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1 Einleitung

1.1 Glykosylierung von Proteinen

Neben Genom und Proteom nimmt das Glykom, die Gesamtheit der
Zuckerstrukturen eines Organismus, eine immer wichtiger werdende Rolle im
Verstandnis der molekularen Biochemie ein. Je nach Spezies ist das Glykom 10
bis 10* mal groRer als das gesamte Proteom (Freeze, 2006).

Ein groRer Teil dieser Zuckerstrukturen wird durch Glykoproteine gestellt. Die
Glykosylierung von Proteinen stellt eine der haufigsten co- und posttranslationalen
Proteinmodifikationen dar (Spiro, 1973). Glykoproteine kommen sowohl in
eukaryontischen Zellen, als auch in Archaebakterien und Viren vor. Uberwiegend
handelt es sich um sezernierte Proteine und Membranproteine. Beispielhaft hierfur
sind Immunglobuline, Transportmolekile, Enzyme und Hormone. Viele komplexe
Zell-Zell-  und Zell-Matrix-Wechselwirkungen werden von  glykosylierten
Strukturproteinen wie Kollagen und Rezeptoren vermittelt. Dabei sind die
Kohlenhydratseitenketten essentiell fur die korrekte Faltung, Loslichkeit und
Proteaseresistenz und damit fur die biologische Aktivitat der Proteine. Zudem sind
sie mitverantwortlich flr den intra- und interzellularen Transport von Proteinen
(Varki, 1993). lhre Relevanz zeigen Oligosaccharidseitenketten bei interzellularen
Prozessen wie der Fertilisation (Gabius, 1987), der Embryogenese (Lennarz,
1993) und der Zelladhasion. In den letzten Jahren hat das medizinische Interesse
an der Proteinglykosylierung sowohl durch Beobachtungen der veranderten
Glykan-Expression auf Krebszellen wahrend des Vorgangs der Transformation
(Fukuda, 1996) als auch durch Identifizierung immer neuer vererbter

Glykosylierungsdefekte beim Menschen stark zugenommen.

1.2 Biosynthese der Glykoproteine

Die primaren Schritte der Glykoproteinbiosynthese im ER stellen einen hoch
konservierten Vorgang dar (Kornfeld und Kornfeld, 1985). Die Synthese beginnt

mit der Bereitstellung Nukleotid-aktivierter Zucker im Zytosol. Die Synthesewege



dieser Zucker sind eng miteinander verknupft (Kean, 1991). Bis auf die CMP-
Sialinsaure, die im Zellkern synthetisiert wird (Munster et al., 1998), werden die
restlichen Zucker wie z.B. GDP-Mannose (GDP-Man), GDP-Fucose, UDP-
Galaktose, UDP-Glukose (UDP-GIc) im Zytoplasma generiert. Zunachst wird UDP-
aktiviertes N-Acetylglukosamin auf ein phosphoryliertes Dolichol Ubertragen,
welches als Lipid-Anker in der Membran des Endoplasmatischen Retikulums (ER)
lokalisiert ist (Abb.:1). Diese UMP freisetzende Reaktion findet auf der
zytosolischen Seite des ER mit Hilfe der UDP-GIcNAc:GIcNAc-1-
Phosphotransferase statt. Darauf wird ein zweiter N-Acetylglukosaminrest
(GIcNAc) gebunden (Dol-P-P-GIcNAc;). Nachfolgend werden schrittweise flnf
Mannosereste vom Donor GDP-Mannose auf Dol-P-P-GIcNAc, ubertragen, so
dass ein biantennarer Mans-GIcNAc,-P-P-Dol-Komplex entsteht. Die weitere
Assemblierung des Oligosaccharides geschieht innerhalb des ER. Eine
sogenannte "Flippase" (Rft1) Uberfuhrt das Intermediat in das Lumen des ER
(Helenius et al., 2002). Vier weitere Mannose- und drei Glukosereste werden nun
nacheinander durch spezifische Mannosyl- und Glukosyltransferasen auf das
lipidverknupfte Oligosaccharid bis zur vollstandigen Struktur Dol-P-P-
GIcNAc;MangGlc; Ubertragen. Die Mannosereste werden dazu zuvor im
Zytoplasma von GDP-Mannose auf Dolichol-Phosphat transferiert und an diesem
Lipidcarrier (LEC35 protein) ins Lumen des ER transportiert. Die Glukosereste
gelangen uber einen vergleichbaren Mechanismus in das Lumen, nachdem sie
von UDP-Glukose auf Dolichol-Phosphat Ubertragen worden sind (Hirschberg et
al., 1998; Anand et al., 2001).

Im Anschluss erfolgt die cotranslationale covalente Ubertragung des vollstandigen
GIcNAc;MangGlcs-Oligosaccharids unter Freisetzung von Dolicholpyrophosphat
auf ein naszierendes Protein. Dieser Schritt wird durch einen
Oligosaccharyltransferase-Komplex katalysiert, der die Amidgruppen von Asn-
Resten in der Konsensus-Sequenz Asn-X-Ser/Thr (wobei X jede beliebige
Aminosaure aulier Pro und Asp reprasentiert) als unmittelbaren Akzeptor nutzt.
Noch im Lumen des ERs setzen sogenannte ,Trimming“-Schritte durch die
Glukosidasen | und Il ein, die die drei terminalen Glukosereste abspalten und Teile
der Protein-Qualitatskontrolle sind. Die korrekte Faltung des Glykoproteins wird
durch ein Wechselspiel zwischen der UDP-Glukose-Glykoproteintransferase und

dem ER-standigen membrangebundenen Chaperon Calnexin mit seinem Islichen



Homologon Calreticulin sowie der all-Glukosyltransferase kontrolliert (Tatu und
Helenius, 1997). Eine a-Mannosidase entfernt einen ersten Man-Rest des
Glykoproteins, bevor es als Dol-P-P-GlcNAc,-Mang vesikular zum Golgi weiter
transportiert wird. Im Golgi folgen weitere Strukturveranderungen. Andere a-

Mannosidasen verkirzen das Oligosaccharid zum Mans-GIcNAc,-Rest.
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® = Glukose C\-\'\..\= Congenital Disorders of Glycosylation (CDG)
Abb. 1: Biosynthese der Glykoproteine mit Darstellung der bislang entdeckten

Glykosylierungsdefekte CDG-la bis -Ig und CDG-lla bis —IIL (mit freundlicher
Genehmigung von Prof. Kérner, Heidelberg, www.klinikum.uni-heidelberg.de/1-Die-
Glykoproteinbiosynthese.9504.0.html).



Im Golgi wird dann anhand weiterer Trimming und Elongationsschritte, die durch
die Aminosauresequenz des jeweiligen Glykoproteins vorgegeben sind,
entschieden, ob das synthetisierte Oligosaccharid spater dem komplexen,

hybriden oder mannosereichen Typ zugeordnet wird (Abb.: 2).
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Abb. 2: Dargestellt sind die drei Typen der synthetisierten Oligosaccharide. Der

komplexe, der hybride und der mannosereiche Typ. Gemeinsam ist den drei

Typen die Kernregion in der gestrichelten Flache.

Allen N-glykosidischen verknupften Oligosaccharidseitenketten gleich ist die
Kernregion GIcNAc;Mans;, Am haufigsten findet sich bei Vertebraten extrazellular
das N-Glykan vom komplexen Typ. Durch spezifische Glykosyltransferasen
werden im medialen und trans-Golgi-Komplex die fur jedes Protein typischen
peripheren Saccharidreste wie drei N-Acetylglukosamin-, drei Galaktose-, einen
Fucose- oder auch drei Sialinsaurereste Ubertragen. Es entstehen
Oligosaccharide mit grof3er Diversitat in Bezug auf die einzelnen Saccharidreste,
als auch in der Anzahl der Verzweigungen des Oligosaccharides (Kornfeld und
Kornfeld, 1985).

Zusammenfassend kann der Prozess der N-Glykosylierung in drei Schritte
unterteilt werden; die Synthese des lipidverknlipften Oligosaccharides GIcNAc;-
ManeGlcsz im ER, die cotranslationale Ubertragung auf Asparaginreste eines

Proteins und die Modifikation des Glykoproteins im Golgi.



1.3 Defekte der N-Glykosylierung

Defekte der Glykoproteinbiosynthese sind erst seit kurzem bekannt (Jaeken et al.,
1980, 1984), obwohl Uber 300 verschiedene Glykosyltransferasen, Glykosidasen
und Transportproteine an dem komplexen Vorgang der Glykoproteinbiosynthese
beteiligt sind und Uber 1% des menschlichen Genoms diese Proteine kodieren
(Freeze, 1998). Der belgische Kinderarzt Jaak Jaeken bezeichnete diese
Erkrankung, die er bei einem eineiigen Zwillingspaar mit psychomotorischen
Retardierungen beobachtet hatte, zunachst als ,Carbohydrate Deficient
Glykoprotein Syndrom® (CDGS) (Jaeken et al., 1980). Die biochemische Ursache
war ihm noch nicht bekannt und wurde erst 15 Jahre spater aufgeklart (van
Schaftingen und Jaeken, 1995). Inzwischen wurde eine Vielzahl genetischer
Defekte in der Glykoproteinbiosynthese identifiziert und auch Defekte anderer
Glykokonjugate wie z.B. Glykolipide wurden bereits beschrieben. Auf dem ,First
International Workshop on CDGS* (Leuven, Belgien, 12./13. November 1999)
wurde deshalb eine Umbenennung der Krankheitsgruppe von CDGS in das
allgemeinere ,Congenital Disorders of Glycosylation* (CDG) beschlossen (Aebi et
al., 1999). Dabei werden diese autosomal rezessiv vererbten Defekte je nach
Lokalisation in zwei Gruppen unterteilt: In der Gruppe | werden alle Defekte
eingeordnet, welche die Synthese der dolicholverknipften Oligosaccharide
einschliellich ihres Transfers auf das neusynthetisierte Protein betreffen, und in
der Gruppe Il alle Erkrankungen, deren Ursache Fehler in den nachfolgenden
Modifikationen des Glykoproteins darstellen. In der zeitlichen Reihenfolge der
Aufklarung ihrer molekularen Ursachen erfolgt die Untergruppierung durch kleine

Buchstaben.
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Tab. 1: Aktuelle Liste veroffentlichter CDG-Typen identifizierter Patienten.
(*OMIM = online Mendelian inheritance in man)
CDG- | betroffenes | Enzym Referenz *OMIM |Anzahl
Typ |Gen bisher
bekannter
Falle
la PMM?2 Phosphomannomutase Il |van 212065 |>700
Schaftingen
und Jaeken,
1995
Ib PMI Phosphomannose Niehues et |602579 |> 20
Isomerase al., 1998
Ic hALG6 Dol-P-Glc:MangGIcNACc,-P- | Koérner et al., |603147 |> 30
P-Dol-a-1,3- 1998; Burda
Glukosyltransferase et al., 1998;
Imbach et
al., 1999
Id hALG3 Dol-P-Man:MansGIcNAc,- |Korner et al., [601110 |>8
P-P-Dol-a-1,3- 1999
Mannosyltrasferase
le DPM1 Dol-P-Man-Synthase | Kim et al., 603503 |>7
2000;
Imbach et
al., 2000
If MPDU1 Man-P-Dol- Kranz etal.,, |609180 |>5
utilisation1/Lec35 2001,
Schenk et
al., 2001
g hALG12 Dol-P-Man:Man;GIcNAc,- |Thiel etal., [607143 (>7
P-P-Dol-a-6- 2002;
Mannosyltransferase Chantret et
al., 2002;

Grubenmann




et al., 2002
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lh hAIg8 Dol-P- Chantretet |608104 |>4
Glc:GlcMangGIcNACc,-P-P- |al., 2003;
Dol-a-3- Schollen et
Glukosyltransferase al., 2004
li hALG2 GDP-Man: ManGIcNAc,-P- | Thiel et al., |607906 |> 1
P-Dol-Mannosyltransferase | 2003
lj DPAGT1 UDP-GIcNAc-Dol-P-N- Wu et al., 608093 |>1
Acetylglukosamin 2003
Ik ALG1 Beta-1,4- Schwarz et |608540 |>4
Mannosyltransferase al., 2004;
Kranz et al.,
2004
| ALG9 Mannosyltransferase Dol- |Frank et al., 608776 |>2
P-Man: Mane- und Mang- [ 2004,
GlucNAc-P-P-Dol- Weinstein et
Mannosyltransferase al., 2005
TMEM15 Dolichol-Kinase Kranz etal.,, |610768 |>4
2007a
In RFT1 MansGIcNAc,-PP-Dol- Haeuptle et 612015 |> 1
Flippase al., 2008
DPM3 Dolichol-Phosphat- Lefeber et 612937 |(>1
Mannosyltransferase al., 2009
subunit 3
Ip ALG11 GDP-Man:Man3GIcNAc2- |Rind etal., |613666 |>2
PP-dolichol-alpha1,2- 2010
Mannosyltransferase
Iq SRD5A3 Steroid-5alpha-Reduktase |Cantagrel et |612379 |>19
Typ 3 al., 2010.
lla MGAT2 GIcNAc-Transferase 2 Jaeken et 212066 |>3
al., 1994;
Tan et al.,

1996
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lib GCS1 o-1,2-Glukosidase | de Praeter et 606056 |> 1
al., 2000
lic FUCT1 GDP-Fucose-Transporter |LUbke et al., [266265 |>5
1999; Liibke
et al., 2001,
Lihn et al.,
2001
lid B4GALT1 |UDP-Gal:GIcNAc-B-1,4- Hansske et |607091 |> 1
Galaktosyltransferase | al., 2002;
Peters et al.,
2002;
lle COG7 Conserved oligomeric golgi [ Wu et al., 608779 (>8
complex subunit 7 2004
lif SLC35A1 |CMP-sialic acid transporter | Willig et al., |[603585 |> 1
2001;
Martinez-
Duncker et
al., 2005
lig COG1 Conserved oligomeric golgi | Foulquier et |611209 |>3
complex subunit 1 al., 2006
Illh COG8 Conserved oligomeric golgi | Foulquier et [{611182 |>2
complex subunit 8 al., 2007;
Kranz et al.,
2007b
li COG5 Conserved oligomeric golgi | Paesold- 613612 =1
complex subunit 5 Burda et al.,
2009
llj COGH4 Conserved oligomeric golgi | Reynders et |613489 |>3
complex subunit 4 al., 2009
1]l COG6 Conserved oligomeric golgi | Lubbehusen >1
complex subunit 6 et al., 2010
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Da Glykoproteine an sehr vielen wichtigen biologischen Prozessen beteiligt sind,
auBern sich Stérungen in ihrer Biosynthese zumeist multisystemisch. Ubergreifend
auf alle Subtypen des CDG-Syndroms leiden die meisten Patienten unter
schweren Entwicklungsstérungen, psychomotorischen Retardierungen,
Muskelhypotonie, Hirnatrophien und Krampfanfallen. 1987 beschrieben Jaeken et
al. neben dem fur CDG-Patienten typischen Phanotyp auch die verminderte
Anzahl der Glykoproteine und die fehlenden Sialinsaure-, Galaktose- und N-
Acetylglukosaminreste in Serum-Glykoproteinen. Verdachtspatienten werden
routinemalig auf veranderte Glyko-Strukturen ihres Serum-Transferrins hin
untersucht. Transferrin ist ein in der Leber gebildetes Plasmaprotein, welches
freies Eisen bindet und transportiert. Es tragt an den Asparaginresten 413 und 611
zwei biantennare sialylierte Oligosaccharide vom komplexen Typ (Spik et al.
1975). Die jeweiligen Sialinsaurereste sind an ihrem Ende negativ geladen, so
dass Transferrin in seiner Tetrasialoform vier negative Ladungen tragt
(MacGillivray et al., 1983) (Abb.: 3).

@ﬁ @ﬁ

H2N- 413 611 -COOH
1 679
Abb. 3: Schematische Darstellung des humanen Serum-Transferrins. Das Serum-

Transferrin ist an den Asparaginresten 413 und 611 jeweils mit einem biantennaren
N-Glykan vom komplexen Typ verknUpft und tragt vier terminale negativ geladene

Sialinsaurereste (mit freundlicher Genehmigung von Dr. C. Thiel, Heidelberg).

Fehlen wie bei CDG-I-Typen eine oder beide N-Glykanseitenketten, verschiebt
sich aufgrund des damit verbundenen Verlustes der negativ geladenen
Sialinsaurereste der isoelektrische Punkt des Transferrins. In der isoelektrischen
Fokussierung (IEF) zeigen sich damit neben einer vermindert ausgepragten
Tetrasialoform auch disialo- und asialo-Formen. Bei CDG-la liegt der Grund hierfur

in Mutationen im Gen fir das Enzym Phosphomannomutase Il, welches im Zytosol
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die Umsetzung von Man-6-P zu Man-1-P katalysiert. Die verminderte Aktivitat des
Enzyms resultiert in einer Reduktion des GDP-Mannose-Pools (van Schaftingen
und Jaeken, 1995; siehe Seite 14).

