollikel mit einem einschichtigen Epithel wurden gebildet (JUNEJA et al., 1999). Obwohl Follikelzellen
auch andere Connexine exprimieren, scheint eine Gap Junction vermittelte Kommunikation mittels Cx43 flr
die Reifung essentiell zu sein (ACKERT et al., 2001; GITTENS et al., 2003). Nach der Ovulation eines reifen

Graafschen Follikels erschlafft der leere Follikel und wird durch das Eindringen von Blut zum Corpus
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rubrum. Dieser entwickelt sich durch Proliferation der Granulosazellen zum Corpus luteum. Im Fall einer
Schwangerschaft bleibt dieser zunachst bestehen und produziert Progesteron und Ostrogene. Letztlich

erfolgt eine Umwandlung zu Narbengewebe (Corpus albicans) und schlieBlich dessen Resorption.

1.6.5.2 Hoden und Cx43
Der Hoden ist von einer Kapsel, Tunica albuginea, umgeben, die aus derbem, faserigem Bindegewebe

besteht. Sie enthalt viele glatte Muskelzellen, die fUr eine Spannung der Kapsel sorgen. Das von der Tunica
albuginea umschlossene Hodengewebe wird durch zarte bindegewebige Septen, Septula testis, in
Hodenlappchen (Lobuli testis) gekammert. Die Septula testis flhren Blut- und LymphgefaRe und laufen
radiar von der Tunica albuginea auf das Rete testis zu. Die Lobuli testis bilden das eigentliche
Hodenparenchym. Ein Lobulus testis besteht aus einem mehr oder mehreren stark aufgeknauelten
Samenkanalchen, Tubuli seminiferi contorti, die Schlaufen bilden, deren Beginn und Ende sich in die
Raume des Rete testis 6ffnen. Zwischen den Samenkanalchen gibt es ein ausgedehntes interstitielles
Gewebe, in dem hormonbildende Leydig-Zellen, Blutgefae, LymphgefaRe und Nerven vorkommen.

Die Samenkanalchen, Tubuli seminiferi, bestehen aus einem Keimepithel und einer myofibrosen Hiille,
Lamina propria. Das Keimepithel wir aus Keimzellen und Stiitzzellen, den so genannten Sertoli-Zellen, auf-
gebaut. Wahrend der Spermatogenese vermehren sich die Keimzellen im Keimepithel, machen die Reife-
teilungen durch und differenzieren zu Samenzellen. Die Entwicklung beginnt mit den Spermatogonien
aufen an der Basalmembran des Samenkanalchens und schreitet uber Spermatozyten | und Il bis zu den
Spermatiden fort. Die reifen Spermatiden saumen das Lumen des Kanalchens.

In der Testis wurde Cx43 zwischen angrenzenden Sertoli-Zellen, zwischen Sertoli-Zellen und Keimzellen

und zwischen Leydig-Zellen lokalisiert (TAN et al., 1996).

1.6.6 Gap Junctions in der Hypophyse

1.6.6.1 Das Hypophysare System: Aufgabe und Funktion

Die Hypophyse, Hypophysis oder Glandula pituitaria, ist eine lebenswichtige endokrine Drise. Sie ist klein,
der grofdte Anteil des Organs liegt in der Tiefe des Schadels (Abb. 1.7 A) versteckt und produziert zahl-
reiche Hormone, von denen mehrere auf andere innersekretorische Driisen einwirken, so dass das Organ
als eine Ubergeordnete Zentrale fir die Steuerung des endokrinen Geschehens angesehen werden kann.
Die Hypophyse wird ihrerseits wieder durch Stoffe gesteuert, die im Zwischenhirn gebildet und auf dem

Blutweg Uber ein spezielles Pfortadersystem an die Driise herangebracht werden.
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Die Hypophyse besteht aus zwei Anteilen, Adenohypophyse und Neurohypophyse, die entwicklungsge-
schichtlich aus verschiedenen Anlagen hervorgehen: Die Adenohypophyse zerfallt in eine Pars distalis
(Vorderlappen), eine Pars infundibularis (Trichterlappen) und eine Pars intermedia (Zwischen- oder Mittel-
lappen). Die Neurohypophyse umfasst die Pars nervosa (Hinterlappen) und das Infundibulum.

Die Entwicklung (Abb. 1.7 B) der Adenohypophyse beginnt in einem frihen Embryonalstadium, indem
eine nach oben gerichtete Ausstilpung des Epithels auftritt. Diese als Hypophysentasche oder
RATHKEsche Tasche bezeichnete Ausstiilpung wird schnell groRer. Sie erreicht den Boden des
Zwischenhirns und legt sich ihm an. Mit zunehmendem Wachstum des Embryos entfernt sich die
RATHKEsche Tasche immer weiter vom Dach der Mundbucht. Wahrend das dem Zwischenhirn anliegende
Epithel proliferiert, wird der Stiel dinner. Er wird vom Mesenchym umwachsen und schlieflich zurlickge-
bildet.

Im Verlauf der weiteren Entwicklung vergroRert sich die dem Zwischenhirn anliegende RATHKEsche
Tasche zu einem sackartigen Gebilde mit groRem Lumen. Die nach rostral und oben weisenden Teile der
Wand dieses Epithelblaschens proliferieren kraftig und liefern das Material fir die Pars distalis und die Pars
tuberalis der Adenohypophyse. Der der Neurohypophyse anliegende hintere Teil der Wand wéchst da-
gegen bedeutend weniger. Aus ihm geht die Pars intermedia (Zwischenlappen) hervor. Die zunéchst grolRe
Hypophysenhohle wird wahrend der geschilderten Entwicklung immer kleiner.

Die Entwicklung der Neurohypophyse beginnt nach der Anlagerung der RATHKEsche Tasche an den
Boden des IlI. Ventrikels mit einer Verdickung des Epithels. Die Neurohypophyse lasst sich schon wahrend
der Embryonalzeit durch ihre faserige Struktur von der aus Epithelzellen aufgebauten Adenohypophyse
unterscheiden.

In der Adenohypophyse kommen drei Hauptgruppen von Drisenzellen vor, die als azidophile, basophile
und chromophobe Zellen bezeichnet werden. In den Driisenzellen werden die verschiedenen Hormone ge-
bildet, die entweder Polypeptidcharakter haben oder Glykoproteine sind. Die sogenannten glandotropen
Hormone wirken auf nachgeschaltete Hormondriisen ein [Prolaktin (LTH), das Follitropin (FSH; follikelstimu-
lierendes Hormon), das Lutropin (LH; luteinisierendes Hormon), das Thyrotropin (TSH) und das Corticotro-
pin (ACTH)]. Die andere Gruppe umfasst sogenannte Effektorhormone, welche direkt, ohne Zwischen-
schalten einer weiteren Hormondrlse auf die Zielzellen einwirken [Somatotropin (STH), das Melanotropin
(MSH), das Lipotropin (LPH) sowie das Prohormon Pro-Opio-Melano-Cortin (POMC)]. Prolaktin stimuliert
die Proliferation und Sekretbildung in der Brustdriise, wohingegen das Wachstumshormon (Somatotropin)
fr die Stimulation des Korperwachstums zustandig ist. Die gonadotropen Hormone (FSH und LH) wirken
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auf die Gonaden und stimulieren Follikelreifung bzw. Spermatogenese sowie die Hormonbildung in den
Zwischenzellen von Ovar und Hoden. Die hier nicht aufgefuhrten Hormonwirkungen sind in einer Tabelle im

Anhang aufgelistet.

lll. Ventrikel
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: = hemisphére
frontal >
Rachendach h g S0
- ™ Adenohypophyse

L Neurohypophyse

Mittelhirn pons

Kleinhirn

Abb. 1.7: Schematische Darstellung der Entwicklung der Hypophyse (A) sowie
ihre Lage im Kopf (B). A) Die Adenohypophyse entwickelt sich ontogenetisch aus

i
h e R

Rathke-Tasche

3
Eminentia mediana

einer Ausstlilpung des embryonalen Rachendaches, der RATHKEsche Tasche. Die
Neurohypophyse ist ein Teil des Zwischenhirns, der nach unten wachst und sich mit der
inzwischen vom Rachendach abgelésten RATHKEsche Tasche vereint. Nahere
Erlauterungen siehe Text. B) Die Hyphophyse liegt in der kndchernen
Hypophysengrube, bedeckt von einem Stiick harter Hirnhaut (Dura mater). Sie ist iber
einen trichterformigen Stiel (Infundibulum) mit dem Hypothalamus verbunden.

Hypophysensiel Bilder aus wissenschaft-online

Neurghypophyse
Adenchypophyse

Die Neurohypophyse umfasst den eigentlichen Hinterlappen, Pars nervosa, und das Infundibulum samt
Eminentia mediana. Der Hypophysenhinterlappen ist keine hormonbildende Druse, sondern dient als
Stapelorgan und Abgabeort flr Hormone, die im Hypothalamus gebildet werden. Das Gewebe der
Neurohypophyse besteht aus marklosen Nervenfasern, wobei die meisten Nervenzellen, deren Neuriten im

Infundibulum oder in der Pars nervosa enden, neurosekretorisch tatig sind, d.h. Hormone bilden, die in der
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1. EINLEITUNG

Nervenfaser an den Ort ihrer Abgabe ins Blut herantransportiert werden. Es lassen sich zwei groRe
Systeme neurosekretorischer Fasern morphologisch und biochemisch unterscheiden: Nervenfasern, die
zum einen Oxytozin oder Vasopressin und zum anderen die sog. Releasing- bzw. Inhibiting-Hormone
enthalten. Oxytozin bewirkt die Kontraktion sensibilisierter glatter Muskelfasern z.B. in Uterus und Mamma
und Vasopressin fordert die Wasserretention. Als Releasing-Hormon sei hier nur das GnRH (Luteinizing
hormone-releasing hormone) erwahnt, welches die Sekretion von LH und FSH in der Adenohypophyse
fordert und die Ovulation induziert.

Gap Junctions in Zellen der Hypophyse wurde erstmals durch FLETCHER et al. (1975) und ABRAHAM et al.
(1979) in Ratten und beschrieben. Die Gap Junction vermittelte Kommunikation innerhalb der Drise ist, zur
Sicherstellung einer adaquaten Zell-Zell-Koordination sowie physiologischen Synchronisation (angemes-
sene und zeitliche Hormonsekretion), unentbehrlich, weil in Saugetieren die Innervation der Adenohypo-
physe fehlt. In der Ratte werden Cx43 (MEDA et al., 1993; YAMAMOTO et al., 1993) und Cx26 (MEDA et al.,
1993) in der Adenohypophyse exprimiert. Analysen im Nerz zeigen eine Cx43 Expression in follikularen
Sternzellen, die mit dem schwankenden Prolaktin (PRL)-Gehalt wahrend des Reproduktionszyklus variiert
(VITALE et al., 2001). SHIRASAWA et al. (2004) zeigte, dass sowohl das Portalgefalisystem als auch das Gap
Junction vermittelte Netzwerk der follikularen Sternzellen flr die Hormonfreisetzung in der Ratte notwendig
sind. Granula-Zellen, welche direkt mit der Zellmembran der follikularen Sternzellen assoziiert sind, konnen
Hormone durch Kommunikation der Gap Junction Kanale koordiniert sezernieren, wohingegen die Granula-
Zellen, die weiter von den follikularen Sternzellen entfernt liegen, die Hormone nur Uber die Releasing-Hor-
mone des Portalgefalisystems freisetzen konnen (SHIRASAWA et al., 2004). Das Gap Junction Netzwerk der
follikuléren Sternzellen ist somit fir die Reifung und Regulation des hypophysaren Driisensystems notwen-

dig, zusatzlich zum Hypothalamus-Hypophysen-System.
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1. EINLEITUNG

1.7 Ziel der Arbeit
Die Expressionsmuster und biophysikalischen Eigenschaften der Connexine legen ein hohes MafRl an

funktioneller Spezialisierung nahe, demgegeniiber stehen die Hinweise auf eine funktionelle Redundanz
unter den Mitgliedern der Genfamilie. Der Ersatz der kodierenden Region eines Connexin Gens gegen die
eines anderen Connexin Gens ermdglicht somit die Erforschung gemeinsamer und unterschiedlicher
physiologischer Eigenschaften der beiden Gene.

Im Rahmen zweier Knock-In-Mauslinien sollte eben diese funktionelle Ersetzbarkeit der Connexine
Cx26-Cx32 und Cx43-Cx26 im Allgemeinen — Ausbildung und Erhaltung der Funktionalitat verschiedener
Gewebe bzw. Organe - und im Besonderen — funktionelle Notwendigkeit in der Embryonalentwicklung -
erforscht werden:

l. Cx26KILacZKICx32
Il. Cx43KICx26

Im Mittelpunkt der vorliegenden Arbeit steht Connexin26, welches in der Multigenfamilie das Connexin
mit der kirzesten carboxyterminalen Domane ist und deshalb die groRte Wahrscheinlichkeit anderer
Kopplungs- und Regulationseigenschaften aufweist. (1) Die kodierende Region des Cx26 Gens wurde zum
einen durch die von Cx32 ersetzt, welches unter dem Promoter von Cx26 reguliert wird. Das Cx32 Gen
wurde fiir diese Fragestellung ausgewahlt, da es gut charakterisiert ist, in vielen Geweben und Zelltypen
wie der Leber, Niere und Testis gemeinsam mit Cx26 exprimiert wird (ZHANG und NICHOLSON, 1989) und in
vitro heterotypische Kanale mit Cx26 bilden kann (ELFGANG et al., 1995). In Anbetracht der zuvor beschrie-
benen Aspekte ist eine Aufhebung der embryonalen Letalitat der Cx26--Tiere in dieser Konstellation am
wahrscheinlichsten. AuBRerdem sollte die Cx26 Expression im Allgemeinen und in kontrovers diskutierten
Geweben wie dem Gehirn durch ein zusatzlich eingebrachtes LacZ-Reportergen geklart werden. (2) Im Fall
der zweiten Mauslinie sollte jedoch Cx26 die kodierende Region eines zweiten Connexins ersetzen. Auf-
grund schon existierender Knock-In-Linien im Cx43 Lokus und der Vergleichsmdglichkeiten dieser Linien
untereinander, wurde Cx26 in die kodierende Region von Cx43 eingebracht.
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1. EINLEITUNG

Folgende Schwerpunkte wurden bei den Analysen der Mauslinien zugrunde gelegt:
Kann die beschriebene Cx26 Expression durch ein Reportergen bestatigt werden?
In welchen Zelltypen wird Cx26 im Gehirn exprimiert? Meningen oder Astrozyten?
Kann Cx32 in homozygoten Tieren die Funktion von Cx26 in der Plazenta ersetzen?
Kann Cx43 auch durch Cx26 — wie Cx32 und Cx40 - funktionell im Herz ersetzt werden?

Kénnen die Phanotypen der Cx43 Knock-In-Mause miteinander verglichen werden?
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2. MATERIAL

2 MATERIAL
Wenn nicht anders vermerkt, wurden die Chemikalien in Analyse-Qualitat (p.A.) verwendet. Enzyme und

Nukleotide wurden von den Firmen Roche, New England BioLabs, Promega oder Amersham Pharmacia
Biotech bezogen. Radioaktiv markierte Chemikalien stammten von der Firma Amersham Pharmacia

Biotech. Sequenzierungen von Plasmiden erfolgten durch die Firmen MWG oder Agowa.

2.1 Alligemeine Losungen
PBS- 137mM 8,0 g NaCl (Merck #1.06404)

2,7mM 0,2 g KCI (Merck #1.04936)
8,1 mM 1,44 g NazHPO4 * 2H,0 (Merck #1.06576)
1,6mM 0,2 g KHoPO4 (Merck #1.04873)

ad 1| mit ddH.0

2.2 Losungen fiir die Nukleinsaure-Analytik
Soweit nicht anders angegeben, wurden die Losungen mit ddH.O angesetzt und bei RT gelagert.

Lésungen, welche man flir Arbeiten mit RNS bendétigte, wurden durch Zugabe von 2 % (v/v) Dimethylpyro-
carbonat (DMPC) (Sigma #D-5520), anschlie®endem Rihren UGN bei RT und abschlieRendem einstiindigen

Autoklavieren, von RNasen befreit.

Alkali-Losung 1 50 mM 4,5 g D(+)-Glucose (Merck #1.08337)
25mM 1,51 g Tris (ICN #819623)
10mM 1,86 g EDTA (Sigma #E-5134)

Alkali-Lésung 2 0,2M 4 gNaOH (J.T. Baker #0402)
1% 50 ml SDS-Lésung, 10 % (Fluka #71736)
ad 500 ml

Alkali-Losung 3 3M 147,3 g Kaliumacetat (Merck #1.04820)
5M 57,5 ml Essigsaure (Merck #1.00062)
ad 500 ml
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2. MATERIAL

Ammoniumacetat

5M

1,93 g Ammoniumacetat (Merck) ad 5 ml ddH-0,
pH 4.5

Denhardts (50x) 1% 5 g Ficoll (Sigma)
1% 5 g Polyvinylpyrrolidon (Sigma)
1% 5 g BSA (Sigma, Pentose Fraktion)
Ad 500 ml ddH.0
DMPC-Wasser 0,2 % (viv) 2 ml Dimethylpyrocarbonat (DMPC, Sigma) in 1 |

ddH20Om 12-24 h riihren lassen, dann 1 h autokla-

vieren

DNS-Ladepuffer (6 x)

0,25 %
0,25 %
30 %

125 mg Bromphenolblau (Serva #15375)

125 mg Xylenzyanol (Sigma #X-2751)
15 ml Glyzerin (Sigma #G-7757)

ad 50 ml

EtBr-Stammlésung

1%

500 mg Ethidiumbromid (Merck)
50 ml ddH.0
Lichtgeschutzte Lagerung bei RT

Formamid deion.

Formamid mit 5 % (w/v) lonenaustauscherharz
(Biorad) 30 min. bei RT ruhren, durch Faltenfilter

aufreinigen und bei - 20°C aliquotiert lagern

Glaswolle, silikonisiert

durch Schwenken in Silikonisierer (Roth #6287.1)
1:60 in ddH0, 1 Woche abdampfen lassen und
10 min. bei 120°C backen

Laird-Puffer

0,1 M
5 mM
02M
0,2 %

12,1 g Tris (ICN #819623)
1,86 g EDTA (Sigma #E-5134)
11,69 g NaCl (Merck #1.06404)
20 ml SDS-Lésung, 10 % (Fluka #71736)
ad 1 I; zur Schwanzspitzenlyse in 400 pl, frische Zu-

gabe von 3 pl Proteinase K-Losung
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2. MATERIAL

Lysis-Puffer

02M
0,1M
1%

2,42 g Tris (ICN #819623)

3,72 g EDTA (Sigma #E-5134)

10 ml SDS-Lésung, 10 % (Fluka #71736)

ad 100 ml; pH 8,0; vor Gebrauch je ml Zugabe von

10 pl Proteinase K-Losung

Lysis-Puffer (ES)

50 mM
20 mM
100 mM
0,5%
2mM

0,3 g NaCl (Merck #1.06404)
0,24 g Tris (ICN #819623)
3,72 g EDTA (Sigma #E-5134)
500 pl SDS-Lésung, 10 % (Fluka #71736)
29 mg CaCl, (Merck #1.02382)
ad 100 ml; pH 8,0; steril filtrieren; vor Gebrauch Zu-
gabe von 50 pl Proteinase K-Losung und 100 pl
RNase 2000 pro ml

Lysis-Puffer (Gewebe)

200 mM
100 mM
1%

200 pg/ml
10 pg/ml

1,21 g Tris-HCI (ICN)

1,86 g EDTA (Sigma #E-5134)

50 pl SDS-Lésung, 10 % (Fluka #71736)
500 pl Proteinase K (Stock: 20 mg/ml)
250 pl RNase2000 (Stock: 2 mg/ml)

Ad 50 ml ddH20

MOPS-Puffer (10x)

0,2M
50 mM
10 mM

Morpholinopropansulfonsaure
Natriumacetat

EDTA

pH 7,0

1 h autoklavieren, lichtgeschutzt bei 4°C lagern

NaCl

3M

17,5 g NaCl (Merck #1.06404)
ad 100 m

NaOH

2M

0,8 g NaOH (Merck) ad 10 ml ddH20

Natriumacetat

3M

24,6 g Natriumacetat (Merck #1.06268)
ad 100 ml; pH 4,8; 1 h autoklavieren
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2. MATERIAL

Proteinase K-Losung

20 mg/m|

1 g Proteinase K (Roche #1092766)
ad 50 ml; Aliquots & 1 ml bei -20°C lagern

RNase 2000

0,2 %
2000 U/ml

20 mg RNase A (Roche #109142)
20.000 U RNase T1 (Roche #109193)
ad 10 ml mit ddH20; Aliquots & 1 ml bei -20°C lagern

RNS-Denaturierunspuffer

2,25l
2,25 pl
11,25 l

4 ul

MOPS-Puffer (10x)
Ethidiumbromid (400 pg/ul)
Formamid (deion.)
Formaldehyd (35 %)

RNS-Ladepuffer (10x)

0,4 %
0.4 %
1 mM
50 %

Bromphenolblau (v/v)
Xylencyanol (v/v)

EDTA

Glyzerin (v/v)

in DMPC-H.0, bei 4°C lagern

SBL-20x SSC Transfer-Puffer

3M
0,3M

350,6 g NaCl (Merck)
2143 g Nas-Citrat * 5,5 H,0
Ad 21, pH 7.0 (entspricht 20x SSC-Ldsung)

SBL-alkalischer Transfer-Puffer

1,6 M
05M

175,32 g NaCl (Merck)
40 g NaOH (Merck)

Ad 2 | (entspricht Denaturierungs-Losung)

SBL-Denaturierungs-Ldsung

1,5M
05M

175,3 g NaCl (Merck #1.06404)
40 g NaOH (J.T. Baker #0402)
ad 2|

SBL-Depurinierungs-Lésung

0,25 M

24 ml Salzsaure, 32 % (Merck #1.00319)
ad 11

SBL-Hybridisierungslosung

entspricht der Vorhybridisierungslosung plus radio-
aktiv markierter SBL-Sonde

SBL-Neutralisierungslésung

1,0M
05M

175,32 g NaCl (Merck)
121,14 g Tris (ICN)
Ad 21 ddH20
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SBL-Vorhybridierungs- 25 % (viv) 25 ml 20x SSC
Losung (50 % Formamid) 50 % (v/v) 50 ml Formamid (Fluka) deion.
10 % (v/v) 10 ml 50x Denhardts
5% (viv) 5ml10 % SDS
10 % (viv) 10 ml ddH.0
50 mg/ml 500 pl Heringssperma-DNS (5 min. kochen; 5 min.
auf Eis), Lagerung bei -20°C, Lésung vor Gebrauch
auf 42°C erwarmen, ca. 15-20 ml pro groRe Réhre
SBL-Waschlésung 100 ml  20x SSC
2x SSC/0,1 % SDS 10 ml 10 % SDS (Fluka)
Ad 11ddH20
SBL-Waschlosung 50 ml 20x SSC
1x SSC/0,1 % SDS 10 ml 10 % SDS (Fluka)
Ad 11ddH20
SBL-Waschlosung 25ml 20x SSC
0,5x SSC/0,1 % SDS 10 ml 10 % SDS (Fluka)
Ad 11ddH20
SBL-Waschldsung 5ml 20x SSC
0,1x SSC/0,1 % SDS 10 ml 10 % SDS (Fluka)
Ad 11ddH20
Sephadex G50 Zu 30 g Sephadex G50 (Pharmacia #17-0573-03) werden 300 ml
TE-Puffer gegeben, UN bei RT quellen gelassen und schlieBlich der
uberschussige TE-Puffer durch frischen ersetzt (1:1); 1 h
autoklavieren
SSC (20 x) 3M  175,3 g NaCl (Merck #1.06404)
0,3M 107,15 g Trinatriumcitrat * 5,5H,0 (Merck #1.06431)

ad11;pH 7,0
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2. MATERIAL

TBE (10 x) 900 mM 109 g Tris (ICN #819623)
900 mM 55,6 g Borsaure (Merck #1.00165)
25mM 0,93 g EDTA (Sigma #E-5134)
ad 11;pH 8,3

TE-Puffer 10mM 121 mg Tris (ICN #819623)
1mM 37,2 mg EDTA (Sigma #E-5134)
ad 100 ml; pH 8,0; 1 h autoklavieren

2.3 Losungen fiir die Bakterienkultur

Ampizillin-Stammlésung 5% 2,59 Ampizillin (Roche #835269)
ad 50 ml; steril filtrierte Aliquots bei -20°C lagern;

Endkonzentration in Selektionsmedien: 50 ug/ml

LB-Agar 1 | LB-Medium
1,5 % 15 g Dunkel-Agar (Difco #0138-17-6)
20 min. autoklavieren; ggf. Zugabe von Antiobiotika
bei 55°C

LB-Medium 1% 10 g NaCl (Merck #1.06404)
1% 10 g Trypton (Difco #0123-17-3)
0,5% 5 g Hefe-Extrakt (Difco #0127-17-9)
ad 1 1; mit ~2 ml 1 N NaOH auf pH ~ 7,4 einstellen,

20 min. autoklavieren

Tetrazyklin-Stammldsung 2,5% 1,25 g Tetrazyklin (Sigma #T-3258)
ad 50 ml mit Ethanol; Aliquots bei -20°C lagern;

Endkonzentration in Selektionsmedien: 12,5 pg/ml

TFB | 30 mM 295 mg Kaliumacetat (Merck #1.04820)
50 mM 809 mg MnClz * 2H,0 (Merck #1.05934)
100 mM 1,47 g CaCl, * 2H,0 (Merck #1.02382)
100mM 121 g RbCl (Roth #4471.1)
15% 15 ml Glyzerin (Sigma #G-7757)
ad 100 ml mit ddH20; pH 5,8; Lagerung bei 4°C
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TFBII 10 mM
75 mM

10 mM

15 %

209 mg Na-MOPS (Sigma #M-9381)

1,1 g CaCly * 2H,0 (Merck #1.02382)

121 mg RbCl (Roth #4471.1)

15 ml Glyzerin (Sigma #G-7757)

ad 100 ml mit ddH20; pH 7,0; Lagerung bei 4°C

2.4 Losungen fiir die Zellkultur und Blastozysten-Injektion

B-ME-Stock 0,7 %

0,3 ml 2-Mercaptoethanol (Sigma #M-7522)
ad 42,6 ml mit ZK-Wasser (Sigma #W-3500), steril filtrieren;
Aliquots a 1,2 ml bei -20°C ca. 1 Jahr lagerbar

BBS, 2-fach 50 mM

533 mg BES (Sigma #B-6266)

280 mM 800 mg NaCl (Merck #1.06404)
1,5mM 28 mg Na;HPO4 * 12H,0 (Merck #1.06576)
ad 50 ml, pH 6,95; steril filtrieren; Aliquots a 1 ml bei -20 °C
etwa 3 Monate haltbar
CaClz-Losung 250 mM 1,84 g CaClz (Merck #1.02382)
ad 50 ml; steril filtrieren; Aliquots a 1 ml bei -20°C lagern
ES-EDTA-LGsung 5mM 0,925 g EDTA (Sigma #E-5134)
zu 500 ml ES-PBS- (Sigma #D-8537), pH 7-8 durch Zugabe
von 200 pl 10 N NaOH; 1 h autoklavieren
ES-Einfriermedium 17,5 ml ES-WT-Medium
20%  2,5ml FCS, ES-Zellkultur-getestet (Sigma #F-2442)
20 % 5 ml Dimethylsulfoxid (DMSO) (Merck #1.16743)
Aliquot bei -20°C ca. 1 Jahr lagerbar
ES-Puro-Medium 579 ml ES-WT-Medium
1,2 ug/ml 1,25 ml Puromyzin-Stock
Lagerung bei 4°C ca. 4 Wochen; vor Gebrauch erwarmen
ES-Selektionsmedium 579 ml ES-WT-Medium
(G418-Stock (350 pg/ml)

Lagerung bei 4°C ca. 4 Wochen; vor Gebrauch erwarmen
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ES-Trypsin

1 mM
1%
0,025 %

400 ml ES-PBS:- (Sigma #D-8537)
100 ml ES-EDTA-Ldsung
5 ml Chicken Serum (Gibco BRL #16110-003)
5 ml Trypsin, 2,5 % (Gibco BRL #25090-028)
Aliquots a 50 ml bei -20°C lagern

ES-WT-Medium

5%
5%

1 mM
1x

2 Mm
1x
0,1%
0,007 %

500 ml Glasgow-MEM (Biochrom AG #F 0525)
28 ml FCS, ES-Zellkultur-getestet (Sigma #F-2442)
28 mI NCS, ES-Zellkultur-getestet (Sigma #N-4637)
5,4 ml Na-Pyruvat, 100 mM (Sigma #S-8636)
5,4 ml Pen/Strep, 100x (Sigma #P-0781)
5,4 ml Glutamin, 200 mM (Sigma #G-7513)
5,4 ml Aminosauren, 100x (Sigma #M-7145)
550 pl LIF (GULDENAGEL, Doktorarbeit 2001)
550 ul B-ME-Stock
Aliquotierte Zutaten unter einer Sterilbank zugeben; Lagerung

bei 4°C ca. 4 Wochen; vor Gebrauch erwarmen

FSH-L6sung

50 U/ml

5000 U Pregnant Mare Serum (Calbiochem #367222)
ad 100 ml mit isotonischer NaCl-Losung; steril filtrieren;
Aliquots a 1 ml bei -20°C ca. 1 Jahr haltbar

(G418-Stock

50 mg/ml
100 mM

aktiv G418 Sulfat (PAA #P27-011)

PIPES (Sigma #P-3768)

l6sen von 10 g G418 und ausgerechneter Menge PIPES, so
dass eine Losung entsteht mit 100 mM PIPES und aktivem
G418 von 50 mg/ml; steril filtrieren; Aliquots a 10 ml bei -20°C

lagern

Gelatine-Stock

1%

5 g Gelatine (Sigma #G-6144)

Zugabe von 500 ml ZK-Wasser (Sigma #W-3500), 1 h auto-
klavieren; die Losung mischen und nochmals 1 h auto-
klavieren; Losung ist bei 4°C ca. ein Jahr lagerbar. Zur
Herstellung der 0,1 %-igen Arbeitslésung wird eine Ver-
dunnung in ZK-Wasser (Sigma #W-3500) hergestellt
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HBS-Puffer

20 mM
25M

100 ml ES-PBS- (Sigma #D-8537)

2 ml HEPES, 1 M (Gibco BRL #15630-056)
240 pl Glucose, 100x (Gibco BRL #19004-019)
Aliquots a 10 ml bei -20°C lagerbar

hCG-Ldsung

50 U/ml

1 Cap hCG-Stock
ad 10 ml mit isotonischer NaCl-Lésung; steril filtrieren;

Aliquots a 1 ml bei -20°C maximal 1 Monat haltbar

hCG-Stock

500 U/Cap

5000 U Predalon (Organon #P 770-3, rezeptpflichtig)
ad 1 ml mit isotonischer NaCl-Losung; Aliquots a 100 pl

lyophylisieren; Pulver bei -70°C ca. 1 Jahr haltbar

HelLa-D10-Medium

10 %

1x

500 mI DMEM (Sigma #D-6046)
55 ml HeLa-FCS (Biochrom #S-0115)
5 ml Pen/Strep, 100x (Sigma #P-0781)
Zutaten unter einer Sterilbank zugeben; Lagerung bei 4°C ca.
4 Wochen; vor Gebrauch erwarmen

HeLa-Trypsin

0,04 %
0,5mM

20 mg Trypsin (Sigma #T-4799)
10 mg EDTA-Natriumsalz (Serva #11280)
ad 50 ml mit Puck’'scher Saline, pH 7,5; steril filtrieren;

Langzeitlagerung bei -20°C; sonst bei 4°C

IM (Injektionsmedium)

200 U/ml

5 ml TM (Transfermedium)
100 pl DNase, 10.000 U (Roche #776-785)
steril filtrieren; Aliquots a 100 ul in Einfrierampullen bei —20°C

ca. 6 Monate lagerbar

KCl-Lésung, isotonische

0,56 %

0,56 g Kaliumchlorid (Merck #1.04936)
ad 100 ml mit ZK-Wasser; Lagerung bei 4°C
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KM (Kulturmedium)

10 %
1 mM

1x
2mM

40 ml DMEM (Gibco BRL #41965-039)
4,4 ml FCS, ES-Zellkultur-getestet (Sigma #F-2442)
440 pl Na-Pyruvat, 100 mM (Gibco BRL #11360-039)
440 pl Pen/Strep, 100x (Sigma #P-0781)
440 pl Glutamin, 200 mM (Sigma #G-7513)
Drei Aliquots (fur eine Woche BCI) a 1,9 ml bei 4°C eine
Woche lagerbar; der Rest wird zur Herstellung von TM
benotigt.

NaCl-Losung, isotonische

0,9 %

4,5 g NaCl (Merck #1.0404)

ad 500 ml; 1 h autoklavieren; bei 4°C lagern

Puck’sches Salin

137 mM
5,4 mM
5,5mM
4,2 mM

8 g NaCl (Merck #1.06404)
0,4 g KCI (Merck #1.04936)
1 g D(+)-Glukose (Merck #1.08337)
0,35 g NaHCO3 (Merck #1.06329)

ad 1 [; steril filtrieren; bei -20°C lagern

Puromyzin-Stock

0,05 %

100 mg Puromyzin (Sigma # P-8833)
l6sen in 200 ml ZK-Wasser; steril filtrieren; Aliquots @ 1 ml bei
-20°C lagern

TM (Transfermedium)

33 mM

40 ml KM (Kulturmedium)

1,32 ml HEPES, 1M (Gibco BRL #15630-056)

Auf Aliquots aufgeteiltes Medium (fir eine Woche BCl) bei —
20°C lagerbar.

