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1. Zusammenfassung

Das gezielte Ausschalten von Genen durch homologe Rekombination (gene fargeting) in embryonalen
Stammzellen (ES-Zellen) der Maus hat sich in den letzten Jahren schnell entwickelt und eignet sich zur
Funktionsanalyse von Genen im Organismus, sowie zur Analyse von grofleren Genomabschnitten im
Rahmen von Positionsklonierungs- und Genom-Projekten. Im Laufe dieser Arbeit wurde eine weiter-
entwickelte Form des gene targeting, die Cre/loxP vermittelte Rekombination, eingesetzt, um grof3e,
sequenzspezifische Deletionen in das Chromosom 11 der Maus einzufiigen. Grundlegend fiir das
Cre/loxP-System ist eine gut charakterisierte Region im Mausgenom, in der zwei Deletionsendpunkte
festgelegt werden konnen. In diese Deletionsendpunkte werden zwei loxP-Elemente integriert, die spe-
zifisch von dem Cre-Enzym erkannt werden. Der genomische Bereich zwischen den beiden loxP-
Elementen wird durch die Cre-Rekombinasereaktion deletiert.

Fiir das Einbringen der loxP-Elemente in das Mausgenom miissen zwei Targetingvektoren konstruiert
werden, die aus dem loxP-Element, einer Resistenzkassette und genomischer, zum Ziellokus homolo-
ger, DNA bestehen. Die homologe genomische DNA sollte isogen zu der ES-Zell-DNA sein. Aus die-
sem Grund wurde in der bereits gut durch YACs charakterisierten wobbler Region auf Maus Chromo-
som 11 ein BAC-Contig erstellt. Nach einer BAC-Screening, -Kartierungs und -Orientierungsphase
konnte mit der Deletionsvektorkonstruktion begonnen werden. Es wurden insgesamt sechs Targeting-
vektoren hergestellt, die zur Generierung von Deletionen in der wobbler kritischen Region eingesetzt
werden konnen. Zwei dieser Targetingvektoren wurden in aufeinanderfolgenden Elektroporationen in
das ES-Zellgenom gebracht. Es existieren fiinf ES-Zellklone, die zwei korrekt in das Genom integrierte
Targetingvektoren tragen. Durch eine transiente Cre-Expression kann der Bereich zwischen den integ-
rierten loxP-Elementen in den ES-Zellen deletiert werden. Die ES-Zellen werden anschlieBend fiir eine
Blastozysteninjektion oder Morulaaggregation verwendet, um chimire Mause zu generieren.

In dieser Arbeit wurde ebenfalls ein ,,alternatives® Konzept zur Herstellung von Deletionen im wobbler
kritischen Bereich verfolgt. Durch die Integration eines negativen Selektionsmarkers (das Thymidin
Kinase Gen = TK Gen) und einer anschlieBenden Bestrahlung der ES-Zellen mit y Strahlen kann spezi-
fisch auf den Verlust des TK Gens selektiert werden. Durch die Bestrahlung verlieren die ES-Zellen
flankierend zu dem TK Gen auch genomische Bereiche. So entsteht eine ganze Reihe von unterschied-
lichen Deletionen innerhalb der ausgewéhlten Region. Diese Strategie wurde fiir die wobbler Region
angewandt. Es konnten elf Klone ermittelt werden, die durch die Bestrahlungsreaktion das TK Gen ver-
loren haben. Diese Klone werden zurzeit charakterisiert, um die Grof3e der erzeugten Deletionen festzu-
stellen. AnschlieBend werden auch diese Klone in Blastozysten injiziert oder mit Embryonen im Moru-
lastadium aggregiert. Die aus beiden Methoden resultierenden Deletionsméiuse werden in verschiedenen
Kombinationen verpaart, mit dem Ziel die wobbler kritische Region zu verkleinern und um die in dem

Deletionsintervall liegenden Gene zu charakterisieren.



Einleitung 2

2. Einleitung

Die 1990 gegriindete internationale Kollaboration, das Humane Genom Projekt (Watson, 1990), hatte
sich zum Ziel gesetzt, die gesamte menschliche DNA Sequenz zu identifizieren. Seit 2000 liegt die na-
hezu komplette genomische Sequenz des Menschen in einer ,,working draft Version in den Datenban-
ken vor. Im Zuge dieses Projektes wurde die Sequenzierung weiterer eukaryotischer Genome, wie z.B.
Drosophila melanogaster, Caenorhabditis elegans und Mus musculus vorangetrieben. Seit November
2001 ist ebenfalls eine ,,working draft Version des Mausgenoms verfiigbar. Die Maus wird schon seit
langerem als experimenteller Modellorganismus fiir menschliche Erbkrankheiten eingesetzt, da sich die
Physiologie und Pathophysiologie von Maus und Mensch in den meisten Féllen sehr dhneln. An diese
Sequenzierungsphase kann sich nun eine Phase der funktionellen Gen- und Genomanalyse anschlie3en.
Das wahrscheinlich wichtigste Mittel, um die Rolle von Genen in vivo in einem komplexen Organismus
wie z.B. der Maus zu charakterisieren, ist die Genmodifikation durch artifiziell eingebrachte Mutatio-

nen.

2.1 Mutagenese als Methode zur funktionellen Analyse von Genen in der

Maus

Es gibt verschiedene Methoden, um artifizielle Mutationen ins Mausgenom einzubringen. Eine unge-
richtete, zufdllige Methode ist die Erzeugung von Punktmutationen durch den Einsatz von chemischen
Mutagenzien. Ethylnitrosoharnstoff (ENU) ist solch ein chemisches Mutagenz. Durch die Injektion von
subletalen Dosen in madnnliche Méuse entstehen Punktmutationen und kleinere Deletionen (Noveroske
et al., 2000) in verschiedenen Gewebe- und Zelltypen. Von besonderem Interesse fiir die weitere Analy-
se sind Mutationen, die die Keimbahn betreffen, da diese an die Nachkommen weitergegeben werden.
Die auf diesem Wege erzeugten zufilligen Mutationen kdnnen unterschiedliche Auswirkungen auf den
Phinotyp der Nachkommen haben. Es konnen dominante, rezessive und ,,stille Mutationen entstehen.
Dominante Mutationen sind schon im heterozygoten Zustand phénotypisch detektierbar, rezessive Mu-
tationen dagegen erst, wenn beide Kopien des betroffenen Gens die Mutation tragen (homozygoter Zu-
stand). Stille Mutationen haben keine Auswirkung auf den Phénotyp.

Die ENU Mutagenese wird weltweit in vielen Laboren in groBem Malstab angewandt, mit dem Ziel
das Mausgenom moglichst vollstindig mit Mutationen ,,abzuséttigen” (Hrabe de Angelis und Balling
1998; Hrabe de Angelis et al., 2000). Die so erzeugten Mausmutanten werden in aufwendigen Scree-
ningtests untersucht, um medizinisch relevante Phinotypen zu identifizieren (Balling et al., 2000;
Rathkolb et al., 2000; Soewarto et al., 2000).

Eine weitere Methode, um Verdnderungen im Mausgenom zu generieren, ist das Injizieren von Fremd-

DNA in den Vorkern befruchteter Eizellen, auch Pronukleusinjektion genannt. Die Insertion der Fremd-
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DNA (Transgen) in das Genom erfolgt zufdllig und ungerichtet. Deshalb kann es eine oder mehrere In-
tegrationsstellen geben, an denen jeweils eine oder mehrere Kopien des Transgens vorliegen. Das
Transgen besteht in der Regel aus einer codierenden Gensequenz und den zu seiner Expression bendtig-
ten regulatorischen Elementen. Diese Fremd-DNA wird unter einem Mikroskop mit einer Glaskapillare
in einen der beiden Vorkerne der befruchteten Eizelle injiziert. Die so behandelten Eizellen werden an-
schliefend operativ in scheinschwangere Empféngertiere transferiert. Schitzungsweise 10-30 % der
Nachkommen tragen das injizierte Transgen in ihrem Genom integriert (Lottspeich und Zorbas, 1998).
Da das Transgen ungerichtet und zuféllig integriert, représentiert jedes transgentragende Tier mindes-
tens ein unabhdngiges Integrationsereignis. Die Transgenexpression kann vom Integrationsort beein-
flusst werden, daher ist es sinnvoll, das Transgen zusammen mit seiner natiirlichen genetischen Umge-
bung, in Form eines groffen genomischen DNA-Fragmentes zu injizieren. Kiinstliche Hefechromoso-
men (YACs) und kiinstliche bakterielle Chromosomen (BACs) sind zu diesem Zweck bereits erfolg-
reich eingesetzt worden (Schedl et al., 1993; Peterson et al., 1993; Yang et al., 1997).

Im Gegensatz zu den bisher vorgestellten Methoden kann das Mausgenom auch gezielt verdndert wer-
den. Diese gezielte Modifikation wird in embryonalen Stammzellen (ES) der Maus durch homologe
Rekombination eingefiihrt. Fiir diese Methode wird das Gen, das in der Maus verdndert werden soll,
zuerst in einen bakteriellen Vektor (Targetingvektor) kloniert und, entsprechend der Fragestellung des
Experimentes, gezielt verdndert. Der Vektor enthélt zusétzlich noch einen positiven Selektionsmarker,
der nach der Transfektion nur den Zellen ein Wachstum ermoglicht, welche die verdnderte DNA und
das Markergen durch homologe Rekombination in das Genom integriert haben. Zellen, die im Selekti-
onsmedium wachsen, werden auf die korrekte Integration des Targetingvektors durch PCR oder Sou-
thern Blotting Methoden tiiberpriift und anschlieBend in Maus Blastozysten injiziert oder mit Embryo-
nen im Morula Stadium aggregiert. Die aus beiden Methoden entstehenden chiméren Blastozysten wer-
den operativ in scheinschwangere Weibchen transferiert. Die chiméren Nachkommen werden verpaart
und im Falle der Beteiligung der ES-Zellen an der Keimzellbildung konnen Nachkommen der ES-
Zellen erhalten werden.

Im weiteren Verlauf soll auf die gene targeting Methoden ausfiihrlicher eingegangen werden.

2.1.1 Konventionelles gene targeting

Bei der hdufigsten hierfiir angewandten Strategie wird die Genfunktion durch das Einbringen eines po-
sitiven Selektionsmarkers mittels homologer Rekombination inaktiviert (Capecchi, 1989). In der Regel
besteht ein Targetingvektor, konstruiert als ein Replacementvektor, aus einem positiven Selektionsmar-
ker, der von genomischer DNA flankiert ist. An einem Ende der genomischen DNA befindet sich ein
negativer Selektionsmarker. Der positive Selektionsmarker erfiillt zwei Funktionen: 1. Durch die positi-
ve Selektion reichert man die ES-Zellen an, die stabil integrierte Targetingvektoren im Genom tragen

(ca. 1 pro 10" elektroporierte Zellen), das heiBt, der Selektionsmarker sowie die Mutation sind dauerhaft
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im Genom vorhanden, werden also bei der Zellteilung weitergegeben. 2. Das Zielgen wird durch eine
Mutation in codierenden Exons oder regulatorischen Sequenzen inaktiviert.

