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Einleitung

1 Einleitung

Die meisten Zellen vielzelliger Organismen sind in Zellverbinden von Geweben
organisiert. ~Die  verschiedenen = Gewebearten sind wiederum zu  groferen
Funktionseinheiten, den Organen, verbunden. Die Aufrechterhaltung der Homeostase
dieser vielzelligen Organismen setzt eine zielgerichtete intra- und interzelluldr spezifische
Regulation morphologisch und funktionell unterschiedlicher Gewebe voraus. Im Laufe der
Evolution haben sich spezialisierte Strukturen von Zellverbindungen entwickelt, die nach
ihrer Funktion eingeteilt werden. Diese Strukturen sind zum einen Haftverbindungen,
(Desmosomen) zum anderen Abschlussverbindungen (Tight Junctions)
sowie kommunizierende Verbindungen (Gap Junctions; ,,Liickenverbindungen nach engl.

»gap ,,Licke* und engl. ,,junction® ,,Verbindung*; (Revel und Karnovsky, 1967)).

1.1 Connexine, Connexone und Gap Junctions

Der direkte Austausch von Molekiilen iiber Zellkanéle findet sich in groBer Anzahl in
vielen verschiedenen Geweben und praktisch bei allen Tierarten. Diese Kontaktzone
zweier Zellen stellt spezialisierte Membranstrukturen dar, die aus kanalbildenden
Proteinmolekiilen bestehen. Diese Proteine verbinden die zytoplasmatischen
Kompartimente der Zellen direkt miteinander. Uber diese Verbindung kd&nnen
anorganische Ionen und Metabolite von einer Zelle in benachbarte Zellen gelangen. Auf
diese Weise wird eine elektrische, metabolische wie auch eine Signalkopplung erreicht.

Die Zell-Zell-Kandle der Vertebraten (Gap Junctions) werden aus Connexin-Proteinen
gebildet, bei Invertebraten tragen die Innexine zur Zellkommunikation bei, die
wahrscheinlich durch konvergente Evolution entstanden sind und deren Aufbau und
Funktion den Connexinen der Vertebraten dhnlich ist (Phelan und Starich, 2001). Bei den
Vertebraten existieren zusétzlich Pannexine, die den Innexinen sehr dhnlich sind (Panchin
et al., 2000; Bruzzone et al., 2003). Im Folgenden werden nur die aus Connexin-Proteinen

bestehen Gap Junctions der Sdugetiere behandelt.
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Einleitung

1.1.1 Allgemeine Strukturen der Connexone und Gap
Junctions

Die ersten Hinweise auf die Zellkopplung stammten von elektrophysiologischen
Untersuchungen an spezifischen Paaren interagierender Nervenzellen im Riickenmark des
Flusskrebses. Die Messung der elektrischen Kopplung dieser benachbarten Riesenneuronen
wurde zuerst von Fursphan und Potter 1959 durchgefiihrt (Fursphan und Potter 1959). Gap
Junctions erlauben Zellen durch interzelluldre Diffusion den Austausch polarer, geladener
und ungeladener Molekiile bis zu einer molekularen Masse von 1,8 kDa (Neijssen et al.,
2005). Gepriagt wurde der Begriff der Gap Junctions durch Revel und Karnovsky, die
zuerst zeigten, dass sich im elektronenmikroskopischen Bild der Abstand zwischen zwei
benachbarten Plasmamembranen im Bereich der Gap Junctions von 20-30 nm auf 2-3 nm
verengt (Revel und Karnovsky, 1967), wodurch der optische Eindruck einer Liicke
(engl.: gap) in der Kontinuitit benachbarter Plasmamembranen entsteht (siche Abbildung
1A). Ein solcher Spalt kann dabei aus einer Ansammlung von bis zu mehreren tausend
Zell-Zell-Kanilen bestehen. Bisher wurden Gap Junctions bei Sdugern in allen Geweben
nachgewiesen mit Ausnahme von Spermien, Erythro- und Thrombozyten und endgiiltig
differenzierten Skelettmuskeln (Gilula, 1987).

Bei der Ausbildung der Gap Junction Kanile steuert eine Zelle jeweils einen Halbkanal
bei, welcher als Connexon bezeichnet wird. Er hat einen AuBlendurchmesser von 7-8 nm,

ragt 1 nm iiber die Membran in den Interzellularraum hinaus und beinhaltet eine hydrophile

Pore von 2 nm Innendurchmesser, wodurch die Diffusion kleiner Molekiile (cAMP, IP;,

Ca®" etc.) erfolgen kann (Simpson et al., 1977). Ein Connexon besteht aus sechs
Proteinuntereinheiten, den Connexinen (Goodenough, 1976).

Die intrazelluldre Zusammenlagerung von sechs Connexin-Proteinen zu einem Connexon
findet meist im trans-Golgi-Netzwerk statt (Musil und Goodenough, 1993; Evans und
Martin 2002; Koval et al. 2006). Nach dem Transport in die Plasmamembran kommt es zu
einer engen Aneinanderlagerung zweier Halbkandle benachbarter Zellen innerhalb des
interzelluldren Spaltes. Die Kontaktbereiche der Connexon-Halbkanile bilden die beiden
extrazelluliren Schleifen der Connexin-Proteine (Kumar und Gilula, 1996). Die
konserviert lokalisierten Cysteine der Extrazellularschleifen der Connexin-Proteine
scheinen dabei essentiell fiir die Bildung funktioneller Kanédle zu sein. Durch

Mutageneseexperimente (John und Revel, 1991; Foote et al., 1998), bei denen die
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Einleitung

Cysteinreste ausgetauscht oder versetzt wurden, konnte nachgewiesen werden, dass diese
Cysteinreste intramolekulare Disulfidbindungen zwischen den beiden
Extrazellularschleifen eines Connexins ausbilden, nicht aber intermolekulare Bindungen
zwischen den Schleifen zweier Connexine eines Connexons.

Daraus wurde ein Modell entwickelt, nach dem durch ein zahnrad-dhnliches
Ineinandergreifen der gegeniiberliegenden Schleifen der Gap Junction-Vollkanal entsteht
und dadurch stabilisiert wird (Yeager und Nicholson, 1996).

Die zwolf an der Ausbildung eines Vollkanals mit hydrophiler Kanalpore beteiligten
Connexin Proteine sind radial angeordneten und in Bezug auf die Kanalachse um 9° bis

14° gekippt (Unwin und Zampighi, 1980).

C) Gap Junction (Vollkanal) 0 oip1ar
G S I (Zelle 1)

D)

Y il 1 Doppellipid-
Connexon | schicht (Zelle 1)

| (Zelle 1) | .,..' i
|

Il Doppellipid-
schicht (Zelle 2)

e by Intrazellulér

Connexin (Zelle 2) ] b 04
Abbildung 1: Abbildung A) Eine schematische Darstellung wie sich die Membranen zweier Zellen bis auf
20nm und im Bereich der Gap Junction Plaques bis auf 3-5nm anndhern. Abbildung B) Eine
Elektronenmikroskopische Aufnahme eines Gap Junction-Plaques (Balken entspricht 82 nm). Abbildung C)
Eine schematische Darstellung der Struktur eines Gap Junction-Vollkanals. Dieser Vollkanal entsteht aus
der Zusammenlagerung zweier Connexone, die aus jeweils sechs Connexin-Proteinen bestehen. Abbildung
D) Eine elektronenkristallografische Darstellungen eines Vollkanals und eines Vollkanalquerschnittes,
worauf man die innere Kanalpore sieht. (Abbildungen zum Teil verdndert aus: Kandel et al., 1995; De
Zeeuw et al., 2003; Kumar und Gilula, 1996; Unger et al., 1999).

Wenn ein Gap Junction Kanal aus zwei Connexonen mit unterschiedlichen Connexin
Isoformen besteht, spricht man von heterotypischen Kandlen, sind sie aus gleichen

Connexin Isoformen aufgebaut, spricht man von homotypischen Kanilen (Kumar und
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Gilula, 1996), siehe auch Abbildung 2. Wenn die einzelnen Halbkanile wiederum aus
unterschiedlichen Connexin Isoformen aufgebaut sind, werden diese als heteromer
bezeichnet, sind sie hingegen aus identischen Connexin Isoformen aufgebaut, spricht man
von homomeren Connexonen (Risek et al., 1994; Sosinsky 1995). Bedingt durch diese
kombinatorische Vielfalt konnten theoretisch sehr viele physiologisch unterschiedliche
Einzelkanidle mit jeweils charakteristischen Eigenschaften entstehen. Allerdings wird die
Vielfalt begrenzt durch die unterschiedliche Expression der verschiedenen Connexin
Isoformen in den unterschiedlichen Korperzellen eines Organismus (Kumar und Gilula,

1996).

Connexon

Gap Junction
Vollkanal

Connexon homomer heteromer  homomer heteromer

Vollkanal homotypisch homotypisch heterotypisch heterotypisch

Abbildung 2: Ein aus zwei Connexonen bestehender Gap Junction-Vollkanal kann sich homotypisch oder
heterotypisch zusammensetzen, Connexone konnen in ihrer Zusammensetzung je nach beteiligten
Subtypen an den sechs Connexin-Proteinen homomer oder heteromer aufgebaut sein. (verdndert nach
Kumar und Gilula, 1996).

1.1.2 Connexine

Im Genom der Maus sind derzeit 20 Connexin Gene bekannt, im Genom des Menschen 21,
welche zum Grofiteil bereits charakterisiert wurden (Eiberger et al., 2001; Willecke et al.,
2002). Da das humane und das Mausgenom nahezu vollstindig sequenziert sind, kann die
Identifizierung neuer Connexingene weitgehend als abgeschlossen betrachtet werden. Das
mCx23 ist hierbei das kleinste, das mCx57 ist das grote Connexin Protein (Gustincich et
al., 2003; Hombach et al., 2004) bezogen auf das theoretische Molekulargewicht der
Proteine.

Die Mitglieder der Connexin Genfamilie werden anhand ihres theoretischen
Molekulargewichts und der Abkiirzung von Cx fiir Connexin bezeichnet. Zusitzlich dazu

existiert eine Nomenklatur fiir die Herkunft des Connexins, z.B. m fiir Maus (mouse) oder
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h fiir Mensch (human) (Beyer et al., 1988). Eine weitere diskutierte Nomenklatur anhand
der Sequenzhomologien der Connexin Protein Gruppen (Q, 3, Y, dund €) findet hingegen
selten Verwendung (Gimlich et al., 1990 ). In dieser Arbeit wird die Nomenklatur von

Beyer et al. (1988) verwendet.

1.1.2.1 Aufbau der Connexin Gene

Die meisten Connexin Gene haben einen dhnlichen genomischen Aufbau, wobei es eine
Reihe von Abweichungen gibt, so dass man heutzutage nicht mehr von dem ehemals fiir
alle Connexin Gene verallgemeinerten Aufbau ausgehen kann (Willecke et al., 2002). Im
Zuge der Sequenzierung des humanen und des Mausgenoms haben sich viele Unterschiede
beziiglich der Connexingene herausgestellt. Einige sollen hier skizziert werden.

Die kodierenden Regionen der Connexine Cx36, Cx39 und Cx57 verteilen sich auf zwei
Exone (Sohl et al., 1998; von Maltzahn et al., 2004; Hombach et al. 2004). Beim Cx29
wird die zur Translation notwendige Kozak-Konsensus-Sequenz durch einen
Spleiflvorgang mit dem Exon verkniipft, welches die kodierende Region enthélt (Eiberger
et al. 2006). Bei mCx32 existieren z.B. drei verschiedene Exonl, die alternativ gespleif3t
werden (Neuhaus et al., 1995; Sohl et al., 1996, 2001b). Neuere Untersuchungen haben
Hinweise geliefert, dass es bei den Connexinen Cx31, Cx40, Cx45, Cx46 und Cx47 nicht
nur eine Exonl Sequenz, sondern 2-4 alternative Exonl Sequenzen gibt, die an das Exon2
gekniipft werden. Dieses weiteren Exonl konnen bis zu 18 kb stromaufwirts der

kodierenden Region liegen, wie es bei Cx45 der Fall ist (Anderson und Werner, 2005).

1.1.2.2 Struktur und Topologie der Connexin Proteine

Die Topologie der Connexine scheint bei allen Connexinen gleich zu sein, so wie auf
Abbildung 3 zu sehen ist. Die Connexin Proteine durchspannen die Plasmamembran mit
vier hydrophoben a-helikalen Transmembrandoménen und sind hoch konserviert. Sie
besitzen zwei extrazelluldre Schleifen und drei zytoplasmatische Dominen. Allerdings
weist die dritte Transmembrandoméne durch die Anwesenheit von polaren Aminoséiuren,
an jeder vierten Position einen deutlich amphiphileren Charakter auf als die anderen drei
Transmembrandoménen.

Es wird vermutet, dass diese Doméne den inneren Bereich der hydrophilen Kanalpore
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auskleidet und damit die unterschiedlichen Permeabilitits-Eigenschaften der Gap Junction-

Kanile beeinflusst (Elfgang et al., 1995), jedoch scheinen auch Abschnitte der anderen

Transmembranregionen ebenfalls daran beteiligt zu sein (Skerrett et al., 2002).

Der N-Terminus ist mit ca. 20 Aminoséduren, relativ kurz, die zytoplasmatische Schleife

und der C-Terminus variieren hingegen in der Liange (Kumar und Gilula, 1996). Der N-

Terminus ist vermutlich an der Regulation der Spannungsabhdngigkeit der Gap Junction-

C-Terminus

Intra

. l._ Fellulén
MN-Terminus

,: :'.ll"llu_'l

lipid-
schicht

¢E1f QEY
e e xira-
extrazellufire Schleifen

zellulir

Abbildung 3: Die schematische Darstellung des Aufbaus
eines Connexin-Proteins in der Plasmamembran ldsst neun
verschiedene Abschnitte erkennen. Intrazelluldr sind der
kurze N-Terminus und die je mnach Connexin
unterschiedlich langen Bereichen der zytoplasmatischen
Schleife sowie der C-Terminus lokalisiert. Durch die
Doppellipidschicht der Plasmamembran dringen vier o-
helikale Transmembrandomaénen. Die beiden
Extrazellularschleifen sorgen mit ihren konservierten
Cysteinresten nach der Anlagerung zweier Connexone fiir
einen dichten Abschluss gegeniiber dem Extrazellularraum
(verandert nach Kumar und Gilula, 1996).

Kanile beteiligt (Harris, 2002). Die
zytoplasmatische Schleife und der C-

Terminus stellen aufgrund ihrer
Heterogenitdit  den  eigentlichen
Unterschied  der  verschiedenen

Connexine dar. Charakteristisch fiir
Connexin Proteine sind die jeweils
drei konservierten Cysteinreste in
den beiden extrazelluldren Schleifen,
die intramolekulare Disulfidbriicken
ausbilden (John und Revel, 1991)

und sich durch die Peptidsequenz

CX6CX3C fir E1 und CX4CX5C fir

E2 auszeichnen. Dadurch scheinen
die einzelnen Connexine stabilisiert
zu werden und dabei die hydrophile
Pore in den Gap Junction Kanilen

den Extrazellularraum

gegen

abzugrenzen. (Foote et al., 1998). Ausnahmen bilden Cx23 (Gustincich et al., 2003) und

Cx31 (Hennemann et al., 1992b).
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1.2 Funktion und Regulation von Gap Junction

Kandilen

Die Funktion der Gap Junction Kanile besteht in der elektrischen, metabolischen und
signalvermittelnden Kopplung von Nachbarzellen. Dazu gehort die Erregungsausbreitung
im Herzen und im zentralen Nervensystem, auflerdem die Kontrolle des Zellwachstums
(Yamasaki et al., 1999) und der Karzinogenese (Krutovskikh et al., 2002; Schwarz et al.,
2003), genauso wie die Regulation frither Entwicklungsprozesse und der Stoffaustausch in
nicht vaskularisierten Geweben (Paul, 1995). Die elektrische Kopplung wurde schon sehr
frith beobachtet, etwa zwischen Riesenaxonen des FluBkrebses (Furshpan und Potter, 1959)
oder zwischen Zellen isolierter Purkinjefasern des Herzens (Weidmann, 1952). Erreicht
wird die elektrische Kopplung iiber Gap Junctions durch ihre Permeabilitét fiir Ionen.
Dadurch konnen die Aktionspotentiale erregbarer Gewebe iibertragen werden, wodurch
eine Synchronisation ermdglicht wird. Beim Herzen z.B. wird die synchrone Kontraktion
durch die Ausbildung eines funktionellen Synzytiums erméglicht (Gros und Jongsma,
1996), wodurch letztlich der Herzschlag veranlasst wird. Die metabolische Kopplung, der
Austausch von Stoffwechselprodukten entlang eines Konzentrationsgefilles, findet man
nachweislich in solchen Geweben, die nicht direkt von Blutgefden versorgt werden. Bei
diesen Stoffwechselprodukten handelt es sich meist um Zucker, Aminosduren, Vitamine
und Nukleinsdurevorstufen (Bennett und Verselis, 1992). Neuere Untersuchungen zeigten
auch, dall zum Zweck der Antigenprasentation nicht nur einzelne Aminoséduren, sondern
auch kurze Peptidsequenzen (bis zu 10 Aminosduren lang) zwischen Immunzellen
ausgetauscht werden (Neijssen et al., 2005). AuBerdem konnen auch kurze siRNS

Molekiile ausgetauscht werden (Valiunas et al., 2005).

Die Durchlissigkeit der Gap Junctions fiir Signalmolekiile wie cAMP, Ca?*-Ionen, 1P,

(Inositol-1,4,5-trisphosphat) (Saez et al., 1989, 2003; Niessen et al., 2000) oder NAD"
(Nikotinamidadenindinukleotid) (Bruzzone et al., 2001) ermdglicht eine synchrone und
koordinierte Antwort eines Zellverbandes auf eine extrazelluldre Stimulation einer Zelle.
Beobachtbar sind auch Kalziumwellen, die zum einem auf der direkten Ausbreitung von
Ca”*-Ionen beruhen, zum anderen auf der indirekten Ausbreitung durch Offnung

intrazellulérer Kalziumspeicher durch IP, (Saéz et al., 1998).
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Bei der Embryogenese von Vertebraten sind ebenfalls Gap Junctions beschrieben worden,
wie z.B. schon wihrend des 8-Zell Stadiums bei der embryonalen Entwicklung der Maus
(Valdimarsson und Kidder, 1995). Da im Laufe der Entwicklung die Gap Junctions auf
bestimmte Zellgruppen begrenzt werden, kann so eine Kompartimentierung der Kopplung
stattfinden (Levin, 2002). Wie Trosko und Ruch 1998 zeigten, kann eine gestorte
Kopplung auch zu unkontrolliertem Wachstum filhren und die Tumorentstehung
begiinstigen.

Die Regulation der Kopplungseigenschaften von Gap Junctions kann iiber die
Verfiigbarkeit der Kanile und {iber deren Offnungszustand erfolgen. Da nicht alle
homomeren Halbkanéle funktionelle Vollkanile bilden kénnen (Elfgang et al., 1995), kann
auf diese Weise eine Kompartimentierung der Kopplung innerhalb von Zellverbdanden
stattfinden. Genauso kann der Stoffaustausch asymmetrisch sein, so dass bestimmte Stoffe
nur in eine bestimmte Richtung flieBen (Brink et al., 1997) und somit als Gleichrichter
funktionieren. Da auch Halbkandle funktionell fiir einen Austausch mit dem
Extrazellularraum sorgen konnen (Goodenough und Paul, 2003; Saez et al., 2003), ergeben
sich zusammengenommen komplexe Regulationsmoglichkeiten flir die interzelluldre
Kommunikation.

Die Anzahl der Gap Junction hat ebenfalls FEinfluB auf die Regulation der
Kopplungseigenschaften einer Zelle, wobei die Verfiigbarkeit iiber Transkription, Stabilitét
des Transkriptes, Verteilung des Proteins in der Zelle (Atkinson et al., 1995) und die
Lebensdauer des Proteins gesteuert wird. Die Halbwertszeit der Connexin Proteine betridgt
durchschnittlich zwei-fiinf Stunden, der Abbau erfolgt in der Regel ubiquitinabhéngig in
Lysosomen und Proteasomen (Laird, 1996; Evans und Martin, 2002). Die Kopplung wird
weiterhin durch die Zusammensetzung der Gap Junctions durch unterschiedliche
Connexine reguliert. Durch Farbstoff-Kopplungsanalysen an transfizierten Saugerzellen
(Elfgang et al., 1995) und durch elektrophysiologische Messungen an Xenopus-Oozyten
(Bennett und Verselis, 1992) wurde gezeigt, dass sowohl eine GrdéBen- als auch
Ladungspriferenz fiir passierende Molekiile und Ionen besteht, die durch die
Zusammensetzung der Connexone bewirkt wird.

Der Offnungszustand der Kanile wird durch verschiedene Faktoren beeinflufit. Ein

Anstieg der Ca®"-Konzentration in der Zelle, verursacht z.B. durch eine Verletzung, fiihrt

zum SchlieBen der Kanile (Rose und Loewenstein, 1975). Durch die Anderung des pH-
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Wertes im Zytoplasma oder im interzelluliren Raum (Morley et al., 1997) oder durch
Spannung tiiber die Membran (Spray et al., 1991; Brink, 2000) kann sich der
Offnungszustand der Gap Junctions beeinfluBt werden. Ebenfalls kann die
Phosphorylierung von Connexin Proteinen durch Proteinkinasen (die durch Signalkaskaden
reguliert werden) auf die Zusammensetzung zu funktionsfdhigen Kanélen oder den
Offnungszustand der Kanile (Bennett et al., 1991; Séez et al., 1993, 1998; Yeager und
Nicholson, 1996, Cooper und Lampe, 2002) oder auf die Halbwertszeit (Lampe und Lau,

2000) positiv wie negativ auswirken.

1.3 Connexin 36

Das Cx36 Gen ist auf dem Chromosom 2 der Maus lokalisiert (Al-Ubaidi et al., 2000) und
auf dem Chromosom 15 des Menschen (Belluardo et al., 1999). Das komplette Leseraster
von mCx36 (963 bp) ist auf zwei Exone verteilt und wird von einem Intron (1.138 bp)
unterbrochen.

Mit Hilfe von Starterverldngerungsexperimenten wurde die Bestimmung des
Transkriptions-Startpunktes ermdglicht (Position —520 S6hl, Doktorarbeit 1999; Position —
479 Cicirata et al., 2000), wonach das Exonl aus 520 bp 5°-UTR und 71 bp kodierender
Region besteht. Aufgrund der Lage des Terminationssignales der Transkription enthélt
Exon2 892 bp kodierende Region und 1.427 bp 3°-UTR; die Transkriptlinge der Cx36-
mRNS betréigt 2,9 kb (S6hl et al., 1998).

Durch die ungewoéhnlich lange zytoplasmatische Schleife (100 AS) und einen relativ
kurzen C-Terminus (50 AS) unterscheidet sich das Cx36 von anderen beschriebenen
Connexinen. Das Cx36 zeigt aullerdem auch funktionelle Abweichungen von anderen
Connexinen, wie z.B. die Kopplungseigenschaften der Cx36 Kanile, welche an
hippocampalen Neuronen und transfizierten Kulturzellen untersucht wurden (Srinivas et
al., 1999; Teubner et al., 2000). Hierbei wurde beobachtet, dal Cx36 Kanéle eine geringe
Spannungsabhéngigkeit und eine vergleichbar niedrige Einzelkanal Leitfahigkeit besitzen.
Im HeLa Zellkultursystem wurden im Gegensatz zu anderen Connexinen bisher keine
funktionellen heterotypischen Kanile gefunden (Teubner et al., 2000). Expressionsorte des

Cx36 wurden bislang ausschlieBlich in elektrisch erregbaren Zellen wie den Neuronen des

ZNS, in [3-Zellen des Pankreas und chromaffinen Zellen der Nebenniere beobachtet.
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Dass Cx36 vor allem neuronal ausgeprigt wird, zeigten in situ Hybridisierungen an Gehirn
und Retinaschnitten der Ratte (Condorelli et al., 1998). Weitere Hinweise darauf lieferten
Northern-Blot Hybridisierungen mit RNS aus verschiedenen Geweben der Maus (So6hl et
al., 1998). Cx36 wird perinatal sehr stark reguliert (Sohl et al., 1998; Belluardo et al., 2000,
Gulisano et al., 2000), wobei die Expression ab der dritten Lebenswoche stark abnimmit.
Wie elektronenmikroskopische Gefrierbruchanalysen an Gehirn- und Riickenmarkschnitten
zeigen konnten, kommt Cx36 in neuronalen Gap Junctions vor (Rash et al., 2000, 2001a,
2001b). Dort sorgen sie wahrscheinlich fiir eine elektrochemische Kopplung (Bruzzone
und Ressot, 1997). Die Cx36-mRNS und das Cx36-Protein wurden unter anderem in
Retina, Hippocampus, Riickenmark, GroBhirn (Cerebrum), Hypothalamus und Kleinhirn
(Cerebellum) sowie in der inferior Olive und dem Riechkolben (Bulbus olfactorius)
nachgewiesen. Connexin36 ist an der Ausbildung von Kanilen zwischen Zapfen sowie
Zapfen und Stibchen in der Maus Retina beteiligt (Feigenspan et al., 2004). Homotypische
Connexin36 Gap Junction Kanéle befinden sich zwischen den Zapfen OFF Bipoloarzellen
im Bereich der OPL (Outer Plexiform Layer) (Feigenspann et al., 2004), sowie zwischen
AlIl Amakrinzellen. Heterotypische Kanéle findet man zwischen AIl Amakrinzellen und
Zapfen ON Bipolarzellen in der IPL (Inner Plexiform Layer) (Feigenspann et al., Mills et
al., 2001). Desweiteren wird von Connexin36 die Kopplung zwischen o-Ganglienzellen

vermittelt (Hidaka et al., 2004, Schubert et al., 2005).

1.4 Connexin 45

Das Cx45 Gen der Maus auf Chromosom 11 lokalisiert (Schwarz et al., 1992) und besteht
aus fiinf verschiedenen Exonen (Anderson et al., 2005). Dabei gibt es anscheinend drei
alternative Exonl Sequenzen, von denen dass Exon 1b und la etwa 17 kb und 18 kb
stromaufwiérts der kodierenden Region liegen. Das Exon 1c liegt hingegen nur 3,5 kb und
das Exon2 1,5 kb stromaufwirts der kodierenden Region. Das Exon3 enthdlt dabei die
komplette kodierende Region des Cx45. Das Cx45 Protein ist 396 Aminosdurereste lang.
Cx45 transfizierte HeLa Zellen zeigen nur eine relativ schwache Kopplung nach Injektion
eines Farbstoffes, verglichen mit Cx43 transfizierten HeLa Zellen (Elfgang et al., 1994).
Cx45/Cx43 doppelt transfizierte Zellen zeigen deutlich verdnderte Kanaleigenschaften
(Martinez et al., 2002). Die heterotypische Kopplung zwischen Cx45 und Cx43-eGFP
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Halbkanilen zeigt eine Asymmetrie hinsichtlich der Farbstoffausbreitung (Bukauskas et
al., 2002). Diese Asymmetrie begiinstigt einen Farbstofftransfer in die Richtung der Zelle
mit dem Cx43 Halbkanal aus der Zelle mit dem Cx45 Halbkanal (Desplantez et al., 2004).
Bei der Untersuchung der Hemikanaleigenschaften von Cx45 (Valiunas, 2002) wurde
gefunden, dass im Ca’" freien Medium Farbstoff abgegeben und aufgenommen wird. Bei
der Verwendung von verkiirzten C-Termini von Cx45 in HeLa Transfektanten zeigte sich,
dal der C-Terminus fiir die Membranlokalisation essentiell ist, die Phosphorylierung der
Serin-Reste im C-Terminus jedoch darauf keinen EinfluB hat. Allerdings wirkt sich die
Phosphorylierung modulierend auf die Kopplungseigenschaften aus (A. Butterweck,
Doktorarbeit 1995).

Die Expression des Cx45 wurde mit unterschiedlichen Methoden in vielen Geweben
nachgewiesen. In den folgenden Geweben gelang der Nachweis des Cx45 Proteins mit
Hilfe von Antikorpern gegen Cx45, auch wenn die Untersuchungen mit Antikdrpern
aufgrund zum Teil unsensitiver und unspezifischer Antikorper schwierig ist. Expression
findet man dabei im Sinusknoten, AV-Knoten und im His-Biindel des reizleitenden System
des adulten Herzens (Coppen et al., 1998). Die Expression des Cx45 findet man auch
schon am Tag 8,5 der Embryonalentwicklung im primitiven Herzschlauch (Alcolea et al.,
1999). Ebenfalls konnte die Expression in der Inneren (IPL) und AuBeren (OPL)
plexiformen Schicht der Retina nachgewiesen werden (Giildenagel et al., 2000; Petrasch-
Parrwez et al., 2004), in der INL (innere Kornerschicht) und GCL (Ganglienzellschicht) der
Retina durch Cx45lacZ Reportermduse, sowie in embryonaler Haut und der Niere
(Butterweck et al., 1995). AuBBerdem wird Cx45 in glatten Muskelzellen der Aorta (Ko et
al., 2001) und in der glatten GefdBmuskulatur cerebraler Arterien exprimiert (Li et al.,
2001). Die Expression von Cx45 wurde weiterhin wihrend des Prozesses der
Follikelreifung in Granulosazellen gefunden (Okuma et al., 1996), im deep muscular
plexus des Diinndarms (Nakamura et al., 1996) und in der zirkuldren Muskulatur des
Diinndarms (Wang et al., 2001). Ebenfalls wird eine funktionelle Bedeutung des Cx45 bei
der Knochenentwicklung nach Untersuchungen an Osteoblasten Zelllinien postuliert
(Steinberg et al., 1994; Minkoff et al., 1999).

Nach der Erzeugung von Cx45lacZ Reportermiusen (A. Plum, Doktorarbeit 2000; O.
Kriiger, Doktorarbeit 2001) wurden keine homzygote Cx45 defizienten Tiere geboren. Bei
diesen Méusen wurde die kodierende Region des Exon3 gegen das LacZ Reportergen

ausgetauscht. Cx45 defiziente Tiere sind embryonal letal. Bereits ab Tag neun der
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Embryonalentwicklung setzen apoptotische Prozesse ein, die bis zum Tag 10,5 der
Embryonalentwicklung zum Tod der Embryonen fiihren. Diese Embryonen weisen zwar
eine primitive vaskuldre Struktur auf, aber die Angiogenese ist anscheinend nicht moglich.
Dass ein Herzdefekt die Ursache des frithen embryonalen Versterbens sein konnte, zeigte
eine weitere Cx45LacZ Maus (Kumai et al., 2000). Im ZNS wird Cx45 heutigen
Vorstellungen nach nur neuronal ausgeprégt, diese Ausfiihrung ist zuriickzufiihren auf die

Untersuchung der Cx45lacZ Reporterméuse (Maxeiner et al., 2003).

