Phanotypische und molekulare Analyse einer Maus
mit Insertionsmutation und axonaler Reorganisation

im Hippocampus

Dissertation
zur Erlangung des Doktorgrades
der Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultaten

der Georg-August Universitat zu Goéttingen

vorgelegt von
Detlef Bohm

aus Heinebach

Gottingen 2001



D7
Referent: Prof. Dr. Wolfgang Engel

Korreferent: Prof. Dr. Ulrich Grossbach

Tag der miindlichen Priifung: 02. Mai 2001



Inhaltsverzeichnis

INHALTSVERZEICHNIS ... errrr s s s s e s e s s s s e e n e |
ABKURZUNGEN .......cciiiitiiicitcsec s e ssss s sssss s ssesssssssssssssssssssssssessssssssnsansens Vil
1 EINLEITUNG...... ..o r s s s 1
1.1 Ursprung der mutanten TC-Mauslinie und Struktur der verwendeten Konstrukte.............. 1
1.2 Zur Insertions-Mutagenese bei der Erzeugung transgener Miuse 2
1.3 Der Phénotyp der Maus mit Insertionsmutation 3
14 Die Hippocampus-Formation: Zytoarchitektur und Konnektivitit 4
1.5 Ziele der vorliegenden Arbeit 7
2 MATERIAL UND METHODEN..........ciiiiiirrrrececcree e 8
2.1 Chemikalien 8
2.2 Gebrauchswaren 11
2.3 Stammlésungen, Puffer und Medien 11
24 Molekulargewichtstandards 14
2.5 Verwendete Vektoren, Bakterienstimme, Antibiotika und Agarplatten 14
B 0 B V<) 10 (< 1 RS 14
2.52  BaKterieNStAMITIC ......eeiieeieiieiieieeiesieesieesteeteeteseee et eteenteenaessaesseenseensesnsesseesseenseenns 14
2.5.3  Antibiotika und AGarplatten ..........cceeceeeiiiierieriee e 14
2.6 Gensonden, Oligonukleotide und Antikérper 15
2.6.1  Gensonden Und KIONE..........cocuieiuiriiiienieiieie et 15
2.6.2  Synthetische OligonuKICOtide ........c.eevvieriiriieieiieieee e 15
2.0.3  ANTIKOTPET.....eiiuieiieii et et etee it eteete e stee st e st eae e st e sseeseenseenseensessaesseeseensesnnesnnenns 17
2.7 Eukaryotische Zellinien und Medien 18
2.7.1  EukaryotiSChe ZelliNICN ........ccueeiiieiiiieriieriieie ettt 18
272  Medien fir die ZelIKUItUL...........ccoeririieieiieeieeee et ee 18



Inhaltsverzeichnis II

2.8 Genomische Bibliotheken der Maus 18
2.9 Miiuse- und Rattenstiimme 18
2.10 Methoden zur Isolierung und Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren.................. 19
2.10.1 Isolierung hochmolekularer genomischer DNA aus Organen ............c.ccoeveveveeeeienieeniencnennns 19
2.10.2 Isolierung von Plasmid-DNA durch Midi- oder Maxipraparation...............ccceeveeververeeneeannnns 19
2.10.3 Isolierung von Plasmid-, Cosmid- und PAC-DNA durch Minipréparation..............ccceevennene 20
2.10.4 Isolierung von Cosmid- und PAC-DNA durch Maxipraparation ............cceceervererereeenennennnns 20
2.10.5 Herstellung von GlyzerinKryOKUITUIEN .........ccuveivieieeieiieieee ettt 21
2.10.6 Isolierung von Gesamt-RNA aus GEWEDE .........c.cccuerieriieiiieieeie ettt 21
2.10.7 Selektive Anreicherung von mRNA aus Gesamt-RNA Préparationen..........cc.ceceeeeecvevecnennenn 22
2.10.8 Konzentrationsbestimmung von NUKICINSAUICN .........cccuevieriieriieiiieieiiesieseeie e 22
2.11 Gelelektrophoretische Methoden 23
2.11.1 Horizontale Agarose-GeleleKtrOphOTESe..........occvieierieriieiieeieiie ettt 23
2.11.2 Denaturierende Agarose-GeleleKtrophorese..........c.evvervieiieeiiiieiiereee e 23
2.11.3 Denaturierende SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese zur Auftrennung von Proteinen....... 24
2.12 Isolierung und Aufreinigung von Nukleinsiurefragmenten 25

2.12.1 Isolierung und Aufreinigung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen mittels

AnionenaustausChersiliKat...........cocieiiriiiiiiiiieee e 25

2.13 Techniken der Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) 26
2.13.1  PCR an Plasmid-DINA ........coeiiiiiieieineeneett ettt ettt sttt 26
2.13.2  ,Reverse Transkriptions-PCR* (RT-PCR) ......ccceerirriiriieieiieieeeeee et 27
2.13.3  PCR-basiertes ,,Genome Walking™............cccocierierieriieiiieiesiesiteieee sttt esaesenenneens 29
2.13.4 ,Rapid Amplification of cDNA end* -PCR (RACE-PCR)......ccccecuriiriirinininininnecicenn 34
2.14 Subklonierung von DNA-Fragmenten 37
0 o T () & USRS PSR 37
2.14.2  Plasmidtransformation in kompetente Escherichia coli-Zellen ............ccccocvvevcevivvcceencncnnenn. 38
2.15 Transfertechniken 38
2.15.1  "Southern-Blotting" vOn DINA.........c.cociirieiteiieieeiet ettt seeeseeseesaesseanseens 38
2.15.2  "Northern-Blotting" von RINA ........cccooiiiiiiiiiieieeiee ettt enaesneeaeens 39
2.15.3  "Western-Blotting" vOn ProteiNen ...........cccvevierieriieriieieeieiieieeie ettt see e e enne e 39

2.15.4 Coomassiefairbung von Proteingelen ............cccoovierieiiiiiieieiieieiece et 40



Inhaltsverzeichnis 111

2.16  Enzymatische Modifikationen von Nukleinsiuren 40
2.16.1 Spaltung von Plasmid-DNA mit Restriktionsendonukleasen .............ccoceveverereneeeecicnennenn. 41
2.16.2  Spaltung von genomischer DNA mit Restriktionsendonukleasen ...........c.ccoccverenercricnncnnn 41
2.16.3  Dephosphorylierungsreaktion mit alkalischer Phosphatase (CIAP) ........ccccoceverivicienicncnnnn 41
2.16.4 Auffill- und Glattungsreaktion zur Generierung von ,,.Blunt end”’-Fragmenten...................... 42
2.16.5 Radioaktive Markierung von DNA-Fragmenten (,,random prime labelling") ............ccoccvenenn. 43

2.17  DNA Sequenzanalyse 43

2.18 Hybridisierungsmethoden 45
2.18.1 Hybridisierung radioaktiver DNA-Sonden an membrangebundene Nukleinsduren................ 45

2.18.2 Hybridisierung radioaktiver Sonden auf membrangespottete Cosmid- und PAC-Filter

eI RZPD ..ot 46

2.19 Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) 46
2.19.1 Lymphozytenkultur der Maus aus MilZGEWEDE...........ccvvecierierienieiieie et 47
2.19.2  Zellkultur der WMP-1 Zellinie (Zornig et al. 1995) .....coovieriiiiieieeeceeeeeee e 47
2.19.3  Metaphasechromosomen-Praparation............cceecueeiereerieerieeiuenieseeseeieseeseeseeeseeeseennessnenseens 48
2.19.3.1  Vorbereitung der ODJEKIIAGET .......ccveruieriieiieiieieetieeeie et 48
2.19.3.2  Kulturabbruch zur Priparation von Metaphasechromosomen ...........c.cccccoevenerenenen. 48
2.19.4 ,,Chromosomen-release” Interphasetechnik nach Senger et al. (1994)........ccccevvevvecivniennnns 49
2.19.5 Vorbehandlung der ChromoSOMENPIAPATate ...........ccueevereieriieriieiieeiesreseesreeseeeeeeeesseeseeaneeens 50
2.19.5.1  RNase A-Behandlung der ChromoSomenpraparate ............ceeceeevereeereeeneeeeenveseeneennens 50
2.19.5.2  Pepsin-Behandlung der Chromosomenpraparate ..............eceevereereereeeneeneeneeneeneeenens 51
2.19.5.3  Denaturierung der ChromoSOMENPIAPATALE ..........cevverveerverrierrerreneereeeeeeeeseeenseenseeneens 51
2.19.6  Vorbereitung der DNA-SONAE.......c.cccueriieiieiieiieii ettt seeeee e sneesseeseens 52
2.19.6.1  Markierung der Sonde {iber Nicktranslation ...........ccccccevevereerienieecienieiee e 52
2.19.6.2  Nachweis des Einbaus von Bio-16-dUTP und Digoxigenin-11-dUTP iiber Dot-Blot.. 53
2.19.7 Chromosomen-in situ-Supressions-Hybridisierung (CISS)........ccceeereieriienienieeeieeieseeiene 54
2.19.7.1  Hybridisierungsansatz, Vorhybridisierung und Hybridisierung.............cccccoecveeverueenen. 54
2.19.8 Nachbehandlung der ChromoSOMENPIrAPATate .........ccverveerveereriereierieeieeeeeeeseeeseeeeeenreseaesnnens 54
2.19.8.1  Waschen nach der HybridiSICIUNE .........cceeruirirriieniieieeie et seens 55
2.19.8.2  Detektion und Amplifikation der Hybridisierungssignale..............ccoocveveieceerreneenieennnn. 56
2.19.8.3  Gegenfiarbung der Chromosomen mit DAPI und Propidiumiodid...........ccocerenennenee. 57
2.19.8.4  Auswertung der ChromoSOMENPIAPATALE ..........ceverveerieerreeeerreserereereeeeesseesseesseenseennens 57
2.20 Priparations-Techniken 58

2.20.1 Préaparation der HIPPOCAMPI .....eevirviriieriieiieiieieetiesiteieeie et e siee e eaeeeesseesseeseenseensessaanseens 58



Inhaltsverzeichnis IV

2.20.2  Gehirn-Entnahme zur Rezeptorautoradio@rafie ...........ccveeverierienieieeie e 58
2.21 Extraktion und Konzentrationsbestimmung von Proteinen 59
2.21.1 Isolierung von Gesamt-Zellysat fiir Western-Immunoblot............ccccecevenininininenincicnennenn 59
2.21.2  SynaptoSOMEN-PrAPAration .........c.ccveeuiriierierierieseete et etesttes et eseeaesaeseesseesseesseenseessessnenseens 60
2.21.3 Konzentrationsbestimmung VONn Proteinen ............cceccvevvieiieriiiienieneeieeee e seeesee e eeeseeeneeens 61
2.22 PKC - Assay 62
2.23 Immunfirbung von PVDF-Filtern 63
2.24 Histologische Fiarbungen 64
2.24.1 Silber-Sulfid Farbung nach Timm zur Darstellung zinkhaltiger Synapsen in
IMIOOSTASEITL. ...ttt b ettt et b e st ebeebeeat et enne e 64
2.24.2 Herstellung Chrom-Kalium-Gelatine beschichteter Objekttrager.........oevvveceerierieriieienieiens 65
2.24.3  Anfertigung der KryostatSCRNIte. .........ovuieriiiiieieeieii ettt ens 66
2.24.4 Herstellung von GUMMIATADICUIN........eecviiieieieriietieteeeeetestteieeeeeaeseaeseesseesseenseessesseenseanseans 66
2.24.5 Timm Silber-Sulfid FArDUNG.......c.cccveriiiieit ettt ens 66
2.24.6  NiSSI-FArDEteChIIK .. ..cviiiiiiiiiiiiiiieice e 67
2.25 NMDA-Rezeptorautoradiographie 67
2.25.1  Anferti@en der SCRItte........ccuieiiiieiieieee ettt ettt sttt e s enneens 67
2.25.2  Inkubation der Schnitte mit 'I-MK 801 ........ccrrvuemrreimereiemereessesesssesesssesssssessssseessssenns 68
2.25.3  1PPJOA-SLANAAIAS ....ooovvereriereereeeiee et 68
2.254  AULOradIOZIAPIIC ......eeueieeiieeieiieteet ettt ettt et et e et et e et e enteesbeesaessaeseeseensesnnesneenseenseenseans 69
2.25.5 Densitometrische Auswertung der Autoradiogramime............cceecveeeuereeereeriereeneeeseeeeesneneeens 69
2.26 Verhaltensexperimente 70
2.26.1 Bewegungsmuster-Aufzeichnung mit Lasermotilimat und ,,Open-Field“..............ccccoccoenenn. 70
2.26.2 ,Radial-Maze® LerneXPeriMeNL........ccceeeuerierierieriieteereestesseenseeseesessesseesseesseenseessesssessassseens 71
3 ERGEBNISSE ..........cooomiiiiieimiieeerneeeeennsnsnseesssssssesssssssssss s sss s s s s ssssssssnnsnnes 73
3.1 Die Phiinotyp-Analyse der insertionsmutanten TC-Maus 73
3.1.1  Statistische Analyse der postnatalen Gewichtsentwicklung ..........c..ccccecevvererierneeiienencnenene. 73
3.1.2  Statistische Analyse der WurfgroBen..........ccvevuieeiiiierienieiiee e e 75
3.1.3  Nachweis von hyperreflektorischem Verhalten nach akustischer Stimulation ...............c....... 75
3.1.4  Bewegungsmuster-Analyse der TC-Mausmutante mit Lasermotilimat und ,,Open-

FIeld - APPATAtUL ......cotiiiiiiiiieeieete ettt ettt sttt 76



Inhaltsverzeichnis \%

3.1.5  Analyse des Brutpflegeverhaltens der weiblichen homozygoten TC-Maus ...........c.ccccceuennenne. 80
3.1.6  Untersuchungen zum rdumlichen Lernen iiber die Analyse im Radial-Labyrinth

(RAQIAL MLAZE ) ..ottt sttt ettt ettt et e st re e neenneenneenes 80
3.1.7  Morphologische Untersuchungen der hippocampalen Moosfaser-Entwicklung in der

TCMAUSIINIE ...ttt ettt ettt et et be st ebe et eae et eneen 82
3.1.8  Immunhistochemische Expressions-Analyse des Calretinin-Proteins im Hippocampus

der TC™™ = und WILAtYD-MAUS .......oooveveeeeeeeeeeeeeeee e 86
3.1.9  NMDA-Rezeptorautoradiografie ..........ccoecverieriierieiie ittt ses 89
3.1.10  Untersuchungen zur c-fos Expression in der TC” -Maus............o.covoveeiveeeeereeseeereseeseesneenn. 93

3.1.11 Nachweis pyknotischer Zellkerne und apoptotischer ,,dark neurons* im Hippocampus

el TCT™ -MAUS ... 95
3.2 Genotypisierung der insertionsmutanten TC-Mauslinie 97
3.2.1  Chromosomale Lokalisierung der transgenen INSErtion .............cceecveeeereerieeseniiesneseenieeneens 97

3.2.2  Genomische Klonierung der TC-Insertionsregion iiber ,,Genome Walking*-
EXPEIIMEILE .....eeveeiieiieie ettt ettt et e st et e et e e st e st e teenseensessaesseesseenseensesnsesseenseanseans 99
3.2.3  Southern-Blot Analyse der TC-INSertionSIegioNn .........ceevveeeuerrereerieeieeieeieneeesieeeeenesneneees 106

3.2.4  Klonierung und Charakterisierung des Wildtyp-genomischen Bereichs der

3T A Te) 1] (4 o) 1 DRSS 108
3.2.5  Chromosomale Lokalisierung der isolierten Cosmid- und PAC-Klone...........cccceceecveeeuenncne 109
32.6  ,,CoSMId-RESCUC =ANALYSE ......eevieeiieiieeiieciieieee ettt ettt ettt enseensesneas 110
3.2.7  Sequenzanalyse der Cosmid-Endfragmente..............cccocvevieiiiinienienieieieeeeeee e 112
3.2.8  Southern-Blot Analyse der CoSMId-REZION .......cceeviiriiieiiiiieiieriieie e 115

3.2.9  Genomische Klonierung des flankierenden 5’-Bereichs der TC-Insertionsregion iiber

»Genome Walking “-EXPeriment ...........c.eeverierirsieriesienieeie et seeie et ssee e eseenaesnnes 117

33 Identifizierung, Expressionsanalyse und Klonierung eines SV40-3°’UTR

Fusionstranskripts 119

3.3.1  Identifizierung und Expressionsanalyse eines Fusionstranskripts mit partieller SV40-

BPUTRASONAE ...ttt sttt ettt ettt sttt eanenaens 119

3.3.2  RACE-PCR-Analyse des SV40-3"UTR-Fusionstranskripts ...........ccecveeveeienienieneeieneeennnn 121
3.3.3  RT-PCR Analyse des SV40-3"UTR-Fusionstranskripts...........cceccerverierieecienienieneeneneeeee 123
3.4 Expressionsanalyse des PLC-81 Gens in der TC-Maus 125
3.4.1  Northern-Blot Analyse der PLC-81 Expression in der TC-Maus...........cccecvevverieeriennennennn. 125

3.4.2  Western-Blot- und immunhistochemische Expressions-Analyse des PLC-1-Proteins

im Hippocampus der TC-Maus und der Wildtyp-Maus.........cccceceevuevienineninenenieieicienens 126



Inhaltsverzeichnis VI
3.5 Analyse der Proteinkinase C-Aktivitit an hippocampalen Synaptosomen der
PLC-B11c” -Maus 129
4 DISKUSSION .....coooiiiiiiieeeeeeeesesesesssssssssssssss s s ssssssss s s s s s s s ssssssssnssnssnnnnnnnnns 131
4.1 Zusammenfassende Darstellung der Ergebnisse 131
4.1.1  Ergebnisse der PhAnotyp-AnalySe .........cccoeceeviieiiieiiiniiriesieieeie et 131
4.1.2  Ergebnisse der morphologischen Hippocampus-Analysen...........cceccvereeneerierciereeneeneennene 132
4.1.3  Ergebnisse der Genotyp-ANalYSE........cceccuerieriieriieiieieriestieieeieete e sieesseessesaesseesseenseenseenns 133
4.2 Die PLC-BITC'/' -Insertionsmutation in Relation zum existenten PLC-$1"" -Maus-
Modell 134
4.2.1  Gegeniiberstellung der molekulargenetischen Ergebnisse........cc.cccevvevienienenceicienieeee, 134
422  Zusammenfassende Gegeniiberstellung des PLC-17- und PLC-B11¢"- Phinotyps .............. 136
4.2.3  Gegeniiberstellung der phanotypischen Ergebnisse........cccoevvveiieierienienieececieeee e 137
4.2.4  Gegeniiberstellung der biochemischen Ergebnisse...........ccoccovverieriieiieiienieniecieseeeeeeeee 138
4.2.5  Gegeniiberstellung der morphologischen Ergebnisse.........ccocuevveeviercieiienieneeeeie e 139
4.3 Molekulare Mechanismen des axonalen Wachstums und der Synaptogenese in
epileptischen Tiermodellen und bei der Temporallappen-Epilepsie des Menschen............ 143
4.4 Der Hippocampus und die Langzeitpotenzierung 147
4.5 Die Familie der Phospholipasen C 149
4.5.1  Die Struktur, Funktion und Evolution der Phosphoinositol-spezifischen
Phospholipasen C Beim SAUZET .........cceviereerieiieiieriene ettt ae e s seee s nseenee e 149
4.5.2  Die Expression der Phospholipase C—B -ISOZYME .........ccccceevuiecierierieniieieeie e 152
4.5.3  Subzelluldre Lokalisation des PLC-B1-Proteins .......c..coccecerererieeienienienenineneneeeeeeieeene 154
4.6 Maogliche ,,Downstream* — Effekte der PLC-BITC'/' -Mutation 156
4.7 Offene Fragen und weiterfiihrende Experimente 131
5 ZUSAMMENFASSUNG ... 164
6 LITERATUR ... s 166
7 ANHANG ... s 193



AbKkiirzungen

A
AChR
Amp
Abb.
abs.
AHS
AK
AP
APS

BCIP
BLAST

BSA

bzw.

°C

ca.
CAT
CCD
CD
cDNA
Ci
CIAP
cm
cpm
dATP
dCTP
ddH,O
dH,O
DAB

Purinbase Adenin
Acetycholin-Rezeptoren
Ampicillin

Abbildung

absolut

Ammonshorn-Sklerose

Antikorper

alkalische Phosphatase
Ammoniumperoxodisulfat

beta
5-Brom-4-Chlor-3-indolylphosphat
Basic Local Alignment Search Tool
Basenpaare

Rinderserumalbumin
beziehungsweise

Pyrimidinbase Cytosin

Grad Celsius

circa
Chloramphenicol-Acetyltransferase
Charge-Coupled Device

Cholinerge Denervierung
komplementidre DNA oder ,,copy“-DNA
Curie

Calf Intestinal Alkaline Phosphatase
Zentimeter

,counts per minute*
Desoxyadenosintriphosphat
Desoxycytidintriphosphat
bidestilliertes Wasser
demineralisiertes Wasser

Diaminobenzidintetrahydrochlorid



Abkiirzungen

VIII

DAG
DAPI
DEPC
dGTP
dTTP
d.h.
DIG
DMDC
DMSO
DNA
DNase
dNTP
Dpm
ds
DTT

E.coli
EDTA

EGTA

EM

EPSP
ES-Zellen
EtOH

et al.

FA

FB

FITC

GSPp
Xg

Diacylglycerol
4¢,6-Diamidino-2-phenylindol
Diethylpyrocarbonat
Desoxyguanosintriphosphat
Desoxythymidintriphosphat
das heif3t

Digoxigenin
Dimethyldicarbonat
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsdure
Desoxyribonuklease
Desoxynukleosidtriphosphat
»decays per minute*
Doppelstrang

Dithiotreitol
Absorptionskoeffizient
Escherichia coli
Ethylendiamintetraessigsiure
Ethylenglycol-bis(-aminoethylether)-N,N,N‘,N*-
tetraessigsdure
Elektronenmikroskopie
exzitatorisches postsynaptisches Potential
Embryonale Stammzellen
Ethanol

et alteres

Formamid

flankierender Bereich
Fluorescein-5-isothiocyanat
Purinbase Guanin

Gramm

Genspezifischer Primer

Erdbeschleunigung



Abkiirzungen

IX

HSI
IgG
IP;
IPTG
kb
kDa

1

Lsg.

M

m

mA
mAChR
mM
MOPS
mRNA

nt

NaOAc
NBT
NC
NCBI
OD
ORF

PAA
PAGE
PBS
PCR
PGK
PI

,Hippocampal sympathetic ingrowth*
Immunglobulin G
Inositol-1,4,5-Trisphosphat
1-Isopropyl-B-D-1-thiogalactopyranosid
Kilobasenpaare

Kilodalton

Liter

Losung

Molaritét

milli

Milliampere

muscarinische Acetycholin-Rezeptoren
Millimolar
3-(N-Morpholino)-propansulfon-Siure
,messenger* RNA

micro

Nukleotide

nano

Natriumacetat
Nitroblautetrazoliumchlorid

Nitrocellulose

»National Center for Biotechnology Information”

optische Dichte

,»open reading frame*

pico

pro Analysi

Polyacrylamid
Polyacrylamidgelelektrophorese
,Phosphat Buffered Saline*
»Polymerase Chain Reaction*
Phosphoglycerin-Kinase
Phosphatidylinositol



Abkiirzungen

PIP,
PKC
PLC
PMSF
PVDF
PFA
RNA
RNase
rRNA
RT-PCR
RT
RZPD

SDS
s.0.
SPM
ss

S.u.

SV40

Tab.
TEMED
TRITC
Tris

TYR

UTR
Uuv

V/em
Vol.

v/v

Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphate
Proteinkinase C

Phospholipase C
Phenylmethansulfonylfluorid
Polyvenylidene-difluorid
Paraformaldehyd

Ribonukleinsédure

Ribonuklease

ribosomale RNA

Reverse Transkriptions-PCR
Raumtemperatur
Ressourcen-Zentrum-Primér-Datenbank
Svedberg (Sedimentationskoeffizient)
Natriumdodecylsulfat

siche oben

synaptische Plasmamembran

,,salt saturated*

siche unten

Simian Virus 40

Pyrimidinbase Thymidin

Tabelle
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin
Tetramethylrhodamin-5-isothiocyanat
Tris(hydroxyethyl)-aminomethan
Tyrosinase

Unit

,untranslated region®

Ultraviolett

Volt

Volt pro Zentimeter

Volumen

Volumen / Volumen



Abkiirzungen

XI

WT
w/v
X-Gal
z.B.

Wildtyp
Gewicht / Volumen
5-Brom-4-chlor-3-indolyl-B-D-galactopyranosid

zum Beispiel



1 Einleitung

1.1 Ursprung der mutanten TC-Mauslinie und Struktur der
verwendeten Konstrukte

Zur Klirung der Frage, welche Anteile der 5’-flankierenden Region des Proakrosingens
dessen testis- und keimzellspezifische Expression regulieren, wurden am Institut fiir
Humangenetik in Gottingen transgene Maus-Linien erzeugt, in denen Teilfragmente der
5’-flankierenden Region auf ihre in vivo-Funktionalitit beziliglich der ortlichen und
zeitlichen Expression des Chloramphenicol-Acetyltransferase (= CAT) Reportergens
untersucht wurden (Nayernia et al. 1994). Bei der Koinjektion des Fusionskonstruktes
ACR-CAT-SV40, bestehend aus 877bp der 5’-flankierenden Region des
Proakrosingens der Ratte, 659 bp der kodierenden Region des CAT-Reportergens und
947 bp der ,,3’-untranslated region” (3’-UTR) des SV40 small-T Antigens (2,4 kb
Ava 11/ Kpn 1- Fragment, sieche Abb. 1.1 A) zusammen mit einem Maus-Tyrosinase-
Minigen TYR-SV40 (siche Abb. 1.1 B) als Fellmarker zur Uberpriifung der Trans-
genitit (Beermann et al. 1990; Beermann et al. 1991) wurde bei homozygoten Tieren
einer transgenen Linie eine Wachstumsretardierung in der frilhen postnatalen
Entwicklung und bei adulten homozygoten Tieren ein auffilliges Verhalten gefunden,
die beide nicht urséchlich durch die Funktion des Transgens erkldrt werden konnten und

somit auf eine Insertionsmutation hinwiesen.

Palv-A
Avall Intron Kpn 1
Li1i] h!‘l
| ¥
ACR-CAT-SV40
prACR 5'-l CAT SV403'-UTR (Ava Il /Kpn T)
877 bp 659 bp 947 bp
) 2.4 kb '

Polv-A
Kpn 1

Xbal v
66 hp
| v

L 7

5. Exonl Intron A Exon2-5 SV403-UTR

TYR-SV40
(Xbal/KpnI)

I00bp 800 bp 70 kb 830 bp 947 bp

b /A y
. y 7 12w

' T kb .

Abb. 1.1



1 Einleitung 2

Abb. 1.1: Das Konstrukt ACR-CAT-SV40 (A) besteht aus 877 bp der 5’-flankierenden Region des
Proakrosin-Gens der Ratte, 659 bp CAT- (Chloramphenicol-Acetyltransferase) Reporter-
Gensequenz und 947 bp der SV40 small-T Antigen 3’-UTR als Poly-A-Signal. Das Konstrukt
TYR-SV40 (B) besteht aus 300 bp 5'-flankierender Region, 800 bp Exon 1, 7.0 kb Intron A und
850 bp der Maus Tyrosinase cDNA fiir Exon 2-5, gefolgt von ebenfalls 947 bp der SV40
3'-UTR. Die SV40 3’-UTR enthdlt ein 66 bp Intron an Position 165 nach dem CAT- bzw.
Tyrosinase-Stopp-Kodon. Zwei putative Poly-Adenylierungs-Signale (Poly-A-Signale) liegen
83 bp und 111 bp vor der Kpn [-Schnittstelle.

1.2 Zur Insertions-Mutagenese bei der Erzeugung transgener
Miuse

Neben der Analyse spontaner Mutationen (z.B. rds, Splotch und Small eye) iiber
Positionsklonierung (Travis et al. 1989; Epstein et al. 1991; Hill et al. 1991) und dem
experimentellen ,,Knock-out* von Genen mit bekannter Genstruktur (z.B. Ins/3 oder
NMDA-RI) (Zimmermann et al. 1999; Tsien et al. 1996a) ist die Analyse von Miusen
mit einer Insertionsmutation ein brauchbarer Ansatz zur funktionellen Identifizierung
unbekannter Gene, da die mutanten Mauslinien vor der Genotypisierung beziiglich ihres
Phénotyps selektiert werden konnen und die Insertionsstelle im Genom durch die
Insertion markiert ist. Die Analyse vom ,,Phénotyp zum Genotyp* wird im Gegensatz
zur klassischen vorwiérts gerichteten Genetik als ,,Reverse Genetik* bezeichnet (Broadie
1998) und ermoglicht die Funktionsanalyse von Genen, ohne dass zundchst
umfangreiche Informationen {iiber die Genstruktur bekannt sein miissen.
Insertionsmutante Mauslinien entstehen durch die genomische Integration exogener
»Fremd-DNA® innerhalb eines endogenen funktionellen Gens, wodurch dessen
Genstruktur durch Deletion bzw. exonische oder intronische Insertion verdndert wird
und die Expression des Gens unterbleibt oder zumindest gestort ist. Methodisch
kommen dabei retrovirale- (Jaenisch 1976) oder Mikroinjektions-Techniken (Gordon et
al. 1980) mit DNA-Konstrukten oder speziellen ,,Gene-Trap*“-Vektoren (Cecconi und
Meyer 2000) zum Finsatz. Zum heutigen Zeitpunkt sind eine Vielzahl
insertionsmutanter Mauslinien, und zwar sowohl aus retroviraler Infektion als auch aus
transgener- oder ,,Gene-Trap“-Mikroinjektion, phénotypisch beschrieben, aber nur
wenige Mutanten wurden bisher erfolgreich genotypisiert. Die Griinde dafiir liegen in
dem Auftreten von zum Teil ausgedehnten genomischen Deletionen von bis zu 300 kb
in der Region der Insertion und der moglichen Mutation oder Deletion mehrerer Gene
(Lesche et al. 1997). Desweiteren konnen mehrere Transgen-Integrationen auf dem
selben Chromosom (Singh et al. 1991), zusitzlich integrierte Fremd-DNA (Mark et al.
1992) und Effekte der Insertion iiber weite Distanzen die molekulare Analyse
erschweren (Ubersichten in: Meisler 1992; Rijkers et al. 1994 und Takahashi et al.

1994). Die groBte Zahl insertionmutanter Mauslinien mit detektierbarem prénatalem
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und postnatalem Phédnotyp wird nach Mikroinjektion von DNA-Konstrukten
beobachtet; solche Insertionsmutationen kommen bei etwa 5 % aller transgenen Tiere
vor (Woychik und Alagramam 1998).

1.3 Der Phinotyp der Maus mit Insertionsmutation

Bereits bei Tieren der F2-Generation wurde deutlich, dass die homozygoten TC-Mause
im Vergleich zu ihren Wildtyp- und heterozygoten Geschwistern in der frithen
postnatalen Phase signifikant im Wachstum retardiert sind, und dass homozygote Tiere
eine hohe Sterblichkeitsrate in der frithen postnatalen Entwicklung aufweisen. Diese
frithe postnatale Sterblichkeit ist allerdings nicht vollstindig. Homozygote Tiere, die
diese frithe postnatale Phase iiberleben, wachsen zunédchst zu unauftilligen Tieren heran
und erreichen nahezu das Korpergewicht ihrer Wildtyp- und heterozygoten
Geschwister. Adulte homozygote Mannchen und Weibchen entwickeln schlieBlich eine
auffillige hypokinetische Bewegungsarmut und eine ausgepriagte Neigung zu
hyperreflektorischem Verhalten nach plotzlicher akustischer und taktiler Stimulation.

Hyperreflektorisches Verhalten beobachtet man auch bei einer Reihe experimentell
induzierter Epilepsien, z.B. nach intraventrikularer oder intraperitonealer Kainat-
Injektion (Nadler et al. 1980b; Buckmaster und Dudek 1997), durch hippocampale oder
entorhinale Lésionen (Laurberg und Zimmer 1981; Guthrie et al. 1997), nach
cholinerger Denervierung (CD) durch Fimbria/Fornix-Lésionen (Beck et al. 1994),
durch chronische, subkonvulsive elektrische Reizung mesialer Temporallappen-
abschnitte (= ,,Kindling*) (Sutula et al. 1988; Represa et al. 1993), durch eine Blockade
des inhibitorischen postsynaptischen Potentials von GABA-Rezeptoren mittels
Pentylentetrazol (Holmes et al. 1999) und nach Verabreichung des erregenden
Cholinergikums Pilocarpin (Clifford et al. 1987; Silva und Mello 2000). Desweiteren
kann man auch bei einer epileptischen Mausmutante (Stargazer) mit genetischer
Ursache eine ausgepriagte Neigung zu epileptiformer Aktivitdt nachweisen (Qiao und
Noebels 1993; Letts et al. 1998). Die humane Temporallappen-Epilepsie (TLE) ist
ebenfalls durch hyperreflektorische Anfille gekennzeichnet und hat ihren epileptogenen
Fokus im Bereich des Temporallappens sowie im Hippocampus. In allen diesen
induzierten Epilepsie-Modellen der Maus und der Ratte und bei der Temporallappen-
Epilepsie des Menschen (Sutula et al. 1989; Houser et al. 1990) lassen sich im
Moosfaser-System des Hippocampus axonale Remodellierungs-Prozesse nachweisen,
die als urséchlich fiir die epileptiforme Symptomatik diskutiert werden (Okazaki et al.
1995).
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1.4 Die Hippocampus-Formation: Zytoarchitektur und
Konnektivitiit

Die anatomische Terminologie der Hippocampus-Struktur unterscheidet zwischen dem
Hippocampus im engeren und der Hippocampus-Formation im weiteren Sinne. Beide
sind Teil des limbischen Systems und gehdren dem Archicortex an (Duvernoy 1988).
Die Hippocampus-Formation umfasst die Regionen Fascia dentata (Gyrus dentatus),
den Hippocampus proper, bestehend aus den Regionen des Cornu ammonis
(Ammonshorn), und das Subiculum. Das Ammonshorn wird der Nomenklatur von
Ramon y Cajal (Cajal 1911; Cajal 1995), Lorente de N6 (1934) und Amaral (1978)
folgend aufgrund seiner Neuronendichte und neuronalen Verschaltungen in
verschiedene Sektoren eingeteilt, die vom Subiculum ausgehend mit CAl — CA3
(Cornu Ammonis) bezeichnet werden (Abb. 1.2). Ramén y Cajal (Cajal 1911)
unterteilte die Cornu ammonis in einen Bereich mit groBen (,,Regio inferior*) und
kleinen (,,Regio superior) Pyramidenzell-Neuronen und Lorente de N6 (1934)
untergliederte die ,,Regio inferior* erneut in die Regionen CA3 und CA2, von denen
letzterer der Moosfaser-Input fehlt. Die ,,Regio superior* wurde in der Nomenklatur von
Lorente de N6 (1934) zur Region CAl. Die Hippocampussegmente des Ammonshorns
bestehen aus fiinf Schichten: dem Stratum lacunosum-moleculare, dem Stratum
radiatum, dem Stratum lucidum, dem Stratum pyramidale und dem Stratum oriens
(Abb. 1.2). Der Gyrus dentatus besteht aus drei histologischen Schichten: dem Stratum
moleculare, dem Stratum granulosum und der polymorphen Schicht im Hilus (Abb.
1.2), die einen hohen Anteil an Pyramiden- und Mooszellen besitzt. Die
zytoarchitektonische Struktur der Hippocampus-Formation ist relativ einfach und
zwischen verschiedenen Sidugetieren gut vergleichbar. Sie ist durch zwei
ineinandergreifende C-formige Strukturen charakterisiert, die zum einen durch die
Kornerzellen (Granularzellen) im Stratum granulosum des Gyrus dentatus und zum
anderen durch die Pyramidenzellen im Stratum pyramidale des Ammonshorns gebildet
werden (Abb. 1.2). Die Dendriten dieser zwei Zelltypen bilden die zellarmen Schichten.
Die Pyramidenzellen formen mit ihren apikalen Dendriten die Strata radiatum und —
lacunosum-moleculare und mit ihren basalen Dendriten das Stratum oriens. Die

Dendriten der Kornerzellen bilden das Stratum moleculare des Gyrus dentatus.
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Abb. 1.2: Schematische Darstellung der Hippocampus-Formation der Maus in einem Frontalschnitt
durch den mesialen Temporallappen. Die dargestellten Regionen sind: CAI, CA2, CA3 =
Regionen des Ammonshorns (Cornu ammonis), GD = Gyrus dentatus, Str.m = Stratum
moleculare, Str. g = Stratum granulosum, Str. I-m = Stratum lacunosum-moleculare, Str. r =
Stratum radiatum, Str. p = Stratum pyramidale, Str. o = Stratum oriens, Str. | = Stratum
lucidum.

Der Hippocampus ist durch verschiedene Faserbahnen mit anderen Hirnregionen iiber
extrinsische Verbindungen und auch zwischen seinen eigenen Regionen {iber
intrinsische Verbindungen synaptisch verkniipft. Diese afferenten Systeme enden in den
zellarmen Schichten der Hippocampus-Formation (Deller 1998) und sind in der Abb.
1.3 schematisch dargestellt. Der Tractus perforans (Abb. 1.3 a), der eine besonders
wichtige afferente glutamaterge Faserbahn zum Hippocampus darstellt, entspringt im
angrenzenden entorhinalen Cortex und endet iiberwiegend im duBleren Teil des Stratum
moleculare im Gyrus dentatus auf den Dendriten der Kornerzellen. Im inneren Teil des
Stratum moleculare enden die glutamatergen Projektionen aus dem kontralateralen
Hippocampus (Swanson et al. 1981). Die Axone der Kornerzellen bilden glutamaterge
Moosfaser-Biindel (Abb. 1.3 b), welche iiberwiegend im Stratum lucidum der CA3-
Region auf den apikalen Dendriten der Pyramidenzellen aber auch auf Pyramidenzellen
im Hilus des Gyrus dentatus terminieren. Die Axone der Pyramidenzellen in der Region
CA3 und im Hilus treten in den Alveus ein und verlassen den Hippocampus iiber die
Fimbria an der ventrikuldren Seite (Abb. 1.3 c). Sie senden jedoch vorher ebenfalls
glutamaterge Schaffer-Kollateralen (Abb. 1.3 d) aus, die den CA2-Sektor durchqueren
und auf den apikalen Dendriten der CA1-Pyramidenzellen terminieren. Die Axone der
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CAl-Pyramidenzellen verlassen den Hippocampus zum Teil durch den Alveus und die
Fimbria (Abb. 1.3 f), andererseits zichen Kollateralen zu den Pyramidenzellen im
Subiculum (Abb. 1.3 ¢), deren Axone zusammen mit denen der CA1-Pyramidenzellen
ein Faserbiindel bilden und den Hippocampus iiber die Fimbria verlassen und zuriick

zum entorhinalen Cortex ziehen (Abb. 1.3 f).

PP —
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Abb. 1.3: Schematische Darstellung eines hippocampalen Frontalschnittes mit den wichtigsten
Afferenzen sowie der trisynaptischen Erregungsleitung. Die Hauptafferenz zum Hippocampus
wird von den Fasern des Tractus perforans (a) gebildet. Diese bilden in der Molekularschicht
(Stratum moleculare) des Gyrus dentatus (DG) glutamaterge synaptische Kontakte mit den
Dendriten der Kérnerzellen. Die Axone der Kornerzellen ziehen als Moosfasern (b) zu den
Pyramidenzellen im Hilus und der Region CA3, deren Axone (c) den Hippocampus iiber den
Alveus (AL) und die Fimbria (FIM) verlassen. Sie senden jedoch vorher glutamaterge
Schaffer-Kollateralen (d) zu den Pyramidenzellen der Region CAl aus. Deren Axone verlassen
den Hippocampus zum Teil (f), senden andererseits aber Kollateralen zu Pyramidenzellen im
Subiculum (SUB) (e). Deren Axone bilden ein Faserbiindel und verlassen den Hippocampus
tiber die Fimbria und ziehen zuriick zum entorhinalen Cortex (f).
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1.5

Ziele der vorliegenden Arbeit

Im Rahmen dieser Arbeit sollten im wesentlichen drei Ziele erreicht werden:

1.

Der Phinotyp der Maus mit Insertionsmutation sollte beziiglich der
beobachteten Verhaltensauffilligkeiten (Hyperreflexie und Hypokinesie)
detaillierter analysiert werden. Besonderes Augenmerk galt dabei der
postnatalen Entwicklung dieser Merkmale, die sowohl mit Verhaltens- als auch
mit Lernexperimenten charakterisiert werden sollten. Das Ziel dieser Unter-
suchungen bestand darin, zeitlich markante Punkte in der phénotypischen

Entwicklung der Maus mit Insertionsmutation zu bestimmen.

Durch die Verwendung neuroanatomischer und rezeptorautoradiographischer
Methoden sollte versucht werden, ein morphologisches Korrelat fiir die
epileptiformen Verhaltensauffilligkeiten im Gehirn der Insertionsmutanten zu
finden und dessen aberrante Funktion zu charakterisieren. Dafiir kam in
besonderer Weise das hippocampale Moosfasersystem in Frage, dessen
Zytoarchitektur und afferente Konnektivitit (siche Abschnitt 1.4) im Rahmen

dieser Arbeit detailliert analysiert werden sollte.

Die Mutation in dieser Mauslinie sollte mit molekulargenetischen Methoden
analysiert werden. Dieses Ziel beinhaltete die Identifizierung und Klonierung
des mutierten Gens oder der mutierten Gene, die molekulare Charakterisierung

der Mutation, detaillierte Expressionsstudien und funktionelle Analysen.
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2.1 Chemikalien

Chemikalien, die nicht gesondert aufgefiihrt sind, wurden von der Firma Merck

(Darmstadt) bezogen.

Acrylamid-Stammldsung (40 %) Amresco®, Ohio, USA
Agarose Gibco BRL, Eggenstein
Ampicillin Sigma, Deisenhofen
Ampuwa Fresenius AG, Bad Homburg
Aprotinin Sigma, Deisenhofen

AP-konjugiertes Streptavidin-System  Gibco BRL, Eggenstein

AP-konjugierter Digoxigenin-AK Boehringer, Mannheim
AP-konjugierter anti-Kaninchen IgG Sigma, Deisenhofen

Aqua Polymount Polyscience, Warrington
Bacto-Agar Difco, Detroit, USA
Bacto-Trypton Difco, Detroit, USA
Bacto-Hefe-Extrakt Difco, Detroit, USA
Biotin-16-dUTP Boehringer, Mannheim
Blockierungsreagenz Boehringer, Mannheim
Bromphenolblau Sigma, Deisenhofen

BSA Biomol, Hamburg
Carbachol Sigma, Deisenhofen
C-Chloramphenicol Amersham, Braunschweig
CIAP Gibco BRL, Eggenstein
Colcemid Boehringer, Mannheim
Concanavalin A Boehringer, Mannheim
Cot-1-DNA Gibco BRL, Eggenstein

o -**P dCTP Amersham, Braunschweig
y -*P ATP Amersham, Braunschweig
DAPI Serva, Heidelberg
Dextransulfat Pharmacia, Freiburg
Digoxigenin-11-dUTP Boehringer, Mannheim
Dimethyldicarbonat (Velcorin) Bayer AG, Leverkusen

Dithiotreitol (DTT) Sigma, Deisenhofen



2 Material und Methoden

DNase I (RNase frei)
dNTP-Set (PCR Grade)
Ethanol

Ethidiumbromid (1pg/ml)
Eukitt

Ficoll 400

FKS

Formamid (99,5 %, deionisiert)
Formaldehyd (> 37 %)
Freezing-Medium CRYO-BLOCK
Gentamycin

Glutaraldehyd

Glyzerin

Gummiarabicum

'»L-MK 801

12510d-Standards (Microscales)
IPTG
JETSORB-Insert-Isolierungskit
Kanamycin

1 kb DNA — Leiter

Ketamin

Kompetente DH5a. - Zellen
Lachsspermien-DNA
L-Glutamin
Lipopolysaccharide

Leupeptin

Marathon™ c¢cDNA
Amplifikation System
2-Mercaptoethanol

Membran Hybridisierungs-Puffer
MessageMaker ™ mRNA
Isolationssystem

(+)-MK 801 Hydrogen-Maleat
MicroSpin™ S-200 HR Séulen
MOPS

Natriumorthovanadat

Natriumdeoxycholat

Sigma, Deisenhofen
Boehringer, Mannheim
ROTH, Karlsruhe

Serva, Heidelberg

Bodo Schmidt, Goéttingen
Pharmacia, Freiburg

Gibco BRL, Eggenstein
ROTH, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen
Medizinische Diagnostik Methoden, GieBen
Gibco BRL, Eggenstein
Sigma, Deisenhofen

Gibco BRL, Eggenstein
Merck, Darmstadt
NEN™Life Science, Boston, MA, USA
Amersham, Braunschweig
Biomol, Hamburg
Genomed, Bad Oyenhausen
Sigma, Deisenhofen

Gibco BRL, Eggenstein
cp-pharma, Burgdorf
Gibco BRL, Eggenstein
Sigma, Deisenhofen

Gibco BRL, Eggenstein
Boehringer, Mannheim
Sigma, Deisenhofen
Clontech, Heidelberg

Sigma, Deisenhofen
KPL
Gibco BRL, Eggenstein

RBI, Natick, MA, USA
Amersham Pharmacia Biotech
Biomol, Hamburg

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen
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NBT/BCIP-Stocklosung
Nick-Translations-System

Nonidet P-40

Orange-G

PBS

Penicillin

Pepsin

Pepstatin A

PFUTURBO™ DNA Polymerase
Phenol

100 x Phosphatase Inhibitor Cocktail
PLaTINUM® Tag DNA Polymerase
PMSF

Polyvinylpyrrolidon

Propidiumiodid

Proteinase K

QIAGEN® Plasmid-Midiprapkit
QIAGEN® Large construct Kit
Rapid-Hybridization Puffer
Rediprime™ II Markierungs-System
Restriktionsenzyme

RNase A

RNase H

RNase-Inhibitor
RNA-Liangenstandards

Rompun®

Roti®-Quant Protein Assays
RPMI-Medium 1640

SDS

Soybean Trypsin Inhibitor
Spermidin
Streptomycin
Sukrose
SUPERSCRIPT ™ II
Szintillationsfliissigkeit
TEMED

TissueTek®

Boehringer, Mannheim
Gibco BRL, Eggenstein
Fluka, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Biochrom, Berlin
Gibco BRL, Eggenstein
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Stratagene, Heidelberg
Biomol, Hamburg
Sigma, Deisenhofen
Gibco BRL, Eggenstein
Sigma, Deisenhofen
Pharmacia, Freiburg
Serva, Heidelberg
Boehringer, Mannheim
Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden
Amersham Pharmacia Biotech
Amersham Pharmacia Biotech
Biolabs, Boehringer, BRL
Gibco BRL, Eggenstein
Gibco BRL, Eggenstein
Boehringer, Mannheim
Gibco BRL, Eggenstein
Bayer, Leverkusen
ROTH, Karlsruhe
Gibco BRL, Eggenstein
Serva, Heidelberg
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Gibco BRL, Eggenstein
Sigma, Deisenhofen
Gibco BRL, Eggenstein
Packard, Groningen
Sigma, Deisenhofen

Sakura, Zoekerwoude, Niederlande
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Total RNA Isolation Reagent
Triton-X-100

Tween-20

Vectashield Antifading
X-Gal

Xylencyanol FF

Xylol

2.2 Gebrauchswaren

Agepon®

Blotting Papier GB 003
Blotting Papier GB 002
Einmalfilter Minisart NML
(0.45und 0.2 um)

Millipore Filter HV, 45 um
Fixogum Rubber-Cement (Marabu)
Hybond™.-C extra
Kiihlzentrifugenbecher
LX-24-Entwickler
Objekttrager/Deckgldschen
Superfrost* Plus Objekttrager
Pipettenspitzen

Plastikwaren
Polymax-Fixierer
Reaktionsgefilie
Rontgenfilme Hyperfilm-MP
Rontgenfilme *H-Hyperfilm
Schlauchfolie
Ultrazentrifugengefal3e
Zellkulturflaschen

Biomol, Hamburg

Serva, Heidelberg

Sigma, Deisenhofen

Firma Vector, Firma Camon, Heidelberg
Biomol, Hamburg

Sigma, Deisenhofen

Merck, Darmstadt

AGFA, Leverkusen
Schleicher & Schiill, Dassel
Schleicher & Schiill, Dassel

Sartorius, Gottingen

Nihon Millipore, Yonezawa, Japan
Schiitt, Gottingen

Amersham Buchler, Braunschweig
Nalge, Rochester, USA

Kodak, Stuttgart

Schiitt, Géttingen

Schiitt, Gottingen

Eppendorf, Hamburg

Greiner, Niirtingen

Kodak, Stuttgart

Eppendorf, Hamburg

Amersham Buchler, Braunschweig
Amersham-Buchler, Braunschweig
Schiitt, G6ttingen

Beckmann, Miinchen

Greiner, Nunc

2.3 Stammlosungen, Puffer und Medien

Die Losungen fiir den routinemdBigen Laborbetrieb wurden nach Sambrook et al.

(1989) angesetzt. Die Chemikalien wurden den Erfordernissen entsprechend in
deionisiertem (dH,0O), in vollentsalztem Wasser (Millipore), in bidestilliertem Wasser

(ddH,O) oder Ampuwa gelost. Je nach Bedarf wurden die Losungen
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dampfdrucksterilisiert'®, sterilfiltriert', frisch angesetzt®, aliquotiert und bei -20°C> oder
bei 4° C* aufbewahrt. Fiir Versuche mit RNA wurden die Chemikalien in mit 0.1 %
Dimethyldicarbonat (DEPC-Ersatz) behandeltem und dampfdrucksterilisiertem Wasser

gelost.

AP 1-Puffer'®

AP 3-Puffer'®

Ampicillin'™?

Church-Hybridisierungspuffer'®

Church-Waschpuffer'®

50 x Denhardt's Losung'™”

Entfetter-Losung”

IPTG'"?
Kanamycin'®”

LB-Medium'**

LB-Agar'™*

1 M Natriumphosphatpuffer (pH 7,2) '*

0,1 M Tris / HCI pH 7,5
0,1 M NaCl

2,0 mM MgCl,

0,05 % Triton X-100

0,1 M Tris / HCI pH 9,5
0,1 M NaCl

50 mg/ml H,O

7 % SDS
0,5 M Natriumphosphatpuffer (pH 7,2)
1 mM EDTA

0,1 % SDS
40 mM Natriumphosphatpuffer (pH 7,2)

1 % Rinderserumalbumin
1 % Polyvinylpyrrolidon
1 % Ficoll 400

348 ml Chloroform

48 ml Ether
48 ml Methanol

100 mM in H,O
10 mg/ml in H,O

1 % Bacto-Trypton
0.5 % Hefeextrakt
1 % NaCl

pH 7.2

LB-Medium mit
1.5 % Bacto-Agar

342ml1 M NazHPO4
158 ml 1M NaH2P04
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NBT/BCIP-Firbeldsung’

Paraformaldehyd-Losung (4 %)

Spermidin'®?

20 x SSC'?

Stop-Mix I*

Stop-Mix IT*

50 x TAE-Puffer'®

5 x TBE-Puffer'®

10 x TBS"

1 x TE-Puffer'®

Thionin-Farbelosung (0,15 %)

Trisacetat-Puffer'®

X-Gal'®?