Der negative Selektionsmarker wird eingesetzt, um das homologe Rekombinationsereignis anzurei-
chern. Hierbei werden die Zellen abgetotet, bei denen der Targetingvektor zufillig oder vollstidndig in
das Genom integriert ist (Mansour et al., 1988). Trotz dieser Vorteile, die solche Selektionsmarker
bringen, kdnnen sie auch nachteilige Effekte verursachen. Die Regulation oder auch das korrekte Spli-
cen des Zielgens konnen gestort werden (Jacks et al., 1994, Carmeliet et al., 1996).Weiterhin kann die
Expression von benachbarten Genen durch die starken Promotoren, die hdufig in Kombination mit den
Selektionsmarkern eingesetzt werden, verdndert werden (Lerner et al., 1993, Ohno et al., 1994; Olson et
al., 1996; Braun et al., 1994). Es konnte gezeigt werden, dass endogene Gene, die mehr als 100 kb ent-
fernt vom Integrationsort liegen, durch den Selektionsmarker betroffen sein kdnnen (Pham et al., 1996).
Diese in cis wirkenden Komplikationen sind natiirlich besonders stérend, wenn die Expressionsregula-
tion eines Gens untersucht werden soll (Fiering et al., 1993), oder wenn eine Punktmutation analysiert
wird, bei der alle weiteren Anteile des Gens unverindert bleiben sollen. Aus diesen Griinden sind Me-

thoden entwickelt worden, um den eingebrachten Selektionsmarker wieder zu entfernen.

2.1.2 Weiterentwicklung des gene targeting

Bei dem weiterentwickelten modifizierten gene targeting, werden die eingebrachten Selektionsmarker
durch lokusspezifische Rekombinasesysteme entfernt. Der positive Selektionsmarker wird von zwei
Elementen flankiert, die von einer von auflen eingebrachten Rekombinase erkannt werden. Bei der Re-
kombination wird dann der Selektionsmarker ausgeschnitten. Die verwendeten Rekombinasen Cre
(causes recombination) und Flp (flippase) sind beides Mitglieder der Superfamilie der lambda Integra-
sen. Es sind sequenzspezifische Integrasen (Argos et al., 1986), die DNA an einer bestimmten Zielse-
quenz schneiden und dann an ein Stiick DNA ligieren, das von einer zweiten sequenzidentischen Stelle
stammt, um wieder einen durchgiingigen DNA-Strang zu erzeugen. Die Rekombination erfolgt mit du-
Berster Genauigkeit, so dass am Ende nicht eine einzige Base verloren geht oder liberzihlig ist. Dieses
Rekombinationssystem benétigt nur die Rekombinase, die spezifische target-DNA-Sequenz und einige
ein- oder zweiwertige Kationen (Stark et al., 1992). Es werden keine Kofaktoren oder akzessorische
Proteine bendtigt, was die Moglichkeit eroffnet, diese Rekombinasesysteme in einer Vielzahl unter-
schiedlicher Umgebungen zu benutzen. Die minimale Zielsequenz fiir Cre und Flp besitzt mit 34 bp
eine Grofe, die es sehr unwahrscheinlich macht, dass dieses Element zufallig im Genom auftritt. Die
Orientierung der target sites bestimmt die durch die Rekombinase erzeugte Modifikation. Eine direkte,
d.h. gleichgerichtete Orientierung fiihrt zu einem Ausschneiden der DNA, entgegengesetzte sites erzeu-
gen eine Inversion und farget sites, die auf unterschiedlichen DNA-Molekiilen lokalisiert sind, ergeben
eine Translokation (Hoess et al., 1985; Kilby et al., 1993; Yu und Bradley, 2001; siche Abbildung 2.1).
Die durch Cre erzeugten Deletionen sind reversibel, d.h. es ist ebenfalls mdglich, zirkuldre extrachro-

mosomale DNA zu integrieren. Diese Reaktion ist allerdings erschwert, da das Gleichgewicht in Rich-
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tung des intramolekularen Ausschneidens verschoben ist. Die DNA-Topologie ist fiir die Rekombinati-
onsreaktion unwichtig. Die DNA, die als Substrat dient, kann als supercoiled, kreisformige DNA, als
relaxierter Kreis oder als lineares Chromosom vorliegen (Abremski et al., 1983; Hoess und Abremski;
1985; Stark et al., 1992). Eine effiziente Rekombination kann in bereits differenzierten, postmitotischen
Zellen (Agah et al., 1997) erfolgen, sowie auch in sich noch teilenden Zellen (Sauer and Henderson
1988, O’Gorman et al., 1991). Diese Eigenschaften machen Cre und Flp geeignet fiir den Einsatz in

prokaryotischen und eukaryotischen Zellen und somit zur Herstellung von transgenen Méusen.

2.1.2.1 Die beiden Rekombinase Systeme Cre/loxP und Flp

2.1.2.1.1 Das Cre/loxP-Rekombinasesystem

Das Cre/loxP-Rekombinasesystem stammt aus dem Bacteriophagen P1 (Sternberg and Hamilton 1981).
Dort erfiillt es die Aufgabe Plasmid-Dimere in Monomere aufzulésen und somit die Erhaltung des
Plasmids zu sichern, indem je ein Monomer an die Tochterzellen weitergegeben wird (Austin et al.,
1981). Das fiir die Rekombination verantwortliche 38 kDa Enzym ist die Cre-Rekombinase, die zur
Familie der Integrasen gehort (Argos et al. 1986). Cre vermittelt, ohne weitere Kofaktoren, die sequenz-
spezifische Rekombination zwischen zwei loxP-Elementen (locus of crossing over (X) in P1) (Sauer,
1987; Sauer and Henderson 1988). Die 34 bp Erkennungssequenz eines loxP-Elementes besteht aus
zwei 13 bp langen invertierten repeats, die eine asymmetrische Kernsequenz von 8 bp flankieren
(Hoess und Abremski 1984; Mack et al. 1992). Diese Kernsequenz bestimmt die Orientierung des loxP-

Elementes.

2.1.2.1.2 Das Flp-System

Das Flp System stammt aus der Hefe Saccharomyces cerevisiae und ist auf dem 2p Plasmid lokalisiert
(Gerbaud et al., 1979, Broach und Hicks, 1980). Die natiirliche Funktion des Enzyms ist es, die Anzahl
der Kopien des 2u Plasmids zu erhohen. Bei der Replikation werden Plasmid-Multimere gebildet, die
FRT-sites (Flp Recombination fargef) in der gleichen Orientierung tragen. Durch die nachfolgende Re-

kombination wird eine hohe Anzahl an Plasmid-Monomeren erzeugt (Futcher 1986).

2.1.2.1.3  Vergleich der Cre- und Flp-Rekombinasen

Ein Vergleich der Aminosduresequenzen von Cre und Flp ergab nur eine sehr geringe Homologie.
Dies war allerdings zu erwarten, da die Enzyme sehr verschiedenen Ursprungs sind und sich auch die
Erkennungssequenzen sehr unterscheiden. Es konnte aber nachgewiesen werden, dass es vier konser-
vierte Aminoséduren gibt: Arginin, Histidin, ein weiteres Arginin und ein Tyrosin (Sadowski, 1995). Es
wird vermutet, dass diese konservierten Aminoséduren essentiell fiir das Schneiden und Religieren von
DNA sind. LoxP- und FRT-sites haben die gleichen strukturellen Elemente, obwohl sie abweichende

Sequenzen besitzen. Diese strukturellen Elemente sind invertierte symmetrische Sequenzen, die als
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Bindungsstellen fiir Rekombinase-Monomere fungieren und einen AT-reichen asymmetrischen Kern,
der die Stelle des Schneidens, des Austausches und der Ligation darstellt (Hoess et al., 1982; Jayaram,
1985). Der asymmetrische Kern hat eine sehr groe Bedeutung, da er durch seine Orientierung das

Endprodukt der Rekombination festlegt.

2.1.2.1.4 Die Rekombinationsreaktion

Die Rekombination zwischen zwei loxP- bzw. FRT-Elementen erfolgt, indem eine Untereinheit der Re-
kombinase jeweils einen invertierten repeat des loxP- bzw. FRT-Elementes bindet, so dass zwei Unter-
einheiten an ein loxP- bzw. FRT-Element gebunden sind. Zwei dieser farget-Sequenzen, die mindestens
82 bp (Hoess et al., 1985) voneinander entfernt liegen sollten, werden in einem synaptischen Komplex
in rdumliche Ndhe gebracht, so dass die vier Rekombinaseuntereinheiten einen aktiven Komplex bilden
konnen, der die DNA in der Kernsequenz schneidet (Mack et al., 1992) (Abbildung 2.1). Durch das
Schneiden, Austauschen und Ligieren der DNA kommt es zu der Ausbildung eines Holliday-
Intermediates. Das Schneiden, Austauschen und Ligieren des zweiten DNA-Stranges 16st die Holliday-
Struktur wieder auf und es entstehen zwei rekombinante Molekiile (Stark et al., 1992.). Im Falle einer
intrachromosomalen Deletionsreaktion verbleibt eine target-Sequenz (die zur Hélfte aus der ersten und
zur anderen Halfte aus der zweiten besteht) in der chromosomalen DNA, so dass die Rekombinations-
reaktion theoretisch reversibel ist. Allerdings ist die intermolekulare Integration energetisch ungiinsti-
ger, und das zirkuldre extrachromosomale Produkt geht oftmals verloren, so dass die Deletionsreaktion
als irreversibel angesehen werden kann.

Um sicher zu gehen, dass das Rekombinationsereignis irreversibel ist konnen folgende Strategien an-
gewendet werden:

1. Eine kurze Zeitspanne, in der die Rekombinase exprimiert wird (Gagneten et al., 1997).

2. Die Benutzung von zwei target-Sequenzen, die unterschiedliche Mutationen tragen. Eine Punktmuta-
tion im FRT-Element an Positon —10 (Position +1 stellt die Mitte der Kernregion dar) erzeugt nur einen
geringen Abfall in der Rekombinationseffizienz (Senecoff et al., 1988). Wenn in beiden FRT-
Elementen also jeweils eine Punktmutation existiert, kann die Rekombination ganz normal erfolgen.
Die resultierenden FRT-Sequenzen sehen dann so aus, dass eine Sequenz unverdndert, d. h. ohne Muta-
tionen ist und die andere zwei Mutationen trigt (an Position —10 und +10), wodurch weitere Rekombi-
nationsreaktionen fast unmdglich sind. Besonders niitzlich ist diese Strategie, wenn durch die Rekom-
binationsreaktion ein zirkuldres DNA-Molekiil in ein lineares Molekiil eingefiigt wird und eine nach-
folgende Exzision ausgeschlossen werden soll (Araki et al., 1997).