Xylazin-Ketamin
(Narkotikum)

0,2 %
0,5%

4,25 ml isotonische NaCl-Lésung
0,5 ml Rompun, 2 % (Bayer AG #R1061)
0,25 ml Ketavet, 100 mg/ml (Pharmacia & Upjohn #89984)
Lésung mischen; Aliquots bei 4°C mind. 1 Woche haltbar; zur
Narkose werden 0,1 ml pro 10 g Korpergewicht intraperitoneal

gespritzt
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2.5 Losungen fiir B-Galaktosidase- und andere Nachweise

Blockierungslosung (IF) 4% BSA
2-5% Goat
Ad 50 ml ddH20
Blockierungslosung 30 mM  Tris
(OLDENBURG-Puffer) 1,56% NaCl

0,3% Triton X-100
Ad 500 ml mit rauchender HCl auf pH 7,6 einstellen
Blockierung: 5 % Goat und 5 % NGS (optional: 0,1 % Triton X-

100)
DAB-Farbelésung 0,01% 3 pul H202, 30 % (Merck#1.08597)

ad 10 ml mit Diaminobenzidin-Losung; immer frisch ansetzen
Deoxycholat-Losung 10 % 10 g Natriumdeoxycholat (ICN #102906)

ad 100 ml
Diaminobenzidin-Losung 0,06 % 1 Tablette Diaminobenzidin (Sigma #D-5905)

ad 15 ml mit TBS, steril filtrieren; Lagerung bei -20°C
EGTA-Lsung 100 mM 7,6 g EGTA (Sigma #E-3889)

Zugabe von 170 ml ddH20; Zugabe von 1-2 Tropfen 10 N
NaOH bis Losung klar wird; pH 8,0; ad 200 ml

Eosin-Farbeldosung 0,1% 0,59gEosinY (Sigma #E-4382)

ad 500 ml, filtriert mehrfach verwendbar

Fixierlosung (Bouin) 75 ml Pikrinsaure
5 ml Eisessigsaure
25 ml Formaldehyd (37 %)

Fixierlosung (z.B. Gewebe) 4% 4 ml Formaldehyd (37 %) ad 100 ml PBS-

Fixierlosung (z.B. LacZ) 0,2% Glutaraldehyd, 30 % (Sigma #G-6257)

ad 50 ml mit PBS-; Losung immer frisch ansetzen

Hamalaun-Farbel6sung

Hoechst-Losung 0,05% 25 mg Hoechst 33258 (Sigma #B-2883)
ad 50 ml; Aliquots a 1 ml bei -20°C lagerbar
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Ks[Fe(CN)s]-Losung 0,5M 8,23 g Kaliumhexacyanoferrat(lll) (Merck #1.115305)
ad 50 ml; dunkel bei 4°C lagern

Ka[Fe(CN)e]-Losung 0,5M 10,56 g Kaliumhexacyanoferrat(ll) (Merck #4982)
ad 50 ml; dunkel bei 4°C lagern

Kryoschutz-Ldsung 30 % 15 g Sucrose (Sigma #S-9378)
ad 50 ml mit PBS-

LacZ-Basislosung 100 mM 170 ml NazHPO4-L6sung, 0,5 M

~ 30 ml NaH,PO4-L6sung, 0,5 M
1,25mM 25 ml MgCl,-Lésung, 50 mM
2mM 20 ml EGTA-Lésung, 100 mM
nur Phosphatpuffer mit pH7,4; anschlieend Zugabe der
anderen Losungen; schlieflich ad 1 Liter

LacZ-Farbeldsung 5mM 5 mlKs[Fe(CN)g]-Losung, 0,5 M
5mM 5 ml Ky[Fe(CN)g]-Losung, 0,56 M
80 mg/ml 10 ml X-Gal-Lésung, 4 %
ad 500 ml mit LacZ-Waschlsung; Losung ohne X-Gal lagerbar bei
RT; nach Zugabe dunkel bei 4°C lagern; Losung steril filtriert

mehrfach verwendbar

LacZ-Fixierl6sung 0,2% 400 ul Glutaraldehyd, 30 % (Sigma #G-6257)

ad 50 ml mit LacZ-Basisldsung; Losung immer frisch ansetzen

LacZ-Waschlosung 0,01 % 1 ml Deoxycholat-Lésung, 10 %
0,2% 2 ml Nonidet P40 (Roche #1754599)

ad 1| mit LacZ-Basislosung

MgCl, 50 mM 2,03 g Magnesiumchlorid (Merck #5833)
ad 200 ml

NaHPO4-Losung 0,5M 445 g Dinatriumhydrogenphosphat (Merck #1.06580)
ad 500 ml (sollte pH ~ 9 sein)

NaH2PO4 0,5M 34,5 Natriumdihydrogenphosphat (Merck #6346)
ad 500 ml (sollte pH ~ 4,7 sein)

Perfusions-Ldsung 0,1 g Sodium Nitroprusside (Sigma #S-0501)

ad 100 ml mit PBS-; Lésung immer frisch ansetzen
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PFA, 4 %

4%

20 g Paraformaldehyd (Sigma #P-6148)

Zugabe von 430 ml ddH20; erhitzen auf 60°C; Zugabe von 1-
2 Tropfen NaOH bis die Losung klar wird; nach Abkuhlen
Zugabe von 50 ml 10x PBS-, pH 7,2 einstellen; ad 500 ml
ddH.O; steril filtrieren; Aliquots bei -20°C ca. 1 Jahr lagerbar

PO-L6sung, endogene

10 %
0,01 %

45 ml PBS-
5 ml Methanol (Riedel-de-Haén #32213)
150 pl H202, 30 % (Merck #1.08597)

Lésung immer frisch ansetzen

Propidiumjodid-Losung

10 mg/ml

10 mg Propidium lodide (Sigma #P-4170)
ad 1 ml mit PBS-; Aliquots bei 4°C dunkel lagern

TPS-Puffer

10 mM
150 mM

0,6 g Tris (ICN #819623)
4,38 g NaCl (Merck #1.06404)
ad 500 ml; pH 7,5

X-Gal-Lésung

4%

2 g X-Gal (Roth #2315.3)
ad 50ml mit N,N’-Dimethylformamid (Merck #1.03053);
lichtgeschutzt bei -20°C lagern

2.6 Losungen fiir die Protein-Analytik

1x Laemmli-Probenpuffer

62,5 mM
3%

10 %
0,01 %
5%

0,757 g Tris (ICN #819623)
30 ml SDS-Ldsung, 10 % (Fluka #71736)
[oder 3 g SDS (Sigma #L-4509)]
10 ml Glyzerin (Sigma #G-7757)
10 mg Bromphenolblau (Serva #15375)
5 ml 2-Mercaptoethanol (Sigma #M-7154)
ad 100 ml; pH 6,8; Lagerung bei RT ohne 2-Mercaptoethanol;

nach Zugabe 3 Monate verwendbar

APS

10 %

1 g Ammoniumpersulfat (Sigma #A-3678)
ad 10 ml; Lagerung bei 4°C max. 1 Monat
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Complete (25x)

1 Tablette Complete (Roche #1697498)
ad 2 ml; bei -20°C lagern

Coomassie-Entfarber

10 %
30 %

50 ml Essigsaure (Merck #1.00062)
150 ml Methanol (Riedel-de-Haén #32213)
ad 500 ml

Coomassie-Farbeldsung

0,25 %
10 %
50 %

1,25 g Coomassie Brilliant Blue R-250 (ICN #821616)
50 ml Essigsaure (Merck #1.00062)
250 ml Methanol (Riedel-de-Haén #32213)
ad 500 ml; filtrieren durch Faltenfilter; bei RT lichtgeschiitzt

lagern; Losung kann mehrfach wiederverwendet werden

IF-Blockpuffer

4%
0,1%

1 BSA, Fraktion V (PAA #K41-001-500)
25 il Triton X-100 (Serva #37240)

ad 25 ml mit PBS-; Losung immer frisch ansetzen

RIPA-Puffer

10 mM

0,1%
40 mM
2mM

1%

0,1%

1,5 ml Na;HPO4-Lésung, 0,5 M
~ 0,5 ml NaH,POs-Ldsung, 0,5 M
1 ml SDS-Lésung, 10 % (Fluka #71736)
0,168 g Natriumfluorid (Merck #1.06450)
74,4 mg EDTA (Sigma #E-5134)
1 ml Triton X-100 (Serva #37240)
Phosphatpuffer pH 7,2; ad 100 ml; 1 h autoklavieren; immer frisch
zugeben

1 ml Deoxycholat-Lésung, 10 %

RIPA-Waschpuffer

10 mM

™
40 mM
10 mM
0,2 %

8 ml NazHPO4-L6sung, 0,5 M
~ 2 ml NaH,POs-Lésung, 0,5 M
29,22 g NaCl (Merck #1.06404)
0,84 g Natriumfluorid (Merck #1.06450)
1,86 g EDTA (Sigma #E-5134)
1 ml Triton X-100 (Serva #37240)
Phosphatpuffer pH 7,2; ad 500 ml; mit 10 N NaOH auf pH 7,0; 1 h

autoklavieren
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Sammelgelpuffer

05M
0,4 %

30,25 g Tris-Base (Sigma #T-1503)
20 ml SDS-Lésung, 10 % (Fluka #71736)
ad 500 ml, (sollte pH 6,8 sein); steril filtrieren; bei 4°C lagern

SDS-running buffer

0,25M
1,92 M
1%

15 g Tris-Base (Sigma #T-1503)

72 g Glycin (Merck #1.04201)
50 ml SDS-Lésung, 10 % (Fluka #71736)
ad51;pH 8,3

Sepharose 4B-Gel

500 ul Sepharose 4B (Amersham #17-0120-01)
Gel (iberschichten mit gleichem Volumen TBS-Puffer; bei 4°C etwa

6 Monate lagerbar

Sepharose-ProteinA-Gel

150 mg ProteinA Sepharose CL-4B (Amersham #17-0780-01)

ad 500 pl mit TBS-Puffer; 2 h bei 4°C auf dem Sonnenrad quellen
lassen, nach Zentrifugation (5 min., 4.000 Upm, 4°C) Uberstand
abnehmen und mit gleichem Volumen TBS-Puffer iiberschichten;

bei 4°C etwa 6 Monate lagerbar

Transferpuffer, 1x

20 %

200 ml 5x Transferpuffer
200 ml Methanol (Riedel-de-Haén #32213)
ad 11

Transferpuffer, 5x

50 mM
0,1M
08M

15,4 g Tris-HCI (Sigma #T-3253)

18,5 g Tris-Base (Sigma #T-1503)
144,2 g Glycin (Merck #1.04201)
ad 21, (sollte pH 8,3 sein)

Trenngelpuffer

1,5 M
0,4 %

91 g Tris-Base (Sigma #T-1503)
20 ml SDS-Ldsung, 10 % (Fluka #71736)
ad 500 ml; (sollte pH 8,8 sein); steril filtrieren; bei 4°C lagern

Waschblotpuffer

8,5 mM
1,7 mM
50 mM

0,1%

2,68 g Tris-HCI (Sigma #T-3253)
0,4 g Tris-Base (Sigma #T-1503)
5,8 g NaCl (Merck #1.06404)

2 ml Tween 20 (Merck #8.22184)
ad 2|

Western-Blockpuffer

5%

1 g Magermilchpulver (Sucofin)

ad 20 ml mit Waschblotpuffer; Lésung immer frisch
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2.7 Fertige Losungen
Acrylamid-Stammldsung Rotiphorese Gel 30 fiir Protein-SDS-Page-Gele (Roth #3029.1)

Benzyl Benzoate (Sigma #B-6630)

Benzylalkohol (Sigma #B1,620-8)

Chloroform (Merck #1.02445)

Dako Fluorescent Mounting Medium (Dako #002627)
Demecolcine Solution (Colchizin) fir ES-Zell-Karyotypanalyse (Sigma #D-1925)
Dimethylsulfoxid (DMSO) (Merck #1.02950)

ES-PBS- (Dulbecco’s Phosphate buffered saline) fir ES-Zellkultur (Sigma #D-8537)
Eisessig (Merck #1.00063)

Entellan (Merck #1.07961)

Ethanol (Serva #11093)

Ethidiumbromid, 1 % (Merck #1.11608)
Formaldehyd, 37 % (Merck #1.04003)
Giemsa-Farbeldsung (Sigma #GS-500)

Isopropanol (Merck #1.09634)

Methanol (Riedel-de-Haén #32213)

Mineral Qil als PCR-OI (Sigma #M-5904)

QuickHyb (Stratagene #201220)

Roti-Block (10x) (Roth #A151.1)
Roti-Phenol/Chloroform (Roth #A156.2)

TEMED (Sigma #T-9281)

Tissue-Tec (Sakura #4583)

TRIzol (Gibco BRL #15596-018)
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2.8 Reagenziensatze (Kits)
Bicinchoninic Acid Kit for Protein Determination (Sigma #BCA-1)

ECL-Plus (Amersham #RPN 2132)

Jetstar 2.0 Plasmid MIDI Kit (Genomed #210050)

M.O.M™ Immunodetection Kit, Peroxidase (Vector Laboratories #PK-2200)
Multiprime-DNA labelling system (Amersham #RPN 16012)

Perfectpret Gel Cleanup Kit (Eppendorf #0032007.759)

Qiagen EndoFree Plasmid Maxi Kit (Qiagen #12362)

QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen #28706)

2.9 Aligemeine Labormaterialien
Sterile Zellkulturartikel wurden von den Firmen Falcon, Sarstedt, Nunc und Becton Dickinson bezogen.

Pipettenspitzen und Reagenzgefalle stammten von der Firma Sarstedt.

Agarose (Gibco BRL #155010-027)

Faltenfilter (Schleicher & Schuell)

Hybond-ECL Nitrozellulose Membran (Amersham #RPN2020D)

Hybond-N- sowie Hybond-N*-Membran (Amersham #RPN203N sowie #RPN203B)
Objekitrager Superior (Marienfeld #1000200)

SuperFrost Plus Objekttrager (Menzel-Glaser #041300)

Rontgenfilme X-OMAT AR (Sigma #235,849-5); BIOMAX AR und BIOMAX MR (Kodak)
Sterilfilter 0,4 um und 0,2 um (Schleicher & Schuell)

Whatman 3mm-Papier GB 002 (Schleicher & Schuell #426693)
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210 Gerate
Axiophot; Mikroskop mit Epifluoreszenz und angeschlossener AxioCam color HR (Zeiss)

Binokular MS5 (Leica)

Blotting-Chamber Mighty-Small Il [Western-Elektroblot] (Bio-Rad)
Elektrophoresekammer Mighty Small Il SE250/SE260 mit SE245 [SDS-PAGE] (Hoefer)
Elektrophoresekammern Pharmacia GNA-100 und -200 [Nukleinsauren] (Pharmacia)
Entwicklermaschine (AGFA Curix 60)

Handmonitor LB 1210 B (Berthold)

ImageMaster VDS [UV-Apparatur zur Dokumentation von EtBr-Agarosegelen] (Pharmacia Biotech)
Inkubatoren fir die eukaryotische Zellkultur mit CO.-Regelung (Heraeus)

Kryostat HM5000OM (Microm)

Laser Scan Microskop (Zeiss)

Paraffin-Gewebeinfiltrationsautomat TP 1020 und ParaffingieRstation EG 1140H (Leica)
Paraffin-Schnitt-Transfersystem mit Rotationsmikrotom HM 360 (Leica)

PCR Maschine PTC-100 und PTC-200 Programmable Thermal Controller (BioZym)
Primus 96 plus Thermocycler (MWG Biotech AG)

Spektralfotometer DU 640 (Beckman)

Strudelmixer Reax 2000 (Heidolph)

Szintillationszahler LS 1801 (Beckman)

Ultraschallbad Transonic T460, ELMA und Ultraschallspitze Sonifer B-12 (Branson)
UV-Stratalinker 2400 (Stratagene)

Vibratom VT1000S (Leica)

Zentrifugen: Biofuge A (Heraeus); Kuhlzentrifugen 2-MK und ZK15 (Sigma); Kuhlzentrifuge Minifuge RF
[15/50 ml Rohrchen] (Heraeus)
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2.11 Plasmide

Die Vektorkarten der wichtigen Plasmide wurden im Anhang dieser Arbeit dargestellt.

Bezeichung [GroRe in bp]

Beschreibung

Referenz/Firma

pBluescript I SK(+) (pBSK) Klonierungsvektor Stratagene (#212205)
[2961 bp] (ANHANG; Plasmidkarte 7) SHORT et al., 1988
Cx26 8kb-Subklon [11465bp] 8,0 kb EcoRI-Fragment isogener Cx26 Thomas OTT

DNS mit Cx26 kodierender Region in
pBSK

unveroffentlicht

Cx26  8kb-Subklon (5-UTR) 8,0 kb Cx26 Fragment mit Cx26 kodieren- diese Arbeit

[11465 bp] der Region und neu amplifizierter 5-HR  Silvia QUERINGS,
(1,8 kb BamHI/Smal) in pBSK Diplomarbeit (2003)

Cx26 8kb-Subklon (5-UTRneu) 8,0 kb Cx26 Fragment mit Cx26 kodierender diese Arbeit

[11465 bp] Region, neuer 5-HR (1,8 kb BamHI/Smal)  Sijlvia QUERINGS,
und neuer 3'-HR (5.0 kb EcoRI/Nsil) in pBSK Diplomarbeit (2003)
(ANHANG; Plasmidkarte 1)

pBS-Spacer-BamHI/Nael zwei Nsil-Restriktionsschnittstellen einge-  diese Arbeit

[2967 bp] fugtin pBSK
(ANHANG; Plasmidkarte 6)

pBSK Cx26SMA2 SpleiRakzeptorstelle von Cx26 in pBSK diese Arbeit

[3506 bp] (ANHANG; Klonierungsstrategie)

SACx26Ki32CR SmaBam Kodierende Region von Cx32 in den diese Arbeit
Vektor pBSK Cx26SMA2

Cx26Ki32 SmaBam delta Sphl ~ Der Vektor SACx26Ki32CR SmaBam diese Arbeit

[4388 bp] ohne Sphl-Schnittstelle
(ANHANG; Plasmidkarte 2)

Cx26KICx32 Cx32 kodierende Region mit SA26 klon- diese Arbeit

[11218 bp] iert in den Vektor 'Cx26 8kb-Subklon 5'-

UTRneu)
(ANHANG; Plasmidkarte 3)
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pBS-frt-neo-frt-Hincll  (product2)
(4886 bp]

1,9 kb Hincll-Fragment bestehend aus frt-
Erkennungsstellen und dem Neomyzin-Resis-

tenzgen in pBSK

Sonja HOMBACH

Unveroffentlicht

frt-neo-frt 2xNsil frt-Erkennungsstellen und Neomyzin-Resi-  diese Arbeit
[4522 bp] stenzgen im Vektor pBS-Spacer-BamH|/Nael
(ANHANG; Klonierungsstrategie)
Cx26KICx32neo Cx26KICx32 mit Neomyzin-Selektionskasset-  diese Arbeit
(ANHANG; Plasmidkarte 4) te aus “frt-neo-frt 2xNsil’
pSV-LacZ Eukaryotischer Expressionsvektor, der Promega (#£1081)
die kodierenden Region des lacZ-Gens
enthalt
NLS-LacZ SmaNsi Das Reportergen wurde in den Vektor diese Arbeit
[6913 bp] pBS-Spacer-BamHI/Nael kloniert.
(ANHANG; Klonierungsstrategie)
SACx26 NLS-LacZ SmaNsi NLS-LacZ SmaNsi mit SpleiBazeptor- diese Arbeit
[6968 bp] stelle von Cx26
(ANHANG; Klonierungsstrategie)
loxP-...-loxP Insert mit EcoRV ausgeschnitten; loxP-
Stellen, die das Reportergen flankieren
loxP-SACx26 NLS-LacZ-loxP NLS-LacZ SmaNsi mit SpleiRazeptor- diese Arbeit
[7398 bp] stelle von Cx26 zwischen den loxP-
(ANHANG; Klonierungsstrategie)  Erkennungsstellen
pCx26KILacZKICx32neo Austauschvektor fur die ES-Kultur; kann diese Arbeit
[17656 bp] mit Notl und Xhol linearisiert werden

(ANHANG; Plasmidkarte 5)

besteht aus: 1,9 kb 5°-HR; loxP-Sequen-
zen, die das LacZ-Reportergen flankier-
en, der Cx32 kodierenden Region, frt-Se-
quenzen, die die Neomyzin-Selektions-
kassette flankieren, 5 kb 3'-HR
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Cx26KI32 PCR-Testvektor
[11.657 bp]

1958 bp Cx26-5'HR; 5.0 kb Cx26-3"-HR; diese Arbeit
1.0 kb Cx32 kodierende Region

pdrp-Smal [7000 bp]

4.0 kb Smal-Fragment aus dem externen Heinz-Dieter Gabriel
Cx26-5"-Bereich (aus Balb C genomische ynverdffentlicht
Bank)

pCre-Pac [6000 bp] eukaryotischer Expressionsvektor TANIGUCHI et al., 1998
pBS-CMV-Intron-BS-NLS-lacZ-  Expressionsvektor fir HeLa-Zellkultur Maria Kreuzberg
Vektor

Cx43 SacdHind Cx43 externe Sonde Gaby Schwarz

unveroffentlicht

2.12 GroRenstandards

Bezeichnung

FragmentgroRen

DNS 100 bp-Leiter
(Gibco BRL #15628-019)
DNS 1 kb-Leiter

(Gibco BRL #15615-024)

A-DNS, Hindlll

(Roche #745782 gespalten mit
Hindlll

RNS-Leiter

(Gibco BRL #15620-016)
Protein-Leiter SeeBlue

Plus2 (Invitrogen #.C5925)

100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1.000, 1.100, 1.200,
1.300, 1.400, 1.500, 2.072 bp

134, 154, 201, 220, 298, 344, 396, 506, 517, 1.018, 1.639, 2.036,
3.054, 4.072, 5.090, 6.108, 7.126, 8.144, 9.162, 10.180, 11.198,
12.216 bp

Bei 200 ng Auftrag entspricht jede Bande einer Masse von (ng):
125 (0,5), 564 (2,3), 2.027 (8,4), 2.322 (9,58), 4.361 (18), 6.557
(27),9.416 (38,8), 23.130 bp (95,37 ng)

240, 1.350, 2.370, 4.400, 7.460, 9.490 bp

4,6, 16, 22, 36, 50, 64, 98, 148, 250 kDa
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2.13 Bakterienstamme

Bezeichnung Eigenschaften und Verwendung Referenz

E. coli XL1-blue MRF Genotyp:  recA1, endA1, gyrA96, thi-1, BULLOCKetal., 1987
A(mcr)A183, A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173, supE44,
relA1, lac[F'proAB lacleZAM15 Tn10 (Tet” 12,5

ug/ml)], Vermehrung von Plasmiden

MM294-Cre (Cre-E. coli) Genotyp: F-, A-, supE44, endA1, thi-1, hsdR17, BucHHOLZ et al,
lacZ: cl857-Cre, Cre-Rekombinase 1996
exprimierende E. coli Bakterien; Herstellung
und Vermehrung rekombinanter Plasmide

MM294-Flp  (Flp-E. coli) Flp-Rekombinase  exprimierende E. coli BucHHoLz et al,

Bakterien; Herstellung und Vermehrung 1996

rekombinanter Plasmide

2.14 Eukaryotische Zell-Linien

Bezeichnung Eigenschaften und Verwendung Referenz
Hela Aneuploide, epitheloide Cervixkarzinom Linie aus JONES etal., 1971
(ATCC CCL 2) menschlichem Gewebe als untransfizierte Wildtyp-Zellen
(HeLa-WT)
HM-1 Embryonale Stammzellen der Maus, gewonnen aus dem MAGIN et al., 1992

Mausstamm Sv129P2/OlaHsd

2.15 Startermolekiile (Oligonukleotid-Primer)
Startermolekile wurden bei MWG und EUROGENTEC bestellt, mit ddH20 auf 100 pmol/ul verdinnt,

aliquotiert a 20-50 pl und bei -20°C gelagert (Verdiinnung zu 10 pmol/pl)

Startermolekiile zur Anreicherung von DNS-Fragmenten, die zur Klonierung ben6tigt wurden:

Cx26-Sma 5" GCC TAG AGG AGG CTG TGT GTG 3’
Cx26SMA2 5" CCC GGG CTC TGC ATG CTT GGC ACT GGA GAAGACAAAC 3’
Cx26SA-Ncol 5" GGA GTG TGC CCC AAT CCATGG TG 3°

Anreicherung der Cx26 Spleiakzeptorstelle (Cx26SMA2 fir ‘pBSK Cx26SMA2’;
Cx26SA-Ncol fir "SACx26 NLS-LacZ SmaNsi’
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Cx26-for
Cx26-UTR-Sma

5 GGG CTA GTC TGT GGA TGC TAT AGG CAG G 3’
5 TTC CTT TTT TGC GGC CGC TTAACT GTC TTC CCG GGC AAACAC C 3’

Anreicherung von 1.9 kb 5°-homologer Region

Cx32-Sph 5" CCA AGC ATG CAG AGG ACA AGA TGA ACT GGA CAG GTC TATACACC 3’
Cx32-NsiBam 5" GCG GAA TCC ATG CAT GGG GAA GGT TGC CTG GTACTGG 3’
Anreicherung der Cx32 kodierenden Region
Neo-for 5" CGC GGA TCC ATG CAT GCC GGC GAA CGT GGC GAG 3’
Neo-rev 5" TCC CCC GGG ATG CAT GAATTC GATATC AAGCTTATCG 3’
Anreicherung eines "Spacer’-Fragments aus pBluescript zum Einfligen zweier
Nsil-Schnittstellen; Klonierung der frt-neo-frt-Kassette und LacZ-Reportergen
Cx26-T-for 5" AAG GAA AAA AGC GGC CGC ATGTTGTGC TAACTCC 3’
Cx26-Test-rev 5 GGAGGATCC CTTTGC CTG CCTATAG 3’

Anreicherung eines 158 bp grollen Cx26 Fragments in der 5'-HR vor BamHI

Startermolekiile zur Sequenzierung von Plasmiden (nur nicht-PCR Startermolekiile):

T3 Promoter

T7 Promoter

5" ATT AAC CCT CAC TAAAGG GA 3
5  TAATAC GAC TCA CTATAG GG 3

LoxPLacZDSP1
LoxPCx32DSP
Cx32USP

5" GAG AGC CAC ACA CTT AAC CCT ATG 3
5 CACTGC ATTCTAGTTGTGGTT TG 3
5°CGG TAG AAT TGG CCG CGA AGT TCC 3

Startermolekiile fiir RT-PCR Analysen (intron-iiberspannende):

Cx26 USP
Cx26 DSP
Cx32 USP
Cx32 DSP
Cx43 USP
Cx43 DSP

5" CGG AAG TTC ATG AAG GGA GAG AT 3 (DAVIES et al., 1996)
"GGT CTT TTG GAC TTT CCT GAG CA 3°

" CTG CTC TAC CCC GGC TAT GC 3 (DAVIES et al., 1996)

" CAG GCT GAG CAT CGG TCGCTC TT 3°

" TAC CAC GCC ACC ACC GGC CCA 3" (DAVIES et al., 1996)

o0 o1 o1 o1 O»,

"GGC ATT TTG GCT GTC GTC AGG GAA 3’

Neuer-LacZ USP 5" CGT TGC ACC ACA GAT GAA ACG CCG 3’

Neuer-LacZ DSP 5" GAT CGC CCT TCC CAA CAG TTG CGC 3’
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B-Aktin USP
B-Aktin DSP

5 CGT GGG CCG CCC TAG GCA CCAG 3" (DE SousA et al., 1993)
5 TTG GCC TTA GGG TTC AGG GGG G 3’

Startermolekiile zur Genotyp-Bestimmung von ES-Zellen und transgenen Mausen:

Cx26_for 5" GGG CTA GTC TGT GGA TGC TAT AGG CAG G 3’

Cx32_rev 5" CGC CAC TGA GCAAGG TGT ATAGACC 3’

LacZrev_1 5" CCATTC AGG CTG CGCAACTGTTGG G 3’

(LacZrev_2 5" GGT GCC GGA AAC CAG GCAAAG CGC C 3')
Nachweis  der  homologen  Rekombination des  Austauschvektors
"Cx26KiLacZKiCx32neo” in ES-Zellen

Cx26ss-for 5" AGC AGC CTA GAG GAG GCTGTG TGTGC 3’

Cx26ss-rev1 5" GGA CCC TTC GAT ACG GAC CTTCTG GG 3’

LacZrev1 5" CCATTC AGG CTG CGC AACTGTTGG G 3’

Cx32ss-rev 5" GCT CTC AGC AGC CAC CAC CAG CAC 3’
Unterscheidung der Allele Cx26"T; Cx26'2Z und Cx26% in der 5-HR in transgenen
Mausen

Cx32ss-for 5" CCACCG CCT CTC ACC TGAATACAAGC 3’

Cx26ss-rev2 5 GGG TTG CCT CAT CCTCTC CCTCC 3°

Neo-for 5" CGC AGC GCATCG CCTTCTTCGCC 3’
Unterscheidung der Allele Cx2632 und Cx2632n¢0 in der 3'-HR in transgenen
Mausen

Cx43-RO4 5" CGC CTC ATT ACT GAG GTT GTT GAG 3’

Cx43-HO2 5" CGC AAT TAC AAC AAG CAA GCC AGC 3’

Ki26Cx26 5" GGT GGA CCTACACCACCAGCATC 3’

Ki26neo5 5" CTC TGA GCC CAG AAA GCG AAG GAG 3’
Unterscheidung der Allele Cx43WT; Cx43% und Cx4326neo in transgenen Mausen

USP Flp 5 TAA GGT CCT GGT TCG TCA GTT TGT GG 3

DSP Flp 5 GTG ATATTA TCC CAT TCC ATG CGG GG 3

IntCre_rev 5 TCC ATG AGT GAA CGA ACC TGG TCG 3

up-IntCre 5 TTT GCC TGC ATT ACC GGT CGA TGC 3’

Nachweis auf Anwesenheit der kodierenden Region der Flp- bzw. Cre-
Rekombinase in transient transfizierten ES-Zellen sowie des Flp- bzw.

spezifischen Cre-Transgens in transgenen Mausen
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2.16 Hybridisierungssonden

Sonden Vektorbezeichnung Endonukleasen FragmentgroRe [bp]
5°-Sonde (Cx26) pdrp-Sma Xbal-Fragment 1000 bp
Interne LacZ-Sonde SACx26 NLS-LacZ SmaNsi  Clal/Ncol-Fragment od. 868 bp
EcoRV/Ncol-Fragment 1155 bp
Externe Cx43 Sonde Cx43 SacdHind Aval-Fragment 550 bp
Interne Cx26 Sonde PCR-Fragment Cx26-Sma u. Cx26-rev 800 bp

2.17 Mauslinien

Stamm Kurzbeschreibung Bezugsquelle
und Referenz
C57BI/6 Wildtyp-Mausstamm mit schwarzer Fellfarbe fir Ziichtungen Charles River;
und Ruckkreuzungen; Weibchen als Blastozysten-Spendertiere eigene Zucht
fir BCI
NMRI Wildtyp-Mausstamm, albino, Weibchen als Empfangertiere fir Charles River;
BCI, vasektomierte Mannchen zur Erzeugung von schein- eigene Zucht
schwangeren Leihmattern (Foster)
deleter-FIp  Transgene Mauslinie, welche die Flp-Rekombinase ubiquitdr RODRIGUEZ et al.,
unter der Kontrolle des menschlichen B-Aktin Promoters 2000
exprimiert
PGK-Cre Transgene Mauslinie, welche die Cre-Rekombinase ubiquitdr LALLEMAND et al,

unter der Kontrolle des PGK Promoters exprimiert

1999
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2.18 Antikorper

2.18.1 Primarantikorper

anti-Cx26 monoklonaler Antikorper, Maus [IF 1:1000; WB 1:500]
(Zymed 13-8100)

anti-Cx26 polyklonaler Antikdrper, Kaninchen [IF 1:500]
(Zymed 51-2800)

anti-Cx43 polyklonaler a-Cx43-Antikérper, Kaninchen [IF 1:1000; WB 1:2000]
(Christian SCHLIEKER)

anti-actin monoklonaler a-anti-actin Antikorper [WB 1:500]

anti-LacZ monoklonaler Antikorper, Maus [IF 1:2000]

2.18.2 Sekundarantikorper

Alexa 594 lgG, gegen Kaninchen, aus Ziege [IF 1:2000]
(rot) (MoBiTec A-11037)
Alexa 488 IgG, gegen Kaninchen, aus Ziege (IF 1:2000)
(griin) (MoBiTec A-11029)

alk. Peroxidase  19G, gegen Maus, aus Ziege [WB 1:10000-20000]
In Glycerol gelost, deshalb doppelt so viel einsetzen

alk. Peroxidase  19G, gegen Kaninchen, aus Ziege [WB 1:10000]

48



3. METHODEN

3 METHODEN

3.1 Nukleinsaure Analytik
Die grundlegenden molekularbiologischen Standardmethoden wurden nach den gangigen Laborhand-

bichern (SAMBROOK und RuUsSELL, 2001; AUSUBEL et al., 1989-2001), soweit nicht anders erwahnt,

durchgefihrt. Enzyme und Reagenziensatze wurden den Herstellerangaben entsprechend verwendet.

3.1.1 Isolierung und Reinigung von Nukleinsauren
Ebenso grol wie die Vielfalt der Nukleinsauren sind auch deren Isolierungsmethoden aus den verschieden-

en Organismen. Hochmolekulare, genomische DNS wird anders isoliert und behandelt als kleine,
einzelstrangige RNS-Molekile oder zirkulare Plasmide. Genauso spielt der Ausgangsorganismus eine
groRe Rolle.

Mini und Midi Plasmid-DNS Praparationen werden aus Bakterien nach dem Protokoll der alkalischen
Plasmid Isolierung prapariert (BIRNBOIM und DoLy, 1979) und die Endotoxin-freie Plasmid Maxi Praparation
nach Angaben des Herstellers (QIAGEN) durchgeflhrt. In Ausnahmen konnte die DNS erst tber den alka-
lischen Weg isoliert und anschlieRend flr die Endotoxin-freie Behandlung (QIAGEN) verwendet werden. Die
Isolierung genomischer DNS wurde je nach Ausgangsquelle — Gewebe oder Kulturzellen - durchgefhrt.
Hierzu werden die Zellwénde entweder mit ES-Lysis-Puffer (embryonale Stammzellen; Leberpraparate)
oder Laird-Puffer (Schwanzspitzen; LARRD et al., 1991) aufgeschlossen und die Zellproteine durch
Inkubation mit Proteinase K proteolytisch abgebaut.

Die Reinigung und Préazipitation der DNS erfolgt je nach Verwendungszweck und vorliegender Verun-
reinigung. Proteinhaltige Verunreinigungen werden durch Ausschutteln der Nukleinsaurelosung mit Phe-
nol/Chloroform/Isoamylalkohol beseitigt.

Zur Isolierung von RNS werden nur hochreine Puffer verwendet. RNasen sind auflerst stabil, bendtigen
keinerlei Kofaktoren flir ihre Aktivitat und konnen durch Autoklavieren nicht vollstandig inaktiviert werden.
Vorhandene RNasen konnen durch Behandlung der Losungen mit Dimethyl-Pyrocarbonate (DMPC)
inaktiviert werden. Die Isolierung von Gesamt-RNS (rRNS, tRNS, hnRNS und mRNS) aus Geweben und
Kulturzellen mittels TRIzol®Reagent beruht auf der Methode von CHOMCZYNSKI und SACCHI (1987).

DNS oder RNS wird durch Ethanolzugabe gefallt. Die Prazipitation mit Ethanol ist die gebrauchlichste
Methode zur Konzentrierung und weiteren Reinigung von Nukleinsauren. In Gegenwart von monovalenter

Kationen (Natriumacetat oder Ammoniumacetat) bildet die DNS oder RNS in Ethanol einen unldslichen
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Niederschlag, der durch Zentrifugation isoliert wird. In vielen Féllen erfolgt die Fallung der
Nukleinsaurelosung durch Zugabe von 0,5 bis 1 Volumenanteil Isopropanol.

Die Konzentration und Reinheit der Nukleinsaureldsungen wird fotometrisch (Beckman DU®640)
gemessen, basierend auf dem Absorptionsmaximum der Nukleinsduren bei 260 nm. Die Abschatzung
geringerer Mengen DNS wird im Gel durch Farbung mit Ethidiumbromid und anschlieRendem Vergleich mit

einer Verdlnnungsreihe bekannter Konzentration (200 ng A-DNS, Hindlll, siehe 2.13) durchgefihrt.

3.1.2 Aufarbeitung von Nukleinsauren
Nukleinsauren, die aus den verschiedenen Organismen isoliert werden, liegen fast immer als kompakte

oder hochmolekulare Strukturen vor. Unter dem Begriff Aufarbeitung werden alle grundlegenden
Analyseverfahren flr Nukleinsduren zusammengefasst. Die folgenden Methoden kamen in der
vorliegenden Arbeit zur Anwendung.

Spaltungssanalysen dienten sowohl zur Herstellung der zur Klonierung verwendeten DNS-Fragmente
als auch zur Identifizierung der entstehenden Klonierungsprodukte. Es wurden vollstandige Spaltungen,
Partialspaltungen und Mehrfachspaltungen je nach Verwendungszweck durchgefiihrt. Die Analyse der
Spaltungsansétze erfolgte Uber Gelelektrophorese, wobei das Tragermaterial hauptsachlich von Art und
GroRe der zu analysierenden Nukleinsaure bestimmt wird. Agarose ist das wichtigste Tragermaterial fir die
Elektrophorese von Nukleinsauren. Eine exakte, reproduzierbare Analyse von RNS ist im Gegensatz zur
DNS nur in denaturierenden Gelen maglich. Die Darstellung der Nukleinsauren wird durch die Interaktion
von Ethidiumbromid gewahrleistet. DNS-Fragmente werden durch die Anwendung der Reagenziensatzen
Qiaquick Gel Extraction Kit (QIAGEN) oder Perfectprep Gel Cleanup Kit (EPPENDORF), nach
Herstellerangaben, aus Agarose-Gelen isoliert.

Zusatzliche Methoden, die in der Arbeit und insbesondere bei der Klonierung von Vektoren angewendet
wurden, waren PCR-Reaktionen (siehe 3.1.3), Modifikationen — Aufflill-Reaktionen mit Hilfe des Klenow-
Fragments bzw. T4-DNS-Polymerase und Dephosphorylierungen mittels SAP (shrimp alkaline posphatase)
- ebenso wie Ligation der DNS-Fragmente.

Notwendige Sequenzierungen von Vektoren und Klonierungsschritten werden als Auftragssequenzierungen
bei der Firma AGOWA durchgefiihrt, indem die DNS in ddH20 versandt wird.

Weitere Untersuchungen von Nukleinséuren werden durch den Transfer auf eine feste Membran durch-
geflhrt (Blotting-Verfahren). Im Fall der angewendeten Southern-Blotting Technik wird genomische DNS

(20 ug) nach Spaltung mit Restriktionsenzymen auf einem Agarose-Gel aufgetrennt. Die Transfereffizienz
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der DNS wird durch eine partielle Depurinierung der DNS stark erhdht. Auerdem wird die DNS denaturiert,
um fur die Hybridisierung einzelstrangig zur Verfugung zu stehen. Die DNS wird mittels Kapillarblot auf eine
Nylonmembran (Hybond-N*) transferiert und fixiert (UV Stratalinker 2400). In Anlehnung an den Transfer
von DNS auf Membranen wird der Transfer von RNS (20 ug) als Northern-Blotting bezeichnet. Eine
Denaturierung der RNS ist, aufgrund der Auftrennung in denaturierenden Gelen, nicht notwendig. Analog
zur DNS erfolgt der Transfer, Gber einen Kapillarblot, auf eine Nylonmembran (Hybond-N), und die
Fixierung.

Der Nachweis der Nukleinsaure-Zielmolekile, also der zu analysierenden DNS oder RNS, erfolgt Gber
die sequenzspezifische Anlagerung von komplementéaren, markierten Nukleinséure-Sonden (Hybridisier-
ung). Die verwendeten DNS-Sonden wurden mit dem Reagenziensatz Multiprime-DNS labelling system
(AMERSHAM), nach Herstellerangaben, radioaktiv markiert. Die Hybridisierungen werden mit den jeweiligen
Hybridisierungspuffern — Formamid-haltig (RNS); QuickHyb® (DNS; STRATAGENE) durchgefiihrt. Der
Nachweis erfolgt durch Auflegen eines Rontgenfilms (Kodak X-OMAT AR). Die Expositionszeit ist abhangig
von der Signalstarke und kann von 30 min. (bei RT) bis zu mehrere Tage (bei -70°C) bei Northern-Blotting
Membranen variieren. Die Entwicklung des Films wird in einer Entwicklermaschine durchgefiihrt (Agfa Curix
60).
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3.1.3 Polymerase Kettenreaktion (PCR)
Die Polymerase Kettenreaktion (MULLIS und FALOONA, 1987) ist ein in vitro-Verfahren zur exponentiellen

und selektiven Vervielfaltigung von DNS-Fragmenten.
In der vorliegenden Arbeit erfolgt die Anwendung der PCR-Reaktion in unterschiedlichen Bereichen, wie

z.B. Klonierung, in vitro Mutagenese, Genotypisierung (insbesondere Multiplex-PCR) ebenso wie RT-PCR.

Beispiel fiir einen PCR-Ansatz und -Programm:
PCR-Ansatz (1 ul DNS + 24 pl Mastermix) PCR-Programm

16,5 ul steriles ddH.0 Schritt ~ Temperatur ~ Zeit Zyklen
2,5 ul 10x PCR-Puffer 1 94°C 5 min. 1
1,5 ul MgClz (25 mM) 2 94°C 45 sec.
1,0 ul Startermolekdl | (10 pmol/pl) 3 60-90°C 1 min. 25-40
1,0 ul Startermolekil Il (10 pmol/pl) 4 72°C 2 min.
1,0 ul dNTP (2.5 mM) 5 72°C 10 min. 1
0,5 ul Tag-Polymerase 6 8°C o0 1

Unterschiedliche DNS-Konzentration; Tag-Polymerase-Konzentration (5 U/ul; PROMEGA)

Die Analyse und ggf. Aufreinigung (siehe 3.1.2) der amplifizierten DNS Sequenzbereiche erfolgt Uber
eine Agarose-Gelelektrophorese. Als Kontrolle wird ein Ansatz mitgefiihrt, wo statt DNS Wasser eingesetzt
wurde (H20-Kontrolle).

3.1.3.1 Genotypisierung von ES-Zellen und transgenen Mausen
Nachfolgend sind die PCR-Ansatze aufgefiihrt, die in dieser Arbeit fir (ES-Zell- bzw. Maus-) Genotypisier-

ungen hauptsachlich verwendet wurden. Soweit nicht anders angegeben, wurden 25 mM MgCly, Tag-
Polymerase (5 U/pl; PROMEGA) und 10 mM dNTP-Mix (2.5 mM each) verwendet. Die Startermolekle
wurden, nach Herstellerangaben, in einer Konzentration von 100 pmol/ul Stammldsung gelagert und mit
einer Konzentration von 10 pmol/pl eingesetzt.