200 ul NBT/BCIP-Stocklosung
in 10 ml AP 3-Puffer

4 % PFA (w/v)

0,1 M Natriumphosphatpuffer (pH 7,2)
auf 60 °C erhitzen

etwas NaOH hinzugeben

200 mM

3 M NaCl
0.3 M Tri-Natrimcitrat
pH 7.0

15 % Ficoll 400
1 mM EDTA
0.01 % Orange G

0.25 % Bromphenolblau
0.25 % Xylencyanol
30 % Glyzerin in Wasser

2 M Tris (pH 8,0)
2 M Essigsédure
50 mM EDTA (pH 8,0)

450 mM Tris (pH 8.0)
450 mM Borsaure
10 mM EDTA

100 mM Tris (pHS,0)
1,5 M NaCl

10 mM Tris (pH 7,5)
1 mM EDTA

0,15 % Thionin (w/v)
0,1 M Essigsdure

3,6 mM Natronlauge

1 M Tris

pH 7,6 mit Essigsdure einstellen

2 % in Diemethylformamid
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2.4 Molekulargewichtstandards

DNA-Léngenstandard (1 pg/ul)

DNA 1 kb-Leiter (0.12-12.2 kb)

(Gibco BRL, Eggenstein)

RNA-Léangenstandard (1ug/pl)

RNA-Leiter (0.24 - 9.5 kb)

(Gibco BRL, Eggenstein)

SDS-Proteinmarker

Prestained SDS-PAGE Standard

SeeBlue™ Plus 2
(4 - 500 kDa) (Firma NOVEX)

25
Agarplatten

2.5.1 Vektoren

Plasmid-Vektoren: pUC 18

pBLCATS3

ptrTYRS

pBlueScript II SK +/-
pGEM-T
pT3T7-PAC
pSPORT1

Lawrist 7

pPAC4

2.5.2 Bakterienstimme

Escherichia coli DH5a

253
SOC-Medium:

Antibiotika und Agarplatten

LB-Ampicillin-Medium:
LB-Kanamycin-Medium:
LB-Amp-IPTG-X-Gal-Medium:

Verwendete Vektoren, Bakterienstimme, Antibiotika und

3,0 kb (Norrander et al. 1983)

4,3 kb (Luckow und Schiitz 1987)
142kb  (Beermann et al. 1991)

3,0 kb (Stratagene, Heidelberg)
3,0 kb (Promega, USA)

2,9 kb RZPD Berlin

4,1 kb RZPD Berlin

5,4 kb RZPD Berlin

19,5 kb RZPD Berlin

(Gibco BRL, Subcloning efficiency)

(Gibco BRL, Eggenstein)
50 pg Ampicillin pro ml LB-Medium
30 pg Kanamycin pro ml LB-Medium

LB-Ampicillin-Medium
100 uM IPTG
0,4 % X-Gal (w/v)

Den jeweiligen Selektivndhrboden wurde vor dem Autoklavieren zusitzlich 1,5 % (w/v)

Bacto-Agar zugesetzt.
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2.6  Gensonden, Oligonukleotide und Antikorper

2.6.1 Gensonden und Klone
HEF-2 (Rapp et al. 1989; Hanes et al. 1992)

Als Kontrolle fiir die Integritdit und Quantifizierung von RNA wurde ein cDNA-
Fragment flir den humanen Elongations-Faktor-2 (HEF-2) benutzt. Das als Gensonde
verwendete 1,6 kb Fragment wurde mit Bam HI und Bg/ 11 aus der HEF-2-cDNA
abgespalten, die dem Institut flir Humangenetik freundlicherweise von Prof. Dr. K.H.
Scheit, Max-Planck-Institut fiir Biophysikalische Chemie, Goéttingen, zur Verfligung
gestellt wurde.

ACR-CAT-SV40 (Nayernia et al. 1994)
TYR-SV40 (Beermann et al. 1991)
Maus c-fos IMAGp998N23999 RZPD Berlin
mPLC-1 IMAGp998A151771  RZPD Berlin

hPLC-B1 DKFZp434A0814Q2  RZPD Berlin

GAP-43 IMAGp998H231128  RZPD Berlin

Human SNAP-25 IMAGp998N23830 RZPD Berlin

Maus ChgB IMAGp998B19847 RZPD Berlin

Human BDNF IMAGp998K07736 RZPD Berlin

PAC 473 L8 Dr. Mariano Rocchi Instituto di Genetica, Bari, Italien
Cosmid A09170 Bibliothek Nr. 121 RZPD Berlin
PACL15323 Bibliothek Nr. 711 RZPD Berlin

2.6.2  Synthetische Oligonukleotide

Alle fiir die Experimente verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma Roth
(Karlsruhe) synthetisiert und im lyophilisierten Zustand erworben, mit Ampuwa auf

eine Konzentration von 100 uM (100 pmol/ul) eingestellt und als Stock bei —20 °C

gelagert.

MGAPDH¢o, 5’ -CATCACCATCTTCCAGGAGC-3'

MGAPDH, oy 5" -ATGACCTTGCCCACAGCCTT-3"

SP6 5" -AGGTGACACTATAGAATAC-3’

T7 5" -GTAATACGACTCACTATAGGGC-3’

GW, 5" -GTAATACGACTCACTATAGGGCACGCGTGGTCGACGGCCCGGGCTGGT

GW, 5’ -ACCAGCCC-3'
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APcy 1

APcy 2

PCP,

PCP,

CDS

APrace 1
APracy 2
TFRfor
TFRrev
PLC147
PLC;77
PLCi281rev
PLCi245rev
PLC712rev
SV40¢or 1
SV40Q¢or 1n
SV40¢or 2
SV4Q¢or 2n
SV40,ey 1
SV40,ey 1
SV40,ey 2
SV40,ey 2n
SVA4QLrr 1
SV4QLrr 2
DL2-0, 8cy
DL2-0, 8¢0r
DL5-2, 2 ey

DL5-2, 2¢0r

5’ -GTAATACGACTCACTATAGGGC-3"

5’ ~-ACTATAGGGCACGCGTGGT-3"

5’ -TCCGTGTGCATGTTGCATGTATGACAGAAAGG-3"
5’ -TACCACGGTAGACATATTCTCAGGGCTGCTGG-3"
5’ -TTCTAGAATTCAGCGGCCGC (T) 30NN-3”

5’ -CCATCCTAATACGACTCACTATAGGGC-3"
5’ -ACTCACTATAGGGCTCGAGCGGC-3"

5’ -ATTTCGGGAATGCTGAGAAAACAGACAGA-3’
5’ -GTCAATGTCCCAAACGTCACCAGA-3'

5’ -~CAGGCGGCGGCAAGCAGGATCC-3"

5’ -GCGGCTCGACTGCCGGGCTCTG-3"

5’ -GGACCTGCTCCTGCTTCAGAGGTGGG-3"

5’ -CATTGAGCCGGGGATCTCTCTGC-3"

5’ -CTTGGGAGCTTTGGCGTGCTTC-3"

5’ ~-GGAACTGATGAATGGGAGCAGTGGTGG-3"
5’ ~-GGGAGCAGTGGTGGAATGCCTTTAATG-3"
5’ -TGGGTTACAAATAAAGCAATAGCATCAC-3'
5’ -ATAAAGCAATAGCATCACAAATTTCAC-3’
5’ -ATGTTTCAGGTTCAGGGGGAGGTGTGG-3"
5’ ~-GGGGGAGGTGTGGGAGGTTTTTTAAAG-3"
5’ -CATTAAAGGCATTCCACCACTGCTCCC-3"
5’ -CCACCACTGCTCCCATTCATCAGTTCC-3"
5’ -TTGAGAGTCAGCAGTAGCCTC-3"

5’ -CAGCAAGTAGCCTCAATCAATCAAC-3'

5’ -CCCTGTGCTGGAACTTTGAGTATGAG-3"

5’ ~-CCAGAGAGGGAGATAAGAACTGACTCGCA-3’
5’ -ACTGTTTACAAGGAGGCGAC-3'

5’ -CTTTGTGATCTCGGAAGCAC-3"
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A09170¢0r 1 5’ -TCTTTGACCTGAGAACAATCC-3'

A09170¢0r 2 5’ -ACCTCAGGTATCTGAACTGTG-3"

A09170¢0r 3 5’ -CCCAGGACCTAGTGCATGCTAGGCAAGTGC-3"
A09170¢0r 4 5’ -CTTCACTGAGCTACATCACTG-3"

A09170¢0r s 5’ -TACATATTGGACATTGCAATG-3'

A091704ev 1 5’ -CAACAAGTGAATCAGAGACAG-3'

A091704ev 2 5’ -ACATGGTGAGTCTGATTGAGG-3"

A09170+ev 3 5’ -GATCTGATGCTACATGTCTTC-3"

A09170sev 4 5’ ~-ACAAAGGAGAGCATTTGATACC-3"

Die thermodynamische Schmelztemperatur T, wurde fiir kurze (<18 nt) Oligo-
nukleotide nach der 2+4 -Formel (Itakura et al. 1984; Thein et al. 1986) (,,Wallace
Temperatur®) (2.1) berechnet und fiir lingere Primer (> 19 nt) nach der GC-Formel
(2.2) (Sambrook et al. 1989) abgeschitzt.

I,=N,,¢2°C + Ng; *4°C (N = Anzahl Nukleotide) 2.1)
600 , . .
T =61,2°C+0,41(%G+C)— e (I = Linge des Oligonukleotids) (2.2)

Die fiir die jeweilige PCR-Reaktion optimale ,,Annealing* -Temperatur kann zwischen
3 °C —12 °C {iiber der Ty, liegen und muBSte daher fiir jede PCR optimiert werden.

2.6.3  Antikorper
Anti PLC-B1 (Ratte) Santa Cruz Biotechnology, USA
Anti GAP-43 (Maus) Dr. Rickmann, Institut fiir

Neuroanatomie, Universitdt Gottingen

Anti c-fos (Maus) Dr. Rickmann, Institut fiir

Neuroanatomie, Universitdt Gottingen

Anti Calretinin (Maus) Prof. Dr. Herbert Schwegler, Institut fiir

Anatomie, Universitdt Magdeburg
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2.7 Eukaryotische Zellinien und Medien

2.7.1  Eukaryotische Zellinien
WMP-1 Zellinie (Zornig et al. 1995)

2.7.2 Medien fiir die Zellkultur

RPMI-Gebrauchsmedium-I: RPMI-Medium 1640 mit L-Glutamin
15 % FKS
2 % Penicillin/Streptomycin
10 png / ml Concanavalin A
45 ng / ml Lipopolysaccharide

RPMI-Gebrauchsmedium-II: RPMI-Medium 1640
10 % FKS
1 % L-Glutamin
0,5 % Gentamycin

2.8 Genomische Bibliotheken der Maus

Maus Cosmid Bibliothek (129/ola) RZPD Berlin  Bibliothek Nr. 121
Maus PAC Bibliothek (RPCI21) RZPD Berlin  Bibliothek Nr. 711

2.9 Mause- und Rattenstimme

Maiuse des Stammes NMRI wurden von der Firma Charles River Wiga (Sulzfeld) und

vom Zentralinstitut fiir Versuchstierzucht-ZFV (Hannover) bezogen oder in den

institutseigenen Tierstdllen geziichtet. Die transgene TC-Mauslinie wurde am Institut

fiir Humangenetik in Gottingen von Dr. K. Nayernia auf einem NMRI-Hintergrund

erzeugt (Nayernia et al. 1994) und durch Verpaarung von hetero- oder homozygoten

Minnchen mit heterozygoten Weibchen stabil etabliert. Die Haltungsbedingungen

bestanden aus einem zwolfstindigen Hell-Dunkel-Rhythmus (Hellperiode: 6°°-18%

Uhr) bei einer Temperatur von 22 °C. Den Tieren standen eine pelletierte Zuchtdiét

(Herilan, Eggersmann, Rinteln) und Wasser ad libitum zur Verfligung.
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2.10 Methoden zur Isolierung und Konzentrationsbestimmung von
Nukleinsiduren

2.10.1 Isolierung hochmolekularer genomischer DNA aus Organen

Lyse Puffer: 50 mM Tris / HCI, pH 8.0
100 mM EDTA
0.5 % SDS

Proteinase K: 10 mg/ml  in H,0

Hochmolekulare genomische DNA wurde modifiziert nach Laird et al. (1991) isoliert.
Dazu wurde Milzgewebe der Maus oder 1-2 cm des Mauseschwanzes einer lebenden
Maus in 10 x Volumen Lyse-Puffer (w/v) zusammen mit Proteinase K in einer
Endkonzentration von 500 pg/ml in einem 50 ml Zentrifugenréhrchen bei 55°C iiber
Nacht in einem Schiittelwasserbad inkubiert. Nach Phenol- (1 x Volumen ss-Phenol)
und Phenol/Chloroform-Extraktion (1 x Volumen ss-Phenol/Chloroform 1:1) wurde die
DNA mit 0,1 x Volumen 3 M NaOAc und 2 x Volumen 100 % EtOH bei RT ausgefillt,
mit 70 % EtOH gewaschen, luftgetrocknet und in 200 pl Ampuwa iiber mehrere Tage
bei RT gelost und bis zur Analyse bei 4 °C gelagert. Nach vollstindigem Losen der
DNA erfolgte die Konzentrations- und Reinheitsbestimmung im Spektralphotometer
(Ultraspec 3000 pro, Amersham Pharmacia) (2.10.8). Die DNA wurde fiir genomische
Southern-Blots (2.15.1) und fiir Genome-Walking-Experimente (2.13.3) eingesetzt.

2.10.2 Isolierung von Plasmid-DNA durch Midi- oder Maxipriaparation

Mit Hilfe von Plasmid-Vektoren kann rekombinante DNA (2.14) in Bakterien vermehrt
werden. Die Auswahl der Plasmid-Isolierungsmethoden erfolgte nach dem jeweiligen

Bedarf und der Kopienzahl der verwendeten Plasmide.

GroBere Mengen Plasmid-DNA fiir Hybridisierungs- und Klonierungsexperimente
wurden aus 200-500 ml LB-Ubernachtkulturen mit entsprechendem plasmidkodiertem
Antibiotikum durch eine modifizierte Form der alkalischen Lyse (Birnboim und Doly
1979; Birnboim 1983) mit den Losungen des QIAGEN® -Plasmid-Systems (QIAGEN®,
Hilden) pripariert und mit Hilfe der mitgelieferten Anionenaustauschersdulen den
Herstellerangaben folgend gereinigt. Die Kulturen wurden aus Minipriparations- oder

Glyzerinkryokulturen angeimpft und iiber Nacht bei 37 °C im Schiittler inkubiert.
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2.10.3 Isolierung von Plasmid-, Cosmid- und PAC-DNA durch Minipriparation

Die Isolierung von Plasmid-, Cosmid- und PAC-DNA im analytischen Malstab
(Minipraparation) wurde mit den Losungen des QIAGEN®-Plasmid-Kits (QIAGEN®,
Hilden) mittels alkalischer Lyse (Birnboim und Doly 1979; Birnboim 1983) aus 5 ml
LB-Ubernachtkulturen ~ mit  entsprechendem  plasmidkodiertem  Antibiotikum
durchgefiihrt, wobei auf die Reinigung {iber Anionenaustauschersdulen verzichtet
wurde. Die Qualitdit dieser DNA war hinreichend gut, um sie in
Sequenzierungsreaktionen (2.17), in Restriktionen (2.16.1), im Southern-Blot (2.15.1)

und fiir die Insert-Isolierung (2.12) einzusetzen.

2.10.4 Isolierung von Cosmid- und PAC-DNA durch Maxipriparation

Zur Isolierung von hochmolekularer Cosmid- und PAC-DNA im Maxiprédparations-
mafstab, die frei von bakterieller genomischer DNA ist, wurde der ,,.Large-Construct
Kit“ der Firma QIAGEN® verwendet. Die PAC- und Cosmid-DNA wurde fiir
Restriktionskartierungen (2.16.1) und als DNA-Sonde in FISH-Hybridisierungen
(2.19.6) eingesetzt.

Vor der Priparation wurde eine LB-Selektivndhrplatte durch Ausstreichen eines Teils
der Glyzerinkryokulturen (2.10.5) angeimpft und {iber Nacht bei 37 °C im Brutschrank
inkubiert. Zundchst wurde eine LB-Vorkultur mit dem plasmidkodierten Antibiotikum
von dieser Platte angeimpft, nach 8 Stunden 1:1000 in 500 ml LB-Kulturmedium (+
Antibiotikum) verdiinnt und diese prdparative Kultur 16 Stunden bei 37 °C im
Schiittelinkubator  kultiviert. Die Cosmid- oder PAC-DNA wurde aus der
Ubernachtkultur durch alkalische Lyse (Birnboim und Doly 1979; Birnboim 1983) mit
den Losungen des ,,Large-Construct Kits“ (QIAGEN®, Hilden) den Herstellerangaben
folgend prépariert. Vor der Aufreinigung der DNA mit Hilfe der mitgelieferten
Anionenaustauschersdulen wurde die DNA in diesem System den Herstellerangaben
folgend ausgefillt, getrocknet, resuspendiert und mit ATP-abhidngiger Exonuklease
(0,4 pg/ul) unter Zugabe von ATP-Losung fiir 1 Stunde bei 37 °C inkubiert. Durch
diese Exonuklease-Behandlung wurden Kontaminationen mit bakterieller und
unvollstindiger Cosmid- und PAC-DNA beseitigt. Nach der Exonuklease Behandlung
wurde die DNA iiber Anionenaustauschersidulen gereinigt, die DNA bei 65 °C eluiert,
mit 2-Propanol gefillt, mit 70 % EtOH gewaschen, getrocknet und in Ampuwa (H,O)
gelost. Die Ausbeute lag fiir PAC-DNA bei 50 pg und fiir Cosmid-DNA bei 200 pg.
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2.10.5 Herstellung von Glyzerinkryokulturen

Glyzerinkryokulturen wurden aus den LB-Ubernachtkulturen der Plasmid-
Minipréaparationen (2.10.3) durch Zugabe von 500 ul sterilem Glyzerin zu 800 ul der
Bakteriensuspension, anschlieBender Durchmischung und Lagerung bei —70 °C

hergestellt.

2.10.6 Isolierung von Gesamt-RNA aus Gewebe

Gesamt-RNA fiir Northern-Analysen wurde aus unterschiedlichen Geweben der Maus
und aus verschiedenen Gehirn-Arealen (2.20) isoliert. Da RNA besonders anfillig
gegen Abbau durch RNasen endogener und exogener Herkunft ist, wurden alle
Losungen und das Millipore-H,O iiber Nacht mit 0.1 % DMDC inkubiert und
autoklaviert, die Benutzung von Glaswaren weitestgehend vermieden oder iiber Nacht
bei 180 °C erhitzt. Um eine RNase-Kontamination aus exogener Quelle zu vermeiden,
wurden alle Glasgerdte und Einmal-Plastikartikel nur mit Handschuhen beriihrt. Die
Arbeitsschritte wurden weiterhin nach Moglichkeit auf Eis oder im Kiihlraum
durchgefiihrt.

Die Organe fiir die RNA-Prédparation wurden mit sterilem Préparierbesteck entnommen,
kurz in 1 x PBS-Puffer gespiilt und sofort in einem Reaktionsgefd in fliissigem
Stickstoff schockgefroren. Die Isolierung der RNA wurde mit dem , Total RNA
Isolations Reagent der Firma Biomol (Hamburg) durchgefiihrt und basiert im
wesentlichen auf der Methode von Chomczynski und Sacchi (1987). Bis zu 100 mg
Gewebe wurden mit 1 ml ,,Total RNA Isolations Reagent versetzt, mit einem
Dispergierwerkzeugs (Ultraturrax T 25, Schiitt, Gottingen) homogenisiert und zur
vollstdndigen Dissoziation der Nukleoproteinkomplexe 5 Minuten auf Eis inkubiert.
Nach Zugabe von 200 pl Chloroform wurde die Suspension vorsichtig "iiber Kopf"
gemischt und erneut 5 Minuten auf Eis inkubiert. Durch Zentrifugation fiir 10 Minuten
bei 4000 x g und 4 °C wurden die Phasen getrennt. Die obere wéssrige Phase wurde in
ein neues Reaktionsgefdl iiberfiihrt und die RNA durch Zugabe von 1 x Volumen
2-Propanol fiir 10 Minuten auf Eis prézipitiert, durch Zentrifugation fiir 10 Minuten bei
4000 x g und 4 °C sedimentiert, einmal in 75 % Ethanol gewaschen, getrocknet und in
50-100 ul DMDC-Wasser gelost. Die Konzentrationsbestimmung der RNA erfolgte
photometrisch (2.10.8), und die Intaktheit der RNA wurde in einem denaturierenden
Agarosegel (2.11.2) getestet. Die RNA wurde bis zur weiteten Verwendung bei -70 °C
aufbewahrt.
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2.10.7 Selektive Anreicherung von mRNA aus Gesamt-RNA Priparationen

Die Gesamt-RNA aus der Prédparation in Kapitel 2.10.6 wurde fiir besondere
Anwendungen durch Affinitdtschromatografie iiber eine oligo(dT) Zellulose-Matrix, die
eine Bindungsaffinitit zu polyadenylierter (poly-A") mRNA besitzt, von ribosomaler
RNA (rRNA) und anderer nicht polyadenylierter (poly-A’) mRNA (z.B Histone) befreit.
Dazu wurde in dieser Arbeit das MESSAGEMAKER ™ mRNA Isolationssystem der Firma
Gibco BRL (Eggenstein) verwendet. Nach der Konzentrationsbestimmnung der
Gesamt-RNA Préparation (2.10.8) wurden bis zu 2 mg Gesamt-RNA mit DMDC-H,0
auf eine Konzentration von maximal 0,55 pg/ul eingestellt, fir 5 Minuten bei 65 °C
hitzedenaturiert und auf Eis abgekiihlt. AnschlieBend wurde die NaCl-Konzentration
der RNA-Lo6sung durch Zugabe von 0,11 x Volumen 5 M NaCl auf 0,5 M eingestellt,
die RNA-Losung mit der oligo(dT) Zellulose-Losung den Herstellerangeben folgend
gemischt, fiir 10 Minuten bei 37 °C unter Schiitteln die Bindung der poly-A"-mRNA an
die oligo(dT) Matrix hergestellt und die Suspension in die vom Hersteller gelieferte
Sdule tberfiihrt. AnschlieBend wurde die Sdulenmatrix komprimiert und die
Waschschritte (0,5 M NaCl / 20 mM Tris pH 7,4 und 0,1 M NaCl / 20 mM Tris pH 7,4)
nacheinander den Herstellerangaben folgend ausgefiihrt, wobei die Suspension bei
jedem Waschschritte erneut resuspendiert und komprimiert wurde. Die poly-A" -mRNA
Fraktion konnte anschlieBend durch Zugabe von auf 65 °C vorgewdrmtem DMDC-
Wasser eluiert werden. Es wurde dann eine zweite Selektion wie beschrieben
durchgefiihrt, um den poly-A~ -RNA-Gehalt auf unter 10 % zu driicken. Die poly-A" -
mRNA wurde durch Zugabe von 0,1 x Volumen 3 M NaOAc und 2,5 x Volumen EtOH
iiber Nacht bei —20 °C ausgefillt, zentrifugiert (Minizentrifuge, 12000 x g, 20 Minuten,
4 °C), mit 70 % EtOH gewaschen und in DMDC-H,O geldst. Nach zwei Selektionen
betrug die Ausbeute etwa 1 % (w/w).

2.10.8 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsiuren

Die Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren erfolgte photometrisch durch
Bestimmung der Lichtabsorption bei 260 nm in einem Spektralphotometer (Ultrospec®
3000 pro, Amersham Pharmacia Biotech). Man erhélt die Nukleinsdure-Konzentration

nach folgender Formel:
c=(0D,,, —OD,,,)ece f f = Verdiinnungsfaktor

=50 ug/ul (DNA) (2.3)
=40 ug/ul (RNA)
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2.11 Gelelektrophoretische Methoden

2.11.1 Horizontale Agarose-Gelelektrophorese

Die horizontale Agarose-Gelelektrophorese (Sambrook et al. 1989) wurde
standardmdfig mit einer Agarosekonzentration von 1.0 % (w/v) im 0,5 x TBE-
Puffersystem durchgefiihrt und diente der Integritdtspriifung isolierter bzw.
synthetisierter ~Nukleinsduren (sieche 2.10), der Uberpriifung durchgefiihrter
enzymatischer Modifikationen (sieche 2.16) und der ,Insert"-Isolierung {iber
Anionenaustauschersilikat (siche 2.12.1). Die TBE -Gelelektrophorese wurde auch dann
benutzt, wenn das Gel nach der Elektrophorese geblottet werden sollte (siehe 2.15.1 und
2.15.2). Die Elektrophorese restringierter genomischer DNA fiir genomische ,,Southern-
Blots*™ (2.15.1) wurde in groBen horizontalen Gelkammern (10 x 15 cm) im 1 x TAE
Puffersystem durchgefiihrt.

Die Agarose wurde durch Aufkochen in 100-200ml des entsprechenden
Elektrophoresepuffers gelost, mit 5 pl Ethidiumbromid (Stammlosung 1 pg/pl) versetzt
und in die Gelkammer gegossen. Nach Erkalten und Verfestigung der Agarose wurden
die Reaktionsansitze nach Zugabe von 0,2 x Volumen Stop-Mix I aufgetragen und in
dem entsprechenden Elektrophorese-Puffer bei einer konstanten Spannung von 1.0 - 5.0
V/em elektrophoretisch aufgetrennt. Nach der Elektrophorese wurden die Gele auf
einem UV-Transilluminator (230-360 nm) mit einem Video-Dokumentationssytem
(Herolab, Heidelberg) fotografiert und bei Bedarf auf Nitrozellosemembranen
transferiert (2.15.1).

2.11.2 Denaturierende Agarose-Gelelektrophorese

(Hodge 1994)

10 x MOPS-Puffer: 0,2 M MOPS
50 mM NaOAc
10 mM EDTA pH 7,0 mit NaOH

RNA-Probenpuffer: 60 % Formamid
9,25 % Formaldehyd
1,5 x MOPS-Puffer

RNA-Ladepuffer: 15 % Ficoll 400
1 mM EDTA
0.01 % Orange G
0,05 % Ethidiumbromid (w/v)
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Um eine Riickbildung der Sekundérstruktur der RNA wihrend der Elektrophorese zu
vermeiden, wurden RNA-Proben unter denaturierenden Bedingungen in Agarosegelen
mit Formaldehyd aufgetrennt. Zur Herstellung dieser Gele wurden 200 ml eines
Agarosegels (1,0 %) durch Aufkochen von 2 g Agarose und 20 ml 10 x MOPS-Puffer
zusammen mit 148 ml DMDC-Wasser hergestellt, nach dem Abkiihlen bis auf 60 °C
mit 33,2 ml Formaldehyd bis auf eine Endkonzentration von 6,2 % (v/v) gemischt und
das Gel wie unter 2.11.1 beschrieben in eine horizontale Gelkammer gegossen. Das
denaturierende Agarosegel wurde analog zum ,,Southern-Blot" zum Transfer von
gelelektrophoretisch getrennter RNA im ,,Northern-Blot" (Sambrook et al. 1989) auf
eine Nitrozellulosemembran (2.15.2) benutzt.

Die RNA-Proben (15-30 pg Gesamt-RNA bzw. 1-2 pug poly-A” -mRNA) und 4 pl
RNA-Léngenstandard (4 pg) wurden in der Vakuum-Zentrifuge oder durch Zugabe von
DMDC-Wasser auf ein Volumen von 6 ul gebracht, mit 12 ul frisch zubereitetem
Proben-Puffer vermischt, fiir 10 Minuten bei 65 °C denaturiert und anschlieend fiir
5 Minuten auf Eis gestellt, um eine Renaturierung zu vermeiden. Vor dem Auftragen
wurden die Proben mit 0,25 x Volumen RNA-Ladepuffer versetzt und in die Geltaschen
pipettiert. Die Elektrophorese erfolgte in 1 x MOPS-Puffer fiir 8-10 Stunden bei

konstanter Spannung von 4.0 V/cm bei Raumtemperatur.

2.11.3 Denaturierende SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese zur Auftrennung
von Proteinen

(Laemmli 1970)

Acrylamid-Stammldsung: 40 % (w/v) Acrylamid / Bisacrylamid (29:1)
(Amresco®, Ohio)

Laufpuffer (5x): 25 mM Tris/HCI (pH 8.3)

192 mM Glycin
0.1 % SDS

Ladepuffer (2x): 0.5 M Tris/HCI (pH 6.8)
20 % Glyzerin
0.25 % Bromphenolblau
4 % SDS (frisch zugesetzt)
10 % 2-Mercaptoethanol (frisch zugesetzt)

Sammelgelpuffer (4x): 0.5 M Tris/HCI (pH 6.8)
Trenngelpuffer (4x): 1.5 M Tris/HCI (pH 8.8)
APS-Losung 10 % APS (w/v) in H,O
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Durch die denaturierende SDS-PAGE werden Proteine entsprechend ihren
Molekulargewichten aufgetrennt. Durch Aufkochen mit SDS werden die Polypeptid-
ketten entfaltet und dann einheitlich mit einer negativen Ladung abgesittigt, so dass die
Eigenladung der Proteine vernachlissigbar wird und deren Wanderungsgeschwindigkeit
vorrangig durch das Molekulargewicht bestimmt ist. Durch Verwendung von
2-Mercaptoethanol werden zusétzlich vorhandene Disulfidbriicken reduziert. Mit Hilfe
der SDS-PAGE wurden die Gesamt-Proteine aus Gehirn und Hippocampus (2.21.1)
aufgetrennt und nach der Elektrophorese durch ,,Western-Blotting" auf eine Membran
(Porablot PVDF, Macherey Nagel, Diiren) transferiert (2.15.3).

Die SDS-PAGE zur Auftrennung von Proteinen wurde standardmiBig diskontinuierlich
mit einem Konzentrations- und pH-Sprung im Gel durchgefiihrt. Dadurch wurde die
Lauffront gebiindelt und die Auflésung der Elektrophorese erhoht. Ein 3,5-20 %iges
Trenngel (pH 8,8) wurde dabei in 1,5 mm Schichtdicke zwischen zwei Glasplatten (14 x
16 cm) gegossen und mit einem 4 %igen Sammelgel (pH 6,8) iiberschichtet. Die
Polyacrylamidstufen wurden aus der 40 %igen Acrylamid-Stammldsung (Amresco®,
Ohio) in 1 x Trenn- bzw. Sammelgelpuffer auf die entsprechende Konzentration
verdiinnt und mit 0,1 % SDS versetzt. Die Polymerisation wurde durch die Zugabe des
Radikalbildners APS (0,05 %) und des Radikal-Stabilisators TEMED (0,1 %) gestartet.
Die Trenngelstufe wurde bis zur Polymerisation mit 1 x Trenngelpuffer iiberschichtet.
Nach einem Vorlauf von 30 Minuten bei 25 mA in 1 x Laufpuffer wurden die Proben
mit 1 x Volumen 2 x Ladepuffer vermischt, fiir 3 Minuten bei 95 °C denaturiert,
1 Minute bei 12000 x g zentrifugiert, in die Geltaschen pipettiert und bei 50 mA
aufgetrennt. Als Standard wurden 7,5 ul eines vorgefirbten Protein-Elektrophorese-
Standards (,,prestained* SeaBlue™ Plus2, 4-250 kDa, Firma NOVEX) eingesetzt.

2.12 Isolierung und Aufreinigung von Nukleinsdurefragmenten

2.12.1 Isolierung und Aufreinigung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen
mittels Anionenaustauschersilikat

Diese Methode wurde eingesetzt, um DNA-Fragmente fiir Hybridisierungs- (2.16.5)
und fiir Klonierungsexperimente (2.14) zu isolieren. Dazu kamen die Fertigsysteme der
Firmen Genomed (Bad Oeynhausen, ,Jetsorb") und Macherey-Nagel (Diiren,
NucleoSpin® Extract) zum Einsatz. In beiden System wird die Agarose nach Zugabe
einer hochmolaren Losung des chaotropen Salzes Natriumperchlorat (NaClO4) bei
50 °C irreversibel aufgelost und die DNA nach dem von Vogelstein und Gillespie

(1979) beschriebenen Prinzip in Suspension (,,Glasmilch®, Jetsorb) oder in ,,spin-
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Sdulen“ an Anionenaustauschersilikat gebunden, mehreren Waschschritten mit
Hochsalzpuffer und Niedrigsalzpuffer unterzogen und mit Wasser (Ampuwa) oder TE-
Puffer eluiert. Die im Macherey Nagel-System durch Zentrifugation optimierten
Waschschritte ermoglichen eine salz- und silikatfreie DNA-Préparation und wurden

daher zur Aufbereitung von PCR-Produkten vor deren Klonierung (2.14.1) benutzt.

Die entsprechende DNA-Bande wurde nach gelelektrophoretischer Auftrennung
(2.11.1) auf einem Transilluminator unter langwelligem UV-Licht (366 nm) mit einem

sterilen Skalpell herausgeschnitten und die DNA den Herstellerangaben folgend isoliert.

2.13 Techniken der Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Die PCR-Technik ist eine enzymatische Methode fiir die in vitro Amplifikation
spezifischer DNA-Fragmente (Saiki et al. 1988). Die Spezifitdt dieser Amplifikation
basiert auf zwei Oligonukleotidprimern, die das zu amplifizierende DNA-Segment
flankieren und nach einer Hitzedenaturierung an den komplementiren Stringen binden.
Die hitzestabile DNA-Polymerase (7ag-Polymerase) des Archeabakteriums Thermus
aquaticus (Chien et al. 1976) synthetisiert bei ihrer optimalen Temperatur (72 °C) die
DNA entlang der Region zwischen den Primern. Durch sich wiederholende Zyklen von
Denaturierung der DNA-Stringe, Anlagerung der Primer ("Annealing") und DNA-
Synthese (Elongation) wird eine exponentielle Vermehrung des jeweiligen DNA-
Fragmentes erreicht. Durch den Einsatz der hitzestabilen Tag-Polymerase wird die
Automatisierung der PCR in Thermocyclern ermoglicht.

2.13.1 PCR an Plasmid-DNA

Die PCR an Plasmid-DNA wurde durchgefiihrt, um DNA-Fragmente zu amplifizieren,
die nicht durch restriktionsenzymatische Spaltung isoliert werden konnten. Fiir die PCR
wurden folgende Reagenzien aus dem PLaTinumM® Tag DNA Polymerase-System (Gibco
BRL) in einem diinnwandigen 0,2 ml PCR-Reaktionsgefd3 zu einem Gesamtansatz von

50 pl zusammenpipettiert:

x ul Plasmid-DNA (100 ng)
I ul Primer 1 (10 pmol/ ul)
I ul Primer 2 (10 pmol/ ul)
lul  dNTP-Mix (je 10 mM)
Sul 10 x PCR-Puffer
1,5 ul 50 mM MgCl,
0,5 ul PLATINUM® Tag DNA Polymerase (5 U/ul)
ad 50 pl Ampuwa
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Die Ansdtze wurden in einem Thermocycler (Primus 96, MWG Biotech) mit folgendem
PCR-Profil fiir 35 Zyklen inkubiert:

5 Min. 95°C Vordenaturierung

30 Sek. 95°C Denaturierung

30 Sek. 55-65°C Annealing x 35 (2.4)
1 Min./ kb 72°C Elongation

7 Min. 72°C Auffiillreaktion

Die ,,Annealing"-Temperatur (Anlagerung der Primer) war spezifisch fiir die einzelnen
Primerpaare und wurde fiir jede Primerkombination optimiert. Die Spezifitit des
Produktes (Fragmentlinge) wurde nach der Amplifikation in einer horizontalen
Agarose-Gelelektrophorese (siehe 2.11.1) iiberpriift. Dazu wurden 5 ul des
Reaktionsansatzes mit 0,2 x Volumen Stop-Mix [ vermischt und auf das Gel
aufgetragen. In praparativen Ansétzen zur Aufreinigung der PCR-Produkte wurden 20
bis 30 ul des PCR-Ansatzes ebenfalls mit 0,2 x Volumen Stop-Mix I auf ein

horizontales Agarosegel (1 %) aufgetragen und wie unter 2.12 beschrieben gereinigt.

2.13.2 ,Reverse Transkriptions-PCR* (RT-PCR)
(Loh et al. 1989)

Unter der ,,Reversen Transkriptions-PCR” versteht man die Amplifikation von cDNA-
Sequenzen (komplementidre DNA), die zuvor durch reverse in vitro-Transkription der
mRNA mit Hilfe des Enzyms Reverse Transkriptase synthetisiert wurden. Mittels der
RT-PCR konnen kleinste Transkriptmengen in Geweben detektiert werden. Die RNA
wird dabei in cDNA umgeschrieben (Erststrangsynthese der komplementéren DNA). In
dieser Arbeit wurde ausschlieBlich die RT-PCR mit sequenzspezifischer
Erststrangsynthese benutzt, um die Expression eines groBen Transkriptes zu
untersuchen und dessen 5’-cDNA Bereiche zu klonieren. Die Intaktheit und die
Integritdit der verwendeten RNA wurde iiber eine Kontroll-RT-PCR mit einem
Primerpaar, das ein spezifisches 480 bp Fragment eines ubiquitdr exprimierten
Stoffwechselgens (GAPDH=Glyzerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogensase) amplifi-
ziert, dokumentiert (Seipp und Buselmaier 1994).

Es wurden 1 bis 5 pg Gesamt-RNA mit 2 pmol genspezifischem Primer (GSP) und
2 pmol des reversen GAPDH-Primers (GAPDH;,.y) in einem Ansatzvolumen von 11 pl
fiir 10 Minuten bei 70 °C denaturiert und 5 Minuten auf Eis gekiihlt. Zu diesem Ansatz
wurden folgende Komponenten aus dem SUPERSCRIPT'™ II-System (Gibco BRL)



2 Material und Methoden 28

gegeben, und anschlieBend 2 Minuten bei 42 °C in einem Themocycler (Primus 96,
MWG Biotech) vorinkubiert:
11 ul  Ansatz (RNA und Primer)
4 ul 5 x Reverse Transkriptase-Puffer
2wl DTT (0,1 M)
1l dNTP-Mix (je 10 mM)
1 I RNase Inhibitor

Nach der Vorinkubation wurde 1 pl RNase H™ Reverse Transkriptase (SUPERSCRIPT ™
I1, 200 U) dazupipettiert, gemischt und 50 Minuten bei 42 °C inkubiert. Anschlieend
wurde die zur cDNA komplementdre RNA durch Zugabe von 2 U E. coli RNase H
(Gibco BRL) und 20 Minuten Inkubation bei 37 °C entfernt, da diese RNA die
Amplifikation speziell von grofleren PCR-Produkten (> 1 kb) inhibieren kann. Die
cDNA konnte direkt als Template in die PCR-Reaktion eingesetzt werden oder wurde

bei —20 °C eingefroren.

Fiir die PCR wurden folgende Reagenzien aus dem PLATINUM® Tag DNA Polymerase-
System (Gibco BRL) in einem diinnwandigen 0,2 ml PCR-Reaktionsgefa3 zu einem
Gesamtansatz von 50 pl zusammenpipettiert:
2ul cDNA
1 ul Primer 1 (10 pmol/ pl)
1 ul  Primer 2 (10 pmol/ pl)
1l dNTP-Mix (je 10 mM)
Sul 10 x PCR-Puffer
LSul 50 mM MgCl,
0,5 ul PLATINUM® Tag DNA Polymerase (5 U/pl)
ad50ul  Ampuwa

Die Ansdtze wurden in einem Thermocycler (Primus 96, MWG Biotech) mit folgendem
PCR-Profil fiir 35 Zyklen inkubiert:

5 Min. 95°C Vordenaturierung
30 Sek. 95°C Denaturierung
30 Sek. 55-65°C Annealing x 35
1 Min./ kb 72°C Elongation (2.5)
7 Min. 72°C Auffiillreaktion
0 4°C Kiihlung

Zeitgleich wurde die GAPDH-Kontroll-PCR an den synthetisierten cDNA — Proben mit
Hilfe des GAPDH-Primerpaares durchgefiihrt. Ein Aliquot der PCR-Proben wurde
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anschlieBend wie unter 2.11.1 auf einem Agarosegel getestet und die PCR-Produkte bei
Bedarf tiber ein priparatives Agarosegel isoliert und subkloniert (2.14). In einigen
Féllen war es notig, eine sogenannte ,,nested-PCR* mit einem zweiten Primerpaar an
der DNA der ersten Amplifikation durchzufiihren, bevor man spezifische PCR-Produkte
erhalten konnte. Dazu wurde die 1. PCR 1:50 mit Ampuwa verdiinnt und davon 1 pl in
einem weiteren PCR-Ansatz mit einem zweiten Primer-Paar eingesetzt und in einem

Thermocycler mit dem oben beschriebenen PCR-Programm amplifiziert.

2.13.3 PCR-basiertes ,,Genome Walking*

PCR-basiertes ,,Genome Walking” ist eine Methode zur Amplifikation und Klonierung
unbekannter genomischer DNA-Abschnitte in direkter Nachbarschaft bekannter DNA-
Sequenzen, wie z.B. cDNA (Siebert et al. 1995). In dieser Arbeit wurde die Methode
benutzt, um eine Wildtyp-genomische Region zu amplifizieren und zu klonieren, die in
direkter Nachbarschaft zu einer transgenen DNA-Insertion liegt. Zu diesem Zweck
wurde hochmolekulare genomische DNA der zu testenden Mause isoliert und daraus
DNA-Pools Adaptor-ligierter genomischer DNA-Fragmente erzeugt. Aliquots dieser
Adaptor-ligierten DNA-Pools wurden dann in zwei aufeinanderfolgenden PCR-
Amplifikationen mit je einem von zwei genspezifschen Primern (GSP; und GSP;) und
einem der zwei Adaptor-Primer (APgw | und APgw 2) eingesetzt (Abb. 2.1). Die
Qualitdt der DNA-Pools wurde analog in zwei Kontroll-PCRs mit genspezifischen
Kontroll-Primern (PCP1 und PCP2) und den beiden Adaptor-Primern (APgw ; und
APgyw ») tiberpriift.
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Genomische DNA
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Amplifikation an Adaptor-ligieten DNA-Pocls
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Gelelektrophoretische Analyse

Abb. 2.1: Schematische Darstellung des ,, Genome-Walking “ —Protokolls: Hochmolekulare genomische
DNA wird mit ,, blunt-end” -Restriktionsenzymen geschnitten und die Fragmente mit dem
Genome-Walker — Adaptor ligiert. Aliquots dieser Adaptor-ligierten DNA-Pools werden dann
in zwei aufeinanderfolgenden PCR-Amplifikationen mit genspezifschen Primern (GSP; und
GSP;) und den Adaptor-Primern (APgy ; und APgy ;) in PCR-Reaktionen eingesetzt und die
Amplifikate gelelektrophoretisch analysiert.
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Hochmolekulare genomische DNA wurde wie in Kapitel 2.10.1 beschrieben isoliert und
je 2,5 ng Aliquots komplett mit Restriktionsendonukleasen, die glatte Enden (,,blunt
ends“; EcoRV, Scal, Dral, Pvull, Ssp1) hinterlassen, folgendem Schema folgend
tiber Nacht bei 37 °C verdaut:

x ul Genomische DNA (2,5 ng)
10 ul 10 x Reaktions-Puffer
8 ul  Restriktionsendonuklease (10 U/ul)

H,0 ad 100 pul
Uber ein Agarosegel (2.11.1) wurde ein Aliquot von 5 ul auf Vollstindigkeit der

enzymatischen Reaktion iiberpriift und gegebenenfalls durch Zugabe von weiterem
Enzym, Puffer und entsprechender Erh6hung des Reaktionsvolumens nachverdaut. Erst
nach vollstandiger Restriktion wurde der Ansatz iiber Phenol- und Chloroform-
Extraktion (1 x Volumen Phenol, 1x Volumen Chloroform) von Restriktions-
endonuklease befreit und die wiéssrige Phase nach Zugabe von 20 pug Glykogen als
»Carrier”, 0,1 x Volumen NaOAc (pH 4,5) und 2 x Volumen EtOH (-20 °C) fiir
10 Minuten bei 12000 x g in einer Minizentrifuge préizipitiert, in 80 % EtOH (-20 °C)
gewaschen, getrocknet und in 20 pl TE-Puffer (pH 7,5) gelost.

Der Adaptor wurde aus den entsprechenden Oligonukleotiden (GW; und GW,) durch
Assoziation (,,Annealing®) selbst hergestellt. Dazu wurden die Oligonukleotide im
dquimolaren Verhiltnis (je 25 uM) in einem Schraubdeckelreaktionsgefd3 gemischt, fiir
10 Minuten in einem Becherglas mit 200 ml Wasser durch Aufkochen denaturiert und
zusammen mit dem Becherglas in einer Styroporkiste liber Nacht bei 4 °C langsam
reassoziiert. Der Adaptor (Endkonzentration: 25 pM) wurde anschlieBend bei —20 °C
gelagert.

Die Adaptor-Ligation wurde nach folgendem Pipettierschema angesetzt und iiber Nacht
bei 16 °C durchgefiihrt:

4,0 pl ,blunt end“genomische DNA

1,9 ul Adaptor (25 uM)

1,6 ul 5 x Ligation-Puffer (Promega)

0,5ul  T4-Ligase (Promega, 3 U/ul)

8,0 ul
Die Ligation wurde dann durch Inkubation fiir 5 Minuten bei 70 °C beendet und die
DNA-Pools durch Zugabe von 72 pul 1 x TE-Puffer (pH 7,4) 1:10 verdiinnt. Die DNA
konnte direkt als Template in die PCR-Reaktion eingesetzt werden oder wurde bei

-20 °C eingefroren.
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Fiir die ,,Genome Walking* ~PCR wurde das ,,Advantage® Genomic PCR-System* der
Firma CLONTECH (Heidelberg) verwendet. Dieses PCR-System enthdlt einen
50 x Polymerase-Mix mit 7th DNA-Polymerase (thermostabile DNA-Polymerase aus
Thermus thermophilus) als Hauptkomponente, eine geringe Menge einer weiteren
DNA-Polymerase mit 3’-5’-Exonukleaseaktivitit zur Fehlerkorrektur (Ventz®) und
einen monoklonalen TthStart'V-Antikérper, der die Tth DNA-Polymerase bis zur ersten
Denaturierung neutralisert (automatischer ,,Hot Start). Durch die Verwendung dieses
Polymerase-Systems in Kombination mit dem verwendetenen ,touchdown“-PCR
Protokoll (Don et al. 1991; Hecker und Roux 1996) ermoglicht dieses System im
»Genome Walking™ — Experiment die Amplifikation von bis zu 6 kb aus geringen

Mengen genomischer DNA bei hoher Sensitivitit, Genauigkeit, Effizienz und Ausbeute.

Die Sequenz der genspezifischen Primer (GSP) wurde so gewdhlt, dass die
thermodynamische Schmelztemperatur Ty, zwischen 65 - 70 °C lag, was einem G/C-
Gehalt von 40-60 % entspricht. Die Primerldnge sollte dabei zwischen 27-30 bp liegen.
Durch dieses Primer-Design konnte gewéhrleistet werden, dass die Primer bei der
empfohlenen Annealing- und Elongationstemperatur (67 °C) effektiv an ihr Template
binden und gleichzeitig eine unspezifische Primer-Bindung unterdriickt wird. Dafiir
sorgt auch die geringfiigig iiber der Ty, gelegenen Annealing-Temperatur in den ersten
7 PCR-Zyklen der ,,touchdown“-PCR. Durch diese Prozedur wurde zwar die Effizienz
der PCR vermindert, dafiir aber die Spezifitit erhoht. Fiir die zweite PCR wurden nach
den selben Kriterien sogenannte ,,nested“-Primer hergestellt, deren Bindungssequenz
innerhalb des mit dem ersten Primerpaar synthetisierten PCR-Produkts lag und die mit

den ersten Primern nicht tiberlappten.

Fir die PCR wurden folgende Reagenzien aus dem ,,Advantage® Genomic PCR-
System* (Clontech) in einem diinnwandigen 0,2 ml PCR-Reaktionsgefdll zu einem
Gesamtansatz von 25 pul zusammenpipettiert:

1,0 ul  Adaptor-ligierte DNA

0,5ul  APgw (10 pmol/ pl)

0,5ul  GSP; (10 pmol/ pul)

0,5ul  dNTP-Mix (je 10 mM)

2,5 ul 10 x Tth - PCR-Reaktionspuffer

LLLul 25 mM Mg(OAc),

0.5ul 50 x Advantage® Genomic Polymerase-Mix

ad25ul  Ampuwa

Die Ansédtze wurden in einem Thermocycler (Primus 96, MWG Biotech) mit folgendem

PCR-Profil inkubiert, wobei zunichst die stringentere Temperatur gewéhlt wurde:
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25 Sek.
4 Min.
25 Sek.
4 Min.
7 Min.

o0

94°C Denaturierung } o7

70-72°C Annealling | Elongation

94°C Denaturierung } 32
65-67°C Annealling | Elongation (2.6)
67°C Autffiillreaktion

4°C Kiihlung

Der PCR-Ansatz wurde anschliefend auf Eis gelagert und 5 pl auf einem Agarosegel

(1,5 %, Kapitel 2.11.1) gelelektrophoretisch aufgetrennt. Bei Vorhandensein von
Produkten, sichtbar als Banden oder DNA-Schmier, wurde die Reaktion beendet, bei
- 20 °C eingefroren oder die zweite PCR durchgefiihrt. Anderenfalls wurde das PCR-
Programm (2.6) auf 37 Zyklen verldngert und 5 weitere Zyklen angehingt oder die

gesamte PCR mit der niedrig stringenten Temperatur, d.h Reduktion um maximal 2 °C,
wiederholt (2.6).

Die ,,nested“-PCR wurde dann folgendem Schema folgend zusammenpipettiert und dem
PCR Programm (2.7) oder (2.8) unterworfen:

25 Sek.

4 Min.

25 Sek.

4 Min.
7 Min.

1,0 pl
0,5 ul
0,5 ul
0,5 ul
2,5 ul
1,1 ul
0,5 ul
ad 25 ul

94°C
70-72°C
94°C
65-67°C
67°C
4°C

DNA aus 1. PCR

APgw 2 (10 pmol/ pl)

GSP , (10 pmol/ pl)

dNTP-Mix (je 10 mM)

10 x Tth - PCR-Reaktionspuffer
25 mM Mg(OAc),

50 x Advantage® Genomic Polymerase-Mix

[ o

} x20
2.7)

Ampuwa

Denaturierung
Annealling | Elongation
Denaturierung
Annealling / Elongation
Auffiillreaktion
Kiihlung
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25 Sek. 94 °C Denaturierung
30 Sek. 60—-65°C Annealing x 35
4 Min. 72°C Elongation (2.8)
7 Min. 67 °C Auffiillreaktion
0 4°C Kiihlung

Die PCR-Produkte wurden nach Southern-Blot Hybridisierung (2.18.1) und Isolierung
der positiven PCR-Produkte aus Agarosegelen (2.12) mit Hilfe des TA-Klonierungs-
systems der Firma Promega (2.14.1 Nr. 4) subkloniert und sequenziert (2.17).

2.13.4 ,,Rapid Amplification of cDNA end* -PCR (RACE-PCR)

Diese Methode wurde benutzt, um das unbekannte 5’-Ende und 3-‘Ende einer mRNA
ausgehend von einer bekannten internen Sequenz zu amplifizieren und zu klonieren.
Die RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends) (Frohman et al. 1988; Jain et al. 1992)
wird mit geringen Modifikationen auch als ,,anchored* PCR (Loh et al. 1989) oder als
,one-sided“ PCR (Ohara et al. 1989) bezeichnet. In dieser Arbeit wurde das
,Marathon™ c¢DNA Amplification” System der Firma Clontech verwendet. Dieses
System zeichnet sich dadurch aus, dass sowohl die 5’- als auch die 3’-RACE an der
identischen Adaptor-ligierten cDNA durchgefithrt werden konnen (Chenchik et al.
1996).

Fiir die cDNA-Synthese wurde 1 pug Poly A" -mRNA (2.10.7) aus dem entsprechenden
Gewebe zusammen mit 1 pl eines oligo-dT Adaptorprimers (CDS-Primer 10 pM) in
einem Reaktionsvolumen von 5 pl fir 2 Minuten bei 70 °C denaturiert und fiir
2 Minuten auf Eis inkubiert. Die Erststrangsynthese wurde mit den Bestandteilen des

Systems folgendem Schema folgend zusammenpipettiert:

5ul mRNA / CDS-Primer-Mix

2ul 5 x Erststrangsynthese-Puffer

lul  dNTP-Mix (je 10 mM)

1ul  AMV Reverse Transkriptase (20 U/ul)
H,0O ad 10 pl

Die Erststrangsynthese wurde bei 42 °C fiir 1 Stunde in einem Thermocycler
durchgefiihrt und die Reaktion anschlie3end auf Eis beendet.

Die Zweitstrangsynthese wurde im direkten Anschlu durchgefiihrt. Der dabei zum
Einsatz kommende Enzymcocktail enthédlt RNase H, E. coli DNA Polymerase I und
E. coli DNA-Ligase. Dieser Enzymcocktail degradiert die eingesetzte mRNA in
mRNA/cDNA Hybriden und synthetisiert den zweiten cDNA-Strang (Okayama und
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Berg 1982; Gubler und Hoffman 1983). Die Zweitstrangsynthese wurde mit den

Bestandteilen des Systems folgendem Schema folgend zusammenpipettiert:

10 ul  Erststrang-Reaktion
16 ul 5 x Zweitstrangsynthese-Puffer
1,6 ul  ANTP-Mix (je 10 mM)
4ul 20 x Zweitstrang-Enzymcocktail
H,0 auf 80 pl

Die Zweitstrangsynthese wurde bei 16 °C fiir 1,5 Stunden in einem Wasserbad
durchgefiihrt. AnschlieBend wurden 2 pl (10 U) T4 DNA Polymerase zugefiigt und die
Reaktion erneut 45 Minuten bei 16 °C inkubiert. Diese enzymatische Reaktion
produziert glatte Enden (,,blunt ends®) und ermoglicht die Adaptor-Ligation. Die
Reaktion wurde durch Zugabe von EDTA/Glykogen-Mix abgestoppt, je einmal mit
100 pl Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1) und 100 pl Chloroform/Isoamyl-
alkohol (24:1) extrahiert, die cDNA aus dem wissrigen Uberstand durch Zugabe von
0,5 x Volumen 4 M NH;4OAc (Ammoniumacetat) und 2,5 x Volumen EtOH (95 %)
ausgefillt, mit 80 % EtOH gewaschen, luftgetrocknet und in 10 ul H,O resuspendiert.
AnschlieBend wurden 2 pl der cDNA auf einem 1,2 % Agarosegel analysiert und die
DNA-Konzentration abgeschétzt.