Auch in pflanzlichen Systemen wurden mutierte loxP-Sequenzen bereits erfolgreich angewendet

(Albert et al., 1995).
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2.1.2.1.5 Temperaturbedingungen

Aufgrund ihrer unterschiedlichen Herkunft unterscheiden sich Cre und Flp in ihren anwendungsbezo-
genen Eigenschaften. Zwei grundlegende Unterschiede sind z.B. die optimalen Wachstumstemperatu-
ren (37°C fiir Bakterien; 30°C fiir Hefen) und die Chromatinstruktur. Das Cre- und Flp-System sind
deshalb in der Maus bzw. in Sdugerzellen unterschiedlich beeinflusst durch die Korper- bzw. Wachs-
tumstemperatur und durch die Chromatinstruktur, die die target-Sequenzen der Rekombinase umgeben.
Die optimale Temperatur wurde von Cre und Flp ausgetestet (Buchholz et al., 1996). Cre ist iiber eine
groflere Temperaturspanne aktiv als Flp, mit einem Temperaturmaximum von 42°C. Flp besitzt sein
Temperaturoptimum bei 30 °C und ist bei 37°C nicht mehr aktiv. Durch ungerichtete Mutationen wurde
die Flp-Rekombinase so verdndert, dass sie auch bei hoheren Temperaturen mit der gleichen Effizienz
einzusetzen ist wie Cre (Buchholz et al., 1998). Es wurde ein Flp-Klon mit vier Aminosdureaustauschen
identifiziert, der eine bei 37° C um das 4fache und bei 40° C um das 10fache erhohte Flp-Aktivitit ge-
geniiber der Wildtyp Flp besitzt. Diese Flp-Rekombinase wird Flpe genannt und ihre Aktivitét ist in ES-
Zellkultur mit der von Cre vergleichbar (Buchholz et al., 1998).

2.1.2.1.6 Rekombinationseffizienz

Die Effizienz der Cre vermittelten Rekombination nimmt mit steigender Entfernung der eingebrachten
loxP-sites ab (Zheng et al., 2000). Die Auswertung der Rekombinationseffizienz von vier erzeugten
Deletionen und Inversionen mit einer Grof3e von 2, 24, 30 und 60 cM zeigte, dass der Logarithmus der
Rekombinationseffizienz umgekehrt proportional zur genetischen Distanz zwischen den loxP-Elemen-
ten ist (Zheng et al., 2000). Mit zunehmendem Abstand (2-60 ¢cM) nimmt die Rekombinationseffizienz
also stark ab (11-0,01%). Aber nicht nur die Rekombinationseffizienz begrenzt die Grée der Deletion.
Studien zeigten, dass Deletionen die groBer als 22 c¢cM sind, schwere Wachstumsstérungen in der ES-
Zellkultur hervorrufen oder sogar letal sind. Wenn die Deletion zu groB ist, konnen Klone mit kompen-
satorischen Effekten auftreten, z.B. chromosomale Duplikationen (Zheng et al., 2000). Weiterhin sollte
man bedenken, dass besonders grofle Deletionen auch einen Effekt auf benachbarte Gene haben kon-

nen, die unbeeinflusst bleiben sollten, z.B. wenn gemeinsame regulatorische Elemente deletiert werden.

2.1.3 Targetingvektoren

Am Anfang eines jeden gene targeting Experimentes steht die Konstruktion eines Targetingvektors.
Dieser Targetingvektor dient dazu, durch homologe Rekombination, eine endogene Sequenz in einem
bestimmten chromosomalen Lokus, durch eine von aulen eingebrachte Sequenz zu ersetzen. Die Art
und Weise der Konstruktion des Vektors bestimmt das nachfolgende gene targeting-Experiment in er-
heblichem Mafe. Deshalb soll hier etwas ausfiihrlicher auf das Vektordesign eingegangen werden. Die
minimalen Vorraussetzungen fiir solch einen Vektor sind Sequenzanteile, die homolog zu der chromo-
somalen Region sind, an der der Austausch stattfinden soll und ein Plasmidvektor-Riickgrat zur Ver-

mehrung in E.coli. Da die Transfektionseffizienz und die Targetingfrequenz sehr niedrig sein kdnnen,
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ist es empfehlenswert, positive und/oder negative Selektionsmarker zu integrieren, die eine starke Se-
lektion fiir das Rekombinationsprodukt gewéhrleisten (Capecchi 1997). Der positive Selektionsmarker
kann zwei unterschiedliche Funktionen besitzen. Am haufigsten wird er dazu verwendet die Zellen zu
isolieren, bei denen die transfizierte DNA stabil ins Genom integriert ist. Dies erfolgt mit einer Fre-
quenz von ungefdahr 1:10.000. Das heil3t, dass in einer von 10.000 behandelten Zellen, die von auen
zugefiihrte DNA stabil ins Genom integriert und das Selektionsmarkergen exprimiert wird. Weiterhin
kann der Selektionsmarker als Mutagen benutzt werden, wenn er z.B. in ein codierendes Exon eines
Gens platziert wird, oder wenn er ein oder mehrere codierende Exons ersetzt (Capecchi 1989). Negative
Selektionsmarker werden benutzt, um gegen eine zufillige Integration des Targetingvektors in das Ge-
nom zu selektieren. Die Zellen mit einer zufélligen Integration sterben nach der Zugabe des Substrates
fiir den negativen Selektionsmarker ab, so dass das korrekte targeting-Ereignis in der Zellpopulation
nochmals angereichert wird (Mansour et al., 1988). Zwei verschiedene Vektorkonstruktionen kdnnen

fiir das fargeting in Sdugetierzellen eingesetzt werden, Replacement- und Insertionsvektoren.

2.1.3.1 Replacementvektoren

Ein allgemeines Schema eines Replacementvektors ist in der folgenden Abbildung 2.2 zu sehen.

Replacementvektor

11T [-]

Homologe Rekombination

[+ (0 [-]
X X

Plasmid-Vektor positiver Selektionsmarker
B zum Ziellokus homologe genomische EI negativer Selektionsmarker
Sequenz
= Ziellokus auf dem Chromosom X crossing over
[l]]]]]]]]]]] E l singulire  Restriktionsenzym-
xon schnittstelle um den Vektor zu
linearisieren

Abb. 2.2: Replacementvektor
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Die homologe Rekombination erfolgt bei dem Einsatz eines Replacementvektors durch doppeltes cros-
sing over, das zwischen dem Vektor und dem targeting-Lokus stattfindet (siche Abb.1.2). Das Ergebnis
ist ein DNA-Austausch zwischen Vektor und chromosomaler DNA, wobei sdmtliche Komponenten, die
zwischen den homologen Sequenzbereichen liegen mit ins Chromosom integrieren. Heterologe Sequen-
zen, die sich auBerhalb der homologen Sequenzen befinden, integrieren nicht stabil ins Chromosom und
gehen somit verloren (Hasty et al., 2000). Ein Targetingvektor setzt sich aus folgenden Komponenten
zusammen:

1. homologe Sequenz

Die Liange der homologen Sequenz im Targetingvektor beeinflusst die Rekombinationsfrequenz (Tho-
mas und Capecchi, 1987; Hasty et al., 1991). Es gilt generell die Regel: je linger die homologe Se-
quenz, umso hoher ist die Rekombinationsfrequenz. Eine Sequenzliange von 5-10 kb ist bei der Kon-
struktion des Targetingvektors gut handhabbar. Lingere homologe Abschnitte wiirden die Frequenz
zwar erhohen, sie erschweren aber auch die Vektorkonstruktion, da ein Plasmid-Vektor ab einer Ge-
samtgrofle von ca. 15-20 kb instabil wird. AuBBerdem wird die Auswahl an Restriktionsenzymschnitt-
stellen, zur spéteren Linearisierung des Konstruktes und Southern Blot Analyse, mit zunehmender Se-
quenzldnge immer geringer. Die Mindestlinge der homologen Bereiche, die die Selektionskassette
flankieren, sollte 2 kb betragen, damit bei der Rekombination eine effiziente Paarung und crossing over
der homologen Bereiche erfolgen kann (Thomas et al., 1992).

2. Isogene DNA

Die homologe DNA, die fiir die Vektorkonstruktion benutzt wird, sollte aus genomischen Banken
stammen, deren DNA isogen zu der DNA der ES-Zellen ist. Es konnte festgestellt werden, dass sich
eine deutliche Abweichung in der Homologie der Sequenzen negativ auf die Rekombinationsfrequenz
auswirkt (te Riele et al., 1992). Das DNA-Mismatch-Reparatursystem in Zellen sorgt dafiir, dass Se-
quenzen, die nicht vollsténdig homolog sind, daran gehindert werden zu rekombinieren. Dieses System
hat die Aufgabe, Basenfehlpaarungen aufzudecken und zu korrigieren, die als Fehler bei der DNA-
Replikation auftreten (Modrich und Lahue, 1996; Kolodner, 1996). Versuche in denen Mutationen in
Komponenten dieses Mismatch-Reparaturweges eingefiigt wurden, zeigten eine erhohte Rate an Spon-
tanmutationen, sowie eine erhohte Rekombinationsrate zwischen abweichenden Sequenzen in E.coli
(Rayssiguier et al., 1989), Saccharomyces cerevisiae (Selva et al., 1995) und Sduger-Zellen (de Wind et
al., 1995). Der Grad an polymorphen Variationen zwischen zwei Mausstimmen in einem bestimmten
Lokus ist unbekannt und variiert von Gen zu Gen. Intronsequenzen weichen meistens starker voneinan-
der ab als Exonsequenzen. Existieren Mismatches zwischen der Sequenz des Vektors und des target-
Lokus, so ist die Targetingfrequenz stark reduziert, besonders wenn eine ununterbrochene ,,perfekte*
Homologie nicht existiert. Deshalb sollte darauf geachtet werden, dass die DNA, die zur Vektorkon-
struktion benutzt wird isogen zu der ES-Zell-DNA ist.
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3. Selektionsmarker

Selektionsmarker stammen vorwiegend aus Bakterien, Pilzen oder Viren. Sie bestehen meist aus kur-
zen, intronlosen Transkriptionseinheiten, die hinter Sdugerpromotor- und Enhancersequenzen kloniert
sind, gefolgt von Polyadenylierungselementen. Fiir positive und negative Selektionsmarker ist es von
groBer Bedeutung, dass sie konstant exprimiert werden, unabhéngig vom Ort der Integration. Fiir diesen
Zweck sind die Phosphoglycerat Kinase I und RNA Polymerase II Promotoren sehr gut geeignet, da sie
relativ ,,positionsunabhéngig™ sind (Soriano et al., 1991). Das Polyadenylierungssignal stammt meist
ebenfalls von der Phosphoglycerat Kinase I oder von dem Rinderwachstumshormon. Beide Polyadeny-
lierungssignale haben sich als effektive Terminatoren herausgestellt (Soriano et al., 1991). Hiufig be-

nutzte Selektionsmarker sind in Tabelle 2.1 dargestellt.

Tabelle 2.1: Selektionsmarker

Substrat fiir positive

Selektionsmarker Herkunft Selektion Substrat fiir negative Selektion

Neomycin phosphotransferase
bakteriell G418
(neo)

Puromycin-N-acetyltransferase ) )
bakteriell Puromycin

(puro)

Hygromycin B phosphotrans-

bakteriell Hygromycin B
ferase (hph)

Gancyclovir, FIAU (1-2-deoxy-
Herpes simplex thymidin

) viral 2-fluoro-B-D-arabinofuranosyl-
kinase (HSVtk)

5-iodouracil)

Diphtheria toxin A fragment

bakteriell Nicht bendtigt
(DTA)

Replacementvektoren werden haufig eingesetzt, um einen Selektionsmarker in ein codierendes Exon zu
setzen, oder um einen Teil des chromosomalen Bereiches zu ersetzen. Es ist wichtig dabei zu beriick-
sichtigen, dass solche Unterbrechungen und kleine Deletionen die Genfunktion nicht immer vollstindig
unterbinden. Héufig werden noch Transkripte und trunkierte Proteine nachgewiesen, die noch teilweise
biologische Aktivitidten aufweisen konnen. Ein Grund dafiir ist, dass durch die Insertion des Selekti-
onsmarkers in ein codierendes Exon ein unnatiirlich gro3es Exon erzeugt wird, das von dem Spliceap-
parat nicht erkannt wird und einfach ausgelassen wird (Robberson et al., 1990). Wenn dieses ausgelas-
sene Exon eine Nukleotidldnge besitzt, die ein Vielfaches von drei ist, besteht die Moglichkeit, dass das

entstehende Protein teilweise oder sogar vollstdndig funktionsfahig ist. Dasselbe gilt fiir in frame Dele-
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tionen von einem oder mehreren Exons. Wenn moglich, sollte deshalb zumindest der Transkripti-
onsstart deletiert werden.

