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Einleitung

1 Einleitung

Der Organismus eines erwachsenen Menschen besteht aus rund 100 Billionen
Zellen, die trotz unterschiedlichster Funktionen alle nach einem einheitlichen Bauplan
konstruiert sind. Die meisten chemischen Reaktionen des Stoffwechsels der Zelle
laufen im Zytoplasma ab. Nach aul3en ist eine Zelle durch die Plasmamembran
begrenzt, welche Uberwiegend aus einer Lipiddoppelschicht aufgebaut ist. Die
Doppellipidmembran ermdglicht eine Abgrenzung, so dass wasserlgsliche Stoffe die
Zelle weder verlassen, noch in sie eindringen kénnen. Das Zytoplasma darf jedoch
nicht vollstandig von der Umgebung abgeschlossen sein, da sonst benétigte
N&hrstoffe nicht aufgenommen und Stoffwechselprodukte nicht abgegeben werden
kobnnten. Gap Junctions sind regulierte Zellverbindungen, die die Zytoplasmata
zweier benachbarter Zellen miteinander verbinden. Man spricht auch von einer
~Kopplung“ der Zellen Uber Gap Junctions.

1.1 Gap Junctions

Erste Hinweise auf direkte Zell-Zell-Verbindungen (z. B. Weidmann, 1952) bestanden
lange bevor man etwas Genaueres Uber Gap Junctions wusste. An
Riesenmotorneuronen des Flusskrebses wurde 1959 von Furshpan und Potter
erstmals eine direkte elektrische Kopplung zweier Zellen nachgewiesen. Die fur Gap
Junctions  typischen Membranstrukturen - mit einer Anndherung der
gegeniberliegenden Zellmembranen, verursacht durch in Plaques auftretende Zell-
Zellproteinvollkandle - wurden erstmals 1966 von Loewenstein und Kanno
beschrieben. Diese Reduktion des Abstandes zweier Zellmembranen von
normalerweise 20 — 30 nm bis auf einen Spalt (engl. gap) von 3 — 4 nm, welche an
dieser Stelle Uber bestimmte Proteinkanale Verbindungen (engl. junction) aufbauen,
pragte den Begriff der ,Gap Junctions” (Revel und Karnovsky, 1967).

Gap Junctions sind direkte, regulierbare Zell-Zell-Verbindungen (Kanale), die die
zytoplasmatischen Kompartimente zweier benachbarter Zellen miteinander
verbinden. Sie treten einzeln oder als Ansammlung von bis zu mehreren tausend in
so genannten Gap Junction-Plaques auf. Im Tierreich sind sie weit verbreitet und
bereits bei Coelenteraten beschrieben (Fraser et al., 1987). In Vertebraten sind Gap
Junctions in fast allen Geweben mit Ausnahme differenzierter Skelettmuskeln, Ery-
throzyten und Spermien beschrieben (Gilula, 1978). Eine Gap Junction-Kopplung
zwischen gleichen Zellen wird als homolog, zwischen verschiedenen Zelltypen als
heterolog bezeichnet. Uber Gap Junction-Kanile werden die Zellen zu einem
funktionellen Synzytium verbunden, welches den passiven Austausch polarer
Molekule von bis zu 1,8 kDa erlaubt (Neijssen et al., 2005).
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Gap Junction-Kanale der Vertebraten werden aus Connexin-Proteinen aufgebaut,
wahrend bei Invertebraten - wahrscheinlich durch konvergente Evolution entstanden
— die Innexine ihre Aufgabe Ubernehmen. Deren Aufbau und Funktion ist denen der
Connexine der Vertebraten ahnlich (Phelan und Starich, 2001). Pannexine hingegen
sind die Innexin-&hnlichen Proteine der Vertebraten (Panchin et al., 2000; Bruzzone
et al., 2003). Im Folgenden wird ausschlie3lich auf die aus Connexin-Isoformen
bestehenden Gap Junctions der Saugetiere ndher eingegangen.

Ein Gap Junction Vollkanal besteht aus je zwei gleichen oder verschiedenartig
aufgebauten Halbkanalen, den Connexonen (homo- bzw. heterotypischer Kanal;
Goodenough, 1976; Elfgang et al., 1995; Abb. 1). Jede der miteinander verbundenen
Zellen bildet ein Connexon aus. Die Connexone besitzen in ihrem Inneren eine
hydrophile Pore von ca. 2 nm Durchmesser (Perkins et al., 1997 und 1998), welche
reversibel geschlossen werden kann (Simpson et al., 1977). Die Connexone
durchspannen die jeweilige Zellmembran und bestehen aus je sechs Transmembran-
proteinen (siehe Abb. 1), Die als Connexine bezeichnet werden und radial die
Connexonpore umgeben (Yeager et al., 1998; Unger et al., 1999). Wird ein Con-
nexon nur aus einer Sorte Connexin-Proteine aufgebaut, nennt man es homomer,
werden verschiedenartige Connexine verwendet, so spricht man von einem hetero-
meren Connexon (Jiang und Goodenough, 1996; Abb. 2). Connexone benachbarter
Zellen ,koppeln“ Uber die extrazellularen Doménen der an ihrem Aufbau beteiligten
Connexine und verbinden so die Zytoplasmata der beiden Zellen, schirmen ihr
Zytoplasma allerdings auch von dem extrazellularem Raum ab (Kumar und Gilula,
1996; Yeager und Nichelson, 1996). Die fir Connexine typischen, konservierten Cys-
teinreste der extrazellularen Schleifen scheinen hierfir essentiell zu sein (Foote et
al., 1998). Sie bilden intramolekulare Disulfid-Briicken zwischen den Schleifen zur
Stabilisierung innerhalb eines Connexins aus, interagieren aber nicht mit anderen
Connexinen des Connexons (John and Revel, 1991).
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Abbildung 1:

Modell von Gap Junction-Kanélen und Connexinen in einem Gap Junction-Plague. Schematische Dar-
stellung eines Gap Junction-Plaques zwischen zwei Zellen und den die Plasmamembranen durch-
spannenden Gap Junction-Kandlen (a). Modell des Connexonaufbaus aus sechs Connexinen im
gedffneten und geschlossenen Zustand beim so genannten Irisblendenmodell (b). Verallgemeinertes
Modell eines Connexins (c). Das Polypeptid durchspannt mit vier a-Helizes (TM1 bis TM4) die
Zellmembran. In beiden extrazellularen Schleifen (E1 und E2) sind drei konservierte Cysteinreste (-C)
angedeutet. Die zytoplasmatische Schleife ist mit CL gekennzeichnet (modifiziert nach Kandel et al.,

1996).
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Connexon

il
[ 1y H

Kanal

LU

Connexon: homomer heteromer homomer heteromer
Kanal: homotypisch homotypisch heterotypisch heterotypisch
Abbildung 2:

Schema des unterschiedlichen Aufbaus der Gap Junction-Kanéle. Durch die Beteiligung sechs
gleicher oder unterschiedlicher Connexin-lsoformen werden homo- bzw. heteromere Connexone
gebildet. Diese wiederum kdnnen homo- oder heterotypische Kanéle bilden (Evans und Martin, 2002).
a: homotypisch, homomer; b: homotypisch, heteromer; c: heterotypisch, homomer; d: heterotypisch,
heteromer.

1.2 Connexine: Die Bausteine der Gap Junctions

Uber Connexine als Gap Junction Proteine gewann man 1979 erste Erkenntnisse.
Verschiedene Gap Junction Proteine konnten durch differenzielle Zentrifugation Gap
Junction reicher Membranfraktionen angereichert und biochemisch analysiert werden
(Hertzberg und Gilula, 1979; Henderson et al., 1979; Traub et al., 1982).

Antikdrper gegen diese Proteine reagieren spezifisch mit Gap Junction-Plagues
(Willecke und Traub, 1990). 1986 wurde mittels degenerierter Oligonukleotide,
welche von einer bekannten Aminosauresequenz abgeleitet waren, die erste cDNS
Sequenz eines Connexins isoliert (Heynkes et al., 1986; Cx32). Dies ermdglichts die
weitere Suche nach neuen Connexingenen in genomischen und cDNS-Bibliotheken
unter verringerter Hybridisierungs-Stringenz (Hennemann et al., 1992) oder Uber
PCR-Amplifikationen mit degenerierten Startermolekilen (Haefliger et al., 1992; Séhl
et al., 1998).

Seit 1987 werden Connexine mit der Abklirzung ,Cx* und der Uber die cDNS-
Sequenz vorhergesagten Molekilmasse des Proteins in kDa (gerundet auf ganze
Werte; bei Konflikten mit bereits beschriebenen Connexinen gerundet auf die erste
Nachkommastelle) bezeichnet (Beyer et al., 1987). Wenn nétig, wird die jeweilige
Spezies (abgekirzt mit dem kleinen Anfangsbuchstaben der englischen
Bezeichnung) zur besseren Unterscheidung vorangestellt. In einer anderen Nomen-
klatur werden die Connexine mit GJ (Gap junction membrane channel protein) abge-
kirzt und nach Sequenzidentitdt in der Aminosaureabfolge der zytoplasmatischen
Schleife jeweils in verschiedene Gruppen unterteilt (o, B, y und 8) und der zeitlichen
Abfolge ihrer Entdeckung entsprechend nummeriert (Gimlich et al., 1990; Sohl et al.,
1998). Daher ruhrt beispielsweise die alternative Bezeichnung fir z. B. das Connexin
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Cx31 als GJB3. In dieser Arbeit wird die Nomenklatur nach Beyer et al., (1987) ver-
wendet (siehe auch Séhl und Willecke, 2003).

Uber Northern Blot-Analysen und immunhistochemische Methoden konnten
verschiedene Gewebe auf die jeweilige Connexin-Expression getestet werden.
Bisher ist kein Connexin bekannt, welches ubiquitdr vorhanden ist; vielmehr zeigen
alle Connexine ein gewebe- und entwicklungsspezifisches Auspragungsmuster.
Derzeit sind 20 Connexine im Genom der Maus und 21 Connexine im Genom des
Menschen identifiziert und teilweise bereits charakterisiert worden (siehe Tab. 2;
Willecke et al., 2002).

Trotz der unterschiedlichen Molekulgré3en und Aminosauresequenzen besitzen alle
bisher beschriebenen Connexine einen sehr ahnlichen Aufbau (siehe Abb. 1). Ein
verallgemeinerbares Hydrophobizitatsprofil (Kyte und Doolittle, 1982) des Cx32
(Paul, 1986) ergab, dass jedes Connexin vier a-helikale Transmembranregionen,
zwei extrazellulare Schleifen sowie drei im Zytoplasma liegende Proteindomanen
besitzt (Aminoterminus, zytoplasmatische Schleife, Carboxyterminus; siehe Abb. 1C).
Die Aminosauresequenzen der extrazellularen Schleifen (ca. 25 Aminosauren) sind
unter den Connexinen besonders konserviert (60 - 90 %), wobei die konservierte La-
ge der Cysteinreste - mit Ausnahme von Cx31 (Hoh et al., 1991) und Cx23 (Gu-
stincich et al., 2003; als Connexin ahnlich beschrieben) - besonders auffallt (E1:
CXeCX3C; E2: CX4CX4C). Die grofdte Variabilitdt im Aufbau der Connexin-Proteine
zeigt sich in LaAnge und Aminosauresequenz der zytoplasmatischen Schleife und des
C-Terminus, woraus sich die unterschiedlichen Gro3en der Connexine ergibt.

1.2.1 Aufbau der Connexingene

Die Connexingene zeigen einen recht einfachen genomischen Aufbau (Willecke et
al., 2002). Die meisten Connexin-mRNS-Molekile bestehen aus einem
untranslatierten Exon |, welches durch einen unterschiedlich langen Intronbereich
von Exon Il getrennt ist. Auf Exon Il befindet sich das komplette Leseraster des
Connexins und das PolyA-Signal. Neuere Analysen (So6hl und Willecke, 2003)
zeigten jedoch fur mehrere Connexin-Gene Abweichungen von dieser Regel. Daten-
bankanalysen zeigen fur Cx23 ein auf drei Exone verteiltes offenes Leseraster (Dr.
Goran Sohl, pers. Mitteilung). Bei Cx29 liegt zwar die gesamte kodierende Region
auf Exon Il, jedoch liegt die zur Translation notwendige Kozak-Konsensus-Sequenz
(Kozak, 2001) auf Exon I. Fir Cx30 und Cx32 sind alternative Promotoren und ein al-
ternatives SpleiRen des Exon | bekannt (Neuhaus et al., 1995; Séhl et al., 2001b; Dr.
Goran Sohl, pers. Mitteilung). Ausnahmen zeigen auch das Cx36-Gen (Sohl et al.,
1998) sowie mCx39 bzw. hCx40.1, bei denen die kodierende Region auf Exon 1 und
2 zu finden ist. FUr das Maus-Cx45-Gen (mCx45) wurde das alternative Einspleil3en
eines zusatzlichen Exons (im 5’-UTR Bereich) beschrieben, wobei dann Exon Il das
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gesamte Leseraster des Cx45 enthalt (Beyer et al., 2000; Kruger et al., 2000). Das
mCx57 enthalt in der kodierenden Region des C-Terminus eine zusatzliche
funktionelle Spleil3-Donor-Stelle, welche zumindest in der Retina verwendet wird.
Hierdurch werden die letzten 25 Aminosauren (Manthey et al., 1999) durch zwolf
andere eines dritten Exons ersetzt (Hombach et al., 2004).

Wie die Mitglieder anderer Genfamilien sind die verschiedenen Connexingene wabhr-
scheinlich durch Genduplikation und anschlielende Mutationen entstanden.
Dennoch liegen die bisher entdeckten Connexingene der Maus meist auf verschiede-
nen Chromosomen und nicht in engen Kopplungsgruppen, wie z. B. bei der Hox-
oder Globin-Genfamilie. Eine Ausnahme bilden die Connexine 37, 31, 30.3 und 31.1,
die in sehr geringem Abstand auf Chromosom 4 der Maus bzw. Chromosom 1 des
Menschen liegen (siehe Tabellel).

Mensch: Maus:

GroRRe CR Cx37 1002 GroRRe CR Cx37 1002
Abstand Cx37 — Cx31 8638 Abstand Cx37 — Cx31 12956
GrofRe CR Cx31 813 GrofRe CR Cx31 813
Abstand Cx31 — Cx30.3 22707 Abstand Cx31 — Cx30.3 24608
GrofRe CR Cx30.3 801 GrofRe CR Cx30.3 801
Abstand Cx30.3 -31.1 3102 Abstand Cx30.3 -31.1 3387
GroRe CR Cx31.1 822 GroRe CR Cx31.1 816

(Alle Angaben in Basenpaaren [bp])
Tabelle 1:
Vergleich des Abstands und der Grol3e der kodierenden Regionen der Connexingene auf Chromosom
1 des Menschen, bzw. Chromosom 4 der Maus.
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Connexin der

Vorkommen in der Maus

orthologes

Maus (Beispiele) Cx (Mensch) Referenzen
mCx23 Y noch unbekannt hcx23 Y Gustincich et al., 2003
hCx25 Bondarev et al., 2001;
Sohl et al., 2003
mCx26 Leber, Niere, Haut, Gehirn, hCx26 Zhang und Nicholson, 1989;
Plazenta, Cochlea Yotsumoto et al., 2003
mCx29 Schwann-Zellen, hCx30.2 Altevogt et al., 2002
Oligodendrozyten hCx31.3 ? Eiberger et al., 2006
mCx30 Haut, Gehirn, Cochlea, Niere hCx30 Dahl et al., 1996;
Teubner et al., 2003;
McCulloch et al., 2005
mCx30.2 Herz hCx31.9 Nielsen und Kumar, 2003;
Kreuzberg et al., 2005
mCx30.3 Haut, Niere, Riechepithel, hCx30.3 Hennemann et al., 1992;
Vomeronasalorgan Richard et al., 2003 ;
Zheng-Fischhofer et al., eingereicht
mCx31 Haut, Plazenta, Hoden hCx31 Hennemann et al., 1992;
Mhatre et al., 2003
mCx31.1 Haut, Hoden, Riechepithel, hCx31.1 Hennemann et al., 1992;
Hirn, Vomeronasalorgen Al Moustafa et al., 2002 ;
Zheng-Fischhofer et al., eingereicht
mCx32 Leber, Schwann-Zellen und hCx32 Zhang und Nicholson, 1989
Oligodendrocyten Hanemann et al., 2003
mCx33 Hoden Haefliger et al., 1992
mCx36 Neuronen in Retina und Gehirn, hCx36 Condorelli et al., 1998
Pankreas, Riechepithel Meyer et al., 2002
mCx37 Lunge, Niere, Blutgefalie hCx37 Willecke et al., 1991;
Kumari et al., 2000
mCx39 embryonale Muskulatur hCx40.1 Eiberger et al., 2001,
von Maltzahn et al., 2004
mCx40 Herz, Lunge, Niere, Blutgefale | hCx40 Willecke et al., 1990;
Nao et al., 2003
mCx43 fast ubiquitar, besonders Herz, | hCx43 Beyer et al., 1989;
Gehirn, Astrozyten, Gefal3e van Veen et al., 2001
mCx45 Herz, Lunge, Blutgefalie, hCx45 Hennemann et al., 1992;
Niere, Neuronen im Gehirn, Kriiger et al., 2000;
Retina Maxeiner et al., 2003
mCx46 Linse, Herz hCx46 Paul et al., 1991,
Pal et al., 2000
mCx47 Ruckenmark, hCx47 Teubner et al., 2001;
Oligodendrozyten Odermatt et al., 2003
mCx50 Linse hCx50 White et al., 1992;
Berthoud et al., 2003
hCx59 Sohl et al., 2003
mCx57 Horizontalzellen der Retina, hCx62 Manthey et al., 1999;

Thymus

Hombach et al., 2004

Tabelle 2: Zusammenfassung der bisher identifizierten Connexine der Maus und des Menschen sowie
deren Haupt-Expressionsorte (modifiziert nach Willecke et al., 2002)

Y cx23 als Cx-ahnlich

2 mogliche SpleiRisoform des hCx30.2
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1.3 Funktionen und Regulation der Gap Junctions

Um die Funktion der Gap Junctions besser zu verstehen, wendet man derzeit
unterschiedliche Versuchsansatze an. Kopplungseigenschaften verschiedener Gap
Junctions werden in Zellkulturexperimenten ermittelt. Kopplungsdefiziente HeLa oder
andere Zellen kdénnen durch Transfektion dazu gebracht werden, dass sie Gap
Junction-Proteine exprimieren. AnschlieBend kdnnen die Kopplungseigenschaften
analysiert werden (Elfgang et al., 1995). Es ist ebenfalls méglich, kinstlich in Lipo-
somen eingebrachte Gap Junctions in zellfreier Umgebung zu untersuchen (Nikaido
und Rosenberg, 1985; Ahmad et al.; 1999). Die Gap Junction-Expression in Xenopus
Oozyten-Paaren nach in vitro-Transkription bieten sich fur elektrophysiologische
Untersuchungen an (Swenson et al., 1989). Ein weiterer Ansatz zur Aufklarung der
Funktionen der Gap Junctions in vivo - zusatzlich zu Analysen am Wildtyp
Organismus - ist die Erzeugung transgener Mause (Nagy A. et al., 2003). Die
Erzeugung transgener Mause ist mittels Vorkerninjektion von DNS in befruchtete
Eizellen (Gordon und Ruddle, 1981; Palmiter et al., 1982) ebenso mdglich wie mit der
embryonalen Stammzell-Technik (Johnson et al., 1989; Gossen und Vijg, 1993).

Eine Gap Junction vermittelte Kopplung erlaubt einen metabolischen, signalver-
mittelnden und/oder elektrischen Austausch (Simon und Goodenough, 1998). Als
metabolische Kopplung bezeichnet man den Gap Junction-vermittelten Austausch
von Stoffwechselprodukten wie zum Beispiel Aminosauren, Nukleinsaurevorstufen
oder Zuckern (Rieske et al., 1975). Uber Metabolitenaustausch kénnen gekoppelte
Zellen Konzentrationsunterschiede ausgleichen und so beispielsweise Zellen ernah-
ren, welche nicht direkt an BlutgefalR3en liegen, wie dies in den Faserzellen der
Augenlinse sowie bei den Blutschranken im Gehirn oder der Plazenta der Fall ist
(Gabriel et al., 1998).

Signalvermittelnde Kopplung kann Uber den Austausch von Zweitbotenstoffen
(second messenger) wie cAMP (zyklisches Adenosinmonophosphat), Ca®*-lonen, IP3
(Inositol-1,4,5-trisphosphat; Saez et al, 1989) oder NAD" (Nikotin-
amidadenindinukleotid; Bruzzone et al., 2001) erfolgen. Dies ermdglicht den gekop-
pelten Zellen, eingehende extrazellulare Signale weiterzuleiten und im
Gewebeverband Antworten zu koordinieren bzw. zu synchronisieren. Hierdurch
ergeben sich Wachstumskontrollfunktionen der Gap Junctions durch ihre Beteiligung
an der Ausbreitung sekundarer Botenstoffe z. B. wahrend der Embryogenese (Val-
dimarsson und Kidder, 1995; Reuss et al., 1997) oder der Karzinogenese (Holder et
al., 1993; Temme et al., 1997; Trosko und Ruch, 1998).

Durch elektrische Synapsen in neuralem Gewebe (Bennett und Zukin, 2004) wird
eine direkte Reizweiterleitung (Bruzzone und Ressot, 1997) sowie eine
Synchronisation intrinsischer Oszillationen (De Zeeuw et al., 2003) ermdglicht. Im
Herzmuskel dienen Gap Junctions zur Erregungsweiterleitung zwischen den Herz-
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muskelzellen und gewahrleisten so eine koordinierte Herzkontraktion (Gros und
Jongsma, 1996; Kirchhoff et al., 1998). Zusatzlich haben Gap Junctions homdostati-
sche Pufferfunktionen in neuronalen Geweben (Giaume und Venance, 1998; De Pi-
na-Benabou et al., 2001). Gekoppelte Astrozyten nehmen nach neuronaler Aktivitat
freigesetzte K*-lonen aktiv aus dem Extrazellularraum auf und verteilen sie zum Ab-
bau des entstandenen elektrochemischen Gradienten tUber Gap Junctions an be-
nachbarte Astrozyten (Enkvist und McCarthy, 1994; Ransom, 1995). Teilweise sind
Gap Junction-Verbindungen wahrend der Entwicklung auf bestimmte Zellgruppen be-
schrankt. Hierdurch entstehende Kopplungskompartimente konzentrieren somit die
direkte Kommunikation auf bestimmte Bereiche (Levin, 2002). Dartber hinaus kann
der Gap Junction-vermittelte Stoffaustausch eine asymmetrische Charakteristik
annehmen, indem heterotypische Mischkanéle als Gleichrichter auftreten (Robinson
et al., 1993; Brink et al., 1997).

Die Regulation Gap Junction-vermittelter Kopplung kann Uber verschiedene
Mechanismen erfolgen. Regulationsmdglichkeiten bestehen bei der Verfligbarkeit der
Kanale, also der Transkription und der Translation der Connexingene. Aber auch der
Aufbau und Transport der Connexone kann gesteuert werden (siehe Abb. 3; Yeager
et al., 1998). Hierbei gibt es Hinweise auf die Beteiligung von Zelladh&sionsproteinen
wie E- und N-Cadherin bei der Plaguebildung. Die Lebensdauer der Gap Junction-
Kanale kann Uber die Regulation proteasomaler und ubiquitinabhangiger Abbauwege
reguliert werden (Laird, 1996; Laing et al., 1997; Leithe und Rivedal, 2004). Die Sta-
bilitat und somit Lebensdauer des Connexin-Transkripts kann, cAMP vermittelt,
erhoht werden (Fujita et al., 1987; Atkinson et al., 1995). Die Halbwertszeit der Con-
nexin-Proteine liegt im allgemeinen unter funf Stunden und erlaubt somit nur recht
langsame, aber dennoch dynamische regulatorische Eingriffe.

Abbildung 3:

Auf- und Abbauwege

der Gap Junction (GJ)
8 ] Plagues  von der
Connexon & § Transkription  (unten
Ty rechts) bis zur
Degeneration  (unten
links) der Connexine.
Im endoplasmatischen
Reticulum (ER) wer-
den die Connexine
gefaltet und zu
Connexonen  zusam-

wachsender GJ-Plaque

Aktinfilamente : GA andereCx ER mengesetzt. Wahrend
Cx26 Connexone
Abbau Aufbau direkt in die Plasma-

_ | membran eingebracht
werden, werden die anderen Connexone (gezeigt fur Cx32 und Cx43; Evans und Martin, 2002) tber
den Golgi-Apparat (GA) und Vesikel zur Membran transportiert. Connexone in der Membran kénnen
dann ubiquitiniert (Ub) und dem Abbau in Lysosomen und Proteasomen zugefiihrt werden. Abbildung
verandert nach S4ez et al., 2003.
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Zusatzlich zu den eher langsamen Regulationsmechanismen Uber die Anzahl der
Gap Junction-Kanale kann auch der Offnungszustand eines Gap Junction-Kanals
reguliert werden. Es wird vermutet, dass die Offnungszeiten der Kanale von den
zytoplasmatischen Doménen der Connexine bestimmt werden (Verselis et al., 1994).
Zum SchlieBmechanismus der Gap Junction-Kanéle gibt es zwei Modelle, die auch
als Kombination vorstellbar wéren.

Ein moglicher Verschluss-Mechanismus ist das ,Partikel-Rezeptor-* oder auch ,Ball-
an-der-Kette-“ Modell, bei dem der C-Terminus des Connexins von der zytoplasmati-
schen Schleife gebunden wird und so die Kanalpore verschliel3t (Homma et al.,
1998). Das ,Irisblenden-* Modell beschreibt bei Anderungen des Offnungszustandes
eine Rotation oder Konformationsanderung der Connexine im Connexon (Unwin und
Ennis, 1983; Spray et al., 1985; Abb.1B). Ausldser des VerschlieRens der Gap Junc-
tion-Kanale kann zum Beispiel der Anstieg der intrazellularen Kalziumkonzentration
sein, wie er etwa bei Zellverletzungen auftritt (Loewenstein und Kanno, 1966; Spray
et al., 1994).

Veranderungen der Spannungsdifferenzen Uber den Kanal (Vj; Spray et al., 1991;
Brink, 2000) oder Senkung des intrazellularen pH-Wertes kdnnen ebenfalls den
Verschluss eines Gap Junction-Kanals verursachen (Wang et al., 1996; Francis et
al., 1999; Trexler et al., 1999). Phosphorylierungen der Connexin-Proteine durch
Proteinkinasen - hier kann man einen Ruckkopplungsmechanismus bei manchen
Signalubermittlungswegen vermuten - fihren auf3erdem zu schnellen posttrans-
lationalen Modifikationen der Connexine (Cruciani und Mikalsen, 2002). Solche Modi-
fikationen kénnen die Zusammensetzung der Connexone, deren Offnungszustand
und Halbwertszeit je nach Connexin und Zelltyp unterschiedlich beeinflussen (Ben-
nett et al., 1991; Saez et al., 1998; Cooper und Lampe, 2002).

Zusatzlich zu den beschriebenen Gap Junction-Vollkanédlen wurde in letzter Zeit
immer Ofter auch von funktionellen und physiologisch wirksamen Gap Junction-
Halbkanéalen berichtet (Bennett et al., 2003; Saez et al., 2003). Diese Halbkanale
verbinden das Zytoplasma der Zelle mit dem extrazellularen Medium und missen
daher in inrem Offnungszustand regulierbar sein (Li et al., 1996; Trexler et al., 1996).
Die meisten Hinweise auf Connexin-Halbkandle wurden bisher in Zellkultur
gewonnen, wo auch die meisten Untersuchungen hierzu durchgefiihrt wurden (Con-
treras et al., 2003). Die Funktion der Connexin-Halbkanale wird in Modellen haupt-
sachlich im Hinblick auf die Signalweiterleitung Uber das extrazellulare Medium
mittels ATP oder NAD" diskutiert (Contreras et al., 2003).

10
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1.4 Funktion der Connexine in der Haut

Die adulte Haut besteht aus zwei klar abgegrenzten Gewebeschichten, der Dermis,
die mesodermalen Ursprungs ist, und der Epidermis, die sich aus dem Ektoderm
entwickelt (Fuchs et al., 2000). Die primar aus Keratinozyten aufgebaute Epidermis
ist wiederum in vier Schichten unterteilt: Die innere Basalschicht (stratum basale), die
Stachelzellschicht (stratum spinosum), die Kornerschicht (stratum granulosum) und
die &aulRere Kornerschicht (stratum corneum). Die Zellen der Basalschicht
proliferieren standig und differenzieren immer weiter, je mehr sie in Richtung
Oberflache wandern. Dort werden sie als Schuppen abgestoR3en. Die Erhaltung einer
konstanten Dicke der Epidermis erfordert eine genaue Regulation des
Keratinozytenwachstums und ihrer Differenzierung. Von Buultjens et al. wurde 1988
vorgeschlagen, dass die Gap Junction vermittelte Kommunikation eine
entscheidende Rolle bei diesem Differenzierungsprozess spielen kdonnte (Bultjens et
al., 1988). Ultrastrukturelle Analysen von menschlicher (Caputo et al., 1977) und
Nagerepidermis (Risek et al., 1992) haben gezeigt, dass Gap Junctions zwischen
Keratinozyten der basalen spinésen und der granularen Schicht vorkommen, nicht
jedoch in der oberen Koérnerschicht. Diese Ergebnisse stimmen mit Farbstoff-
Kopplungsexperimenten Uberein, die eine funktionelle Kopplung zwischen den
inneren drei Epidermisschichten der neugeborenen Maus (Kam et al.,, 1986), der
adulten Maus (Baker und Garrod, 1993) und des erwachsenen Menschen (Salomon
et al., 1988) zeigen. Die epidermalen Keratinozyten scheinen dabei in kleinen
Kommunikationseinheiten organisiert zu sein, die aus 20 bis 25 Zellen bestehen.
Farbstoff-Ubertragung wurde zwischen basalen und suprabasalen Keratinozyten
innerhalb eines Kompartiments beobachtet, sie war jedoch zwischen Keratinozyten
benachbarter Kompartimente reduziert. Die epidermalen Kommunikations-
kompartimente stimmen mit den epidermalen Proliferationseinheiten tberein (Potten,
1981), was wiederum zu der Rolle der Gap Junction-vermittelten Zellkommunikation
bei der Kontrolle des Keratinozytenwachstums konsistent ist (Kam et al., 1986 und
Pitts et al., 1988).

Die molekulare Basis, der die Entwicklung und Aufrechterhaltung der
Kommunikationskompartimente zugrunde liegt, ist nicht bekannt. Es sind jedoch
markante Anderungen der Connexin-Expression bei pathologisch oder experimentell
induzierter Keratinozytenproliferation beobachtet worden. Bei normaler, gesunder

Haut bewirkt eine Behandlung mit Retinsaure eine Verdickung der Epidermis und

11
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eine Erhdéhung der Anzahl der Keratinozyten, begleitet von einer starken
Hochregulation der Connexin26 Expression in allen epidermalen Schichten und einer
etwas geringeren Erh6hung der Connexin43 Expression (Masgrau-Peya et al., 1997).
Bei der Wundheilung scheinen Connexine ebenfalls eine wichtige Rolle zu spielen,
da die Expression der Connexin Proteine stark reguliert wird. Wahrend des
Wundheilungsprozesses werden Cx31 und Cx43 herab und Cx26 und Cx30
hinaufreguliert (Kretz et al., 2003).

e stratum corneum

p— e S F=&— ]« stratum granulosum
A Sy o P T (Connexin 30.3, 31, 31.1, 37, (26), (30))
= — . e @ 2 3

_ ol = — < ()~ estratum spinosum

Vo TS o= sk (Connexin 30.3, 31, 31.1, 37, 43)
) SN =

: +Or 0 \O;' 0 » stratum basale

(Connexin 43, 40, 37, (31))

s

* Dermis

Abbildung 4:

Vorkommen der verschiedenen in der adutenHaut exprimierten Connexine. Die Connexine sind in der
Schemazeichnung (verandert nach Vorlage von Prof. Dr. T. Magin) den jeweiligen Epidermisschichten
zugeordnet. In rot dargestellt die beiden im Rahmen dieser Arbeit erstmalig in diesen Schichten
nachgewiesenen Connexine.