1.5 Fusionsproteine aus Connexinen und eGFP

oder eCFP

Die Klonierung des griin fluoreszierenden Proteins (GFP) aus der Qualle Aquoria victoria

hat fiir einen signifikanten Fortschritt bei der Beobachtung von
lebenden Zellen mit Hilfe optischer Mikroskope gesorgt (Chalfie
et al.,, 1994). Durch fortgesetzte Mutagenese wurden GFP
Varianten, wie z.B. eCFP (Cyan fluoreszierend) oder YFP (Gelb
fluoreszierend) erzeugt, die besser fiir die
Fluoreszenzmikroskopie geeignet waren als das Wildtyp GFP

(Tsien 1998). Die griine verstirkte Variante eGFP wurde z.B. in

vielen Arbeiten als in vivo Reporter genutzt. GFP bzw. eCFP

wurde als Fusionsprotein mit verschiedenen Connexinen (Cx43, |Abbildung 4: 3D Struktur-
Darstellung des GFP

Cx26 und Cx32) genutzt um z.B. Bewegungs und Lokalisations- |Molekiils, veréindert nach
Tsien 1998

untersuchungen an transfizierten HelLa Zellen durchzufiihren
(Martin et al., 2001; Falk und Lauf, 2001). Ebenfalls wurde eine transgene Maus erzeugt,
welche ein Fusionskonstrukt aus Cx36 und eGFP (Feigenspan et al., 2004) unter der

Kontrolle des Cx36 Promotors exprimiert.

1.6 BAC Vektoren

Funktionelle Analyse von Genen in vivo beinhaltet normalerweise die Einfiihrung von
modifizierter genomischer DNS in die Keimbahn, um transgene Tiere herstellen zu kdnnen

(Jaenisch et al. 1988, Palmiter et al. 1985). Die GroBe der Sequenzen ist eine kritische
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GroBe bei diesen Experimenten, da Versuche bei Drosophila und Méausen gezeigt haben,
dass die hochstmogliche Gewebespezifitdit und die vom Integrationsort unabhingige
Expression der Transgene abhdngen kann von Verstidrker und anderen Kontrollregionen,
die sehr weit von der kodieren Region entfernt sind, bis hin zu 50 kb (Dillon et al., 1993,
Kennison et al. 1993). Konventionelle Studien nutzen Vektoren in der Gréf3e von ca. 20 kb
und kleiner und zeigen dadurch verstirkt Positions- und andere Effekte (Wilson et al.,
1990).

Um diese Effekte zu minimieren kann man grole Vektoren nutzen, die diese gesamten
regulativen Sequenzen beinhalten wie z.B. BACs (bacterial artificial chromosome).

BACs sind Vektoren, die bis zu 300 kb genomischer DNS beinhalten kénnen (Shizuya et
al., 1992, Toannou et al. 1994, Zimmer et al. 1997). Sie basieren auf dem FE.Coli
Fertilitdtsplasmid (F-Faktor) (Shizuya et al. 1992, Hosoda et al. 1990) und PACs (P-1
derived artificial chromosome) aus dem Bakteriophagen P-1 (Ioannou et al. 1994).

Die meisten BAC Vektoren beinhalten allerdings nur eine Insert Grof3e von ca. 130-150 kb.
Aufgrund dieser GroBe konnen sie die gesamten regulatorischen Sequenzen und Elemente
eines Gens beinhalten, so dass eine zelltypspezifische Expression in transgenen Méusen
erreicht werden kann (Yang et al., 1997). BAC Vektoren haben zudem eine Reihe weiterer
Vorteile: BAC Bibliotheken konnen aufgrund einer hohen Klonierungseffizienz recht
einfach konstruiert werden (Woo et al., 1994). Desweiteren haben BAC Vektoren eine
hohe Stabilitdt und die Isolierung der DNS ist relativ einfach, da diese als circuldre
wdupercoil“ DNS in den Bakterienzellen vorliegen, und zusétzlich kénnen diese Vektoren

auch direkt sequenziert werden (Kim et al., 1996; Wang et al., 1994; Wooster et al. 1995).

1.6.1 Generelle Strategie fiir die gezielte Modifikation von
BAC Vektoren

Um BACs zu modifizieren wird ein System zur homologen Rekombination in E.colis
genutzt, dass auf einem ,,Shuttle” Vektor mit einem temperatursensitiven ORI (Origin of
Replication) basiert (O'Connor et al., 1989; Hamilton et al., 1989). Dieser Vektor wird nur
in Bakterien repliziert, die bei 30°C wachsen und geht verloren in Bakterienzellen, die bei
der so genannten ,,Restriktionstemperatur von 42-44°C wachsen weil der Vektor aufgrund
des temperatursensitiven ORI bei dieser Temperatur nicht repliziert wird (Hashimoto-

Gotoh et al., 1977). Um die Rekombinationsdefizienz der Bakterienzellen zu iiberwinden,
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die den BAC Vektor beinhalten, befindet sich in dem Shuttlevektor das E.coli RecA Gen
(Rekombinationsprotein A). Wenn nun BAC beinhaltende Bakterienzellen mit diesem
Vektor transfiziert werden, der zudem auch noch die Rekombinationskassette enthilt,

konnen diese Bakterien eine homologe Rekombination durchfiihren.

A Sall Insertions Sequenz  gay ) N
Shuttle Vektor —— Rea ] BT [T L TRt T Origt
B Sall Insertions Sequenz Eail
Shuttle VWektor — TR Tt/ Ts Origin
Not! Neot!
BAC ——— : —
Selektion auf Tetrazyklin und Chloramphenikol Resisitenz bei 43°C
Idertifizierung der Colrtearate duch Southern Blot Hybridisierung
""I"_D” Insertions Sequenz S8 Te+)/ Sall Mot
Cointegrate T ) REERR I | el ——
T — - -
—— = — " i -
L a 'h‘.:_ - -

st Ind
l Cointegrate bei 43°C und Chloramphenikel wachsen lassen

Ausstreichen und selektionieren auf Chloramphenikol und
Tetrazyllin Senstivitat bel 37°C

Mot Inzertions Sequenz Not!
Original BAC —|L

Abbildung 5: Schematische Darstellung der homologen Rekombination zwischen Shuttlevektor und BAC
Vektor in E.colis. A) Shuttlevektor mit den Rekombinationssequenzen A und B sowie der Tetrazyklin
Resisten und der Sequenz fiir das RecA Protein. B) Die Rekombination zwischen Shuttle Vektor und BAC
Vektor im Bereich A/A'. C) zeigt die Rekombination innerhalb des BAC Vektors zwischen entweder A-A'
und A-A' oder B-B' und B-B'. Verédndert nach Yang et al., 1999

Diese Rekombinationskassette wird hergestellt aus der zu inserierenden DNS Sequenz und
aus zwel kleinen flankierenden DNS Sequenzsticken (A und B, jeweils ca. 500
Basenpaare) der Zielsequenz, die in der richtigen Orientierung und Reihenfolge in einen
Erstellungsvektor kloniert werden (Abbildung 5). Die Kassette wird dann in den
Shuttlevektor kloniert. Der Umweg iiber den Erstellungsvektor wird durchgefiihrt, weil der
Shuttlevektor aufgrund seiner GréBe und der sehr geringen Kopienzahl schwierig zu
klonieren ist (Hashimoto-Gotoh et al., 1977).

Transformierte Bakterien werden nun durch Chloramphenicol und Tetrazyklin bei 30°C
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selektioniert, aufgrund des mittransformierten RecA Gens finden nun auch
Rekombinationsereignisse zwischen dem Shuttlevektor und dem BAC Vektor (entweder an
A oder an B) statt (siche Abbildung 5 B). Die so entstandenen rekombinanten DNS
Vektoren werden als Cointegrate bezeichnet (sieche Abbildung 5 C). Die Cointegrate
werden nun mitselektioniert durch eine Erhhung der Temperatur auf 43°C. Bei weiterer
Inkubation bei 43°C finden weitere Rekombinationsereignisse statt, auch hier wieder an
den Sequenzsticken A und B bzw. an den homologen Bereichen. Durch diese
Rekombination verlieren die gewiinschten BAC-Vektoren die Sequenz fiir die Tetrazyklin
Resistenz und das RecA Gen (siehe Abbildung 5 C), selektioniert wird hier mit Hilfe von
Fusaric Acid auf die Abwesenheit der Tetrazyklin Resistenz. Als Ergebnis dieses Schrittes
sind sowohl die Rekombination zu dem urspriinglichen BAC Vektor als auch die
Rekombination zu dem gewiinschten Vektor mit der Insertions Sequenz mdglich. Die
Klone mit dem gewiinschten Vektor werden durch Southern Blot Hybridisierungs
Experimente identifiziert. Nach der homologen Rekombinaiton verlieren die Bakterien
auch automatisch das RecA Gen und damit die Féhigkeit Rekombinationsereignisse
durchzufiihren. Die fertigen BAC Vektoren sind dadurch auch stabil. Dieses System wurde
erstmalig von Yang et al., 1999 beschrieben.

Eingesetzt wurde es zum Beispiel zur Herstellung einer Cx36-eGFP transgenen Maus, die

ein Fusionsprotein aus Cx36-eGFP exprimiert (Feigenspan et al., 2004).

1.7 Erzeugung transgener Tiere

Um die funktionelle Bedeutung von Genen und deren Produkten in vivo untersuchen zu
konnen, ist die Erzeugung von Mausmutanten, in denen gezielte Gendefekte oder fremde
Gensequenzen in das Genom eingebracht werden, (Bradley et al., 1998) sinnvoll. Die
resultierenden Tier werden dabei als ,transgen” bezeichnet. Eine Mboglichkeit zur
Erzeugung transgener Maiuse ist die gezielte Verdnderung endogener Sequenzen des
Genoms in embryonalen Stammzellen (ES-Zellen) der Maus. Eine andere Moglichkeit
stellt die Vorkerninjektion von DNS in befruchtete Eizellen dar. Beide Moglichkeiten

werden in den folgenden Kapiteln kurz vorgestellt.
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1.7.1 Erzeugung  gezielter = Genverdnderungen  durch
homologe Rekombination

Die gezielte Veranderung endogener Sequenzen des Genoms in embryonalen Stammzellen
(ES-Zellen) der Maus wird durch homologe Rekombination des jeweiligen Wildtyp Lokus
mit einer mutierten Sequenz erreicht (Nagy et al., 2003). Durch die Techniken der Morula-
Aggregation oder der Blastozysten-Injektion (Nagy A. et al., 2003) lassen sich mit Hilfe
dieser totipotenten Es-Zellen chimédre Méduse erzeugen, die den verénderten Lokus an ihre
Nachkommen weitergeben konnen. ES-Zellen konnen als permanente Zelllinien kultiviert
werden, ohne ihre Totipotenz zu verlieren (Nagy A. et al., 2003). Daher kann man sie
benutzen, um die gezielte Genverdanderung endogener Gensequenzen vorzunehmen, da sie
in vitro kultiviert und selektioniert werden konnen. Da sie ihre Totipotenz behalten, sind
sie zur Erzeugung transgener Miduse mit der gewiinschten genetischen Verdnderung
geeignet. Um die ES-Zellen genetisch zu verdndern werden héufig so genannte
Austauschvektoren mit homologen Bereichen verwendet. Diese homologen Sequenzen
flankieren dabei die manipulierte nicht homologe Sequenz. Durch ein ,,Crossing over*
(doppeltes  Uberkreuzen) der flankierenden Bereiche mit dem endogenen
Homologiebereich kann die Zielsequenz durch die manipulierte Sequenz ersetzt werden.
Die Frequenz dieses Ereignisses ist allerdings sehr niedrig (10° bis 107). Um positive
Klone finden zu konnen, wird eine Anreicherung mit Hilfe einer Selektion durchgefiihrt.
Selektioniert wird dabei auf ein zusétzlich in der manipulierten Sequenz eingebrachtes
Resistenzgen, welches den transfizierten Zellen ein Wachstum in Anwesenheit eines

Antibiotikums erlaubt, wie z.B. das Neomyzinderivat G418 (Nagy et al., 2003).

1.7.2 Erzeugung einer Genveranderung durch
Vorkerninjektion

Bei dieser Moglichkeit der Herstellung transgener Mause, der Vorkerninjektion, wird die
manipulierte DNS in befruchtete Eizellen injiziert. Die Methode fiihrt zu einer zufilligen
Integration der injizierten DNS in das Zielgenom und resultiert daher auch in variabler
Expression des Transgens. Die Variabilitdt begriindet sich auf dem Integrationsort und der
Anzahl der inserierten Kopien des Transgens (Nagy et al., 2003). Auf diese Art erzeugte
Maiuse sollten immer hemizygot geziichtet werden (heterozygot beziiglich des

Integrationsortes), damit mogliche Phanotypen durch die Zerstorung eines endogenen Gens

Seite 22



Einleitung

auf beiden Chromosomen vermieden werden. Die verwendete DNS kann sowohl ein
Insertionsvektor sein, wie auch ein BAC Konstrukt; mit letzterem ermoglicht man eine
weitgehende normale Expression aufgrund der mit integrierten Regulationssequenzen und
weiterer moglicher Exone, wie bei Connexin45 die Exone la und 1b (Anderson et al.,

2005).

1.7.3 Konditionale Ausschaltung von Gensequenzen mit
Hilfe des flp/frt Sytems

Die klassische Methode zur Auschaltung von Genen verwendet Selektionskassetten und
auch Reportergene, um die Zielsequenz zu ersetzen (Nagy et al., 2003). Resultierende
transgene Mduse konnen das Zielgenprodukt aus dem mutierten Genlokus nicht mehr
exprimieren, sie werden im homozygoten Zustand als ,,Knock-out-Mduse* (KO)
bezeichnet (Nagy et al., 2003). Mit Hilfe diese KO-Méuse konnen Erkenntnisse iiber die
Funktion des untersuchten Genproduktes in vivo gewonnen werden.

Die Alternative dieses Systems ist die konditionalen Ausschaltung von Gensequenzen,
unter anderem durch das Flp/frt System (Lewandoski, 2001). Die Inaktivierung der Gene
wird dabei in ES-Zellen oder transgenen Tieren entwicklungs- und /oder zelltypspezifisch
durch ortsspezifische Rekombinasen durchgefiihrt. Die Zielsequenz wird dadurch
genomisch deletiert.

Letalitdt und pleiotrope Effekte der Inaktivierung in allen Korperzellen kann somit
umgangen werden. Auflerdem konnen so Analysen erst ermoglicht werden, welche die
Ausschaltung in bestimmten Zelltypen erforderlich machen. Das System beruht auf einer
Rekombinase, welche eine 34 bp lange DNS Sequenz (frt-Sequenz) erkennt und daran
bindet, dadurch wird die ortsspezifische Rekombination ermdglicht und durch die
Rekombinase durchgefiihrt. Die Flp-Rekombinase ist ein Dimer, benétigt keine
Hilfsproteine und stammt aus der Hefe Saccharomyces cerevisae und wurde auf ein
Temperaturoptimum von 37°C mutiert (Buchholz et al., 1998).

Die Erkennungssequenz frt (Flp-Rekombinase Rekombinations-Ziel) besteht aus zwei 13
bp langen invertierten Sequenzwiederholungen, die jeweils eine 8 bp lange Kernsequenz
umgeben. Die invertierten Sequenzwiederholungen sind die Bindungsstellen der
Rekombinase-Dimere, die Kernsequenz hingegen bestimmt die Orientierung der

Erkennungssequenz und ist der Ort der Rekombination.
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Fiir eine durch Flp-Rekombinase vermittelte Rekombination muss die Zielgensequenz von
zwel frt-Sequenzen flankiert sein. Wenn beide Erkennungssequenzen eine unterschiedliche
Orientierung aufweisen, kommt es zu einer Inversion der dazwischenliegenden
Zielgensequenz durch die Aktivitit der Rekombinase. Sind die beiden
Erkennungssequenzen in gleicher Orientierung positioniert, kann die Zielgensequenz durch
die Aktivitdt der jeweiligen Rekombinase genomisch deletiert werden. Der durch die
Erkennungssequenzen flankierte Bereich wird dabei als zirkuldire DNS-Sequenz aus dem
genomischen DNS-Strang ausgeschnitten. Auf dem verbleibenden DNS-Strang bleibt eine
rekombinante Erkennungssequenz zuriick. Die zirkuldire DNS-Sequenz wird in der Zelle
enzymatisch abgebaut. Auch in (doppelt-)transgenen Mausen sind diese Rekombinationen
moglich (Lewandoski, 2001).

Fiir die zelltyp- oder gewebespezifische Ausschaltung eines Gens in (doppelt-)transgenen
Maiusen muss die Expression der Flp-Rekombinase unter der Kontrolle entsprechender
genregulatorischer Elemente stehen (Porter, 1998). Eine Deletion in allen Zellen kann mit
Hilfe eines ubiquitédr ausgeprigten Rekombinase-Transgens wie dem deleter-Flp-Transgen
(Rodriguez et al., 2000) erfolgen. Das Resultat kann dem konventionellen ,,Knock-out*

entsprechen.
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1.8 Zielsetzung dieser Arbeit

Das Gap Junction Protein Connexin36 (Cx36) dient insbesondere im zentralen
Nervensystem der elektrischen Kopplung benachbarter Neurone. Fiir die weitere
Charakterisierung der Expression und Funktion des Cx36 Proteins sollte ein Vektor
hergestellt werden, der das Cx36 mit der Sequenz fiir eCFP beinhaltet und als
Austauschvektor fiir die spitere Herstellung einer transgenen Maus dienen sollte. Die
Maus sollte dann das Cx36 und das eCFP als Fusionsprotein exprimieren. Das
Fusionsprotein sollte dann in (lebendem) Gewebe mit Hilfe eines Laserscan Mikroskops
nachgewiesen werden, um Untersuchungen zur Lokalisation des Proteins innerhalb der
Zellen wihrend des Lebenszyklus des Proteins zu ermdglichen. Ebenfalls sollten damit
nachfolgende Kolokalisations Experimente mit anderen neuronal exprimierten Proteinen,
die ebenfalls als Fusionsproteine mit GFP Varianten in transgenen Mauslinien vorliegen,

durchgefiihrt werden.

Das Gap Junction Protein Connexin45 (Cx45) wird wéihrend der embryonalen Entwicklung
der Maus exprimiert, ebenso wie im reizleitenden Herzgewebe, glatten Muskelzellen und
in Neuronen des ZNS. Im Rahmen dieser Arbeit sollten dann zum einen ein traditioneller
Austauschvektor mit der Sequenz fiir Cx45 und eCFP hergestellt werden. Auch dieser
Vektor sollte als Austauschvektor fiir die spétere Erzeugung einer transgenen Maus dienen.
Diese Maus sollte das Cx45 und das eCFP als Fusionsprotein exprimieren. Ebenfalls
sollten mit Hilfe dieser Maus die Lokalisation des Cx45 wiéhrend des Lebenszyklus des
Proteins untersucht werden.

Zusitzlich sollte ein BAC Vektor erzeugt werden, der fiir Connexin45 und das Protein
eGFP kodiert.

Dieser Vektor sollte nach erfolgreicher homologen Rekombination mit einem
Ubertragungsvektor in E. Coli Bakterien fiir die Vorkerninjektion benutzt werden, um
spater ebenfalls eine transgene Mauslinie erzeugen zu konnen. Diese beiden transgenen
Mauslinien wiirden unter anderem Kreuzungsexperimente ermdglichen, bei denen die
Expression der transgenen Proteine verglichen werden kdnnten.

Mit beiden Mausen konnten Kolokalisationsexperimente mit anderen Fusionsproteinen mit

GFP Varianten durchgefiihrt werden.
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2 Material

2.1 Chemikalien

Wenn nicht anders vermerkt, wurden die Chemikalien in Analyse-Qualitit (p.A.)
verwendet. Enzyme und Nukleotide wurden von den Firmen Roche, New England
BioLabs, Promega oder Amersham Pharmacia Biotech bezogen. Radioaktiv markierte Che-
mikalien stammten von der Firma Amersham Pharmacia Biotech. Sequenzierungen von

Plasmiden erfolgten durch die Firma Agowa.

2.2 Allgemeine Losungen

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

2.2.1 Losungen fiir die Bakterienkultur

LB-Medium 1% 10 g NaCl (Merck #1.06404)
1 % 10 g Trypton (Difco #0123-17-3)
0,5 % 5 g Hefe-Extrakt (Difco #0127-17-9)
ad 1 1, mit ~2 ml 1 N NaOH auf pH ~7.,4, 20 min
autoklavieren

LB-Agar 11 LB-Medium
0,75% 7, g Dunkel-Agar (Difco #0138-17-6)
20 min autoklavieren; ggf. Zugabe von Antibiotika

bei 55°C
Ampizillin- 5% 2,5 g Ampizillin (Roche #835269)
Stammlsg.
ad 50 ml, sterilfiltrierte Aliquots bei —20°C lagern;
Endkonzentration in Selektionsmedien: 50 pg/ml
Tetrazyklin- 100 mg Tetrazyklin (Sigma #T-3258)
Stammlsg.

ad 10 ml mit Ethanol; Aliquots bei —20°C lagern;
Endkonzentration in Selektionsmedien 12,5 pg/ml
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Chloramphenikol- 125 mg Chloramphenikol (Roth # 3886.1)
Stammlsg.
Ad 10 ml 50% Ethanol
Aliquots bei —20°C lagern;
Endkonzentration 12,5 mg/ml

Fusaric Acid- 20 mg  Fusaric Acid (Fluca # 48205)
Stammlsg.
Ad 10 ml 50% Ethanolbidest;
sterilfiltrieren;
Aliquots bei —20°C lagern;
Endkonzentration 12,5 mg/ml

TB Medium 11 10mM  Pipes (Sigma #P3768)
55mM  MgCl, (Merck #5833)
I5mM  CaCl, (Merck #1.02382)
250m KCl (Merck #4936)

Ph Wert von 6,7 einstellen, 20 Minuten
Autoklavieren, lagern bei 4°C

TFB 10 mM K-Mes (Sigma #M0895-25G)
10mM CaCl, (Merck #1.02382)
100mM RbCI (Sigma #R-2252)
45mM MnCl,0 * 4H,O (Merck #A248127)
3mM Hexamin Co(IIT)Cl; (Sigma #H-7891)

Aligouts a 30ml in Falcon R6hrchen und mit Alu umwickeln, da der

Puffer lichtempfindlich ist

SOB 5¢g Bacto Trypton (BD #8x01231)
1,25 g Hefe Extrakt (BD #8x01271)
0,146 g NaCl (Merck #1.06404)
0,0466 ¢  Kcl (Merck #1.04936)
ad 500 ml mit ddH,O, pH 7,2
2,5 ml IM MgCl, (Merck #5833)
2,5 ml IM MgSO4(Merck #5886)

SOC 500 ml SOB
2,5ml 2M Glucoseldsung (Merck #1.08337)

Seite 27



Material

DnD 1,53 g Dithiothreitol (Sigma #D-0632)
9 ml DMSO (Merck #102931)
100 pl IM Kaliumacetat; pH 7,5 (Merck #1.04820)
Sterilfiltrieren und in 0,5ml Aliqouts bei -20°C lagern

K-Mes 19,52 g Mes
In 80 ml H,O 16sen PH mit 5SM KOH auf 6,3 einstellen ad 100 ml;
sterilfiltrieren

TFBI 30 mM K-Acetat pH 5,8 (Merck #1.04820)

10 mM CaCl, (Merck #1.02382)
50 mM MnCl, (Merck #1.02382)
100 mM  RbCI (Sigma #R-2252)

15% Glycerin (Sigma #G-7757)
Bei 4°C lagern
TFBII 10 mM Na-MOPS pH 7,0 (Serva #29836)

75 mM CaCl, (Merck #1.02382)
10 mM RbCI (Sigma #R-2252)
15% Glycerin (Sigma #G-7757)
Bei 4°C lagern

2.2.2 Losungen fiir die Nukleinsidure-Analytik

Soweit nicht anders angegeben, wurden alle Losungen mit ddH,O angesetzt und bei RT
gelagert.

TE-Puffer 10mM 121 mg Tris (ICN #819623)
1 mM 37,2 EDTA (Sigma #E-5134)
mg

ad 100 ml, pH 8,0, 1 h autoklavieren

Partialverdau- 10 mM 37,2 EDTA (Sigma #E-5134)
Stop-Lsg. mg
ad 10 ml, pH 8,0
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TBE (10x) 900 mM 109 g Tris (ICN #819623)
900 mM 55,6 g Borsdure (Merck #1.00165)
25mM 0,93 ¢ EDTA (Sigma #E-5134)

ad 11, pH 8,3
DNS- 0,25 % 125 mg Bromphenolblau (Serva #15375)
Ladepuffer 0,25 % 125 mg Xylenzyanol (Sigma #X-2751)
(6x) 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)
8]

2000 /i 2009 RNase T1 (Roche #109193)

ad 10 ml mit ddH,O; Aliquots a 1 ml bei —20°C

lagern

Alkali-Lsg. 1 50 mM 4,5 g D(+)-Glucose (Merck #1.08337)
25mM 1,51 g Tris (ICN #819623)
10mM 1,86 g EDTA (Sigma #E-5134)
ad 500 ml; vor Gebrauch Zugabe von 1 pl/ml RNase

2000

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

Alkali-Lsg. 3 3M 147,3 g Kaliumacetat (Merck #1.04820)
5M 57,5ml Essigsdure (Merck #1.00062)
ad 500 ml

Ptotemase K- 20 mg/ml 1 g Proteinase K (Roche #1092766)
Losung

ad 50 ml; Aliquots a 1 ml bei —20°C lagern

ES-Lysis-Puffer 50 mM 0,3 g NaCl (Merck #1.06404)
20 mM 0,24 g Tris (ICN #819623)
100 mM 3,72 g EDTA (Sigma #E-5134)
0,5 % 500 pul SDS-Losung, 10 % (Fluka #71736)
2 mM 29 mg CaCl, (Merck #1.02382)
ad 100 ml, pH 8,0, sterilfiltrieren; vor Gebrauch
Zugabe von 50 pl Proteinase K-Losung und 100 pl
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Lysis-Puffer

NaCl-Losung

Depurinierungs-
Lsg.

Denaturierungs-
Lsg.

20x SSC

Sephadex G50

RNase 2000 pro ml

02M 242 g Tris (ICN #819623)
0,1M 3,72 g EDTA (Sigma #E-5134)
1% 10ml SDS-Losung, 10 % (Fluka #71736)
ad 100 ml, pH 8,0; vor Gebrauch je ml Zugabe von
10 pl Proteinase K-Ldsung

3M  17,5¢ NaCl (Merck #1.06404)
ad 100 ml

0,25M 29 ml Salzsdure, 32 % (Merck #1.00319)

ad 11

1,5M 175,3 g NaCl (Merck #1.06404)
0,5M 40 g NaOH (J.T. Baker #0402)
ad21

3M 175,3 g NaCl (Merck #1.06404)
0,3M 107,1g Trinatriumcitrat «5,5H,0 (Merck
#1.06431)
ad11,pH 7,0

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

2.2.3 Losungen fiir die Zellkultur

1% Gelatine-Stock

ES-EDTA-Losung

S5¢g Gelatine (Sigma #G-6144)

Zugabe von 500 ml ZK-Wasser (Sigma #W3500), 1 h auto-
klavieren, die Losung mischen und nochmals 1 h
autoklavieren; Losung ist bei 4°C ca. ein Jahr lagerbar. Zur
Herstellung der

0,1 %igen Arbeitslosung wird eine Verdiinnung 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 ul 10 N NaOH, 1 h autoklavieren

Seite 30



Material

ES-Trypsin

ES-WT-Medium

HBS-Puffer

ES-
Einfriermedium

G418-Stock

ES-
Selektionsmediu
m

1 mM
1%
0,025
%

5%
5%

1 mM
1x

2 mM
1x
0,1 %
0,007 %

20 mM
25M

20 %
20 %

400 ml ES-PBS- (Sigma #D8537)
100 ml ES-EDTA-L6sung

S ml Chicken Serum (Gibco BRL #16110-003)

5ml Trypsin, 2,5 % (Gibco BRL #25090-028)

Aliquots a 50 ml bei —20°C lagern

500 ml Glasgow-MEM (Biochrom AG #F 0525)
28 ml FCS, ES-Zellkultur-getestet (Sigma #F-

28 ml 2442)

5,4 ml NCS, ES-Zellkultur-getestet (Sigma #N-

5,4 ml 4637)

5,4 ml Na-Pyruvat, 100 mM (Sigma #S8636)

5,4 ml Pen/Strep, 100x (Sigma #P0781)

550 ul Glutamin, 200 mM (Sigma #G7513)

550 ul Aminoséduren, 100x (Sigma #M7145)
LIF

B-ME-Stock

Aliquotierte Zutaten unter einer Sterilbank zugeben;

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

100 ml ES-PBS- (Sigma #D8537)

2ml HEPES, 1 M (Gibco BRL #15630-056)
240 pl Glucose, 100x (Gibco BRL #19004-019)

Aliquots a 10 ml bei —20°C lagerbar

17,5 ml ES-WT-Medium

2,5 ml FCS, ES-Zellkultur-getestet (Sigma #F-

5ml 2442)
Dimethylsulfoxid (DMSO) (Merck
#1.16743)
Aliquot bei —20°C ca. 1 Jahr lagerbar

50 mg/ml aktiv. G418 Sulfat (PAA #P27-011)

100 mM

350 pg/ml

PIPES (Sigma #P-3768)
16sen von 10 g G418 und ausgerechneter Menge
PIPES, so daB3 eine Losung entsteht mit 100 mM
PIPES und aktivem G418 von 50 mg/ml, steril-
filtrieren; Aliquots a 10 ml bei —20°C lagern

579 ml ES-WT-Medium
4 ml G418-Stock

Seite 31



Material

1sotonische KCl-
Lsg.