Die PCR-Ansatze wurden mit 50 ul Mineraldl Gberschichtet.
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PCR zum Nachweis der homologen Rekombination von ,Cx26KiLacZKiCx32neo’ in ES-Zellen:

PCR-Ansatz (12,5 ul DNS + 12,5 ul Mastermix) PCR-Programm (26Ki32)
6,25 pul dH0 Schritt Temperatur Zeit Zyklen
1,25 pl 10x PCR-Puffer 1 96°C 15 min. 1
1,5 ul MgClz 2 80°C 15 min. 1
1,0 I Cx26for 3 94°C 3 min. 1
1,0 pl LacZrev1 oder Cx26rev 4 94°C 45 sec.
0,5 ul dNTP 5 68°C 1 min. 35
0,5 ul Tag-Polymerase 6 72°C 2 min.
7 72°C 7 min. 1
8 4°C 0 1

Die PCR wird als ,hot-start-PCR durchgefiihrt. 12,5 ul Proteinase K enthaltendes DNS-Lysat wird mit 2
Tropfen Mineraldl Uberschichtet, zunachst 15 min. Hitze-behandelt, bevor der Mastermix bei 80°C zugege-
ben (markiert mit ) und die PCR fortgesetzt wird.

Ein Amplikon von 2,3 kb (Cx26for und LacZrevl) zeigt die homologe Rekombination des
Vektors ,Cx26KiLacZKiCx32neo’ in HM-1 ES- Klonen an. Fir das Cx26%-Allel wird ein 2,9 kb grofRes
Fragment (Cx26for und Cx26rev) amplifiziert.

PCR zum Nachweis der Genotypen transgener Cx26 Mause in der 5'-HR (Cx26KiLacZKiCx32neo):
PCR-Ansatz (1 ul DNS + 24 ul Mastermix) PCR-Programm (NP-KI)

12 ul dH0 Schritt Temperatur Zeit Zyklen
2,5 ul 10x PCR-Puffer 1 95°C 5 min. 1

1,5 ul MgCl2 2 94°C 30 sec.

2,0 ul Cx26ss-for 3 68°C 45 sec. 40

1,0 ul Cx26ss-rev1 4 72°C 90 sec.

1,0 ul LacZrev1 5 72°C 10 min. 1

0,5 ul dNTP 6 8°C 0 1

0,5 ul Tag-Polymerase

Die PCR erfolgt in der 5-Homologieregion (HR) zum Nachweis des Cx26tacZ-Allels (402 bp) und des
Cx26"-Allels (541 bp).
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PCR zum Nachweis der Cre-vermittelten Deletion des LacZ-Reportergens (Cx26KiCx32neo und
Cx26KiCx32) in der 5°-HR im heterozygoten/homozygoten Zustand:
PCR-Ansatz (1 pul DNS + 24 ul Mastermix) PCR-Programm (NP-KI)

12 ul dH0 Schritt Temperatur Zeit Zyklen
2,5yl 10x PCR-Puffer 1 95°C 5 min. 1

1,5 ul MgCl 2 94°C 30 sec.

2,0 ul Cx26ss-for 3 68°C 45 sec. 40

1,0 ul Cx26ss-rev1 4 72°C 90 sec.

1,0 ul Cx32ss-rev 5 72°C 10 min. 1

0,5 ul dNTP 6 8°C 0 1

0,5 ul Tag-Polymerase
Die PCR erfolgt in der 5-Homologieregion (HR) zum Nachweis des Cx26%2-Allels (324 bp) nach Cre-
vermittelter Deletion des LacZ-Reportergens und des Cx26"-Allels (541 bp).

PCR zum Nachweis der Flp-vermittelten Deletion der Neomyzin-Selektionskassette
(Cx26KiLacZKiCx32 und Cx26KiCx32) in der 3'-HR im heterozygoten/homozygoten Zustand:
PCR-Ansatz (1 ul DNS + 24 ul Mastermix) PCR-Programm (NP-KI)

12 ul dH0 Schritt Temperatur Zeit Zyklen
2,5 ul 10x PCR-Puffer 1 95°C 5 min. 1

1,5 ul MgCl 2 94°C 30 sec.

2,0 ul Cx26ss-rev2 3 68°C 45 sec. 40

1,0 ul Cx32ss-for 4 72°C 90 sec.

1,0 ul Neo-for 5 72°C 10 min. 1

0,5 ul dNTP 6 8°C o0 1

0,5 ul Tag-Polymerase
Die PCR erfolgt in der 3’-Homologieregion (HR) zum Nachweis der Ab- bzw. Anwesenheit der Neomyzin-
Selektionskassette: Cx26'acZn-Allels (631 bp) und Cx26'acZ- bzw. Cx2632-Allels (304 bp) nach Flp-vermittelter
Deletion.

PCR zum Nachweis der Genotypen transgener Cx43 Mause (Cx43KICx26neo)
PCR-Ansatz (1 ul DNS + 24 ul Mastermix) PCR-Programm (KAMA-KI):

14,75 ul dH20 Schritt Temperatur Zeit Zyklen
2,5 pl 10x PCR-Puffer 1 95°C 5 min. 1

1,75 ul MgClz 2 94°C 30 sec.

1,0 pl Cx43-HO2 3 62°C 45 sec. 40
2,0 ul Cx43-R0O4 4 72°C 90 sec.

1,0 pl Ki26neob 5 72°C 10 min. 1

0,5 pl dNTP 6 8°C 0 1

0,5 ul Tag-Polymerase
Die PCR erfolgt in der 3’-Homologieregion (HR) zum Nachweis des Cx43%-Allels mit
Neomyzinselektionskassette (529 bp) und des Cx43*t-Allels (381 bp).
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PCR zum Nachweis der Flp-vermittelten Deletion der Neomyzin-Selektionskassette (Cx43Ki26) im
heterozygoten/homozygoten Zustand:
PCR-Ansatz (1 ul DNS + 24 ul Mastermix) PCR-Programm (KAMA-KI):

14,75 ul dH20 Schritt Temperatur Zeit Zyklen
2,5 pl 10x PCR-Puffer 1 95°C 5 min. 1

1,75 ul MgClz 2 94°C 30 sec.

1,0 pl Cx43-HO2 3 62°C 45 sec. 40
2,0 ul Cx43-R0O4 4 72°C 90 sec.

1,0 pl Ki26Cx26 5 72°C 10 min. 1

0,5 ul dNTP 6 8°C 0 1

0,5 ul Tag-Polymerase
Die PCR erfolgt in der 3'-Homologieregion (HR) zum Nachweis des Cx432-Allels (529 bp) und des Cx43w-
Allels (381 bp).

PCR zum Nachweis der (spezifischen) Cre-Rekombinase in transgenen Mausen:
PCR-Ansatz (24 pl Mastermix + 1 pl DNS): PCR-Programm (CRE-JD):

18,4 ul H20 Schritt Temperatur Zeit Zyklen

2,5 ul 10x PCR-Puffer 1 94°C smn 1
2,0 uI MgCl> 2 94°C 1 min

0,2 I dNTP-Mix (40 mM) 3 60°C 1 min 40

0,2yl IntCre_rev 4 72°C 2 min

0,2 pl up-* 5 72°C Omn 1
0,5 yl Tag-Polymerase 6 25°C 0 1

Ein vorhandenes Amplikon zeigt die Anwesenheit der kodierenden Region der (spezifischen) Cre-
Rekombinase im Genom der transient transfizierten HM1 ES-Zellen oder der untersuchten Mause an.
¥ Int-Cre - Amplikon von etwa 420 bp spezifisch fir alle Cre Transgene (Interne Cre-PCR)

pgk1 -> Amplikon von etwa 500 bp spezifisch flir das PGK-Cre Transgen

PCR zum Nachweis der Flp-Rekombinase in transgenen Mausen:
PCR-Ansatz (24 ul Mastermix + 1 pl DNS): PCR-Programm (CRE-JD):

18,4 I H20 Schritt Temperatur Zeit Zyklen
2,5yl 10x PCR-Puffer 1 9%°C Smn 1
2,0 yI MgCl2 2 95°C 30 sec
0,2 ul dNTP (40 mM) 3 68°C 50 sec 35
0,2 pl USP Flp 4 72°C_ 9sec
0,2 ul DSP Fip 5 2°C omn A
0,5 I Tag-Polymerase 6 25°C 0 1 '

Ein Amplikon von etwa 1,2 kb zeigt die Anwesenheit der kodierenden Region der Flp-Rekombinase im
Genom der untersuchten Mause an.
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3.1.3.2 Zusatzliche PCRs (RT-PCR)
PCR zur Amplifikation umgeschriebener RNS (RT-PCR):

PCR-Ansatz (50 pl) PCR-Programm
33 pl dH20 Schritt Temperatur Zeit Zyklen
5,0 ul 10x PCR-Puffer 1 94°C 3 min. 1
4,0 pl MgCl 2 94°C 1 min.
2,0 pl Startermolekl | 3 65°C — 55°C 1 min. 10
2,0 ul Startermolekdl Il 4 72°C 2 min.
2,0 pl dNTP (40 mM) 5 94°C 1 min.
1,0 ul Tag-Polymerase 6 55°C 1 min. 25
1,0 yl cDNS 7 72°C 2 min.
8 72°C 7 min. 1

Die RT-PCR wird mit den jeweiligen intron-uberspannenden Startermolekulen fir Cx26, Cx32, Cx43 und
LacZ (siehe 2.16) durchgefiihrt.

PCR zur Amplifikation von Aktin:

PCR-Ansatz (50 pl) PCR-Programm
28 ul dH20 Schritt Temperatur Zeit Zyklen
5,0 ul 10x PCR-Puffer 1 94°C 3 min. 1
3,0 ul MgCl 2 94°C 1 min.
5,0 ul Aktin USP 3 65°C — 55°C 1 min. 10
5,0 pl Aktin DSP 4 72°C 2 min.
2,0 pl dNTP (40 mM) 5 94°C 1 min.
1,0 ul Tag-Polymerase 6 55°C 1 min. 25
1,0 ul cDNS 7 72°C 2 min.
8 72°C 7 min. 1

Zur Uberpriifung der Effizienz der Reversen Transkription und zum besseren Vergleich der einzelnen PCR-
Reaktionen wird eine PCR zur Amplifikation von B-Aktin durchgefiihrt. Zuséatzlich kann Gberpruft werden, ob
sich Kontaminationen genomischer DNS im Ansatz befinden, da beide B-Aktin-Startermolekiile einen
Bereich flankieren, der ein 87 bp groRes Intron enthélt (DE SOUSA et al., 1993).

3.1.4 Umschreiben von RNS in komplementéare DNS (cDNS)

3.1.41 RT-PCR (Reverse Transkriptase Polymerase Kettenreaktion)

Mit der Technik der RT-PCR ist es moglich, geringe Transkriptmengen in Geweben und Kulturzellen nach-
zuweisen. Fur die Amplifikation ist es notwendig, die RNS zunachst in DNS umzuschreiben, da die
Ausgangs-RNS nicht direkt als Matrize von der Tag-Polymerase genutzt werden kann. Hierfur bieten sich

mehrere Enzyme an, die als Reverse Transkriptasen (RTase) oder RNA-abhangige DNS-Polymerasen
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bezeichnet werden. Man nennt den dabei gebildeten DNS-Strang auch komplementare DNS (cDNS), und
der Schritt, in dem diese cDNS entsteht, wird als Reverse Transkription (RT) bezeichnet. Die

Gesamtreaktion aus RT und Amplifikation wird als RT-PCR beschrieben.

3.2 Transformation
Als Transformation bezeichnet man die Einfilhrung von freier DNS in eine entsprechend vorbehandelte

Bakterienzelle. Dieser Vorgang wird im Labor mit Hilfe speziell hergestellter kompetenter Bakterien
durchgefihrt, deren Zellwand durch Schwermetalle pords gemacht worden ist, wodurch sie leichter freie
DNS aufnehmen konnen.

Im Allgemeinen werden transformationskompetente Bakterien (XL1-Blue; DH5a) mit Hilfe der Rubidium-
chlorid-Methode (HANAHAN, 1983) hergestellt, die eine durchschnittliche Transformationseffizienz von 108-
107 pfu/ug aufweisen. Die kompetenten Bakterien werden bei -20°C gelagert. In besonderen Fallen wird mit
hocheffizienten transformationskompetenten Bakterien gearbeitet. Das Protokoll von HANAHAN (1983) wird
in leicht abgewandelter Form angewendet. Den Suspensionen wird zusatzlich DnD zugesetzt und die
Transformation mit frischen Zellen durchgefihrt (108 cfu/pg).

Zur Transformation werden die kompetenten Bakterien mit der zu transformierenden DNS gemischt und
auf Eis gestellt. Nach anschlieRendem Hitzeschock und Inkubation in LB-Medium werden die Bakterien auf
selektivem Medium ausplattiert und tiber Nacht inkubiert.

Eine Besonderheit stellen die E. coli Bakterien MM294-Flp und MM294-Cre dar. Sie haben die orts-
spezifische Rekombinase Flp bzw. Cre stabil in das Bakteriengenom integriert (BucHHOLZ et al., 1996). Dies
ermdglicht einen Funktionalitatsnachweis von inserierten frt- bzw. loxP-Sequenzen durch die Deletion des
flankierten DNS-Abschnitts. Die Transformation erfolgt wie oben beschrieben jedoch wird die Flissig-
bakterienkultur fiir die analytische Mini Plasmid Praparation bei 30°C anstatt 37°C, aufgrund einer erhdhten
DNase-Aktivitat, inkubiert.

Eine langerfristige Lagerung (-70°C) von Bakterien kann in Form von Glyzerinkulturen erfolgen, die zur

Rekultivierung verwendet werden.
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3.3 Isolierung und Nachweis von Proteinen

3.3.1 Proteinpraparation
Alle Arbeiten mit Proteinen werden auf Eis oder 4°C durchgefiihrt, um die Proteindegradation méglichst zu

unterbinden.

3.3.1.1 Herstellung von Zell-Lysaten (HeLa-Zellen)
Der Zellrasen einer 80-90 %-ig konfluenten Kulturschale wird mit PBS- gewaschen, kurz auf Eis inkubiert

und abermals mit PBS- gewaschen. Nach der vollstandigen Entfernung des Uberstandes werden 200 pl 2x
Laemmli-Probenpuffer, ohne (3-Mercaptoethanol und Bromphenolblau, auf die Zellen gegeben und diese
vom Untergrund geldst. Optional kdnnen die Zellen auch in RIPA-Puffer oder ,1x Complete®, einem
Protease-Inhibitor Gemisch, aufgenommen werden. Das viskose Zell-Lysat wird mit einer Pipettenspitze
vollstandig in ein Eppendorf-Mikroreaktionsgefal® Gberflihrt und kann bei -20°C mehrere Monate gelagert
werden. Vor der gelelektrophoretischen Auftrennung mittels SDS-PAGE werden dem Proteinlysat [3-
Mercaptoethanol und Bromphenolblau zugesetzt. Alternativ kdnnen auch konfluent bewachsene
Kulturschalen (nach 2x waschen) nach der vollstindigen Entfernung des Uberstandes bei -70°C

aufbewahrt werden. Die Zell-Lyse erfolgt anschlieRend wie oben beschrieben.

3.3.1.2 Praparation von Proteinen aus Geweben
Die préaparierten (siehe 3.7) und tiefgefrorenen Organe werden mit Hilfe von in flissigem Stickstoff,

vorgekuhlten Schraubzylindern, StoReln und eines Hammers zu Pulver zerkleinert und je nach
GewebegroRe 6-12 Stunden lyophylisiert. Die so gewonnenen Gewebe-Lyophilisate werden in 1x Complete
(siehe 3.3.1.1.) aufgenommen und nach der Bestimmung der Proteinkonzentration (siehe 3.3.2.2) in einer

SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese eingesetzt.

3.3.2 Protein-Analysen

3.3.21 Proteinnachweis durch Coomassie-Farbung

Bei der Coomassie-Farbetechnik handelt es sich um eine schnelle Methode zum Nachweis von Proteinen in
einem Polyacrylamid-Gel (Nachweis-Grenze: 0,3-1 pg/Proteinbande). Die Farbung beruht auf nicht-
spezifischen Bindungen zwischen Proteinen und dem Farbstoff Coomassie Brilliant Blue R. Durch SDS-
PAGE aufgetrennte Proteine werden durch eine Losung aus Methanol und Essigsaure fixiert. Inr Nachweis
innerhalb des Gels wird durch das in der Farbeldsung enthaltene Coomassie Brilliant Blue R erzielt, wobei

sich das gesamte Gel nach einer ca. 5-minttigen Inkubation blau anfarbt. Die Entfarbung erfolgt durch die
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Zugabe einer Methanol- und Essigsaure-haltigen Entfarbe-Losung fir mehrere Stunden oder UN, wobei sie
mehrmals ausgetauscht werden sollte. Abschlie®end kann das Gel in Essigsaure oder Wasser, sowie in

Folie eingeschweilt oder in getrockneter Form (Geltrockner: 2 Stunden bei 80°C) aufbewahrt werden.

3.3.2.2 Quantitativer Proteinnachweis in L6sungen mittels der Bicinchoninsaure-Methode (BCA)
Die Bicinchoninsaure (BCA)-Methode stellt eine Kombination aus dem Biuret Verfahren und der Verwen-

dung der Bicinchoninsaure (BCA) dar und wurde von SMITH et al. (1985) entwickelt. Die BCA-Methode
zeichnet sich durch eine geringe Stéranfalligkeit , einfache Durchfiihrung aus und beruht auf der Reduktion
von Cu2*-lonen zu Cu*-lonen, welche mit Na-Bicinchoninat unter alkalischen Bedingungen wahrend einer
30-mindtigen Inkubation bei 37°C einen alkalischen Komplex bilden. Die Absorption kann bei 562 nm
(Absorptionsmaximum des Komplexes) fotometrisch ermittelt werden, wobei die Nachweisgrenze der
Proteine bei ca. 0,5 pg/ml liegt. Mit Hilfe einer BSA-Standardeichgerade und der ermittelten Absorption der
Proben werden Rickschlisse auf die vorliegende Proteinkonzentration gezogen. Die Anwesenheit von
Detergenzien (z.B. SDS, Triton X-100) wirkt sich stérend auf die fotometrische Vermessung aus,
wohingegen Ammoniumionen, EDTA, DTT, Glutathion oder Ascorbinsdure toleriert werden. Fur die
Konzentrationsbestimmung wurde der Reagenziensatz ,Bicinchoninic Acid Kit for Protein Determination*

entsprechend der Herstellerangaben benutzt.

3.3.2.3 Denaturierende SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)
Die von LAEMMLI (1970) entwickelte Methode der SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese beruht auf einem

diskontinuierlichen Gelsystem unter denaturierenden Bedingungen: auf ein niedervernetztes Sammelgel
folgt ein hochvernetztes Trenngel. Das Prinzip der denaturierenden SDS-PAGE beruht darauf, dass SDS
(Natrium-Dodecylsulfat) aufgrund hydrophober Wechselwirkungen an Proteine proportional zu ihrer GroRe
zu binden vermag (ein SDS-Molekul pro zwei Aminosauren). Dadurch werden die Proteine einerseits
denaturiert, andererseits erhalten sie eine negative Ladung, proportional zu ihrem Molekulargewicht. Die
Eigenladung tritt demgegenuber in den Hintergrund. Die Auftrennung der Proteine geschieht hauptséchlich
durch die Siebeffekte des Gels. Dabei verhdlt sich die Wanderungsstrecke der Proteine umgekehrt
proportional zum Logarithmus des Molekulargewichtes. Fir die Herstellung eines Polyacrylamid-Gels sind
wassrige Losungen wie Acrylamid (AA) und N,N’-Methylenbisacrylamid (BIS) notwendig, welche durch
Zugabe eines Radikalstarters (APS;  (NH4)2S20s) und eines Katalysators ~ (N,N,N',N'-
Tetramethyleethylendiamin = TEMED) zur Durchfiihrung einer radikalischen Kopolymerisation befahigt sind.

Auf diese Weise entsteht also ein mechanisch stabiles, dreidimensionales Netzwerk, wobei BIS die
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Aufgabe der Quervernetzung Ubernimmt. Das Gesamt-AA:BIS-Verhaltnis indes bleibt stets konstant: 30:1
oder 40:1. In der Praxis sind Gele zwischen 5-20 % ublich, wobei das MalR an Elastizitat von 5 % aufwarts

ansteigt. Im Rahmen dieser Arbeit wurden ausschlieBlich 12,5 %-ige SDS-PAGE-Gele verwendet:

Zusammensetzung Sammelgel (4 %) Trenngel (12 %)
(fir zwei Gele a 1,5 mm)

AA-Stamml6sung 2ml 12 ml
4x Sammelgel-Puffer 3,8 ml -
4x Trenngel-Puffer - 7,5ml
ddH,0 9ml 10,5 ml
TEMED 20 pl 18
APS 90 pl 180 pl

Im Fall eines anschliefRenden Blotting-Verfahrens (Western Blotting) muss der Trenngelansatz vor der Zu-
gabe von APS und TEMED im Exsikkator 15 min. entgast werden. Es wird eine SDS-Gelapparatur von
HOEFER verwendet, wobei jeweils eine Glasscheibe und eine Ohrchenplatte durch zwei Abstandshalter
voneinander getrennt, in die GelgieBvorrichtung eingespannt werden. Nach Anpassung des Geltaschen-
Kamms werden die Taschen auf der Glasscheibe zur Erleichterung der Probenauftragung gekennzeichnet
und 1 cm unterhalb des Taschenkamms eine weitere Markierung, die die Hohe des Trenngel-Bereiches
angibt, angebracht. Es folgt die Ansetzung der obigen Trenngelsuspension, welche nach der Zugabe von
APS und TEMED kurz umgeschwenkt und dann zugig mittels einer Spritze uberfuhrt werden sollte. Eine
anschlieRende Uberschichtung wird mit einigen Millilitern einer 0,1 %-igen SDS-Lésung, zur Erzeugung
einer geraden Abschlusskante, durchgefuhrt. Nach der Polymerisation des Trenngels wird die
Uberschichtete SDS-Losung entfernt, der GeltaschenKamm positioniert und die Sammelgelsuspension
mittels einer Spritze bis zum obersten Rand der beiden Scheiben injiziert. Nach der vollstandigen
radikalischen Polymerisation erfolgt die Uberfiihrung der Scheiben nebst Gel in die Elektrophorese-

Apparatur und die Uberschichtung mit Elektrophorese-Puffer.

3.3.24 Immunoblot-Analysen
Der Immunoblot (Western Blot, WBL) stellt eine sensitive Methode zum Nachweis und zur Charakterisier-

ung von Proteinen dar, die durch polyklonale Antikdrper oder einen monoklonalen Antikdrper erkannt
werden konnen. Proteinproben werden solubilisiert, einer SDS-PAGE unterworfen und kdnnen mittels
unterschiedlicher Methoden (Elektrotransfer, Transfer nach dem Semi-Dry-Verfahren etc.) auf eine Trager-

membran Ubertragen werden. Die Protein-Transfer-Effizienz kann durch reversible Anfarbungen, z.B. mit

60



3. METHODEN

Ponceau S ermittelt werden. Die Membran wird nach dem Transfer mit dem primaren Antikorper inkubiert,
auf welche, nach drei Waschschritten, die Inkubation mit einem, gegen den Fc-Teil des ersten Antikdrpers
gerichteten, sekundaren Antikorper erfolgt. Der sekundére Antikorper kann mit einem Enzym, wie z.B. der
Meerrettich-Peroxidase (HRP) gekoppelt sein, welches einen Epitop-Nachweis unter nicht radioaktiven
Bedingungen zulasst. Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefihrte Methode des ECL-Nachweises
(ECL+Plus) beruht auf Chemilumineszenz und wurde nach Herstellerangaben eingesetzt. Die
Expositionsdauer des Rdntgenfilms (X-OMAT™) kann den Chemilumineszenz-Emissionen angepasst von

10 sec. bis 30 min. andauern.

3.4 Zellkultur

3.41 HM-1 embryonale Stammzellen (ES) der Maus
HM-1 embryonale Stammzellen (ES-Zellen) wurden aus agouti-farbenen, méannlichen Blastozysten des

Mausstamms Sv129P2/OlaHsd isoliert (MAGIN et al., 1992). Sie wachsen auf gelatinisierten Kulturschalen in
Gegenwart von ldslichem LIF. Die Kultivierung von embryonalen Stammzellen erfolgt in Inkubatoren in einer
wassergesattigten Atmosphére bei 37°C und 5 % CO-Gehalt. Angaben Gber Kultur, Transfektion und

Analyseverfahren finden sich auch in THEIS et al., 2000.

3.4.1.1 Allgemeine Kulturbedingungen
HM-1 Zellen werden in ES-WT-Medium kultiviert und bei Erreichen einer Konfluenz von etwa 90-100 %

trypsiniert und mit einer Verdiinnung von 1:2 bis 1:3 ausplattiert.

Die in ES-WT-Medium resuspendierten Zellen werden mit ES-Einfriermedium versetzt, in einem
Einfrierbehalter bei -70°C durch Isopropanol eingefroren und zur Langzeitlagerung in flissigen Stickstoff
uberflhrt. Das Auftauen der ES-Zellen sollte moglichst langsam durch kurzes Schwenken in einem 37°C

Wasserbad erfolgen.

3.4.1.2 Transfektion und Selektion von ES-Zellen
Transfektion ist die generelle Bezeichnung fir Verfahren zur Einschleusung von DNS in héhere Zellen. Von

einer stabilen Transfektion spricht man, wenn die eingeschleuste DNS in das Genom der Ausgangszellen
stabil integriert wurden. Die stabile Transfektion von HM-1 ES-Zellen erfolgt mit Hilfe der Elektroporation.
Der Austauschvektor (200-350 ug) wird Uber die Reagenzien des Qiagen EndoFree Plasmid Maxi Kits
aufgereinigt, mit Notl linearisiert und in TE-Puffer resuspendiert. ES-Zellen werden unter

Standardbedingungen und bis zur Konfluenz (T75) kultiviert. Nach Bestimmung der Zellzahl werden 3x 107
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Zellen in HBS-Puffer aufgenommen und mit dem linearisierten Austauschvektor zur Elektroporation
eingesetzt. Die elektroporierten Zellen werden in unterschiedlicher Verdinnung ausplattiert.

Die Selektion wird auf Anwesenheit eines Selektionsmarkergens (Neomyzin) durchgefthrt. Das Selektions-
medium wird alle 2-3 Tage gewechselt. Resistente Klone werden unter Selektionsdruck gepickt, vereinzelt
und mit ES-WT-Medium kultiviert.

Nach Erreichen der Konfluenz werden zwei Drittel der Zellsuspension weiterkultiviert und ein Drittel zur
Gewinnung genomischer DNS verwendet, die zur PCR eingesetzt wird (siehe 3.1.3). Nach Expansion der
potentiell positiven Klone wird ein Teil der Zellen zu weiteren Verwendungszwecken (z.B.
Blastozysteninjektion) (siehe 3.3.2) weg gefroren. Die verbleibenden Zellen werden zur genomischen DNS-
Gewinnung mit anschlie®endem Southern-Blotting (siehe 3.1.2) und zur Karyotyp Analyse (siehe 3.3.5)

eingesetzt.

3.4.1.3 Karyotyp Analyse homolog rekombinierter ES-Klone
Ein normaler Karyotyp der Maus-ES-Zellen mit 40 akrozentrischen Chromosomen ist fiir die Keimbahn-

transmission essentiell.

Die Zellen werden durch Inkubation mit Colzimid in der Metaphase der Mitose arretiert. Durch die
Behandlung mit isotonischer KCI-Losung schwellen die Zellen osmotisch an. Die Fixierung der Zellen erfolgt
durch Zugabe von eiskaltem, frisch angesetztem Methanol-Eisessig nach Sedimentation. Nach der letzten
Sedimentation werden die Zellen mit einer Pasteurpipette aus 20-30 cm Hohe auf saubere Objekttrager
aufgetropft. Die Chromosomen werden Giemsa Farbelosung angefarbt und durch Waschen mit
Leitungswasser differenziert. Die Objekttrager werden nach dem Trocknen an der Luft mit Entellan
eingedeckelt. Mindestens 20 auswertbare Chromosomenanhaufungen einzelner mitotisch arretierter Zellen

werden pro ES-Klon an einem Zeiss-Axiophot mit Phasenkontrastoptik ausgezahit.

3.4.2 Hela-Zellkultur
Die Kultivierung von HelLa-Zellen erfolgt in Inkubatoren in einer wassergesattigten Atmosphare bei 37°C

und 10 % CO.-Gehalt. HeLa-Zellen werden auf unbeschichteten Kulturschalen kultiviert.

3.4.21 Allgemeine Kulturbedingungen
HeLa-Wildtyp Zellen werden in HeLa-D10-Medium kultiviert, welches alle 2-4 Tage gewechselt wird, wobei

die Zellen bei Erreichen einer Konfluenz von etwa 90 % trypsiniert und mit einer Verdinnung von 1:3 bis
1:10 ausplattiert werden.
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Die Kulturzellen werden in Medium versetzt mit Dimethylsulfoxid (DMSO) eingefroren (siehe 3.3.1.1).

Das Auftauen der Zellen erfolgt wie bei den ES-Zellen beschrieben (siehe 3.3.1.1).

3.4.2.2 Transiente Tranfektion mit Hilfe der Calziumphophat-Prazipitation
Bei der hier angewendeten Calziumphophat-Prazipitation wird die DNS mit Hilfe von sich bildenden

Kristallen in die Zellen eingebracht. Die Effizienz der Transfektion hangt erheblich von dem pH-Wert der
eingesetzten Losung ab.

Zur Transfektion werden HelLa-Zellen mit 60 % Konfluenz und 10 pg Plasmid-DNS pro 6 cm Kultur-
schale, welche zuvor mit einem geeigneten Restriktionsenzym linearisiert wurde, verwendet. Die DNS wird
in 250 ul CaClx>-Loésung geldst und tropfenweise unter standigem Schitteln in 250 pl 2-fach BBS pipettiert.
Das Gemisch wird vorsichtig tropfenweise in das Medium der zu transfizierenden Zellen pipettiert. Die so
behandelten Zellen werden 12 h inkubiert (3-5 % CO2, 37°C) und anschlieRend nach zweimaligem
Waschen mit PBS- weitere 24-48 h in D10-Medium kultiviert (10 % CO, 37°C). Alle transfizierten Zellen
sollten das vom jeweiligen Plasmid kodierte Protein exprimieren. Dies kann mit verschiedenen Methoden
(Immunfluoreszenz-Analyse (siehe 3.7.2.2), p-Galaktosidase Nachweis (siehe 3.3.3) oder Fluoreszenz-

mikroskopie unfixierter Zellen durch Anregung mit UV-Licht) nachgewiesen werden.

3.5 Tierexperimentelle Arbeiten

3.5.1 Aligemeines
Die in dieser Arbeit beschriebenen Tierversuche wurden nach den Vorgaben des geltenden Tierschutzge-

setzes nach vorheriger Genehmigung durch die Bezirksregierung in Koln durchgefihrt (Aktenzeichen
23.203.2 BN 49, 28/94 und 15/96 sowie 50.203.2 BN 49, 32/01 mit dem Titel ,Untersuchung des Einflusses
defekter interzellularer Kommunikation auf die Tumorentstehung, Organentwicklung und Physiologie von

Mausen®).

3.5.2 Blastozysteninjektion (BCl)
Die Erzeugung transgener Mause aus embryonalen Stammzellen erfordert die Technik der Morula-Aggre-

gation oder der Blastozysteninjektion (NAGY et al., 2003; friher HOGAN et al., 1986). Bei der hier beschrie-
benen Blastozysteninjektion werden embryonale Stammzellen in ein als Blastozyste bezeichnetes frihes
Embryonalstadium der Maus injiziert. Das Stadium der Blastozyste ist bei der Maus Tag 3,5 nach der

Befruchtung erreicht und besteht aus etwa 100 Zellen.
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Die verwendeten HM-1 ES-Zellen stammen aus agouti-farbenen Mausen (Sv129P2/OlaHsd), so dass
schwarze Blastozysten-Spendertiere (C57BL/6) und Albino Empfangertiere (NMRI) verwendet werden.
Dreieinhalb Tage nach der Kopulation von superovulierten Weibchen (siehe 3.5.5) mit Mannchen (C57BL/6)
werden Blastozysten isoliert, die homolog rekombinierten ES-Klone (siehe 3.3.1) injiziert und in den Uterus
scheinschwangerer NMRI-Weibchen (siehe 3.5.4) implantiert. Bei den resultierenden Chimaren gibt das
Verhaltnis von agouti-farbenem (ES-Zell-Spenderstamm) zu schwarzem Fell (Blastozysten-Spenderstamm)
eine Auskunft iber den Chimérismusgrad. Chiméren mit einem Agouti-Anteil >70 % werden mit C57BL/6
Mausen verpaart. Bei Keimbahntransmission der ES-Zellen weisen 50 % der agouti-farbenen Nachkommen
das homolog rekombinierte Transgen auf, was durch PCR-Analysen (siehe 3.1.3) und Southern Blot
Hybridisierungen Uberprift wird. Diese Nachkommen werden zur Etablierung der transgene Mauslinien
(siehe 3.5.6 und 3.5.7) verpaart.

3.5.21 Zucht- und Haltungsbedingungen von Mausen
Die Mause werden in offenen Tierstallen bei konstantem Licht-Dunkel-Rhythmus von 12/12 Stunden mit

Futter und Wasser ad libitum gehalten. Die fiir die jeweiligen K&figgroen vorgesehenen Besatzdichten
werden eingehalten und die Tiere zweimal wdchentlich in saubere Kéfige umgesetzt. Bezliglich der Zucht

und Haltung transgener Mause sei auf NAGY et al. (2003) verwiesen.

3.5.2.2 Scheinschwangerschaft und Vasektomie von NMRI-Tieren
Scheinschwangeren Weibchen (NMRI) werden operativ Blastozysten implantiert, die sich einnisten

(nidatieren) und die Schwangerschaft auslosen. Bleibt nach einer Scheinschwangerschaft die Nidation aus,
tritt das Tier nach 11 Tagen wieder in den Zyklus ein (NAGY et al., 2003).

Die NMRI-Mannchen werden operativ im Alter von etwa 6-8 Wochen durch Verddung des Vas deferens
sterilisiert (NAGY et al., 2003). Vor Verwendung der sterilisierten Tiere zur Erzeugung scheinschwangerer
Weibchen (NMRI) wird der Erfolg der Operation getestet. Die Verpaarungen werden zeitlich so geplant,
dass die Weibchen am Tag 2,5 dpc der Scheinschwangerschaft sind, wenn die Blastozysten transferiert
werden (siehe 3.4.2).

3.5.2.3 Superovulation von C57BL/6 Spenderweibchen
Die C57BL/6-Weibchen werden durch eine Hormonbehandlung stimuliert, wodurch eine vermehrte

Follikelreifung und ein koordinierter Eisprung induziert werden. Es konnen bis zu 20 Blastozysten aus

einem superovulierten Weibchen isoliert werden.
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Fur die Superovulation wird den acht Weibchen, im Alter von 4 Wochen, je 100 ul FSH-Lsung (5 U)
intraperitoneal injiziert. Etwa 47 Stunden spater wird der Eisprung durch eine intraperitoneale Injektion von
100 pl hCG-Lésung (5 U) synchron ausgeldst. AnschlieRend werden die so behandelten Weibchen flir eine

Verpaarung eingesetzt und der Verpaarungserfolg am nachsten Morgen bestimmt (siehe 3.4.3)

3.5.3 Zyklusbestimmung weiblicher Mause
Méause paaren sich nur, wenn sich das Weibchen im Oestrus befindet, d.h., wenn ein Ei herangereift ist und

vom Ovar in den Eileiter entlassen wird.

Der Zyklus der weiblichen Maus vollzieht sich Uber 4-5 Tage, in der sie die Phasen des Prooestrus,
Oestrus, Metoestrus und Dioestrus durchlauft. Die verschiedenen Phasen lassen sich durch unterschied-
liche Zelltypen, bei Vaginalabstrichen, charakterisieren. Im Stadium des Prooestrus sind hauptsachlich
Epithelzellen zu finden. Der Oestrus zeichnet sich durch Schollen aus. Der Metoestrus weist Epithelzellen,
Schollen und Leukozyten auf, wohingegen der Dioestrus durch Leukozyten und Epithelzellen charakterisiert
wird.

Der Vaginalabstrich kann durch das Einfuhren einen Glasstabs in die Vagina und das Abstreichen des
anhaftenden Zellmaterials auf einem Objekttrager (0,9 % NaCl-Losung) erfolgen. Die Zelltypen und somit

der Zyklus kann direkt oder nach Methylenblaufarbung unter dem Mikroskop bestimmt werden.

3.5.4 Zucht und Verpaarungsbedingungen der Cx26KiCx32-Mauslinie
Die heterozygoten Cx2626Maczn-Nachkommen (Cx26KILacZKICx32neo) aus den Chimarenverpaarungen

werden, zur Expansion der Mauslinie, mit C57BL/6-Mausen verpaart. Die Cx2626/aczn-Nachkommen werden
mit Flp-Rekombinase exprimierenden Mausen verpaart, um Cx2626/acZ-Tiere (Cx26KILacZCx32) zu erhalten,
welche die Neomyzin-Selektionskassette genomisch deletiert haben. Die Tiere werden moglichst auf den
genetischen Hintergrund des C57BL/6-Mausstames riickgekreuzt, bevor sie zu weiteren Verpaarungen
eingesetzt werden. Eine Verpaarung der Cx2626MacZ-Tiere untereinander ist nicht notwendig, da homozygote
Cx26-defiziente Tiere nicht lebensfahig sind. Die Cx2626MacZ-Tiere werden mit Cre-Rekombinase
exprimierenden Mausen verpaart, um Cx262/32-Tiere zu erhalten, welche das LacZ-Reportergen

genomisch deletiert haben.

3.5.5 Zucht und Verpaarungsbedingungen der Cx43Ki26-Mauslinie
Die heterozygoten Cx4343/26neo-Nachkommen (Cx43KICx26neo) aus den Chimarenverpaarungen werden,

zur Expansion der Mauslinie, mit C57BL6-Mausen verpaart und des Weiteren mit Mausen, die die Flp-

Rekombinase exprimieren. Die resultierenden Tiere haben die Neomyzin-Selektionskassette genomisch
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deletiert (Cx43426-Tiere; Cx43KICx26). Die Rickkreuzung wird auf den genetischen Hintergrund der
C57BL/6-Tiere durchgefiihrt. Heterozygote Cx4343/26-Tiere werden zur Zucht homozygoter Cx4326/28-Tiere
miteinander verpaart. Die Besonderheit bei Verpaarungen mit heterozygoten Weibchen ist, dass

Ammenmutter zur Aufzucht der Jungtiere bendtigt werden.