4. LoxP- und FRT-Elemente

Wenn nach der homologen Rekombination das Cre- oder das Flp-Rekombinasesystem zur gezielten
Entfernung von Sequenzen eingesetzt werden soll, so muss der Targetingvektor, je nach Versuchspla-
nung, eine oder mehrere loxP- bzw. FRT-Elemente besitzen. Die Orientierung der Rekombinase-
Erkennungssites ist wichtig fiir das Ergebnis der Reaktion (Hoess et al., 1985; Kilby et al., 1993), daher
ist es besonders wichtig, die Orientierung relativ zur homologen genomischen DNA zu iiberpriifen. Au-
Berdem ist es von groBer Wichtigkeit, die Funktionalitdt der loxP- bzw. FRT-Sequenzen zu testen, be-
vor der eigentliche Versuch gestartet wird. Dies kann z.B. durch Sequenzierung erfolgen. Zusétzlich
sollte der Targetingvektor noch einem Rekombinase Funktionstest unterworfen werden. Dieser Funkti-
ons-Assay kann in Bakterien (£.coli) durchgefiihrt werden, die ein ins Genom integriertes Cre- oder
Flp-Gen besitzen (Buchholz et al., 1996). Der Targetingvektor wird in den entsprechenden Bakterien-
stamm transformiert. Es folgt eine Inkubation bei 37°C iiber Nacht. Die Plasmid-DNA wird isoliert und
mit Hilfe eines Restriktionsverdaus und anschlieBender Gelelektrophorese analysiert. Der Targeting-
vektor sollte zu 100% rekombiniert sein.

5. Singulére Schnittstellen im Vektorriickgrat

Der Targetingvektor sollte eine singuldre Schnittstelle im Vektorriickgrat besitzen, die zur Linearisie-
rung des Konstruktes vor der Elektroporation dient, da die Integration von linearer DNA um ein Vielfa-
ches effizienter ist, als die Integration zirkuldrer DNA. Es bringt keinen Vorteil die homologe Sequenz
von der Vektorsequenz zu trennen (Hasty et al., 1991).

Die transfizierten und positiv selektierten ES-Zellklone kénnen entweder durch Southern Blotting oder
durch eine PCR auf positive Klone abgesucht werden. Fiir die Southern Blot Analyse ist es wichtig
Schnittstellen zu identifizieren, die die homologe Sequenz in der chromosomalen DNA flankieren und
nicht in der homologen Sequenz oder der Vektorsequenz vorkommen. Auflerdem wird eine Hybridisie-
rungssonde bendtigt, die eindeutig das targeting-Ereignis nachweist. Bei der PCR-Analyse sollte ein
Primer in der Selektionskassette und der andere Primer auflerhalb des homologen Bereiches liegen, so
dass nur die Klone ein positives Signal ergeben, bei denen eine Integration am gewiinschten Zielort
stattgefunden hat. Fiir das PCR-Screening muss der Targetingvektor so konstruiert sein, dass ein Arm

der homologen Sequenz eine Linge von 4 kb nicht iiberschreitet, damit die PCR durchfiihrbar ist.

2.1.3.2 Insertionsvektoren

Die grundlegenden Elemente eines Insertionsvektors sind dieselben wie die eines Replacementvektors.
Ein groBer Unterschied ist allerdings, dass die Linearisierung innerhalb der homologen Sequenz erfolgt.
Dies wirkt sich auf die Integration in den chromosomalen Zielort aus, die nur durch ein crossing over

stattfindet, so dass der gesamte Targetingvektor, inklusive Vektorriickgrat integriert. Dies hat zur Folge,
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dass der homologe Sequenzbereich anschlieBend doppelt vorliegt. Die duplizierte Sequenz ist allerdings

durch das Vektorriickgrat getrennt (siche Abbildung 2.3).

For e ]
dalelelels

Lol o

Abb. 2 3: Insertionsvektor (Legende siche Abb. 2.2)

Ein Vergleich zwischen Replacement- und Insertionsvektorkonstrukten ergab, dass die Integrationsfre-
quenz von Insertionsvektoren um das 5-20 fache iiber der von Replacementvektoren liegt (Hasty et al.,
1991).

Der positive Selektionsmarker kann innerhalb oder auflerhalb der homologen Sequenz liegen. Liegt er
innerhalb, so sollte darauf geachtet werden, dass sich die Linearisierungsstelle ca. 1,5 kb entfernt befin-
det. Das Ausschalten des Zielgens erfolgt meistens schon durch die Duplikation der eingebrachten
Exonsequenz. Es sollte aber trotzdem darauf geachtet werden, dass durch Verdnderung der homologen
Sequenz im Vektor eine frame shift Mutation entsteht, oder ein Stop Codon eingefiihrt wird.

Dem Vorteil der relativ einfachen Konstruktion des Insertionsvektors steht das erschwerte Auffinden
von positiven Klonen gegeniiber. Wenn die homologe DNA keinerlei Verdnderungen enthélt, so kann
es aufgrund des groBen duplizierten Bereiches sein, dass ein PCR-Test nicht mehr praktikabel ist. Des-
halb ist es ratsam eine kleinere Deletion in der homologen Sequenz des Deletionsvektors zu erzeugen,
die spiter fiir den PCR-Test niitzlich ist. Ein Primer befindet sich dann innerhalb des Selektionsmarkers
und der andere in der deletierten Sequenz. So ergeben nur die Klone ein positives Signal, bei denen ein
korrektes targeting stattgefunden hat. Auch das Screening mittels Southern Blotting kann hier erschwert
sein. Deshalb sollte bei der Vektorkonstruktion darauf geachtet werden, dass geeignete Schnittstellen

eingefiigt werden, die eine eindeutige Identifizierung des targeting-Ereignisses zulassen.
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2.1.4 Anwendungsbeispiele fiir die vorgestellten Rekombinasesysteme

2.1.4.1 Deletion von Markergenen und genomischen Sequenzen (knockout)

Die konventionelle gene targeting Methode kann eingesetzt werden, um bis zu 20 kb genomische Se-
quenz zu ersetzen oder zu deletieren (Zhang et al., 1994). Nachdem der Targetingvektor erfolgreich ii-
ber homologe Rekombination in das ES-Zellgenom eingefiigt wurde, kann die von loxP- oder FRT-sites
flankierte Sequenz (z.B. der positive Selektionsmarker oder ein Exon) beim modifizierten gene targe-
ting durch transiente Cre- oder Flp-Expression entfernt werden. Der Targetingvektor sollte so kon-
struiert werden, dass nach dem Ausschneiden des DNA-Stiickes zwischen den beiden loxP- oder FRT-
Sequenzen, ein DNA-Fragment mit einer neuen GrofB3e entsteht, welches dann einfach per PCR oder
Southern Blotting nachgewiesen werden kann. Wenn man den positiven Selektionsmarker aus dem ES-
Zellgenom entfernt, kann man anschlieBend mit demselben Targetingvektor das zweite Allel mutieren,
um auf diese Weise einen homozygoten Lokus zu erzielen. Diese Methode hat den Vorteil, dass man

nicht zwei unterschiedliche Targetingvektoren mit unterschiedlichen Resistenzgenen herstellen muss.

2.1.4.2 Erzeugung kleinerer Deletionen z.B. Punktmutationen

Im Gegensatz zu knockout Studien ist es bei diesem Versuchsaufbau von Interesse, den Effekt der er-
zeugten Punktmutation oder der eingefiihrten DNA-Sequenz zu untersuchen. Deshalb ist es wichtig,
dass der Ziellokus, bis auf den verdnderten Sequenzbereich, unveridndert bleibt. Es sind folgende Punkte
zu beachten:

1. Um eine potentielle Beeintrachtigung durch die nach der Rekombinasereaktion zuriickbleibende
loxP- oder FRT-site so gering wie mdglich zu halten, sollte diese in einem Intron oder downstream des
Polyadenylierungssignals liegen. Regionen, die nah an Enhancer-Elementen oder splice sites liegen
sollten vermieden werden.

2. Die Neutralitét der loxP- bzw. FRT-sites in Bezug auf die Genregulation und —funktion, sollte durch
eine nicht mutierte Kontrollmaus iiberpriift werden, die nur die loxP- bzw. FRT-site tragt.

3. Die wichtigen Regionen des Targetingvektors sollten sequenziert werden, um sicherzustellen, dass
wihrend der Konstruktion keine Verdnderungen eingefiihrt wurden.

4. Die eingefiihrte Mutation sollte nicht mehr als 10 kb vom Selektionsmarker entfernt liegen, damit
sichergestellt ist, dass sie mit ins Genom integriert.

5. Ein geeignetes Testverfahren sollte bestehen, um mutierte Klone von wildtyp Klonen zu unterschei-
den. Eine Moglichkeit wére eine neu generierte Restriktionsschnittstelle einzufiigen, um die Klone {iber

Southern Blots zu testen.
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2.1.4.3 Einbringen von Sequenzen (knock in)

Um heterologe DNA in einen bestimmten Lokus einzubringen, wird sie in dem Vektorkonstrukt direkt
neben die loxP- oder FRT-Sequenz und den Selektionsmarker gesetzt, so dass eine grof3e nicht homolo-
ge Region entsteht. Die zweite loxP-Sequenz flankiert die homologe DNA bis zu der Stelle, die spéter
aus dem Genom entfernt werden soll.

Durch die Rekombinasereaktion wird die endogene DNA zusammen mit dem Marker entfernt, so dass
sie von der von auen eingebrachten Sequenz ersetzt wird. Auch hier ist es wichtig, dass der ,,Eingriff*
die Regulation des target-Lokus nicht stort und dass die loxP- oder FRT-Sequenz nicht stérend wirkt.
Diese Methode wurde zuerst angewandt, um 6 Exons des Maus Gens Cyl gegen humane Sequenz aus-

zutauschen, um einen Mausstamm zu produzieren, der chimére Antikorper generiert (Zou et al., 1994).