Puromyzin-Stock

HeLa-D10-
Medium

Puck’sches Salin

HeLa-Trypsin

2-fach BBS

CaCl,-Losung

0,56 %

0,05 %

10 %

1x

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

0,04 %

0,5 mM

50 mM
280 mM
1,5 mM

250 mM

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

erwarmen

0,56 g Kaliumchlorid (Merck #1.04936)

ad 100 ml mit ZK-Wasser, Lagerung bei 4°C

100 mg Puromyzin (Sigma #P-8833)

16sen in 200 ml ZK-Wasser, sterilfiltrieren; Aliquots a

1 ml bei —20°C lagern

500 ml DMEM (Sigma #D6046)
55 ml HeLa-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)

0358 NaHCO, (Merck #1.06329)
ad 1 1, sterilfiltrieren; bei —20°C lagern

20 mg Trypsin (Sigma #T-4799)
10me £ T A-Natriumsalz (Serva #11280)

ad 50 ml mit Puck’scher Saline, pH 7,5, steril-

filtrieren; Langzeitlagerung bei —20°C, sonst bei
4°C

533 mg BES (Sigma #B-6266)

ggg ™2 NaCl (Merck #1.06404)
€ Na,HPO, -12 H,O (Merck #1.06576)
ad 50 ml, pH 6,95, sterilfiltrieren; Aliquots a 1 ml
bei
—20°C etwa 3 Monate haltbar

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

lagern
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2.2.4 Fertige Losungen

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

ES-PBS- (Dulbecco’s Phosphate buffered saline) fiir ES-Zellkultur (Sigma #D8537)
Eisessig (Merck #1.00063)

Entellan (Merck #1.07961)

Ethanol (Serva #11093)

Ethidiumbromid, 1 % (Merck #1.11608)

Giemsa Firbelosung (Sigma #GS-500)

Isopropanol (Merck #1.09634)

Methanol (Riedel-de-Haén #32213)

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

QuickHyb (Stratagene #201220)

Roti-Phenol/Chloroform (Roth #A156.2)

2.3 Materialien

2.3.1 Allgemeine Labormaterialien

Sterile Zellkulturartikel wurden von den Firmen Falcon, Sarstedt, Nunc und Becton
Dickinson bezogen. Pipettenspitzen und Reagenzgefdfle stammten 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,O, 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) sowie SuperFrost Plus Objekttrager
(Menzel-Gléser #041300)
Rontgenfilme X-OMAT AR (Sigma #735,849-5), BIOMAX AR und BIOMAX MR
(Kodak)
Sterilfilter 0,4 pm und 0,2 pm (Schleicher & Schuell)
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Whatman 3mm-Papier GB 002 (Schleicher & Schuell #426693)
Nylon membranes positively charged (Roche #1417240)

2.3.2 Gerite

Axiophot; Mikroskop mit Epifluoreszenz und angeschlossener AxioCam color HR
(Zeiss)

Elektrophoresekammern Pharmacia GNA-100 und -200 [Nukleinsduren] (Pharmacia)
ImageMaster VDS [UV-Apparatur zur Dokumentation von EtBr-Agarosegelen]
(Pharmacia Biotech)

Inkubatoren fiir die eukaryotische Zellkultur mit CO,-Regelung (Heraeus)

Laser Scan Mikroskop LSM 510 Meta (Zeiss)

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

Szintillationszédhler LS 1801 (Beckman)

UV Stratalinker 2400 (STRATAGENE)

Zentrifugen: Biofuge A (Heraeus); Kiihlzentrifugen 2-MK und ZK15 (Sigma);
Kiihlzentrifuge Minifuge RF [15/50 ml Réhrchen] (Heraeus)

Pulsfeld Gel Elektrphorese Gerdt CHEF-DR II (BIO-RAD)

2.3.3 Reagenziensitze (Kits)
Jetstar 2.0 Plasmid MIDI Kit (Genomed #210050)
Multiprime-DNA labelling system (Amersham #RPN 1601Z7)
Perfectpret Gel Cleanup Kit (Eppendorf #0032007.759)
Qiagen EndoFree Plasmid Maxi Kit (Qiagen #12362)
QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen #28706)
DIG High Prime DNA Labeling and Detection Starter Kit I (Roche #1585614)
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2.3.4 Plasmide

Von allen hier aufgefiihrten Plasmiden sowie allen Zwischenklonierungsvektoren befinden
sich im Anhang Abbildungen der Vektorkarten.

Bezeichnung Beschreibung Referenz/Firma
pBluescript Il SK(+) Klonierungsvektor Stratagene
(pBSK) (#212205)
Short et al.,
1988
pmCx36 Ausgangsvektor mit 9,8 kb des Goran Sohl,
Maus Cx36-Lokus des Doktorarbeit,
Mausstammes 129Sv/Ola 1999
pEGFP-N1 Verstérkt griin fluoreszierendes Clontech
Protein (¢GFP) enthaltender (#6085-1)
eukaryotischer Expressionsvektor
pMIJ-Green Eukaryotischer Expressionsvektor; Joachim Degen,
verbesserte Kombination aus den Doktorarbeit,
beiden Vektoren pBEHpac18 und 2003
pEGFP-NI1
pECFP-N1 Verstirkt Cyan fluoreszierendes Clontech
Protein (eCFP) enthaltender (#6900-1)
eukaryotischer Expressionsvektor
PBACe3.6 Klonierungsvektor fiir die BAC Frengen et al.,
Sequenzen 1999
pCx45-3000 Ausgangsvektor mit 3kb des Maus Diplom Arbeit
Cx45 Lokus Hendrick
Brune, 1999
pCx45-5000 Ausgangsvektor mit Skb des Maus Diplom Arbeit
Cx45 Lokus Hendrick
Brune, 1999
pSV-RecA Shuttlevektor fiir die BAC Yang et al.
Klonierung 1997
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2.3.5 GroBenstandards

Bezeichnung Fragmentgrofen

DNS 100 bp-Leiter 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1.000, 1.100,

(Gibco BRL #15628-019)  1.200, 1.300, 1.400, 1.500, 2.072 bp

DNS 1 kb-Leiter 134, 154, 201, 220, 298, 344, 396, 506, 517, 1.018, 1.639, 2.036,

(Gibco BRL #15615-024)  3.054,4.072, 5.090, 6.108, 7.126, 8.144,9.162, 10.180, 11.198, 12.216
bp

Low Range PFG Marker . . . ) . . . . .

(NEB #N03508) 2,03; 2,32; 4,36; 6,55; 9,42; 23,1; 48,5; 97,0; 145,5; 194,0 kb

2.3.6 Bakterienstimme

Bezeichnung Eigenschaften und Verwendung Referenz
E. coli XL1-blue MRF  Genotyp: recA1, endA1, gyrA96, thi-1, A Bullock et al.,
(mer)A183, A(merCB-hsdSMR-mrr)173, 1987

supE44, relA1, lac[F’proAB lacl'ZAM15 Tnl0
(Tet" 12,5 pg/ml)]; Vermehrung von Plasmiden
E. coli TOP10/DHI0B  Genotyp:F'mcrA (mrr-hsdRMS-mcrBC) 80lacZ Invitrogen
M15 lacX74 recAl deoR araD139 (ara-leu)7697
galU galK rpsL (St#) endAl nupG

2.3.7 Eukaryotische Zell-Linien

Bezeichnung Eigenschaften und Verwendung Referenz

HeLa Aneuploide, epitheloide Cervixkarzinom Linie Jones et al.,

(ATCC CCL 2) aus menschlichem Gewebe als untransfizierte 1971
Wildtyp-Zellen (HeLa-WT)

HM1 Embryonale Stammzellen der Maus, gewonnen Magin et
aus dem Mausstamm Sv129P2/OlaHsd al.,1992
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2.3.8 Startermolekiile (Oligonukleotid-Primer)

Startermolekiile wurden bei MWG und Sigma-Genosys bestellt, mit ddH,O auf 100
pmol/ul verdiinnt, aliquotiert 4 20-50 pl und bei —20°C gelagert.

Startermolekiile zur Anreicherung von DNS-Fragmenten, die zur Klonierung benotigt

wurden:
Cx36_intron
Cx36 _go BamHI

Cx36 3UTR xba
Cx36_xba 3UTR

xba_go end
end go xba

go _end utr neu
go utr xho neu

BamHI go cfp p eco81I
_new

endcfp go bamhi_neu

nach45neuhin
nach45neurueck

30kbvor45hin
30kbvor45Srueck

frt go 3
3 go fit

2.3.9 Antikorper

anti-Cx45 (Monoklonal)

anti-eGFP Living Colors

5" TGC ATT TGC CAG AGT AAA GGT GCG 3’
5" CGG AAG GGG AAG GCG GAT CCC GCA CAT AGG CAG AGT
CAC TGG 3’

5" ATA ATC TAG AAG GCA GAA ATA TCC 3’
5" GCT CTA GAG AAG GGC AGG TTT GGG GAA GGC C 37

5" TGT GAC CTC GAG CGA TCT AGA CCC ACT GAA 3’
5" TGC GTC CTA GGA TCC AAT CCA GAC GGA 3’

5" GAC TGA GCG GCC GCT GGT TGG GCT TAA AAC 3’
5" CAG GCG GCC GCC TCG AGT CGA AGA CTG GTG TTT CT 3’

5" CGC GGA TCC AGC CTG AGG ACC ATG GTG AGC AAG GGC 3’
5" ATC TAG AGT CGC GGC CGC TTT ACT TGT ACA 3’

5" GAT GCT AAT GTC TCC TCC CAG GTT CT 3’
5" TCT CAG CTT ACT GCA GCC TTG ACC TCC 3’

5" GAT TGG CAG AGA GAT GTC AG 3’
5" GTC CAT CAC TCA CCA GAG AT 3’

5" TCT AGA AAG TAT AGG AAC TTC GTC GA 3’
5" GTG TAC AGG TAT TCT GCC TAC ATG TG 3’

[IF (1:500)]  Chemikon (¥MAB-3101)

IF (1:400)  Clontech (#8367-2)

anti-Kaninchen-Alexa 594 (rot) IF (1:1.000) MoBiTec

(#A-11037)
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2.3.10 BAC DNS Bibliothek

Die BAC DNS Bibliothek wurde bei RZPD (Deutsches Ressourcenzentrum fiir
Genomforschung) bestellt. Die Bibliothek hat die Nummer 731, Bezeichnung: Library
Mouse BAC (RPCI-23).

2.3.11 BAC Vektoren

Es wurden die folgenden Klone beim RZPD bestellt und verwendet.
RPCIB731A20166Q2
RPCIB731D0428Q2
RPCIB731G10176Q2
RPCIB731H10176Q2
RPCIB731H15192Q2
RPCIB731112176Q2
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3 Methoden

Wenn nicht anders erwidhnt, wurden molekularbiologische Standardmethoden wie DNS-
Spaltungen mit Restriktionsenzymen, Fillen und Denaturieren von Nukleinsduren, ver-
schiedene Formen der Agarosegelelektrophorese, Fillung und Konzentrationsbestimmung
von DNS nach den gingigen Laborhandbiichern durchgefiihrt (Sambrook und Russell,
2001; Ausubel et al., 1989-2001). Enzyme und Reagenziensidtze wurden den Hersteller-

angaben entsprechend verwendet.

3.1 Nukleinsaure Praparationen

3.1.1 Plasmid Préparationen aus Bakterien

3.1.1.1 Schnelle Plasmid Mini Praparation

Mit dieser Methode ermdglicht man eine schnelle Isolierung von Plasmid-DNS aus Bakte-
rien. Eine Einzelkolonie wird {iber Nacht im Schiittelinkubator bei 250 Upm in 2 ml anti-
biotikahaltigem LB-Medium inkubiert. Von der Bakteriensuspension werden 1,5 ml in ein
Mikroreaktionsgefdl tiberfiihrt und die Bakterien durch Zentrifugation (7.000 Upm, 1 min)
sedimentiert.

Der Uberstand wird abgenommen und das Bakterienpellet in 100 ul Alkali-Lsg. 1 mit Hilfe
eines Strudelmischers resuspendiert. AnschlieBend werden zu dem Ansatz 200 pl Alkali-
Lsg. 2 zugegeben und durch Invertieren (8-10x) gemischt. Danach werden zu dem Ansatz
150 pl Alkali-Lsg. 3 zugegeben und ebenfalls durch Invertieren gemischt.

Durch die anschlieBende Zentrifugation (13.000 Upm, 6 min) werden die Bakterien-
zelltrimmer mit anheftender genomischer DNS sedimentiert, so dass der Uberstand nur
noch die Plasmid-DNS enthilt. Der Uberstand wird in ein neues ReaktionsgefiB iiberfiihrt.
Danach werden 1000 pl absolutem EtOH zugegeben. Nach Mischen des Ansatzes und der
Zentrifugation (13.000 Upm, 6 min) ist die Plasmid-DNS sedimentiert. Nach einem
Waschschritt mit 500 pl 70% EtOH und erneuter Zentrifugation (13.000 Upm, 5 min) kann
nach Abnahme des Uberstandes und kurzem Trocknen des Plasmidsediments die DNS in

100 pl TE-Puffer oder ddH,O aufgenommen werden.
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Die isolierte DNS ist rein genug, um mit ihr analytische Restriktionsspaltungen,

Klonierungen und Retransformationen durchfiihren zu konnen.

3.1.1.2 Plasmid Midi Praparation

Diese Methode ermdglicht ebenfalls eine schnelle Isolierung von Plasmid-DNS aus Bakte-
rien, allerdings wird eine groflere Menge DNS isoliert (50-200 pg).

Dazu werden 50 ml Bakteriensuspension verwendet. Die Aufreinigung erfolgt entweder
wie unter 3.1.1.1 beschrieben unter Beriicksichtigung und Anpassung der Zentrifugations-
geschwindigkeiten an groBere Zentrifugen (<8.500 Upm) und der L&sungsvolumina
(Alkali-Lsg. 1 1,5 ml; Alkali-Lsg. 2 3 ml; Alkali-Lsg. 3 2 ml; absolutes EtOH 7,5 ml) oder
aber mit Hilfe der Ionenaustauschchromatographie durch Einsatz des Jetstar 2.0 Plasmid

MIDI Kit der Firma Genomed laut Herstellerangaben.

3.1.1.3 Endotoxinfreie Plasmid Maxi Priparation

Um grofle Mengen an Plasmid-DNS (bis zu 500 pg) mit hochstem Reinheitsgrad ohne
Verunreinigungen durch bakterielle Proteine zu prédparieren wird der EndoFree Plasmid
Maxi Kit der Firma Qiagen verwendet.

Die Isolierung der zur stabilen Transfektion embryonaler Stammzellen benétigten Plasmide
erfolgt nach Herstellerangaben unter Verwendung von Einmal-Plastikpipetten. Die isolierte
und sedimentierte Plasmid-DNS wird unter sterilen Bedingungen in endotoxinfreiem TE-

Puffer aufgenommen und weiterverwendet.

3.1.1.4 Isolierung genomischer DNS aus embryonalen Stammzellen
fiir PCR

Um eine schnelle Analyse auf homologe Rekombination in ES-Zellen mit Hilfe der PCR
durchfiihren zu kénnen, wird von einer mit HM1-Zellen konfluent gewachsenen 48-Loch
Kulturschalenvertiefung nach dem Trypsinieren, die Hélfte der Zellsuspension in ein PCR-
Reaktionsgefdl tiberfiihrt.

Die Zellen werden durch Zentrifugation sedimentiert (13.000 Upm, 5 min). Nach
Absaugen des Uberstandes werden die Zellen durch Zugabe von 100 pl H,O mit ein pl

Proteinase K-Losung und einer Inkubation von 30 Minuten bei 55°C lysiert. Dieses Lysat
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wird vor dem Einsatz zur PCR (siehe 3.4.1) kurz auf dem Strudelmischer gemischt.

3.1.1.5 Isolierung genomischer DNS aus embryonalen Stammzellen
fiir Southern Blot

Fir eine DNS-Aufreinigung zur Durchfithrung einer Southern-Blot Hybridisierungs-
Analyse (siehe 3.4.2.1) wird ein mit ES-Zellen konfluent bewachsener T25-Kolben
eingesetzt. Nach zwei Waschschritten mit PBS™ mit 1,5 ml ES-Lysis-Puffer wird 1 h auf
dem Schiittler inkubiert.

AnschlieBend wird das Lysat in ein 13 ml Schraubdeckelreaktionsgefdl3 iiberfiihrt und
2 Tage bei 55°C im Wasserbad inkubiert. Nach der Zugabe von 2 ml Roti
Phenol/Chloroform wird der Ansatz kurz gemischt und anschliefend zentrifugiert (8.000
Upm, 15 min). Die obere wéssrige Phase wird anschlieBend in ein neues Rohrchen
iiberfiihrt.

Die DNS-Fillung erfolgt durch Zugabe von 1 ml Isopropanol. AnschlieBend wird der
Ansatz gemischt, bis eine DNS-Flocke sichtbar wird, die mit einer sterilen 200 pl
Pipettenspitze entnommen wird. Die DNS-Flocke wird durch zweimalige Zugabe von 5 ml
70 % EtOH und anschlieBender kurzer Zentrifugation (6.000 Upm, 5 min) und
Abdekantieren des Uberstandes zweimal gewaschen. Nun wird die DNS Flocke 15 min bei
RT getrocknet und schlieBlich in 100 pul TE-Puffer aufgenommen. Zum vollstindigen
Losen wird der Ansatz 1 h bei 55°C im Wasserbad inkubiert, bevor etwa 10 pl zur

Restriktionsspaltung und anschliefender Southern-Blot Hybridisierung eingesetzt werden.

3.1.2 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren

3.1.2.1 Photometrische Konzentrationsbestimmung

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

Die Absorptionsraten von Nukleinsdureldsungen werden in Quarzkiivetten bei 260 nm und
280 nm gegen TE-Puffer als Referenz gemessen. Eine Absorptionseinheit entspricht bei

einem Strahlengang von 1 cm Lénge einer Konzentration von 50 pg/ml (DNS). Der
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Quotient A260/A280 gibt Auskunft {iber den Reinheitsgrad der Losung. Er sollte fiir DNS
zwischen 1,8 und 2,0 liegen. Niedrigere Werte deuten auf eine Verunreinigung durch UV-

absorbierende Stoffe (Proteine, Phenole) hin.

3.1.2.2 Konzentrationsabschitzung im Gel

Neben der Konzentrationsabschitzung der Nukleinsduren anhand des Bandenmusters ist es
auch moglich, eine Kontrolle der Qualitdt durchzufiihren, ein Vorteil dieser Methode. Auch
konnen im Gel Nukleinsdurekonzentrationen dargestellt werden, welche fiir eine
photometrische Bestimmung zu gering sind.

Die Konzentrationsbestimmung erfolgt iiber einen Bandenintensititsvergleich der Probe
unbekannter Konzentration mit einer Probe bekannter Nukleinsdurekonzentration (1 pg
DNS 1 kb-Leiter; siehe 2.3.5). Hierbei wird die zur Konzentration proportionale
Leuchtintensitdt einer Bande in einem FEtBr-Agarosegel mit derjenigen des

Referenzstandards verglichen.

3.2 Arbeiten zur Herstellung rekombinanter

Plasmide

3.2.1 Gewinnung der gewiinschten DNS-Fragmente

3.2.1.1 Partielle Spaltung von Plasmiden

Eine partielle Spaltung, um das bendtigte Fragment zu erhalten, ist dann notwendig wenn
Plasmid-DNS mit einem Enzym gespalten werden soll, dessen Erkennungssequenz
mehrfach in dem Vektor vorhanden ist.

Dazu werden etwa 20 pg Plasmid-DNS mit 10 U Restriktionsenzym in einem 20 pl Ansatz
versetzt und bei der jeweils optimalen Temperatur inkubiert. Erfolgt die
Restriktionsreaktion zu schnell, kann auch eine suboptimale Temperatur gewéhlt werden.
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 Reaktionsgefdll iiberfiihrt. In diesem
Reaktionsgefal3 sind 5 pl Partialverdau-Stop-Lsg. und 3 ul DNS-Ladepuffer vorgelegt. Das

Reaktionsgefdl wird anschlieBend sofort auf Trockeneis gestellt. Die Analyse der

Seite 42



Methoden

Partialspaltungen erfolgt iiber eine Agarosegelelektrophorese. Beachtet werden muf3 hier
die Agarosekonzentration in Bezug auf die erwarteten DNS-Fragmentldngen, je groBer die

aufzureinigenden Fragmente sind, desto weniger Prozent Agarose sollte das Gel haben.

3.2.1.2 Elution von DNS-Fragmenten aus dem Gel

Nach einer Agarosegelelektrophorese konnen DNS-Fragmente unterschiedlicher Linge aus
den Agarosegelen isoliert werden. Das gewiinschte DNS-Fragment wird mit einem
Skalpell unter Verwendung einer Handlampe mit langwelligem UV-Licht (365 nm) aus
dem ethidiumbromidhaltigen Gel ausgeschnitten.

Zur Praparation dieser DNS-Fragmenten aus dem Gel werden die Reagenziensitze
QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) oder Perfectprep Gel Cleanup Kit (Eppendorf) nach
Herstellerangaben verwendet und die DNS in 30 pl ddH,O aufgenommen.

3.2.2 Modifikationen und Ligation von DNS-Molekiilen
3.2.2.1 Auftiillen adhidsiver Enden (blunten)

Bei Klonierungen ist es mitunter erforderlich, durch Restriktionsendonukleasen erzeugte,
nicht kompatible, tiberhingende Enden zu glétten, um eine Ligation iiber glatte Enden zu
ermdglichen. Dies erfolgt durch ANTP-Molekiile in 5°-3°-Richtung, welche mit Hilfe des
Klenow-Fragmentes der DNS-Polymerase I aus E. coli aufgefiillt 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 pl dNTP-Mix
(Hybaid-AGS #DNTP-MIX-M [2 mM/ul]) versetzt und 30 min bei 37°C inkubiert.
AnschlieBend wird der Ansatz gelelektrophoretisch aufgetrennt und das gewlinschte

Fragment aus dem Gel eluiert (siche 3.2.1.2).

3.2.2.2 Dephosphorylierung von Vektorriickgraten

Die aus einer Restriktionsspaltung oder einer Auffiillreaktion erhaltenen DNS-Molekiile
besitzen an ithrem 5°‘-Ende Phosphatgruppen. Dadurch kénnen durch einfachen Ringschluf3
ohne Integration des einzuklonierenden Fragmentes (Insertions-DNS) vermehrungsfahige
Plasmide durch die Ligation entstehen. Um eine Religation zu minimieren und den Anteil

der Plasmide zu erhohen, die das einzuklonierende Fragment auch beinhalten, werden die

Seite 43



Methoden

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. Anschliefend wird
nochmals 1 pl SAP zugefiigt und der Ansatz nochmals 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.

3.2.2.3 Ligation von DNS-Fragmenten

Intra- bzw. intermolekulare Verkniipfungen freier DNS-Enden lasssen sich mit Hilfe der
T4-Ligase durchfiihren, wodurch rekombinante Plasmide aus Vektor- und Insertions-DNS
entstechen konnen. Die Ligation kann zwischen glatten oder kohdsiven DNS-Enden
stattfinden.

Es werden dquimolare Mengen Vektor- (etwa 25 ng) und Insert-DNS (etwa 75 ng), 1 pl
10x Ligationspuffer ad 9 pl mit ddH,O und 1 pl (1 U) T4-DNA-Ligase (Roche #481220) in
ein Mikroreaktionsgefi auf Eis pipettiert und der Ansatz UN oder eine Stunde bei 16°C
oder 4°C inkubiert. Der inkubierte Ansatz kann anschlieBend zur Transformation

eingesetzt werden.

3.2.3 Transformation

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

dadurch konnen sie leichter freie DNS aufnehmen.

3.2.3.1 Herstellung transformationskompetenter Bakterien (Standard
Methode)

Mit einer Einzelkolonie des erwiinschten Bakterienstammes werden 2 ml LB-Medium UN
bei 37°C und 250 Upm kultiviert. Am néchsten Tag werden 100 pl der stationdren Kultur
in 10 ml LB-Medium {tiberfiihrt und 2-3 h bei 37°C und 250 Upm bis zu einer ODgy von

0,8 in eine exponentielle Wachstumsphase gebracht.
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Von dieser Vorkultur werden 5 ml zu 100 ml vorgewarmtem LB-Medium gegeben und
solange bei 37°C und 250 Upm kultiviert, bis eine ODgy von etwa 0,5 erreicht ist. Die
Kultur wird anschlie8end in zwei 50 ml Falcon-Réhrchen aufgeteilt und etwa 5 min auf Eis
gekiihlt. AnschlieBend 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 I
resuspendiert und 10 min auf Eis inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation (s.o.) und
Verwerfen des Uberstandes werden die Zellen in je 2 ml sterilem, eiskaltem
Transformationspuffer TFB II resuspendiert und in Aliquots zu jeweils 100 pl in fliissigem
Stickstoff schockgefroren. Die so hergestellten kompetenten Bakterien konnen bei —70°C

etwa ein Jahr gelagert werden.

3.2.3.2 Herstellung  hocheffizienter transformationskompetenter
Bakterien

Mit einer Einzelkolonie des gewiinschten Bakterienstammes werden 2-3 ml LB Medium
bei 37°C iiber Nacht und 250 Upm kultiviert. Am nichsten Tag wird diese Kultur zwischen
1/10 und 1/20 verdiinnt und weiter kultiviert. Die weitere Kultivierung findet mit SOB
Medium statt. Fiir jeden Transformationsansatz werden dabei 1,2 ml verwendet, fiir 10
Ansitze also 12 ml plus 2-3 ml fiir die Messung der optischen Dichte (OD) der
Bakteriensuspension.

Die Kultur soll nun bis zu einer ODgy von 0,4 bis 0,6 wachsen. Je nach Kulturvolumen
dauert das 1-3 Stunden. Beim erreichen der gewiinschten OD wird die Gesamtkultur in ein
50 ml Plastikgefdl von Falcon {iberfiihrt. Der Ansatz wird 10-15 Minuten auf Eis
abgekiihlt. AnschlieBend wird fiir 5 Minuten bei 6000 Upm und 4°C zentrifugiert. Der
Uberstand wird verworfen. Das Pellet wird in 1/3 des Ausgangsvolumens TFB
resuspendiert und wieder fiir 10-15 Minuten auf Eis inkubiert. Es schliet sich wieder eine
Zentrifugation von 5 Minuten bei 6000 Upm und 4°C an.

Der Uberstand wird wieder verworfen und das Pellet in 1/12 des Ausgangsvolumens TFB
aufgenommen. Nun wird DND zugegeben bis zu einer Konzentration von 3,5% und
anschlieend wieder 10-15 Minuten auf Eis inkubiert. Danach wird die gleiche Menge
DND zugegeben bis zu einer Endkonzentration von 7%. Die Transformation kann nun

sofort mit 200 pl Bakterien Suspension erfolgen.
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3.2.3.3 Transformation in XI-1 blue E. coli Bakterien

Ein Aliquot kompetenter Bakterien wird auf FEis aufgetaut. Dieser Ansatz wird
anschlieend auf den Ligationsansatz gegeben und 30 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend
wird der Ansatz 1 Minute bei 42°C oder 2 Minuten bei 37°C inkubiert und sofort 5
Minunten auf Eis abgekiihlt.

Zu dem Ansatz werden 300 pl LB-Medium pipettiert und 5 Minuten — 1 Stunde inkubiert
(37°C, 250 Upm). Dies ermoglicht die Auspriagung des auf dem Plasmid kodierten
Resistenzgens. AnschlieBend werden 100 pl und 200 pl der Bakteriensuspension auf zwet
antibiotikahaltige LB-Agarplatten ausplattiert und umgedreht UN bei 37°C im Brutschrank

inkubiert. Danach konnen die Platten bei 4°C etwa 2 Monate gelagert werden.

3.3 Zellkultur
3.3.1 HM1 embryonale Stammzellen der Maus

HM1 embryonale Stammzellen (ES-Zellen) wurden aus agoutifarbenen, ménnlichen
Blastozysten des Mausstammes Sv129P2/OlaHsd isoliert (Magin et al., 1992). Sie wachsen
auf gelatinisierten Kulturschalen in Gegenwart von loslichem LIF in Abwesenheit von
Fibroblasten (,,feeder“-Zellen). Die Kultivierung von embryonalen Stammzellen erfolgt in
Heraeus-Inkubatoren in einer wassergesdttigten Atmosphére bei 37°C und 5% CO,-Gehalt.

Angaben tiber Kultur, Transfektion und Analyseverfahren finden sich auch in Theis et al.,

2000.

3.3.1.1 Allgemeine Kulturbedingungen

HM1 Zellen werden in ES-WT-Medium gehalten. Das Medium mufl nur bei geringer
Zelldichte nach der Isolierung von Einzelklonen alle 2-3 Tage, sonst jedoch tdglich
gewechselt werden. Gesplittet werden HM1 Zellen bei einer Konfluenz von etwa 90%
durch eine Trypsinierung und anschlieender Ausplattierung mit einer Verdiinnung von 1:2
bis 1:3.

Bei einer Kulturgrofle von 48-Loch- und 24-Loch-Kulturschalenvertiefungen werden die

Zellen ohne eine Zentrifugation gesplittet. Ab einer KulturgroBe von 6-Loch-
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Kulturschalenvertiefungen werden sie nach dem Trypsinieren abzentrifugiert.

Fiir die Trypsinierung wird das alte Kulturmedium abgesaugt, die Zellen einmal mit ES-
PBS" und einmal mit ES-Trypsin gewaschen. AnschlieBend wird etwa 1/10 des
Kulturvolumens an ES-Trypsin zugegeben. Nach einer Inkubation von 5 Minunten bei
37°C wird das Trypsin durch Zugabe von ES-WT-Medium abgestoppt, die Zellen durch
Agitation griindlich vereinzelt und die sich in Suspension befindlichen Zellen in ein 15 ml
Zentrifugationsrohrchen tiberfiihrt. Nach einer Zentrifugation (5 Minunten, 800 Upm, RT)
wird nach dem Absaugen des Uberstandes das Zellpellet in entsprechender Menge ES-WT-
Medium oder ES-Selektionsmedium aufgenommen und in der Verdiinnung auf
gelatinisierte (durch Inkubation von 5 Minuten mit 0,1%-iger Gelatine-Arbeitslosung)
Kulturschalen ausplattiert. Die neuen Kulturschalen werden anschliefend mit frischem ES-
Medium auf das entsprechende Kulturvolumen aufgefiillt. Die Passagenzahl erhoht sich
pro Trypsinierung um eine Anzahl, die auf den Kulturgefd3en notiert werden muss.