3.5.6 Bestimmung des embryonalen Entwicklungsstadiums
Fur die Bestimmung des embryonalen Entwicklungsstadiums wurde von einer Kopulation zur Mitte der

Dunkelphase ausgegangen. Erfolgreiche Verpaarungen wurden am Anfang der folgenden Lichtphase
anhand des als Vaginalpfropf erkannt. Die Mitte der Lichtphase nach Kopulation wurde als 0,5 dpc (dies

post coitum) definiert.

3.5.7 Préaparation von postimplantiven Mausembryonen
Die Muttertiere wurden in geeigneter Phase der Schwangerschaft durch zervikale Dislokation get6tet und

der Uterus vollstandig entnommen. Nach Skizzierung der Lage und der GroRe der Implantationskammern
wurden die Embryonen in kaltem PBS- ggf. unter einem Dissektionsmikroskop (Wild) entsprechend den
Vorgaben in HOGAN et al. (1994) freiprapariert. In frihen postimplantiven Stadien wurden bei Bedarf die
extraembryonalen Membranen fur die Bestimmung des Genotyps durch PCR verwendet (siehe 3.1.3). Bei

spateren fotalen Stadien wurde die Schwanzspitze zu diesem Zweck abgeschnitten.

3.6 Funktionale Analysen an transgenen Tieren in toto

3.6.1 EKG-Messungen
EKG-Messungen werden an zehn Tage alten und adulten Tieren nach HAGENDORFF et al. (1999) durchge-

fuhrt. Dazu werden Oberflachen-EKGs mit 6 Ableitungen auf einem Mehrkanal-Verstarker aufgezeichnet
und in digitale Signale umgewandelt. EKG-Kanale werden verstarkt, zwischen 10 und 100 Hz gefiltert und
mit einer Rate von 1 kHz aufgezeichnet. Die spontane Herzzykluslange, Herzschlagfrequenz, Dauer der P-
Welle, PQ-Intervall, QRS-Dauer und QT-Intervall werden von den Messungen nachtraglich (offline)
bestimmt. Aus 300 bis 1200 Herzzyklen der 6 Ableitungen werden Signal-gemittelte EKG-Profile (SAECG,
Signal averaged ECG) berechnet. Auf dieser Grundlage wurden die im Anschluss beschriebenen Zeiten
gemessen. Die QRS-Dauer ist das Intervall zwischen Beginn der Q-Zacke und Rickkehr der S-Zacke zur
isoelektrischen Linie. Das QT-Intervall wird gemessen, als der Zeitraum, vom Beginn der Q-Zacke bis zum
Ende der T-Welle, definiert als Riickkehr der T-Welle zur Grundlinie. Das QT-Intervall wird nachtraglich

beziglich der Herzfrequenz korrigiert (QTc), entsprechend MITCHELL et al. (1998). Diese Analysen wurden
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zusammen mit Alexander Ghanem (Medizinische Klinik und Poliklinik Il, Innere Medizin -

Kardiologie/Pneumologie, Bonn) durchgeflhrt.

3.6.2 Elektrophysiologische Untersuchungen (EPI) an adulten Mausen
Adulte Mause werden in vivo mittels einer invasiven Einzel-Katheter Untersuchung (octapolar

electrophysiologic catheter, Ciber Mouse, NuMed, NY, USA) elektrophysiologisch charakterisiert. Die Pra-
paration und Charakterisierung der Halsvene und elektrophysiologischen Untersuchungen (EPI) wurden
unter inhalativer Anasthesie (1,5 Vol.-% Isofluran in 70 % N2O und 30 % O2) und konstanter Korper-
temperatur von 37°C durchgefihrt. Die EPI beinhaltet intrakardiale atriale und ventrikulare Stimulation.
EKG-Messungen (RR-Intervall, Dauer der P-Welle, PQ-Intervall, QRS-Dauer, QT-Intervall) und elektro-
physiologische Parameter (Sinusknotenrefraktarzeit, Wenckebach-Periodizitat, 2:1 atrio-ventrikulare
Leitfahigkeit, AV-Knotenrefraktarperiode, VA-Ubertragungseigenschaften) — wurden ausgewertet. In-
duzierbarkeit und Auftreten atrialer und ventrikularer Tachyarrhythmien wurden mittels programmierter (bis
zu drei Extra-Schlage) und plétzlichen Stimulationsprotokollen getestet. Der ,pacing threshold current® war
1,01£0.56 mA bei 1 ms Stimulierungsdauer. Zweifache ,pacing threshold” rechteckige Stimulierungspulse
wurden, durch einen modifizierten, programmierbaren Stimulator mit S1S1 Zyklenlange (CL) bis zu 10 ms
(Model 5328; Medtronic, Minneapolis, MN, USA), ausgelbt. Atrial Fibrillationen l&nger andauernd als 1 sec.
werden ausgewertet und ventrikulare Tachykardien werden bei = 4 ektopische, ventrikulare Schlage. Nach
Amplifizierung und Filtern werden die Daten (RR-Intervall, Dauer der P-Welle, PQ-Intervall, QRS-Dauer,
QT-Intervall) mit einem Mafstab von 4 kHz (Bard stamp amplifier; Bard LabSystem, C.R. Bard Inc., New
Jersey, USA) gesammelt. Diese Analysen wurden zusammen mit Jan Schrickel (Medizinische Klinik und
Poliklinik II, Innere Medizin — Kardiologie/Pneumologie, Bonn) durchgefuhrt.

3.6.3 Statistische Auswertung
Die Messdaten sind als Mittelwerte mit entsprechender Standardabweichung oder dem Standardfehler des

Mittelwertes angegeben. Fir die statistischen Auswertungen wird das Programm GraphPad Prism
(Graphpad Software Inc.) verwendet. Vergleiche von mehr als zwei unterschiedlichen Gruppen erfolgen
mittels Ein-Wege-ANOVA und post-hoc Tuckey Test. In allen Fallen werden Wahrscheinlichkeitswerte von
p < 0,05 als statistisch signifikant bewertet.

3.7 Analysen an transgenen Mausen
Fur die beschriebenen Praparationen werden die Mause durch zervikale Dislokation getétet, wenn nicht

anders erwahnt. Die zu untersuchenden Organe werden nach der Entnahme auf Trockeneis oder in
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Stickstoff eingefroren, bei - 70°C gelagert oder sofort weiterverwendet. Je nach Verwendungszweck kann
eine erste Fixierung mit 4 % PFA (Paraformaldeyhd), 0,2 % Glutaraldehyd oder Bouin-Losung zur besseren
Gewebeerhaltung von Vorteil sein.

Die praparierten Embryonen und Organe wurden fiir nachfolgend aufgefiinrte Methoden eingesetzt,
Anfertigung von Gefrier- (10-20 um; siehe 3.5.1.1), Dick- (200 um; siehe 3.5.1.1) und Paraffinschnitten
(7 um; siehe 3.5.1.1), B-Galaktosidase-Nachweise (siehe 3.6.2.1), Immunfluoreszenzen (siehe 3.7.2.2),
RT-PCR (siehe 3.1.4), Southern Blot und Western Blot Analysen.

3.7.1 Histologische Analysen

3.71.1 Herstellung von Gefrier-, Dick- und Paraffinschnitten

Zur Erstellung von Gefrierschnitten (10-20 um) werden die gefrorenen Organe in Tissue-Tec (Sakura)
eingebettet, an einem Kryostaten (Microm) geschnitten und auf SuperFrost-Plus-Objekttragern (Menzel-
Glaser) aufgenommen. Die Trocknung der Schnitte wird durch eine Inkubation bei RT flr mindestens eine
Stunde erzielt, nach der die Dinnschnitte bei -70°C gelagert werden konnen.

Zur Herstellung von Dickschnitten (Leber und Gehirn) werden die Mause perfundiert. Hierzu werden sie
mit 100 ul je 10 g Lebendgewicht Ketavet/Rompun-Ldsung betaubt. Das Blut wird durch eine Kanlle im
linken Herzventrikel und Anschneiden des rechten Atriums mit PBS- (10 ml) ausgewaschen. Die an-
schlieRende Fixierung erfolgt mittels einer 4 %-igen PFA-Losung (20 ml). Die Organe werden nach Ent-
nahme in 4 %-iger PFA-L6sung nachfixiert. Das jeweilige Organ wird auf dem Objekttrager mittels handels-
ublichen Sekundenklebers fixiert und in ein Vibratom VT1000S (Leica) eingespannt. Die Dickschnitte
variieren zwischen 200-400 pm, die in einem mit PBS- gefiillten Behaltnis aufgefangen werden. Die
einzelnen Schnitte werden mit Hilfe eines Pinsels in ein Gefal® mit PBS- Uberfihrt.

Die Gewebe werden entsprechend ihrer GroRe fixiert und anschliefend mehrfach in PBS- gewaschen.
Entwasserung und Infiltration mit flissigem Paraffin erfolgen (ber Nacht mittels des Paraffin-Ge-
webeinfiltrationsautomat TP 1020. Die Proben werden in gefensterte Plastikkassetten eingeschlossen und
mittels eines Schwenkkorbes in standiger Bewegung unter Vakuum sukzessive einer ansteigenden
Ethanolreihe, Xylol und flissigem Paraffin ausgesetzt. Danach werden die Praparate mit Hilfe der
Paraffinausgielstation EG 1140H in MetallgieRformen in Paraffin eingebettet. Die Schnitte (7 um) werden
mittels des Paraffin-Schnitt-Transfersystems mit Rotationsmikrotom HM 360 hergestellt. Aus dem 42°C
warmen Wasser-Auffangbecken werden die Schnitte nach Streckung mit Hilfe eines Pinsels auf
Objekitrager aufgenommen und an der Luft getrocknet. Die Schnitte werden bei RT gelagert.
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3.71.2 Hamatoxilin-Eosin (HE)-Farbung an Gefrier- und Paraffinschnitten
Bei dieser Methode handelt es sich um eine schnell auszufiihrende Ubersichtsfarbung. Hamatoxilin farbt die

Zellkerne durch Anlagerung an die negativ geladene DNS blau an, wohingegen Eosin, als schwach saurer
Farbstoff, das Zytoplasma, Bindegewebe und Kollagenfasern rot anfarbt. Die Intensitat der Farbung kann
durch die Dauer der Farbstoffeinwirkung beeinflusst werden.

Paraffinschnitte werden zunachst entparaffiniert und rehydratisiert. Dazu werden die Objekttrager 172
min. in Xylol und anschlieRend fiir je 1 min. in absolutem, 96 %, 90 %, 80 %, 70 %, 60 % und 50 % Ethanol
inkubiert. Nach 5 min. Inkubation in A. bidest. erfolgt eine 3-minitige Kernfarbung in Hamatoxilin-Losung.
Gefrierschnitte kdnnen direkt zur Kernfarbung eingesetzt werden. Die Praparate werden unter flieRendem
Wasser differenziert und anschlie®end fiir 5 min. im warmen Wasser ,geblaut‘. Die Praparate werden fiir
15-30 min. mit Eosin gefarbt und mit flieRendem Wasser differenziert. Die Gefrierschnitte werden direkt
nach dem Trocknen mittels Entellan eingedeckelt. Die Paraffinschnitte werden entwassert, wobei sie fir
jeweils 30 sec. in 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 96 % und absolutem Alkohol sowie Xylol inkubiert werden.
AnschlieRend werden sie wie die Gefrierschnitte mittels Entellan eingedeckelt und lichtmikroskopisch

ausgewertet.

3.71.3 Histologische Analyse von Brustdriisen
Neben der analytischen Histologie an HE-gefarbten Paraffinschnitten, durchgefiihrt von Prof. Dr. E.

Winterhager (Medizinische Fakultat der Universitat Duisburg-Essen, Essen) wurden Génge und Endstiicke
der Brustdrise, zur Untersuchung der Differenzierung, spezifisch mit Carmin-Aluminium dargestellt

(http://mammary.nih.gov/tools/index.html).

3.71.4 Darstellung von Brustdrusenepithel in toto
Die Haut Uber der Mamma inguinalis wurde vorsichtig entfernt, die Brustdrise mit einem Skalpell vom

Bauchfell gelost, auf einem Objekttrager (Superfrost®-Plus) ausgebreitet und bei RT in einem Etha-
nol/Chloroform/Eisessig-Gemisch (6:3:1) fixiert. Das Praparat wurde anschlieBend in 70 % (v/v) Ethanol
gewaschen und durch eine Ethanolreihe in A. bidest uberfuhrt. Die Farbung erfolgte in Carmin-Aluminium-
Farbelosung (0,2 % (w/v) Carmine, 0,5 % (w/v) Aluminium-Kaliumsulfat in A. bidest unter Kochen geldst
und filtriert). Anschlie®end wurde das Praparat durch eine Alkoholreihe entwassert, in Xylol geklart und mit

Entellan eingedeckelt.
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3.7.1.5 Histologie von Gonaden
Die Gonaden (Ovar/Uterus und Testis, einschlieRlich Epidydimis) werden prapariert und in Bouin-Losung

fixiert. Die analytische Histologie erfolgte mittels HE-gefarbter Paraffinschnitte durch Prof. Dr. E.

Winterhager (Medizinische Fakultat der Universitat Duisburg-Essen, Essen).

3.7.1.6  Immunhistochemische Detektion von Androgenrezeptoren
Paraffinschnitte von Bouin-fixierten Hoden wurden rehydriert und durch Mikrowellen in Glyzinpuffer (0,05 M)

fir 10 min. (1200 W) behandelt. Die Blockierung der unspezifischen Bindestellen erfolgte durch einen 30-
mindtigen Inkubationsschritt in Blockierungslosung (DakoCytomation Cyrpinteria, CA, USA, S3022).
Polyklonale Kaninchen-Antikorper, gerichtet gegen das N-terminale Peptid des Androgenrezeptors
menschlichen Ursprungs, die ebenfalls die Androgenrezeptoren der Maus und Ratte erkennen (SC-; Santa
Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), wurden in einer Verdinnung von 1:800 in Blockierungsldsung
verwendet. DakoCytomation Universal LSAB Plus-kit, einschliel3lich biotinylierter Sekundarantikérper Poly-
mer und Streptavidin konjugiert mit Alkalischer Phosphatase (AP) werden zum Nachweis der gebundenen
Primarantikorper eingesetzt (nach Herstellerangaben). New Fuchsin Chromogen wird als Substat fir die AP
genommen und mit Hamatoxilin gegengefarbt. Endogene alkalische Phosphatase wird durch Zugabe von
Levamisol zum Substrat inhibiert. Kontrollfarbungen wurden ohne Primérantikdrper durchgefiihrt. Die
analytische Histologie wurde durch Dr. R. Behr (Medizinische Fakultit der Universitat Duisburg-Essen,

Essen) durchgefiihrt.

3.7.1.7 Histologie von Embryonen (17 dpc)
Die Embryonen wurde prapariert (siehe 3.5.7) und in Bouin-Ldsung fixiert. Die Genotypisierung erfolgte

anhand der &dulReren Embryonalhtille (siehe 3.1.3). Die analytische Histologie erfolgte mittels HE-gefarbter
Paraffinschnitte durch Prof. Dr. E. Winterhager (Medizinische Fakultat der Universitat Duisburg-Essen,
Essen).

3.71.8 Histologie adulter Herzen
Nach Praparation des Herzens und der Lunge werden die Lungenlappen und der Thymus unter Erhalt des

Herzgefal-Baumes abprapariert. Die Herzen werden tber Nacht bei 4°C in 4 % PFA rotierend fixiert. Die
Proben werden mehrfach gewaschen, in 70 % Ethanol gelagert und zur weiteren Analyse zu Dr. J.-S. Kim
nach Seoul, Korea (University of Ulsan, College of Medicine) verschickt. Hier erfolgte Routine-Histologie

durch Einbettung in Paraffin, Anfertigung von Langsschnitten der Herzen und HE-Farbung.
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3.7.2 Expressionsanalysen

3.7.21 B-Galaktosidase-Nachweis
Der histologische Nachweis bakterieller -Galaktosidase als Produkt des verwendeten lacZ-Reportergens

wurde verandert nach HOGAN et al. (1994) mit X-Gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-3-D-Galaktopyranosid)
durchgefihrt. Das Basisprotokoll wurde je nach Verwendungszweck leicht modifiziert.

Die Fixierung erfolgte in LacZ-Basislosung mit Glutaraldehyd. AnschlieRend wurden die Praparate — so-
weit nicht anders vermerkt — dreimal mit LacZ-Waschlosung gewaschen und UN mit LacZ-Farbel6sung bei
37°C gefarbt. Nach der Reaktion wurden die Praparate dreimal mit LacZ-Waschldsung und einmal mit A.
bidest gewaschen. Besonderheiten bei den verschiedenen Praparaten sind im Folgenden beschrieben:

Kulturzellen. Fir den in situ-Nachweis von B-Galaktosidase in adharent wachsenden Kulturzellen
wurden die Zellen zweimal mit PBS- gewaschen, fur 5 min. fixiert und anschlie®end dreimal gewaschen.
Nach der Farbung wurden die Zellen mit PBS- gewaschen und unter einem Binokular (Wild) im Durchlicht
betrachtet und fotografiert.

Gefrierschnitte: Nach dem Trocknen wurden die Schnitte fixiert, gewaschen und gefarbt. Nach der
Farbung wurde gewaschen, gefolgt von einem zusétzlichen Schritt in A. bidest und in Entellan eingedeckelt.

Dickschnitte: Die Dickschnitte werden in LacZ-Fixierlésung fixiert, dreimal mit LacZ-Waschldsung
gewaschen und Uber Nacht in LacZ-Farbelésung inkubiert. Nach dreimaligem Waschen in LacZ-Wasch-
l6sung konnen die Dickschnitte bis zur mikroskopischen Analyse bei 4°C in LacZ-Waschldsung gelagert
werden.

Postimplantive Mausembryonen: Die Embryonen zwischen 7,5 dpc und 11,5 dpc wurden nach Ent-

nahme (siehe 3.5.7) als ganzes gefarbt (,whole mount*). Nach einem Waschschritt in PBS- wurden die Em-
bryonen ihrer GroRRe entsprechend fixiert. AnschlieBend wurden sie gewaschen, ber Nacht gefarbt und
erneut gewaschen. Die Embryonen wurden je nach Transparenz unter einem Binokular (Wild) im Durchlicht
oder Dunkelfeld betrachtet und fotografiert.

3.7.2.2 Immunfluoreszenz-Analysen an Gefrierschnitten (u. LacZ-Nachweis)
Die Methode der Immunfluoreszenz ermdglicht durch den Einsatz spezifischer primarer und Farbstoff-

gekoppelter sekundarer Antikorper eine in situ Lokalisation von Proteinen innerhalb einer Zelle oder
Zellverbanden.
Die Fixierung der Gefrierschnitte erfolgt fur 10 min. in Kivetten mit eiskaltem absolutem Ethanol.

AnschlieBend wird mit PBS- gewaschen und mit Blockierungslosung fiir 45-60 min. bei RT inkubiert. Bei
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von Propidiumjodid wird vor der Blockierung eine 30-minutige Inkubation mit RNase2000 bei RT durchge-
fuhrt. Je Gefrierschnitt werden 50-100 ul der primaren Antikorper-Verdinnung (in Blockierungslosung) ver-
wendet und mit Parafiim abgedeckt. Die Inkubation erfolgt entweder fir 1-2 Stunden bei RT oder Uber
Nacht bei 4°C in einer ,feuchten Kammer“. Nach kurzen Waschschritten werden die Schnitte mit verdin-
nten, sekundaren Antikdrpern (aus Ziege oder Esel stammendes IgG anti-Fc-Kaninchen, Meerschweinchen
oder Maus), der mit einem Fluoreszenz-Farbstoff (z.B. Alexa 488, Alexa 594, Cy3, Cy5 etc.) gekoppelt ist,
45-60 min im Dunkeln bei RT inkubiert. AbschlieRend wird noch einmal mit PBS- gewaschen und mit dem
Kernfarbstoff Hoechst (1:2000 in PBS-) oder Propidiumjodid (1:50000 in PBS) flir 10 min. (abgedunkelt)
inkubiert. Nach einer 5-minitigen Inkubation in ddH.O werden die Proben mit DAKOR Fluorescent Mounting
Medium oder Permafluor eingedeckelt und im Dunkeln bei 4°C gelagert. Das Eindeckelmedium ist nach
einem Tag erstarrt und die Praparate lassen sich mit Hilfe eines Epifluoreszenz-Mikroskop (Hoechst) oder
Laser Scan Mikroskop (Propidiumjodid) betrachten.

Immunfluoreszenz-Analysen und (3-Galaktosidase-Nachweis (siehe 3.7.2.1) kénnen an einem Schnitt er-

folgen. Dabei ist die Reihenfolge egal, solange keine Fixierungsschritte mit Ethanol verwendet werden.

3.7.2.3 Immunfluoreszenz-Analysen an Dickschnitten (u. LacZ-Nachweis)
Anders als bei Gefrierschnitten werden Dickschnitte 10 min. in 4 % PFA (oder GN 1 % PFA, 4°C) bei RT fix-

iert. Die jeweiligen Schritte werden in einem Eppendorfgefal® durchgefthrt und die Inkubation erfolgt meist
rotierend auf einem ,Sonnenrad®. Vor der 20-30-mindtigen Inkubation mit RNase2000 (1:100) werden die
Schnitte dreimal kurz mit OLDENBURG-Puffer gewaschen. Die Blockierungslosung wird in OLDENBURG-Puffer
angesetzt und fiir 1-2 Stunden bei RT auf die Schnitte gegeben (1 ml Flissigkeit + 2 Schnitte in Eppendorf-
gefaR). Die Schnitte werden mit PBS-gewaschen und mit dem verdiinnten, primaren Antikdrper (in Blockier-
ungslésung) fir 1-2 Stunden bei RT oder tGber Nacht bei 4°C rotierend inkubiert. Vor und nach der Inkuba-
tion (1-2 Stunden) mit den verdiinnten, sekundaren Antikrpern werden die Schnitte mit PBS- gewaschen.
Die Schnitte werden vorsichtig mit Hilfe eines Pinsels auf einem Objekttrager aufgebracht und mit DAKOR
Fluorescent Mounting Medium oder Permafluor eingedeckelt und im Dunkeln bei 4°C gelagert.

Eine zusatzliche Anwendung des [-Galaktosidase-Nachweis (siehe 3.7.2.1) kann sowohl vor der Im-
munfluoreszenz-Analyse als auch danach erfolgen. Es ist darauf zu achten, dass keine Fixierungsschritte
mit Ethanol durchgefuhrt werden, da dies der LacZ-Nachweisreaktion schadet. Bei der Anwendung danach
werden die Schnitte nach der Inkubation mit den sekundaren Antikdrpern und Waschen mit PBS- mit 4 %
PFA fir 15 min. fixiert, bevor noch einmal mit LacZ-Waschlésung gewaschen wird und sich die Inkubation

mit LacZ-Farbelésung Uber Nacht anschlief3t.
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3.7.3 FSH-Messungen an Serum und Hypophyse
Zur Durchfihrung der FSH-Messungen wurden den Mausen Blut durch Ausbluten entnommen und die Hy-

pophysen prapariert, die auf Trockeneis eingefroren und bei -70°C gelagert wurden. Das entnommene Blut
wird unmittelbar nach der Entnahme in Eppendorf-MikroreaktionsgefalRe Uberfihrt und zur Serumgewin-
nung 30 min. bei 37°C inkubiert. Es schliel3t sich eine UN Inkubation bei 4°C und eine Zentrifugation (3000
Upm, 20 min, 4°C) an, nach der das gelbliche Serum vorsichtig vom Blutkuchen abpipettiert und in ein
neues Eppendorf-Mikroreaktionsgefal® tberflhrt wird. Das so erzielte Serum lasst sich bei -20°C lagern,
sollte aber nicht oft aufgetaut und eingefroren werden. Das Serum kann zum Schutz vor Bakterien- und
Pilzwachstum mit Natriumazid (NaNs) zu einer finalen Konzentration von 0,02 % versetzt werden.

Die FSH-Messungen werden im Labor von Prof. Dr. M. Simoni (Institut fur Reproduktionsbiologie,

Universitat Minster) durchgefihrt.
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4 ERGEBNISSE

Das Projekt: Cx26KILacZKICx32
Zur Untersuchung funktioneller Spezialisierung und Redundanz unter den einzelnen Mitgliedern der

Connexin Familie in vivo wurden Mause mit einem gezielten Ersatz der kodierenden Region des
Connexin26 Gens durch die kodierende Region des Connexin32 Gens erzeugt. Zusatzlich wurde eine

Expressionsanalyse durch das Einbringen eines Reportergens (NLS-LacZ) ermdglicht.

41.1 Klonierung des Austauschvektors pCx26KILacZKICx32neo
Die Klonierung des Austauschvektors erfolgte Uber mehrere Schritte, die im Folgenden zuerst in einer

Gesamt-Ubersicht prasentiert werden. AnschlieRende Erlduterungen zeigen wesentliche Aspekte der
Klonierungsstrategie auf. Die aufgefiihrten Vektoren sind im Abschnitt 2.12 (Vektorkarten im Anhang)

gesondert aufgefthrt.

Austausch des 5°-Homologiebereichs im Ausgangsvektor ‘Cx26 8 kb-Subklon” ('Cx26 8 kb
5'UTRneu’)

Klonierung eines Vektors mit Cx26-Spleifakzeptorstelle (SA) und kodierender Region (CR) von
Cx32 ("SACx26KI32CR SmaBam deltaSphl’)

Klonierung der Neomyzin-Resistenzkassette mit flankierenden frt-Erkennungsstellen und
zusatzlichen Nsil-Schnittstellen (frt-neo-frt 2xNsil")

Klonierung eines Vektors mit Cx26-Spleillakzeptorstelle (SA), NLS-LacZ-Reportergen und
flankierenden loxP-Erkennungsstellen (loxP-SACx26NLS-LacZ-loxP)

pCx26KILacZKICx32neo: Zusammenfligen der beschriebenen Teilprodukte

41.2 Klonierungsstrategie

41.21 Austausch des 5'-Homologiebereichs im Ausgangsvektor ‘Cx26 8 kb-Subklon’

Der Ausgangsvektor ‘Cx26 8 kb-Subklon” wurde vor Klonierungsbeginn mittels Spaltung und Sequenzier-
ung der wesentlichen Bereiche umfassend analysiert. Das Spaltungsmuster gab keinen Aufschluss Uber
eventuell abweichende Sequenzen. Die Sequenzanalyse des 5°-Homologiebereichs zeigte jedoch nur eine
600 bp groRe Ubereinstimmung (anstelle der angegebenen 1,8 kb) mit der vorliegenden Cx26-Sequenz,
weshalb weitere Klonierungsschritte notwendig wurden. Im  3’-Homologiebereich konnten keine Verander-

ungen festgestellt werden.
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Der 5°-Homologiebereich wurde mit den modifizierten Startermolekilen Cx26_for und Cx26_UTR_Sma
amplifiziert und in den Ausgangsvektor 'Cx26 8kb-Subklon” eingebracht. Der Vektor "Cx26 8 kb 5'UTR’
zeigte eine durch Mutationen entstandene, zusatzliche Notl-Schnittstelle im 3’-Homologiebereich und
machte den Austausch des 3'-Homologiebereichs notwendig. Die 3'-Region wurde aus dem 'Cx26 8 kb-
Subklon” ber die Schnittstellen Nsil und EcoRI ausgeschnitten und in den Vektor 'Cx26 8 kb 5'UTR’
uberflhrt. Die Sequenzierungen des 5'-Homologiebereichs des Vektors ‘Cx26 8 kb 5'UTRneu” stimmten

mit den vorliegenden Cx26-Daten (Celera-Datenbank) Uberein.

41.2.2 Klonierung der kodierenden Region von Cx32
In dem resultierenden Vektor ('SACx26KI32CR SmaBam deltaSphl’) wurde die Cx26-SpleiRakzeptorstelle

(SACx26) vor die kodierende Region des Cx32-Gens (Cx32CR) kloniert.

Hierzu wurde das SACx26-Fragment (106 bp) mit den modifizierten Startermolekilen Cx26SMA2 und
Cx26_Sma aus 'Cx26 8 kb-Subklon” amplifiziert und Uber die Smal-Schnittstellen in den pBluescript
SKII(+)-Vektor eingebracht. Der entstandene Vektor erhielt die Bezeichnung 'pBSK Cx26SMA2". Die
kodierende Region von Cx32 (894 bp) wurde ebenfalls Gber PCR (Cx32_Sph u. Cx32_NsiBam) amplifiziert
und in den Sphl/BamHlI-linearisierten Vektor ‘pBSK Cx26SMA2 kloniert. Die entstandene Sphl-Schnittstelle
in dem Vektor ‘SACx26Ki32CR SmaBam’ wurde durch Spaltung des Vektors mit Sphl, T4-DNS-
Polymerase Behandlung und Re-Ligation entfernt. Die Sequenzierung des Vektors ‘Cx26Ki32 SmaBam
delta Sphl” zeigte keine Veranderungen in der kodierenden Region der Cx32-Sequenz und es konnte
nachgewiesen werden, dass die Sphl-Schnittstelle entfernt wurde.

41.2.3 Klonierung der Neomyzin-Resistenzkassette
Die Neomyzin-Resistenzkassette musste durch frt-Erkennungs- und Nsil-Schnittstellen flankiert werden

(‘fri-neo-frt 2xNsil’). Die Nsil-Schnittstellen wurden uber einen so genannten "Spacer Vektor” eingebracht.
Der "Spacer” wurde mittels PCR aus dem Vektor pBluescript SKII(+) mit den Startermolekilen Neo_for und
Neo_rev amplifiziert und Uber die Schnittstellen Smal und BamHI in den linearisierten Vektor pBluescript
SKII(+) ligiert. “frt-neo-frt” wurde Uber Hincll ausgeschnitten und in den "Spacer Vektor™ kloniert. Somit
stand der Vektor ‘frt-neo-frt 2xNsil” mit Neomyzin-Resistenzkassette, frt-Erkennungsstellen und zwei Nsil-

Schnittstellen fur weitere Klonierungsschritte zur Verfligung.

41.2.4 Kilonierung des NLS-LacZ-Reportergens
Das NLS-LacZ-Reportergen wurde flr die Anwendung in dem finalen Konstrukt hinter die Cx26-SpleiRak-

zeptorstelle und zwischen die beiden loxP-Erkennungsstellen kloniert. Als Ausgangsvektor fiir diese
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Schritte wurde wiederum der "Spacer Vektor™ (siehe 4.1.2.3) eingesetzt. Das NLS-LacZ-Reportergen wurde
aus dem Ursprungsvektor ‘NLS-lacZpA™ ausgeschnitten und in den "Spacer Vektor™ eingefugt (‘'NLS-LacZ
SmaNsi‘). Das SACx26-Fragment (Cx26_Sma u. Cx26SA_Ncol) wurde amplifiziert und vor das NLS-LacZ
kloniert. Aus dem entstandenen Vektor "SACx26 NLS-LacZ SmaNsi” wurde das Konstrukt Gber Smal und
Sall ausgeschnitten und zwischen loxP-Erkennungsstellen kloniert. Der fertige Vektor mit Cx26-
SpleiBakzeptorstelle, NLS-LacZ-Reportergen und flankierenden loxP-Stellen erhielt die Bezeichnung ‘loxP-
SACx26 NLS-LacZ-loxP".

4.1.2.5 pCx26KILacZKICx32neo, der finale Austauschvektor
Zur Fertigstellung des finalen Konstruktes (siehe Abb. 4.1.1) mussten alle zuvor beschriebenen Teilpro-

dukte — 'Cx26 8kb 5UTRneu’, "SACx26KI32CR SmaBam deltaSphl’, ‘frt-neo-frt 2xNsil® und ‘loxP-
SACx26NLS-LacZ-loxP" - vereint werden.

Als Ausgangsvektor wurde der Vektor 'Cx26 8 kb 5'UTRneu” verwendet. Die kodierende Region von
Cx26 wurde zuerst gegen die kodierende Region von Cx32 mit Cx26-Spleiakzeptorstelle (aus dem Vektor
"SACx26KI32CR SmaBam delta Sphl’) ausgetauscht. Dies erfolgte tber die Spaltung mit Smal und Nsil
und fihrte zu dem Vektor 'Cx26KI32". In diesen Vektor wurde im 5-Bereich Uber Smal das ‘loxP-
SACx26NLS-LacZ-loxP -Fragment und im 3"-Bereich (iber Nsil das frt-neo-frt 2xNsil -Fragment ligiert. Die
Sequenzen des finalen Austauschvektors ‘pCx26KlILacZKICx32neo” wurden mittels umfassender

Restriktionsanalysen und Sequenzierungen bestétigt.

D N
eo @‘2‘ .\ 0\
o & . +
- - \\‘
5-HR NLS-LacZ >{] @Pn%’ 3-HR pBSKII(+) ¥

1 kb

A Cx26-SpleiRakzeptorstelle; I Cx26-poly(A); [ SV40poly(A); B> loxP-Stellen; [> fit-Stellen

Abb. 4.1.1: Vektorkarte des Austauschvektors ‘pCx26KlLacZKI32neo’. Zur Linearisierung des Vektorkonstruktes standen zwei
Enzyme zur Verfiigung (Notl und Xhol). Die Linearisierung fir die ES-Zell-Kultur erfolgte iber Notl. Die homologen Regionen (HR)
ergaben fir die 5-Region 1,9 kb und fir die 3-Region 5 kb. Das NLS-LacZ-Reportergen mit vorgeschalteter Cx26-
Spleillakzeptorstelle und den flankierenden loxP-Stellen schloss sich unmittelbar an die 5°-HR an. Anschlieflend folgte die kodierende
Region des Cx32-Gens mit vorgeschalteter Cx26-SpleiRakzeptorstelle und die durch frt-Stellen flankierte Neomyzin-Resistenzkassette.
pBSKII(+): pBluescript II(+)-Vektor
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41.2.6 PCR-Testvektor und Etablierung der ES-PCR-Strategie
Im Zuge der beschriebenen Klonierungsstrategie wurde ein zusatzlicher Vektor konzipiert, der fur die

Etablierung einer Test-PCR eingesetzt wurde. Die PCR in homolog-rekombinierten ES-Zellen erfolgte iber
den 5°-Homologiebereich.

Mit modifizierten Startermolekilen (Cx26_T_for u. Cx26_Test_rev) wurde ein 158 bp grolles Fragment
aus genomischer DNS amplifiziert, welches sich stromaufwarts der eingezeichneten 5°-HR befand und in
eine verklrzte Version des ‘pCx26KILacZKICx32neo’-Vektors kloniert wurde. Die PCR wurde mit den
Startermolekilen Cx26for und Cx26rev flr das 2,9 kb groRe Wildtyp-Fragment und mit Cx26for und
LacZrev1 fur den Nachweis des 2,3 kb groRRen ,Knock In“-Allels durchgefihrt. Die Test-PCR (Daten nicht
gezeigt) lieferte bis zu einer Verdiinnung von 300 fg des Testvektors ein Signal der erwarteten GroRe. Die

Sequenzen der Startermolekiile (siehe 2.15), PCR-Ansatz und -Programm ist in Abschnitt 3.1.3 dargestellt.

41.3 Nachweis der Funktionalitat des NLS-Reportergens und des Flp/frt-, Cre/loxP-
Systems

4.1.3.1  Uberpriifen der Funktionalitit des LacZ-Reportergens in HeLa-Zellen
Die Funktionalitat des Reportergens wurde in HeLa-Zellen sicher-

gestellt. Hierzu wurde das SACx26NLS-LacZ-Reportergen in den
pBS-CMV-Intron-BS-NLS-lacZ-Vektor (siehe 2.11) kloniert und an-
schlieBend in HelLa-Zellen transient transfiziert. Die Funktionalitat

des LacZ-Reportergens konnte durch Inkubation mit B-Gal-Sub-
Abb. 4.1.2: Funktionalitit des LacZ-

stratlésung und der daraus resultierenden Blaufarbung der Zellen | Reportergens mit vorgeschalteter
Cx26-Spleilakzeptorstelle in  Hela-

dokumentiert werden (siehe Abb. 4.1.2). Zellen

41.3.2 Nachweis der Funktionalitat des Flp/frt- und Cre/loxP-Systems
Die Funktionalitat der einbrachten frt- und loxP-Sequenzen in dem Austauschvektor wurde Uber die

jeweiligen Frt- bzw. Cre-exprimierenden E.coli Stamme (siehe 2.13) erbracht. Spezifische Spaltungsmuster
(Daten nicht gezeigt) der isolierten DNS zeigten die An- bzw. Abwesenheit der Neomyzin-

Resistenzkassette (Flp) oder des LacZ-Reportergens (Cre) (siehe Abb. 4.1.3).
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5 -HRPPA{ NLS-LacZz >{] ‘@»nec» 3-HR  —
L1
| Flp-Rekombinase |
DN
b > <

N < R
Cx32»>< 5-HR —X

Cre-Rekombinase

S .
v 1$Q”b® fo\\

& 5
&J—imwﬁ% SR L\ 1kb

'\ Cx26-SpleiRakzeptorstelle I Cx26-poly(A) [ SV40poly(A)

P loxP-Stellen [> frt-Stellen

Abb. 4.1.3: Schema zur Anwendung der Flp- und Cre-Rekombinasen. Nach Aktivitat der FIp-Rekombinase (in Bakterien oder
Méusen) wird die Neomyzin-Selektionskassette ausgeschnitten (siehe mittlere Vektorkarte). Die Aktivitat der Cre-Rekombinase (in
Bakterien, Mausen oder ES-Zellen) flihrt zur Elimination des NLS-LacZ-Reportergens und demzufolge zur Cx32-Expression
anstelle von Cx26 (siehe untere Vektorkarte).

41.4 Erzeugung der Cx2626/Laczn-Mauslinie
Die Erzeugung der Mauslinie umfasste die Teilaspekte der embryonalen Stammzellkultur, Blastozystenin-

jektion und Verpaarung chimarer Nachkommen. Die Genotypen der resultierenden Mauslinien wurden wie
folgt abgekirzt: Cx262Laczn (Cx26KILacZKICx32neo), Cx26%acz (Cx26KILacZKICx32) und Cx2626/32
(Cx26KICx32) (siehe Abb. 4.1.4).