1.5 Connexin bedingte Hautkrankheiten

Die Wichtigkeit der Connexine in der Haut zeigt sich vor allem durch eine grol3e
Anzahl an Hauterkrankungen, die auf Mutationen in Connexingenen zurtickzufihren
sind (siehe Tabelle 3). Bis heute sind Mutationen in funf verschiedenen Connexin-
Genen bekannt, die zu Hautph&notypen fuhren. Dies sind Cx26, Cx30, Cx30.3,
Cx31, Cx43. Einige der hervorgerufenen genetischen Defekte sind auf die Haut
begrenzt, andere rufen ein weitaus komplexeres Krankheitsbild hervor. Unter
anderem werden Symptome wie Horverlust, Nagel- und Haarabnormalitaten,
Keratitis oder Neuropathie auf Connexinmutationen zurtickgefuihrt. Sogar innerhalb
eines Gens konnen verschiedene distinkte Mutationen sehr unterschiedliche
Phanotypen hervorrufen (vergl. Cx26: Richard et al., 2005). Im Gegensatz zum
Innenohr, wo autosomal rezessive Null-Allele von Cx26, Cx30, Cx31 zu
“nonsyndromic sensorineural hearing loss” (SNHL) fihren (Nance, 2003), ist bei
Verlust von einem Connexin in der Haut in der Regel keine Veranderung zu
beobachten (Willecke et al., 2002). Dies lasst Vermutung zu, dass in der Haut eine
hohe funktionelle Redundanz der verschiedenen Connexine vorliegt. Eine Ausnahme
bildet das Cx43, welches, wenn es in der Haut von Mausen ausgeschaltet wird, eine

12
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um einen Tag beschleunigte Wundheilung hervorruft (Kretz et al., 2003). Die
Mehrzahl der pathogenen Connexin-Gen Mutationen mit Auspragung in der Haut
sind autosomal dominant.

13
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Erkrankung Gen Protein | klinisches Erscheinungsbild Referenzen
Erythrokeratodermia GJB3, | Cx31 Transiente rétliche Plaques und generelle Hyperkeratose oder klar | Richard et al., 1998; Wilgoss et al.,
variabilis (EKV) GJB4 Cx30.3 | abgegrenzte hyperkeratotische Plaques, PPK (palmoplantare Kerato- | 1999; Macari et al., 2000; Richard et al.,
dermata) in ca. 50% der Patienten 2003; Morley et al., 2004; Gotfried et al.,
2002; Terrinoni et al., 2004
Diffuse palmoplantare GJB2 Cx26 Starke bis schwere Auspragung sensorineuralen Horverlusts, diffuse | Richard et al., 1998; Heathcote et al.,
Keratoterma mit oder plaque &hnliche PPK 2000; Loffeld and Kelsell, 2000; Rouan
sensorineuralem et al., 2001; Uyguner et al., 2002
Horverlust (SNHL)
Vohwinkel Syndrom GJB2 Cx26 Mildes bis moderates SNHL; diffuse PPK mit Honigwaben &ahnlicher | Maestrini et al., 1999; Kelsell et al., 2000
Oberflache; hyperkeratotische Plaques auf distalen Extremitaten;
Zirkulare Zusammenschnirungsbanden an den Fingern
(Pseudainhum)
Bart-Pumphrey GJB2 Cx26 Starke bis schwere Auspragung von SNHL, variabler Grad von diffusen | Richard et al., 2004
Syndrom (BPS) PPK; Leukonychia; hyperkeratotische Plaques an den Fingergelenken
Keratitis-Ichtihyosis- GJB2 Cx26 Starke bis schwere Ausprdgung von SNHL, Erytheme, | Richard et al., 2002; van Geel et al.,
Taubheits Syndrom GJB6 Cx30 hyperkeratotische Plaques im Gesicht und an den Extremitdten | 2002; van Steensel et al., 2002; Alvarez
(KIDS) und/oder folikulare  Hyperkeratosen; Keratitis und corneare | et al., 2003; Wassermann et al., 2003;
Neovaskularisation; erhéhte Anfalligkeit fir mucocutane Infektionen | Yotsumoto et al., 2003; Montgomery et
und Karzinome; variable Nagel Stérungen, Haarausfall oder spérlicher | al., 2004; Jan et al., 2004
Haarwuchs
Hidrotic ectodermal GJB6 Cx30 Milde, diffuse PPK; hypo- oder hypertrophische Nageldystrophie, | Lamertine et al., 2000; Smith et al.,
dysplasie (Clauston schiitteres oder nicht vorhandenes Haar; durchschnittliche | 2002; van Steensel et al., 2003; Zhang
Syndrom) Transpiration und gewoéhnlich normales Horvermdgen et al., 2003
Oculo-dento-digitale GJAl Cx43 PPK; schitteres Haar, Schadel und limbale Dystrophie; Nagel | Paznekas et al., 2004; Kjaer et al., 2004;

Dysplasie (ODDD)

Dystrophie; neurologische und kardiale sowie ophthalmologische
Anormalitaten

Richardson et al., 2004 van Steensel et
al., 2004; Kellermayer et al., 2004

Tabelle 3: Ubersicht tiber Connexin-assoziierte Erkrankungen, die (auch) die Haut betreffen (nach Richard, 2005)
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1.5.1 Erytrokeratodermia variabilis (EKV)

Erythrokeratodermia variabilis (EKV) ist eine autosomal dominante Genodermatose
mit unterschiedlicher intra- und interfamiliarer Auspragung die zur genetisch
heterogenen Gruppe der Erythrokeratosen gehért. Das Merkmal der EKV ist eine
transienten Rotung sowie einer begrenzten oder generellen Hyperkeratose. Haufig
Uberwiegt eines dieser Merkmale oder ein Merkmal wird nicht ausgepréagt (Richard et
al., 2000). Diese Rotungen bei EKV zeigen sich als gut abgegrenzte Flecken von
unterschiedlicher Intensitat. Manchmal sind sie umgeben von farblosen Héfen. Sie
kobnnen auch zu grol3en unterschiedlich geformten Plaques zusammengesetzt
erscheinen oder sehen zielscheibendhnlich aus. Weiterhin kénnen sie sowohl auf
normaler Haut als auch in hyperkeratotischen Plaques auftreten (Richard et al.,
2000). Die einzelne Erythematose dauert gewoéhnlich einige Stunden bis Tage und
kann durch ein brennendes Gefuihl angekindigt oder begleitet werden. Die
beachtliche Variabilitdt der erythematdsen Flecken hinsichtlich ihrer Anzahl, GroR3e,
Form, ihres Auftretens und auch bezogen auf die Dauer ihres Erscheinens, ist eine
typische Eigenschaft der EKV, die sich in der Bezeichnung variabilis im Namen der
Erkrankung widerspiegelt. Die Hyperkeratose kann lokal begrenzt sein oder auch
generell auftreten, scheint jedoch innerhalb einer Familie konsistent zu sein (Richard
et al., 2000). Die generalisierte Form der Hyperkeratose zeigt sich als dauerhafte
gelb-braun-graue Verdickung der Haut mit akzentuierten Hautverfarbungen und
seltenerem Abl6ésen der Hautschichten. Die lokale Form ist durch scharf
abgegrenzte, hyperkeratotische Plaques charakterisiert. Relativ stabile L&asionen
Uber den Knien, Ellenbogen, der Achillessehne, dem Fuf3riicken und in der Leiste
sind weit verbreitet und konnen Uber Monate bis hin zu Jahren andauern. Individuelle
Plagues scheinen sich auch in GroRe und Form zu verdndern oder sich
zurliickzubilden und normale Haut zu hinterlassen. Der Mechanismus hierbei ist bis
heute unklar. Sowohl die Hyperkeratose als auch die Rotungen scheinen durch
interne wie externe Faktoren ausgeldst zu werden. Diese kénnen zum Beispiel
Stress, plotzliche Temperaturverdnderungen, mechanische Beanspruchung und
Exposition gegeniiber Sonnenlicht sein. Ublicherweise zeigt sich EKV zur Geburt
oder im frihen Kindesalter und persistiert wahrend des gesamten Lebens. EKV kann
ernsthaft entstellend sein und so traumatische psychologische Schaden
verursachen.
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Abbildung 5:

Verschiedene Auspragung der Erkrankung Erythorkeratodermia variabilis in Patienten. Verdickungen
der Epidermis, die zum Abplatzen der Epidermis flhren (A) sind ebenso zu beobachten wie
gleichmafige (C) oder unregelmaRige (B) Verfarbungen der Haut. Ein weiteres haufig auftretendes
Merkmal ist die Verdickung der Hornhaut der FuR3sohlen (D). (Abbildung aus Richard et al., 2000)

Bis heute sind Connexin-Mutationen in 18 miteinander nicht verwandten EKV
Patienten und Familien mit vornehmlich nordeuropaischer Herkunft beschrieben
worden. Dabei sind sieben Mutationen im Cx31 Gen und funf Mutationen im Cx30.3
Gen beschrieben worden. Das klinische Erscheinungsbild dieser unterschiedlichen
Mutationen ist generell nicht unterscheidbar. Art und Ort der Mutationen sind in
beiden Genen sehr vergleichbar. Alle Mutationen betreffen Aminosauren, die in der
B-Gruppe der Connexine hochkonserviert sind. Es wird angenommen, dass sie einen
dominant negativen Effekt auf die koexpremierten Wildtyp Connexine austben. Auch
ein transdominant-negativer Effekt auf andere Connexinproteine wird diskutiert
(Richard et al., 2003). Mit Ausnahme einer mehrmals nachgewiesenen Mutation in
Cx31, die im zytoplasmatischen, carboxy-terminalen Rest von Cx31 liegt (L209F;
Morley et al., 2005; Feldmeyer et al., 2005), befinden sich alle anderen Mutations-
Cluster entweder im zytoplasmatischen Amino-Terminus (G12D, G12R) oder aber in
den membrandurchspannenden a-Helizes des Cx31 (R42P, C86S, F137L) oder
Cx30.3 (R22H, T85P, F137L, F189L; Abbildung 5; Richard et al., 1998, 2000, 2003;
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Wilgoss et al., 1999; Macari et al., 2000). Es gibt Spekulationen dariber, dass
Mutationen in den Transmembrandomanen zu einer verdnderten Regulation der
elektrischen Kopplung zwischen den Zellen fuihren oder die Kinetik des Verschlusses
der Kanale verandern kénnen. Der verbleibende hochkonservierte Glyzin-Rest an
Position zwolf wird entweder durch einen positiv (G12R) oder negativ (G12D)
geladenen Rest ersetzt. Diese Mutationen sollen einen Einfluss auf die Flexibilitat
dieser Doméne haben und damit auf die Connexin-Selektivitat oder die
durchgehenden Ladungen der Gap Junction-Kanale haben (Lagree et al., 2003).
Zusatzlich zu den bisher beschriebenen dominanten Connexin-Mutationen wurden
auch zwei Mutationen fur eine rezessive Variante der EKV beschrieben (Gottfried et
al., 2002; Terrinoni et al.,, 2004). Es handelt sich dabei um homozygot auftretende
Mutationen in  Cx31, zum einen die MutationL34P in der ersten
Transmembrandoméne, zum anderen E100K in der zytoplasmatischen Schleife. Die
gesunden Eltern trugen diese Mutationen jeweils heterozygot.

Weiterhin gibt es noch eine Reihe von Sequenzvarianten der kodierenden Regionen
von Connexin31 oder Connexin30.3, die zu keinem Phanotyp fihren. So ist zum
Beispiel die Mutation R32W in Cx31 mit bis zu 17% in der Bevdlkerung verbreitet
(Lopez-Bigas et al., 2000). Es wurden sogar Patienten beschrieben, die einen
faktischen Cx30.3 Knock-out aufweisen. Eine dieser Personen litt an frihem
Horverlust, aber es gibt keinen Nachweis dafir, dass ein eingeschranktes
Horvermbégen durch Cx30.3-Defekte hervorgerufen werden muss, da es etliche
Patienten gibt, die an Horverlust leiden, aber ein nicht mutiertes Cx30.3 Gen besitzen
(Lopez-Bigas et al., 2002). Ein zweiter Patient hatte keinerlei Horschwierigkeiten,
zeigte allerdings einen EKV-Phanotyp, der allerdings auch auf die Kombination mit
der zusatzlich vorhandenen R32W Mutation in Cx31 zurtickgefuhrt werden kann.
Transgene Mause, die defizient fur Cx30, Cx31 oder Cx43 sind, zeigen ebenso
keinen Hautphanotyp (Willecke et al., 2002) wie Mause, die defizient fur Cx31.1 und
Cx30.3 sind (eigene Ergebnisse in Zusammenarbeit mit Dr. Qingyi Zheng-Fischhofer,
unveroffentlicht).

1.6 Funktionelle Aspekte der Cx31 und Cx30.3 Gen-Mutationen

In vitro Expressions-Analysen haben gezeigt, dass Aminosauresubstitutionen in
Cx30.3 und Cx31 die intrazellulare Verarbeitung und den Transport der Gap
Junction-Proteine zur Plasmamembran stéren oder verhindern. Es wurde diskutiert,
dass die mutierten Proteine nicht korrekt gefaltet sein kbnnten und daraufhin von der
intrazellularen Qualitatskontrolle erkannt und degradiert werden kénnten (VanSlyke
et al., 2000). Dieses fuhrte dann zu einem Verlust der Gap Junction-Plaques und zu
einer gestorten interzellularen Kommunikation (Di et al., 2002; Plantard et al., 2003;
Rouan et al., 2003). Zusatzlich wurde gezeigt, dass die Expression einiger
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verschiedener Cx31 Mutationen, wie G12R (Diestel et al., 2002), G12D, G12R,
R42P, C86S (Di et al., 2002; Common et al., 2003) und F137L (Rouan et al., 2003
und diese Arbeit) zum Tod der transfizierten HelLa Zellen fihrt. Ob diese
Beobachtung eine Relevanz fir die Expression dieser Mutationen in der Epidermis
bei EKV hat, muss noch geklart werden. Nichtsdestotrotz ging der Zelltod, der durch
die Mutation G12R in Cx31 hervorgerufen wurde, mit einer verdoppelten
Durchlassigkeit des Gap Junction Kanals fur Farbstoffe in HelLa Zellen einher
(Diestel et al., 2002). Im Gegensatz zu den Connexin31 Mutationen wurden bei den
Cx30.3 Mutationen keine reduzierte Uberlebenswahrscheinlichkeit festgestellt. Dies
gilt ebenfalls fur die Cx31F137L Mutation. Dies ist erstaunlich, da diese Mutation
kotransfiziert mit Cx31 mit einem transdominant negativen Mechanismus in
Zusammenhang gebracht wird (Plantard et al., 2003; Rouan et al., 2003). Es wurde
durch Plantard et al. (2004) erstmals ein direkter Nachweis dafir erbracht, dass Cx31
und Cx30.3 in heteromeren Hemikanélen gemeinsam vorkommen und diese im
Vergleich zu homomeren Kandalen stabiler und funktionell aktiver zu sein scheinen.
Diese Ergebnisse lassen mdgliche Erklarungen fir &hnliche Phéanotypen bei Mutation
zu, die entweder Cx31 oder Cx30.3 betreffen. Allerdings ist anzunehmen, dass noch
eine weit groRere Komplexitat vorliegt, da mehr als zwei Connexine an diesen
Interaktionen und heteromeren Kanélen beteiligt sein kénnten.

Cx31
E2

extrazellularer Raum

C86S
F137L

M3 M4

Plasma-
membran

CL

Zytoplasma

CT

Abbildung 6:

Position der EKV auslésenden Mutationen in Connexin31 und Connexin30.3. Die Positionen 12 und
137 sind in beiden Connexinen von Mutationen betroffen. Bis auf eine Ausnahme (R42P in Cx31)
liegen alle Mutationen in den Transmembran-Regionen oder im N-Terminus des Connexins.
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1.6.1 Die F137L Mutation

Die F137L Mutation tritt sowohl in Cx31 als auch in Cx30.3 auf und ruft einen EKV-
Phéanotyp in menschlichen Patienten hervor. Die Veranderung der Aminoséure ist auf
eine Punktmutation der Base an Position 409 von T nach C zurlckzufihren, so dass
das entsprechende Basen-Triplett statt fir Phenylalanin (F) fur Leucin (L) kodiert.
Daher kommt es zu der Bezeichnung F137L, da an der Aminosaure-Position 137 ein
Phenylalanin (F) gegen ein lipophiles Leucin (L) ausgetauscht ist. Das Phenylalanin
an Position 137 ist in Cx31 und vergleichbaren Positionen in verschiedenen
Connexinen unterschiedlicher Spezies hoch konserviert (siehe Abb. 7). Die
Patienten, die Trager einer F137L Mutation sind, haben im Vergleich zu Patienten mit
anderen Mutationen recht stark ausgepragte Symptome der EKV (Dr. Gabriele
Richard, personliche Mitteilung).

125 137 150

mCx30.3 GGLWWTYLLSLIFIKAAVDSGFLYILIFHCIYKDY
hCx30.3 GGLWWTYLLSLIFKAAVDAGFLYIFHRLYKDY
mtx31T GGLWWTYLFSLIHFIKLITELVFLYVLHTLWHGTEF
hCx31 GGLWWTYLFSLINFKLIITEFLFLYLLHTLWHGTEF
mx31.1 GGLWWTYVFSLSFIKATIDIIFLYLFHAFYPRY
hCx31.1 GGLWWTYVCSLV|FIKASVDIAFLYVFHSFYPKY
hCx26 G SLWWTYTSSIFFRVIFEAAFMYVFYVMYDGTF
hCx30 G SLWWTYTSSI FF|RI FEAAFMYVFYFLYNGY
hCx32 GTLWWTYVISVViRLLF AVFMYVFYLLYPGY
Abbildung 7:

Sequenzvergleiche der Aminosduresequenz an Position 137 in Cx31, Cx30.3 und Cx31.1 und
anderen Connexinen, bei denen die Aminosére Phenylalanin dort konserviert ist.

1.7 Erzeugung transgener Mause

Zur in vivo Analyse von Saugetiergenen werden haufig Mausmutanten genutzt. Die
genaue Funktionsanalyse eines Gens ist an transgenen Tieren mdglich, die mittels
Injektion gezielt veranderter embryonaler Stammzellen (ES-Zellen) in Blastozyten
erzeugt werden (Ubersicht in: Nagy et al., 2003). ES-Zellinien werden aus der
Inneren Zellmasse von Blastozysten gewonnen (Evans und Kaufman, 1981; Martin,
1981) und behalten unter entsprechender Behandlung ihre Totipotenz (Williams et
al., 1988; Hilton et el., 1991) in vitro bei. Transgene Mause lassen sich auch nach
langere Kultur von ES-Zellen erzeugen (Fedorov et al., 1997)

1.7.1 Einfacher Genersatz

Bei dieser Methode erfolgt zunachst in vitro der gezielte Austausch eines Gens
(“Gene Targeting“) durch homologe Rekombination mit einem Zielgenvektor in ES-
Zellen (Hooper et al., 1987; Capecchi, 1989; Deng et al., 1993). Durch ein doppeltes
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Uberkreuzen (,Crossing over) der flankierenden Bereiche mit den endogenen
Homologiebereichen kann die Zielgensequenz durch die transgenen Sequenzen
chromosomal ersetzt werden. Auf Grund der geringen Rekombinationsfrequenz (ein
Ereignis in ca. 5 Millionen Fallen) werden homolog rekombinierte ES-Zellen durch
Selektion auf eingebrachte Selektionsgene angereichert. Die Effizienz der
homologen Rekombination kann durch die Verwendung isogener (aus demselben
Mausstamm stammend) Homologiesequenzen gesteigert werden (Riele et al., 1992).
In der ursprunglichen Anwendung dieser Methode wird die kodierende Region eines
Gens durch das Einbringen des Selektionsgenes soweit zerstort, dass es zu keiner
funktionellen Genexpression mehr kommt (“Knock out). Es ist jedoch ebenfalls
madglich das Zielgen gegen eine mutierte oder anderweitig veranderte kodierende

Form auszutauschen (,knock in“).

1.7.2 Konditionale Geninaktivierung

Im Falle von Cx43 (Reaume et al., 1995) und Cx45 (Kruger et al., 2000) fuhrt die
generelle Geninaktivierung zu embryonaler oder postnataler Letalitat. Mit Hilfe
konditionaler Geninaktivierung in Mause ist es mdglich, die funktionelle Bedeutung
von Zielgenen in adulten Tieren oder einzelnen Zelltypen zu untersuchen. Dazu
stehen zwei Systeme zur Verfiigung: Cre-loxP und Flp-frt (Kihn und Schwenk, 1997,
Lewandoski, 2001), die beide auf Rekombinasen (Cre bzw. Flp) beruhen, die zwei 34
bp lange DNA-Sequenzen (loxP- bzw. frt-Sequenzen), die das Zielgen flankieren,
erkennen und binden konnen. Die Erkennungssequenzen loxP (engl.: ,locus of X-
crossing over of P1") bzw. frt (engl.: ,flp-recombinase recombination target®)
bestehen aus zwei 13 bp langen invertierten Sequenzwiederholungen, die eine 8 bp
lange Kernsequenz umgeben. Die Cre bzw. Flp vermittelte Rekombination resultiert
in der Deletion der markierten DNA-Sequenz, sofern die Orientierung der
Erkennungsstellen gleich ist. Eine Inversion des markierten Bereichs tritt bei
gegenlaufig orientierten loxP-, bzw. frt-Sequenzen auf. Befinden sich die loxP-
Sequenzen auf unterschiedlichen DNA-Stréangen, kann eine Translokation erfolgen
(Ubersicht in: Nagy, 2000; Tronche et al., 2002). Eine Zielgensequenz wird dann als
.gefloxt® bzw. ,geflirtet bezeichnet, wenn sie durch zwei Erkennungssequenzen
eingerahmt wird und durch die Aktivitdat der jeweiligen Rekombinase genomisch
deletiert werden kann. Die Cre-Rekombinase (engl.: ,causes recombination®) stammt
aus dem Bakteriophagen P1 (Hoess und Abremski, 1984; Hamilton und Abremski,
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1984; Sauer, 1987), wahrend die Flp-Rekombinase aus der Hefe Saccharomyces
cerevisae isoliert wurde (Buchholz et al., 1998). Sowohl die Flp-, als auch die Cre-
Rekombinase sind als Dimere aktiv und bendtigen keine Hilfsproteine (Lewandoski,
2001).

1.7.3 Zelltypspezifische Ausschaltung von Zielgenen

Die Regulation der ortsspezifischen Rekombination erfolgt nicht nur durch die
Positionierung der loxP- bzw. frt-Stellen, sondern vor allem durch die Regulation der
Cre- bzw. Flp-Aktivitat. Um eine regulierte Aktivitdt der Rekombinasen zu erreichen,
werden Promotorkonstrukte, die die zelltypspezifische Expression der Rekombinase
kontrollieren, eingesetzt. Dabei kann die kodierende Region der jeweiligen
Rekombinase uber Vorkerninjektion oder, um mdgliche Positionseffekte bei der
Genintegration an zufélliger Stelle im Genom zu minimieren, durch homologe
Rekombination in das Genom eingebracht werden (z.B. SMCreERT2, (Kihbandner
et al., 2000). Mittlerweile sind fur sehr viele Zelltypen spezifische Cre-Mause erzeugt

worden (Ubersicht: http://www.mshri.on.ca/nagy/Cre.html).
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1.8 Ziele der Arbeit

Das Gap Junction-Protein Connexin31 kommt in der Epidermis des Menschen und
der Maus in den suprabasalen Schichten vor. Im Menschen wurde nachgewiesen,
dass Mutationen im Connexin31 Gen fir die Auspragung der Erbkrankheit
Erythrokeratodermia variabilis (EKV) verantwortlich sind. In dieser Arbeit sollte ein
konditionales Mausmodell fur die humane Erbkrankheit Erythrokeratodermia
variabilis erzeugt werden.

Durch Plum et al. (2002) wurde nachgewiesen, dass eine Deletion des Cx31 Gens in
der Maus nicht zu einem Hautphé&notyp fuhrt, d.h. es wurden keine
Hautveranderungen im Vergleich zu Wildtyp Mausen festgestellt. Ein Ausschalten,
teilweise hautspezifisch, von jeweils Cx30, Cx43, Cx30.3 und Cx31.1 in Mausen
(Willecke et al., 2002; eigene Ergebnisse in Kooperation mit Dr. Zheng-Fischhofer)
fuhrte ebenso nicht zu einem Hautph&notyp, obwohl Mutationen in diesen Genen die
Ursache fir Hauterkrankungen beim Menschen sind. Die Deletion des Cx31 in
Mausen fuhrt, aufgrund eines Plazenta-Defektes, zu einer geringeren
Geburtswahrscheinlichkeit homozygoter Cx31KO Mause (Plum et al., 2002).

Um einen potentiell embryonal letalen Effekt der Mutation zu vermeiden, wurde ein
konditionaler ,Knock-in“-Ansatz gewahlt, da von Richard et al. (2002) ein
transdominant negativer Effekt der Mutation Cx31F137L postuliert wurde. Dieser
Ansatz ermdglicht eine gewebespezifische Deletion des Wildtyp Cx31 verbunden mit
einer gleichzeitigen Aktivierung der Cx31F137L Variante. Es sollte im ersten Schritt
ein konditionaler Mausvektor hergestellt werden, der eine homologe Rekombination
in embryonalen Stammzellen der Maus ermdglicht. Dieser Vektor sollte in die
embryonalen Stammzellen transfiziert werden, um dann diese ES-Zellen in
Blastozysten zu injizieren und damit letztlich transgene Mause zu erzeugen. Im
Mausmodell sollte untersucht werden, ob durch die Mutation im Cx31 Gen
Verénderungen in der Epidermis hervorgerufen werden, die mit der humanen
Erkrankung EKV in Zusammenhang gebracht werden kénnen.

Es sollten makroskopische Effekte, aber auch die Verteilung und Expressionsstarke
der Connexine in der Epidermis erfasst werden. Diese Untersuchungen sollten an
heterozygoten Tieren durchgefiuhrt werden, da Patienten mit F137L EKV ebenfalls

ein Wildtyp Allel und ein mutiertes Allel fir Cx31 oder Cx30.3 tragen.
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Weiterhin sollten die Eigenschaften der Cx31F137L Mutation in Zellkultur und die
Kanaleigenschaften in HeLa Zellen sowie die Auswirkungen der Mutation hinsichtlich
der Interaktionen mit anderen Connexinen und der Ausbildung heterotypischer oder

heteromerer Kanéle untersucht werden.
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2. Material

2.1 Chemikalien

Die Chemikalien wurden, wenn nicht anders vermerkt 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. Die

Sequenzierung von Plasmiden erfolgte durch die Firma Agowa.

2.2 Allgemeine Losungen

PBS™ 137 mM 8,00 g NaCl (Merck #1.06404)
2,7 mM 0,20 g KCI (Merck #1.04936)
8,1 mM 1,44 g NaHPO, -2H,0 (Merck #1.06576)
1,5 mM 0,20 g KH,PO,4 (Merck #1.04873)
ad 1 | mit ddH,O, pH 7,2

2.2.1 Losungen fur die Nukleinsédure-Analytik

Soweit nicht anders angegeben, wurden alle Lésungen mit ddH,O angesetzt und bei
RT gelagert. Lésungen, welche man fur Arbeiten mit RNS bendtigte, wurden durch
Zugabe von 2 % (v/v) Dimethylpyrocarbonat (DMPC) (Sigma #D-5520),
anschlieBendem Rihren UN bei RT und abschlieRendem einstiindigen

Autoklavieren von RNasen befreit.

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

Partialverdau-Stop-Lsg. 10 mM 37,2 mg EDTA (Sigma #E-5134)
ad 10 ml, pH 8,0

TBE (10x) 900 mM 109,00 g Tris (ICN #819623)
900 mM 55,60 g Borsaure (Merck #1.00165)
25 mM 0,93 g EDTA (Sigma #E-5134)
ad 11, pH 8,3

DNS-Ladepuffer (6x) 0,25 % 125 mg Bromphenolblau (Serva #15375)
0,25 % 125 mg Xylenzyanol (Sigma #X-2751)
30 % 15 ml Glyzerin (Sigma #G-7757)
ad 50 ml

Natriumacetat 3M 24,6 g Natriumacetat (Merck #1.06268)
ad 100 ml, pH 4,8, 1 h autoklavieren

RNase 2000 0,2 % 20 mg RNase A (Roche #109142)
2000 20.000 U RNase T1 (Roche #109193)

U/ml
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Alkali-Lsg. 1

Alkali-Lsg. 2

Alkali-Lsg. 3

Proteinase K-Ldsung

ES-Lysis-Puffer

Laird-Puffer

Lysis-Puffer

NaCl-Losung

Depurinierungs-Lsg.

Denaturierungs-Lsg.

20x SSC

50 mM
25 mM
10 mM

0,2M
1%

3M
5M

20
mg/ml

50 mM
20 mM
100 mM
0,5 %

2 mM

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

0,2M
0,1M
1%

3M

0,25 M

15M
05M

3M
0,3 M

ad 10 ml mit ddH,O; Aliquots a 1 ml bei —20°C lagern
4,5 g D(+)-Glucose (Merck #1.08337)
1,51 g Tris (ICN #819623)
1,86 g EDTA (Sigma #E-5134)
ad 500 ml; vor Gebrauch Zugabe von 3 pl/ml RNase
2000

4 g NaOH (J.T. Baker #0402)
50 ml SDS-L6sung, 10 % (Fluka #71736)
ad 500 ml

147,3 g Kaliumacetat (Merck #1.04820)
57,5 ml Essigsaure (Merck #1.00062)
ad 500 ml

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

0,3 g NaCl (Merck #1.06404)

0,24 g Tris (ICN #819623)

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

500 pl SDS-L6sung, 10 % (Fluka #71736)

29 mg CacCl, (Merck #1.02382)
ad 100 ml, pH 8,0, sterilfiltrieren; vor Gebrauch Zugabe
von 50 ul Proteinase K-Ldsung und 100 ul RNase 2000
pro ml

12,1 g Tris (ICN #819623)
1,86 g EDTA (Sigma #E-5134)
11,69 g NaCl (Merck #1.06404)
20 ml SDS-L6sung, 10 % (Fluka #71736)
ad 1 I; zur Schwanzspitzenlyse in 400 pl frische Zugabe
von 3 pl Proteinase K-Losung

2,42 g Tris (ICN #819623)

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

10 ml SDS-L6sung, 10 % (Fluka #71736)
ad 100 ml, pH 8,0; vor Gebrauch je ml Zugabe von 10 pl
Proteinase K-Losung

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

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

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

175,3 g NaCl (Merck #1.06404)

107,15 g Trinatriumcitrat -5,5H,0 (Merck #1.06431)
ad1l, pH7,0

25



Material

Sephadex G50

zu 30 g Sephadex G50 (Pharmacia #17-0573-02) werden 300 ml
TE-Puffer gegeben, UN bei RT quellen gelassen und schlieBlich
der Uberschissige TE-Puffer durch frischen ersetzt (1:1); 1 h
autoklavieren

2.2.2 Losungen fur die Bakterienkultur

LB-Medium

LB-Agar

Ampizillin-Stammilsg.

Tetrazyklin-Stammlsg.

TFB |

TFB Il

1%
1%
0,5 %

15%

5%

2,5%

30 mM
50 mM
100 mM
100 mM
15 %

10 mM
75 mM
10 mM

15 %

10 g NaCl (Merck #1.06404)
10 g Trypton (Difco #0123-17-3)
5 g Hefe-Extrakt (Difco #0127-17-9)
ad 1 I, mit ~2 ml 1 N NaOH auf pH ~7,4, 20 min
autoklavieren

11 LB-Medium
15 g Dunkel-Agar (Difco #0138-17-6)
20 min autoklavieren; ggf. Zugabe von Antibiotika bei
55°C

2,5 g Ampizillin (Roche #835269)
ad 50 ml, sterilfiltrierte Aliquots bei —20°C lagern;
Endkonzentration in Selektionsmedien: 50 ug/mi

1,25 g Tetrazyklin (Sigma #T-3258)
ad 50 ml mit Ethanol; Aliquots bei —20°C lagern;
Endkonzentration in Selektionsmedien 12,5 pug/mi

295 mg Kaliumacetat (Merck #1.04820)
809 mg MnCl, «2H,0 (Merck #1.05934)
1,47 g CacCl; «2H,0 (Merck #1.02382)
1,21 g RbCI (Roth #4471.1)
15 ml Glyzerin (Sigma #G-7757)
ad 100 ml mit ddH,0O, pH 5,8; Lagerung bei 4°C

209 mg Na-MOPS (Sigma #M-9381)
1,1 g CaCl,2H,0 (Merck #1.02382)
121 mg RDbCI (Roth #4471.1)
15 ml Glyzerin (Sigma #G-7757)
ad 100 ml mit ddH,O, pH 7,0; Lagerung bei 4°C

2.2.3 Losungen fur die Zellkultur und Blastozysten-Injektion

B-ME-Stock

1% Gelatine-Stock

ES-EDTA-L6sung

0,7 %

5g

0,3 ml 2-Mercaptoethanol (Sigma #M-7522)
ad 42,6 ml mit ZK-Wasser (Sigma #W3500), steril-

filtrieren, Aliquots a 1,2 ml bei —20°C ca. 1 Jahr lagerbar

Gelatine (Sigma #G-6144)

Zugabe von 500 ml ZK-Wasser (Sigma #W3500), 1 h auto-
klavieren, die Losung mischen und nochmals 1 h autoklavieren;
Lésung ist bei 4°C ca. ein Jahr lagerbar. Zur Herstellung der
0,1 %igen Arbeitslosung wird eine Verdinnung in ZK-Wasser
(Sigma #W3500) hergestellt.