1.4 CDG-la

1.4.1 Klinische Prasentation der CDG-la-Patienten

Patienten mit CDG-la zeigen ein heterogenes Bild verschiedenster Symptome mit
unterschiedlich starker Auspragung. Dieses ist vor allem abhangig von der
Restaktivitat der Phosphomannomutase 1l, dem genetischen familiaren
Hintergrund sowie auch dem Lebensalter. Sinnvoll ist die Einteilung der

Symptome nach einzelnen Organsystemen:

NEUROLOGISCHE MANIFESTATIONEN:

Bei Neugeborenen fallt frihzeitig eine axiale Hypotonie der Muskulatur auf. Hinzu
konnen spater eine periphere Muskelatrophie mit Verlust der tiefen Sehnenreflexe
kommen (Kjaergaard et al., 2001). Die Nervenleitgeschwindigkeit ist ab dem
sechsten bis achten Monat besonders an den unteren Extremitaten vermindert
(Kristiansson et al., 1989; Jaeken und Stibler, 1989). Psychomotorische und
mentale Retardierung, Dysarthrie, Ataxie sowie eine cerebellare Hypoplasie sind
ubliche Befunde. Es wird auch von supratentoriellen Atrophien berichtet
(Kjaergaard et al., 2001). Bei einigen Kindern bildet sich eine Epilepsie aus, die
sowohl generalisierter als auch fokaler Natur sein kann (Kjaergaard et al., 2001).
Ophthalmologisch findet man Nystagmen und einen Strabismus convergens.
Spater kann sich eine Retinopathia pigmentosa mit progressiver Blindheit
entwickeln (Andréasson et al., 1991).

Auch koénnen schlaganfallsartige Symptome mit Hemiplegie und/oder Koma

auftreten, die sich aber meist vollstandig zurtckbilden (Jaeken und Stibler, 1989).

GASTROINTESTINALE SYMPTOME:
Es fallt im Allgemeinen eine Schwierigkeit bei der Nahrungsaufnahme auf. Die
Kinder erhalten hochkalorische Ernahrungszusatze, manche mussen durch

Nasen- oder Magensonde ernahrt werden. Besondere Probleme kdnnen durch
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Erbrechen, Diarrhoe, Steatorrhoe und Anorexie entstehen, woraus haufig eine

Entwicklungsstorung resultiert (Petersen et al., 1993).

LEBER-DYSFUNKTIONEN:

Haufig laRt sich eine Hepatomegalie mit erhdhten Serum-Transaminasen
nachweisen, die sich aber im weiteren Lebensverlauf meist normalisieren (Freeze
2001; Damen et al., 2004). Prothrombin, Antithrombin Ill, Protein C und S sowie
auch die Konzentrationen von weiteren Fakoren der Gerinnungskaskade und
Albumin sind meist erniedrigt (Van Geet und Jaeken, 1993). Daraus resultierende
Blutgerinnungsstorungen konnen sowohl zu Blutungen als auch zu Thrombosen

fuhren (Kjaergaard et al., 2001; Krasnewich et al., 2007).

KARDIALE BETEILIGUNG:

Echokardiographisch sieht man in vielen Fallen Perikardergiisse (Kjaergaard et
al., 2001). Unter Umstanden kann sich auch schnell nach der Geburt eine
hypertrophe obstruktive Kardiomyopathie (HOCM) entwickeln (Clayton et al.,
1992).

ENDOKRINOLOGISCHE SYMPTOME:

Bei weiblichen Patienten findet man einen hypergonadotropen Hypogonadismus,
wodurch sie nicht in die Pubertat gelangen kénnen. Die inneren Genitalien sind
hypoplastisch und nur durch eine Ostradiol-Therapie konnte bei einigen Madchen
eine Entwicklung der Brustdrisen und Pubesbehaarung induziert werden
(Kjaergaard et al., 2001). Auch bei den mannlichen Patienten kdnnen

minderentwickelte Hoden beobachtet werden.

DYSMORPHE ZEICHEN:

Neugeborene kdnnen je nach Schweregrad durch charakteristische dysmorphe
Zeichen wie invertierte Brustwarzen und ungewdhnliche Fettansammlungen im
Oberarm- und Gesalibereich auffallen (Clayton et al., 1992), die allerdings
transient sind (Kristiansson et al., 1989). Hinzu kommen schrag aufsteigende
mandelférmige Augenlider und ein prominenter Unterkiefer mit weit voneinander
entfernt stehenden bleibenden Zahnen. Auch kénnen sich eine Kyphoskoliose und

Osteopenie entwickeln (Kjaergaard et al., 2001).
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Die klinischen Symptome bei CDG-la-Patienten sind zum Teil sehr heterogen.
Einige Patienten zeigen einen sehr leichten Verlauf auch ohne Einbeziehung der
inneren Organe, andere wiederum leiden schon frih unter lebensbedrohlichen
Komplikationen unterschiedlichster Ursache. Obligat bei allen CDG-la-Fallen sind
aber axiale Hypotonie, cerebellare Hypoplasie und Strabismus. Insgesamt liegt die
Mortalitat in den ersten Lebensjahren wegen schweren Infektionen, Herz- und
Leberfunktionsstorungen bei 20% (Jaeken und Carchon, 1993). Im spateren
Lebensalter scheint sich die Erkrankung zu stabilisieren (Matthijs et al., 2000;
Kjaergaard et al., 2002).

1.4.2 Biochemie und Genetik von CDG-la

Van Schaftingen und Jaeken berichteten 1995 Uber eine auf bis zu 10 % des
Normalen gesunkene Aktivitat der Phosphomannomutase (PMM) in Fibroblasten
von CDG-la-Patienten. Im Zytosol setzt dieses Enzym Mannose-6-Phosphat zu
Mannose-1-Phosphat um. Aufgrund der verringerten Aktivitdt resultiert eine
verminderte Konzentration der nachfolgenden Intermediate Mannose-1-Phosphat,
GDP-Mannose, GDP-Fucose und Dol-P-Man (Rush et al., 2000). Das Substrat
Mannose-6-Phosphat ist dabei nicht erhdht. Wahrend gesunde Fibroblasten
uberwiegend Dol-P-P-GIcNAc,-MangGlcs produzieren, werden in Fibroblasten von
CDG-la-Patienten durch den Mangel an Intermediaten vor allem verkirzte
Dolichol-verknupfte Oligosaccharide synthetisiert. Diese werden durch den
Oligosaccharyltransferase-Komplex mit geringerer Effizienz Ubertragen. Im Fall
des Markerproteins Transferrin entstehen daher zur Halfte Glykoproteine mit nur
einer der beiden Oligosaccharidketten. Verklrzte Glykanstrukturen kommen nicht
vor (Yamashita et al., 1993; Wada et al., 1992,1994).

Es wurden nachfolgend zwei Isoenzyme fur PMM entdeckt, PMM1 und PMM2
(Matthijs et al., 1997a,b), die sich durch ihre Kinetik, Antigenitat und Struktur
unterscheiden. Bis jetzt konnte aber nur PMM2 (OMIM 601785) mit fast 90
verschiedenen Mutationen in Uber 400 Familien als Ausloser fur CDG-la eruiert
werden. Krankheitsauslésende Mutationen in PMM1 (OMIM 601786) sind bis jetzt

nicht beschrieben worden; auch zeigte ein Pmm1-Knock-Out-Mausmodell keinen
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pathologischen Phanotyp (Cromphout et al. 2006), so dass die physiologische
Funktion des Proteins bislang unklar ist.

Das Gen fur PMM2 liegt auf Chromosom 16p13 und codiert flr ein 246
Aminosauren langes Protein. Bei den bislang identifizierten Mutationen handelt es
sich meistens um Missense-Mutationen, die auf Grund von Basenaustauschen
entstehen. Daneben gibt es seltene Mutationen, die zu Frameshift- oder Splice-
Varianten fuhren. Betrachtet man die Verteilung der Mutationen auf dem acht
Exons enthaltenden Gen, fallt auf, dass die meisten Mutationen auf den Exons 5

und 8 lokalisiert sind.

Die beiden haufigsten Mutationen sind R141H (422 G>A) und F119L (357 C>A)
mit einem Anteil von 35% respektive 13% aller mutierten Allele. Einen
interessanten Aspekt stellt die geographische Verteilung dieser beiden Mutationen
dar. R141H wurde in allen kaukasischen Populationen gefunden und variiert von
23% in Spanien bis 45% in Belgien. Analysen des Haplotyps weisen fur R141H
auf eine sehr alte Mutation hin, die sich im Laufe der Zeit sehr weit verbreitet hat
(Schollen et al., 2000). Fur F119L gibt es einen eindeutigen Schwerpunkt in Sud-
Skandinavien. In Danemark ist diese Mutation mit 48% an allen PMM2-Mutationen
beteiligt, wahrend sie im Mittelmeerraum noch nicht beobachtet wurde. Nimmt
man beide Mutationen zum Genotyp R141H/F119L zusammen, deckt man in
Skandinavien 72% der CDG-la-Genotypen ab.

Bei dem Genotyp R141H/R141H ist es anders. Obwohl anhand der beobachteten
Trager-Frequenz fir R141H von 1/72 (q) in der danischen und niederlandischen
Bevdlkerung unter Beachtung des Hardy-Weinberg-Gesetzes (p*+2pg+qg?=1) eine
Homozygoten-Quote von 1/20.700 (g°) zu erwarten ware und dieser Genotyp
demnach zu 45% bis 60% unter den CDG-la-Patienten zu finden sein musste,
wurde bis jetzt nicht ein einziger Patient entdeckt (Kjaergaard et al., 1998; Matthijs
et al., 1998; Bjursell et al., 2000). Dies lasst vermuten, dass dieser Genotyp letal
ist (Schollen et al., 2000). Unterstutzt wird die These durch Untersuchungen an
rekombinanten R141H-Proteinen, deren enzymatische Aktivitat gegen null geht
(Pirard et al., 1999). Im Gegensatz dazu zeigen Mutationen wie F119L und D65Y
deutlich héhere Restaktivitdten und konnten auch als homozygoter Genotyp

nachgewiesen werden. Homozygotien oder compound-Heterozygotien fur
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Mutationen, die eine Phosphomannomutase ohne Restaktivitat erzeugen,

scheinen letal zu sein (Matthijs et al., 2000).

1.5 Zielsetzung

Unter den bisher bekannten CDG-Syndromen ist CDG-la die haufigste
Erkrankung. Dennoch sind viele Fragen im Bereich Biochemie, Pathophysiologie
und Kilinik unklar. Bisher unternommene Therapieversuche haben sich bei
Patienten als erfolglos erwiesen. Um weiterflhrende Untersuchungen zu
ermoglichen, soll ein Mausmodell generiert werden.

Um einen Phanotyp zu schaffen, der dem Menschen mdglichst ahnlich ist und die
Probleme einer embryonalen Letalitdt umgeht, wurden zwei Modelle geplant,
welche die entsprechenden humanen Mutationen F119L und R141H tragen. Da
das Pmm2-Enzym der Maus etwas kurzer als das menschliche ist, sind die zu
generierenden murinen Mutationen F115L und R137H.

Verpaarungen dieser rekombinanten Mause wurden dann eine phanotypische
Bandbreite vom milden bis hin zum schwer ausgepragten Kklinischen Bild
hervorbringen.

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der Herstellung zweier, mittels der Knock-
In-Strategie generierten, Gene-Targeting-Vektoren, die zur Transfektion
embryonaler Mausstammzellen genutzt werden koénnen. Nach erfolgreichem
Einbau dieser Vektoren durch homologe Rekombination sollen die transgenen
Stammzellen in Mausembryonen, die sich im Blastozystenstadium befinden,
mikroinjiziert ~werden. Daraus entstandene Chimaren koénnten nach
entsprechenden Verpaarungen Mausmodelle mit den Genotypen F115L/F115L
und F115L/R137H erzeugen.



2 Material und Methoden

2.1 Material

21.1 Gerate

Analysenwaagen Typ M5P und CP3202P
Biofuge pico
Brutschrank Typ 2771

DNA-Sequenzer Typ 310

Durchlicht-Mikroskop Typ ID03
Eismaschine

Elektrophoresekammern fur Agarosegele
Elektroporator Typ Gene Pulser
Eppendorfzentrifugen Typ 5402, 5414,
5415D

Eraser fur Phosphoimager-Screens
Filmentwicklungsmaschine Typ Curix 60
Fujix Bio Imaging Analyzer Typ BAS 1000
Gefrierschrank -80°C

GeneAmp PCR System 2400

GeneAmp PCR System 2700

Handcounter Typ LB122
Heizblock Typ Thermostat 5320
Inkubationsschuttler Typ G25

Inkubator mit Drehrad

Inkubator, wasserummantelt, geregelte
CO,-Atmosphare

JA-10/20-Rotoren flr Kihlzentrifuge Typ
J2-MC
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Sartorius, Géttingen
Heraeus, Osterode
Heraeus, Osterode, Kottermann,
Haningsen

ABI Applied Biosystems, Foster
City, USA

Zeiss, Oberkochen

Ziegra, Isernhagen

Eigenbau, Werkstatt des Instituts
BioRad, Munchen

Eppendorf, Hamburg

Raytest, Straubenhardt
Agfa-Gevaert, Leverkusen

Fuji, Elmsford, USA

Colora Messtechnik, Lorch

Perkin Elmer. Wellesley, USA
Applied Biosystems, Foster City,
USA

Berthold, Bad Wildbad

Eppendorf, Hamburg

New Brunswick Scientific, Edison,
USA

Schutt Labortechnik, Gottingen
Forma Scientific,

Marietta, USA

Beckmann, Minchen



Kapazitatserweiterer fur Elektroporator
Kuhlzentrifuge Typ J2-MC
Kuhlzentrifuge Typ MikroRapid/K
Magnetriuhrer Typ Ika-Combimag Reo
Micro-Pipetten (20, 200, 1000 ul)

Microprep Zentrifuge

Mikrowellenherd

pH-Meter Typ InoLab

Pipette (10 ul)

Pipettierhilfe Typ Pipet Aid XP
Schuttelwasserbad
Spannungsgerate
Spektralphotometer Typ Uvikon 932
Sterilbank Typ Lamin Air HLB2448
Sterilbank Typ SG400
Stickstofftank Biosafe Chronos
Thermomixer Typ compact und 5436
Typ Tecnoclav 50

Video-Drucker

Video-Kamera

Vortex-Genie 2

Waage Typ 1265MP
Warmeschrank

Wasserbad Typ 1003

Wipptisch Typ Rocky
Zentrifuge Typ Labofuge

212 EDV

Hardware:
Apple Macintosh Typ Power 7300/200
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BioRad, Munchen

Beckmann, Minchen

Hettich, Tuttlingen

Janke & Kunkel, Staufen

Gilson, Middleton, USA

Stat Spin Technologies, Norwood,
USA

Siemens, Munchen

WTW, Weilheim

Eppendorf, Hamburg

Drummond, Broomall, USA
Koéttermann, Haningsen, Goéttingen
Holzel, Minchen

Kontron Instruments, Eching
Heraeus, Osterode

Baker Company, Sanford, USA
Messer, Griesheim

Eppendorf, Hamburg

Tecnorama, Zurich, Schweiz

Intas, Gottingen

Intas, Gottingen

Bender & Hobein, Zurich, Schweiz
Sartorius, Gottingen

Memmert, Schwabach
Gesellschaft  fur  Labortechnik,
Burgwedel

Itf Labortechnik, Wasserburg

Heraeus, Osterode

Apple Macintosh, Cupertino, USA



Apple Laser Writer Typ 16/600 PS
Scanner Typ CanoScan D660U

Software:

Adobe-Photoshop 6.0

DNAStar (MegAlign, MapDraw,
Protean, EditSeq)

Windows 98

Windows Office 98 (Word, Power
Point)

Image Reader

Image Gauge 3.0

ClarisWorks

2.1.3 Verbrauchsmaterial

6- bzw. 24-Napf-Zellkulturplatten
Einfrierkasten
Elektroporationskuvetten
Gewebekulturschalen (3, 6, 10, 15 cm)
Glaskolben

Hybond-N Filter (82 mm, 132 mm)
Kryordhrchen

Parafilm

Pasteurpipetten

PCR-Gefalie Multiply-Pro (0,2 ml)
Phosphoimager-Screen
Pipettenspitzen

Plastikpipetten, steril (2, 5, 10, 25 ml)
Plastik-Reaktionsgefalle (0,5; 1,5; 2 ml)
Plastikréhrchen (10, 15, 50 ml)
Plastik-Spritzen Ecoject, steril (10 ml)

Apple Macintosh, Cupertino, USA
Canon, Krefeld

Adobe, San Jose, USA
DNAStar, Madison, USA

Microsoft, Bellevue, USA
Microsoft, Bellevue, USA

Fuji, ElImsford, USA

Fuji, ElImsford, USA

Claris Corporation, Santa Clara,
USA

Greiner, Nurtingen

National Lab, MdlIn

Biorad, Minchen

Greiner, Nurtingen

Schott, Mainz

Amersham, Braunschweig
Nunc, Wiesbaden
American National, Chicago, USA
Schutt, Gottingen

Sarstedt, NUmbrecht

Fuji, ElImsford, USA
Sarstedt, Nimbrecht
Greiner, Nurtingen
Sarstedt, NUmbrecht
Sarstedt, NUmbrecht
Dispomed Witt, Gelnhausen
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Roéntgenfilme XAR-5 Kodak, Stuttgart

Skalpelle, steril Braun, Melsungen

Sterilfilter (0,2 und 0,45 um) Sartorius, Gottingen
Whatman-Papier (3 mm) Whatman-Vertrieb, Goéttingen
Zentrifugenbecher (JA 10/20 Beckmann, Minchen
Polypropylen)

2.1.4 Chemikalien

Die Chemikalien wurden von den Firmen Difco, Detroit, USA; Merck, Darmstadt;
Pharmacia, Freiburg; Sigma, Deisenhofen und Serva, Heidelberg im

Reinheitsgrad pro analysi bezogen.