41.41 Embryonale Stamm (ES)-Zell-Kultur
Der Austauschvektor pCx26KILacZKICx32neo wurde nach Restriktion (Notl) in embryonale Stammzellen

(HM-1; MAGIN et al., 1992) transfiziert.

41.41.1 Analyse der ES-Zell-Klone
Nach erfolgreicher Transfektion wurden die Zellen in G418-haltigem Medium kultiviert und selektioniert.

Daraus resultierten 680 Klone, die expandiert und analysiert wurden. Die Klone wurden durch PCR-Analyse

(Daten nicht gezeigt) charakterisiert und 300 Klone zusatzlich einem B-Galaktosidase-Test (Daten nicht
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gezeigt) unterzogen. Die nach LacZ-Farbung vermeintlich positiven Klone zeigten jedoch kein PCR-Signal.
Der einzige PCR-positive Klon (Klon 140) zeigte keine Blaufarbung nach dem B-Galaktosidase-Nachweis.

Eine Southern Blot Analyse (Daten nicht gezeigt) mit dem PCR-positiven Klon sowie einigen 3-Galakto-
sidase-positiven Klonen filhrte zu den erwarteten Fragmentgrofien: ein 12 kb Fragment fur das Cx262- und
ein 9 kb Fragment fur das Cx26tacZ-Allel (siehe Abb. 4.1.4). Als Negativ-Kontrolle wurden nicht behandelte
ES-Zellen und PCR-negative Klone verwendet. Die Hybridisierung erfolgte mit der externen 5°-Cx26-Sonde
(siehe 2.16 und 3.1.2). Der Austausch des Cx26-Gens gegen das klonierte Konstrukt war nur bei dem PCR-
positiven Klon erfolgt.

& +
5-HR i
pCx26KILacZKICx32neo
N
Qf’&
Cx26vt-Allel
¢ ¢ Cx26"t 29kb Homologe
PCR Rekombination
N C— Cx26tcZz 2 3 kb
N
& &
3-HR =%

Cx26%2cZ-Allel

L 4
L J

Cx26LacZ 9 kb
Southern blot
¢ ¢ Cx26"t 12 kb 1kb

A Cx26-Spleifakzeptorstelle; I Cx26-poly(A); P> loxP-Stellen; [> frt-Stellen

| m externe Cx26 5'-Sonde = interne LacZ-Sonde = interne Cx32-Sonde

Abb. 4.1.4: Rekombinationsschema und Southern blot Analyse. Der Austauschvektor ‘pCx26KILacZKICx32neo” wurde durch Trans-
fektion in HM-1 embryonale Stammzellen eingebracht. Das Ereignis der homologen Rekombination ermdglichte den Austausch des
kinstlich hergestellten Gen-Lokus gegen den Cx26-Wildtyp-Lokus. In der PCR fir die ES-Zell-Kultur konnte das Wildtyp-Allel (2,9 kb) vom
mutierten Allel (2,3 kb) unterschieden werden. In der Southern blot Analyse (ES-Zell-Kultur und Maus-Analyse) konnte, nach Spaltung der
DNS mittels EcoRl, die Fragmente anhand der GroRe des Cx26"- (12 kb) und Cx26'2c2n-Allels (9 kb) unterschieden werden.
Cx26%t = Wildtyp-Allel fiir Cx26; Cx26t2cZn = mutiertes Allel mit LacZ-Reportergen und Neomyzin-Kassette (n) im Cx26-Lokus
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Der Hybridisierungs-Nachweis mit einer internen LacZ-Sonde (siehe 2.16) wurde zum Ausschluss einer
Mehrfach-Insertion oder Insertion des LacZ-Gens an einer anderen Stelle des Genoms durchgeflhrt. Fir
Klon 140 wurde nur das erwartete 9 kb grofle Fragment flr das Cx26tacZn-Allel nachgewiesen (siehe

Anhang).

41.41.2 Transiente Transfektion
Der positive ES-Zellklon (Klon 140) wurde mit dem pCre-Pac-Vektor transient transfiziert, um die

Funktionalitat der loxP-Stellen in embryonalen Stammzellen zu gewahrleisten. Von 96 Klonen wurden 48
zum B-Galaktosidase-Test und 48 zu einer PCR-Analyse mit den Startermolekiilen Cx26_for und Cx32_rev
eingesetzt. Das Cx32-Gen konnte anstelle des LacZ-Reportergens amplifiziert und somit die Funktionalitat
der loxP-Stellen in embryonalen Stammzellen gezeigt werden (Daten nicht gezeigt).

Dieses Ergebnis konnte mit der Southern Blot Analyse (siehe Anhang) verifiziert werden. Die Hybridi-
sierung erfolgte mit einer externen 5°-Cx26- (siehe 2.16) und internen Cx32- (siehe 2.16) Sonde. Mit der
externen 5°-Cx26-Sonde konnte ein 12 kb Fragment fir Wildtyp, ein 9 kb Fragment fir LacZ und ein 8 kb
Fragment im Fall von Cx32 gezeigt werden. Mit der internen Cx32-Sonde konnte wie erwartet nur das 8 kb

Fragment fir Cx32 nachgewiesen werden.

41.41.3 Blastozysteninjektion
Der einzige rekombinierte ES-Zell-Klon (Klon 140) wurde mehrfach zur Blastozysteninjektion eingesetzt.

Es wurden insgesamt 6 chimare Tiere (Anhang) mit einem Chiméarismusgrad =40 % gezeugt. Alle
sechs Chimaren wurden zu Verpaarungszwecken eingesetzt und hatten agouti-farbene Nachkommen. Die
Chimaren 4 und 6 hatten einen Chimarismusgrad von annahernd 100 % und erzeugten nur agouti-farbene

Nachkommen. Diese Tiere vererbten das veranderte Allel an 50 % der Nachkommen.

41.5 Erzeugung der Cx2626LacZ-Mauslinie
Die aus den Chimaren-Verpaarungen resultierenden, agouti-farbenen Mause wurden nach der Geno-

typisierung (siehe 3.1.3.1) zur Verpaarung mit C57BL/6-Tieren eingesetzt. Das ausgetauschte Allel wurde
nach Mendel zu 50 % an die Nachkommenschaft weiter vererbt. Die Tiere mit dem Cx26*LacZn-Genotyp
wurden mit del-FIp-M&usen verpaart, um die Neomyzin-Kassette (Cx26+2cZ) zu beseitigen, da diese einen

negativen Einfluss auf die Expression haben kénnte (MANLEY et al., 2001; BORNSTEIN et al., 2002).
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41.51 Analysen der Cx2626/LacZ -Mauslinie
Die Analysen der erzeugten Mauslinie erfolgten auf DNS-Ebene durch PCR und Southern Blot, auf RNS-

Ebene mittels RT-PCR und auf Protein-Ebene anhand der Western blot Analytik. Weitere Experimente, wie
z.B. der B-Galaktosidase-Nachweis und Immunfluoreszenzen, wurden an Embryonen und Organen adulter

Tiere durchgefuhrt und was in den folgenden Abschnitten dargestellt.

41.5.2 PCR- und Southern Blot Analyse
Die Schwanzspitzen der Nachkommen aus Verpaarungen wurden routinemafig zur Genotypisierungs-PCR

eingesetzt. In Abb. 4.1.5 (A) wurde exemplarisch die PCR flir den Nachweis des LacZ-Gens im Cx26-Lokus
dargestellt. Der Nachweis des Cx26- (541 bp) bzw. LacZ-Gens (402 bp) erfolgte durch eine Multiplex-PCR
in der 5°-homologen Region mit den Startermolekiilen Cx26ss-for [1], Cx26ss-rev1 und LacZrev1 [2] (siehe
Abb. 4.1.5 (C)).

Die An- (26/LacZn; 631 bp) bzw. Abwesenheit (26/LacZ; 304 bp) der Neomyzin-Selektionskassette
wurde mit den Startermolekilen Cx26ss-rev2 [4], Cx32ss-for [5] und Neo-for [3] in der 3"-homologen Re-
gion nachgewiesen. In der schematischen Darstellung zur Verwendung der Flp- und Cre-Rekombinase

(Abb. 4.1.5 C) wurden die Startermolekiile und die Fragmentgréien eingezeichnet.

Abb. 4.1.5: PCR-, Southern blot Analyse und

o 'b& © Flp/Cre-Schemadarstellung. A) Die PCR wurde
VNS mit Schwanzspitzen-DNS von Cx2626/2- und
R . Cx262/L2cZ.Tigren  durchgefiihrt. Links neben

dem Marker wurde die PCR fiir die 5’-homologe
Region aufgetragen. Mit dieser PCR konnte das
Vorhandensein der LacZ- bzw. Cx32-Sequenz
(siche Abschnitt ber Cx2626/32-Tiere) nachge-
wiesen werden. Die An- oder Abwesenheit der
Neomyzin-Resistenzkassette wurde durch die

5-HR 3-HR PCR in der 3-HR nachgewiesen. Als Kontrolle
o SRl wurde gen. DNS einer positiven Schwanzspitze
C) o0 ooty aufgetragen.
Cx26KILaZn %—M{@:M’:}N—!@——\ B) Southern blot Analyse von Cx26%/2- und
5HR " o = IHR , Cx26%/2cZ_Tieren nach Spaltung mit EcoRI. Das
= > A g:: o5 {Hlargm Wildtyp-Allel ergab ein Fragment von 12 kb und
#ip-Rakombinea ? P [ das ,Knock-In“-Allel zeigte eine FragmentgroRe
Smal ngs“ | eptemane von 9kb (siehe Rekombinationsschema Abb.
-;rl—'\)_l\j polyA — 4.14).
Cxz6KiLacz 5IR LNl 1) _31_“ \ C) Schemadarstellung fiir Flp- und Cre-Rekom-
Cre-Rekombinas 02 - binase mit Angaben fiir PCR-Primer
304 bp LacZ: Konstrukt ohne Neomyzyin-Kassette;
Nsil LacZn: Konstrukt mit Neomyzin-Kassette (n);
o il polyA 26: Wildtyp-Allel; HR: homologe Region
Cx26KICX32 \ — ) —
5HR ; IHR
Cx32
324 bp
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Der Southern Blot Nachweis erfolgte mit der externen 5°-Sonde fiir Cx26 an DNS aus Leberpraparaten
(siehe 2.16 und 3.1.2). Im Rekombinationsschema (Abb. 4.1.4) wurden sowohl die verwendeten Restrik-
tionsendonukleasen und Sonden eingezeichnet als auch die resultierenden Fragmentgrolen. Die er-
warteten Fragmente konnten fir das Cx26t-Allel (12 kb) und das Cx26tacZ-Allel (9 kb) dokumentiert werden
(siehe Abb. 4.1.5 B). Die Hybridisierung mit einer internen LacZ-Sonde (siehe 2.16) bestatigte die

ermittelten Resultate (Anhang).

41.5.3 RT-PCR Analyse
Die RT-PCR (siehe 3.1.4) wurde mit intron-iberspannenden Startermolekilen durchgefihrt. Die RNS

wurde aus den Organen Gehirn, Leber und Niere der Cx2626/26- und Cx2626"acZ-Tiere isoliert und in cDNS
umgeschrieben, welche zur PCR-Reaktion eingesetzt wurde. Es wurden die Startermolekdle fiir den Nach-

weis des Cx26-, LacZ- und Actin-Gens (siehe 2.15) verwendet.

Gehirn Leber Niere
Abb. 4.1.6: RT-PCR von Gehirn, Leber und Niere. Die RT-PCR wurde mit den jeweiligen Startermolekdlen fiir Cx26, LacZ und Aktin
an verschiedenen Organen adulter Cx262/2%6- und Cx2626a<Z-Tiere durchgefiihrt. Cx26: Die erwarteten Fragmente in der Hohe von
364 bp wurden in beiden untersuchten Genotypen ampifiziert. LacZ: Die Fragmente bei 310 bp wurden nur im heterozygoten Tier
(Cx2621acZ) erwartet. Aktin: Die erwartete Bande bei 243 bp wurde aus der cDNS amplifiziert. Eine zuséatzliche Bande bei 330 bp
wiirde eine genomische Verunreinigung anzeigen. Als Kontrolle wurde cDNS von HM-1 Zellen eingesetzt.
26/26 = Wildtyp-Tier; 26/LacZ = ein Wildtyp- und ein ,Knock-In“-Allel
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In Abb. 4.1.6 wurden die Ergebnisse der RT-PCR dargestellt. Der obere Abschnitt zeigt das Banden-
muster flr die Verwendung der Startermolekile flr Cx26. Fir beide untersuchten Genotypen konnte die
erwartete Bande in Hohe von 364 bp detektiert werden. Im Fall von LacZ (mittlerer Abschnitt) zeigte nur die
RT-PCR der cDNS aus Cx2626'acZ-Tieren die erwartete Bande in Hohe von 310 bp. Die Starke des Signals
fir die Cx26%/acZ-| eber war schwacher ausgepragt als bei Gehirn und Niere. Mit der Aktin-Kontrolle
kénnen Verunreinigungen der cDNS durch genomische DNS detektiert werden, welches zu einem zusatz-
lichen Fragment bei 330 bp flihren wirde. Die durchgeflihrten RT-PCR’s mit den Aktin-Startermolekulen
zeigten das erwartete Fragment bei 243 bp. Die Intensitat der Banden war in den Proben fiir das Wildtyp-
Gehirn, die Wildtyp-Leber und die Cx2626'acZ-Niere sehr schwach. Die Kontrollen wurden mit HM-1 cDNA
durchgefiihrt. Als Negativ-Kontrolle diente ein Ansatz ohne ¢cDNS (dH20).

41.5.4 Western blot Analyse
Die Western blot Analytik wurde in Zusammenarbeit mit Dr. S. Urschel (Institut fir Genetik, Universitat

Bonn) durchgefiihrt. Hundert ug Gesamtprotein der Leber adulter Cx2626/26- und Cx2626'acZ-Tiere wurden
gelelektrophoretisch aufgetrennt. Nach Immobilisierung der Proteine auf den Filtern wurde der Nachweis fiir
Cx26 und Aktin mit den entsprechenden, monoklonalen Antikdrpern (siehe 2.18) durchgefiihrt. Als Positiv-
Kontrolle diente Cx26-HelLa-Lysat und als Negativ-Kontrolle wurde Gesamtprotein aus der Leber von
Cx26KO-Mausen (Cx267-) verwendet. Der Aktin-Abgleich zeigte, dass im Fall der Cx26%/acZ-| eber eine
geringere Menge Gesamtprotein eingesetzt wurde. Daher konnte der erwartete Nachweis der Cx26
Proteinmenge in Cx2626LacZ | ebern nicht gezeigt werden (Abb. 4.1.7).

©
o
2 00 q° 2
& 4 B O .
Q\ o) q, ‘], Abb. 4.1.7 Western blot Analyse. Hundert ug Gesamtprotein der Leber adulter

Cx26%/26- ynd Cx2/2cZ-Tiere wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt. Cx26 und

_ - szs Aktin wurden mit Hilfe monoklonaler Antikdrper nachgewiesen. Als Positiv-
Kontrolle dienten Cx26-Lysate von Hela-Zellen. Als Negativ-Kontrolle wurde
Gesamtprotein der Leber adulter Cx26KO-Mause (Cx26 -/-) eingesetzt. Der

_ - Aktil‘l ausstehende LacZ-Nachweis wurde aufgrund ungeeigneter Antikérper nicht
gemacht. Der Western blot wurde in Zusammenarbeit mit Dr. S. Urschel
durchgefiihrt.

41.5.5 p-Galaktosidase-Nachweis an Cx2626LacZ-Embryonen
Fur den LacZ-Nachweis an Cx26%6acZ-Embryonen wurden verschiedene Embryonalstadien (E10-E16)

prapariert. Die Embryonen wurden in lateraler Ansicht in Abbildung 4.1.8 dargestellt. Die Wildtyp (Cx2626/26)
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Embryonen (links) zeigen im Vergleich zu den heterozygoten (Cx26%6acZ) Embryonen (rechts) keine
sichtbaren LacZ-Farbungen. Friherer Stadien (E9) wurden prapariert, aber in der vorliegenden Abbildung
nicht berticksichtigt, da keine LacZ-Farbung zu erkennen war.

In der Haut wurde eine leichte LacZ-Expression ab Embryonalstadium E10 nachgewiesen, die, mit
zunehmendem Alter der Embryonen, im Bereich des Haarschafts sowie der Barthaare intensiver wurde.
Eine Blaufarbung der Hornhaut (Cornea) des Auges sowie im Bereich des Ohrs konnte ab Embryonalstadi-
um E10 in Cx262acz-Tieren gezeigt werden. An Gesamt-Embryonen konnte im Bereich des Gehimns,
wahrend der Embryonalentwicklung, keine LacZ-Expression nachgewiesen werden.

Der B-Galaktosidase-Nachweis wurde exemplarisch an der Plazenta eines Cx2626/8- und eines
Cx2626tacz-Embryos (E12) dargestellt. Die Plazenten lagen mit der embryonalen Seite nach oben. Diese
Seite erschien flach und zeigte die konzentrische Gewebe-Organisation ausgehend von der zentralen
Ansatzstelle der Nabelschnurgefalle. Im heterozygoten Embryo konnte eine LacZ-Expression in der
labyrinthischen Schicht beobachtet werden, wobei der &ulRere Ring eine intensivere Farbung aufwies.

Wildtyp-Plazenten zeigten keine LacZ-Expression.

26/LacZ

26/26 26/LacZ 26/26 26/LacZ

Abb 4.1.8: B-Galaktosidase-Nachweis an Embryonen [A) - E)] und Plazenten [F)]. Laterale Ansicht der Embryonen Cx2626/26
und Cx26%acZ im Gesamten wahrend verschiedener Embryonalstadien (E10-E16) nach LacZ-Farbung. Morphologie und
Histologie der Plazenta. Die Plazenten (E12) der Genotypen Cx26%/26 und Cx26%/a<Z erscheinen auf der embryonalen Seite flach
und zeigen die konzentrische Gewebe-Organisation ausgehend von der zentralen Ansatzstelle der Nabelschnurgefalte. Das
Labyrinth besteht aus zwei Bereichen (nicht eingezeichnet), dem inneren und duBeren Ring zur Verbindung des Dottersacks mit
der Plazenta.

E: Embryonalstadium (Tage nach der Zeugung); lab: labyrinthische Schicht; n: Ansatzstelle der Nabelschnur; pds: parietaler
(seitlicher) Dottersack; sp: Spongiotrophoblast MaRstab: 2 mm
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41.5.6 p-Galaktosidase-Nachweis an Organen
Der Nachweis wurde an verschiedenen Organen von Cx26%6/acZ-Tieren durchgefiihrt. Folgende Organe

wurden prapariert: Auge*, Darm(®), Gehim*, Haut* (Schwanzspitze), Herz, Leber*, Lunge, Magen®), Milz,
Niere®), Pankreas, Speiserdhre*, Testis* und Zunge*, um einen kompletten Uberblick iber die Cx26-
Expression zu erhalten. Die mit * gekennzeichneten Organe zeigten eine eindeutige LacZ-Farbung
(Abb. 4.1.9). Bei Darm und Magen wurde eine LacZ-Farbung sowohl in Cx262- als auch in Cx26'2¢Z-Tieren
nachgewiesen, was auf eine ,Kreuzreaktivitat* hinweist. In der Niere konnte eine Blaufarbung vereinzelter
Zellen beobachtet werden (Daten nicht gezeigt). Bild A) zeigte einen Querschnitt durch den Augapfel. Die
LacZ-Farbung im Bereich der Cornea (Hornhaut) ist offensichtlich. Fir den Nachweis der Expression in der
Haut wurden exemplarisch Querschnitte des Schwanz (B) hergestellt. Das Verteilungsmuster reduzierte
sich in adulten Tieren auf die, den Haarschaft umgebenden, Keratinozyten. In der Speiseréhre (Bild C)
beschrankte sich die Expression auf die Lamina epithelialis mucosae und in der Zunge (D) auf die Papilla
filliformis. In den Kontrollen konnten keine Farbungen beobachtet werden (Daten nicht gezeigt).

Sowohl in den Gefrierschnitten (10-20 um) (Daten nicht gezeigt) als auch in den Dickschnitten (200 um)
(E-F) vom Gehirn konnte eine eindeutige LacZ-Farbung nur in den Meningen gezeigt werden. Eine starke
VergréRerung des Gehirn-Dickschnittes (F) zeigte Einfaltungen (siehe Pfeil) der Hirnhaut (Menigen), die
blau angefarbt waren. Die Leberschnitte (G-H) zeigten eine Heterogenitat (regionale Verteilung von
periportalen zu perizentralen Bereichen). Weitere Analysen wurden in Zusammenarbeit mit Prof. Dr. R.
Gebhardt (Universitat flr Biochemie; Universitat Leipzig) an Leber-Gefrierschnitten (10-20 um) durchgefihrt.
Doppelfarbungen, fir LacZ und Glutaminsynthetase (GS), an Lebern von zwei Cx2626'2cZ-Tieren ergaben,
im Vergleich der beiden Tiere, Abweichungen in der regionalen Verteilung (Heterogenitat). Die
Glutaminsynthetase wird in den periportalen Arealen der Leber exprimiert und fir den Nachweis der
zonalen Verteilung eingesetzt. In Tier 1 (4 Woche alt) konnte eine eindeutige zonale Verteilung zugunsten
des periportalen Areals beobachtet werden, wohingegen im Tier 2 (8 Wochen alt) die Heterogenitat
wesentlich schwacher ausgepragt war, was eventuell auf das unterschiedliche Alter der beiden Tiere
zurtickzuflihren war. Leberschnitte (5 um, 10 um und 20 pm) von Geschwister-Tieren (vier Monate alt) mit
den Genotypen Cx2626/26, Cx2626Maczn ynd Cx2628acZ wurden analysiert. Die Heterogenitat im Cx2626/Lacz-
Tier war deutlich schwacher als bei den zuvor beschriebenen Tieren, ausgepragt ebenso bei dem
Cx2626taczn-Tier, Die Ergebnisse der LacZ-Expression in Gehirn und Leber sollten durch Immunfluor-

eszenz-Analysen (siehe 4.1.5.7) gesichert werden.
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Abb. 4.1.9: B-Galaktosidase-Nachweis an Organen. A-D: LacZ- und Eosin-Férbung an Gerfrierschnitten

Einfaltungen der Meningen. Mafistab: 100 um

(10 pm) von Auge (A),
Schwanz-Haut (B), Speiserdhre (C) und Zunge (D) adulter Cx26%acZ-Tiere. E-H: LacZ-Farbung an Dickschnitten (200 um),

dargestellt in einem Ubersichtsbild und einer VergroRerung, des Gehirns (E-F) und der Leber (G-H). Pfeil: LacZ-Expression in den

4.1.5.7 Immunfluoreszenz-Analysen an Gehirn und Leber

Die Bestatigung der LacZ-Expressionsdaten wurde mittels der Immunfluoreszenz-Analyse angestrebt. An

Gefrier- (10 um) und Dickschnitten (200 um) von Gehirn und Leber wurden sowohl LacZ-Farbungen als

auch Antikorper-Nachweise (Cx26 und LacZ) durchgefiihrt.

Cx26 B cx28|C

wu| 26/LacZ wul| 26/LacZ

Abb. 4.1.10: Immunfluoreszenz-Analysen. Immunfluoreszenz-Analysen an Leber-Dickschnitten (200 um) von
Wildtyp-Tieren (A) und Cx26%acZ-Tieren (B). Es wurde eine homogene Verteilung der Cx26 Expression gezeigt. (C)

IF an Gehirn-Dickschnitten (200 um) mit einem LacZ-Antikérper. Es wurden Signale in den Meningen nachgewiesen.
Griin: Antikdrper; rot: Zellkernfarbung mit Propidiumjodid; MaRstab: 20 um

In den Meningen (Hirnhaut) der Gehirnschnitte konnten mit Cx26-Antikdrpern (anti-rabbit)

Signale

nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt), welche an Dickschnitten (200 um) mit dem LacZ-Antikérper

(siehe 4.1.10) bestatigt werden konnten. Antikorperreaktionen in anderen Gehirnregionen, wie z.B.

Astrozyten-reichen Regionen, wurden nicht nachgewiesen.
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Gegensatz zu den beiden anderen wirkte Embryo 1 sehr klein und unterentwickelt, wobei man Anséatze von
BlutgefaRen erkennen konnte. Bei anderen Embryonen konnte man anstelle dessen leichte bis starke
Einblutungen ins Gewebe feststellen. Das Fehlen eines Unterkiefers (Agnathie; Embryo 2) war ein haufig
auftretender Phanotyp. Embryo 3 hatte grofle Hamatome (Einblutungen), sowie eine ausgepragte, 6dem-
artige Schwellung unter der Haut. Die Augen der Cx2626/32-Embryonen wirkten im Allgemeinen offen, wobei
sie von der Schwellung Uberlagert schienen. Die Augen der Wildtyp-Geschwister wahrenddessen schienen
bis zur Geburt geschlossen zu sein. Eine Beeintrachtigung der aueren Entwicklung des Ohrs im Vergleich

zu Wildtyp-Embryonen konnte festgestellt werden.

26/26 26/32 26/26 26/32

26/26 26/32 26/26 26/32

E1 ol

Abb. 4.1.11: Vergleich von Embryonen verschiedener Embryonalstadien (E12-E18). A-D: Links Cx26%/25- und rechts Cx2626/32-
Embryo. Heterozygoter Cx26KI32-Embryo (D) ventral und lateral dargestellt. E: Embryonalstadium; MaRstab: 2 mm

NEs e

Bei der Praparation von Cx2626/32-Embryonen (Abb. 4.1.13) stellte sich heraus, dass die Haut bzw. das
Gewebe sehr ,schwammig® und schlecht zu greifen war. Der Eindruck von Wassereinlagerungen (Odeme)
unter der Haut verstérkte sich. Die Knochenstruktur war sehr fragil. In der Ausbildung der inneren Organe
konnten, wie schon bei der &uReren Entwicklung, starke Variationen beobachtet werden. Die Leber
(Abb. 4.1.13 B u. E) war gut durchblutet und makroskopisch normal entwickelt. Die anderen Organe des
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Der Einsatz der polyklonalen Cx26-Antikorper (anti-rabbit) in der Leber zeigte im Gegensatz zu den

LacZ-Daten keine heterogene, sondern eine homogene Verteilung im Leber-Gefrierschnitt (siehe 4.1.10).

41.6 Erzeugung der Cx2626/2-Mauslinie
Der Austauschvektor (Abb. 4.1.1) wurde so konzipiert, dass zuerst eine Reportergen-Analyse im Cx26

Genort stattfinden konnte (siehe 4.1.5) und nach entsprechender Verpaarung mit Cre-Mausen ein Aus-
tausch des Cx26-Gens durch das Cx32-Gen vorlag (Abb. 4.1.4). Die Ergebnisse dieses Austausches

wurden im Folgenden aufgefuhrt.

41.6.1 Analyse der Cx262¢/32-Mauslinie
Cx26%/32-Tieren waren nicht lebensfahig, was sich durch Verpaarungen mit Cre-Tieren zeigte. Die

Embryonen von Cre-Weibchen wurden entweder im Mutter-Tier resorbiert oder sie blockierten am Ende der
Schwangerschaft den Geburtskanal, was zum Tod des Muttertiers flihrte. Ein ahnliches Phanomen konnte
bei heterozygoten Cx26'2Z-Weibchen nicht beobachtet werden. Die heterozygoten Weibchen brachten
nach Verpaarung mit Cre-Mannchen Nachkommen zur Welt, die ausnahmslos die Genotypen Cx2626/26-
oder Cx26%MacZ hatten (8 Verpaarungen mit insgesamt 50 Nachkommen). Embryonenpréparationen

wurden vorgenommen, um das Vorhandensein und Absterben der Cx2626/32-Embryonen abzuklaren.

4.1.6.2 Praparation und Analyse von Cx262632-Embryonen
Es wurde zunéchst von der Annahme ausgegangen, dass die Cx2626532- wie die Cx26--Embryonen im

frihen Embryonalstadium (E10), aufgrund eines Plazentadefekts, sterben (GABRIEL et al., 2000). Alle drei
erwarteten Genotypen - Cx2626/26, Cx2626'acZ ynd Cx2626/32 — konnten mittels PCR (siehe 3.1.3) nachge-
wiesen und keine morphologischen Auffalligkeiten der Cx2626/32-Embryonen beschrieben werden.

Zur Beantwortung der Frage wann die Cx2626/32-Embryonen starben, wurden Embryonen verschiedener
Embryonalstadien (E10-E18) prapariert und in Abb. 4.1.11 im Vergleich - links Wildtyp-Embryo zu rechts
Cx2626/32-Embryo - dokumentiert. Auflerdem konnte ein Wurf beobachtet werden, bei dem ein
Neugeborenes (P0) des Genotyps Cx2626/32 tot, mitsamt Plazenta und umgeben von der auferen
Embryonalhulle, geboren wurde.

Die Cx262632-Embryonen konnten mit zunehmenden Alter (= E16) schon am dulReren Erscheinungsbild
erkannt werden. Die Haut wirkte blal®, durchscheinend und schlecht durchblutet. Eine mehr oder minder
starke, ddem-artige Schwellung (ab E14) wurde unter der Haut beobachtet. Die aufleren, phanotypischen
Auswirkungen waren ansonsten sehr unterschiedlich. Embryonen des gleichen Embryonalstadiums (E18;

Abb. 4.1.12) zeigten ausgepragte Unterschiede im Entwicklungsstadium und &ulReren Erscheinungsbild. Im
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Bauchraums wie Darm, Niere, Magen und Milz konnten nicht bei allen préparierten Embryonen beobachtet
werden. Im Brustraum konnte makroskopisch das Herz, aber keine Lunge gezeigt werden. Das Herz wies

keinerlei Durchblutung (Abb. 4.1.13 F) auf, allerdings konnte eine schwache Kontraktion des Herzmuskels

erfasst werden.

Abb. 4.1.12: Vergleich der Phénotypen von Cx26%/32-Em-
bryonen. Alle dargestellten Embryonen wurden im Embryo-
nalstadium (E) 18 prapariert und dokumentiert. Embryo 1
erscheint sehr klein und unterentwickelt mit rudimentéaren
Ansétzen von Blutgefaen. Embryo 2 und 3 weisen starke
Hamatome, sowie eine 6dem-artige Schellung unter der Haut
und das Fehlen eines Unterkiefers (Embryo 2) auf.

Mafstab 2 mm

Insgesamt wurden 106 Embryonen verschiedener Embryonalstadien (E10-E18) préapariert und geno-
typisiert. 51 Embryonen wiesen den Wildtyp-Lokus und 55 einen mutierten Cx26-Lokus auf, die wiederum in
30 Embryonen mit Cx2626acZ-Genotyp und 25 mit Cx26%6/32-Genotyp unterteilt werden konnten. Dies
entsprach dem Mendelschen Verhaltnis.

Zur Erfassung eventueller Gewichtsschwankungen wurden Cx2626/28- und Cx2626/32-Embryonen (E18)
und deren Plazenten nach der Praparation gewogen (n=11 je Genotyp). Die Cx2626/26-Embryonen
(1,6 g £ 0,055) waren doppelt so schwer wie die Cx2626532-Embryonen (0,8 g + 0,225) und somit konnte
eine Signifikanz von 8,07-10 ermittelt werden. Die Gewichte der Plazenten zeigten keine Auffalligkeiten. Im

Vergleich zu den E18-Embryonen zeigten Embryonen im Embryonalstadium E12 noch keine Unterschiede
im Gewicht.
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Abb. 4.1.13: Makroskopische Analysen an
Cx2626/26.  und  Cx26%%2-Embryonen.
Cx26%/26- (A) im Vergleich zum Cx2625/acZ-
Embryo an E18. C-F: Neugeborenes (P0)
Cx26%1%2-Tier als Ganzes mit (C) und (D)
ohne aulerer Embryonalhiille und Plazenta
dargestellt. E) Innere Organe nach Offnung
des Embryos. F) Préparation des Herzens.
E = Embryonalstadium Mafstab: 2 mm

26/32

innere Organe

41.6.3 Paraffinschnitte der Cx262632-Embryonen
Die histologischen Paraffinschnitte (7 um; Abb. 4.1.14) von Cx2626/2- und Cx26%6/32-Embryonen (E17)

wurden im Labor von Prof. Dr. E. Winterhager (Institut fur Anatomie, Universitdt Duisburg-Essen)
angefertigt. Die Cx26"-Embryonen (A; D und G) gaben eine Ubersicht (iber Morphologie und Lage der
Organe im Brustraum (A) wieder. Im Vergleich dazu zeigte sich in den Cx262632-Embryonen (B, C), dass
die Lunge nur rudimentér entwickelt war. In Serienschnitten konnte bei einigen Embryonen keine
Lungenentwicklung beobachtet werden. Bei starker VergroRerung des Lungengewebes (G) lieRen sich ein
sehr kompaktes Gewebe ohne erkennbare Ausdellung des luftzuflihrenden Systems, wie Alveolargange
und -blaschen, erkennen. Das Herz war zwar dilatiert, zeigte aber eine vollstandige Kammerung mit
Vorhdfen und rechter und linker Herzkammer. Durch die rudimentare Ausbildung der Lungen war die

Brusthdhle nicht ausgefillt. Sie wurde durch das Zwerchfell von der Bauchhdhle getrennt.
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R A D _ A

Abb. 4.1.14: Histologische Analyse von Cx262625- und Cx26%6"2-Embryonen (E17). Hamatoxilin und Eosin
gefarbte Paraffinschnitte (7 um) an Cx26%6/28-Embryonen (A-C) und Cx26%/32-Embryonen (D-I). Ubersicht der
Organe des Brustraums (A, D), mit Herz und Lunge. Die starke VergroRerung der Lunge (G) eines Cx2626/32-
Embryos zeigte ein sehr kompaktes Gewebe ohne erkennbare Alveolargange und —blaschen. Die inneren Organe,
wie Dlnndarm, Leber, Magen, Milz, Niere und Pankreas der Bauchhohle (B, E, H) wiesen eine vollige
Desorganisation im Vergleich zum Wildtyp-Embryo (B) auf. Die Epidermis und Dermis des Wildtyp-Embryos (C)
zeigten im Vergleich zum Cx262632-Embryo zwar einen typischen Aufbau, aber das subkutane Bindegewebe hatte
noch mesenchymalen Charakter (F, 1). D: Diinndarm, E: Erythrozyten, H: Herz, L: Leber, Lu: Lunge, M: Magen, Mi:
Milz, Me: mesenchymale Gewebe, N: Niere, o} Osophagus, R: Rippen, Z: Zwerchfell. MaBstab: 20 um (C, F, I);
100 um (G); 500 um

92




4. ERGEBNISSE

Die inneren Organe der Bauchhohle (B, E und H) zeigten im Vergleich zu den Wildtyp-Embryonen (B)
ebenfalls eine véllige Desorganisation und rudimentére Ausbildung. Im Vergleich zur Leber des Cx2626/26-
Embryos zeigte die Leber der Cx262632-Embryonen nekrotische Veranderungen. Der gesamte Magen-
Darm-Trakt wies keine voll ausdifferenzierte, typische Struktur auf, jedoch in unterschiedlichem AusmalR.
Insbesondere die Mukosa des Darmes war in vielen Bereichen kaum differenziert und die dadurch
entstehenden, typischen differentialdiagnostisch wichtigen Unterschiede im Bereich des Dinn- und Dick-
darms konnten nicht erkannt werden. Entsprechend der reduzierten Differenzierung aller Bauchhdhlen-
organe war die Bauchhdhle nicht von den Organen eingenommen, sondern erstaunlicherweise von einem
vermutlich mesenchymalen Bindegewebe ausgeflillt.

Andere Bauchorgane, wie Niere, Pankreas und Urogenitaltrakt, waren zwar in der Anlage vorhanden,
aber auch die Niere und der Pankreas zeigten sich als nicht voll ausdifferenziertes Gewebe.

Die Epidermis und Dermis des Cx2626/26-Embryos (C) zeigte im Vergleich zum Cx2626/32-Embryo zwar
den typischen Aufbau, war aber weit weniger ausdifferenziert. Auch hier zeigte sich im Vergleich, dass das
subkutane Bindegewebe zumeist noch mesenchymalen Charakter hatte, worauf eine Retardierung der
Differenzierung hinweist. Das mesenchymale embryonale Bindegewebe besteht aus zytoplasmaarmen
Zellen, die mit ihren teils diinnen, teils flachenhaft ausgebreiteten, stets verzweigten Auslaufern miteinander
in Verbindung stehen. Dadurch entsteht ein lockeres dreidimensionales Schwammwerk, dessen Lucken
von einer viskosen Interzellularsubstanz, die vor allem das Glykosaminoglykan Hyaluronsaure enthalt, aus-
geflllt sind. Aus dem Mesenchym gehen alle Binde- und Stltzgewebe und groRle Teile der glatten
Muskelzellen hervor.

In Abb. 4.1.15 wurden das Gehirn (A-C) und die Wirbelsaule (D-E) dargestellt. Wie schon fiir Bauchraum
und Haut beschrieben, konnte auch im Gehirn mesenchymales Gewebe beobachtet werden. Das Gehirn
wirkte in einigen Bereichen undifferenziert. Die Vergrofierung des Bereichs der Hypophyse (C) zeigte, dass
die Entwicklung der Adenohypophyse erfolgte, indem unmittelbar vor der Buccopharyngealmembran im
Dach der Mundbucht eine nach oben gerichtete Ausstiilpung des Epithels auftrat. Diese als
Hypophysentasche oder Rathkesche Tasche bezeichnete Ausstllpung wurde in dem vorliegenden Fall
jedoch nicht wieder kleiner, sondern entwickelte sich nicht weiter. Das umgebende Mesenchym blieb
bestehen. Eine Ausbuchtung des Ventrikelbodens, welche bei der Entwicklung der Neurohypophyse
beschrieben wird, konnte nicht beobachtet werden. Die VergroRerung des Plexus choroideus (B) zeigte
eine normale Morphologie. In Bild D) wurde ein Abschnitt der Wirbelsaule gezeigt. Zwischen den
Wirbelkorpern konnten in einer Vergrolerung Ganglienzellen (E) dargestellt werden.
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Abb. 4.1.15: Histologische Analyse
von Cx26%2.Embryonen (E17). A)
Ubersicht {iber das Gehirn eines
Cx26%52-Embryos  mit  einer  Ver-
groRerung des Plexus choroideus (B)
und der Hypophyse (C), welche noch in
der RATHKEsche Tasche liegt.
Zwischen den  Wirbelkdrpern  der
Wirbelséule (D) liegen Ganglienzellen
(E). G: Ganglienzellen, Ge: Gehirn, H:
Adenohypophyse (in der RATHKEsche
Tasche), Me: mesenchymales Gewe-
be, W: Wirbelsaule; MaRstab: 20 um
(B, E); 200 um (C-D) und 500 pm
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4.2 Das Projekt: Cx43KI26

421 Mause mit gezieltem Ersatz der Cx43-kodierenden DNS durch Cx26-kodierende DNS
Zur Untersuchung funktioneller Spezialisierung und Redundanz unter den einzelnen Mitgliedern der

Connexin-Familie in vivo wurden Mause mit einem gezielten Ersatz der kodierenden Region des
Connexin43-Gens durch die kodierende Region des Connexin26-Gens hergestellt. Die Klonierung des Aus-
tauschvektors pCx43KI26 (KI = ,Knock-In®), die Erzeugung von erzeugt Stammzell-Klonen mit gezielt
mutiertem Connexin43-Lokus und die Herstellung der transgenen Cx43-,Knock-In“-Mauslinie durch Blasto-
zysteninjektion wurden wahrend der Diplomarbeit von Jennifer BOHNEN (2003) durchgeftihrt und ausflhrlich
beschrieben. Heterozygot (Cx43426) und homozygot (Cx4326/26) mutierte Mause wurden in den
phanotypischen Veranderungen mit Wildtyp- (Cx434343), Connexin43-defizienten (Cx43- REAUME et al.,
1995), Cx43KI140- und mit Cx43KI32- (PLuM et al., 2000) Mausen verglichen.