Die Adaptor-Ligation wurde mit den Bestandteilen des Systems folgendem Schema

folgend zusammenpipettiert:

S5ul ds-cDNA (Doppelstrang-cDNA)
2ul  Marathon cDNA Adaptor (10 uM)
2ul  5x Ligations-Puffer
lul  T4-DNA Ligase (400 U/pl)

H,0 auf 10 pl

Die Ligation wurde iiber Nacht bei 16 °C im Wasserbad durchgefiihrt. Anschlieend
wurde die Ligase fiir 5 Minuten bei 70 °C inaktiviert und die Adaptor-ligierte cDNA
1:100 mit 1 x TE-Puffer auf eine Konzentration von ungefahr 0,1 pg/ml verdiinnt, fiir
2 Minuten bei 94 °C denaturiert, 2 Minuten auf Eis abgekiihlt und bei —20 °C gelagert.

Fir die RACE-PCR wurde das ,,Advantage® 2 Polymerase- System® der Firma
CLONTECH (Heidelberg) verwendet, das eine modifizierte 7ag-DNA-Polymerase
(=AdvanTaq™) mit defizienter Exonukleaseaktivitit, eine geringe Menge einer DNA-
Polymerase mit 3’-5’-Exonukleaseaktivitit und einen monoklonalen TaqStart™ -
Antikdrper enthélt. Durch die Kombination mit dem ,,touchdown“-PCR Protokoll (Don
et al. 1991; Hecker und Roux 1996) ermoglicht dieses System im RACE-PCR
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Experiment die Amplifikation von bis zu 18 kb aus geringen Mengen ds-cDNA bei
hoher Sensitivitit, Genauigkeit, Effizienz und Ausbeute.

Die Sequenz der genspezifischen Primer (GSP) wurde so gewdhlt, dass die
thermodynamische Schmelztemperatur Ty, zwischen 65 - 72 °C lag, was einem G/C-
Gehalt von 50-70 % entspricht. Die Primerlidnge sollte dabei zwischen 23-28 bp liegen.

Fiir die RACE-PCR wurden folgende Reagenzien aus dem ,,Advantage® 2-Polymerase-
System® (Clontech) mit 3’-gerichtetem GSPy,,, mit 5’-gerichtetem GSP,., und mit den
Kontroll-Primern TFRyg, oder TFR,, in einem dinnwandigen 0,2 ml PCR-
Reaktionsgefd zu einem Gesamtansatz von 50 pl zusammenpipettiert:

5,0 ul  Adaptor-ligierte ds-cDNA

1,0ul  APgrace 1 (10 pmol/ pul)

1,0 ul GSPsor , GSPyey , TFRg oder TR,y (10 pmol/ pl)

1,0l  dNTP-Mix (je 10 mM)

5,0 ul 10 x cDNA-PCR-Reaktionspuffer

1.0ul 50 x Advantage® Genomic-Polymerase-Mix

H,0 ad 50 pl

Die Ansdtze wurden in einem Thermocycler (Primus 96, MWG Biotech) mit folgendem
PCR-Profil inkubiert:

1 Min. 94 °C Vordenaturierung
30 Sek. 94 °C Denaturierung s
X
4 Min. 72°C Annealling |/ Elongation
30 Sek. 94°C Denaturierung
. o . . x5 (2.9)
4 Min. 70°C Annealling | Elongation
25 Sek. 94°C Denaturierung
x20-25
4 Min. 68°C Annealling | Elongation
0 4°C Kiihlung

5ul des PCR-Ansatzes wurden anschlieBend auf einem Agarosegel (1,5 %,
Kapitel 2.11.1) gelelektrophoretisch aufgetrennt. Produkte wurden aus dem Gel isoliert
(2.12) und in das pGEM-T System der Firma Promega (2.14.1 Nr. 4) subkloniert und
sequenziert. Bei negativem Ergebnis wurde die PCR mit einem alternativen PCR-
Programm wiederholt (2.10) und/oder eine ,,nested-PCR* mit dem Adaptor-Primer 2

(APgrack 2) und einem weiteren genspezifischen Primer (GSP 2¢y/rev) durchgefiihrt.
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1 Min. 94°C Vordenaturierung
25 Sek. 94°C Denaturierung
x25-30 (2.10)
4 Min. 68°C Annealling | Elongation :
0 4°C Kiihlung

2.14 Subklonierung von DNA-Fragmenten

2.14.1 Ligation

DNA-Fragmente konnen durch die Bildung von Phosphodiesterbindungen zwischen
freien 3°-Hydroxyl- und 5°‘-Phosphatenden unter Hydrolyse von ATP verbunden
werden, wobei diese Reaktion durch eine T4-DNA-Ligase katalysiert wird. Fiir die
Ligasereaktion wurden 50 ng restriktionsenzymatisch linearisierte (2.16.1) und
dephosphorylierte (2.16.3) Vektor-DNA und die zu klonierende,  restriktions-
enzymatisch vorbereitete und eventuell ,,blunt end* aufgefiillte (2.16.4) Insert-DNA
(2.12) in einem molaren Verhéltnis von 1:3 zusammen mit dem vom Hersteller
mitgelieferten Ligase-Puffer und 0,1 x Volumen T4-Ligase in einem 10 pl

Reaktionsansatz gemischt und iiber Nacht im Wasserbad bei 16 °C ligiert.
Fiir die Ligationen kamen in dieser Arbeit unterschiedliche Systeme zum Einsatz:

1. Fiir Standard-Ligationen wurde das T4-DNA-Ligase-System der Firma Gibco
BRL verwendet, deren T4-DNA-Ligase eine Enzymaktivitit von 1 U/ul
besitzt.

2. Fiir ,blunt-end” Ligationen wurde das DNA-Ligations-System der Firma
Stratagene verwendet, das eine T4-DNA-Ligase mit 4 U/ul und externes ATP

verwendet.

3. Fiir groBe genomische Fragmente (> 10 kb) wurde das Ligations Express'~—
System der Firma Clontech verwendet. Die T4-DNA-Ligase in diesem System

besitzt eine Enzymaktivitit von 100 U/ul und verwendet externes ATP.

4. Zur Klonierung von PCR-Produkten wurde das pPGEM®-T Vektorsystem der
Firma Promega (Wisconsin, USA) benutzt. Dieses System enthélt linearisierten
pGEM®-5Zf(+) Vektor mit einfachen 3‘-T-Uberhéngen, die kompatibel zu den
3‘-A-Uberhiingen von PCR-Produkten sind, die von den meisten
thermostabilen DNA-Polymerasen (7ag- und Tth-Polymerasen) aufgrund
terminaler Desoxynukleotidyltransferase (TdT) —Aktivitdt bei der Elongation
angehdngt werden (Clark 1988; Hu 1993).
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Fiir die Reaktion bendtigtes ATP in dem jeweiligen Ligase-Puffer wurde nach dem

ersten Gebrauch in Aliquots eingefroren und jedes Aliquot nur einmal verwendet.

2.14.2 Plasmidtransformation in kompetente Escherichia coli-Zellen
(Sambrook et al. 1989)

50 ul kompetente E. coli DH5a. Zellen (Gibco BRL) wurden auf Eis aufgetaut und nach
Zugabe von maximal 5 ul (1-10 ng) des zu transformierenden Plasmids (2.10.2 bis
2.10.4) oder 1-3 pul des Ligationsansatzes (2.14.1) den Herstellerangaben folgend
30 Minuten auf Eis inkubiert. Nach ,,Hitzeschock® bei 37 °C fiir 20 Sekunden wurden
die Zellen 2 Minuten auf Eis inkubiert und nach Zugabe von 950 pul SOC-Medium
(Gibco BRL) 1 Stunde bei 37 °C inkubiert. Je 50 ul und 100 pl der homogenen
Zellsuspension wurden zur Kontrolle auf Selektionsplatten (2.5.3) ausplattiert und tiber
Nacht bei 37 °C im Brutschrank inkubiert.

Zur Plasmid-Isolierung wurden Einzelkolonien in 5ml LB-Medium mit dem
entsprechendem plasmidkodiertem Antibiotikum tiiberfiihrt, {iber Nacht bei 37° C im
Schiittler inkubiert und die Plasmid-DNA wie unter (2.10.3) beschrieben isoliert.

2.15 Transfertechniken

2.15.1 "Southern-Blotting'" von DNA
(Southern 1975)

Denaturierungslosung: 0.5 M NaOH
1.5 M NaCl
Neutralisierungslosung: 1 M Tris (pH 7.5)
1.5 M NaCl

Fiir den Southern-Blot wurden je 15 pg genomische bzw. 1-2 pg Plasmid-DNA mit
geeigneten  Restriktionsendonukleasen verdaut (2.16.2) und elektrophoretisch
aufgetrennt (2.11.1). Die DNA im Gel wurde mit Ethidiumbromid angefarbt,

fotografiert und anschlieend bei RT unter Schiitteln mit folgenden Losungen inkubiert:

30 Minuten in 500 ml Denaturierungslosung

45 Minuten in 500 ml Neutralisierungsldsung

Die so behandelte einzelstringige DNA wurde durch ein modifiziertes Kapillarblotting-
Verfahren mit einem TURBOBLOTTER'™ der Firma Schleicher & Schiill auf eine

Hybond C-Nitrozellulosemembran mit nukleinsdurebindenden Eigenschaften iiber-
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tragen und durch zweistiindige Inkubation bei 80 °C oder durch ,,Crosslinken® mit UV-
Licht (UV Stratalinker™ 1800, Stratagene, Heidelberg, 254 nm, 120 mJ) auf dem Filter
fixiert. Der Southern-Blot wurde den Herstellerangaben folgend mit 20 x SSC als
Transferpuffer durchgefiihrt und erfolgte standardmafig fiir 16-18 Stunden bei RT {iber
Nacht. Nach dem Transfer wurde der Filter kurz in 2 x SSC-Puffer gespiilt, getrocknet
und durch ,,Crosslinken* oder Inkubation fiir 2 Stunden bei 80 °C kovalent auf dem
Filter fixiert.

2.15.2 '"Northern-Blotting" von RNA

Als "Northern-Blotting" wird die Ubertragung von RNA auf nukleinsiurebindende
Membranen bezeichnet. Die Technik ist der des ,,Southern-Blottings" dquivalent und
wurde wie unter 2.15.1 beschrieben bei 4 °C im Kiihlraum durchgefiihrt. Die der
Ubertragung vorausgehende notwendige Denaturierung der RNA erfolgt schon vor und
wiéhrend der denaturierenden Agarosegelelektrophorese. Das Gel konnte nach der
Elektrophorese daher direkt zum Transfer verwendet werden. Nach dem Transfer der
RNA aus dem Gel auf den Nitrozellulosefilter wurde der Filter kurz in 2 x SSC

gewaschen, getrocknet und die RNA wie unter 2.15.1 beschrieben fixiert.

Die Spur mit dem RNA-Lingenstandard wurde vom Filter abgetrennt, die RNA
15 Minuten mit 5 %iger Essigsdure fixiert, fiir 10 Minuten mit 0,04 %iger
Methylenblau-Losung in 0,5 M NaOAc, pH 5,2, angefarbt und iiberschiissige

Féarbelosung unter flieBendem Wasser abgespiilt.

2.15.3 '"Western-Blotting" von Proteinen
(Towbin et al. 1979; Gershoni und Palade 1982)

Transferpuffer: 25 mM Tris (pH 8.3)
192 mM Glycin
20 % (v/v) Methanol

Analog zum ,Southern-" und ,Northern-Blotting" konnen Proteine nach deren
Auftrennung in Polyacrylamidgelen (2.11.3) durch ein Elektroblotting-Verfahren auf

Membranen mit Proteinbindungseigenschaften iibertragen werden (,,Western-Blotting").

Als Membranen wurden verstirkte PVDF-Folien der Firma Macherey und Nagel
(Diiren) verwendet. Die Ubertragung der Proteine erfolgte im sogenannten ,,Semi-dry*
Blotting-Verfahren, und zwar in einer ,,Blotting™ -Apparatur (Fastblot B44) der Firma
Whatman Biometra (Gottingen).
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Direkt nach der denaturierenden SDS-PAGE (2.11.3) wurde das Gel 15 Minuten in
Transferpuffer equilibriert, die zugeschnittene PVDF-Folie (14 x 8 cm) fiir
zwei Minuten in Methanol aktiviert und 10 Minuten in Transfer-Puffer equilibiert. Auf
die Edelstahl-Kathode der Apparatur wurde eine dreifache Lage einzeln in Transfer-
Puffer durchtrinktes Blottingpapier (GB004) gelegt, die aktivierte PVDF-Folie, das
PAGE-Gel und eine weitere dreifache Lage in Transfer-Puffer getridnktes Blottingpapier
(GB004) luftblasenfrei darauf plaziert. Diese ,,Sandwich® -Kombination“ wurde
vorsichtig mit der platinierten Titanium-Anode in Kontakt gebracht und der Transfer fiir
eine Stunde bei einer maximalen Stromstirke von 250 mA in gekiihlter Umgebung
(4 °C, Kiihlraum) durchgefiihrt. AnschlieBend wurden die Folien direkt in der
Immunhybridisierung (2.23) eingesetzt oder in Plastikfolie eingeschweilit bei 4 °C
gelagert. Im letzteren Fall wurde die PVDF-Membran nach der Lagerung erneut fiir
5 Minuten in absolutem Methanol reaktiviert. Die ausgeblotteten Gele wurden durch

Coomassie-Féarbung (2.15.4) auf ihre Transfereffizienz kontrolliert.

2.15.4 Coomassiefirbung von Proteingelen

Férbelosung: 0,025 % Coomassie Brillant Blue R 250
10 % Essigsdure
30 % Methanol
in H,O

Entfarbelosung: 10 % Essigséure
30 % Methanol
in HzO

Der blaue Coomassie-Farbstoff bildet mit Proteinen unldsliche Komplexe. Fiir die
Féarbung wurden die Polyacrylamidgele fiir 1 Stunde in der Farbelosung geschwenkt.
Anschliefend wurden die Gele liber Nacht in deionisiertem Wasser grob entfarbt und
dann fiir weitere 10 - 20 Minuten in Entfirbelosung auf einem Taumler so lange
equilibriert, bis die Hintergrundfirbung ausgewaschen war. Die Firbe- und

Entfarbelosung wurde wiederverwendet.

2.16 Enzymatische Modifikationen von Nukleinsiuren

Alle enzymatischen Modifikationen wurden den etablierten molekularbiologischen
Standardmethoden folgend durchgefiihrt, wie sie z.B. in Sambrook et al. (1989) bzw.
Ausubel (1995) niedergelegt sind. Reagenzien und Proben fiir die Durchfiihrung

enzymatischer Reaktionen wurden grundsitzlich auf Eis gekiihlt und wurden, sofern
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nicht anders angegeben, mit den mitgelieferten Puffersystemen und den Angaben des

Herstellers folgend angesetzt.

2.16.1 Spaltung von Plasmid-DNA mit Restriktionsendonukleasen

StandardméBig wurden 10 U Enzym pro 1 ug DNA iiber 1-2 Stunden beim Temperatur-
optimum des verwendeten Enzyms eingesetzt. Zur ,Insert"- Isolierung wurden
entsprechend 10 pg Plasmid-DNA mit 100 U Enzym (10 U/ul) in Reaktionsansétzen
von 100-200 pl eingesetzt. Doppelrestriktionen wurden in kompatiblen Puffern des
Herstellers oder nacheinander nach Hitzeinaktivierung (15 Minuten, 65 °C) oder
Phenol/Chloroform-Extraktion und EtOH-Féallung durchgefiihrt. Die Vollstindigkeit der
Spaltung wurde in einer Agarose-Gelelektrophorese (2.11.1) {berpriift. Die
Restriktionsenzyme wurden vor Durchfiihrung weiterer enzymatischer Modifikationen
(2.16.3 und 2.16.4) hitzeinaktiviert (15 Minuten, 65 °C) oder bei hitzeresistenten

Restriktionsenzymen iiber Phenol/Chloroform-Extraktion und EtOH-Féllung entfernt.

2.16.2 Spaltung von genomischer DNA mit Restriktionsendonukleasen

Fiir genomische Southern-Hybridisierungen wurden 15 pg genomische DNA in einem
80 ul Reaktionsvolumen mit 8 ul Restriktionsendonuklease (80 U) durch Zugabe von
10 mM Spermidin fiir 16 Stunden iiber Nacht verdaut und tagsiiber in einem
Reaktionsvolumen von 160 ul mit weiteren 8 ul Restriktionsendonuklease und
Spermidin nachverdaut. Die vollstindig restringierte genomische DNA wurde nach
Zugabe von 0,2 x Volumen Stop-Mix [ iiber Nacht in einem 1 x TAE —Puffersystem
iber ein 10 x 15 cm Agarosegel (2.11.1) aufgetrennt, denaturiert, neutralisiert und auf
Nitrozellulose-Folie transferiert (2.15.1).

2.16.3 Dephosphorylierungsreaktion mit alkalischer Phosphatase (CIAP)

Bei diesem Verfahren werden Phosphat-Reste am 5‘-Ende von DNA-Molekiilen, die bei
der restriktionsenzymatischen Spaltung (2.16.1) entstehen, durch eine alkalische
Phosphatase entfernt. Dadurch wird die Zirkularisierung von Vektor-DNA bei der
Ligation verhindert und die Klonierungseffizienz erhoht. Zur Phoshatase-Behandlung
wurde die ,,calf intestinal alkaline Phosphatase* (1 U/ul) der Firma Gibco BRL (CIAP)
verwendet.

Fiir 5’-liberhdngende Enden aus restriktionsenzymatischen Spaltungen von bis zu 20 ug
Vektor-DNA (3,0 kb) wurde standardméBig 1 pl CIAP (1 U) in folgendem Ansatz
eingesetzt, und 30 Minuten bei 37 °C dephosphoryliert:
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I ul

9ul

10 ul

xul

H,0 auf 100 ul

Fir

3’-liberhdngende

CIAP (Gibco BRL, 1 U/ul)
Verdiinnungs-Puffer (Gibco BRL, + Zn*")
10 x CIAP-Puffer (Gibco BRL)

DNA (<20 pg)

Enden oder ,blunt-ends® aus restriktionsenzymatischen

Spaltungen von bis zu 5 ug Vektor-DNA wurden 5 pl CIAP (5 U) in folgendem Ansatz
eingesetzt und fiir 1 Stunde bei 50 °C dephosphoryliert:

Sul
Sul
10 ul
xul

CIAP (Gibco BRL, 1 U/ul)
Verdiinnungs-Puffer (Gibco BRL, + Zn*")
10 x CIAP-Puffer (Gibco BRL)

DNA (<5 pug)

H,0 auf 100 pl

Die alkalische Phosphatase wurde nach der Dephosphorylierung bei
hitzeinaktiviert und die Vektor-DNA bei —20 °C gelagert.

75 °C

2.16.4 Auffiill- und Glittungsreaktion zur Generierung von ,,Blunt end”-
Fragmenten

(Costa und Weiner 1994)

Dieses Verfahren wurde benutzt, um in Klonierungsexperimenten nicht kompatible
DNA-Fragmente in ,,blunt end*“ —Fragmente zu iiberfithren und diese dann mit der in
2.14.1 (Nr. 2) beschriebenen Methode in einen entsprechend ,,blunt end* vorbereiteten
Vektor zu klonieren. Die PfuTurbo ™-DNA-Polymerase (Stratagene, La Jolla, USA)
vereint die enzymatischen Aktivititen zum Auffiillen von 5‘-Uberhiingen und zum
Glitten (,,polishing*) von 3‘-Uberhingen.

Fiir beide Reaktionen wurde 1 pug linearisierte und durch EtOH-Féllung gereinigte
Insert-DNA folgendem Schema folgend zusammenpipettiert:

xul  DNA (1 pg)
2,5 ul dNTP (je 10 mM)
2,5 ul 10 x Pfu -DNA-Polymerase-Puffer
0.5ul  PfuTurbo™-DNA-Polymerase
H,0 ad 25,0 ul

Die Reaktion wurde fiir 2 Stunden bei 70 °C in einem Thermocycler inkubiert, die DNA
mit 1 x Volumen Phenol/Chloroform (1:1) extrahiert, mit 0,1 x Volumen NaOAc
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(pH 5,2) und 3 x Volumen eiskaltem (-20 °C) EtOH (100 %, z.A.) bei —80 °C
ausgefillt, mit 70 % EtOH gewaschen, getrocknet und in 12 ul Ampuwa-H,0 gelost.

2.16.5 Radioaktive Markierung von DNA-Fragmenten (,,random prime
labelling")

Fiir Hybridisierungsexperimente wurden DNA-Fragmente durch die ,random prime
labelling"-Methode radioaktiv markiert (Feinberg und Vogelstein 1983). Fiir die
Markierungsreaktion wurde das ,,Rediprime™ II - random prime labelling® — System
der Firma Amersham Pharmacia Biotech verwendet. Dem mitgelieferten Protokoll zur
Durchfiihrung der Markierungsreaktion wurde weitgehend gefolgt. Die Dauer der
Markierungsreaktion wurde von 10 Minuten auf 1,5 Stunden verldngert und die
eingesetzte Aktivitdt pro Reaktion von 50 pCi auf 40 uCi verringert. Pro Reaktion
(50 pl) wurden 2,5-25 ng DNA eingesetzt.

Die Reaktion wurde nach der Inkubation durch Zugabe von 2 ul 0,5 M EDTA (pH 8.0)
gestoppt und das Reaktionsvolumen mit H,O auf 100 pl erhoht. Die synthetisierte DNA
wurde iiber ein siebchromatographisches Saulensystem (MicroSin™ S-200 HR,
Amersham Pharmacia Biotech) von nicht eingebauten Nukleotiden (dNTPs und o—"2P-

dCTP) befreit und direkt in das Hybridisierungsexperiment (2.18.1) eingesetzt.

2.17 DNA Sequenzanalyse

(Sanger et al. 1977)

Die Sequenzierung wurde modifiziert nach dem Kettenabbruchverfahren von Sanger et
al. (1977) durchgefiihrt. Die Methode beruht auf dem Prinzip der durch den Einbau von
Didesoxynukleotiden (ddNTP) statistisch unterbrochenen DNA-Neusynthese. Es wurde
mit dem DYEnamic ET-Terminator-Mix der Firma Amersham Pharmacia gearbeitet.
Dieser Mix enthédlt dNTPs, mit vier verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen markierte
ddNTPs, Taqg-DNA-Polymerase sowie Reaktionspuffer.

Die eingesetzte Menge zu sequenzierender Template-DNA wurde nach der Formel
(2.11) berechnet. Fiir ein 2,0 kb Fragment in einem 3,0 kb Vektor wurden demnach
1000 ng (1 pg) in die Sequenzreaktion eingesetzt.

x (bp)

m(ng) == (2.11)
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Der Reaktionsansatz wurde nach folgendem Ansatz in einem diinnwandigen
0,2 ml PCR-Reaktionsgefdll zusammenpipettiert:

x ul DNA m (ng)

1 pl Primer (10 pmol / ul)

4 ul DYEnamic ET-Mix

ad 10 pl mit H,O

Die Kettenabbruchreaktion wurde als PCR in einem automatischen Thermocycler mit
Deckelbeheizung (Primus 96, MWG Biotech) standardmaBig mit dem folgendem PCR-
Programm durchgefiihrt:

5 Min. 96 °C Vordenaturierung
30 Sek. 98 °C Denaturierung
15 Sek. 50°C Annealing x 35 (2.12)
4 Min. 60 °C Elongation
0 4°C Kiihlung

Nach der PCR wurden die Proben mit Wasser auf 20 ul aufgefiillt und nach Zugabe von
2 ul NaOAc/EDTA-Puffer mit 80 pl eiskaltem (-20 °C) 95 % EtOH (z.A.) nach
Durchmischung fiir 15 Minuten auf Eis ausgefillt. Die prazipitierte DNA wurde in einer
Mikrozentrifuge fiir 15 Minuten bei 12000 x g sedimentiert, mit eiskaltem (-20 °C)
75 % ETOH (z.A.) gewaschen, erneut 5 Minuten zentrifugiert, vollstindig vom
Uberstand befreit und bei Raumtemperatur als Pellet getrocknet. Die DNA wurde
schlieBlich bei -20 °C gelagert und vom institutseigenen Sequenzier-Service in
geeignetem Probenpuffer aufgenommen, auf ein Sequenziergel aufgetragen und auf
einem automatischen Sequenzierer Modell 373A (Applied Biosystems, Weiterstadt)

ausgewertet.
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2.18 Hybridisierungsmethoden

2.18.1 Hybridisierung radioaktiver DNA-Sonden an membrangebundene
Nukleinsduren

(modifiziert nach Denhardt 1966)

Hybridisierungslosung I: 5 x Denhardt's Lsg.
0.5 % SDS
6 x SSC
10 % Dextransulfat

Hybridisierungslosung II: Rapid-Hybridisierungs-Puffer
Hybridisierungslosung I11: Membran-Hybridisierungs-Puffer
Lachs-Spermien-DNA: 10 mg/ml
Waschlosung I: 2 x SSC

0.1 % SDS
Waschlosung II: 0.2 x SSC

0.1 % SDS

Fir unterschiedliche Hybridisierungsexperimente haben sich  verschiedene
Hybridisierungslosungen als optimal erwiesen. Die Hybridisierung von Plasmid-DNA
oder PCR-Produkten auf Nitrozellulosemembranen wurde standardmiBig mit
Hybridisierungslosung I~ (Denhardt ~ 1966)  durchgefiihrt.  ,,Northern-Blot*-
Hybridisierungen (2.15.2) wurden mit Hybridisierungslosung II und genomische

»Southern-Blot“-Hybridisierungen mit Hybridisierungslosung I1I durchgefiihrt.

Die Nitrozellulosemembran mit der immobilisierten DNA bzw. RNA wurde fiir
20 Minuten in 2x SSC eingeweicht und fiir 2-4 Stunden mit 6-10 ml
Hybridisierungslosung und 200 pg/ml hitzedenaturierte Lachs-DNA bei 65 °C im
Hybridisierungsofen (Bachofer, Reutlingen) vorhybridisiert. Der Hybridisierungslosung
wurde dann die radioaktiv markierte hitzedenaturierte Sonde (2.16.5) zusammen mit
200 pg/ml Lachs-DNA zugesetzt. Die Hybridisierung erfolgte ebenfalls bei 65 °C iiber

Nacht im Hybridisierungsofen. Am néachsten Tag wurde der Filter wie folgt gewaschen:
2 x 10 Minuten in 2 x SSC bei Raumtemperatur
15 - 20 Minuten in Waschlosung I bei 60 - 65 °C
10 - 15 Minuten in Waschlosung II bei 60 - 65 °C
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Nach dem Waschen wurden die Filter luftgetrocknet, in Schlauchfolie eingeschweif3t
und ein Rontgenfilm (Amersham, Braunschweig) vor einer Verstdrkerfolie fiir 1-10

Tage bei -70 °C exponiert.

2.18.2 Hybridisierung radioaktiver Sonden auf membrangespottete Cosmid- und
PAC-Filter der RZPD
Die Hybridisierung radioaktiver Sonden auf Nylonmembran-gespottete DNA-Banken
erfolgte unter den von der RZPD empfohlenen Bedingungen. Die Nylon-Filter (22 x 22
cm) wurden in einer Hybridisierungswanne in einem Schiittelwasserbad in 250 ml
Church-Hybidisierungspuffer fiir 30 Minuten bei 65 °C vorhybridisiert und iiber Nacht
zusammen mit 100 pg/ml Lachs-DNA und 2 Hybrisierungssonden (2.16.5) bei 65 °C
hybridisert. Am nichsten Tag wurde die Hybridisierungslosung verworfen und die

Filter wie folgt gewaschen:

2 x 10 Minuten in Church-Waschpuffer bei Raumtemperatur
15 - 30 Minuten in Church-Waschpuffer bei 65 °C

Nach den Waschschritten wurden die Filter mit Doppelnaht feucht in Schlauchfolie
eingeschweilit und ein Rontgenfilm (Amersham, Braunschweig) vor einer

Verstirkerfolie fiir einen Tag bei -70 °C exponiert.

2.19 Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH)

Die Anwendungsmoglichkeiten der Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) auf
Metaphasechromosomen-, Interphasekern- oder ,,chromosome-release®- Priaparaten sind
breit gefachert. Sie reichen von der Prad- und Postnatal-Diagnostik (Uhrig et al. 1999),
der Praimplantations- (Wells und Delhanty 2000) sowie der Tumordiagnostik (Taguchi
et al. 1996) bis zum Nachweis von artspezifischen Chromosomen in Hybridzellinien
(Tanabe et al. 2000) und zur Lokalisation (Peruzzi et al. 2000) und physikalischen
Kartierung (Erdel et al. 1999) von Genen im Rahmen der verschiedensten
Genomprojekte. Das Prinzip der FISH auf Chromosomenpriparaten ist die
Hybridisierung von Biotin-, Digoxigenin- oder Fluorescein- markierten einzelstringigen
DNA-Fragmenten (Sonden) an komplementire Sequenzen auf den denaturierten
Chromosomen. Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelte Antikorpersysteme ermoglichen die

Detektion des Hybridisierungsergebnisses bei gleichzeitiger Verstarkung der Signale.
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2.19.1 Lymphozytenkultur der Maus aus Milzgewebe

Unter sterilen Bedingungen wurde 4-8 Wochen alten Méusen nach Betdubung und
Totung die Milz entnommen, diese zusammen mit je 2 ml RPMI-Gebrauchsmedium-I
(37°C) in eine Petrischale gegeben und mit sterilen Scheren etwa 3 Minuten
zerkleinert. Das Material wurde dann zusammen mit 10 ml RPMI-Gebrauchsmedium-I
(nach Zugabe von 10 pg / ml Concanavalin A und 45 pug/ml Lipopolysaccharide,
Abschnitt 2.7.2) in ein Zentrifugenrohrchen iiberfiihrt und drei Minuten sedimentiert,
um grobe Gewebereste abzutrennen. Jeweils 3 ml des Uberstandes wurden in kleinen
Zellkulturflaschen unter CO,-Begasung (5 %) im Brutschrank bei 37 °C fiir 48 Stunden
kultiviert und dabei dreimal pro Tag geschiittelt. Concanavalin A ist ein Lektin oder
pflanzliches Hamagglutinin, das aus Canavalia ensiformis (Schwertbohne) gewonnen
wird und als Mitogen zur Stimulation von Lymphozyten eingesetzt wird. Fiir bakterielle
Lipopolysaccharide (LPS) wurde in vitro gezeigt, dass es die IgG-, IgA- und
IgM-Produktion Immunglobulin-sezernierender Zellen stimuliert, und so ein

spezifisches mitogenes Signal mononukledre Lymphozyten ist (Quintiliani et al. 1984).

2.19.2 Zellkultur der WMP-1 Zellinie (Zornig et al. 1995)

Die kohédrent wachsende lymphoblastoide Zellinie WMP-1 der Maus mit stabil
fusionierten Robertsonschen Translokationschromosomen wurde von Dr. Christa
Dixkens am Institut fiir Humangenetik in Gottingen etabliert und ist im Haus im
entsprechenden Einfriermedium (10 % DMSO) in fliissigem Stickstoff gelagert. Zum
Auftauen wurden 1 ml Aliquots bei 37 °C inkubiert und sofort in Zellkulturflaschen mit
5 ml RPMI-Gebrauchsmedium-II iiberfithrt und unter CO, — Begasung (5 %) im
Brutschrank bei 37 °C kultiviert. Abhédngig von der Proliferationsrate wurden die Zellen
ein- bis zweimal pro Woche geteilt. Dazu wurde die Zellsuspension in sterilen Einmal-
Zentrifugenrdhrchen zentrifugiert (800 x g/ 4 °C /10 Minuten), der Uberstand ab-
genommen und die Zellen in sterilem 1 x PBS gewaschen. Nach Zentrifugation (s.0.)
wurde die entsprechende Menge an frischem RPMI-Gebrauchsmedium-II (37 °C)
zugefiittert und die Kultur wie oben beschrieben in Zellkulturflaschen fortgesetzt. Die in
dieser Arbeit zur chromosomalen Lokalisierung von PAC-Klonen verwendeten
Metaphasepriparate wurden von Frau Dr. C. Dixkens nach dem Protokoll in Kapitel

2.19.3 angefertigt und zur Verfligung gestellt.
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2.19.3 Metaphasechromosomen-Priparation

Hanks: 8 g NaCl
400 mg KCl
60 mg Na,HPO,4
1 g Glucose
10 mg Phenolrot
35 mg NaHCO3
H,0 ad 1000 ml

Colcemid-Gebrauchslosung: 1 ug / ml Hanks
Hypotone Lsung: 0,563 % KCl

Fixativ: Methanol / Essigsédure (3+1, frisch angesetzt)

2.19.3.1 Vorbereitung der Objekttriger

Zur Entfettung und zur Entfernung von Staubpartikeln wurden die Objekttrager iiber
Nacht in einem Diethylether / Ethanol-Gemisch (1:1) in Kiivetten gelagert. Im
Anschluss wurden sie dann unter flieBendem demineralisiertem Wasser gespiilt und bis

zur Verwendung in Milli-Q-Wasser bei 4 °C in Kiivetten gelagert.

2.19.3.2 Kulturabbruch zur Praparation von Metaphasechromosomen

Der Zellkultur aus Kapitel 2.19.1 und 2.19.2 wurde eine Stunde vor der Aufarbeitung
0,1 pg Colcemid pro 1 ml Medium zur Arretierung der Zellen in der Mitose zugefiigt
(100 pl Colcemid-Gebrauchslosung pro 1 ml Medium). Nach Ablauf der Kulturzeit
wurden die Zellen 10 Minuten durch Zentrifugation bei 800 x g sedimentiert und
langsam in 10 ml temperierte hypotone Losung (37 °C) resuspendiert. Die hypotone
Behandlung wurde fiir 11 Minuten im Wasserbad bei 37 °C durchgefiihrt. Nach der
Hypotonie erfolgte eine Vorfixierung durch Zugabe von 2 ml frisch angesetztes und
eiskaltes (-20 °C) Fixativ und vorsichtige Durchmischung der Suspension. Die
Essigsiure oxidiert bei dieser Fixierung das Ham (Fe*") des Hamoglobins zu Himin
(Fe’"), was zu einem Farbumschlag der Suspension von rot nach rotbraun fiihrt. Die so
vorfixierten Zellen wurden erneut durch Zentrifugation fiir 10 Minuten bei
800 x g sedimentiert und der Uberstand so weit wie moglich abgesaugt. Durch Zugabe
von eiskaltem Fixativ unter gleichzeitiger Durchmischung erfolgte die vollstindige
Fixierung der Zellen. Die so fixierten Zellen wurden erneut 10 Minuten bei 800 x g
zentrifugiert und der Uberstand bis auf 1cm abgenommen. Nach dreimaliger

Wiederholung der Fixierung wurde der Uberstand nach der Zentrifugation (s.o0.) bis auf
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l cm abgenommen und die Zellen vorsichtig resuspendiert. Drei Tropfen der
Suspension wurden dann aus einer Hohe von etwa 1 m auf einen vorbehandelten
(Abschnitt 2.19.3.1), kalten (4 °C) und mit Wasser benetzten Objekttrager aufgetropft
und zur besseren Spreitung auf diesem verblasen. Bei 160facher Vergroferung wurden
dann die Zell- und Metaphasendichte sowie die Spreitungsqualitdt der Chromosomen
im Phasenkontrastmikroskop kontrolliert. Bei Bedarf konnte die Zellsuspension auch im
Fixativ und verschlossen bei —20 °C gelagert werden. Die Chromosomenpriparate
wurden bei Raumtemperatur fiir 2 Wochen getrocknet und dariiber hinaus bei —20 °C
gelagert. Vor der Lagerung wurden die Metaphasepriparate erneut unter einem
Phasenkontrastmikroskop begutachtet und die fiir die FISH (2.19.5) geeigneten ,,Felder*

(ca. 22 x 22 mm) mit einem Diamantschreiber auf der Objekttragerunterseite markiert.

2.19.4 ,,Chromosomen-release Interphasetechnik nach Senger et al. (1994)

10 x PBS 80 g NaCl (1,37 M)
2 g KCl (26,8 mM)
2,4 g KH,POq4 (17,6 mM)
14,4 g Na,HPOs (80,9 mM)
H,Oauf 11 (pH 7,4)

NaOH/EtOH- Lésung 0,05 M NaOH
30 % EtOH

Die im folgenden beschriebene Interphasetechnik geht auf das ,released chromatin“ —
Protokoll fiir hochauflésende Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung von Senger et al.
(1994) und Fidlerova et al. (1994) zuriick und wurde in der Arbeitsgruppe von Prof.
Dr. W. Schempp im Institut fiir Humangenetik und Anthropologie der Universitit
Freiburg erlernt und durchgefiihrt.

Eine unter Standardbedingungen (2.19.3) ohne Colcemid-Behandlung fixierte
Lymphozytenkultur aus Milzgewebe der Maus (2.19.1) wurde bei 800 x g fiir 10
Minuten zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt und je nach GroBe des Pellets mit 10-30
Tropfen frisch angesetztem Fixativ (Methanol/Essigsdure) resuspendiert. Zwei Tropfen
der Suspension wurden gleichméBig auf einen trockenen, beschichteten Objekttriger
(Superfrost* Plus) aufgetropft, durch leichtes Blasen verteilt und 1 Minute in einer
Kiivette mit 1 x PBS inkubiert, um das Chromatin zu rehydrieren. AnschlieBend wurde
tiberschiissiges PBS mit einem trockenen Papiertuch an den Réndern des Objekttrigers
entfernt und 80 ul der NaOH/EtOH-Ldsung auf das Ende des Objekttragers aufgetragen
und mit der kurzen Kante eines groen Deckglases (60 x 24 mm) gleichmdBig unter

einem Winkel von 30 ° ausgestrichen. Bei Kontakt mit Natronlauge werden die
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Zellkerne unmittelbar zerstort, das Chromatin tritt aus und wird mit der Losung beim
Ausstreichen iiber den Objekttrager verteilt. Das Resultat dieser Prozedur kann unter
einem Phasenkontrastmikroskop nach der Fixierung (siche unten) direkt als irreguldres
Netzwerk aus Chromatinfadden sichtbar gemacht und tiberpriift werden. Die Fixierung
des Chromatins sollte sehr vorsichtig mit 1-2 Tropfen Methanol (4 °C) durchgefiihrt
werden, die auf dem horizontal liegenden Objekttrager verteilt werden. Bei diesem
Arbeitsschritt ist darauf zu achten, dass die Methanol-Menge moglichst gering gehalten
wird, da zuviel Fliissigkeit das Chromatin abspiilen kann, was an einer viskdsen

Konsistenz der abtropfenden Fliissigkeit deutlich wird.

AnschlieBend wurden die Priparate iiber Nacht luftgetrocknet und direkt verwendet
(2.19.5) oder in einer aufsteigenden EtOH-Reihe (70 %, 85 %, 99 %) je 3 Minuten
dehydriert und bei —80 °C eingefroren. Vor der Lagerung wurden die Priaparate erneut
unter einem Phasenkontrastmikroskop begutachtet und die fiir die FISH (2.19.5)
geeigneten ,Felder (ca. 22 x 22 mm) mit einem Diamantschreiber auf der

Objekttragerunterseite markiert.

2.19.5 Vorbehandlung der Chromosomenpriiparate

Eine Vorbehandlung der Objekttriger vor Einsatz in der FISH hat sich fiir die Qualitét
des Fluoreszenzprdparates als giinstig erwiesen. Durch die RNase A-Behandlung
werden auf dem Objekttrager fixierte RNAs und durch die Pepsin-Behandlung
proteinhaltige Zellbestandteile entfernt. Hiermit wird die Maoglichkeit der
unspezifischen Bindung der Sonde an endogener RNA sowie von zur
Fluoreszenzverstirkung und —detektion genutzten Antikorpern stark vermindert. Diese
Prozedur erhoht die Spezifitit der Hybridisierung in bezug auf Signal und Hintergrund.

2.19.5.1 RNase A-Behandlung der Chromosomenpréiparate

RNase A-Losung: 10 pl RNase A (10 mg/ ml in 2 x SSC)
100 pl 20 x SSC
900 pl Aqua dest.

Um diese garantiert Dnase-frei einzusetzen, wurde die RNase A-Ldésung vor dem
Gebrauch 15 Minuten im Wasserbad gekocht. Nach Abkiihlung der Losung bei
Raumtemperatur wurden jeweils 200 pl pro Priparat aufgetragen, mit einem Deckglas
(60 x 24 mm) luftblasenfrei abgedeckt und 60 Minuten bei 37 °C in einer feuchten
Kammer (2 x SSC) im Brutschrank inkubiert. Anschlieend wurde das Deckglas durch
Inkubation in einer Kiivette mit 2 x SSC entfernt, dreimal 5 Minuten in einer Kiivette

mit 2 x SSC bei Raumtemperatur gewaschen und anschliefend mit Pepsin behandelt.
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2.19.5.2 Pepsin-Behandlung der Chromosomenpréparate

Pepsin-Losung (pH 2,3): 99 ml Aqua dest.
1 ml 0,1 N HCI
30 pl Pepsin (100 mg / ml in H,O)

Formaldehyd-Ldsung: 1 % Formaldehyd in 1 x PBS / 50 mM MgCl, (v/v)

Die Pepsin-Behandlung kann in ihrer Dauer variiert werden, je nachdem, ob bei der
Begutachtung der Chromosomenprdparate im Phasenkontrastmikroskop viele
Metaphasen mit Resten an Kernhiillen- und Cytosol-Bestandteilen sichtbar sind.
StandardméfBig wurde die Inkubation fiir 7,5 Minuten bei 37 °C im Wasserbad
durchgefiihrt. AnschlieBend wurden die Préparate zweimal fiir 5 Minuten in 1 x PBS
und einmal fiir 5 Minuten in 1 x PBS /50 mM MgCl, gewaschen, dann in 1%
Formaldehyd-Losung fiir 15 Minuten bei Raumtemperatur fixiert, erneut fiir 5 Minuten
in 1 x PBS gewaschen, iiber eine aufsteigende EtOH-Reihe (70 %, 85 %, 99 %) fiir
jeweils 3 Minuten bei -20 °C dehydriert und bei Raumtemperatur luftgetrocknet.

2.19.5.3 Denaturierung der Chromosomenpriparate

Denaturierungslosung: 70 % Formamid
2xSSC (pH 7,0)

Die frisch angesetzte Denaturierungslosung wurde in einer Kiivette im Wasserbad auf
70 °C erwédrmt und die Objekttrdger darin exakt 1,5 Minuten denaturiert. AnschlieBend
wurden die Objekttrager kurz in eisgekiihltem 2 x SSC (4°C) gespiilt, in eiskaltem
70 % EtOH (-80 °C) gesammelt und durch eine eisgekiihlte (-80 °C) aufsteigende
EtOH-Reihe (70 %, 85 %, 99 %) gefiihrt, dehydriert und fiir mindestens 20 Minuten

aufrecht an der Luft getrocknet.
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2.19.6 Vorbereitung der DNA-Sonde

2.19.6.1 Markierung der Sonde iiber Nicktranslation
(Rigby et al. 1977)

10 x NT —Puffer: 0,5 M Tris / HCI pH 8,0
0,5 mg/ml BSA

Fiir die Markierung grofler genomischer Fragmente, wie z.B. Cosmid- (~40 kb) oder
PAC-DNA-Inserts (~120 kb), mit Digoxigenin- oder Biotin- markierten Desoxyribo-
nukleotiden fiir die FISH hat sich die Methode der Nicktranslation durchgesetzt. Hierbei
setzt eine Desoxyribonuklease I (DNaseI) Einzelstrangbriiche (nicks) in die
doppelstrangige DNA, die durch die 5°-3°-DNA-Polymerase I - Aktivitét einer Klenow-
Polymerase unter Einbau von im Uberschuss zugesetztem Biotin-16-dUTP oder
Digoxigenin-11-dUTP wieder komplettiert wird. Zeitgleich kommt es durch die
DNase I zur Fragmentierung des DNA-Templates, so dass markierte Fragmente mit
einer Lange zwischen 200 bp und 600 bp entstehen. Diese Linge gewéhrleistet eine
gute Diffusionsfihigkeit durch die Zell- und Chromosomenmatrix zu den Zielsequenzen
und eine spezifische Hybridisierung. Fiir die Markierung wurde der Nick-Translations-
Kit der Firma Gibco BRL (Life Technologies) verwendet. Fiir jeweils 1,5 ung DNA-

Sonde wurden folgende Markierungsansétze pipettiert:

Biotin

1,5 ng DNA-Sonde x ul
dNTP-Mix (dATP/dGTP/dCTP je 0,2 mM) 50 ul
Biotin-16-dUTP (1 mM) L5 ul
Pol 1 (0,5 U/ul) / DNase I (0,4 mU/ ul) - Mix 5.0 wl

H,0 auf 50,0 pl
Digoxigenin

1,5 ng DNA-Sonde x ul
0,1 M 2-Mercaptoethanol 50 pl
10 x DIG DNA Labeling Mix 2,5 ul

(e I mM dATP/dGTP/dCTP, 0,65 mM dTTP,
0,35 mM DIG-11-dUTP

10 x NT-Puffer 50 ul
Pol I (0,5 U/ul) / DNase I (0,4 mU/ ul) - Mix 5,0 wl

H,0 ad 50,0 pl
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Die Ansitze wurden fiir 90 bis 120 Minuten bei 16 °C im Wasserbad inkubiert.
AnschlieBend wurde ein Aliquot von 8 ul auf ein 1,6 % horizontales Agarosegel
(2.11.1) aufgetragen und der Fragmentldngenbereich bestimmt. Bei einer mittleren
Fragmentldnge von 200 bp bis 600 bp wurde der Reaktionsansatz durch Zugabe von
5 ul Stop-Puffer (0,5 M EDTA, pH 8,0) abgestoppt und sogleich ausgefillt oder bei
-20 °C gelagert. Bei einer deutlich groBeren mittleren Fragmentlinge wurde die
Inkubationszeit bei 16 °C verldngert oder erneut 50 pul Markierungsansatz ohne DNA

zugegeben, weitere 30 Minuten inkubiert und der Fragmentlédngentest wiederholt.

2.19.6.2 Nachweis des Einbaus von Bio-16-dUTP und Digoxigenin-11-dUTP iiber
Dot-Blot

Blockierungspuffer: 0,3 % BSA in AP1-Puffer

Der Filternachweis diente der Kontrolle des Bio-16-dUTP- bzw. Dig-11-dUTP-Einbaus
der tiiber Nicktranslation (2.19.6.1) erzeugten Sonden-DNA. Zur Detektion von
biotinylierter Sonden-DNA wurde ein mit alkalischer Phosphatase (AP) konjugiertes
Streptavidin-System in einer Verdiinnung von 107 in Blockierungspuffer verwendet.
Bei Streptavidin handelt es sich um ein Biotin-bindendes Protein aus Streptomyces
avidinii, dessen natlirliche Bindungsaffinitit zu Biotin zu dessen Detektion benutzt
wird. Zur Detektion von Digoxigenin-markierter Sonden-DNA wurde ein AP-
konjugierter Digoxigenin-Antikérper vom Schaf (Boehringer Mannheim) in einer 510
3 Verdiinnung in Blockierungspuffer benutzt. Die lokale enzymatische Aktivitit der
konjugierten alkalischen Phosphatase (AP) katalysiert die Oxidation des NBT/BCIP —
Féarbesystem zu einem blauen Indigofarbstoff. Zum Filternachweis wurden je 1 ul der
markierten DNA in verschiedenen Verdiinnungen (10°, 10", 102 und 107) auf eine mit
2 x SSC befeuchtete Nitrozellulosemembran aufgetragen, getrocknet und fiir
30 Minuten im Ofen bei 80 °C fixiert. Anschlieend wurde der Filter 30 Minuten in
10 ml Blockierungspuffer bei 37 °C ,,geblockt™. Die Filter wurden 10 Minuten bei
Raumtemperatur mit dem entsprechenden Detektionssystem (Biotin: AP-Streptavidin,
1:1000; Digoxigenin: Anti-Digoxigenin-AP, 1:5000) in Blockierungspuffer inkubiert
und dann fiir 2x3 Minuten in AP 1-Puffer und 3 x 3 Minuten in AP 3-Puffer
gewaschen. Zur Farbreaktion wurde NBT/BCIP-Stocklosung (Boehringer Mannheim,
Kat.-Nr. 1681451) verwendet. Zur Farbreaktion wurden die Filter fiir 2 Stunden im
Dunkeln in der NBT/BCIP-Farbelosung inkubiert. AnschlieBend wurden die Filter in
H,O gespiilt und getrocknet. Eine deutliche Blaufirbung der 10'- und eine erkennbare
Blaufirbung der 10 -Verdiinnung wurden als ausreichende Markierung der DNA fiir
die folgende FISH gewertet.
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2.19.7 Chromosomen-in situ-Supressions-Hybridisierung (CISS)

Eukaryotische DNA enthdlt genomische repetitive Sequenzen wie z.B. Alu- und
alphoide Sequenzen, SINEs und LINEs. Eine in situ-Hybridisierung auf Chromosomen
des Menschen oder der Maus mit einer DNA-Sonde, die solche repetitiven Sequenzen
enthidlt, wiirde zu einer uniformen Markierung der Chromosomen fiihren und
spezifische Hybridisierungssignale iiberdecken. Durch die Methode der CISS-
Hybridisierung ist es mdglich, solche genomischen DNA-Fragmente spezifisch in der
FISH einzusetzen. Dabei werden die repetitiven Anteile der DNA-Sonde durch
Vorhybridisierung mit unmarkierter genomischer DNA oder Cot-1-DNA abgesittigt
und so deren Hybridisierung auf den repetitiven chromosomalen Sequenzen supprimiert
(Lichter et al. 1988; Pinkel et al. 1988). Zur Abséttigung und Verminderung von
unspezifischen Hybridierungssignalen dient die Zugabe gescherter Lachs-Spermien-
DNA (Sigma, Kat.-Nr. D956).

2.19.7.1 Hybridisierungsansatz, Vorhybridisierung und Hybridisierung

CISS-Mastermix 20 % Dextransulfat
4x SSCpH 7,0

Fiir die Hybridisierung wurden jeweils 300 ng biotinylierte und/oder digoxigenierte
Sonde aus 2.19.6.1 eingesetzt und zusammen mit 200 pg Cot-1-DNA und 60 pg
gescherter Lachs-Spermien-DNA bei —20 °C mit dem 2,5-fachen Volumen EtOH und
dem 0,1-fachen Volumen 3 M Natriumacetat (pH 5,5) liber Nacht ausgefillt. Nach der
Féllung wurde die Proben-DNA durch Zentrifugation bei 12000 x g und 4 °C fiir
10 Minuten prézipitiert, in eiskaltem 70 % EtOH (-20 °C) gewaschen, getrocknet und in
6 ul Formamid (FA, pH 7,0) und 6 ul CISS-Mastermix fiir 10 Minuten bei 37 °C gelost.
AnschlieBend wurde die Proben-DNA fiir 10 Minuten bei 75°C im Heizblock
denaturiert und anschlieBend zur Absittigung der repetitiven DNA-Sequenzen fiir
30 Minuten bei 37 °C vorhybridisiert. Nach der Vorhybridisierung wurde die gesamte
Proben-DNA sofort auf den vorbereiteten Objekttriger (2.19.5) luftblasenfrei unter
einem 22 x 22 mm Deckglas aufgetragen, mit Fixogum Rubber-Cement (Marabu)
luftdicht umrandet und in einer feuchten Kammer mit 2 x SSC 1-2 Tage bei 37 °C
hybridisiert.

2.19.8 Nachbehandlung der Chromosomenpriparate

Durch die Bindung von Avidin (an Biotin) oder Antikorper (an Digoxigenin), an die ein
Fluorochrom gekoppelt ist, konnen biotin- und digoxigeninmarkierte Sonden nach der

Hybridisierung unter dem Fluoreszenzmikroskop sichtbar gemacht werden. Als
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Fluorochrome  wurden = FITC  (Fluorescein-5-isothiocyanat) und  TRITC
(Tetramethylrhodamin-5-isothiocyanat) verwendet. FITC besitzt sein Absorptions-
maximum bei 495 nm und sein Emissionsmaximum bei 515 nm (hellgriine Emission).
TRITC hat ein Absorptionsmaximum von 575 nm und ein Emissionsmaximum von
600 nm (rote Emission). Fiir beide Systeme fand ein etabliertes Verstirkungssystem
Anwendung. Das Biotin-Signal wurde im ersten Detektionsschritt zundchst mit einer
Avidin-FITC-Losung (Firma Atlanta Vector, Vertrieb Firma Serva, Kat.-Nr. A-2011)
und im zweiten und dritten Detektionsschritt mit einem biotinylierten Ziegen-anti-
Avidin-Antikorper (BAAD, Firma Atlanta Vector, Vertrieb Firma Serva, Kat.-Nr. BA-
0300) markiert und dann erneut mit Avidin-FITC-Losung verstirkt. Das Digoxigenin-
Signal wurde im ersten Detektionsschritt mit einem Anti-Digoxigenin-Antikdrper der
Maus (Firma Sigma, Kat.-Nr. D-8156) markiert und im zweiten Detektionsschritt mit
einem TRITC-gekoppelten Anti-Maus-Antikorper der Ziege (Firma Sigma, Kat.-Nr.
T-5393) verstarkt.