Agar Sigma
Agarose Sigma
Bacto-Hefe-Extrakt Difco
Bacto-Trypton Difco
Dextransulfat Pharmacia
EDTA-Naz x H,0O Merck
Ethanol Merck
Ethidiumbromid Serva
Ficoll Sigma
H,O HPLC-Reinheitsgrad Merck
IPTG Sigma
Natriumacetat Merck
NaCl Merck
SDS Sigma
NaOH Merck
Polyvinylpyrrolidon Serva
HCI Merck
Tris Merck

X-Gal Sigma
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2.1.5 Puffer und Stammlosungen

Alle verwendeten Losungen wurden nach Vorschriften aus dem Laborhandbuch
von Sambrook et al. (1989) angesetzt. Das verwendete Wasser wurde zuvor

doppelt destilliert.

1 M Tris/HCI 121,1 g Tris wurden in 800 ml H,O gelost, der pH-Wert mit
konzentrierter HCI auf Werte zwischen 7,2 und 9,0 eingestellt,
das Volumen auf 1 | eingestellt und autoklaviert.

20 x SSC 175,3 g NaCl und 88,2 g Na-Citrat wurden in H,O gel6st, der
pH-Wert auf 7,0 eingestellt und das Volumen auf 1 | aufgefullt.

50 x Denhardts 1 % Ficoll, 1 % Polyvinylpyrrolidon und 1 % BSA in H,O

0,5M EDTA 181,1 g EDTA-Na; x 2 H,O wurden in 800 ml H,O geldst, der
pH-Wert mit 20 g NaOH oder konzentrierter Natronlauge auf

8,0 eingestellt, das Volumen auf 1 | aufgefullt und autoklaviert.

Weitere spezielle Lésungen sind bei der entsprechenden Methode aufgefihrt.

2.1.6 Medien zur Anzucht prokaryontischer Zellen

LB-Medium: 10 g Bacto-Trypton, 5 g Bacto-Hefe-Extrakt und 5 g NaCl wurden in
800 ml H,0O bidest. geldst, auf pH 7,5 eingestellt, mit H,O bidest. auf
1 | aufgefullt und autoklaviert. Zur selektiven Bakterienanzucht wurde

Ampicillin mit einer Endkonzentration von 200 pg/ml zugefugt.

Zur selektiven Bakterienanzucht auf Agarplatten wurden dem LB-Medium vor dem
Autoklavieren 15 g Agar pro Liter zugesetzt. Nach dem Autoklavieren und einer
Abkuhlung auf 50°C wurde Ampicillin mit einer Endkonzentration von 200 ug/ml
zugeflgt. Die Agarlésung wurde in 9-cm-Petrischalen gegossen, bei RT abgekuihit

und anschlieRend bei 4°C unter Lichtausschluss gelagert.
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2.1.7 Zellkulturmedien, Medienzusatze und Losungen zur Arbeit

mit eukaryontischen Zellen

Medien, Medienzusatze und Losungen wurden von den Firmen Boehringer,

Mannheim; Gibco BRL, Eggenstein; Merck, Darmstadt; Serva, Heidelberg und

Sigma, Mlinchen bezogen.

BSA

B-Mercaptoethanol, 14 M
DMSO

DMEM, Knock-Out

FKS, (ES-Cell tested)

LIF

L-Glutamin

MEM/HEPES

Mitomycin C

Na-Pyruvat

non-essential amino acids
PBS

Trypsin-EDTA, (0.25% und 0.05%)

Serva
Sigma
Merck
Gibco BRL
Hyclone,
Chemicon
Gibco BRL
Gibco BRL
Sigma
Gibco BRL
Gibco BRL
Gibco BRL
Gibco BRL

Weitere spezielle Medien und LOsungen sind bei der entsprechenden Methode

aufgefuhrt.

21.8 Enzyme, Standards und Antibiotika

1-kb-Ladder

Ampicillin

Geneticin® (G418)
Penicillin/Streptomycin
Pfu-Turbo-DNA-Polymerase
Alkalische Phosphatase

Proteinase K

Gibco BRL, Eggenstein
Calbiochem, Frankfurt

Gibco BRL, Eggenstein
Gibco BRL, Eggenstein
Stratagene, Heidelberg
Boehringer, Mannheim

Boehringer, Mannheim



Restriktionsendonukleasen

T4-DNA-Ligase
Tag-DNA-Polymerase
Ultrapure dNTP Set

2.1.9 Oligonukleotide
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New England Biolabs, Beverly,
USA; MBI Fermentas, St. Leon-Rot

MBI Fermentas, St. Leon-Rot
Pharmacia, Freiburg

Pharmacia, Freiburg

Die verwendeten Oligonukleotide (Primer) wurden von der Firma IBA-Naps,

Gottingen bezogen.

2.1.10 Kits zur Bearbeitung von DNA

ABI PRISM Dye Terminator
AccuPrime™-Taq-DNA-Polymerase
Hot-Star-Tag-PCR-Kit

QIA-Plasmid Midi Kit

QIA-Plasmid Mini Kit

QIAquick Gel Extraction Kit
QuickChange in-vitro-Mutagenese-Kit
RediPrime Il DNA Labeling Kit

T4-Cloning Kit

2.1.11 Radioaktive Substanzen

a-[*?P]-dCTP, Redivue

Perkin ElImer Cetus, Norwalk, USA
Invitrogen, Karlsruhe

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Stratagene, Heidelberg
Amersham Pharmacia,
Braunschweig

New England Biolabs, Beverly,
USA

Amersham-Buchler, Braunschweig
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2.1.12 Vektoren

pBlueScript SK Il (+/-) Stratagene, Heidelberg

2.1.13 Bakterienstamme

Zur Amplifikation von DNA im Prokaryontensystem wurden Escherichia-coli-
Bakterien des Stamms XL-Blue (Genotyp: F':Tn10 proA™B* lacl? A
(lacZ)M15/recAl endAl gyrA96(Nal) thi hsdR17 (rKmK+) supE44 relAl lac)

verwendet.

2.1.14 Embryonale Stammzellen

Die verwendeten, als E-14.1 bezeichneten Zellen wurden aus Blastozysten von
129/0la-Mausen isoliert und von der Arbeitsgruppe von K. Rajewsky, Koln

bezogen.

2.1.15 Embryonale Mausfibroblasten (Feeder)

Die embryonalen Stammzellen wurden auf einem Feederrasen aus
G418®(Neomycin)-resistenten mausembryonalen Fibroblasten kultiviert. Diese
wurden aus Embryonen transgener Mause gewonnen, die eine Resistenz gegen
Neomycin besitzen (Muller et al., 1991). Tragende transgene Mause dieses
Stammes wurden freundlicherweise von der Arbeitsgruppe K. Rajewsky, Koln zur

Verfugung gestellt.

2.1.16 Mausstamme

Blastozysten wurden nach natirlichen Verpaarungen aus folgendem Mausstamm

(Mus musculus) isoliert:
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C57 BL/6J Inzuchtstamm, schwarz BRL, Basel, Schweiz (eigene Weiterzucht)

Als Ammen-Mautter dienten Mause des folgenden Stammes:

B6/CBF4 agouti eigene F¢-Zucht aus CBA/J-Mannchen
(Inzuchtstamm, agouti; BRL, Basel,
Schweiz) und C57BL/6J-Weibchen

Sterile Mannchen fiur die Bereitstellung pseudotrachtiger B6/CBF¢-Weibchen
(Foster-Mause) wurden durch Vasektomie der Mannchen des folgenden Stammes
generiert:

Moro Inzuchtstamm, weil} BRL, Basel, Schweiz

2.2 Molekularbiologische Methoden

2.21 Genmanipulation

Die Madglichkeit, eine Maus als Modell fur menschliche, genetisch-bedingte
Erkrankungen zu nutzen, wurde durch zwei wichtige Entwicklungen erreicht. 1981
gelang es zwei Laboratorien, embryonale Stammzellen (ES-Zellen) aus frihen
Maus-Embryonen zu isolieren und zu kultivieren (Martin, 1981; Evans und
Kaufman, 1981). Diese besalien die Eigenschaften der Pluripotenz, unbegrenzter
Selbst-Erneuerung in  vitro und die Fahigkeit, sich im Gewebe einer
Wirtsblastozyste zu entwickeln (Bradley et al., 1984). Des Weiteren wurde die
Fahigkeit von Sauger-Zellen beschrieben, eingebrachte DNA mit eigenen dazu
homologen Sequenzen zu rekombinieren (Smithies et al., 1985; Wong und
Capecchi, 1986). Spater wurde dies auch fur ES-Zellen belegt (Thomas und
Capecchi, 1987). Im Gegensatz zu frUiheren Methoden, die chemische und
physikalische Mutagenzien benutzten, ist es heute mdglich, spezifische und

gezielte Anderungen im Genom einer Maus vorzunehmen.
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2.2.1.1 ,gene targeting“ durch homologe Rekombination in
murinen ES-Zellen

Der molekularbiologische Mechanismus der gezielten Anderung des Genoms
(,gene targeting®) einer Maus durch homologe Rekombination ist noch nicht genau
geklart, scheint aber den ,crossing over“-Vorgangen bei der Meiose zu ahneln.
Durch Elektroporation lagert sich die in ES-Zellen eingebrachte DNA, z.B. ein
.,Gene-Targeting-Vector (GTV), an homologe DNA Abschnitte des residenten
Genoms an. Vermutlich ermdglichen ein Einzel- oder Doppelstrangbruch im Maus-
Chromosom und anschlieliende Reparatur-Mechanismen den Einbau des GTV
und somit den Austausch der beiden homologen Gen-Bereiche (Hasty et al., 1992;
Ramdas et al.,, 1991; Aratani et al.,, 1992; Orr-Weaver und Szostak, 1983;
Valancius und Smithies, 1991). Der mittels molekularbiologischer Methoden
konstruierte GTV kann erwlnschte Modifikationen wie z.B. Punktmutationen
enthalten. Da die homologe Rekombination in Saugerzellen ein seltenes Ereignis
ist, wird in den GTV zusatzlich ein Selektionsmarker, z.B. eine Neomycin (Neo)-
Kassette, eingefligt, welche eine Resistenz gegenliber dem Antibiotikum Geneticin
(G418®) vermittelt (Capecchi, 1989). Das Aminoglykosid Geneticin blockiert die
Proteinbiosynthese, kann aber durch die bakterielle Aminoglykosid-
Phosphotransferase, codiert durch die Neomycin-Kassette, inaktiviert werden.
Diese Positiv-Selektion ermdglicht das Erfassen von ES-Zellen, die zumindest die
Neo-Kassette in ihr Genom aufgenommen haben und die Phosphotransferase
exprimieren.

Des Weiteren wird die Effizienz der homologen Rekombination von mehreren
Faktoren beeinflusst. Die DNA des verwendeten GTV und die embryonalen
Stammzellen sollten gleicher Herkunft sein bzw. dem selben Mausstamm
entspringen (te Riele et al., 1992). Ein weiterer wichtiger Faktor sind moéglichst
lange genomische Homologien zwischen GTV und dem Zielgen (Deng und
Capecchi, 1992).

ES-Zellen, die durch G418° selektioniert wurden und in denen die homologe
Rekombination nachgewiesen werden konnte, werden durch Mikroinjektion in
Mausembryonen des Blastozystenstadiums gebracht. Wandern diese Zellen nun
in den Embryonalpool der Blastozyste ein, entsteht eine chimare Maus. Falls diese
ES-Zellen sich an der Entwicklung der Keimzellen beteiligt haben, konnen
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Verpaarungen dieser Chimaren Nachkommen hervorbringen, die das mutierte

Genom vollstandig ubernommen haben (Bradley et al., 1984).

2.2.1.2 Knock-Out-Maus

Mit Hilfe der oben genannten Techniken ist es mdglich, ein Gen gezielt
auszuschalten. Ein etabliertes Verfahren, um diese sogenannten ,Knock-Out"-
Mause zu generieren, ist das Einbringen eines Selektionsmarkers, wie z.B. eine
Neo-Kassette, in ein Exon des entsprechenden Gens. Der Leserahmen des Gens
wird dadurch unterbrochen und mit hoher Wahrscheinlichkeit ein Funktionsverlust
herbeigefuhrt (Capecchi, 1989).

2.2.1.3 Hypomorphes Mausmodell

Eine Moglichkeit einen vollstandigen Funktionsverlust eines Gens zu vermeiden
und lediglich das Gen dahingehend zu verandern, dass eine eingeschrankte
Funktion des codierenden Proteins resultiert (hypomorphes Allel), ist das
Cre/loxP-Rekombinations-System. Das Cre-Protein gehort in die Gruppe der DNA-
Rekombinasen und wurde in dem Bakteriophagen P1 entdeckt (Sternberg und
Hamilton, 1981; Hoess et al., 1982; Argos et al., 1986). Die Cre-Rekombinase
erkennt und bindet an eine spezifische DNA-Sequenz, genannt loxP. Befinden
sich zwei dieser loxP-Sequenzen auf dem gleichen DNA-Molekul und besitzen
beide dieselbe Orientierung, so wird der dazwischen liegende DNA-Bereich
herausgeschnitten und abgebaut. Diese Erkenntnis kann man dazu nutzen,
,saubere® Mutationen, z.B. eine Punktmutation, im Mausgenom zu generieren
(,Knock-In“). Dazu wird ein GTV verwendet, der zusatzlich zu dieser
Punktmutation eine Selektionskassette besitzt, die von zwei loxP-Sequenzen
eingeschlossen ist und in einem Intron liegt. Nach der Cre-Rekombinase-Reaktion
liegt neben der eingebrachten Punktmutation lediglich eine loxP-Sequenz mit der

Lange von 34 Basenpaaren als Artefakt im Genom vor. Diese Reaktion kann
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sowohl auf der Ebene der ES-Zellen per Elektroporation, als auch spater durch
Verpaarung der Maus mit einer genetisch manipulierten ,Cre-Maus®, die das Cre-
Rekombinase-Gen in ihrem Genom enthalt, durchgefuhrt werden. Zudem gibt es

Mdglichkeiten, die Cre-Rekombinase mittels Viren organspezifisch zu exprimieren.

2.2.2 Standardbedingungen und —methoden der
Molekularbiologie

Alle gentechnologischen Arbeitsschritte wurden nach molekularbiologischen
Standardmethoden und unter Beachtung der jeweiligen Sicherheitsvorschriften
durchgefuhrt. Reagenzien und Proben fur enzymatische Reaktionen wurden in der
Vorbereitung auf Eis gekuhlt. Nicht kauflich erworbene Medien, Puffer und
sonstige Losungen wurden mit bidestilietem Wasser angesetzt und
gegebenenfalls durch Autoklavieren oder Filtrieren sterilisiert.

Die im Folgenden beschriebenen Methoden und Vorschriffen wurden dem
Laborhandbuch ,Molecular cloning“ (Sambrook et al., 1989) entnommen, sofern

es nicht anders angegeben ist.

2.2.3 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Die Konzentration von DNA bzw. RNA wurde photometrisch ermittelt. Die
Messung erfolgte bei einer Wellenlange von 260 nm gegen H;O in einer
Quarzkuvette. ODzy = 1 entspricht einer Konzentration von 50 pg/ml
doppelstrangiger DNA bzw. 40 ug/ml RNA. Die Verunreinigung der DNA/RNA-
Probe durch Protein wurde anschlielend bei 280 nm gemessen. Hierbei sollte

sich fur reine DNA ein Wert von OD260:0D2g0 von 1,8 ergeben.
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2.2.4 Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen
(Lehrach und Frischauf, 1982)

Die Aktivitat von Restriktionsendonukleasen wird in Units (U) angegeben. Eine
Unit entspricht der Menge an Restriktionsenzym, die bendtigt wird, um 1 pg
Lambda-DNA in einer Stunde vollstandig zu verdauen. Um sicherzustellen, dass
der Verdau quantitativ ablauft, wurde die Enzymmenge und die Inkubationszeit
verdoppelt. Der Verdau genomischer DNA erfolgte Uber Nacht.
Reaktionsansatz: X ug DNA

2l 10x Puffer (nach Angaben der Hersteller)

2l 10x BSA (falls nach Angaben der Hersteller

erforderlich)
2U Restriktionsendonuklease
ad 20 pl H»0.

Der Ansatz wurde 2 h bei 37°C (bzw. dem jeweiligen Temperaturoptimum des
Enzyms) inkubiert und anschlieBend im Agarosegel analysiert. Praparative
Verdaue wurden in grolReren Volumina und mit entsprechend groRerer
Enzymmenge durchgeflnhrt.

Die Reaktionspuffer wurden gemal dem New England Biolab (NEB)- bzw. dem
MBI Fermentas-Puffersystem verwendet. Diese Puffer werden von den Herstellern
zusammen mit den Enzymen geliefert.