Zum besseren Verstandnis der Klonierungs-, PCR-, Southern blot- und Verpaarungsstrategie wurde hier
noch einmal das zugrunde liegende Rekombinationsschema (Abb. 4.2.1) mit den Merkmalen, die

insbesondere flr die Maus-Zucht relevant sind, aufgegriffen.

4.2.2 Heterozygot und homozygot mutierte Mause sind lebensfahig und exprimieren das
eingebrachte Connexin ektopisch

4221 Erzeugung und Uberpriifung transgener Mause mit mutierten Cx43-Allelen

Chimare Nachkommen wurden zu Verpaarungszwecken mit C57BL/6-Tieren eingesetzt; Keimbahntrans-
mission lag dann vor, wenn Nachkommen einer Chiméare ein agouti-farbenes Fell besalen. Durch
Verpaarung heterozygoter Cx43426n-Tiere mit deleter-FIp-Mausen (exprimieren die Flp-Rekombinase
ubiquitar), konnte bei 25 % der Nachkommen die PGK-Neomyzin-Selektionskassette genomisch deletiert
werden (Cx43KICx26; siehe Abb. 4.2.1). Die starke Promotersequenz der Selektionskassette konnte einen
negativen Einfluss auf andere Genabschnitte austben (MANLEY et al., 2001; BORNSTEIN et al., 2002).
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Abb. 4.2.1: Rekombinationsschema, PCR- und Southern Blot Analyse. A) Rekombinationsschema fir die ES-Zell-Kultur. In den
Cx43"-Lokus wurde durch homologe Rekombination das gentechnisch veranderte Konstrukt pCx43KICx26neo eingebracht (siehe
Diplomarbeit Jennifer BOHNEN, 2003). Mittels Flp-Rekombinase kann die Neomyzin-Kassette (neo) aus dem Cx43%n-Allel entfernt
werden (Cx43%-Allel). Die Startermolekiile fiir die Genotypisierungs-PCR (Maus-Analytik), die Endonuklease-Schnittstellen, sowie die
FragmentgroRen fiir die Southern Blot Strategie (Maus-Analytik) wurden dargestellt. B) Genotypisierungs-PCR von Cx434343-,
Cx434¥26. ynd Cx43%/26-Tieren. Multiplex-PCR mit jeweils drei Startermolekiilen. Startermolekiil 1 Cx43-R04; 2 Cx43-HO2 und 3
KI26Cx26 (4 neo5, PCR nicht gezeigt). Die FragmentgroRen zeigen 381 bp fiir Cx4343 und 527 bp fiir Cx43%. C) Southern Blot Analyse
der Genotypen Cx434¥43, Cx43%/2%6 ynd Cx43%/26 mit einer externen Cx43-Sonde nach Spaltung mit Pstl. Fiir Cx43% kann ein
Fragment in der Hohe von 8 kb und fiir Cx43% in der Hohe von 3,5 kb nachgewiesen werden. Cx43*t: Cx43-Wildtyp; Cx43%n und
Cx43%; kodierende Region von Cx43 wurde durch Cx26 ausgetauscht, n: Neomyzin-Kassette; Cx26": Cx26-Wildtyp
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4.2.2.2 Genomische Analyse der Cx43KICx26-Mauslinie
Mit Hilfe einer bestehenden PCR-Analytik (BOHNEN, 2003) wurden die Genotypen Cx4343/43-; Cx4343/26 und

Cx43%/26-Tiere mit und ohne Selektionskassette unterschieden. Durch eine Multiplex-PCR (Abb 4.2.1) mit
jeweils drei Startermolekilen (siehe 2.15) Cx43-HO2 [2], Cx43-RO4 [1] und neob5 [4] bzw. KI26Cx26 [3]
wurde das Cx43*- (381 bp) als auch das Cx43%-Allel mit (neo5; 527 bp) bzw. ohne (KI26Cx26; 527 bp)
Neomyzin-Selektionskassette amplifiziert.

Die Southern Blot Analysen (Abb. 4.2.1) ergaben die erwarteten Fragmente fiir die jeweiligen Genotypen,

sowohl mit einer externen Cx43-Sonde als auch mit der internen Cx26-Sonde (Daten nicht gezeigt).

4.2.2.3 RT-PCR Analysen fiir Cx43 und Cx26
Intron-Uberspannende RT-PCR Analysen (Abb. 4.2.2) ermdglichten den Nachweis gespleilter Isoformen,

welche von den verschiedenen Cx43-Allelen transkribiert wurden. Die mRNS wurde in ¢cDNS umge-
schrieben (siehe 3.1.4) und PCR-Reaktionen mit den Startermolekilen fir B-Aktin, Cx43 und Cx26
durchgefihrt (siehe 3.1.3.2). Die Amplifizierung von B-Aktin diente dem anfanglichen Nachweis einer
einheitlichen Effizienz der cDNS-Synthese, sowie des Ausschlusses von Kontaminationen durch genomi-
sche DNS. Es entstand ein Amplikon von 243 bp, wenn [B-Aktin cDNS als Vorlage diente. Lag hingegen
genomische DNS des B-Aktin Gens als Kontamination vor, entstand ein Amplikon von 330 bp, welches ein

Intron von 87 bp enthielt.
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Abb. 4.2.2: RT-PCR von Gehirn, Herz, Leber und Hoden. Die RT-PCR wurde mit den jeweiligen
Startermolekiilen fiir Cx43, Cx26 und Aktin an verschiedenen Organen adulter Cx434¥43, Cx434326 ynd
Cx43%/2.Tieren durchgefiihrt. Cx43: Das Fragment in Hohe von 293 bp wurde in den Organen der Cx43w-
und Cx434¥26Tiere nachgewiesen. Cx26: Analog zu Cx43 konnte das Fragment in Hohe von 364 bp in den
Organen der Cx434925- und Cx43%/25-Tiere wie erwartet gezeigt werden. Durch die endogene Expression
konnte das Fragment zusétzlich in einigen Organen der Cx43443-Tiere, auBer Herz, ermittelt werden.
Aktin: In der Aktin-Kontrolle konnte nur in der Kontrolle eine Bande bei 330 bp gezeigt werden. Diese
Bande wiirde eine genomische Verunreinigung anzeigen. Die Bande in der Hohe von 243 bp zeigte das zu
amplifizierende Fragment fir Aktin von cDNS. Als Kontrolle dient cDNS aus HM-1 Zellen.
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Die Startermolekle fir die Amplifizierung von Cx43 und Cx26 wurden so gewahlt, dass ein Intron-Uber-
spannendes PCR-Produkt entsteht. Somit war zusétzlich eine Unterscheidung zwischen PCR-Produkten,
maglich die durch Amplifizierung der cDNS entstanden sind. Bei der Amplifizierung von Cx43 cDNS ent-
stand ein 293 bp grofes, der gesamten, gespleilten kodierenden Region des Cx43 entsprechendes Ampli-
kon. Bei der Amplifizierung von Cx26 cDNS entstand ein 364 bp groRes, der gesamten, gespleiten kodier-
enden Region des Cx26 entsprechendes Amplikon.

Die RT-PCR-Analysen (Abb. 4.2.2) an verschiedenen Organen — Gehirn, Herz, Leber und Hoden -
zeigten die erwarteten Signale fur $-Aktin (243 bp) mit nahezu identischer Intensitat, jedoch keine Bande in
der H6he von 330 bp, fir Cx43 (293 bp) und analog fiir Cx26 (364 bp) in den erwarteten Genotypen und
Organen. Cx43 konnte in Wildtyp- und heterozygoten Tieren, aber nicht in homozygoten Tieren, gezeigt
werden. In der Leber wird Cx43, neben den maligeblichen Proteinen Cx32 und Cx26, vornehmlich in Ito-
Zellen, Cholangiozyten und Endothelzellen und zeigte deshalb ein schwaches Amplifikat. Cx26 hingegen
wurde nur in heterozygoten und homozygoten Tieren erwartet, sowie vermittelt durch eine endogene

Expression in den Organen Gehirn, Leber und Testis von Wildtyp-Tieren.

4.2.2.4 Cx26 wird ektopisch im Herzventrikel exprimiert
Western Blot Analysen wurden exemplarisch von Gesamtprotein des Herzventrikels und des Gehirns

adulter Tiere durchgeflhrt, um zu Uberprifen, ob die rekombinanten Transkripte der Cx4326-Allele in die
entsprechenden Cx26-Proteine translatiert werden. Die Verminderung der Gendosis bei Cx434326-Herzen
fuhrte zu einer gleichmaRig verringerten Expression aller phosphorylierten und unphosphorylierten
Isoformen des Cx43-Proteins (Abb. 4.2.3). Eine Veranderung des Phosphorylierungsmusters von Cx43
durch die Koexpression mit Cx26 konnte nicht beobachtet werden.

Abb. 4.2.3: Western blot Analyse am Herz.

Der Western blot wurde mit Proteinlysaten (100 pg) vom Herz der Genotypen Cx434343,
Cx434%26 yund Cx43%/%6 durchgefiihrt. Die Verminderung der Gendosis fiihrte bei Cx4343/2%-
Herzen zu einer gleichmaRig verringerten Expression des Cx43-Proteins. Ebenso konnte das
ektopisch exprimierte Cx26 neben Cx43 nachgewiesen werden und erwartungsgemaf nur Cx26
in Cx4326/%-Herzventrikeln. Als Kontrolle wurden Protein-Lysate der jeweiligen HelLa-Zell-Linie
verwendet. Die Nachweise erfolgten mit den Antikdrpern fiir Cx43, Cx26 und Aktin.
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In Cx434326-Herzen wurde das ektopisch exprimierte Cx26 neben Cx43 nachgewiesen und erwartungs-
gemal kein Cx43 Protein in den Herzventrikeln von Cx43%6/28, Die Gleichgewichtsmenge der Cx43 er-
setzenden Connexine stieg bei Cx4326/26 mit steigender Dosis des rekombinanten Cx432-Allels gegenuber
den Cx43426-Tieren an (Abb. 4.2.3). Die Western Blot Analysen von Gesamtprotein des Gehirns konnten
nicht mit den vorliegenden Cx26-Antikdrpern etabliert werden. Als Kontrollen wurde Proteinlysate der

jeweiligen HeLa-Zell-Linie eingesetzt.

4.2.2.5 Immunfluoreszenz-Analysen an Gefrierschnitten des Herzens
Fur die Ausbildung funktionstiichtiger Gap junction Kanédle war es notwendig, dass die Connexin

Untereinheit als Untereinheiten von Connexonen in die Plasmamembran der Zelle eingebaut wurde. In der
Herzmuskulatur befinden sich Gap junctions im Wesentlichen an den Disci intercalares (Glanzstreifen), d.h.
in Bereichen, in denen die Kardiomyozyten durch Fasciae adherentes und Desmosomen stabil miteinander
verbunden sind. Immunhistologisch befindet sich der Grolteil der Cx43-Immunreaktivitat im Bereich der
ventrikularen Disci intercalares. Durch Doppelimmunfluoreszenzfarbungen mit Antikérpern gegen Cx43 in
Verbindung mit Antikorpern gegen Cx26 wurde untersucht, ob der Transport in Cx4343/26- und Cx4326/26-
Tieren zur Plasmamembran funktioniert und die Assoziation mit den Disci intercalares vorliegt. Fir Cx26
wurden, in Gefrierschnitten (20 um) des Herzens, keine Signale mit den vorliegenden Cx26-Antikdrpern
nachgewiesen. Cx43 wurde — wie beschrieben — an den Disci intercalares von Wildtyp- und Cx4343/26-
Tieren nachgewiesen, jedoch nicht in Cx4326/28-Herzen (Daten nicht gezeigt).

4.2.3 Vitalitat, Fertilitat und dauReres Erscheinungsbild von Cx4326-Mausen

4.2.3.1 Charakterisierung von Cx4326-Mausen

Bei Cx434326-Weibchen wurden ahnliche Schwierigkeiten, wie im Fall der Cx434%32-Weibchen, in der
Aufzucht der Nachkommen beobachtet. Unterschiede in der Wurfgroe im Vergleich zu Wurfen von Wild-
typ-Tieren am Tag der Geburt wurden nicht gefunden. Die Jungtiere waren lebhaft und zeigten beim Ver-
gleich untereinander keine Auffalligkeiten in GroRe oder Gewicht. Innerhalb der ersten Tage starben die
Jungtiere vermehrt (Abb. 4.2.4 B). Bei den beobachteten Wirfen starben 50 % aller Jungtiere in den ersten
drei Wochen, unabhéngig vom Genotyp und in einigen Fallen fihrte dies zum Verlust ganzer Wirfe. Bei
Verpaarungen von C57BL/6-Mannchen mit Cx4343/26-Weibchen trat dieses Phanomen ebenso auf, was
darauf hindeutete, dass es weniger mit dem maglichen Auftreten homozygoter Jungtiere als mit der

Aufzucht durch Cx434326-Mitter korrelierte.
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In Anbetracht der erhohten postnatalen Mortalitdt wurde die relative Haufigkeit der Genotypen nach
Mendel an Tag 1 und an Tag 21 (Abb. 4.2.4 A) bestimmt. Die Verteilung war schon an Tag 1 (dpp) zu Un-
gunsten der homozygoten Tiere verschoben. Die ubliche Verteilung von 25 % Wildtyp zu 50 % heterozygot
zu 25 % homozygot wurde nicht beobachtet. Eine Genotyp-Analyse nach 21 Tagen ergab, dass nur 30 %
der geborenen Cx4326/26-Tiere das Erwachsenenalter erreichten (Abb. 4.2.4 A).

Cx434/26-Mause unterschieden sich bei einem Vergleich nicht von ihren Wildtyp-Geschwistern. Die
homozygoten Tiere dagegen waren signifikant kleiner und wirkten schwécher. Die Gewichtsunterschiede
manifestierten sich in den ersten drei Wochen nach der Geburt und blieben bei adulten Tieren erhalten
(Abb. 4.2.4 C).
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Abb. 4.2.4: Mendelsche Verhéltnis, Kaplan-Maier-Kurve und
Gewichtsbestimmung. A) Mendelsche Verhaltnis der
Genotypen Cx434343 Cx4343/26 ynd Cx43%6/%6 an Tag 1 (1dpp)
und Tag 21 (21dpp) nach der Geburt. B) Ubersicht iiber die
Uberlebensrate der Nachkommen von Cx434¥26-Miittern. Als
Kontrolle wurde die Uberlebensrate der Wiirfe von Cx434343-
Weibchen dargestellt. C) Gewichtsbestimmung der verschieden-
en Genotypen untereinander. Das Gewicht der Cx4326/%-
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Die mikroskopischen Untersuchungen von Herz, Lunge, Leber, Darm, Nieren und Nebennieren, Gehirn
und Keimdriisen adulter Cx4343%-Tiere zeigten im Vergleich zu ihren Wildtyp-Geschwistern keine Unter-
schiede. Die aulerlich erkennbare Hypotrophie spiegelte sich bei den homozygoten Tieren in einer
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proportional verminderten OrgangrofRe wieder. Dariber hinaus zeigten die Organe jedoch keine Auf-

falligkeiten im anatomischen oder feingeweblichen Aufbau, mit Ausnahme der Keimdrisen (siehe 4.4.3.9).

4.2.3.2 Analyse der Herzen 10 Tage alter und adulter Cx4326-Mause
Mause mit genereller Deletion des Cx43-Gens (Cx43 ,Knock Out‘) wiesen morphologische Anomalien des

Herzens auf. Insbesondere zeigten diese Herzen eine vermehrte Bildung von Trabeculae carneae
(Muskelbalkchen) im Bereich des rechten ventrikuldren Ausflusstraktes. Dies fuhrte nach der Geburt bei
Einsetzen des Lungenkreislaufs zur todlichen Zyanose. Die Herzen 10 Tage alter und adulter Cx4326-Tiere
wurden morphologisch, hinsichtlich ihrer Proteinexpression und mittels Elektrokardiographie hinsichtlich

ihrer Funktion analysiert, um vergleichbare oder andere Anomalien aufzuzeigen.

4.2.3.3 Adulte Herzen zeigen keine morphologischen Auffalligkeiten
Die Herzen adulter Tiere wurden durch Dr. J.-S. Kim (College of Medicine, Seoul, Korea) histologisch ana-

lysiert. Routine-Histologie an Langsschnitten der Cx4343/26- und Cx4326/26-Herzen (siehe 4.2.5), die eine
Vier-Kammer-Ansicht ermdglichte, zeigte im Bereich des rechten ventrikuléren Ausflusstraktes keine ver-
starkte Ausbildung von Herzmuskelbalkchen. Der préavalvulare Bereich des Truncus pulmonalis homozy-
goter Tiere zeigte keinerlei Hinweise auf Obstruktionen. Somit wiesen Cx4326-Tiere histologisch nicht

denselben Phanotyp auf, der in Cx43KO-Tieren unmittelbar zum postnatalen Tod flhrte.
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Abb. 4.2.5: Vier-Kammer-Histologie adulter Herzen. Histologische Praparate adulter Herzen von Cx434343-, Cx4343/%6- und
Cx43%/%6-Tieren im Vier-Kammer-Langsschnitt zeigten keine Veranderung in Form und Morphologie. Das Herz des Cx43%/25.
Tiers war im Vergleich zu den Geschwistertieren kleiner. la: linkes Atrium, Iv: linker Ventrikel, ra: rechtes Atrium und rv: rechter
Ventrikel. MaRstab: 3 mm

Histologie durchgefiihrt und zur Verfiigung gestellt von Dr. J.-S. Kim, College of Medicine, Seoul.
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4.2.3.4 Echokardiographie und Elektrokardiogramme an 10 Tage alten und adulten Cx43%-Tieren
In Zusammenarbeit mit Alexander Ghanem (Medizinische Kilinik I, Kardiologie und Pneumologie, Bonn)

wurde von 10 Tage alten und adulten Tieren, welche aus den Verpaarungen Cx434¥26-Eltern hervorge-
gangen waren, Echokardiographie und Oberflachen-Elektrokardiogramme mit drei Ableitungselektroden an-
gefertigt. Die pro Messung erhaltenen 6 Ableitungen wurden digitalisiert und in ein gemitteltes Elektro-
kardiogramm umgewandelt (,signal averaged ECG, SAECG").

Weder in der Echokardiographie noch im Oberflachen-Elektrokardiogramm konnten Abweichungen

unter den untersuchten Genotypen aufgezeigt werden (Daten nicht gezeigt).

4.2.3.5 Elektrophysiologische Untersuchungen fiihrten zum Tod der Cx4326/26-Tiere nach Stimu-
lierung

Die elektrophysiologische Charakterisierung der Mause ergab eine schlechtere Sinusknotengenerator-
funktion, langere AV-Knoten Refraktarzeiten und eine erhohte ventrikulare Vulnerabilitat in Cx4326/26-
Méausen im Vergleich zu Cx43426 (Daten nicht gezeigt). Die Analysen wurden von Jan Schrickel

(Medizinische Klinik II, Kardiologie und Pneumologie, Bonn) durchgefihrt.

4.2.3.6 Cx434/26-Weibchen konnen ihre Jungen nur ungeniigend ernahren
Die hohe vom Genotyp der Jungen unabhangige Sterblichkeit der Nachkommen (siehe 4.2.4 B) Cx4343/28-

Weibchen ging mit einer, von Geburt an verminderter Gewichtszunahme der Jungen in der Aufzuchtphase,
einher. Auffalligkeiten im maternalen Verhalten von Cx434¥26-Weibchen wurden nicht beobachtet. So
sauberten sie ihre Jungen nach der Geburt und platzierten sie in einem Nest. Bei taglichen Kontrollen
fanden sich immer alle Jungen im Nest. Auerhalb des Nests platzierte Jungen wurden durch die Mutter
zurlick gebracht, ebenso wie bei Cx434¥43-Mitter. Auch wurden die Cx434326-Mitter mit der gleichen
Haufigkeit beim Saugen beobachtet wie die Kontrollmtter. Diese Beobachtungen legten nahe, dass es sich
bei dieser dominanten, auf den Austausch von Cx43 durch Cx26 phanotypischen Veranderung um einen
Defekt in der Milchproduktion oder Milchejektion handelte. Fir die Expansion der Cx43%-Linie bedeutete
dies, dass zur Aufzucht der Jungen Ammenmiittern (Cx434%/43) herangezogen werden mussten, um ein

Uberleben der Nachkommen heterozygot mutierter Eltern zu gewahrleisten.

4.2.3.7 Fertilitat von Cx4326-Mausen
In Bezug auf die Fertilitat wurden bei Cx434¥26-Mannchen und -Weibchen keine Unterschiede - in Ver-

paarungshaufigkeit, Anzahl der Schwangerschaften nach Verpaarung und WurfgréRen - im Vergleich zu
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ihren Wildtyp-Geschwistern beobachtet. Demgegentber zeigte sich bei routinemaliger Verpaarung, dass

Cx4326/26- Tiere, sowohl Mannchen als auch Weibchen, steril waren.

4.2.3.8 Anatomische und histologische Analyse der Milchdrisen heterozygoter Cx4326-Mause
Die Milchdrisen wurden einer detaillierten anatomischen und histologischen Analyse unterzogen, da

Cx434326-Mitter Schwierigkeiten hatten, ihre Jungen zu ernahren, es aber keine Anzeichen fir ein abnor-
mes maternales Verhalten gab.

Die Milchdrisen differenzieren sich erst wahrend der Schwangerschaft. Aus den anfanglich wenigen und
kaum verzweigten, in ein Fettpolster, eingelagerten Driisengangen bildet sich ein stark verzweigter Baum
abflihrender Milchgénge, an deren Enden sich Driisenazini bilden. Bei der Geburt setzt dann die Laktation
ein und die Drlsenazini fiillen sich mit Milch. Die Stimulation der Brustwarze durch die sdugenden Jungen
fihrt zur Ausschittung von Oxytozin im Hypophysenhinterlappen, dass die synchrone Kontraktion der Azini
umgebenden, myoepithelialen Zellen bewirkt. Durch diese Milchejektion gelangt die Milch aktiv in eine

Lakune unterhalb der Brustwarze, wo sie vom Jungen abgesaugt werden kann.

Abb. 4.2.6: Histologische Analyse der Brustdriisen laktierender Weibchen. H&matoxilin und Eosin gefarbte Paraffinschnitte
(7 um). Die Milchdriisen eines Cx4343/43- (A-C) und eines Cx434326- (D-F) Weibchens wurden an Tag 9 nach der Geburt (9 dpp; je 8
Jungtiere) vollstandig prapariert, in toto mit Karmin-Aluminium gefarbt (A; D) und fir Paraffinschnitte (B; C; E; F) verwendet. Im
Totalpraparat (A) des Cx43443-Weibchens zeichnete sich eine Lappchengliederung ab, in der das Bindegewebe zurlickgedrangt
wurde und das Driisenparenchym zunahm. Die Milchgénge mit den alveolaren Endstlicken (A, B) entstanden durch Einsprossung.
Die Alveolen (C) zeigten eine apokrine Sekretion. Das Totalpréparat des Cx434¥26-Weibchens dhnelte einer nichtlaktierenden
Brustdriise (D-E). Dargestellt wurden die verzweigten Drisengénge (Milchgénge, Ductus lactiferi), an deren Enden kleine knospen-
formige Verdickungen erkennbar waren. Dabei handelte es sich um die Anlagen der Driisenendstiicke, der Alveolen, die normaler-
weise wahrend der Graviditdt eine Entfaltung erfahren wiirden, aber in dem Fall des Cx434¥2%-Weibchens in geringerer Anzahl
vorlagen. In den hellen, ungefarbten Raumen zwischen den verzweigten Géangen lag Fettgewebe (E, F), der sog. Fettgewebskdrper
der Brustdriise, der (iblicherweise mit dem Driisenwachstum zuriickgedrangt wiirde. Die Alveolen erschienen kleiner im Durchmesser.
Sie zeigten jedoch ebenfalls eine apokrine Sekretion und Milchfetttropfchen im Lumen (F). MaRstab: 20 uym (C, F); 200 um (B, E) und
500 um(A, D)

Die Daten wurden in Zusammenarbeit mit Prof. Dr. E. Winterhager (Institut fiir Anatomie, Universitat Duisburg-Essen) erstellt.
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Im Vergleich der Cx434343- und Cx434¥26-Brustdriisen (siehe 4.2.6) laktierender Weibchen ahnelte das
Cx4343/26-Totalpraparat eher einer nichtlaktierenden Brustdriise. Es wurden verzweigte Drlisengéange, an
deren Enden kleine knospenformige Verdickungen erkennbar waren, dargestellt, die jedoch bei den
heterozygoten Tieren in geringerer Anzahl vorlagen. Der so genannte Fettgewebskorper (helle, ungefarbte
Raume zwischen den verzweigten Géngen) wurde in diesem Gewebe nicht durch das Driisenwachstum
zurlickgedrangt. Die Alveolen erschienen kleiner, zeigten aber ebenfalls eine apokrine Sekretion und
Milchfetttropfchen im Lumen (Abb. 4.2.6 F).

4.2.3.9 Gonadendefekte bei Cx432626.Mausen
In der Aufzucht der Cx432%-Tiere stellte sich heraus, dass sowohl Cx4326/26-Mannchen als auch -Weibchen

steril waren. Aus diesem Grund wurden die Hoden (siehe 4.2.10 und 4.2.11) und Ovarien (siehe 4.2.8)
makroskopisch und mikroskopisch naher betrachtet. Bei Cx4326/2%6-Weibchen wurde vor der genaueren
Betrachtung der weiblichen Geschlechtsorgane der Vaginalzyklus (siehe 3.5.3) im Vergleich zu Kontroll-
Tieren bestimmt. Der Zyklus vollzog sich bei der Maus Uber 4 bis 5 Tage. In dieser Zeit durchlauft sie die
Phasen des Prooestrus, Oestrus, Metoestrus und Dioestrus. Die verschiedenen Phasen sind durch das
Vorhandensein unterschiedlicher Zelltypen charakterisiert. Es wurden keine Unterschiede in den

Vaginalzyklen von Wildtyp, heterozygoten und homozygoten Weibchen beobachtet.

4.2.3.10 Makroskopische und histologische Untersuchung adulter Ovarien
Die Ovarien Cx4326/28-\Weibchen fielen makroskopisch, im Vergleich zu Cx4343/26- und Cx434343-Weibchen,

durch ihre zur Grolde der Tiere unproportional reduzierten GroRe auf. Das Gewicht der Ovarien in Verhaltnis
gesetzt zum Koérpergewicht zeigte eine signifikante Gewichtsreduktion der Cx4326/26-Qvarien im Vergleich
zu Cx4343/26- und Wildtyp-Ovarien (Abb. 4.2.7).

Die anschlieBende histologische Untersuchung (siehe 4.2.8) wurde in Zusammenarbeit mit Prof. Dr. E.
Winterhager (Institut fir Anatomie; Universitat Duisburg-Essen) durchgefihrt und zeigte in Wildtyp und he-
terozygoten Weibchen eine normale Follikulogenese.

Die Follikelreifung beginnt mit der Entwicklung eines kleinen Teils der pranatal angelegten Primarfollikel
im Ovarium, in der Regel wahrend des Ovarialzyklus. Mit jedem Ovarialzyklus entwickeln sich mehrere
Primarfollikel zu Sekundarfollikeln, welche wiederum zu Tertiarfollikeln (Graaf-Follikel) heranreifen kénnen.
Sekundarfollikel, welche nicht das Tertidrstadium erreichen, gehen zugrunde und bilden so genannte

atretische Follikel. In den Tagen vor der Ovulation vergroRert sich der Tertiarfollikel. Nach der Ovulation
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entsteht aus den Resten des Follikelepithels (Granulosazellen) das Corpus luteum (Gelbkorper), welcher
der Bildungsort von Ostrogenen und Corpus luteum Hormonen (Progesteron) ist.

In den signifikant verkleinerten Ovarien (Abb. 4.2.7 und 4.2.8) homozygoter Weibchen hingegen wurden
nur wenige Follikel und kein Corpus luteum gezeigt. Die Follikelreifung schien in einem friihen Se-
kundérstadium zu arretieren. In einigen Féllen war die Morphologie der Follikel beeintrachtigt. Die Oozyte
fehlte und anstelle des Flussigkeitsgefiillten Hohlraums (Follikelhéhle) konnte eine Zysten-ahnliche Struktur
beobachtet werden. So genannte zystische Auftreibungen (Follikelzyste) eines Eifollikels im Ovarium

entstanden (blicherweise bei ausbleibender Ovulation. Einige Ovarien bestanden aus nur einer grofRen

Zyste.
A) Testis B) Ovar
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Abb. 4.2.7: Gonadengewichte in Relation zum Korpergewicht. Es wurden die Gewichte von Testis (A) und Ovar (B) der
unterschiedlichen Genotypen Cx4343/43, Cx434%26 und Cx432/%6 untersucht. Die Signifikanz bei den Ovargewichten wurde
mit 0,033 (*) ermittelt. Es wurden je Genotyp acht Tiere analysiert (n = 8).
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Abb. 4.2.8: Histologie der Cx43%-Ovarien. Hamatoxilin und Eosin gefarbte Paraffinschnitte (7 um) der Genotypen Cx4343/43,
Cx434%26 yund Cx43%/26, Die Cx434%28-Ovarien (C-D) waren nicht von denen der Cx434343-Kontroll-Tiere (A-B) zu unterscheiden. In
beiden Genotypen konnten Follikel in verschiedenen Entwicklungsstadien und Corpora lutea (Gelbkdrper) dargestellt werden. Die
C43%/28.Tiere zeigten kleinere Ovarien (E) mit wenigen Follikeln und keine Corpora lutea. Die Follikelreifung schien in einem friihen
Sekundérstadium zu arretieren. Die Morphologie einiger Follikel wurde beeintrachtigt. In diesen Fallen fehlte die Oozyte und anstelle
dessen wurde der Follikel von einer Fliissigkeit ausgefiillt und wies eine Zysten-ahnliche Struktur (F) auf. Einige Ovarien bestanden
aus einer groen Zyste (G). MaRstab: 50 um (B, D); 200 pym (F) und 500 um(A, C, E, G)

Die Daten wurden in Zusammenarbeit mit Prof. Dr. E. Winterhager (Institut fir Anatomie, Universitat Duisburg-Essen) erstellt.
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4.2.3.11 Histologische Analyse des Uterus
Das Epithel des Uterus ist in Wildtyp-Weibchen in Falten geworfen und besteht aus bewimperten und

unbewimperten sekretorischen Zellen. In der Wand der Rohre sind unter anderem glatte Muskelzellen und
zahlreiche Venen. In den Longitudinalschnitten (Abb. 4.2.9) wurde gezeigt, dass das Endometrium schon in
heterozygoten Weibchen leicht reduziert vorlag, was in einer geringeren Auffaltung des Epithels resultierte
und somit zu einem schmaleren Uterus fiihrte. In homozygoten Weibchen war dieses Phanomen noch

wesentlich ausgepragter im Vergleich zu den Kontroll-Tieren.

Abb. 4.2.9: Histologische Analyse des Uterus. Hamatoxilin und Eosin gefarbte longitudinale Paraffinschnitte (7 um) des Uterushorn
zeigten ein reduziertes Endometrium mit geringerer Auffaltung des Epithels in Cx434%2-Weibchen (B) und noch ausgepragterer Form in

Cx43%/128-\Weibchen (C) im Vergleich zu den Cx434¥43-Kontroll-Tieren (A). MaBstab: 50 um
Die Daten wurden in Zusammenarbeit mit Prof. Dr. E. Winterhager (Institut flir Anatomie, Universitat Duisburg-Essen) erstellt.

4.2.3.12 Makroskopische und histologische Untersuchung adulter Hoden
Die Hoden heterozygot mutierter Mannchen unterschieden sich im auleren Erscheinungsbild und in der

Gewichtsanalyse nicht von denen ihrer Wildtyp-Geschwister. Dahingegen waren die Hoden, aber nicht die

Nebenhoden (Epididymis), der homozygoten Cx43%6-Mannchen stark, jedoch nicht signifikant, verkleinert
(Abb. 4.2.10; Abb. 4.2.7).

Abb. 4.2.10: Ubersicht iiber Gesamt Hoden der verschie-
denen Genotypen. Links wurde der Hoden eines Cx434343-
Mannchen im Vergleich zu Cx434/2- (Mitte) und Cx4326/25.
Hoden dargestellt. In der Darstellung kann man erkennen,
dass die Testis, aber nicht der Epididymis der Cx43%/25-
Mannchen deutlich kleiner sind. MaRstab: 0,8 cm

Die histologischen Analysen wurden in Zusammenarbeit mit Prof. Dr. E. Winterhager und Dr. R. Behr
(Institut flr Anatomie, Universitat Duisburg-Essen) durchgefiihrt. Die Samenkanalchen, Tubuli seminiferi,
liegen aufgeknéuelt in den Hodenlappchen, Lobuli testis, die durch feine Septen, Septula testis,

voneinander getrennt sind (Abb. 4.2.11). Im interstitiellen Bindegewebe liegen die so genannten intersti-
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tiellen Zellen, Leydig-Zwischenzellen. Diese wurden sowohl in homozygoten Hoden als auch in Wildtyp

Kontrollhoden durch Anfarben der Androgenrezeptoren nachgewiesen.

SRS . TN Re Kl 203" 2

Abb. 4.2.11: Histologie der Hoden und Nebenhoden der Cx43%-Mauslinie. Hamatoxilin und Eosin gefarbte Paraffinschnitte
(7 um). Die Hoden und Nebenhoden (C, F, 1) der Genotypen Cx43343 (A-C), Cx43*/2 (D-F) und Cx432526 (G-I) wurden dargestellt. In der
Ubersicht des Kontroll-Hoden (A) konnten dicht gepackte Samenkanélichen dargestellt werden. Die VergroRerung zeigte keine Auffallig-
keiten im Keimepithel und in der Spermiogenese. Im Lumen des Nebenhodengangs (C) konnten Aggregate reifer Spermien dargestellt
werden. In den Cx43%/%-Tieren konnten im Hoden (D, E) keine morphologischen Unterschiede gezeigt werden. Eine intakte Spermio-
genese konnte durch die Spermien im Nebenhoden (F) dargestellt werden. In M&usen, bei denen beide Cx43-Allele durch Cx26 ersetzt
waren (Cx43%/26), wurden normal groRe Nebenhoden, jedoch kleinere Hoden (G), prépariert. Die Samenkanélchen (H) wiesen keine
reifen Spermien auf, trotz nachweislicher Uberreste des Keimepithels. Der Verlust der Spermiogenese konnte durch den leeren Neben-
hoden (1) gezeigt werden. Die Markierung der Testosteron-Rezeptoren zeigte die Anwesenheit von Sertoli- und Leydig-Zellen sowohl in
Cx434343. (J) als auch in Cx43%/%6. (K) Hoden. Das Vorhandensein primarer Spermatogonien konnte gezeigt werden, aber keine
komplette Spermatogenese (K). MaRstab: A, D, G =500 pym; B, E, H=50 pm; C,F, =100 ymund J, K =20 ym

Die Daten wurden in Zusammenarbeit mit Prof. Dr. E. Winterhager und Dr. R. Behr (Institut fiir Anatomie, Universitat Duisburg-Essen)
erstellt.
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Sie produzieren das mannliche Geschlechtshormon Testosteron. Die Tubuli seminiferi contorti
(Hodenkanalchen) werden von einer myofibrosen Bindegewebshaut, Lamina propria, umhdllt. Die
Innenauskleidung besteht aus dem hohen Keimepithel, d.h. aus den Samen bildenden Zellen in
verschiedenen Stadien der Spermatogenese, ferner aus den so genannten Sertoli-Zellen (Stitz- oder
FuBzellen), welche in Wildtyp- ebenso wie in Cx4326/26-Hoden durch das Anfarben der Androgenrezeptoren
(siehe 4.2.11 J und K; siehe 3.7.1.6) bestatigt wurden. Normalerweise sind der Basalmembran eng angela-
gert die Spermatogonien runde Zellen mit chromatinreichen Kernen. Die Zellen der darlber liegenden
Schicht sind etwas groRer, Spermatozyten I. Ordnung und konnten in homozygoten Tieren (Abb. 4.2.11 H)
nicht nachgewiesen werden, ebenso wie die weiter differenzierten Stadien, Spermatozyten Il. Ordnung
(Praspermatiden), Spermatiden und die lumen-nahen Spermien.

Die Beeintrachtigung der Spermatogenese in Cx4326/26-Tieren konnte ebenfalls durch den
Jeeren“ Nebenhoden (Abb. 4.2.11 ) bestatigt werden. Der Epididymis liegt dem Hoden hinten oben an.
Den Kopf bilden Ductuli efferentes testis, die in den stark gewundenen Nebenhodengang (Ductus epididy-
midis) fuhren, der den Kérper und Schwanz bildet und Speicherort fur die Spermien ist.

4.2.3.13 Ein Hypophysendefekt wurde nicht bestatigt
Die resultierenden Daten der Cx4326-Mauslinie wie vermindertes Korpergewicht, Infertilitat aufgrund der

Gonadendefekte, sowie Laktationsprobleme der Cx434326-Weibchen deuteten auf einen Hypophysendefekt
hin. Dies fuhrte zu einer Konzentrationsbestimmung des follikelstimulierenden Hormons (FSH) in
Hypophyse und Serum.