Zum Einfrieren von Kulturzellen werden die Zellen eines T25 Kolbens nach dem
Trypsinieren in 10 ml ES-WT-Medium aufgenommen und in 15 ml Réhrchen iiberfiihrt.
Diese Suspension wird zentrifugiert (5 Minuten, 800 Upm, RT), anschliefend werden die
sedimentierten Zellen in 1,5 ml ES-WT-Medium aufgenommen und und mit einer 5 ml
Pipette resuspendiert. Je 500 pl dieser Suspension werden zu in drei beschrifteten
Einfrierampullen vorgelegten 500 pl ES-Einfriermedium pipettiert und nach VerschlieBen
der Ampulle kurz gemischt. Die Ampulle wird durch Inkubationen von 2 h bei —20°C und
UN bei —70°C langsam eingefroren, bevor sie zur Langzeitlagerung in fliissigen Stickstoff
uiberfiihrt wird.

Zum Auftauen wird eine Ampulle durch ziigiges Uberfiihren aus der Fliissigstickstoffphase
in ein 37°C Wasserbad aufgetaut und der Inhalt in ein 15 ml Zentrifugationsréhrchen
iiberfiihrt, in dem 9 ml ES-WT-Medium vorgelegt sind. Nach einer Zentrifugation (5
Minuten, 800 Upm, RT) wird das Zellsediment in 5 ml ES-WT-Medium vorsichtig

resuspendiert und auf einer gelatinisierten 6-Loch Schale rekultiviert.

3.3.1.2 Stabile Transfektion zur homologen Rekombination
Als Transfektion bezeichnet man die Aufnahme freier DNS von eukaryotischen Zellen. Bei
der stabilen Transfektion selektioniert man mit Hilfe eines Selektionsmediums auf das

Ereignis der stabilen Integration der transfizierten DNS in die genomische DNS der
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Ausgangszellen. Die stabile Transfektion von HM1 ES-Zellen erfolgt mit Hilfe der
Elektroporation von linearisiertem Plasmid.

Dafiir werden bis zu 350 pg des mit Hilfe des Qiagen EndoFree Plasmid Maxi Kit
aufgereinigten Austauschvektors eingesetzt (siehe 3.1.1.3). Dieser Vektor wurde durch eine
Restriktionsspaltung linearisiert, gefallt, zweimal mit 70 % EtOH gewaschen und in 100 pl
endotoxinfreiem TE-Puffer aufgenommen. ES-Zellen mit einer moglichst niedrigen
Passagenzahl werden unter den Standardbedingungen kultiviert und bis zur 95-100%igen
Konfluenz eines T75-Kolbens herangezogen. Die ES-Zellen werden wie zur Passage
trypsiniert und die Zellkonzentration der Einzelzellsuspension in einer Neubauer-
Zihlkammer bestimmt.

Nach der Zentrifugation werden die Zellen in soviel HBS-Puffer aufgenommen, dass in
800 ul 3 x 107 Zellen enthalten sind. 800 pl Zellsuspension werden mit den 100 pl
linearisiertem Austauschvektor vermischt und in eine Elektroporationskiivette mit 4 mm
Elektrodenabstand {berfithrt. Die Elektroporation erfolgt durch Anlegen eines
Stromimpulses des Biorad-Gene Pulser (Biorad, Miinchen) von 0,8 Kilovolt mit einer
Kapazitit von 3 Mikrofarad. Nach einer Inkubation von 10 Minuten bei RT werden die
Zellen vorsichtig in 10 ml ES-WT-Medium resuspendiert und auf mehrere 10 cm-Schalen
mit 10 ml ES-WT-Medium unterschiedlicher Verdiinnung ausplattiert. Platten mit der
Aussaat von 0,5 ml = 1,5 x 10° Zellen bringen nach der Selektion meist die besten

Resultate in Form von nicht zu dicht gewachsenen einzelnen ES-Zellklonen.

3.3.1.3 Selektion auf stabile Integration und homologe
Rekombination

Die Selektion auf Anwesenheit des in dem Austauschvektor integrierten
Selektionsmarkergens Neomyzin startet 24 Stunden nach der Elektroporation durch
Wechsel des ES-WT-Mediums zu ES-Selektionsmedium. Zunédchst zweimal nach zwei,
anschlieend alle 3 Tage wird das G418-haltige Medium mit den abgestorbenen Zellen
gewechselt. Resistente Klone lassen sich nach etwa 5 Tagen mikroskopisch erkennen,
erreichen allerdings erst nach etwa 10 Tagen Selektion eine GroBle, welche die Isolierung
der einzelnen Zellklone ermdglicht.

Dazu werden die Klone jeweils mit Hilfe einer 200 pl Kolbenhubpipette und gelben
Spitzen unter dem Mikroskop von der Kulturschale abgeschabt, in 180 pl Kulturmedium
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aufgesaugt und in eine Vertiefung einer gelatinisierten 48-Loch-Kulturschale transferiert.
Der Zellklumpen wird durch mehrmaliges (ca. 8x) Auf- und Abpipettieren moglichst stark
vereinzelt. AbschlieBend erfolgt die Zugabe von ES-WT-Medium, das alle 2-3 Tage
gewechselt wird, bis der Zellklon eine ausreichende Konfluenz zum Trypsinieren besitzt.
Nach dem ersten Trypsinierungsschritt von einer 48-Loch- auf eine 24-Loch
Kulturschalenvertiefung wird die Hélfte der Zellsuspension abgenommen, die genomische
DNS aus embryonalen Stammzellen isoliert (siche 3.1.1.4) und zur Genotypisierungs-PCR
eingesetzt (siche 3.4.1). Die Expansion der in der PCR als erfolgreich homolog
rekombiniert identifizierten Klone erfolgt schrittweise iiber eine 12-Loch-, eine 6-Loch-
Kulturschale und schlielich zwei konfluente T25 Kolben. Die Zellen des einen Kolbens
werden zur spéter gegebenenfalls erfolgenden Blastozysten-Injektion eingefroren (siehe
3.3.1.1), die Zellen des anderen Kolbens werden erneut auf zwei T25-Kolben gesplittet.
Ein Kolben wird zur genomischen DNS-Gewinnung aus embryonalen Stammzellen (siche
3.1.1.4) und anschlieBender Southern-Blot Hybridisierung (siehe 3.4.2.1) eingesetzt, der
andere Kolben fiir die Karyotypanalyse.

3.3.1.4 Karyotypanalyse homolog rekombinierter ES-Zellklone

Fir die Gewinnung von keimbahngédngigen Chimiren nach der Blastozysten-Injektion
(BCI) ist es unabdinglich, dass die ES-Zellen ihren normalen Karyotyp von 40
akrozentrischen Chromosomen wéhrend der Kulturphase beibehalten haben. Daher werden
alle potentiell fiir die BCI einzusetzenden ES-Zellklone zuvor einer Karyotypanalyse
unterzogen.

Dazu werden die Zellen eines konfluenten T25-Kolbens durch eine Inkubation von 50 min
(37°C, 5 % CO,) mit 0,1 ug/ml Demecolcine (2 ml ES-WT-Medium + 40 pl Demecolcine)
in der Metaphase der Mitose arretiert.

Die Zellen werden anschlieBend gewaschen und trypsiniert, danach in einem 50 ml
Rohrchen pelletiert und durch Klopfen in 1 ml isotonischer KCI-Losung resuspendiert.
Nach Zugabe von weiteren 3 ml isotonischer KCI-Losung und vorsichtigem Mischen
schwellen die Zellen fiir 10 min bei RT osmotisch an. AnschlieBend werden die Zellen
wieder sedimentiert (5 min, 700 Upm), der Uberstand abgesaugt und das Pellet durch
tropfenweise Zugabe von eiskaltem, frisch angesetztem Methanol:Eisessig (3:1) durch

Klopfen resuspendiert. Durch eine Inkubation von 5 Minuten bei RT findet eine erste
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Fixierung statt. Diese wird nach einer erneuten Sedimentation (5 Minuten, 1.200 Upm)
zweimal wiederholt.

Nach der letzten Sedimentation werden die Zellen in 1 ml Methanol:Eisessig-Gemisch
aufgenommen und mit einer Pasteurpipette aus 20-30 cm Hohe auf saubere Objekttrager
aufgetropft. Die Chromosomen werden durch eine Inkubation von 1 Minuten in Giemsa
Farbelosung angefdarbt und die Farbung durch zweimaliges Waschen mit Leitungswasser
differenziert. Die Objekttrager werden nach dem Trocknen an der Luft mit Entellan und
Deckgldsern eingedeckelt. Mindestens 20 auswertbare Chromosomensdtze einzelner
mitotisch arretierten Zellen werden pro ES-Zellklon an einem Zeiss-Axiophot mit

Phasenkontrastoptik ausgezéhlt.

3.3.2 Zellkultur von Hel.a-Zellen

Die Kultivierung von HeLa-Zellen erfolgt in Heraeus-Inkubatoren in einer
wassergesattigten Atmosphire bei 37°C und 10 % CO,-Gehalt. HeLa-Zellen werden auf

unbeschichteten Kulturschalen kultiviert.

3.3.2.1 Allgemeine Kulturbedingungen

HeLa-Wildtyp Zellen werden in HeLa-D10-Medium kultiviert, welches alle 2-4 Tage
gewechselt wird, wobei meist nach dieser Zeit auch ein Splitten der Zellen durchgefiihrt
wird. Gesplittet werden HeLa-Zellen bei einer Konfluenz von etwa 90 % durch eine
Trypsinierung und anschlieBender Ausplattierung mit einer Verdiinnung von 1:3 bis 1:10.
Gesplittet werden kann auch schon bei einer geringeren Konfluenz, da die HeLa-Wildtyp
Zellen relativ unempfindlich sind.

Zum Splitten wird das Medium abgesaugt, die Zellen mit PBS~ gewaschen und
anschlieBend etwa 1/10 des Kulturvolumens an HeLa-Trypsin zugegeben. Nach einer
Inkubation von 2-4 Minuten bei 37°C wird das Trypsin durch Zugabe von HeLa-D10-
Medium inaktiviert und die sich in Suspension befindlichen Zellen in der entsprechenden
Verdiinnung neu ausplattiert. Die neuen Kulturschalen werden anschlieBend mit frischem
HeLa-D10-Medium auf das entsprechende Kulturvolumen (10ml) aufgefiillt.

Zum Einfrieren von Kulturzellen werden die Zellen einer 10 cm Schale nach dem

Trypsinieren in 10 ml Medium aufgenommen und in 15 ml Rohrchen iiberfiihrt. Diese
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Suspension wird zentrifugiert (5 Minuten, 800 Upm, RT) und die sedimentierten Zellen in
900 pl frischem D10-Medium aufgenommen und resuspendiert. Eine Einfrierampulle wird
beschriftet und es werden 100 ul Dimethylsulfoxid (DMSO) vorgelegt. Die Zellsuspension
wird dazu pipettiert und nach VerschlieBen der Ampulle kurz gemischt. Mit der Ampulle
wird genauso verfahren, wie oben fiir ES-Zellen schon beschrieben (siehe 3.3.1.1). Auch
das Auftauen erfolgt wie oben beschrieben, nur dass die fiir HeLa-Zellkultur spezifischen

Medien verwendet werden.

3.3.2.2 Transiente Transfektion mit Hilfe der Calziumphosphat-
Prazipitation

Bei der hier angewendeten Calziumphosphat-Prézipitation wird die DNS mit Hilfe von
sich bildenden Kristallen in die Zellen eingebracht. Die Effizienz der transfizierten Zellen
héngt erheblich von dem pH-Wert der eingesetzten Losung ab.

Zur Transfektion werden HeLa-Zellen mit 60 % Konfluenz verwendet, die 12 Stunden
zuvor in 6 cm Kulturschalen ausplattiert wurden. Zur Transfektion werden 10 pg Plasmid-
DNS, linearisiert mit einem geeignetem Restriktionsenzym, pro 6 cm Kulturschale
eingesetzt. Die DNS wird in 250 pl CaCl,-Losung geldst und dieses Gemisch tropfenweise
unter stindigem Schiitteln in 250 pl 2-fach BBS pipettiert (15 ml R6hrchen). Das Gemisch
wird 10 Minuten bei RT inkubiert und schlieBlich vorsichtig tropfenweise in das Medium
(5 ml) der zu transfizierenden Zellen pipettiert.

Die so behandelten Zellen werden 12 Stunden inkubiert (3-5 % CO,, 37°C) und
anschlieBend nach zweimaligem Waschen mit PBS™ weitere 24-48 h in D10-Medium
kultiviert (10 % CO,, 37°C). Wihrend dieser Zeit sollten alle transfizierten Zellen das vom
jeweiligen Plasmid kodierte Protein exprimieren. Dies kann mit verschiedenen Methoden
(Immunfluoreszenz-Analyse (siehe 3.4.3.1) oder Fluoreszenzmikroskopie unfixierter
Zellen durch Anregung mit UV-Licht bei Verwendung von Fusionsproteinen mit GFP oder

eCFP) nachgewiesen werden.

3.3.2.3 Stabile Transfektion mit Hilfe der Calziumphosphat-
Prazipitation
Bei der stabilen Transfektion wird wie bei der transienten Transfektion (sieche 3.3.2.2)

vorgegangen. Nach 24-48 Stunden Kultivierung der Zellen in D10-Medium (10 % CO,,
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37°C) wird allerdings wieder zweimal mit PBS- gewaschen. AnschlieBend wird die
Selektion auf die Integration des Vektors mit dem Selektionsmarkergen gestartet, durch die
Kultivierung der Zellen, in mit Puromycin (oder einem anderen Antibiotikum) versetzten
D10-Medium (10 % CO,, 37°C). Alle 2-3 Tage wird das Medium mit den abgestorbenen
Zellen gewechselt. Nach ca. 10 Tagen konnen die unter einem Mikroskop sichtbaren Klone
nun vereinzelt werden. Dabei werden die Klone unter einem Mikroskop mit einer 200 pl
Kolbenhubpipette abgekratzt und in eine 48-Loch-Kulturplattenvertiefung pipettiert und
weiter mit dem Selektionsmedium inkubiert. Nachdem die Zellen eine Konfluenz von 90%
erreicht haben, werden diese trypsiniert und auf zwei 24-Loch Kulturschalenvertiefungen
pipettiert. Mit der einen Kulturschale kann entweder eine Immunfluoreszenz Analyse
gemacht werden, oder die lebenden Zellen kénnen direkt durch Fluoreszenzmikroskopie

beurteilt werden. Positive Klone werden weiter kultiviert.

3.4 Analysen transgener Zellen

3.4.1 Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase Kettenreaktion (Mullis und Faloona, 1987) ist ein in vitro-Verfahren zur
exponentiellen und selektiven Vervielfaltigung von DNS-Fragmenten. Aus einem
bekannten DNS-Bereich werden zwei Startermolekiile (Primer) abgeleitet, die an einer
denaturierten, einzelstrangigen Matrizen-DNS in entgegengesetzter Orientierung an die
beiden DNS-Strange binden. Eine hitzestabile DNS-Polymerase des thermophilen
Bakteriums Thermus aquaticus (Taq-Polymerase) verlingert die 3°‘-Enden der
Startermolekiile, so dass zwei komplementire DNS-Einzelstringe synthetisiert werden.
Diese dienen nach einer erneuten Denaturierung und Starteranlagerung ebenfalls als
Matrize. Durch 35- bis 40-fache Wiederholung der Zyklen Denaturierung,
Starteranlagerung und DNS-Synthese erfolgt die selektive Vervielfiltigung des durch die
Startermolekiile flankierten Bereiches. Eine Analyse der amplifizierten DNS-

Sequenzbereiche erfolgt liber eine Agarosegelelektrophorese.
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3.4.2 Genotypisierung von ES-Zellen
3.4.2.1 Southern-Blot Hybridisierung

Der Transfer von Nukleinsduren auf eine Nylonmembran und ihre damit verbundene
Immobilisierung ermdglicht der Nachweis spezifischer Nukleinsduremolekiile nach

Anlagerung einer radioaktiv oder DIG markierten DNS-Sonde.

3.4.2.2 Gewinnung von Membranen mit immobilisierter DNS fiir
radioaktiven Southern Blot

Nach einer Aufreinigung genomischer DNS (sieche 3.1.1.4 und 3.1.1.5) werden 20 pg mit
einem geeigneten Restriktionsenzym gespalten und elektrophoretisch in einem Agarosegel
geeigneter Konzentration aufgetrennt (UN, 2-3 V/cm?).

AnschlieBend wird das Gel mit einem Fluoreszenzlineal als Groenmafstab unter dem
UV-Transilluminator dokumentiert. Zur Depurinierung der DNS wird das Gel 10 min in
Depurinierungs-Lsg. auf einer Wippe bei RT inkubiert. Das Gel wird kurz mit Wasser
gespiilt und 30 min bei RT auf der Wippe in Denaturierungs-Lsg. inkubiert. Zum Aufbau
des Blots wird eine Glasplatte quer auf eine mit Denaturierungs-Lsg. gefiillte
Melaninschale gelegt. Auf dieser Glasplatte liegen zwei mit Denaturierungs-Lsg.
angefeuchtete 3mm-Papiere (Briicke), die an beiden Enden in den Puffer reichen. Auf das
3mm-Papier wird mit den Taschendffnungen nach unten das Gel gelegt, das von der in
Denaturierungs-Lsg. dquilibrierten Nylonmembran (Hybond-N") vollstdndig bedeckt wird.
Auf die Membran werden zwei in Puffer getrinkte 3mm-Papiere in Gelgrofe gelegt.
Luftblasen miissen beim Blot-Aufbau vermieden bzw. entfernt werden. Die freie Glasplatte
und die Briicke werden mit Parafilm abgedeckt, so dass der Kapillarsog nur durch das Gel
und die Membran stattfindet. Der Blot-Aufbau wird mit zwei 15 cm hohen Stapeln
Handtuchpapier (Tork) abgeschlossen sowie mit einer Glasplatte und einem Gewicht
beschwert. Der Transfer findet UN oder iiber das Wochenende statt. AnschlieBend wird bei
dem Abbau mit einem Bleistift die Position der Geltaschen auf der Nylonmembran
markiert. Die Nylonmembran wird kurz in 2x SSC gewaschen, um Gelreste zu entfernen
und Salzkristallbildung zu vermeiden. Nachdem die Membran 1 Stunde bei RT getrocknet
ist, wird die DNS UV-vernetzt (UV Stratalinker 2400). Die Vollstindigkeit des DNS-

Transfers wird durch Betrachten des Gels auf dem UV-Transilluminator tiberpriift.
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3.4.2.3 Hybridisierung mit radioaktiv markierten Sonden
Zur radioaktiven DNS-Markierung wird der Reagenziensatz Multiprime-DNA labelling
system (Amersham) verwendet. Das Verfahren beruht darauf, dass hexamere

Startermolekiile zufilliger Sequenz mit der als Sonde einzusetzenden DNS hybridisieren

und vom Klenow-Fragment der DNS-Polymerase in Anwesenheit von [a*?P]-dCTP
verldngert werden. Die Sonde wird durch Restriktionsspaltung aus der entsprechenden
Plasmid-DNS ausgeschnitten, iiber ein Agarosegel aufgereinigt (siche 3.2.1.2) und die
Konzentration des Eluats bestimmt (siehe 3.1.2.1). 50 ng DNS werden mit ddH,O auf ein
Volumen von 31 pl aufgefiillt und 5 pl hexamere Startermolekiile zugegeben. Der Ansatz

wird 5 Minuten gekocht, 5 Minuten auf Eis abgekiihlt und mit 10 pl Markierungspuffer

versetzt, der nicht radioaktives dATP, dGTP und dTTP enthilt. Zusétzlich werden 2 pl [O
32P]-dCTP (10 uCi/ul) und 2 pl Klenow-Polymerase (1 U/ul) zugegeben und der Ansatz 30
min bei 37°C inkubiert. Zur Abtrennung freier, radioaktiver Nukleotide und kurzer
Oligonukleotide wird eine Sephadex G50 Sdule verwendet. Bei der Herstellung der Séule
wird eine 1 ml Spritze mit autoklavierter, silikonisierter Glaswolle abgedichtet, in ein 13
ml Rohrchen (Sarstedt) gestellt und mit Sephadex G50 gefiillt. Die Sadule wird durch
Zentrifugation (1 Minuten, 1.000 Upm, RT) verdichtet, der Durchfluf} verworfen und ein
offenes 1,5 ml Schraubdeckelreaktionsgefa unter die Séule in das Rohrchen gestellt. Der
die radioaktiv markierte Sonden-DNS enthaltende Ansatz wird mit 150 pl TE-Puffer
verdiinnt, auf die Sdule gegeben und erneut zentrifugiert (5 Minuten, 1.000 Upm, RT). 1 pl
der Sonde wird entnommen und im Szintillationszéhler vermessen.

Die Hybridisierung immobilisierter Nukleinsduren wird mit QuickHyb bei 68°C
durchgefiihrt. Die Hybridisierungslosung ermoglicht eine schnelle, sensitive und stringente
Hybridisierung.

Zur Vorhybridisierung wird die mit ddH,O angefeuchtete Membran luftblasenfrei in die
Hybridisierungrohren iiberfiihrt und zur Absittigung der unspezifischen Bindungsstellen
eine Vorinkubation von 30 Minuten mit 10 ml (100 ml Roéhre) der QuickHyb Losung bei
68°C durchgefiihrt. Nach der Vorhybridisierung wird die durch fiinfminiitiges Aufkochen
hitzedenaturierte, radioaktiv markierte DNS-Sonde zugegeben und durch vorsichtiges
Schwenken mit der Hand gleichméBig in der Vorhybridisierungsldsung verteilt.

Die Hybridisierung findet eine Stunde lang bei 68°C im Rollinkubator statt. Durch das

Waschen der mit der Sonde inkubierten Membran wird die unspezifisch gebundene Sonde
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entfernt. Dazu werden die Membranen jeweils zweimal 10 min bei 65°C in 0,1 % SDS-
haltigen Losungen einer absteigende Salzkonzentration (2x SSC bis 0,1x SSC) geschwenkt
und die radioaktiven Losungen ordnungsgemil3 entsorgt. Die Abnahme der Radioaktivitét
an den Membranen wird zwischen den Waschschritten tiberpriift. Die Membran wird nach
dem letzten Waschschritt feucht in Haushaltsfolie eingeschweilit. In der Dunkelkammer
wird die Membran in eine Rontgenfilmkassette eingelegt und ein Rontgenfilm aufgelegt.
Die Expositionszeit des Films liegt zwischen 1 Tag bis zu 3 Wochen bei —70°C. Die
Entwicklung des Rontgenfilms wird in einer Entwicklermaschine durchgefiihrt (Agfa Curix

60).
3.4.3 Nachweise von Proteinen

3.4.3.1 Immunfluoreszenz-Analysen

Die Immunfluoreszenz-Analyse ermdglicht einen Nachweis eines Proteins mit Hilfe von
Antikorpern an fixierten Zellen und Geweben. Dadurch ist nicht nur eine Aussage iiber die
Expression des Proteins, sondern auch iiber seine Lokalisation in der Zelle moglich.

Zu untersuchende HeLa-Zellen nach transienter oder stabiler Transfektion (siehe 3.3.2.2)
werden fiir mindestens 2 Tage in einer Kulturschale kultiviert, in der sich ein steriles
Deckglas befindet. Anschlieend werden die Zellen zweimal mit PBS- gewaschen, 10 min
mit Methanol fixiert und ebenfalls 30 min bei RT in IF-Blockpuffer inkubiert.
Anschlieend erfolgt eine Inkubation von 1 Stunde bei RT mit in IF-Blockpuffer
verdiinnter Primérantikorperlosung (siehe 2.3.9).

Nach dem Entfernen von iiberschiissigen Antikorpern durch dreimaliges Waschen von
jeweils 5 min in PBS- werden die Priparate mit geeigneter Verdiinnung von ebenfalls in IF-
Blockpuffer verdiinnten Sekundirantikérpern (siehe 2.3.9) 45 min bei RT inkubiert.
Uberschiissige Sekundirantikdrper werden durch erneutes, dreimaliges Waschen von
jeweils 5 min in PBS entfernt.

Zur unspezifischen Zellkernmarkierung werden die Pridparate 15 min in einer 1:2.000
Verdiinnung in PBS" der Hoechst-Losung (Axiophot) oder in einer 1:5.000 Verdiinnung
mit 2 ul/ml RNase 2000 in PBS- der Propidiumjodid-Lsg. (LSM) inkubiert und
abschliefend noch einmal in PBS- gewaschen. Schlielich werden die Préparate in Dako
Fluorescent Mounting Medium eingedeckelt und bis zur mikroskopischen Analyse bei 4°C

lichtgeschiitzt maximal 1 Woche aufbewahrt.
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3.4.3.2 Direkter Nachweis von Fusionsproteinen mit eCFP oder
GFP

Die zu untersuchenden HeLa-Zellen werden wie unter 3.4.3.1 beschrieben fixiert und
anschlieBend direkt unter einem Fluoreszenzmikroskop mit einem Tauchobjektiv
beobachtet. Alternativ kdnnen auch Zellkulturschalen (6 oder 10 cm Durchmesser) mit

noch lebenden Zellen direkt analysiert werden.

3.5 BAC Klonierung

BAC ist die Abkiirzung von Bacterial Artificial Chromosome. BACs sind DNS Vektoren
mit einer Grofe von 100-300 kb. Der hier verwendete BAC ist entstanden durch
Einklonieren eines rund 250 kb groBBen Fragmentes mit der codierenden Region von Cx45
in das Vektorriickgrat des pPBACe3.6 (Frengen et al., 1999) Vektors. Der Vektor stammt
aus einer BAC Bibliothek (#731) des RZPD. Mit Hilfe der homologen Rekombination in

Bakterien konnen diese groflen Vektoren verdndert werden.

3.5.1 Durchfithrung der homologen Rekombination in BACs

3.5.1.1 Herstellung transformationskompetenter Bakterien speziell
fiir die Transformation von BAC beinhaltenden Bakterien

Aus dem BAC beinhaltenden Stock DH10B Bakterien werden mit einer Metallschleife
einige Bakterien entnommen und in 3 ml LB-Medium mit Chloramphenicol (12,5 pg/ml)
angeimpft. Die Kultur wird {iber Nacht bei 37°C in einem Schiittler bei 200 U/min
kultiviert. 0,5 ml der Ubernacht Kultur werden in 50 ml LB-Medium mit Chloramphenicol
(12,5 pg/ml) bei 37°C auf einem Schiittler weiter kultiviert bis zu einer ODso von 0,6.

Der Kulturbehélter wird 10 Minuten auf Eis abgekiihlt. AnschlieBend wird die Kultur in
ein 50ml Falcon Behélter iiberfiihrt. Es schlieBt sich eine 10 miniitige Zentrifugation mit
3.000 U/min bei 4°C an. Der Uberstand wird verworfen. Das Pellet wird in eiskaltem TB
Medium resuspendiert. Nun wird noch einmal fiir 10 Minuten auf Eis inkubiert.
AnschlieBend wird noch einmal fiir 10 Minuten mit 3.000 U/min bei 4°C zentrifugiert. Das
Pellet wird nun vorsichtig in 4 ml TB-Medium resupendiert und versetzt mit 7% DMSO.
Nun wird noch einmal fiir 10 Minuten auf Eis inkubiert. Nun konnen jeweils 0,5 ml

Aliqots in Eppendorf Reaktionsgefdfle pipettiert und in fliissigem Stickstoff direkt
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eingefroren werden.

Die transformationskompetenten Bakterien konnen nun bei -70°C gelagert werden.

3.5.1.2 Herstellung der Co-Integrate und deren Identifizierung

Die kompetenten Bakterien aus 3.5.1.1 werden mit einem zuvor hergestellten Shuttlevektor
transformiert. Der Shuttlevektor enthélt die zu inserierende Sequenz mit jeweils auf jeder
Seite flankierenden 500 Basenpaaren der Zielsequenz der Homologie. Der Shuttlevektor
beinhaltet sowohl das Gen fiir die Tetrazyklinresistenz als auch die Sequenz filir das RecA
Protein, um das Rekombinationsereignis zwischen Shuttlevektor und BAC Vektor zu
ermdglichen. Dazu werden 10 ul aus einer Alkalipraparation (3.1.1.1) des Shuttlevektors
und 200 pl der Bakteriensuspension benutzt. Die Transformation erfolgt wie unter 3.2.3.3
beschrieben mit 37°C als Transformationstemperatur.

1/10 der transformierten Bakterien werden auf LB Platten mit Tetrazyklin (10 pg/ml) und
Chloramphenicol (12,5 pg/ml) ausgestrichen und iiber Nacht im Brutschrank bei 30°C
bebriitet.

Um nun die Co-Integrate zu erzielen, werden bis zu 6 Einzelkolonien gepickt und jeweils
in 1 ml LB Medium verdiinnt. Die Behiltnisse werde auf einem Strudelmischer
durchmischt, anschlieBend werden je 100 pl der Suspension auf je 2 LB Platten mit
Tetrazyklin (10 pg/ml) und Chloramphenicol (12,5 pg/ml) ausgestrichen, insgesamt 12
Platten. Jeweils eine wird nun {iber Nacht bei 43°C, die andere bei 30°C inkubiert. Auf den
30°C Platten ist am néchsten Morgen ein dicker Bakterienrasen zu sehen. Auf den Platten,
die bei 43°C inkubiert wurden, sind ungefdhr ein Dutzend Kolonien zu sehen, die auf
einem viel diinnerem Bakterienrasen wachsen. Von diesen Bakterien werden ungefihr 20
gepickt und in 2 ml LB Medium mit Tetrazyklin (10pg/ml) und Chloramphenicol (12,5
ug/ml) tiber Nacht bei 43°C inkubiert. Mit diesen Kulturen wird am nachsten Morgen eine
DNS Miniprédparation (3.1.1.1) durchgefiihrt. Die so gewonnene DNS wird mit dem
jeweils geeigneten Enzym verdaut und auf ein Gel aufgetragen. Die Analyse erfolgt durch

einen Southern Blot (3.5.1.4, 3.5.1.6, 3.5.1.7).

3.5.1.3 Auflosung der korrekt entstandenen BACs

Um die Co-Integrate korrekt aufzuldsen, wird eine der positiven Kolonien aus 3.5.1.2

verwendet. Diese Kolonie wird auf einer LB Platte mit Chloramphenicol (12,5 pg/ml)
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ausgestrichen, um Einzelkolonien zu bekommen. Die Platte wird bei 43°C iiber Nacht
inkubiert. Dadurch verlieren einige Bakterien den Shuttlevektor und somit auch die
Resistenz gegen Tetrazyklin und die Sensitivitit gegeniiber Temperaturen oberhalb von
40°C (2.3.11).