5mM

0,925 g EDTA (Sigma #E-5134)
zu 500 ml ES-PBS’ (Sigma #D8537), pH 7-8 durch
Zugabe von 200 pl 10 N NaOH, 1 h autoklavieren
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ES-Trypsin

ES-WT-Medium

HBS-Puffer

ES-Einfriermedium

G418-Stock

ES-Selektionsmedium

isotonische KCI-Lsg.

Puromyzin-Stock

ES-Puro-Medium

400 ml ES-PBS’ (Sigma #D8537)
1mM 100 ml ES-EDTA-L6sung
1% 5 ml Chicken Serum (Gibco BRL #16110-003)
0,025 % 5ml Trypsin, 2,5 % (Gibco BRL #25090-028)
500 ml Glasgow-MEM (Biochrom AG #F 0525)
5% 28 ml FCS, ES-Zellkultur-getestet (Sigma #F-2442)
5% 28 ml NCS, ES-Zellkultur-getestet (Sigma #N-4637)
1mM 5,4 ml Na-Pyruvat, 100 mM (Sigma #S8636)
1x 5,4ml Pen/Strep, 100x (Sigma #P0781)
2mM 5,4 ml Glutamin, 200 mM (Sigma #G7513)
1x 5,4 ml Aminosauren, 100x (Sigma #M7145)
0,1 % 550 ul LIF (Guldenagel, Doktorarbeit 2001)
0,007 % 550 pl B-ME-Stock
Aliquots a 50 ml bei —20°C lagern
Aliquotierte Zutaten unter einer Sterilbank zugeben;
Lagerung bei 4°C ca. 4 Wochen; vor Gebrauch
erwarmen

100 ml ES-PBS’ (Sigma #D8537)
20 mM 2ml HEPES, 1 M (Gibco BRL #15630-056)
25M 240 pl Glucose, 100x (Gibco BRL #19004-019)
Aliquots a 10 ml bei —20°C lagerbar

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

50 mg/ml aktiv G418 Sulfat (PAA #P27-011)
100 mM PIPES (Sigma #P-3768)
[6sen von 10 g G418 und ausgerechneter Menge
PIPES, so dass eine Ldsung entsteht mit 100 mM
PIPES und aktivem G418 von 50 mg/ml, sterilfiltrieren;
Aliquots a 10 ml bei —20°C lagern

579 ml ES-WT-Medium
350 4 ml G418-Stock
pg/mi
Lagerung bei 4°C ca. 4 Wochen; vor Gebrauch
erwarmen

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

0,05% 100 mg Puromyzin (Sigma #P-8833)
l[6sen in 200 ml ZK-Wasser, sterilfiltrieren; Aliquots a
1 ml bei —20°C lagern

579 ml ES-WT-Medium
1,2 1,25 ml Puromyzin-Stock
pg/mi
Lagerung bei 4°C ca. 4 Wochen; vor Gebrauch
erwarmen
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HelLa-D10-Medium

Puck’sches Salin

HelLa-Trypsin

2-fach BBS

CaCl,-Lésung

KM (Kulturmedium)

TM (Transfermedium)

IM (Injektionsmedium)

isotonische NaCl-Lsg.

FSH-L6sung

hCG-Stock

10 %
1x

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

0,04 %
0,5 mM

50 mM
280 mM
1,5mM

250 mM

10 %
1mM
1x
2 mM

33 mM

200
u/mil

0,9 %

50 U/ml

500U/C
ap

500 ml DMEM (Sigma #D6046)
55 ml HelLa-FCS (Biochrom #S0115)
5 ml Pen/Strep, 100x (Sigma #P0781)
Zutaten unter einer Sterilbank zugeben; Lagerung bei
4°C ca. 4 Wochen; vor Gebrauch erwarmen

8 g NaCl (Merck #1.06404)
0,4 g KCI (Merck #1.04936)
1 g D(+)-Glucose (Merck #1.08337)
0,35 g NaHCO; (Merck #1.06329)
ad 1 |, sterilfiltrieren; bei —20°C lagern

20 mg Trypsin (Sigma #T-4799)

10 mg EDTA-Natriumsalz (Serva #11280)
ad 50 ml mit Puck’scher Saline, pH 7,5, sterilfiltrieren;
Langzeitlagerung bei —20°C, sonst bei 4°C

533 mg BES (Sigma #B-6266)
800 mg NacCl (Merck #1.06404)
28 mg NayHPO, <12 H,O (Merck #1.06576)
ad 50 ml, pH 6,95, sterilfiltrieren; Aliquots & 1 ml bei
—20°C etwa 3 Monate haltbar

1,84 g CacCl, (Merck #1.02382)
ad 50 ml, sterilfiltrieren; Aliquots a 1 ml bei —20°C lagern

40 ml
4.4 ml
440

DMEM (Gibco BRL #41965-039)
FCS, ES-Zellkultur-getestet (Sigma #F-2442)
Na-Pyruvat, 100 mM (Gibco BRL #11360-039)
440 yl Pen/Strep, 100x (Sigma #P0781)
440 pl Glutamin, 200 mM (Sigma #G7513)
Drei Aliquots (fir eine Woche BCI) a 1,9 ml bei 4°C eine
Woche lagerbar; der Rest wird zur Herstellung von TM
bendtigt

40 ml KM (Kulturmedium)
1,32 ml HEPES, 1 M (Gibco BRL #15630-056)
Auf Aliquots aufgeteiltes Medium (fir eine Woche BCI)
bei -20°C eine Woche lagerbar

5ml TM (Transfermedium)
100 pl DNAse, 10.000 U (Roche #776-785)

Sterilfiltrieren, Aliquots a 100 pl in Einfrierampullen bei
—20°C ca. 6 Monate haltbar

4,5 g NaCl (Merck #1.06404)
ad 500 ml, 1 h autoklavieren, bei 4°C lagern

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

5000 U Predalon (Organon #P 770-3, rezeptpflichtig)
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hCG-L6sung

Rompun-Ketamin
(Narkotikum)

50 U/ml

0,2 %
0,5%

ad 1 ml mit isotonischer NaCl-Losung, Aliquots a 100 pl
lyophylisieren, Pulver bei —70°C ca. 1 Jahr haltbar

1 Cap hCG-Stock
ad 10 ml mit isotonischer NaCl-Lésung, sterilfiltrieren;
Aliquots a 1 ml bei —20°C maximal 1 Monat haltbar

4,25 ml isotonische NaCl-Ldésung

0,5 ml Rompun, 2 % (Bayer AG #R1061)

0,25 ml Ketavet, 100 mg/ml (Pharmacia & Upjohn

#89984)

Losung mischen, Aliquots bei 4°C mind. 1 Woche
haltbar; zur Narkose werden 0,1 ml pro 10 g
Korpergewicht intraperitoneal gespritzt

2.2.4 Losungen fur Nachweisreaktionen

4% PFA

Perfusions-Losung

Na,HPO,-Losung

NaH,PO,-L6sung

MgCl,-Lésung

EGTA-L6sung

Deoxycholat-L6sung

Ks[Fe(CN)g]-Losung

K4[Fe(CN)e]-Losung

X-Gal-Lésung

4%

05M

05M

50 mM

100 mM

10 %

0,5M

0,5M

4%

20 g Paraformaldeyd (Sigma #P-6148)
Zugabe von 430 ml ddH,0, erhitzen auf 60°C, Zugabe
von 1-2 Tropfen 1 N NaOH bis die Lésung klar wird,
nach Abkihlen Zugabe von 50 ml 10x PBS’, pH 7,2
einstellen, ad 500 ml mit ddH,O, sterilfiltrieren, Aliquots
bei —20°C ca. 1 Jahr lagerbar

0,1 g Sodium Nitroprusside (Sigma #S-0501)
ad 100 ml mit PBS"; Losung immer frisch ansetzen

44 5 Dinatriumhydrogenphosphat (Merck
9 41.06580)
ad 500 ml (sollte pH ~ 9 sein)

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

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

7,6 g EGTA (Sigma #E-3889)
Zugabe von 170 ml ddH,O, Zugabe von 1-2 Tropfen
10 N NaOH bis Lsg. klar wird, pH 8,0, ad 200 ml

10 g Natriumdeoxycholat (ICN #102906)
ad 100 ml

8,23 g Kaliumhexacyanoferrat(lll) (Merck #1115305)
ad 50 ml, dunkel bei 4°C lagern
10,56 g Kaliumhexacyanoferrat(ll) (Merck #4982)
ad 50 ml, dunkel bei 4°C lagern

2 g X-Gal (Roth #2315.3)
ad 50 ml mit N,N‘-Dimethylformamid (Merck #1.03053),
lichtgeschitzt bei —20°C lagern
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LacZ-Basislosung

LacZ-Fixierlésung

LacZ-Waschlésung

LacZ-Farbeldsung

Hoechst-Ldsung

Propidiumjodid-L&sung

Eosin-Farbeldsung

Fixierlésung

Kryoschutz-Lésung

endogene PO-Ldsung

TBS-Puffer

Diaminobenzidin-
LOsung

DAB-Farbeltsung

100 mM
1,25
mM

2 mM

0,2%

0,01 %
0,2 %

5 mM
5 mM

80
mg/ml

0,05 %

10
mg/ml

0,1%

0,2%

30 %

10 %
0,01 %

10 mM
150 mM

0,06 %

0,01 %

170 ml Na,HPO,-L6ésung, 0,5 M
~ 30 ml NaH,PO,-Lésung, 0,5 M
25 ml MgCl,-Lésung, 50 mM
20 ml EGTA-LOsung, 100 mM
nur Phosphatpuffer mit pH 7,4, anschlieRend Zugabe
der anderen Losungen, schlieBlich ad 1 |

400 pl Glutaraldehyd, 30 % (Sigma #G-6257)
ad 50 ml mit LacZ-Basislosung; Losung immer frisch
ansetzen
1 ml Deoxycholat-Lésung, 10 %
2 ml Nonidet P40 (Roche #1754599)
ad 1 | mit LacZ-Basisldsung

Ks[Fe(CN)¢]-Losung, 0,5 M
Ks[Fe(CN)g]-Losung, 0,5 M
X-Gal-Lésung, 4 %

5ml
5ml
10 ml

ad 500 ml mit LacZ-Waschlésung; Lésung ohne X-Gal
lagerbar bei RT, nach Zugabe von X-Gal dunkel und bei
4°C lagern; Lésung sterilfiltriert mehrfach verwendbar

25 mg Hoechst 33258 (Sigma #B-2883)
ad 50 ml, Aliquots a 1 ml bei —20°C lagerbar

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

0,5g Eosin Y (Sigma #E4382)
ad 500 ml, filtriert mehrfach verwendbar

400 ul Glutaraldehyd, 30 % (Sigma #G-6257)
ad 50 ml mit PBS’; Loésung immer frisch ansetzen

15 g Sucrose (Sigma #S-9378)
ad 50 ml mit PBS’

45 ml PBS
5 ml Methanol (Riedel-de-Haén #32213)
150 pl H,0,, 30 % (Merck #1.08597)
Losung immer frisch ansetzen

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

1Tablett Diaminobenzidin (Sigma #D-5905)
e
ad 15 ml mit TBS, sterilfiltrieren; Lagerung bei —20°C

3 ul H,0,, 30 % (Merck #1.08597)

ad 10 ml mit Diaminobenzidin-Lésung, immer frisch
ansetzen
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2.2.5 Ldsungen fur die Protein-Analytik

RIPA-Puffer

RIPA-Waschpuffer

Complete (25x)

CL4B Sepharose

ProteinA Sepharose

Sammelgelpuffer

Trenngelpuffer

APS

10 mM

0,1%
40 mM
2 mM
1%

0,1 %
10 mM
1M
40 mM

10 mM
0,2 %

500 pl

1,5 ml Na,HPO,-Lésung, 0,5 M

~0,5ml NaH,PO,4-Losung, 0,5 M

1 ml SDS-Ldsung, 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-Losung, 10 %

8 ml Na;HPO,-Lésung, 0,5 M
~ 2 ml NaH,PO,-Ldsung, 0,5M
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 20 N NaOH auf
pH 7,0; 1 h autoklavieren

1Tablett Complete (Roche #1697498)
e
ad 2 ml, bei —20°C lagern

Sepharose CL4B (Amersham #17-0120-01)

Gel Uberschichten mit gleichem Volumen TBS-Puffer; bei 4°C etwa
6 Monate lagerbar

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 Gberschichten;
bei 4°C etwa 6 Monate lagerbar

05M
0,4 %

15M
0,4 %

10 %

30,25 g Tris-Base (Sigma #T-1503)
20 ml SDS-L6sung, 10 % (Fluka #71736)
ad 500 ml, (sollte pH 6,8 sein); sterilfiltrieren, bei 4°C
lagern

91 g Tris-Base (Sigma #T-1503)
20 ml SDS-L6sung, 10 % (Fluka #71736)
ad 500 ml, (sollte pH 8,8 sein); sterilfiltrieren, bei 4°C
lagern

1 g Ammoniumpersulfat (Sigma #A-3678)
ad 10 ml; Lagerung bei -20°C max. 1 Jahr
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1x Laemmli-
Probenpuffer

SDS-running buffer

Coomassie-
Farbelésung

Coomassie-Entfarber

5x Transferpuffer

1x Transferpuffer

Waschblotbuffer

Western-Blockbuffer

IF-Blockpuffer

62,5mM
3%

10 %
0,01 %
5%

0,25 M
1,92 M
1%

0,25 %
10 %
50 %

10 %
30 %

50 mM
0,1M
0,8 M

20 %

8,5 mM
1,7mM
50 mM

0,1 %

5%

4%
0,1%

0,757 g
30 ml
oder3g
10 ml

Tris (ICN #819623)
SDS-Losung, 10 % (Fluka #71736)
SDS (Sigma #L-4509)]
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-Mercapto-
ethanol, nach Zugabe 3 Monate verwendbar
15 g Tris-Base (Sigma #T-1503)
72 g Glycin (Merck #1.04201)
50 ml SDS-L6sung, 10 % (Fluka #71736)
ad 51, pH 8,3
1,25 g Coomassie Briliant Blue R-250
50 ml #821616)
250 ml Essigsaure (Merck #1.00062)
Methanol (Riedel-de-Haén #32213)
ad 500 ml, filtrieren durch Faltenfilter; bei RT
lichtgeschiitzt  lagern; Lésung kann  mehrfach

wiederverwendet werden

(ICN

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

15,4 g Tris-HCI (Sigma #T-3253)
18,5 g Tris-Base (Sigma #T-1503)
144,2 g Glycin (Merck #1.04201)
ad 2 |, (sollte pH 8,3 sein)

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

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

2ml Tween 20 (Merck #8.22184)
ad 21

1 g Magermilchpulver (Sucofin)
ad 20 ml mit Waschblotbuffer, L6sung immer frisch

1 g BSA, Fraktion V (PAA #K41-001-500)
25 pl Triton X-100 (Serva #37240)
ad 25 ml mit PBS’; L6ésung immer frisch ansetzen

2.2.6 Gebrauchsfertige Lésungen

Acrylamid-Stammldsung Rotiphorese Gel 30 fir SDS-PAGE-Gele (Roth #3029.1)
Benzyl Benzoate (Sigma #B-6630)

Benzylalkohol (Sigma #B1,620-8)
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Chloroform (Merck #1.02445)

Dako Fluorescent Mounting Medium (Dako #002627)

Demecolcine Solution (Colchizin) fur ES-Zell Karyotypanalyse (Sigma #D-1925)
Dimethylsulfoxid (DMSO) (Merck #1.02950)

ES-PBS’ (Dulbecco’s Phosphate buffered saline) fur ES-Zellkultur (Sigma #D8537)
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 Oil 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)

2.3 Allgemeine Materialien

2.3.1 Reagenziensatze (Kits)

Bicinchoninic Acid Kit for Protein Determination (Sigma #BCA-1)
ECL+Plus (Amersham #RPN 2132)

Expand Long Template PCR-System (Roche #1681834)

GC-RICH PCR-System (Roche #2140306)

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)

REDTaq™ ReadyMix™ PCR Reaction Mix with MgCl, (Sigma #R 2523)
Qiagen EndoFree Plasmid Maxi Kit (Qiagen #12362)

QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen #28706)
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2.3.2 Allgemeine Labormaterialien

Sterile Zellkulturartikel werden von den Firmen Falcon, Sarstedt, Nunc und Becton
Dickinson bezogen. Pipettenspitzen und Reagenzgefal3e stammen von der Firma
Sarstedt.

Agarose (Gibco BRL #15510-027)
Faltenfilter (Schleicher & Schuell)
Glaswolle, silikonisiert [durch Schwenken in Silikonisierer (Roth #6287.1) 1:60
in ddH,0O, 1 Woche abdampfen lassen und 10 min bei 120°C backen]
Hybond-ECL Nitrozellulose Membran (Amersham #RPN2020D)
Hybond-N- sowie Hybond-N*-Membran (Amersham #RPN203N sowie #RPN203B)
Objekttrager 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 pm und 0,2 pm (Schleicher & Schuell)
Whatman 1,2 mm-Papier GB 002 (Schleicher & Schuell #10426693)
Whatman 3 mm-Papier GB 005 (Schleicher &Schuell #10426994)

2.3.3 Gerate

Axiophot; Mikroskop mit Epifluoreszenz (Zeiss)

Binokular MS5 (Leica)

Blotting Chamber Mighty-Small 1l [Western-Elektroblot] (Bio-Rad)
Elektrophoresekammer Mighty Small Il SE250/SE260 [SDS-PAGE] (Hoefer)
Elektrophoresekammern Pharmacia GNA-100 und -200 [Nukleinsaduren] (Pharmacia)
ImageMaster VDS [zur Dokumentation von EtBr-Agarosegelen] (Pharmacia Biotech)
Inkubatoren fur die eukaryotische Zellkultur mit CO,-Regelung (Heraeus)

Kryostat HM5000M (Microm)

Laser Scan Mikroskop (Zeiss)

Paraffin-Gewebeinfiltrationsautomat TP 1020 (Leica)

Paraffinausgief3station 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)

34



Material

Semidry Blotting Chamber (Bio-Rad)

Spektralphotometer DU 640 (Beckman)

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); Kihlzentrifugen 2-MK und ZK15 (Sigma);
Kuhlzentrifuge Minifuge RF [15/50 ml R6hrchen] (Heraeus)
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2.3.4 Plasmide

Von hier aufgefuhrten Plasmiden sowie den Vektoren fur alle Zwischenschritte
befinden sich im Anhang Abbildungen der Vektorkarten.

Bezeichnung

pBluescript Il SK(+)

(pBSK)

PCDNA3.1

Gx1

Gx2

pBEHpacl8

pCre-Pac

pBSK:p(A)

lox-HPRT-lox
del Xbal bei Spel

pBSK:frt-NEO-frt

pMJ-Green

Beschreibung

Klonierungsvektor

Eukaryotischer Expressionsvektor

Eukaryotischer Expressionsvektor,
der einen groen  Teil der
3’-Homologie von Connexin31 enthalt

Eukaryotischer Expressionsvektor,
der die codierende Region von
Connexin31 enthalt, ebenso wie einen
groBen Teil der 5°-Homologie und
einen Teil der 3"-Homologie

Eukaryotischer Expressionsvektor

Eukaryotischer Expressionsvektor,
der fur die Cre-Rekombinase und die
Puromyzin-N-Acetyltransferase (Pac)
kodiert

pBluescript mit einem einklonierten
SV40 Polyadenylierungs-Signal

Klonierungsvektor auf der Basis von
pBluescript, der die HPRT Kassette
mit flankierenden loxP Stellen enthalt

Klonierungsvektor auf der Basis von
pBluescript, der eine Neomycin-
Resistenz-Kassette enthalt, die von
frt-Stellen flankiert ist

Eukaryotischer Expressionsvektor;
verbesserte Kombination aus den
beiden Vektoren pBEHpacl8 und
pPpEGFP-N1
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2.3.5 GroRenstandards

Bezeichnung
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
#L.C5925)

FragmentgroR3en

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,

9.162, 10.180, 11.198, 12.216 bp

1.639, 2.036, 3.054, 4.072, 5.090, 6.108, 7.126, 8.144,

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

2.3.6 Bakterienstamme

Bezeichnung
E. coli XL1-blue MRF

MM294-Cre
(Cre-E. coli)

MM294-Flp
(Flp-E. coli)

Eigenschaften und Verwendung

Genotyp: recAl, endAl, gyrA96, thi-1,
A(mcr)A183, A(mcrCB-hsdSMR-
mrr)173, supE44, relAl, lac[F'proAB
lacl9ZAM15 Tn10 (Tet" 12,5 pg/mi)];
Vermehrung von Plasmiden

Genotyp: F, A',supE44, endAl, thi-1,
hsdR17, lacZ::cl857-Cre, Cre-
Rekombinase exprimierende E. coli
Bakterien; Herstellung und
Vermehrung rekombinanter Plasmide

Flp-Rekombinase exprimierende E.

coli Bakterien; Herstellung und
Vermehrung rekombinanter Plasmide

37

Referenz

Bullock et al.,
1987

Buchholz et al.,
1996

Buchholz et al.,
1996



Material

2.3.7 Eukaryotische Zelllinien
Bezeichnung Eigenschaften und Verwendung Referenz

HelLa Aneuploide, epitheloide Cervixkarzinom Linie Jones et al,
(ATCC CCL 2) aus menschlichem Gewebe als 1971
untransfizierte Wildtyp-Zellen (HeLa-WT)

HM1 Embryonale  Stammzellen der Maus, Magin et al,
gewonnen aus dem Mausstamm 1992
Sv129P2/OlaHsd

Cx31 F137L HM1-Ausgangszellen fur BCI, heterozygot diese Arbeit

Klon 158 fur mutiertes Cx31-Allel durch homologe
Rekombination mit dem Austauschvektor
,Cx31 F137L"

2.3.8 Startermolekuile (Oligonukleotid-Primer)

Startermolekile wurden bei MWG bestellt, mit ddH,O auf 100 pmol/pl verdinnt,
aliquotiert a 20-50 ul und bei —20°C gelagert.

[Primername | Sequenz |

Eco_mCx31_F G GAATTC GGC ACC ATG GAC TGG AAG AAG CTC
MCx31F137LP2 GAT GAG CTT GAG GAT GAG GCT

MCx31F137LP3 AGC CTC ATC CTC AAG CTC ATC

Xba_mCx31_V5_R |TGC TCT AGA TCA CGT AGA ATC GAG ACC GAG GAG
AGG GTT AGG GAT AGG CTT ACC AAT GGG GGT CAG
GCT GGG CGC TGA

Xba_mCx31_His_R |TGC TCT AGA TCA ATG GTG ATG GTG ATG ATG AAT
GGG GGT CAG GCT GGG CGC TGA

Xba_mCx31_R TGC TCT AGA AAT GGG GGT CAG GCT GGG CGC TGA
For 3534 mCx31 CCATCT ATA AAT TGG GAG GGG

Rev 5256 mCx31 ACA ATT GGC TAG CTT AGT GAA

Ktr. For. GCC TGG GCT TCC AGC CTC AAT
Ktr. Rev. TGA GTG CGA AGC TGG CCT AGT
Eco_mCx31_R G GAATTC AAT GGG GGT CAG GCT GGG CGC TGA

Mausprimer_For CTC AAA GCT AGT CTG AGA TGC
Genotyp Cre For
Mausprimer_Rev_1 |TAG TTC TAG AGC GGC CAATTC
Cx31 hom Rev
Mausprimer_Rev_2 |GCA TCA CAA GGC TCC TAA GAA
Genotyp Cre Rev
Cx31CR_For GTT CCC TCA GGT GGG CAC AGC
Cx31CR_Rev CGG CTT CACCCCTTC TCT AGC
Cx31 hom_for3 CGAAGATTCTTG CAGTAATCCA
int_probe 5" dig CTG TTG CGA CAT CAATGA GGA
ext_probe dig rev |CTT CCT TCA TCA ACA CCA AAC
Probe_int_for CCA CGT GGT TGC TAG TAT TCG
Probe int rev GAG AAT CTG ATA ATC AAACGA C

38




Material

Probe ext for

GTT GTC TCT AGA TCT ATA ACC

Probe ext rev

GTG TTC TAG AAT GAATGAAGAC

Interne Sonde mit:
Probe int for

CCA CGT GGT TGC TAG TAT TCG

Probe int rev

GAG AAT CTG ATA ATC AAACGA C

externe Sonde mit:
Probe _ext for

GTT GTC TCT AGATCT ATA ACC

Probe ext rev

GTG TTC TAG AAT GAATGA AGAC

ES-Zell-PCR mit:
Cx31 hom Rev

TAG TTC TAG AGC GGC CAATTC

Cx31 hom for3

CGAAGATTC TTG CAG TAATCC A

Cx31-F137L-PCR:
Mausprimer_For
Genotyp Cre For

CTC AAA GCT AGT CTG AGATGC

Mausprimer_Rev_1
Cx31 hom Rev

TAG TTC TAG AGC GGC CAATTC

Mausprimer_Rev_2
Genotyp Cre Rev

GCA TCA CAA GGC TCC TAA GAA

Neo-PCR:

Neo For neu CGT ATATCC TTG ACATAT CCA
Neo Rev 1 GAAGTTTTT CCT GTC ATACTT
Neo Rev 2 TTC GAG GTC GAC TCC ACC GCG
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2.3.9 Mauslinien

[Stamm

Kurzbeschreibung

Referenz

C57BL/6

NMRI

deleter-Flp

PGK-Cre

Cx31KO

Wildtyp-Mausstamm mit schwarzer
Fellfarbe far Zichtungen und
Ruckkreuzungen; Weibchen als

Blastozysten-Spendertiere fur BCI

Wildtyp-Mausstamm, albino, Weibchen als
Empfangertiere fir BCI, vasektomierte
Mannchen zur Erzeugung von schein-
schwangeren Leihmittern (Foster)

Transgene Mauslinie, welche die Flp-
Rekombinase ubiquitar unter der Kontrolle
des menschlichen p-Aktin  Promotors
exprimiert

Transgene Mauslinie, welche die Cre-
Rekombinase ubiquitéar unter der Kontrolle
des PGK Promotors exprimiert

Transgene Mauslinie, welche statt des
Cx31 Gens ein LacZ-Reportergen tragt

Charles River;
eigene Zucht

Charles River;
eigene Zucht

Rodriguez et al.,
2000

Lallemand et al.,
1998

Plum et al., 2002
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2.3.10 Antikorper

Polyklonale Antikoérper

Antikorper Verwendung Spezifitat Referenz/Firma
a-Cx31 P (2ul) Kaninchen anti Connexin31 Zytomed

WB (1:500) C-terminale Domane, (#51-6300)

[IF (1:200)] affinitatsgereinigt
a-Cx30.3 IF  (1:1000) Kaninchen anti Maus erhalten von Jim

Cx30.3, affinitatsgereinigt Nagy,
unpubliziert

a-Cx30 IF (1:500) Kaninchen anti Maus Cx30 Zymed

WB (1:250) (#71-2200)
a-Cx26 IF (1:1000) Kaninchen anti Maus Cx26 Zymed

WB (1:8000) (#51-2800)
a-Cx43 IF  (1:1000) Kaninchen anti Maus Cx43, Christian

WB (1:2000) affinitatsgereinigt Schlicker,

Diplomarbeit
o-Kaninchen- WB Ziegen-1gG gegen F- Dianova
HRP (1:30.000) Kaninchen gekoppelt mit (#111-035-114)
Meerettich-Peroxidase

a-Kaninchen- IF (1:2.000) Ziegen-IgG (H+L) gegen MoBiTec
Alexa F.-Kaninchen gekoppelt mit (#A-11037)
594 (rot) Alexa 594
o-Kaninchen- IF (1:2.000) Ziegen-lgG (H+L) gegen MoBiTec
Alexa F.-Kaninchen gekoppelt mit (#A-11008)
488 (grin) Alexa 488

Monoklonale Antikérper

Antikorper Verwendung Spezifitat Referenz/Firma

o-NeuN IHC (1:100) gegen neuronal nuclei Chemicon
(NeuN) (#MAB 337)

M.O.M.-Kit IHC (1:400) Biotinylated Anti-Mouse IgG Vector Lab
Reagent (#M0315)

IF = Immunfluoreszenz IHC = Immunhistochemie

IP = Immunprazipitation IB = Immunoblot
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3 Methoden

Soweit nicht anders erwahnt, werden grundlegende molekularbiologische
Standardmethoden wie DNS-Spaltungen mit Restriktionsenzymen, Fallen und
Denaturieren von Nukleinsauren, verschiedene Formen der
Agarosegelelektrophorese, Fallung und Konzentrationsbestimmung von DNS nach
den géangigen Laborhandbichern durchgefuhrt (Sambrook und Russell, 2001,
Ausubel et al., 1989-2001). Enzyme und Reagenziensatze werden den

Herstellerangaben entsprechend verwendet.

3.1 Nukleinsaure Praparationen

3.1.1 Plasmid Praparationen aus Bakterien

3.1.1.1 Plasmid Mini Praparation

Die Plasmid Mini Praparation ist eine Methode, um schnell Plasmid-DNS aus
Bakterien zu isolieren. Eine Einzelkolonie wird Uber Nacht im Schuttelinkubator bei
250 bis 300 Upm in 2,5 ml antibiotikahaltigem LB-Medium inkubiert. Von der
Bakteriensuspension werden 1,5 ml in ein Mikroreaktionsgefal3 tberfiihrt und die
Bakterien durch Zentrifugation (10.000 Upm, 1 min) sedimentiert. Der Uberstand wird
dekantiert und das zurlickbleibende Bakterienpellet in 100 ul Alkali-Lsg. 1
resuspendiert. Anschlielend werden 200 ul Alkali-Lsg. 2 zugegeben und der
Gesamtansatz durch Invertieren gemischt. Nach einer funf mindtigen Inkubation
werden zu dem Ansatz 150 ul Alkali-Lsg. 3 gegeben und ebenfalls durch Invertieren
gemischt. Die anschlieBende Zentrifugation (13.000 Upm, 6 min) dient der
Sedimentation der Bakterienzelltrimmer und der daran anhaftenden genomischen
DNS, so dass der Uberstand ausschlieRlich Plasmid-DNS enthalt. Der Uberstand
wird in ein neues Mikroreaktionsgefald Gberfuhrt, in welches zuvor 500 pl 70% EtOH
vorgelegt wurde. Der Ansatz wird erneut gemischt und ein weiterer
Zentrifugationsschritt (13.000 Upm, 10 min) sorgt fir das Sedimentieren der Plasmid-
DNS. Nach einem Waschschritt mit 70% EtOH und anschlieBender Zentrifugation
kann nach Abnahme des Uberstandes und kurzem Trocknen des Sediments die
DNS in 100 ul TE-Puffer aufgenommen werden. Die isolierte DNS ist rein genug, um
mit ihr analytische Reaktionsspaltungen, Klonierungen und Retransformationen

durchfiihren zu kdnnen.
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3.1.1.2 Plasmid Midi Praparation

Diese Methode ermdglicht eine schnelle Isolierung von Plasmid-DNS aus Bakterien.
Es wird jedoch eine grof3ere Menge DNS (50 bis 200 ng) als bei der Plasmid Mini
Préaparation isoliert. Dazu werden 50 ml Bakteriensuspension verwendet. Die
Aufreinigung erfolgt entweder wie unter Plasmid Mini Praparation beschrieben unter
Anpassung der Zentrifugationsgeschwindigkeiten (6.000 Upm) und Lésungsvolumina
(Alkali-Lsg. 1: 1,66 ml; Alkali-Lsg. 2: 3,3 ml; Alkali-Lsg. 3: 2,5 ml; absolutes EtOH 7,5
ml) oder alternativ durch Einsatz des Jetstar 2.0 Plasmid MIDI Kit der Firma
Genomed.