Das NEB-Puffersystem besteht neben enzymspezifischen Puffern aus vier

Basispuffern:

NEB 1: 10 mM Bis-Tris Propan/HCI (pH 7,0) + 10 mM MgCl, + 1 mM DTT

NEB 2: 10 mM Tris/HCI (pH 7,9) + 10 mM MgCl; + 1 mM DTT + 50 mM NacCl

NEB 3: 50 mM Tris/HCI (pH 7,9).+ 10 mM MgCl, + 1 mM DTT + 100 mM
NaCl

NEB 4: 20 mM Tris/Ac (pH 7,9) + 10 mM MgAcz + 1 mM DTT + 50 mM KAc

Das MBI-Puffersystem besteht neben enzymspezifischen Puffern aus finf
Basispuffern:
B*: 10 mM Tris/HCI (pH 7,5) + 10 mM MgCl, + 0,1 mM BSA
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G": 10 mM Tris/HCI (pH 7,5) + 10 mM MgCl, + 0,1 mM BSA + 50 mM NaCl
O™ 10 mM Tris/HCI (pH 7,5) + 10 mM MgCl, + 0,1 mM BSA + 100 mM NaCl
R*: 10 mM Tris/HCI (pH 8,5) + 10 mM MgCl, + 0,1 mM BSA + 100 mM KCI
Y*: 33 mM Tris/Ac (pH 7,9) + 10 mM MgAc; + 0,1 mM BSA + 66 mM KAc

Alle angegebenen Konzentrationen sind 1x-Konzentrationen; die Puffer wurden in

10x-Konzentrationen geliefert.

2.2.5 Auftrennung von DNA-Fragmenten in Agarosegelen

Zur Auftrennung von DNA-Fragmenten wurden Agarosegele verwendet, deren
Agarosekonzentration sich nach der GroRRe der zu trennenden DNA-Fragmente

richtete:

Agarosekonzentration [%] Trennbereich [kb]

0,6 1-20
0,9 05-7
1,2 04-6
1,5 02-4
2,0 0,1-3

Die erforderliche Agarosemenge wurde in 400 ml 1x-TAE im Mikrowellenherd
aufgekocht und nach Abkuhlen auf 55°C mit Ethidiumbromid versetzt
(Endkonzentration: 0,5 ng/ml). Die Losung wurde in eine Gelform gegossen und
bei RT abgekuhlt. Das erstarrte Gel wurde in eine mit 1x-TAE geflllte
Elektrophoresekammer Uberfuhrt, die Proben wurden mit DNA-Auftragspuffer
(10%ige Zusammensetzung) versetzt und in die vorgeformten Geltaschen
pipettiert. Die Elektrophorese wurde mit einer Spannung von 3-4 Viem?
durchgefuhrt. Durch das in die DNA-Doppelhelix interkalierende Ethidiumbromid
wurden die DNA-Fragmente unter UV-Licht mit 260 nm Wellenlange sichtbar, so
dass das Gel auf dem UV-Transilluminator analysiert werden konnte. Zur
Dokumentation wurde das Agarosegel auf dem UV-Transilluminator mit einem

Videosystem aufgenommen und ein Ausdruck des Bildes erstellt.
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2.2.6 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen
(QlAquick Gel Extraction Kit, Handbuch, 1999)

Ldsungen: Die Zusammensetzung der Puffer wird von Qiagen nicht angegeben.
Die zu isolierende DNA-Bande wurde unter UV-Licht (UV-Handlampe) aus dem
Agarosegel ausgeschnitten und das Gelstick gewogen. Nach Zugabe von 3
Volumen QG-Puffer wurde die Agarose durch Inkubation Uber 10 min bei 50°C
aufgelost. Die Losung wurde auf eine QlAquick-Zentrifugationssaule aufgebracht
und fur eine Minute bei 13000 rpm in der Eppendorfzentrifuge zentrifugiert, wobei
die DNA an die Saule bindet. Nach Waschschritten mit 500 ul QG-Puffer und 700
ul PE-Puffer wurde die Saule durch Zentrifugation getrocknet. Die Elution erfolgte
mit 30 pl 10 mM Tris/HCI pH 8,5.

2.2.7 Ligation eines DNA-Fragmentes in einen Vektor

Uber Ligation kénnen DNA-Fragmente in einen Vektor integriert werden. Dazu
wurden die DNA und der Vektor in getrennten Ansatzen mit den entsprechenden
Restriktionsendonukleasen verdaut, mittels Agarosegelelektrophorese aufgetrennt
und aus dem Gel isoliert. Der Vektor wurde dabei im Klonierungsabschnitt
(multiple cloning site, MCS) gedffnet. Um die Wahrscheinlichkeit des gewunschten
Ligationsereignisses zu erhdhen, wurde dem Restriktionsansatz des Vektors
Alkalische Phosphatase hinzugefiigt. Dadurch wird der Vektor an seinem 5'-
Terminus dephosphoryliert und kann nun nicht mehr in seiner ursprunglichen
Form, sondern nur unter Integration eines fremden Fragmentes ligiert und somit
rezikularisiert werden.

Die Ligation des Fragmentes in den Vektor erfolgte nach folgendem Schema:

Ligationsansatz: x ul Vektor-DNA
y ul DNA-Fragment (3-5 molarer Uberschuss)
1ul 10x T4-DNA-Ligase-Puffer (400 mM Tris/HCI
pH 7,8, 100 mM MgCl,; 100 mM DTT; 5 mM
ATP)
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1 ul PEG 4000 (50 % (w/v); bei blunt end-
Ligationen)
zul T4-DNA-Ligase (1 u/ul; 2 u bei sticky ends, 5 u
bei blunt ends)
ad 10 ul H0.

Die Ligation erfolgte Uber Nacht bei RT. Anschlielend wurde die Ligase durch 15

min Inkubation bei 65°C inaktiviert.

2.2.8 Amplifikation von Plasmid-DNA im Prokaryontensystem

2.2.8.1 Herstellung kompetenter E. coli-Bakterien
(Qiagen Handbuch: The QlAexpressionist, 2001)

Zunachst wurden 4 ml LB-Medium angeimpft und Uber Nacht bei 37°C im
Schuttelinkubator inkubiert. Am nachsten Tag wurden 99 ml LB-Medium mit 1 - 2
ml der Vorkultur angeimpft und bis zu einer ODgyp von 0,4 - 0,6 im
Schuttelinkubator bei 37°C inkubiert. Diese Bakteriensuspension wurde 10 min auf
Eis abgekunhlt, in ein JA-20-Réhrchen Uberfihrt und danach bei 4°C fir 5 min bei
4000 x g im JA-20-Rotor zentrifugiert. Das Zellpellet wurde vorsichtig in 30 ml
kaltem TFB1-Puffer resuspendiert und 90 min lang auf Eis inkubiert. Nach einem
weiteren Zentrifugationsschritt erfolgte die Resuspendierung des Pellets in 4 ml
kalten TFB2-Puffer. Diese Zellsuspension wurde in Aliquots von 100 ul und 200 pl
aufgeteilt, in flissigem Stickstoff gefroren und bei -80°C gelagert.

TFB1-Puffer: 100 mM RbCI, 50 mM MnCl;, 30 mM KAc, 10 mM CaCl,, 15 %
Glycerin, pH 5,8, steriffiltriert.
TFB2-Puffer: 10 mM MOPS, 10 mM RbCI, 75 mM CaClz, 15 % Glycerin, mit

KOH auf pH 6,8 eingestellt, sterilfiltriert.
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2.2.8.2 Transformation kompetenter E. coli-Bakterien mit
Plasmid-DNA durch Hitzeschockbehandlung

50 pl kompetente E. coli XL-Blue wurden auf Eis aufgetaut, mit Plasmid-DNA (z.B.
nach Ligation, siehe Seite 30) versetzt und 15 min auf Eis inkubiert, um eine
Anlagerung der DNA an die Zelloberflache zu ermoéglichen. Anschlielend wurde
der Ansatz einem Hitzeschock von 1,5 min bei 42°C unterzogen und 2 min auf Eis
wieder abgekuhlt. Nach Zugabe von 500 pl LB-Medium wurde der
Transformationsansatz fur 30 min im Schuttelinkubator bei 37°C inkubiert. In
dieser Phase wurde die wahrend des Hitzeschocks aufgenommene DNA
exprimiert und somit die auf dem Plasmid codierte Antibiotika-Resistenz
ausgebildet. Dann erfolgte eine Zentrifugation fir 1 min bei 10.000 x g. Das
Zellpellet wurde in 200 pl LB-Medium resuspendiert und (entsprechend dem
Resistenzgen des Plasmids) auf einer Ampicillin-haltigen LB-Agarplatte
ausplattiert. Fur eine Blau-Weil3-Selektion wurden auf der Platte zuvor 20 ul IPTG
(Isopropyl-b-D-Thiogalaktopyranosid; 100mM in H,0) und 40 pl X-Gal (4 % in N’-
N’-Dimethylformamid) ausgestrichen.

Die Platte wurde uber Nacht bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Mit den darauf
gewachsenen weillen Kolonien wurden jeweils 4 ml LB-Medium mit 200 pg/ml

Ampicillin angeimpft.

2.2.8.3 Mini-Praparation von Plasmid-DNA aus E. coli-Bakterien
(QlAprep Miniprep Handbuch, 1999)

Lésungen: Die Zusammensetzung der Puffer wird von Qiagen nicht angegeben.

4 ml LB-Medium mit 200 pg/ml Ampicillin wurden mit einer transformierten E. coli-
Kolonie angeimpft und Uber Nacht im Schuttelinkubator bei 37°C inkubiert. Die
Bakteriensuspension wurde 1 min in der Eppendorfzentrifuge bei 10 000 rpm
zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 250 ul kaltem P1-Puffer resuspendiert, mit
250 ul P2-Puffer lysiert und mit 350 ul N3-Puffer neutralisiert.

Darauf folgte eine Zentrifugation bei 13 000 rpm fiir 10 min. Der Uberstand wurde
auf eine QlAprep-Saule gegeben und eine Minute bei 13 000 rpm zentrifugiert.

Der Durchfluss wurde verworfen, die Saule mit 750 ul PE-Puffer gewaschen und
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anschlielRend durch Zentrifugation getrocknet. Die Elution der gebundenen DNA
erfolgte mit 50 ul H,O.

2.2.8.4 Midi-Praparation von Plasmid-DNA aus E. coli-Bakterien
(QlAprep Midiprep Handbuch, 1999)

Es wurden 100 ml einer Bakterienkultur bei 6000 x g im JA-10-Rotor
abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 4 ml P1 resuspendiert, in JA-20-Rdhrchen
uberfuhrt, mit 4 ml P2 versetzt, vorsichtig durch Rollen gemischt und 5 min bei RT
inkubiert. Durch Zugabe von 4 ml kaltem P3 wurde neutralisiert und anschlielend
15 min auf Eis inkubiert.

Die Suspension wurde 30 min im JA-20-Rotor bei 20000 x g und 4°C zentrifugiert,
der Uberstand abgenommen und erneut 15 min zentrifugiert. Der Uberstand
wurde auf eine mit 4 ml QBT-Puffer aquilibrierte Qiagen-100-Saule gegeben. Die
Plasmid-DNA bindet an das Silikagel-Anionenaustauscher-Saulenmaterial. Die
Saule wurde zweimal mit 10 ml QC-Puffer gewaschen, die Plasmid-DNA
anschlieBend mit 5 ml QF-Puffer eluiert und in einem 50-ml-Rdhrchen
aufgefangen. Die DNA wurde mit 3,5 ml Isopropanol gefallt und bei 5000 rpm und
4°C in der Labofuge fur 45 min zentrifugiert. Das weilde Pellet wurde zweimal mit
je 2 ml 70%igem Ethanol gewaschen, bei RT getrocknet und in einem geeigneten

Volumen ddH,O aufgenommen.

P1: 50 mM Tris/HCI, pH 8,0
10 mM EDTA
100 pg/mi RNase A.
P2: 0,2M NaOH
1% SDS.
P3: 3M KAc, pH 5,5.
QBT-Puffer: 750 mM NaCl
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50 mM MOPS, pH 7,0
15 % Ethanol
0,15 % Triton X-100.
QC-Puffer: 1,0 M NaCl
50 mM MOPS, pH 7,0
15 % Ethanol.
QF-Puffer: 1,25 M NaCl
50 mM Tris/HCI, pH 8,5
15 % Ethanol.

2.2.9 Isolierung genomischer DNA aus embryonalen
Stammzellen

Die Zellen wurden von den Zellkulturplatten abgeschabt, pelletiert und in 0,3 ml
Lysispuffer Uberfuhrt. Dieser Ansatz wurde mit 30 pl frisch angesetzter Proteinase
K-Stammlosung (10 mg/ml Proteinase K in Lysispuffer) versetzt und Uber Nacht
bei 56°C im Schuttelwasserbad inkubiert. Die Proteinase K sorgte fur die
Inaktivierung endogener Nukleasen, so dass die DNA intakt blieb. Nach 15 min
Zentrifugation bei 13000 rpm in der Eppendorf-Zentrifuge wurde zum Uberstand 1
ml Ethanol gegeben. Die dabei ausgefallene DNA wurde mit einer Glaspipette mit
abgerundeter Spitze aufgenommen, in 70%igem Ethanol gewaschen, bei RT
getrocknet und danach in 200 ul Wasser gelost und bis zur weiteren Verwendung

bei 4°C gelagert.

Lysispuffer: 50 mM Tris, pH 8,0
50 mM EDTA
100 mM NaCl
0,5 % SDS.
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2.2.10 Prazipitation von DNA mit Ethanol

Nach Bestimmung des Volumens der DNA-L6sung wurden entsprechend 1/5 des
Volumens 3M NaAc-Loésung (pH 5,2) zugefugt. Dies dient der Bereitstellung der
zur Prazipitation erforderlichen Kationen. Zudem wurde 100%iges Ethanol im
Funffachen des Ausgangsvolumens dazu gegeben und gemischt. Die DNA wurde
durch 20 min Zentrifugation pelletiert. AnschlieRend wurde mit 70%igem Ethanol
gewaschen und erneut 20 min zentrifugiert. Das Prazipitat wurde nach der
Trocknung bei RT je nach gewunschter Konzentration in einem entsprechenden

Volumen TE-Puffer oder H,O aufgenommen.

2.2.11 Markierung einer DNA-Sonde mit a-[*’P]dCTP

25 ng der zu markierenden DNA-Sequenz wurden in 45 ul H,O verdunnt, 5 min
bei 95°C denaturiert, auf Eis abgekuhlt und zu einem Aliquot des RediPrime Il
Labeling Lyophilisats (Amersham Pharmacia) gegeben, welches vorsichtig darin
geldst wurde. Auf die Zugabe von 5 pl **P-dCTP (50 uCi) folgten 15 min
Inkubation bei 37°C. Um die markierte Sonde von freien Nukleotiden zu trennen,
erfolgte eine Aufreinigung Uber eine QIAquick-Mini-Saule. Dazu wurde der Ansatz
mit 250 ul PN-Puffer versetzt auf eine QIAquick-Mini-Saule gegeben. Darauf
folgten eine kurze Zentrifugation, zwei Waschschritte mit jeweils 500 ul PE-Puffer

und die Elution der Sonde mit 200 ul EB-Puffer.

2.2.12 Transfer von DNA auf Hybond N-Filter (Southern-Blot)
(Southern, 1975; Alwine et al., 1977)

Nach einem geeigneten Restriktionsverdau und der Auftrennung im Agarosegel
wurde die zu analysierende DNA denaturiert. Dazu wurde das Gel zweimal 15 min
in Denaturierungs-L6sung und anschlieBend zweimal 15 min in Neutralisierungs-
Lésung auf einem Wipptisch geschwenkt. Nach 10 min Aquilibrieren in 20x SSC
erfolgte der Transfer Gber Nacht mit 20x SSC als Transferpuffer mit dem in Abb. 4
dargestellten Aufbau. Der Pfeil zeigt die Richtung des Flussigkeitsstromes an,
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durch den die DNA aus dem Agarosegel auf den dartberliegenden Hybond-Nylon-

Filter (Membran) Ubertragen wird.

Gewicht 1 - 1,5 kg

Glasplatte

Papier

3x3MM Papier

Membran
Gel
%//////////////////////////////////////////////////////////% /Y Fi|terpapier
L\
Puffer
Abb. 4: Transfer von Nukleinsauren aus Agarosegelen auf Hybond N-Filter.

Der Filter wurde im Warmeschrank bei 37°C getrocknet und die DNA-Seite
markiert. Durch 15 Sekunden UV-Bestrahlung (260 nm) der DNA-Seite auf dem
UV-Transilluminator wurde die DNA fest an die Filteroberflache gebunden.

Denaturierungs-LAsung: 1,5M
0,5M
Neutralisierungs-Losung: 1,5M
0,5M

1 mM

NaCl

NaOH.

NaCl

Tris/HCI, pH 7,2
EDTA.
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2.2.13 Hybridisierung von Southern-Blots mit radioaktiv
markierten Sonden

Zur Hybridisierung wurde der Filter mit dem Hybridisierungsmix (1 ml/10 cm?) in
einem Plastikrohrchen vorinkubiert. Nach ca. 10 min wurde die radioaktiv
markierte DNA-Sonde, die vorher zusammen mit der Lachssperma-DNA
(Endkonzentration 100 ug/ml) 5 min bei 95°C denaturiert worden war, zum Filter in
den Hybridisierungsmix pipettiert. Es wurden 1-2x10° cpm DNA-Sonde/ml
Hybridisierungsmix eingesetzt.