2.19.8.1 Waschen nach der Hybridisierung

Waschlosung 1 (42 °C) 50 % Formamid

2x SSC pH 7,0
Waschlosung 2 (42 °C) 2 x SSC pH 7,0
Waschldsung 3 (60 °C) 0,1 x SSC pH 7,0
Waschlosung 4 (42 °C) 4 x SSC pH 7,0

0,1 % Tween-20

Mit den anschlieBenden Waschschritten wurden nicht oder nur schwach und damit
unspezifisch gebundene Sondenmolekiile vom Objekttrager entfernt. Alle Waschschritte
erfolgten unter Schiitteln in der bei der angegebenen Temperatur vorgewédrmten
Waschlosung. Nach dem Entfernen des Fixogum wurde zunichst das Deckglas in der
Waschlosung 1 abgespiilt und die Objekttrager dem folgenden Schema entsprechend

gewaschen:

3 x 10 Minuten Waschlosung 1
3 x 5 Minuten Waschlosung 2
2 x 5 Minuten Waschlosung 3
1 x 5 Minuten Waschlosung 4
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2.19.8.2 Detektion und Amplifikation der Hybridisierungssignale

Blocking-Ldsung: 5 % BSA
4 x SSC pH 7,0
0,1 % Tween-20

Waschlosung 4 (45 °C) 4 x SSC pH 7,0
0,1 % Tween-20

Alle Inkubationsschritte wurden in einer mit 2 x SSC befeuchteten Kammer und im
Dunkeln durchgefiihrt. Die Detektion der Hybridisierungssignale auf Metaphase-
chromosomen (2.19.3) erfolgte auf dem Objekttriger unter einem 24 x 60 mm
Deckglas. Die Detektion der Hybridisierungssignale auf dem ,released chromatin®
(2.19.4) wurde mit umgedrehtem Objekttriger unter einem durch Adhédsion frei
hingenden 24 x 60 mm Deckglas durchgefiihrt. Zur simultanen Detektion und
Verstirkung sowohl biotinylierter als auch digoxigenierter Signale wurden

nacheinander drei Detektionsreaktionen mit folgender Zusammensetzung der

Antikorper durchgefiihrt:
1. Avidin-FITC 1:200 in Blocking-Ldsung
2. BAAD-L&sung (Biotinyliertes Anti-Avidin) 1:100  in Blocking-Losung
+ Maus-Anti-Digoxigenin-Antikorper 1:100 in Blocking-Losung
3. Avidin-FITC 1:200  in Blocking-Ldsung

+ TRITC-gekoppelter Ziege-Anti-Maus-IgG  1:200  in Blocking-Ldsung

Alle Antikérper- bzw. Avidin-Losungen wurden vor Gebrauch 3 Minuten bei
10000 x g zentrifugiert, um Antikorperkonglumerate zu sedimentieren und aus dem

Uberstand zu entfernen.

Nach Durchfithrung der Waschschritte (2.19.8.1) wurden die Objekttrager in 80 ml
Blocking-Losung in einer Kiivette fiir 30 Minuten bei 37 °C inkubiert. Nach dem
»Blocking* wurden 200 ul der Detektionslosung 1 auf den Objekttrager aufgebracht und
wie oben beschrieben fiir 45 Minuten in einer feuchten Kammer bei 37 °C inkubiert.
Nach der Inkubation wurde das Deckglas in einer Kiivette mit Waschlosung 4 (45 °C)
abgespiilt und fiir 3 x 5 Minuten bei 45 °C in Waschlosung 4 gewaschen. Ebenso wurde
nacheinander mit der Detektionsldsung 2 und 3 verfahren, wobei zwischendurch immer

3 x 5 Minuten bei 45 °C in Waschlosung 4 gewaschen wurde.
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2.19.8.3 Gegenfirbung der Chromosomen mit DAPI und Propidiumiodid

DAPI — Stammldsung 1 mg DAPI in 5 ml H,O

DAPI — Férbelosung 7 ul DAPI — Stammldsung in 10 ml 2 x SSC pH 7,0
Propidiumiodid — Stammlésung 10 mg Propidiumiodid in 10 ml H,O

Propidiumiodid — Farbelosung 7 ul Propidiumiodid — Stammldsung in 10 ml
2xSSCpH 7,0

Zur  Chromosomengegenfarbung  wurden die  Fluoreszenzfarbstoffe = DAPI
(4¢,6-Diamidino-2-phenylindol) (Lin et al. 1977) und Propidiumiodid verwendet, die
ausschlieBlich an DNA binden und stark fluoreszierende Farbkomplexe bilden. Nach
dem letzten Waschschritt wurde das Priparat fiir 7 Minuten im Dunkeln mit 1 ml DAPI-
oder Propidiumiodid — Farbelosung liberschichtet und anschlieend mit Leitungswasser
gespiilt. AnschlieBend wurden die Pridparate im Dunkeln bei Raumtemperatur
getrocknet und mit 25 ul Antifading-Lésung (Vectashield, Firma Vector, Vertrieb
Firma Camon, Heidelberg) (Johnson und Nogueira Araujo 1981) luftblasenfrei
eingedeckelt und lichtgeschiitzt bei 4 °C gelagert.

2.19.8.4 Auswertung der Chromosomenpriparate

Die Prdparate wurden mit einem Zeiss Axiophot-Fluoreszenz-Lichtmikroskop
(ausgestattet mit einer HBO-100 Watt Quecksilberdampflampe) im Auflicht-

fluoreszenzverfahren ausgewertet.

Digitale Schwarzweil3-Aufnahmen der Metaphasepridparate wurden mit dem jeweiligen
Filtersystem im Hause mit einer CCD-Kamera (Charge-Coupled Device, COHU High
performance CCD camera) aufgenommen. Die Kamera wurde mit einem Macintosh
Computer und dem Programm MacProbe gesteuert und das Bild direkt auf den Monitor
iibertragen. Die erstellten Graustufenbilder wurden in dem Programm MacProbe
gedftnet und nachtriglich die drei Fluoreszenzfarbsignale (blau, rot, griin) mit einer der
realen Farbe entsprechenden Farbe belegt, iibereinandergelegt und der durch die Filter

bedingte Pixelversatz korrigiert.

Die digitalen Schwarzweif3-Aufnahmen der ,,chromosome release* —Préparate wurden
mit dem jeweiligen Filtersystem mit einer hochauflosenden, gekiihlten CCD-Kamera
(Chip KAF 1400) aufgenommen und von Frau S. Réttger in der Arbeitsgruppe von
Prof. Dr. W. Schempp (Institut fiir Humangenetik und Anthropologie Freiburg)

ausgewertet.
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2.20 Praparations-Techniken

2.20.1 Préparation der Hippocampi
(Gispen et al. 1972)

Die Méuse wurden abgetotet und dekapitiert. Das Fell wurde vom Nacken her iiber die
Schéadeldecke gezogen, der Schiddel durch einen Mittelschnitt in der Schideldecke
gedftnet und das Gehirn mit einem Loffelspatel aus der Schidelhdhle herauspripariert.
Das Gehirn wurde anschlieend kurz in kaltem 1 x PBS gespiilt und auf ein mit 1 x PBS
getranktes Filterpapier (Whatman GBO003), das iiber eine Metallplatte in Kontakt mit
einem Eisreservoir stand, gelegt. Zunichst wurde das Cerebellum abgetrennt und
anschlieBend die beiden GroBhirnhemisphiren mit einem Skalpell entlang der fissura
longitudinalis voneinander getrennt. Die Seitenventrikel wurden gedffnet und die
Hippocampi mit einem kleinen Spatelloffel vom iibrigen Gewebe separiert und zur
Isolierung von Synaptosomen (2.21.2) oder Gesamtprotein (2.21.1) in das
entsprechende Puffermedium tiberfiihrt oder zur Isolierung von Gesamt-RNA (2.10.5)

in flissigem Stickstoff eingefroren.

2.20.2 Gehirn-Entnahme zur Rezeptorautoradiografie

Das Gehirn  wurde freipripariert und dem Schiddel entnommen, mit
Gewebeeinbettungsmittel  (TissueTek™) auf ein Aluminiumplittchen gelegt und in
einem Aluminiumgefd3 iber fliissigem Stickstoff (-195,8 °C) eingefroren. Die
Lagerung erfolgte bis zur weiteren Verarbeitung in Kunststofftiiten eingeschwei3t bei
-80 °C im Gefrierschrank.
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2.21 Extraktion und Konzentrationsbestimmung von Proteinen

2.21.1 Isolierung von Gesamt-Zellysat fiir Western-Immunoblot

(nach dem Protokoll der Firma Santa Cruz Biotechnology, Inc.)

PMSF 10 mg/ml PMSF (w/v) in Isopropanol
Aprotinin 10 mg/ml (w/v) in H,O

Pepstatin A 1 mg/ml (w/v) in Methanol
Leupeptin 10 mg /ml (w/v) in H,O
Natriumorthovanadat 100 mM in H,O

RIPA-Stammldsung 9,1 mM Na,HPO,

1,7 mM NaH,PO,

150 mM NaCl pH 7,4

1 % Nonidet P-40

0,5 % Natriumdeoxycholat (C,4H39NaOy)

0,1 % SDS
RIPA-Gebrauchslosung: RIPA-Stammldsung
(frisch zubereitet und 100 pg/ml PMSF
auf Eis gekiihlt) 25 ng/ml Aprotinin

10 pg/ml  Pepstatin A
25 ng/ml  Leupeptin
I mM Natriumorthovanadat

Das Gewebe wurde wie unter 2.20 beschrieben pripariert und im Verhéltnis 0,3 ml
RIPA-Gebrauchslosung pro 100 mg Gewebe gemischt und mit einem Homogenisator
auf Eis aufgeschlossen. Nach erneuter Zugabe von 3 ul PMSF pro 100 mg Gewebe
wurde das Zell-Lysat 30 Minuten auf Eis inkubiert und anschlieBend die Zelltriimmer
durch zweimalige Zentrifugation fiir 10 Minuten bei 4 °C und 1000 x g sedimentiert.
Die Proteinkonzentration des Uberstandes wurde wie unter 2.21.3 bestimmt und
Aliquots des Gesamt-Zellysats bei 4 °C und -20 °C gelagert oder direkt in die
denaturierende SDS-Polyacrylamidelektrophorese (2.11.3) eingesetzt.



2 Material und Methoden 60

2.21.2 Synaptosomen-Priaparation

(Marchi und Raiteri 1989)

Homogenisierungs-Puffer 10 mM Tris-HCI pH 7,4
0,32 M Sukrose
5 mM EDTA
1 mM EGTA

0,1 mM PMSF

10 pg/ml  Aprotinin

10 pg/ml  Leupeptin

10 pg/ml  Pepstatin A
Ammoniummolybdat

I x Phosphatase Natriumorthovanadat

Inhibitor Cocktail | IVatriumtartrat
Imidazol

25 pg/ml  Soybean Trypsin Inhibitor

1 mM NaF
1 x Ringer-Losung 125 mM NaCl
(+ Ca”™", Mg2+ und Glukose) 3 mM KCl
1 mM NaH,PO4
22 mM NaHCO; (pH 7,4)

+12mM CaCl,
+1,2mM  MgSO,4
+ 10 mM Glukose

Extraktionspuffer: 20 mM Tris-HCI pH 7,5
0,5 mM EDTA
0,5 mM EGTA
10 mM 2-Mercaptoethanol
0,5 % Triton X-100
25 ug/ml  Aprotinin
25 ug/ml  Leupeptin

Die Praparation von Synaptosomen oder synaptischer Plasmamembranen (SPM) geht
auf die Arbeiten von De Robertis et al. (1961) sowie Gray und Whittaker (1962) zuriick,
in denen mit elektronenmikroskopischen Aufnahmen gezeigt werden konnte, dass

schwach homogenisiertes Gehirnmaterial, das zur Isolation von Mitochondrien iiber
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einen Sukrosegradienten fraktioniert wurde, zahlreiche intakte synaptische Endigungen
mit funktionalen synaptischen Vesikeln enthélt, die zum Teil mit ihrer postsynaptischen
Komponente assoziiert sind. Die Isolationsmethode wurde in der Folgezeit beziiglich
der Abtrennung der mitochondrialen Fraktion und der Groe, Komplexitét und in-vitro
Funktionalitidt der Synaptosomen optimiert und fiir unterschiedlichste Arbeiten iiber
neurophysiologische Fragestellungen eingesetzt (Kristjansson et al. 1982; Malva et al.
1994; Cammarota et al. 1997; Lonart und Sudhof 1998). In der vorliegenden Arbeit
wurden hippocampale Synaptosomen dem Protokoll von Marchi und Raiteri (1989)
folgend isoliert und nach Konzentrationsbestimmung (2.21.3) in den Proteinkinase C —

Assay (2.22) eingesetzt.

Die Hippocampi von zwei Méusen oder das Gehirn einer Maus wurden wie unter 2.20
beschrieben prépariert, auf Eis gesammelt, zweimal mit je 3 ml Homogenisierungs-
Puffer gewaschen, gewogen und in einen Glas-Homogenisator mit Teflon Pistell
(0,25 mm Freiraum) zusammen mit 10 Volumen (w/v) kaltem Homogenisierungs-
Puffer durch 10 Hiibe bei 900 rpm aufgeschlossen. Durch Zentrifugation bei 1000 x g
fiir 10 Minuten wurden die intakten Zellkerne und die Zelltriimmer sedimentiert und der
sogenannte  postnukleire Uberstand gesammelt.  AnschlieBend wurde die
Synaptosomen-Fraktion durch Zentrifugation des Uberstandes fiir 20 Minuten bei
13000 x g und 4 °C sedimentiert, das Pellet in 100 pul Ringer-Losung (+ Ca*", Mg™",
Glukose, + Inhibitoren) resuspendiert und am selben Tag noch nach der Proteinkonzen-

trationsbestimmung (2.21.3) im PKC-Assay (2.22) eingesetzt.

2.21.3 Konzentrationsbestimmung von Proteinen
(Bradford 1976)

BSA-Stammlosung: 100 pg/ml

Die Proteinkonzentration wurde nach der Methode von Bradford (1976) mit Hilfe des
Roti®-Quant Protein Assays (Firma ROTH, Karlsruhe) bestimmt. Der im Protein-Assay
enthaltene Farbstoff &ndert sein Absorptionsverhalten bei 595 nm linear zur
Proteinkonzentration im Reaktionsansatz. Durch Mitfithren einer BSA-Eichreihe (0/
1,0/ 1,5/ 2,0/ 2,5/ 3,0/ 40/ 50 pg BSA) bei jeder Messung kann die
Proteinkonzentration aus der Eichgeraden interpoliert werden. Das zu messende
Zellysat (Abschnitt 2.21.1) oder die Synaptosomen-Priparation (Abschnitt 2.21.2)
wurden verdiinnt (1:20 bis 1:40) und 50 ul der Verdiinnung in eine flachbddige 96-
Loch-Mikrotiterplatte (Greiner, Niirtingen) pipettiert. Ebenso wurde mit der BSA-
Eichreihe verfahren. Der Roti®-Quant - Farbstoff wurde 1:1,75 (z.B. 2 ml Roti®-Quant
+ 3,5 ml H,O) mit H,O verdiinnt und jeweils 200 ul mit der Proteinlosung vermischt.
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Die Messung der Extinktion erfolgte nach mindestens 5 Minuten Inkubation bei
Raumtemperatur in einem ,,Microplate Reader 450 (Biorad Laboratories, Miinchen)

bei 595 nm. Es wurden je Probe zwei Messungen durchgefiihrt und die Werte gemittelt.

2.22 PKC - Assay

(Yasuda et al. 1990)

5 x PKC-Substratlosung 250 uM Ac-MBP4 14
100 mM ATP
5 mM CaCl,

100 mM MgCl,
20 mM Tris, pH 7,5

Zur Messung der Proteinkinase-C Aktivitit wurden 250 pg der Synaptosomen-
Priparation (2.21.2) in 1 x Ringer-Losung (+ Ca*", Mg®", Glukose, + Inhibitoren) und
Zugabe von 1 mM Carbachol, einem Agonisten nikotinischer und muscarinischer
Acetylcholin-Rezeptoren, in 40 pl Gesamtvolumen fiir 40 Minuten bei 30 °C inkubiert
und so der cholinerge Signaltranduktionsweg induziert. Nach 40 Minuten wurden die
synaptosomalen Membranen durch Zugabe von Triton X-100 (0,5 %) und 2-
Mercaptoethanol (10 mM) solubilisiert, das Volumen auf 50 pl erhéht und ein 10 pg
Aliquot (2 ul) in das PKC-Assay-System der Firma Gibco BRL eingesetzt. Dieses
PKC-Assay-System basiert auf einem N-terminal acetylierten und damit stabilisierten,
synthetischen Polypeptid des basischen Myelin-Proteins Ac-MBP4.14 (Yasuda et al.
1990), das in dem benutzten Protein Kinase C Assay System enthalten ist. Das Substrat
Ac-MBP4.14 wird spezifisch und hochsensitiv von aktivierter, d.h. Membran-assoziierter
PKC unter Zugabe von y— **P-ATP phosphoryliert, anschlieBend an Phosphozellulose-
Papier (P-81) gebunden und gewaschen. Die **P — Aktivitit der Phosphozellulose-
Papiere wurde in 5 ml Szintillationsfliissigkeit im Szintillationsmessgerit detektiert und
quantifiziert.

Der PKC-Assay wurde folgendem Schema folgend in je drei Ansdtzen pro

Synaptosomenpriparation zusammenpipettiert:

2ul  solubilisierte Synaptosomenpréiparation (10 pg)

23 pl 1 x Ringer-Losung (+ Ca®", Mg®", Glukose, + Inhibitoren)
Sul 10 x Lipid-Priparation (Gibco BRL)

10yl  HO

40 pl
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In je einem Ansatz wurde statt Lipid-Praparation ein spezifischer PKC-Inhibitor

hinzugegeben, und zwar um die PKC-Spezifitit des detektierten Signals nachzuweisen:

2ul  solubilisierte Synaptosomenpréparation (10 pg)
23 pl 1 x Ringer-Losung (+ Ca®", Mg®", Glukose, + Inhibitoren)
10 ul  PKC-Inhibitor (Gibco BRL)

Sul  H,O
40 pl

Um die Bindung des PKC-Inhibitors zu ermoglichen, wurden die Ansitze fiir
20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Pro Reaktionsansatz wurden 10 pl 5 x PKC-
Substratlosung mit y>*P-ATP (3000 Ci/mmol, 10 uCi/ul) gemischt, und zwar in einer
Konzentration von 20-25 pCi/ml. Die PKC-Substratlosung (10 pl) wurde zu den
Reaktionsansétzen pipettiert und exakt 5 Minuten bei 30 °C inkubiert. Anschlieend
wurden 25 pl des Reaktionsansatzes auf ein rundes Phosphozellulose-Papier (P-81,
2 cm Durchmesser) pipettiert, getrocknet, zweimal in 500 ml 1 % (v/v) Phosphorsédure
und zweimal in 500 ml H,O fiir jeweils 5 Minuten gewaschen und in einem
Szintillationsrohrchen zusammen mit 5 ml Szintillationsfliissigkeit in einem

Szintillationsmessgerit die *>P — Aktivitit detektiert und quantifiziert.

2.23 Immunfarbung von PVDF-Filtern

Blockierungspuffer: 1 x TBS
0,05 % Tween-20
5 % Bockierungsreagenz (Milchpulver)

Waschpuffer: 1 x TBS
0,05 % Tween-20

Die Protein-beladenen PVDF-Filter aus Kapitel 2.11.3 und 2.15.3 wurden direkt
verwendet oder nach Lagerung bei 4 °C zunéchst 3 Minuten in Methanol reaktiviert und
griindlich in Waschpuffer gespiilt. Nach einstlindiger Inkubation unter Schiitteln in
Blockierungspuffer wurden die Filter fiir 1 Stunde bei Raumtemperatur in 5 ml einer
verdiinnten Losung des primédren Antikorpers (1:200 in Blockierungspuffer), und zwar
eingeschweifit in einer Schlauchfolie, inkubiert. Danach wurde die Membran dreimal
fiir 5 Minuten unter Schiitteln in Waschpuffer inkubiert und anschlieend in 5 ml
Blockierungspuffer mit dem sekundédren Antikorper, einem mit alkalischer Phosphatase-
konjugierten anti-Kaninchen IgG (AP-anti-rabbit-IgG, Firma Sigma), in einer 1:10000
Verdiinnung fiir 45 Minuten bei Raumtemperatur unter Schiitteln inkubiert. Nach dieser

Inkubation wurde der Filter erneut dreimal fiir 5 Minuten in Waschpuffer gewaschen.
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Zur Detektion wurde das bereits in Kapitel 2.19.6.2 beschriecbene NBT/BCIP-
Férbesystem als Substrat fiir die alkalische Phosphatase benutzt. Dazu wurde der Filter
zundchst dreimal fiir 5 Minuten in AP 1-Puffer gewaschen, zweimal fiir 3 Minuten in
AP 3-Puffer auf pH 9,5 umgepuffert, eingeschweilit in Schlauchfolie im Dunkeln ohne
Schiitteln 1-2 Stunden in 10 ml NBT/BCIP-Farbelosung geférbt, in H,O gewaschen,

luftgetrocknet und fotodokumentiert.

2.24  Histologische Firbungen

2.24.1 Silber-Sulfid Firbung nach Timm zur Darstellung zinkhaltiger Synapsen
in Moosfasern

(Timm 1958; Danscher und Zimmer 1978; Schwegler und Crusio 1995)

Perfusions-Losung I 1,17 % (w/v) Na,S
1,19 % (W/V) NaH2P04
Perfusions-Losung 11 3 % Glutaraldehyd (v/v)
in 1 x PBS (pH 7,35)
Losung 111 20 % Sukrose in Losung II
Betdubungsmittel 0,2 % Rompun® (Bayer)
1,0 % Ketamin (cp-pharma D31303 Burgdorf)
in Hzo

Die von Timm (1958) beschriebene Silber-Sulfid Farbetechnik erméglicht es, den Ort
und den differentiellen Gehalt von Schwermetall-lonen in Geweben zu bestimmen. Im
Hippocampus kann diese Methode aufgrund des hohen Gehaltes an Zink-Ionen in den
priasynaptischen Vesikeln der hippocampalen Moosfaser — Terminalien dazu benutzt
werden, das Terminationsgebiet der Moosfasern im Hilus und in der CA3-Region auf
Gehirnschnitten anzufdarben. Dazu ist es notwendig, das Material vor der Farbung
geeignet zu fixieren, wobei man nach transkardieller in vivo Perfusion mit sulfidischer
Losung das synaptische Zn®" als wasserunlosliches Zinksulfid prézipitiert und das
Gewebe mit 3 % wisseriger Glutaraldehyd — Losung fixiert. Bei der Perfusion gelangt
die Perfusions-Losung in den linken Ventrikel und iiber das Arterien-System in den
Korperkreislauf und durchspiilt die inneren Organe einschlieBlich des Gehirns bis in die
feinsten Blutkapillaren, so dass eine optimale Durchdringung des Gewebes mit dem

Fixativ gewdhrleistet ist.

Beide Perfusions—Ldsungen wurden in 500 ml Injektionsflaschen gefiillt, iiber Kopf

aufgehingt und mit Injektions-Tropfvorrichtungen bestiickt. Die Schlduche beider
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Losungen wurden im unteren Bereich iiber einen Dreiwegehahn zusammengefiihrt und
in einem abfiihrenden Schlauch vereint, an dessen Ende eine ,,stumpf-geschliffene
Injektionskaniile angebracht war. Das System wurde anschlieend mit den Perfusions-
Losungen befiillt, wobei der abfiihrende Schlauch zunédchst mit der Perfusions-Losung I

gespiilt wurde.

Nach der Narkose der Maus mittels intraperitonealer Injektion von 100 pl
Betidubungsmittel (0,2 % Rompun®, 1,0 % Ketamin in H,0) pro 10 g Korpergewicht
(KG) wurde die Maus mit Prépariernadeln an den Extremitéten auf der Unterlage fixiert
und nach Ausbleiben der Reflexe der Brustkorb mit einer Schere gedffnet. Damit die
Perfusions-Losung den Korperkreislauf nach der Passage verlassen kann, wurde das
rechte Atrium gedffnet. Die Injektionskaniile wurde in den linken Ventrikel des Herzens
gestochen und befestigt. Uber den Dreiwegehahn wurde dann die Perfusions—-Losung 1
in den Ventrikel geleitet, wobei an der Tropfvorrichtung eine Tropfgeschwindigkeit von
etwa 1 Tropfen pro Sekunde eingestellt wurde. Mit diesem ersten Perfusionsschritt
wurde das hippocampale Moosfaser-System bereits kurz mit sulfidischer Losung
gespiilt und Zinksulfid an den Moosfaser Synapsen prézipitiert. Zusétzlich wurde damit
das Blut aus den GefaBlen entfernt, was an der Farbédnderung der Leber von rot nach
braun zu erkennen war. AnschlieBend wurde der Dreiwegehahn umgestellt und die
Perfusions-Losung II fiir 5 Minuten durch den Korperkreislauf geleitet. Mit diesem
zwelten Perfusionschritt wurde das Gewebe fixiert, wobei die Muskulatur des Tieres
erstarrte. Nach erfolgter Fixierung wurde erneut die sulfidische Perfusion-Losung I fiir
5 Minuten durch den Korperkreislauf geleitet und die Zinksulfid-Prazipitation
abgeschlossen. AnschlieBend wurde das Tier dekapitiert, die Schideldecke gedffnet, das
Gehirn herausprédpariert und {iber Nacht in Losung III bei Raumtemperatur
kryoprotektiert und anschlieBend am Kryotom geschnitten.

2.24.2 Herstellung Chrom-Kalium-Gelatine beschichteter Objekttriger

Gelatine-Losung 1 % Blattgelatine
0,1 % CrK(SOs),
0,002 % Thymol

Fiir die Timm-Férbetechnik wurden Objekttrager ohne Schliff (76 x 26 mm) verwendet.
Diese wurden eine Stunde in konzentrierter Chromschwefelsdure von Metall-
Verunreinigungen befreit, da geringste Mengen als sogenannte Belichtungskeime
wirken und die Bildung unspezifischer Silberprizipitate in der anschlieBenden Timm-
Féarbung katalysieren. AnschlieBend wurden die Objekttrager griindlich in Millipore-

H,O gewaschen. Fiir die Gelatine-Losung wurde die Blattgelatine in Streifen
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geschnitten, zusammen mit Thymol und CrK(SOy), in H,O bei 80 °C aufgeldst und auf
Raumtemperatur abgekiihlt. Die Objekttrager wurden bei Raumtemperatur in der

Losung gelatinisiert und anschlieBend tiber Nacht im Brutschrank bei 55 °C getrocknet.

2.24.3 Anfertigung der Kryostatschnitte

Zur Anfertigung der Kryostatschnitte wurde das institutseigene Kryostat-Mikrotom
(2700 Frigocut, Reichert-Jung) verwendet. Zum Schneiden wurden die Gehirne auf dem
Objekttisch mit dem Freezing-Medium (CRYO-BLOCK) befestigt und die Objektkiihlung
und der Innenraum des Kryostat-Mikrotoms auf —20 °C temperiert. Es wurden 40 um
dicke horizontale Schnittserien beginnend in der midseptotemporalen Ebene angefertigt.
Die Schnitte wurden mit einem vorgekiihlten Pinsel gewendet, auf ebenfalls
vorgekiihlte, Chrom-Kalium-Gelatine beschichtete Objekttrager aufgeschmolzen und

iiber Nacht bei Raumtemperatur getrocknet.

2.24.4 Herstellung von Gummiarabicum

Gummiarabicum 50 % (w/v)

500 g Gummiarabicum wurden bei 70 °C unter Riihren portionsweise zu 1000 ml H,O
gegeben und einen Tag bei 70 °C geriihrt. Nach Erkalten {iber Nacht wurde das fliissige
Gummiarabicum bei —20 °C gelagert.

2.24.5 Timm Silber-Sulfid Farbung

Timm-L&sung 5,1 g Zitronenséure
4,7 g Natriumcitrat
3,4 g Hydrochinon (Reduktionsmittel)
120 ml 50 % (w/v) Gummiarabicum
80 ml H,O

Das Silbernitrat (170 mg) wurde abgedunkelt in 2 ml Timm-Losung geldst und zu
198 ml Timm-Ldsung in eine mit Chromschwefelsidure gereinigte und mit H,O gespiilte
abgedunkelte Kiivette gegeben. Die Objekttriger wurden in der Kiivette in einem
abgedunkelten Brutschrank bei 35 °C fiir 45 Minuten geférbt, dann 10 Minuten unter
Leitungswasser gewissert und 10 Minuten in destilliertem H>O gewaschen.
Anschliefend wurde das Silber-Prézipitat in 1 % wéssriger Natriumthiosulfat-Losung
fixiert, erneut zweimal fiir 5 Minuten in destilliertem H,O gespiilt, die Schnitte in einer
aufsteigenden Ethanolreihe (70 % / 95 % / 100 % / 100 %) fiir jeweils 5 Minuten
entwissert, zweimal fir 5 Minuten in Xylol gewaschen und mit Eukitt® als

Dauer-Préparat konserviert.
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2.24.6 Nissl-Farbetechnik

Um die exakten Schnittebenen darzustellen, wurde von den Objekttragern pro Tier jeder
zehnte mit Thionin angefarbt. Hierzu wurden die ausgewahlten Objekttriager liber Nacht
bei 37 °C im Wiarmeschrank getrocknet und mit Thionin angefarbt. Hierbei handelt es

sich um eine Kernfarbung fiir Neurone (Nissl-Farbung).

Die Objekttriger wurden 5 Minuten in Entfetter-Losung getaucht und in einer
absteigenden Ethanolreihe (2 x 100 %, 90 %, 80 %, 70 %, 50 % EtOH, 1 x H,O je
1 Minute) hydriert. Danach wurde fiir 2 Minuten in 4 %-igem Paraformaldehyd (PFA,
pH 7,2) nachfixiert, anschlieBend erneut fiir 10 Sekunden in H,O gespiilt und die
Féarbung fiir 2-3 Minuten in 0,15 % Thionin-Férbelosung durchgefiihrt. AnschlieSend
wurden die Objekttrager zweimal kurz in HO gewaschen und die Farbung 2-3 Minuten
in 2,5 % Ammoniummolybdat-Lésung stabilisiert. Nach erneutem Spiilen in H,O
wurden die Schnitte in einer aufsteigenden Ethanolreihe (50 %, 70 %, 80 % und 90 %
EtOH, je 1 Minute) vordehydriert, 1 Minute in 90 % EtOH / 0,4 % Essigsdure (v/v)
differenziert, vollstindig dehydriert (90 %, 2 x 100 % EtOH, je 1 Minute), 4 x jeweils
eine Minute in Xylol gespiilt und die Schnitte mit Eukitt® eingedeckt.

2.25 NMDA-Rezeptorautoradiographie

2.25.1 Anfertigen der Schitte

Von den gefrorenen Gehirnen (2.20.2) wurden wie in Kapitel 2.24.3 beschrieben
Gefrierschnitte angefertigt. Dazu wurde eine Schnittdicke von 10 pum eingestellt. Die
ersten Schnitte bis zum Auftreten des Hippocampus wurden verworfen. Um die
anatomische Schnittebene erkennen zu konnen, wurden einzelne Schnitte auf
Objekttrager aufgezogen und eine Thionin-Schnellfarbung durchgefiihrt. Dazu wurde
der frische Schnitt kurz in HyOpigest getaucht, fiir 2 Minuten in 0,15 % Thionin geférbt
und anschlieBend in H,Op;gest abgespiilt. Die Schnittebene konnte dann durch Vergleich
mit einem Gehirnatlas (Franklin und Paxinos 1997) der Maus verglichen werden. Der
Hippocampus wurde vollstindig geschnitten und fortlaufend auf 40 mit 0,5 % Gelatine
beschichtete vorgekiihlte Objekttriger aufgezogen, wobei zunédchst nur ein Schnitt auf
jeden Objekttrager iiberfiihrt wurde. AnschlieBend wurde wieder mit dem ersten
Objekttrager begonnen, so dass jeder Objekttrager zum Abschluss mit sieben Schnitten
bestiickt war und einen Querschnitt durch den gesamten Hippocampus reprisentierte.
Die Objekttrager wurden bis zur weiteren Verwendung bei —80 °C im Gefrierschrank
gelagert. Von den 40 Objekttragern pro Tier wurde jeder zehnte histologisch mit

Thionin (2.24.6) angefarbt, um damit die exakten Schnittebenen darzustellen.
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2.25.2 Inkubation der Schnitte mit '*I-MK 801
(Herkenham und Sokoloft 1984)
Fir die Rezeptorbindung wurde der Ligand '*’I-'MK 801 (spez. Aktivitit 2200

mCi/mmol) gewdhlt, der antagonistisch an NMDA-Rezeptoren bindet. '*’I ist ein
Gamma-Strahler mit einer Halbwertszeit von 60 Tagen und der Ligand '*I-MK 801
besitzt mit 2200 Ci/mmol eine sehr hohe spezifische Aktivitét, die fiir den Nachweis der
NMDA-Rezeptoren im Verhéltnis zu der groferen Menge an unspezifischen

Bindungsstellen nétig ist.

Am Tag vor der Inkubation wurden je Tier zwei Objekttriger, die einen moglichst
breiten Querschnitt durch den Hippocampus repréasentieren, ausgewéhlt und {iber Nacht
bei 4 °C im Exsikkator getrocknet. Am nichsten Tag wurden die Objekttrager fiir
90 Minuten bei Raumtemperatur in Trisacetat-Puffer vorinkubiert. Wéahrend dieser Zeit
wurden 0,4 nmol 'I-MK 801 pro GefdB zu 12 ml Trisacetat-Puffer gegeben. Aus
jedem Inkubationsgefdl wurden 50 pl entnommen und in einem Szintillationsmessgerat
gemessen, um die tatsdchliche Konzentration des Radioliganden in der Pufferlosung zu
kontrollieren. AnschlieBend wurden die Objekttrager in die Inkubationsgefdlle gegeben
und fiir 90 Minuten bei Raumtemperatur und absoluter Dunkelheit inkubiert.
Ungebundener Radioligand wurde nach der Inkubation durch Waschen fiir 90 Minuten
in Trisacetat-Puffer und zweimal fiir eine Minute in kaltem H,O (4 °C) entfernt. Zum
Abschluss wurden die Objekttrager unter einem kalten Luftstrom iiber Nacht

getrocknet.

Zur Ermittlung der unspezifischen Bindung wurde jeweils ein Objekttrager pro Tier
unter identischen Inkubationsbedingungen in den Inkubationsgefdflen inkubiert, denen
zusitzlich unmarkiertes (+)-MK 801 Hydrogen-Maleat in 10 000-fachem Uberschuss
(4 umol pro Gefdl3) hinzugegeben wurde.

2.25.3 'Jod-Standards

Um die zu messenden Bindungsstirken quantifizieren zu konnen, wurden industriell
gefertigte Standards verwendet (Microscales, Amersham). Dabei handelt es sich um
Kunststoffblocke mit unterschiedlichen Bereichen, die bestimmte Mengen an '*I-

Radioaktivitit enthalten.

Von einem derartigen Standardblock wurden mit einem Rotationsmikrotom (Typ 2218,
LKB) 10 um dicke Schnitte angefertigt und diese Schnitte mit Gelatinelosung auf die
Objekttriger fixiert. Fiir die Filmexposition wurden jeweils drei dieser Standards mit in
die Kassette gegeben.
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2.25.4 Autoradiographie

Nach dem Trocknen der inkubierten Schnitte (2.25.2) wurden diese in
Autoradiographiekassetten zusammen mit drei 12]_Standards (2.25.3) eingelegt und ein
photosensitiver Film (*H-Hyperfilm, Amersham-Buchler, Braunschweig) aufgelegt. Die
Kassetten wurden so fiir 20 Stunden bei 4 °C exponiert. Zur Entwicklung wurden die
Filme fiir zwei Minuten in eisgekiihltem Entwickler (5 %) inkubiert (LX-24, Kodak,
Stuttgart) und die Entwicklung in einem Stopbad unterbrochen (0,5 %-ige Essigsdure
fiir 30 Sekunden). Die Fixierung wurde fiir 20 Minuten in Polymax-Fixierer (Kodak,
Stuttgart) durchgefiihrt. Die Filter wurden schlieBlich unter Leitungswasser gewaschen,
dem zum Ende des Waschvorgangs ein Netzmittel (Agepon®, AGFA, Leverkusen)
zugesetzt wurde. Die Expositionszeit wurde so bemessen, dass eine Sattigung auf dem

Film vermieden und eine Quantifizierung der Signale ermoglicht wurde.

2.25.5 Densitometrische Auswertung der Autoradiogramme

Die quantitative densitometrische Auswertung der Autoradiogramme erfolgte mit Hilfe
eines computergestiitzten Bildanalysesystems (Imaging Inc., St. Catharines, Kanada)

gesteuert von der Software MCID 4.2 (Imaging Inc.).

Der zu messende Film wurde auf einen Leuchttisch mit stufenlos regelbarer Helligkeit
gelegt und das Bild mit Hilfe einer Kamera iiber einen elektronischen Vorverstarker auf
einem Computer digitalisiert. Der gewliinschte Bildausschnitt wurde auf den Monitor
projiziert und die zu quantifizierende Region mit der ,,Computer-Maus* umfahren. Die
durchschnittliche Schwirzung der markierten Region wurde von dem Bild-
analysesystem iiber die Messung der Absorption quantifiziert. Um eine Bezugsgrof3e fiir
die Messwerte zu erhalten, wurden die exponierten Flichen der '*’I-Standards auf diese
Weise gemessen und ihren jeweiligen Radioaktivititen zugewiesen. Aus dem Verhiltnis
von Radioaktivitdit und Absorption der Standardfelder erstellte die Software eine
Eichkurve, die bei den nachfolgenden Messungen die absolute Quantifizierung der am
Hirnschnitt gebundenen Radioaktivitit ermoglichte. Die Standards besitzen als
,Gewebeersatz“ die Einheit ,,dpm/mg Gewebedquivalent (dpm = Zerfille pro Minute)
und koénnen iiber die spezifische Aktivitit des '“I-MK 801 in die Stoffmengen-

konzentration (fmol/mg Gewebedquivalent) umgerechnet werden.
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2.26  Verhaltensexperimente

2.26.1 Bewegungsmuster-Aufzeichnung mit Lasermotilimat und ,,Open-Field*
(Crusio und Schwegler 1987)

Das ,,Offen-Feld“-Experiment (,,Open-Field*) ist ein einfaches Experiment, um die
motorische Aktivitdt und Exploration von Méusen zu messen. Es besteht aus einer
einfachen, umrandeten Fliche mit einem Netzwerk von rechtwinklig angeordneten
Linien im Abstand von 10 cm. Das Versuchstier wird in diese Kammer gesetzt und das
Verhalten wird tiber einen Zeitraum von 15 Minuten (3 x 5 Minuten) beobachtet. Das
Tier befindet sich dabei in einer neuen Umgebung, die es zu erkunden gilt. Wahrend

dieser Exploration kdnnen eine Reihe von Verhaltensvariablen gemessen werden:
1. Motorische Aktivitit (Anzahl der Linieniiberquerungen)
2. Anzahl: Aufrichten an der Seitenwand (,,Leaning*)
3. Anzahl: Aufrichten im freien Feld (,,Rearing®)
4. Anzahl und Zeit: Schreckhaftes, unbewegliches Verharren (,,Freezing*)
5. Anzahl und Zeit: Putzen
6. Abgabe von Kot (Defdkation)
7. Abgabe von Urin (Urination)

Mit diesem Experiment erhdlt man auf eine einfache und schnelle Weise
Verhaltensdaten, die sich aufgrund des komplexen Verhaltens allerdings aus den
unterschiedlichsten Komponenten wie Motivation, Exploration, Stress, Furcht und

rdumlichem Lernen zusammensetzten konnen.

Eine automatisierte Version des ,,Open-Field* ist das in Kooperation mit Frau Dr.
Harvemann-Reinicke benutzte ,,Opto-Varimex-3 Activity Meter (Magnus-Ellenbroek
und Havemann-Reinecke, 1993). Dieses automatische Aufnahmesystem zerlegt die
Motilitdt des Versuchstieres iiber ein aufwendiges Laserdetektionssystem in zwei
vertikale Komponenten (X,Y) und eine horizontale Komponente (Z). Zusétzlich ist das
Computerprogramm in der Lage die Gesamtdistanz zu berechnen und das
Bewegungsmuster liber einen XY-Plotter auszudrucken. Die Versuchszeit in dieser

Apparatur betrug fiinf Minuten.
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2.26.2 ,Radial-Maze*“ Lernexperiment
(Schwegler et al. 1990)

Réumliches Erinnerungsvermogen von Miusen kann in einem sogenannten Labyrinth-
Experiment (,,Maze-experiment*) untersucht werden. In dieser Arbeit wurde ein 8-Arm-
»Radial Maze*“ (Eigenbau des Instituts fiir Neuroanatomie, Magdeburg) benutzt. Im
Gegensatz zum ,,Morris Water Maze*“ (Morris 1984) zeigen die Tiere in dieser
»trockenen Version des fiir Lernexperimente etablierten ,,Maze-Experiments® ein

reduziertes Stressverhalten, so dass Stressartefakte ausgeschlossen werden konnen.

Das ,,Radial Maze* besteht aus einem zentralen Raum und 8 geschlossenen Plexiglas-
Armen, die radial in identischem Abstand von dem zentralen Raum wegfiihren. Die
zentrale Plattform besitzt einen Durchmesser von 22 ¢cm und die Arme sind 25 cm lang,
6 cm hoch und 6 cm breit. Am Ende jedes Arms wurden hinter einer perforierten Wand
frische Futterpellets positioniert, um die Apparatur gleichmiflig mit Futtergeruch zu
sdurchfluten und den Tieren die Geruchsorientierung zu erschweren. Vor der
perforierten Wand wurde jeder Arm mit einem kleinen Futterpellet (10 mg) zur
Belohnung bestiickt, das von den Tieren gefressen werden sollte. Das ,,Radial Maze*
wurde in einem ruhigen Versuchsraum auf dem Boden plaziert und rdumliche
Orientierungspunkte zwischen den Armen und um das ,Radial Maze*“ herum
positioniert. Diese rdumlichen Marker und die Position des ,,Radial Maze* im Raum

wurde iiber den gesamten Zeitraum des Experimentes (7 d) nicht mehr verdndert.

Die Tiere wurden zunéchst an zwei aufeinanderfolgenden Tagen an das Gerdt gewohnt,
indem sie Uber einen Zeitraum von 10 Minuten die gesamte Apparatur ohne
Belohnungspellet frei explorieren konnten. Zeitgleich wurden die Tiere iiber eine
Reduktionsdidt auf 85 % ihres Korpergewichtes gebracht und dort gehalten. Nach dieser
Gewohnungsphase wurde am dritten Tag mit dem Lernexperiment begonnen, wobei an
fiinf aufeinander folgenden Tagen jedes Tier einmal getestet wurde. Dazu wurde die
Apparatur mit Belohnungspellets bestiickt und die Maus in den zentralen Raum gesetzt,
wobei die Einginge der Arme zundchst noch durch transparente ,,Guillotinen‘-Tiiren
verschlossen waren. Nach fiinf Sekunden wurden die Tiiren gedffnet und dem Tier die
freie Auswahl der Arme ermoglicht. Wihrend des Tests wurden folgende Parameter

notiert:
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1. Gewicht des Tieres

2. Reihenfolge der betretenen Arme
3. Laufzeit

4. Putzzeit

5. Putzhdufigkeit

Als Kriterium fiir das Betreten eines Armes galt die Uberschreitung der Grenze

zwischen zentralem Raum und Arm mit allen 4 Pfoten. Das Betreten eines Armes

wurde als Laufstrecke von 50 cm (2 x 25 cm) gewertet. Der Test wurde beendet,

nachdem alle 8 Arme erfolgreich besucht und alle Futterpellets gefressen wurden, oder

nach einer Gesamtdauer von 15 Minuten. Aus den notierten Parametern wurden

anschlieBend folgende Werte abgeleitet:

»Working Memory*“-Fehler: Die Anzahl der fehlerhaft doppelt besuchten Arme
bis zum Ende des Tests.

,,New Entries*: Die Anzahl neu besuchter Arme innerhalb der ersten
8 Eintritte.

Aktivitt: Gesamtlaufstrecke (in cm) pro Zeit (in Sekunden)
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3.1 Die Phinotyp-Analyse der insertionsmutanten TC-Maus

3.1.1  Statistische Analyse der postnatalen Gewichtsentwicklung

Durch Verpaarung des minnlichen heterozygoten TC-,,Founder“-Tieres der FO-
Generation (Nayernia 1993) mit weiblichen Albino-Tieren (NMRI) wurden in der
F1-Generation heterozygote und Wildtyp-Nachkommen generiert. Heterozygote Tiere
waren aufgrund zelltypspezifisch exprimierter transgener Tyrosinase (Abb. 1.1, B) in
den Melanozyten der Augen und der Haut grau pigmentiert und daher von den nicht-
transgenen Albino-Tieren dulerlich zu unterscheiden. Die Kopplung beider Transgen-
Insertionen der Konstrukte ACR-CAT-SV40 und TYR-SV40 (Abb. 1.1 A, B) und die
gemeinsame Integration an einem chromosomalen Ort wurde durch genomische Dot-
Blot-Analysen an genomischer DNA der FI-Generation gezeigt. Alle pigmentierten
Tiere waren in diesen Analysen auch transgen fiir das Konstrukt ACR-CAT-SV40
(Nayernia 1993). Von transgenen und pigmentierten Tieren der F1-Generation und F2-
Generation wurden weitere Verpaarungen angesetzt, um homozygote Tiere zu erhalten.
Diese waren &dulerlich leicht anhand der Fellfarbe von den heterozygoten Tieren zu
unterscheiden, da die TYR-SV40-Transgen-Expression in homozygoten Tieren in
genotyp-spezifischer Weise zu einer verstirkten Pigmentierung des Felles fiihrt (Abb.
3.1, A).

Im Vergleich zu Wildtyp- und heterozygoten Geschwistern der F2-Generation und zu
heterozygoten Tieren der F3-Generation waren die homozygoten TC-Méuse in der
friilhen postnatalen Phase signifikant im Wachstum retardiert (Abb. 3.1 A, B) und
zeigten in den ersten 40 Tagen der postnatalen Entwicklung eine Sterblichkeitsrate von
73 % (Abb. 3.1, B), was durch eine quantitative Analyse des Korpergewichtes und der
Sterblichkeitsrate iiber einen Zeitraum von 75 Tagen an zwei Wiirfen einer F2- (+/- & x
+/- Q) und vier Wiirfen einer F3-Generation (-/- & x +/- Q) ermittelt werden konnte.
Die Messwerte wurden mit dem Programm STATISTICA (Version 5.5) innerhalb der
Gruppen gemittelt und die Standardabweichung fiir Stichproben und die Signifikanz der
Messwerte zu diskreten Zeitpunkten tliber eine einfaktorielle ANOVA-Analyse ermittelt
(Abb. 3.1 B). Die Wachstumsretardierung bildete sich postnatal zwischen dem zweiten
und dritten Tag aus. Am dritten Tag wurde mit der ANOVA-Analyse bereits eine
Signifikanz der Messwerte von p = 0,02 (F = 6,8) berechnet, wohingegen die Messwerte
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am ersten und zweiten Tag keine signifikanten Unterschiede aufweisen. Beginnend am
vierten Tag war auch die erste Phase der erhdhten Sterblichkeit zu beobachten (Abb. 3.1
B). Die Sterblichkeitsrate blieb darauthin bis zum 20. Tag relativ konstant. Nach dem
»Absetzen der Tiere von der Mutter am postnatalen Tag 22 kam es mit etwas zeitlicher
Verzogerung erneut zu einem signifikanten Anstieg der Sterblichkeit, die dann auf null
zuriickging. Zeitgleich kam es ab dem Tag 30 bei den iiberlebenden Tieren zu einer
Beschleunigung der Gewichtszunahme. Die frithe Sterblichkeit zeigte sich unabhingig
von exogenen Faktoren, wie der WurfgroBe, und von endogenen Faktoren, wie dem
Zeitpunkt des Offnens von Augen und Ohren am Tag 12 der postnatalen Entwicklung.
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Abb. 3.1: (S. 74) Postnatale Wachstumsretardierung bei einem 22 Tage alten Tier der F2-Generation
aus einer Verpaarung: +/- 3 x +/- @ (A) und quantitative Analyse der Wachstumsretardierung
und der Sterblichkeitsrate an zwei Wiirfen einer F2- (+/- 3 x +/- Q) und vier Wiirfen einer F3-
Generation (/- 3 x +/- Q) (B). Das Gewicht der Tiere in (B) wurde jeden Tag zur selben Zeit
bestimmt, die Messwerte mit dem Programm STATISTICA (Version 5.5) innerhalb der
Gruppen statistisch gemittelt und die Signifikanz der Messwerte zu diskreten Zeitpunkten tiber
eine einfaktorielle ANOVA-Analyse ermittelt. Die Standardabweichung fiir Stichproben wurde
als Fehlerbalken eingezeichnet (n=75).

3.1.2  Statistische Analyse der Wurfgrofien

Die Tabelle 3.1 gibt die quantifizierte Verteilung der Nachkommen aus der F2- und F3-
Generation wieder. Die Zahl der homozygoten Tiere aus 7 Wiirfen der F2-Generation
betrug 22, und zwar bei einer Gesamtzahl von 90 Tieren. Der Anteil der homozygoten
Nachkommen in der F3-Generation belief sich bei 12 Wiirfen und einer Gesamtzahl von
137 Tieren auf 64 Tiere (46,7 %). Dies

Vererbungsgesetzen etwa den zu erwartenden 25 % (F2-Generation) bzw. 50 % (F3-

entspricht nach den Mendel’schen

Generation). Die prozentuale Verteilung der Genotypen in der F2- und in der F3-

Generation ist in der Tabelle 3.1 wiedergegeben.

Generation | Anzahl der | Gesamtzahl | Wildtyp | Heterozygot |Homozygot
Wiirfe der Tiere (++4) (+1-) (-I-)
F2 7 90 25 43 22
(+-3 x+-9) (27,8 %) (47,8 %) (24,4 %)
F3 12 137 - 73 64
-3 x+-9) (53,3 %) (46,7 %)
Tabelle 3.1:  Quantitative Verteilung von Wildtyp-, heterozygoten und homozygoten TC-Mdusen in der

F2-(+/- 8 x +/- Q) und F3- (/- & x +/- Q) Generation.

3.1.3  Nachweis von hyperreflektorischem Verhalten nach akustischer

Stimulation
Ab einem Alter von 6-7 Monaten zeigten sowohl weibliche als auch maénnliche
homozygote TC-Maiuse (TC'/'), die die frilhe Wachstumsretardierungsphase und
postnatale Sterblichkeit iiberlebten (sieche Abschnitt 3.1.1), eine auffillige und
ausgepragte Neigung zu hyperreflektorischem Verhalten bei plotzlicher akustischer und
taktiler Stimulation. Diese Hyperreflexie duBlerte sich durch eine {ibertriebene

motorische Reaktion der Extremititen-Muskulatur und steigerte sich bis zum
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schreckhaften Sprung-Verhalten, wie es in der Abb. 3.2 abgebildet ist. Charakteristisch
fiir diese Reaktion war der in der Abb. 3.2 sichtbare abgeknickte Schwanz wihrend und
nach der Schreckreaktion, der meist eine ausgeprigte Bewegungsstarre folgte, die eine
erneute Induktion des Sprung-Verhaltens erschwerte. Wildtyp-Tiere und heterozygote
TC-Mause zeigten in keiner Alterstufe dieses auffallige Verhalten. Das Auftreten dieser
Hyperreflexie ab dem 6.-7. Monat der postnatalen Entwicklung geht zeitgleich mit einer
zu diesem Zeitpunkt beginnenden Infertilitdt homozygoter Méannchen bei nachweislich
intakter Testis-Morphologie und Spermien-Motilitdt einher, was auf eine

Beeintrichtigung des Sexualverhaltens und der sexuellen Orientierung hindeutet.

C”

Abb. 3.2: Hyperreflektorisches Verhalten einer 6 Monate alten ménnlichen homozygoten TC” - Maus
nach Exposition eines plétzlichen akustischen Stimulus. Der Pfeil deutet auf den abgeknickten
Schwanz hin.