3.1.1.3 Endotoxin-freie Plasmid Maxi Praparation

Zur Praparation groRer Mengen an Plasmid-DNS (bis zu 500 pg) mit héchstem
Reinheitsgrad ohne Verunreinigungen durch bakterielle Proteine oder RNS wird der
EndoFree Plasmid Maxi Kit der Firma Quiagen verwendet. Die Isolierung der zur
Transfektion embryonaler Stammzellen benétigten Plasmide erfolgt nach
Herstellerangaben unter Verwendung von Einmal-Kunststoffpipetten. Die isolierte
und sedimentierte Plasmid-DNS wird unter sterilen Bedingungen in endotoxin-freiem

TE-Puffer aufgenommen und weiterverwendet.

3.1.2 Isolierung genomischer DNS

3.1.2.1 Isolierung genomischer DNS aus embryonalen Stammzellen

Um ES-Zellen mit Hilfe der PCR schnell auf homologe Rekombination testen zu
kdnnen, wird von einer mit HM1-Zellen konfluent bewachsenen 48-Loch-
Kulturschalenvertiefung nach dem Trypsinieren die Halfte der Zellsuspension in ein
PCR-Reaktionsgefald Uberfuhrt und die Zellen durch Zentrifugation (13.000 Upm, 5
min) sedimentiert. Die Zellen werden nach Absaugen des Uberstandes durch
Zugabe von 100 pul H20 mit 1 ul Proteinase K-L6sung und einer Inkubation von
30 min bei 55°C lysiert. Dieses Lysat wird vor dem Einsatz zur PCR kurz auf dem
Strudelmischer gemischt.

Fur eine Southern-Blot Analyse wird ein konfluent bewachsener T25-Kolben
eingesetzt. Es erfolgen zwei Waschschritte mit PBS™ und anschlieRend eine
Inkubation mit ES-Lysispuffer fir 1 h auf dem Schiuittler. AnschlielRend wird das Lysat
in ein 13 ml Schraubdeckelreaktionsgefal3 Uberfihrt und 2 Tage bei 55°C im

Wasserbad inkubiert. Es wird nach Abkihlen ein gleiches Volumen Isopropanol
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zugegeben und durch Invertieren mit dem Lysat vermischt. Die DNS fallt dabei als
Flocke aus. Sie kann mittels einer sterilen Pipettenspitze in ein anderes
Schraubdeckelreaktionsgefald tberfihrt werden in dem 5 ml 70% EtOH vorgelegt
wurde. Die DNS-Flocke wird durch Abzentrifugieren (6.000 Upm, 5min) und erneuter
Zugabe von 5 ml 70% EtOH gewaschen, bevor sie bei RT 15 min getrocknet und
anschlieBend in 100 bis 400ul TE-Puffer aufgenommen wird. Zum vollstandigen
Losen wird der Ansatz 1 h bei 55°C im Wasserbad inkubiert, bevor etwa 10 pul des
Ansatzes zur Restriktionsspaltung und anschlieBender Southern-Blot Analyse

eingesetzt werden.

3.1.2.2 Isolierung genomischer DNS aus Schwanzspitzen von Mausen

Fur die Genotypisierung von Mausen wird eine 0,5 bis 1 cm lange Schwanzbiopsie in
400 pl Laird-Puffer (Laird et al., 1991) mit 3 ul Proteinase K-Losung bei 55°C UN
lysiert. Haare und unlésliche Zellrickstande werden durch Zentrifugation (13.000
Upm, 5 min) abgetrennt und der klare Uberstand in ein neues, mit der Tiernummer
beschriftetes Reaktionsgefald tberflhrt. Durch Zugabe von 500 pl Isopropanol und
mehrmaligem Invertieren wird die DNS als Flocke sichtbar. Nach erneuter
Zentrifugation (13.000 Upm, 15 min) wird der Uberstand entfernt. Die DNS wird durch
Zugabe von 500 pul 70% EtOH und Zentrifugation (13.000 Upm, 5 min) gewaschen.
Der Uberstand wird wiederum sorgfaltig entfernt, die DNS 5 min bei RT getrocknet,
anschlieBend in 100 pl TE-Puffer aufgenommen und UN bei 55°C in LOsung
gebracht. Fir PCR-Analysen wird 1 ul DNS-LOsung eingesetzt.

3.2 Konzentrationsbestimmungen von Nukleinsauren

3.2.1 Photometrische Konzentrationsbestimmung

Konzentration und Reinheit von Nukleinsduren konnen anhand der Absorption von
UV-Licht bestimmt werden. Das Absorptionsmaximum der heterozyklischen
Nukleotidbasen liegt bei 260 nm (A260) und das der aromatischen Aminosaurereste
bei 280nm (A280).

Die Absorptionen von Nukleinsaurelosungen werden bei 260 nm und 280 nm gegen
TE-Puffer als Referenz gemessen (Quarzkivetten). Eine Absorptionseinheit
entspricht bei einem Strahlengang von 1 cm Lange einer Konzentration von 50 pg/ml
(DNS) bzw. 40 pg/ml (RNS). Der Quotient A260/A280 gibt Auskunft Uber den
Reinheitsgrad der Losung und sollte fur DNS zwischen 1,8 und 2,0 bzw. fir RNS
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zwischen 1,9 und 2,2 liegen. Niedrigere Werte deuten auf eine Verunreinigung durch

UV-absorbierende Stoffe (Proteine, Phenole) hin.

3.2.2 Konzentrationsabschatzung im Gel

Der Vorteil dieser Methode liegt neben der Konzentrationsabschatzung auch in der
Kontrolle der Qualitdt der Nukleinsauren anhand des Bandenmusters. AulRerdem
koénnen im Gel Nukleinsdurekonzentrationen dargestellt werden, welche fur eine
photometrische Bestimmung zu gering sind.

Die Konzentrationsbestimmung erfolgt Gber einen Bandenintensitatsvergleich der
Probe unbekannter Konzentration mit einer Probe bekannter
Nukleinsdurekonzentration (200 ng A-DNS, Hindlll). Hierbei wird die zur
Konzentration proportionale Leuchtintensitat einer Bande in einem Ethidium-Bromid-

Agarosegel mit derjenigen des Referenzstandards verglichen.

3.3 Herstellung rekombinanter Plasmide

3.3.1 Gewinnung der gewiinschten DNS-Fragmente

3.3.1.1 Partielle Spaltung von Plasmiden

Soll Plasmid-DNS mit einem Enzym gespalten werden, dessen Erkennungssequenz
mehrfach in dem Vektor vorhanden ist, so ist eine partielle Spaltung notwendig um
das bendtigte Fragment zu erhalten. Dazu werden etwa 20 pg Plasmid-DNS mit bis
zu 10 U Restriktionsenzym in einem 20 pl Ansatz versehen und bei optimaler
Temperatur inkubiert. Diese kann je nach verwendetem Enzym unterschiedlich sein.
Nach 10 sec, 20 sec, 30 sec, 45 sec, 1 min, 90 sec, 2 min, 3 min, 5 min und 10 min
werden jeweils 2 ul des Ansatzes abgenommen und in ein Reaktionsgefald tberfuhrt,
in dem 5 pl Partialverdau-Stop-Lsg. und 3 pl DNS-Ladepuffer vorgelegt sind, welches
anschlieBend sofort in flissigen Stickstoff Uberfihrt wird. Die Analyse der
Partialspaltungen erfolgt Gber eine Agarosegelelektrophorese unter Beriicksichtigung

der Agarosekonzentration in Bezug auf die erwarteten DNS-Fragmentlangen.

3.3.1.2 Elution von DNS-Fragmenten aus dem Gel

DNS-Fragmente verschiedener Lange kdnnen nach einer Agarosegelelektrophorese
aus den Agarosegelen isoliert werden. Das gewiunschte DNS-Fragment wird mit
einem Skalpell unter Verwendung einer Handlampe mit langwelligem UV-Licht (365
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nm) aus dem ethidiumbromidhaltigen Gel ausgeschnitten. Zur Praparation von DNS-
Fragmenten aus dem Gel werden die Reagenziensatze QIAquick Gel Extraction Kit
(Qiagen) oder Perfectprep Gel Cleanup Kit (Eppendorf) nach Herstellerangaben
verwendet und die DNS in 30 pl ddH,O oder TE-Puffer eluiert.

3.3.2 Modifikationen und Ligation von DNS-Molekilen

3.3.2.1 Auffillen klebriger Enden (blunten)

Klonierungen erfordern mitunter durch Restriktionsendonukleasen erzeugte, nicht
kompatible, Uberhdngende Enden zu glatten, um eine Ligation Uber glatte Enden zu
ermdglichen. Dies erfolgt durch dNTP-Molekile in 5'-3'-Richtung, welche mit Hilfe
des Klenow-Fragmentes der DNS-Polymerase | aus E. coli aufgefillt werden.

Dazu wird der Restriktionsansatz gegebenenfalls in Puffer H oder B (Roche)
umgepuffert und mit 1 pl Klenow-Polymerase (1 U/ul, Roche #1008404) sowie 1 ul
dNTP-Mix (Hybaid-AGS #DNTP-MIX-M [2 mM/ul]) versetzt und 30 min bei 37°C
inkubiert. AnschlieRend wird der Ansatz gelelektrophoretisch aufgetrennt und das
gewilnschte Fragment aus dem Gel eluiert.

3.3.2.2 Dephosphorylierung von Vektorrickgraten

Die aus einer Restriktionsspaltung oder einer Auffullreaktion erhaltenen DNS-
Molekule besitzen an ihren 5-Enden Phosphatgruppen. Diese ermdglichen es dem
Vektor, auch ohne Integration eines einzuklonierenden Fragmentes (Passagier-DNS)
nach der Ligation vermehrungsfahige Plasmide zu erzeugen. Um eine Religation zu
minimieren und den Anteil der Passagier-DNS tragenden Plasmide zu erh6hen,
werden die freien 5'-Phosphatgruppen durch Dephosphorylierung mit einer
alkalischen Phosphatase aus Krabben (SAP = shrimp alkaline phosphatase) entfernt.
Dazu werden zu 30 pl geleluiertem DNS-Fragment 3 pl SAP-Puffer und 1 pl (1 U)
SAP (Roche #1758250) gegeben und der Ansatz 15 min bei 37°C inkubiert.
Anschlie3end wird nochmals 1 pl SAP zugefiigt und der Ansatz wiederholt inkubiert
(15 min, 37°C). Durch eine Inkubation von 20 min bei 65°C wird die Phosphatase
hitzeinaktiviert. Die so dephosphorylierte DNS kann bei —20°C gelagert werden.

3.3.2.3 Ligation von DNS-Fragmenten
Mit Hilfe der T4-Ligase lassen sich intra- bzw. intermolekulare Verknipfungen freier

DNS-Enden durchfiihren, wodurch rekombinante Plasmide aus Vektor- und
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Passagier-DNS entstehen konnen. Die Ligation kann zwischen kohasiven oder
glatten DNS-Enden erfolgen.

Es werden &quimolare Mengen Vektor- (etwa 25 ng) und Insert-DNS (etwa 75 ng),
1pl 10x Ligationspuffer ad 9 ul mit ddH,O und 1 pl (1 U) T4-DNA-Ligase (Roche
#481220) in ein MikroreaktionsgefaR auf Eis pipettiert und der Ansatz UN bei 16°C
inkubiert. Der inkubierte Ansatz kann anschlie3end zur Transformation eingesetzt

werden.

3.4 Transformation

Als Transformation bezeichnet man die Aufnahme freier DNS von prokaryotischen
Zellen. Dieser Vorgang wird im Labor mit Hilfe speziell hergestellter kompetenter
Bakterien durchgefuhrt, deren Zellwand durch Schwermetalle pords gemacht worden

ist, wodurch sie leichter freie DNS aufnehmen kdnnen.

3.4.1 Herstellung transformationskompetenter Bakterien

Mit einer Einzelkolonie des erwiinschten Bakterienstammes werden 2 ml LB-Medium
UN bei 37°C und 250 Upm kultiviert. Am nachsten Tag werden 70 pl der stationaren
Kultur in 7 ml LB-Medium Gberfihrt und 2-3 h bei 37°C und 250 Upm bis zu einer
ODsoo Von 0,8 in eine exponentielle Wachstumsphase gebracht. Von dieser Vorkultur
werden 5 ml zu 100 ml vorgewdrmtem LB-Medium gegeben und so lange bei 37°C
und 250 Upm Kkultiviert, bis eine ODgypo von etwa 0,5 erreicht ist. Die Kultur wird
anschlieBend in zwei 50 ml Falcon-Roéhrchen aufgeteilt und etwa 5 min auf Eis
gekuhlt. Anschlie3end werden die Bakterien durch Zentrifugation (5 min, 5.000 Upm,
4°C) sedimentiert und der Uberstand abgenommen. Die Zellen werden vorsichtig auf
Eis in je 10 ml eiskaltem Transformationspuffer TFB | resuspendiert und 10 min auf
Eis inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation (s.0.) und Verwerfen des Uberstandes
werden die Zellen in je 2 ml sterilem, eiskaltem Transformationspuffer TFB Il
resuspendiert und in Aliquots zu jeweils 100 ul in flissigem Stickstoff
schockgefroren. Die so hergestellten kompetenten Bakterien kénnen bei —70°C etwa

ein Jahr gelagert werden.

3.4.2 Transformation in XlI-1 blue E. coli Bakterien
Ein Aliquot im Eisbad aufgetauter kompetenter Bakterien wird auf den

Ligationsansatz gegeben und 30 min auf Eis inkubiert. Anschlieend wird der Ansatz
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1 min bei 42°C inkubiert und sofort 5 min auf Eis abgekihlt. Zu dem Ansatz werden
450 pl LB-Medium pipettiert und 1 h inkubiert (37°C, 250 Upm). Dies ermoglicht die
Auspragung des auf dem Plasmid kodierten Resistenzgens. AnschlielRend werden
100 ul und 900 pl der Bakteriensuspension auf zwei antibiotikahaltige LB-Agarplatten
ausplattiert und gewendet UN bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Danach kénnen die

Platten bei 4°C etwa 2 Monate gelagert werden.

3.4.3 Transformation in MM294-Flp und MM294-Cre E. coli Bakterien

Die Besonderheit dieses Bakterienstammes liegt darin, dass die ortsspezifische
Rekombinase Flp bzw. Cre stabil in das Bakteriengenom integriert wurde (Buchholz
et al., 1996). Dies ermdglicht Uber die Transformation von Plasmiden einen
Funktionalitdtsnachweis der in den Vektor inserierten frt- bzw. loxP-Sequenzen durch
die Deletion des flankierten DNS-Abschnittes. Die Transformation erfolgt wie oben
beschrieben. Die Inkubation einer entsprechenden Flussigbakterienkultur erfolgte wie
fir eine analytische Mini-Plasmid Pré&paration, jedoch abweichend bei 30°C statt
37°C.

3.5 Sequenzierung

3.5.1 Auftragssequenzierungen

DNS-Sequenzen wurden von den Firmen Agowa sequenziert. Zu diesem Zweck
wurden die zu sequenzierenden Plasmid-DNS oder mittels PCR amplifizierte DNS,
jeweils wie von der Firmen Agowa vorgegeben, praparativ isoliert. Als
Startermolekile far die Sequenzierung dienten entweder die
Standardstartermolekile wie z. B. T7 oder T3 oder sie wurden von der Firma Agowa

aus vorgegebenen Sequenzen abgeleitet.

3.5.2 Sequenzanalyse

Die Auswertung der ermittelten Sequenzen erfolgte durch das Sequenzanalyse-
Programm ,Heidelberg Unix Sequenz Analysis Resources” (HUSAR), welches auf
dem Genius-Rechner des deutschen Krebsforschungszentrums im Internet zur
Verfugung steht (http://genome.dkfz-heidelberg.de). Weiterhin wurden Se-
qguenzvergleiche und Promotoranlysen im Internet mit Hilfe der Datenbanken des
.National Center for Biotechnology Information*” durchgefuhrt

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).
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3.6 Zellkultur

3.6.1 Zellkultur embryonaler Stammzellen

3.6.1.1 Embryonale HM1 Stammzellen der Maus

HM1 embryonale Stammzellen (ES-Zellen) wurden von Magin et al. (1992) aus
mannlichen, agoutifarbenen Blastozysten des Mausstammes Sv129P2/OlaHsd
isoliert. Sie werden auf gelatinisierten Zellkulturschalen in Gegenwart von ldslichem
LIF und in Abwesenheit von Fibroblasten (,feeder-Zellen®) kultiviert. Die Kultivierung
von embryonalen Stammzellen erfolgt in Heraeus-Inkubatoren in einer wassrigen
Atmosphéare bei 37°C und 5% CO,-Gehalt. Theis et al. verdffentlichten 2000 weitere

Angaben zu Kultur, Transfektion und Analyse.

3.6.1.2 Allgemeine Kulturbedingungen

HM1 Zellen werden in ES-WT-Medium gehalten, welches taglich gewechselt wird.
Bei geringer Zelldichte kann es auch, z. B. nach der Isolierung von Einzelklonen,
sinnvoll sein das Medium erst nach zwei bis drei Tagen zu wechseln. Gesplittet
werden HM1 Zellen durch Trypsinisierung bei einer Konfluenz von 80 bis 100%.
Anschliel3end werden sie mit einer Verdinnung von 1:2 bis 1:5 wieder ausplattiert.
Bei Kultur der Zellen in 48- oder 24-Loch-Kulturschalen werden die Zellen ohne
Zentrifugation gesplittet, bei groReren Kulturvolumina werden sie nach dem
Trypsinieren abzentrifugiert. Fur eine Trypsinierung wird das verbrauchte
Kulturmedium abgesaugt, die Zellen einmal in ES-PBS gewaschen und
anschlieBend etwa 1/10 des Kulturvolumens an ES-Trypsin zugegeben. Danach
werden die Zellen 5 min bei 37°C inkubiert, anschlieend wird ES-WT-Medium
zugegeben und die Zellen grundlich vereinzelt. Die sich in Suspension befindlichen
Zellen werden in ein 15 ml Zentrifugationsréhrchen Gberfihrt und mittels einer
Zentrifugation (5 min, 800 Upm, RT) pelletiert. Der Uberstand wird abgesaugt und die
Zellen in einer entsprechenden Menge ES-WT-Medium aufgenommen. Die ES-
Zellen werden dann angemessen verdunnt auf gelatinisierte (Inkubation von 5 min
mit 0,1%iger Gelatine Arbeitsldsung) Kulturschalen ausplattiert. Die Volumina der
Medien in den Kulturschalen werden auf die fir das entsprechende Gefald tbliche
Menge mit ES-WT-Medium aufgefillt. Auf den Zellkulturgefal3en wird die nach jeder
Trypsinierung um eins erhdhte Passagenzahl notiert.
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3.6.1.3 Transfektion von HM1 Zellen mittels Elektroporation

Als Transfektion wird die Aufnahme freier Plasmid-DNS durch eukaryotische Zellen
bezeichnet. Bei der stabilen Transfektion wird auf das Ereignis der stabilen
Integration der transfizierten DNS in das Genom der Ausgangszellen selektioniert.
Die stabile Transfektion von HM1 ES-Zellen erfolgt mittels der Elektroporation von
linearisiertem Plasmid. Dazu werden 200 bis 300 pg des Austauschvektors
eingesetzt. Dieser wurde zuvor mittels des Qiagen EndoFree Plasmid Maxi Kit
aufgereinigt, durch Restriktionsspaltung linearisiert, durch Isopropanolzugabe gefallt,
zweimal mit 70 % EtOH gewaschen und in 100 pul TE-Puffer aufgenommen. HM1 ES-
Zellen werden mit mdglichst niedriger Passagenzahl unter Standardbedingungen
kultiviert und bis zur Konfluenz eines T75-Kolbens herangezogen. Die ES-Zellen
werden wie zur Passage trypsinisiert und die Zellkonzentration der
Einzelzellsuspension in einer Neugebauer-Zahlkammer bestimmt. Nach einer
Zentrifugation (5 min, 800 Upm) und Abnehmen des Uberstandes werden die Zellen
in so viel HBS-Puffer aufgenommen, dass in 800 pl 3 x 10" Zellen enthalten sind.
800 ul Zellsuspension werden mit 100 ul linearisiertem Austauschvektor vermischt
und luftblasenfrei in eine Elektroporationskiivette mit 4 mm Elektrodenabstand
uberfuhrt. Die eigentliche Elektroporation erfolgt durch Anlegen einer Spannung von
0,8 Kilovolt mit einer Kapazitdt von 3 Mikrofarad mittels des Biorad Gene Pulser
(Biorad, Munchen). Nach einer Inkubation von 10 min bei RT werden die Zellen
vorsichtig in 20 ml ES-WT-Medium resuspendiert und auf mehrere gelatinisierte
10 cm-Zellkulturschalen mit 10 ml ES-WT-Medium unterschiedlicher Verdinnungen
ausplatiert. Dabei variiert man die Zellmenge im Bereich von 1,5 x 10° Zellen (1 ml)

pro Schale.

3.6.1.4 Selektion auf stabile Integration und homologe Rekombination

Man selektioniert auf die Anwesenheit des im Austauschvektor integrierten
Selektionsmarkers Neomyzin. Diese Selektion erfolgt indem man das ES-WT-
Medium 24 h nach der Elektroporation durch ES-Selektionsmedium ersetzt. Dieses
wird alle zwei Tage gegen frisches ES-Selektionsmedium ausgetauscht und damit
auch die abgestorbenen Zellen entfernt. Kolonien resistenter Zellen lassen sich als
Klone nach etwa flinf Tagen mikroskopisch erkennen, erreichen jedoch erst nach
etwa zehn Tagen eine GrofRe, welche die Isolierung der einzelnen Zellklone
ermoglicht. Dazu werden die Klone jeweils mit Hilfe einer Kolbenhubpipette und
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gelben Spitzen unter dem Mikroskop von der Kulturschale abgeschabt, in 150 pl
Kulturmedium aufgesaugt und in eine Vertiefung einer gelatinisierten 48-Loch-
Kulturschale Uberfiihrt. Die Zellen werden durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren
vereinzelt. Abschliel3end erfolgt die Zugabe von ES-WT-Medium, das alle zwei Tage
gewechselt wird, bis der Zellklon eine ausreichende Konfluenz besitzt, um auf eine
grof3ere Kulturfliche umgesetzt zu werden.

Bei einem ersten Trypsinierungsschritt der vereinzelten resistenten ES-Zellklone von
der Ausgangs 48-Loch- auf eine frische 48-Loch-Kulturschale wird ein Drittel der Zell-
suspension abgenommen, daraus die genomische DNS der Zellen isoliert und zur
Genotypisierungs-PCR eingesetzt. Die Expansion der in der PCR als erfolgreich 5’
homolog rekombiniert identifizierten Klone erfolgt schrittweise tber eine 24-, 12- und
6-Loch-Kulturschale und schliel3lich Uber einen konfluent gewachsenen T25 Kolben
zu einem T75 Kolben (2/3 der Zellen des T25 Kolbens) und zwei T25 Kolben (je 1/6
der Zellen). Die Zellen des T75 Kolbens werden jeweils gedrittelt (so ergibt sich eine
ausreichende Menge fir einen T25 Kolben) und fir eine eventuelle spétere
Blastozysten-Injektion eingefroren. Die Zellen der beiden T25 Kolben werden zur Ge-
winnung genomischer DNS fiur eine anschlie3ende Southern-Blot Hybridisierung und

fur eine Karyotypanalyse eingesetzt.

3.6.1.5 Karyotyp-Analyse homolog rekombierter ES-Zellklone

Es ist wichtig, dass die ES-Zellen ihren normalen Karyotyp von 40 akrozentrischen
Chromosomen wahrend der Kulturphase beibehalten. Dies ist fur die Gewinnung von
keimbahngangigen Chimaren nach der Blastozysteninjektion der ES-Zellen
essentiell. Daher werden alle potentiell fir die BCI einzusetzenden ES-Zellklone
einer vorherigen Karyotypanalyse unterzogen.

Durch eine Inkubation von 50 min (37°C, 5 % CO,) mit 0,1 pg/ml Demecolcine (2 ml
ES-WT-Medium + 40 pl Demecolcine) werden die Zellen eines konfluent
bewachsenen T25-Kolbens in der Metaphase der Mitose arretiert. Die Zellen werden
anschlieBend mit PBS™ gewaschen, trypsiniert und in einem 50 ml Ro6hrchen
pelletiert. Durch Klopfen werden die Zellen in 1 ml isotonischer KCI-Lésung
resuspendiert. Die Zugabe von weiteren 3 ml isotonischer KCI-Lésung und
vorsichtiges Mischen fir 10 min bei RT bringt die ES-Zellen zum osmotischen
Schwellen. Anschliel3end werden die Zellen sedimentiert (5 min, 700 Upm, RT), der

Uberstand abgesaugt und das Zellpellet durch tropfenweise Zugabe von eiskaltem,
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frisch angesetztem Methanol/Eisessig (3:1) durch Klopfen resuspendiert. Bei einer
Inkubation von 5 min bei RT findet eine erste Fixierung statt, die nach erneuter
Sedimentation (5 min, 1.200 Upm, RT) zweimal in dem Methanol/Eisessig-Gemisch
wiederholt wird. AbschlielRend werden die Zellen in 1 ml Methanol/Eisessig-Gemisch
aufgenommen und zum Aufplatzen der Zellkerne mit einer Pasteurpipette aus 80 bis
100 cm Hohe auf saubere Objekttrager getropft. Die Chromosomen werden durch
eine Inkubation in Giemsa Farbelésung (Roth) angefarbt und die Objekttrager unter
Leitungswasser gespult. Nach Lufttrocknung der Objekttrager werden die Zellen /
Chromosomen mit Entellan (Merck) unter Deckglasern eingedeckelt. Mindestens 15
auswertbare Chromosomen-Anhaufungen einzelner mitotisch arretierten Zellen wer-

den pro ES-Zellklon an einem Zeiss-Axiophot mit Phasenkontrastoptik ausgezabhilt.

3.6.1.6 Einfrieren von HM1 Zellen

Zum Einfrieren werden die ES-Zellen eines T25 Kolbens nach dem Trypsinieren in
10 ml ES-WT-Medium aufgenommen. In einem 15 ml Zentrifugationsréhrchen
werden die Zellen fir 5 min bei 800 Upm und Raumtemperatur sedimentiert, in
1,5 ml ES-WT-Medium aufgenommen und gut resuspendiert. In drei beschriftete
Einfrierampullen wird jeweils 500 ul ES-Einfriermedium vorgelegt, anschlie3end
ebenfalls je 500 ul der Zellsuspension zugegeben und grundlich vermischt. Die
Ampulle wird in einer Zell-Einfrier-Box bei —80°C eingefroren, durch die Bauart der
Box wird eine Abkihlung von 10°C pro Stunde gewahrleistet. Nach 48 h wird die
Ampulle in flissigen Stickstoff Gberfuhrt.

3.6.1.7 Auftauen von HM1 Zellen

Zum Auftauen wird eine Ampulle aus dem flussigem Stickstoff in ein 37°C
Wasserbad dberfuhrt. Die aufgetauten Zellen werden dann in ein 15 mi
Zentrifugationsrohrchen tberfuhrt, in dem 9 ml ES-WT-Medium vorgelegt wurden.
Nach einer Zentrifugation (5 min, 800 Upm, RT) wird das Zellsediment in 5 ml ES-
WT-Medium aufgenommen und vorsichtig resuspendiert. Die Zellsuspension wird auf

einer gelatinisierten 6-Loch-Schale rekultiviert.
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3.6.1.8 Transduktion von Cre-Protein (HTNC) in homolog rekombinierte HM1
Zellen

Bei der Transduktion wird statt DNS direkt das gewlnschte Protein, in diesem Fall
die Cre-Rekombinase verwendet. Man umgeht so eine transiente Transfektion (durch
Elektroporation) mit einem Cre-Vektor. In dieser Arbeit wurde sowohl die
Transfektion als auch die Transduktion verwendet, um die Cre-Rekombinase in die
Zellen einzubringen. Die zu transduzierenden Zellen werden auf gelatinisierten 24-
Vertiefungs-Kulturschalen in 500 ul ES-WT-Medium ausplatiert, so dass sie eine
Konfluenz von 70 bis 90 Prozent besitzen. Vier Stunden nach dem Aussaen wird
zum ES-WT-Medium 2,5 uM (4,2 ul); 5 uM (8,3 ul); 10 uM (16,6 pul) Cre-Protein
(HTNC) zugegeben. Nach weiteren 16 h Kultur wird das Medium gegen ES-WT-
Medium ausgetauscht. Nach weiteren 4-8 h Kultur werden die Zellen auf
gelatinisierten 10 cm-Kulturschalen in Verdinnungen von 1:100; 1:1000; 1:2500;
1:5000 ausplatiert. Dies erreicht man durch Aufnahme der Zellen von einer 24-Loch-
Schale in 20 ml Medium und Ausplattieren von 5 ml; 0,5 ml; 0,2 ml;
0,1 ml auf jeweils einer gelatinisierten 10 cm-Kulturschale. Dabei fillt man das
Gesamtmediumvolumen jeweils auf 10 ml auf. Alle ein bis zwei Tage werden die
Zellen mit frischem ES-WT Medium versorgt, bis nach einigen Tagen die Klone so
weit gewachsen sind, dass sie auf gelatinisierte 48-Loch Kulturschalen Uberfiihrt
werden konnen. Bei der Weiterkultur von diesen Klonen wird beim Uberfiihren von
48- auf 24-Loch-Kulturschalen etwa 200 ul von der Zellsuspension zur PCR-Analyse

eingesetzt.

3.6.2 Zellkultur von HeLa-Zellen

3.6.2.1 Kulturbedingungen fur HeLa-Zellen

Als Medium fur die HeLa Wildtypzellen dient D10-Medium. Die Inkubation erfolgt bei
10 % CO; in Brutschrankatmosphare. Bei stabil transfizierten HeLa Zelllinien wird als
Selektionsdruck zusatzlich ein entsprechendes Antibiotikum hinzugefigt. Hela-
Zellen werden in unbeschichteten, verschieden grof3en Plastikzellkulturschalen (Fal-
kon) kultiviert. Das Medium der Zellen (z. B. 10 ml bei einer 10 cm Schale) wird alle
zwei bis drei Tage gewechselt, wobei meist nach diesem Zeitraum auch ein Aufteilen
der Zellen stattfindet. Aufgeteilt werden HelLa-Zellen bei einer Konfluenz von etwa
90 % in einer Verdinnung von 1:3 bis 1:15. Dazu wird das Medium mit Glas-Pasteur-

Pipetten abgesaugt, die Zellen zweimal mit 10 ml PBS~ gewaschen und
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anschlieBend etwa 1 ml Trypsin-Lsg. zugegeben (Angaben fir 10 cm Schale). Nach
einer Inkubation von ca. 3 min bei 37°C l6sen sich die Zellen von der Kulturschale
ab. AnschlieBend wird das Trypsin durch Zugabe des entsprechenden Mediums
inaktiviert und die sich in Suspension befindlichen HelLa-Zellen in der gewiinschten
Verdinnung neu ausplattiert. Die neuen Kulturschalen werden mit frischem Medium
auf das Kulturvolumen aufgefullt. Sollen die Zellen nicht aufgeteilt werden, so werden
die Zellen zweimal mit PBS™ gewaschen und wieder frisches Medium zugegeben. Fur
Plastikgefal3e anderer Grol3e werden die Medienmengen entsprechend skaliert.