Um auf die Abwesenheit der Resistenz zu selektionieren werden 8-16 Einzelkolonien
gepickt, in LB Medium verdiinnt und auf TB Platten mit Fusaric Acid (12,5 pg/ml) und
Chloramphenicol (12,5 pg/ml) ausgestrichen. Hierbei kénnen 2-8 Kolonien pro Platte
benutzt werden. Diese Platten werden bei 37°C fiir 2-3 Tage inkubiert. Diese lange
Inkubationszeit ist notwendig, da aufgrund des Fusaric Acids die Kolonien nur sehr
langsam wachsen. Kolonien, deren Bakterien noch die Tetrazyklin Resistenz beinhalten,
sollten auch nach so langer Inkubationszeit nicht wachsen.

10-20 dieser Kolonien werden nun gepickt und fiir eine DNS Minipraparation (3.1.1.1)
iiber Nacht in 2ml LB Medium mit Chloramphenicol (12,5 pg/ml) inkubiert. Die Analyse
erfolgt durch einen Southern Blot (3.5.1.4, 3.5.1.6, 3.5.1.7, 3.5.1.6). Diese Kolonie wird fiir
eine BAC DNS Maxipréparation verwendet.

3.5.1.4 Gewinnung von Membranen mit immobilisierter DNS fiir
Southern Blot mit DIG markierten Sonden

Nach einer Aufreinigung genomischer DNS (siehe 3.1.1.4 und 3.1.1.5) werden 20 pg mit
einem geeigneten Restriktionsenzym gespalten und elektrophoretisch in einem Agarosegel
geeigneter Konzentration aufgetrennt (UN, 2-5 V/cm?).

AnschlieBend wird das Gel mit einem Fluoreszenzlineal als Gréenmafstab unter dem
UV-Transilluminator dokumentiert. Zur Depurinierung der DNS wird das Gel 10 min in
Depurinierungs-Lsg. auf einer Wippe bei RT inkubiert. Das Gel wird kurz mit Wasser
gespiilt und 30 min bei RT auf der Wippe in Denaturierungs-Lsg. inkubiert. Zum Aufbau
des Blots wird eine Glasplatte quer auf eine mit 20xSSC-Lsg. gefiillte Melaninschale
gelegt. Auf dieser Glasplatte liegen zwei mit Denaturierungs-Lsg. angefeuchtete 3mm-
Papiere (Briicke), die an beiden Enden in den Puffer reichen. Auf das 3mm-Papier wird mit
den Taschenoffnungen nach unten das Gel gelegt, das von der in Denaturierungs-Lsg.
dquilibrierten Nylonmembran (Nylonmebrane positively charged) vollstindig bedeckt wird.
Auf die Membran werden zwei in Puffer getrinkte 3mm-Papiere in Gelgrofe gelegt.

Luftblasen miissen beim Blot-Aufbau vermieden bzw. entfernt werden. Die freie Glasplatte
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und die Briicke werden mit Parafilm abgedeckt, so dass der Kapillarsog nur durch das Gel
und die Membran stattfindet. Der Blot-Aufbau wird mit zwei 15 cm hohen Stapeln
Handtuchpapier (Tork) abgeschlossen sowie mit einer Glasplatte und einem Gewicht
beschwert. Der Transfer findet UN oder iiber das Wochenende statt. AnschlieBend wird bei
dem Abbau mit einem Bleistift die Position der Geltaschen auf der Nylonmembran
markiert. Die Nylonmembran wird kurz in 2x SSC gewaschen, um Gelreste zu entfernen
und Salzkristallbildung zu vermeiden. Nachdem die Membran 1 h bei RT getrocknet ist,
wird die DNS bei der Auto Einstellung UV-vernetzt (UV Stratalinker 2400). Die
Vollstindigkeit des DNS-Transfers wird durch Betrachten des Gels auf dem UV-

Transilluminator tiberpriift und dokumentiert.

3.5.1.5 Uberpriifung der BAC DNS Bibliothek
Um die Filter der BAC DNS Bibliothek (#731) auf positive Klone zu iiberpriifen, welche
mit einer gegebenen Sonde hybridisieren, wird wie unter 3.4.2.3 vorgegangen. Die
Auswertung der Klone erfolgt wie in der dazugehorigen Bedienungsanleitung beschrieben.
Jeder Filter enthdlt dabei 27.648 Klone, wobei jeweils 48x48 Boxen aus 24 Klonen
bestehen. Fiir die Bestimmung eines positiven Klones werden zuerst die x-y Koordinaten
von jedem Block mit einem positiven Signal anhand der beiliegenden Schablone bestimmt.
Als zweites wird die Position innerhalb dieses Blocks ebenfalls mit Hilfe der Schablone
bestimmt, danach die Position innerhalb des 5x5 Blockes berechnet.
Die Berechnung erfolgt nach dem folgenden Schema:

l. x=5(X-1)+x'

2. y=5(Y-1)+y'
Wobei 5 dem 5x5 Array entspricht. X,Y entsprechen den Koordinaten des Blocks auf dem
Filter. x'y' bezeichnen den Koordinaten jedes Klons innerhalb eines Arrays. x und y
entsprechen dann den finalen Koordinaten jedes Klons anhand derer die Klonnummer

bestimmt wird.

3.5.1.6 Hybridisierung mit DIG markierten Sonden
Die Herstellung der DIG (Digoxigenin-dUTP) markierten Sonde wird mit dem
Reagenzienkit (#1585614) der Firma Roche durchgefiihrt. Dabei wird 1 pg der Sonden
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DNS mit doppel destilliertem Wasser zu einem Endvolumen von 16 pl aufgefiillt. Die
DNS wird in einem kochendem Wasserbad fiir 10 Minuten denaturiert und anschlieend
auf Eis abgekiihlt. Nun werden 4 pl aus Gefa3 1 (Hersteller Mischung mit DIG markierten
Oligonucleotiden und Polymerasen) zu der denaturierten DNS gegeben und fiir eine Stunde
oder iiber Nacht bei 37°C inkubiert. Die Reaktion wird durch Erhitzen der Probe auf 65°C
gestoppt.

Fiir die Hybridisierung werden diese 20 pl fiir fiinf Minuten auf 100°C erhitzt und
anschlieBend schnell auf Eis abgekiihlt. Die Nylonmembran wird in eine
Hybridisierungsrohre iiberfiihrt und bei einer Temperatur zwischen 37°C und 42°C fiir 30

Minuten mit 10 ml  Hybridisierunglosung  vorhybridisiert.  Die  genaue

Hybridisierungstemperatur (T Opt.) ergibt sich aus der folgenden Formel anhand der

Sondensequenz:

1. T =49,82+0,41 (% G + C) - (600/]) [I = Lénge der Sonde in bp]
2. Topt. =T, -20-25°C

Die denaturierte DNS wird nun zu der Vorhybridisierungslosung in der
Hybridisierungsrohre gegeben. Die Hybridisierungsrohre wird jetzt fiir 4 Stunden oder {iber
Nacht bei der entsprechenden Hybridisierungstemperatur inkubiert.

Nach der Inkubation wird die Membran aus der Hybridisierungsrohre herausgenommen
und 2 mal 5 Minuten mit 2xSSC, 0,1% SDS bei Raumtemperatur gewaschen. Danach wird
die Membran bei ca. 65-68°C mit 2xSSC, 0,1%SDS 15 Minuten gewaschen. Die Membran

1st nun bereit fir die sich anschlielende Detektion der Sonde.

3.5.1.7 Nachweis der Sonde nach Hybridisierung mit DIG
markierter Sonde

Der Nachweis der Sonde wird ebenfalls mit dem Reagenzienkit (#1585614) der Firma
Roche durchgefiihrt, aufgefiihrte Ldosungen stammen aus dem Kit. Die aus 3.5.1.6
vorbereitete Membran wird 1-5 Minuten in Waschpuffer dquilibriert. Nach dem Waschen
wird die Membran fiir 30 Minuten in Blockierungsldsung inkubiert. Danach wird fiir 30
Minuten in der Antikdrperlosung inkubiert. Anschlieend wird 2 mal 15 Minuten mit dem
Waschpuffer gewaschen und danach fiir 1-5 Minuten im Detektionspuffer dquilibriert. Die

Membran wird mit der DNS Seite nach oben auf eine Entwicklungsfolie gelegt und mit ca.
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Iml CSPD Losung iiberfiittert. Die Folie wird geschlossen und die Ldsung auf der
Membran luftblasenfrei verteilt. Nach 5 Minuten wird das iiberschiissige CSPD aus der
Folie mit griinen Tiichern herausgestrichen. Nun wird die Membrane in der Folie
eingeschweil3t und fiir 10 Minuten bei 37°C inkubiert. AnschlieBend erfolgt die Detektion

der chemiluminiszenten Lichtreaktion mit Hilfe eines Rontgenfilms.

3.5.1.8 DNS Maxipréiparation von BAC DNS
Zur Aufreinigung grofler Mengen von BAC DNS werden 500 ml Bakterienkultur

verwendet. Dafiir werden aus einer Gefrierkultur des aufzureinigenden Bakterien Klones
ca. 10 pl entnommen und iiber Nacht in 2 ml LB Medium mit Chloramphenicol
(12,5pg/ml) bei 37°C inkubiert. Diese Vorkultur wird am nichsten Tag verwendet, um 500
ml LB Medium mit Chloramphenicol (12,5 upg/ml) anzuimpfen. Diese Kultur wird 24
Stunden inkubiert.

Der erste Schritt der Praparation erfolgt wie unter 3.1.1.2 beschrieben. Fiir die Entfernung
der RNS, wird die resultierende DNS Losung mit 1 Volumen 3 M Natrium Acetat Losung
und 2 Volumen Ethanol abs. versetzt und fiir 30 Minuten bei 4°C inkubiert. Danach wird
mit mehr als 10.000 g fiir 15 Minuten bei 4°C zentrifugiert. AnschlieBend wird der
Uberstand verworfen und fiir einige Minuten gewartet, damit das Ethanol verdampfen
kann.

Das Pellet wird nun in Iml TE (ph 8.0), versetzt mit RNAse A (>= 100ug/ml)
aufgenommen. Danach werden 3 ml 4 M Lithium Chlorid Losung dazu gegeben. Die
Losung wird nun fiir 30 Minuten auf Eis inkubiert. Daran schlieBt sich eine Zentrifugation
von 15 Minuten bei 4°C an bei 12.000 g. Der Uberstand wird nun in ein frisches 50 ml
Falcon GefaB3 iibernommen, und 6 ml Isopropanol werden hinzugefiigt. Nun wird wieder
zentrifugiert, 15 Minuten bei 4°C und mit 12.000g. Der Uberstand wird vorsichtig
abgenommen und es werden 5-10 ml 70% Ethanol hinzugefiigt. Das Gefa3 wird kurz
geschiittelt und wieder zentrifugiert wie oben. Danach wird der Uberstand vorsichtig
verworfen und das Pellet einige Minuten trocknen gelassen. Das Pellet wird dann in TE
Puffer (pH 8,0) aufgenommen.

Zur weiteren Aufreinigung der DNS wird eine Caesium Chlorid Gradienten Zentrifugation
(3.5.1.9) durchgefiihrt. Die daraus gewonnene DNS kann fiir Analyse durch Puls Gel

Elektrophorese (3.5.1.10) oder fiir die Oozyten Injektion verwendet werden.
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3.5.1.9 Caesium Chlorid Gradienten Zentrifugation

Die aus 3.5.1.8 gewonnene DNS wird in 3 ml TE Puffer aufgenommen und in eine
Quickseal Sdule pipettiert. Dazu werden 500 pl 1%ige Ethidiumbromid Losung gegeben.
Dazu werden 6,9 ml Caesium Chlorid Losung (gesittigt in TE Puffer) pipettiert. Die Séule
wird nun mit TE Puffer aufgefiillt, bis keine Luft mehr in der Sdule ist. Danach wird die
Saule verschweilit. Es wird mit 60.000 rpm bei 20°C 15-16 Stunden zentrifugiert.

Die Séule wird nach der Zentrifugation oben vorsichtig aufgeschnitten und unter UV Licht
werden die beiden oberen Banden mit 5 ml Pipetten einzeln in 15 ml Falcon Gefal3e
iberfiihrt.

Das Ethidiumbromid wird nun durch Phasentrennung entfernt. Dafiir werden jeweils im
Volumenverhéltnis 1:1 die Falcon Geféafle mit Isopropanol, gesittigt mit Caesium Chlorid,
aufgefiillt. Die obere Phase wird nach einigen Minuten (5-10) entfernt. Das wird so lange
wiederholt, bis die obere Phase komplett klar ist.

Die restliche Losung mit der DNA wird in Dialyse Membranen pipettiert (Biomol #1362),
wobei die beiden Offnungen der Schliuche mit Klammern verschlossen werden. Diese
Schldauche werden 2 Stunden in 21 1x TE Puffer auf einem Riihrer inkubiert. Danach wird
das TE gegen frisches ausgetauscht. AnschlieBend wird {iber Nacht bei 4°C inkubiert. AM
Ende ist das Caesium Chlorid aus der DNS Losung entfernt.

Die resultierende DNS Losung kann fiir weitere Analysen verwendet werden.

3.5.1.10 Puls-Feld Gel Eletrophorese zur Auftrennung gro3er DNS
Fragmente

Die aus 3.5.1.9 gewonnene DNS kann mit Hilfe der Puls-Feld Gel Elektrophorese
analysiert werden. Dafiir werden 50 pl dieser DNS Losung eingesetzt. Es wird die CHEF-
DR II Anlage von Bio-Rad verwendet. Dafiir wird ein 1%iges Agarose Gel mit 0,5x TBE
in der zur Anlage gehorenden Form gegossen. Nach dem Aushirten wird die
Elektrophorese in der Anlage mit 0,5x TBE durchgefiihrt. Dafiir wird die Elektrophorese
Kammer mit ca. 2 Liter 0,5x TBE gefiillt. Das Gel wird aus der Form geldst und vorsichtig
in die dafiir vorgesehene Halterung in der Kammer iberfiihrt. Die Proben kénnen mit
Standard Blaumarker versetzt und in die Taschen pippetiert werden. Von dem

GroBenstandard (wird bei -20°C in einer 1 ml Spritze gelagert) wird eine ca. 1 mm dicke
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Scheibe mit einer scharfen Klinge abgeschnitten und in die erste Tasche gefiillt. Danach
wird die Kammer aus Sicherheitsgriinden mit dem Deckel verschlossen, da hier sehr hohe
Stromstérken verwendet werden. Nun werden die Geréte eingeschaltet. Die Spannung der
Stromquelle (Modell 200/2.0 von Bio-Rad) wird auf 200 V gesetzt fiir 12-16 Stunden. Der

Pulsgenerator wird folgendermal3en eingestellt:

Der Pulsparameter wird auf 4-5 Sekunden eingestellt und die Dauer auf 12-16 Stunden.
Die Zeiteinstellungen von Stromquelle und Pulsgenerator miissen iibereinstimmen. Die
Kiihlung wird auf 14°C eingestellt. Die Pumpe muf3 mit 70-80% Geschwindigkeit laufen,
eine geringere Geschwindigkeit fiihrt zum Einfrieren der Kiihlung. Dadurch erhitzt sich der
Puffer und der Gellauf schldgt fehl. Weitere technische Details zur Anlage konnen der
Geritebeschreibung (Modell 200/2.0 von Bio-Rad) entnommen werden.
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4 Ergebnisse

4.1 Klonierung des Vektors pCx36 CFP

Fiir die Herstellung einer Maus, die ein Fusionsprotein aus Cx36 und eCFP exprimiert,
sollte ein Vektor hergestellt werden, der die Sequenz fiir Cx36 und eCFP im Leseraster
beinhaltet. Dazu sollte aus den verfiigbharen DNS Fragmenten des Connexin36 und
verschiedener anderer Vektoren der Vektor pCx36 CFP hergestellt werden. In diesem
Vektor sollte sich die kodierende Region des Connexin36 im Leseraster mit der
kodierenden Region des Fluoreszenz Proteins eCFP befinden. ECFP ist das durch
Mutationen verdnderte Cyan Blau fluoreszierende Protein (eCFP) der Qualle Aequoria
victoria.

Als Ausgangvektor diente der Vektor pCX36 [Sohl Doktorarbeit, 1999]. Dieser Vektor
beinhaltet beide Exons des Cx36-Gens auf einem ca. 10 kb groen Nofl-Fragment. Auf
diesem Fragment befanden sich zusétzlich etwa 100 bp Promotor-Bereiche stromaufwarts
des 5°untranslatierten Bereiches (5°-UTR) von Exonl. An den ca. 4 kb groflen
transkribierten Bereich, bestehend aus Exonl (591 bp), Intron (1138 bp) und Exon2 (2319
bp), schlieBen sich etwa 6 kb 3°-genomische Sequenzen an.

Alle hier genannten Vektoren wurden bei allen Zwischenschritten durch geeignete
Restriktionsspaltungen iiberpriift. Vor entscheidenden Schritten und zum Abschlufl wurden

diese Vektoren in den Bereichen mit kodierenden Sequenz sequenziert.
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4.1.1 Klonierung des Vektors pmj-cyan

Um einen Vektor zu erhalten, der die Puromyzin und die Ampizillin Resistenz Gene besitzt

und auBerdem die kodierende Region des eCFP, wurde der [ 7 3 4
Vektor pmj-cyan kloniert. Zur Klonierung des Vektors
pmj-cyan wurde die kodierende Region fiir eCFP aus dem
Vektor peCFP-N1 von Clontech in den Vektor pmj-Red
(Joachim Degen, Doktorarbeit 2004) kloniert. Das

Klonierungsschema ist auf der Abbildung 7 zu sehen. Hier

wurde der Vektor peCFP-N1 mit den Enzymen BamHI und

Abbildung 6: Gelfoto nach

Notl geschnitten. Das resultierende ca. 750 Basenpaare |Spaltung des Vektors pmj_cyan
mit BamHI und Notl.

groBBe Fragment wurde in das ebenfalls BamHI und Nofl Spalte 1: 1kb Leiter, Spalte 2.4

geschnittene 5 Kilobasenpaar groBe Vektorriickgrat des |positive Klone.

Vektors pmj-Red inseriert. Der resultierende Vektor wurde pmj-cyan benannt.

BarmH| Mot | |.'I.".ra-III l."u'del
T | ' T | T
eCFF Kanarmy zin I
geschnitten BamHI, Nod, p-eCFP-NI (4733 bp)
ca. 750 bp Fragmnet verwendet
EarrHl e
J:|J~| T I —— T I —————
"Cht' RFP Furormyzin Arrpizillin
pmj-Red (6214bp)
gesclmitten BamHI, Nedl,
dephosphoryliert,
ca. 5kb Fragment verwendet
¥
BamH e
J:H:’}l T I —— T I T
"Cht' eCFP Furormyzin Arrpizillin

pmj-cyan (6214bp)

Abbildung 7: Klonierungsstrategie zur Klonierung des Vektors pmj-cyan

Dieser Vektor hat eine Grofe von 6214 Basenpaaren. Die Testspaltung mit EcoRI und Notl

zeigte die erwartete Bande bei ca. 780 Basenpaare, wie auf der Abbildung 6 zu sehen ist.
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Die Funktionsfdhigkeit des eCFP wurde durch eine transiente Transkfektion in HeLa

Zellen tiberpriift, die Daten sind hier nicht gezeigt.

4.1.2 Klonierung des Vektors pmj cyan Cx36Ex2

Zur Klonierung des Vektors pmj _cyan Cx36Ex2 wurde ein Teil der kodierenden Region

des Exons 2 des Cx36 aus dem Vektor pmCx36 (siche 4.1) in den
Vektor pmj-cyan (siehe 4.1.1) kloniert. Das Klonierungsschema
ist auf der Abbildung 9 zu sehen. Dafiir wurde eine Klonierungs
PCR mit dem Vektor pCx36 durchgefiihrt. Dadurch sollte
ermOglicht werden, dass die kodierende Region des eCFP sich
spéter im fertigen Vektor im gleichen Leseraster befindet wie das
Cx36. Durch die Verwendung einer modifizierten Primer Sequenz

wurde das Stop Codon des Exons 2 des Cx36 deletiert. Fiir den

Abblldng 8 Gelfoto | Bereich zwischen dem Cx36 und dem eCFP wurde eine geeignet

g;sjtsgsﬁngﬁ 6Ex2 mit | Scheinende, sechs Aminosduren lange Linker Sequenz gewiéhlt
HindIIl und Xbal (GATCCACCGGTCGCCACC). Fiir die PCR wurden die Primer

ggzﬁz 2:1 :poli?vef %zﬁ Cx36_go BamHI und CX36 Intron (siehe 2.3.8) verwendet.

Spalte 3: neg. Klon

Mol - - |E1lsf>{l Peull
T 1 T T I
e[ Exnrﬂ Cx36 IE:{DHE TACS Armpizillin hACS"
pCX36 (12940 bp)
PCE. itber Cx36 Exond mit den Prirer
Cx36_go BamHI + C36 Intron
0,9 kb Fragraent versendet,
Spaltung it BemHI und Elution
J:H:"}l T I E——— T e —
Chh'  eCFP Furarycin Armpizillin
geschritten SamHI, i
dephosphoryliss pmy-cyan (£214bp)
komplett eingesetzt
Y
part Cx36 Bwon ol
I:l' ﬁ” T — —— I T T T
"Chib eCFF Furormycin A izillin
py cyan Cx36EX2 (7100 bp)
Abbildung 9: Klonierungsstrategie zur Klonierung des Vektors pmj cyan Cx36Ex2

Die PCR amplifizierte ein ca. 900 Basenpaar groles DNS Fragment. Dieses wurde nach
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der PCR mit dem Enzym BamHI verdaut, iiber ein Agarosegel aufgereinigt und fiir die
Ligation verwendet.

Der Vektor pmj-cyan (siehe 4.1.1) wurde mit dem Enzym BamHI gespalten, die
komplementdren Enden der DNS wurden dephosphoryliert, um eine Selbstligation zu
vermeiden. Beide DNS Fragmente wurden ligiert. Der resultierende Vektor
pmj cyan Cx36Ex2 ist ca. 7100 Basenpaare gro. Die Spaltung mit den
Restriktionsenzymen Hindlll und Xbal zeigte auf dem Gelfoto die erwartete Bande bei ca.

750 Bp.

4.1.3 Klonierung pmj cyan Cx36Ex2 3UTR
Zur Klonierung des Vektors pmj cyan Cx36Ex2 3UTR wurde
ein Teil des 3' Bereichs des Cx36 aus dem Vektor pmCx36 (siche
) mit Hilfe einer PCR in den Vektor pmj cyan Cx36Ex2 (siche

) kloniert, um einen moglichst nativen Zustand der Sequenz
wieder herzustellen und das natiirliche, Cx36 eigene PolyA-Signal
verwenden zu konnen. Das Klonierungsschema ist auf der

zu finden. Hierbei wurde eine PCR mit den Primern
Cx36 3UTR xba und Cx36 _xba 3UTR und dem Vektor pmCx36
durchgefiihrt. Das resultierende 800 Bp groBe DNS Fragment ?gst;islgl;ffn?i Gelfoto

wurde anschlieBend mit Xbal gespalten, die Enden aufgefiillt und |pmj_cyan Cx36Ex2_3

. . .. . . L utr mit Bbrpl und
danach tber ein Agarosegel aufgereinigt und fiir die Ligation |gingrn

eingesetzt. Der Vektor pmj cyan Cx36Ex2 wurde mit Nofl |Spalte 1: 1kb Leiter,
) ) Spalte 2: neg. Klon
verdaut, die Enden ebenfalls aufgefiillt, dephosphoryliert und fiir |Spalte 3: positiver.

Klon

die  Ligation  eingesetzt. = Der  resultierende  Vektor
pmj_cyan Cx36Ex2 3UTR ist ca. 7900 Bp groB. Die Testspaltung mit Bbrpl und Hindll

zeigte wie erwartet die Bande bei 1,8 kb.
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part_Cx36 BionZ Mol
|:|- ﬁl-l—y—y—“ i , ,

"Chity’ eCFP Furormycin Arrp izillin
geschnitten Mo, pmj_cyan Cx36Ex2 (7100bp)
dephosphoryliert

BamHI
1'-.;::1! BamHI —— Fifd]
. . o | . il . ———
= Cx36 BExonZ TWACE Arrpizillin
Cx36 Bxon?
PCRiber00bp,  PCX36 (12400bp)
Priter: C3a 3UTE xha,
Cx36 xha 3UTE,
Spaltung rat Shal
Y
part Cx36 Bwon
F —— | | ; . I ——
"Chebf eCFP 3Region Harorrycin Arnpizillin
pmj_cyan 36Ex2 3UTR (~7300 bp)
Abbildung 11: Klonierungsstrategie zur Klonierung des Vektors pmj cyan Cx36Ex2 3UTR

4.1.4 Klonierung pCx36 CFP

Fiir die Klonierung des Vektors pCX36 CFP wurde ein Teil aus
dem Vektor pmCx36 mit einem Teil der kodierenden Region des
Exons 2 des Cx36 und des Exon 1 des Cx36 in den Vektor
pmj _cyan Cx36Ex2 3UTR kloniert. Dies sollte der letzte
Zwischenschritt flir den fertigen Insertions Vektor werden. Das
Klonierungsschema findet man auf der Abbildung 13.

Dazu wurde der Vektor pmCx36 mit Nhel und Xhol gespalten und
dephosphoryliert. Das resultierende Fragment wurde dann in den
ebenfalls Nhel und Xhol geschnittenen Vektorriickgrat des
Vektors pmj cyan Cx36Ex2 3UTR kloniert. Der resultierende
Vektor wurde pCx36 CFP benannt und ist ca. 10000 Bp gro8.
Der Testspaltung mit Smal auf Abbildung 12 zeigt die erwartete

Bande bei ca. 750 Bp.

Abbildung 12: Gelfoto
Spaltung pCx36_CFP
mit Smal

Spalte 1: 1kb Leiter,
Spalte 2 und 3:
positiver Klon
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Mhel
BarrHI
’:mﬂ BarrH ol
1 1
. . . . . . [ ———
WS Cx36 IE{DnE MCS Arrpizilin
Cx36 Bxoni PCE36 (12400 bp)
| geschnitten Mhel, Thol
| dephosphoryliert
Xhol
el Xhol
1l ' —— T T H T T i —
I
"Chy' eCFP 3'Region Hararrmy cin Armpizillin
part_Cx36_Bron2 pmj_cyan Cx36Ex2 3UTR (~7900 bp)
geachrittern Mhel, Khol
Hhol
BarmHl BamH |E=amH|
— 1_|_|'I H . T T ﬁ | T T T
"W Cx36 lExu:unE' F'Hegion Fur oy cin Arrpizillin
Cx36 Bxoni aCFP pCx36 CFP (~10000bp)
Abbildung 13: Klonierungsstrategie zur Klonierung des Vektors pCS36 CFP aus pCx36 und
pmj_cyan Cx36Ex2 3UTR

Der hieran anfolgende letzte Schritt wurde nicht mehr durchgefiihrt, da dieses Projekt
eingestellt wurde aufgrund der weit fortgeschrittenen Arbeiten zum selben Thema durch

eine andere Arbeitsgruppe (Feigenspan et al. 2003).
Aufgrund dieser Entscheidung wurde ein weiteres Projekt gestartet, die Klonierung eines

Vektors fiir die Herstellung einer Maus, die Cx45 mit eCFP oder eGFP als Fusionsprotein

exprimieren soll.
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4.2 Klonierung des Vektors pSV 45GFP fir die

homologe Rekombination in E.coli Bakterien

Fiir die Klonierung des Vektors pSV_45GFP wurden der Vektor pmj-cyan (siche 4.1.1),
pmj-green (Joachim Degen, Doktorarbeit 2003), der Vektor Cx45 Xba3000 (Hendrik
Brune, Diplomarbeit 1999) und der Vektor pSV_RecA (Heintz et al., 1999) verwendet.

Der resultierende Vektor pSV_45 GFP sollte das Cx45 im Leseraster mit der kodierenden
Region des eGFP (das durch Mutationen verstérkt griin fluoreszierende Protein der Qualle
Aequoria victoria) enthalten, zusétzlich dazu 500 Basenpaare des Exon 3 des Cx45 im
Leseraster mit der Sequenz fiir das eGFP und deletiertem Stopp Codon, auBBerdem 500
Basenpaare des 3' Bereichs des Cx45. Diese beiden 500 Basenpaar Bereiche sind
notwendig, um eine homologe Rekombination mit einem BAC (Bacterial Articial
Chromosome) in E.coli Bakterien durchfiihren zu kénnen. Mit Hilfe dieser homologen
Rekombination sollte ein BAC Vektor entstehen, mit dessen Hilfe Méuse erzeugt werden
sollten, die das Cx45 in Fusion mit dem eGFP exprimieren. Die Entscheidung eCFP zu
verwenden wurde im Laufe der Klonierung zugunsten des eGFP geéndert. Somit sind die

ersten Klonierungsschritte mit eCFP vollzogen worden.

4.2.1 Klonierung des Vektors pmj 45Ex3

Zur Klonierung des Vektors pmj 45Ex3 wurde ein Teil des Exon3 des Connexin45 aus

dem Vektor Cx45 xba3000 kloniert und im Leseraster mit eCFP in den Vektor pmj-cyan

kloniert. Das Klonierungsschema ist auf der Abbildung 16
Teill zu sehen. Es wurde eine PCR mit den Primern
xba go end wund end go xba sowie dem Vektor

Cx45 xba3000 durchgefiihrt. Das daraus entstandene ca. 500

Abbildung 14: Gelfoto
o ] ) Testspaltung pmj 45Ex3 mit
aufgereinigt. Der Vektor pmj-cyan wurde mit BamHI |Nhel und BamHI

Bp grofle DNS Stiick wurde mit BamHI geschnitten und

geschnitten und dephosphoryliert. Beide DNS Stiicke wurden |Spalte 1: 1 kb Leiter, Spalte
2 und 3: neg. Klon, Spalte 4 :

ligiert. Der resultierende Vektor wurde als pmj 45Ex3 |positiver Klon
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bezeichnet. Die Testspaltung mit Nhel und BamHI zeigte wie erwartet eine Bande bei ca.