3.1.4 Bewegungsmuster-Analyse der TC-Mausmutante mit Lasermotilimat und
»Open-Field“-Apparatur
Durch den Lasermotilimat, einer automatisierten Version des ,,Open-Field“—
Experiments, wurde eine stark verminderte motorische Aktivitit bei adulten
homozygoten TC-Méusen im Vergleich zu Wildtyp-Médusen (NMRI) gleichen Alters
nachgewiesen (Abb. 3.3, A und B). Acht Monate alte minnliche und weibliche Mause
wurden iiber einen Zeitraum von 5 Minuten in der Apparatur experimentell analysiert
und die erfassten Bewegungskoordinaten mit einem XY-Plotter dokumentiert. In der
Abb. 3.3 sind die Bewegungsmuster der in Tabelle 3.2 aufgefiihrten ménnlichen Mause
dargestellt. Die Tabelle 3.2 gibt die aus den Parametern berechnete gesamt

zuriickgelegte Distanz wieder.
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Gesamtdistanz / cm
wT’ 3 1942
WT™ Q 1588
TC" & 91
TC" ©Q 121

Tabelle 3.2: Quantifizierung der mittels Lasermotilimat berechneten Gesamtdistanz von acht Monate
alten weiblichen (Q) und mdannlichen (3) Wildtyp- (WT"") und homozygoten TC-Mciusen
(TC”).

In einer ,,Open-Field“-Apparatur wurden in einer postnatalen Entwicklungsstudie auf
manuelle Weise Parameter erfasst, die den im Lasermotilimat gemessenen Daten
dquivalent sind (Abb. 3.3 und Abb. 3.4). In der Entwicklungsstudie wurden je vier Tiere
jedes Genotyps (WT™*, TC"" und TC™) aus vier Altersgruppen (4, 12, 24 und 36
Wochen) im ,,Open-Field* analysiert und {iber 15 Minuten die Parameter ,,Anzahl der
Linieniiberquerungen* (Lokomotion, Abb. 3.3, C), ,,Aufrichten an der Seitenwand*
(,,Leaning®, Abb. 3.4, A) und ,,Aufrichten im freien Feld* (,,Rearing®, Abb. 3.4, B)
gezdhlt, die Werte mit dem Programm STATISTICA (Version: 5.5) gemittelt und die
Standardabweichung fiir Stichproben, die Signifikanz der Messwerte {iber eine Zwei-
Weg-ANOVA (Genotyp * Alter) und iiber einen t-Test fiir unabhéngige Stichproben
berechnet. Die grafische Darstellung zeigt einen deutlichen Alterseffekt bei der
Ausbildung des hypokinetischen Verhaltens der TC-Maus. Die Abb. 3.3 (C) stellt die
zum Lasermotilimat dquivalenten Lokomotionsparameter in der postnatalen Entwick-
lung grafisch dar und zeigt eine signifikante Reduktion (p <0,0001; t = 13,3) der
Motilitdt bei 36 Wochen (9 Monate) alten homozygoten TC'" -Miusen im Vergleich zu
gleichaltrigen Wildtyp- und heterozygoten TC-Maiusen und im Vergleich zu den

jingeren homozygoten TC-Méusen.

Die Analyse der Parameter ,,Leaning™ und ,Rearing” in der Abb. 3.4 zeigt auch fiir
diese in die dritte Dimension gerichteten Parameter einen deutlichen Alterseffekt. Die
Anzahl der ,Leaning“-Ereignisse ist bereits in vier Wochen (p=0,09; t=2,0),
12 Wochen (p=10,02; t=2,5) und 24 Wochen alten TC" -Tieren (p=0,03; t=23)
gegeniiber den Wildtyp-Tieren und noch mehr gegeniiber den heterozygoten Tieren
vermindert. In 36 Wochen alten TC”" -Tieren detektierte dieses Experiment erneut eine
signifikante Reduktion der ,,Leaning“-Aktivitit (p <0,0001; t=11,6) gegeniiber den
gleichaltrigen Vergleichstieren und gegeniiber den jiingeren Tieren gleichen Genotyps

(Abb. 3.4, A). Die ,Rearing“-Ereignisse sind in der homozygoten Situation (TC™)
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bereits deutlich in 12 Wochen alten Miusen signifikant gegeniiber den entsprechenden
Wildtyp- (p <0,0001; t=7,4) und heterozygoten Tieren (p <0,0001; t=6,4) und
gegeniiber den vier Wochen alten Tieren gleichen Genotyps reduziert (p = 0,06; t = 2,0).
Diese Reduktion der ,,Rearing“-Ereignisse bleibt in 24 Wochen (p = 0,008; t =4,2) und
36 Wochen (p = 0,003; t = 5,1) alten TC”" -Tieren erhalten (Abb. 3.4, B).
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Abb. 3.3: Grafische Darstellung der mit dem Lasermotilimat (A, B) und der ,,Open-Field “-Apparatur
(C) erfassten Bewegungskoordinaten. In (A) ist das Bewegungsmuster einer acht Monate alten
Wildtyp-Maus (WT™") iiber fiinf Minuten im Vergleich zum dquivalenten Bewegungsmuster
einer homozygoten TC"-Maus gleichen Alters (B) dargestellt. In (C) sind die zum
Lasermotilimat dquivalenten Lokomotionsparameter iiber 15 Minuten in der postnatalen
Entwicklung der verschiedenen Versuchsgruppen (n = 4) grafisch dargestellt. Die Mittelwerte,
die Standardabweichung fiir Stichproben und die Signifikanz der Messwerte sind mit dem
Programm STATISTICA (Version: 5.5) iiber eine Zwei-Weg-ANOVA (Genotyp * Alter) und
iiber einen t-Test fiir unabhiingige Stichproben berechnet (n.s. = nicht signifikant, WT'™ =
Wildtyp, TC"" =TC heterozygot, TC" =TC homozygot).
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Abb. 3.4: Grafische Darstellung der mit der ,,Open-Field “-Apparatur erfassten Bewegungskoordinaten
tiber 15 Minuten beziiglich der Parameter ,, Aufrichten an der Seitenwand = Leaning* (A) und
., Aufrichten im freien Feld = Rearing” (B) in der postnatalen Entwicklung der verschiedenen
Versuchsgruppen (n = 4). Die Mittelwerte, die Standardabweichung fiir Stichproben und die
Signifikanz der Messwerte sind mit dem Programm STATISTICA (Version: 5.5) iiber eine
Zwei-Weg-ANOVA (Genotyp * Alter) und iiber einen t-Test fiir unabhdngige Stichproben
(n.s. = nicht signifikant, WT™"= Wildtyp, TC™" =TC heterozygot, TC" =TC

berechnet.
homozygot).
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3.1.5 Analyse des Brutpflegeverhaltens der weiblichen homozygoten TC-Maus

In Verpaarungen der F3-Generation zeigte sich unabhingig vom Genotyp des
Minnchens (WT*, TC" oder TC™"") bei homozygoten TC”~ -Weibchen ein abnormes
Brutpflegeverhalten, das ein Absterben des gesamten Wurfes zur Folge hatte (Abb.
3.5, A). Heterozygote TC™" -Weibchen (Abb. 3.5, B) und Wildtyp-Weibchen zeigten ein
normales Brutpflegeverhalten, das Nestbau, das Zuriickbringen von Nachwuchs
(,,Retrieving) sowie Wiarmen und Sdugen der Nachkommen umfasst. Das abnorme
Brutpflegeverhalten ist unabhingig vom Alter der homozygoten TC”™ -Weibchen und ist
bereits bei acht Wochen alten Tieren zu beobachten. Aufgrund des abnormen
Brutpflegeverhaltens weiblicher TC" -Tiere und der spateren Infertilitit mannlicher
TC" -Tiere (> 6 Monate) (siche Abschnitt 3.1.3) wurde die Zucht mit TC™" -Weibchen
und mit jungen TC”" -Ménnchen (< 6 Monate) etabliert.

/-
Abb. 3.5: Darstellung des abnormen Brutpflegeverhaltens eines homozygoten drei Monate alten TC ™ -
Weibchens mit komplett verstorbenem Wurf (A). In (B) ist das Brutpflegeverhalten
(., Retrieving“) eines heterozygoten TC"" -Weibchens gezeigt.

3.1.6 Untersuchungen zum riumlichen Lernen iiber die Analyse im Radial-
Labyrinth (,,Radial Maze*)

Je sechs Wildtyp- (WT™), heterozygote (TC™") und acht homozygote (TC”") méannliche
TC-Miuse im Alter von drei Monaten wurden in einem Radial-Labyrinth (,,Radial-
Maze*) wie in Abschnitt 2.26.2 beschrieben an fiinf aufeinanderfolgenden Tagen mit
einer Lernaufgabe konfrontiert, die das sogenannte Arbeitsgeddchtnis (,, Working
Memory*) der Maiuse beziiglich ihres rdumlichen Lernvermdgens testet. Die
Reihenfolge der betretenen Arme sowie die Laufzeit wurden notiert und daraus die
Aktivitit, die Neueintritte (,,New Entries*) und die Fehlerzahl des Arbeitsgedidchtnisses
innerhalb der Messgruppe und iiber die Versuchstage drei bis fiinf gemittelt (siche
Abschnitt 2.26.2). Die gemittelten Werte sind zusammen mit der Standardabweichung
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fiir Stichproben als Fehlerbalken in der Abb. 3.6 grafisch dargestellt und wurden einer

Kruskal-Wallis- Rangvarianzanalyse unterzogen.
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Abb. 3.6: Grafische Darstellung der mit der , Radial-Maze“-Apparatur erfassten, abgeleiteten und
innerhalb der Messgruppen und iiber die Versuchstage 3-5 gemittelten Parameter: Zeit 3-5
(A), Aktivitdt 3-5 (B), Neueintritte 3-5 (C), ,, Working-Memory “-Fehler 3-5 (D) und die
innerhalb der Messgruppen gemittelte und iiber die Versuchstage 1-5 addierte Anzahl der
Sequenzen (E) (WT' = Wildtyp, TC"" =TC heterozygot, TC~ =TC homozygot, n.s.= nicht
signifikant).
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Die Rangvarianzanalyse ergab, dass die in der Gruppe der homozygoten Tiere bendtigte
Zeit zur Bewiltigung der Aufgabe signifikant erhoht ist (Abb. 3.6, A, p <0,02), die
Aktivitdt, d.h. die zuriickgelegte Strecke pro Zeit, aber nicht signifikant verringert ist
(Abb. 3.6, B). Die Anzahl der Neueintritte (,,New Entries®, siche Abschnitt 2.26.2), die
die Anzahl der betretenen Arme bis zum Auftreten des ersten Fehlers angibt, ist
zwischen den untersuchten Gruppen ebenfalls nicht signifikant verdndert (Abb. 3.6, C),
obwohl die mittlere Fehlerzahl (Fehler 3-5) bis zum Ende des Tests (Abb. 3.6, D) mit
p<0,02 in der homozygoten Gruppe (TC") signifikant erhdht ist. Die Analyse der
Reihenfolge, in der die Arme betreten wurden, ergab eine signifikant hohe Anzahl an
Fehlern in der TC™ -Testgruppe, die in Wiederholungssequenzen angeordnet waren.
Dieses waren zum Teil zweifach, dreifach aber auch vierfach Wiederholungssequenzen.
Eine Zweifach-Wiederholungssequenz wurde mit dem Grundwert 1, eine Dreifach-
Wiederholung mit dem Grundwert2 und eine Vierfach-Wiederholung mit dem
Grundwert 3 gewichtet, mit der entsprechenden Anzahl an Wiederholungen
multipliziert, aufsummiert und innerhalb der Testgruppen gemittelt in der Abb. 3.6 (E)
gegeniibergestellt. Die Signifikanz der dargestellten Erhéhung der Anzahl

Wiederholungs-Sequenzen wurde iiber Kruskal-Wallis-Analyse auf p < 0,01 berechnet.

3.1.7 Morphologische Untersuchungen der hippocampalen Moosfaser-
Entwicklung in der TC-Mauslinie

Aufgrund der beobachteten Verhaltensauffilligkeiten (Abschnitte 3.1.3 bis 3.1.5) und
der detektierten Lerndefizite (3.1.6) der TC-Mausmutanten, die auf Verdnderungen in
der Hippocampus-Morphologie hindeuten (Qiao und Noebels 1993; Schwegler und
Crusio 1995; Holmes et al. 1999), wurden neuroanatomische Studien an horizontalen
Gehirnschnitten durch den Hippocampus durchgefiihrt. Dazu wurde die Timm-
Féarbetechnik gewihlt, da sie spezifisch die in der CA3-Region des Hippocampus
prominenten Moosfasern anfarbt und glutamaterge exzitatorische synaptische Kontakte
detektiert. Diese Untersuchungen zeigen bei 12 Monate alten TC” - Mausen eine
massive VergroBerung der suprapyramidalen Moosfaserprojektion (SP-MF) in der
CA3- Region des Hippocampus (Suprapyramidale Moosfaser-Hyperplasie, Abb. 3.7, C)
und ein starkes Auswachsen (,,Sprouting*) von supragranuldren Moosfasern (SG-MF)
auf die Dendritenbdume der Granularzellen (Abb. 3.7, C, D), wie man sie auch in
induzierten und genetisch bedingten Tiermodellen fiir Epilepsie findet. Diese
morphologischen Verdnderungen sind in 12 Monate alten WT""- und TC™" -Musen
nicht nachweisbar (Abb. 3.7, A, B). Die suprapyramidale Moosfaser-Hyperplasie ist auf
den apikal dendritischen Bereich der Pyramidenzellen in der Region des Stratum

lucidum (Str. 1.) beschridnkt, dehnt sich in die Region des Stratum radiatum (Str. r.) aus
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und wird dort durch eine diskrete Grenzschicht markiert. In der basal zum Stratum
pyramidale (Str. p., Pyramidenzellschicht) gelegenen Region des Stratum oriens (Str. 0.)
zeigt sich kein aberrantes Moosfaserwachstum. Die in dieser Region liegenden intra-
und infrapyramidalen Moosfasern (IIP-MF) finden sich in allen drei Genotypen in
konstanter Auspragung (Abb. 3.7, A, B, C). Die Grenze zwischen dem CA3- und CA1l-
Sektor, die durch das Ende der Timm-positiven Zone markiert ist, wird ebenfalls nicht
durch aberrantes Moosfaserwachstum ,,iiberschritten. Die Ausschnittvergroferung des
Hilus der 12 Monate alten TC”" -Maus in (D) zeigt eine Schichtung der supragranulérer
Moosfaser-Terminationszonen innerhalb der Molekularschicht des Gyrus Dentatus, die

aufgrund ihres differentiellen Gehaltes an Zink unterschiedlich intensiv angefarbt sind.

A -
i

G-MF St g.

St.m. S

L}

Abb. 3.7: Timm-Silbersulfid gefirbte Hippocampusschnitte einer 12 Monate alten WI'™* - (4, Wildtyp),
TC" - (B) und einer TC"" -Maus (C, D). Die suprapyramidale Moosfaser-Hyperplasie ist
durch einen weifien Doppelpfeil (€-2) und die supragranulire Moosfaserprojektion durch
einen einfachen Pfeil () markiert. CA1/CA3 = Regionen des Cornu Ammonis, GD = Gyrus
dentatus, Hipp. = Hippocampus, IIP-MF = Intra- und Infrapyramidale Moosfasern, SG-MF =
Supragranulire Moosfasern, SP-MF = Suprapyramidale Moosfasern, Str.o .= Stratum oriens,
Str.r. = Stratum radiatum,, Str.p. = Stratum pyramidale, Str.m. = Stratum moleculare, Str.g. =
Stratum granulosum, Str. I. = Stratum lucidum (Vergrioferung A-C: 40 x, D: 200 x).
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Abb. 3.8:

Timm-Silbersulfid gefiirbte Hippocampusschnitte von TC" -Mdusen unterschiedlicher Alters-
stufen: (A) 2 Wochen, (B) 4 Wochen, (C) 3 Monate, (D) 4 Monate, (E) 5 Monate und (F)
7 Monate. Die suprapyramidale Moosfaser-Hyperplasie ist durch einen weiflen Doppelpfeil
(€ 2) und die supragranuldre Moosfaserprojektion durch einen einfachen Pfeil () markiert.
CAI1/CA3 = Regionen des Cornu Ammonis, Hipp. = Hippocampus, I[IP-MF = Intra- und
Infrapyramidale Moosfasern, SG-MF = Supragranuldre Moosfasern, SP-MF
Suprapyramidale Moosfasern, Str.o .= Stratum oriens, Str.r. = Stratum radiatum,, Str.p. =
Stratum pyramidale, Str.m. = Stratum moleculare, Str.g. = Stratum granulosum (Vergrofierung
A-F: 40 x).
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In einer postnatalen Entwicklungsstudie an Timm-gefiarbten Hippocampusschnitten
mutanter TC” -Miuse wurde die Frage analysiert, zu welchem Zeitpunkt der
postnatalen Entwicklung sich die in der TC”" -Mutante beschriebenen Veréinderungen
der Hippocampus-Morphologie ausbilden. Dazu wurden aus jeder Altersgruppe
(2 Wochen, 4 Wochen, 3 Monate, 4 Monate, 5 Monate und 7 Monate) jeweils sechs
Tiere mit der Timm-Férbetechnik analysiert. Die Abb. 3.8 zeigt jeweils einen der
Timm-gefarbten Hippocampusschnitte der jeweiligen Altersstufe und die Abb. 3.9 stellt

die Ergebnisse dieser Analyse beziiglich der untersuchten Fragestellung grafisch dar.

A
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O SP-MF negativ
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2 Wochen 4 Wachen 3 Monate 4 Monate 5 Monate 7 Monate alter als 12
Manate
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B Sprouting beginnt
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Monate

Abb. 3.9: Ergebnisse der auf Timm-Silbersulfid Fdrbung basierten Entwicklungsstudien der
hippocampalen Moosfaserprojektionen von TC” -Mdusen unterschiedlicher Altersstufen
(n=6). In (A) ist die postnatale Entwicklung der suprapyramidalen Moosfaser-Hyperplasie und
in (B) die postnatale Entwicklung der aberranten supragranuldren Moosfaserprojektion in der
TC" -Maus schematisch dargestellt. SG-MF = Supragranulire Moosfasern, SP-MF =
Suprapyramidale Moosfasern.
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Die Ausbildung der aberranten supragranulidren Moosfaserprojektion in der TC™-
Situation beginnt ab einem postnatalen Alter von 4 Monaten (Abb. 3.8, D, E, F und
Abb. 3.9, B). In diesem Alter zeigen bereits zwei von sechs Tieren (33 %) eine
beginnende Timm-Farbung in dem Bereich der Kdrnerzellschicht. In der Gruppe der
fiinf Monate alten Tiere sind bereits 83 % und in der Gruppe der 7 Monate alten Tiere
100 % der Tiere in der Timm-Féarbung positiv beziiglich der aberranten supragranuliren
Moosfaserprojektion, deren Intensitidt mit zunehmendem Alter zunimmt (Abb. 3.8, F
und Abb. 3.7, C). Die Ausbildung zwischen dem fiinften und siebten postnatalen Monat
korreliert zeitlich mit der Ausbildung des hyperreflektorischen und hypokinetischen
Phinotyps (Abschnitt 3.1.3 und 3.1.4). Eine suprapyramidale Moosfaser-Hyperplasie ist
bereits in 33 % der zwei und vier Wochen alten, in 67 % der drei Monate alten und in
100 % aller élteren TC™" -Tiere zu beobachten (Abb. 3.8 und Abb. 3.9, A).

3.1.8 Immunhistochemische Expressions-Analyse des Calretinin-Proteins im
Hippocampus der TC” - und Wildtyp-Maus

Sowohl in genetisch bedingten (Qiao und Noebels 1993) als auch in experimentell
induzierten Tiermodellen mit Epilepsie und aberrantem supragranulirem
Moosfaserwachstum (Holmes et al. 1999), als auch bei der Temporallappen-Epilepsie
des Menschen (Sutula et al. 1989; Houser et al. 1990) wird der Verlust von Calretinin-
positiven Mooszellen im Hilus des Gyrus dentatus als ursdchlich diskutiert (Silva und
Mello 2000). Aus diesem Grund wurde in einer immunhistochemischen Studie an einer
acht Monate alten TC” -Maus mit einem polyklonalen Antikérper gegen das Calretinin-
Protein der Maus die Expression dieses Calcium-Bindungsproteins untersucht. In der
Wildtyp-Situation (WT™, 8 Monate) ist mit diesem Antikdrper eine flichige und eine
punktuell starke Immunfarbung im Hilus und in der inneren Molekularschicht (i.m.L)
des Stratum moleculare im Gyrus dentatus zu detektieren (Abb. 3.10. A) Die
Immunfarbung im Hilus detektiert Mooszellen, die in Clustern zusammengelagert sind,
sowie deren Dendriten, und die Immunfarbung in der inneren Molekularschicht (i.m.L.)
des Stratum moleculare detektiert Calretinin-positive asymmetrische Synapsen der
Mooszellen-Axone auf den Dendriten der Granularzellen. Daneben existiert eine
Subpopulation von GABAergen Interneuronen in geringer Anzahl iiber den gesamten
Hippocampus verteilt, dessen symmetrische Synapsen ebenfalls Calretinin-positiv sind,
und in der Immunfiarbung der Abb. 3.10 (A) nicht detektiert werden. Daher ist die
Calretinin-positive Immunfarbung in der Abb. 3.10 (A) auf die Regionen des Hilus und

des Stratum granulosum begrenzt.
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Abb. 3.10
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Abb. 3.10:(Seite. 87) Immunhistologische Expressionsanalyse mit einem polyklonalen Antikorper gegen
das Calretinin-Protein der Maus an 40 um dicken Gefrierschnitten des Gehirns einer acht
Monate alten Wildtyp- (W ™ A) und einer TC"-Maus (B, C, D). In (E) und (F) sind
elektronenmikroskopische Aufnahmen einer asymmetrischen Calretinin—positiven Synapse
eines Mooszell-Axons (E) und einer symmetrischen Calretinin-positiven Synapse eines
GABAergen Interneurons (F) in der CA3-Region einer TC "“_Maus dargestellt. (?) = Axone,
CAI1/CA3 = Regionen des Cornu Ammonis, Den. = Dendrit, i.m.L. = innere Molekularschicht,
S = Dendritischer Fortsatz (,,Spine“), Str.o .= Stratum oriens, Str.r. = Stratum radiatum,,
Str.p. = Stratum pyramidale, Str.g. = Stratum granulosum, Str.-l.-m. = Stratum lacunosum-
moleculare, Str. m. = Stratum moleculare, Sy = Synapse.

In der TC™ -Situation konnte primir kein Verlust der Mooszellen detektiert werden.
Diese sind als Zell-Cluster in grofer Zahl im Hilus des Gyrus dentatus und im Stratum
oriens der Region CA3 vorhanden (Abb. 3.10 B). Die Expression von Calretinin ist
allerdings durch aberrantes axonales Wachstum in den Regionen CA3 (D) und CA1 (B)
und im Stratum granulosum (C) und durch immunpositive Mooszell-Cluster in der
Region CA3 (B) ausgedehnt, wobei das Stratum pyramidale immunnegativ bleibt. Die
aberranten Axone bilden in der Region CA3 asymmetrische (Abb. 3.10 E) und
symmetrische (Abb. 3.10 F) Calretinin-positive Synapsen, so dass sowohl glutamaterge
Mooszell-Axone (asymmetrische Synapsen) als auch Axone von GABAergen
Interneuronen (symmetrische Synapsen) in der CA3- Region aberrant auswachsen. Die
Untersuchungen zur Calretinin-Immunhistochemie und zur Immun-Elektronen-
mikroskopie wurden in Kooperation mit Herrn Prof. Schwegler am Institut fiir

Anatomie der Universitdt in Magdeburg durchgefiihrt.
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3.1.9 NMDA-Rezeptorautoradiografie

Der NMDA-Rezeptor ist ein im Hippocampus besonders stark exprimierter ionotroper
und exzitatorischer Glutamat-Rezeptor, der als glutamat-aktivierter Calcium-Kanal vor
allem fiir die Langzeitpotenzierung im Hippocampus verantwortlich ist und daher in
Lernvorgéinge involviert ist. Mit Hilfe von rezeptorautoradiografischen Untersuchungen
'] _markiertem NMDA-Rezeptor-Antagonisten (MK 801) an Hirnschnitten von
Wt - TC™ - und TC”" -Musen wurde das Expressionsmuster des funktionalen, aus

mit

diversen Untereinheiten bestehenden und an der Zelloberfldche exponierten Rezeptors

"1 induzierte Schwirzung auf

untersucht. Die Rezeptordichte wurde tiber die durch
dem Autoradiografiefilm in der entsprechenden Region densitometrisch quantifiziert
und unterschiedliche Bindungsstirken in ,,Falschfarben-Abbildungen dargestellt. In
diesen Abbildungen nimmt die Bindungsintensitit und damit die NMDA-
Rezeptordichte mit der Farbabstufung von rot, iiber gelb und griin nach blau ab (Abb.
3.11 A, C, E, Abb. 3.12 A, C, E, G). Mit Hilfe einer Computeranalyse wurde die
NMDA-Rezeptorverteilung entlang einer Messgeraden beginnend im Stratum oriens,
iber das Stratum pyramidale bis ins Stratum radiatum quantifiziert und in der Abb. 3.11
(B, D, F) und Abb. 3.12 (B, D, F, H) dargestellt. In einer weiteren Computeranalyse
wurde die MK 801-Bindungsstirke im Stratum oriens der CAl-Region des

Hippocampus flachig ausgewéhlt und in fmol/mg quantifiziert (Abb. 3.13).

Mit Hilfe dieser Untersuchungen an Hirnschnitten von jeweils sechs 12 Monate alten
WT7* -, TC"" - und TC” -Méusen konnte gezeigt werden, dass in der TC” -Situation
eine 35 % Reduktion der NMDA-Rezeptordichte im Stratum oriens der CAl1-Region
vorliegt (Abb. 3.11, E, F und Abb. 3.13, A, B). Die NMDA-Rezeptordichte auf der
apikal dendritischen Seite der Pyramidenzellen in der CA1-Region (Stratum radiatum)
ist in der TC™" -Situation gegeniiber den dquivalenten Kontrolltieren (Abb. 3.11, A-B:
WT™, C-D: TC™") unverindert. Die NMDA-Rezeptordichte im Stratum radiatum und
Stratum oriens der CA3-Region und im Stratum moleculare des Gyrus dentatus ist im
Hippocampus der TC”™ -Miuse gegeniiber den entsprechenden Kontrolltieren ebenfalls
unverdndert. Die NMDA-Rezeptordichte im Stratum pyramidale und im Hilus des

Gyrus dentatus ist in allen drei Genotypen minimal.
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Abb. 3.11:, Falschfarben-Darstellungen* (4, C, E) der 'I-MK 801-Rezeptorautoradiografie an
Hippocampusschnitten einer 12 Monate alten WT""- (4, B), TC"" - (C, D) sowie TC"* -Maus
(E, F) und quantitative Darstellung der dquivalenten NMDA-Rezeptorverteilung entlang der
eingezeichneten Messgeraden in (A, C, E) beginnend im Stratum oriens, iiber das Stratum
pyramidale bis ins Stratum radiatum in der Region CAl (B, D, F). Die MK 801-Bindungs-
intensitdt nimmt mit der Farbabstufung von rot iiber gelb und griin nach blau ab. Die
Rezeptordichte ist in (B, D, F) in der Einheit fmol/mg angegeben. CA1/CA3 = Regionen des
Cornu Ammonis, GD = Gyrus dentatus, Str.p. = Stratum pyramidale, Str.m. = Stratum
moleculare (Vergrofierung A, C, E: 40 x).

In einer postnatalen Entwicklungsstudie an '*I-MK 801 inkubierten Hippocampus-

' _Wildtyp-Méusen und mutanten TC”~ -Miusen wurde die Frage

schnitten von WT
analysiert, zu welchem Zeitpunkt der postnatalen Entwicklung sich die in der TC” -
Mutanten beschriebenen Verdnderungen der NMDA-Rezeptordichte ausbilden. Dazu
wurden jeweils sechs Tiere aus den Altergruppen drei und neun Monate gewéhlt, da die
Ergebnisse aus dem Abschnitt 3.1.7 bereits gezeigt haben, dass morphologische
Verinderungen im Hippocampus von TC”™ -Tieren im Alter von sechs bis sieben
Monaten auftreten und eine Gruppe deutlich vor und eine weitere deutlich nach diesem
Ereignis analysiert werden sollte. Zusétzlich wurde in dieser Entwicklungsstudie auf die

Analyse heterozygoter TC™" -Miuse verzichtet, da in 12 Monate alten Tieren keine
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signifikanten Unterschiede zu den WT
(Abb. 3.11, C, D und Abb. 3.13, A, B).
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Abb. 3.12:(S. 91) ,, Falschfarben-Darstellungen* (A, C, E, G) der P MK 801 -Rezeptorautoradiografie
an Hippocampusschnitten einer drei Monate alten WT'" - (4, B) und TC” - Maus (C, D)
sowie einer neun Monate alten WT"" - (E, F) und TC" -Maus (G, H) und quantitative
Darstellung der dquivalenten NMDA-Rezeptorverteilung entlang der eingezeichneten
Messgeraden in (4, C, E, G), beginnend im Stratum oriens iiber das Stratum pyramidale bis ins
Stratum radiatum in der Region CAl (B, D, E, H). Die MK 801-Bindungsintensitdt nimmt mit
der Farbabstufung von rot iiber gelb und griin nach blau ab. Die Rezeptordichte ist in (B, D, F,
H) in der Einheit fmol/mg angegeben. CA1/CA3 = Regionen des Cornu Ammonis, GD = Gyrus
dentatus, Str.p. = Stratum pyramidale, Str.m. = Stratum moleculare, (Vergrofierung A, C, E,

G: 40 x).
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Abb. 3.13:Schematische Darstellung der gemittelten NMDA-Rezeptordichte innerhalb des Stratum oriens
der CA1-Region (n=06) beziiglich der Schnittebene von rostral (1) nach caudal (10) in (4, C, E)
und der iiber die Schnittebenen des Hippocampus gemittelten NMDA-Rezeptordichte in (B, D,
F). In (4, B) ist die Rezeptordichte an Hippocampusschnitten der 12 Monaten alten WT"'" -
(o), TC" - (A) und TC” -Maus (v) dargestellt. Die Teilabbildungen (C- F) stellen
entsprechend die Rezeptordichte der neun Monate alten (C, D) und drei Monate alten
Versuchsgruppen (E, F) dar. Die der NMDA-Rezeptordichte dquivalente 'I-
MK 801Bindungsintensitdt ist in der Einheit fmol/mg angegeben. Die gemittelten Werte der
jeweiligen Versuchgruppe sind in (B, D, F) zusammen mit der berechneten Standard-
abweichung dargestellt. (n.s. = nicht signifikant)
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Die Abb. 3.12 stellt jeweils einen der '*I-MK 801 inkubierten Hippocampusschnitte der
Altersstufe 3 Monate (A, C) und 9 Monate (E, G) in einer ,,Falschfarben-Abbildung*
zusammen mit der dazugehorigen Rezeptorverteilung entlang der Messgeraden (B, D,
F, H) grafisch dar. Die Analyse dieser Abbildungen, die quantitative Analyse der
Rezeptorverteilung und die statistische Auswertung der Daten (Abb. 3.13) zeigen, dass
die in der 12 Monate alten TC” -Maus beschricbene Reduktion der NMDA-
Rezeptordichte im Stratum oriens der CAl-Region in neun Monate alten und auch
bereits in drei Monate alten TC™ -Tieren detektiert werden kann. Die zwischen den
Tieren der jeweiligen Gruppe und iiber die Schnittebenen des Hippocampus gemittelten
Werte ergeben eine Reduktion an MK 801-Bindung von 45 % (3 Monate), 45 %
(9 Monate) und 35 % (12 Monate) (Abb. 3.13 B, D, F).

3.1.10 Untersuchungen zur c-fos Expression in der TC”" -Maus

Die Expression des ,,immediate-early” Gens c-fos wurde analysiert, da die c-fos -
Expression unter anderem auch durch die Aktivitdit von NMDA-Rezeptoren aktiviert
wird (Lerea et al. 1992; Bading et al. 1993) und c-fos Expression in axonale Wachs-

tumsprozesse von Neuronen im Hippocampus involviert ist (Watanabe et al. 1996).

Uber einen Northern-Blot mit einer c-fos cDNA als Sonde an hippocampaler Gesamt-
RNA einer 12 Monate alten WT "~ und einer TC”~ -Maus konnte eine differentiell stark
verminderte c-fos mRNA-Expression im Hippocampus der TC”" -Maus nachgewiesen
werden (Abb. 3.14 G). Die Intaktheit der verwendeten RNA wurde durch
Rehybridisierung der Membran mit der cDNA fiir den ubiquitdr exprimierten humanen
Elongationsfaktor iiberpriift. In der Abb. 3.14 (A-F) ist die c-fos Expression durch
Immunhybridisierung an 40 um dicken horizontalen Gefrierschnitten einer drei Monate
alten WT™" (A, C, E) und einer dquivalenten TC” -Maus (B, D, F) mit einem
polyklonalen Antikérper gegen das c-fos Protein der Maus dargestellt. Die
Teilabbildungen (A) und (B) zeigen Immunfirbungen aus der Region des Gyrus
dentatus. Die Abbildungen (C) und (D) bzw. (E) und (F) bilden die entsprechende
Immunhybridisierung in der CA3-, bzw. CAl-Region des Hippocampus ab. In der
Wildtypsituation (WT™", A, C, E) detektiert der Antikorper c-fos positive
Pyramidenzellen im Stratum pyramidale der Region CA3 (C) und CAl (E) und c-fos
positive Granularzellen (Kornerzellen) im Stratum granulosum des Gyrus dentatus (A).
Zusiatzlich hybridisieren weitere c-fos positive Neurone im Stratum oriens und
vereinzelt im Stratum radiatum der Region CA3 und CA1l und im Hilus des Gyrus
dentatus mit dem c-fos Antikorper. Diese c-fos positiven Neurone im Hilus (A), im
Stratum oriens sowie im Stratum radiatum der Region CA3 und CAl (C und E) fehlen
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in den dquivalenten Immunhybridisierungen an Schnitten einer TC”" -Maus (Abb. 3.14
B, D, F). Die c-fos Immunhistochemie wurde in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von
Herrn Dr. Rickmann am Institut fiir Neuroanatomie der Universitit Gottingen
durchgefiihrt.

Abb. 3.14
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Abb. 3.14:(Seite 94) Immunhistologische Expressionsanalyse mit einem polyklonalen Antikorper gegen
das c-fos-Protein der Maus an 40 pum dicken horizontalen Gefrierschnitten des Gehirns einer
drei Monate alten Wildtyp- (WT" "4, C, E) und einer homozygoten (TC ") TC-Maus (B, D, F)
und Northern-Blot mit c-fos ¢cDNA an hippocampaler Gesamt-RNA einer 12 Monate alten
WT"" - und einer TC"-Maus (G). hEF = humaner Elongationsfaktor, Str.o .= Stratum oriens,
Str.r. = Stratum radiatum,, Str.p. = Stratum pyramidale, Str.g. = Stratum granulosum
(Vergroferung A-F: 200 x).

3.1.11 Nachweis pyknotischer Zellkerne und apoptotischer ,,dark neurons* im
Hippocampus der TC" -Maus

Der Verlust der c-fos positiven Neurone im Hilus und im Stratum oriens, sowie im
Stratum radiatum der Region CA3 und CAI1 (siehe Abschnitt 3.1.10) und die massiven
histologischen Verdnderungen im Hippocampus der TC”" -Maus (siche Abschnitt 3.1.7
bis 3.1.10) kénnten zum Teil durch apoptotische Prozesse ausgelost werden oder diese
zur Folge haben. Aus diesem Grund wurde mit einer Methylenblau / Azur II —
Zellkorperfarbung an 1,5 um dicken Semidiinnschnitten des Gehirns einer acht Monate
alten TC”" -Maus im Hippocampus die Kompaktheit der Zellkerne analysiert, um so
einen Hinweis auf DNA-Fragmentierung und apoptotische Prozesse zu erhalten. Die
Ubersichtsfirbung in Abb. 3.15 (A) zeigt den Ubergang zwischen der CA1-Region und
dem Subiculum. Die lichtmikroskopische Auswertung der Priparate ergab, dass im
Subiculum pyknotische Zellkerne (B, C) und im Ubergangsbereich zwischen Stratum
pyramidale und Stratum oriens der Region CA1 neben normalen Neuronen apoptotische
sogenannte ,,dark neurons* (D) zu sehen sind. Im Gyrus dentatus und in der Region
CA3 sind diese Verdnderungen nicht zu detektieren. Diese Ergebnisse weisen auf
apoptotische oder neurodegenerative Prozesse im Subiculum und im Stratum

pyramidale der Region CAT1 hin.
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Abb. 3.15:Methylenblau / Azur II -Ubersichtsfirbung (4) an einem 1,5 um horizontalen Semidiinnschnitt
durch den Hippocampus einer acht Monate alten TC" -Maus. Der Ubergang zwischen CAI-
Region und Subiculum ist durch die gestrichelte Linie markiert. Die Ausschnittvergrofierungen
zeigen pyknotische Zellkerne (?) im Subiculum (B, C) und apoptotische , dark neurons* (¥)
und normale Neurone (t) im Ubergangsbereich zwischen Stratum pyramidale und Stratum
oriens (D). CAl = Region des Cornu Ammonis, Str.o .= Stratum oriens, Str.r. = Stratum
radiatum,, Str.p. = Stratum pyramidale, Sub. = Subiculum.
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3.2 Genotypisierung der insertionsmutanten TC-Mauslinie

3.2.1 Chromosomale Lokalisierung der transgenen Insertion

Durch Fluoreszenz in-situ Hybridisierung (FISH) mit FITC markierter CAT-SV40-
(Abb. 3.16, a) und TYR-SV40-Sonde (Abb. 3.16, ¢) an Propidiumjodid- gegengefarbten
Metaphase-Chromosomen und durch Simultan-Doppelhybridisierung mit FITC-
markierter CAT-SV40- und TRITC- markierter TYR-SV40-Sonde an DAPI-
gegengefarbten Metaphase-Chromosomen (Abb. 3.16, b) einer méannlichen
homozygoten TC-Maus konnte gezeigt werden, dass die Integration der transgenen
Konstrukte an einem chromosomalen Ort oder zumindest in einem so geringen Abstand
erfolgt ist, dass das Signal durch die konventionelle in-situ Hybridisierung nicht
aufgelost werden kann. Durch eine Simultan-Doppelhybridisierung mit FITC-
markierter TYR-SV40- und TRITC-markierter CAT-SV40-Sonde an dem ,,gestreckten‘
Chromatin einer méannlichen homozygoten TC-Maus (Abb. 3.16, f) konnte die
Kointegration beider Konstrukte an einem chromosomalen Ort hochaufldsend bestatigt
werden. Ferner konnte die GroBe der Insertion durch den internen TYR-SV40 Standard
(11 kb) auf ungefahr 200 kb abgeschitzt werden.

Nach der in-situ Hybridisierung wurde eine G-Banden Farbung der Metaphasen aus
Abb. 3.16 (c) durchgefiihrt und das markierte Chromosom durch den auffilligen
Giemsa-negativen Block im perizentromerischen Bereich und durch die zwei starken
Giemsa-positiven Banden im langen Arm, und zwar in der Mitte und in der distalen
Region, als Chromosom 2 der Maus identifiziert (Abb. 3.16, d). In dem Ideogramm des
Chromosoms 2 der Maus in Abb. 3.16 (e) ist die Lokalisation der Transgeninsertion

schematisch dargestellt.

Abb. 3.16:(Seite 98) FISH-Hybridisierungen mit FITC-markierter CAT-SV40- (A) und TYR-SV40-Sonde
(C) an Propidiumjodid- gegengefirbten Metaphase-Chromosomen und Simultan-Doppelhybri-
disierung mit FITC-markierter CAT-SV40- und TRITC-markierter TYR-SV40-Sonde an DAPI-
gegengefirbten Metaphase-Chromosomen (B) einer mdnnlichen homozygoten TC-Maus
belegen die Integration (%) der transgenen Konstrukte an einem chromosomalen Ort. Die
G-Bdnderung (D) der Metaphase in (C) ermdéglichte die Lokalisation der Insertion auf
Chromosom 2 der Maus in der Region F3-G. In (E) ist das entsprechende Ideogramm des
Chromosoms 2 der Maus dargestellt und die Region der Insertion markiert. In (F) ist eine
Simultan-Doppelhybridisierung mit FITC-markierter TYR-SV40- und TRITC-markierter CAT-
SV40-Sonde an dem , gestreckten” Chromatin einer mdnnlichen homozygoten TC-Maus
gezeigt. Die Pfeile (9) markieren zwei SV40-3"UTR Signale und damit den Anfang und das
Ende einer TYR-SV40 Insertion.
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Abb. 3.16

Co-integration site of the pBLCATS
and ptrTYRS transgenes
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3.2.2  Genomische Klonierung der TC-Insertionsregion iiber ,,Genome
Walking“-Experimente

Fir die Klonierung des Wildtyp-genomischen Anteils der Insertionsregion auf
Chromosom 2 der Maus (Abb. 3.16) wurde das modifizierte ,,Genome-Walking*-
Verfahren der Firma Clontech eingesetzt. Dieses PCR-basierte ,,Genome Walking” -
System ermdglicht die Amplifizierung und Klonierung unbekannter genomischer DNA-
Bereiche in direkter Nachbarschaft zu bekannten DNA-Sequenzen, wie z.B. cDNA
(Siebert et al. 1995), oder wie in diesem Fall der genomisch inserierten Konstrukt-DNA.
Fiir das Experiment wurden endstdndige Oligonukleotide aus der SV40-3’UTR Region
beider Konstrukte (SV40g» und SV40gon, Abb. 3.17 A, B) zusammen mit den
Adaptor-kodierten Gegen-Primern (APgw; und APgwz) an selbst generierten

genomischen Adaptor-ligierten DNA-Pools einer homozygoten TC-Maus (DL1-DL5)

eingesetzt.
A By B Qs} ES} ’ A
CAT .. s
ﬁ{:R_CAT_SVdD W-. SEEEEESEEEEEEEEEEE l-lmm]]]]]m
Genome Walker Sva0 3-UTR Genome Walker
Adaptor 247 bp Adapftor
& / Q < Q £
—é —g E’ E""- u?“ E

YR E 2-5
WR_S'\J&D MIIIIIIIIIIIIIIIIIM

Zenome Walker SvA0 3-UTR Genome Walker
Adaptor 947 bp Adaptor

Abb. 3.17:Schematische Darstellung der , Genome Walking* —Strategie mit endstindigen Oligo-
nukleotiden (SV40s,; und SV40s,2y) aus der SV40 3’-UTR Region der Konstrukte ACR-CAT-
SV40 (A) und TYR-SV40 (B) zusammen mit Adaptor-kodierten Gegen-Primern (APgy; und
APgy») an selbst generierten genomischen Adaptor-ligierten DNA-Pools einer homozygoten
TC-Maus. Die Positionen der im ,,Genome Walking* - Experiment verwendeten SV40 3 -
UTR- und Adaptor-kodierten Oligonukleotiden sind schematisch («— und —7) dargestellt und
die Positionen der , Genome Walker-Adaptoren* (schraffierte Boxen) sind hypothetisch
gewdihlt. CAT = Chloramphenicol-Acetyltransferase, 3-UTR = , 3 -Untranslated Region*,
SV40 = Simian Virus 40, TYR = Tyrosinase.

Die Qualitit der Adaptor-ligierten DNA-Pools der homozygoten TC-Maus (DL1-DL5)
wurde im Vorfeld iiber zwei PCR-Kontrollreaktionen mit genspezifischen Kontroll-
Primern (PCP1 und PCP2) und den Adaptor-Primern (APgw: und APgw») verifiziert.
Mit diesen Kontrollprimern (PCP1 und PCP2) aus dem Intron 6 des murinen Gens fiir

Interleukin 1B (IL 18) konnten an den verschiedenen DNA-Pools reproduzierbare



3 Ergebnisse 100

Fragmente amplifiziert werden (Abb. 3.18), so dass die erzeugten DNA-Pools als

qualitativ hochwertig angesehen werden konnten.

i v  » © O
Enzym | Fragmentgrof3e &D
LY I 4§ 4§

DL1 | EcoRV 1,4 kb 12 ko=
3 kb-

DL2 | Scal 0,7 kb 2 kb=
1,6 kb=

DL3 | Dral 2,5kb
1 ko=

DL4 | Pvull 3,5kb

DL5| Sspl 1,6 kb

0.5 ko=

Abb. 3.18:Rechts: Ethidiumbromid gefdrbtes 1,2 % Agarosegel der Amplifikate aus den PCR-Reaktionen
mit murinen Kontrollprimern PCPI und PCP2 aus dem Intron 6 des IL 1f3 Gens der Maus an
Adaptor-ligierten DNA-Pools einer homozygoten TC-Maus. Die Tabelle links listet die zur
Generierung der DNA-Pools verwendeten ,, blunt end“- Enzyme und die entsprechenden
Fragmentlingen der Kontrollamplifikate auf. Neg. = Negativkontrolle, kb = Ldngenstandard
(1 kb DNA-Leiter, Gibco BRL)

Die PCR-Ansitze mit den endstéindigen Oligonukleotiden aus der SV40-3’UTR Region
(SV40¢2, und SV40sn, Abb. 3.17) zusammen mit den Adaptor-kodierten Gegen-
Primern (APgw; und APgw,) wurden nach der Amplifikation iiber ein 1,2 % Agarosegel
aufgetrennt. Die Abb. 3.19 zeigt das Ergebnis dieser gelelektrophoretischen
Auftrennung mit dieser Primer-Kombination. Aufgrund der endstindigen Lage der
Oligonukleotide (114 bp vor der Kpn I -Schittstelle) wurde auf einen Southern-Blot
verzichtet und die Produkte direkt iiber Sequenzierung identifiziert. Alle Fragmente, die
gro3 genug waren, um prinzipiell liber das Konstrukt hinausgehende Bereiche zu
beinhalten, wurden isoliert, in den pGEM-T Vektor kloniert und sequenziert.

Die mit der Primerkombination SV40¢,on/APgw, erzeugten Amplifikate besitzen eine
GroBe von 0,8 kb und 1,5 kb (DL2), 0,5 kb und 0,6 kb (DL4), 1,6 kb und 2,0 kb (DL5)
im Agarosegel (Abb. 3.19). Die Klonierung der Fragmente aus DL5 misslang zunichst
aufgrund geringer DNA-Ausbeute und wurde nach erfolgreicher Klonierung und
Sequenzierung der Fragmente aus DL2 und DL4 eingestellt.
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2 kb=

1 kb=
0.5 kb=
0.2 kb=

Enzym Fragmentgrofle

DL1 EcoRV (0,2 kb)
DL2 Scal 0,8 kb und 1,5 kb
DL3 Dral -
DL4 Pvu Il 0,5 kb und 0,6 kb
DLS5 Ssp 1 1,6 kb und 2,0 kb

Abb. 3.19:Rechts: Ethidiumbromid gefirbtes 1,2 % Agarosegel der Amplifikate nach der zweiten PCR-
Reaktion mit der Primerkombination SV40s,,/APgw; und SV404.8/APgy; aus der SV40 3°-
UTR Konstrukt-DNA an Adaptor-ligierten DNA-Pools einer homozygoten TC-Maus. Die DNA-
Pools DLI-DL5 sind mit ,,blunt end - Enzymen generiert und anschliefsend Adaptor-ligiert.
Die Tabelle unten listet die zur Generierung der DNA-Pools verwendeten , blunt end ‘-
Enzyme und die entsprechenden Fragmentlingen der Amplifikate auf.- Neg. = Negativkontrolle,
kb = Ldingenstandard (1 kb DNA-Leiter, Gibco BRL).

Die Sequenzanalyse der Fragmente aus DL2 und DL4 ergab das in Abb. 3.20
schematisch dargestellte Bild: Die Fragmente 0,8 kb und 0,6 kb zeigten untereinander
Homologie in dem {iiber den SV40-3’UTR hinausgehenden Bereich (Abb. 3.20 A).
Dieser Bereich liel sich nicht den Sequenzen fiir die verwendete Konstrukt-DNA
zuordnen und wurde daher als putativ Wildtyp-genomische Sequenz, die der SV40-
3’UTR Insertion angrenzt, interpretiert. Ein BLAST-Sequenzabgleich dieser Sequenz
gegen die Datenbanken des NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) erbrachte keine
Homologie mit genomischen-, STS- und EST-Datenbanken von Maus, Mensch und
Ratte. Die Fragmente 0,5 kb (Abb. 3.20 B) und 1,5 kb (Abb. 3.20 C) zeigten in dem
tiber den SV40-3’UTR hinausgehenden Bereich Homologie zu Teilen der verwendeten
Konstrukte. Das 0,5 kb Fragment beinhaltet angrenzend an die SV40-3’UTR ein
Fragment aus der 5’-flankierenden Region des Ratten-Proakrosin-Gens in 5°-3°
Orientierung beginnend an Position 1 (Abb. 3.20 B, Abb. 1.1 A), und das 1,5 kb
Fragment besteht zu einem iiberwiegenden Teil aus der 5’-flankierenden Region und

Exon 1 des Maus Tyrosinase-Gens ebenfalls in 5’-3’-Orientierung und beginnend an
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Position 1 wie es im Konstrukt TYR-SV40 (Abb. 3.20 C, Abb. 1.1 B) enthalten ist. Die
pGEM-T klonierten 1,5 kb und 0,5 kb Fragmente wurden daher nicht weiter bearbeitet.
Die Struktur dieser analysierten Fragmente spiegelt jedoch eindeutig die Tandem-artige
»Kopf an Kopf‘- Kointegration beider Konstrukte wider, wie bereits mit FISH-
Hybridisierung (Abb. 3.16 f) gezeigt werden konnte.

AusschlieBlich die klonierten 0,8 kb- und 0,6 kb-Fragmente wurden weiter bearbeitet
und im folgenden mit DL.2-0,8 kb und DL4-0,6 kb bezeichnet.

A &

o ™ g,
631‘*@ &
D‘L2 0:8 ko =
| .4 i | N
\ﬂ;) WT iq\\“}’\
DL4: 0,6kb > :
B
Q¥ \}\‘2\
o\ 'S

DL4: 0,5kb PrACR-5'-1l,

S —

S o0
DLZ2: 1,5kb R |

— S —e ¥

100 bp

Abb. 3.20:Schematische Darstellung der Sequenzanalyse der amplifizierten Produkte aus Abb. 3.19. Die
Fragmente in (A) zeigen untereinander Homologie in dem iiber die SV40-3’UTR
hinausgehenden Bereich. Dieser Bereich wurde als putative Wildtyp-genomische Sequenz
(WT), die der SV40-3’UTR Insertion angrenzt, interpretiert. Das Fragment in (B) zeigt iiber
die SV40-3"UTR —Sequenz hinaus Homologie zu der 5 -flankierenden Region des Proakrosin-
Gens der Ratte in 5°-3 -Orientierung, wie es in dem Konstrukt ACR-CAT-SV40 (Abb. 1.1 A)
enthalten ist. Das Fragment in (C) besteht zu einem iiberwiegenden Teil aus der 5’-
flankierenden Region und Exon 1 des Tyrosinase-Gens der Maus in 5°-3’-Orientierung, wie es
im Konstrukt TYR-SV40 (Abb. 1.1 B) enthalten ist ( WT = Wildtyp-genomischer Bereich).

Zur Erzeugung geeigneter Sonden aus den Klonen DL2-0,8 kb und DL4-0,6 kb fiir
genomische Southern-Blots (3.2.3), fiir ,,Screening“-Experimente genomischer
Bibliotheken (3.2.4) und zur Generierung von sequenzspezifischen Oligonukleotiden
fiir nachfolgende ,,Genome-Walking“-Experimente wurde eine Restriktionskarte aus der
Konsensus-Sequenz der klonierten Region erstellt. Die Klone DL2-0,8 kb und DLA4-
0,6 kb (3.2.2) wurden mit Vektor-Primern (SP6 und T7) mehrfach von beiden Seiten
sequenziert und aus den erhaltenen Sequenzen mit dem Programm DNASIS® (Version:

2.50) die Konsensus-Sequenz und eine Restriktionskarte erzeugt, die schematisch in
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Abb. 3.22 (A) dargestellt ist. Die Konsensus-Sequenz aus den Sequenzen von Klon
DL2-0,8 kb und DL4-0,6 kb umfasst eine Linge von 777 bp, bestechend aus 113 bp
SV40-3’UTR, gefolgt von 664 bp putativer Wildtyp-genomischer Sequenz. Die
Positionen der géngigsten Enzyme wurden iiberpriift und in Abb. 3.22 (A) dargestellt.