3.6.2.2 Einfrieren von HelLa-Zellen

Zum Einfrieren von HelLa-Zellen werden die Zellen einer zu 90 % konfluenten 10 cm
Schale nach dem Trypsinieren in 6 ml Medium aufgenommen und in 15 ml Réhrchen
Uberfuhrt. Diese Suspension wird zentrifugiert (10 min, 800 Upm, RT), nach dem Ab-
saugen des Uberstandes die sedimentierten Zellen in 900 pl frischem D10-Medium
(ohne Antibiotikum) aufgenommen und resuspendiert. Diese Suspension wird zu 100
pl DMSO pipettiert, welches in einer Einfrierampulle vorgelegt und nach Verschlie3en
der Ampulle kurz gemischt wird. Die Ampulle wird sofort auf Eis gesetzt und
anschlieBend in ein Einfriergefald (Nalgene) transferiert. Nach einem Tag wird die
Ampulle in die flissige Phase des Stickstoffs tberfuhrt, in der eine Langzeitlagerung
moglich ist.

3.6.2.3 Auftauen von HelLa-Zellen

Zum Auftauen wird die Einfrierampulle moglichst kurz bei 37°C im Wasserbad
aufgetaut und der Inhalt in ein 15 ml Rohrchen pipettiert, in dem 9 ml D10-Medium
vorgelegt sind. Nach Zentrifugation (10 min, 800 Upm, RT) wird der Uberstand
abgesaugt, die sedimentierten Zellen in frischem Medium resuspendiert und auf

einer 10 cm Schale ausplattiert.

3.6.2.4 Transfektion von HelLa-Zellen mit Hilfe der Kalziumphosphat-
Prazipitation

Als Transfektion bezeichnet man die Aufnahme freier DNS von eukaryotischen
Zellen. Als effizienteste Transfektionsmethode fur HelLa-Zellen erwies sich der
Einsatz von DNS-Kalziumphosphatprazipitaten mit BBS-Puffer (Dr. Joachim Degen,

personliche Mitteilung). Die Kalziumphosphat-Prazipitation ist eine von Chen und
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Okayama entwickelte Methode (Chen und Okayama, 1987). Fir die Transfektions-
effektivitat ist vor allem der pH-Wert des BBS-Puffers entscheidend. Bei genau
justiertem pH-Wert bildet sich ein feinkdrniges DNS-Prazipitat, das von den Zellen
effizient aufgenommen wird.

Die zu transfizierenden HelLa-Wildtypzellen werden acht bis zwdlf Stunden vor der
Transfektion auf 10 cm Kulturschalen ausplattiert, so dass nach dieser Zeit eine
Konfluenz von etwa 60 % erreicht wird. Zur Transfektion werden 20 pg Plasmid-DNS
pro 10 cm-Kulturschale in 500 upl CaCl,-Losung gelést und dieses Gemisch
tropfenweise unter standigem Schdtteln in 500 pl 2-fach BBS (pH 6,95) pipettiert (15
ml Rohrchen). Das Gemisch wird 10 min bei RT inkubiert und schlief3lich vorsichtig
tropfenweise in das Medium (D10; 10 ml) der zu transfizierenden Zellen pipettiert.
Die so behandelten Zellen werden fir 12 h (5 % CO,) inkubiert und anschliel3end
nach zweimaligem Waschen mit PBS™ weitere 48 h (10 % CO,) in D10-Medium kulti-

viert.

3.6.2.5 Selektion und Isolierung stabiler HeLa-Zellklone

Nach 48 h Inkubation in D10-Medium sollten alle transfizierten Zellen das auf dem
Plasmid kodierte Resistenzgen exprimieren, wodurch eine Selektion mit D10-
Antibiotika-Medium moglich ist. Die Zellen werden nach zweimaligem Waschen mit
PBS™ von den 10 cm-Kulturschalen trypsiniert und in Verdinnungen von 1:5 bis 1:80
in antibiotikahaltigem Medium auf neue 10 cm-Kulturschalen verteilt und kultiviert.
Nach vier bis funf Tagen sollten die Zellen abgestorben sein, die den Vektor nicht
aufgenommen haben und somit keine Resistenz gegen das jeweilige Antibiotikum
besitzen. Nach etwa einer weiteren Woche in Kultur sollten die Zellen absterben, die
den Vektor nicht in ihr Genom integriert haben. Nach etwa elf Tagen Kultur in Se-
lektionsmedium sind auf einigen Kulturschalen, je nach Verdiinnung, einzelne Zellan-
sammlungen (Klone) zu erkennen, die auf eine einzelne Ausgangszelle
zurickzufihren sind. Nachdem eine ausreichende Grof3e der HelLa-Klone erreicht
ist, werden die Zellen eines einzelnen Klons mit Hilfe einer gelben Spitze von der
Kulturschale vorsichtig abgeschabt und aufgesaugt. Die Isolierung der Zell-Klone
erfolgt unter Beobachtung mit einem Lichtmikroskop bei 100-facher Vergrof3erung.
Diese Zellen werden in eine Vertiefung einer Kulturschale mit 48 Vertiefungen
(Falcon) pipettiert, in die 500 pl D10-Medium vorgelegt werden. Durch Mischen wird

die Kolonie gut vereinzelt. Die auf diese Weise isolierten Klone werden im
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Brutschrank weiter kultiviert und vermehrt, bis gentigend Zellen zur Charakterisierung

der einzelnen Klone sowie zum Einfrieren zur Verfigung stehen.

3.6.3 Kopplungsuntersuchungen an HeLa-Zellen

Kopplungsstudien an HeLa-Cx-Transfektanten dienen in erster Linie zur funktionellen
Charakterisierung von Gap Junction-Kandalen. Dartber hinaus sind sie jedoch auch
immer ein indirekter Beleg fur die Expression des transfizierten Connexin-Gens. Man
unterscheidet homo- und heterotypische Kopplungsstudien. Im Fall der
homotypischen Kopplungsstudien wird die Kopplung zwischen Hela-Zellen
untersucht, die das gleiche Connexin-Gen auspragen; bei heterotypischen
Kopplungsstudien handelt es sich um HelLa-Zellen, die verschiedene Connexine
exprimieren und somit prinzipiell heterotypische Gap Junction-Kanale ausbilden

kdnnen.

3.6.4 Mikroinjektionen in HeLa-Zellen

Die Mikroinjektion und daraufhin folgende Beobachtung der Ausbreitung von
Fluoreszenzfarbstoffen (z. B. Lucifer Yellow) oder Indikatormolekilen (z. B.
Neurobiotin) in Zellen, dient zum Nachweis funktioneller Gap Junction-Kanale und zu
ihrer Charakterisierung uber die Bestimmung der Anzahl der gekoppelten Zellen
(Zellen, in die sich der Farbstoff oder das Indikatorreagenz, ausgehend von der
injizierten Zelle, ausbreitet).

Uber Mikroinjektionsanalysen werden meist homotypische Kopplungs-studien durch-
gefuhrt. Far die Mikroinjektion mittels lontophorese werden Kapillaren aus
Borsilikatglas mit massivem Innenfilament verwendet (GB 100-F8P, Science
Products GmbH). Die Injektionskapillaren werden mit Hilfe eines horizontalen
Kapillarenziehgerates (PD-5, Narishige) zu einem Spitzendurchmesser von 1-2 uym
ausgezogen. Die Kapillare wird mit dem stumpfen Ende in die Farblésung gestellt, so
dass die gezogene Spitze durch die Kapillarkrafte mit Farblosung gefullt wird. An-
schlieBend wurde die Kapillare luftblasenfrei mit 1 M LiCl gefullt und in den mit 1 M
LiCl geflllten Mikroelektrodenhalter eingesetzt. Der Mikroelektrodenhalter ist an
einem steuerbaren Mikromanipulator angebracht und kann Uber ein Steuergerét be-
wegt werden. Die Injektion des Farbstoffes erfolgt durch Anlegen eines Stroms von
20 nA fur 10 bis 15 Sekunden. Die Mikroinjektion wird mit einem inversen Mikroskop
IM 35 (Zeiss; Fluoreszenzeinrichtung HBO 100 W) beobachtet. Die zu
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untersuchenden HelLa-Zellen werden zwei Tage vor der Kopplungsmessung in 6 cm
Schalen (Falkon) ausplattiert und haben zum Zeitpunkt der Analysen einen
Konfluenzgrad von etwa 80 % bis 95 % erreicht. Die Farbstoffe Lucifer Yellow und
DAPI werden in 1 M LIiCl gel6st injiziert, die Ausbreitung des Farbstoffs kann direkt
verfolgt und fotografisch dokumentiert werden. Die Zellen, in die sich der Farbstoff
innerhalb von 2 min ausgebreitet hatte, wurden gezahlt und dienten als Mal3 fur die
Kopplung. Hierbei wird zwischen koppelnden Zellen 1. Ordnung, also Zellen, die der
injizierten Zelle unmittelbar benachbart sind und solchen 2. Ordnung, die den Zellen
1. Ordnung unmittelbar benachbart sind, unterschieden.

Damit der Injektionserfolg mit Neurobiotin beobachtet werden kann, wird der Neuro-
biotin-L6sung (in 1 M KCI) zusatzlich Rhodamin-3-Isothiocyanat Dextran zugegeben.
Nach den Injektionen in verschiedene, entfernt voneinander liegende Zellen (10 bis
20 Injektionen pro Kulturschale innerhalb von 15 Minuten) werden die Kulturschalen
zweimal mit PBS (RT) gewaschen und die Zellen mit Glutaraldehyd-Lésung (2 ml auf
eine 6 cm-Schale; 5 min; RT) fixiert. Nach dreimaligem Waschen der Zellen mit PBS
(RT) werden sie in Triton X-100-Lésung UN bei 4°C permeabilisiert, zweimal mit PBS
(RT) gewaschen und fir 90 min mit 2 ml Meerrettich-PO-L6sung bei RT inkubiert.
Nach erneutem zweimaligem Waschen mit PBS (RT) erfolgt die Farbreaktion durch
Inkubation von 30 sec in Diaminobenzidin-Losung (2 ml auf eine 6 cm-Schale). Die
Farbreaktion wird durch Absaugen der Diaminobenzidin-L6ésung und dreimaligem
Waschen mit PBS gestoppt. Die Zellen werden mit PBS Uberschichtet und die
Anzahl der gefarbten Zellen pro Injektion kann unter einem Mikroskop ausgezahlt

werden.

3.6.5 ATP-Freisetzungs-Untersuchungen

Die zu untersuchenden HM1 ES Zellen werden auf gelatinisierten 3,5 cm Schalen
kultiviert, bis sie eine Konfluenz von 40 bis 50 % erreichte haben. Dann werden sie
zweimal mit PBS™ gewaschen und anschlie3end mit 500pl HBSS mit 1mM EGTA fur
25 min bei 37°C und 5 % CO, inkubiert. Nach dieser Stimulation werden 100 ul des
Uberstandes abgenommen und fiir 20 min mit 100 pl des Nukleotid-Freisetzungs-
Reagenzes (aus dem ViaLight™ HS Kit der Firma Cambrex) inkubiert. AbschlieRend
wird die ATP Konzentration mit dem Berthold Microplate LB96V Luminometer
gemessen. Dieses Gerat gibt automatisch 20 pl des ATP Nachweis-Reagenzes

hinzu. Die ATP Freisetzung kann durch Zugabe von HBSS mit 1ImM EGTA gesteigert
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und durch Waschen der Zellen mit PBS™ und Inkubation in ES-WT Medium bis auf
das Basal-Level reduziert werden. Alle Ergebnisse der ATP Abgabe wurden nach der
Gesamtproteinmenge normalisiert. Nachgewiesen und gemessen werden relative

Luziferase Einheiten, die indirekte Ruckschlisse auf die ATP Menge liefern.

3.7 Untersuchungen an Mausen

3.7.1 Wundheilungsanalysen von Maushaut

Zur Untersuchung des Verlaufes der Wundheilung wurden Schnittwunden gesetzt.
Als Schnittwunde wird in dieser Arbeit das Anbringen eines geraden Schnittes durch
Epidermis und Dermis verstanden. Im Gegensatz dazu wird bei einer flachigen
Wunde ein rundes Stuck Haut mit einem Durchmesser von ca. 0,5 cm

ausgeschnitten, so dass eine Wundflache entsteht.

3.7.2 Schnittwunden am Mausschwanz

Wenn verschiedene Wundheilungsstadien untersucht werden sollen, wird fir jeden
zu untersuchenden Tag eine Maus benotigt. Diese Mause werden am Schwanz
jeweils mit funf bis sieben Schnittwunden im Abstand von etwa 0,5 cm versehen. Der
dem Korper nachste Schnitt hat einen Abstand von etwa einem Zentimeter zum
Rumpfansatz. Zur Ausfihrung der Schnitte wird die Maus an der Schwanzspitze
festgehalten und mit einer neuen Skalpellklinge (Bayha) werden quer zum Schwanz
etwas einen Zentimeter lange Schnitte gesetzt. Zur Schwanzspitze wird ebenfalls ein
Abstand von mindestens einem Zentimeter gelassen, da bei den verwendeten Tieren
bereits eine Schwanzspitzenbiopsie zur Genotypisierung vorgenommen wurde und
die Wundheilung in diesem Bereich die Ergebnisse beeinflussen konnte. Die
Wunden koénnen anschlieBend zur Proteinanalytik, fir Gefrierschnitte oder

Paraffinschnitte eingesetzt werden.

3.7.3 Praparation der Schnittwunden am Mausschwanz

Jede der durch Wundsetzung vorbereiteten Mause wird am Tag der Untersuchung
(Tag X nach Wundsetzung) mit dem Inhalationsnarkotikum Forene® betaubt und
anschliel3end getotet. Da die Wunden recht leicht aufbrechen kdénnen ist ein Toten
der Mause im wachen Zustand mittels Genickbruch nicht moglich. AnschlieRend wird
der Schwanz maglichst dicht am Rumpf der Maus abgetrennt und ein Langsschnitt

entlang der Unterseite des Schwanzes angebracht. Von diesem Langsschnitt
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ausgehen wird die Haut vorsichtig vom restlichen Gewebe des Schwanzes
abprapariert. Es empfiehlt sich die Verwendung einer neuen, scharfen Skalpellklinge,
da die Wunde, die haufig mit dem restlichen Gewebe verklebt, sonst sehr leicht
aufreit. Wenn die komplette Schwanzhaut vom restlichen Gewebe abgetrennt
wurde werden die einzelnen Wunden ausgeschnitten und je nach weiterer
Verwendung weiterbearbeitet. Zur Anfertigung von Gefrierschnitten werden die
Wunden in TissueTek® eingebettet, und auf ein Stiick Parafilm gelegt. Dieses wird
dann in flissigen Stickstoff getaucht. Dabei fallt das Parafilmstick ab und die Wunde
kann in bereits eingebettetem Zustand gelagert werden, was die Weiterverarbeitung
am Cryostaten erheblich vereinfacht. Zur Herstellung von Gewebelysaten werden die
Wunden moglichst eng ausgeschnitten und bei —70°C gelagert. Falls eine
Paraffineinbettung gewinscht ist, muss diese im unmittelbaren Anschluss an die
Praparation erfolgen. Dabei werden die Wunden direkt in einer aufsteigenden

Ethanolreihe entwassert und in Paraffin eingebettet, ohne zuvor gefroren zu werden.

3.8 Proteinanalytik

3.8.1 Proteinkonzentrationsbestimmung

Zur Konzentrationsbestimmung der Proteinlysate wird der Reagenziensatz
»Bichinonic Acid Kit for Protein Determination” (Sigma) verwandt. Es werden 2 bzw. 5
pl Lysat eingesetzt (Doppelbestimmung). Das Prinzip dieses Nachweises beruht auf
der Fahigkeit von Proteinen, Kupfersulfat zu reduzieren. Das BCA (Bichinonic Acid)
komplexiert das reduzierte Kupfer, die Absorption dieses Komplexes ist bei 562 nm
fotometrisch  nachweisbar, hierbei ist die Absorption proportional zur
Proteinkonzentration. Die Durchfihrung erfolgt nach Herstellerangaben.

3.8.2 Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die diskontinuierliche SDS-Gelelektrophorese (Laemmli, 1970) ermdglicht die Auf-
trennung von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht im elektrischen Feld
unabhangig von ihrer Eigenladung. Die Proteinproben werden mit SDS, einem
anionischen Detergenz, behandelt, welches sich an hydrophobe Aminosauren
anlagert, so dass die Eigenladung der Proteine vernachlassigt werden kann. Durch
den Zusatz von B-Mercaptoethanol werden inter- und intramolekulare Disulfidbricken

reduziert.
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Die Proteinauftrennung erfolgt mit einem Sammel- und einem Trenngel, die sich in
ihrem pH-Wert und ihrer Porengrdl3e unterscheiden. Hierdurch wird die Fokussierung
der Proteine in scharfe Banden erreicht. Die SDS-Proteinkomplexe ordnen sich im
gro3porigen Sammelgel (pH 6,8) zwischen den vorauslaufenden Chloridionen
(Leitionen) und den Glyzin-Molekilen (Folgeionen) an, die bei diesem pH-Wert
Uberwiegend als Zwitterionen mit einer Nettoladung von Null vorliegen. Im
kleinporigen Trenngel (pH 8,8) erhalt das Glyzin eine negative Gesamtladung und
uberholt die SDS-Proteinkomplexe, wodurch der Sammeleffekt aufgehoben wird.
Nun trennen sich die SDS-Proteinkomplexe nach ihrer molekularen Masse. Sie
kénnen anschlieRend mit verschiedenen Farbemethoden sichtbar gemacht werden.

Zunéchst wird das Trenngel bis ca. 1 cm unterhalb der Auftragetaschen gegossen
und mit 0,1 % SDS-LAsung uberschichtet. Nach der Polymerisation des Trenngels
wird das Sammelgel gegossen und der Auftragekamm eingesetzt. Das
auspolymerisierte Gel wird in die Elektrophoreseapparatur eingespannt und die
Pufferkammer mit 1 x Elektrophoresepuffer gefullt. Die mit 4x Laemmli-Probenpuffer
versetzten Proben (je 100 pg Protein) werden auf das Gel aufgetragen. Die
Elektrophorese erfolgt bei 4°C, zum Sammeln der Proben wird eine Stromstarke von
20 mA angelegt. Sobald die Bromphenolblaubande das Trenngel erreicht hat, wird

die Stromstarke auf 25 mA erhdht.

[zZusammensetzung || Sammelgel (4 %) | Trenngel (10 %) | Trenngel (12 %) |
Acrylamid-Stamm-Lsg. 1,0 ml 5,25 ml 6,0 ml
Sammelgelpuffer (4 x) 1,9 mi - -
Trenngelpuffer (4 x) - 3,75 ml 3,75 ml

A. bidest 4,5 ml 5,25 ml 5,25 ml
TEMED 10 pl 9 ul 9 ul

APS (10 %) 45 ul 90 ul 90 ul

Tabelle 4:

Zusammensetzung von SDS-PAGE-Gelen

3.8.3 Farbung von Polyacrylamidgelen mit Coomassie Brillant Blue™

Das Polyacrylamidgel wird in CoomassieBrillantBlue™-Farbelésung fiir mindestens
1 h bei RT auf einer Wippe und anschlieBend in Coomassie-Entfarber bei RT
inkubiert, bis die Proteinbanden deutlich erkennbar sind. Die Nachweisgrenze liegt
bei ca. 50 ng Protein pro Bande, daher ist diese Farbemethode auch fiir Gele nach

dem Transfer der Proteine auf eine geeignete Membran geeignet. Unter Vakuum
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kann das Gel auf einem 3MM-Papier im Geltrockner (80 min, 80°C) getrocknet

werden.

3.8.4 Elektrotransfer von Proteinen aus dem Gel auf Nitrozellulosemembranen
(Western-Blot)

Der Western-Blot ermdglicht den spezifischen Nachweis eines Proteins aus einem
nach SDS-PAGE aufgetrennten Proteingemisch mit Hilfe von Antikérpern. Hierzu
werden die Proteine aus dem Gel durch Anlegen eines elektrischen Feldes auf eine
Nitrozellulose-Membran transferiert. Die Membran wird mit der Antikdrper-Losung
inkubiert und die gebundenen Antikdrper tber ECL sichtbar gemacht.

Nach der Gelelektrophorese wird ein ,Sandwich“ aus folgenden Komponenten
gebildet:  Schaumstofflappen, 3MM-Papier, Polyacrylamidgel, Hybond-ECL-
Nitrozellulose-Membran (Amersham), 3MM-Papier, Schaumstofflappen. Dieses
~Sandwich* wird mit zwei geldcherten Plastikplatten zusammengehalten und in die
mit 1 x Transferpuffer gefillte Transferkammer gesetzt. Die Nitrozellulose-Membran
ist zur Anode hin orientiert. Der Proteintransfer erfolgt bei 4°C und 100 V fur 2 h.

3.8.5 Nachweis von Proteinen auf Nitrozellulose-Membranen

3.8.5.1 Ponceau-Farbung

Der Nachweis von Proteinen auf der Nitrozellulose-Membran erfolgt reversibel, die
Detektionsgrenze liegt bei 100 ng Protein pro Bande. Hiermit wird der Transfer von

Proteinen aus dem Polyacrylamidgel auf die Nitrozellulose-Membran nachgewiesen.

3.8.5.2 Immunoblot-Analyse mittels Chemilumineszenz (ECL)

Mit Hilfe der Immunoblot-Analyse kann ein spezifisches Protein auf einer Nitro-
zellulose-Membran, auf die das aufgetrennte Proteingemisch zuvor mittels Western-
Blot transferiert wurde, nachgewiesen werden. Fir die Immunoblot-Analyse mit Hilfe
der Chemilumineszenz wird das SuperSignal® West Pico Chemiluminescent
Substrate der Firma Pierce eingesetzt.

Nachdem die Proteine auf eine Hybond-ECL-Nitrozellulose-Membran transferiert
wurden, wird die Nitrozellulose-Membran zur Absattigung unspezifischer Bindungen
der Antikorper in Blockpuffer fir 1 h bei RT auf einer Wippe inkubiert. Es schlief3t sich
die Inkubation der Nitrozellulose-Membran mit dem Primarantikbrper verdinnt in
Blockpuffer an (1 h RT oder UN 4°C). Durch Waschen mit Waschpuffer (2 x 5 min,
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2 x 10 min, RT) werden die unspezifisch gebundenen Antikorper entfernt. Die
Membran wird mit dem in Blockpuffer verdiinnten Sekundarantikorper fur 1 h bei RT
inkubiert und anschlie3end die unspezifisch gebundenen Antikdrper abgewaschen (2
X 5 min, 2 x 10 min, RT). Die Chemilumineszenz-Lésungen (Pierce) werden im
Verhaltnis eins zu eins gemischt und damit die Membran fir 5 min bei RT inkubiert.
Die Membran wird in eine Filmkassette eingelegt und ein RX-Film (Kodak) aufgelegt.
Nach verschiedenen Expositionszeiten (10 sec bis 20 min) werden die Filme

entwickelt.

3.8.6 Immunfluoreszenz-Analysen

Die Immunfluoreszenz-Analyse ermoglicht den Nachweis eines Proteins mit Hilfe von
Antikorpern an fixierten Gewebedunnschnitten und Zellen. Dadurch ist nicht nur eine
Aussage Uber die Auspragung eines Proteins in Geweben, sondern auch Uber seine
Lokalisation in der Zelle méglich.

Die Gewebeschnitte werden fir 10 min mit eiskaltem Ethanol (96 %) fixiert, darauf-
folgend dreimal in PBS™ (5 min, RT) gewaschen und danach fiir 2 h bei RT oder UN
bei 4°C mit den in Blockierungslosung verdinnten Primarantikbrpern inkubiert. Es
folgen drei Waschschritte mit PBS™ (5 min, RT), die Gewebeschnitte werden
daraufthin  fir 45 min bei RT mit in Blockierungsldésung verdinnten
Sekundarantikorper inkubiert. Nach dreimaligem Waschen (je 5 min, RT) mit PBS’
kann eine Hoechst-Kernfarbung durchgefiihrt werden. Hierfir werden die
Gewebeschnitte fur 10 min bei RT in Hoechst-Farbeldsung inkubiert. Nach drei
Waschschritten (je 5 min, RT) mit PBS werden die Gewebeschnitte mit Dako®
Mounting Medium versehen und mit einem Deckglas verschlossen. Die Auswertung

erfolgt mit einem Fluoreszenzmikroskop (Zeiss).
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4 Ergebnisse

4.1.1 Klonierung des Mausvektors Cx31F137L

Um die Funktion der Mutation F137L im Connexin31 Gen der Maus in vivo
untersuchen zu kénnen, war es erforderlich, einen Vektor herzustellen, der einen
Austausch der endogenen Connexin31 kodierenden DNS durch die des mutierten
Gens erlaubt. Da Connexin31 in der Maus nicht nur in der Haut, sondern auch in der
Plazenta und im acht Zellstadium der frihen Embryonalentwicklung (Plum et al.,
2001) ausgepragt wird, wurde ein konditionaler Ansatz gewahlt. Dabei sollte eine
zeitlich und raumlich kontrollierte Expression der Cre-Rekombinase die Expression
des veranderten Cx31 Proteins selektiv in bestimmten Entwicklungsstadien erreicht
werden, um auf diese Weise embryonal letale Effekte zu vermeiden. In dieser Arbeit
wurde auf das Einbringen eines Reportergens und die Modifikation des mutierten
Proteins mit Fluoreszenz- oder anderen Markern verzichtet, um auszuschliel3en,
dass ein beobachteter Effekt auf die Reporterproteine zurtickgefuhrt werden kann.
Durch den konditionalen Ansatz bedingt, verbleibt in jedem Fall eine loxP
Erkennungsstelle im Genom. Daher musste sichergestellt werden, dass diese
verbleibende Sequenz keinen Einfluss auf die Expression und Regulation des Cx31
Gens hat. Promoter-Bindungsanalysen von Achim Plum (Plum et al., 2001) zeigten,
dass es eine Region des Introns gibt, in der eine Verdnderung der Sequenz keinen
Einfluss auf die Expression des Cx31 Gens hat. Diese Stelle wurde als Position der
loxP-Erkennunngssequenz ausgewabhlt, um einen regulatorischen Effekt durch diese
Modifikation der Intronsequenz auszuschliel3en.

Eine Ubersicht der Klonierungsstrategie des Cx31F137L-Vektors (A'BC) findet sich
im Anhang dieser Arbeit. Die verwendeten Ausgangsvektoren waren kommerziell
erhaltlich (pBlueskript [Fermentas, Kanada]) oder in anderen Arbeiten (Gx1 und Gx2:
Plum et al., 2001; lox-HPRT-lox del Xba und pBSK:frt-NEO-frt: Dissertation Joachim
Degen, 2003) beschrieben. Das F137L BamHI/Xbal-Fragment wurde durch
ortsgerichtete PCR-Mutagenese erzeugt. Als Vorlage wurde hierbei der Vektor Gx2
(Plum et al., 2001) verwendet. Der Zielgenvektor (Abb. 7) wurde, bevor er zur
homologen Rekombination in embryonalen Stammzellen eingesetzt wurde, durch
Restriktionsanalysen und Sequenzierung (Firma Agowa, Berlin) charakterisiert, um
sicherzustellen, dass keine zusatzlichen Veranderungen der Sequenz vorhanden

waren.
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EcoRl
Hindlll
EcoRI EcoRI ; EcoRlI
: Xbal : Hindlll .+ Xbal
. iXbal 3 :Xbal : Ll Kpnl Hindlll
Spel : =Spel =Hindlll EcoRI : vio s Hindlll - EcoRI . Xhol
5"-Hom. 3’-Hom.
onP
Enzyme FragmentgréRe [bp]
Agel 16394 (linearisiert)
Agel & Xhol 7106; 9288
EcoRI 836; 1691; 2209; 2350; 2767; 6541
Hindlll 30; 70; 905; 1959; 2399; 3133; 7898
Kpnl 3549; 12845
Kpnl & Xhol 11; 3538; 12845
Spel 378; 1557; 3986; 10473
--- (unverdaut) |16394
Xbal 51; 1856; 2417; 2874; 9196
Xhol 16394 (linearisiert)

Abbildung 8:

Schematische Darstellung des Cx31F137L-Zielgenvektors (oben) und Restriktionsanalyse des
Cx31F137L-Zielgenvektors (unten links). In der Tabelle (unten rechts) sind die zu erwartenden
FragmentgréRen aus den Restriktionsanalysen aufgefiihrt. Die Homologiebereiche (5"-Hom. und 3’-
Hom.) dienen der Anlagerung an die genomische Sequenz, um eine homologe Rekombination zu
ermdglichen. Die Neomyzinresistenzkassette (Neo) ist notig, um ES-Zellen zu selektieren, die den
Zielgenvektor aufgenommen haben.

4.1.2 Uberprifung der Funktionalitat der frt- und loxP-Erkennungsstellen in
E. coli

Die Funktionalitat der frt- und loxP- Erkennungssequenzen wurde uberprift, indem
eine Transformation transgener E.coli (Buchholz et al., 1996), die entweder die Flp-
Rekombinase oder aber die Cre-Rekombinase konstitutiv exprimieren, mit dem
Cx31F137L-Mausvektor durchgefuhrt wurde. Die Restriktionsereignisse liel3en sich
nach restriktionsendonukleolytischer Spaltung mit EcoRlI erfolgreich nachweisen.

Die Aktivitdt der Cre-Rekombinase wird durch die nicht mehr vorhandene 2,7kb
Bande (im Vergleich zu transformierten Wildtyp E.colis) nachgewiesen. Die Aktivitat
der Flp-Rekombinase ist durch eine zusatzliche Bande (im Vergleich zu
transformierten Wildtyp E.coli-Bakterien) bei 900 bp nachgewiesen (siehe Abbildung
9).
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wt E.coli

Zwei Banden
unter 1kb

Abbildung 9:

Nachweis der Funktionalitdt der frt- und loxP-Erkennungsstellen im Cx31F137L-Zielgenvektor nach
Aktivitat der Cre- und FIp-Rekombinase in transgenen E.coli. Die Kontrollrestriktion der aus den
unterschiedlichen E.coli isolierten Vektor-DNSs mir EcoRI ergab das erwartete Bandenmuster. Das
nicht mehr Vorhandensein der 2,7 kb Bande der aus den Cre-E.coli isolierten DNS weist das
Ausschneiden der loxP-Erkennungsstellen flankierten DNS Sequenz nach. Das Ausschneiden an den
frt-Erkennungsstellen wird durch das Auftreten der Doppelbande unter 1kb in Flp-E.coli
nachgewiesen.

4.2 Untersuchung der Cx31 und Cx31F137L Kanale in HeLa Zellen

Parallel zur Klonierung des Cx31F137L-Mausvektors wurden mehrere Hela-
Expressionsvektoren kloniert (siehe Anhang). Diese sollten dazu dienen, den
Einfluss der Mutation F137L auf Cx31WT Hela Zellen zu untersuchen. Aul3erdem
sollten  Kopplungsanalysen und  elektrophysiologische = Messungen  der
Connexinkanale erfolgen. Es wurden in dieser Arbeit folgende Vektoren erzeugt:
Cx31; Cx31V5; Cx31HIS; Cx31V5/HIS; Cx31F137L; Cx31F137LV5; Cx31F137LHIS,
Cx31F137LV5/HIS. Alle diese Vektoren wurden in einer Ein-Schritt-Klonierung
erzeugt, dabei wurde als Vektorriickgrat der Vektor pMJGreen verwendet und das
Insert inklusive der verschiedenen Anhange mittels PCR erzeugt. Eine Ausnahme
bilden die Vektoren Cx31V5/HIS und Cx31F137LV5/HIS, bei denen das
Vektorriickgrad aus dem kommerziell erhaltichen pcDNA3.1V5/HIS stammt, also
lediglich die kodierende Region vor die, schon im Vektor vorhandenen, Marker
kloniert werden musste. Mit diesen unterschiedlichen Vektoren wurden HelLa Zellen
transfiziert. Es zeigte sich, dass bei mehrmaligen Transfektionen mit
unterschiedlichen Konstrukten immer nur solche Zellen Uberlebten, welche mit
Vektoren transfiziert wurden, die fur eine Wildtyp Form des Connexin31 kodierten.
Eine Markierung hatte keinen nachweisbaren Effekt auf die Expression des Cx31.

Alle Zellen, die Vektoren aufgenommen hatten, die die Cx31F137L kodierende
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Region enthielten, starben innerhalb zweier Tage, unabhangig davon, ob sie
zusatzlich durch Hisg, V5, keine oder sogar beide Modifikationen verandert waren.
Daher war die Charakterisierung der Kanaleigenschaften nicht méglich. Auch eine
Transfektion von bereits Connexin31 exprimierenden HelLa Zellen mit Vektoren, die
eine mutierte Form enthielten, fihrte zum Tod aller Zellen. Die Transfektionen
wurden parallel durchgefuhrt, so dass methodische Fehler auszuschliel3en sind. Die
Expression des Connexin31-Proteins wurde durch Immunoblot Analysen gegen
Cx31, V5 und Hisg nachgewiesen (Daten nicht gezeigt).