Die Konzentrationsbestimmung von FSH in Hypophyse und Serum wurde an insgesamt 36 Tieren im
Labor von Prof. Dr. M. Simoni (Institut flr Reproduktionsbiologie, Universitat Minster) durchgefiihrt. Von
den 10 Cx434343- 12 Cx434326- und 14 Cx43%/26-Tieren (Mannchen und Weibchen) wurden Serum (siehe
3.7.3) und Hypophyse préapariert.

Die Konzentration von FSH in Serum und Hypophyse (siehe 4.2.12) wurde in Relation zum Korperge-
wicht betrachtet und dargestellt. Im Serum konnte man einen stetigen Anstieg der FSH-Konzentration von
Cx434343- zy Cx4343/%6- und zu Cx43%/26-Tieren beobachten. Die FSH-Konzentration in den Cx4326/26-
Tieren war im Vergleich zu Wildtyp-Kontrolltieren doppelt so hoch, dennoch nicht signifikant erhoht. Im
Vergleich zu diesem Ergebnis wurde in der Hypophyse keine Schwankung der FSH-Konzentration
dargestellt. Ebenso wenig wurden Unterschiede in den Hypophysen-Gewichten der drei Genotypen gezeigt.

Ein Hypophysendefekt wurde durch diese Ergebnisse nicht verifiziert. Die Daten weisen eher auf einen
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hypergonadotropen Hypogonadismus (primarer Gonadendefekt) hin, was durch weiterfihrende

Experimente gesichert werden muss.

A) B)
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3 25 @ 4326 3
o O 26/26 o254
@ 24 @
=3 f=%
:E ."5 24
X, X
= 2154
E 14 E
=) & 14
& &
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0 0J
Cl
5 Abb. 4.212: Messungen des follikelstimulierenden
o Hormons (FSH) im Serum und in der Hypophyse. Die
Messungen wurden an Mausen der Genotypen Cx4343/43
25 (n=10), Cx43%2% (n=12) und Cx43%7%6 (n=14)
durchgefiihrt und in Relation zum Kérpergewicht dargestellt.
o220 Die FSH-Messungen im Serum (A) ergaben eine leichte
2] Konzentrationszunahme in Cx434326- und Cx43%/28-Tieren.
Die FSH-Konzentrationen in der Hypophyse (B) zeigten
10 A keine Unterschiede in den unterschiedlichen Genotypen. Die
Gewichte der Hypophysen (C) wiesen keine Auffalligkeiten
%1 auf. n = Anzahl der Mause
o Die FSH-Messungen wurden von Prof. Dr. M. Simoni
(Institut fiir Reproduktionsbiologie, Universitdt Munster)
durchgefiihrt.
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5.1  Spezialisierung oder Redundanz: ,Knock In“-Mausmodelle
In Experimenten zur Klarung der funktionellen Signifikanz der Connexin-Diversitat, wurden die kodierenden

Bereiche verschiedener Connexin-Gene nach homologer Rekombination aus dem Mausgenom entfernt.
Cx43 (REAUME et al., 1995), Cx32 (NELLES et al., 1996), Cx37 (SIMON et al., 1997), Cx46 (GONG et al., 1997),
Cx40 (SIMON et al., 1998), Cx26 (GABRIEL et al., 1998), Cx50 (WHITE et al., 1998), Cx45 (Kumal et al., 2000),
Cx36 (GULDENAGEL et al., 2001), Cx31 (PLum et al., 2001), und Cx30 (TEUBNER et al., 2003). Eine
spezifische, physiologische Rolle des einzelnen Connexins wurde jeweils nur in bestimmten
Organe/Zelltypen der Connexin-defizienten Mauslinien untermauert (siehe dazu NICHOLSON und BRUZZONE,
1997; WHITE und PAUL, 1999). Eine Interpretation der Phénotypen ist aufgrund der vermeintlichen
Redundanz sowie Kompensation durch andere ko-exprimierte Connexine haufig schwer. Cx43
beispielsweise wird bereits ab dem vom Zwei-Zell Stadium ausgepragt (DE SousA et al., 1993) und
trotzdem (berleben Cx43-defiziente Mause die gesamte Schwangerschaft. Sie sterben kurz nach der
Geburt an einem morphologischen Herzdefekt im rechten ventrikularen Ausflusstrakt, obwohl Cx43 auch in
vielen anderen embryonalen Geweben nachweisbar ist (REAUME et al., 1995). Dieses Uberleben der Cx43-
defizienten Embryonen bis zur Geburt wirft Fragen beziglich einer funktionellen Notwendigkeit der
interzellularen Kommunikation tber Gap Junctions wahrend der Embryogenese auf (HOUGHTON, 2005).

Die Erzeugung und Analyse einer Cx43/Cx32 Doppel-Defekimaus war ein Ansatz zur Klarung der
funktionellen Kompensation von Connexinen in Zelltypen, in denen sie ko-exprimiert vorliegen. Es wurde
gezeigt, dass die Doppelmutanten nach der Geburt aufgrund des bereits in Cx43-defizienten Tieren
diagnostizierten Herzdefekts sterben. Weiterhin konnten keine morphologischen Abnormalitaten in
GliedmalRen, Schilddriise oder Zahnentwicklung beschrieben werden, wo beide Connexine ko-exprimiert
vorliegen (HOUGHTON et al., 1999).

Die differenziertere Betrachtung der funktionellen Spezialisierung, Redundanz oder Kompensation
zwischen Connexinen ermdglichen ,Knock In* (KI)-Mausmodelle. Der Austausch der kodierenden Region
eines Connexin Gens gegen ein Anderes oder das Verandern bestimmter Sequenzabschnitte z.B. durch
Einfligen von Punktmutationen (Oculodentodigitale Dysplasie (ODDD)) oder Deletionen (MAAR et al., 2004),
kénnte zu einem differenzierteren Verstandnis ihrer Funktion in vivo filhren. PLUM et al. (2000) hat gezeigt,
dass der Verlust von Cx43 in Kardiomyozyten funktionell sowohl durch Cx32 und Cx40 (Herzfunktion), nur

durch Cx40 in den Milchdriisen und Herzmorphogenese, aber weder durch Cx32 noch Cx40 in Bezug auf
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die Fertilitat der Mannchen kompensiert werden kann. Cx31 dagegen kann Cx43 wahrend der kardialen
Morphogenese funktionell nicht ersetzen (ZHENG-FISCHHOFER et al., in press).

Die in der vorliegenden Arbeit vorgestellten Mausmodelle bestatigen einerseits die schon dargestellten
funktionellen Uberschneidungen und Spezialisierungen (Cx43KICx26) und zum anderen zeigen sie erneut
die Redundanz der Connexine (Cx26 in der Plazenta; Cx26KICx32).

5.2  Das Projekt: Cx26KlLacZKICx32

5.2.1 Herstellung der transgenen Mauslinie Cx26KILacZKICx32
Eine Vielzahl von Connexinen kommt sowohl in differenzierten als auch undifferenzierten Zellen mit einem

engen raumlichen und zeitlichen Expressionsmuster vor. Eine prazise Charakterisierung dieses Musters ist
unerlasslich zur funktionellen Analyse der beteiligten Connexine.

In dieser Arbeit sollte deshalb die Aufklarung der bis dahin nur liickenhaft bekannten zellularen Cx26-
Verteilung in der Maus erfolgen. Hierzu wurde die kodierende Region des Cx26-Gens durch das LacZ-
Reportergen ausgetauscht, welches unter der Kontrolle des endogenen Cx26-Promoters ausgepragt wurde.
Das Reportergen wurde mit loxP-Sequenzen flankiert, um den Austausch des Cx26-Leserasters durch die
kodierende Region von Cx32 nach Deletion des LacZ-Gens zu ermdglichen. Das Cx32-Leseraster wird
ebenfalls unter der Kontrolle des endogenen Cx26-Promoters exprimiert. Fir eine Positiv-Selektion wird
eine mit frt-Sequenzen flankierte PGK-Neomyzin-Selektionskassette (MEYERS et al., 1998) hinter der
kodierenden Region des Cx32-Gens eingeflgt. Der Austauschvektor wurde mit Hilfe von Re-
striktionsspaltungen (Anhang) und kommerzieller Sequenzierung Uberpruft, bevor dieser in konstitutiv Flp-
bzw. Cre-Rekombinase exprimierende E. coli Bakterien (BUCHHOLZ et al., 1996) transformiert wurde. Die
erfolgreiche Deletion des LacZ-Gens durch die loxP-Sequenzen wurde zusétzlich in ES-Zellklonen, durch
das transiente Einbringen eines pCre-Pac-Vektors, bestatigt. Die Funktionalitat des verwendeten Reporter-
gens wurde in HelLa-Zellen durch die transiente Tranfektion eines Testvektors Uberprift.

Die Erzeugung der Mauslinie erfolgte nach homologer Rekombination in embryonalen Stammzellen (ES-
Zellen; HM-1; MAGIN et al., 1992). Der Prozentanteil homolog rekombinierter ES-Zellklone lag mit nur einem
positiven aus 680 gepickten Klonen unter 1% und somit weit unter den erwarteten 1-3%
Transfektionseffizienz, vermutlich aufgrund schlechter Zuganglichkeit und/oder Austauschbarkeit des Cx26-
Lokus. Allgemein wurden in unserer Arbeitsgruppe Schwankungen der Transfektionseffizienz zwischen 6 %
und 27 % beschrieben (THEIS et al., 2000). Der homolog rekombinierte ES-Zellklon wurde in einer
etablierten PCR-Reaktion tberprft.

112



5. DISKUSSION

Ein kleiner Teil der ES-Zellklone wurde, zuséatzlich zur PCR-Analyse, im B-Galaktosidase-Nachweis
eingesetzt. Eine Blaufarbung wurde in einigen ES-Zellklonen nachgewiesen, jedoch nicht in dem PCR-
positiven Klon. Durch Southern Blot Analytik wurde die homologe Rekombination und Einzelkopie-Integra-
tion des Austauschvektors Cx26KILacZKICx32neo im Genom des PCR-positiven ES-Zellklons bestatigt
(Anhang). Die Klone mit [B-Galaktosidase-Aktivitat zeigten entweder eine zuféllige oder Mehrfach-
Integration des auszutauschenden Konstrukts im Genom.

Durch Analysen zur Transkription und Translation von Connexinen in ES-Zellen wurde in unserer
Arbeitsgruppe gezeigt, dass Cx26 zwar transkribiert, aber nicht oder nur minimal translatiert wird
(WORSDORFER, 2005). Dies entsprach der Beobachtung, dass eine [3-Galaktosidase-Aktivitat im positiven
ES-Zellklon nicht nachgewiesen werden konnte.

Nach Blastozysteninjektionen dieses ES-Zellklons wurden chimére Mause mit 40 bis 100 %-igem agouti-
farbenen Fellfarbchimarismus geboren (Anhang). Die Ubereinstimmung des durch die Fellfarbe reflektierten
Chimarismusgrads mit der prozentualen Verteilung integrierter, rekombinanter ES-Zellen in anderen
Geweben und Organen wurde fiir Maus-Chimaren mehrfach nachgewiesen (MysTKowska et al., 1979). In
der Regel pragen auch chimare Mause, die aus weiblichen Embryonen (Spendertier-Blastozysten) und
mannlichen ES-Zellen (manipulierte ES-Zellen) entstanden sind, einen méannlichen Phanotyp aus
(ROBERTSON et al., 1986). Entsprechend waren vier der sechs erhaltenen Chimaren Mannchen. Alle sechs
Tiere zeigten Keimbahn-Transmission des Cx26tacZn-Allels (n = neo), d.h. sie vererbten das Cx26tacZn-Allel
an 50 % ihrer Nachkommenschaft. Die heterozygoten Nachkommen wurden zuerst zu Verpaarungen mit
Flp-Rekombinase exprimierenden Mausen eingesetzt, um die Neomyzin-Selektionskassette zu deletieren.
Des Weiteren wurden die Cx2626/acZ-Tiere mit PGK-Cre-Rekombinase exprimierenden Mausen verpaart,
was zur Deletion des LacZ-Reportergens und damit zum Austausch der Cx26 kodierenden Region gegen
das Cx32-Gen fuhren sollte. PCR- (Abb. 4.1.5) und Southern Blot Analysen (Abb. 4.1.5) bestatigten die

Etablierung der gewtnschten Genotypen.

5.2.2 LacZ-Reportergenauspragung an Cx2626acZ-Tieren
Ziel der Erzeugung einer LacZ-Reportermaus flir Cx26 war allgemein die Charakterisierung der Cx26

Expression besonders in Zelltypen, in denen ein Vorkommen von Cx26 bislang umstritten ist. In
heterozygoten Cx26%/acZ-Mausen wurde das Reportergen unter der Kontrolle des endogenen Cx26-
Promoters ausgepragt.

Eine LacZ-Farbung wurde in einer Vielzahl bekannter Cx26 exprimierender Gewebe, wie Haut (RISEK et
al., 1992, 1994; SALOMON et al., 1994), Leber (ROSENBERG et al., 1992; Iwal et al., 2000), Plazenta (GABRIEL
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et al., 1998), Cochlea (KIKUCHI et al., 1995, 2000; FRENZ und VAN DE WATER, 2000) und Niere (HENNEMANN
etal., 1992), wieder gefunden.

Das Cx26'2cZ-Allel wurde zu allen untersuchten Zeiten in der embryonalen Haut nachgewiesen (> E10),
wobei die Expression mit fortschreitender Embryonalentwicklung intensiver wurde (Abb. 4.1.8). In adulten
Tieren beschrankte sich die Expression auf die, den Haarschaft umgebenden, Keratinozyten (RISEK et al.,
1992, 1994; SALOMON et al., 1994; FiLippov et al., 2003). Das LacZ-Farbemuster bestatigte das Vor-
handensein von Cx26 im Ohr (Cochlea) ab dem Embryonalstadium E10, dies wurde von FiLIPPOV et al.
(2003; > E13) und BUNIELLO et al. (2004; E14) allerdings erst flr spatere Stadien beschrieben. Aullerdem
wurde in den Embryonen (> E10) eine intensive Farbung im Bereich der Barthaare und in der Cornea de-
tektiert. In der Plazenta wurde die Ausbildung von Cx26 Gap Junction Kanalen in den Synzytiotropho-
blasten | und Il der labyrinthischen Schicht beschrieben (GABRIEL et al., 1998) und durch die vorliegenden
Daten bestatigt. Zusatzlich wurde in adulten Tieren die enzymatische Aktivitat des LacZ-Reportergens in

der Speiserohre und der Zunge gezeigt (Abb. 4.1.9).

In ausstehenden Experimenten sollte eine Verifizierung des LacZ-Verteilungsmusters zu verschiedenen
Embryonalstadien an Serienschnitten (7 um) durchgefiihrt werden. Im Besonderen sollte der LacZ-
exprimierende Zelltyp der Cochlea geklart werden, da fir die Cochlea Expression von Cx26 beschrieben
wurde und in den Bildern der Embryonen (Abb. 4.1.8) eine starke Farbung in diesem Bereich zu erkennen
ist. Des Weiteren sollte die Wirbelsaule (> E10) und das Gehirn - im Speziellen die Hypophyse (E12; Abb.
4.1.8) - einer naheren Betrachtung unterzogen werden, da auch hier eine intensive Farbung vermutet wird,

die sich nur durch Serienschnitte bestatigen lasst (Erlauterungen hierzu sieche Cx2626/32-Embryonen; 5.2.10).

5.2.3 Heterogene Cx26 Expression in der Leber war nicht eindeutig
Eine heterogene Cx26-Protein-Verteilung mit einer Anhaufung in den Periportalfeldern wurde bisher nur

fir die Rattenleber valide beschrieben (TRAUB et al., 1989; BERTHOUD et al., 1992). In dieser Arbeit wurde
zumindest teilweise ein hoherer Cx26-Anteil in periportalen Hepatozyten der Maus (ROSENBERG et al., 1992;
Iwal et al., 2000; FiLIPPOV et al., 2003) aus den LacZ-Verteilungsmustern der Cx2626/acZ-| ebern abgeleitet.
Zu diesem Zeitpunkt war allerdings noch nicht geklart, ob die beobachtete Heterogenitat vielleicht abhangig
vom Alter ist oder durch Unterschiede in der LacZ-Verteilung zwischen heterozygoten Tieren mit
(Cx2626Maczn) und ohne (Cx2626MacZ) Neomyzin-Kassette zustande kommt.

An Leberschnitten (Abb. 4.1.9) heterozygoter Tiere wurde anfanglich ein heterogenes Verteilungsmuster

beobachtet, welches jedoch mit zunehmendem Alter der Tiere schwécher ausgepragt schien. Im direkten
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Vergleich von Leberschnitten aus Cx2626Maczn- ynd Cx2626MacZ-Tieren wurde in den Cx2628/aczn-| ebern keine
Heterogenitat festgestellt jedoch war eine leichte ,Heterogenitat’ in Cx2626/acZ-| eberschnitten aus
Geschwistertieren zu beobachten. Die zunehmende Heterogenitat bei zunehmender Schnittdicke kdnnte
auf eine subjektive Betrachtungsweise zuriickzufilhren sein, ebenso wie auf die Tatsache, dass ein
dunnerer Schnitt weniger markierte Kerne aufweist. Dass in den Lebern der heterozygoten Tiere mit Neo-
myzin-Selektionskassette (Cx2626/aczn) keine Heterogenitat gezeigt werden konnte, konnte an einem Ein-
fluss des starken Promoters dieser Selektionskassette liegen. Ein negativer Einfluss dieses Promoters auf
andere Genabschnitte wurde in der Literatur beschrieben (MCDEVITT et al., 1997; SINGLE et al., 2000;
MANLEY et al., 2001; BORNSTEIN et al., 2002). In der LacZ-Reportermaus von FILIPPOV wurde eine reduzierte
Cx26-Expression beobachtet, was moglicherweise auf den negativen Einfluss der Promotersequenz der
Neomyzin-Transkriptionseinheit zurlickzufiihren ist (FiLIPPOV et al., 2003). Die Leberschnitte von den LacZ-
Reportermausen von FILIPPOV zeigten, im Gegensatz zu den Cx2626/acZ-Tigren, eine Heterogenitat des

LacZ-Farbemusters bei Anwesenheit der Neomyzin-Selektionskassette.

Die Frage der Heterogenitat der Cx26-Auspragung in Cx26%6/acZ-Tieren, also Tiere ohne Neomyzin-
Selektionskassette, mlsste durch zusatzliche Analysen geklart werden. Eine Abhangigkeit der
Heterogenitat vom Alter der Tiere sowie der Promotersequenz der Neomyzin-Kassette musste glaubhaft
bewiesen oder entkraftet werden, ebenso wie das Fehlen der Flp-Rekombinase im Genom. Hierfir missten
LacZ-Farbungen an Leberschnitten von 2, 4, 6, 8 und 12 Wochen alten Tieren (Cx26%6"acZ und Cx2626!aczn)
durchgefihrt und verglichen werden. Die Expressionsanalysen sollten durch Antikorper-Nachweise flr

Cx26 und LacZ unterstiitzt werden.

5.2.4 Connexin26 wird in den Meningen exprimiert
Zur Klarung der Zelltyp- und Entwicklungs-spezifischen Cx26-Verteilung im Gehirn wurden Immunhisto-

chemie, Einzelzell-PCR, Western Blot und Northern Blot Analysen, durchgeflihrt; trotzdem bleibt die Aus-
pragung von Cx26 in bezug auf einzelne Zelltypen des Gehirns umstritten. So wurde eine mutmalliche
Cx26 Auspragung zum einen in Neuronen gezeigt (NADARAJAH et al., 1997; ALVAREZ-MAUBECIN et al., 2000;
VENANCE et al., 2000; BITTMAN et al., 2002), wohingegen andere Studien eine neuronale Cx26-Expression
ausschlossen (DERMIETZEL et al., 1989; MERCIER und HATTON, 2001; NAGY et al., 2001). In Abhangigkeit von
der gewahlten Untersuchungsmethode wurde weiterhin die Expression im adulten Saugetiergehirn in
Astrozyten beschrieben (NAGY et al., 2001), was ebenfalls durch andere Analysen nicht bestatigt werden

konnte (DERMIETZEL et al., 1989).
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(1) Eine mogliche Erklarung der Diskrepanzen ware eine Kreuzreaktivitdt des kommerziell erhaltlichen
Cx26-Antikorpers mit Cx30. Fur Cx30 wurde die Expression in Astrozyten jedenfalls dokumentiert (NAGY et
al., 1999). In der Gruppe von NAGY et al., (2001) wurde ferner eine Cx26-Expression in mehreren Gehirnre-
gionen, einschlieflich verschiedener Thalamuskerne, Pallidum, Hypothalamus, Superior Colliculus und
Cerebellum, beschrieben; im Gegensatz zu MERCIER und HATTON (2001), die eine Cx26-Expression vor-
nehmlich in subpialen und subependymalen Schichten fanden. Dass unspezifische Bindungen mit anderen
Connexinen nicht nur bei den Antikérpern auftreten, die gegen Epitope aus Cx26 gerichtet sind, wurde in
der Literatur z.B. fur Cx36 (MEIER et al., 2002) und Cx45 (MAXEINER et al., 2003) gezeigt. Ein weiterer
Aspekt, der die Auswertung immunhistochemischer Resultate erschwert, ist die Tatsache, dass bestimmte
Antikdrper zusatzlich eine Spezifitat aufweisen, die von der Menge und Verteilung des Zielproteins abhangt.
So ist ein kommerziell erhaltlicher Cx36-Antikdrper fiir Untersuchungen in Gehirnregionen mit hoher Cx36-
Expression verwendbar, wohingegen er in anderen Gehirnregionen eine unspezifische Kreuzreaktivitat
aufweist (MEIER et al., 2002).

(2) Positive Signale, die flr Cx26 mittels der Einzelzell-PCR an GABAergen-Interneuronen (VENANCE et
al., 2000) prasentiert wurden, konnten durch eine Kontamination, abstammend von den umgebenden
Meningen, erklart werden (FiLIPPOV et al., 2003).

(3) Die LacZ-Reportergenexpression der von FiLIPPOV et al. (2003) entwickelten LacZ-Reportermause im
Gehirn bestatigten zwar eine eindeutige Cx26-Expression in den Zellen der Hirnhaute (Meningen), dagegen
zeigten sie jedoch keine LacZ-Signale in Astrozyten oder Neuronen (FiLIPPOV et al., 2003). Diese
Ergebnisse entsprechen den Resultaten der vorliegenden Arbeit (Abb. 4.1.9), obwohl in den LacZ-
Reportermause (FILIPPOV et al., 2003) eine Reduktion der Transkriptmenge des modifizierten Allels - und
somit die Verlasslichkeit bzw. Intensitat des LacZ-Signals - Anlass zur Kritik gab (ALTEVOGT und PAUL,
2004). Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgefihrten Immunfluoreszenzen mit Antikdrpern gegen
B-Galaktosidase an Gehirn-Dickschnitten der Cx2626'.acZ-Mause ergaben positive Signale in den Meningen.

Die erzeugte Reportergen-Maus (Cx262cZ) kann somit fir die Visualisierung der Zelltyp- und
Entwicklungs-spezifischen Verteilung von Cx26 in der Maus herangezogen werden. Des Weiteren kann es
Veranderungen in Verteilung und Expressionsniveau des Cx26-Proteins, als Antwort auf verschiedene
physiologische und pathologische Prozesse anzeigen (Beispiele hierflr in GOLIGER und PAUL, 1995; KOJIMA
etal., 1995; TAWADROS et al., 2001).
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5.2.5 Heterozygote Cx262¢2-Embryonen sind nicht lebensfahig
Homozygot Cx26-defiziente Mause sind embryonal letal und sterben an Tag 11 pc. Die Cx267-Embryonen

sind kleiner, zeigen jedoch keine offensichtlichen Fehlentwicklungen. Ihre Letalitat wird auf funktionelle
Storungen wegen fehlender Cx26 Gap Junction Kanale, innerhalb der Plazenta zurickgeflihrt. Im
Gegensatz zur menschlichen Plazenta, die nur aus einem groflen Synzytiotrophoblasten besteht, setzt sich
die Mausplazenta aus den Synzytiotrophoblasten-Schichten | und Il zusammen, welche tber Gap Junctions
verbunden sind und den Austausch von Nahrstoffen, wie Glucose, gewahrleisten (METz et al., 1978; TAKATA,
1994). In der Rattenplazenta wurde ein Glucose-Transporter GLUT1 in der apikalen Membran der
Synzytiotrophoblasten-Schicht | und der basalen Membran der Synzytiotrophoblasten-Schicht Il, nahe dem
fotalen Blutstrom, lokalisiert (TAKATA et al., 1994; SHIN et al., 1996). Auch Cx26-Immunreaktivitat wurde bei
der Ratte zwischen den beiden Schichten nachgewiesen. Experimentelle Daten bestatigten bei der Maus,
dass die Aufnahme und Abgabe von Glucose durch GLUT1 und durch einen interzellularen Transport
mittels Cx26-Kanalen erfolgt (GABRIEL et al., 1998). Die Aufnahme des Glukose-Analogons 3-O-['*C]methyl-
glukose war in Cx267-Embryonen an Tag 10 pc im Vergleich zu den Geschwisterembryonen um 60 % her-
abgesetzt. Die verbleibenden 40 % Glucose werden anscheinend Uber einen anderen Mechanismus vom
Embryo aufgenommen, vermutlich tiber GLUT1 und GLUT3 (TROCINO et al., 1994; SHIN et al., 1996; SHIN et
al., 1997). Ferner ist der Austausch anderer kleiner Molekile, wie essentielle Aminosauren, tiber Cx26 Gap
Junction Kanéle in der Saugetierplazenta wahrscheinlich. Die schlechtere Aufnahme maternaler Nahrstoffe
oder auch Abgabe embryonaler Abfallprodukte kénnte zum friihen embryonalen Tod beitragen (GABRIEL et
al., 1998).

Die Aufklarung der funktionellen Signifikanz von Cx26-Kanalen in adulten Mausgeweben konnte durch
Zelltyp-spezifische Deletionen eines gefloxten Cx26-Gens (Cx26'oxP/oxP; COHEN-SALMON et al., 2002) oder
durch einen funktionellen Austausch (,Knock In“) mit einem anderen Connexin Leseraster erfolgen. In der
vorliegenden Arbeit wurde die kodierende Region des Cx26-Gens gegen die des Cx32-Gens ausgetauscht.
Die Deletion des Reportergens, in heterozygoten Cx2626"acZ-Tieren durch Verpaarung mit Cre-Rekombina-
se exprimierenden Mausen, hatte die Expression von Cx32 unter dem endogenen Promoter von Cx26 zur
Folge.

Die Ko-Expression und Ausbildung funktioneller, heterotypischer Kanéle von Cx26 und Cx32 ist bekannt
und fur die Leber hinreichend beschrieben, deshalb ware eine funktionelle Ersetzbarkeit durch Cx32

maoglich. Es ist aber nicht auszuschlieRen, dass gemischte Cx26 und Cx32 Gap Junction Kanale
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abweichende, physiologische Funktionen, trotz hoher Sequenzahnlichkeiten (62 % Proteinsequenz),
ausbilden konnten. So wurde z.B. fiir Cx26 enthaltende Gap Junction Kanale in der Plazenta ein Transport
von Glukose, Nahrstoffen mit geringer MolekilgroBe und lonen zwischen den Synzytiotrophoblasten-
Schichten | und Il vom maternalen zum fetalen Blut gezeigt (GABRIEL et al., 1998). Im Gegensatz zu Cx26 in
der Plazenta wurde fir Gap Junction Kandle aus Cx32 in Hepatozyten eine effiziente interzellulare
Kommunikation durch spezielle Botenstoffe, wie Inositol-1,4,5-trisphosphate beschrieben (NELLES et al.,
1996).

Unerwartet war das Ergebnis, dass heterozygote Cx2626/32-Embryonen nicht lebensfahig waren. Ver-
paarungen mit PGK-Cre-Rekombinase tragenden Mannchen erzeugten zwar Nachkommen, jedoch keine
Cx2626/32-Embryonen. Erwahnenswert ist, dass aus Verpaarungen mit Cre-Weibchen dagegen keine Nach-
kommen resultierten, obwohl die Tiere offensichtlich schwanger waren. Mdglicherweise wurden die
Nachkommen resorbiert oder starben vor der Geburt, was meist zum Tod des Muttertiers fuhrte. Ein Erklar-
ungsansatz ware die Speicherung des Cre-Proteins in der Oozyte, was eine ubiquitare Rekombination
(siche PGK-Cre; LALLEMAND et al., 1998) und demnach 50 % des heterozygoten Cx2626/32-Genotyps zur

Folge hatte.

Cx262632-Embryonen wurden erst nach Praparation verschiedener Embryonalstadien (E12-E18; Abb.
4.1.10) bis zur Geburt nachgewiesen. Ein embryonales Sterben durch eine mdgliche Unterversorgung der
Embryonen an Tag 11 pc wurde ausgeschlossen, da die embryonale Fortentwicklung der Tiere bis zur Ge-
burt stattfand. Ein Jungtier (P0) des Genotyps Cx2626/32 wurde tot, mit Plazenta und von der duReren
Embryonalhiille umgeben, geboren. Vermutlich werden diese Embryonen nach der Geburt auBerhalb des
Nestes platziert und von der Mutter gefressen.

Auffalligkeiten in der Morphologie der Embryonen konnten erst ab Tag 14 pc beobachtet werden. Die
Cx2626/32-Embryonen des gleichen Entwicklungsstadiums (siehe 4.1.11) zeigten teilweise deutliche
GroRenunterschiede und andere Merkmale im Vergleich zu ihren Wildtyp-Geschwistern. Sie zeigten eine
mehr oder minder starke ddem-artige Schwellung unter Haut. Die Haut selber wirkte blass, durchscheinend
und schlecht durchblutet. Ansonsten variierten die dulReren, phénotypischen Auspragungen stark. So war
z.B. neben den ddem-artigen Schwellungen auffallig, dass bei einigen Tieren kein Unterkiefer ausgebildet
wurde oder dass starke Hamatome unter der Haut vorhanden waren, was wiederum auf eine fehlende bzw.

gestorte Angiogenese hindeuten konnte. Diese Vermutung wurde durch die makroskopische Betrachtung
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der inneren Organe an Tag 18 pc und PO verstarkt. Das Herz war normal entwickelt, wies jedoch keinerlei
Anzeichen einer vorhandenen Durchblutung auf. Eine Stérung der Blutbildung wurde zwar zu diesem
Zeitpunkt ausgeschlossen, da Leber, Niere und Milz eine ,normale“ Durchblutung zeigten, Einblutungen im
Gewebe vorlagen und in Schnitten Erythrozyten dargestellt werden konnten. Die Lunge, ebenso wie
verschiedene Organe des Bauchraums, waren retardiert und konnten daher nicht in allen untersuchten

Embryonen beobachtet werden. Die Knochenstruktur stellte sich bei der Praparation als fragil dar.

5.2.6 Cx26%%2-Embryonen: Die Entwicklung von Teratomen
Ein umfassender, histologischer Uberblick der verschiedenen Gewebe und Organe wurde an

Serienschnitten von Cx2626/26- und Cx2626/32-Embryonen (E17) erstellt. Die erste Betrachtung des hetero-
zygoten Embryos vermittelte den Eindruck eines Teratoms (,chaotisches Gebilde®). Eine Desorganisation
und rudimentére Ausbildung von Geweben und Organen wurde in den heterozygoten Cx2626/32- im
Vergleich zu den Wildtyp-Embryonen (Abb. 4.1.13) dokumentiert.

Das Herz zeigte zwar eine vollstandige Kammerung mit Vorhéfen und Herzkammern, war jedoch dilatiert.
Die Entwicklung einer Lunge konnte in einigen Embryonen nach Anfertigung von Serienschnitten
beobachtet werden. Das kompakt wirkende Lungengewebe zeigte nur eine rudimentare Entwicklung ohne
erkennbare Alveolargange und -blaschen und hatte zur Folge, dass die Pleuralhéhle nicht ausgefiillt wurde.
Die inneren Organe der Bauchhohle zeigten ebenfalls eine véllige Desorganisation und lediglich
rudimentare Ausbildung. Entsprechend dieser reduzierten Organogenese war die Bauchhéhle nicht von den
Organen ausgeflllt, sondern zeigte zwischen den Organen ein auffallend ausgepragtes, mesenchymales
Bindegewebe. Die enorme Auspragung mesenchymalen Bindegewebes wurde ebenfalls unter der Haut im
ventralen und dorsalen Bereich sowie kranial detektiert. Die durch den Austausch beider
Connexinleseraster hervorgerufenen phénotypischen Merkmale der Cx2626/32-Embryonen waren sehr
unerwartet. Die bis heute in der Literatur dargestellten Erkenntnisse geben weder einen Hinweis darauf,
dass eine Letalitat in der Embryonalentwicklung durch die Auspragung eines (trans-) dominant-negativ
wirkenden Connexins hervorgerufen werden konnte. Ferner ist das Ausmaf einer funktionellen
Spezialisierung von Connexinen nach ihrer gezielten Ausschaltung in der Embryogenese bis heute erst
lickhaft beschrieben (HOUGHTON, 2005). So Uberleben z.B. homozygote Cx43-defiziente Tiere erstaun-
licherweise bis zur Geburt und sterben erst postnatal an einer Missbildung des Herzens. Und auch im Fall
der homozygoten Cx26-defizienten Tiere wurden trotz der Letalitdt an Tag 11 pc, auller einer geringeren
GroRe, keine auffalligen morphologischen Veranderungen im Embryo gefunden. In beiden Cx43 ,Knock In*-
Mauslinien (Cx43KI32; PLum et al., 2000; Cx43KICx26; vorliegende Arbeit) wurde ein (trans-) dominant-
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negativer Effekt lediglich Organ-spezifisch — z.B. firr das Brustdrisengewebe - gezeigt. Nichtsdestotrotz ist
hervorzuheben, dass eine Letalitat im heterozygoten Zustand fiir Connexin Mausmodelle (KO oder Kl) noch

nicht beschrieben wurde.

5.2.7 Welche Erklarungsmoglichkeiten kommen fir die embryonale Letalitat heterozygoter
Cx262¢32.Embryonen in Betracht?

Vieles deutet darauf hin, dass eine bedingte Stérung in der Embryogenese in den Cx2626/32-Embryonen vor-
liegt, die moglicherweise auf einen (trans-) dominant-negativen Effekt zuriickzuflihren ist, da heterozygote
Cx26-defiziente und Cx26%Lacz-Tiere lebensfahig sind. Die Aufklarung des vorliegenden Phanotyps er-
scheint komplex. Die nachfolgenden Abschnitte prasentieren deshalb eventuelle Erklarungsansatze, die

sich unter anderem auf Signalwege der Embryogenese beziehen.

5.2.8 Verminderter Glukose-Transfer als Ursache der embryonalen Letalitat
Homozygot Cx26-defiziente Mause sind wie beschrieben embryonal letal (siehe 1.2). Kann die Letalitat der

heterozygoten Cx2626/32-Embryonen durch eine Verminderung des Glukose-Transports erklart werden?
Eine Verminderung des Glukose-Transports kdnnte durch eine trans-dominant-negative Wirkung des Cx32-
Proteins hervorgerufen werden, was funktionell wiederum einer Deletion des Cx26-Gens gleichkommen
wirde. Misste der Phanotyp dann nicht dem der Cx26-defizienten Maus entsprechen oder kann durch die
Ausbildung heterotypischer Kanale im Fall eines trans-dominant-negativen Effekts eine gewisse Diffusion
von Glukose gewahrleistet werden? Eine dominant-negative Wirkung des Cx32-Proteins konnte aufgrund
einer Herabsetzung der Permeabilitdten in Cx26/Cx32-Mischkanalen ebenfalls eine Verminderung des
Glukose-Transfers zur Folge haben. Allerdings ist auch diese Erklarung unwahrscheinlich, da nicht die
gesamte embryonale Entwicklung betroffen erscheint. Dem Anschein nach sind nur die Gewebetypen
betroffen, die vom Mesoderm abstammen. Ist die Letalitdt der homozygot Cx26-defizienten Mause
ausschlieBlich auf den geringeren Glukose-Transfer zuriickzufiihren? Eine médgliche Uberpriifung wére
durch einen konditionalen Ersatz des Cx26-Leserasters gegen das Cx32-Leseraster nur in der Plazenta
denkbar.

5.2.9 Eine Storung in der epithelial-mesenchymalen Transformation (EMT) als Ursache fiir
embryonale Missbildungen

Die Gastrulation (Abb. 5.2) bezeichnet die Bildung der Keimblatter Ekto-, Ento- und Mesoderm, aus denen

im Laufe der Embryogenese die verschiedenen Gewebetypen entstehen. Fiir diese Arbeit von Bedeutung
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ist das Mesoderm, aus dem sich u. a. Binde- und Stiitzgewebe, Skelett-, Darm- und Herzmuskulatur,
Blutgefalie, Blut- und Lymphzellen, Nephridien, Nieren, Ei- und Samenleiter entwickeln.

Das Mesoderm und Entoderm in Embryonen hoherer Vertebraten entsteht durch einen embryonalen
Mechanismus der Gewebe-Reorganisation, der so genannten epithelial-mesenchymalen Transformation
(EMT; siehe 1.6.2). An diesem Prozess sind hauptsachlich mesenchymale Zellen beteiligt, die durch eine
invasive Motilitat und weitere, definierte Merkmale charakterisiert sind. Sie kénnen jede Kdrperschicht, die
eine extrazellulare Matrix (ECM) enthalt, infiltrieren und induzieren durch die EMT den Verlust epithelialer
Merkmale von Epithelzellen, begleitet vom Erwerb mesenchymaler Charakteristika.

Vergleicht man nun die, in der vorliegenden Arbeit beobachtete, bizarre Desorganisation der Organe
und das gehaufte Auftreten mesenchymaler Zellen in Cx2626/32-Embryonen mit Geweben von Wildtyp-
Embryonen - einschliellich Mesoderm, welche sich aus mesenchymalen Zellen mittels EMT entwickeln,
dann wirde eine Stérung in der mesenchymalen Entwicklung nahe liegen.