Fiir die weitere Klonierung und Sequenzierung des Wildtyp-genomischen Anteils der
Insertionsregion ausgehend von der in Abb. 3.22 gezeigten putativen Wildtyp-
genomischen Sequenz, sowohl in Richtung der Insertion als auch in der
entgegengesetzten Richtung, wurde das ,,Genome-Walking“- Experiment an Adaptor-
ligierten DNA-Pools aus genomischer DNA einer ménnlichen Wildtyp-Maus
wiederholt. Die Positionen der fiir dieses Experiment benutzten Oligonukleotide DL2-
0,8,y und DL2-0,8¢; sind in Abb. 3.22 dargestellt. Die PCR wurde halb-,,nested
durchgefiihrt, d.h. die zweite PCR wurde erneut mit dem ersten genspezifischen Primer
zusammen mit dem ,,nested” gelegenen Adaptor-Primer durchgefiihrt. Das Ziel dieses
Experimentes war es, in direkter Nachbarschaft zur Insertion sowohl ,aufwérts® als
auch ,,abwérts” nach exonischen, bzw. kodierenden Regionen zu suchen und dort
funktionale Elemente des mutierten Gens zu finden. Die Abb. 3.21 zeigt das Ergebnis
der gelelektrophoretischen Auftrennung der Amplifikate aus diesem ,,Genome-

Walking*“-Experiment.

Die mit der Primerkombination DL2-0,8,.,/APgw> erzeugten Amplifikate besitzen eine
GroBe von 0,6 kb (DL2) und 1,2 kb (DL5) (Abb. 3.21, A) und die mit der
Primerkombination DL2-0,8¢,/APgw, amplifizierten Produkte migrierten im
Agarosegel bei 0,5 kb (DL2) und 2,2 kb (DL5) (Abb. 3.21, B). Die Produkte wurden
isoliert, in pGEM-T -Vektor kloniert und iiber Sequenzierung identifiziert. Die Klone
DL2-0,5 kb und DL5-2,2 kb aus der revers gerichteten Amplifikation und die Klone
DL2-0,6 kb und DL5-1,2 kb wurden zunédchst mit pGEM-T -Vektor-Primern (SP6 und
T7) mehrfach von beiden Seiten sequenziert. Der Klon DL5-2,2 kb wurde auch mit
Hilfe der genspezifischen Oligonukleotide DL5-2,2,., und DL5-2,2¢, sequenziert. Aus
den Sequenzen wurde mit dem Programm DNASIS® die Konsensus-Sequenz und eine
Restriktionskarte der géngigsten Restriktionsenzyme erzeugt, die schematisch in Abb.
3.22 (B) dargestellt ist.
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2 kb=
1.6 ko=

1 kb=

0.5 kb=

Enzym Fragmentgrofen in A FragmentgrofBen in B
DL1 | EcoRV - -
DL2 | Scal 0,6 kb 0,5 kb
DL3 | Dral - -
DL4 | Pvull - (0,3 kb)
DL5| Sspl 1,2 kb 2,2 kb

Abb. 3.21:Ethidiumbromid gefirbtes 1,2 % Agarosegel der Amplifikate nach der zweiten, halb-,, nested **
durchgefiihrten PCR-Reaktion mit den Primerkombinationen (A) DL2-08,.,/APgy; und DL2-
08,0/APgw; und (B) DL2-084,/APgy; und DL2-085,,/APgw, an Adaptor-ligierten DNA-Pools
einer Wildtyp-Maus. Die DNA-Pools DL1-DL5 wurden mit ,,blunt end“- Enzymen generiert
und anschlieffend Adaptor-ligiert. Die Tabelle unten listet die zur Generierung der DNA-Pools
verwendeten ,, blunt end “- Enzyme und die entsprechenden Fragmentlingen der Amplifikate in
(4) und (B) auf. Neg. = Negativkontrolle, kb = Ldngenstandard (1 kb DNA-Leiter, Gibco

BRL).

Die Konsensus-Sequenz aus den Sequenzen von Klon DL2-0,6 , DL5-1,2 ,DL2-0,5 und
DL5-2,2 umfasst 2918 bp und enthélt 633 bp iiber die Insertion hinausgehende Wildtyp-
Sequenz. Ein BLAST-Sequenzabgleich mit diesen Sequenzen gegen die Sequenz-
Datenbanken des NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) erbrachte auch hier keine

Homologie mit genomischen-, STS- und EST-Datenbanken von Maus, Mensch und

Ratte und die Suche nach einem offenen Leserahmen (ORF), dessen Existenz einen

Hinweis auf translatierte Bereiche gibt, blieb ohne Ergebnis.
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Abb. 3.22 (A) Schematische Darstellung der Restriktionskarte des Klons DL2-0,8 kb. Im 5 -Bereich sind 113 bp der SV40-3 UTR dargestellt, gefolgt von 664 bp
putativer genomischer Sequenz. (B) Schematische Darstellung der durch Sequenzierung der Klone DL5-1,2 kb und DL5-2,2 kb erweiterten Konsensus-
Sequenz. Im 5°-Bereich sind 663 bp iiber die SV40-3°'UTR -Insertion hinausgehende Sequenz schattiert unterlegt. Die Restriktionskarte ist fiir die
angegebenen Restriktionsenzyme vollstindig. Die Nukleotid-Positionen der Restriktionsenzyme sind numerisch beziiglich der Insertionsstelle (0) angeben.
Die Positionen der fiir das ,, Genome-Walking* -Experiment verwendeten Oligonukleotide DL-0,8;,, und DL-0,8,., und der fiir die Sequenzierung
verwendeten Primer DL5-2,2,,, und DL5-2,2;,, sind schematisch dargestellt. In (C) ist die Erzeugung und die Lage der Sonden DL2-562 und DL5-502 durch
EcoRI bzw. Sst I- und Hind Il —restriktionsenzymatische Spaltung der DL2-0,8 kb DNA bzw. DL5-1,2 kb DNA gezeigt. Mit * markierte Restriktionsenzyme
stellen Vektorschnittstellen dar.
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3.2.3  Southern-Blot Analyse der TC-Insertionsregion

Die in Kapitel 3.2.2 beschriebenen PCR-Produkte mit putativ anteiliger Wildtyp-
genomischer Sequenz (Abb. 3.20, A und Abb. 3.22) wurden in Hybridisierungen auf
genomische Southern-Blots auf ihre tatsdchliche Nédhe zur TC-Insertionsregion
tiberpriift. Da die klonierte SV40-3’UTR Sequenz sowohl aus einer endstindigen ACR-
CAT-SV40- als auch aus einer TYR-SV40-Insertion stammen kann, wurden die
Enzyme fiir die Restriktion der genomischen DNA aus denen ausgewéhlt, die
nachweislich in beiden Konstrukten schneiden. Dadurch sollte garantiert werden, dass
Fragmente unterschiedliche GroBe entstehen und ein Fragment-,,Shift“ detektiert
werden kann. Es wurden die Restriktionsenzyme Hind 111, Bgl 11, Xba 1 und Bam HI
gewdhlt. Als Sonden fiir die genomischen Southern-Blots wurden die in Abb. 3.22
dargestellten Fragmente DL2-562 und DL5-502 verwendet, die aus den entsprechenden
Klonen DL2-0,8 kb und DL5-1,2 kb restriktionsenzymatisch isoliert wurden.

Das Ergebnis der genomischen Southern-Blots mit der Sonde DL2-562 ist in der Abb.
3.23 dargestellt und zeigt an dem Insertionsort mit allen vier verwendeten
Restriktionsenzymen einen deutlichen Fragment-,,Shift von einem Wildtyp-Allel (+/+)
zu einem mutanten Allel (-/-). Heterozygote Tiere (+/-) sind bi-allelisch und besitzen am

Insertionsort sowohl das Wildtyp- als auch das mutante Allel.

/Hindll / Bglll / Xoal /BamHI /

> b gk A& A gk b g A
o /3 SRR

+* +* +*

12 ko~ . -
9 ko~ - .

7 ki~ -
6 ki

5 ko=
s W™ R
-

3 kb

Abb. 3.23:Genomischer Southern-Blot an DNA von Wildtyp (+/+), heterozygoten (+/-) und homozygoten
(-/-) TC-Mdusen mit der putativ genomischen Wildtyp-Sonde DL2-562. Die genomische DNA
wurde mit den Restriktionsenzymen Hind III, Bgl Il, Xba I und Bam HI restringiert (kb=kb-
Leiter, +/+ = Wildtyp, +/- = heterozygot, -/- = homozygot)

Die Abb. 3.24 zeigt das Ergebnis des genomischen Southern-Blots mit der Sonde
DL5-502, die aus der iiber die Insertion hinausgehenden Wildtyp-Region (Abb. 3.22, B)
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isoliert wurde. Die Sonde DL5-502 detektiert das Bg!/ I1- (4,2 kb) und Xba I- generierte
Wildtyp-Fragment (9 kb) aus der Hybridisierung mit der Sonde DL2-562 (Abb. 3.23),
je ein weiteres Hind 111- (0,6 kb) und Bam HI —Fragment (9 kb) und die Deletion aller
Fragmente im Genom der TC-Maus. Die Deletion umfasst mindestens eine Grofle von
502 bp, zeigt keine Homologie zu bekannten Sequenzen der Datenbanken und enthélt
keinen offenen Leserahmen (ORF) bzw. exonische oder translatierte Bereiche. Die
Sonde DL5-502 hat in der bekannten Konsensus-Sequenz eine endstindige Lage (Abb.
3.22, C), so dass von einer weiteren Ausdehnung der Deletion ausgegangen werden

kann.

/ Hndlll / Bglll / Xbal /BamHI /

Con /N A N R NN
kbva\;t\;\%vt/%\%/%;\/

12 ko

9 ko L- - -
7 ko=
6 ki
5 kio-

4 Ko- . -
3 k-

2 ko=

1 kio+

0,5 ko=

Abb. 3.24: Genomischer Southern-Blot an DNA von Wildtyp (+/+), heterozygoten (+/-) und homozygoten
(-/-) TC-Mdusen mit der putativ genomischen Wildtyp-Sonde DL5-502. Die genomische DNA
wurde mit den Restriktionsenzymen Hind III, Bgl I, Xba I und Bam HI restringiert (kb=kb-
Leiter, +/+ = Wildtyp, +/- = heterozygot, -/- = homozygot)
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3.2.4 Klonierung und Charakterisierung des Wildtyp-genomischen Bereichs der
Insertionsregion
Zur Isolierung genomischer Klone aus der Insertionsregion wurden im Duplett auf
Nylonmembran gespottete genomische PAC- und Cosmid-Bibliotheken von der RZPD
in Berlin bezogen und mit der Sonde DL2-562 (Abb. 3.22, C) hybridisiert. Die
genomische DNA auf den Filtern stammte von weiblichen Tieren (PAC-Bibliothek)
bzw. von médnnlichen Méusen (Cosmid-Bibliothek) des Stammes 129Sv, also von
Maiusen mit hinreichender genetischer Ndhe zum Hintergrund-Stamm der Transgen-
Insertion (NMRI). Anfanglich hybridisierten zwei Cosmid-Klone und sechs PAC-Klone
mit der Sonde DL2-562. Die PAC-Klone wurden mit 124, K 12, E 18, L 15, L 24 und
C 10 bezeichnet, und die Cosmid-Klone erhielten die Bezeichnungen A09170 und
A09182. Die DNA dieser Klone wurde mit dem Restriktionsenzym Bam HI verdaut, da
dieses Enzym nicht in den Vektoren pPAC4 (19,5 kb) und Lawrist7 (5,4 kb) schneidet,
und gelelektrophoretisch aufgetrennt (Abb. 3.25, A,E). Es zeigte sich, dass alle sechs
PAC-Klone ein dhnliches Restriktionsmuster aufwiesen, aber nicht identisch waren. Die
Hybridisierung mit der Sonde DL2-562 auf dem Southern-Blot des Gels in Abb. 3.25
(A) detektierte in allen sechs PAC-Klonen das 7 kb Wildtyp-Fragment (B), wie es auch
im genomischen Southern-Blot mit dieser Sonde detektiert wurde (Abb. 3.23). Fiir die
Restriktionskartierung und fiir die chromosomale Lokalisierung wurde der PAC Klon
L 15 ausgewdhlt, weil dessen Insert-GroBBe am groBten erschien. Die detaillierte
Restriktionsanalyse mit diversen Enzymen (Abb. 3.25, C) bestdtigte diese Vermutung
und lieB eine Abschitzung der Insert-GrofB3e, bei einer pPAC4-Vektorgrofie von 19,5 kb,
auf ca. 100 kb zu. Die Hybridisierung dieses Southern-Blots (Abb. 3.25, C) mit der
Deletions-Sonde DL5-502 (Abb. 3.22, B) detektierte in dem PAC-Klon die Wildtyp-
Fragmente, wie sie auch im genomischen Southern-Blot mit dieser Sonde detektiert
wurden (Abb. 3.24). Die restriktionsenzymatische Analyse der putativ positiven
Cosmid-Klone A09170 und A09182 ergab keine Ubereinstimmung im
Restriktionsmuster (Abb. 3.25, E). Im Klon A09170 lieB sich jedoch bereits
restriktionsenzymatisch ein 7 kb Fragment identifizieren, dass mit der Sonde DL2-562
auf dem Southern-Blot dieses Gels (E) ebenfalls hybridisierte (Abb. 3.25, F). Der

Cosmid-Klon A09170 wurde im folgenden fiir Klonierungs-Experimente benutzt.
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Abb. 3.25: Restriktionsenzymatische Analyse der PAC- (A) und Cosmid-DNA (E) mit Bam HI und das
Hybridisierungsergebnis der Southern-Blots mit der Sonde DL02-565 (B,F). In (C) ist die
detaillierte Restriktionsanalyse des PAC-Klons L 15 und das Hybridisierungsergebnis dieses
Southern-Blots mit der Deletions-Sonde DL5-502 dargestellt

3.2.5 Chromosomale Lokalisierung der isolierten Cosmid- und PAC-Klone

Durch Doppel-Fluoreszenz in-situ Hybridisierung (FISH) an DAPI-gegengefiarbten
Metaphase-Chromosomen der Zellinie WMP-1 (Zornig et al. 1995) konnten die
genomischen Klone A09170 und L15 auf Chromosom 2 in der Region der Insertion
(Abb. 3.16) lokalisiert werden (Abb. 3.26). Dazu wurde FITC-markierte A09170
Cosmid-DNA (A) bzw. FITC-markierte L15-PAC-DNA (B) zusammen mit TRITC-
markierter DNA des bereits auf Chromosom 2 der Maus in Region H in Telomer-Néhe
lokalisierten PAC 473 L8 (www.biologia.uniba.it/rmc/9-MOUSE/-MOUSE.html) in

einer Simultan-Doppelhybridisierung eingesetzt und die Hybridisierungssignale relativ
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zur kohybridisierten TRITC-markierten PAC 473 L8-DNA auf Chromosom 2 in der
Region F3-G in Telomer-Nihe (qtel) lokalisiert.

Abb. 3.26:Doppel-FISH-Hybridisierung mit FITC-markierter A09170 Cosmid-DNA (4A) und FITC-
markierter L15-PAC-DNA (B) an DAPI-gegengefiirbten Metaphase-Chromosomen der Zellinie
WMP-1 (Zornig et al. 1995). Die Hybridisierungssignale der Cosmid- (4) bzw. der PAC-DNA
(B) sind mit einem Pfeil (¥) markiert. Die Signale sind in (A) und (B) relativ zur
kohybridisierten TRITC-markierten DNA des PAC 473 L8 (®) auf Chromosom 2 in Telomer-
Ndhe (qtel) lokalisiert.

3.2.6 ,,Cosmid-Rescue*“-Analyse

Der Cosmid-Klon A09170 wurde im folgenden zur Genotypisierung der
Insertionsregion und zur Klonierung des Wildtyp-genomischen Anteils der Deletion
(Abb. 3.22) weiter molekulargenetisch analysiert. Dazu wurden, da von einem groBBeren
Ausmal} der Deletion ausgegangen wurde, die Endfragmente des in den Lawrist 7-
Vektor (Abb. 3.27, A) einklonierten ,,Inserts A09170 kloniert, um sie als Sonde in
genomischen Southern-Blots einzusetzen. Zusdtzlich wurden die genomischen
Endfragmente fiir nachfolgende Experimente, wie z.B. ,,Cosmid-Walking* benétigt, um

einen Cosmid-Contig zu erstellen, der die Deletion iiberspannt.

Bei dem hier verwendeten ,,Cosmid-Rescue‘ -Experiment (Abb. 3.27) macht man sich
den Umstand zunutze, dass nach restriktionsenzymatischem Verdau mit Scal ein
Fragment mit intaktem Vektoranteil und endstdndigen ,,Insert“-Fragmenten entsteht
(Abb. 3.27, B), das nach Ligation ein transformierbares und selektierbares Plasmid
(Abb. 3.27, D) ergibt. Diese Strategic wurde an der DNA des Cosmids A09170
angewendet, und es konnte ein rund 19 kb grof3es Plasmid (A09170-SR, Abb. 3.27, D)
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isoliert werden, in dem nach Restriktionskartierung neben dem Vektoranteil (5 ,4 kb)
ein 4 kb und ein 10 kb groBes Endfragment identifiziert werden konnten, von denen das
4 kb Fragment mit der Deletions-Sonde DL5-502 (Abb. 3.22, C) hybridisierte (Abb.
3.27, F). Das 4 kb Fragment wurde isoliert, die Restriktionsenden ,blunt-end*
aufgefiillt, das ,,blunt-end” -Fragment in Sma I geschnittenen pBlueScript II SK (-) —
Vektor kloniert und sequenziert (3.2.7). Sowohl das 4 kb- als auch das 10 kb -Fragment
wurden als Sonde in Southern-Blots an genomischer DNA (3.2.8) eingesetzt. Die
Hybridierungs-Sonden wurden im folgenden mit A09170-SR 4 kb und A09170-SR
10 kb bezeichnet.

Sca |

Scal

Cosmid
ADNTO

45 kh

Scal

Scal
Scal |

Sca | Verdau
Scal
e —— e —
l Ligation

Lawrist 7
5.4 kb

A 09170
Sca | - Rescue
19,0 kb

Transformation

Abb. 3.27
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Abb. 3.27:(S. 111) Schematische Darstellung der ,, Cosmid-Rescue‘ —Strategie (A-D) und Restriktions-
kartierung des Subklons A09170 Sca I-Rescue (A09170-SR, D, E). In (A) ist die Restriktions-
karte des Cosmid-Vektors Lawrist 7 (5,4 kb) gezeigt und das Insert A09170 schematisch mit
einer Grofse von 40 kb dargestellt. In das A09170-Insert sind putative Sca I-Schnittstellen
eingezeichnet. Der restriktionsenzymatische Verdau mit Sca I liefert die Produkte in (B) und
(C), von denen nur das Produkt in (C) nach der Ligation ein transformierbares Plasmid (D)
ergab. Die Restriktionskarte in (D) ist fiir die angegebenen Restriktionsenzyme vollstindig.
(CS =, Cloning Site”, SP6 + T7 = Vektor-Primer). Die endstindigen Fragmente in (D)
wurden iiber restriktions-enzymatischen Verdau mit Sfi I / Not I/ Sca I (4 kb und 10 kb, E) und
Xbal/Notl (1,7 kb) aus dem Klon A09170-SR (D) isoliert und in Southern-Blots verwendet.
In (F) ist der Southern-Blot des Gels in (E) mit der Deletions-Sonde DL5-502 gezeigt.

3.2.7 Sequenzanalyse der Cosmid-Endfragmente

Zur BLAST-Analyse und zur Generierung von sequenzspezifischen Oligonukleotiden
fiir nachfolgende ,,Genome-Walking*“-Experimente wurde eine Konsensus-Sequenz der
neu klonierten Region erstellt. Der Cosmid-Klon A09170 und der Subklon A09170-
SR 4 kb wurden mit Vektor-Primern (SP6 und T7) mehrfach von beiden Seiten
ansequenziert und der Subklon A09170-SR 4 kb iiber ,,Primer-Walking* durchsequen-
ziert. Die Abb. 3.31 (B) zeigt die Positionen der fiir die Sequenzierung verwendeten
Primer. Aus den erhaltenen Sequenzen wurden mit dem Programm DNASIS® die
Konsensus-Sequenz der gesamten Wildtyp-Region und eine Restriktionskarte erzeugt,
die schematisch in Abb. 3.31 (C) dargestellt ist. Die Konsensus-Sequenz aus den
Sequenzen der Klone A09170-SR 4 kb, DL5-1,2 kb und DL5-2,2 kb hat eine Lange von
6,3 kb. Ein BLAST-Sequenzabgleich dieser Sequenz gegen die Datenbanken des NCBI
(www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) lokalisierte drei Bereiche hoher Homologie mit
einem genomischen PAC-Contig HS 134N8 (Abb. 3.28 und Abb. 3.31, D) auf dem
humanen Chromosom 20pl2, der syntenen chromosomalen Region zu Maus
Chromosom 2 F3-G. Mit Hilfe des ,,AceBrowser* (www.sanger.ac.uk/HGP/Chr20/)
und den genomischen Datenbanken des Sanger-Zentrums konnte flir das humane
Chromosom 20 ein Contig humaner genomischer Klone erstellt werden, der partiell in
der Abb. 3.28 dargestellt ist. In diesen Klonen wurde vom Sanger-Zentrum das Gen fiir
die humane Phospholipase C beta 1 (PLC-B1) annotiert. Die Transgen-Insertion und die
genomische Deletion im Genom der TC-Maus ist iiber die detektierte Sequenz-
Homologie putativ im Intron 8 des Gens fiir PLC-B1 lokalisiert.

Die cDNA-Sequenzinformationen fiir das PLC-81-Gen beim Menschen (Genbank Nr.
AJ278314, 3781 bp) und bei der Maus (Genbank Nr. U85713, 3915bp) sind
unvollstindig, umfassen aber den gesamten Protein-kodierenden Bereich von 3519 bp
(1173 Aminoséduren), und zwar beginnend kurz vor dem Startkodon (ATG). Fiir das
PLC-B1-Gen der Ratte wurden zwei alternativ gespleiflte Transkripte von 5,4 kb (Suh et
al. 1988b) und 7,2 kb (Bahk et al. 1994) beschrieben und deren cDNA vollstindig
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kloniert (PLC-B1a: Genbank Nr. M20636, 5,2 kb und PLC-B1b: Genbank Nr. L14323,
7,2 kb). Der ,,Open Reading Frame® (ORF) des 7,2 kb-Transkripts kodiert fiir ein
140 kDa-Protein mit 1173 Aminosduren. Die Translation des 5,4 kb-Transkripts fiihrt
zu einem am C-Terminus um 43 Aminosiuren verldngerten Protein (1216 aa, 150 kDa,
siche auch Abb. 4.2 auf S. 135). Die Exon-Intron-Struktur des humanen PLC-B1-Gens
wurde in der 5°- und 3’-UTR {iiber einen BLAST-Sequenzabgleich der PLC-31b-cDNA
der Ratte (7,2 kb) gegen die humanen genomischen Sequenzdatenbanken ermittelt. Das
PLC-B1b-Transkript der Ratte besitzt eine 468 bp lange 5°-UTR, einen offenen
Leserahmen von 3519 bp bis zum Stopp-Kodon an Position 3987 der cDNA und eine
3’-UTR mit einer Lénge von ca. 3,2 kb. Die Sequenzhomologie zwischen der Ratten-
cDNA und der bekannten cDNA-Sequenz des humanen PLC-B1-Gens liegt auf
Nukleinsdure-Ebene innerhalb der kodierenden Region bei 89 % und auf Aminoséure-
Ebene bei 98 %. Die Sequenzhomologie zwischen der Ratten- und Maus-cDNA betragt
ebenfalls 89 % auf Nukleinsdure- und 97 % auf Aminoséure-Ebene.



250 kb Intron 200 kb Infron

913 G4 HS134N8  DJ1007P8 606 P22 & dj1140M3 997 K18 793 N16
31 ko 156 ko 24 o 138 ko A2 171 ko 119 kb 51 kb
> Q AC034304 o ‘[4:: N
158 ko
ATG

Transgen-Insertion

plus Deletion (468 bp)

Abb. 3.28:Schematische Darstellung des partiellen DNA-Contigs auf dem humanen Chromosom 20pl2. Die Bezeichnungen sowie die Sequenzlingen der
tiberlappenden genomischen Klone sind angegeben. Im 3 -Bereich ist der DNA-Contig unterbrochen dargestellt (-----). Die Exone des Gens fiir die humane
Phopholipase C-f1 sind als schwarze Boxen dargestellt und in 5°-3’-Richtung durchnummeriert. Die Position des Startkodons (ATG) ist in Exon 6 an
Position 468 bp der cDNA-Sequenz eingezeichnnet. Die putative Position der Transgen-Insertion und der Deletion im Genom der TC-Maus ist schematisch

im 250 kb grofien Intron 8 des humanen Gens fiir die Phospholipase C beta 1 (PLC-f1) dargestellt.
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3.2.8 Southern-Blot Analyse der Cosmid-Region

Die in Kapitel 3.2.6 durchgefiihrten Analysen und die durch Restriktionskartierung
identifizierte Sca I -Schnittstelle in der Deletion (Abb. 3.22, B) haben gezeigt, dass das
4,0 kb-Endfragment (A09170-SR 4 kb) komplett in der deletierten Region liegt und
iiber den bereits klonierten Bereich in 5’-Richtung hinausgeht. Mit dieser erweiterten
Deletions-Sonde A09170-SR 4kb wurde ein Southern-Blot an restringierter
genomischer DNA aller drei Genotypen (+/+, +/- und -/-) durchgefiihrt und das Ausmaf3
der Deletion bestimmt. Die Abb. 3.29 (A) zeigt das Hybridisierungsergebnis. Die
Sonde A09170-SR 4 kb detektiert in der Wildtyp- (+/+) und heterozygoten (+/-)
Situation bei allen Restriktionen die Fragmente der entsprechenden Hybridisierung mit
der Deletions-Sonde DL5-502 (Abb. 3.24). Dieses Fragment ist in der homozygoten
(-/-) Situation deletiert. Dort detektiert die Sonde weitere Fragmente, was zeigt, das die
Deletion in dieser Region nicht sehr grof} ist und von dieser Sonde iiberspannt wird.
Zum Teil detektiert die 4 kb -Sonde neben dem mutierten Fragment auch ein weiteres
Wildtyp-Fragment (Hind 111 /4,2 kb und Xba 1/ 6 kb), das in allen drei Genotypen
detektierbar ist (Abb. 3.29, A). Die Hybridisierung mit der Sonde A09170-SR 10 kb
zeigt bei allen drei Genotypen ein unverdndertes Hybridisierungsmuster (Abb. 3.29, B)
und belegt, dass die Region ca. 30 kb entfernt von der detektierten Insertion genomisch
nicht verdndert ist. Mit einer Teilsonde aus A09170-SR 4 kb, die mittels PCR generiert
wurde (A09170-SR 394) und der Region mit 87 % Homologie zwischen Mensch und
Maus entspricht (Abb. 3.31, D und E), konnte das Hybridisierungsmuster in Abb. 3.29
(A) reproduziert werden (Abb. 3.29, C).
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Abb. 3.29: Genomischer Southern-Blot an DNA von Wildtyp (+/+), heterozygoten (+/-) und homozygoten
(-/-) TC-Mdusen mit den genomischen Sonden A09170-SR-4 kb (A), A09170-SR-10 kb (B) und
A09170-SR-394 bp (C). Die genomische DNA wurde mit den Restriktionsenzymen Hind II1,
Bgl I, Xba I und Bam HI restringiert (kb=kb-Leiter, +/+ = Wildtyp, +/- = heterozygot, -/- =

homozygot)
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3.2.9 Genomische Klonierung des flankierenden 5’-Bereichs der TC-
Insertionsregion iiber ,,Genome Walking“-Experiment

Zur exakten Eingrenzung der Deletion und zur Klirung der Frage, ob die zwischen
Mensch und Maus genomisch konservierten Regionen innerhalb dieser Deletion liegen
und ihnen eine Bedeutung zukommt, wurde ein weiteres ,,Genome-Walking* —
Experiment an genomischen Adaptor-ligierten DNA-Pools einer homozygoten TC-
Maus (DL1-DL5) durchgefiihrt. Die mit der hier verwendeten Primerkombination
A09170¢3 / APgw1 und A09170¢0r4 / APgw2 (Abb. 3.31, B) erzeugten Amplifikate
besitzen eine GroBe von 2,0 kb (DL2) und 2,5 kb (DL5) (Abb. 3.30). Die Produkte
wurden isoliert, in pGEM-T -Vektor kloniert und liber Sequenzierung identifiziert. Der
Klon DL2-2,0 kb wurde mit pGEM-T -Vektor-Primern (SP6 und T7) und mit Hilfe
genspezifischer Oligonukleotide sequenziert. In diesem Klon konnte ein transgenes
Fragment von 384 bp aus der 5’-flankierenden Region des Tyrosinase-Markergens
TYR-SV40 (Abb. 3.31 A, Abb. 1.1 B) identifiziert werden, gefolgt von 1,6 kb Wildtyp-
genomischer Sequenz. Durch Sequenzvergleich dieser Region mit der Konsensus-
Sequenz der Wildtyp-Sequenz (Abb. 3.31, C) konnte der Bereich der Deletion auf 809
bp eingegrenzt werden (Abb. 3.31).

Enzym | Fragmentgrof3e AOQ 17 Ofom
DLI1 | EcoRV -
DL2 | Scal 2,0 kb
DL3 | Dral - -2,0 kb
DL4 | Pvull -
-1,6 kb
DL5| Sspl 2,5kb

Abb. 3.30:Rechts: Ethidiumbromid gefirbtes 1,2 % Agarosegel der Amplifikate nach der zweiten
. hested - durchgefiihrten PCR-Reaktion mit den Primerkombinationen A09170s, 3 /APgw;
und A09170z, 4 /APgy,; an Adaptor-ligierten DNA-Pools einer homozygoten TC-Maus. Die
DNA-Pools DL1-DL5 wurden mit ,,blunt end “- Enzymen generiert und anschlieffend Adaptor-
ligiert. Die Tabelle links listet die zur Generierung der DNA-Pools verwendeten ,,blunt end **-
Enzyme und die entsprechenden Fragmentlingen der Amplifikate auf. Neg. = Negativkontrolle,
kb = Léiingenstandard (1 kb DNA-Leiter, Gibco BRL).
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Abb. 3.31:Schematische Darstellung der Restriktionskarte der zur TC-Insertionsregion flankierenden Klone DL2-2,0 kb und DL2-0,8 kb (4) und der Klone
A09170-SR 4,0 kb, DL5-1,2 kb und DL5-2,2 kb der entsprechenden Wildtyp-genomischen Region (C). In (4) sind zusdtzlich die der Insertion endstindigen
transgenen Regionen (TYR-5'-fl. und SV40-3° UTR) dargestellt. Die Restriktionskarte ist fiir die angegebenen Restriktionsenzyme vollstindig. Die durch
Sequenzvergleich eingegrenzte Deletion von 809 bp ist schattiert unterlegt. In (B) sind die Positionen der verwendeten Primer und in (E) die verwendeten
Sonden eingezeichnet. Die Sequenz-Homologie zu dem humanen PAC-Contig HS 134N8 ist schematisch in (D) dargestellt. Die Nukleotid-Positionen der
Restriktionsenzyme sind numerisch beziiglich der Insertionsstelle (0) angeben. Mit * markierte Restriktionsenzyme stellen Vektorschnittstellen dar.
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33 Identifizierung, Expressionsanalyse und Klonierung eines
SV40-3’UTR Fusionstranskripts

3.3.1 Identifizierung und Expressionsanalyse eines Fusionstranskripts mit partieller
SV40-3’UTR-Sonde

Bei der genomischen Integration von Transgenen mit potentieller SpleiBdonor- und
Akzeptorsequenz konnen sowohl bei exonischer als auch bei intronischer Insertion
Mutationen in Genen erzeugt werden. Diesen Sachverhalt macht man sich bei der Erzeugung
von transgenen und mutanten Mé&usen mit sogenannten ,,Gene-Trap“- Vektoren zunutze.
Durch die in das Intron integrierte Splei3stelle kommt es nach der Transkription des Gens
unter der Kontrolle eines endogenen Promotors und durch den zelleigenen
SpleiBmechanismus zur Fusion der exonischen Anteile der Vektorsequenz mit abwérts oder
aufwirts gelegener exonischer Sequenz des ,getrappten Gens. Das auf diese Weise
generierte Fusionstranskript ldsst sich mit einer geeigneten Sonde aus der Vektorsequenz in

einem Northern-Blot detektieren und meist mit der RACE-PCR amplifizieren und klonieren.

Die Konstrukte, die zur Erzeugung der TC-Maus verwendet wurden, besitzen jeweils eine
Spleildonor- und eine SpleiBakzeptorstelle flankierend zu dem 66 bp groBen Intron in der
SV40-3’'UTR (Abb. 1.1 A, B und Abb. 3.33, A) und das TYR-SV40-Kontrukt zusétzlich je
eine Stelle flankierend zum Intron A (Abb. 1.1 B). Aus diesem Grund wurde in Northern-
Blots an Gesamt-RNA aus dem Gehirn einer Wildtyp- (+/+) und einer homozygoten (-/-) TC-
Maus auch hier die mogliche Existenz eines Fusionstranskriptes analysiert. Die Abb. 3.32 (A)
zeigt, dass mit der ACR-CAT-SV40-DNA als Sonde in Gesamt-RNA aus dem Gehirn einer
sechs Monate alten homozygoten TC-Maus ein 1,7 kb grof3es Transkript detektierbar ist, dass
sich in RNA einer Wildtyp-Maus nicht nachweisen ldsst. Das aberrante Transkript l4sst sich
nur mit der partiellen SV40-3’UTR —Teilsonde reproduzieren (Abb. 3.32, D) und nicht mit
der partiellen ACR- (B), CAT-(C) oder einer partiellen Tyrosinase-Sonde (E). Die
Expressionsanalyse mit der SV40-3’UTR —Teilsonde ergab eine starke Expression des
Fusiontranskriptes im gesamten Gehirn, und zwar sowohl im GroB3- als auch im Kleinhirn,
aber auch in der Milz, der Niere und im Skelettmuskel (Abb. 3.32, F). Durch weitere
Hybridisierungen mit der Teilsonde konnte gezeigt werden, dass das 1,7 kb grof3e Transkript
auch im Gehirn der heterozygoten TC-Maus (+/-), und zwar mit halber Intensitit,
nachweisbar exprimiert wird (Abb. 3.32, G), und dass das Fusionstranskript in der Poly A'-
RNA -Fraktion angereichert ist (Abb. 3.32, H ) und polyadenyliert wird. Daher wurde die
Erststrang-cDNA-Synthese fiir die RACE-PCR mit einem oligo-dT Adaptorprimer (CDS-
Primer, Abb. 3.33) durchgefiihrt.
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Abb. 3.32:Northern-Blot mit ACR-CAT-SV40 —Konstrukt-DNA (A4) und Teilsonden ACR-5" fl. (B), CAT (C) und
SV40-3"UTR (D) aus diesem Konstrukt an 30 ug Gesamt-RNA aus dem Gehirn einer sechs Monate
alten Wildtyp- (+/+) und homozygoten (-/-) TC-Maus. In (E) ist die dquivalente Hybridisierung mit
einer cDNA-Sonde aus dem Konstrukt TYR-SV40 (Exon 2-5) dargestelit. In (F) ist eine Northern-
Hybridisierung an 30 ug Gesamt-RNA aus Geweben einer homozygoten (-/-) TC-Maus gezeigt. In (G)
ist das 1,7 kb Transkript auch im Gehirn der heterozygoten TC-Maus (+/-) detektiert und Abb. (H)
zeigt, dass das 1,7 kb grofie Transkript in 2 lig Poly A"-RNA angereichert ist. Die Abb. (F) bis (H)
wurden mit der Teilsonde SV40-3°UTR hybridisiert. (Ge=Gehirn, GH=Grofhirn, KH=Kleinhirn,
Ni=Niere, Mu=Muskel, Mi=Milz, HEF=Humaner Elongationsfaktor).
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3.3.2 RACE-PCR-Analyse des SV40-3’UTR-Fusionstranskripts

Das 1,7 kb grofe Fusionstranskript mit putativem Anteil an cDNA-Information des
inserierten und mutierten Gens wurde mit der RACE-PCR-Methode analysiert. Die
Entstehung des Fusionstranskripts nach intronischer Insertion der SV40-3° UTR-DNA ist
hypothetisch in der Abb. 3.33 (A, B) dargestellt. Die putativ in dem Transkript enthaltene
unbekannte cDNA-Information wurde auf 800 bp abgeschétzt. Die Erststrangsynthese wurde
mit einem modifizierten oligo-dT Adaptorprimer (CDS-Primer, Abb. 3.33, B) durchgefiihrt
und die cDNA nach der Zweitstrangsynthese an beiden Enden Adaptor-ligiert, so dass sowohl
5’- als auch 3’-RACE an der cDNA durchgefiihrt werden konnte. Mit der Primerkombination
SV40¢, 1 und SV40¢, ;v und dem entsprechenden Adaptorprimer konnte ein 550 bp grofB3es
PCR-Produkt amplifiziert, kloniert und sequenziert werden (Abb. 3.33, C), das im Southern-
Blot mit der SV40-3’UTR-Sonde hybridisierte (Abb. 3.33, D). Die 5’-RACE-PCR mit der
Primerkombination SV40,., ;| und SV40,., ;x mit dem entsprechenden Adaptorprimer verlief
erfolglos (Abb. 3.33, C). Mit diesem Experiment konnten dennoch die Fusionstranskript-
Hypothese bestitigt und der 3’-Anteil kloniert werden.
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Abb. 3.33:Schematische Darstellung der Hypothese zur ,,in vivo " Generierung des Fusionstranskripts nach intronischer Insertion der SV40-3° UTR-DNA unter der Kontrolle
des endogenen Promotors P (A). In (B) ist die hypothetische Struktur des Transkripts mit 605 bp SV40-3'UTR —Sequenz, ca. 300 bp polyadenylierter Region und
800 bp putativ unbekannter mRNA-Information im 5°-Bereich dargestellt. Die Lage der in der 3’- und 5’-RACE-PCR verwendeten Oligonukleotide ist schematisch in
(B) eingezeichnet. Die Abbildung in (C) zeigt ein Ethidiumbromid gefirbtes 1,2 % Agarosegel nach gelelektrophoretischer Auftrennung der RACE-PCR —Produkte,
das in (D) mit der SV40-3° UTR —Sonde hybridisiert wurde (P=Promotor, SD=Spleifs-Donor-, SA=Spleif3-Akzeptor, PA=Poly-Adenylierungssignal, kb=kb-Leiter,

CDS= oligo-dT Adaptorprimer).
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3.3.3 RT-PCR Analyse des SV40-3’UTR-Fusionstranskripts

Mit den im Abschnitt 3.2 durchgefiihrten Experimenten zur Genotypisierung und der in dem
Kapitel 3.2.7 beschriebenen Lokalisierung der transgenen Insertion im Intron 8 des Gens fiir
die Phospholipase C beta 1 (Abb. 3.28) ergab sich die Moglichkeit, das Fusionstranskript in
5’-Richtung ausgehend von der SV40-3” UTR Region iiber eine RT-PCR mit PLC-B1
genspezifischen Primern zu analysieren. Die Strategie fiir dieses Experiment ist in der Abb.
3.34 dargestellt. Die cDNA-Informationen fiir das PLC-B1b-Transkript der Ratte (7204 bp,
Genbank Nr. 114323, Abb. 3.34, A) sind vollstindig und erlauben die Identifikation einer
467 bp langen 5’-UTR, einem offenen Leserahmen von 3519 bp (1173 Aminosduren) und
einer 3’-UTR von ungefdhr 3,2 kb. Fiir das PLC-81-Transkript der Maus sind 3915 bp
Sequenzinformationen (Genbank Nr. U85713), beginnend bei Nukleotidposition 465 kurz vor
dem ATG der Ratten cDNA, bekannt. Ein 540 bp gro8er IMAGE-cDNA-Klon (Genbank Nr.
AA509975) zeigt eine 91 % Homologie zu der Ratten-cDNA beginnend an Position 147 und
reprasentiert daher einen groBen Teil der 5°-UTR der Maus. Ausgehend von dieser cDNA—
Information der Maus wurden die sequenzspezifischen Oligonukleotide PLC;47, PLC;77,
PLCi281rev, PLCi245rey und PLC7y2 ey generiert (Abb. 3.34, A, B) und PLC47 und PLC,;7;
zusammen mit den Oligonukleotiden SV40,., ;v und SV40. g an SV40,,; ,.geprimter
cDNA aus hippocampaler Gesamt-RNA einer homozygoten TC-Maus in einer RT-PCR
eingesetzt. Die Gelelektrophorese der Reaktionsansitze in Abb. 3.34 (D) identifiziert ein
412 bp und ein 460 bp groBes PCR-Produkt, die beide mit einer SV40-3’UTR Sonde
hybridisieren (E). Die Sequenzierung der PCR- Amplifikate identifizierte das hypothetische
Fusionstranskript, bestehend aus 117 bp SV40-3° UTR -Sequenz bis zur  Spleil3-
Akzeptorstelle und 343 bp bzw. 295 bp PLC-81-cDNA Sequenz der Maus ab Exon 8 (Abb.
3.34, C). Zusitzlich wurden alternative Splei-Produkte identifiziert, die ebenfalls
schematisch in der Teilabbildung (C) dargestellt sind. Das 342 bp lange PCR-Produkt, das
ausschlieBlich den PLC-B1-Anteil des Fusionstranskripts reprasentiert (Abb. 3.34, C), wurde
iiber RT-PCR mit der Primerkombination PLCi77 / PLC75 .y isoliert, subkloniert und
sequenziert und als Sonde in einem Northern-Blot an Gesamt-RNA aus Gehirn einer Wildtyp-
, heterozygoten und einer homozygoten TC-Maus eingesetzt. Mit dieser Sonde konnte sowohl
in der Wildtyp- als auch in der heterozygoten Maus ein 7,2 kb grofles PLC-81b -Transkript
und schwach ein 5,4 kb groBBes PLC-B1a -Transkript detektiert werden (Abb. 3.35, A). Bei der
heterozygoten und bei der homozygoten Maus konnte mit dieser Teilsonde ein 1,7 kb
Transkript detektiert werden, das dem Fusionstranskript mit SV40-3” UTR —Anteil analog ist
(Abb. 3.32). Dieses Ergebnis wurde iiber RT-PCR an PLCjyg ey und SV40,.,; doppelt
»geprimter® hippocampaler Gesamt-RNA einer Wildtyp-, homozygoten und heterozygoten
TC-Maus mit der Primer-Kombination PLC,77, PLC)245 rey und SV40;1r | reproduziert (Abb.
3.35, B), und auch in dieser PCR konnte ein 827 bp grofBes alternativ ,,gespleifites* Wildtyp-
Transkript identifiziert werden (Abb. 3.34 A).
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Abb. 3.34:Strategie zur RT-PCR Analyse des SV40-3 ' UTR-Fusionstranskripts in 5’-Richtung ausgehend von der SV40-3° UTR Region mit PLC-f31-genspezifischen Primern (4,
B). In (4) sind das gesamte Transkript fiir die Phospholipase C beta 1b (PLC-51b) der Ratte mit dem Translations-Startkodon (ATG) und dem —Stoppsignal (TGA)
und das 827 bp grofie RT-PCR Produkt schematisch dargestellt. In (B) ist die hypothetische Struktur des Fusionstranskripts mit SV40-3° UTR —Anteil gezeigt. Die
schwarz gezeichneten Boxen reprdsentieren einzelne Exons und sind der genomischen Organisation aus Abb. 3.28. analog. In (C) ist die Struktur der RT-PCR-
Produkte der Gelelektrophorese in (D) gezeigt. Hell gezeichnete Boxen entsprechen der SV40-3° UTR -Region und gestrichelt gezeichnete Boxen reprdsentieren
alternativ ,, gespleifite “ Exons. Die Abb. (E) zeigt die Hybridisierung der Produkte in (D) mit radioaktiv markierter SV40 3’-UTR als Sonde.
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Abb. 3.35:(A) Northern-Blot mit der 342 bp langen Teilsonde aus der Abb. 3.34 (C) an 30 ug Gesamt-
RNA aus dem Gehirn einer Wildtyp- (+/+), heterozygoten (+/-) und homozygoten (-/-) TC-
Maus. Die Agarose-Gelelektrophorese in (B) identifiziert Wildtyp- und Fusions- RT-PCR —
Produkte an hippocampaler Gesamt-RNA (Abb. 3.34). (GAPDH=Positiv-Kontrolle).

34 Expressionsanalyse des PLC-1 Gens in der TC-Maus

3.4.1 Northern-Blot Analyse der PLC-1 Expression in der TC-Maus

Fiir die Expressionsanalyse des Phospholipase C beta 1 (PLC-B1) -Gens und zum
Beweis, dass in der homozygoten TC-Maus kein intaktes und funktionelles PLC-81-
Transkript exprimiert ist, wurde ein IMAGE-cDNA Klon (IMAGp998 A151771, RZPD
Berlin) aus der 3° UTR des PLC-B1- Gens der Maus (4198-4851 bp) im Northern-Blot
an Gesamt-RNA einer Wildtyp- und einer homozygoten TC-Maus eingesetzt. Der
Northern-Blot in Abb. 3.36 an 30 ug intakter Gesamt-RNA (HEF-Hybridisierung) zeigt,
dass ein 7,2 kb grofes Wildtyp-PLC-B1b-Transkript stark im Gehirn, und dort explizit
im GroBhirn, im Kleinhirn und im Hippocampus, aber auch schwach in der Niere
exprimiert ist (Abb. 3.36, B). Zusétzlich wird auch hier ein 5,4 kb groB3es PLC-1a-
Transkript schwach in den erwédhnten Organen exprimiert. In Gesamt-RNA aus Testis
und der Milz ist in der Wildtyp-Situation kein Transkript detektierbar. In der
homozygoten TC-Maus (-/-) ist mit dieser 3’-Sonde in keinem der Gewebe ein PLC-1-
Transkript detektierbar. Im Testis homozygoter TC-Mause detektiert diese Sonde
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allerdings reproduzierbar ein Hybridisierungssignal, das mit der ribosomalen 28 S
RNA-Fraktion (4,4 kb) komigriert, fiir eine unspezifische Hybridisierung an diese
ribosomale RNA aber zu stark ist. Dieses Transkript ist moglicherweise ein weiteres
Fusionstranskript, das durch den Akrosin -Promotor des Konstrukts ACR-CAT-SV40
angetriecben wird, und einen Teil der 3’-UTR des PLC-B1-Gens enthélt. Dieses
Transkript wurde, da es ausschlieBlich im Testis exprimiert ist und keine Spermato-
genese-Defekte nachzuweisen waren, nicht weiter analysiert. Aufgrund des Verlustes an
PLC-B1-Expression in der TC”" -Maus wurden die Genotypen im folgenden mit PLC-
Blwr ™ (WT™), PLC-Bl1c" (TC"") und PLC-Bl1¢”" (TC"") bezeichnet.
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Abb. 3.36:Northern-Blot Analyse von Gesamt-RNA verschiedener Gehirn-Areale (A) und diverser
Gewebe (B) einer adulten Wildtyp- (+/+) und homozygoten TC-Maus (-/-). Die Northern-Blots
in (A) und (B) wurden mit einer 3’-cDNA-Sonde des PLC-B1-Gens der Maus (IMAGp998
A151771, RZPD Berlin) hybridisiert und mit der cDNA-Sonde fiir humanen Elongationsfaktor
(HEF) rehybridisiert und die Intaktheit der verwendeten RNA iiberpriift (GH = Grofhirn,
Hipp.= Hippocampus, KH = Kleinhirn, Ge = Gehirn, Te = Testis,, Mi = Milz, Ni = Niere).
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3.4.2  Western-Blot- und immunhistochemische Expressions-Analyse des PLC-
31-Proteins im Hippocampus der TC-Maus und der Wildtyp-Maus

Ein polyklonaler Antikérper aus Kaninchen, der gegen den Carboxy-terminalen Anteil
des PLCPB1 Proteins der Ratte gerichtet ist (Santa Cruz Biotechnology), wurde in einem
Western-Immunoblot an 50 pg Protein aus dem Gesamt-Zellysat des Hippocampus
einer 12 Monate alten Wildtyp- (PLC-Blwr™"), heterozygoten (PLC-Blrc™) und
homozygoten (PLC-BITC'/ ) TC-Maus immunhybridisiert (Abb. 3.37 A). Der Antikorper
detektiert ein 140 kDa- und schwach ein 150 kDa -Protein im Hippocampus-Zellysat
der Wildtyp- (PLC-Blwr"") und der heterozygoten (PLC-B11c”) TC-Maus und zeigt
keine unspezifischen Kreuzhybridisierungen mit weiteren Proteinen. In der homo-
zygoten TC-Maus (PLC-B]TC'/ 7) sind beide PLC-B1-Proteine nicht detektierbar (Abb.
3.37, A).
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Abb. 3.37:Immunhistologische Analyse mit einem polyklonalen PLC-f31-Antikorper auf einem Western-
Blot mit 50 ug Protein aus hippocampalem Zellysat einer 12 Monate alten Wildtyp- (PLC-
Blyr™), heterozygoten (PLC-B17¢") und homozygoten (PLC-f17c") TC-Maus (A) und an
40 um Gefrierschnitten des Gehirns einer Wildtyp- (PLC-Bl7c"", B, D, F) und einer
homozygoten (PLC-B17¢") TC-Maus (C, E, G). CAI/CA3 = Regionen des Cornu Ammonis,
Coll. inf. = Colliculus inferior, Purk.-= Purkinje Zellen, Str.o .= Stratum oriens, Str.r. =
Stratum radiatum, Str.p. = Stratum pyramidale, Str.m. = Stratum moleculare, Str.g. = Stratum
granulosum, Str. I. = Stratum lucidum, Cer.L = Cerebellare Lobi, Cor.= Cortex, GD = Gyrus
dentatus, Hipp. = Hippocampus, Thal. = Thalamus, Str. = Striatum, V. = Ventrikel, L. =
Lateral (Vergrofferung D-E: 40 x, B-C, F-G: 8 x).
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In einer Immunhybridisierung an 40 um dicken Gefrierschnitten des Gehirns einer
Wildtyp (PLC-B1wr"") -Maus konnte die Expression von PLC-B1-Protein iiberwiegend
im Hippocampus (B, D), sowie zusétzlich stark in einigen corticalen Bereichen (Abb.
3.37, B, D, F), im Striatum (B) und in den Purkinje Zellen des Cerebellums (F), aber
auch schwach im Thalamus (B) detektiert werden. In keiner dieser Regionen ist an
dquivalenten Gefrierschnitten einer homozygoten TC-Maus (PLC-Blrc¢”) eine
Immunhybridisierung nachzuweisen (C, E, G). Da das PLC-B1-Protein besonders
prominent im Hippocampus der Maus exprimiert wird, wurde die hippocampale Region
ausschnittsvergroflert (Abb. 3.37, D) und die Expression regional analysiert. Es zeigt
sich, dass das PLC-B1-Protein in den Regionen Stratum oriens (Str.o.) und Stratum
radiatum (Str.r.) der Region CA3 und CA1 besonders stark exprimiert wird. In der
Region Stratum pyramidale (Str.p.) und Stratum granulosum (Str.g.) findet sich keine
PLC-B1-Expression. Im Hilus des Gyrus dentatus (GD) sowie in den Regionen Stratum
lucidum (Str.l.), Stratum moleculare (Str. m.) und Stratum lacunosum-moleculare

(Str.I-m.) ist nur eine abgeschwichte Expression zu detektieren.

Mit Hilfe einer Immunperoxidase-Elektronenmikroskopie (Brown und Farquhar 1989;
Frotscher et al. 1990; Linke et al. 1994) mit dem polyklonalen Antikdrper gegen das
PLC-B1-Protein an 50 nm dicken Ultradiinnschnitten einer PLC-BIWT+/ * _Maus konnte
das PLC-B1-Protein nach DAB-Detektion membran-assoziiert, und zwar auf der pra-
und postsynaptischen Seite, im Hilus des Gyrus dentatus (Abb. 3.38 A) und in der CA1-
Region (Abb. 3.38 B) des Hippocampus detektiert werden. Die Ausschnitt-
vergroerungen in (C) und (D) zeigen PLC-B1-positive Membranstiicke einer

Dendritenaulenmembran in der CA1-Region.
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Abb. 3.38:PLC-f31 immungefirbte elektronenmikroskopische Aufnahmen aus dem Gyrus dentatus (A) und
der CAl-Region (B-D) einer PLC-f31y7"" -Maus. (¥) = immunpositive Membranen, Den.=
Dendrit.