Der Filter wurde Uber Nacht in der Hybridisierungslosung bei 42°C inkubiert,
indem das Plastikrohrchen im Warmeschrank gerollt wurden.

AnschlieBend wurde der Filter aus dem Rohrchen mit der radioaktiven
Hybridisierungslosung genommen und zunachst mit 2x SSC / 0,1 % SDS 10 min
bei RT, dann mehrfach mit 0,2x SSC / 0,1 % SDS 10 min bei 65°C im
Schuttelwasserbad gewaschen, bis mit dem Handcounter nach Madglichkeit
weniger als 40 cpm messbar waren.

Der Filter wurde feucht in Folie eingeschweil3t und mit einem Phosphoimager-

Screen und einem Kodak-XAR-5-Rontgenfilm autoradiographiert.

Lachssperma-DNA: Die Lachssperma-DNA wurde mit einer sterilen Schere
zerkleinert und in HxO gelost (10 mg/ml). Nach 10 min
Ultraschallbehandlung wurde die Losung in der Mikrowelle
aufgekocht und nochmals mit Ultraschall behandelt. Die so

geldste DNA wurde in 2-ml-Aliquots bei -20°C gelagert.

Hybridisierungsmix: 72 ml Formamid
36 ml 20x SSC
1,5 ml Tris/HCI 1 M, pH 7,5
1,59 SDS
3 ml 50x Denhardts

30 ml 50%iges Dextransulfat.
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15 g Dextransulfat wurden mit H,O auf 30 ml aufgefullt und
bei 80°C gelost. Anschlielend wurden die anderen
Substanzen zugesetzt und das Volumen mit H,O auf 150 ml

aufgefullt. Die Lagerung erfolgte bei 4°C.

2.2.14 Polymerase-Ketten-Reaktion
(Saiki et al., 1986; Saiki et al., 1988)

Die Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) ist eine Methode, mit der definierte DNA-
Bereiche amplifiziert werden konnen. Sie basiert auf drei Schritten, die fur die
Synthese der DNA notwendig sind:
1) Denaturierung der Ausgangs-DNA (Template) in Einzelstrange
2) Annealing: Bindung von Oligonukleotiden (Primer) an beide
Einzelstrange
3) Extension/Elongation: Synthese der DNA durch die Polymerase,
ausgehend von den gebundenen Primern
Auswahl und Konzentration der Primer, Qualitat (genomisch, Plasmid, lineares
Fragment) und Menge des Templates, Pufferbedingungen, Zeiten und

Temperaturen der einzelnen Zyklusschritte beeinflussen die Synthese der DNA.

2.2.14.1 Primer-Design
(Qiagen Handbuch: HotStar-Tag-PCR , 1999)

Das Design von Primer-Paaren ist fur die PCR von entscheidender Bedeutung
und wurde nach folgenden Grundregeln durchgeflhrt: Die Lange eines Primers
sollte zwischen 17 und 27 Basen liegen. Die Schmelztemperaturen T, beider
Primer eines Primer-Paares sollten nach Madglichkeit identisch sein. Die Kenntnis
von Tp, ist flr die Festlegung der Annealing-Temperatur Tan,, bei der ein Primer
spezifisch mit einer DNA-Matrize hybridisiert, notwendig. T, eines Primers in einer
PCR ist von den Salz- und Tris-HCI-Konzentrationen im Reaktionspuffer sowie
von der Lange, der Konzentration und der Sequenz des Primers abhangig. Als

Faustregel zur vereinfachten Berechnung diente folgende Formel:
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Tmn=4x(G+C)+2x(A+T)
Dabei stehen G, C, A und T fur die Anzahl der jeweiligen Base im Primer.
Tann sollte 5 bis 10°C unter T, liegen und die Synthesetemperatur der
verwendeten, thermostabilen DNA-Polymerase (68-72°C) nicht Uberschreiten.
Weiterhin ist bei dem Design von Primern zu beachten, dass Dimerisierungen
durch komplementare Sequenzen innerhalb eines Primers oder eines Primer-
Paares zu vermeiden sind und die Termini zur stabileren Matrix-Bindung moglichst

aus einem oder zwei G oder C bestehen sollten.

2.2.14.2 Standard-PCR

Standard-PCR-Anwendungen wurden nach Protokollen aus dem Handbuch von
McPherson et al. (1991) durchgefuhrt. Soweit nicht anders erwahnt, erfolgten die
Reaktionen in einem Gesamtvolumen von 50 oder 100 pl. Ein Standard-PCR-

Ansatz setzte sich folgendermalien zusammen:

X ng Template-DNA
250 nM sense(5')-Primer
250 nM antisense(3')-Primer
jeweils 0,2 mM dNTPs
1x Reaktionspuffer
0,025 u/pl Tag-DNA-Polymerase.

Die eingesetzte DNA-Menge variierte, lag aber ublicherweise im Bereich zwischen
50 und 100 ng.
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Als Thermocycler-Programm wurden folgende Temperaturen und Zeiten gewahlt:

1 min 94°C
0,5 min 94°C Denaturierung der DNA
0,5 min 55°C 30-35x  Annealing der Primer
1 min pro kb + 2 min 72°C Elongation
10 min 72°C finale Elongation
0 4°C

2.2.14.3 PCR mit dem AccuPrime™-Taq-DNA-Polymerase-System
und dem HotStar-Tag-DNA-Polymerase-System

Das AccuPrime™-Taqg-DNA-Polymerase-System eignet sich erfahrungsgemafn
besonders gut flr die Amplifikation von Fragmenten mit genomischer Template-
DNA.

Die HotStar-Tag-DNA-Polymerase bendtigt einen initialen Aktivierungsschritt von
15 min bei 95°C und eignet sich daher nicht fir Amplifikationen von genomischer
Template-DNA. Durch die beigeflgte Q-Solution (Zusammensetzung wird nicht
angegeben) wird jedoch eine aulerst effektive und spezifische Amplifikation
erzielt.

Der Ansatz und das Thermocycler-Programm wurden jeweils nach Angaben der

Hersteller gestaltet.

2.2.14.4 In-vitro-Mutagenese mit dem QuikChange™ Site-Directed
Mutagenesis Kit

(QuikChange™  Site-Directed Mutagenesis Kit Instruction Manual,
Stratagene, 1996)

Mit Hilfe der in-vitro-Mutagenese konnen ortsspezifisch Punktmutationen oder
Deletionen in DNA-Sequenzen erzeugt werden, die zu einem gezielten Austausch
von Aminosauren oder zur Einfuhrung neuer Restriktionsschnittstellen bzw. deren

Entfernung flhren.
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Die Replikation der DNA-Matrize, in die die Mutation eingefihrt werden soll, wird
von der PfuTurbo®-DNA—Ponmerase katalysiert, deren Proofreading-Aktivitat die
geringste Fehlerrate aller bekannten thermostabilen Polymerasen gewahrleistet.
Die einzusetzenden Primer mussen die gewunschte Mutation mittig beinhalten
und genau zueinander komplementar sein.

Der Ansatz und das Thermocycler-Programm wurden analog zur Standard-PCR
und gemal der Angaben des Herstellers gestaltet.

Nach Ablauf der Reaktion und Abkuhlen des Ansatzes wurde diesem 1 pl des
Restriktionsenzyms Dpn | (10u/ul) zugesetzt, welches die parentale, nicht-mutierte
und methylierte DNA verdaute, wahrend die neu synthetisierte, mutierte und nicht-
methylierte DNA unverdaut blieb. Der Verdau erfolgte fur eine Stunde bei 37°C.
Direkt nach dem Verdau erfolgte mit 5 ul des Ansatzes eine Transformation von
kompetenten E. coli-Zellen, welche die DNA wieder zirkularisieren und
amplifizieren. Die resultierende Plasmid-DNA konnte nun isoliert werden und der
Erfolg der Mutagenese gegebenenfalls durch Sequenzierung oder einen

geeigneten Restriktionsverdau uUberprift werden.

2.2.15 Sequenzierung von DNA

Fir die Sequenzierung von DNA-Abschnitten wurde zunachst mit dem ABI PRISM
Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit nach Protokoll des
Herstellers eine spezielle PCR durchgeflihrt. Als Template dienten entweder PCR-
Produkte oder Plasmid-DNA. Das PCR-Produkt wurde mittels Ethanol-Fallung
aufgereinigt, in 25 ul H,O aufgenommen und in einem kapillarelektrophoretischen

Verfahren in einem DNA-Sequenzer automatisch sequenziert.
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23 Methoden zur Arbeit mit eukaryontischen Zellen

2.3.1 Gelatinisieren der Flaschen und Platten

Die zuvor sterilisierte Gelatine (1%) wurde mit PBS 1:10 verdunnt und auf die
Gewebekulturschalen oder —flaschen gegeben, so dass der Boden bedeckt war.
Nach einer Inkubation von mindestens zwei Stunden bei RT wurden die
Fibroblasten nach Absaugen der Gelatine auf die Schalen oder Flaschen

gegeben.

2.3.2 Trypsinieren von Zellen

Nach Absaugen des Mediums von der Gewebekulturschale wurden die Zellen
einmal mit PBS gewaschen. AnschlieRend wurden sie 15 min mit Trypsin-EDTA
0,25% inkubiert, Fibroblasten hingegen nur 5 min mit Trypsin-EDTA 0.05%. Die
Reaktion wurde durch Zugabe von einem entsprechenden Medium gestoppt, die
Zellen resuspendiert und in der gewiunschten Dichte auf neue gelatinisierte

Gewebekulturschalen ausgesat.

2.3.3 Praparation von primaren Neo-resistenten Fibroblasten

Eine trachtige Maus (Tag 12-13 p.c.) wurde schmerzfrei getdtet. Das Abdomen
wurde eroffnet, der Uterus wurde freiprapariert, entnommen und in einer
Petrischale mit PBS gewaschen. Die Embryonen wurden aus Uterus und
Amnionhohle herausgeldst und mit PBS gewaschen. Der Kopf wurde abgetrennt,
Herz und Leber wurden entfernt. Die Embryonen wurde zerschnitten und
wiederum in PBS gespuilt.

Das Embryonengewebe wurde in einem sterilen Erlenmeyerkolben mit 25 mi
0,25%igem Trypsin und sterilen Glasperlen (& 4-5 mm) 15 min bei 37°C geruhrt,
die Trypsinierung durch Zugabe von 25 ml DMEM gestoppt und der Ansatz durch

ein Embryonensieb in ein 50-ml-Plastikrohrchen filtriert. Die Zellen wurden
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pelletiert, in DMEM resuspendiert, auf 10-cm-Gewebekulturschalen ausgesat und
kultiviert. Diese und alle weiteren benutzten Gewebekulturschalen wurden vor der

Benutzung gelatinisiert.

Medium fir Maus-Embryonen-Fibroblasten (MEF; "Feeder-Zellen"):

500 ml DMEM (Knock-Out DMEM)

6 ml MEM non-essential amino acids (100x)

6 ml L-Glutamin (100x)

3 mi Penicillin/Streptomycin (100x)

6 mi R-Mercaptoethanol (7,2 pl von 14 M Lsg. in 10 ml PBS)
— diese LOsung vor FKS-Zugabe sterilfiltrieren (0,20 pm)

95 ml FKS (entspr. 15 %).

2.3.4 Mitotische Inaktivierung von Fibroblasten

Konfluente Mausfibroblasten wurden vor Benutzung als Feederzellen durch
Behandlung mit dem Zytostatikum Mitomycin C mitotisch inaktiviert. Dazu wurde
dem Medium in 1:100-Verdunnung Mitomycin C zugesetzt. Nach einer Inkubation
uber 2,5 h bei 37°C wurde das Medium abgesaugt. Die Zellen wurden dreimal mit
PBS gewaschen, trypsiniert und auf neue Gewebekulturschalen ausgesat.

Wahrend einer mindestens 2-stiindigen Inkubationszeit setzen sich die mitotisch
inaktiven Zellen ab und bilden einen geschlossenen Zellrasen, auf dem ES-Zellen

kultiviert werden konnten.

2.3.5 Kultivierung von embryonalen Stammzellen

Samtliche Methoden lehnen sich an Protokolle an, wie sie in "Teratocarcinomas
and Embyonic Stem Cells" (Robertson, 1987), "Gene Targeting" (Joyner, 1993),
"Manipulating the Mouse Embryo"” (Hogan et al., 1994) und "Gene targeting by
Homologous Recombination in Embryonic Stem Cells" (Mansouri, 1998)

beschrieben sind.
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Die embryonalen Stammzellen (ES-Zellen) wurden in wassergesattigter
Atmosphare unter 5 % CO; bei 37°C auf einem Rasen aus mitotisch inaktivierten
Maus-Embryonen-Fibroblasten (MEF; "Feeder-Zellen") kultiviert. Medien und
Lédsungen wurden auf 37°C vorgewarmt, wenn nicht anders angegeben.

Die Arbeiten mit ES-Zellen wurden in einem separaten Zellkulturlabor ausgefihrt;
es wurde stets mit Kittel und Handschuhen gearbeitet, um die Wahrscheinlichkeit
von Infektionen zu senken. Alle Arbeiten wurden mit Einweg-Plastikmaterial
(Pipetten, Plastikrohrchen, Gewebekulturschalen) durchgefuhrt.

Die Zellen wuchsen in abgerundeten, gut abgrenzbaren Kolonien und wurden
taglich mikroskopisch kontrolliert. Je nach Ansauerung durch die ES-Zellen wurde
das Medium gewechselt. Diesem wurde u.a. LIF (Leukemia Inhibitor Factor)
zugesetzt, welcher eine Differenzierung der ES-Zellen verhinderte.

Eine erneute Passagierung wurde, je nach Dichte der Zellen, alle zwei bis vier
Tage durchgeflhrt. FlUr optimale Ergebnisse mussten sich die ES-Zellen zum
Zeitpunkt von Passagierung, Kryokonservierung oder Elektroporation noch im
exponentiellen Wachstum (bis zu 80 % Konfluenz) befinden.

Alle Zentrifugationsschritte erfolgten, soweit nicht anders angegeben, flr 7 min bei

1000 rpm in der Labofuge.

Medium fur ES-Zellen:

500 ml DMEM (Knock-Out DMEM)

6 ml MEM non-essential amino acids (100x)

6 mi L-Glutamin (100x)

3 mi Penicillin/Streptomycin (100x)

6 ml 3-Mercaptoethanol (7,2 ul von 14 M Lsg. in 10 ml PBS)

65 pl LIF (Chemicon ESGRO ESG1107)

— diese LOsung vor FKS-Zugabe sterilfiltrieren (0,22 pm)

95 ml FKS (entspr. 15%; Hyclone, ES-Cell-tested; steril, nicht

hitzeinaktiviert).
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2.3.6 Kryokonservierung von Zellen

Die Zellen wurden mit PBS gewaschen, trypsiniert und im gewinschten Volumen
ES-Medium aufgenommen. Nun wurde tropfenweise unter leichtem Schiutteln
dieselbe Menge Einfriermedium zugefligt. Die Zellsuspension wurde in ein
Kryorohrchen geflllt, stufenweise auf —80°C uber Nacht abgekuhlt und am

nachsten Tag in flussigen Stickstoff GUberfuhrt.

Einfriermedium: 60 % DMEM
20 % FKS
20 % DMSO.

2.3.7 Revitalisierung von Zellen

Nach der Entnahme des Kryorohrchens aus dem Stickstoff-Tank wurde es fur 1
min bei RT angewarmt und dann im 37°C-Ethanolbad unter Schwenken aufgetaut
bis nur noch ein kleiner Eiskern vorhanden war. Nun wurde tropfenweise das 3-
bis 5-fache Volumen an ES-Medium zugeben und ausplattiert. Am nachsten Tag
erfolgte ein Mediumwechsel, um die fur die Zellwand schadlichen DMSO-Reste zu

entfernen.

2.3.8 DNA-Transfer in ES-Zellen durch Elektroporation

Die ES-Zellen von 2 konfluenten 10-cm-Gewebekulturschalen wurden mit PBS
gewaschen, trypsiniert, mit Medium resuspendiert, 7 min bei 1000 rpm
abzentrifugiert und erneut in PBS aufgenommen. 800 ul der Zellsuspension
wurden in eine sterile Elektroporationskivette (4 mm Elektrodenabstand)
gegeben. 20-25 g linearisierte DNA (Rekombinationskonstrukt) in EB-Puffer
wurden der Zellsuspension zugesetzt und der Ansatz gemischt.

Nun wurde eine Kapazitat von 500 puF bei einer Spannung von 240 V Uber die
Elektroporationskivette durch die ZelllDNA-Suspension entladen. Durch

Einwirkung eines solchen kurzen elektrischen Impulses oberhalb einer kritischen
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Feldstarke werden biologische Membranen vorubergehend permeabilisiert, ohne
dass die Membranstruktur zerstort wird. Wahrend der Phase erhohter
Durchlassigkeit konnte das Rekombinationskonstrukt in die ES-Zellen eindringen.
Die Zellen wurden nach dem Strompuls fur 10 min bei RT stehengelassen, dann in
ES-Medium aufgenommen und auf zwei vorbereitete 15-cm-Feederplatten verteilt.
Als Negativ-Kontrolle wurden die ES-Zellen einer weiteren 10-cm-Platte ohne
Zugabe von DNA elektroporiert.