500 Basenpaaren, wie auf Abbildung 14 zu sehen.

4.2.2 Klonierung des Vektors pmj_ Cx45cyan_transbac

Das Klonierungsschema fiir die Klonierung des Vektors pmj_45cyan transbac kann man

der Abbildung 16, Teil 2 entnehmen. Fiir die Klonierung wurde der Vektor pmj 45Ex3

D = 5

Abbildung 15: Gelfoto Testspaltung
pmj Cx45cyan_-transbac mit Xhol
und Nofl

Spalte 1: 1 kb Spalte, Spalte 2 und
4 Klon 1 und 2 Spaltung mit Xhol,
Spalte 3 und 5: Spaltung Klon 1
und 2 mit Notl

|| (siehe 4.2.1) mit Notl geschnitten und dephosphoryliert.

AuBerdem wurde eine PCR mit den Primern
go utr xho neu und go end utr neu sowie dem Vektor
Cx45 xba3000 (siehe 4.2) durchgefiihrt. Das daraus
amplifizierte ca. 500 Bp grofle DNS Stiick wurde mit
Notl geschnitten und aufgereinigt. Beide DNS Stiicke
wurden zu einem Ligationsansatz gegeben. Der hier
entstandene  Vektor wurde pmj 45cyan_transbac
bezeichnet. Die Testspaltung mit Xhol zeigte wie
erwartet eine Bande bei 1,9 kb (Abbildung 15, Spalte 1),
die Spaltung mit Notl eine Bande bei ca. 600
Basenpaaren (Abbildung 15, Spalte 2).
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BamHl  Nofl
CFP I ! I:'_"I I ! I Ampizilli
ey © Lromycin pizillin
mj-Cyan (6214 b
FamH| geschhitten pmy-Cyan ( P/
-
@ BarmH|
E_I_I—_ T T L T T T T T
S Armpizillin Cxd3 Exon3part
Cx45 xba3000 (~6000 bp)
PCE iber Exond_ part mit Primer
rha_go_endund end go xba

¥ geschiitten mit
"ChY

Mol BamHl Mod

eZFF ! Puromyzin ! Ampizillin
Crxds_Exond part pmj_45EX3 (6597 bp:l
Mol geschiitten,
dephosphoryliert
iEis.'.r:-:-HI
[ — T — T v NS
e Ampizilin Cxds_Exonspart
S Region
Cx45_xba3000 (~6000 bp)
PCR lber Anfang der 3'Region ~500bp.
Priter: go_utr xho_neu, go_end utr neu
¥ . Werdau Mol
3 Region
_Xhol BamH| Kol
o ExunSJ:nart I I F‘ur;:nmyzln I I I Ampizillin I
eZFP

"ChY .
M S pmj_Cxd5cyan_transbac (7272bp)

Abbildung 16 Klonierungsschema zur Klonierung der Vektoren pmj45 Ex3 und pmj 45cyan_transbac

4.2.3 Klonierung des Vektors pmj 45 gfp transbac

Aufgrund einer Strategiednderung, bei der entschieden wurde, parallel zur Erzeugung des
BAC Vektors einen ,,Insertions Vektors® zu erzeugen, sollte der spitere BAC Vektor fiir
eGFP anstatt eCFP als Fluoreszenzmarker Protein kodiert. Daher mufite in dem schon
fertigen Vektor pmj 45cyan transbac (siehe 4.2.2) die Sequenz fiir eCFP gegen die

Sequenz fiir eGFP ausgetauscht werden. Das Klonierungsschema fiir die folgende
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Klonierung kann man der Abbildung 18 entnehmen. Es
wurde hierfir der Vektor pmj 45cyan_transbac mit den
Enzymen BamHI und Notl geschnitten. Es wurde weiterhin
eine PCR mit den Primern BamHI go cfp p eco81I new
und endcfp go bamhi neu sowie dem Vektor pmj green
(Joachim Degen, Doktorarbeit, 2003) durchgefiihrt. Das
daraus resultierende DNS Stiick wurde mit BamHI und Notl
geschnitten und aufgereinigt. In den ersten Primer wurde
eine weitere Schnittstelle fiir das Enzym Eco81I1 eingefiigt,
um den korrekten Austausch der Sequenzen {iiberpriifen zu

konnen. Beide DNS Stiicke wurden ligiert und der

entstandene Vektor pmj 45 gfp transbac oder auch als

Abbildung 17:
Testspaltung  pmj 45 gfp -
transbac mit Eco811

Spalte 1: 1 kb Leiter, Spalte 2
neg. Klon, Spalte 3 und 4
positiver Klon.

Gelfoto

pmj_45 gfp bezeichnet. Die Testspaltung mit Eco811 zeigte eine Bande auf der Hohe von

2,1 kb, womit die korrekte Insertion nachgewiesen werden konnte (siche Abbildung 17).

eCFP .
pmj_45_gfp (7272bp)

"Ch
M CE

Ampizillin

pmj_green (6219 bp)

3 Region
Xhal BamHI Xl
i —— T T : T T T T " = T
Cxd5_Exond_part Puromyzin Ampizillin
eCFP
"Ch .
MCS! pmj_Cx4Scyan_transbac (7272bp)
geschiitten mit
EamHI und Modl amHl Mol
: L T T _-' T T T
N ezFP Puomycin
PCR ither eGFF mit Primer:
BamHI go_cfp p_ecofll_new
endefp_go_bamhi new
Y 3" Region BamHI und Mof
Ahal
Cxd5_Exond_part F'ur;:um';.-'zln .ﬂ«rlnpizill.in

Abbildung 18: Klonierungsschema zur Klonierung des Vektors pmj 45 gfp transbac
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4.2.4 Klonierung des Vektors pSV_45 GFP

Fir die homologe Rekombination in FE.coli Bakterien mit dem BAC Vektor, der die
kodierende DNS des Cx45 beinhaltet, wurde der Vektor pSV_45 GFP kloniert. Dazu
wurde der Bereich aus dem Vektor pmf 45 gfp (siehe 4.2.1), der die kodierende DNS fiir
das eGFP enthilt, ausgeschnitten, flankiert jeweils von ca. 500 Basenpaaren des Exon3 des
Cx45 und der 3' Region des Cx45. Dieser Bereich wurde in den Vektor pSV1 RecA

kloniert, der sowohl eine Tetrazyklin Resistenz beinhaltet, als auch die kodierende Sequenz

fiir das Rekombinationsprotein A. Dazu wurde der
Vektor pmj 45 gfp mit Xhol geschnitten, das 1800
Basenpaar Fragment aufgereinigt und fiir die Ligation
verwendet.

Der zuvor mit dem Enzym Sal/l geschnittene und
dephosphorylierte ~ Vektor pSV1 RecA  wurde
ebenfalls fiir die Ligation eingesetzt. Kritisch bei
diesem Schritt ist eine sehr sorgféltige und saubere
Aufreinigung des Vektors pSV1_RecA.

3

Dieser Vektor ist ein sogenanntes ,Low-Copy*

Plasmid, dass bei einer DNS Midi Préparation mit
Abbildung 19: Gelfoto
pmj_45 gfp transbac nach
Restriktionsverdau mit EcoRI

. . . . . . Spalte 1: 1 kb Leiter, Spalte 2 und 3
eine erfolgreiche Klonierung nicht ausreichend ist. | positive Klone

dem Kit ,Jetstar 2.0 Plasmid MIDI Kit*“ aufgereinigt

werden muss, da ansonsten die Qualitdt der DNS fiir

Die Aufnahme der aufgereinigten DNS sollte in einem

Volumen von nicht mehr als 50 pl stattfinden.

Alternativ kann hier auch die Caesium-Chlorid Aufreinigung (sieche 3.5.1.9) verwendet
werden. Unsauberes Arbeiten resultiert bei diesem Schritt in der Abwesenheit positiver
Klone. Der Vektor wurde mit dem Restriktionsenzym EcoRI getestet, positive Klone

zeigten Banden bei 1,3 und 3,1 kb (siehe Abbildung 19).
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3" Region
Xhol BamHI Xhal

T T o I T T T 1 o T
Puramyzin Ampizillin

pmj 45 efp (7272bp)

Ahol geschnitten,
1% kb Fragment ial
verwendet r - T T T T T T T T
Reca | Tetrazyklin
vty PSV1.RecA (~11000bp)

Sall geschnitten, dephosphoryliert

¥
whgl 3 Fegion
. BawHl  Xhol
Cx45‘_Exm3J:uart Rees L D klin
e3FP
"CHY pSV_45 ofp (~12800bp)
MCS!

Abbildung 20: Klonierungsschema zur Klonierung des Vektors pSV_45 GFP
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4.3 Klonierung des Vektors KI45 CFP fir die

homologe Rekombination in ES-Zellen

Als Alternativstrategie zur Erzeugung einer transgenen Maus mit einem Fusionsprotein aus
Cx45 und eGFP wurde der Vektor KI45 CFP kloniert, der in der spéter daraus
herzustellenden transgenen Maus ebenfalls ein Fusionsprotein exprimieren sollte. In
diesem Vektor wurde allerdings das eCFP anstelle des eGFP verwendet. Dadurch besteht
unter anderem die Moglichkeit, die Expression beider Fluoreszenzproteine in der lebenden
Maus zu vergleichen. Als Ausgangspunkt der Klonierungsstrategie wurden die Vektoren
pmj_Cx45cyan_transbac (siehe 4.2.2), Cx45 xba3000, Cx45 xba 5000 und pBS-Sal frt-
neo-frt benutzt. Die Vektoren Cx45 xba3000 und Cx45 xba5000 enthalten die Sequenzen
fiir das Connexin45 aus der Maus inklusive der Intron und Exon Struktur und ca. 2.500
Basenpaare aus dem 3' Bereich. Der Vektor pmj Cx45cyan_ transbac beinhaltet die
kodierende Sequenz fiir das eCFP im Leseraster mit einem 500 Bassenpaar Teil des Exon 3
des Cx45 (genauere Details sieche 4.2.2). Der Vektor pBS-Sal frt-neo-frt enthilt die
kodierende Sequenz fiir das Neomycin Resistenzgen, flankiert von zwei fit
Erkennungssequenzen.

Alle hier genannten Vektoren wurden bei allen Zwischenschritten durch geeignete
Restriktionsspaltung tiberpriift. Vor entscheidenden Schritten und zum Abschlufl wurden

diese Vektoren in den wichtigen Bereichen sequenziert.
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4.3.1 Klonierung des Vektors pmj 45 cyan 3kutr
Fiir die Klonierung des Vektors pmj 45 cyan 3kutr wurde aus dem Vektor Cx45 xba3000

der GroBteil des 3' Bereichs des Connexin45 in den Vektor pmj 45cyan_transbac (siche

4.2.2) kloniert. Dadurch sollte der 3' Bereich fiir die

spatere  homologe Rekombination  geschaffen
werden.

Das Klonierungsschema ist auf der Abbildung 22 zu
finden. Dazu wurde der Vektor Cx45 xba3000 mit

dem Restriktionsenzym Xbal geschnitten, danach

wurden die Enden aufgefiillt. AnschlieBend wurde

Abbildung 21:
pmj_45 cyan_3kutr mit verschiedenen
Restriktions Enzymen

Gelfoto Testspaltung
der Vektor mit Swal geschnitten, so dass ein

ungefiihr 2700 Basenpaar groBes DNS Stiick

Spalte 1: 1 kb Leiter, Spalte 2 unge-
spalten. Spalte 3-6 pos. Klone, Spalte 3

ausgeschnitten wurde.
Der Vektor pmj 45cyan transbac wurde mit dem

Restriktionsenzym AfIII geschnitten, die Enden

Spaltung mit BamHI und Swal, Spalte
4: Spaltung mit PstI, Spalte 5 Spaltung
mit BamHI und Kpnl, Spalte 6
Spaltung mit Swal, Kpnl

wurden aufgefiillt und danach ebenfalls mit Swal geschnitten. Das resultierende
Vektorriickgrat wurde mit dem Fragment aus der Spaltung des Vektors Cx45 xba3000

ligiert. Der resultierende Vektor wurde als pmj 45 cyan 3kutr bezeichnet.

3 Redion
bl BamHl ST ol AL
—— T T = T T T T " : T
Cxda_Exord_part Puramyzin Armpizillin
e FP
“ChEY .
MCS' | uschmitten AT pmyj_Cxd4Scyan_transbac (7272bp)

Enden anfzefillt

geschritten Swal -

dephosphoryliert ) xpal _Swal Xbal

P T T L T v
O Ampzillin Cxd5_Exon3part _
I Redion
Cx45 xba3000 (~6000 bp)
Teschratten fhal
Enden aufzefillt
geschuitter Swal
Y
|
BamHl Swal  Kpal EcaRl|
el 1N 43Ex3 = UTR FIIEZ Ampizillin
e ECFF pmj_45cyan_3kutr (9197bp)

Abbildung 22: Klonierungsschema zur Klonierung des Vektors pmj 45 cyan 3kutr
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Die Restriktionsspaltung mit verschiedenen Enzymen zeigte wie auf Abbildung 21 zu

sehen, die erwarteten Banden. Spaltung mit BamHI und Swal (Spalte 3) zeigte eine Bande

bei 1 kb, Spaltung mit Pstl (Spalte 4) zeigte eine Bande bei 3,4 kb, die Spaltung mit
BamHI und Kpnl (Spalte 5) eine Bande bei 2,0 kb und die Spaltung mit Swal und Kpnl
(Spalte 6) zeigte eine Bande bei 1,05 kb.

4.3.2 Klonierung des Vektors pmj 45cyan 3kutr sans2.xba

Der Vektor pmj 45 cyan 3kutr (siche 4.3.1) enthilt eine zusitzliche Xbal Schnittstelle,

Abbildung 23: Gelfoto
Testspaltung pmj_45cyan_
3kutr_sans2.xba mit
verschiedenen Restriktions
Enzymen

Spalte 1: 1 kb Leiter, Spalte 2-4:
positive Klone, Spalte 2: Spaltung
mit BamHI und Swal, Spalte 3:
Spaltung mit BamHI und Kpnl,
Spalte 4 Spaltung mit Pstl

mit Xbal und Swal zeigte keine Bande mehr (siche Abbildung |Abbildung 24:  Gelfoto
24) wie der vorherige Vektor pmj 45cyan 3kutr. Weitere |3kutr sans2.xba mit Xbal
Testspaltungen (Abbildung 23) mit BamHI und Swal, BamHI

und Kpnl sowie Pstl zeigten die erwarteteten Banden bei 1 kb, |Spalte 2: Spaltung mit

2,0 kb und 3,4 kb.

die bei der weiteren Klonierung hinderlich war. Um diese
Schnittstelle zu elimieren, wurde die entsprechende
Sequenz aus dem Vektor ausgeschnitten.

Das Klonierungsschema findet man auf der Abbildung 25.
Dabei wurde der Vektor pmj 45 cyan 3kutr mit den

Restriktionsenzymen Bbrpl
und Eco811 geschnitten.
Die Enden wurden aufgefiillt,
der  Vektor  anschlieend
religiert und als ]
1,6 kb
pmj_45cyan 3kutr sans2.xba
bezeichnet. Der Testspaltung

Testspaltung pmj 45cyan

und Swal

Spalte 1: 1 kb Leiter,

Xbal und Swal; positiver
Klon
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Kbl Bl
BamHl Swal  Kpel : Xbal Eeodll
e, 45Ex3 T UTR' =] i
mes FeFP pmj_45cyan 3kutr (3197bp)
Geschritten Bhrpl, BeaBll
Enden aufgefillt und
religert.
L 4
- BamHl  Swal Kpnl
ey 45Ex3 T UTR' 4210 Ampg
meg CFF pmj_45cyan 3kufr sans2.xba (3398bp)
Abbildung 25: Klonierungsschema zur Klonierung des Vektors pmj 45cyan 3kutr _sans2.xba

4.3.3 Klonierung des Vektors pCx45

Fiir die weitere Klonierung des ,,Knock-In*“ Vektors muflite zuerst ein Vektor hergestellt

werden, der die komplette Exon — Intron Struktur des Connexin45 beinhaltete. Dazu

wurden ein Teil des Exon3 mit dem folgenden 3' Bereich aus
dem Vektor Cx45 Xba3000 in den Vektor Cx45 Xba5000
kloniert. Dieser Schritt wurde mit der freundlichen
Unterstiitzung von Dr. Joachim Degen ausgefiihrt.

Dazu wurde der Vektor Cx45 Xba3000 mit dem
Restriktionsenzym Xbal geschnitten und das ca. 3.000

Basenpaar grole DNS Stiick weiter verwendet. Der Vektor

Abbildung  26:  Gelfoto

Cx45_Xba5000 wurde ebenfalls mit Xbal geschnitten, |Testspaltung mit
. . . hied
allerdings nur partial. Der partial verdaute Vektor wurde Ezrsst(;ﬂiteio?::ﬁzymen mit
pCx45

anschlieend dephosphoryliert, aufgereinigt und zur Ligation
. Spalte 1: 1 kb Leiter, Spalte
mit dem 3000 Basenpaar Fragment angesetzt. Das |54 positive Klone, Spalte 2:
Spaltung mit Xbal, Spalte 3:
Spaltung mit Sa/l, Spalte 4
Spaltung mit Ps¢1

Klonierungsschema findet sich auf der Abbildung 27. Der

resultierende Vektor wurde pCx45 beizeichnet und ist ca.
12,3 Kilobasen groB3. Getestet wurde der Vektor (siche Abbildung 26) mit den
Restriktionsenyzmen Xbal (Banden bei 5,7; 3,2 und 2,9 kb, Spalte 2), Sall (Banden bei 4,7;
4,3 und 2,9 kb, Spalte 3) und PstI (Banden bei 3,1; 2,7; 2,5; 2,4 und 1,2 kb, Spalte 4).
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BarH|
sl Abal
E
P T T L T T
WS Armpizillin Cxd3_ExonJpart
sregon  CX45_Xba3000 (~6000bp)
Crd5Exond Teidl mit bl
Xbal geschiitten . BarH| BamHl
i BamH| - Xl
I T T S T T EI I L T T -| I T ;I T E .
Ampizillin ME E ol ExonZ? xon3_partial
Cx45 Xba5000 (~3100bp)
Pattialverdan mit Thal
dephosphoryliert
¥ Kal BHE
—
ampizillin Exorml = Exon2 Exorn'
F'Region

pCx45 (12335bp)
Abbildung 27: Klonierungsschema zur Klonierung des Vektors pCx45

4.3.4 Klonierung des Vektors pmj 45cyan 3kutr+45 2.7

Im néchsten Schritt wurde ein Teil des 5' Bereichs des Cx45 aus dem Vektor pCx45 (siehe
43.3) in den Vektor pmj 45cyan 3kutr sans2.xba (siche4.3.2) kloniert. Das
Klonierungsschema ist auf der Abbildung 29 zu sehen. Hier wurde der Vektor pCx45 mit
den Restriktionsenzymen Ps#fl und Ec/136I1 geschnitten und das 2,7 kb Fragment

aufgereinigt und verwendet.
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Abbildung
pmj 45cyan
verschiedenen Restriktions Enzymen

28:  Gelfoto

3kutr+

Testspaltung
45 27 mit

Spalte 1: 1kb Leiter, Spalte 2-5 positiver
Klon; Spalte 2 Spaltung mit Pstl, Spalte 3
Spaltung mit HindlIIl, Spalte 4, Spaltung mit

Der Vektor pmj 45cyan 3kutr sans2.xba wurde
mit Xhol gespalten, die Enden wurden aufgefiillt
und anschlielend erfolgte eine Partialspaltung mit
Pstl. Der Vektor wurde dephosphoryliert,
aufgereinigt und fiir die Ligation eingesetzt.
(Auch dieser Schritt erfolgte in Kooperation mit
Dr. Joachim Degen). Der resultierende Vektor
wurde pmj_45cyan 3kutr+45 2.7 bezeichnet und
ist ca. 10 Kilobasen grof3. Die Abbildung 28 zeigt
die Testspaltung mit PstI (Banden bei 3,2 kb und
6,7 kb), Hindlll (Banden bei 1,3 kb), Xbal/Notl

(Banden bei 3 kb und 6,9 kb)und Bbrpl/Asp7181

Xnal/Notl, Spalte 5 Spaltung mit
Bbrpl/Asp718 (Banden bei 3,2 und 6,7kb).
Pl el Xbal
Ecf136l Pl Pl . Eef36l . Fsil Pl
d—
ampizilin Exarl = ExonZ Exord
I"Region
pCx45 (12335bp)
geschiitten mit Fsfl, Bel13611
2,17 kb Fragment verwendet Hhal
o sl Pl
. BamHl  Swal Kl Pl
N 45Ex3 * UTR s Amip
mes T pmj 45cyan 3kuir sans2.xba(3398bp)
geschnitten Thol
Enden aufgefiillt,
partial Fsil
AamHi desphosphoryliert
Mol
="
s BamHl Swal  Kpsl
ﬁ"_. ——T T ——
Exon3" eCFP Pulrum':.-'zin ! Ampizillin

3 UTR

pmj_45cyan 3kutr+45 2.7 (9945bp)

Abbildung 29: Klonierungsschema zur Klonierung des Vektors pmj 45cyan 3kutr+45 2.7
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4.3.5 Klonierung des Vektors PKImCx45CFP_ohne Neo

Um die komplette Exon-Intron Struktur des Cx45 in den
Knockin Vektor die
entsprechende Sequenz aus dem Vektor pCx45 (siehe 4.3.3)
in den Vektor pmj 45cyan 3kutr+45 2.7 (siche 4.3.4)
kloniert.

klonieren zu koénnen, wurde

Das Klonierungsschema entnimmt man der Abbildung 31.
Hierbei wurde der Vektor pmj 45cyan 3kutr+45 2,7 mit
dem Restriktionsenzym Nhel geschnitten und anschlieSend
dephosphoryliert. Der Vektor Cx45 Xba5000 wurde mit
Xbal und Nhel geschnitten und das resultierende 4
Kilobasen DNS Fragment fiir die Ligation eingesetzt.

30:

Abbildung Gelfoto
Testspaltung Vektor
PKImCx45CFP_ohne Neo mit
versch. Restriktionsenzymen

Spalte 1: 1 kb Leiter, Spalte 2-
4 po. Klone, Spalte 2 Spaltung
mit Ahdl, Spalte 3: Bglll,
Spalte 4: Pstl

BamHI|
P xbal
MNhet P
| 2l :iﬂemHI Swal Kanl
|_I_Fﬂ.—l’_l —T T pl——
Exon3" eCFP T UTR Puramyzin I Ampizillin
pmj_45cyan 3kutr+45 2,7 (9945bp)
Geschnitten Al
dephosphorylier
XBMI HI BarnHI|
1=l bgkn
BanH NI”’EI : bl
' ampiitn T ot | oz | ﬂw
mpizillin MCs: won o mn3_partis
Cxd5 _Xbaﬁﬂﬂﬂ (~3100bp)
Geschnitten Mael, Khal
¥ 4 kb Fragment eingesetzt
éﬁ)."ﬂ
st BareH
EarmHl Khal
BarrH| sl
Fsi BamH
Pstl Pstl S‘wal
Kpnl | Nhel Pl
"éx15<2 ExbnabCFP AII_
on an an 3 UTR' rc:rrryzln rrpizillin

PKImCx45-CFP ohne Neo (~13%00bp)

Abbildung 31: Klonierungsschema zur Klonierung des Vektors PKImCx45CFP_ohne Neo
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Der resultierende Vektor wurde als PKImCx45CFP _ohne Neo bezeichnet.
Restriktionsspaltungen mit den Enzymen AAdl (Banden bei 1,6 kb, Reihe 2), Bg/II (Banden
bei 2,4; 1,2; 0,9 und 0,6 kb, Reihe 3) und PstI (Banden bei 3,5; 2,5; und 2,4 kb, Reihe 4)
zeigten die korrekten Banden (Abbildung 30).

4.3.6 Klonierung des Vektors 45CFP_PCR Test

Um die homologen Rekombination in ES Zellen mit Hilfe einer

PCR iiberpriifen zu konnen, muflte eine entsprechende PCR ek
etabliert werden. Der hier erzeugte Vektor stellt die Grundlage
fiir die Etablierung dieser Test PCR dar. Um diesen Vektor zu

erstellen wurde die Neo Kasette aus dem Vektor pBS-Sal frt-

neo-frt in den Vektor pmj 45cyan 3kutr (siche 4.3.1) kloniert. .
Abbildung 32: Gelfoto

Das Klonierungsschema ist der Abbildung 33 zu entnehmen. Testspaltung

, . . 45CFP_PCR_Test mit
Fiir die Erstellung wurde der Verktor pmj 45cyan 3kutr mit dem |BamHI
Restriktionsenzym Swal geschnitten und dephosphoryliert. Der |Spalte 1: 1 kb Leiter,

Spalte 2: BamHI Spaltung
Vektor pBS-Sal_frt-neo-frt wurde mit EcoRI und X#ol

Xbal
sl BbrPI Eoofll
: BamHl Swal  Kpal EcaoRl
Y 45Ex3 T+ UTR' Pm‘ﬂfﬂ}rﬂn Ampizilin
g ECFP pmj_45cyan 3kutr (9197bp)
geschnitten Swal
dephosphoryliert
Hhal EcaRl
T l{ I _| i T T T T
fri Heomyzin fri
pBS-Sal frt-neo-frt (4875bp)
geschnitten FeoRI, Thol
Enden aufgefiilt,
Y dephosphotyliert
Xhol
‘ BamH BamH| EcoRl
p— g T
MOS eCFPfriMeormyzin frt 3'Region Purarmyzin Arrp|z|llln,cw
3 UTR MCS"
45B4 ASCFP_PCR_Test (~11kb)
Abbildung 33: Klonierunschema fiir die Klonierung des Vektors 45CFP_PCR Test
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geschnitten, die Enden wurden aufgefiillt. Die entstandenen DNS Stiicke wurden nun

liegiert. Der resultierende Vektor wurde 45CFP_PCR Test benannt. Der Test mit dem

Restriktions BamHI zeigte wie erwartet eine Bande bei 2,6 kb, wie auf der Abbildung 32

zu sehen ist.

4.3.7 Klonierung des Vektors KI 45CFP

53

Abbildung 34:
Gelfoto Testspaltung
KI 45CFP mit
EcoRV und EcoRI

Spalte 1: 1 kb Leiter,
Spalte 2: neg. Klon
(keine Bande), Spalte
3: EcoRV/EcoRI
pos. Klon

Zur Klonierung des letztlichen Knockin Vektors wurde die Neo
Kassette mit der Sequenz fiir das Resistenzgen gegen Neomycin in
den Vektor PKImCx45CFP _ohne Neo (sieche 4.3.5)kloniert. Das
Klonierungsschema kann der Abbildung 35 entnommen werden.

Hierzu wurde der Vektor PKImCx45CFP ohne Neo mit dem
Restriktionsenzym Swal geschnitten und dephosphoryliert. Der
Vektor pBS-Sal ftr-neo-frt wurde mit X%ol und EcoRI geschnitten
und die Enden aufgefiillt. Das resultierende ca. 2.000 Basenpaar
groBe DNS Fragment wurde mit dem linearisierten Vektor
PKImCx45CFP_ohne Neo ligiert. Das Produkt aus dieser Ligation
war der Vektor KI 45CFP, der fiir die homologe Rekombination in

ES Zellen verwendet werden konnte. Der Vektor wurde mit Restriktionsenzymen EcoRV

und EcoRI getestet und die erwartete Bande bei 3,3 kb war zu sehen, wie auf Abbildung 34

zu erkennen ist. Aullerdem wurden der Vektor im Bereich des Exons3 und des eCFP sowie

die Linker Region sequenziert. Die Sequenzen stimmten mit den Daten aus der Datenbank

(PubMed: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi) iiberein.
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Pgnl
il
EzraHl BarmH
BarmH Kbzl
Pt Fatl
Fstl Fatl BarmH|
Konl | N hel | Swal  Kpnl f\/ul
I I _
I_ T EX J T | T T | v ' ' 1 ] T T ... i
MCS on’ Exon2 Econ3d"eCFFP 3" UTR romyzin Armpizillin
e schitten Swal PKImCX45-CFP_ohne Neo (~13500 bp)
dephosphotyliert
ol EcoR
T I I —| T I I T
frt neo frt
pBS-Sal frt-neo-fit (4875bp)
geschnitten, FroRI Thel
Enden aufizefiillt,
2 EbFragmert verwendet
¥
fri
Sacl alFP Ecol
Sanll Bt B BG.'WI
lEICJ' I M frel lEcoHI ot | Baabil | Srfl
T ' T v '
Chy' Bionl  Bxonl Exon3’ neo frt F'uru:urrryzm Arrplzihn
rACS" 3" Region 3" Region ‘Ches!
Abbildung 35: Klonierungsschema zur Klonierung des Vektors KI 45CFP

Seite 85



Ergebnisse
4.4 Klonierung des Hela Testvektors
45cfp helatest4d (HT4)

Um die Funktionsfahigkeit des Fusionskonstruktes aus Connexin45 und eCFP zu
iiberpriifen, wurde ein Vektor kloniert, mit dem die Expression in HeLa Zellkultur getestet
werden konnte. Dieser Vektor wurde in 3 Klonierungschritten hergestellt, wobei jeder
einzelne Zwischenschritt testweise in HelLa Zellen transfiziert wurde, um zu evaluieren, ob
durch den Vektor ein Fusionsprotein in den HeLa Zellen entsteht. Erst mit der Transfektion
des Vektors 45cfp helatest4 enstanden Zellen, die Cyan-blaue Fluoreszenz in den

Kontaktmembranen zeigten.

4.4.1 Klonierung des Vektors 45cfp helatest2

Als Ausgangsvektor fiir die Klonierung des Vektors 45¢fp helatest2 wurde der Vektor
PKImCx45CFP_ohne Neo (siche 4.3.5) benutzt. Das

Klonierungsschema kann der Abbildung 37 entnommen
werden. Der Vektor PKImCx45CFP ohne Neo wurde 1,6 kb
dabei mit Apal geschnitten, anschlieBend wurde das

Vektorriickgrat ohne die ausgeschnittene Sequenz mit den

Exonl und -2 wieder religiert. Der Vektor wurde |Abbildung  36: Gelfoto
. 45cfp helatest2 nach Spaltung
45cfp_helatest2 genannt und ist ca. 10.800 Basenpaare |mit Kpnl, Spalte 1: 1kb Leiter,
Spalte 2: neg. Klon, Spalte 3
pos. Klon

gro3. Eine Testspaltung mit Kpnl sollte auf dem Gel die
Banden 7,1 kb und 3,7 kb zeigen. Diese Banden sind auf
dem Gel auf Abbildung 36 zu sehen, der Vektor wurde also korrekt kloniert.
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M frel S| I
[ — ™
[ I:M L .
IExu:urﬂ Exl:un2 Eton3"eCFP 3" UTR' FO Zin Armpizilin
PKImCx45CFP_ohne Neo (~13.900 bp)
geschnitten Apal
religiert
)
M frel S| I
[ — ™
[ I:M L .
IExu:urﬂ Exun2 Eton3"eCFP 3" UTR' FOrm Zin Armpizilin
45ctp helatest2 (—~10800bp)
Abbildung 37: Klonierungsschema zur Klonierung des Vektors 45c¢fp helatest2

4.4.2 Klonierung des Vektors 45cfp helatest3

Fiir die Klonierung des Vektors 45cfp helatest3 wurde der Sequenzbereich des Exons3 mit

eCFP, aber ohne die 3' Region des Connexin45 aus dem Vektor 45cfp helatest2 (siche

4.4.1), in den Vektor pmj cyan (siche 4.1.1) kloniert. Das Klonierungsschema befindet
sich auf der Abbildung 39. Der Vektor 45cfp helatest2 wurde dabei mit dem

Restriktionsenzymen Apal und Notl geschnitten und das 2,3 kb DNS Fragment dabei

weiter verwendet. Der Vektor pmj cyan wurde ebenfalls mit Apal und Nofl geschnitten.