3.5  Analyse der Proteinkinase C-Aktivitiit an hippocampalen
Synaptosomen der PLC-811¢" -Maus

Das PLC-81-Enzym katalysiert die Hydrolyse des membranstindigen Phospholipids
Phosphatidylinositol 4,5-Bisphosphat (PIP,) unter Bildung der intrazelluldren ,,second
messenger” Diacylglycerol (DAG) und Inositol-1,4,5-Trisphosphat (IP3). Diacyl-
glycerol ist der physiologische Aktivator der groen Familie der Proteinkinase C -
Isoenzyme (PKC), und IP; induziert die intrazelluldre Ausschiittung von Calcium-lonen
aus internen Speichern im endoplasmatischen Retikulum durch Interaktion mit dem IPs-
Rezeptor. Das PLC-B1-Enzym wird iiber einen transmembranen Signaltransduktions-
weg aktiviert, der ein extrazelluldres Signal eines Liganden (Transmitter, Hormon, etc.)

iiber einen spezifischen G-Protein gekoppelten Rezeptor in ein intrazelluldres aktiviertes
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G-Protein Signal (Gqa) tiberfiihrt, das das PLC-B1-Enzym aktiviert. In der Arbeit von
Carter et al. (1990) konnte gezeigt werden, dass der physiologische Ligand, der den
PLC-B1-Signaltransduktionsweg induziert, durch den Antagonisten Carbachol ersetzt

werden kann.

Durch den Verlust des PLC-B1-Proteins in der PLC-BlTC'/' -Maus ist in dieser
Signaltransduktionskaskade mit ,,downstream“-Effekten zu rechnen. Daher wurde iiber
einen biochemischen PKC-Assay die Phoshorylierungsaktivitit der Proteinkinase C in
hippocampalen Synaptosomen aus drei Monate alten PLC-Blwr -, PLC-B11¢""- und
PLC-B17¢” -Miusen untersucht. Dazu wurden die synaptosomalen Priparationen mit
dem Acetylcholin-Rezeptor-Antagonisten = Carbachol (1 mM) stimuliert und
anschlieBend die PKC-Aktivitdt bestimmt. Die Messwerte wurden mit dem Programm
STATISTICA gemittelt, die Standardabweichung fiir Stichproben berechnet und die
Signifikanz der Messwerte {iber einen t-Test fiir unabhéngige Stichproben ermittelt. Das
Ergebnis dieser Analyse ist in der Abb. 3.39 dargestellt und zeigt, dass in der
synaptosomalen Priparation aus den Hippocampi von PLC-Blrc”™ -Miusen keine
signifikante PKC-Aktivitit durch Carbachol-Stimulation induziert werden kann. In den
hippocampalen Synaptosomen der PLC-Blwr"”" und PLC-Bl¢”" -Miuse sind durch
Carbachol signifikante Steigerungen der PKC-Aktivitit von 70 % in der PLC-Blyr " -
Maus (p=0,027;t=3,43) und 190 % in der PLC-BITC+/' - Maus (p =0,002; t=6,85)

beziiglich der Mittelwerte zu erzielen.
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Abb. 3.39:Grafische Darstellung der mit dem PKC-Assay ermittelten PKC-Phosphorylierungsaktivitdten
an jeweils 10 Lig hippocampalen Synaptosomen von PLC-f31 wr'*, PLC-B17¢"" und PLC-B17c"
-Mdusen vor und nach Carbachol-Induktion (I mM). Die gemittelten Werte der jeweiligen
Versuchgruppe (n=3) sind zusammen mit der berechneten Standardabweichung als
Fehlerbalken dargestellt (com = ,, counts per minute “).
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4.1

4.1.1

Zusammenfassende Darstellung der Ergebnisse

Ergebnisse der Phinotyp-Analyse

. Entgegen der von Nayernia (1993) durchgefiihrten Analyse entsprechen die

Wurfgréfen und die Genotyp-Verteilungen in den F2- und F3- Generationen
den nach den Mendel’schen Vererbungsgesetzen zu erwartenden Wurfzahlen.
Eine spezifische embryonale Selektion durch Letalitit der PLC-BITC'/'-

Embryonen kann daher ausgeschlossen werden (siehe Abschnitt 3.1.2).

. Homozygote mutante PLC-B11¢” -Miuse zeigen eine ausgeprigte postnatale

Wachstumsretardierung, die sich zwischen dem zweiten und dritten postnatalen
Tag ausbildet und nach vier Wochen zu einer Letalititsrate von 73 % fiihrt
(siehe Abschnitt 3.1.1).

. Ab einem Alter von 6-7 Monaten zeigen PLC-BITC'/' -Méannchen und

-Weibchen nach plétzlicher akustischer und taktiler Stimulation eine
ausgepragte Neigung zu hyperreflektorischem Verhalten. Ménnliche Tiere sind
ab einem Alter von etwa 6-7 Monaten infertil, wobei aber die Testis-
Morphologie unauffallig ist. (siche Abschnitt 3.1.3).

. Ab einem Alter von 6-9 Monaten zeigen PLC-BITC'/' -Méannchen und

-Weibchen eine stark verminderte motorische Aktivitit beziiglich ihrer
Lokomotion (Hypokinesie) im ,,Open-Field“-Experiment. In 4 Wochen alten
PLC-BITC'/' -Minnchen ist die Anzahl von ,Leaning“-Ereignissen und in
12 Wochen alten PLC-B]TC'/ " -Tieren die Anzahl von ,,Rearing“-Ereignissen im
,Open-Field“-Experiment signifikant reduziert (siche Abschnitt 3.1.4).

. PLC-Bl1¢” -Weibchen zeigen unabhidngig von ihrem Alter ein gestortes

Brutpflegeverhalten (siche Abschnitt 3.1.5).

. Drei Monate alte PLC-BITC'/ " -Miuse weisen im Radial-Labyrinth eine erhohte

Fehler-Haufigkeit beziiglich ihres rdumlichen Lernvermdgens auf und zeigen
stereotype Verhaltensweisen in Form von sich wiederhohlenden Laufmustern
(siehe Abschnitt 3.1.6).
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4.1.2

Ergebnisse der morphologischen Hippocampus-Analysen

Die folgende Aufzihlung nimmt Bezug auf die in der Abb. 4.1 durchnummerierten

Regionen.

1.

Abb. 4.1:

PLC-BITC'/ " -Mdiuse zeigen ab einem Alter von 4 Monaten eine mit der Timm-
Silbersulfid-Farbetechnik  detektierbare  ausgeprigte  suprapyramidale
Moosfaser-Hyperplasie mit einer massiven Vergroferung der supra-
pyramidalen Moosfaserprojektion in der CA3-Region des Hippocampus (siche
Abschnitt 3.1.7).

PLC-BITC'/ " -Maéuse zeigen ab einem Alter von 4 - 7 Monaten ein mit der
Timm-Silbersulfid-Féarbetechnik detektierbares Auswachsen (,,Sprouting*) von
supragranuldren Moosfasern auf die Dendritenbdume der Kornerzellen in der
inneren Molekularschicht des Gyrus dentatus (sieche Abschnitt 3.1.7)

Die Expression des Calcium-Bindungsproteins Calretinin ist im Hippocampus
der PLC-B]TC'/ " -Maus durch axonales Wachstum und Ausbildung von
GABAergen- und/oder glutamatergen Synapsen in die Regionen CA1 und CA3

iiber die normalen Grenzen hinaus ausgedehnt (siche Abschnitt 3.1.8).

Die NMDA-Rezeptordichte ist in 3 Monate-, 9 Monate- und 12 Monate alten
PLC-BITC'/' -Maiusen auf der basal dendritischen Seite der CAl-Region im
Stratum oriens gegeniiber dquivalenten Kontrolltieren um 35 % vermindert
(siehe Abschnitt 3.1.9).

Im Subiculum und in der CA1-Region des Hippocampus konnen bei 8 Monate
alten PLC-Blrc¢”~ -Miusen pyknotische Zellkerne und apoptotische ,,dark
neurons® detektiert werden (siehe Abschnitt 3.1.11).

In immunhistochemischen Untersuchungen zur c-fos-Expression kann im
Hippocampus von 3 Monate alten PLC-B11¢” -Miusen ein Verlust von c-fos
immun-reaktiven Neuronen im Hilus des Gyrus dentatus und iiberwiegend im
Stratum oriens der Region CA1 und CA3 detektiert werden (sieche Abschnitt
3.1.10).

(S. 133) Zusammenfassende Darstellung der im Abschnitt 4.1.2 beschriebenen Reorgani-
sationen im Hippocampus der PLC-f31 & -Maus. Die Rearrangements sind zur
Veranschaulichung durch die entsprechenden Nummerierungen hippocampal lokalisiert und
beziehen sich auf die im Abschnitt 4.1.2. beschriebene Aufzihlung. Die dargestellten Regionen
sind: CAl, CA3 = Regionen des Ammonshorns (Cornu ammonis), GD = Gyrus dentatus, Str.m
= Stratum moleculare, Str. g = Stratum granulosum, Str. I-m = Stratum lacunosum-
moleculare, Str. r = Stratum radiatum, Str. p = Stratum pyramidale, Str. o = Stratum oriens,
Str. | = Stratum lucidum, SUB = Subiculum.
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4.1.3

Abb. 4.1

Ergebnisse der Genotyp-Analyse

Die Transgen-Integration in der TC-Maus im Chromosom 2 in der Region F3-
G wurde als intronische Transgen-Insertion in dem Gen fiir die Phospholipase
C-B1 (PLC-B1) charakterisiert und die angrenzende genomische Region
kloniert (Abschnitte 3.2.1 bis 3.2.9). Der identifizierten Deletion von 809 bp im
Genom der TC-Maus kann keine Funktion zugewiesen werden (Abschnitt
3.2.9).

Die intronische Transgen-Insertion im PLC-B1-Gen der Maus fiihrt zu einer in
den Abschnitten 3.3.1 bis 3.3.3 dokumentierten Transgen-induzierten Spleif3-
Mutation und zu einer vom PLC-1-Promotor angetriebenen Expression eines
1,7 kb-Fusionstranskripts. Die RT-PCR-Analyse des Fusions-Transkripts
identifizierte nach dem Startkodon (ATG) einen Rest von 244 bp PLC-B1 -
kodierenden Bereich, gefolgt von 3’-transkribiertem SV40-3’-UTR-Anteil. Der
iiberwiegende Protein-kodierende Bereich des PLC-1-Transkripts erwies sich

als nicht exprimiert.

Die Expressions-Analyse in den verschiedenen Organen der PLC-B1¢”- und
der Wildtyp-Maus (PLC-Blyr"") konnte den Verlust des PLC-B1-Transkripts
(Abschnitt 3.4.1) und —Proteins (Abschnitt 3.4.2) in der PLC-Bltc”™ -Maus
bestitigen. Die Expression des endogenen PLC-B1-Transkripts entspricht in
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seiner Gewebe-Spezifitit der Expression des 1,7 kb-Fusions-Transkripts, ist

aber in seiner Intensitdt deutlich erniedrigt.

4. Aufgrund des Verlustes der PLC-B1-Expression in der TC”" -Maus werden die
Genotypen in der vorliegenden Arbeit mit PLC-Blyr" " (WT™), PLC-Bl1c"
(TC™") und PLC-B11¢” (TC™) bezeichnet.

4.2 Die PLC-BITC'/ " -Insertionsmutation in Relation zum existenten
PLC-B1" -Maus-Modell

4.2.1  Gegeniiberstellung der molekulargenetischen Ergebnisse

In der Arbeit von Kim et al. (1997) wurde bereits eine durch homologe Rekombination
an embryonalen Stammzellen (ES-Zellen) generierte PLC-B17"-Mausmutante phéno-
typisiert. In dem ,,Knock-out“-Experiment wurde eine PGK-Neomycin-Kassette in das
Exon 8 des PLC-B1-Gens des Maus eingefiigt und so der ,,Open reading frame* (ORF)
des PLC-B1-Transkripts ab Position 663 (185bp nach dem Startkodon ATG)
unterbrochen und das Protein ab Aminosdureposition 65 verkiirzt (siche Abb. 4.2 A, C).
Die Existenz dieses verkiirzten Transkripts und des putativen, trunkierten Proteins
wurde in dieser Arbeit nicht iiberpriift. Die molekulare Charakterisierung der TC-Maus
(PLC-B11¢™") identifizierte eine intronische Transgen-Insertion in dem nachfolgenden
Intron 8 des PLC-B1-Gens und eine durch die transgene SV40-3’ UTR induzierte
Spleif3-Mutation, die zur Expression eines 1,7 kb groen Fusionstranskripts unter der
Kontrolle des endogenen PLC-B1-Promotors und zur Verkiirzung des PLC-81-
Transkripts auf 712 bp fiihrt (Abb. 4.2 A). Die Existenz dieses Fusionstranskripts wurde
bewiesen und seine Struktur molekular charakterisiert (siche Abschnitt 3.3). Auch hier
besteht die prinzipielle Moglichkeit, dass in der PLC-Bl1c"-Maus ein Restprotein von
81 Aminosduren translatiert wird (Abb. 4.2 D), dessen verkiirzte PH-Doméine
moglicherweise noch an sein Substrat Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphate (PIP,)
binden kann. Die Existenz dieses putativen, trunkierten Proteins wurde in der
vorliegenden Arbeit nicht iiberpriift, da kein Antikdrper gegen den amino-terminalen
Teil des Proteins existiert. In der Arbeit von Kim et al. (1997) und in der vorliegenden
Arbeit wurde mit einem Carboxy-terminal gerichteten Antikorper der vollstindige
Verlust von funktionellem PLC-B1-Protein dokumentiert (Abschnitt 3.4.2). In beiden
Mutanten sind ein Teil der PH-Domaéne, die vier EF-Hand-Dominen, die katalytischen
X- und Y-Doménen, die C2-Doméne und die C-terminale Erweiterung (Abb. 4.2 B, C,
D) komplett deletiert, so dass von einem vollstindigen Funktionsverlust in den beiden

mutanten Linien ausgegangen werden kann.
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Abb. 4.2: Schematische Darstellung der genomischen Organisation des PLC-31-Gens der Maus und vergleichende Lokalisierung der PGK-Neomycin-Insertion
(PGK-Neo) in dem Genom der PLC-f31 " -Maus (Kim et al. 1997) und der in der vorliegenden Arbeit analysierten Transgen-Insertion (ACR-CAT-SV40 und
TYR-SV40) in dem Genom der PLC-f51 7" -Maus. Die Positionen des Startkodons (ATG) und der beiden alternativen Stopp-Kodons (TGA) sind beziiglich
ihrer Position in der PLC-f1-cDNA der Ratte (Genbank-Nr. L14323) angegeben. Die Exone sind als Boxen dargestellt und in 5°-3’-Richtung
durchnummeriert. Das alternativ , herausgespleifste” Exon 38 der PLC-fla-Isoform ist gestrichelt (---) dargestellt (4). Die Teilabbildung (B) zeigt
schematisch die Domdnen-Struktur des PLC-1a-Proteins der Maus. Die putativen, trunkierten Proteine der PLC-317" - (65aa) und der PLC-fl" -
Mutation (81aa) sind in den Teilabbildungen (C) und (D) dargestellt (aa = Aminosdure, C- = Carboxy-, C2 = C2-Domdne, EF = EF-Hand, PH =

Pleckstrin-Homologie).
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4.2.2 Zusammenfassende Gegeniiberstellung des PLC-1"- und PLC-BITC'/ -
Phénotyps
PLC-B17" PLC-B17¢”
Genotyp Kein Protein ab AA 65 Kein Protein ab AA 81
(AA =Aminosiure)
Postnatale Letalit:it 80 % (3. — 6. Woche) 70 % (1. — 4. Woche)

Wachstumsretardierung

Ja

Ja

Hyperreflektorischer Nach 3 Wochen Nach 6-7 Monaten
Phiinotyp medikamentos induziertes | hyperreflektorisch nach
hyperreflektorisches akustischer Stimulation
Verhalten
Hypokinetischer Keine Angaben Nach 6-9 Monaten stark
Phiinotyp verminderte Lokomotion
verminderte Anzahl
,Leaning®.
verminderte Anzahl
,»Rearing*.
Lerndefizite Keine Angaben erhohte Fehler-Haufigkeit
Brutpflege Keine Angaben Bei Q@ gestort
Fertilitit Keine Angaben d ab 6-7 Monaten infertil
Signaltransduktion IP; nach Carbachol- PKC-Aktivitat nach

Stimulation vermindert

Carbachol-Stimulation
vermindert

Zell-Verlust

Somatostatin-
immunpositive
Interneurone im Hilus

c-fos-immunpositive
Interneurone im Hilus,
CA3 und CA1

Pyknotische Zellkerne und
,,dark neurons® in CA1 und
Subiculum

Axonale und synaptische
Reorganisationen

Keine Angaben

Supragranulires
Moosfaser-,,Sprouting*

Suprapyramidales
Moosfaser-,,Sprouting”

Calretinin-positives
»Sprouting” in CA3 und
CAl
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4.2.3  Gegeniiberstellung der phinotypischen Ergebnisse

Heterozygote PLC-B1"" -Miuse zeigen nach der Arbeit von Kim et al. (1997) keinen
Phanotyp. Homozygote PLC-B17" -Méuse sind postnatal im Wachstum retardiert und
zeigten eine hohe postnatale Sterblichkeitsrate von 80 % bis zur sechsten Lebenswoche,
die allerdings erst in der dritten Woche postnatal beginnt. In unserer PLC-B11¢” -Maus
konnte eine frithe Sterblichkeit schon ab dem zweiten Lebenstag dokumentiert werden,
die bereits nach vier Wochen abgeschlossen ist. Dieser Unterschied kann nur liber den
genetischen Hintergrund gedeutet werden, da beide PLC-B1-Mutationen auf
molekularer Ebene vergleichbar sind (siehe Abschnitt 4.2.1 und Abb. 4.2). In vielen
Mutationsanalysen konnte bereits gezeigt werden, dass der genetische Hintergrund
durch differentielle Expession von Modulator-Genen einen Phénotyp-modulierenden
Effekt ausiiben kann (Montagutelli 2000; Beier et al. 1989; Magram und Bishop 1991;
Merlino et al. 1991). So konnten in der Arbeit von Beier et al. (1989) an der
Mausmutante ple (perinatal lethality), die {iber eine Transgen-induzierte
Insertionsmutation im Chromosom 15 generiert wurde, ebenfalls unterschiedliche
Letalititsraten auf verschiedenen genetischen Hintergriinden beschrieben werden. Auf
dem genetischen Hintergrund des Auszucht-Stammes CD1 fiihrte die dort beschriebene
Mutation bei homozygoten Méusen zu einem milden Phénotyp mit Wachstums-
retardierung und postnataler Letalitét bis zur vierten Lebenswoche. Nach Riickkreuzung
der Mutation auf den genetischen Hintergrund des Inzucht-Stammes C57Bl1/6J)
verstarben alle homozygoten Tiere bereits postnatal am ersten Lebenstag. Auch in der
vorliegenden Arbeit wurde als genetischer Hintergrund ein Auszucht-Stamm (NMRI)
verwendet. Dieser Umstand konnte moglicherweise erklaren, warum auch hier die frithe
Letalitatsrate nicht bei 100 % liegt und die Gewichts-Werte der homozygoten
PLC-B11¢”" -Tiere innerhalb der Altersgruppe relativ weit streuen, was durch die Hohe
der Standardabweichung in der Abb. 3.1 wiedergegeben wird. Da der Arbeit von Kim et
al. (1997) keine Angaben iiber den verwendeten Maus-Stamm zu entnehmen sind, kann
die Natur dieser modulierenden Effekte nicht diskutiert werden. Die in dieser Arbeit
beschriebene PLC-B]TC'/ " -Mutation wurde bisher nur auf dem NMRI-Hintergrund
analysiert. Eine Riickkreuzung der Mutation auf einen Inzucht-Stamm (C57B1/6J oder
FVB/N ;Taketo et al. 1991) kénnte moglicherweise auch hier zu einer ,,Verstarkung*

des Phinotyps fiihren.
Die hohe Letalitdtsrate diskutieren Kim et al. (1997) dahingehend, dass die PLC-B17 -

Maiuse aufgrund wiederkehrender epileptischer Anfille versterben. Diese Anfille
wurden als tonisch-klonische- oder klonische Streckungen des gesamten Korpers

beschrieben, wie man sie auch nach einer Blockade des inhibitorischen Potentials von
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GABAA-Rezeptoren mittels Pentylentetrazol findet (Holmes et al. 1999). In der Arbeit
von Holmes et al. (1999) sind diese durch Pentylentetrazol-Gabe induzierten
Verhaltensauffilligkeiten an Ratten sehr detailliert beschrieben. Dort wird unter
anderem auch von akustischen Reaktionen (Schreien), Muskelzuckungen,
Kopfschiitteln und von einer gesteigerten Bewegungsunruhe der untersuchten Ratten
(postnatales Alter: Tag 0-30) berichtet. Desweiteren fithrten die induzierten
epileptischen Anfille bei keiner dieser Ratten zu einer Letalitit. Dieses bei Holmes et
al. (1999) beschriebene erweiterte Verhaltens-Repertoire konnte bei den in der
vorliegenden Arbeit untersuchten PLC-BITC’/' -Mdiusen nicht beobachtet werden. Es
konnte vielmehr gezeigt werden, dass eine Korrelation zwischen der retardierten
Gewichtsentwicklung und der Sterblichkeit der PLC-BlTC’/' -Mé4use besteht, und dass
nur die Maduse verstarben, die bereits zwei Tage vorher eine Stagnation in der
Gewichtsentwicklung und ein unterdurchschnittliches Gewicht aufwiesen. Diese
Analysen deuten demnach eher darauf hin, dass die retardierte Gewichtsentwicklung fiir
die frithe postnatale Sterblichkeit ursdchlich ist, und dass der genetisch heterogene
NMRI — Hintergrund das Ausmall der Gewichts-Retardierung moduliert (Beier et al.
1989). Allerdings kann auch nicht ausgeschlossen werden, das eine durch die PLC-B1-
Verlustmutation induzierte erhdhte Krampfbereitschaft (s.u.) durch den physiologischen

Hungerzustand ausgelost wird.

4.2.4  Gegeniiberstellung der biochemischen Ergebnisse

Drei Wochen alte PLC-317" -Miuse (Postnatales Alter: Tag 21-26) erwiesen sich in den
weiteren Analysen von Kim et al. (1997) tatsdchlich als hypersensitiv zu subkonvul-
siven Dosen des GABA -Antagonisten Pentylentetrazol und des Glutamat-Analogons
Kainat. Die Autoren postulieren daher eine Funktion des PLC-B1-Molekiils in der
inhibitorisch wirkenden Signaltransduktion. Es ist bekannt, dass die PLC-B-Signal-
transduktion der Isozyme PLC-81 bis PLC-B4 (siche Abschnitt 4.5.1) durch
agonistische Aktivierung metabotroper Glutamatrezeptoren (mGIluR 1, mGIluRS) mittels
ACPD (Johnson et al. 1999), muscarinischer Acetylcholin-Rezeptoren mittels
Carbachol (Carter et al. 1990) und serotonerger Rezeptoren vom Typ 2 mittels mCPP
(Peroutka 1994) induziert werden kann. Kim et al. (1997) konnten in ihrer Arbeit nur
nach Carbachol-Stimulation auf Hippocampusschnitten einer PLC-B1"-Maus eine
Reduktion der Inositol-1,4,5-Trisphosphat- (IP;) Konzentration im Vergleich zu einer
Wildtyp-Maus detektieren und daher zeigen, dass das PLC-B1-Protein die Transduktion
cholinerger Signale im Hippocampus, im Cortex und im Cerebellum reguliert. Dieses
Ergebnis konnte in der vorliegenden Arbeit iiber die Quantifizierung des

,Downstream“-Effektes einer IP;- und DAG-Reduktion bestdtigt werden. Wie im
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Abschnitt 3.5 dokumentiert, konnte gezeigt werden, dass die Proteinkinase C-Aktivitit
(PKC) in hippocampalen Synaptosomen-Priparationen einer drei Monate alten
Wildtyp- und einer entsprechenden PLC-BITC+/'-Maus uber Carbachol-Stimulation
gesteigert werden kann (siche Abb. 3.39), und dass die Induktion der PKC-Aktivitét in
hippocampalen Synaptosomen einer PLC-Blr¢”~ -Maus gleichen Alters unterbleibt.
Damit konnte demonstriert werden, dass der PLC-B1-Funktionsverlust an
hippocampalen Synapsen zu intrazelluldren ,,Downstream‘-Effekten fiihrt, die iiber die

Aktivitdit membranstdandiger Proteinkinasen C reguliert wird.

Einen Verlust von hippocampaler PKC-Aktivitit konnten Ayyagari et al. (1996) und
Kolasa et al. (2000) auch nach Denervierung der cholinergen septohippocampalen
Fasern zum Hippocampus durch sogenannte Fimbria-Fornix-Lésionen (Crutcher 1987)
nachweisen. Der Verlust dieser cholinergen Erregung fiihrte im Hippocampus auch zur
Ausbildung chronischer epileptischer Anfélle (Buzsaki et al. 1989a) und zum Verlust
der Langzeitpotenzierung (Buzsaki und Gage 1989b). In einer weiteren Arbeit konnte
gezeigt werden, dass eine cholinerge Stimulation auf organotypischen Hippocampus-
schnitten der Ratte das exzitatorische postsynaptische Potential (EPSP) iiber
Aktivierung inhibitorischer Interneurone vermindern kann (Pitler und Alger 1992), so
dass die Unterbrechung der cholinergen Signaltransduktion in der PLC-Bl7¢”- und
PLC-B17" -Maus (Kim et al. 1997) iiber eine Abnahme der GABAergen Inhibition zu
der Pentylentetrazol- und Kainat-Hypersensitivitit der PLC-B17" - Maus und zu der
hyperreflektorischen Problematik in der adulten PLC-BITC'/ - Maus fiithren kann (siche
Abschnitt 3.1.3).

4.2.5 Gegeniiberstellung der morphologischen Ergebnisse

Bei Tieren mit experimentell induzierter Epileptogenese und hyperreflektorischen
Anfillen (sieche Abschnitt 1.3), z.B. nach Pilocarpin- (Clifford et al. 1987; Silva und
Mello 2000) oder Kainat-Verabreichung (Nadler et al. 1980b; Buckmaster und Dudek
1997), nach subkonvulsiver elektrischer Stimulation afferenter Bahnen des
Hippocampus im sogenannten ,,elektrogenen Tier-Modell (Sutula et al. 1988; Represa
et al. 1993), nach cholinerger Denervierung (CD) durch Fimbria/Fornix-Léasionen (Beck
et al. 1994), bei einer epileptischen Mausmutante (Stargazer) mit genetischer Ursache
(Qiao und Noebels 1993; Letts et al. 1998) und bei der Temporallappen-Epilepsie des
Menschen (TLE; de Lanerolle et al. 1989) kommt es zu -charakteristischen
neuropathologischen Verdnderungen im Hippocampus. Dazu gehoren der selektive
Verlust von Neuronen im Hilus sowie in der CA3- und CAIl-Region (AHS =

Ammonshorn-Sklerose; Sloviter 1987; Silva und Mello 2000) und axonale und
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synaptische Reorganisationen (z.B. Moosfaser-,,Sprouting®; Gorter et al. 2001). Diese
neuropathologischen Verdnderungen fiihren in ihrer Gesamtheit zu einer chronischen,
epileptiformen Aktivitdt mit wiederkehrenden, zum Teil spontanen Anfillen. Bei der
Analyse der PLC-B17 -Miuse (Kim et al. 1997) konnte der selektive Verlust
Somatostatin-immunreaktiver Interneurone im Hilus des hippocampalen Gyrus dentatus
dokumentiert werden. Der selektive Verlust Somatostatin-postiver Interneurone konnte
auch in ,elektrogenen™ Tier-Modellen” der Ratte (Sloviter 1987) und in humanem
hippocampalem Resektionsmaterial von medikamentds unbehandelbaren TLE-Patienten
nachgewiesen werden (de Lanerolle et al. 1989). Der durch Zelltod von inhibitorischen
Somatostatin-immunreaktiven Interneuronen manifestierte  Verlust hippocampaler
Inhibition (Sloviter 1987) wird fiir die wiederkehrenden epileptiformen Anfille als
ursichlich angesehen (Gorter et al. 2001).

Die Analyse der PLC-Bl¢”™ -Maus in der vorliegenden Arbeit hat gezeigt, dass im
Hippocampus von 3 Monate alten PLC-Blrc” -Miusen ein Verlust von c-fos-
immunreaktiven Neuronen im Stratum oriens und Stratum radiatum der Regionen CA3
und CA1l und im Hilus des Gyrus dentatus vorliegt (siche Abschnitt 3.1.10). Zur
gleichen Zeit findet man bereits eine massive Reduktion der funktionalen NMDA-
Rezeptordichte im Stratum oriens der Region CA1 (Abschnitt 3.1.9). In acht Monate
alten PLC-B17¢”" -Méusen wurden zusitzlich eine grofie Zahl pyknotischer Zellkerne
und ,,dark neurons® im Stratum oriens der Region CA1l und im Subiculum detektiert,
deren Existenz auf apoptotische- (Ijiri 1989) und neurodegenerative Prozesse (Poirier et
al. 2000) in diesen Regionen hinweist (Abschnitt 3.1.11). Poirier et al. (2000) konnte
nach Kainat-induzierter Epileptogenese im Hippocampus der Ratte mit einer
spezifischen Silberfiarbung von ,,dark neurons‘ und mit einem anionischen Fluorochrom
(Fluoro-Jade, Schmued und Hopkins 2000) ebenfalls eine grofe Zahl degenerierter
Neurone im Stratum radiatum und Stratum pyramidale der Regionen CA3, CA1 und in
der polymorphen Schicht des Hilus detektieren. In diesen Regionen wurden auch in den
Pilocarpin- (Mello et al. 1993) und “Kindling*“-Epilepsie-Modellen (Cavazos et al.
1994) und im hippocampalen Resektionmaterial von TLE-Patienten (El Bahh et al.
1999) diverse Zellverluste beschrieben. Der in der vorliegenden Arbeit an
hippocampalen Schnitten der PLC-Bl1¢”" -Maus dokumentierte Verlust an zellulirer
c-fos-Expression konnte mit dem von Kim et al. (1997) beschriebenen Verlust an
Somatostatin-immunreaktiven Intereuronen iibereinstimmen. Es gibt Hinweise, dass die
c-fos-und die Somatostatin-Expression im Hilus zelluldr kolokalisiert sind und in Ratten
nach elektrogener Stimulation (“Kindling*) koinduziert werden (Woldbye et al. 1996).

Die Somatostatin-Expression wird in diesen Zellen unter anderem auch durch den
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Transkriptions-Faktor c-fos am CRE-Element des Somatostatin-Promotors (Montminy
et al. 1986) stimuliert. Die hildre c-fos-Expression ist mit weiteren immunhistologisch
unterscheidbaren neuronalen Subpopulationen kolokalisiert (Woldbye et al. 1996).
Neuropeptid Y- (NPY) immunpositive inhibitorische Neurone existieren sowohl im
Hilus des Gyrus dentatus und in den Regionen CA3, CA1 und im Subiculum (Mitchell
et al. 1996) und konnten zumindest im Hilus mit einer c-fos-Expression kolokalisiert
werden (Woldbye et al. 1996). NPY-immunreaktive Zellen kommen daher als putativ
verlustige Neurone in der CA3- und CA1-Region der PLC-B11c"" -Maus in Frage. Eine
immunhistologische Untersuchung hippocampaler Schnitte von PLC-Blrc” -Méusen
unterschiedlicher ~ Altersstufen mit einem NPY-spezifischen Antikorper zur
Lokalisierung NPY-immunreaktiver Interneurone konnte {iiber die zelluldren
Verianderungen in der Region CA3, CAl und Hilus Aufschluss geben, konnte aber in

der vorliegenden Arbeit nicht mehr durchgefiihrt werden.

Der postulierte Verlust von Calretinin-immunpositiven Interneuronen im Hilus von
PLC-B11¢” -Miusen konnte in der vorliegenden Arbeit nicht bestitigt werden (siehe
Abschnitt 3.1.8). Ebenso wie Somatostatin ist Calretinin in der Maus ein
immunhistochemisch etablierter Marker fiir hildire glutamaterge Mooszellen
(Jacobowitz und Winsky 1991; Liu et al. 1996), die in experimentellen Epilepsie-
Modellen nach Kainat-Gabe (Nadler et al. 1980a; Sloviter 1987), Pilocarpin-
Verabreichung (Clifford et al. 1987), elektrischem ,,Kindling* (Cavazos und Sutula
1990) und in humanem hippocampalem Resektionsmaterial von TLE-Patienten (Dam
1980; Babb et al. 1984) fehlen. In normalen Ratten konnte Buckmaster et al. (1996)
zeigen, dass die Mooszellen im Hilus glutamaterg auf die Dendriten der Kornerzellen in
der inneren Molekularschicht projizieren, und dass der Verlust dieser Projektionen
aberrantes Moosfaser-,,Sprouting™ auf die ,freien” Dendriten der Kornerzellen
induziert. Dieses als supragranulidres Moosfaser-,,Sprouting* bezeichnete Phianomen
wird auch nach Fimbria/Fornix-Lésionen zusammen mit Somatostatin- und
Parvalbumin-immunreaktiven Zellverlusten (siche Abb. 4.3, S. 145) beobachtet und
filhrt auch dort zu einer epileptiformen Aktivitdt (Mohapel et al. 1997). Inwieweit die
glutamatergen Moosfaser-Reorganisationen schlieBlich urséchlich fiir die wieder-
kehrende und spontane epileptiforme Aktivitit des Hippocampus in den erwihnten
Tiermodellen und bei der humanen TLE sind, wird daher bis heute kontrovers diskutiert
(Silva und Mello 2000). Eine Blockade des Pilocarpin- oder Kainat-induzierten
Moosfaser-,,Sproutings® durch Inhibition der Proteinsynthese mittels Cycloheximid
(CHX) fiihrte bei Méusen zum Verlust Calretinin-positiver Zellen und zu epileptischer
Aktivitdt (Longo und Mello 1997; Silva und Mello 2000). Zusitzlich kann auch bei
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einigen Formen humaner Temporallappen-Epilepsie mit entsprechender epileptiformer
Aktivitdit und hippocampalem Zellverlust kein Moosfaser-,,Sprouting* dokumentiert
werden (Spencer und Spencer 1994). In der Arbeit von Gorter et al. (2001) konnte
allerdings das supragranulire Moosfaser-,,Sprouting® in elektrisch stimulierten
(elektrogenen) Ratten mit einer massiven Progression spontaner epileptiformer Anfille
korreliert werden. Auch in der vorliegenden Arbeit konnte das im Abschnitt 3.1.7
dokumentierte supragranuldre Moosfaser-,,Sprouting mit hypokinetischem (siehe
Abschnitt 3.1.4) und hyperreflektorischem Verhalten (siche Abschnitt 3.1.3) korreliert
werden. Das morphologische Korrelat der schon frither dokumentierten Lerndefizite
(siche Abschnitt 3.1.6), der verminderten Exploration im ,,Open-Field“-Experiment
(,Leaning“ und ,Rearing“, siche Abschnitt 3.1.4) und des gestorten Brutpflege-
Verhaltens (sieche Abschnitt 3.1.5) muss in den bereits zu einem fritheren Zeitpunkt
ausgebildeten morphologischen Verdnderungen gesucht werden. Dafiir kommen
suprapyramidale Moosfaser-Reorganisation (siche Abschnitt 3.1.7), die Reduktion der
NMDA-Rezeptordichte in der hippocampalen Region CAl (siche Abschnitt 3.1.9) und
der selektive Verlust von c-fos-Expression in den Regionen CAl, CA3 und im Hilus
des Gyrus dentatus (siche Abschnitt 3.1.10) als ursichlich in Frage.

Entgegen der Annahme, dass im Hilus von PLC-B]TC'/' -Mé4usen Calretinin-
immunpostive Mooszellen fehlen sollen, und dass dieser Verlust die aberranten
»Sprouting“~Vorginge induziert (Buckmaster et al. 1996), wurde in der vorliegenden
Arbeit in 8 Monate alten PLC-Blyc”- Miusen vielmehr eine Uberexpression des
Calretinin-Proteins im Hilus und in den Strati granulosum, -oriens und -radiatum der
Regionen CA3 und CALl detektiert (siche Abschnitt 3.1.8). Die Axone der Mooszellen
bilden eine auffillige, aberrante Projektion in das Stratum radiatum der Region CA3
und in das Stratum moleculare des Gyrus dentatus (Abb. 3.10 B) und projizieren dort
tiberwiegend auf asymmetrische, glutamaterge Synapsen (Abb. 3.10 E). Diese Zunahme
aberranter exzitatorischer Projektionen auf Pyramiden- und Kornerzellen im Hilus und
im Stratum moleculare konnte die in der PLC-BITC'/' -Maus beobachtete progressive
Hyperexzitabilitdt erkldren. Eine Konservierung Calretinin-immunreaktiver Neurone
wurde auch im Hippocampus von Ratten nach Fimbria/Fornix-Lésionen (Beck et al.
1994) und bei TLE-Patienten mit Ammonshorn-Sklerose (AHS) beschrieben (Bliimcke
et al. 1996). Bei TLE-Patienten mit AHS geht die Konservierung auch mit einer
Zunahme und Reorganisation des Calretinin-immunreaktiven Neuropils in der
Molekularschicht des Gyrus dentatus und im Stratum moleculare-lacunosum und
Stratum radiatum der Regionen CA3 und CA1 einher (Bliimcke et al. 1996). Die Frage,

ob die Ausbildung dieser aberranten Calretinin-positiven Projektionen zeitlich mit dem
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Beginn der Hyperexzitabilitit in der PLC-Blrc”” -Maus korelliert, konnte in der

vorliegenden Arbeit nicht weiter untersucht werden.

In den hippocampalen Regionen CA3 und CA1 der PLC-B11¢” -Maus konnten sowohl
asymmetrische, glutamaterge Synapsen (von Mooszell-Axonen) als auch symmetrische,
GABAerge Synapsen (von inhibitorischen Interneuronen, Abb. 3.10 F) immunbhisto-
logisch nachgewiesen werden. Symmetrische, GABAerge-Synapsen existieren im
adulten Hippocampus in allen Strati (Gulyas et al. 1992), wihrend asymmetrische,
glutamaterge Synapsen der Mooszellen nur im Gyrus dentatus nachweisbar sind
(Buckmaster et al. 1996; Wenzel et al. 1997). Die zellulire Natur der Calretinin-
Uberexpression in den Regionen CA3 und CA1 konnte in dieser Arbeit nicht eindeutig
geklart werden, da sowohl glutamaterge als auch GABAerge Projektionen fiir das
Calretinin-detektierte axonale ,,Sprouting® in Frage kommen. Aberrantes Wachstum
von GABAergen inhibitorischen Axonen kann in der frithen postnatalen Entwicklung
auch auf organotypischen Hippocampusschnitten nach Blockade der inhibitorischen
Aktivitdit von GABAa-Rezeptoren mittels Bicucullin (GABAa-Rezeptor-Antagonist;
Abb. 4.3) iiberwiegend im Stratum oriens der Regionen CA3 und CAl beobachtet
werden. Der Verlust der Inhibition fiihrt dort zu einem kompensatorischen Auswachsen
inhibitorischer GABAerger Interneurone (Marty und Onteniente 1997). Moglicherweise
fiihrt der postulierte Verlust an cholinerger Inhibition in der PLC-B11¢”" -Maus (siche
Abschnitt 4.2.4) zu vergleichbaren kompensatorischen ,,Sprouting“-Prozessen
inhibitorischer GABAerger Interneurone in der Region CA3 und CA1. Diese Hypothese
miisste mit immunhistologischen und elektronenmikroskopischen Methoden in einer
postnatalen Entwicklungsstudie gepriift werden, wobei zusitzlich eine Quantifizierung
der symmetrischen- und asymmetrischen Synapsen in den jeweiligen Regionen erfolgen
sollte. Daher konnte diese Hypothese in der vorliegenden Arbeit nicht weiter untersucht

werden

4.3 Molekulare Mechanismen des axonalen Wachstums und der
Synaptogenese in epileptischen Tiermodellen und bei der
Temporallappen-Epilepsie des Menschen

Das in der vorliegenden Arbeit etablierte PLC-BITC'/ " -Mausmodell zeigt im adulten
Tier ausgeprigte axonale Reorganisationen, deren zeitliche Entwicklung mit dem
Auftreten von hyperexzitatorischen- und hypokinetischen Verhaltensauftélligkeiten
korreliert. Die axonalen Reorganisationen betreffen in erster Linie das hippocampale
Moosfaser-System. Das Moosfaser-System wurde mit der Timm-Silbersulfid-

Férbetechnik zur Darstellung zinkhaltiger synaptischer Vesikel (Danscher und Zimmer
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1978) auf Hippocampusschnitten von PLC-Bltc” -Méusen dargestellt. Dabei wurde
eine massive VergroBBerung der suprapyramidalen Moosfaserprojektion in der CA3-
Region des Hippocampus (SP-MF-Hyperplasie) und ein starkes Auswachsen
(,,Sprouting™) von supragranuliren Moosfasern auf die Dendritenbdume der
Granularzellen in der inneren Molekularschicht dokumentiert (sieche Abschnitt 3.1.7).
Weitere Reorganisationen wurden bei 8 Monate alten PLC-B17¢”" -Méusen im axonalen
Calretinin-immunreaktiven Zellsystem gefunden (siehe Abschnitt 3.1.8). Bei dieser
morphologischen Verdanderung konnte bisher kein Verhaltens-Korrelat und auch keine

zeitliche Korrelation nachgewiesen werden.

In der Literatur zu den induzierten Formen axonalen ,,Sproutings, und zwar sowohl
nach elektrogener- oder Medikamenten-induzierter Exzitation als auch nach afferenten
Lasionen wird der durch Exzitation induzierte selektive Zellverlust als die ,,treibende*
Kraft bei der Epileptogenese angesehen (Sloviter 1987; de Lanerolle et al. 1989;
Buckmaster und Dudek 1997; Mohapel et al. 1997; El Bahh et al. 1999; Routbort et al.
1999; Gorter et al. 2001). Fiir eine Vielzahl von Neuronen konnte eine Sensibilitit zu
wiederholter exzitatorischer Erregung nachgewiesen werden. Dazu zihlen sowohl
Korner- und Pyramidenzellen als auch Interneurone des Gyrus dentatus und der
Regionen CA3 und CA1 (Nadler 1981; Sloviter 1983; Sloviter 1996). Diese primér
exzitatorischen Erregungen konnen experimentell durch unterschiedliche Strategien
herbeigefiihrt werden (siche Abb. 4.3) und fiihren primér zu einem ,,Status epilepticus*
von begrenzter Dauer, der sich durch akute epileptische Anfille duBert, die sich nach
einiger Zeit normalisieren. Erst nach Tagen oder Wochen kommt es schlieflich zur
Ausbildung spontaner wiederkehrender epileptischer Anfille. In den unterschiedlichen
Modell-Systemen ist das Auftreten der Hyperexzitabilitit und der wiederkehrenden
epileptiformen Anfille meist immer mit einem selektiven inhibitorischen Zellverlust
korelliert, wie er auch in der PLC-B17" -Maus (Kim et al. 1997) und in der hier
beschriebenen PLC-B11c” -Maus detektiert werden konnte. Dieser spezifische Verlust
inhibitorischer Interneurone fiihrt in den meisten Fillen zu einer Verminderung der
hippocampalen Inhibition (Sloviter 1987) und zur Potenzierung der Exzitation (siche
Abb. 4.3). Die Literatur zur Notwendigkeit von axonalem ,Sprouting bei der
Generierung von wiederkehrender Hyperexzitabilitét ist bis heute kontrovers (Silva und
Mello 2000). Es ist bekannt, dass supragranuldres Moosfaser-,,Sprouting” nur
zusammen mit Zellverlust im Hilus oder in der CA3-Region aufritt, und dass diese in
ihrer Intensitit miteinander korrelieren (Houser et al. 1990; Babb et al. 1991). Eine
zwingende Kausalitdt zwischen dem Auftreten wiederkehrender epileptischer Anfille

und der Notwendigkeit von Moosfaser-,,Sprouting™ konnte bisher allerdings nicht
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bewiesen werden. Aberrantes Moosfaser-,,Sprouting® ist allein nicht ausreichend fiir die
Ausbildung von Hyperexzitabilitit. Zu diesem Ergebnis kamen Clusmann et al. (1992),
die an organotypischen Hippocampusschnitten der Ratte zeigen konnten, dass
,Kindling“-induziertes Moosfaser-,,Sprouting” keinen Anstieg des erregenden post-
synaptischen Potentials (EPSP) im Hippocampus induziert. Allerdings konnte Gorter et
al. (2001) das induzierte supragranulire Moosfaser-,,Sprouting” in elektrisch
stimulierten Ratten mit einer massiven Progression spontaner epileptiformer Anfille
korrelieren. Eine solche Progression hyperexzitatorischer Verhaltensweisen konnte auch
in der vorliegenden Arbeit mit dem Auftreten von supragranulirem Moosfaser-

»Sprouting* korreliert werden.

TLE

Wiederkehrende
epileptiforme
Reizung

T

[ Exitation |3 zelverust |3 Sprouting |

e Elekirogene Stimulation ® Mooszellen e Supragranuldres Sproufing

e Cholinerge Denervierung ® Somatostatin-IR-Neurone e Suprapyramidales Sprouting

® \erlust cholinerger Inhibition @ C-fos-IR-Neurone ® Cadlretinin-immunpositives
(PLC-B1,.7) @ NPY-IR-Neurone axonales Sprouting

e Verlust GABAerger Inhibition @ Parvalloumin-IR-Neurone

(Pentylentetraizol, Biccuculin)
® Kainat
® Pilocarpin \
‘ verlust Afferente

hippocampaler e
Inhibition Lasionen

Abb. 4.3: Schematisches Flussdiagramm zur Theorie der Epileptogenese in verschiedenen Modell-
Systemen der Maus und der Ratte und bei der humanen Temporallappen-Epilepsie (TLE) ( IR
= Immunreaktiv).

Die priazisen molekularen Mechanismen dieses aberranten axonalen Wachstums und der
anschliefenden Synaptogenese sind bis heute groBtenteils unverstanden, es gibt jedoch
Hinweise, dass ,Immediate early“-Gene (IEG) (z.B. c-fos, c-jun; Dragunow und
Robertson 1987; Simonato et al. 1991; Hosford et al. 1995) und Neurotrophine (z.B
FGF-2 und NGF1-B; Fagan et al. 1997; Watson und Milbrandt 1989) als sogenannte

»third messenger” in der intrazelluldren Signaltransduktions-Kaskade agieren und
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axonales Wachstum und Synaptogenese induzieren. So konnte Woldbye et al. (1996)
zeigen, dass die c-fos-Expression im Stratum granulosum des Gyrus dentatus in Ratten
massiv und von kurzer Dauer nach elektrogener Stimulation (,,Kindling®) induziert
wird. Ferner 146t sich, wie in den Arbeiten von Longo und Mello (1997) und Silva und
Mello (2000) gezeigt wurde, das Pilocarpin- und Kainat-induzierte Moosfaser-
»oprouting durch Inhibition der Proteinsynthese mittels Cycloheximid (CHX)
blockieren. Untersuchungen haben ergeben, dass Kainat-induzierte epileptische Anfille
durch die direkte Aktivierung von Glutamatrezeptoren der AMPA/Kainat-Klasse und
indirekt durch die Ausschiittung exzitatorischer Aminoséuren von Nerven-Terminalien
(Ferkany et al. 1984; Ben-Ari 1985) hervorgerufen werden, und dass die c-fos-
Expression iiber die Aktivierung von Glutamat-Rezeptoren induziert wird (Murphy et
al. 1991; Bading et al. 1993; Lerea und McNamara 1993).

In zahlreichen Arbeiten wurde postuliert, dass einige der potentiellen Zielgene fiir IEGs
fiir die anhaltende synaptische Reorganisation der Kdrnerzellen in den experimentell-
induzierten Tiermodellen verantwortlich sind. Diese Zielgene kodieren fiir neurotrophe
Faktoren wie z.B. ,nerve growth factor (NGF), ,brain-derived neurotrophic factor*
(BDNF; Ernfors et al. 1991), ,,basic fibroblast growth factor” (bFGF; Bugra et al. 1994;
Gall et al. 1994), Rezeptoren fiir neurotrophe Faktoren (z.B. TrkB und FGFR-I;
Bengzon et al. 1993) und axonale Wachstums-assoziierte Proteine, wie z.B. GAP-43
(Bendotti et al. 1993; Meberg et al. 1993). Da neurotrophe Faktoren morpho-
regulatorische Effekte auf Neuronen des Hippocampus bewirken und unter anderem
axonales Wachstum induzieren, konnte die experimentell induzierte Expression dieser
Gene eine ursdchliche Wirkung auf die morphologischen Rearrangements in den
Axonen der Kornerzellen ausiiben (Ip et al. 1993; Patel und McNamara 1995; Klein et
al. 1999).

In der vorliegenden Arbeit wurde dieser Hypothese folgend die hippocampale
Expression des ,Immediate early“-Gens c-fos (siche Abschnitt 3.1.10) und des
neurotrophen Faktors GAP-43 in drei- und neun Monate alten PLC-BITC'/' -Mdéusen
sowohl auf RNA- als auch auf Protein-Ebene untersucht. In diesen Untersuchungen
konnte entgegen der Annahme keine Zunahme der Expression fiir c-fos (Abb. 3.14) und
GAP-43 (nicht dargestellt) dokumentiert werden. Es existiert allerdings die
Moglichkeit, dass der Zeitpunkt der putativen, differenziellen c-fos- und GAP-43-
Expression verfehlt wurde. Fiir die ,,Kindling“-induzierte c-fos-Expression im Stratum
granulosum des Gyrus dentatus konnte auf Protein-Ebene tatsdchlich gezeigt werden,
dass diese nur unmittelbar nach der Stimulation fiir einen kurzen Zeitraum von bis zu

zwei Stunden detektierbar ist (Woldbye et al. 1996). Fiir die neurotrophen Faktoren
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BDNF, NGF und Neurotrophin-3 und fiir die Tyrosinkinase C-Rezeptoren TrkB und
TrkC sowie fiir GAP-43 wurde nach ,,Kindling“-induziertem axonalem Wachstum auf
mRNA-Ebene eine transiente Expression von 24 Stunden Dauer nach Induktion
nachgewiesen (Elmer et al. 1996). GAP-43 Protein wurde in einer Untersuchung von
Bendotti et al. (1994) nach Kainat-induzierten epileptischen Anfillen maximal nach

30 Tagen quantifiziert und anschlieBend nur mit abnehmender Intensitét detektiert.

4.4 Der Hippocampus und die Langzeitpotenzierung

Bereits in 3 Monate alten PLC-BITC'/ ° -Méiusen wurde eine signifikante
Beeintrachtigung des rdumlichen Gedichtnisses gegeniiber entsprechenden Wildtyp-
(PLC-Blwr"") und heterozygoten PLC-B11c"" -Miusen dokumentiert (siche Abschnitt
3.1.6). Es ist bekannt, dass die Hippocampus-Formation eine entscheidende Rolle bei
Lern- und Gedichtnisfunktionen in Primaten (Squire 1987; Zola-Morgan et al. 1989;
Squire und Zola-Morgan 1991; Rolls 1996; Henke et al. 1997) und in Nicht-Primaten
(Tsien et al. 1996b; Steckler et al. 1998) spielt. Nach bilateraler Resektion der medialen
temporalen Lobi und der Hippocampi bei Patienten mit medikamentds nicht
behandelbarer Temporallappen-Epilepsie (TLE) (Zola-Morgan et al. 1986; Scoville und
Milner 2000) wurde eine anhaltende anterograde Amnesie diagnostiziert, die die
Bildung neuer Langzeitgeddchtnisinhalte bei intaktem Kurzzeit- und Langzeit-
gedichtnis beeintrachtigt. Dies konnte durch Lernexperimente nach hippocampalen
Lisionen bei Mausen (Cho und Jaffard 1995; Farr et al. 2000) und Ratten (Bannerman
et al. 1999) bestitigt werden.

Die Neuronen des im Abschnitt 1.4 dargestellten trisynaptischen, glutamatergen
Schaltkreises der Hippocampus-Formation (Abb. 1.3, S. 6) sind fiir die Speicherung
expliziter Gedéchtnisinhalte von grofiter Bedeutung. Es liegen Hinweise vor, dass
Neurone im Hippocampus genau jene Plastizitit aufweisen, die man fiir die Bildung
dieser expliziten Erinnerungen fordern muss. Eine kurze, hochfrequente Salve von
Impulsen, die auf irgendeines der drei hippocampalen Axonbiindel (siche Abb. 1.3)
tibertragen wird, erhoht die exzitatorischen, postsynaptischen Signale der Hippo-
campusneurone (Bekkers und Stevens 1990). Diese Verstirkung der postsynaptischen
Reaktion kann im Labor ex vivo an hippocampalen Hirngewebeschnitten der Ratte {iber
mehrere Stunden (Bonhoeffer et al. 1989; Huang et al. 1994) und am Tier-Modell in
vivo iiber Tage und sogar Wochen nachgewiesen werden (Bliss und Gardner-Medwin
1973; Bliss und Lomo 1973). Man spricht von Langzeitpotenzierung (LTP = Long-
Term Potentiation). Sowohl ionotrope als auch metabotrope Glutamat-Rezeptoren sind

an der Ausbildung von Langzeitpotenzierung im Hippocampus beteiligt und
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unentbehrlich. Eine Mausmutante, bei der das Gen fiir den metabotropen Glutamat-
Rezeptor 1 (mGluR1) {iber homologe Rekombination ausgeschaltet wurde, zeigt einen
Verlust der Langzeitpotenzierung und weist Storungen im assoziativen Lernvermogen
auf (Aiba et al. 1994). Die rdumlich auf die Pyramidenzellen der hippocampalen CA1-
Region begrenzte Ausschaltung des Gens fiir den ionotropen Glutamat-Rezeptor vom
NMDA-Typ (NMDARI1) fiihrt bei den Miusen zu fehlender Langzeitpotenzierung in
der Region CAl und zu gestortem rdumlichen Lernen (Tsien et al. 1996b). Diese
Mausmutante ist beziiglich ihrer NMDA-Rezeptordichte in der hippocampalen CA1l-
Region mit der in dieser Arbeit analysierten PLC-Bl1c”" -Maus vergleichbar (siche
Abschnitt 3.1.9). Daher kann die bei der PLC-BITC'/ " -Maus dokumentierte Reduktion
der NMDA-Rezeptordichte als ursdchlich fiir die Lerndefizite interpretiert werden.