2.3.9 Selektion von ES-Zell-Klonen nach Elektroporation

Transfizierte Zellen wurden 24 h nach der Elektroporation auf G418 (Geneticin®)-
Resistenz selektiert, die bei erfolgreicher Rekombination durch die im
Rekombinationskonstrukt enthaltene Neo-Kassette vermittelt wurde.

Dem ES-Medium wurde zu diesem Zweck 335 pg/ml G418 zugesetzt. Die
Selektion wurde bis zur Isolierung von Einzelklonen nach 10 Tagen

aufrechterhalten.

2.3.10 Isolierung von ES-Zell-Einzelklonen

Das Medium der Selektionsschalen wurde abgesaugt, die Zellen einmal mit PBS
gewaschen und mit 10 ml PBS bedeckt. Unter dem Mikroskop wurden die Klone
mit einer 20-ul-Pipette durch leichtes Umkratzen geldst und aufgesaugt. Die Zellen
eines Klons wurden in 0,25 %igem Trypsin-EDTA uberflhrt, 15 min bei 37°C
inkubiert und durch mehrmaliges Aufziehen mit einer Pipette vereinzelt. Die
Zellsuspension wurde in ein Loch einer mit einem Feederrasen bedeckten 12-
Loch-Gewebekulturplatte gegeben.

Die ES-Zellen wurden bis zur Konfluenz kultiviert, durch Trypsinieren geerntet und
der grofdte Teil eines jeden Loches kryokonserviert. Der geringe Ubriggebliebene
Teil der Zellen wurde auf der Platte belassen, mit neuem Medium versetzt und
nach erneuter Konfluenz der Zellen die genomische DNA isoliert. Mit Hilfe von
Southernblot-Analysen und PCR wurde auf homologe Rekombinationsereignisse

hin untersucht.
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2.3.11 Ausschneiden der gefloxten Neo-Kassette

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine Neo-Kassette, die von zwei loxP-Sequenzen
eingeschlossen war (gefloxt), als Selektionsmarker verwendet. Dies ermdglicht es,
den Selektionsmarker schon vor der Mikroinjektion aus den homologen
rekombinanten ES-Zellen wieder zu entfernen. Mit Hilfe der Elektroporation
wurden 30 pg eines Cre-Rekombinase-Gen enthaltenden Plasmides in die ES-
Zellen gebracht. Eine anschlieBende Selektion ist nicht mehr maoglich. Mit

Southernblot-Analysen oder PCR konnten die Zellen erneut Uberprift werden.

2.3.12 Vorbereitung von ES-Zellen fir die Mikroinjektion

Als Vorbereitung fur die Mikroinjektion der ausgewahlten ES-Zell-Klone wurden
diese auf einer dunn bewachsenen 6-cm-Platte einmal mit PBS gewaschen. Nach
dem Trypsinieren wurden sie in 5 ml ES-Medium resuspendiert und 15 min auf der
Platte bei 37°C ruhig stehen gelassen. In dieser Zeit setzten sich die schwereren
Fibroblasten auf den Boden ab. Die leichteren ES-Zellen wurden anschlieliend mit

dem Uberstand in ein 15-ml-Plastikréhrchen iberfiihrt.
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3 Ergebnisse

3.1 Generierung der Gene-Targeting-Vektoren (GTV)

Das murine Gen Pmm2 besitzt eine GréfRe von 20 kb und umfasst acht Exons. Es
kodiert flr ein Protein mit einer Grof3e von 258 Aminosauren. Zur einfacheren
Handhabung wurden Zwischenprodukte des GTV in einen pBlueScript-Vektor (pB-
SK) subkloniert.

el || L
..... -3 3 -3 i J - v8-sk
1 2 3 4 5 6 7 8
| |
! 20 kb |
Abb. 5: Das Pmm2-Gen als subkloniertes Fragment im Vektor pBlueScript SK. Die

eingezeichneten Restriktions-Schnittstellen wurden fir die Konstruktion der Gene-
Targeting-Vektoren benutzt.

Ziel war es, zwei Gene-Targeting-Vektoren zu generieren. Ein GTV, GTV-F115L,
soll auf Exon 5 die Mutation F115L enthalten, der andere, GTV-R137H, ebenfalls
auf Exon 5 die R137H-Mutation. Zur Einbringung der Mutationen wurde das 4-kb-
BamHI-Fragment, welches die Exons 5, 6, und 7 beinhaltet, fur die in-vitro-
Mutagenesen in pBlueScript SK subkloniert. Selektionsmarker fur beide
Konstrukte war eine Neomycin-Kassette, die von zwei loxP-Sequenzen flankiert

wurde und in das Intron 2 des Hindlll-Fragmentes inseriert wurde.

3.1.1 Integration der Neo-Kassette

Als Selektionsmarker fur beide GTV diente ein von zwei loxP-Sequenzen

flankiertes Neomycin-Resistenzgen. Diese ,gefloxte“ Neo-Kassette wurde in einen
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nicht kodierenden Bereich des Gens inseriert und konnte nach Selektion mit Hilfe
des sequenzspezifischen Cre/loxP-Rekombinationssystems aus dem
Bakteriophagen P1 (Austin et al., 1981) anschlie3end wieder entfernt werden. Die
Cre-Rekombinase gehort einer Familie sequenzspezifischer Rekombinasen an
(Argos et al., 1986). Wahrend des Prozesses der Rekombination erkennt das Cre-
Protein die Sequenzen der loxP-Oligonukleotide und bindet an ihnen. Liegen zwei
dieser loxP-sites mit Cre in direktem Kontakt, bildet sich ein Komplex aus vier Cre-
Molekulen und zwei loxP-sites. Zwischen diesen beiden Bereichen findet dann die

homologe Rekombination statt.

Kernregion

SR U —

5 — ATAACTTCGTATA|GCATACAT | TATACGAAGTTAT -3
3 — TATTGAAGCATAT|CGTATGTA|ATATGCTTCAATA - &'

Abb. 6: Aufbau einer loxP-Signalsequenz. Sie besteht aus 34 Basenpaaren. Eine aus
acht Basenpaaren bestehende Kernregion ist von zwei gegenlaufigen identischen
Sequenzen umgeben. Die nicht symmetrische Kernregion bestimmt die

Orientierung der loxP-site (symbolisiert durch das Dreieck).

Liegen die loxP-Sequenzen in gleicher Orientierung, wird der dazwischenliegende
DNA-Bereich herausgeschnitten; sind sie entgegengesetzt orientiert, resultiert
eine Inversion des entsprechenden Bereichs (Austin et al., 1981). Befinden sich
die Signalsequenzen auf unterschiedlichen DNA-Molekillen, fihrt dies zum
intermolekularen, reziproken Austausch der die loxP-Sequenzen flankierenden
Bereiche.

In der vorliegenden Arbeit wurde dieses System zur Entfernung der Neo-Kassette
benutzt. Das Neomycin-Resistenzgen mit eigenem Promotor wurde von zwei loxP-
Signalsequenzen mit gleicher Orientierung flankiert. Somit bestand die Mdglichkeit
in selektierten ES-Klonen die Neo-Kassette durch Elektroporation mit der Cre-
Rekombinase wieder zu entfernen, wobei lediglich eine loxP-Signalsequenz

zuruckbleibt.
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Die ,gefloxte® Neo-Kassette stand als 1,3 kb groRRes Xbal/Sall-Fragment im
pBlueScript-Vektor zur Verfugung. Um es als Sall-Fragment in ein Intron des
Pmm2-Gens zu inserieren, wurde durch gezielte in-vitro-Mutagenese (Primer:

floxneo-Sall-rein 1, -2) vor der Xbal-site eine zweite Sall-site generiert (Abb.7).

Xbal Xbal
Sall Sall Sall

..... pB-SK TP v radfiedte .. pB-SK
@ ~gefloxte* Neo-Kassette

Abb. 7: Im zur Verfiigung stehenden Fragment mit ,,gefloxter” Neo-Kassette wurde

am 5’-Ende der Neo-Kassette eine zweite Sall-site generiert.

Zur Integration der Neo-Kassette als Sall-Fragment wurde in das Intron 2,
zwischen Exon 2 und Exon 3, eine Sall-site durch in-vitro-Mutagenese
eingebracht. Dazu wurde das 5,5 kb groRe Hindlll-Fragment subkloniert, welches
die Exons 2, 3 und 4 einschlie3t. Durch in-vitro-Mutagenese (Primer: pBHindlll-
raus 1, -2) wurde ein pBlueScript-Vektor generiert, der in seiner Multiple Cloning
Site (MCS) keine Hindlll-Schnittstelle mehr besitzt. In diesen mutagenisierten
Vektor (mut-pB-SK-Hindlll-raus) wurde das 10-kb-BamHI-Fragment mit den Exons
2 bis 4 subkloniert. Nach einem Restriktionsverdau mit dem Enzym Hindlll wurde
dieses 5,5-kb-Hindlll-Fragment in einen pBlueScript-Vektor subkloniert, der in
seiner MCS keine Sall-site mehr besitzt. Wie oben beschrieben wurde durch in-
vitro-Mutagenese (Primer PMM2-Sall-rein 1, -2) eine Sall-Schnittstelle in das
Intron 2 eingefugt. Nun konnte die ,gefloxte® Neo-Kassette nach entsprechendem
Verdau als Sall-Fragment in das Intron inseriert werden (siehe Abb.8). Dieses

wurde mittels Kontrollverdau und PCR (Primer: Neo 1, TL44) Gberpruft.



Das 6,8 kb grof3e Hindlll-Fragment, welches die Neo-Kassette enthielt, wurde

wieder zuruck in das BamHI-Fragment kloniert. Die korrekte Orientierung wurde

mittels PCR bestatigt (Primer: TL42, TL61).

BamHI ] BamH BamHI
Hindlll Hindlll
Bgll | | Bgll
...._. I I H H II -—----pB-SK
1 | 2 3 4 | 56 7 8
I 10 kb I
mHI BamHI
Hindlll Hindlll
Bglqﬂ | 10-kb-BamHI-
- I H == s s Mut-pB-SK- Fragment in
2 3 4 Hindlll-raus mut-pB-SK
| | (ohne HindIll-
55kb site in MCS)
Hindlll Sall Hindlll In-vitro-
Mutagenese zur
e e m‘ut-pB-SK- Generation einer
2 i 3 4 Hindlll-raus Sall-site
Hindlll  san san Hindlll
raan LI | @' «2=s Mut-pB-SK- Insertion der
2 3 4 Hindlll-raus Neo-Kassette
l 1
I 6,8 kb |
BamHled”I HmdeamHl Riickklonierung
Bail | Sall ST” des Hindlll-
. ? I H == == Mut-pB-SK- Fragmentes in
2 3 4 Hindlll-raus das BamHI-
Fragment

Abb. 8.:
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Schema zur Integration der Neo-Kassette. Das 10-kb-BamHI| Fragment wurde in

einen zuvor mutagenisierten pB-SK ohne Hindlll-site eingebracht. Nach einer

weiteren Subklonierung des enthaltenen Hindlll-Fragmentes und Einfligen einer

Sall-site ins Intron 2 konnte die ,gefloxte” Neo-Kassette inseriert werden.
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Abb: 9: Analytisches Agarosegel nach Sall-Kontrollverdau. Das HindlllI-Fragment bildet
zusammen mit dem pB-SK die Bande bei 8,5 kb; die inserierte Neo-Kassette bildet
die 1,3-kb-Bande.

3.1.2 Einbringen der Mutation F115L bzw. R137H

Mit Hilfe des Restriktionsenzyms BamHI wurde ein 4 kb grolRes Fragment
subkloniert, welches die Exons 5, 6 und 7 einschlie3t. Sowohl die Mutation F115L
als auch die R137H-Mutation wurden in Exon 5 eingebracht. Mit gezielter in-vitro-
Mutagenese (Primer: PMM2-F119L A, -B; PMM2-R141H A, -B) wurden zwei
Konstrukte hergestellt (a: 4 kb BamHI-F115L; b: 4 kb BamHI-R137H). Das
codierende Triplett der Aminosaure an Position 115 flr Phenylalanin wurde im
Konstrukt a durch den Austausch einer Base in eine codierende Sequenz fur
Leucin mutagenisiert. Um im Konstrukt b die R137H-Mutation einzufugen, wurden
zwei Basen ausgetauscht, so dass das veranderte Triplett an der Position 137 nun
fur Histidin statt Arginin codiert (Abb.: 10).
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a) F115L - Konstrukt

Phe lle Glu Leu Arg Asn Gly

b) R137H - Konstrukt

137
GIn Glu Glu His lle Glu Phe

TTCATTGAATTACGAAATGGC

l

CAAGAAGAACACATTGAATTC

I

ol

WT WT

Pos. Pos.

|Phe lle Glu F:;'fe Arg Asn Gly GIn Glu Glu Afg lle Glu Phe
TTCATTGAATTCCGAAATGGC CAAG AAGAACGAATTGAATTC

1 I

Abb. 10: Basensequenz der beiden GTV im Bereich der jeweiligen Mutation. Im Konstrukt
a wurde fir die F115L-Mutation mit in-vitro-Mutagenese Cytidin durch Adenin (5—3’)
ersetzt. Statt Phenylalanin ist nun Leucin die resultierende Aminosaure. Im Konstrukt
b wurden Guanin und Adenin gegen Adenin und Cytidin (5°—3’) ausgetauscht, so
dass die Basen fiir Histidin und nicht fur Arginin codieren. Die mit WT bezeichneten
Sequenzen zeigen die urspringlichen Wildtyp-Sequenzen im entsprechenden

Bereich.

3.1.3 Zusammenfiigen der Fragmente fur GTV-F115L und GTV-
R137H

Die vorbereiteten Fragmente fir die beiden GTV mussten anschliefiend in
ursprunglicher Orientierung wieder zusammengefugt werden. Es handelte sich um
ein 11,3-kb-BamHI-Fragment, welches die ,gefloxte“ Neo-Kassette enthalt, je ein
4-kb-BamHI-Fragment mit der Mutation F115L bzw. R137H (Konstrukt a und b)
und den entsprechenden Vektor, ebenfalls mit BamHI-Enden. Eine Drei-Fragment-
Ligation schlug fehl, darum wurden in den zwei subklonierten 4-kb-BamHI-

Fragmenten, welche die beiden Mutationen enthielten, die 3’-gelegene BamHlI-site
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mittels in-vitro-Mutagenese beseitigt (Primer: 4kb BamHI raus 1, -2). Nach BamHI-
Verdau ergab sich nachfolgend ein linearisiertes 7-kb-Konstrukt, bestehend aus
dem jeweiligen 4-kb-BamHI-Fragment und dem 3-kb-pBlueScript-Vektor (Abb.
11b).

Nach der Entfernung der 3’-BamHI-Schnittstelle konnten das 11,3-kb-BamHI-
Fragment und das 7-kb-BamHI-Fragment ligiert werden (Abb. 11a). Die erfolgte
Ligation und die richtige Orientierung dieser beiden Fragmente zueinander wurden
mittels entsprechenden Kontrollverdaus und PCR Uberprift (Primer: TL27, PMM2-
F119L-B, Abb. 11c).

Fragment mit Fragment mit Linearisierter pB-SK
.gefloxter” Neo- F115L- bzw. mit BamHI in MCS
Kassette R137H-Mutation
BamHI BamH|  BamH| BamH|  BamH | BamH |
|2 3 4 | 56 7
I 11,3 kb I I 4 kb I l | 3kb |
BamH | BamH | BamH |
5 6
| 7 |
[ 7 kb |
BamH | l’ BamH |
586 7
| M|
I 7 kb 1
BamHI Baml—%\( BamH |
-) 2 3 4 5 6 7
'r:)zv -
I F119L-B I
! 18,3 kb '
@ .gefloxte® Neomycin-Kassette * Mutation F115L bzw. R137H
Abb. 11a: Schema zur 3-Fragment-Ligation. Zwei BamHI-Fragmente mit je 4 und 3 kb

wurden ligiert, um anschlieRend die mittig gelegene BamHI-site zu entfernen. Nach Kontrolle der

richtigen Orientierung wurde das dritte BamHI-Fragment mit Neo-Kassette ligiert.



Abb. 11b:

Abb. 11c:
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<4+— 7 kb

<4+— 4 kb
<+— 3 kb

Analytisches Agarosegel nach Kontrollverdau mit BamHI. Spur A zeigt den
Vektor bei 3 kb und das 4-kb-BamHI-Fragment vor der Mutagenese zur
Zerstérung der 3 BamHl-site. In Spur B erkennt man die erfolgreiche
Mutagenese. Das BamHI-Fragment und der Vektor liegen linearisiert bei 7 kb
vor. Diese Mutagenese wurde fur Konstrukt a und b durchgefihrt.

L Aa Ab BaBb

<+—11,3 kb
<+«— 7 kb

«—1020 bp

Analytisches Agarosegel zur 3-Fragment-Ligation. Aa,Ab: Kontrollverdau der
Fragmente nach Entfernung der 3‘-BamHlI-site fir Konstrukt a und b mit BamHI.
Ba, Bb: Bande nach PCR mit Primern TL27 und F119L-B. Durch korrekte
Orientierung der Fragmente entsteht fur beide Konstrukte jeweils eine Bande bei
1020 bp.
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3.1.4 Vorbereitung der zwei GTV zur Elektroporation

Fir eine hochstmdgliche Effizienz der Elektroporation mit anschlielender
homologer Rekombination sollte das verwendete Targeting-Konstrukt mehr als 10
kb homologe DNA-Sequenz besitzen, wovon mindestens 1,5 kb sowohl am 5’- als
auch am 3’-Ende liegen sollten. Zudem sollte das Konstrukt in linearisierter Form
elektroporiert werden. Aus diesen Grinden wurde ein Restriktionsverdau mit Bgll
durchgefuhrt, das am 5-Ende vor dem Exon 2 und hinter Exon 6 am 3’-Ende

schneidet, um ein 14,3 kb groRes Fragment zu generieren (Abb. 12).