1 kb

Abbildung 38: Gelfoto Vektor 45cfp helatest4
nach Spaltung mit EcoRI (Spalte2), BamHI
(Spalte3) und Nofl, EcoRI (Spalte 4)

Hier wurde das 5,5 kb DNS Fragment
verwendet und dephosphoryliert. Die beiden
DNS Stiicke wurden anschlieBend ligiert.
Vektor
45cfp helatest3 bezeichnet und ist 7.804 Bp

Der resultierende wurde als
grol. Verschiedene Testspaltungen mit

unterschiedlichen Restriktionsenzymen

zeigten die korrekte Insertion des Fusionskonstruktes in den Vektor pmj cyan. Die

Spaltung mit EcoRI zeigte (siche Abbildung 38), wie erwartet, eine Bande auf der Hohe

von 930 Bp, die Spaltung mit BamHI eine Bande bei 780 Bp und die Spaltung mit EcoRI

und Notl Banden bei 930 Bp und 1.400 Bp.
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EcoRl
ﬁfal | leaI Jfiot] Hindll - lS‘aII
"Chity Ecord'  eCPR 3 UTR! Purarmyzin Armpizillin' Chy
WS
Verdau Apal, Nofl 45cip_helatest2 (~10500 bp)
23 kb Fragment verwen det
FamHI  Noil
e T T I e —
"Chly  eCFP Purormy zin Apizilin
Verdau Apal, ot pry_cyan (6214bp)
¥ / Sektarrlckgrat dephospharyliert
H."nl:lllll Vol Ll
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"Chvty Exon3' eCFP Furamy zin Arrpizilin - Th
45cip helatest3 (7804bp)
Abbildung 39: Klonierungsschema zur Klonierung des Vektors 45cfp_helatest3

4.4.3 Klonierung des Vektors 45cfp helatest4

Fir die Klonierung des Vektors 45cfp helatest4 wurde ein Teil aus dem Vektor

Cx45 codreg (Stephan Maxeiner, Doktorarbeit 2005)
in den Vektor 45¢fp helatest3 (sieche 4.4.2) kloniert, um
auch die letzten 500 Basen vor dem Startcodon des
Cx45 zu deletieren. Das Klonierungsschema kann der
entnommen werden. Hierbei wurde der Vektor
45cfp helatest3 mit den Restriktionsenzymen PstI und
HindIll  geschnitten, das Vektorriickgrat weiter
Der  Vektor
Pstl und Hindlll

geschnitten, dabei wurde das 1,1 kb DNS Fragment

verwendet und  dephosphoryliert.

Cx45 codreg wurde ebenfalls mit

1,6 kb

Abbildung 40: Gelfoto Vektor
45cfp_helatest4 nach Spaltung mit
Hindlll, Notl

Spalte 1: 1 kb Leiter, Spalte 2 pos.
Klon

weiter verwendet. Die Ligationen brachte den Vektor 45cfp helatest4 oder auch HT4 mit

einer Grofle von 7.370 Basenpaaren hervor. Die Testspaltung mit den Restriktionsenzymen
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HindllI und Notl zeigte, wie auf der Abbildung 40 zu sehen, die erwartete Bande bei einer
Hohe von 1,95 kb.

Ha'ndllll Mot L
3 ot
|E_ 4 4 | . | T T | T T T | ﬁ . —
"Chvty BExan3' eCFF Furomyzin Armpizilin CThit!
MCS' 45¢fp_helatest3 (7804bp)
Werdau Psil, Hindll
dephosphoryliert
Hindll EcoRl Pstl
t 'I 0 | v I T | T T T |
"Ch BExond'
MO Cx45_codreg (~5kb)
“erdau Hindll, Psil
v 1,1 kb Fragment verwendat
Hindll
lEco FI Mot rﬂhd I
I v v ' |_I—I_. X T T T ' ' -
"Cht Exond' ECFI5 Furormyzin Ampizilin - 'Ch
MCS
Abbildung 41: Klonierungsschema zur Klonierung des Vektors 45cfp _helatest4
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4.5 Homologe Rekombination von psv_45GFP
und einem BAC Vektor in E.coli Bakterien

Fiir die Herstellung eines BAC Vektors mit der Sequenz eines Fusionsproteins aus Cx45
und GFP wurde der Vektor psv_45GFP in Bakterien transformiert, die den BAC Vektor
mit der Sequenz fiir Cx45 enthielten. Dieser BAC Vektor wurde mittels Filter
Durchmusterung einer Bibliothek (siehe 2.3.10) ermittelt. Aus diesen verschiedenen
Klonen wurde derjenige mittels PCR ermittelt, der die giinstigste Position in der Mitte des
Vektors beziiglich der Sequenz fiir das Cx45 hatte. Die Aufreinigung des Vektors wurde
mit Wildtype BAC Vektoren getestet. Die Rekombination erfolgte in zwei Schritten, wie in

den folgenden Kapiteln ersichtlich werden wird.

4.5.1 BAC Filter Durchmusterung (,,Screening*)

Es wurde eine Southern Blot Hybridisierung mit einer Sonde aus dem Exon 3 des Cx45
und der BAC Bibliothek auf einem
Hybridisierungsfiltersatz (siehe 2.3.10) durchgefiihrt. Die

Bibliothek  befindet sich auf einem durch ein
Koordinatensystem eingeteilten Filter. Die Sonde stammt

aus dem Vektor Cx45 xba3000, wurde durch einen

EcoRI/Pstl Spaltung hergestellt und ist ca. 400 Bp grof.

Abbildung 42: Film von einem
Die Southern Blot Hybridisierung der Filter zeigte, wie |BAC Filterscreening nach rad.
) o ) o Southern Blot Hybridisierung mit
auf Abbildung 42 beispielhaft zu sehen ist, positive |einer Sonde gegen das Exon3 von
Cx45

Signale. Die Punkte markieren positive Klone, die nach
einem bestimmten System auf dem Filter aufgetragen wurden und anhand der Koordinaten
bestimmt werden konnten (siehe 3.5.1.5).

Durch die Bestimmung der Koordinaten wurden die folgenden Klone als positiv bestimmt,

siehe auch Kapitel 2.3.11:

Seite 90



Ergebnisse

Nummer Koordinaten Klonname

1 x1=182, y1=36, x2= 182, y2=38  RPCIB731112176Q2

2 x1=192, y1=41, x1=192, y2=43  RPCIB731H10176Q2

3 x1=192, y1=46, x1=192, y2=48 = RPCIB731G10176Q2

4 x1=167, y1=124, x1=170, y2=125 RPCIB731H15192Q2

5 x1=23, y1=77, x1=24, y2=80 RPCIB731A20166Q2

6 x1=102, y1=65, x1=105, y2=64  RPCIB731D0428Q2

7 x1=63, yl1=117, x1=64, y2=120  RPCIB731112235Q5
Tabelle mit den Koordinaten der positiven Klone nach BAC Filterscreening mit einer Sonde gegen das
Exon3 des Cx45

4.5.2 Southern Blot Hybridisierungstest mit den identifi-
zierten Klonen

Um zu bestimmen, ob die bestellten Vektoren auch tatsidchlich die Sequenz fiir das Cx45,
wurde zusdtzlich eine Southern Blot Hybridisierung mit der schon in 4.5.1 verwendeten
Sonde bei allen in 4.5.1 identifizierten Klonen durchgefiihrt. Dazu wurden die Klone mit

EcoRI geschnitten und auf ein Gel aufgetragen (Abbildung 43).

Abbildung 43: Gelfoto Spaltung der Abbildung 44: Autoradiographie

Filter positiven Bac Klone mit Film - Nach Southern Blot

EcoR1 Hybridisierung der Filter-
) positiven Klone

Spalte 1: 1kb Leiter, Spalte 2-8 Bac

Klone, Spalte 3: Klon 2235 Spalte 2-8: Bac Klone, Spalte 3:

Klon 2235
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Wie auf der Abbildung 44 zu sehen ist, wurden 4 Klone mit Hilfe der Southern Blot
Hybridisierung identifiziert. Klon Nummer RPCIB731112235Q5 (in Folge ,,2235%
genannt) in der Reihe 3 zeigte dabei das stidrkste Signal. Alle 4 Klone beinhalten die

Sequenz fiir das Cx45, da auf dem Film eine Bande in der Hohe von 3,9 kb zu sehen

EcoRl
lEu:n:uRI EcoRl

IEEE}{DFB |
Genomische Sequenz mCx45

Abbildung 45: Genomische Strukur des mCx45 mit Schnittstellen fiir EcoRI

ist. Auf der Abbildung 45 erkennt man die genomische Struktur des Cx45 in der Maus, die
EcoRI Schnittstellen erzeugen dabei ein 3,9 kb grofles DNS Stiick, welches mit einer
Sonde fiir das Exon3 detektiert werden kann.

4.5.3 PCR Test der BAC Vektoren auf Position der Cx45
Sequenz innerhalb des BAC Vektors

Die aus 4.5.1 identifizierten Klone wurden ebenfalls mit Hilfe drei verschiedener PCRs
weiter charakterisiert. Zum einen wurde mit einer PCR {iiberpriift, ob das Exon3 des
Connexins45 auch tatsdchlich vorhanden ist, zum anderen wurde auf Regionen 30 kb

stromaufwiérts und 30 kb stromabwirts getestet.

Abbildung  46: Gelfoto Abbildung 47: Gelfoto Test Abbildung 48: Gelfoto Test
TestPCR mit den 7 BAC PCR auf 30 kb PCR auf 30 kb Stromabwiérts
Klonen fiir das Exon 3 des Stromaufwirts des Cx45 des Cx45 Exon3

Cx45 Exon3 Spalte 1: 1 kb Leiter, Spalte
Spalte 1: 1 kb Leiter, Spalte Spalte 1: 1 kb Leiter, Spalte 2-8 Bac Klone, Spalte 6:
2-8 Bac Klone, Spalte 6: 2-8 Bac Klone, Spalte 6: Klon 2235

Klon 2235 Klon 2235

Die Abbildung 46 zeigt das Ergebnis der PCR fiir den Test auf das Vorhandensein des

Exons3 des Connexins45, die Primer dieser PCR waren ,.xba go end“ und ,,end go xba®.
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Die Abbildung 47 illustriert das Ergebnis der PCR fiir den Test auf das Vorhandensein
einer 30 kb stromaufwirts liegenden Sequenz des Exon3 des Connexin45 mit den Primern
,hach45neuhin®“ und ,,nach45neurueck”. Die Abbildung 48 zeigt das Ergebnis des PCR
Test auf das Vorhandensein einer Sequenz 30 kb Stromabwirts des Connexin45 mit den
Primern ,,30kbvor45hin“ und ,,30kbvor45Srueck®. Auf allen drei Gelfotos ist zu sehen, dass
der Klon in Reihe fiinf immer ein Signal gibt und dass dieses auch das stérkste ist. Der
Klon in Reihe fiinf ist der Klon 2235, welcher auch schon in 4.5.2 als positiv identifiziert
wurde. Dieser Klon wurde anschliefend fiir die homologe Rekombination in E.colis

Bakterien verwendet.

4.5.4 BAC - Homologe Rekombination Schritt 1

Der erste Schritt der homologen Rekombination erfolgte durch die Transfomation des
Vektors psV_45GFP (sieche 4.2.4) in den Klon 2235, wie er in den vorherigen Kapiteln
ermittelt wurde. Der genaue Ablauf ist dem Kapitel 3.5.1.2 zu entnehmen.

Auf der Abbildung 49 ist

das Rekombinations-
. 3 Redion
schema zu sehen. Es gibt, Cx45_Exon3_part eGFF

Rech,

pPSV_45 efp (~12800bp)

wie dort zu sehen, zwel
Moglichkeiten der

Rekombination. I

Exu:lnnE | E;{nnBI 3 Region
Exon3 oder Moglichkeit BAC Klon 2235

zwei iiber die 3' Region. Abbildung 49: Schematische Darstellung der Rekombination zwischen
dem Vektor psv_45GFP und dem BAC Vektor 2235

Moglichkeit eins iiber das

Je nachdem, welche

Rekombination stattgefunden hat, konnen mittels eines Verdaus der DNS mit EcoRI und

anschliefender
EcoRl EcoR EcoRl EcoRl
T T T T | I D_I_ I. T [ T T T T [ I #
Econl Bwn2  Eond Rech CxdSE:3 3" Region
Tetrazyklin e GFP
3'Hegion

Abbildung 50: Schematische Darstellung des 1. Schrittes der homlogen Rekombination mit psv_45GFP
und dem BAC Vektor 2235
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Southern Blot Hybridisierung unterschiedliche Bandenhdhen
aufgelost werden. Die erfolgreiche Rekombination im Exon3
zeigte in diesem Fall zwei Banden in der Grof3e von 2,2 und 4,7
kb.

Die Abbildung 50 zeigt die Schnittstellen fiir EcoRI, woraus die
genannten DNS Stiicke entstanden. Mit einer Sonde gegen das

Exon3 des Cx45 wurden diese Banden nach einer Southern Blot

Abbildung 51: Auto-
Hybridisierung sichtbar gemacht. radiographie nach einer
Southern Blot Hybri-
disierung mit dem in
Spalte 1 positiven Klon
nach  Rekombinations-
schritt 1

Die Abbildung 51 zeigte die positiven Banden bei 2,2 und 4,7
kb in der Reihe eins auf dem Ausschnittsbild. Dieser Klon war

positiv und wurde fiir den zweiten Schritt weiterverwendet.

Spalte 1: positiver Klon,
Spalte 2-5: neg. Klone

4.5.5 BAC - Homologe Rekombination Schritt 2

Bei dem zweiten Schritt der homologen Rekombination erfolgt eine Rekombinations-
reaktion innerhalb des DNS Stranges, wodurch die theoretische Wahrscheinlichkeit fiir
eine erfolgreiche Rekombination bei ca. 50% liegt. Die gewiinschte Rekombination ist auf
der Abbildung 52 zu sehen. Eine weitere Moglichkeit ist die Rekombination iiber den 3'
Bereich, wobei die Sequenz mit dem eGFP ausgeschnitten wird und der Wildtyp Zustand

wieder hergestellt wird.

FroRl © FroRl EcoRl FroRl
T ’I |% T “_I_ I. T [ T T T T [ T
Exonl Ewn?  Bxon3 Rech CxdoBE«3  3' Region
Tetrazyklin el5FF
3'Region

Abbildung 52: Schema fiir die Selbst Rekombination des BACs, rekombiniert wird bei dieser Moglichkeit
iiber das Exon3

Auf der Abbildung 53 sieht man die schematische Darstellung des BAC Vektors nach

erfolgreicher homologen Rekombination. Es ist ein Vektor entstanden, der die Sequenz fiir
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CE

iEco R IND.’rI iEcr:I Fi

¥ T | v .
Bionl  BExonZ Ewon3' 3" Region

Abbildung 53: Schematische Darstellung der
Rekombination mit der Fusionssequenz aus Connexin 45 und GFP

BAC Sequenz nach erfolgter homologen

das Connexin45 und die Sequenz fiir eGFP im Leseraster beinhaltet. Auch hier wurde der

Vektor mit EcoRI getestet. Durch die zusitzliche Sequenz des eGFP

durch diese Spaltung entsteht und durch eine Sonde gegen das Exon3

via Southern Blot Hybridisierung detektiert
werden kann, groBer als im ,,Wildtyp* Zustand.
Die Riickrekombination zum Wildtyp zeigte
eine Bande bei 3,9 kb, die erfolgreiche
Rekombination eine Bande bei 4,6 kb, wie auf
der Southern Blot

der Autoradiographie

Hybridisierung auf Abbildung 54 zu sehen ist.

Weiterhin zeigte eine Spaltung mit EcoRlI,

Abbildung
Gelfoto,
pos. Klon (Spalte 2)
und Wildtyp (Spalte
3) BAC DNS mit
EcoRl, Spalte 1: 1kb
Leiter

55:
Spal
PatilS | aufgetragen auf ein Gel (siche Abbildung 55)
eine Anderung der Fragmente: Beim Wildtyp ist

eine Bande bei ~3,9 zu sehen die bei dem

positiven Klon nicht zu sehen ist, wohingegen
der positive Klon eine stérkere Bande bei ~4,6 kb hat, die beim Wildtyp
Weiterhin wurde eine Southern Blot

nicht zu erkennen ist.

Hybridisierung mit einer Sonde gegen eGFP durchgefiihrt, welcher

ist die Bande, die

Abbildung
54:Autoradiogra
phie nach einer
Southern  Blot
Hybridisierung,
nach  Detektion
mit einer Sonde

gegen Cx45
Exon3

Spalte 1:
positiver  Klon,

Spalten 2-4 neg.
Klone bzw.
Wildtyp (3 und
4

ebenfalls positive

Signale zeigte (Daten nicht gezeigt). Somit wurde ein BAC Vektor erzeugt, der die

gewiinschte Sequenz aus einer Fusionssequenz aus Connexin 45 und eGFP hat. Dieser

letzte Schritt wurde in Kooperation mit Julia von Maltzahn durchgefiihrt.
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4.5.6 Aufreinigung des BAC Vektors

Fiir die Oozyten Injektion des fertigen BAC Vektors muf3 dieser in ausreichender Menge
aufgereinigt werden. Die Aufreinigung des BAC Vektors 146t sich am besten durch die
Verwendung einer Puls-Gel Elektrophorese (siehe 3.5.1.10) iiberpriifen. Die genauen
Details des Protokolls sind den Kapiteln 3.5.1.8 und 3.5.1.9 zu entnehmen. Diese Details
sollten genau befolgt werden, da die Aufreinigung gerade von grolen BAC Vektoren sehr

schwierig ist.

Abbildung 56: Gelfoto
nach Puls Gel
Elektrophorese mit dem
Wildtyp BAC Vektor,

Abbildung 57:
Autoradiographie nach
Southern Blot

Spalte 1 Low Range PFG
Marker, Spalte 2-4

Hybridisierung mit einer
Sonde gegen das Exon3

;?;;{:gggggﬁh;es Wildtyp des Connexin45. Spalte 1
BAC Vektors und 2: Wildtyp BAC

Vektor aus
nebenstehendem Gel.

Auf der Abbildung 56 erkennt man in den Spalten zwei bis vier unterschiedliche
Priparationen des BAC Wildtyp Vektors 2235. Es wurde jeweils die Menge der
Bakteriensuspension verdndert: Spalte eins ensprechen 50 ml, Spalte zwei 100 ml und
Spalte drei 200 ml Bakteriensuspension, welche filir eine Maxipriparation eingesetzt
wurden. Die obere scharfe Bande ist die Bande, die den BAC Vektor 2235 enthilt.
Verifiziert wurde diese Aussage wurde durch einen Southern Blot bestétigt mit einer Sonde
gegen das Cx45 Exon3, wie auf Abbildung 57 zu sehen ist. Verwendet wurde dabei das
Gel auf Abbildung 56. Die Southern Blot Hybridisierung war zwar schwach, die Bande ist

allerdings eindeutig zu erkennen (durch Pfeile gekennzeichnet).
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4.6 Herstellung von HelLa Zellen zur stabilen

Expression des Fusionsproteins aus Connexin45

und eCFP

Um eine HeLa Zelllinie mit stabiler Expression eines Fusionsproteins aus Connexin 45 und
eCFP zu erzeugen, wurden HeLa Wildtyp Zellen mit den Vektoren KI45 CFP (siche
4.3.7), 45cfp helatest2 (siche 4.4.1), 45cfp helatest3 (sieche 4.4.2) und 45cfp helatest4
(siche 4.4.3) transfiziert (siche 3.3.2.3). Letztlich gelang mit dem Vektor 45¢cfp helatest4
eine stabile Transfektion. Da eine erfolgreiche Transfektion durch die Expression des
Fusionsproteins erkennbar war, konnte die Effektivitit durch einfache Betrachtung unter
einem Fluoreszenzmikroskop tiberpriift werden.

Aus der letztlich erfolgreichen Transfektion wurden 12 Klone isoliert und weiter kultiviert.
Nur aus einem dieser Klone konnte eine stabile Zelllinie geziichtet und weiter kultiviert

werden.

4.6.1 HeLa Zellen mit exprimiertem Cx45-eCFP

Die Abbildung 58 zeigt die Fluoreszenzaufnahmen mit dem LSM 510 zweier HeLa Zellen
des positiven Klons aus dem vorhergehenden Kapitel. Auf der Abbildung 58 a) erkennt
man zwei blau fluoreszierende Gap Junction Plaques zwischen zwei HeLa Zellen. Dass es
sich um Plaques bestehend aus dem Cx45-eCFP handelt, wurde in den weiteren Kapiteln
durch Immunfluoreszenz Untersuchungen mit verschiedenen Antikdrpern bestétigt. Die
Abbildung 58 b) zeigt die zu a) gehdrige Hellfeldaufnahme, die Abbildung Abbildung 58
¢) das Uberlagerungsbild von a) und b). Hier sieht man sehr deutlich, dass sich die Plaques

zwischen zwei Zellen befinden.
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Abbildung 58: Fluoreszenzaufnahmen der Cx45-eCFP stabil expremierenden HeLa
Zelllinie. a) Fluoreszenz Aufnahme mit einem eCFP Filtersatz, wobei die beiden
Gap Junction Plaques deutlich zu sehen sind. b) dazugehorige Hellfeld Aufnahme
¢) Uberlagerung der Bilder a) und b). Der Mikrometer Balken entspricht 10 um.

4.6.2 Immunfluoreszenzuntersuchung der Cx45-CFP

positiven HeLa Zellen

Die Abbildung 59 zeigt eine Aufnahme mit dem LSM 510 einiger HeLa Zellen, die das
Cx45-eCFP exprimieren. Auf der Abbildung 59 a) erkennt man die Aufnahme durch
einen eCFP Filter, auf der Abbildung 59 b) die Aufnahme mit einem Filter fiir die
Fluoreszenzmarkierung eines Antikorpers (0-Kaninchen-Alexa 594), die bei einer

Wellenlédnge von 543 nm nachgewiesen werden.
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——

10 pm

Abbildung 59: Aufnahme mit dem LSM 510 einiger HeLa Zellen, die das Cx45-CFP exprimieren.
Abbildung a) zeigt die Aufnahme durch einen eCFP Filter, Abbildung b) die Aufnahme mit einem Filter
der bei einer Wellenlinge von 543nm detektiert. Abbildung c) eine Uberlagerung der beiden Kanile. Der
Mikrometerbalken entspricht 10 um.

Zu sehen ist hier die Fluoreszenz des sekundiren Antikorpers (anti-Kaninchen-Alexa 594
(rot)) gegen eGFP Antikorper (anti-eGFP Living Colors). Auf der Abbildung 59 c) ist
eine Uberlagerung der beiden Bilder Abbildung 59 a) und Abbildung 59 b) zu sehen. Die
Uberlagerung zeigt eindeutig die Kolokalisation der blauen und roten Fluoreszenz und
damit die Kolokalisation des Connexin 45-eCFP und der Antikorper gegen eGFP. Der
Mikrometerbalken entspricht 10 pm.

Abbildung 60 zeigt eine Aufnahme mit dem LSM 510 von zwei HelLa Zellen, die das
Connexin45-eCFP exprimieren: a) illustriert das eCFP Signal des Fusionsproteins Cx45-
eCFP, b) die Fluoreszenz der sekundédren Antikorper gegen Connexin 45 Antikorper, c)
die dazugehorige Hellfeldaufnahme und d) die Uberlagerung von a), b) und ¢). Damit ist
eindeutig gezeigt, dass die blau fluoreszierenden Plaques, Gap Junction Plaques,

bestehend aus Connexin45-eCFP, sind.
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10 pm

—

10 um

A0 pm

Abbildung 60: Aufnahme mit dem LSM 510 zweier HelLa Zellen, die das Connexin45-eCFP
exprimieren. Abbildung a) Das eCFP Signal, Abbildung b) die Fluoreszenz des sekundéren
Antikdrpers nach einer Antikdrperreaktion gegen Cx45, Abbildung c¢) die dazugehorige
Hellfeldaufnahme und Abbildung d) die Uberlagerung der Abbildungen a), b) und c).
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4.7 Herstellung embryonaler Stammzellen mit
gezielt mutiertem Cx45-Allel durch homologe
Rekombination des Austauschvektors

pCx45 CFP

Nach der erfolgreichen Uberpriifung der Funktionalitit des Austauschvektors KI 45CFP
(siche 4.3.7) durch Sequenzierung und Test des Fusionsproteins in HelLa Zellen wurde

dieser in embryonale Stammzellen (HM1; 2.3.7) transfiziert.

4.7.1 Etablierung einer Test PCR zur schnellen Uberpriifung
einer erfolgten homologen Rekombination

Fiir die schnelle PCR Analyse von stabil transfizierten ES-Zellklonen auf eine erfolgreich
stattgefundene homologe Rekombination war die Klonierung des PCR Testvektors
45CFP_PCR Test (siche 4.3.6) eine zwingende Vorrausetzung. Der PCR Testvektor
enthélt eine um 120 Bp ldngere Sequenz des 3' Bereiches des Connexins45 als der
Austauschvektor. Aus diesem Bereich wurde ein Primer (frt go 3) abgeleitet, der zweite
Primer (3_go frt) wurde in der frt Sequenz der Neokassette abgeleitet. Dadurch entstand
bei einer PCR ein Amplikon von 2,1 kb. Die quantitative Test PCR zeigte ein Signal bis
0,1 fg (sieche Abbildung 61). Dieses Amplikon kann nur nach erfolgter homologen

Rekombination des Austauschvektors KI45 CFP in embryonalen Stammzellen entstehen.

Abbildung 61: Gelfoto der quantitativen Test PCR fiir die Uberpriifung der homologen
Rekombination mit HTM1 Hintergrund DNS; man erkennt ein spezifisches Amplikon bei
2,1 kb. Spalte 1: 1kb Leiter. Spalte 2-13 PCR mit Verdiinnungsreihe des PCR-Test
Vektors. Spalte 2 - 1pg, dann jeweils 1/10 verdiinnt bis Spalte 13 - 10 ag (Atogramm). In
dem mittleren Verdiinnungsbereich ist eine Abschwéchung zu erkennen, die Ursache ist
unbekannt, das Ergebnis aber reproduzierbar.
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4.7.2 Erzeugung  und
rekombinierten ES-Zellen.

Uberpriifung

der

homolog

Nach der Transfektion der ES-Zellen mit dem Austauschvektor KI45 CFP entstanden im

Falle einer homologen Rekombination G418-resistente ES-Zellklone, bei denen ein Allel

wie in Abbildung 62 dargestellt mutiert war.

3.9 kb

E45 CFP
| T

LI I B -

¥ T | v '
Bionl  BExonZ Exond’ frt neo frt Furarmy zin Arrplzilin

3" Regian 3" Region

6.4 kb

eCFF

EcoR| .:‘u'otl
' — =

T | T '
Exon? Exon3’ frt neo  frt
interme Sonde — +2,1 kb

3" Regian

Cxd 5-CFP
| T

EcaoRI

E:{Inrﬂ

‘3" Region

Abbildung 62: Homologes Rekombinationsschema in den Wildtyp (WT) Lokus des Cx45 Gens von ES-
Zellen nach der Transfektion mit dem Austauschvektor K145 CFP, so dass der mutierte Lokus Cx45-eCFP
entstand. In den homolog rekombinierten Lokus Cx45-eCFP sind die Positionen der PCR Primer
eingezeichnet, die das 2,1 kb groe Amplikon ergeben, wenn eine homologe Rekombination stattgefunden
hat. AuBerdem ist die Position der internen Sonde dargestellt, die zur Southern Blot Hybridisierung
eingesetzt wurde. Dazu die Position der Restriktions Schnittstellen, die die angegebenen Fragmente nach
der Spaltung ergeben.

4.7.3 Charakterisierung der ES-Zellen auf genomischer
Ebene
Um die homolog rekombinierten ES-Zell Klone zu charakterisieren wurde die aus ihnen
gewonnene DNS doppelt analysiert (sieche Abbildung 63), zum einen durch PCR Analyse
zum Nachweis der homologen Rekombination, zum anderen durch Southern Blot Analyse

der PCR positiven ES-Zell Klone nach EcoRI Spaltung mit der internen Sonde. Dabei
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sollte das Wildtyp Allel eine Bande bei 3,9 kb zeigen und das homolog rekombinierte Allel
eine Bande bei 6,4 kb. Eine Southern Blot Hybridisierung mit einer externen Sonde konnte
aus Zeitgriinden nicht mehr erfolgen. Bei der Southern Blot Hybridisierung wurde ein
Restriktionsenzym gewéhlt, welches immer einmal innerhalb und einmal auBerhalb des
Austauschvektors schneidet (EcoRI). Nur nach erfolgreicher homologen Rekombination
konnte die Hybridisierung mit den genannten Fragmenten erfolgen. Falsche Integrationen
hitten Banden in unterschiedlicher Hohe ergeben, da EcoRI hédufig im Genom schneidet

und zusitzliche Fragmente variabler Grof3e aufgetaucht wéren.

Abbildung 64: Autoradiographie nach Southern
Blot Hybridisierung - Nachweis der homologen
Rekombination des Austauschvektors KI45 CFP
in transfizierte ES-Zellen. Zu sehen sind in den
Spalten 1-6 die Klone 246, 309, 413, 433, 445,
563, wobei die Klone 413, 445 und 563 die
erwartete Bande bei 3,9 kb und 6,4 kb zeigen.