2.1.4.4 Gewebespezifische knockouts

Die Fahigkeit ein Gen mit zeitlicher und rdumlicher Kontrolle zu inaktivieren bringt grofle Vorteile,
wenn die ubiquitire Genmutation zu einem embryonal letalem Phénotyp fiihrt, oder wenn nur bestimm-
te Aspekte der Genfunktion niher betrachtet werden sollen. In diesen Féllen konnen Miuse mit den be-
reits vorgestellten gene targeting Methoden erzeugt werden, die eine gefloxte Zielregion (d.h. mit loxP-
Elementen flankiert) besitzen. Diese Mause werden dann mit Mausen gekreuzt, die eine gewebespezifi-
sche Cre-Expression besitzen, so dass nur in bestimmten Gewebe- oder Zelltypen eine Geninaktivie-
rung stattfindet. In den meisten Féllen werden die loxP-Elemente in Introns plaziert. Der erste gewe-
bespezfische knockout wurde 1994 publiziert (Gu et al., 1994). In dieser Arbeit wurden drei loxP-
Elemente benutzt, zwei die den Selektionsmarker flankieren und ein weiteres, welches die Zielregion
flankiert. Da die Selektionskassette einen storenden Einfluss auf die normale Expression des Zielgens
vor der Cre-Rekombination haben kann, wird diese Selektionskassette, flankiert durch die beiden loxP-
Elemente, durch partielle Cre-Rekombination entfernt, iibrig bleibt das gefloxte Zielgen. Dies geschieht
meist bereits in der ES-Zellkultur, durch transiente Cre-Expression (Gu et al., 1994). Die Miuse, die
aus diesen ES-Zellen hergestellt werden, kdnnen dann mit gewebespezifisch Cre exprimierenden Méu-
sen verpaart werden. Drei loxP-Elemente wurden auch von anderen Arbeitsgruppen eingesetzt (Xu et
al., 2001; Holzenberger et al., 2000). Eine Weiterentwicklung dieser Methode ist, das Zielgen zu ,,flo-
xen® und die Selektionskassette mit FRT-Elementen zu flankieren, so dass nur die Selektionskassette

durch den Einsatz der Flp-Rekombinase entfernt wird (Meyers et al., 1998).
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2.1.5 Konditionale Genexpression in der Maus

Nicht alle biologischen Prozesse kdnnen mit den bereits vorgestellten Methoden der Geninaktivierung
oder Transgenexpression untersucht werden. Viele Gene haben z.B. mehrere Rollen wéhrend der Em-
bryogenese und im Erwachsenenalter, so dass ein vollstindiges Ausschalten dieser Gene zu einem em-
bryonal letalen Phianotyp fithren kann. Ebenso kann die embryonale Expression eines Transgens Letali-
tit hervorrufen, was die Analyse des Transgens unmdglich macht. Um diese Hindernisse zu umgehen,
kann ein experimenteller Schalter benutzt werden, der es erlaubt das Zielgen nach Belieben zu aktivie-
ren oder ruhig zu stellen. Durch diese Mdglichkeit, die riumliche und zeitliche Ebene frei zu wihlen,
ergeben sich eine Vielzahl von neuen Mdglichkeiten, bisher unbeantwortete Fragestellungen zu 16sen.

Die Kriterien fiir einen optimalen genetischen Schalter werden von binédren Systemen erfiillt, bei denen
die Genexpression durch die Interaktion von zwei Komponenten kontrolliert wird (Lewandoski, 2001).
Das Produkt eines Effektor-Transgens wirkt auf ein Ziel-Transgen. Diese bindren Systeme konnen in
zwei Kategorien aufgeteilt werden: 1. Der Effektor transaktiviert die Transkription des Zielgens. 2. Der
Effektor ist eine sequenzspezifische Rekombinase, die das Zielgen umstrukturiert. In den ersten bindren
Systemen wurde die Transkription des Transgens durch virale Proteine aktiviert (Bieberich et al., 1993).
Ein groBer Nachteil dieser Systeme war aber, dass in der Abwesenheit des Transaktivators eine hohe
basale Zielgen-Expression vorhanden war (Khillan et al., 1988). In einigen Féllen verursachte die Ex-
pression des Transaktivators sogar die Ausbildung von Tumoren (Nerenberg et al., 1987). Ein grof3er
Vorteil eines aktivierbaren Systems gegeniiber des DNA-Rekombinationssystems ist, dass die transkrip-
tionelle Transaktivierung nur geschieht, wenn der Transaktivator vorhanden ist. Im Falle eines indu-
zierbaren Systems kann die Zielgen-Aktivierung an einem beliebigen Zeitpunkt wieder riickgingig ge-
macht werden, wodurch eine viel grofere Kontrolle iiber die Transgen-Expression gegeben ist (Lewan-

doski, 2001).

2.1.5.1 Das Tet-System

Die am weitest verbreiteten bindren Transkriptions-Transaktivierungs-Systeme sind die Tetracyclin ab-
héngigen regulatorischen Systeme (Gossen und Bujard, 1992). In diesen Systemen besteht der Effektor
aus einer fusionierten Sequenz der VP16 Transaktivierungsdoméne und dem E.coli Tetracyclin-
Repressor-Protein (TetR). Dieses TetR-Protein kann spezifisch an Tetracyclin, sowie an die Operator
Sequenzen (tetO) des tet-Operons des Zieltransgens binden, was die Transkription auslost. Mittlerweile
gibt es zwei Versionen dieses Systems. Im urspriinglichen System kann der Tetracyclin-kontrollierte-
Transaktivator (tTA) nicht an die DNA binden, wenn der Induktor vorhanden ist. In der modifizierten
Variante reverses-tTA-System (rtTA) ist es genau umgekehrt, rtTA bindet nur bei Anwesenheit des In-
duktors an die DNA. Als Induktor wird Doxycyclin (Dox) eingesetzt, da es kommerziell erhéltlich und
sehr preisgiinstig ist und weil geringe Dosen, die weit unter dem zytotoxischen Level liegen rtTA effi-

zient aktivieren bzw. tTA inaktivieren (Baron und Bujard, 2000; Gossen et al., 1995). Der Hauptunter-
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schied zwischen dem tTA und dem rtTA System ist, dass in dem tTA System fiir die Unterdriickung der
Transgenexpression stindig Dox zugegeben werden muss. Eine Induktion erfolgt durch Entzug von
Dox und hingt deshalb davon ab, wie schnell das restliche Dox im Korper abgebaut wird. In transgenen
Maiusen kann die Induktion zwischen 24 Stunden und einer Woche dauern, abhéngig von dem Gewebe,
das betrachtet werden soll (Kistner et al., 1996). Bei dem rtTA System dagegen kann die Induktion
durch die Zugabe von Dox sehr schnell erfolgen, z.B. innerhalb einer Stunde (Hasan et al., 2001). Eine
anschlieBende Repression hingt wiederum davon ab, wie schnell Dox aus dem Gewebe entfernt wird.
Diese Systeme wurden bereits vielfach angewendet, um Gene und ihre Funktionen zu charakterisieren.
Einige Beispiele sind: Endothelin Rezeptor Typ B (Shin et al., 1999), Huntingtin (Yamamoto et al.,
2000), verschiedene Onkogene (Ewald et al., 1996; Chin et al., 1999; Felsher und Bishop, 1999; Huett-
ner et al., 2000). Die Tet-Systeme werden sténdig modifiziert, um sie noch weiter zu verbessern (Baron
et al., 1997; Baron und Bujard, 2000; Urlinger et al., 2000; Wells et al., 1999). In einer Variante kdnnen
z.B. zwei Ziel-Transgene gleichzeitig reguliert werden (Baron et al., 1995). Dies kann von groBem Nut-
zen sein, da man fiir eines der beiden Transgene ein Reportergen wihlen kann, so dass die Transaktivie-
rung gut zu verfolgen ist (Lavon et al., 2000). Eine andere Variante ist, dass die Spezifitdt der DNA-
Bindung des Transaktivators modifiziert wurde, so dass er bei unterschiedlichen Dox Konzentrationen
an verdnderte tetO Sequenzen bindet. Hierdurch kann die Transaktivierung zwischen zwei Genen hin

und her geschaltet werden (Baron et al., 1999).

2.1.5.2 Weitere induzierbare Systeme

Neben den Tet-Systemen gibt es noch weitere induzierbare Systeme, wie z.B. das auf GAL4 basierende
GLVP-System (Ornitz et al., 1991). Der Transkriptionsaktivator GAL4 stammt aus Sacharomyces cere-
visiae. Die Aktivierung des Transgens erfolgt durch Zugabe der synthetischen Steroide RU486 oder
ZK98.734. Weiterhin existiert noch ein System, in dem die Cre codierende Region mit einer mutierten
Liganden-Binde-Doméne (LBD) des Progesteron- (Kellendonk et al., 1999; Kellendonk et al., 1996)
oder des Ostrogen-Rezeptors (Feil et al., 1996; Danielian et al., 1998; Schwenk et al., 1998; Metzger et
al., 1995; Zhang et al., 1996) fusioniert wurde. Diese mutierten Liganden-Binde-Doménen werden
durch die Zugabe der synthetischen Steroide RU486 bzw. Tamoxifen aktiviert, so dass das Cre-
Fusionsprotein in den Kern transportiert wird, wo die Rekombination erfolgen kann. Diese Systeme
wurden bereits erfolgreich von mehreren Arbeitsgruppen angewendet (Metzger und Chambon, 2001;
Vasioukhin et al., 1999; Arin et al., 2001; Imai et al.,2001) und weiter modifiziert, um eine héhere Sen-

sibilitdt zu erreichen (Wunderlich et al., 2001; Indra et al.,1999).
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2.1.5.3 Vorteile der transkriptionellen Transaktivierung

Die Vorteile der transkriptionellen Transaktivierung gegeniiber der konditionalen Kontrolle der Ge-
nexpression sind: die Reversibilitit der Zielgen-Expression, die Sensibilitit der Transgen-Aktivierung
in Bezug auf die Induktor-Konzentration und die Fahigkeit, dass die Expression von mehreren Transge-
nen gleichzeitig kontrolliert werden kann. Aufgrund dieser Merkmale sind diese Systeme sehr gut fiir

Experimente geeignet, bei denen das Transgen ektopisch- oder {iberexprimiert werden soll.

2.1.5.4 Erzeugung von grof3en chromosomalen Rearrangements (chromosome
engineering)

Mit den bisher vorgestellten Targetingvektoren ist es mdglich Deletionen mit einer GréBe von bis zu 20
kb zu erzeugen (Zhanget al., 1994; Gu et al., 1993). In manchen Fillen reichen Modifikationen die bis
zu 20 kb umfassen nicht aus, um Genfunktionen zu untersuchen oder Mausmodelle fiir humane Erkran-
kungen zu generieren (Smithies, 1993). Viele humane Krankheiten entstehen nicht durch die Mutation
eines einzelnen Gens, sondern durch groBe chromosomale Rearrangements, wie z.B. Translokationen
(Smithies, 1993), Duplikationen (Roa und Lupski, 1994), Inversionen (Denny et al., 1986), Deletionen
(Popescu und Zimonjic, 1997) oder Chromosomen-Gewinn oder -Verlust (Hassold et al., 1996). Um
humane Erkrankungen in der Maus zu simulieren, die durch groBe chromosomale Rearrangements er-
zeugt werden, wurden zwei gene targeting Schritte mit der Cre/loxP-Rekombination kombiniert, um
groB3e chromosomale Rearrangements in ES-Zellkultur zu erzeugen (Ramirez-Solis et al., 1995). Diese
Methode wird auch chromosome engineering genannt. Da die Rekombinationseffizienz des Cre-
Enzyms fiir sehr gro3e Deletionsabschnitte (mehrere Mb) nicht bekannt war, wurde folgende Strategie
angewandt: ein positiver Selektionsmarker, das Hypoxanthin-Phosphoribosyl-Transferase-Minigen
(Hprt), wurde in zwei nicht funktionelle Fragmente geteilt, ein 5°- und ein 3'-Fragment. Beide Frag-
mente haben dasselbe Intron das jeweils eine loxP-site trigt. Jedes Fragment fiir sich genommen ist
nicht funktionell. Erfolgt allerdings die Cre-Rekombination zwischen den beiden loxP-sifes, so kommen
die beiden Fragmente des Minigens in rdumliche Nihe, so dass das positive Selektionsgen wieder her-
gestellt wird. Es werden zwei Targetingvektoren konstruiert, die unterschiedliche positive Selektions-
marker, wie z.B. Puromycin und Neomycin besitzen, damit die Vektoren nacheinander in dasselbe ES-
Zellgenom gebracht werden konnen. Weiterhin enthalten die Vektoren ein Fragment des HPRT-
Minigens mit der loxP-site, sowie DNA-Sequenzen, die zu den ausgewihlten Deletionsendpunkten ho-
molog sind. Die Targetingvektoren werden nacheinander in ES-Zellen eingebracht, die ein inaktiviertes
HPRT-Gen tragen (Ramirez-Solis et al., 1995; Bradley et al., 1998). Es folgt eine transiente Cre-
Expression in den manipulierten ES-Zellen durch Elektroporation eines Cre-Expressionsvektors
(O’Gorman et al., 1997). Das HPRT-Gen wird durch die Rekombination vervollstindigt und rekombi-
nante Zellen iiberleben die Selektion mit HAT (Hypoxanthin, Aminopterin und Thymidin). Das Ergeb-