Die Ausbildung temporarer Gap Junctions beim ZusammenstoRBen zweier mesenchymaler Zellen konnte
hierbei von Bedeutung sein (siehe 1.6.2). Bisher gibt es allerdings keine Hinweise auf eine mdgliche
interzellulare Kommunikation (Uber Gap Junctions) bei der Infiltration oder der epithelial-mesenchymalen
Transformation. BUNIELLO et al. (2004) zeigte jedoch, dass Connexine vornehmlich in den Geweben
exprimiert werden, die vom Ektoderm und/oder Entoderm abstammen. Im frihen Epithel entwickeln sich
viele Verbindungstypen und als wichtigste Verbindung wurden Haftverbindungen (,Adharenz Junctions)
beschrieben (HAY et al., 2005). Der Verlust von E-cadherin (CANO et al., 2000) zum Beispiel fihrt zum
Verlust samtlicher epithelialer Merkmale. Jedoch scheint der Verlust bzw. Austausch von Gap Junction
Proteinen, insbesondere Cx26, ebenfalls nicht unbedeutend im frilhen Epithel. Dies wiirde bedeuten, dass
vielleicht eine Kommunikation durch Gap Junction Kanéle bei Infiltration oder Gewebe-Reorganisation
vorliegen konnten.

Angenommen, Gap Junction Kanéale werden gebildet und wéren fir eine interzellulare Kommunikation
bei Infiltration oder Gewebe-Reorganisation notwendig, dann kénnte eine dominant-negative Wirkung von
Cx32 im Cx2626/32-Embryo vorliegen, da fiir heterozygot Cx26-defiziente Mause gezeigt wurde, dass sie
lebensfahig sind. Ein trans-dominant-negativer Einfluss ware auszuschliefen, wegen des aulRergewdhnlich
hohen Mafes an Variationen der phanotypischen Merkmale. Eine Erklarung fiir die dominant-negative
Wirkung konnte die Ausbildung von homo- und heterotypischen Cx26- und Cx32-Kanale in unterschied-
licher Anzahl und Zusammensetzung sein. D.h. die Auspragung der phanotypischen Merkmale ware,
infolge einer schwankenden Anzahl homo- und heterotypischer Kanale, starker bzw. schwacher ausgepragt.
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Eine trans-dominant-negative Wirkung hingegen wirde einer funktionellen Deletion von Cx26 gleichkom-
men und somit wirden nur noch heterotypische Kanéle gebildet. Eine mutmaBlich dominant-negative
Wirkung konnte zudem durch eine unterschiedliche Regulation und Permeabilitat von Cx26 und Cx32
begriindet sein. So wird Cx32 im Gegensatz zu Cx26 z.B. durch Phosphorylierung reguliert und weist
zusétzlich eine hohere Selektivitat in Bezug auf die Permeabilitat von Farbstoffmolekilen auf, welche auf
heterotypische Kanale Ubertragbar ist. Einerseits kann Lucifer yellow durch alle analysierten Connexin
Kanale passieren. Andererseits wurde fiir Cx31 und Cx32 gezeigt, dass Propidiumjodid und Ethidiumbromid
schlecht oder gar nicht durchdringen kénnen (ELFGANG et al., 1995). Zusammenfassend konnte dies darauf
hindeuten, dass Cx26 und Cx32 Gap Junction Kanéle in vivo mdglicherweise verschiedene biologische
Funktionen haben kdnnten (siehe 5.1) und Cx32 nicht in der Lage ist wahrend der Embryonalentwicklung
des Mesoderms die Funktion von Cx26 zu kompensieren, sei es in heteromerer noch in heterotypischer

Form.

Abb. 5.2: Gastrulation. Sie besteht im

Ektoplazentazapfen Durchwandern der sich vom  Ektoderm
des Trophoblasten

ablésenden kinftigen Mesodermzellen  (rot)
durch die Primitivrinne in den Raum zwischen
Ektoderm und Entoderm. Schon vor der
Gastrulation hat sich eine Amnionhdhle gebildet,

Exocoel und darlber aus dem Trophoblasten der
\ Ektoplezenta-Zapfen; dieser ist Vorlaufer der
entodermale — )| Plazenta.
Alanols 3 Schema entnommen aus Miller — Hassel
(Entwicklungsbiologie).

visceralem Entoderm
und
parietalem Entoderm

Chordaanlage
1~ Mesoderm

Knoten

Kopffortsatz
=Cpﬁﬁ:maanbge
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5.2.10 Ausblick fiir die Cx262632-Mauslinie
Im Folgenden sollen Anregungen fir weiterflihrende Experimente aufgezeigt werden. (1) Eine retardierte

Entwicklung der Hypophyse in Cx26%6/32-Embryonen konnte beobachtet werden (Abb. 4.1.14). Die
Adenohypophyse befand sich in der RATHKEsche Tasche und war vom Mesenchym umwachsen.
Normalerweise sollte sich in diesem Stadium, die Adenohypophyse an die Neurohypophyse angelagert und
das Mesenchym zuriickgebildet haben. In Cx2628"acZ-Embryonen (Totalpréparat; Abb. 4.1.8) wurde eine
LacZ-Farbung gefunden, moglicherweise an der Stelle, wo sich die Hypophyse befindet. Ob und wo genau
die LacZ-Auspragung lokalisiert ist, sollte jedoch durch Serienschnitte LacZ-gefarbter Embryonen geklart
werden. (2) Eine ahnliche Beobachtung konnte fur die Wirbelsdule (Abb. 4.1.8; E10) gemacht werden. In
den Cx26%Lacz-Embryonen wurde im Bereich der Wirbels&ule eine LacZ-Féarbung gezeigt, die eventuell
Hinweise auf eine Cx26-Expression in mesenchymalen Zellen geben kdnnte. Auch hier sollte die genaue
Lokalisation durch Serienschnitte gezeigt werden. Sowohl bei der Hypophyse (1.6.6) als auch an der
Wirbelsaule (1.6.2) konnte in der Literatur gezeigt werden, dass mesenchymale Zellen in unmittelbarer
Nahe der Gewebe vorkommen bzw. dass sie an der Bildung des Gewebes beteiligt sind. (3) Verpaarung
der Cx262Macz-Mause mit Gewebe-spezifischen Cre-Mausen wie z.B. der MORE-Maus (Mox2Cre)
(TALLQUIST und SORIANO, 2000). In der MORE-Maus wird die Cre-Rekombinase unter der Kontrolle regula-
torischer Elemente des Mox2-Lokus ausgepragt und erst im Epiblast nach der Implantation aktiv. So kénnte
man eine friihe embryonale Stérung in der Entwicklung ausschliefen oder nachweisen. (4) Nachweis der

Cx26-Expression durch das LacZ-Reportergen in den verschiedenen Stadien der Embryogenese.
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5.3  Das Projekt: Cx43KI26

5.3.1 Vitalitat und duRere Erscheinung der Cx43KICx32-Mauslinie
Cx43 wird bei Nagern nahezu ubiquitar in Herz, Gefallen, Niere, Zahnen, Magen/Darm, Uterus, Ovar,

endokrinen und exokrinen Driisen, Gehirn, Lunge, Haut, Knochenmark und lymphatischen Organen
exprimiert. Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Cx434%/26- und Cx4326/26- Knock In“-Tiere sind trotz
des breiten Expressionsspektrums von Connexind3 lebensfahig. Im duBeren Erscheinungsbild sowie in der
histologischen Analyse zeigten sie keine Besonderheiten. Bei ndherer Betrachtung waren die Cx4326/26-
Tiere allerdings kleiner und zeigten einen Defekt in der Gonadenentwicklung.

Angesichts der Vielzahl der Funktionen die der Gap Junction vermittelten interzellularen Kommunikation
zugeschrieben werden, weisen die Resultate auf eine Austauschbarkeit oder Redundanz unter den
Mitgliedern der Connexin-Genfamilie hin. Ohne einen Vergleich mit adulten, homozygot Cx43-defizienten
Mausen ist jedoch nicht zu unterscheiden, ob das Ausbleiben offensichtlicher phanotypischer Ver-
anderungen im jeweiligen Organ auf eine Kompensation durch natrlicherweise ko-exprimierte Connexine

oder auf die Auspragung des eingefiigten Connexins zuriickzufiihren ist.

5.3.2 Brustdrisendefekt heterozygoter Cx43KI26-Weibchen
In heterozygoten Weibchen wurde durch den Austausch von Cx43 gegen Cx26 ein dominanter Effekt in der

Brustdriise ausgepragt, der in der Unfahigkeit resultierte, den Nachwuchs ohne Hilfe von Ammenmttern
aufzuziehen. Normalerweise entwickeln sich die Brustdriisen nach der Geburt in Fettpolstern, in denen die
Drisengange langsam auswachsen, sich aber mit Einsetzen der Pubertat schnell unter Ausbildung von
Verzweigungen und endstandigen Knospen (engl.: terminal end buds) ausbreiten und die gesamten Polster
mit einem Baum von Gangen durchziehen. Die Knospen dienen als Organisationszentren des Auswuchses
und der Verzweigung der Génge zur Ausbildung der Drisenazini. Die Sekretion der Milch durch die
Drisenepithelzellen der Azini setzt erst bei der Geburt ein. Die Milchejektion erfolgt als Reflex auf
Stimulation der Brustwarzen durch die Jungen, die zu einer Oxytozin-vermittelten Kontraktion der
Myoepithelialzellen in der Peripherie der Drlisenazini flihrt. Am Ende der Laktationsperiode kommt es zu
einer Regression der Brustdrise, die mit exzessiver Apoptose einhergeht (cf. HENNINGHAUSEN und
ROBINSON, 1998; RUSSELL und LENG 1998). Die Kopplung der Epithelzellen wurde in vivo durch Farbstoff-
injektion gezeigt (BERGA, 1984) und wird durch Cx26 und Cx32 ermoglicht, deren Expression wahrend der
Mammopoiesis induziert wird (Pozzl et al., 1995). Die myoepithelialen Zellen dagegen sind durch Cx43
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gekoppelt (Pozzi et al., 1995). Eine Verbindung zwischen Myoepithel- und Epithelzellen durch Gap

Junctions scheint nicht zu existieren (YAMANAKA et al., 1997).

In Ratten wurde gezeigt, dass es mit Einsetzen des Saugens zu einer Hyperphosphorylierung des Cx43-
Proteins in Myoepithelzellen kommt, was auf eine funktionelle Bedeutung, wie z.B. Synchronisierung der
Myoepithelzellen wahrend der Kontraktion zur Milchejektion hindeuten wiirde (YAMANAKA et al., 1997).

Die in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten histologischen Untersuchungen laktierender Brustdriisen
Cx434326-Weibchen zeigten keine morphologischen Veranderungen in der Brustdriisendifferenzierung,
jedoch &hnelte das Totalpraparat (Abb. 4.2.6) eher einer nichtlaktierenden Brustdriise. Die Anlagen der
Driisenendstlicke, der Alveolen, die normalerweise wahrend der Graviditat eine Entfaltung erfahren, lagen
im Cx434/26-Weibchen in geringerer Anzahl vor. Die Alveolen erschienen kleiner im Durchmesser und
zeigten — wie Cx434343-Brustdriisen — eine apokrine Sekretion und Milchfetttropfchen im Lumen. Dies
spricht fir eine normale Laktation, wenn auch nicht ausreichend zur Versorgung der Nachkommen. Die
reduzierte Proliferation und Sekretbildung konnte auf eine niedrigere Prolaktin-Sekretion hinweisen.

Der Phanotyp kann nicht auf eine verminderte Dosis des Cx43-Proteins zurlckgeflhrt werden, da
sowohl heterozygote Cx43-defiziente Mause als auch Cx43KI40-Weibchen (PLum et al., 2000) keine
Schwierigkeiten bei der Aufzucht ihrer Jungen aufweisen. Die dominante Wirkung konnte verschiedene
Ursachen haben: (1) Eine Kopplung mit den basal liegenden, Cx26 und Cx32 auspragenden Epithelzellen
ware durch die Expression von Cx26 in Myoepithelzellen denkbar, was aufgrund der Inkompatibilitat
heterotypischer Kanale zwischen Cx43 und Cx26 bzw. Cx32 in Wildtyp-Mausen ausgeschlossen ist. Eine
funktionelle Beeintrachtigung der Myoepithelzellen konnte durch diese Fehlkopplung, und dem damit
verbundenen Austausch von Botenstoffen oder lonen, hervorgerufen werden. (2) Das Cx26-Protein konnte
einen trans-dominant-negativen Einfluss auf die Bildung von Cx43-Kanalen ausiiben, was einer funktionel-
len Deletion des Cx43-Gens entsprechen wirde. Bei homozygot Cx43-defizienten Mausen misste dem-
nach das gleiche Phanomen auftreten, was aufgrund der neonatalen Letalitat nur mittels einer konditionalen
,Knock Out“-Maus Uberprift werden kann. Die Korrelation des Brustdriisendefekts mit dem Auftreten und
der Regulation von Cx43 in Myoepithelzellen wiirde fiir einen lokalen Defekt (Milchejektion) sprechen,
jedoch kénnte auch ein (ibergeordnetes, regulatorisches System involviert sein. So werden z.B. von der
Hypophyse sowohl Hormone fur die Milchejektion als auch fur die Proliferation und Sekretbildung der
Brustdriisen ausgeschuttet.
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In BRY et al. (2004) wurde Brustdrisengewebe homozygoter Cx43KI32-Weibchen auf Wildtyp-Mause
transplantiert und die Entwicklung wahrend Schwangerschaft und Laktation evaluiert. Die histologischen
Analysen zeigten eine normale funktionelle Differenzierung - apokrine Sekretion und Ansammlung von
Milchfetttropfchen im Lumen — und keine Abweichungen zu Wildtyp-Tieren. Diese Resultate wiirden eher
auf eine Storung in der Hormonsekretion als auf einen lokalen Defekt in der Milchejektion hindeuten. Bei
den in dieser Arbeit analysierten Brustdriisen der Cx434328-\WWeibchen (Abb. 4.2.6) scheint ebenfalls, wie bei
Cx434332-Weibchen, eine reduzierte Milchdriisen-Proliferation oder gestdrte Milchejektion vorzuliegen, was
in Anlehnung an die beschriebenen Erkenntnisse der homozygoten Cx43KI32-Mausen (BRY et al., 2004;
PLUM et al, 2000), auf eine gestdrte Hormonsekretion — Prolaktin oder Oxytozin - der Hypophyse hindeuten
konnte.

Prolaktin zum einen wird in der Adenohypophyse gebildet und gehdrt zu der Gruppe der so genannten
glandotropen Hormone. Es wirkt auf nachgeschaltete Hormondriisen ein, wobei es die Proliferation und
Sekretbildung in der Brustdrise stimuliert. Eine adaquate Zell-Zell-Koordination sowie physiologische
Synchronisation (angemessene und zeitlich koordinierte Hormonsekretion) innerhalb der Drlse ist
unentbehrlich und wird durch Gap Junction vermittelte Kommunikation gewahrleistet. In der Ratten-
Hypophyse wurde sowohl die Expression von Cx43 (MEDA et al., 1993; YAMAMOTO et al., 1993) als auch die
von Cx26 (MEDA et al., 1993) beschrieben. Aulerdem zeigten Analysen an der Hypophyse des Nerz, dass
die Cx43 Expression in follikularen Sternzellen mit einem schwankenden Prolaktin-Gehalt variiert (VITALE et
al., 2001).

Oxytozin zum anderen unterliegt einem anderen Regulationsmechanismus. Es wird im Hypothalamus
gebildet und in der Neurohypophyse gelagert und abgegeben und bewirkt die Kontraktion sensibilisierter
glatter Muskelfasern z.B. in Uterus und Mamma. Fir Oxytozin-defiziente Mause wurde gezeigt, dass sie,
aufgrund eines Defekts der Milchejektion, ihre Jungen nicht erndhren (NISHIMORI et al., 1996; YOUNG et al.,
1997). Anders als bei Cx4343/26- und Cx434332-Mausen flhrt dies jedoch innerhalb von 24 Stunden zum Tod
der Nachkommen. Demnach konnte die Oxytozin-Freisetzung in heterozygoten Cx434328-Weibchen zwar
deutlich reduziert, aber noch ausreichend fiir eine residuale Milchejektion, die es den Jungen erlaubt bis in

die zweite Woche nach der Geburt zu tiberleben.

Weitere Experimente zur Beschreibung und Lokalisation des Defekts und des zugrunde liegenden
Mechanismus sind notwendig. Wie die Brustdrisen der Cx433232-Weibchen sollten auch die der Cx4326/26-

Tiere auf Wildtyp-Weibchen transplantiert werden. Dies wlrde einer Hormonsubstitutionstherapie
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gleichkommen und zeigen, ob (1) die Brustdriisen den gleichen Phanotyp aufweisen wie die der bereits
transplantierten Brustdriisen aus Cx433232-Weibchen, und (2) ob ein lokaler Defekt im Brustdriisengewebe
ausgeschlossen werden kann. Mdoglicherweise vorliegende Storungen der Hormonsekretion kdnnten
auBerdem durch Hormonmessungen im Serum und histologische Analysen der Hypophyse abgeklart

werden.

5.3.3 Gonadendefekte in Cx43KICx26-Mausen
Die generelle Lebensfahigkeit heterozygoter und homozygoter Tiere sowie die Kompensation des Cx43-

Verlustes in der Morphogenese und Funktion des Herzens impliziert ein hohes Mafy an funktioneller
Redundanz zwischen Cx43 und Cx26. Dies trifft jedoch nicht auf alle Zelltypen zu. So scheint Cx43 fur die
Migration, Proliferation und Differenzierung der Keimzellen essentiell zu sein. In der vorliegenden Arbeit
wurde weder bei Cx4326/26-Mannchen noch bei Cx4326/26-Weibchen eine vollstandige Gametogenese
nachgewiesen. Der Verlust von Cx43 kann durch Cx26 offensichtlich nicht kompensiert werden, jedoch
teilweise durch Cx32 und Cx40 in Cx43KI32- und Cx43KI40-Weibchen (PLum et al., 2000). Homozygot
Cx43-defiziente Embryonen zeigten verkleinerte Gonaden und eine verminderte Zahl primordialer
Keimzellen (JUNEJA et al., 1999). Die Keimzelldefizienz konnte bis zum Tag 11,5 pc, also noch vor
Manifestation eines offenen Sexualdimorphismus, zuriickverfolgt werden. Weibliche und mannliche
Gonaden im Embryo waren gleichermalen betroffen. Daten von adulten homozygoten Cx43-defizienten
Tieren liegen aufgrund der neonatalen Letalitat nicht vor, jedoch deuten Organkulturen von Ovarien auf eine

blockierte Follikulogenese auf der Stufe der Primarfollikel blockiert hin (JUNEJA et al., 1999).

Die Hypophyse (1.6.6), als Ubergeordnetes Zentrum fur die Steuerung vieler endokriner Hormonsekre-
tionen, ist eine lebenswichtige Druse. In der Adenohypophyse werden zahlreiche Hormone produziert, die
entweder auf andere innersekretorische Drlisen oder direkt auf ihre Zielzellen einwirken. So wird die
Proliferation und Sekretbildung in der Brustdriise durch Prolaktin, die Follikelreifung und Spermatogenese
durch Follitropin (FSH) und die Hormonbildung in den Zwischenzellen von Ovar und Hoden durch Lutropin
(LH) stimuliert. Diese Hormone gehoren im Gegensatz zu Somatotropin, welches das Korperwachstum
stimuliert, zur Gruppe der glandotropen Hormone.

Die Beurteilung der in dieser Arbeit beschriebenen Defekte — Minderwuchs (4.4.3.1), Brustdriisen- (4.4.3.8)
und Gonadendefekte (4.4.3.9) - sollte somit nicht nur begrenzt auf das betroffene Gewebe, sondern
ebenfalls unter Einbeziehung einer mdglichen Stérung der Hypophysenfunktion auf den ganzen Korper

vorgenommen werden.
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In der vorliegenden Arbeit wurde deshalb die Bildung und Sekretion von FSH (follikel-stimulierendes
Hormon) als Teilaspekt einer moglichen hypophysaren Storung bearbeitet. FSH-Messungen wurden an
Seren und Hypophysen der Cx43KI26-Mauslinie vorgenommen und in Relation zum Kérpergewicht beurteilt.
Eine erhohte FSH-Ausschittung ins Serum jedoch eine unveranderte FSH-Bildung in der Hypophyse von
Cx4326128-Tieren wurde ermittelt. Diese wahrscheinlich kompensatorische Erhéhung der zirkulierenden
Gonadotropine wirde auf einen priméren (hypergonadotroper) Hypogonadismus hindeuten. Normalerweise
resultiert ein primarer gonadaler Defekt aus angeborenen oder erworbenen Fehlanlagen (Gona-
denagenesie bzw. Gonadendysgenesie). Eine Emiedrigung der Gonadotropine im Serum wiederum ware
die Folge einer dienzephalhypophyséaren Stérung.

Weiterflihrende Untersuchungen an Cx4326/26-Mannchen waren zur Klarung eines primaren gonadalen
Effekts notwendig. Zwei mogliche Ansatze wurden nachfolgend diskutiert: (1) Erhdhte FSH-Ausschittung
durch einen veranderten Testosteronspiegel. Testosteron wird in Leydig-Zellen durch LH-Stimulation
(luteinisierendes Hormon) gebildet und Uber das Hypothalamus-Hypophysen-System kontrolliert und
reguliert. Im Rahmen eines Feedback-Mechanismus kann es sowohl die LH- als auch die FSH-Ausschiit-
tung in der Hypophyse beeinflussen. Ein niedriger Testosteronspiegel wirde eine hohere Sekretion zur
Folge haben. Eine mdgliche Veranderung des Testosteronspiegels konnte durch eine makroskopische Be-
trachtung und Gewichtsanalyse der Blaschendrise (Samenblase) erfolgen, da sie bei zu viel/wenig Testos-
teron stark vergroRert/verkleinert vorliegt. Ein verkleinerter Hoden, gezeigt bei den Cx4326/26-Mannchen,
konnte somit ein erster Hinweis auf zu viel Testosteron sein. Eine zusatzliche Bestimmung des
Testosteronspiegels im Serum ist nétig, um diese Hypothese zu stiitzen. (2) Erhéhte FSH-Ausschittung
durch eine fehlende Inhibin-Rlckkopplung. Inhibin wird in Sertoli-Zellen produziert und ausgeschiittet. Es
reguliert die FSH-Ausschittung aus der Hypophyse. In Inhibin-defizienten Mausen wurde eine FSH-Er-
hohung gezeigt, die bei Mannchen trotz normaler, testikularer Entwicklung zur Infertilitdt und zu einer ver-
groRerten Blaschendriise filhrte und bei Weibchen hamorrhagische und zystische Ovarien zur Folge hatte
(KUMAR et al., 1999).

Beide Hypothesen miissen durch weiterfihrende Analysen iberpriift werden, da Cx43 Gap Junction
Kanale sowohl zwischen Sertoli-Zellen als auch zwischen Leydig-Zellen sowie zwischen Leydig-Zellen und
Spermatogonien und Spermatozyten nachgewiesen wurden. Neben Cx43 wurden aber auch Transkripte fur
Cx26, Cx30, Cx31, Cx32, Cx33, Cx37 und Cx45 im Hoden nachgewiesen (TAN et al., 1996; RISLEY et al.,
1992; PELLETIER, 1995, PLUM, Doktorarbeit 1999).
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Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit sind weitere Hinweise darauf, dass eine Gap Junction-
vermittelte interzelluldre Kommunikation in einigen Geweben essentiell ist und nicht kompensiert bzw.

ersetzt werden kann.

5.3.4 Allel-spezifische Kompensation der Connexin43-Defizienz bei der Herzmorphogenese
In homozygot Cx43-defizienten Mausen kommt es zu einer Verengung des rechts-ventrikularen Ausfluss-

trakts durch die vermehrte Bildung von Muskelbalkchen (Trabeculae carnae), die teilweise zu blind
endenden Taschen fusionieren (REAUME et al., 1995; YA et al., 1998). Anhand verschiedener transgener
Mauslinien konnte nachgewiesen werden, dass dieser Phanotyp direkt mit der Menge an ausgepragtem
Cx43 Protein in migrierenden Neuralleistenzellen verknlpft ist (Lo et al., 1999). Milde morphogenetische
Herzdefekte konnten zudem auch bei heterozygoten Cx43-defizienten Embryonen beobachtet werden
(HUANG et al., 1998b). Im adulten Herzen sind Gap Junctions fiir die elektrotonische Kopplung und damit fir
die gerichtete und geordnete Depolarisation und Kontraktion verantwortlich.

Die generelle Lebensfahigkeit von Cx4326/26-Tieren zeigte, dass der Verlust des Cx43-Proteins kardial
nicht nur durch Cx40 und — weitgehend - durch Cx32 sondern auch durch Cx26 kompensiert werden kann.
Im direkten Vergleich der Herzen von Cx434343-; Cx4343/26- und Cx4326/26-Tieren wurden keine makro- und
mikroskopischen Unterschiede beobachtet (Abb. 4.2.5).

54 ,Knock In“-Mausmodelle zur Aufklarung einer moglichen funktionellen
Signifikanz
Fur ,Knock In*“- Mausmodelle konnte, mit Hilfe der hier gewonnenen Erkenntnisse, gezeigt werden, dass sie
eine Moglichkeit bieten, die funktionelle Signifikanz der Connexin-Diversitat zumindest ansatzweise zu
klaren. Die in der Literatur beschriebenen KI-Mausmodelle fir Cx43 (PLum et al., 2000; ZHENG-FISCHHOFER
et al., in press) zeigen, dass die untersuchten Connexine nicht ohne Funktionsverlust durch ein anderes
ausgetauscht werden kénnen. So kann Cx43 zwar von Cx32, Cx40 (PLuM et al., 2000) und Cx26 (diese
Arbeit), nicht aber von Cx31(ZHENG-FISCHHOFER et al., in press), in einigen physiologischen Situationen
ersetzt werden. Auch die Charakterisierung der Cx26KICx32-Mauslinie zeigt dies sehr eindrucksvoll. In
diesem Beispiel geht es jedoch nicht nur um eine Ersetzbarkeit, sondern méglicherweise um den Nachweis
einer funktionellen Signifikanz dieser beiden Gap Junction Proteine, obwohl oder gerade weil sie eine hohe
Sequenzahnlichkeit aufweisen, die Bildung von heterotypischen Kanélen gezeigt wurde, und eine

Stabilisierung des Cx26 Proteins durch Cx32 dargestellt werden konnte.
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Zudem kénnten die Cx2626/32-Embryonen ein Hinweis darauf sein, dass die interzellulare Kommunikation
durch Gap Junctions in der Embryogenese funktionell notwendig ist, was bisher umstritten ist. Alternativ

konnten Gap Junctions eine bis jetzt unbekannte Funktion in vivo haben (cf. HOUGHTON, 2005).
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6. ZUSAMMENFASSUNG
Die Expressionsmuster und biophysikalischen Eigenschaften der Connexine legen ein hohes MaR an

funktioneller Spezialisierung nahe, demgegentber stehen die Hinweise auf eine funktionelle Redundanz
unter den Mitgliedern der Genfamilie. Der Ersatz der kodierenden Region eines Connexin Gens gegen die
eines anderen Connexin Gens ermdglicht somit die Erforschung gemeinsamer und unterschiedlicher
physiologischer Eigenschaften der beiden Gene.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war deshalb, eine mdgliche Ersetzbarkeit der beiden Connexine, Cx26
und Cx43, mit Hilfe zweier ,Knock In“-Mauslinien zu untersuchen.

(1) Durch den gezielten Austausch der kodierenden Region von Cx26 gegen das, mit LoxP-Sequenzen
flankierte, LacZ-Reportergen, konnte die Cx26 Expression allgemein und besonders in Zelltypen, in denen
bislang ein Vorkommen von Cx26 umstritten war, geklart werden. Die Cx26 Expression konnte durch das
LacZ-Verteilungsmuster in einer Vielzahl bekannter Cx26 exprimierender Gewebe, wie Haut, Leber,
Plazenta, Cochlea und Niere bestatigt werden. Im Gehirn wurde die LacZ/Cx26-Auspragung nur in den
Meningen gefunden, jedoch nicht in Astrozyten. Das LacZ-Reportergen konnte, durch Cre-Rekombinase
vermittelt, aus dem Mausgenom deletiert werden, wodurch das Leseraster von Cx32 unter dem Promoter
von Cx26 ausgepragt werden konnte. Cx26-defiziente Mause sind homozygot embryonal letal. Erstaun-
licherweise konnte Cx32 die Funktion von Cx26 in der Embryogenese schon in heterozygoten Cx2626/32-
Embryonen nicht ersetzen. Die Cx2626/32-Embryonen entwickelten sich bis zur Geburt und zeigten
phanotypische Anomalien, die von Tier zu Tier variierten. Die Organogenese wirkte in histologischen
Analysen von Cx2626/32-Embryonen im Vergleich zu Wildtyp-Embryonen desorganisiert und rudimentar.
Ungewohnlicherweise wurde der Raum zwischen den Organen und unter der Haut durch vermeintlich me-
senchymales Bindegewebe aufgefiillt.

(2) Der gezielte Ersatz der Cx43 kodierenden Region durch das Leseraster von Cx26 fiihrte hingegen
zur Geburt lebensfahiger heterozygoter (Cx434¥26) und homozygoter (Cx4326/26) Mause. Heterozygote
Cx434326-Weibchen konnten ihren Nachwuchs nur ungentgend ernahren. Eine gestdrte Morphogenese des
Herzens, wie fir homozygot Cx43-defiziente Mause beschrieben, wurde nicht beobachtet. Die Elektrokar-
diogramme der Cx434%/26- und Cx4326/26-Tiere unterschieden sich nicht signifikant von den Kontrollen. Eine
Keimzelldefizienz wurde sowohl bei Cx432¢/26-Mannchen als auch bei Cx4326/26-\Weibchen beobachtet, was
eine Infertilitat zur Folge hatte. Analysen des follikel-stimulierenden Hormons (FSH) lieRen einen primaren,

gonadalen Effekt vermuten. AuRerdem zeigten die homozygoten Tiere ein postnatal reduziertes Wachstum.
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Einerseits zeigen diese Ergebnisse eine funktionelle Redundanz unter den Mitgliedern der Connexin-
Genfamilie. Andererseits konnen bestimmte Funktionen Gap Junction vermittelter interzellularer Kommuni-

kation anscheinend nur von bestimmten Connexinen vermittelt werden.
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ANHANG

ANHANG
Vektorkarten

. .Bmal

. Nsil

Cx26 8-kb Subklon 5°-UTRneuc,o5

ol 11026 bps il

EcoR|

Plasmidkarte 1: Cx26 8-kb Subklon Ausgangsvektor.
Vektor zur Klonierung des ‘pCx26KILacZKICx32neo” fir die
ES-Zell-Tranfektion. Der Vektor enhélt 1,9 kb 5’-homologe
Region (HR), Cx26 kodierende Region und 5 kb 3"-HR.

Cx26Ki32 SmaBam deltaSphl
4384 bps

Plasmidkarte 2: Cx26KiCx32 SmaBam deltaSphl. Die
Cx32 kodierende Region (CR) zusammen mit der Spleifiak-
zeptorstelle von Cx26 (SA26) im pBSK-Vektor.

Matl
i BamHl

L3mal

Cx26KICx32

11218 bps

shol 7
EcoRl “Nsil

Plasmidkarte 3: Cx26KICx32. Einbringen der Cx32CR mit
SA26 in den Vektor ‘8 kb-Subklon 5-UTRneu’".

Notl

BamHI

Khol
EcoRI

Cx26KICx32neo =

13303 bps

Plasmidkarte 4: Cx26KICx32neo. Einbringen der Neomy-
zin-Selektionskassette aus dem Vektor ‘frt-neo-frt 2xNsil’
Uber Nsil in den Vektor "Cx26KICx32".
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MNotl

pCx26KILacZKICx32neoM = Lacl

17656 bps

Msil:

EcoR|
Plasmidkarte 5: pCx26KILacZKICx32neo. Einbringen des
NLS-LacZ-Reportergens aus dem Vektor ‘loxP-SACx26
NLS-LacZ-loxPliber ~ Smal/Xbal in  den  Vektor
‘Cx26KICx32neo0’.

pBluescript Il SK (+) E....oonon | ECORI
2961 bps Kmal

Plasmidkarte 7: pBluescript Il SK(+) (pBSK).

Spaltungsmuster des Vektors pCx26KILacZKICx32neo.

Spacer [m

2967 bps “Secl [ehel

Plasmidkarte 6: Spacer-Vektor. pBluescript Il SK(+)
(pBSK) mit einem Spacer-Fragment, amplifiziert aus pBSK,
zum Einfiigen von zwei Nsil-Schnittstellen.

extern 5-Cx26

- ¢ kb

intern LacZ

Southern blot Analysen der ES-Zell-Klone. Restriktion
der genomischen DNS mit EcoRI, Southern Blotting und
Hybridisierung mit einer externen 5°-Cx26 Sonde und einer
internen LacZ-Sonde (siehe 2.17). Externe Cx26-Sonde: 12
kb Fragment fiir das Cx26"-Allel und 9 kb Fragment firr das
Cx262cZ-Allel. Die interne LacZ-Sonde zeigte nur das
Cx26'2cZ-Allel fiir Klon140 (K140). Die anderen Klone weisen
eine zufillige und teilweise Mehrfach-Integration des
mutierten Allels auf.
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s ! .
A) pBluescript I SK(¥) S Cx26Splemakzeporsrelle(%l;ﬁﬁ) B) - Sm‘\ Cx26 8Kb-Subldon COB54R
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anp 3% MK 0B UR 51
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PCRFragment it den Frimern
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BarH el hal
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PESK 5 ARCICR IR anp t nen it , , .
s M tauschvektor ‘pCx26KILacZKICx32neo’dar. Die
el 54 i Klonierungsstrategie ist im Einzelnen in
Abschnitt ... beschrieben. Einige ausflihrlichere
il CxsKicKmeo IoP-SACK2B NLSLacZAorP Vektorkarten wurden abgebildet (ANHANG).
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Einzelkanalleitfahigkeiten

Connexin Y [pS] Vo [mV] Referenz
Cx23 n.b. n.b.
Cx26' 140 185 BUKAUSKAS et al., 1995
Cx293 0 ALTEVOGT et al., 2002
Cx301 179 127 VALIUNAS et al., 1999
Cx30.21 10 n.b. NIELSEN et al., 2003;
KREUZBERG et al., 2005
Cx30.3" n.b. +72 HENNEMANN et al., 1992
Cx31 n.b. n.b.
Cx31.1" 0 HENNEMANN et al., 1992
Cx32! 55 155 BUKAUSKAS et al., 1995
Cx332 0 CHANG et al., 1996
Cx36' 15 172 TEUBNER et al., 2000
Cx371 315 +28 TRAUB et al., 1995
Cx39 n.b. n.b.
Cx40° 198 145 BUKAUSKAS et al., 1995
Cx43! 100 +66 VALIUNAS et al., 2000
Cx452 30 +134 BARRIO et al., 1987
Cx46' 152 +42 SAKAl et al., 2003
Cx471 55 +51 TEUBNER et al., 2001
Cx502 220 118 WHITE et al., 1995
Cx571:* 27 +25 MANTHEY et al., 1999;

HOMBACH et al., 2004

Einzelkanalleitfahigkeit (y;) und Spannungsabhéngigkeit (Vo = interzellulére Spannungsdifferenz, bei der die Halfte aller Kanéle inaktiv
ist) der bislang bekannten Connexin Kanéle, gemessen in 'HeLa-Zellen, 2Xenopus Oozyten oder 3N2A-Zellen. Die aus Cx29, Cx31.1,
Cx33 und Cx39 aufgebauten Kanéle zeigten keinen interzelluléren Stromfluss in den jeweiligen Fremdexpressionssystemen. * Der in
Horizontalzellen der Retina ausgepragte Cx57 Gap Junction Kanal ist sowohl in HeLa-Transfektanten als auch in Xenopus-Oozyten noch
nicht elektrophysiologisch vermessen worden (cf. HOMBACH et al., 2004) n.b. = nicht bestimmt.
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Blastozysteninjektionen

Datum der BCI | Eingesetzter ES- | Anzahl injizierter Anzahl Anzahl Anzahl chimarer Mause
Zell-Klon Blastozysten durchgefiihrter geborener (Chimarsmusgrad)
(Passage) OP’s, Jungtiere
sowie Anzahl
transferierter
Blastozysten
23.03.2004 140 (P 32) 20 1 10/10
24.03.2004 140 (P 32) 16~ 1 8/8 1M Gestorben als Jungtier
25.03.2004 140 (P 32) 60 a) 10/10 a) 11 a) Gestorben als Jungtier
3 b)10/10 b) 3/0 b) f1 (80 %); 2 (85 %)
c) 10/10 c) 212 c) Gestorben als Jungtiere
30.03.2004 140 (P 34) 18 1 9/9
01.04.2004 140 (P 35) 36 2 a) 99 a) 33 a) Gestorben als Jungtiere
b) 99 b) 111 b) Gestorben als Jungtier
06.04.2004 140 (P 37) 21 -
07.04.2004 140 (P 37) 32 1 16/16
08.04.2004 140 (P 37) 18 1 9/9 6/0 m 3 (40 %); m 4 (90-100 %) und
m 5 (40 %)
04.05.2004 140 (P 35) 44 a) 88 a) 11 a) Gestorben als Jungtier
3 b)) 7 b) - b) -
c) 717 C) ---- c) -
05.05.2004 140 (P 35) 56 a) 10/10 a) - a) -
3 b)) 99 b) 11 b) -
c) 99 c) 31 c) nur schwarze Tiere
06.05.2004 140 (P 35) 29 2 a) 8r a) - a) -
b) 77 b) 3/3 b) Gestorben als Jungtiere
11.05.2004 140 (P 37) 34 2 a) 98 a) 22 a) Gestorben als Jungtiere
b) 0/8 b) 3/2 b) m 6 (90-100 %)
12.05.2004 140 (P 38) 32 2 a) 88 a) - a) -
b) 8/8 b) 4/4 b) Gestorben als Jungtiere
13.05.2004 140 (P 38) - -

Ubersicht iiber die durchgefiihrten Blastozysteninjektionen und die daraus resultierenden Mausen. Die Spalte, in der die
Anzahl der jeweils transferierten Blastozysten angegeben ist, wurde zwischen linkem/rechten Uterus unterschieden. Bei der
Anzahl der geborenen Jungtiere wurde links die Gesamtzahl der geborenen Mause und rechts die Anzahl der toten Tiere
aufgefihrt. In der letzten Spalte wurde die Anzahl der chimaren Mausen mit ihrem geschétzten Chimarismusgrad angegeben. *
Hier wurden die Morulae vom Vortag verwendet, da keine Blastozysten prapariert werden konnten. f = weiblich, m = ménnlich Die
Zahl hinter dem f bzw. m ist die Nummerierung der chimaren Tiere, da hier keine Ohrmarken vergeben wurden.
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