Verwendeter Vektor Anzahl Klone Anzahl Klone
1. Transfektion 2. Transfektion
Cx31 >100 >100
Cx31V5 >100 >100
Cx31Hisg >100 >100
Cx31V5-Hisg >100 >100
Cx31F137L 0 0
Cx31F137LV5 0 0
Cx31F137LHisg 0 0
Cx31F137LV5-Hise 0 0
Cx31F137LV5 in Cx31-Hela Zellen 0 0

Tabelle 5:

Transfektion der HeLa Zellen mit verschiedenen Cx31 Konstrukten. In den rechten Spalten ist jeweils
die Anzahl der Uberlebenden Klone nach der Transfektion angegeben. Die Transfektionen erfolgten
generell in Wildtyp HeLa Zellen, in der untersten Reihe wurden jedoch bereits stabil mit Cx31
transfizierte HeLa Zellen verwendet.

4.3.1 Embryonale Stammzellen

4.3.1 Etablierung der ES-Zell-PCR

Der PCR-Testvektor, der sich durch eine, im Vergleich zum Cx31F137L-
Zielgenvektor, verlangerte 5°-homologe Region auszeichnet, diente zur Etablierung
einer PCR, um eine homologe Rekombination in embryonalen Stammzellen
nachzuweisen (Klonierungsstrategie im Anhang). Bei Etablierung der ES-Zell-PCR
wurde erreicht, dass noch DNS-Mengen bis zu einem Pikogramm des PCR-
Testvektors nachgewiesen werden kénnen. Die optimale Reaktionstemperatur liegt
bei 66°C (Abb. 10).
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Gradient 55°C - 70°C

2kb 7

1kb

T
66°C

Abbildung 10:

Der Test der optimalen Anlagerungstemperatur der Primer in der ES-Zell-PCR ergibt einen Wert von
66°C (links). Der Test der Empfindlichkeit der etablierten ES-Zell-PCR ergibt, dass noch eine DNS
Menge von 1 pg mit dieser PCR nachweisbar ist.

4.3.2 Transfektion der ES-Zellen mit dem Cx31F137L-Zielgenvektor

Die Transfektionen der ES Zellen mit dem Zielgenvektor lieferten Gber 1000 Klone,
von denen 750 aufgewdahlt wurden. Alle Klone wuchsen an und lie3en sich
weiterkultivieren. Nach Untersuchung von 280 Klonen wurden 42 ES-Zell-PCR
positive Klone identifiziert und auf eine Untersuchung weiterer Klone verzichtet. Alle
ES-Zell-PCR-Analysen wurden mit jedem Klon zweimal durchgefiihrt und nur doppelt
positive Klone als homolog rekombiniert bezeichnet (siehe Abbildung 11). Das
Ausmald der homologen Rekombination liegt damit bei 15% aller Uberlebender
Klone.
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1 kb Marker

111
113
116
158
189
209
219
226
230
281
+

Abbildung 11:

ES-Zell-Klone, die in der ES-Zell-PCR als homolog rekombiniert nachgewiesen wurden. Die Bande
bei 2,1 kb zeigt ein Rekombinations-Ereignis an. In der rechten Spur ist die Positivkontrolle
aufgetragen. Die Nummern geben die Bezeichnung des jeweiligen Klons an. Der Klon 189 wurde
nach Southern Blot und Karyotypanalyse zur Blastozyteninjektion eingesetzt.

4.3.3 Southern Blot zum Nachweis der homologen Rekombination

Der Southern Blot wurde mit genomischer DNS aus ES-Zellen durchgefihrt welche
mit den Restriktionsendonukleasen Agel und Ndel gespalten wurde. Die Southern
Blot Hybridisierung ergab den Nachweis einer homologen Rekombination (3"-externe
Sonde) fur alle untersuchten Klone, die auch in Abbildung 10 in der PCR gezeigt sind
(siehe Abbildung 12). Durch Verwendung einer internen Sonde wurde ebenfalls
sichergestellt, dass keine weiteren zusatzlichen Insertionen im Genom der ES-Zellen
vorliegen (Daten nicht gezeigt). Der Southern Blot und die anschliel3ende
Hybridisierung wurde analog zur Southern Blot Analyse der unterschiedlichen

Genotypen der Mause durchgefihrt.
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Cx31 Wild-Typ Lokus

Ndel Ndel

| - — |
N 15,8 kb |

[ externe Sonde
interne Sonde
Homolog rekombiniert
Ndel Agel |Ndel

5-Hom. CR (% Neo it RF137L 3'-Hom

1P il 11,8 kb |

Nach FLP-Rekombinase-Aktivitét

Ndel Kpnl- Kpnl Kpnl Ndel
i
CR CRF137L

[

5’-Hom. frt 3’-Hom.
I It')xP }OXP 18,4 kb I
Nach Cre-Rekombinase-
Aktivitat
Ndel Ndel
| -D |
— mi;l:

I 3’-||-_|om 3'-Hom 15,8 kb I

Abbildung 12:

Schema der homologen Rekombination und die Position der verwendeten Southern Blot-Sonden. Im
unteren Teilbereich der Abbildung ist der Aufbau des Cx31Lokus nach Aktivitat der FLP-Rekombinase
bzw. nach Aktivitdt der Cre-Rekombinase gezeigt. Zu beachten ist, dass bei Aktivitat der Cre-
Rekombinase die durch flp-Erkennungssstellen umgebene Neomyzinresistenzkassette ebenfalls
entfernt wird, da diese zwischen den flankierenden IloxP Erkennungsstellen liegt. Die
Restriktionsspaltung fiir den Southern Blot erfolgte mit Ndel und Agel. Die Fragmentgrdf3en der in der
Southern Blot Hybridisierung mit der externen Sonde angewiesenen Fragmente sind im Wildtyp-Lokus
und nach Cre-Rekombinase Aktivitat 15,8 kb, nach Flp-Aktivitat 18,4 kb und im homolog
rekombinierten (gefloxten) Zustand 11,8 kb. Das kleinere Fragment im gefloxtem Zustand ergibt sich
durch eine zusatzlich eingeflihrte Agel Schnittstelle.
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4.3.4 Karyotypanalyse der ES Zell Klone
Die Karyotypanalyse ergab bei funf Klonen (24, 116,

."‘-—* 158, 189, 281) einen zu duber 90% ,normalen®
~ " \ b Chromosomensatz von 40 Chromosomen. Zur
“r Yol 3 4 Blastozysteninjektion wurde Klon 189 eingesetzt.

- ‘; .-01-"
Wy
- » ! Abbildung 13:

Typisches mikroskopisches Bild der Karyotypanalyse. Anhand
dieser Fotos wurde die Anzahl der Chromosomen ausgezahilt.

4.3.5 Transiente Transfektion der homolog rekombinierten ES-Zellen mit dem
Plasmid pCrePac

Zur Untersuchung der Cx31F137L Mutation in einem nativen System wurden die
bereits mit dem Cx31F137L-Mausvektor transfizierten ES-Zellen (Klon 189), transient
mit einem Vektor, der die kodierende Region der Cre-Rekombinase enthalt
(pCrePac), transfiziert. Diese Transfektion fihrte zu einigen Klonen, in denen die
Cre-Rekombinase nachweislich aktiv war, so dass diese Klone nun auf einem Allel
weiterhin die Cx31 kodierende Region und auf dem anderen Allel die Cx31F137L
Mutation exprimierten. Der Nachweis der Cre Aktivitat erfolgte mittels PCR (siehe
Abbildung 14).
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100 bp-Marker
100 bp-Marker

10
12

4 N M < 1o o M~

- 651 bp nach Cre-Aktivitat
- 569 bp vor Cre-Aktivitéat
- 500 bp WT-Lokus

- 347 bp 1. loxP site

Abbildung 14:
Nach Transfektion von ES-Zellen mit einem Plasmid, welches die kodierende Region der Cre-

Rekombinase enthélt, ergab sich nach Analyse mit der Cx31F137L-Maus-PCR ein Klon (Klon 6), in
dem die Cx31F137L Mutation aktiv ist.

4.3.6 Kopplungsanalysen der F137L-ES-Zellen

(in Zusammenarbeit mit Philipp Woérsdorfer)

In durch homologe Rekombination und transiente Cre-Transfektion erzeugten ES-
Zellen wurde zur Untersuchung ihrer Kopplungseigenschaften Neurobiotin injiziert.
Als Kontrolle wurden Zellen der gleichen Passagenzahl eingesetzt, in denen die Cre
Rekombinase nicht aktiv war. Es ergibt sich eine signifikante (student’s T-Test: p =
0,0013) Kopplungsreduktion (ca. 30%) der Zellen, die die Cx31F137L Mutation

heterozygot exprimieren, im Vergleich zu +/flox Zellen (Abb. 15).
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Abbildung 15:

Im linken Teil der Abbildung ist exemplarisch eine fotografische Dokumentation koppelnder Zellen
nach Neurobiotininjektion in eine Zelle gezeigt. In der Grafik (rechts) sind die gemittelten Anzahlen der
koppelnden Zellen aufgetragen. Es ist eine Kopplungsreduktion in ES-Zellen, die die Cx31F137L
Mutation exprimieren um etwa 30% zu erkennen.

4.3.7 ATP-Freisetzungs-Untersuchung

(in Zusammenarbeit mit Radoslaw Dobrowolski)

Die Freisetzung von ATP durch potentiell vorhandene Halbkanale wurde ebenfalls an

transient mit Cre-Rekombinase transfizierten Cx31F137L-ES-Zellen durchgefihrt. Als

Kontrolle wurden, wie schon bei den Kopplungsuntersuchungen, stabil mit dem

Cx31F137L-Zielgenvektor homolog rekombinierte Zellen der gleichen Passagenzahl

eingesetzt. Hierbei ergaben sich jedoch keine Unterschiede hinsichtlich der ATP-
Freisetzung zwischen diesen

20000 - beiden Zellpopulationen (Abb. 16).

18000 - Abbildung 16:

16000 | Die Auftragung der relativen Luziferase

14000 - Einheiten (RLU) zeigt keine Unterschiede
- 12000 1 zwischen  Cx31+/flox  Zellen  und
Z 10000 - Cx31+/F137L bei der Freisetzung von

8000 7 ATP in das umgebende Medium.
6000 -

4000 -
2000 -

Cx31lox Cx31F137L
4.4 Herstellung der Cx31+/F137L Maus
4.4.1 Blastozysten Injektion
(in Zusammenarbeit mit Christine Siegmund und Thomas Hennek)
Die mit dem Cx31F137L-Zielgenvektor transfizierten HM1-ES-Zellen, in denen
sowohl die homologe Rekombination mittels PCR und Southern-Blot nachgewiesen
wurde, als auch der Karyotyp zu mehr als 90% dem ,Normalzustand® entspricht,

wurden  zur Blastozysteninjektion eingesetzt. Tatsachlich  erfolgte die
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Bastozysteninjektion ausschliel3lich mit Zellen des Klons 189. Es wurden zwolf
Fellfarben-chimare Mause geboren, darunter ein mannliches Tier, das zu 100%
chimar war und nach Verpaarung mit C57BL/6 Weibchen agouti-farbenen
Nachwuchs lieferte. Die Nachkommen aus dieser Verpaarung hatten den Genotyp
Cx31F137L+/flox und wurden nach Erreichen der Geschlechtsreife untereinander zur
Erzeugung des Genotyps Cx31F137Lflox/flox verpaart. Zeitgleich fanden
Verpaarungen dieser Cx31F137L+/flox Tiere mit deleter-flp M&usen statt, um den
Genotyp Cx31F137L+/delNeo zu erzeugen. Weiterhin wurden Verpaarungen mit
PGK-Cre Tieren durchgefihrt, um den Genotyp Cx31+/F137L zu erhalten. Alle diese
Verpaarungen waren erfolgreich und die Nachkommen wurden zu weiteren primaren
Analysen eingesetzt. Fur alle in dieser Arbeit gezeigten Versuche wurden die Tiere
noch mindestens zweimal mit C57BL/6 Tieren zurickgekreuzt, so dass ein
mindestens 87,5%iger C57BL/6 Hintergrund erreicht wurde (87,5% C57BL/6; 12,5%
129SvOI2).

4.4.2 Nomenklatur der Mauslinie und der Genotypen

Aus der Chimarenverpaarung des mannlichen Tieres mit C57BI/6 Weibchen gingen
neben Wildtyp Tieren auch Nachkommen hervor, die als Cx31F137L+/flox
bezeichnet worden sind, da in ihnen der komplette Zielgenvektor im Genom integriert
vorlag, die Mutation jedoch noch nicht aktiv war. Tiere, die dieses Konstrukt
homozygot tragen, werden folglich als Cx31F137Lflox/flox bezeichnet.

Durch Verpaarung der Cx31F137L+/flox Tiere mit deleter-FIp-Mausen wurde eine
Deletion der durch frt-Stellen flankierten Neomyzinresistenzkassette erreicht. Die
Nachkommen, die den rekombinierten Lokus, ohne Neomyzinresistenzkassette
tragen, exprimieren weiterhin das Cx31 Wildtyp-Allel. Der Genotyp dieser Tiere wird
als Cx31F137L+/deINEO bezeichnet. Nach Verpaarung zweier heterozygoter Tiere
dieses Genotyps ergeben sich folglich unter anderem homozygote
Cx31F137LdelNEO/deINEOQO Tiere.

Durch Verpaarung der Cx31F137L+/flox Tiere mit PGK-Cre Tieren wurden Tiere mit
dem Genotyp Cx31+/F137L erzeugt, die heterozygot die Cx31F137L Mutation
exprimieren. Tiere diese Genotyps wurden untereinander verpaart. Es wurden jedoch
keine Mause mit dem Genotyp Cx31F137L/F137L geboren.
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4.4.3 Untersuchungen der Embryonen aus Verpaarungen zweier Cx31+/F137L
Tiere

Es wurden zwei Cx31+/F137L Tiere miteinander verpaart und die Embryonen der
Tage 7.5 dpc, 8.5 dpc, 9.5 dpc, 10.5 dpc, 11.5 dpc, 12.5 dpc prapariert und eine
Genotypisierung mittels PCR durchgeftihrt. Fir die PCR-Reaktion wurden je nach
Stadium entweder Teile der Amnionhllle oder des Embryos eingesetzt. Die
Amnionhulle besteht ebenfalls aus embryonalem Gewebe und kann daher auch zur
Genotypisierung eingesetzt werden. Am Tag 7.5 dpc konnte bisher ein Tier des
Genotyps Cx31F137L/F137L nachgewiesen werden, nicht jedoch an den den daruf
folgenden Tagen. Die Plazenten der Tiere ab Tag 9.5dpc wurden isoliert und zur
weiteren Untersuchung zu Frau Prof. Dr. Elke Winterhager nach Essen versandt.
Erste Untersuchungen zeigen eine verédnderte Morphologie des Labyrinthes der
Plazenten von Cx31+/F137L Embryonen. Unter den Morulae an Tage 2.5 dpc konnte
bislang eine Morula mit dem Genotyp Cx31F137L/F137L nachgewiesen werden.
Diese Untersuchungen fanden in Kooperation mit Christian Markopoulos statt.

4.4.4 Erzeugung der Cx31-/F137L Mauslinie

Um nachzuweisen, ob die frihe Sterblichkeit der Cx31F137L/F137L Mause an der
Abwesenheit des Wildtyp Connexin31 in Kombination mit der Expression der F137L
Mutation liegt oder ob ein Gendosiseffekt die entscheidende Rolle spielt, wurden die
Cx31+/F137L Tiere mit Cx31-/- Tieren (erzeugt von Achim Plum, siehe Plum et al.,
2002) verpaart. Es zeigte sich, dass mit der erwarteten Mendelschen
Wabhrscheinlichkeit auch Tiere mit dem Genotyp Cx31-/F137L geboren werden.

Diese Tiere sind bisher nicht weiter charakterisiert worden.

Abbildung 17:

Mit Hilfe der Cx31KO-PCR
(jeweils linke  Spur) und
Cx31F137L-Maus-PCR (je-
weils rechte Spur) wurden
adulte Mause der Genotypen
Cx31+/+, Cx31+/-, Cx31-
/F137L, Cx31+/F137L unter-
sucht. Damit ist nachgeweisen,
dass Tiere mit dem Genotyp
Cx31-/F137L lebensfahig sind.
Die vier Spuren ganz rechts im
Bild enthalten Positiv- (Spur
11, 12) bzw. Negativkontrollen
(Spur 13, 14)

100 bp-Marker
Cx31-/F137L
Cx31+/F137L

100 bp-Marker

F137+/F137L

Cx31KO PCR H,0O

F137L PCRH,O

% %
T
g3
o O

—r — = =

Cx31+/-
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4.4.5 Nachweis der Genotypen der untersuchten Mause

Der routinemalRige Nachweis des Genotyps der verwendeten Mause erfolgte durch
PCR-Analysen. Dazu wurden die PCRs ,Cx31F137L-Maus-PCR* und
,CXx31F137LNeo-PCR" durchgefuhrt. Diese PCRs geben Aufschluss Uber den
Genotyp der Tiere, weisen jedoch die Cx31F137L-Mutation nicht direkt nach. Zur
Uberpriifung des Genotyps der Tiere wurde analog zur ES-Zell-Southern Blot-
Analyse eine Southern Blot Analyse mit aus den entsprechenden Tieren gewonnener
DNS durchgefiihrt. Die verwendeten Restriktionsendonukleasen waren Ndel and
Agel (siehe Abb. 12). Die Hybridisierung mit der externen Sonde ergab die in
Abbildung 17 dargestellten Ergebnisse. Die theoretisch ermittelten Bandengréf3en
waren fur das ,Wildtyp-Allel“ (+/+) und das ,Mutations-Allel* 15,8 kb, fur das ,delNeo-
Allel* 18,4 kb und fir das ,flox-Allel“ 11,1 kb (Abb. 12). Die Hybridisierung mit der
internen Sonde ergab keine weiteren Insertionen des Vektors ,Cx31F137L-

Zielgenvektor" in andere Loki des Maus-Genoms (nicht gezeigt).

Abbildung 18:

Southern  Blot-Hybridisierung  der
unterschiedlichen Genotypen der
Méause. Eine Restriktionsspaltung
der aus Lebern gewonnenen DNS
erfolgte mit Ndel und Agel, der
184 kb- : Nachweis mit dem DIG®-Kit der
158kb- , Firma Roche®. Die Banden in Hohe

+/+
+/F137L
+/flox
flox/flox
+/Aneo
Aneo/Aneo

von 15, 8 kb entsprechen dem

. erwarteten Wildtyp bzw. mutierten

¢ Allel, ebenso wie bei 11,1 kb dem

111kb- = ™ gefloxten Allel und bei 18,4 kb dem

gefloxten Allel nach Deletion der

Neomyzinresistenzkassette durch
die FLP-Rekombinase.

4.4.6 Nachweis der Mutation

Durch die Mutation entsteht eine zusatzliche Smll Restriktionsschnittstelle. Diese
macht es moglich die Mutation routinem&Rig nachzuweisen. Die Anwesenheit der
Mutation Cx31F137L sowohl in den Mausen als auch in ES-Zellen oder
Vektorkonstrukten wurde mittels der ,Cx31CR-PCR" gezeigt. Diese amplifiziert einen
Teil der kodierenden Region des Connexin31 Gens. Im direkten Anschluss erfolgte
eine Restriktionsspaltung mit dem Enzym Smll. Diese Restriktionsendonuklease
erkennt eine Basensequenz, die ausschlie3lich in der codierenden Region des
Cx31F137L Allels und nicht in der Wildtyp Cx31 Region vorkommt (Abb. 19). Daher
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entstehen beim Cx31 Wildtyp-Allel ein Fragment mit der Gro3e von 809 bp und beim
Cx31F137L-Allel zwei Fragmente von 401 und 408 bp (Abb. 20). Weiterhin wurde die
Mutation durch eine kommerzielle Sequenzierungsreaktion durch die Firma Agowa
(Berlin) nachgewiesen. Die Sequenzierung der DNS eines heterozygoten
Cx31+/F137L Tieres ergibt daher im Chromatogramm der Sequenzierung einen

Doppelgipfel (Abb. 21).

Wildtyp Allel
Ndel Ndel
| > 5 |
Cx31
rekombiniertes Allel Smili
|Ndel , < Ag < Ndel
5-Hom. CR ¢4 NeofrCR F137L 3-Hom
loxP loxP
Abbildung 19:

Schema der PCR uber die kodierende Region der Connexin31 mit anschlieBender Smll-Spaltung zum
Nachweis der Punktmutation auf DNA Ebene. Die roten Pfeile geben die Position der in der PCR
verwendeten Primer an. Durch die zusatzlich vorhandene Smll Erkennungsstelle in den resultierenden
PCR Produkten kann die F137L Mutation in der Cx31 kodierenden Region nachgewiesen werden.

100 bp-Marker

6006
6007
6008

6010
6013
6014
6015
6016
6017
6019
6020
6022

- 809 bp CR PCR Produkt

=401 bp + 408 bp nach
Smll Spaltung

Abbildung 20:

Nachweis der Punktmutation F137L mittels PCR ber die kodierende Region und anschlieRender
Smll-Spaltung. Die Doppelbande bei etwa 400 Basenpaaren zeigt das Vorhandensein der
Punktmutation an. Fehlt diese Doppelbande, ist ausschlieBlich die Wildtyp Cx31 kodierende Region
vorhanden (PCR Fragment von 809bp).
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T: Wildtyp Form IC: mutierte Form Abbildung 21:

Chromatogramm der

§90 T 600 Sequenzierung eines
T C “ T c c T C “ A G Ausschnitts der Cx31
kodierenden Region.

Das Vorhandensein von
T und C an Position 595
weist eine Wildtyp Form
() ebenso wie die
mutierte Form (C) der
Connexin31 kodierenden
Region nach. Dieser
Austausch verursacht
die Mutation
Cx31F137L.

,

4.4.7 Proteinmenge der Connexine in der Epidermis der Cx31+/F137L-Mause

Der Immunoblot mit Antikrpern gegen verschiedene Connexine (Abb. 22) zeigt,
dass im Proteinlysat der adulten Haut der Cx31F137L Maus sehr ahnliche
Proteinmengen dieser Connexine vorhanden sind, ahnlich wie in der Wildtyp Maus.
Die erkennbaren graduellen Unterschiede sind nicht signifikant, da weitere
Wiederholungen dieses Experiments ergaben, dass insgesamt ein nahezu
unverandertes Expressionsniveau der Connexine Cx26, Cx30, Cx30.3, Cx31, Cx43
besteht. Die Connexin31 Antikdrper erkennen sowohl das Wildtyp als auch das
mutierte Protein, so dass eine Unterscheidung dieser beiden Formen des Connexins
nicht moglich ist. Das Gesamtexpressionsniveau des Connexin31 Proteins ist jedoch
nicht verandert. Der Abgleich der Proteinmenge erfolgte Uber photometrische

Messung der Gesamtproteinmenge und Tubulinabgleich (Abb. 22).

Cx26 . Cx30 . Cx30.3 ., Cx31 o Cx43 .
& » i » » »
0 o o - (32}
N Q@ - 4 Q = 4 Q - 4 S - + O
S = F F o =2 F 7 o 2 F 7 o 2 F 7 O 2 F F
] (] %] (2] [ [ (%] (2] [ © (%] (2] (] (] (2] (2] [+ ] (%] (2]
) - > 3 - - 3 =1 - - 3 3 - - 3 =1 - ) 3 3
[) [7) © (] [7] [7] © ] [] [T] © ] [] [] © ] [0] [] ] ]
I I = = I T = = I T = = I T = = I T = =
. . Rt —
AntiConnexin AK il v e @B - - - . -
Tubulin S e e D e D D o — G . .. | ——

Abbildung 22:

Nachweis der Proteinmenge im Immuno Blot aus Hautlysaten. Die Proteinmengen von Cx26, Cx30,
Cx30.3, Cx31 und Cx43 unterscheiden sich in Mausen des Genotyps Cx31+/+ nicht von Mausen des
Genotyps Cx31+/F137L. Als endogenes Vergleichsprotein wurde Tubulin verwendet. Als Kontrolle
wurden untransfizierte HeLa Zellen, die keine Connexine expremieren und HelLa Zellen, die mit dem
enstprechenden Connexin transfiziert wurden eingesetzt.
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4.48 Immunfloureszenzanalyse verschiedener @ Connexine in der
Mausepidermis

Die Verteilungsmuster und Expressionsniveaus der Connexine 26, 30, 31 und 43 in
adulter Maushaut wurden mittels Immunfluoreszenzanalysen an
Gefrierdiinnschnitten untersucht (Abb. 23). Eine Untersuchung der anderen in der
Haut exprimierten Connexine (Cx30.3, 31.1, 37, 40) ist bisher nicht mdglich, da keine
Antikorper verfugbar sind, die in der untersuchten Schwanzhaut spezifisch reagieren.
Bei der Betrachtung der Expression des Connexin3l ist zu beachten, dass die
Antikorper sowohl die Wildtyp als auch die mutierte Form des Cx31-Proteins
erkennen. Daher ist gleichzeitig nachgewiesen, dass die Mutation nicht zu einem
veranderten Transport des Cx31 Proteins fuhrt, da sowohl die zellulare als auch die
Verteilung der Signale hinsichtlich der Schichtung der Epidermis im Vergleich zur
Wildtyp Kontrolle unverandert ist (Abb. 23G).

Abbildung 23:

Expression und Verteilung der Connexine in der Epidermis von Wildtyp Tieren (obere Reihe [A bis D])
und im Vergleich dazu in Epidermis von Tieren des Genotyps Cx31+/F137L (untere Reihe [E bis H]).
Die Immunfluoreszenzen wurden mit primaren Antikdrpern gegen Cx26 (a und E), Cx30 (B und F),
Cx31 (C und G) und Cx43 (D und H) und mit Alexa488 gekoppelten Sekundarantikbrpern (griin)
durchgefiihrt. Die Kerne sind mit Propidiumiodid angefarbt (rot).

4.4.9 Schnellere Wundheilung bei Schnittwunden der Schwanzhaut von
Cx31+/F137L Tieren

Zur Untersuchung der Wundheilung wurden Schnittwunden durch Epidermis und
Dermis des Schwanzes aduter Mause gesetzt und der Heilungsprozess nach einem

bis finf Tagen verfolgt. Die Untersuchung des Heilungsprozesses der Schnittwunden
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zeigte bei Cx31+/F137L Tieren im Vergleich zu Wildtyp Tieren eine um etwa einen
Tag beschleunigte Wundheilung. Am Tag drei nach Wundsetzung ist bei der
Cx31F137L Maus bereits eine Mehrschichtigkeit der Epidermis erkennbar (Abb. 24),
wahrend dies in Wildtyp-Kontrolltieren nicht der Fall ist. In Schnittwunden der
Schwanzhaut von Cx31+/F137L Tieren am Tag 3 nach Wundsetzung sind bereits
klar einzelne Zellen und ihre Kerne auszumachen. Eine Mehrschichtigkeit der
verheilenden Epidermis mit klar erkennbaren Zellgrenzen und Kernen tritt in Wildtyp-
Tieren erst am Tag 4 auf.

Cx31** anti-Cx26
Tag 3

Koagulat

Cx31+F137L anti-Cx26

Koagulat

Abbildung 24:

Immunfluoreszenzfarbung von Cx31 (linke Abbildungen) und Cx26 (rechte Abbildungen) mit jeweils
einem Alexa488 gekoppeltem Sekundéarantikbrper (grin) an Gefrierschnittpraparaten von
Schwanzschnittwunden an Tag 3, bzw. an Tag 3 bis 5 und Cx31+/+ (oben) und Cx31+/F137L Tieren
(unten). Die Propidiumjodid Kernfarbung (rot) farbt ebenfalls den Wundpfropf an.

4.4.10 Akanthose

In etwa 5% der untersuchten Schwanzhaut bei Cx31+/F137L Tieren zeigte sich eine
Mehrschichtigkeit der Stachelzellschicht (Akanthose), die in Wildtyp Tieren nicht
beobachtet werden konnte. Dazu wurde jeweils eine Gesamtlange der Hautschnitte
von ca. 50 Zentimetern (in Stticken von je 10 bis 12 mm) untersucht. Es wurde auf
ca. 2,5 cm der Cx31+/F137L Haut eine Verdickung festgestellt (Abb. 25).
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Abbildung 25:

In A ist die normale Dicke der Schwanzhaut der Wildtyp-Mause zu sehen, wohingegen die
Schwanzhaut bei Cx31+/F137L Maéausen (B) in manchen Regionen deutlich verdickt ist.
Immunfluoreszenz mit einem Primarantikérper gegen Cx31 und einem Alexa488 gekoppeltem
Sekundéarantikdrper (griin), Propidiumjodid-Kernfarbung (rot).
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5 Diskussion

5.1 Generelle Ausgangssituation bei der Erzeugung eines Mausmodells fir
EKV

Die Erzeugung eines Mausmodells fur EKV birgt einige Probleme, so zum Beispiel,
dass das humane und das Maus Connexin31 zwar eine sehr hohe Sequenzidentitat
(von etwa 83% sowohl bei Protein-, als auch DNS-Sequenz) auszeichnet, aber diese
Proteine, und damit auch die mdglichen Bindungstellen fir Interaktionspartner und
thre Funktion nicht vollstandig vergleichbar sind. Daraus ergibt sich wiederum die
Frage, ob man in einem Mausmodel die speziesfremde, aber fir die Erkrankung
.-hormale“ humane Form wahlt oder die ,humane* Mutation in das Maus Cx31 Gen
einbringt. Da nicht auszuschlie3en ist, dass schon das Einbringen der humanen
Sequenz in das Mausgenom zu Veranderungen fuhrt, haben wir uns zur
Veréanderung der Maussequenz entschlossen.

Es gibt einige weitere Punkte, die ein Mausmodel nur bedingt auf einen Menschen
Ubertragbar machen. M&ause haben ein Fell, so dass potentiell auftretende
Hyperkeratosen oder rote Plagues eventuell nicht erkannt werden konnten. Um dies
zu umgehen stellten konnten die Experimente mit Nacktméusen durchgefuhrt
werden, allerdings wurde in friheren Publikationen von Nacktmauslinien von
spontanen Hyperkeratosen berichtet. Mechanische (Rasieren) oder chemische
(Enthaarungcreme) Enthaarung kann zu Stress der Haut fiihren, was wiederum eine
veranderte Connexin-Expression zur Folge hat (Dr. Markus Kretz, personliche
Mitteilung). Beriicksichtigt werden muss weiterhin, dass EKV bei menschlichen
Patienten sporadisch auftritt und teilweise erst nach einigen Jahren (Richard, 2005),
so dass die Lebensdauer der M&ause von bis zu zwei Jahren eventuell nicht
ausreicht, um die Symptome der Erkrankung sichtbar werden zu lassen. Die
Verteilung des Connexin31l in der Haut von Mensch und Maus sind sowohl in
gesunder, als auch durch Schnittwunden verletzter Haut, ahnlich (Richard et al.,
2003). Die anderen in der Haut vorkommenden Connexine sind jedoch
unterschiedlich verteilt, so dass durch potentielle Interaktionen mit diesen anderen
Connexinen andere Effekte zustande kommen kdnnen (Richard et al., 2003), die im
Menschen so nicht zu beobachten wéaren, da eine andere Verteilung der Connexine
auf die Hautschichten vorliegt. Demnach koénnte ein im Menschen postulierter

transdominant-negativer Effekt in der Maus nicht reproduzierbar sein.
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Eine weitere Schwierigkeit bei der Erzeugung einer Cx31F137L transgenen Maus
war von Anfang an durch die Arbeiten von Dr. Achim Plum (Plum et al., 2002)
bekannt, da die Ausschaltung des Connexin31 Gens zu Mausen mit einer
abnormalen Plazenta fuhrt. Bei der Planung der durchgefuhrten Arbeiten wurde
daher ein konditionaler Ansatz gewahlt, um die Mdglichkeit eines letalen Phanotyps
auszuschlieBen. Dies stellt einen weiteren Unterschied in der Expression des
Connexin31 im Menschen und in der Maus dar, da in der menschlichen Plazenta
kein Connexin31 nachweisbar ist (Plum et al., 2002; Prof. Dr. Elke Winterhager,

personliche Mitteilung).