Die Information iiber die rdumliche Aufenthaltsposition scheint in den Pyramidenzellen
des Hippocampus in einer rdumlichen Karte angelegt zu sein (O'Keefe und Dostrovsky
1971). Dies konnte durch in vivo —Aufzeichungen der neuronalen Aktivitit mittels
multipler Elektrodenableitungen an ,.frei beweglichen Ratten und Méiusen gezeigt
werden. Definierte Pyramidenzellen im Hippocampus ,,feuerten® wiederholt genau
dann, wenn das Tier sich in einer bestimmten begrenzten Region der Versuchsapparatur
aufhielt. Jedem Aufenthaltort konnte auf diese Weise ein spezifisches hippocampales
Zellfeld zugeordnet werden (Wilson und McNaughton 1993). Auch an der Ausbildung
dieser hippocampalen Felder scheinen Glutamat-Rezeptoren beteiligt zu sein, wie die
Arbeiten von McHugh et al. (1996) an der CAl-regionalen NMDARI1-, Knock-out“—
Maus zeigen. NMDAR1-defiziente Miuse weisen dabei eine signifikante Abnahme der
rdumlichen Spezifitit dieser Feuerungsmuster auf. Auch bei den PLC-Bl1¢”" -Miusen
muss ein Verlust der hippocampalen Langzeitpotenzierung in der CA1-Region und ein
CAl-spezifischer Verlust der ridumlichen Aufenthaltsposition postuliert werden.
Mehrere in vitro- und in vivo- Experimente haben gezeigt, dass die Expression von
,lmmediate early“-Genen der fos-Familie (c-fos, FosB, fra-1, fra-2) in neuronalen
Zellen durch die Aktivierung von NMDA- Rezeptoren induziert werden kann (Lerea et
al. 1992; Bading et al. 1993) und dass deren Expression iiber die hippocampale
Langzeitpotenzierung moduliert wird (Demmer et al. 1993). Moglicherweise induziert
der putative Verlust der Langzeitpotenzierung in der Region CAl aufgrund der
reduzierten NMDA-Rezeptordichte den nachgewiesenen Verlust der c-fos-Expression
und weiterer Gene der fos-Familie. So konnte bei weiblichen FosB-,,Knock-out®“—
Miusen ein aberrantes Brutpflege-Verhalten dhnlich dem bei PLC-Bltc” -Miusen
(siche Abschnitt 3.1.5) beschrieben werden (Brown et al. 1996). Eine c-fos-,,Knock-

out“-Maus zeigt diesen Phanotyp allerdings nicht, weist aber gegeniiber Wildtypmausen
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nach Induktion ein abgeschwiéchtes axonales Wachstum auf (Watanabe et al. 1996).
Diese Uberlegungen sprechen daher eher fiir die Hypothese, dass die kognitiven
Lerndefizite in den weiblichen PLC-Blr¢” -Miusen fiir das gestorte Brutpflege-

Verhalten ursidchlich sind.

4.5 Die Familie der Phospholipasen C

4.5.1 Die Struktur, Funktion und Evolution der Phosphoinositol-spezifischen
Phospholipasen C beim Siauger

Phosphoinositol-spezifische Phospholipasen C (PI-PLC) bilden eine Familie verwandter
Isozyme, die intrazelluldr reversibel an Membranen assoziiert vorliegen und die
Hydrolyse des Membranbausteins Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphate (PIP;) in die
beiden ,,Second-messenger“—Molekiile Inositol-1,4,5-Trisphosphat (IP;) und Diacyl-
glycerol (DAG) katalysieren. IP; vermittelt anschlieBend eine intrazellulire Ca®" -
Ausschiittung aus den Speichern des endoplasmatischen Retikulums (Abb. 4.4 A) und
DAG aktiviert zusammen mit Ca’" membranstindig Proteinkinasen C (PKC) (Abb.
4.4 B). Damit iibernehmen die PI-PLC Enzyme eine Schliisselrolle im Rezeptor-
vermittelten Signaltransduktionsweg, bei dem ein extrazelluldres Signal eines
Transmitters oder Hormons an seinem Rezeptor in ein intrazelluldres Signal transduziert

wird und zelluldre Antworten induziert.
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Abb. 4.4: Schematische Darstellung der PLC-f§ — vermittelten Signaltransduktion (A) und der DAG-
induzierten Aktivierung zytosolischer Protein-Kinasen C (PKC) (B). Das PLC-f -Isozym wird
tiber einen G-Protein-gekoppelten Rezeptor vom Rhodopsin-Typ (mit 7 Transmembran-
Domdinen) und Freisetzung der G,0 -Untereinheit aktiviert und katalysiert die Hydrolyse von
PIP; in die beiden intrazelluliren , Second-messenger* -Molekiile IP; und DAG. IP; induziert
die Ca’' -Freisetzung aus dem endoplasmatischen Retikulum (A). Membranstindiges DAG
und Ca’" -lonen rekrutieren zytosolische PKC an die Plasmamembran und induzieren die
PKC-katalysierte Phosphorylierung spezifischer Substrat-Molekiile (MARCKS, RC3, MLP,
GAP-43) und eine intrazellulire Antwort. (DAG = Diacylglycerol, IP; = Inositol-1,4,5-
Trisphosphat, PIP, = Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphate, PKC = Proteinkinase C, PLC =
Phospholipase C).

Die Identifizierung der Phosphoinositol-spezifischen Phospholipasen C (PI-PLC) als
Schliisselenzyme zur 1P3- und DAG-vermittelten Signaltransduktion geht auf Arbeiten
von Hokin und Hokin (1953) und Michell (1975) zuriick (Uberblick in: Berridge und
Irvine 1984). Im folgenden wurden diverse PLC-Isozyme isoliert (Rhee et al. 1989) und
deren cDNAs vom Rind (Stahl et al. 1988) und Ratte (Suh et al. 1988a; Suh et al.
1988b) kloniert (Uberblick in: Rhee und Choi 1992). Zur Zeit sind beim Siuger zehn
Phospholipase C -Isozyme beschrieben (Ubersichten in: Williams und Katan 1996;
Williams 1999; Rebecchi und Pentyala 2000). Auf der Grundlage Threr GroBe, Struktur
und dem Mechanismus ihrer Aktivierung wurden die PI-PLC Isozyme in drei Klassen
gruppiert, die mit PLC-f3 1-4, PLC-y 1-2 und PLC-5 1-4 bezeichnet werden (Abb. 4.5).
In allen Phospholipase C -Isozymen existiert eine PLC-6-dhnliche Kern-Struktur (Abb.
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4.5 A-C), die man bereits bei einzelligen Eukaryoten (z.B. Saccharomyces cerevisae;
Flick und Thorner 1993) und bei Pflanzen findet (z.B. Dictyostelium discoideum;
Drayer und van Haastert 1992), und die in der Evolution als urspriinglich angesehen
wird (Rebecchi und Pentyala 2000). Diese Kern-Struktur ist in den PLC-B- und PLC-y-
Isozymen der Parazoa (z.B. dem SiiBwasserschwamm Ephydatia fluviatilis; Koyanagi
et al. 1998) und bei den Eumetazoa (z.B. Caenorhabditis elegans; Lackner et al. 1999
und Drosophila melanogaster; Shortridge et al. 1991), sowie in den Mammalia modular
erweitert (Ubersicht in: Rebecchi und Pentyala 2000). Die amino-terminale Region der
Kern-Struktur enthilt eine Pleckstrin-Homologie Domine (PH-Domine, Haslam et al.
1993), die eine Bindungsaffinitdt zu dem Membranbaustein PIP, besitzt (Lemmon et al.
1995) und das PLC-Molekiil an sein Substrat bindet. Uber die nachfolgenden vier EF-
Hand-Doménen wird die katalytische Doméne flexibel mit der PH-Domine und dem
Substrat verbunden. Die katalytische Doméine besteht aus zwei hochkonservierten
Regionen (X und Y), die eine hohe Homologie zu der Triose-Phosphat-Isomerase
(TIM) aufweisen, die bereits in der einzigen Phospholipase C bei Prokaryoten (z.B.
Bacillus cereus; Kuppe et al. 1989) die Hydrolyse der Sauerstoff-Phosphor-Bindung (O-
P) zwischen Phosphoinositol und Diacylglycerol (DAG) katalysiert. Diese hoch-
konservierten Regionen X und Y werden bei den PLC-6- und PLC-f -Isozymen durch
eine weniger konservierte Insertion (X/Y-Insertion) getrennt. Diese Insertion enthélt
Bindungsstellen fiir regulatorische fy—Untereinheiten heterotrimerer G-Proteine (Lee et
al. 1993; Kuang et al. 1996). Die PLC-y-Isozyme weisen in dieser Region eine weitere
PH-Doméne auf, die durch zwei SH2-Dominen und eine SH3-Doméne (Z-Insertion)
unterbrochen ist, und die zur Regulation der PLC-y-Enzymaktivitit iiber membran-
staindige Tyrosinkinasen essentiell sind (Horstman et al. 1999). Die C2-Domidne am
Carboxy-terminus besitzt Calcium-bindende Regionen (CBRs), die in der Lage sind,
Proteine in Calcium-abhingiger Weise an Lipidmembranen zu binden (Ponting und
Parker 1996). Es gibt Hinweise, dass diese CBRs auf diesem Wege auch PLC-Molekiile
an der Membran fixieren konnen (Nalefski und Falke 1996). Nur die PLC-B-Isozyme
besitzen eine C-terminale Erweiterung von etwa 400 Aminoséduren (Abb. 4.5). Fiir diese
Isozyme konnte gezeigt werden, das ihre C-terminale Erweiterung Sequenzen enthilt,
die fiir die Aktivierung durch a- (Gqoo oder Gyja) oder Py-Untereinheiten Rezeptor-
gekoppelter heterotrimerer G-Proteine (Abb. 4.4 A; Wu et al. 1993) entscheidend sind.
Fiir diese Region ist weiterhin bekannt, dass auch sie die Bindung an Phospholipide
(Jenco et al. 1997; Kim et al. 1996) und eine Lokalisierung im Nukleus (Kim et al.
1996) regulieren kann (Ubersicht in: Rebecchi und Pentyala 2000).
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Abb. 4.5: Schematische Darstellung der Domdnen-Struktur der  Phosphoinositol-spezifischen
Phospholipasen C (PI-PLC) beim Sduger. In (A) sind die PLC-6 —Isozyme dargestellt und die
Domdinen der Kernstruktur benannt, die Homologie zu den PLC-f3- (B) und PLC-y -Isozymen
aufweisen. Uber die Kernstruktur hinausgehende Domdinen sind in (B) und (C) bezeichnet. Die
nachgewiesene Mutation im PLC-31-Protein ist durch einen Pfeil (1) markiert. Die putativen
Domdinen-Grenzen sind fiir das jeweils erste Isozym durch Nummerierung der Aminosdure-
Positionen vom N-terminalen Ende ausgehend indiziert (aa = Aminosdure, C- = Carboxy-,
EF-Hand = Domdne aus einer Helix E, einer Schleife und einer Helix F, PLC =
Phospholipasen C, PH = Pleckstrin-Homologie, SH = Src-Homologie ).

4.5.2  Die Expression der Phospholipase C—f3 -Isozyme

In Sdugern wurden bisher vier B-Isoformen und einige Splei-Varianten identifiziert.
Das PLC-B1-Protein besitzt von allen vier B-Isoformen bei den Sdugern das breiteste
Expression-Spektrum, allerdings mit der starksten Expression in spezifischen Regionen
des Gehirns (Gerfen et al. 1988; Mizuguchi et al. 1991; Rhee et al. 1991; Yamada et al.
1991; Ross et al. 1989; Tanaka und Kondo 1994). Die ersten frithen Studien zur
Phospholipase C-B1-Expression gehen auf die Arbeiten von Suh et al. (1988b) und
Homma et al. (1989) zuriick, in denen die PLC-B1-Expression in Poly-A"-RNA aus dem
Gehirn (Suh et al. 1988b) und aus diversen Organen der Ratte (Homma et al. 1989)
besonders stark im Gehirn als 7,2- und 5,4 kb-Transkripte detektiert werden konnte.
Nach verlidngerter Expositionszeit wurde auch eine schwache Expression beider
Transkripte in Poly-AJr -RNA aus Leber, Niere, Lunge, Skelett-Muskel, Herz, Magen,
Milz und Testis nachgewiesen (Homma et al. 1989). In der selben Arbeit wurde auch
eine starke Expression in der glialen Zellinie C6Bu-1 der Ratte detektiert. Freeman et al.
(1998) konnten in einer grofl angelegten RT-PCR-basierten Expressions-Studie an
Gesamt-RNA aus 46 verschiedenen Geweben der Maus diese Ergebnissse groftenteils

bestitigen und die Expression von PLC-BI-Transkripten semi-quantitativ



4 Diskussion 153

dokumentieren (siche www.informatics.jax.org). In dieser Analyse wurde eine starke
PLC-B1-Expression nur im Striatum und im Bulbus olfactorius sowie eine moderate
Expression in nahezu allen Regionen des Gehirns (Cortex, Hippocampus, Mittelhirn
und Cerebellum) nachgewiesen. Auch hier konnte eine PLC-B1-RNA-Expression in den
Organen Herz, Lunge, Leber, Niere, Testis und Ovar dokumentiert werden. Keine
PLC-B1-Expression war in RNA aus Milz, Pankreas, Haut, Zunge, Thymus und
Oberschenkel-Knochen detektierbar. In RNA-in-situ-Hybridisierungs-Studien mit *S-
markierten Isoform-spezifischen cDNA-Proben der PLC-B -Isozyme (PLC-B1-34)
konnten Tanaka und Kondo (1994) sowie Watanabe et al. (1998) an Gehirnschnitten der
Maus die regionale PLC-B1-Expression im Gehirn konkretisieren und zeigen, dass im
Gehirn der Maus eine Isoform-spezifische Expression in deutlich voneinander
abgrenzbaren Arealen des Gehirns existiert. Im adulten Gehirn sind die PLC-81- und
die PLC-34 -Isoformen weitaus am prominentesten exprimiert, wobei die Expression-
Areale deutlich voneinander abgegrenzt sind. PLC-B1-mRNA-Expression wird stark in
der Pyramiden- und Kornerzellschicht des Hippocampus, in den Schichten II-IV des
cerebralen Cortex, im Bulbus olfactorius, in der Amygdala, im Caudate putamen
(Striatum) und in den lateralen Septum-Kernen detektiert. In den Purkinje-, Kérner- und
Molekularschicht-Neuronen des Cerebellums ist hingegen nur eine schwache
Expression dokumentiert. In diesen Regionen des Cerebellums ist die PLC-B4-
Expression dominant. Zusitzlich findet man PLC-B4-Expression auch abgeschwécht im
Bulbus olfactorius, in den medialen Septum-Kernen und im Thalamus, also in den
Regionen fehlender PLC-B1-Expression. PLC-B3-mRNA ist spezifisch und
ausschlieflich in der Purkinje-Zellschicht des Cerebellums exprimiert, wihrend
PLC-B2-mRNA nur nach verldngerter Exposition schwach im Corpus callosum, in der

Fimbria und in der Medulla zu detektieren war.

Im Western-Blot sind mit polyklonalen und monoklonalen Antikdrpern gegen das
Phospholipase-B1-Protein im Gehirn der Ratte und des Rindes (Ryu et al. 1986; Ryu et
al. 1987a; Ryu et al. 1987b) immunhistologisch zwei unterscheidbare Polypeptide mit
einer Grofe von 140 kDa und 150 kDa zu detektieren (Suh et al. 1988c; Bahk et al.
1994). Bahk et al. (1994) konnte weiterhin zeigen, dass die 7,2 kb- und 5,4 kb-PLC-B1-
Transkripte in der Ratte durch alternatives Spleilen eines einzigen PLC-61-Gens
gebildet werden. Durch Vergleich beider ¢cDNA-Sequenzen wurde in dem 7,2 kb-
Transkript (PLC-81b) eine 118 bp grofe Insertion am 3’-Ende der cDNA und eine
1738 bp groBBe Verldngerung der 3’-UTR identifiziert, die im Fall der PLC-B1b-cDNA
(7,2 kb) zu einer Verkiirzung des ,,Open reading frame* (ORF) um 43 Aminosduren und
zum 140 kDa groflen PLC-B1b-Protein fiihrt (siche auch Abb. 4.2 auf S. 135). Das
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5,4 kb-Transkript und das daraus synthetisierte 150 kDa-Protein wird jetzt in der
Literatur mit PLC-Bla bezeichnet (Bahk et al. 1998). In immunhistochemischen
Untersuchungen an Gehirnschnitten der Ratte wurden die Ergebnisse der
Expressionstudie von Watanabe et al. (1998) und Freeman et al. (1998) auf Protein-
Ebene bestétigt. Auch Gerfen et al. (1988) konnte die starkste PLC-B1-Immunreaktivitét
in den Neuronen des Striatums, in den Regionen Stratum oriens und Stratum radiatum
des Hippocampus (im Neuropil der Pyramiden- und Kdérnerzellen) und im Neuropil des
Cortex sowie schwach in einigen Regionen des Thalamus lokalisieren. Im Cerebellum
der Maus konnte Martelli et al. (1996) eine spezifische Expression von PLC-B1-Protein
ebenfalls nur in den Purkinje-Zellen und schwach in der Molekularschicht
dokumentieren. In der vorliegenden Arbeit konnte diese Gewebe- und Gehirn-
spezifische PLC-B1-Expression auf RNA- (Abschnitt 3.4.1) und Protein-Ebene
(Abschnitt 3.4.2) bestétigt werden.

4.5.3 Subzelluléiire Lokalisation des PLC-B1-Proteins

Nach der Homogenisierung von Geweben oder kultivierten Zellen in schwach ionischen
Puffern und Fraktionierung der Zellbestandteile in eine nukledre-, zytosolische- und
partikuldre Zellmembran-Fraktion konnten die Phospholipase C-B-Isozyme (PLC-B1-
PLC-B4) zwar liberwiegend in der Zellmembran-Fraktion aber auch in der nukledren
Fraktion detektiert werden, wihrend die PLC-6-und PLC-y -Isozyme hauptsédchlich in
der zytosolischen Fraktion nachweisbar waren (Katan und Parker 1987; Lee et al. 1987;
Ryu et al. 1987a; Jhon et al. 1993; Lee et al. 1993; Kim et al. 1996). Fiir das PLC-81
Isozym konnte Divecha et al. (1993) in der Leber der Ratte zeigen, dass allerdings nur
5 % des gesamten PLC-B1 Proteins nukledr lokalisiert sind. Auch hier fanden sich keine
nukleédr lokalierten 6- und y-PLC-Isoformen. In Swiss 3T3-Zellen konnten Divecha et
al. (1991) und Martelli et al. (1992) das PLC-B1 —Protein fast ausschlieSlich im Nukleus
lokalisieren, wéhrend Martelli et al. (2000) in Western-Blots an subzelluldren
Fraktionen aus NIH 3T3-Zellen zeigen konnten, dass sdmtliche PLC-B-Isozyme etwa
gleichverteilt in den nukledren und in den zytosolischen Fraktionen vorliegen. Kim et
al. (1996) konnten durch in-vitro Mutagenese konservierter Lysin- und Arginin-Cluster
in der C-terminalen Erweiterung des PLC-B1-Proteins und Deletion des gesamten
C-terminalen Bereichs nach Expression in CV-1-, Rat-2- und Swiss 3T3-Zellen zeigen,
dass das Kernlokalisierungs-Signal innerhalb von zwei konservierten Regionen
innerhalb der C-terminalen Erweiterung lokalisiert ist. Obwohl die putativen
Kernlokalisierungs-Signale sowohl in dem 140 kDa grofen PLC-B1b-Protein als auch
in dem 150 kDa gro3en PLC-B1a-Protein der Ratte enthalten sind, konnte Bahk et al.

(1998) mit Subtyp-spezifischen Antikorpern in Lokalisierungs-Experimenten an der
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glialen Zellinie C6Bu-1 der Ratte zeigen, dass das 140 kDa grofle PLC-B1b-Protein des
alternativ gespleiiten 7,2 kb PLC-B1b-Transkripts priaferentiell im Nukleus und das
150 kDa groBe PLC-B1a-Protein des PLC-B1a-Transkripts (5,4 kb) iiberwiegend im
Zytosol lokalisiert sind. In der vorliegenden Arbeit wurde in den getesteten Organe der
Maus auf RNA-Ebene iiberwiegend das PLC-B1b-Transkript (7,2 kb, Abschnitt 3.4.1)
und mit dem verwendeten PLC-B1-Antikdrper das entsprechende 140 kDa-Protein
(PLC-81b) im Hippocampus der Maus detektiert (Abb. 3.37 A, Abschnitt 3.4.2). In
immunhistochemischen Untersuchungen mit dem PLC-B1 —Antikorper an Hirnschnitten
der Maus konnte dieses PLC-B1b -Protein tiberwiegend in den zellarmen Schichten des
Hippocampus detektiert werden (Abb. 3.37 B). Dieses Ergebnis wiirde gegen eine
tiberwiegende Lokalisierung des PLC-B1b —Proteins im Nukleus von Neuronen
sprechen. Die subzelluldre Lokalisation im Gehirn der Maus bedarf allerdings weiterer
experimenteller Uberpriifung, beispielsweise mit der Immun-Elektronenmikroskopie. In
den immun-elektronenmikroskopischen Aufnahmen der Abb. 3.38 im Abschnitt 3.4.2
konnte diese Frage nicht abschlieBend beantwortet werden. Dort konnte nur die

membran-assoziierte Lokalisierung der PLC-B1-Proteine gezeigt werden.

Die Aktivierung der Zellmembran-gebundenen PLC-1- Isozyme iiber a- (Gqou oder
Gj1a) und Py-Untereinheiten Rezeptor-gekoppelter G-Proteine wurde in vielen Arbeiten
detailliert untersucht und ist bereits gut verstanden (Rebecchi und Pentyala 2000). Die
Aktivitdit der nukledren PLC-B-Isozyme wird unabhdngig von den Zellmembran-
lokalisierten B-Isoformen auf noch unbekanntem Weg reguliert (Kim et al. 1996). Es
wurde allerdings ein autonomer, nukledrer Phosphatidylinositol-Signalweg postuliert
(Mazzoni et al. 1992; Marmiroli et al. 1994). Als gesichert gilt, dass die PLC-B-
Isozyme auch im Nukleus die Phosphatidylinositol-Hydrolyse (PIP,) in IP; und
Diacylglycerol (DAG) katalysieren, dabei den zytosolischen Phosphatidylinositol-Pool
unverdndert lassen (Marmiroli et al. 1994) und das Zellwachstum und die Zell-
differenzierung regulieren (Divecha et al. 1993; Marmiroli et al. 1994; York und
Majerus 1994). Als gesichert gilt auch, dass es nach intranukledrer DAG-Freisetzung
durch PIP,-Hydrolyse zu einer Translokation von PKC an die Kern-Membran kommt
(Divecha et al. 1991; Banfic et al. 1993; Neri et al. 1998). Fields et al. (1990) gelang es,
nach PDGF — Stimulation (Platelet-derived growth factor) von NIH / 3T3-Fibroblasten
zu zeigen, dass die Translokation von PKC an die Kern-Membran auch zu dessen
Aktivierung und zur PKC-katalysierten Phosphorylierung von Laminen (Typ A, B und
C) der Kernlamina fiihrt. In den Arbeiten von Tokui et al. (1991) und Irvine und
Divecha (1992) wurden auch die DNA-Polymerase-f und die Topoisomerase II als
intranukledres Substrat der PKC identifiziert. Ebenso gelang Marmiroli et al. (1994) der



4 Diskussion 156

experimentelle Nachweis, dass Interleukin 1o die nukledre Phosphatidylinositol-
Hydrolyse tiber Aktivierung von nukledrem PLC-B-Protein in der SaOS-2-Zellinie
(humane Osteosarcoma-Zellinie) induziert. Eine der am besten untersuchten Signal-
transduktions-Kaskaden an der Kernmembran ist die IGF-1 induzierte Aktivierung des
nukledren PLC-B1-Proteins in Swiss 3T3-Zellen, die zu einem Anstieg der nukledren
Diacylglycerol-Konzentration (DAG) fiihrt (Cocco et al. 1989) und eine Aktivierung
der Proteinkinase-C-o (PKC-a) (Divecha et al. 1991; Martelli et al. 1992) und die
Stimulation der DNA-Synthese zur Folge hat (Manzoli et al. 1997). Der Mechanismus
der nukledren PLC-B1-Aktivierung ist noch nicht aufgeklart (Rebecchi und Pentyala
2000). Allerdings konnten Martelli et al. (2000) kiirzlich zeigen, dass das PLC-B1b —
Protein nach Insulin-Induktion in NIH 3T3-Zellen durch eine nukledr tranlozierte MAP-
Kinase (Mitogen-aktivierte Protein-Kinase, ERK1 oder ERK2) an Serin-Resten
phosphoryliert wird und die PLC-B1b katalysierte Phosphatidylinositol-Hydrolyse
induziert. Moglicherweise sind bei der PLC-BITC'/' -Maus bisher nicht untersuchte
Effekte der PLC-B1-Mutation auf die nukledre Signaltransduktion von
Wachstumsfaktoren (z.B. IGF-I; Cocco et al. 1989) fiir die beobachtete
Gewichtsretardierung und die postnatale Letalitdt verantwortlich (siche Abschnitt
3.1.1).

4.6 Mogliche ,,Downstream* — Effekte der PLC-BITC'/ " -Mutation

Im Abschnitt 4.5.2 wurde die in diversen Arbeiten dokumentierte Hippocampus-
spezifische PLC-B1-Expression sowohl auf RNA- (Tanaka und Kondo 1994; Watanabe
et al. 1998) als auch auf Protein-Ebene (Gerfen et al. 1988) diskutiert und die PLC-8-
Isoform-spezifische Expression (PLC-B1-84) in deutlich voneinander abgrenzbaren
Arealen des Gehirns dokumentiert. Die zitierten Arbeiten zeigen auch, dass im
Hippocampus das PLC-BI1-Protein die einzige B-Isoform darstellt, und dass der
Funktions-Verlust im Hippocampus der PLC-BlTC'/ " -Maus dementsprechend zu einem
vollstdndigen Verlust der PLC-B1-induzierten PIP,-Hydrolyse und Bildung von DAG
und IP; fiihren muss (siche Abb. 4.4 und Abschnitt 4.5.1). Da IP; eine intrazelluldre
Ca”" -Ausschiittung aus den Speichern des endoplasmatischen Retikulums vermittelt
(Abb. 4.4 A) und DAG zusammen mit Ca®” membranstindig Proteinkinasen C (PKC)
aktiviert (Abb. 4.4 B), ist in der mutanten PLC-B17¢” -Maus mit ,,downstream*-
Effekten beziiglich des intrazelluldren Calcium-Haushalts und beziiglich der Aktivitit
von Proteinkinasen C zu rechnen. In vitro- (Carter et al. 1990; Lee et al. 1998) und in
vivo-Experimente (Kim et al. 1997) haben gezeigt, dass die PLC-B1-katalysierte PIP,-
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Hydrolyse iiber eine G-Protein gekoppelte Signaltransduktion mit dem cholinergen

Agonisten Carbachol induziert werden kann.

Mit dem im Abschnitt 3.5 dokumentierten Ergebnis konnte gezeigt werden, dass der
PLC-B1-Funktionsverlust in den PLC-BITC'/' -Mdusen tatsdchlich zu einer intra-
zelluldren Verminderung der Carbachol-induzierten PKC-Aktivitdt fithrt. Aufgrund
dieses Befundes und der diskutierten Expressiondaten kann im Hippocampus der
PLC-B11¢” -Maus von einem nahezu vollstindigen Verlust der PLC-B1-gekoppelten

cholinergen Signaltransduktion ausgegangen werden.

Es ist bekannt, dass Fimbria-Fornix-Léisionen zu einer Denervierung der cholinergen,
septohippocampalen Fasern zum Hippocampus (CD = cholinerge Denervierung) und zu
einem kompensatorischen Einwachsen, noradrenerger sympathischer Fasern fiihren
(HSI = Hippocampal sympathetic ingrowth; Crutcher 1987). Beide Vorginge lassen
sich durch experimentell gezielt gesetzte Lésionen getrennt voneinander untersuchen
(Ayyagari et al. 1996). In der Arbeit von Ayyagari et al. (1996) fiihrt die isolierte
cholinerge Denervierung (CD) des Hippocampus bei Ratten zu einer signifikanten
Verminderung der PKC-Aktivitit in hippocampalen Extrakten. In fritheren Arbeiten
dieser Arbeitsgruppe konnte nach isolierter cholinerger Denervierung (CD) in
hippocampalen Extrakten bereits eine Verminderung der Carbachol-stimulierten PIP,-
Hydrolyse nachgewiesen werden (Connor und Harrell 1989; Harrell et al. 1992). Die
cholinerge Denervierung geht mit kompensatorischen Verdnderungen in der
hippocampalen Verteilung der muscarinischen Acetycholin-Rezeptoren (mAChR)
einher (Harrell et al. 1994; Kolasa et al. 1995). Die Anzahl der M1-Acetylcholin-
Rezeptoren ist im cholininerg denervierten Hippocampus von Ratten signifikant erhoht,
wihrend die Anzahl der M2-Acetylcholin-Rezeptoren signifikant vermindert ist.
Aufgrund der Ergebnisse beziiglich der reduzierten Carbachol-stimulierten PIP,-
Hydrolyse und der daraus resultierenden Verminderung der hippocampalen PKC-
Aktivitdit kann in dem denervierten Ratten-Modell auch von einem Verlust der
cholinergen Signaltransduktion ausgegangen werden. Dieser Verlust der cholinergen
Signaltransduktion fiihrt bei den Ratten auch zur Ausbildung chronischer epileptischer
Anfille, zu axonalen Reorganisationen im Hippocampus (Buzsaki et al. 1989a) sowie
zum Verlust der Langzeitpotenzierung (Buzsaki und Gage 1989b). Diese Verluste und
axonalen Reorganisationen weisen Ahnlichkeiten mit den in der PLC-BITC'/ " -Maus

beschriebenen Veridnderungen auf.

Der Verlust der PLC-B1-gekoppelten cholinergen Signaltransduktion in der PLC-B11¢™"-
und PLC-$17" -Maus (Kim et al. 1997) und in der cholinerg denervierten Ratte konnte

zu einem Verlust von cholinerger Inhibition und zur Ausbildung von epileptiformer
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Exzitation flihren, die dem Schema in Abb. 4.3 folgend moglicherweise sekundir zu
inhibitorischen Zellverlusten und zu den beobachteten axonalen Reorganisationen fiihrt.
Irreversible Zellverluste nach gesteigerter hippocampaler Exzitation oder fehlender
Inhibition wurden in vielen Arbeiten beschrieben (Sloviter 1983; Sloviter 1987). Als
Ursache fiir diese ,elektrogen” induzierten Zellverluste wird die Ausschiittung
exzitatorischer Neurotransmitter in neurotoxischen Konzentrationen verantwortlich
gemacht (siche Abb. 4.6 und Sloviter und Dempster 1985). Die Existenz einer
cholinergen Inhibition im Hippocampus der Ratte konnte in einer Arbeit von Pitler und
Alger (1992) bestitigt werden. Dort fithrte eine cholinerge Stimulation auf
organotypischen Hippocampusschnitten der Ratte iiber eine Aktivierung inhibitorischer
Interneurone zu einer Verminderung des exzitatorischen, postsynaptischen Potentials
(EPSP). Die Unterbrechung der cholinergen Signaltransduktion in der PLC-B17¢"- und
PLC-817 -Maus konnte iiber eine Abnahme der GABAergen Inhibition zu der
Pentylentetrazol- und Kainat-Hypersensitivitit der PLC-317" - Maus (Kim et al. 1997)
und zu der hyperreflektorischen Problematik in der adulten PLC-BITC'/'- Maus fithren
(siche Abschnitt 3.1.3).

Protein-Kinasen C (PKCs) gehdren zur Familie der Serin/Threonin-Protein-Kinasen, die
nach Aktivierung in membranassoziierter Form spezifische Zielproteine an Serin- und
Threoninresten phosphorylieren und eine Rolle in der transmembranen Signal-
Transduktion ausiiben (siche Abb. 4.4 sowie Mellor und Parker 1998; Toker 1998). Aus
der groflen Familie der Protein-Kinasen C (PKC) von derzeit zwolf beschriebenen
Isozymen (Mellor und Parker 1998; Toker 1998) werden neun durch den Lipid-,,Second
messenger Diacylglycerol (DAG) in Calcium-abhéngiger- (PKC-a, -By, —Bu, -y) oder
in Calcium-unabhingiger Weise (PKC-9, -0, -n, -g, —¢’) aktiviert. Alle DAG-aktivierten
PKCs werden im Gehirn und mit spezifischem Expressionmuster im Hippocampus der
Maus (Bowers et al. 1995) und der Ratte (Naik et al. 2000) exprimiert, und die PKC-
y—Isoform ist als die im Hippocampus prominenteste PKC-Isoform beschrieben
(Nishizuka 1988; Wetsel et al. 1992). Die PKC-induzierte Substrat-Phosphorylierung ist
in einem breiten Spektrum neuronaler Prozesse involviert. Dazu z&hlen unter anderem
neuronale Differenzierungs-, Wachstums- und Regenerationsprozesse (Cambray-
Deakin et al. 1990; Campenot et al. 1994; Parrow et al. 1995), Neurotransmitter-
Ausschiittung (Robinson 1991) und Glutamat-Neurotoxizitidt (Favaron et al. 1990;
Felipo et al. 1993). Ferner sind PKCs auch in die Kontrolle der Zell-Proliferation
(Isakov et al. 1992) und -Apoptose (Villalba 1998), in Lernvorginge (Sunayashiki-
Kusuzaki et al. 1993; Abeliovich et al. 1993a) und in die Regulation der hippocampalen
Langzeitpotenzierung (LTP; Abschnitt 4.4; Abeliovich et al. 1993b) involviert.
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Letzteres konnte in den Arbeiten von Abeliovich et al. (1993a; 1993b) anhand der
Analyse von PKC-y— ,,Knock-out“~-Méusen bewiesen werden. Im Gehirn existieren vier
Haupt-Substrate der PKC-induzierten Phosphorylierung: GAP-43 (Neuromodulin), RC3
(Neurogranin), MARCKS und MLP (MARCKS-like-Protein).

Der nachgewiesene Verlust hippocampaler PKC-Aktivitit in der PLC-Blrc”~ -Maus
konnte die Phosphorylierung dieser spezifischen PKC-Substrate unterbinden und deren
Inhibition oder Aktivierung zur Folge haben. In der Tat ist fiir einige PKC-Substrate
eine neuromodulatorische Wirkung dokumentiert. Fiir das MARCKS-Protein wurde in
der Arbeit von McNamara und Lenox (1998b) gezeigt, das es in den Kornerzellen und
in den Moosfasern stark exprimiert ist und der Funktions-Verlust in heterozygoten
»Knock-out“-Mdusen zu vermindertem axonalem Wachstum der infrapyramidalen
Moosfaser-Projektion (siehe Abschnitt 3.1.7 und Abb. 3.7) und zu Defiziten im
rdumlichen Lernen fiihrt (McNamara et al. 1998a). Aktives MARCKS-Protein
katalysiert die Verkniipfung von Aktin-Filamenten und reguliert moglicherweise die
Plastizitdit des Membran-Zytoskeletts bei axonalen Wachstumsprozessen (Aderem
1992a; Aderem 1992b). Dementsprechend ist das MARCKS-Protein stark in nervalen
Geweben, wihrend der Gehirn-Entwicklung (McNamara und Lenox 1997; McNamara
und Lenox 1998b) und in axonalen Wachstums-Kegeln (McNamara et al. 1998a)
exprimiert. Das MARCKS-Protein wird durch PKC-katalysierte Phosphorylierung
inaktiviert (siche Abb. 4.6). Damit einhergehend ist eine Translokation des katalytisch
aktiven Proteins von der Plasmamembran in das Zytosol (McNamara et al. 1998a). Der
Verlust von PKC-Aktivitit in den PLC-BITC'/ " -M34usen konnte demnach auch zu einer
Zunahme der MARCKS-Aktivitét fiihren und axonale Wachstumsprozesse induzieren.
Erst kiirzlich konnten McNamara et al. (2000) zeigen, dass die Expression von

MARCKS-Protein wihrend axonaler Regenerations-Prozesse erhoht ist.

Fiir GAP-43-Protein ist dokumentiert, dass es wihrend der Entwicklung des
Nervensystems der Vertebraten in den axonalen Wachtums-Kegeln hochexprimiert ist,
und dass die GAP-43-Expression wéhrend axonaler Regenerations-Prozesse erneut
induziert wird (Benowitz und Routtenberg 1997). Desweiteren konnte durch
Uberexpression von GAP-43 in transgenen Miusen axonales Wachstum und Synapsen-
Bildung im hippocampalen Moosfasersystem induziert werden (Aigner et al. 1995a). In
GAP-43-, Knock-out“-Midusen ist die ,axonale Pfadfindung™ gestort, so dass
homozygote Tiere bereits kurz nach der Geburt versterben (Strittmatter et al. 1995), und
in neuronaler Zellkultur fiithrt die Blockierung der GAP-43-Translation durch
»Antisense“-Oligonukleotid-Zugabe zu einer Beeintrichtigung des Neuriten-
Wachstums (Aigner und Caroni 1995b). Allerdings wird GAP-43 durch DAG-aktivierte
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Protein-Kinasen C nach dessen Phosphorylierung aktiviert (Aigner et al. 1995a), so dass
bei verminderter PKC-Aktivitit eine Reduktion von axonalem Wachstum zu erwarten
wire (siche Abb. 4.6). Der in der vorliegenden Arbeit verwendete PKC-,,Assay* der
Firma Gibco BRL detektiert allerdings nur die PKC-Aktivitdt der Calcium-abhingigen
Protein-Kinasen C (a, B und y). Es ist bekannt das GAP-43 auch von Calcium-
unabhingigen PKC-Isoformen phosphoryliert und aktiviert wird (Toker 1998).
Moglicherweise kommt es durch den Verlust der PKC-Aktivitit auch zu

kompensatorischen Effekten und zur Uberexpression anderer PKC-Isoformen.

In einer Arbeit von Ambalavanar et al. (1993) konnte ferner gezeigt werden, dass die
PKC-y-Isoform und das c-fos-Protein in neuronalen Zellen des Vorderhirns und des
Striatums koexprimiert sind und PKC-y die c-fos-Expression induzieren kann. Fiir diese
Hypothese sprechen auch in-vitro-Untersuchungen an HC11-Epithelzellen der Maus
(Uberall et al. 1994). Auch iiber diese Aktivierungs-Kaskade (siche Abb. 4.6) konnte
der Verlust der hippocampalen c-fos-Expression (siche Abschnitt 3.1.10) nach PLC-B1-
Funktions-Verlust und Verminderung der PKC-y-Aktivitat erklart werden.
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Abb. 4.6: (S. 160) Schematische Darstellung der PLC-f1-Signaltransduktionskaskade und diskutierter
,,downstream “-Effekte (rechts) sowie des Modells der neurotoxisch wirksamen Glutamat-
Ausschiittung nach Verlust der cholinergen Inhibition (links). Auf Protein-Ebene iiber
Phosphorylierung, Hydrolyse oder Transmitter-Interaktion regulierte Effekte sind mit durch-
gezogener Linie (—) dargestellt. Regulatorische Effekte auf die Genexpression sind mit
gestrichelter Linie (----) wiedergegeben. Positiv- (+) und negativ-regulatorische (-) Effekte
sind entsprechend dargestellt.

4.7 Offene Fragen und weiterfithrende Experimente

Die Problematik der postnatalen Gewichtsretardierung und Letalitit der PLC-Blyc”
-Méuse wurde in der vorliegenden Arbeit bisher nicht analysiert. Zum einen kommen
dafiir erndhrungsphysiologische Erkldrungsanséitze (verminderte Nahrungsaufnahme
oder -verwertung) und zum anderen Effekte der Mutation auf die Signaltransduktion
von Wachstumsfaktoren (z.B. IGF-I und IGF-II; Cocco et al. 1989) in Frage. Fiir IGF-I-
und IGF-II-Wachstumsfaktoren konnten Effekte auf die Zellproliferation und
Zelldifferenzierung beschrieben werden (Jones und Clemmons 1995). Fiir weitere
Experimente wire es zunidchst erforderlich, die PLC-B1-Mutation auf -einen
Inzuchtstamm (zB. C57Bl/J6) riickzukreuzen, um beziiglich der Wachstumsretardierung
und Letalitdt einen einheitlichen Phénotyp zu erhalten. Da es Hinweise gibt, dass das
PLC-B1-Protein in der IGF-Signaltransduktionskaskade ,downstream® zu IGF-I
angeordnet ist (Cocco et al. 1989) wire die Quantifizierung der nukledren PIP,-
Hydrolyse an IGF-stimulierten Fibroblasten-Kulturen der PLC—BITC'/'—, PLC—BITCH'—
und PLC-B1w1™" -Maus ein geeigneter experimenteller Ansatz, um die Effekte auf die

IGF-Signaltransduktionskaskade zu untersuchen.

In der vorliegenden Arbeit und in der von Kim et al. (1997) beschriebenen Studie wurde
gezeigt, dass die PLC-BI-Signaltransduktion im Hippocampus malgeblich {iiber
cholinerge Rezeptoren aktiviert wird, und dass die Effekte des PLC-B1-Funktions-
verlustes in diesen Mausmodellen denen einer cholinergen Denervierung vergleichbar
sind. Diese Hypothese bedarf der experimentellen Uberpriifung durch eine rezeptor-
autoradiografische Quantifizierung cholinerger Rezeptoren (M1-, M2- und M3-AChR)

und/oder einer Acetylcholinesterase-Farbung (Geneser 1987).

Um die Hypothese der PLC-Bltc” -induzierten hippocampalen, cholinergen
Denervierung zu untermauern, wére die vergleichende Phénotyp-Analyse nach
Verabreichung des erregenden Cholinergikums Pilocarpin ein interessanter Ansatz. Bei
PLC-Bl1c”™ -Miusen mit putativ unterbrochener cholinerger Signaltransduktion wiren
nach Verabreichung konvulsiver Dosen des Acetylcholin-Agonisten Pilocarpin mildere
Effekte im Vergleich zu Wildtyp- Méusen (PLC-Blyr ") zu erwarten.
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Die zelluldre Natur der verlustigen c-fos- Expression in den hippocampalen Regionen
der 3 Monate alten PLC-BITC'/' -Miuse miisste iber immunhistochemische Unter-
suchungen mit Antikdrpern gegen Somatostatin, Parvalbumin und Neuropeptid Y
tiberpriift werden. Ferner miissten die Hinweise auf apoptotische Vorginge im
Subikulum und in der CAl-Region mit entsprechend sensitiven Apoptose-Tests (z.B

Dark neuron- und Fluoro-Jade Farbung; Poirier et al. 2000) untersucht werden.

In weiterfiihrenden Calretinin-immunhistochemischen Entwicklungsstudien wire die
Frage zu untersuchen, ob das iiber Calretinin-Immunhistochemie detektierte axonale
»Sprouting® ein entsprechendes phinotypisches Korrelat besitzt und zeitlich mit dem

Auftreten der Hyperreflexie korelliert.

In gleicher Weise wie Protein-Kinasen C die in Abschnitt 4.6 diskutierten
,downstream®“-Effekte der PLC-B1-vermittelten Signaltransduktion vermitteln kdnnen,
konnte moglicherweise eine in der PLC-BITC'/ " -Maus intrazellulir verminderte
Calcium-lonen-Konzentration (siche Abb. 4.6) die neuronale Aktivitidt und —Plastizitit
von metabotropen Rezeptoren (Henzi und MacDermott 1992; Berridge 1993)
modulieren und Zelltod-induzierende Exzitation (siche Abb. 4.3), axonale Reorganisa-
tionen und Hyperexzitabilitdit zur Folge haben. Fiir diese Hypothese sprechen im
besonderen Malle die Arbeiten von Qiao und Noebels (1993), die in der Mausmutante
»stargazer® mit einer mutanten y-Untereinheit eines Calcium-Kanals (Cacng2; Letts et
al. 1998) Zellverlust, aberrantes Moosfaser-,,Sprouting” und epileptiforme Anfille
dokumentieren konnten. Eine mogliche Reduktion intrazellulirer Calcium-Ionen-
Ausschiittung konnte nach Carbachol-Stimulation auf organotypischen Hippocampus-
schnitten von PLC-B11¢” - und Wildtyp-Méusen iiber eine Calcium-Quantifizierung
mit dem Fluoreszenz-Farbstoff Fura-2 (Kudo et al. 1991) detektiert werden.

Sowohl im PLC-B17- (Kim et al. 1997) als auch bei dem in der vorliegenden Arbeit
analysierten PLC-B17¢” -Mausmodell besteht die Moglichkeit, dass ein trunkiertes
Protein von 65 bzw. 81 Aminosduren mit einem Teil der Pleckstrin-Homologie-Doméne
exprimiert wird (Abb. 4.2, S. 135). Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass diese
Proteine iiber ihre trunkierten PH-Doménen mit PIP, interagieren, diese blockieren oder
andere aberrante Funktionen ausiiben (,,gain of function®), die bei der PLC-B11c” zu
Apoptose, Zelltod und aberrantem axonalen Wachstum fiihren. Auch diese Hypothese
bedarf der experimentellen Uberpriifung durch die Phiinotyp-Analyse eines transgenen
Mausmodells, in dem das PLC-81-SV40-Fusionstranskript unter der Kontrolle des

endogenen PLC-B1-Promotors exprimiert wird.



4 Diskussion 163

Das in der vorliegenden Arbeit etablierte Mausmodell mit genetisch bedingtem
selektivem  Zellverlust, aberrantem axonalem Wachstum und begleitender
Hyperexzitabilitdt ist in besonderer Weise geeignet, die molekularen Mechanismen
aufzukldren, die zum aberranten Moosfaserwachstum und zu synaptischen
Reorganisationen fithren. Die Isolierung und Charakterisierung differentiell
exprimierter unbekannter Gene konnte mit der ,,PCR-Select-cDNA-Subtraction-
Methode an RNA aus Hippocampus-Priparationen von PLC-Blyc” -Miusen zu
verschiedenen Zeitpunkten der postnatalen Entwicklung oder aus PLC-B11¢”" -Méusen
und aus PLC-BIWTHJr -Méusen zu diskreten Zeitpunkten der postnatalen Entwicklung
erfolgen. Die ,,PCR-Select-cDNA-Subtraction“-Methode eignet sich daflir im
besonderen Mafle, da sie hochsensitiv ist und nur geringe Mengen hippocampaler Poly-
A" -RNA benétigt (Diatchenko et al. 1996).
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Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass es innerhalb der
postnatalen Entwicklung der homozygoten PLC-B11¢"-Maus mit Insertionsmutation zu
charakteristischen und zeitlich markanten Verdnderungen in der Entwicklung des
Phianotyps kommt. Die zeitliche Entwicklung des Phanotyps beziiglich Wachstums-
retardierung, postnataler Letalitdt, gestorter Brutpflege, Infertilitdt, Hypokinesie und
Hyperreflexie wurde detailliert analysiert und beschrieben (siehe Abschnitt 3.1). Es
konnte gezeigt werden, dass die Wachstumretardierung fiir die postnatale Sterblichkeit
ursichlich ist und ihr Auftreten zeitlich ab dem dritten postnatalen Tag miteinander
korreliert. Sowohl die Wachstumsretardierung als auch die postnatale Sterblichkeit sind
bis zum Ende der vierten Lebenswoche abgeschlossen. Die postnatale Sterblichkeit
betrug in der quantitativen Analyse 73 %. Bereits in 3 Monate alten homozygoten
PLC-Blrc”™ -Miusen konnte eine signifikante Beeintrichtigung des rdumlichen
Lernvermdgens nachgewiesen werden. Ferner zeigten bereits zwei Monate alte
homozygote PLC-B11c"-Weibchen eine massive Storung des Brutpflegeverhaltens mit
dem Effekt, dass alle Nachkommen unabhdngig von ihrem Genotyp versterben. Ab
einem Alter von 6-7 Monaten kommt es bei homozygoten PLC-Blyc” -Miusen zur
Ausbildung von hyperreflektorischem Verhalten nach akustischer und taktiler
Stimulation, zur Manifestation von hypokinetischem Verhalten und zur Entwicklung

einer méinnlichen Infertilitit bei nachweislich intakter Testis-Morphologie.

Mit neuroanatomischen und rezeptorautoradiografischen Methoden gelang es zu zeigen,
dass fiir die Verhaltensauffilligkeiten jeweils ein morphologisches Korrelat im
Hippocampus der PLC-Bl7¢”™ -Maus existiert (siche Abschnitte 3.1.7 bis 3.1.11). Die
Ausbildung des hyperreflektorischen und hypokinetischen Phénotyps korelliert zeitlich
und morphologisch mit der Ausbildung und Detektion von axonalen Reorganisationen
im hippocampalen Moosfasersystem der PLC-B11¢”" -Miuse. Diese Reorganisationen
konnten mit der Timm-Silbersulfid-Féarbetechnik in der suprapyramidalen und in der
supragranuldren Moosfaser-Projektion nachgewiesen werden. Ferner wurde nur im
Hippocampus von 9 Monate alten PLC-B11¢” -Méusen ein Auswachsen von Calretinin-
immunreaktiven Axonen dokumentiert, dessen Ausbildung aber bisher nicht mit
aberrantem Verhalten korreliert werden konnte. Bereits in drei Monate alten PLC—BITC'/'
-Méusen wurde eine Reduktion der NMDA-Rezeptordichte im Stratum oriens der
hippocampalen Region CA1l detektiert, die moglicherweise das morphologische
Korrelat fiir die beschriebenen Lerndefizite der PLC—BITC'/' -Miuse darstellt. Schlief3lich
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konnte im Hippocampus von drei Monate alten PLC-Bltc” -Mausen ein zellulérer
Verlust an c-fos —Expression im Hilus sowie in der CA3- und CA1l-Region detektiert
werden, der auf inhibitorische Zellverluste in diesen Regionen hinweist. Hinweise auf
Zellverluste und neurodegenerative Prozesse wurden auch in acht Monate alten
PLC-B11¢” -Mausen in den hippocampalen Regionen Subiculum und CA1l durch
Detektion von pyknotischen Zellkernen und ,,dark neurons® gefunden.

Mit zytogenetischen und molekulargenetischen Methoden konnte die Transgen-
Integration in der PLC-B17¢” -Maus im Chromosom 2 in der Region F3-G als
intronische Insertion in dem Gen fiir die Phospholipase C-B1 (PLC-81) charakterisiert
werden. Die angrenzende genomische Region der Insertion wurde kloniert, und im
Genom der PLC-B11¢”" -Maus konnte eine Deletion von 809 bp identifiziert werden, der
aber keine Funktion zugewiesen werden kann (siche Abschnitt 3.2). Es konnte jedoch
gezeigt werden, dass die intronische Transgen-Insertion im PLC-B1-Gen der Maus zu
einer Transgen-induzierten Splei3-Mutation und zu einer vom PLC-B1-Promotor
angetriecbenen Expression eines 1,7 kb-Fusionstranskripts (PLC-B1-SV40) fiihrt (siche
Abschnitt 3.3). Die RT-PCR-Analyse des Fusions-Transkripts identifizierte einen Rest
von 244 bp nach dem Translations-Startkodon, der fiir ein putatives, trunkiertes Protein
von 81 Aminosduren kodiert. Durch Expressions-Analysen in den verschiedenen
Organen der PLC-B17¢” -Maus konnte der Verlust des PLC-B1-Transkripts und
-Proteins bestétigt werden, so dass in der PLC-BITC'/ “-Maus mit Insertionsmutation von
einem vollstindigen PLC-B1-Funktionsverlust ausgegangen werden kann (siche
Abschnitt 3.4). Dieser Funktionsverlust konnte abschlieBend durch einen Verlust
hippocampaler PKC-Aktivitit in PLC-B11¢”" -Méusen bestitigt werden (siche Abschnitt
3.5).
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