nis der Cre vermittelten Rekombination hingt von der Orientierung und Lokalisation der beiden loxP
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tragenden Selektionsgenhélften ab. Sind die beiden Hélften auf unterschiedlichen Chromosomen lokali-
siert, haben aber dieselbe Orientierung (relativ zum Zentromer), erfolgt eine chromosomale Transloka-
tion (Ramirez-Solis et al., 1995; Smith, 1995; Van Deursen et al., 1995). Sind die beiden Fragmente auf
demselben Chromosom lokalisiert, erfolgt abhidngig von der Orientierung der loxP-sifes, eine Inversion,
Deletion oder Duplikation. (Ramirez-Solis et al., 1995; Li et al., 1996). Die iiberlebenden Zellen wer-
den isoliert und die Analyse des Rearrangements wird dann mit Hilfe von Southern Blots, PCR (Rami-
rez-Solis et al., 1995; Smith, 1995) oder auch Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) durchgefiihrt
(Zheng et al., 2001). Verifizierte ES-Zellklone konnen direkt zur Generierung von chiméren Miusen
eingesetzt werden. Diese Methode wurde bereits erfolgreich von mehreren Gruppen eingesetzt, um ge-
zielte Deletionen im Mausgenom zu generieren (Li et al., 1996; Schlake et al., 1999; Zhu et al., 2000;
Madsen et al., 1999)

Eine Alternative zur HPRT-Selektion ist, auf den Verlust eines negativen Selektionsmarkers, z.B. das
Herpes Simplex Thymidin Kinase-Gen (HSVtk), zu screenen. Es wird zwischen die beiden loxP-sites
positioniert, so dass es bei erfolgreicher Rekombination entfernt wird. Die ES-Zellen werden dann mit
dem Substrat fiir das HSVtk Gen, FIAU oder Gancyclovir, kultiviert. Zellen, die den negativen Selekti-
onsmarker noch tragen sterben ab. Diese Negativselektion kann allerdings nicht dazu eingesetzt wer-

den, um Duplikationen oder Inversionen zu detektieren.

2.1.5.5 Anwendungsbeispiele fiir das chromosome engineering

Etwa 0,6% aller menschlichen Neugeborenen haben genetische Imbalancen (Schaffer et al., 2000), so
dass man davon ausgehen kann, dass chromosomale Anomalien eine grundlegende Ursache fiir humane
genetische Krankheiten sind. Da genetische Abschnitte bei Mensch und Maus hiufig konserviert sind,
ist die Maus ein guter Modellorganismus, um die molekularen Geschehnisse, die mit den Erkrankungen
verkniipft sind, weiter zu erforschen.

Chromosomale Translokationen werden z.B. erzeugt, um Mausmodelle fiir humane Translokationen zu
erhalten. Durch Translokationen entsteht hdufig Krebs, da Onkogene abnormal exprimiert werden, oder
neue Fusionsgene entstehen (Rabbitts, 1994). Verschiedene chromosomale Translokationen in der
Maus sind bereits mit dem Cre/loxP-System erzeugt worden (Buchholz et al., 2000; Collins et al., 2000;
Smith et al., 1995; Van Deursen et al., 1995), die z.B. Modelle fiir humane Leukdmie assoziierte Trans-
lokationen t(8;21) (q22;q22) (Buchholz et al., 2000) und t(9;11) (p22;q23) (Collins et al., 2000) darstel-
len. Deletionen im Mausgenom konnen ebenfalls als Modelle fiir humane Erkrankungen dienen. Im Fall
des DiGeorge- und des Prader Willi Syndroms fiihrten in der Maus generierte Deletionen zu der Auf-
klarung des Gendefektes (Lindsay et al., 1999; Tsai et al., 1999; Merscher et al., 2001; Lindsay et al.,
2001).

Ein weiteres Anwendungsbeispiel ist die Kartierung von rezessiven Mutationen, die in dem erzeugten
Deletionsintervall liegen, indem man Mause mit einer bestimmten Mutation mit hemizygoten Deleti-

onsméusen kreuzt (Ramirez-Solis et al., 1995; Zheng et al., 1999).
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2.1.5.6 Strahleninduzierte Deletionen

Eine alternative Methode um Teile des Mausgenoms zu deletieren, stellt die Bestrahlung von ES-Zellen
mit y-Strahlen dar. Es entsteht eine Vielzahl von unterschiedlich groBen Deletionen ohne definierte
Endpunkte. Um bestimmte Zielregionen zu deletieren, bedarf es einer regionspezifischen Selektion.

Die Deletionsstrategie besteht aus drei Schritten: 1) Integration eines negativen Selektionsmarkers mit-
tels homologer Rekombination in einen definierten Lokus, 2) Bestrahlung der ,,getargeteten* ES-Zellen
mit anschlieBender Selektion auf den Verlust des Markers und 3) Charakterisierung der Deletionsgro-
Ben und anschlieBende Herstellung von chiméren Mausen.

Fiir diese Versuche sollten ES-Zellen eingesetzt werden, deren Entwicklungspotential durch eine Be-
strahlung nicht beeintrichtigt wird. 300 — 500 Rad ist eine Bestrahlungsintensitit, die effizient genug
ist, um grofle Deletionen in Sduger-Zellen zu erzeugen (Urlaub et al., 1986; Kavathas et al., 1980). Be-
strahlungsversuche, die mit 129/Sv ES-Zellen durchgefiihrt wurden, zeigten, dass die Keimbahngéngig-
keit nach der Strahlenbehandlung zerstort war. F1 Hybride der ES-Zelllinien 129/Sv™ x BALB/cJ und
129/Sv"™ x C57BL/6]J sind dagegen nach einer Bestrahlung mit 400 Rad noch fihig, keimbahngingige
Chiméren zu generieren (You et al., 1997a). Ein zusétzlicher Vorteil der F1 Hybrid-Zelllinien ist, dass
die Polymorphismen zwischen den beiden ,,Eltern-Linien* eine schnelle Charakterisierung der Dele-
tionsgréfBen durch PCR-Analysen ermoglichen (Dietrich et al., 1994).

Um strahleninduzierte Deletionen zu erzeugen, wird zuerst ein negativer Selektionsmarker (HSVtk),
gekoppelt mit einem positiven Selektionsmarker (Neomycin), durch homologe Rekombination an den
gewiinschten Lokus im ES-Zellgenom gebracht. Ein ES-Zellklon, mit der korrekten Integration der Se-
lektionskassetten, wird ausgewihlt und einer Bestrahlung zwischen 300-600 Rad ausgesetzt. Die Muta-
tionsfrequenz ist proportional zu der Strahlendosis (You et al., 1997b). Nach der Bestrahlung erfolgt die
Selektion auf den Verlust der HSVtk-Kassette mit 1,2"-deoxy-2’-fluoro-B-D-arabinofuranosyl-5-
iodouracil (FIAU) oder mit Gancyclovir (Ganc). Die iiberlebenden Klone werden nochmals auf den
Verlust der HSVtk- und Neo-Kassetten getestet, indem in einem parallelen Kontrollversuch Neomycin
zum Medium hinzugegeben wird. Die Deletionsgroflen der Neomycin sensitiven Klone werden in nach-
folgenden PCR-Analysen untersucht. In Regionen, in denen eine gro3e Anzahl polymorpher Marker
existiert, konnen die Deletionsendpunkte sehr gut kartiert werden. In Bereichen, in denen nur wenig
polymorphe Marker zur Verfligung stehen, konnen Tiere, die von diesen ES-Zellen abstammen, mit
Mausstimmen wie Mus spretus oder Mus castaneous gekreuzt werden. In den Nachkommen ist die
Wahrscheinlichkeit fiir Polymorphismen durch den geringeren Verwandtschaftsgrad erhoht (You et al.,
1997b).

Die aus den ES-Zellen erzeugten Mauslinien konnen fiir verschiedene Versuche eingesetzt werden. In-
nerhalb einer Mauslinie kann durch Verpaarungen ein homozygoter Zustand, dass heift das Fehlen der
Deletionsregion erreicht werden. Es konnen aber auch Méause mit unterschiedlichen, sich {iberlappenden

Deletionen geziichtet werden, um Aufschluss iiber die Funktionen der in den Deletionsregionen befind-
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lichen Gene zu bekommen. Weiterhin konnen diese Deletionskomplexe genutzt werden, um bestehende

rezessive Mutationen zu kartieren.

2.2 Die wobbler Mutation der Maus

Ein Projekt in unserer Arbeitsgruppe ist die Positionsklonierung der wobbler Mutation der Maus. Zahl-
reiche Vorarbeiten, wie z.B. die Erstellung eines, die wobbler kritische Region iiberspannenden, YAC-
Contigs bildeten eine detaillierte Basis fiir diese Arbeit. Im Folgenden mochte ich die wobbler Maus,
sowie die zu Beginn meiner Arbeit vorliegenden Kartierungsdaten darstellen.