5.2 Untersuchung der Cx31F137L Mutation in HelLa Zellen

Zur genaueren Untersuchung der Kanaleigenschaften der aus Cx31F137L
bestehenden Gap Junktion-Kandlen wurden Saugerzell-Expressions-Vektoren
hergestellt. Es sollten die homomeren, homotypischen Kanale aus Cx31WT mit
denen aus Cx31F137L verglichen werden, ebenso waren Doppeltransfektionen von
Cx31IWT mit Cx31F137L vorgesehen. Zu diesem Zweck wurden verschiedene
Expressionsvektoren konstruiert, um die entsprechenden Proteine in HelLa Zellen zu
exprimieren. Die beiden Varianten des Connexin31 Proteins sollten teilweise durch
Anhangen von V5- (Invitrogen®) oder Hiss-Sequenzen so markiert werden, dass sie
mit entsprechenden kommerziell erhaltlichen Antikdrpern detektiert werden kdnnen.
Dies ermdoglicht die Unterscheidung der Cx31 und der Cx31F137L Form in diesem
Modellsystem, da sonst eine Unterscheidung auf Proteinebene nicht mdglich ist. Um
nachzuweisen, dass die Markersequenzen an diesen Proteinen nicht zu
unterschiedlichen Kanaleigenschaften im Vergleich zum unmarkierten Connexin
Protein fuhren, sollten beide Varianten mit beiden unterschiedlichen Markern und
auch ohne Marker verwendet werden. Bei den verwendeten Vektoren ist zu
beachten, dass die Expression des Connexins durch einen sehr starken Promoter
geregelt wird, was dazu fuhren kann, dass das Protein Expressionsniveau weit hbher
als im nativen System ist. Es zeigte sich, dass die Cx31F137L Mutation fur HelLa
Zellen toxisch zu sein scheint, da, sobald die Mutation in die Zellen eingebracht
wurde starben diese unabhangig vom Marker ab (Tab. 5). Diese Effekt wurde
unmittelbar nach den in dieser Arbeit erzielten Ergebnissen von He et al., 2005
beschrieben und deckt sich mit den Ergebnissen, die fir die Cx31G12R Mutation

beschrieben wurden (Diestel et al., 2003). HeLa Zellen besitzen keine endogenen
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Connexine, so dass ein Effekt der Mutationen auf diese nicht die Ursache fur den
Tod der Zellen sein kann. Moglich ist die Ausbildung konstitutiv offener Halbkanale,
die die Aufrechrechterhaltung des Konzentrationsgradienten der Zellen zum
umgebenden Medium unmdglich macht und damit die Uberlebensfahigkeit minimiert.
Widersprichliche Angaben gibt es beziiglich des Transportes der Connexin-Molekule
zur Membran. Einige Autoren (z.B. Richard et al., 2002, Common et al., 2002)
propagieren eine Transportdefizienz, so dass die mutierten Connexin-Molekulle die
Zelloberflache eventuell gar nicht erreichen. Au3erdem sind bei Untersuchungen der
selben Mutationen in unterschiedlichen Zelltypen unterschiedliche
Transportverhalten beschrieben worden. So beschreiben Di et al.,, 2002 in NEB1
Zellen (Keratinozyten ahnliche Zellen) einen Transport der mutierten Proteine
(66delD) zur Plasmamembran, der von He et al., 2005 in HeLa Zellen nicht gezeigt
werden konnte. In diesem Fall ist zu beachten, das NEB1 Zellen endogen Connexine
exprimieren, die den Transport und die Funktion der mutierten Proteine beeinflussen
und durch diese beeinflusst werden konnten. Die Transfektionsmethoden
unterschieden sich ebenfalls in allen diesen Studien. So wurde ausschlief3lich von
Diestel et al., 2003 ein induzierbarer Vektor mittels Kalziumphosphatprazipitation in
die Zellen gebracht, wohingegen Die et al., 2002 die Vektoren mittels Mikroinjektion
in die Zellen brachten und He et al., 2005 verwendeten zur Transfektion der Zellen
Lipofectamin 2000. Die verwendeten Vektoren und Promotoren unterschieden sich
ebenfalls. Demnach sind die Ergebnisse nicht miteinander vergleichbar, obwohl zum
Teil die selben Mutationen untersucht wurden. Eine wirklich plausible Erklarung far
das Absterben der Zellen, die eine mutierte Version eines Connexins enthalten, gibt
es demnach bisher nicht. Weiterhin ist nicht geklart, ob die Uberexpression im
Zellkultursystem diesen tddlichen Effekt hervorruft, der unter Kontrolle des
endogenen Promoters im nativen System Uberhaupt keine Rolle spielt. Eine
Mdoglichkeit, die Letalitat der HelLa-Zellen zu umgehen, ist die Verwendung eines
induzierbaren Systems, in dem erst durch Zugabe von z.B. Doxyzyklin eine
Transkription des mutierten Cx31 erreicht wird. Eine Weiterentwicklung dieses
Systems ist ein umschlossenes Doxycyklin, das durch UV Bestrahlung freigesetzt
wird (Sydney et al.,, 2005), so dass eine zeitliche und raumliche Kontrolle der

Expression des mutierten Connexins erfolgen kann.
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5.3 Konstruktion des Vektors zur homologen Rekombination in embryonalen
Stammzellen

Bei der Konstruktion des Vektors zur Erzeugung einer transgenen Cx31F137L Maus
waren verschiedene Aspekte zu beachten. Beispielsweise soll in diesem System
eine Punktmutation und deren Auswirkungen im Organismus der Maus untersucht
werden. Diese Punktmutation flhrt zu einem Cx31 Protein, in dem eine einzige
Aminosaure im Vergleich zur Wildtyp-Variante des Cx31 Proteins verandert ist. Diese
Veranderung ist auf Protein Ebene mit Routinemethoden, wegen mangelnder
Verfugbarkeit spezifischer Antikoérper, nicht nachweisbar. Eine Moglichkeit, eine
solche Veranderung nachzuweisen, ware ein Antikdrper, der genau an die
veranderte Region bindet. Da die Cx31F137L Mutation jedoch innerhalb der
Membran liegt und fur die Herstellung von Antikorpern generell extra- oder
intrazellulare liegende Aminosdure-Sequenzen verwendet werden, ist diese
Mdoglichkeit hier ausgeschlossen. Eine weitere Mdglichkeit, das mutierte Protein vom
Wildtyp Protein unterscheiden zu kénnen, ist die Verwendung eines Markerproteins,
das entweder N-terminal oder C-terminal angehéngt werden kann. Gangige
Markerproteine kénnen entweder durch ihre Fluoreszenz (z.B. eGFP, eYFP, ...) oder
mittels  Antikérpern (V5, poly-His, ...) nachgewiesen werden. Alle diese
Markerproteine bedingen allerdings eine Veranderung der Sequenz der kodierenden
Region des Connexins. Damit verbunden sind potentiell veranderte
Sekundarstrukturen und verédnderte Zuganglichkeiten bestimmter Domanen fur
Interaktionspartner. Daher wurde dieser Ansatz verworfen. Das Anknipfen eines
Markerproteins fuhrt immer zu Veranderungen, die Auswirkungen auf das zu
untersuchende Protein im Gesamtkontext haben kdnnten. Eine Unterscheidung der
Wildtyp und Cx31F137L kodierenden Region auf genetischer Ebene ist relativ leicht
mdglich, da eine zusatzliche Smil Erkennungsstelle in der Cx31F137L Version
auftritt, die mittels PCR und anschlieBender Restriktionsspaltung sowohl auf
Zellkultur- wie auch auf Mausebene nachgewiesen werden kann. Da also die
Nachteile bei Einbringen eines Markerproteins Uberwiegen, wurde zugunsten der
Gesamtaussage von Anfang an bewusst auf die Mdglichkeit der Unterscheidung der
beiden Versionen des Cx31 Proteins verzichtet. So war sichergestellt, dass die
beobachteten Effekte auch tatsédchlich auf die zu untersuchende Veranderung in
Cx31 zurlckzufuhren sind. Auch das Einbringen eines Reportergens kdnnte zu

ahnlichen Schwierigkeiten fihren, da zwar nicht das zu untersuchende Protein direkt
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verandert wirde, jedoch der genetische Lokus. Dies konnte dazu fuhren, dass
genregulatorische Effekte nicht mehr oder anders ablaufen, als das im Wildtyp-Lokus
der Fall ware. Solche Effekte wurden bereits im Zusammenhang mit
Resistenzkassetten und ihren starken Promotoren nachgewiesen.

Da ein konditionaler Ansatz gewahlt wurde, kommen weitere Fragen auf. Bei allen
Vorzugen ergibt sich jedoch der Nachteil, dass eine loxP-Erkennungsstelle im
Genom zurickbleibt. Diese loxP-Erkennungsstelle kbnnte Promotoren oder andere
regulatorische Sequenzen zerstoren oder zumindest verandern. Da dies aber dem
Ziel, das veréanderte Cx31 Gen unter mdglichst nativen Bedingungen zu exprimieren,
abtraglich ware, wurde die Positionierung der verbleibenden loxP Erkennungsstelle
sehr genau geplant. Achim Plum hat in seiner Dissertation (2000)
Promoterbindungsanalysen durchgefihrt und nachgewiesen, dass das Einfligen oder
Weglassen bestimmter Regionen stromaufwarts des Connexin31 Gens zu keinerlei
Veranderungen der Expressionsstarke fihrte. Diese Ergebnisse wurden
bertcksichtigt und die loxP-Erkennungsstelle so positioniert, dass eine Veranderung
der Promoteraktivitat nach bisherigen Erkenntnissen ausgeschlossen ist. Die
Neomyzinresistenzkassette ist durch frt-Erkennungsstellen flankiert, so dass ein
Entfernen dieser Region mittels der Flp-Rekombinase mdglich ist. Da sich die
komplette Region, inklusive der frt-Erkennungssequenzen, innerhalb der loxP
flankierten Region befindet, ist die Position dieser Elemente nicht kritisch, da sie bei
einer Cre-vermittelten Deletion komplett entfernt werden.

Um homologe Rekombination zu erreichen, ist es erforderlich, mdglichst groR3e
homologe Bereiche in den Vektor zu integrieren. Dennoch war die Grol3e dieser
Homologien begrenzt, da im vorliegenden Fall am 5°-homologen Bereich eine PCR-
Reaktion etabliert werden musste um die homologe Rekombination nachzuweisen
und die Lange des 3"-homologen Bereichs auch aufgrund der zu verwendenden
Restriktionserkennungsstellen und der Gesamtgrof3e des Vektors limitiert war. Die
Mutation wurde mittels positionsgerichteter Mutagenese in die Wildtyp kodierende
Region eingebracht. Alle anderen Zwischenschritte zur Erstellung des Vektors
erfolgten Uber Restriktionen und Ligationen. Der Nachweis der Mutation erfolgte
mittels PCR und anschlieBender Smll vermittelter Restriktion (s.0), oder durch
Sequenzierung. Bevor eine Sequenzierung des Zielgenvektors vorgenommen wurde,
wurde die Funktionstichtigkeit der frt und loxP Erkennungssequenzen in E.coli

Uberpriuft und der gesamte Vektor mittels einiger Kontrollspaltungen charakterisiert.
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Die folgenden Ergebnisse rechtfertigten den konditionalen Ansatz, da homozygote
Cx31F137L/F137L Méause in der frihen Embryonalentwicklung sterben (siehe 4.4.3).

5.4 Charakterisierung der Cx31+/F137L ES-Zellen

Die homolog rekombinierten embryonalen HM1 Stammzellen bieten nicht nur die
Moglichkeit, in ,gefloxtem” Zustand in Blastozysten injiziert zu werden, sondern sie
konnen bereits zur Charakterisierung in vitro herangezogen werden. Dazu zahlt
beispielsweise die transiente Transfektion mit einem Expressionsvektor fur die Cre-
Rekombinase. Ebenfalls wurde eine Transduktion des Cre-Proteins (in
Zusammenarbeit mit PD. Dr. Frank Edenhofer) durchgefiihrt, was zu identischen
Ergebnissen bei einer geringeren Belastung der Zellen fihrte, da keine
Elektroporation durchgefihrt werden musste. Eine erfolgreiche Cre-vermittelte
genomische Rekombination fuhrt zu Zellen mit einem Cx31 und einem mutierten
Allel. Beide Formen des Cx31 Gens stehen, im Gegensatz zur Uberexpression in
HelLa-Zellen, unter dem endogenen Promoter und die Verteilung und Regulation aller
anderen Molekule in diesen Zellen sollte unverandert sein. In HM1 ES Zellen sind
ebenfalls Connexin43 und Connexin45 exprimiert (eigene Ergebnisse in Kooperation
mit Dr. Stephan Maxeiner, siehe auch 4.3.6 und 4.6.7). Beim Vergleich der
Connexin-Kanale fallt auf, dass die Cx31 Kanale eine sehr geringe Farbstoffkopplung
aufweisen (Diestel et al., 2002) und dass sowohl Cx43 als auch Cx45 Kanale
deutlich besser fur die Indikatormolekile Neurobiotin und Luzifer Yellow durchlassig
sind (Dissertation Dr. Claudia Elfgang, 1995). Das humane Cx31 scheint
heterotypische Kanale mit Cx26, Cx30, Cx32 und Cx45 auszubilden (Abrams et al.,
2006). Wenn durch die Mutation die kompletten Cx31 Kanale fir Neurobiotin
undurchlassig wirden, ware der Effekt der Gesamtkopplungsreduktion, wie er in den
Versuchen dieser Arbeit beobachtet wurde, immer noch nicht erklarbar, da der
Kopplungsanteil der Cx31 Kanale sehr gering zu sein scheint. Demnach muss man
davon ausgehen, dass die Cx31F137L Mutation auf andere Connexin Isoformen,
vermutlich auf mindestens eines der aul3erdem in ES Zellen ausgepragten
Connexine (Cx43 oder Cx45) transdominant-negativ wirkt. Ob auch ein dominant
negativer Effekt der mutierten Form des Connexin31 auf die Wildtyp Form des Cx31
eine Rolle spielt, ware durch direkten Vergleich mit Cx31+/- ES Zellen moglich. Die
Cx31-Defizienz-Mause wurden jedoch mit einer anderen ES-Zell-Linie erzeugt, so

dass ein Vergleich der Eigenschaften nicht sinnvoll ist.
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Die Lokalisation des mutierten Cx31 sowie des Wildtyp Connexin31 ist aufgrund der
geringen GrolRe der HM1 ES- Zellen nicht ohne weiteres zu untersuchen, scheint
jedoch unveréandert zu sein. Es ware eine subzellulare Fraktionierung denkbar, um
so Aufschluss dariiber zu erhalten, in welchen Fraktionen die mutierten und Wildtyp
Connexine vorliegen. An der intrazellularen Lokalisation von Cx43 und Cx45 konnten
keine Veranderungen beobachtet werden (siehe 4.4.8). Es sind weitergehende
Untersuchungen der Einzelkanale und potentieller heteromerer und heterotypischer
Kanale notig, um diesbezuglich konkrete Aussagen machen zu kdénnen. Es ware
maoglich, die Kanaleigenschaften dieser Connexine in Kombination mit Cx31F137L
Kanalen in Xenopus Oozyten zu untersuchen, allerdings unter der Voraussetzung,
dass die Xenopus Oozyten die Expression der Cx31F137L Kandle Uberleben.
Ebenso kdnnte man ES Zellen verwenden, die entweder kein Wildtyp Cx31 oder
aber kein Cx43 oder Cx45 mehr exprimieren. Dies ware durch Erzeugung von
homozygoten KO-ES Zellen mdglich, oder aber durch Isolierung eben dieser ES
Zellen aus Blastozysten. Eine weitere Moglichkeit ware die Herabregulation der Cx43
und/oder Cx45 mittels siRNS, (Phillip Worsdorfer, laufende Dr.-Arbeit). AnschlieRend
missten dann ebenfalls Kopplungsanalysen durchgefiihrt werden. Interessant wére
in diesem Zusammenhang auch, ob die ATP Freisetzung dieser Zellen verandert ist.

Wie oben beschrieben sterben HelLa Zellen, sobald sie die Cx31F137L Mutation
exprimieren. Ob Apoptose oder Nekrose daflr verantwortlich ist, konnte Uber ein
kommerzielles Apoptose-Kit nachgewiesen werden. Ebenso ist eine FACS-
Sortierung und damit auch eine Quantifizierung der absterbenden Zellen mdglich.
Die Uberexpression durch den starken CMV-Promoter konnte dazu fiihren, dass sich
offene Connexin-Halbkandale bilden und dadurch die Homdostase der Zellen gestort
wird. Da aber die HelLa Zellen nicht diesbeziglich untersucht werden konnten,
wurden in dieser Arbeit ATP-Freisetzungsuntersuchungen an Cx31+/F137L HM1
Zellen durchgefiihrt. Eine verstarkte Freisetzung von ATP und der indirekte
Nachweis dieses ATPs im Medium Uber die Aktivitat der Luziferase sollte Aufschluss
dariiber geben, ob in den Cx31+/F137L ES-Zellen verstarkt Halbkanale ausgebildet
werden. Da keinerlei Unterschiede der Wildtyp ES Zellen zu den Cx31+/F137L ES
Zellen gefunden wurden, ist davon auszugehen, dass die Mutation nicht zu einer
verstarkten Bildung von offenen Halbkanalen fuhrt. Diese Ergebnisse lassen jedoch
keine Schlusse fur das HeLa-System zu und beantworten auch nicht die Frage, ob in

embryonalen Stammzellen Halbkanale vorhanden sind.
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5.5 Die Cx31+/F137L Maus

Die Cx31+/F137L Mause zeigten makroskopisch keine Auffalligkeiten und wurden in
der erwarteten Mendelschen Haufigkeit geboren. Auffallig ist jedoch, dass aus
Verpaarungen zweier Cx31+/F137L Mause keine Cx31F137L/F137L Tiere geboren
werden (siehe 4.4.3). Da der Todeszeitpunkt dieser Tiere zwischen Tag 7.5 dpc und
Tag 8.5 dpc liegt, und der Embryo in diesem Zeitraum noch ausschlief3lich tGber
Diffusion ernahrt wird, konnte ein Plazentadeffekt nicht die Ursache fur das frihe
Absterben der Tiere sein., Eine Entwicklungsstorung der Plazenta konnte allerdings
die weitere Entwicklung des Embryos unterbinden, auch wenn sich die Plazenta zu
diesem Zeitpunkt erst ausbildet und vor Tag 9.5 dpc die Versorgungsfunktion des
Embryos nicht Gbernimmt (Prof. Elke Winterhager, personliche Mitteilung). Cx31KO
Tiere werden mit einer geringeren Wahrscheinlichkeit geboren, da sie einen Defekt
im Labyrinth der Plazenta aufweisen (Plum et al., 2002). Demnach hat die geringere
Geburtswahrscheinlichkeit der Cx31-/- Tiere vermutlich eine andere Ursache.
Beispielsweise kdnnten heteromere oder heterotypische Kanale aus Connexin31 in
Kombination mit einem andern Connexin eine wichtige Rolle in der Regulation der
Embryonalentwicklung spielen. Falls das an dieser Interaktion beteiligte Protein die
Funktion auch allein, jedoch eingeschrankt erfillen kdnnte, dann ware das eine
maogliche Erklarung dafir, dass Cx31-/- Mause (wenn auch mit einer etwas
verringerten Haufigkeit) geboren werden, Cx31F137L/F137L Mause jedoch nicht.
Das verénderte Cx31 Protein konnte dazu fuhren, dass die Funktion eben dieses
Interaktionspartners unterbunden oder verandert wird. Dass Cx31 in der friihen
Embryonalentwicklung eine Rolle spielt, ist schon daraus ersichtlich, dass HM1 ES
Zellen Cx31 exprimieren und die Mutation bereits in ES Zellen zu einer sehr
deutlichen Kopplungsreduktion fuhrt. Aul3erdem wurde Cx31 bereits im Acht-Zell-
Stadium nachgewiesen (Plum et al., 2002). Ein Effekt der Cx31 F137L Mutation in
der Plazenta ist dennoch nicht ausgeschlossen, da kein Effekt auf die
Uberlebenswahrscheinlichkeiten der Cx31+/F137L Tiere gefunden wurde. Zu
weiteren Untersuchungen wurden Frau Prof. Winterhager Plazenten der Stadien 9.5
bis 16.5 Ubersandt, um eventuelle Effekte zu untersuchen. Erste Ergebnisse deuten
ebenfalls, wie bei den Cx31KO Tieren, auf eine Veranderung des Labyrinthes der
Plazenta hin. AulBerdem scheinen Cx31+/F137L Tiere wéahrend der
Embryonalentwicklung zwischenzeitlich kleiner und leichter zu sein. Dieser Effekt

scheint allerdings bis zur Geburt wieder kompensiert zu werden. Die
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Plazentagewichte der Cx31+/+ und Cx31+/F137L Tiere unterscheiden sich bisher
nicht (Diplomarbeit von Christian Markopoulos und Prof. Dr. Elke Winterhager,

personliche Mitteilung)

5.6 Akanthose

Die Untersuchung der Haut ergab auf den ersten Blick keinerlei offensichtliche
Unterschiede zwischen Cx31+/F137L und Wildtyp Tieren. Besonders wurde auf
offensichtliche Veranderungen des Fells oder auf rote Flecken bei neonatalen und
adulten Tieren geachtet, die durch das Fell zu erkennen gewesen sein kdnnten.
Auch der Schwanz und die FuBsohlen der Tiere, als besonders beanspruchte
Hautregionen, zeigten keinerlei Veranderungen. Diese Ergebnisse schienen
anfanglich gut in den Gesamtzusammenhang zu passen, dass das Ausschalten
eines einzelnen Connexins zu keinen offensichtlichen Hautveranderungen fuhrt
(Willecke et al., 2002; Kretz et al., 2004, eigene Ergebnisse zusammen mit Dr.
Zheng-Fischhofer). Bei der Betrachtung von Gefrierschnitten der Schwanzhaut fiel
jedoch auf, dass auf einer insgesamt betrachteten Hautlinge von etwa 50
Zentimetern bei 10 Mausen in etwa 2,5 Zentimetern eine deutliche Verdickung der
Stachelzellschicht auftrat, die in 10 Wildtyp Mausen nicht zu finden war. Die
untersuchten Epidermisquerschnitte waren etwa 10 bis 12 Millimeter lang.
Offensichtlich tritt in etwa 5% der Schwanzhaut eine Verdickung der
Schwanzepidermis auf. Diese Erkenntnis deckt sich mit dem menschlichen
Phanotyp, da auch im Menschen sporadisch auftretende und vor allem klar
abgegrenzte Regionen verdickter Epidermis beschrieben wurden (Richard et al.,
2002). Entgegen der bisher vor allem beobachteten Hyperkeratose (Ubermafige
Verhornung der oberen Zellschichten) scheint ausschlie3lich eine Akanthose
(Verdickung der Stachelzellschicht) vorzuliegen. Humane Akanthosen wurden als
eine Verschiebung der ,normalen” Zellstruktur der Haut in Richtung junger, ,unreifer”
Epidermiszellen beschrieben, die sowohl durch verstarkte Zellteilung (Proliferation)
oder durch verzogerte Zellreifung (Differenzierung) der Epithelzellen zustande
kommen kann (http://flexicon.doccheck.com/, sowie persodnliche Mitteilung PD Dr.
Julia Reichelt). Welche Effekte bei der Mausepidermis eine Rolle spielen ist nicht

bekannt.
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5.7 Expression von Cx31F137L in der Epidermis

Aufgrund der verringerten Farbstoffkopplung der Cx31+/F137L ES Zellen stellte sich
die Frage, ob diese reduzierte Kopplung eventuell auf Defizite im intrazellularen
Transport zurtickzufiihren ist, die in ES Zellen nicht oder nur schlecht nachweisbar
sind. Eine Unterscheidung des mutierten Proteins vom Wildtyp Protein, sowohl in der
Immunfluoreszenz als auch bei Immunoblot Analysen ist nicht méglich (s.0.). Daher
kann nur eine allgemeine Aussage Uber die Gesamtproteinmenge und die Verteilung
aller Cx31 Molekile gemacht werden. Das Vorkommen des Cx31 in den
suprabasalen Schichten der Epidermis scheint in den Cx31+/F137L Tieren im
Vergleich zum Wildtyp nicht verandert zu sein. Sowohl die Verteilung als auch die
Menge je Zelltyp waren &hnlich. Die Menge des Cx31 Proteins wurde in Hautlysaten
untersucht und kein signifikanter Unterschied zwischen Wildtyp und Cx31+/F137L
Maushaut festgestellt. Demnach scheinen das mutierte Protein und das Wildtyp
Cx31 zumindest in der Haut dieser mutierten Mause normal verteilt zu sein. Ein
genereller Effekt auf den intrazellularen Transport ist damit ebenso ausgeschlossen

wie eine deutliche Uberexpression oder eine Verminderung der Proteinmenge.

5.8 Expression der Connexine 26, 30, 30.3, 43 in der Cx31+/F137L Epidermis

Da offensichtlich keinerlei Transport oder Expressionsveranderungen des Cx31
Proteins aufgetreten waren, stellte sich die Frage, ob ein transdominanter Effekt auf
andere Connexin-Proteine vorliegt. Dazu wurden Immunfluoreszenzanalysen der
Hautconnexine Cx26, Cx30, Cx31 und Cx43 in Schwanzhaut von Wildtyp Mausen
sowie von Cx31+/F137L Mausen durchgefuhrt (siehe Abb. 23). Diese
Untersuchungen ergaben eine vergleichbare Verteilung der untersuchten Connexine
in Mausen beider Genotypen. Eine Verdnderung des Transportes dieser Connexine
durch Cx31F137L ist also unwahrscheinlich. AulBerdem wurde die
Gesamtproteinmenge der Connexine 26, 30, 30.3, 43 untersucht. Es wurden
keinerlei signifikante Veranderungen der Proteinmengen eines dieser Connexine in
Schwanzhautlysaten von Cx31+/F137L Tieren im Vergleich zu Wildtyp Kontrolltieren
gefunden. Weiterhin wére es sinnvoll, die Connexine 30.3 und Cx31.1 in der Haut
genauer zu untersuchen. Die Cx30.3 AntikOrper reagieren bei der Immunoblot-
Analyse spezifisch, nicht jedoch bei Immunfluoreszenz-Analysen der Schwanzhaut,
so dass keine Immunfloureszenzuntersuchung durchgefuihrt werden konnte. Die

kommerziellen oder von Dr. Jim Nagy (Manitoba, Kanada) zur Verfigung gestellten
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Antikbrper gegen Cx31.1 zeigten in den Cx31-/- Kontrollen (sowohl bei der
Immunfluoreszenz, als auch bei Immunoblot-Analysen) die gleichen Signale wie in

Wildtyp Kontrollen, so dass sie vermutlich unspezifisch sind.

5.9 Verkirzte Wundheilung in Cx31+/F137L Mausen

Bei Cx31+/F137L Méausen wurde bei Schnittwunden am Schwanz eine um einen Tag
verkirzte Wundheilung im Vergleich zu Wildtyp Tieren beobachtet. Der Effekt der
beschleunigten Wundheilung wurde fir Cx43-/- in der Haut bereits von Kretz et al.
(2004) beschrieben. Weitere Anhaltspunkte fur funktionelle Veranderungen der Haut
wurden nicht gefunden. Die Untersuchung der Cx31-/- Tiere ergab keinerlei Einfluss
des Fehlens von Cx31 auf den Zeitpunkt des Wundverschlusses. Ebenfalls wird in
der erwahnten Arbeit eine Koregulation von Cx43 und Cx31 sowie von Cx26 und
Cx30 beschrieben. In gesunder Haut ist wahrend des Wundheilungsprozesses von
Schnittwunden eine Herabregulation von Cx43 und Cx31 zu beobachten. Die
Herabregulation des Cx43 konnte erforderlich sein, um den Verschluss der Wunde
zu ermdoglichen, z.B. weil eine Dedifferenzierung oder die Migration von Hautzellen
erst durch Herabregulation dieser Connexine stattfinden kann. Diese Vermutung
wurde in der vorliegenden Arbeit dadurch bestatigt, dass die Expression von Cx43 ab
Tag 1 nach Wundsetzung parallel mit der Herabregulation von Cx31 deutlich
verringert wird. Cx26 und 30 werden hingegen wahrend der Wundheilung
hochreguliert. Schon die ahnliche Regulation von Cx31 und Cx43 legt eine
Interaktion beider Connexine nahe, wie sie bereits fur Cx30 und Cx26 im Innenohr
beschrieben ist (Manthey et al., 2001; Nagy et al., 2001; Marziano et al., 2003). Ein
transdominant negativer Effekt einer Cx26 Mutation auf Cx30 und ein damit
verbundener Hoérverlust wurde beschrieben (Marziano et al., 2003; Nickel et al.,
2006). Eine mdgliche Erklarung fur die beschleunigte Wundheilung in Cx31+/F137L
Tieren ist, dass die Mutation zu einer Inaktivierung der Cx43 Kanale fuhrt und damit
eine funktionelle Herabregulation darstellt, so dass die Wundheilung schneller
vonstatten gehen kann. Der Abbau der Cx43 Kandle konnte nétig sein, um die
intrazellulare Kopplung aufzuheben. Demnach wirde die Cx31F137L Mutation dazu
fuhren, dass ein transdominant-negativer Effekt auf Cx43 zustande kommt. Dieser
Effekt kdnnte dann auf nicht geklarte Wiese zu einer beschleunigten Wundheilung
fuhren. Allerdings ist die bisher nicht bekannte, eigentliche Funktion des Cx43 Kanals

vermutlich ebenfalls permanent inhibiert. Die Funktion der Connexine in der Haut ist

91



Diskussion

noch nicht aufgeklart, so dass auch keine Erkenntnisse vorliegen, was die eigentliche
Aufgabe des Cx43 Proteins in der Haut ist. Erste Ko-Immunprazipitationen von Cx31
und Cx43 aus Hautlysaten legen eine direkte Interaktion nachgewiesen nahe (Dr.
Markus Kretz und Christian Markopoulos, personliche Mitteilung). Ein weiteres Indiz
fur einen transdominant negativen Effekt des Cx31F137L Proteins auf das Cx43
Protein liefern die in dieser Arbeit beschriebenen Resultate der Untersuchungen an
hetrozygoten Cx31+/F137L ES-Zellen, da die stark reduzierte Kopplung nach
Neurobiotin Injektionen ebenfalls durch einen transdominant-negativen Effekt von
Cx31F137L auf Cx43 erklart werden kann. Moglicherweise hat das Cx31F137L
Protein keinen Einfluss auf die Cx45 Kandle in den HM1 ES-Zellen hat, da sonst eine
noch starkere Kopplungsreduktion zu erwarten wére. Auf3erdem erscheint auch ein
Effekt der F137L Mutation auf Cx30.3 mdglich, da dieselbe Mutation (F137L) auch im
Cx30.3 Gen auftritt und der Phanotyp der Erkrankung der betroffenen Menschen
nicht von den Tragern der Cx31F137L Mutation unterscheidbar ist. Untersuchungen
hinsichtlich Cx30.3 und Cx31.1 waren jedoch aufgrund des Fehlens funktioneller
Antikorper nicht mdglich. Auch die Analyse der kirzlich charakterisierten Cx30.3-/-
und Cx31.1-/- Mause (Zheng-Fischhofer et al., in Vorbereitung) erbrachte bisher
keine Anhaltspunkte fir einen Effekt dieser Connexine auf die Geschwindigkeit der
Wundheilung, jedoch reicht die Anzahl der durchgefihrten Experimente nicht fir eine
abschlieBende Aussage aus. Vermutlich stellt die grof3e Anzahl verschiedener in der
Haut vorkommender Connexine ein sehr komplexes und zumindest in Teilen

redundantes System dar, um vielfaltige Funktionen in der Haut zu erfillen.

5.10 Vergleich der Cx31-/F137L Tiere mit Cx31-/- und Cx31F137L/F137L Mausen
Nachdem deutlich wurde, dass keine Cx31F137L/F137L Tiere geboren werden,
wurden Verpaarungen von Cx31-/- Mausen mit Cx31+/F137L Tieren angesetzt. Die
Arbeitshypothese ging davon aus, dass die Tiere Cx31-/F137L und
Cx31F137L/F137L sich genetisch sehr &hnlich sind und daher ahnliche Effekte zu
beobachten sein sollten. In beiden Linien ist kein funktionelles Wildtyp Cx31, wohl
aber Cx31F137L vorhanden. Der einzige Unterschied ist, dass bei Cx31-/F137L
Tieren auf einem Allel das LacZ Reportergen statt des Wildtyp Cx31 und auf dem
anderen Allel die Cx31F137L Mutation vorhanden ist und bei Cx31F137L/F137L
Tieren beide Allele durch die Cx31F137L Mutation ersetzt sind.