Abbildung 63: Nachweis der homologen
Rekombination des Austauschvektors KI45 CFP
in transfizierten ES-Zellen mit Hilfe der Test PCR.
Spalte 1: 1 kb Leiter, in Spalte 2-7 sind die Klone
246, 309, 413, 433, 445, 563 zu sehen, die alle ein
Amplikon von 2,1 kb zeigten.

Insgesamt wurden in drei Transfektionen 866 Klone analysiert, wobei nach der dritten
Transfektion zwolf Klone per PCR als korrekt homolog rekombiniert identifiziert wurden.
Das entspricht einer Frequenz von ca. 1,4 %. Sechs dieser Klone wurden einer Southern
Blot Analyse mit der internen Sonde unterzogen und die Anzahl der vorhandenen
Chromosomen wurde untersucht. Eine Zusammenfassung der Ergebnisse ist in der

folgenden Tabelle zu sehen:
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Klon Nr. PCR SBWT SB Intern Morphologie | Karyotyp
(2,1kb)
246 + + - gut n.d.
254 n.d. n.d. --- n.d.
301 + n.d. n.d. Sehr gut 70%
309 + + - Sehr gut n.d.
413 + + + Sehr gut 69%
433 + + - Sehr gut n.d.
445 + + + Sehr gut 79%
454 + n.d. n.d. - n.d.
500 + n.d. n.d. - n.d.
546 + n.d. n.d. --- n.d.
563 + + + Sehr gut 75%
579 + n.d. - gut n.d.

Tab.4.7.3-1 Charakterisierung der homolog rekombinierten ES-Zell Klone mit mutierten Cx45 Allel. Im

PCR Test zeigten zwolf von 866 Klone ein positives Signal mit einem Amplikon bei 2,1 kb.
Von den sechs weiter analysierten Klonen zeigten drei nach Southern Hybridisierung eine
Einfachintegration des Austauschvektors. Eine morphologische Einschitzung der Klone
wurde anhand typischer ES-Zell Charakteristika getroffen, wie kleine nicht differenzierte
Zellen, kissenférmig und abgerundeter Wuchs der Klone; eingeteilt wurde hier in gut und
sehr gut. Der Anteil der Zellen eines Klons mit vollstdndigen Chromosomensatz reichte bei
den analysierten Klonen von 69% bis 79%. Ein + in den Southern Blot Spalten bedeutet zum
einem, dass die Wildtyp Bande nachgewiesen wurde, zum anderen, dass eine
Einfachintegration stattgefunden hat. Die Morphologie der Klone wurden als gut und sehr

gut eingestuft. nd = nicht untersucht.

4.7.4 Charakterisierung auf funktioneller Ebene

Fiir eine Charakterisierung auf funktioneller Ebene wurden ein Klon unter Fluoreszenzlicht

mit dem LSM 510 untersucht. Positive Klone kénnten hier eCFP exprimieren und dadurch

mit Fluoreszenzlicht nachweisbar sein, wenn Connexin45 in ES-Zellen exprimiert wird.

Untersucht wurde der Klon 301.
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20 pm
e}

20 pm

Uberlagerungsbild. Der Balken entspricht 20 pm.

20 pm

Abbildung 65: Aufnahmen des ES-Zell Klons 301 (a,c,e) und von Wildtyp ES-Zellen
(b,d,f) mit dem Laserscan Mikroskop LSM 510. Aufnahme a) Fluoreszenzaufnahme , auf
¢) die dazugehorige Durchlicht Aufnahme , e) das Uberlagerungsbild. b) ist die
Fluoreszenzaufnahme, d) die dazugehorige Durchlichtaufnahme und f) =zeigt das
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Abbildung 65 zeigt auf den Bilder a), ¢) und e) die Aufnahmen des Klons 301, wobei a) die
Fluoreszenzaufnahme zeigt. Im Vergleich dazu zeigt das Bild b) die Fluoreszenzaufnahme
von Wildtyp ES-Zellen. Angeregt wurde hier mit einem Laser mit der Wellenldnge 458
nm, womit die eCFP Fluoreszenz angeregt werden kann. Beide Aufnahmen wurden mit der
gleichen Laserstirke gemacht. Man erkennt deutlich die Fluoreszenz des eCFP auf dem

Bild a) im Vergleich zur kaum vorhandenen Hintergrundfluoreszenz (sehr schwach) von

Bild b).
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5 Diskussion

Zu Beginn der Arbeit existierten noch keine Mause, die ein Fusionsprotein aus einem
Connexin und eGFP oder eCFP exprimierten. Mit Hilfe von Fusionsproteinen mit
Beteiligung von eGFP wurden allerdings vorher schon Untersuchungen in

Zellkultursystemen durchgefiihrt (Bukauskas et al., 1999; Paemeleire et al., 2000).

Mit Hilfe dieser Fusionsproteine sollte die Lokalisation des Connexin36 in der Maus
besser aufgekliart werden, da zu dem damaligen Zeitpunkt auch noch keine Antikdrper
existierten, mit denen Connexin36 zuverldssig nachgewiesen werden konnte. Aus diesem
Grunde wurde ein Vektor kloniert, der das Connexin36 und das Fluoreszenzprotein eCFP
im gemeinsamen Leseraster beinhaltet. Die Entscheidung eCFP und nicht eGFP zu
benutzen, wurde getroffen, da so eine Reihe von Kolokalistionsuntersuchungen ermdglicht
wurden. Diese transgenen Miuse hétten mit Méiusen verpaart werden konnen, die andere
Fusionsproteine mit eGFP exprimieren; eCFP und eGFP lassen sich mit Hilfe des LSM510
META sehr gut unterscheiden. Durch die unterschiedlichen Fluoreszenzeigenschaften
konnte man Interaktionen oder Kolokalisationen besser aufkliren. Das Projekt konnte
leider nicht fertig gestellt werden, da eine andere Arbeitsgruppe bereits eine transgene
Maus mit einem BAC Konstrukt erzeugt hatte, die = Connexin36 mit eGFP als
Fusionsprotein exprimierte (Feigenspan et al., 2004). Das Projekt wurde daher gestoppt
und stattdessen mit der anderen Arbeitsgruppe um Prof. Monyer (Heidelberg)
zusammengearbeitet.

Da die Verwendung eines BAC Vektors zur Herstellung einer transgenen Mauslinie einige
Vorteile versprach (weniger Klonierungsschritte, einfachere Technik, schnellere Erzeugung
transgener Tiere durch Vorkerninjektion (Yang et al.; 1997)), wurde ein weiteres Projekt
auf dieser Basis aufgebaut. Es sollte ein Fusionsprodukt aus Connexin45 und eCFP
hergestellt werden. Sowohl Cx36 als auch Cx45 werden in bestimmten Regionen des
Gehirns und der Retina ausgepridgt. Daher konnte erwartet werden, dass auch ein
Fusionsprotein aus Cx45 mit einem Fluoreszenzprotein in einer transgenen Maus neue
Einsichten zur genauen Lokalisation des Cx45 Proteins ergeben konnte. Zum damaligen

Zeitpunkt existierte noch kein zuverldssig funktionierender Antikorper gegen Cx45.
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Aufgrund erheblicher experimenteller Schwierigkeiten bei der Klonierung dieses
Konstruktes wurde spédter entschieden, parallel einen Austauschvektor zu erzeugen, der das
Connexin45 mit eCFP in Fusion enthalten sollte. Das ,,BAC System‘ wurde dann auf die
Verwendung von Connexin45 mit eGFP umgestellt, damit die beiden unterschiedlichen
Mauslinien unterschiedliche GFP Varianten exprimieren.

Durch die eCFP/eGFP Fluoerezenzmarkierung der Connexin45 Proteine kdnnte man, mit
den aus diesen beiden Vektoren (BAC und Insertions Vektor) erzeugten Méusen, z.B.
gezielt in der Retina dieser transgenen Tiere Farbstoffinjektionen vornehmen und die
Ausbreitung der Farbstoffe untersuchen. Man konnte dadurch Aussagen {iiber die
Kopplungseigenschaften beziiglich der Fusionsproteine in der Retina gewinnen. Natiirlich
wire auch eine direkte Fluoreszenz Mikroskopie mit frisch priparierten Retinae moglich,
um Aussagen iiber die Lokalisation des Cx45 Fusionsprotein zu treffen. Interessant wire
der Vergleich beider transgener Tiere mit Cx45-CFP und Cx45-eGFP.

Ebenso konnte man diese Experimente mit Cx36-eGFP/Cx45-eCFP doppelt transgenen
Tieren durchfiihren. Kopplungsuntersuchungen mit Hilfe des Farbstofftransfers konnte
man auch in weiteren Geweben durchfiihren, in denen Cx45 exprimiert wird, wie z.B. in
glatten Muskelzellen oder im reizleitenden Myocard.

Durch geschickte Verpaarung mit Cx45 KO Maiusen konnte man untersuchen, inwieweit
das Connexin45-eCFP Fusionsprotein die Funktion des nativen Connexin45 {ibernehmen
kann, und ob die Letalitit der Cx45 del Tiere Uberwunden werden kann. Dieses
Experiment konnte auch mit den BAC transgenen Méusen durchgefiihrt werden um
herauszufinden, inwieweit das Cx45-eGFP Fusionsprotein die Funktion des nativen CX45
iibernehmen kann.

Generell sollte durch die Erzeugung von Connexin45-eCFP transgenen Maéusen eine
Aussage erhalten werden, ob Tiere mit diesem Genotyp lebensfdhig sind, im heterozygoten
und im homozygoten Zustand. Es besteht ja immer die Moglichkeit, dass ein solches
Konstrukt zu mdglicherweise schwerwiegenden Phédnotypen oder gar zu zu einer
embryonalen Letalitdt fiihrt. Wenn beide Linien sich als lebensfahig herausstellen, kann
man diese direkt miteinander vergleichen und kreuzen, um auch eine Aussage iiber die
Spezifitdt der Expresssion des BAC Konstruktes zu bekommen. Hierzu konnen ebenfalls
direkte fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen durchgefiihrt werden, der Vergleich
von eCFP und eGFP Fluoreszenz ist mit dem LSM510 META mdglich.

Die Expression des Connexin45-eCFP der Cx45-eCFP Tiere kann auch durch direkte
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Fluoreszenz Mikroskopie mit der Expression des eGFP von Cx45KO(eGFP) Tieren
verglichen werden (Maxeiner et al, 2005). Auch hier kann wieder auf die Spezifitit der
Expression geschlossen werden, wobei iiberpriift werden kann, ob die Expression des
eGFP im Zytoplasma mit der Expression des Cx45-eCFP in der Membran derselben Zelle,

wie erwartet, zusammenfallt.

5.1 Klonierung des Vektors pCx36 CFP

Aus den verfligbaren DNS Fragmenten des Connexin36 und verschiedener anderer
Vektoren wurde der Vektor pmCx36 CFP (sieche Abbildung 13 und Kapitel 4.1)
hergestellt. In diesem Vektor befindet sich die kodierende Region des Connexin36 im
Leseraster mit dem Fluoreszenz Protein eCFP. Als Ausgangvektor dienten der Vektor
pmCx36 [Sohl Doktorarbeit, 1999] und der Vektor peCFP-N1 von Clontech. Der
Endvektor sollte ein einfacher Austauschvektor werden, ohne die Moglichkeit einer
konditionalen Deletion in der Maus durch das Cre/LoxP oder flp/frt System. Der
fertiggestellte Vektor ist fiir Untersuchungen in HeLa Zellkultursystemen geeignet. Damit
konnen auch Doppel-Transfektanten erzeugt werden, mit Cx45-eGFP und Cx36-eCFP. Mit
Hilfe dieser trangenen Zellen konnte untersucht werden, inwieweit sich heteromere oder

heterotypische Gap Junctions in HeLa Zellen ausbilden konnten.

5.2 Klonierung des Vektors BAC 45-GFP

Der hier hergestellte verdnderte BAC Vektor sollte die kodierende Region des Connexin45
im Leseraster mit eCFP beinhalten. Im Laufe der Klonierung des Shuttlevektors wurde
zwischenzeitlich das eCFP gegen eGFP ausgetauscht. Dies geschah, weil parallel zur
Klonierung des Shuttlevektors ein klassischer Austauschvektor kloniert wurde, der ein
Fusionsprodukt mit eCFP beinhaltet. Der Umstieg auf eGFP versprach eine Verbesserung
der Chancen fiir den Nachweis des Fluoreszenzproteins, so dass letztlich in beiden zu
erstellenden Mauslinien unterschiedliche GFP Varianten zum FEinsatz kommen sollten.
Zum Zeitpunkt der Entscheidung fiir dieses Projekt existierte noch kein Antikorper gegen
Connexin45, der zuverléssig funktionierte.

Bei der Erzeugung einer transgenen Mauslinie mit Hilfe der Oozyten Injektion von

genetisch verdnderter DNS verspricht die Verwendung eines BAC Vektors einige Vorteile.
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Aufgrund der GroBe dieses Vektors, hier mit ca. 260 kb, sollten alle regulativen
Sequenzen des endogenen Bereiches des Connexin45 inklusive des endogenen Promotors
in dem Vektor integriert sein. Aus diesem Grund sollte die Expression des Fusionsproteins
Cx45-eGFP der endogenen Expression des Cx45 entsprechen. Daher konnte in den
transgenen Tieren eine Zelltypbestimmung durchgefiihrt werden, um festzustellen in
welchen Zellen das Fusionsprotein zu finden ist.

Aus den verfiigbaren DNS Sequenzen fiir das Connexin45 und anderen Vektoren wurde
der ,,Shuttle” Vektor fiir die homologe Rekombination in E.coli Bakterien hergestellt (siche
Kapitel 4.2). Die kritische Fusionssequenz mit dem deletierten Stop Kodon wurde
sequenziert. Der ,,Shuttle® Vektor ist ein Vektor mit einer geringen Kopienanzahl pro
Bakterienzelle (Yang et al.; 1997) und war daher schwierig aufzureinigen und zu klonieren.
Mit dem fertigen Shuttlevektor wurde die homologe Rekombination in E.coli Bakterien
mit dem BAC Vektor 2235 erfolgreich durchgefiihrt, der letzte Schritt in Kooperation mit
Julia von Maltzahn. Die erfolgreiche homologe Rekombination konnte mit Hilfe einer
Southern Blot Hybridisierung nachgewiesen werden.

An die noch durchzufiihrende Aufreinigung kann sich die Injektion in Oozyten anschlieBen
um auf diesem Wege eine transgene Mauslinie zu erzeugen. Da aufgrund der Methode
mehr als eine Kopie des BAC Vektors in das Genom der Maus eingebaut werden kann (die
Anzahl ist nicht vorhersagbar), muss als erstes festgestellt werden, wieviele Kopien des
BAC Vektors in das Genom integriert wurden. Die Bestimmung der Anzahl wird mit Hilfe
einer Southern Blot Hybridisierung abgeschétzt werden. Im Anschluss daran ist es moglich
verschiedene Mauslinien zu etablieren, die eine unterschiedliche Anzahl von Kopien im
Genom aufweisen. Diese Linien konnen miteinander verglichen werden, um die
Auswirkungen einer Uberexpression des Cx45-eGFP Fusionsproteins z.B. auf die
Embryonalentwicklung zu analysieren. Voraussetzung hier ist allerdings, dass die
Integration des BAC Konstruktes nicht zu mehr oder weniger starken Phénotypen oder

sogar zu einer embryonalen Letalitit fiihrt.
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5.3 Klonierung des Vektors K145 CFP

Da die Klonierung des Shuttle Vektors fiir die BAC Klonierung sehr schwierig und
langwierig war, wurde zusitzlich ein Austauschvektor kloniert, der fiir die homologe
Rekombination in ES-Zellen benutzt werden konnte. Dieser Vektor wurde aus den
vorhandenen Sequenzen des Connexin45 und verschiedener anderer Vektoren (siehe
Kapitel 4.3.7) kloniert. Die Klonierung umfasste acht Schritte.

Der fertige Austauschvektor wurde sequenziert und durch Restriktionsanalysen tiberpriift.
Die funktionelle Uberpriifung des Fusionskonstruktes wurde durch die Herstellung eines
Zellkulturvektors erreicht, wie im folgenden Kapitel diskutiert wird. Der Austauschvektor
besitzt die komplette Exon Intron Struktur des Connexin45 mit den Exons lc, 2 und 3 als
5' homologen Bereich und ca. 2,4 kb des 3' Bereichs als Homologiebereich fiir das
Rekombinationsereignis.

Das Stopcodon des Connexin45 wurde deletiert und eine Linkersequenz zwischen Cx45
Exon3 und eCFP einkloniert, Cx45 befindet sich im gleichen Leseraster mit eCFP. Hinter
der eCFP Sequenz befindet sich ein Bereich von rund 400 Basenpaaren mit Sequenzen aus
dem 3' Bereich des Connexin45. Diese Sequenz wurde so kurz gewihlt, um die Insertion
der Sequenz des eCFP als auch die des Neomyzin Resistenzgens bei einer Rekombination
in das Zielgenom zu begiinstigen. Je kiirzer diese Sequenz ist, desto geringer ist die
Wabhrscheinlichkeit eines Rekombinationsereignisses an dieser Stelle. Daran schlie3t sich
die Neomyzin Resistenz Kassette an, die von zwei frt Sequenzen flankiert wird.

Die stromabwirts gelegene frt Sequenz dient als Erkennungssequenz fiir einen der beiden
Primer, mit denen die erfolgreiche homologe Rekombination in transfizierten ES-Zellen
iiberpriift wurde- Der andere Primer bindet aulerhalb der inserierten Sequenz. Diese PCR
ist aufgrund der langen 5' Homologie des Austauschvektors die einzige Moglichkeit, mit
der die Rekombination durch PCR nachgewiesen werden kann. Mit Hilfe dieses Vektors
wurden ES-Zellen erzeugt, die Cyan fluoreszierende Connexin45-eCFP Proteine erzeugen

(Kapitel 4.7).
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5.4 Erzeugung stabiler HeLa Cx45-CFP Zellen

Ausgehend von einer Vorstufe des Austauschvektors (siehe 4.3.5) wurde ein Vektor
kloniert, mit dem erfolgreich HeLa Zellen transfiziert werden konnten, die Cyan
fluoreszierende Cx45-eCFP Proteine exprimieren. Es wurden vier Vektoren erzeugt, mit
denen Transfektionsversuche unternommen wurden. Lediglich nach Transfektion mit dem
zuletzt klonierten Vektor 45cfp helatest4 (siche 4.4.3) konnten entsprechend
fluoreszierende Plaques nachgewiesen werden. Bei jedem Klonierungsschritt wurde ein
Teil des 5' Bereichs mit der Exon-Intron Struktur des Cx45 entfernt. Erst mit der
kompletten Entfernung des 5' Bereiches, so dass sich das Startcodon direkt hinter dem
CMYV Promotor des Vektors befand, konnten Zellen mit blauer Fluoereszenz nachgewiesen
werden. Auch konnten vorher nach Zugabe des Selektionsmediums mit Puromyzin kaum
oder gar keine iiberlebenden Zellen festgestellt werden. Es bleibt aber festzuhalten, dal3 die
Transfektion eines Zellkulturvektors mit Connexin45-CFP und Bereichen aus dem 5'
Bereich des Connexins45 in HelLa Zellen nicht zu lebensfahigen HelLa Zellen fiihrt. Die
Zellen sterben nach Zugabe des Selektionsmarkers Puromycin ab. Uberlebende Klone
zeigten keine Fluoreszenz. Inwieweit der 5' Bereiche EinfluB3 auf die Lebensfahigkeit der
HeLa hat, kann nicht entschieden werden. Hier konnte man mit induzierbaren Konstrukten
versuchen herauszufinden, ob durch Induzierung der Expression ein letaler Effekt
nachzuweisen ist.

Die tiberlebenden Zellen zeigten keine Expression des Cx45-CFP. Erst durch den Verzicht
auf den 5' Bereich konnten einige wenige iiberlebensfihige HelLa Zellen beobachtet
werden, aus denen auch eine stabile Zelllinie erstellt werden konnte.

Dass die blau fluoreszierenden Plaques in der Membran aus Connexin45 und eCFP
bestehen, wurde mit Antikérperfarbungen nachgewiesen (siche 4.6.2).

Der so erzeugte HelLa Klon konnte auch noch fiir eine weitere Transfektion benutzt
werden, um eine Coexpression mit anderen mit einem Fluoreszenzprotein markierten oder

auch unmarkierten Connexinen zu untersuchen.
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5.5 Erzeugung homolog rekombinierter Cx45-

CFP ES-Zellen

Nachdem klar wurde, dass Cx45-CFP in HeLa Zellen Gap Junction Plaques bilden und der
Austauschvektor KI45 CFP sequenziert und fiir korrekt befunden wurde, wurde dieser
Vektor zur homologen Rekombination in ES-Zellen eingesetzt.

Nach stabiler Transfektion von ES-Zellen unter Verwendung des linearisierten
Austauschvektor ,,KI45 CFP* (siehe 4.3.7) wurden insgesamt 866 (G418-resistente ES-
Zellklone aus drei verschiedenen Transfektionen isoliert. Von diesen 866 Klonen wurden
zwolf durch PCR positiv getestet, die Aufgrund des PCR Ergebnisses im 3' Bereich als
homolog rekombiniert charakterisiert wurden (sieche 4.7.3). Die Frequenz lag damit bei ca.
1,4%. Von diesen zwolf PCR positiven ES-Zellklonen wurden sechs mit Hilfe einer
Southern Blot Hybridisierung weiter charakterisiert (siche 4.7.3). Dadurch konnte die
homologe Rekombination auf der 3' Seite bestitigt werden. Die sich anschliefende
Karyotyp Analyse der Klone gab Auskunft iiber die in der Zellkultur aufgetretenen
Chromosomen-Aberrationen und fiihrte zu der Auswahl der ES-Zellklone (siche Tab.4.7.3-
1) fiir die Blastozysten-Injektion. Einer der positiven ES-Zellklone (Klon 301) konnte mit
Hilfe des Laserscan Mikroskopes untersucht werden. Dieser Klon zeigte eine Fluoreszenz
im fiir eCFP typischen Frequenzbereich (siche 4.7.4), allerdings war diese Fluoreszenz sehr
schwach. Inwieweit daraus erzeugte transgene Tiere tatsdchlich eine geniigend starke
Expression des Cx45-CFP zeigen und damit eine Lokalisationstudie oder
Interaktionsstudien ermoglichen werden, ist mit diesen Ergebnissen nicht abschitzbar.

Eine PCR {iber den 5' Bereich ist aufgrund der sehr langen 5' Homologie im
Austauschvektor nicht moglich. Die Bestétigung der korrekten Rekombination kann hier
nur iiber eine Southern Blot Hybridisierung erfolgen, die noch durchgefiihrt werden muf3.
Die hier erzeugten ES-Zellen kdnnen nun fiir Blastozysten Injektionen verwendet werden,
um eine transgene Cx45-eCFP Mauslinie zu erzeugen. Mit dieser produzierten Mauslinie
lassen sich dann z.B. ,,Rescue* Experimente durchfithren. Zum Beispiel kdnnte man noch
eine Kreuzung mit Cx45-KO Tieren machen, um herauszufinden, ob das Fusionsprotein
aus Cx45 und eCFP die Funktion des Cx45 vollstindig iibernehmen kann, oder ob es dabei
zu Problemen kommt, die sich in einer phianotypischen Anomalie du3ern. Im ersten Schritt

wird zu zeigen sein, ob heterozygote Tiere mit dem Genotyp Cx45/Cx45-CFP lebensfihig

Seite 113



Diskussion

sind oder ob ein Phinotyp nachweisbar ist. Falls ein schwerwiegender Phinotyp oder sogar
eine embryonale Letalitdt festgestellt wird, zeigt dieses, das der C-Terminus von Cx45
nicht ohne Funktionsverlust markiert sein darf. Dies wiirde allerdings eine Reihe von
Fragen aufwerfen, welche Funktion des C-Terminus des Cx45 gestort wére, wie z.B. die

Bindung verschiedener Proteine.

5.6 Ausblick

Weitere Experimente die mit den hier erstellten Ergebnissen moglich sind, sind zum einen
die Herstellung der transgenen Méusen mit Hilfe der genetisch verdnderten ES-Zellen
durch Blastozysteninjektion und des BAC Vektors durch die Oozyten Injektion. Der BAC
Vektor mufl vorher noch aufgereinigt werden. Als erstes wird dabei festzustellen sein,
inwieweit die so erzeugten Mause lebensfahig sind.

Wenn sie denn lebensfdhig sind, konnen die so erzeugten Miuse dabei direkt miteinander
verglichen werden, und konnen mit Cx45 KO Maiusen gekreuzt werden. So kann auch
herausgefunden werden, ob die embryonale Letalitit der Cx45KO Maéuse durch das
Fusionsprotein Cx45-CFP oder Cx45-eGFP aufgehoben werden kann, das Fusionsprotein

die Funktion des nativen Cx45 tibernehmen kann.

Weiterhin konnen mit Geweben dieser Mause Farbstoffinjektionsexperimente durchgefiihrt
werden, um das Kopplungsverhalten der Zellen untereinander zu untersuchen. Zusétzlich
konnen Farbstofftransfer Experimente mit den erzeugten Cx45-eCFP Hela Zellen
durchgefiihrt werden. Diese Ergebnisse konnten dann mit den Ergebnissen aus den
Gewebeuntersuchungen verglichen werden.

Mit den Méusen, die durch die Injektion des BAC Vektors in Oozyten hergestellt werden
konnen, konnen Uberexpressions Experimente durchgefiihrt werden, z.B. ob die
Uberexpression des Connexin4d5-eGFP EinfluB auf die Embryogenese hat.

An beiden erzeugten Mauslinien kann mit Hilfe von Elektrokardiogramm Experimente
untersucht werden, inwieweit sich am Herzen Unterschiede zu Wildtyp Mausen erkennen
lassen. Weitere interessante Gewebe zur Untersuchung sind z.B. Retina, Darm oder auch

das Gehirn.
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Die so erzeugten Méiusen sollten vollstaindig charakterisiert werden, z.B. durch die
Herstellung von Kryoschnitten und Immunfluoreszenz Untersuchungen zu Lokalisations
und Kolokalisationsexperimente mit verschiedenen Connexinen, direkte Fluoreszenz
Untersuchungen zu Lokalisation der Cx45 Fusionsproteine und elektrophysiologische
Untersuchungen an Gewebedickschnitten des Gehirns, Elektroretinogramme und weitere

Verhaltenstests.
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6 Zusammenfassung

Fiir Untersuchungen der genauen Lokalisation des Cx45 Proteins in Geweben wurde ein
Austauschvektor erstellt, bestehend aus zur Verfiigung stehenden Sequenzabschnitten des
Cx45 und dem ,,enhanced cyano fluorescent protein (eCFP)*“. In diesem Vektor befinden
sich Cx45 mit deletiertem Stop Codon und eCFP im gleichen Leseraster, so dass bei einer
Expression ein Fusionsprotein aus Cx45 und eCFP entstehen kann. Der Vektor wurde in
embryonale Stammzellen transfiziert und positive Klone wurden durch PCR,
fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen und Southern Blot Hybridisierungs Analysen
bestétigt. Diese ES Zellen konnen fiir die Erzeugung einer transgenen Maus verwendet
werden.

AuBlerdem wurde ein Shuttlevektor kloniert, mit dessen Hilfe ein BAC Vektor durch
homologe Rekombination in E.coli Bakterien verdndert werden konnte. Dieser BAC
Vektor beinhaltet nach der homologen Rekombination die Sequenz von Connexin45 mit
deletiertem Stop Codon und eGFP im selben Leseraster Die Expression eines
Fusionsproteins steht dabei unter dem endogenen Cx45 Promotor. Dieser BAC Vektor
kann fiir die Oozyten Injektion verwendet werden, um eine transgene Maus herzustellen,
die das Fusionsprotein aus Cx45 und eGFP iiberexprimiert durch zufillige Insertion des
Vektors in das Zielgenom. Auflerdem wurde ein Vektor erzeugt, der in HeLa Zellen
transfiziert wurde und dort zur Expression von blau fluoreszierenden membranstindigen
Gap Junction Plaques fiihrte. Diese Plaques konnte mit Hilfe von Antikorper gegen Cx45,
bestdtigt werden. Es wurde ein positiver Klon aus diesen Versuchen gewonnen.

Zur weitergehenden Untersuchung des neuronalen Cx36 wurde die Vorstufe eines
Austauschvektors, unter Verwendung verschiedener Zwischenvektoren, erstellt. Dieser
Austauschvektor wurde mittels kodierender DNAs von Maus Cx36 und eCFP kloniert. Die
Sequenzen von Cx36 und eCFP befinden sich im Leseraster, das Stop Codon des Cx36
wurde deletiert, so dass bei der Expression im Zellkultursystem oder in der Maus ein
Fusionsprodukt entstehen kann. Mit diesem Fusionsprotein aus Cx36 und eCFP kann die
Lokalisation des Connexin36 in Geweben der Cx36 auch ohne Antikérper gegen Cx36
durchgefiihrt werden. Der Vektor eignet sich fiir Untersuchungen in HeLa

Zellkultursystemen.
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Abbildung 66: Eukaryotischer Expressionsvektor,
enthélt die Sequenz fiir eCFP
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Abbildung 67: Vektor mit einem Teil des
Cx36Exon2 mit eCFP im gleichen Leseraster
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Abbildung 68: Vektor mit Cx36 Exon 142 und eCFP im Leseraster, Expressionsvektor, fiir Zellkultur
geeignet
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Abbildung 69: Vektor mit Cx45 Exon3 und eGFP
im gleichen Leseraster
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Abbildung 70: Vektor mit Cx45 Exon3 und eCFP
im gleichen Leseraster
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Abbildung 71: Vektor mit Cx45 und eCFP im
gleichen Leseraster fiir die Herstellung des
Shuttlevektors
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Abbildung 72: Vektor mit Cx45CFP und 3 kb aus
dem 3' Bereich des CX45
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Abbildung 73: Vorstufe des fertigen KI Vektors
mit CX45 und eCFP im Leseraster
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Abbildung 75: 3. Hela Test Vektor mit CX45 und
eCFP und verkiirztem 5' Bereich
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Abbildung 74: Testvektor fiir die PCR mit Cx45
und eCFP im Leseraster und einem verléngerten
Bereich aus dem 3'Bereich des CX45
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Abbildung 76: 2. Hela Test Vektor mit verkiirztem
Cx45 5' Bereich
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Abbildung 77: Vektor mit den Exonen 1,2 und 3 des CX45
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Abbildung 79: Hela Zellkultur Test Vektor mit Cx45 und eCFP im gleichen Leseraster, ohne 5' Bereich
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