Die autosomal rezessive Mutation wobbler (Gensymbol wr; Phanotyp WR) trat 1955 spontan in dem
C57BL/6-Inzuchtstamm auf und wurde erstmals 1956 von Falconer beschrieben. Die Mutation bewirkt
die Degeneration von Motoneuronen im Riickenmark und im Hirnstamm. Dies verursacht eine Muskel-
atrophie hauptséchlich im Schulter- und Halsbereich (Falconer 1956, Duchen und Strich, 1968). Die
ersten phénotypischen Unterschiede zwischen erkrankten und gesunden Wurfgeschwistern sind ab der
3. Lebenswoche zu erkennen. Betroffene Tiere haben einen wackligen Gang und zeigen einen Tremor
bei korperlicher Anstrengung. Dieses Merkmal fiihrte zur der Namensgebung der Mutation (to wobble
= wackeln). Aufgrund des stark progressiven Krankheitsverlaufes, konnen erkrankte Tiere nach sechs
Wochen nicht mehr mit den Vorderpfoten greifen. AuBlerdem erreichen die Tiere in den ersten Monaten
nur 40-50% des Korpergewichtes ihrer Wurfgeschwister. Die Hinterbeinmuskulatur ist fiir gewdhnlich
weniger stark betroffen, obwohl bei dlteren Tieren ebenfalls degenerative Verdnderungen beschrieben
werden konnten (Harris, 1975). Mikroskopische Untersuchungen zeigten eine Degeneration von ca.
40% der Motoneuronen des cervikalen und thorakalen Riickenmarks bei wobbler Tieren (Baulac et al.,
1983). Elektronenmikroskopische Analysen ergaben eine Vakuolisierung der degenerierenden Neuro-
nen (Duchen und Strich, 1968; Andrews et al., 1975). Die Neurodegeneration wird von einer massiven
Astrogliose im Hirnstamm und Riickenmark begleitet (Laage et al., 1988; Hantaz-Ambroise et al.,
1993; Junier et al., 1994; Rathke-Hartlieb et al., 1999). Apoptose (Rathke 1996), virale Infektionen und
Autoimmundefekte (Andrews et al., 1974) konnten als Ursache fiir das Neuronensterben ausgeschlos-
sen werden. AuBer dem neuralen System sind auch die ménnlichen Gonaden bei der wobbler Mutation
betroffen. Die Spermien von wr Miusen haben eine abnormale Morphologie. Ein bis vier der dufleren
Mikrotubuli-Doublets der Flagellen fehlen (Leetsma und Sepsenwol, 1980) und es wird kein funktionel-
les Akrosom ausgebildet (Heimann et al., 1991). Im Mikroskop lassen sich die wobbler Spermien durch
ihre runden Kopfe gut von der sichelférmigen Kopfstruktur normaler Mausspermien unterscheiden. Das
Spermienmittelstiick ist ebenfalls abnormal, die Mitochondrien werden bei der Spermiogenese in den
Kopfbereich des Spermiums verschoben (Heimann und Herkstréter, 1993). Durch die Herstellung von
Aggregationschiméiren konnte die gewebeautonome Wirkung des wobbler Gens nachgewiesen werden
(Augustin et al., 1997). Die Analyse der Testes zeigte ein Mosaik von gesunden und betroffenen Sper-

mien. Nachkommen wurden aber nur durch gesunde Spermien erzeugt.
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Die wobbler Maus dient, aufgrund ihres neurologischen Defektes, als Modell fiir spinale Muskelatro-
phien (SMAs) und fiir die Amyotrophe Lateralsklerose (ALS) und wird, mit dem Ziel mdgliche Thera-

pien zu entwickeln, intensiv untersucht.

2.2.1 Physikalische Kartierung der wobbler Mutation

Zur Identifizierung des wobbler Gens wurde die Strategie der Positionsklonierung gewihlt, bei der
Kandidatengene nur aufgrund ihrer chromosomalen Lokalisation ausgewihlt werden (Collins, 1992).
Die Grundlage fiir die Positionsklonierung von wobbler stellte eine interspezifische Riickkreuzung zwi-
schen Mus musculus C57BL/6 und Mus spretus SEG dar, die es ermdglichte den wobbler Lokus auf den
proximalen Abschnitt des Chromosoms 11 der Maus zu kartieren (Kaupmann, 1992; Kaupmann et al.,
1992). Die Kandidatenregion wurde dabei proximal von dem Gen Erythroblastosis oncogene B (Egfr)
und distal von dem Gen Reticuloendotheliosis oncogene (Rel) flankiert. Es folgten weitere Intra-
Spezies-Riickkreuzungen mit Inzuchtstimmen. Durch mehrere neue Rekombinationsereignisse konnte
das Kandidatengenintervall weiter eingeschrinkt werden (Lengeling, 1994; Wedemeyer,1995; Wede-
meyer et al., 1996; Korthaus, 1996; Korthaus et al., 1997; Schmidt, 1997; Resch et al., 1998; Ulbrich,
2000; Fuchs 2001). Das BAC-Ende 147N22rev stellt zurzeit den proximal und das Gen Murrl den
distal flankierenden Marker der ca. 2 Mb iiberspannenden wobbler kritischen Region dar.

Zu Beginn dieser Arbeit bestand die physikalische Karte des wobbler kritischen Bereiches aus 24
Maus-YACs (Yeast artificial chromosome) (Resch, 1997, Wedemeyer, 1995). Zusitzlich existierte noch
ein humanes YAC-Contig von der, zum wr-Kandidatengenbereich, homologen Region auf Chromosom
2p13. Dieses Contig bestand aus 12 YACs (Resch, 1997). Nachteile von YACs sind allerdings eine ho-
he Chimeritdt und Instabilitdt (Monaco und Larin, 1994), sowie der Hintergrund der ,,natiirlichen* He-
fechromosomen. Dieser Hintergrund erschwert die DNA-Aufreinigung in erheblichem Mafle. Unter der
Beriicksichtigung zukiinftiger Versuche (Subklonierungen, Sequenzierungen, Vorkerninjektionen, Kon-
struktion von Targetingvektoren) wurde der Entschluss gefasst, die Kandidatenregion zuséitzlich durch
ein BAC-Contig abzudecken. BACs (Bacterial Artificial Chromosomes; Shizuya et al., 1992) konnen
Fremd-DNA bis zu einer GroBe von 200 kb tragen, wachsen in E.coli und werden wie bakterielle Plas-
mide behandelt. Dies vereinfacht die Aufreinigung von DNA und damit alle nachfolgenden Versuche,
wie z.B. Subklonierungen und Sequenzierungen. Basierend auf den vorliegenden Y AC-Contig-Daten,
wurde durch Zusammenarbeit mehrerer Arbeitsgruppenmitglieder begonnen, ein die Kandidatenregion

iiberspannendes BAC-Contig zu erstellen.
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2.3 Zielsetzung der Arbeit

Ziel dieser Arbeit war es einen Beitrag zu der Erstellung eines, die wobbler kritische Region iiberspan-
nenden, BAC-Contigs zu leisten, um die bereits vorliegenden Kartierungsergebnisse zu vervollstindi-
gen und zu ergédnzen. Ein besonderes Interesse lag dabei auf der Orientierung der BACs.

Die Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) sollte angewandt werden, um die Reihenfolge der ein-
zelnen BACs zu bestitigen und um die Grofle eventuell auftretender Liicken zwischen den BACs zu
bestimmen.

Nach einer initialen Kartierungs- und Orientierungsphase sollten mehrere Deletionsvektorkonstrukte
innerhalb der wobbler kritischen Region hergestellt werden.

Hierzu sollten verschiedene Ansitze getestet werden. Ein Ansatz war es, Vektoren fiir die Cre/loxP
vermittelte Deletion in ES-Zellen herzustellen. Es sollten mindestens vier Vektoren konstruiert werden,
die in unterschiedlicher Kombination die wobbler Region teilweise oder komplett deletieren.
Verschiedene Arten der Vektorkonstruktion (Replacement- und Insertionsvektoren) sollten ausgetestet
und bewertet werden. Hierzu zihlte ebenfalls die Uberpriifung von Resistenzmarker tragenden Vekto-
ren, die von auswirtigen Arbeitsgruppen zur Verfiigung gestellt wurden, sowie deren Bewertung hin-
sichtlich der Verwendbarkeit fiir diese Arbeit. Weiterhin sollte ein Deletionsvektorkonstrukt zur Gene-
rierung von strahleninduzierten Deletionen bearbeitet werden.

ES-Zellkulturtechniken sollten auBerdem im Rahmen einer Kooperation erlernt werden, um sie in unse-
rer Arbeitsgruppe zu etablieren. Die fertig gestellten Deletionsvektorkonstrukte sollten auf ES-
Zellebene ins Mausgenom integriert werden, um anschlieBend, wenn zeitlich moglich, Deletionen zu

crzeugen.
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3. Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 E.coli Stimme

Bakterienstamm Genotyp Referenz / Quelle
RecAl endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17
XL1Blue supE44 relAl lac [F’ proAB la- Sambrook et al., 1989
cl'ZAM15 Tn10(tet")]
F’ {lacI®Tn10(Tet")} mcrA A(mrr-
hsdRMS-mcrBC) $80lacZAM15 TOPO TA Cloning Kit, Instruction
TOP10F’ AlacX74recAl deoR araD139 A(ara- | manual (2000), Invitrogen BV, Gronin-
leu)7697 galU galK rpsL (Str*) endA 1 gen, Niederlande
nupG
RpsL (Str) thr leu endA thi-1 lacY galK
galT ara tonA tsx dam dem
SCS110 Stratagene, Amsterdam, Niederlande

supE44A(lac-proAB) [F’ traD36 proAB
lacl"ZAM15]

3.1.2 Kulturmedien

Fiir das Anziehen von Bakterienkulturen wurden die folgenden Néhrmedien verwendet. Die Mengen-

angaben beziehen sich auf einen Liter:

LB-Broth LB-Agar

Terrific Broth

Terrific Broth-Agar

10 g Bacto-Tryptone | Wie LB;
5 g Yeast Extract

10 g NaCl

+15 g Bacto-Agar

12 g Bacto-Tryptone
24 g Yeast Extract

4 ml Glycerol

auf 900 ml auffiillen

nach dem Autoklavieren mit

mischen

100 ml KH,PO4/K,HPO4-Losung
(2,3 lg KH2P045 12,54g KzHPO4)

Wie Terrific Broth
+15 g Bacto-Agar

Der pH-Wert der Losungen wurde vor dem Autoklavieren mit 5 N NaOH auf 7,0 eingestellt.
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Nach dem Abkiihlen der Losungen auf Handtemperatur wurde das gewiinschte Antibiotikum und im

Fall der Agarlésungen 0,16 ml 1M IPTG und 0,26 ml 250mg/ml X-Gal zugegeben.