Uberraschenderweise wurden die Cx31-/F137L Tiere jedoch in etwa der erwarteten
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Mendel’'schen Verteilung geboren und zeigten keinerlei makroskopische
Auffalligkeiten. Um eine abschlieR3ende Aussage treffen zu konnen ist die Anzahl der
geborenen Mause (n=7) dieser Linie noch zu gering. Offenbar liegt ein
Gendosiseffekt vor, da das doppelte Vorhandensein des Alles diesen Effekt
hervorruft. Uberraschend ist, das es fir die Uberlebenswahrscheinlichkeit der Tiere
offensichtlich keine Rolle spielt, ob das Cx31 Wildtyp-Allel vorhanden ist oder nicht,
denn Cx31-/F137L und Cx31+/F137L Tiere Uuberleben. Ob in der Haut der
Cx31-/F137L Tiere mikroskopisch oder bei Wundheilungsanalysen entsprechende

Effekte auftreten, muss noch untersucht werden.

5.11 Untersuchung der Cx31F137L Mutation in Xenopus Oozyten
Kopplungsanalysen der Gap Junctions aus Cx31F137L und verschiedenen Wildtyp
Connexinen in Xenopus Oozyten sollten tiefergehende Erkenntnisse Uber die
Kanaleigenschaften der Cx31F137L Kanale, auch im Zusammenspiel mit anderen
Connexinen, liefern. Zu diesem Zweck werden zurzeit (in Zusammenarbeit mit
Gabriele Schwarz) Oozytenvektoren hergestellt, die dazu dienen, die Cx31F137L
Mutation in Xenopus Oozyten zu exprimieren. Zur Kontrolle wird ein identischer
Vektor erzeugt, der jedoch statt der Cx31F137L kodierenden Region die Cx31
Wildtyp kodierende Region enthélt. Von diesen Versuchen werden Erkenntnisse zur
Funktionalitat der Cx31F137L Mutation und die Effekte auf heterotypische elektrische
Kopplung der Cx31F137L Gap Junctions erwartet.

5.12 Effekte der F137L Mutation auf die Struktur von Cx31

Die Simulation der Transmembrandomé&nenstruktur erfolgte mit dem Programm
TMbase (Hofmann und Stoffel, 1993). Daraus ergab sich bei der Cx31F137L
Mutation eine im Vergleich zur Cx31 Wildtyp-Variante um eine Aminosaure
verlangerte Transmembrandoméne 3, was die zytoplasmatische Schleife um eine
Aminosaure verkirzt. Dies konnte Auswirkungen auf die Bindung assoziierter
Molekile haben. Denkbar sind sowohl veranderte Lipid- wie auch
Proteininteraktionen ebenso wie eine strukturelle Verédnderung der Kanalpore durch
die verlangerte Transmembranregion. Diese Veranderung wurde sowohl bei der
Simulation der Cx31F137L Mutation in der humanen Variante, als auch in dem
Mausmodel erreicht. Zu beachten ist bei diesen Aussagen jedoch, dass sie

ausschlieBlich auf mathematischen Berechnungen der Eigenschaften der

93



Diskussion

Aminosauren und ihrer Abfolgen, beruhen. Demnach ist nicht klar, ob diese

Aussagen in vivo zutreffen, sie konnten jedoch bei der Interpretation der Ergebnisse

bertcksichtigt werden.
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6 Ausblick

6.1 Weitere Charakterisierung der Cx31F137L Gap Junctions

In der vorliegenden Arbeit wurde eine Maus erzeugt, welche die Mutation F137L im
Cx31 Gen der Maus exprimiert und eine phanotypische Charakterisierung
heterozygoter Tiere durchgefihrt.

In weiteren Experimenten sollten die Cx31F137L Kanaleigenschaften der Gap
Junction-Kanale genauer untersucht werden und potentielle Interaktionen mit
anderen Connexinen in der Haut und in der Plazenta untersucht werden. Erste Ko-
Immunoprazipitationen zur Untersuchung der Interaktionen des Cx31 mit anderen
Connexinen zeigen eine Interaktion von Cx31 und Cx43 in adulter Maushaut
(Christian Markopoulos, Diplomarbeit). Weiterhin sollten die Auswirkungen der
Mutation Cx31F137L auf die Kanaleigenschaften elektrophysiologisch in
heteromeren und heterotypischen Kanélen, insbesondere in Kombination mit Wildyp
Cx31 und Cx43, vermessen werden. Zu diesem Zweck werden zurzeit die Vektoren
fur die Injektion der Mutation in Xenopus Oozyten erzeugt. Eine Analyse in HelLa
Zellen ist nicht moglich, da diese nach Expression der Mutation Cx31F137L sterben.
Zur Untersuchung der Cx31F137L Gap Junctions in vivo waren Farbstoffinjektionen
in Dickschnitte der Haut der Cx31+/F137L Tiere hilfreich (vergleiche Kretz et al.,
2003) In diesem Zusammenhang ist auch die Untersuchung intra- und interzellulérer
Ca”**-Gradienten durchaus interessant, denn diese konnten eine Rolle bei der

Polaritat und der Organisation der Differenzierung der Zellen der Epidermis spielen.

6.2 Wundheilung von Schnittwunden an der Schwanzhaut von Mausen

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Wundheilungsanalysen an Cx31+/F137L Mausen
durchgefuhrt, die eine schnellere Wundheilung bei diesen Tieren im Vergleich zu
Wildtyp Tieren zeigten.

Weitere Wundheilungsanalysen mit Cx31-/F137L Tieren im Vergleich zu
Cx31+/F137L Tieren waren eine sinnvolle Erganzung, da hier ein dominant negativer
Effekt der Mutation Cx31F137Lauf das Wildtyp Cx31 ausgeschlossen werden kann.
Auch hier sollte eine weitere Analyse der Ubrigen Haut-Connexine durchgefihrt
werden. Des Weiteren sollten die beiden nun zur Verfigung stehenden Cx31.1-/- und
Cx30.3-/- Mause umfassend in Bezug auf Wundheilung und Verteilung der anderen
Connexin-Isoformen untersucht werden. Ebenso ist es nétig, in Wildtyp Tieren die

Expression der Connexine31.1 und Cx30.3 besser zu charakterisieren, sobald
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entsprechende Antikérper zur Verfigung stehen. Nur so ist es mdglich, die
komplexen Interaktionen und die vermutlich teilweise redundante Funktion der
Connexine in der Haut aufzuklaren.

Es erscheint sinnvoll, mehrere dieser Connexine gleichzeitig auszuschalten. Dies ist
bei den Connexinen Cx31, Cx31.1 und Cx30.3 aufgrund ihrer Lokalisation auf
Chromosom 4 durch Verpaarungen der jeweiligen -/- Tiere nur schwer mdglich.
Allerdings konnen Cx31-/- Tiere sowie Cx31+/F137L Tiere mit Cx43fl/fl, Mx-Cre
Tieren verpaart werden, um den putativ transdominant negativen Effekt des
Cx31F137L auf Cx43 Kanéle besser untersuchen zu kénnen.

Die Funktion der Connexine am Wundrand ware ebenso ein Interessantes
Untersuchungsfeld, da zum Beispiel Cx43 herabreguliert wird (Kretz et al., 2003), um
die Migration von Zellen in die Wunde zu ermoglichen. Eine Herunterregulation von
Cx43 konnte zuvor auch in Maus-Rickenhaut nach Behandlung mit
Tumorpromotoren oder Onkogenen beobachtet werden (Brissette et al.,, 1991;
Budunova et al.,, 1995). Des Weiteren wurde auch bei Calzium vermittelter
Differenzierung kultivierter Maus-Keratinozyten eine Reduktion der Cx43-
Proteinmenge nachgewiesen (Brissette et al., 1994). Mit der Funktion der Connexine
Cx26, Cx30, cx30.3, Cx31, Cx31.1 wirde ein weiterer Aspekt der Wundheilung
naher beleuchtet. Eventuell spielt die Regulation oder Missregulation von Lipiden
eine Rolle bei der Abschottung des Organismus gegeniber der Aul3enwelt. Ein

Zusammenhang zwischen Connexin- und Lipidfunktion ist noch nicht erforscht.

6.3 Untersuchungen zur Expression des Cx31 oder des Cx31F137L wahrend
der Embryonalentwicklung

Cx31F137L/F137L Tiere versterben wéahrend der frihen Embryonalphase, allerdings
konnte die Todesursache noch nicht geklart werden. Durch weitere Untersuchungen
zur Expression anderer Connexine wahrend dieser friihen Embryonalphase und
weitergehende Charakterisierung der Cx31F137 Kandle in diesen Zellen durch
Farbstoffinjektionen und elektrophysiologische Messungen koénnte zur Klarung der
Todesursache beigetragen werden. AulRerdem ware eine Untersuchung des
Transfers von second messenger Molekilen wie cAMP und IP3 in diesen frihen
Embryonalstadien interessant, da Uber diese die Differenzierung der Zellen reguliert

Zu sein scheint.
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Wenn die Entwicklung einzelner lebenswichtiger Organe, wie zum Beispiel der
Plazenta, die an ED7.5 angelegt wird, gehemmt oder unterbunden ist, kénnte das ein
Hinweis darauf sein, das Cx31 fur diese Entwicklung essenziell ist. Die
Connexinexpression in der frihen Embryonalentwicklung ist bisher nur sehr
unzureichend erforscht und um ein tiefer gehendes Verstdndnis der Rolle der
Connexine in diesen frihen Differenzierungsprozessen zu erlangen, ist es
unabdingbar  durch  Gefrierschnitte der Embryonen in  verschiedenen
Entwicklungsstadien mit anschlie3enden Immunfluoreszenzanalysen die Lokalisation
zu bestimmen. Damit wirde gleichzeitig untersucht, welche Connexine in den
jeweiligen Stadien als Protein exprimiert sind. Interessant ware der Vergleich der
Protein-Expression verschiedener Connexin-defizienter Tiere mit Wildtyp Tieren.
Dazu konnten Lysate des gesamten Embryos hergestellt werden und Immunoblots
durchgefuhrt werden. Die Gewichte der Embryonen der verschiedenen
Entwicklungsstadien konnen ebenfalls Aufschluss Uber deren Versorgungszustand
und damit indirekt Uber die Wichtigkeit der verschiedenden Connexin Isotypen in der
Embryogenese geben.

6.4 Weitere phanotypische Charakterisierung der Cx31+/F137L Tiere

Im Zuge dieser Arbeit konnte eine Akanthose bei Cx31+/F137L Tieren nachgewiesen
werden. Fiur die durchgefuhrten Analysen wurden Tiere des Stammbhintergrunds
C57/BI6 eingesetzt. Dieser Stamm wie auch andere Inzuchtstamme sind fir die
Analyse von Hautveranderungen nur bedingt geeignet, so dass sich eine Verpaarung
mit Nicht-Inzuchtstdammen anbieten wirde, so dass der Phanotyp makroskopisch
erkennbar wird (peronliche Mitteilung Dr. Malcolm Hodgins, University of Glasgow)
Beispielsweise traten bei der Expression von Cx26 Mutationen Einschirungen im
Bereich des Schwanzes auf, die in Inzuchtstdmmen nicht zu beobachten waren.
Demnach kann es durchaus sinnvoll sein auch die Cx31+/F137L Tiere mit solchen
Lhicht-Inzucht-Stammen* zu verpaaren, um dann eventuell einen deutlicheren,

vielleicht sogar makroskopisch erkennbaren Phanotyp hervorzurufen.

6.5 Kunstliche Hautmodelle zur weiteren Untersuchung der Connexine
Mogliche Ansatze zur weiteren Erforschung der Connexine und ihrer Mutationen in
der Haut sind unter anderem die Kultur von Keratinozyten und die Untersuchung

ihrer Connexin-Expression. Diese Keratinozytenkulturen kénnen mit menschlichen
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Zellen bereits erfolgreich angelegt werden, so dass sich sogar eine Epidermis
ahnliche Struktur ausbildet.-

Es ware interessant zu beobachten, unter welchen Bedingungen welche Connexine
wie reguliert waren. In diesen Zellkultursystemen kénnte man wiederum einzelne
Connexine ausschalten (z.B. durch Verwendung von Connexin KO-Mausen, durch
Einsatz von siRNA oder von microRNA) und analysieren, ob ihre Funktion durch ein
anderes Connexin tubernommen werden kann. In diesen kunstlichen Hautmodellen
ware es ebenso madglich, die Barrierefunktion der Haut zu testen, um
herauszufinden, ob und wie beispielsweise die Wasserbarriere, die die Haut darstellt,
in ihrer Funktion von Connexinen abhangig ist. Eine wichtige Eigenschaft dieser
kunstlichen Hautmodelle ist, dass sie in Ihrer Flache und Dicke ganz genau erfassbar
sind und sowohl die N&hrstoffversorgung als auch die Feuchtigkeitsabgabe in vielen
parallelen Ansatzen im direkten Vergleich untersucht werden kénnen. So kdnnen
Einflisse der umgebenden Luft untersucht werden, indem verschiedene Parameter
wie Temperatur oder Feuchtigkeitssattigung der Umgebungsluft verandert werden.
Diese Tests waren mdglich, da die Kulturhaut sowohl von ihrer Ober- als auch
Unterseite zuganglich ist, so dass ein Eindringen eines (Farb-)Stoffes nachweisbar
ist. Ebenso ware ein Abernten der verschiedenen Zellschichten im nativen Zustand
im Vergleich zu Connexin-Knockout-Modellen mdglich. Des weiteren kdnnten
verschiedene Parameter, wie z.B. Wassergehalt oder lonenmengen (Ca*-
Gradienten) und die Zusammensetzungen der einzelnen Zellschichten bestimmt
werden. Falls die Wasserbarrierefunktion in einigen der Connexin Knockout- oder
Mutations-Modellen veréandert ware (wie das im Falle der Cx43delCT Maus ist
(Maass et al.,, 2003)), also z.B. deutlich mehr Feuchtigkeit an die Umgebung
abgegeben wirde, kann mittels der Zellfeuchtigkeitsmessungen nachgewiesen
werden, ob der Effekt direkt durch Wasserabgabe der Hautzellen zustande kommit,
oder aber zwischen den Zellen hindurch passiert. Dies kdnnte darauf hindeuten,
dass Connexine ebenfalls zumindest teilweise die Funktion der Abdichtung erfillen,
die fur Tight Junctions gezeigt ist. Ein Indiz fur eine funktionelle Verwandtschaft von
Gap und Tight Junctions sind identische assoziierte Proteine, wie z.B. ZO-1, Drebrin
und Tubulin. So dass Gap Junctions durch Verknupfung mit diesen Zellskelett
assoziierten Proteinen ebenfalls mal3geblich an der mechanischen Stabilitdt der
Zellmembranen und ihrer Position zueinander beteiligt sein, also sowohl Barriere-,

als auch Haltefunktion tibernehmen kénnten.

98



Ausblick

Die Untersuchung von Keratinozyten, in denen einzelne oder mehrere Connexine
ausgeschaltet sind, hinsichtlich ihrer Kopplungseigenschaften konnte neue
Erkenntnisse Uber das Zusammenspiel verschiedener Connexin Isoformen liefern.
Besonders interessant ist dabei, wenn die Expression der zu untersuchenden
Connexine nicht durch exogene Promotoren verédndert ist, sondern der native
Zustand erhalten bleibt. Diese zu untersuchenden Keratinozyten kdnnen aus
entsprechenden transgenen Mausen isoliert und Kkultiviert werden. Eine weitere
Moglichkeit ist die Differenzierung embryonaler Stammzellen zu Keratinozyten.

In Bezug auf menschliche Hauterkrankungen ist die Frage von Bedeutung, warum
z.B. im Mausmodell Akanthose auftritt und welche Faktoren bei der Regulation der
Anzahl der Zellen im Stratum spinosum und deren weitere Differenzierung der Zellen
dieser Schicht in Zellen des Stratum corneum eine Rolle spielen kdnnen. Ob und in
welchem Unfang die Untersuchungen des Mausmodells Ruckschlisse auf die
menschliche Erkrankung zulassen und ob daraus Behandlungsmdglichkeiten fir

Patienten resultieren ist zum gegenwartigen Zeitpunkt noch nicht absehbar.
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7 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde eine transgene Maus als Modell fir die humane
Erbkrankheit der Haut Erythrokeratodermia variabilis (EKV) erzeugt. EKV wird im
Menschen unter anderem durch eine Punktmutation im Cx31-Gen verursacht, so
dass an der Aminosaure-Position 137 F (Phenylalanin) durch L (Leucin) ersetzt wird.
Die Charakteristika der EKV Maus mit dem Genotyp Cx31+/F137L wurden mittels
Immunfloureszenz, Immuno-Blot, Southern Blot und Wundheilungsanalysen unter-
sucht. Weiterhin wurde die Cx31F137L Mutation in Zellkultur genauer analysiert.

In HeLa Zellen fuhrt die Expression der Cx31F137L Form zum Absterben der Zellen.
In embryonalen HM1 Stammzellen wurde bei heterozygoter Expression der Mutation
Cx31F137L eine Reduktion der Neurobiotinkopplung um etwa ein Drittel beobachtet.
Diese starke Reduktion der Kopplung deutet auf einen transdominant negativen
Effekt auf Cx43 oder Cx45 hin. Eine erhdhte Halbkanalaktivitat wurde in ES Zellen,
welche die Cx31F137L Mutation auspragen, nicht nachgewiesen.

Cx31+/F137L Mause sind lebensfahig und fertil. Sie zeigen makroskopisch keinen
auffalligen Phanotyp und werden normal alt. Die Expression der Cx31F137L in der
Epidermis der Mause fiuhrt bei der Untersuchung von Schwanzschnittwunden zu
einer um etwa einen Tag beschleunigten Wundheilung, ebenso wie von Kretz et al.,
2004 fur Mause beschrieben, bei denen Cx43 in der Haut ausgeschaltet wurde. Dies
ist ein weiteres Indiz fur den Effekt der Cx31F137L Mutation auf Cx43.

In ca. 5% der untersuchten Schwanzhaut der Cx31+/F137L Tiere wurden deutliche
Verdickungen der Epidermis und vor allem der Stachelzellschicht (Akanthose)
beobachtet. Dieser seltene Effekt &hnelt dem in menschlichen Patienten viel haufiger
beobachteten Phanotyp, so dass diese Mausmutante in dieser Hinsicht als Modell fur
die humane Erkrankung EKV dienen kann.

Patienten mit homozygoter Cx31F137L Mutation wurden bisher nicht beschrieben.
Cx31F137L/F137L starben als Embryonen an Tag 8 dpc. Die Expression des Cx31 in
der Plazenta kann nicht der Grund dafur sein, da die Erndhrung des Embryos zu
diesem Zeitpunkt noch Uber Diffusion erfolgt. Die genaue Todesursache ist daher
noch unklar.

Cx31-/F137L Mause zeigen keine offensichtlichen phanotypischen Anomalien
sondern werden mit erwarteter Haufigkeit geboren. Dieses Ergebnis bestatigt, dass
die Cx31F137L Mutation phanotypische Anderungen bei Mausen und Menschen

durch (trans)dominante Wirkungen (auf andere Connexinisoformen) auslost.
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9 Anhang

Klonierungsstrategie des Cx31F137L Mausvektors

Gx2 Xbal Fragment (5341 bps) lox-HPRT-lox del Xba (5693 bps)
Xbal
. BamHI Notl
© o Kpnl [EcoRl Xbal
+++ EcoRI BamHI EcoRIl : Xbal : EcoRl EcoRlI
. . . Amp ini loxP
5’-Homologie Cx31CR 3-Hom. loxP HPRT-Minigen  lox
EcoRl, BamHlI;
blunt Notl; blunt; SAP
Al (7905 bps) B2 (7214 bps) (nachste Seite)
Notl Spel
Xbal Xbal EcoRlI © Xbal
:EcoRl EcoRlI :Spel : Xbal .+ Xhol
Amp 5-Hom. HPRT-Minigen Amp Cx31CR ft  N€O
loxP loxP 3’-Hom.
EcoRI
blunt; SAP Notl, Xhol: blunt
A'B (9592 bps) C2(9701 bps) (Uberné&chste Seite)
Xbal
Notl i EcoRlI .EcoRlI
Xhol ‘Xball EcoRI v EcoRIl :Xhol
Amp 5-Hom. , CX1CR i Neo Amp 3"-Hom. F137L CR
3"-Hom. loxP
Xhol;
blunt; SAP
unt; S Clal, Notl; blunt
A'BC (16394 bps)
Xhol
Am . I I§XP .
P 5’-Hom. Cx31CR fit Neo ‘g 3"-Hom.
loxP F137L CR
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Gx2 Xbal Fragment (5341 bps) pBSK (2961 bps)
Xbal Xbal
© BamHI Hindlll ‘BamHl
:+ Kpnl : EcoRl +EcoRI
-+ EcoRlI BamHI EcoRl : : Xbal = Hindll|
-]
5 -Hom. Cx31 CR 3'-Hom. Amp LacZ
BamHil, Hindlll BamHl, Hindlll;
SAP
B1 (5300 bps) pBSK:frt-NEO-frt (4796 bps)
Notl Hindlll ‘S%II ‘)éb?l
Xbal EcoRI :Sall - Xbal ' Sall
_ T T ‘I r : H T r ‘é r _ﬂ—é—y—
Amp Cx31 CR 3"-Hom. Amp frt Neo ft
Sall; SAP Sall
B2 (7214 bps)
EcoRI
: Hindlll
Notl : :Sall Xbal
Xbal : :Xbal - Sall
Amp Cx31CR frt Neo g
3’-Hom.
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F137L BamHlI/Xbal-Fragment (2677 bps) pBSK (2961 bps)

.BamHlI

Xbal
:BamHI
:Smal
Smll Smill Smill Xbal =EcoRlI
(———
Cx31F137LCR  3"-Hom. Amp LacZ
BamHlI, Xbal
BamHlI, Xbal; SAP
C1 (5626 bps) Gx1 Xbal-Fragment (4075 bps)
Notl
éXbaI :ECORI BamHI
'l EcoRI EcoRlI :Xhol Xbal  Kpnl EcoRI | Pstl Xbal
Amp 3’-HomCR F137L 3*-Hom.
Xbal; SAP
Xbal
C2 (9701 bps)
Xbal
Notl . EcoRl EcoRlI
Xbal EcoRI s EcoRI :Xhol
Amp

3 Hom.  CRF137L
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Klonierungsstrategie des Cx31F137L PCR-Kontrollvektors

PBSK (2961 bps) oal Gx2 Xbal Fragment (5341 bps)
i,BamHI Xbal
:Smal © BamHI
= ECORI " i EcoRI BamH]I Xbal
Amp | | " Lacz 5 -Hom. Cx31CR 3'-Hom.
BamHI; SAP BamHI
PCR-Vector Stepl (5444 bps) A'B (9592 bps)
Xbal Smal Smal Smal
+ EcoRl Smal :EcoRl : Xbal Smal :Xhol

—)—————— E——

Amp 5 -Hom++ 5 -Hom. Amp 5"-Hom. CX31CR i Neo ¢

3’-Hom. loxP

Smal; SAP
Smal

PCR-Testvector (6650 bps)

. Xbal Smal
: : EcoRlI Smal Xbal ‘EcoRl
_ . . |
Amp loxP
5"-Hom.++ 5"-Hom. Cx31CR
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Anhang

) vs opitope [T 6xriis [ur
EcoRlI
i .BamHI
CMV-Prom.
\ |
6000
eGFP
1000
5000 _
pcDNA3.1/ PMJ-Green g0,

V5-His A, B, C 6250 bps

2000
4000

3000 5v/40 Prom.

pac

- Cx31-His pMJ-Green Cx31V5 pMJ-Green
6311 bps 6335 bps

pac
5000

Cx31F137L-His pMJ-Green

pac
5000

Cx31F137LV5 pMJ-Green

6311 bps 6335 bps
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Anhang

PCR Programme:

Cx31KO PCR

H20 18 pl
10x Puffer 2.5 ul
MgCl; 25mM 2.0 ul
Primer A (GT 1) 0.2 pl
Primer B (GT 2) 0.1l
Primer C (GT 3) 0.1 pl
dNTP’s 0.5 ul
Alle Primer 100pmol/ul

GoTaqg (Promega) 0.5l

24 ul PCR Reaktions-Mix und 1ul DNS

Programm:

1) 94°C 5 min

2) 94°C 45 sec

3) 69°C 45 sec

4) 72°C 45 sec

5) goto 2 34x
6) 72°C 7 min

7 store at 4°C forever

Primer Sequenzen:

GT1 CTG GAC TCT GAC ATG TGC ACATAC
GT2 CTA CAT GCA GGA TGA CCA GCATAG
GT3 CCA CAG TAG AAA CGC CGA GTT AAC

Gel: 1 % Agarose

Banden: WT: 450 bp

KO: 600 bp

128




Anhang

Cx31 CR PCR mit anschlieRendem Verdau zum Nachweis der Mutation

H.O 25 ul
Primer A (Cx31CR_For) 0.4 pl
Primer B (Cx31CR_Rev) 0.4 ul

Alle Primer 100pmol/ul

RedTagMix (Sigma) 0.5l

—249 ul PCR Reaktions-Mix und 1ul DNS

Programm:

1) 94°C 4 min

2) 94°C 30 sec

3) 55°C 60 sec

4) 72°C 60 sec

5) goto 2 34x

6) 72°C 10 min

7 store at 4°C forever

Primer Sequenzen:

Cx31CR_For GTT CCC TCA GGT GGG CAC AGC

Cx31CR_Rev CGG CTT CACCCC TTC TCT AGC

Verdauansatz zum PCR Reaktionsansatz hinzugegeben:

5ul  Buffer 4 (NEB)
Ly Smil
5ul  BSA

Inkubation fiir 2 h bei 55°C
Gel: 1.5% Agarose

Banden: WT: 809 bp
Mutation: 408 + 401 bp
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Cx31 F137L PCR

H.O 15,5l

5x Puffer 5 ul

MgCl, 25mM 2.5l
dNTP’s 2mM each 0.2 ul
Primer A (GenotypCreFor) 0.2 ul
Primer B (Cx31hmrev) 0.2 pl

Primer C (GenotypCreRevV) 0.2 ul
Alle Primer 100pmol/ul

Tag-Polymerase (Promega) 0.2 ul

- 24ul PCR Reaktions-Mix und 1ul DNS

Programm:

1) 94°C 4 min
2) 94°C 30 sec
3) 60°C 45 sec
4) 72°C 60 sec
5) goto 2 34x

6) 72°C 10 min

7 store at 4°C forever

Primer Sequenzen:

Mausprimer_For
Genotyp Cre For

CTC AAA GCT AGT CTG AGATGC

Mausprimer_Rev_1
Cx31 hom_ Rev

TAG TTC TAG AGC GGC CAATTC

Mausprimer_Rev_2
Genotyp Cre Rev

GCA TCA CAA GGC TCC TAA GAA

Gel: 1.5% Agarose

Banden: WT: 500 bp
homolog rekombiniert (vor Cre Aktivitat): 347bp + 569 bp
F137L aktiv (nach Cre Aktivitat): 651

130




Anhang

Cx31 F137L NEO PCR

H.O 16.4 ul

10x Puffer 2.5l
MgCl, 25mM 2.5l
dNTP’s 2mM each 0.5 ul
Primer A (Neo_For_neu) 0.2 ul
Primer B (Neo_Rev_1) 0.2 pl
Primer C (Neo_Rev_2) 0.2 ul

Alle Primer 100pmol/ul

Tag-Polymerase (Promega) 0.5 ul- 0.25 pl

—>23ul PCR Reaktions-Mix und 2ul DNS

Programm:

1) 94°C 4 min
2) 94°C 30 sec
3) 60°C 45 sec
4) 72°C 60 sec
5) goto 2 34x

6) 72°C 10 min

7) store at 4°C forever

Primer Sequenzen:

Neo For neu CGT ATATCC TTG ACA TAT CCA
Neo Rev 1 GAAGTTTTT CCT GTC ATACTT
Neo Rev 2 TTC GAG GTC GAC TCC ACC GCG

Gel: 1.5% Agarose

Banden: mit NEO-Kassette: 645 bp
ohne NEO-Kassette: 249 bp
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PCR-Programm: F137L-ES

zuvor ProteinaseK durch Inkubation der ES-Lysate bei 94°C fur 15 Minuten
inaktivieren!!!

PCR-Ansatz:

Primer For 0,4 ul
Primer Rev 0,4 ul
Wasser 14,2 pl
DNA 10 wl
RedTagMix (Sigma) 25 ul

—2>49ul PCR Reaktions-Mix und 10ul DNS

Programm:

01 Deckel 110°C

02 Temperatur 94°C 3 min
03 Schleife [35x

04  Temperatur 94°C 1 min
05 Temperatur 66°C 3 min
06 Temperatur 72°C 1 min
07  Schleife ]

08 Temperatur 72°C 10 min
09 Temperatur 18°C 10 min
10 Lagern bei 8°C

Primer Sequenzen:

Cx31_hom_Rev TAG TTC TAG AGC GGC CAATTC

Cx31 _hom_ For3 CGAAGATTCTTG CAG TAATCCA

Gel: 1 % Agarose

Banden: Bei homologer Rekombination: 2kb
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Cx 30.3KO-PCR

H,O

10x Puffer

MgCl, 25mM
dNTP’s 2mM each

QZ13 (100pmol/pul)
QZ14 (100pmol/ul)
QZ15 (100pmol/pul)
Alle Primer 100pmol/ul

37.4 ul
5 ul

4 ul
0.5l

0.2 ul
0.2 ul
0.2 ul

Tag-polymerase (Promega)

—>48ul PCR Reaktions-Mix und 2ul DNS

Programm:

1) 95°C 5 min
2) 94°C 30 sec
3) 60°C 45 sec
4) 72°C 60 sec
5) goto 2 34x

6) 72°C 10 min

7) store at 4°C forever

Primer Sequenzen:

0.5l

Qz13: NLS-LacZ

AAC GAC GGG ATC ATC GCG AGC CAT

QZ14:5-HR Cx30.3

GGC CAA GGT TCA AGA CCACCT GTG

QZ15: CR Cx30.3

CCCCTCTTCTTG CTC AGG TTG CTG

Gel: 1.5% Agarose

Banden: WT: 672 bp
KO: 359 bp

133




Anhang

Cx31.1 KO PCR

H.0O

10x buffer

MgC|2

25mM

dNTP’s 2mM each

primer A (QZ1)

primer B (QZ13)
primer C (QZ17)
Alle Primer 100pmol/ul

37.4 pl
54 ul
4 ul
0.5l

0.2 ul
0.2 ul
0.2 ul

GoTag-polymerase (Promega) 0.1 ul- 0.25 pl

—>48ul PCR Reaktions-Mix and 2ul DNS

Programm:

1) 95°C 5 min

2) 95°C 30 sec

3) 60°C 45 sec

4) 72°C 45 sec

5) goto 2 34x

6) 72°C 10 min

7) store at 4°C forever

Primer Sequenzen:

QZ1 CTGCTT GTT CTG GGG AGC CTCTTG
QZ 13 AAC GAC GGG ATC ATC GCG AGC CAT
QZ 17 AGG TGA CCA GGA TGA GCT GCA GAG

Gel: 1% Agarose

Banden:

WT: 750 bp

KO: 500 bp

134




Anhang

Kongressteilnahmen:

2006 April: 3. Internationales Keratinozytensymposium® Bonn, Poster; Posterpreis
,Generation of a novel Connexin F137L mutant mouse as a model for the
human disease Erythrokeratotermia variabilis (EKV)*

Februar: ,Jahrestagung des Bonner Forums Biomedizin®, Bad Breisig, Poster
,Generation of a novel Connexin F137L mutant mouse as a model for the
human disease Erythrokeratotermia variabilis (EKV)“

2005 August: International Gap Junction Conference, Whistler, Kanada, Vortrag
“Novel functions of Cx31.1 and Cx30.3 in the mouse”

2004  April: 2. Internationales Keratinozytensymposium® Bonn

Unterstutzung:

2005 Reisekostenzuschuss zur internationalen Gap Junction Conference durch die
Firma Promega
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