L A B

__ & W v

- <+— 1694 bp
<+— 1204 bp

Abb. 12: Gelelektrophorese nach Bgll-Verdau des F115L-Konstruktes (A) und des
R137H-Konstruktes (B). Das 14,3-kb-Bgl/l-Fragment wurde jeweils
gelextrahiert und zur Elektroporation verwendet. Die beiden kleineren Banden
bei 1694 bp und 1204 bp entstanden durch eine weitere Bgll-site in der MCS
des Vektors.

Nach gelelektrophoretischer Auftrennung und Extraktion entstand ein Bgll-
Fragment mit ,gefloxter Neo-Kassette und F115L-Mutation, sowie eines mit der
R137H-Mutation. Das jeweilige linearisierte Bgll-Fragment kann nach erfolgter

Gel-Extraktion zur Elektroporation genutzt werden.
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3.2 Homologe Rekombination in ES-Zellen

3.2.1 Elektroporation der ES-Zellen

Embryonale Stammzellen wurden auf Feederzellen kultiviert und bei Erreichen
einer ausreichenden Zelldichte durch Elektroporation mit den linearisierten Bgll-
Fragmenten transfiziert. Die anschlieRende Selektion der rekombinanten Klone
wurde mit G418® durchgefiihrt. In jeweils sieben Elektroporationsrunden wurden
von beiden Zellreihen (GTV-F115L und GTV-R137H) 840 bzw. 900 Uberlebende
Klone isoliert und getrennt kultiviert. Ein Teil der Zellen jedes Klones wurde

eingefroren und aus dem Rest wurde genomische DNA zur Analyse prapariert.

3.2.2 Southern-Blot-Analyse der selektierten Klone

Ein Teil der praparierten DNA aus jedem der insgesamt 1740 Klone wurde mit
dem Restriktionsenzym BamHI verdaut, gelelektrophoretisch aufgetrennt und mit
Hilfe eines Southern-Blots auf homologe Rekombinations-Ereignisse untersucht.
Es wurde eine externe Sonde (Primer: TL24, TL25) verwendet, die 5’ des zweiten
Exons und innerhalb des BamHI-Fragmentes bindet. Das Wildtyp-Fragment hat
eine Lange von 10 kb, wahrend das Fragment des rekombinanten Allels durch die

Insertion der Neo-Kassette eine Lange von 11,3 kb aufwies (Abb. 13a und 13b).



Abb. 13a:

Abb 13b:
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B i"nHlH' dlil Hind Il ant
n In:
gl | ‘ 1S Bgll‘ Genlocus nach
JL—LI—@ - H— - oo

lexterne 2 3 4 56 7 8  Rekombination
Sonde
| |
I 11,3 kb I
BamHI BamH | BamH |
Hindlll Hind Il
g|" | B Il | LB Ball
- i i H = il
1extorne 2 3 4 5 6 7 8
Sonde |
|
I 10 kb 1
@ .gefloxte® Neomycin-Kassette X Homologe Rekombination in Maus-ES-Zellen

BamHI
HlndIII Hindlll
? . Bgll
B 1
i i i i il w
1 2 3 4 5 6 7 8
X
Hindll i deamHI
in in
RS-
H g GTV
2 3 4 5 6 T
al l BamH | BamH |

i\( Mutation F115L bzw. R137H

Schematische Darstellung der homologen Rekombination.

Ko F93 R48 F92 F94 R50 R54

- ) <« 11,3kb
ﬁ W AN W.“«']Okb

I

Bandenmuster nach Southern-Blot mit genomischer DNA aus
verschiedenen ES-Zell-Klonen und einer Kontroll-DNA. Sowohl die
Kontrolle (Ko.) als auch die exemplarisch ausgewahlten Klone F93 und R48
zeigen eine Bande bei 10 kb. Die Klone F92, F94, R50 und R54 weisen eine

zusatzliche Bande bei 11,3 kb auf.

Die Klone F92, F94, R50 und R54 aus der siebten Elektroporationsrunde (die
Bezeichnung der Klone mit ,F’ und ,R’ richten sich nach dem elektroporierten
Konstrukt; GTV-,F'115L, GTV-,R’137H) wiesen gegenuber der nicht transfizierten
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Kontrolle im Southern-Blot eine zusatzliche Bande bei 11,3 kb auf. Diese
Veranderung des Bandenmusters konnte bei 0,24 % der selektionierten F115L-
Klone und 0,22 % der selektionierten R137H-Klone nachgewiesen werden. ES-
Zell-Klone mit rekombinantem Allel wurden zusatzlich auf die eingebrachten
Mutationen F115L und R137H hin untersucht. Mittels einer nested-PCR mit zwei
externen Primern (PMM2-Test A, 4kb rev 1; PMM2-Test D, 4kb rev 2) wurde ein
3500-bp-Fragment amplifiziert (Abb. 14a), welches die Exons 5, 6 und 7 enthielt.

L F92 F94 R50 R54

Abb. 14a: Gelelektrophorese-Foto nach Gelextraktion der Banden bei 3,5 kb zur
Sequenzierung. Die jeweilige Bande ergab sich nach einer nested-PCR mit
Primern PMM2-Test A, 4kb rev 1, PMM2-Test D, 4kb rev 2. Ausgangsmaterial
war genomische DNA der Klone F92, F94, R50 und R54.

Sowohl die Klone, die mit dem F115L-Konstrukt transfiziert worden sind, als auch
die R137H-transfizierten Klone wiesen Heterozygotie fir die entsprechende
Mutation auf (Abb. 14b).
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F115L/WT (F92) R137H/WT (R54)
Phe lle Glu | e Arg Asn Gly GInGlu Glu 11,2 lle Glu Phe
TTCAT TGAATTA CGAAATGGC (AAG AAGAACANATTGAATTC

: |

WT/WT WT/WT
Phe lle Glu Phe Arg Asn Gly GIn Glu Glu Arg lle Glu Phe
TTATTGAATTCCGAAATGG( CAAGAAGAAC GAATT GAATTC

l

Abb.14b: Vergleich genomischer DNA-Sequenzen von F92, R54 und Wildtyp im

Bereich der eingefiihrten Mutationen.

Zwei dieser positiv getesteten Klone, F92 mit dem Genotyp F115L+Neo/WT und
R54 mit Genotyp R137H+Neo/WT, wurden fur die Cre-Rekombinase-Reaktion
zum Ausschneiden der Neo-Kassette vorbereitet. Dazu wurden beide Klone aus
den eingefrorenen Bestanden aufgetaut und kultiviert, bis sie eine geeignete
Dichte auf den Feeder-Platten besalRen. Diese ES-Zellen wurden dann mit 30 pg
eines Cre-Rekombinase-Gen enthaltenen Plasmides elektroporiert. Die
transgenen ES-Zellen konnten nach dieser Elektroporation nicht selektiert werden,
da der Selektionsmarker bei erfolgreicher Cre-Rekombinase-Reaktion entfernt
wurde. Aus beiden Zelllinien wurden je 120 Klone isoliert und kultiviert. Ein Teil
jedes Klones wurde eingefroren, der andere Teil fur die Praparation der DNA
benutzt. Die Uberprifung der Klone erfolgte erneut durch BamHI|-Verdau der DNA
und anschlieBenden Southern-Blot mit der bereits beschriebenen externen Sonde
(Abb. 15).
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F FC FC FC R RC RC RC
92 55 74 75 54 118 65 116

: < 113kb s SEE < 11,3kb
L - G D ST B e |10k

Abb. 15: Bandenmuster nach Southern-Blot mit genomischer DNA der
Ausgangsklone F92 bzw. R54 und deren jeweilige ES-Zell-Klone nach der

Cre-Rekombinase-Reaktion.

Bei den Klonen FC74 und FC75 sind die Banden des rekombinanten Allels bei
11,3 kb, wie sie im Ausgangsklon F92 noch zu sehen war, nicht mehr vorhanden.
Gleiches war auch bei den Klonen RC65 und RC116 zu beobachten, die beide
dem Ausgangsklon R54 entstammten. Eine erfolgreiche Cre-Rekombinase-
Reaktion mit entsprechendem Ausschneiden der Neo-Kassette konnte bei jeweils
vier von 60 Klonen beobachtet werden. Die im Intron verbliebenen 34 Basenpaare
der loxP-site im rekombinanten Allel sind in der gelelektrophoretischen
Auftrennung nicht zu erkennen. Die eingebrachten Mutationen F115L bzw. R137H

wurden in oben beschriebener Weise erneut bestatigt.
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Abb. 16:

Reaktion

3.3 Mikroinjektion der ES-Zellen

Schematische Darstellung des Pmm2-Genlocus zur Cre-Rekombinase-

Insgesamt stehen jeweils 4 rekombinante Klone je Mutation (R137H und F115L)

zur Erzeugung der Keimbahnchimaren zur Verfigung.
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4 Diskussion

4.1 CDG-la

Bei CDG-la-Patienten ist die Synthese der Glykoproteine an einem sehr frihen
Zeitpunkt gestort. Der Defekt wird durch die stark verminderte Aktivitat des
zytosolischen Enzyms Phosphomannomutase 2 ausgeldst. Es setzt Mannose-6-
Phosphat in Mannose-1-Phosphat um (van Schaftingen und Jaeken, 1995). Als
Konsequenz sinkt nachfolgend die Konzentration von GDP-Mannose und Dol-P-
Mannose. Da GDP-Man und Dol-P-Man fur die Synthese der lipidverknupften
Oligosaccharide (LLO) bendtigt werden, entstehen in den nachfolgenden Schritten
meist unvollstandige LLOs wie MansGlc-NAc, (Panneerselvam und Freeze, 1996).
Die verkurzten LLOs werden nur mit sehr geringer Effizienz vom OST auf ein
Protein Ubertragen (Korner et al., 1998); so dass es zum partiellen Verlust ganzer

Oligosaccharid-Seitenketten auf dem reifen Glykoprotein kommt.

Da Glykoproteine im Organismus vielfaltige und wichtige Funktionen ausuben, ist
auch das phanotypische Spektrum der CDG-la-Patienten weitreichend und
heterogen. Man kann die Patienten nach ihrem klinischen Bild grob in zwei
Gruppen einteilen. Eine Gruppe fallt vorrangig durch neurologische Defizite auf,
wahrend die zweite Gruppe uUber die neurologischen Probleme hinaus auch
schwerwiegende intestinale Komplikationen entwickelt. Des Weiteren variieren die
Auspragungen der Symptome unter den CDG-la-Patienten stark. Das Spektrum
reicht von Kindern, die mit axialer Hypotonie der Muskulatur und
psychomotorischen Retardierungen verhaltnismaRig leicht betroffen sind, bis hin
zu Kindern mit zusatzlichem Strabismus, Areflexie, Epilepsie und cerebellarer
Hypoplasie. Auch bei den extraneurologischen Symptomen reicht es von leichten
Wachstums-Retardierungen bis zu standigem Erbrechen, Diarrhoe, Steatorrhoe
und Anorexie (de Lonlay et al., 2001, Jaeken und Carchon 2004). In beiden
Gruppen koénnen haufig dysmorphe Zeichen wie invertierte Brustwarzen oder
ungewodhnliche Fettansammlungen im Oberarm- und Gesalbereich beobachtet

werden.
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4.2 Therapieansatze

Bisher existiert keine wirksame Therapie fur CDG-la-Patienten. Die Behandlung
erfolgt lediglich symptomatisch. Jedoch sind mit dem Wissen Uber die
biochemischen Grundlagen der Erkankung einige Therapieansatze veroffentlicht
worden.

So wurden Haut-Fibroblasten von CDG-la-Patienten in der Zellkultur auf die
Zucker-Struktur ihrer lipid-verknupften Oligosaccharide (LLO) untersucht. Im
Gegensatz zu gesunden Kontroll-Fibroblasten konnten in den Zellen der Patienten
zum grof3en Teil nur unvollstandig glykosylierte Vorstufen der LLOs nachgewiesen
werden. Dieser Defekt konnte durch ZufUhrung eines mannosereichen
Nahrmediums ausgeglichen werden. Analysen der Oligosaccharide von CDG-la-
Fibroblasten und Kontroll-Fibroblasten zeigten nach der Behandlung mit Mannose
keine Unterschiede mehr (Korner et al., 1998; Panneerselvam and Freeze, 1996).

Zudem steigt die GDP-Mannose-Konzentration in den Patienten-Fibroblasten von
durchschnittlich 2,4 pmol/10°Zellen auf 15,5 pmol/10°Zellen, was ca. 75 % der
GDP-Mannose in gesunden Fibroblasten-Zellen entspicht (Rush et al., 2000).
Scheinbar kann durch die exogene Zufuhr des Substrates Mannose die
verminderte Aktivitat der Phosphomannomutase annahernd kompensiert werden.

Versuche, diesen Therapieansatz auch auf CDG-la-Patienten zu Uubertragen,
zeigten bislang keine Erfolge. Durch die Gabe von Mannose (sowohl oral als auch
intravends) konnte die Mannose-Konzentration im Serum der Patienten auf ein
mehrfaches des Normalen angehoben werden. Es zeigte sich jedoch weder eine
Verbesserung des gesundheitlichen Zustandes der behandelten Kinder noch eine
Verbesserung der unvollstandig synthetisierten Glykoproteine (Mayatepek et al.,
1997; Mayatepek und Kohlmuller, 1998). Die Ursache flr die unterschiedlichen
Effekte in der Fibroblastenkultur und beim CDG-la-Patienten ist bislang nicht
geklart.

Ein anderes Therapiekonzept ist es, den Defekt der PMM2 zu umgehen und den
Zellen Mannose-1-Phosphat zuzuflihren. Mannose-1-Phosphat selbst ist jedoch
wegen der hohen Polaritat nicht membrangangig und kann nicht in die Zellen
transportiert werden. Darum arbeiten mehrere Arbeitsgruppen daran,
membrangangige Derivate zu synthetisieren. Nach Applikation und Aufnahme

dieser Prodrugs in die Zelle, steht nach intrazellularer und enzymatischer
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Wiederaufarbeitung Mannose-1-Phosphat der N-Glykosylierung zur Verfliigung.
Bisher veroffentlichten Prodrugs mangelt es derzeit noch an Stabilitat der
Verbindung und damit einer ausreichenden Halbwertszeit. Zudem sind relativ
hohe Konzentrationen im Serum ndétig, um suffizient Uber die Zellmembran
aufgenommen zu werden. In diesem Zusammenhang muss auch die Toxitat der
bisher verfugbaren Derivate genannt werden, die in den notwendigen
Konzentrationen auftritt. Einige Prodrugs konnten in der Zellkultur von CDG-la-
Fibroblasten die gestorte LLO-Synthese normalisieren (Muus et al., 2004; Eklund
et al., 2005, Hardré et al., 2007).

Um diese und andere Therapie-Optionen an hdher entwickelten Organismen zu
testen und um mehr Uber die Pathophysiologie zu lernen, wurde versucht, ein
Mausmodell fur CDG-la zu entwickeln (Thiel et al., 2006).

4.3 Pmm2-Knock-Out

Thiel et al. schalteten das Pmm2-Gen in Mausen gezielt aus. Heterozygote Tiere
fur diesen Pmm2-Knock-Out zeigten sich in Entwicklung, Fertilitdt und Anatomie
unverandert zu den Wildtyp-Tieren. Hingegen konnten keine homozygoten Mause
mit einem Pmm2-Knock-Out unter den 220 Nachkommen von verpaarten
heterozygoten Tieren gefunden werden. Erst genotypische Untersuchungen in der
frilhen embryonalen Entwicklung dieser Nachkommen konnten bis zum Tag 2,5
nach Befruchtung homozygote Embryonen mit einem Pmm2-Null-Allel nachweisen
(Thiel et al., 2006). Dies lasst vermuten, dass ein vollstandiger Knock-Out des
Pmm2-Gens nicht mit dem Leben vereinbar ist und zu einer sehr frihen
embryonalen Entwicklungsstérung fuhrt. Korrespondierend beginnt um den Tag
2,5 des Embryos die Poteinbiosynthese und der Abbau der maternalen RNA ist zu
90 % erfolgt (Schultz, 2002).

Eine weitere Erklarung fur ein embryonales Absterben zu diesem Zeitpunkt
konnten Hindernisse in der Nidation der befruchteten Eizelle im Uterus sein.
Kitamura et al. meinen, dass Glykoproteine an der Zelloberflache in den
interzellularen Erkennungsmechanismen zwischen Embryo und dem Epithel des
Endometriums eine wichtige Rolle spielen (Kitamura et al., 2003). Durch die

gestorte Glykoproteinbiosynthese in den Pmm2-defizienten Zellen ist es
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wahrscheinlich, dass auch diese Oberflachenproteine ungentigend ausgebildet
sind und die Nidation behindern wird.

Weiterfuhrende Verpaarungen von mannlichen und weiblichen heterozygoten
Mausen mit Wildtyp-Mausen zeigten eine stark verminderte Weitergabe des
weiblichen Null-Allels. So wurde das mannliche Null-Allel zu 48 % an die
Nachkommen weitergegeben, hingegen das weibliche nur zu 20 %. Statt einer
erwarteten Heterozygoten-Quote von 1:1 zeigte sich ein Verhaltnis von 4:1 fur die
Wildtyp-Nachkommen (Thiel et al., 2006). Es scheint demnach die Befruchtung

selbst oder die Oogenese durch das Pmmz2-Null-Allel gestort zu sein.

Um die fruhe Letalitat des ,Pmm2 Knock-Out® zu umgehen, begannen wir mit der
Entwicklung eines hypomorphen Mausmodells mit einer Restaktivitat der
Phosphomannomutase, wie sie auch Patienten mit dem CDG-la-Syndrom zeigen.
Die vorliegende Arbeit beschreibt die Erstellung zweier Gene-Targeting-Vektoren
fur die zwei haufigsten Mutationen im PMM2-Gen von compound-heterozygoten
Patienten, R141H und F119L. Diese Mutationen entsprechen der R137H- und
F115L-Mutation im Pmm2-Gen der Maus.

4.4 Mutation R141H und F119L

Die beiden haufigsten Mutationen im PMM2-Gen sind R141H und F119L. Einen
spezifischen Phanotyp fir diese compound-Heterozygotie findet man nicht
(Erlandson et al., 2001). Jedoch scheint der Genotyp R141H/F119L eher den
klinisch schwerer betroffenen Anteil der CDG-la-Patienten zu reprasentieren. In
einer Studie von Kjaergaard et al. aus 2001 wurden 25 Patienten mit diesem
haufigen Genotyp untersucht. Sie zeigten einheitlich und frih Probleme in der
Ernahrung, schwere Wachstumsverzogerungen, stark ausgepragte axiale
muskulare Hypotonie, invertierte Brustwarzen und subkutane Fettansammlungen.
Hinzu kamen hepatische Dysfunktionen, Perikarderglsse und
Entwicklungsverzogerungen.

In einer weiteren Studie von Kjaergaard et al. aus dem Jahr 2002 Iasst sich
erkennen, dass im Entwicklungsverlauf der am R141H/F119L-Genotyp erkrankten
Kinder diese zwar ein normales fetales Wachstum zeigen, sich jedoch im

sofortigen Anschluss an die Geburt ein Defizit einstellt. Korpergewicht,
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Korperlange, Body-Mass-Index (BMI) und Kopfumfang wuchsen in den ersten
sechs Monaten nicht so schnell wie die Male einer Vergleichsgruppe. So zeigte
das Geburtsgewicht gemessen als Standard deviation score (SDS) bei Geburt —
0.3; dieser sank in den nachsten sechs Monaten bis auf -3 SDS ab und blieb auch
erniedrigt bzw. stieg nur leicht an. Der SDS-Kopfumfang fiel von gemessenen 0 im
Alter von drei Monaten auf —1.9 mit funf Jahren. Diese Daten zeigen aber auch,
dass sich die Krankheit mit zunehmendem Alter zu stabilisieren scheint.
Untersuchungen uber das Lebensalter von CDG-la-Patienten unterstutzen diese
Tendenz (Matthijs et al., 2000).

Mit Mausmodellen, jeweils heterozygot fur die hypomorphen Mutationen R137H
und F115L, ware die Moglichkeit gegeben, die CDG-la-Erkrankung des Menschen
nachzuahmen. Beide Mausmodelle mussten mit der heterozygoten Mutation
unbeeintrachtigt lebensfahig sein, da selbst der vollstandige Knock-Out keinerlei
Auffalligkeiten im Vergleich mit Wildtyp-Mausen zeigt, wenn nur ein Allel betroffen
ist (Thiel et al., 2006).

AnschlieBende Verpaarungen zweier Tiere mit jeweils einer unterschiedlichen
Mutation ergaben ein Mausmodell compound heterozygot fir R137H und F115L
und wurden so, wie oben bereits beschrieben, den am haufigsten vorkommenden
Genotyp der CDG-la-Patienten reprasentieren.

Mit der Verpaarung zweier heterozygoter F115L-Tiere lieRe sich ein milder
Phanotyp errreichen. Der entsprechende Genotyp muisste dann nach dem Hardy-
Weinberg-Gleichgewicht zu 25 % unter den Nachkommen zu finden sein.
Genotypisierungen von CDG-la-Patienten bestatigen dieses Gleichgewicht
(Matthijs et al., 1998). Demnach scheint die Weitergabe des hypomorphen Allels
mit dieser Mutation nicht stark eingeschrankt zu sein; anders als der vollstandige
Knock-Out von Pmm2 (Thiel et al., 2006).

Verpaarungen von heterozygoten Mausen fur die R137H-Mutation wurden
mutmallich keine lebenden Nachkommen ergeben, die eine Homozygotie fur
diese Mutation aufweisen. Daflir spricht sowohl, dass entgegen der Hardy-
Weinberg-Formel kein Patient mit entsprechendem Genotyp diagnostiziert worden
ist, als auch die fehlende Restaktivitat des rekombinanten PMM2-Proteins mit der
R141H-Mutation (Kjaergaard et al., 1998, Pirard et al., 1999). Genotypische

Untersuchungen der Embryonen kdnnten zeigen, ob und in welchem Stadium die
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Mutation letal ware und ob es Unterschiede zu den oben genannten

Untersuchungen bei Pmm2-Knock-Out-Mausen gibt.

4.5 Effizienz der Transfektionen

Das Ereignis der homologen Rekombination in embryonalen Stammzellen ist ein
seltenes Ereignis unter den DNA-Integrationsmechanismen. Tausend mal haufiger
ist der zufallige und nicht-homolog rekombinante Einbau einer Fremd-DNA
(Sargent und Wilson, 1998). Zudem erfolgt die Aufnahme eines Targeting-
Konstruktes im Rahmen einer Elektroporation nur in einer von 2400 Zellen
(Vasquez et al., 2001). Unter Verwendung von Selektionsmarkern, wie in dem
vorliegenden Fall mit einer Neomycin-Kassette, und anschlieRender Southern-
Blot-Analyse kdnnen dennoch Klone mit erfolgter homologer Rekombination
selektiert werden.

In dieser Arbeit wurden insgesamt 1740 Klone nach Elektroporation mit den
beiden Gene-Targeting-Vektoren (GTV-F115L und GTV-R137H) und der G418-
Selektion untersucht. Die homologe Rekombination konnte bei ca. 0,2 % der
Klone nachgewiesen werden, unabhangig vom verwendeten GTV. Der Anteil an
erfolgreicher homologer Rekombination liegt somit unterhalb der in der Literatur
beschriebenen Effizienzrate von 1 bis 15 % (Mamo et al., 2010; te Riele et al.,
1992), was moglicherweise auf eine der Anlagerung des GTVs hinderliche
Konformation des Pmm2-Locus zurickgefuhrt werden kann.

Die anschliel3ende Elektroporation eines Cre-Plasmids in ES-Zellen, die positiv
auf die homologe Rekombination hin Uberprift worden sind, zur Deletion der
Neomycin-Kassette aus dem Pmm2-Locus, konnte bei jeweils 4 von 60 Klonen mit
GTV-F115L und GTV-R137H erfolgreich nachgewiesen werden. Dies entspricht
einer Ereignisrate von ca. 7 %, was einer in der Literatur beschriebenen Effizienz

der erfolgreichen Cre-Rekombinase-Reaktion entspricht (Meinzinger 2004).

4.6 Isoenzym PMM1

Neben dem zuvor beschriebenem Enzym PMM2 wurde 1997 auch das Isoenzym
PMM1 entdeckt (Matthijs et al., 1997a,b). Das Gen PMM1 liegt auf Chromosom
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22q13 und codiert fur ein 262 Aminosauren langes Protein. Das orthologe
Isoenzym PMM2 hingegen wird auf Chromosom 16p13 codiert und hat auf
Aminosaure-Ebene eine 66 %ige Homologie zu PMM1. Dies lasst die Vermutung
zu, dass die beiden Phosphomannomutase-Gene PMM1 und PMM2 vor ca. 75 bis
110 Millionen Jahren aus einer Duplikation entstanden sind (Schollen et al., 1998).
Bei dem Vergleich der jeweiligen orthologen Gene PMM1 und PMMZ2 des
Menschen mit den Genen Pmm1 und Pmm2 der Maus findet sich mit 90 % eine
groRe Ubereinstimmung der Aminosauresequenz, die zudem in Exon-Intron-
Ubergéangen im hohen MaRe konserviert ist (Heykants et al., 2001).

Die Prasenz der zwei konservierten Isoenzyme spricht flr eine signifikante
Funktion beider, wobei die Rolle von PMM1 bislang nicht geklart ist.
Krankheitsauslosende Mutationen sind nicht bekannt und auch ein Knock-Out-
Mausmodell fir Pmm1 zeigte keinen pathologischen Phanotyp (Cromphout et al.,
2006). In vitro besitzt PMM1 Phospomannomutase-Aktivitat, diese kann jedoch die
krankheitsauslosende reduzierte Aktivitat der PMM2 bei CDG-la-Patienten in vivo
nicht kompensieren. Untersuchungen der Expressionsmuster von Pmm1 in der
Maus zeigten ein vermehrtes Vorkommen im Gehirn und neuroendokrinem
Gewebe. Da auch Pmmz2 in denselben Zellen exprimiert wird, kann die fehlende
Kompensation nicht durch das Expressionsmuster erklart werden (Cromphout et
al., 2006).

Welche physiologische Rolle PMM1 in vivo spielt, soll in zuklnftigen Studien durch
Verpaarungen der Pmm1-Knock-Out-Maus und den oben genannten Mauslinien

mit hypomorphen Pmm?2-Allel geklart werden.
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5 Zusammenfassung und Ausblick

CDG-la ist eine genetisch bedingte Stoffwechselstorung, die eine fehlerhafte
Synthese von Glykoproteinen zur Folge hat. Ursache sind Mutationen in der
genetischen Information fur das Enzym Phosphomannomutase II (PMM2),
welches innerhalb der Glykoproteinsynthesekette Mannose-6-Phosphat zu
Mannose-1-Phosphat umsetzt. Infolge der verminderten Enzymaktivitat von PMM2
bei CDG-la-Patienten und des damit verbundenen Mangels an Mannose-1-
Phosphat entstehen unvollstandige und funktionsgestorte Glykoproteine.

Bei dieser Multisystemerkrankung leiden die Patienten unter korperlichen und
geistigen Behinderungen, deren Ausmall stark von der zugrundeliegenden
Mutation und damit von der PMM2-Aktivitat abhangt. Um weiterflhrende
Untersuchungen im Bereich der Biochemie und Pathophysiologie sowie mogliche
Therapieoptionen an hoher entwickelten Lebewesen zu erforschen, soll ein
Mausmodell fur CDG-la generiert werden.

Inhalt dieser Arbeit ist die Generierung von zwei Gene-Targeting-Vektoren (GTV)
und den entsprechenden transgenen embryonalen Maus-Stammzellen, welche
jeweils die beiden haufigsten Mutationen R141H und F119L (R137H und F115L im
Maus-Genom) tragen.

Zunachst wurde ein Teil des murinen Pmm2-Gens in einen pBlueScript-Vektor
subkloniert. Mit gezielter in-vitro-Mutagenese erfolgte das Einbringen der
jeweiligen Mutation. Als Selektionsmarker fur beide GTV diente ein von zwei loxP-
Sequenzen flankiertes Neomycin-Resistenzgen. Die beiden derart konstruierten
GTV (GTV-F115L, GTV-R137H) wurden als linearisiertes Konstrukt durch
Elektroporation in embryonale Mausstammzellen transferiert. Durch G418°-
Selektion,  Southern-Blot-Analysen und DNA-Sequenzkontrollen  wurden
erfolgreich transfizierte transgene Klone nach der homologen Rekombination
identifiziert. Zum Entfernen der noch inserierten Neo-Kassette wurde je ein
Stammzell-Klon mit dem Genotyp F115L/WT und R137H/WT mit einem Cre-
Rekombinase-Gen enthaltenden Plasmid per Elektroporation transfiziert.

Nach Kontrolle der erfolgreichen Entfernung der Neo-Kassette mittels Southern-
Blot und DNA-Sequenzanalyse wurde ein Klon mit der heterozygoten Mutation

R137H zur Mikroinjektion in Maus-Blastozysten verwendet. Die Blastozysten



74

wurden pseudoschwangeren Foster-Weibchen eingesetzt, um Chimaren zu
erzeugen. Heterozygote Tiere, die aus Verpaarungen von chimaren Mannchen mit
Weibchen des C57/BI06-Stammes entstammten, wurden zur Generierung
homozygoter Stamme verwendet.

Wie zu erwarten, waren homozygote Mause mit dem Genotyp R137H/R137H nicht
lebensfahig und verstarben schon intrauterin vor dem 6. Tag nach Befruchtung.
Homozygote Tiere mit der sehr milden, synthetischen Mutation F118L (F122L
beim Menschen; Silvaggi et al., 2006) zeigten trotz einer reduzierten PMM-
Aktivitat in kultivierten Embryonalfibroblasten der Maus von 38 % im Vergleich zu
Wildtyp-Mausen keine Unterschiede im Phanotyp. Verpaarungen von
heterozygoten WT/R137H-Mausen mit einer hypomorphen F118L-Mauslinie
zeigten ebenfalls eine embryonale Letalitat, die zwischen Tag 9,5 und 10,5 nach
Befruchtung lag. Besonders hervorzuheben ist die Erkenntnis, dass die
beschriebene embryonale Letalitdt der compound-heterozygoten R137H/F118L-
Mause durch eine pranatale und orale Mannose-Therapie uUberwindet werden
kann und eine normale Entwicklung moglich ist (Schneider et al., 2011).

Meine praktischen Arbeiten zur Herstellung der beiden Gene-Targeting-Vektoren
und der rekombinanten Stammzellen mit der Mutation F115L und R137H erfolgten
in den Jahren 2001 bis 2004 in Gottingen. Die spatere Charakterisierung der
verschiedenen Mauslinien einschlieBlich der Generierung der F118L-Mutation
erfolgte nach dem Umzug der Arbeitsgruppe von Prof. Kérner an das Zentrum flr

Kinder- und Jugendmedizin ab dem Jahr 2004 dann an der Universitat Heidelberg.
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Gewicht zu Volumen

Wildtyp

x-fache Erdbeschleunigung

5-Brom-4-chlor-3-indolyl-b-D-galaktosid

zum Beispiel

Verwendete Vorsilben fiir Potenzen der Zahl Zehn:

= * 3 F

Piko
Nano
Mikro
Milli
Kilo
Mega

(1x10™"3)
(1x1079)
(1x107°)
(1x107®)
(1x103)
(1x10°)

Die chemischen Elemente wurden mit den ublichen Symbolen abgekurzt. Die

Aminosauren wurden entweder im Drei- oder im Ein-Buchstabencode angegeben.

Bei einigen Begriffen wurden die englischen Fachtermini verwendet, da auch in

der deutschsprachigen Fachliteratur eine Ubersetzung dieser Begriffe uniblich

und unzureichend ist.

6.2 Primer-Sequenzen

Bezeichnung

Basensequenz

floxneo-Sall-rein 1

ATC CAA ATT AGT CGA CCT GCA GCC CCA

floxneo-Sall-rein 2

TGG GGC TGC AGG TCG ACT AAT TTG GAT

Neo 1

GAC CGC TTC CTC GTG CTT TAC

pB-Hindlll-raus 1

GAA TTC GAT ATC AAG GTT ATC GATACC G

pB-Hindlll-raus 2

CGG TAT CGATAACCT TGA TAT CGAATTC

PMM2-F119L-A

CTT TCATTG AAT TAC GAAATG GCATGT TG

PMM2-F119L-B

CAA CAT GCC ATT TCG TAATTC AAT GAA AG

PMM2-R141H-A

CCA AGA AGA ACACATTGAATT CTACGAA



PMM2-R141H-B

TTC GTAGAATTCAATGTGTTCTTCTTG G
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PMM2-Sall-rein 1

CTA AAC TTA AGT CGA CGT TGC AGA CTG

PMM2-Sall-rein 2

CAG TCT GCA ACG TCG ACT TAA GTT TAG

PMM2-Test-A GTAGTACTG TGT GGC TCAAAG C
PMM2-Test D CCATGATGT CACTTACTCATGC

TL24 GGG ACT TTG TTC CGC TAA CAG

TL25 GTT GCC CAT CACTTG GGG TG

TL27 GTG CCT CAA GGT GTAACC CC

TL42 CAG GAT GTG TCA CGT TGG CTG ACC AC
TL44 CGG GTG CTG CTG GAG TGA CAG GC
TL61 CTGTCCTGG GTT ATGACT TG

4-Kb-BamHl-raus 1

CACCTTTTT GTA GGA TGC ACT AG

4-Kb-BamHl-raus 2

CTA GTG CAT CCT ACAAAAAGG TG

4-Kb-rev 1

CAC ACA ACC GGG ACC CAA GG

4-Kb rev 2

GCT AAG TAGCTG GTT CTAAAGC
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