3.1.3 Antibiotika

Antibiotikum Stammldosungen Arbeitskonzentrationen
Ampicillin 150 mg/ml in H,O 25-150 pg/ml
Tetracyclin 10 mg/ml in Ethanol 10 pg/ml

Chloramphenicol 25 mg/ml in Ethanol 12,5 pg/ml

3.1.4 Zellkulturmedien

Feeder-Medium (FM)

FCS 50 ml
100x Penstrep (10000U) Sml
L-Glutamin 5ml
B-Mercaptoethnol. 1,2 ml
DMEM 438,8 ml

Complete-Medium (CM) fiir ES-Zellen

FCS 75 ml
100x Penstrep (10000U) 5ml
L-Glutamin S5ml
Na-Pyruvat Sml
Non essential aminoacids 5 ml
B-Mercaptoethanol 1,2 ml
DMEM 403,8 ml

2 x Freezing-Medium
FCS 20 %
DMSO 20 %
DMEM 60 %
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3.1.5 Vektoren
Bezeichnung Hersteller
pCRII TOPO Invitrogen (Karlsruhe)
pCR2.1 TOPO Invitrogen (Karlsruhe)
pBluescript SK (+/-) Stratagene (Amsterdam)
pGEM-T Easy Promega (Mannheim)

3.1.6 DNA-Langenstandards

477
194
135

90

48
42

bp ngHpg

800

700

~600
500 @
2 400 8
5 300 S
=] ~200 s
° —~— =
S 100 g

Ladder Mix (M1)

3.1.7 Enzyme und Proteine

Lambda DNA/HindIII (M2)

GeneRuler 100 bp (M3)

Enzyme

Hersteller/Vertreiber

T4-DNA-Ligase

Gibco BRL (Eggenstein)

Restriktionsendonukleasen

Gibco BRL (Eggenstein)
Fermentas (St.Leon-Rot)

DNase Roche (Mannheim)
DNA Polymerase I Roche (Mannheim)
Proteinase K Sigma (Taufkirchen)
PCR Master Mix Qiagen (Hilden)
Expand Long Template PCR System Roche (Mannheim)
Rinderserumalbumin, Fraktion V Sigma (Taufkirchen)
Trypsin/EDTA PAA (Linz)
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3.1.8 Verwendete Kits

Produktbezeichnung

Hersteller

TOPO-Cloning Kit

Invitrogen (Karlsruhe)

Qiagen-Plasmid-Kits

Qiagen (Hilden)

Nucleobond AX Kit

Macherey und Nagel (Diiren)

Qiaquick PCR Purification Kit

Qiagen (Hilden)

Qiaquick Gel Extraction Kit

Qiagen (Hilden)

Prime-It RmT Random Primer
Labeling Kit

Stratagene (Amsterdam)

3.1.9 Internet Ressourcen

Bezeichnung Adresse
PubMed www.ncbi.nlm.nih.gov/PubMed
Golden Path Browser http://genome.ucsc.edu

Ensembl Browser

http://ensembl.org

NCBI Browser

www.ncbi.nlm.nih.gov

Rummage Server IMB Jena

http://gen100.imb-jena.de/rummage/server/wobbler

BLAST

www.ncbi.nlm.nih.gov/cgi-bin/BLAST

RepeatMasker http://ftp.genome.washington.edu/cgi-bin/RepeatMasker
BCM Search launcher http://searchlauncher.bcm.tmc.edu/
TBASE http://tbase.jax.org

Mouse Genome Informatics

www.informatics.jax.org

3.1.100ligonukleotide

Tm Grofie
Name Sequenz Quelle
°O) (bp)
Mikrosatelliten-Marker/YAC-End-STSs
DI11Mit343A AGA TTC CTG CTT CTC CCC TC
64 110 MIT
D11Mit343B TGA GTT AGC AGG TTTTTA TCT CAC A
D11Mit294A TTC TGC ACA CAG GCATTC AT
60 117 MIT
D11Mit294B TTG ATT CAC AGA ATA ATT TGT ATT TGG
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D11Mit294.2A TCT TAG TGT TTG ATC TAC TGT GTG
60 125 MIT
DI11Mit294.2B GTC GTG AAT TCT GGT GAA GAG AG
DI11Mit19A CTA GCT GCT TCT AGA ACCTTC CC
60 140 MIT
D11Mit19B TTT GAT CCT GAG CAC AAA CG
DI1Mit81A ATC GGC TAT ATT CCC ATC CC
64 188 MIT
D11Mit81B AGC AAA TAT AGT GCT GCA CTG TG
MIRA CTT GCC ACT TAG GAC ATT CTC G 60 500 A.Lengeling
MIRB CTT CAT GCT GCC CTG ACT CC (1997)
STSs von Genen
Glns-psla AGC TTT GGA GAC AAC AAT TAG ATC 60 10 Bhandari et al.
Glns-pslb TGT TCA TCA GCT GAG GAA TGG ATG (1990)
RablaEx6.2-a CTG CTG CTA AAA TCT GCC TC 53 301 Wichmann et al.
RablaEx6.2-b CTA ACC AACCACGGG AAAC (1989)
Otx1-555 a AAT GAT GTG GCC AGT GAG CC 0 555 Acampora
Otx1-555b TCC CAC TGC GAA GTC CTT CA (1996)
Mor2a GCT GAA GGG AGA GTT CAT CACG
70 450 Korthaus
Mor2b CAG CAG CAC CAC GCT GTT GCAC
BAC-End-Primer
BAC25D8Reva GAC TCT GGC TTC TGG AAC CC . .
60 358 diese Arbeit
BAC25D8&Revb GGC CCA GCA ATG CAC TAT GG
BAC25D8Fora CCA GCT GCC GGT AGC ACCTG . .
62 252 diese Arbeit
BAC25D8Forb CCA AGT GGG TGA CCT TGG GC
BAC48H20RevA CTG TGG GAG GTG GTA ACT TAG . .
64 322 diese Arbeit
BAC48H20RevB TTT CCA TGG CCT CTC ACA GTC
BAC48H20ForA CTC AAA GCA CACATTGCACTTC . .
62 444 diese Arbeit
BAC48H20ForB GTT CTA GTT CTT CAG GTG TGT
BAC61H18Fora2 CTG TGT CTA ATC TCC CAC AG . .
60 320 diese Arbeit
BAC61H18Forb2 GTG TGC CCT CAA GCC ACA TG
BAC65111Fora2 CAT ATA CCC AGA AGA TGT TC . .
62 275 diese Arbeit
BAC65111Forb2 TCA GTG AGT ACA TAT TGT GC
BAC65I11Reva2 GAC CAG CAA CTT CCA TCA GTC . .
64 236 diese Arbeit
BAC65111Revb2 CCT GTC TTT GTA TCC CTG CAG
BAC72P24Reva2 TCT CTT CCA TGT GGC TGG CC . .
62 404 diese Arbeit
BAC72P24Revb2 AGT CAT AGT AGA GCA TGT GTA G
BAC72P24Fora2 CCT TGC CAG CATCTG CTG TC . .
60 273 diese Arbeit
BAC72P24Forb2 CAA TCC TCC ATC TGA TAG AGG
BAC109N20ForA1l CAG GGA TTG GTG AGA TTC TGG . .
62 390 diese Arbeit

BAC109N20ForB1

GTG AGT ATA TGA TTC ATG TGT GC
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BACI09N20RevA CTT ACC TGT CAC CAC TAC TAG . .
64 356 diese Arbeit
BACI09N20RevB GTT GGA TAG TTC CAA GGT CC
BAC123J24Fora2 GAG TCA TAC ATG CCC ACT TC . .
60 232 diese Arbeit
BAC123J24Forb2 CAT TGT AGG CAC ACA ATG TGC
BAC123J24Reva CTG AGG CCA TAT GCT GCA GCC
60 330 D. Korthaus
BACI123J24Revb CAG ATT GTT GAG TAG CTA GTG
BACI135B4Fora2 CAC AGT CCC AGT GTG CAG GAG . .
60 412 diese Arbeit
BAC135B4Forb2 CAT GGC ACT GTG CAC ATG GC
BACI135B4Reva GTA ATT TCC AAG TCT CTA ACA G
60 543 D.Korthaus
BAC135B4Revb GCA TTC CATTTC TTT GTG TCC
BACI13909Rev1 CCTTTG TAT GTA TTA ATT TCA CCC
60 591 D. Korthaus
BAC13909Rev2 CTA TTA GAA GGG ACT TAC ATC ATC
BAC13909Fora2 AAG TAG CCA TGC TCT TCA CC . .
60 368 diese Arbeit
BAC13909Forb2 GCT TAA TGG GCT ATC CTA TTC
BAC141E23Fora2 CAG TAT AAA CCA AACTGCTCT G . .
60 270 diese Arbeit
BACI141E23Forb2 GGG TAA GTT AAT GGC ATC ACT G
BAC147N22ForA CAT TTG ACC TCT CAG GCT AGA G . .
62 290 diese Arbeit
BAC147N22ForB GAG TGG CCA AGC ATG TGT AAC
BAC147N22RevA GAA GCT GCT GTG TCC TTG TCG . .
65 358 diese Arbeit
BACI147N22RevB TGC TGT AGA GAT CTC ACA GCC
BAC160A5Fora2 CAG GCA GAT AGG ACA GGT CAG . .
57 325 diese Arbeit
BAC160A5Forb2 CTA AGA CAG GTAAGATGTTCC
BAC160A5Reva2 CAA ATT CTC TGT AAG ATT AAG CC . .
60 587 diese Arbeit
BAC160A5Revb2 GTT GGA GGT GTG TCA TTG GAG
BAC173M5Fora CCC TGA GTA AGT TAT GCA TCC . .
60 300 diese Arbeit
BAC173M5Forb GCT GAG GAG GCA GTG GTTTC
BAC173M5Reva GAG TCT GTG CGT GCA TTT CC . .
58 388 diese Arbeit
BAC173MRevba ACG ATG AGG CTT AGG GTG AG
BACI180K15Fora GAA GTC AGT CTG TTC TTT CAG . .
57 382 diese Arbeit
BAC180K15Forb TTC TGC CTT GAG CAC TGT TC
BACI180K15Reva CTG CTT TCT CCT TAA CCT AAT G . .
60 328 diese Arbeit
BAC180K15Revb GAA TGT ACA GAT TGT ACA CTA CT
BACI185K22Ra2 GAG TTG GCA GCA CTG CAA GAG . .
62 245 diese Arbeit
BACI185K22Rb2 CTG TGG AACTTC TTA GTA TCA CTC
BAC185K22Fora2 GGG AAG GCC TAT ATAAGACCTG . .
62 280 diese Arbeit
BACI185K22Forb2 CAC ATC GTC AGC AGG TGT TAC C
BAC196N16RevA CTC TGA CGA GCT GTC ACT TC . .
66 337 diese Arbeit

BACI196N16RevB

GGA CCT GAT CTA GTC TGA GG
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BAC196N16ForA CAC AAG AGG CAG CACTGA TG . .
63 247 diese Arbeit
BACI196N16ForB GTA GAT AGC CTG TGG CTC AC
BAC219P9ForA CTA CCT CCT GAA TGA ACA CA . .
56 264 diese Arbeit
BAC219P9ForB CTG TCA TGT TGG AAT ATG TC
BAC219P9RevA GTA GAT ACT CAG ATT GTC TGA TG . .
62 262 diese Arbeit
BAC219P9RevB CTT GCC AGA AGG TAG GAA GTG
BAC219P17RevA GTA AGC CAT TCC ATT ACC ACC . .
64 191 diese Arbeit
BAC219P17RevB GTT GAC ATT GAA AGC TAA GGG C
BAC219P17ForA CTG GAA CTA GAA CTG AGA AGG TC . .
64 164 diese Arbeit
BAC219P17ForB CTG GCC AGG CCT CACACA TG
BAC236P17RevA GCC TGT CTA CAT CAC ATA CTC . .
64 355 diese Arbeit
BAC236P17RevB CTC TGG AAT AAG TGT ATG CCT C
BAC236P17ForA GCA GAG TGC AGG AGT TAC ATG . .
66 330 diese Arbeit
BAC236P17ForB GGT CAT CTC AGT ATG GTC TGG
Oligonukleotide fiir das loxP-Element
GAT CAG CAT AAC TTC GTA TAG CAT ACA . .
LoxBamHIa diese Arbeit
TTA TAC GAA GTT ATC G
GAT CCG ATA ACT TCG TAT AAT GTA TGC . .
LoxBamHIb diese Arbeit
TAT ACG AAGTTATGCT
GAT CCG CAT AAC TTC GTA TAG CAT ACA . .
LoxPBamHIc diese Arbeit
TTA TAC GAA GTT ATCT
GAT CAG ATA ACT TCG TAT AAT GTA TGC . .
loxPBamHId diese Arbeit
TAT ACG AAG TTATGC G
Sequenzierprimer fiir das Konstrukt O9_PuroloxP
O9puroloxPA CTT TAC TTC AGG GCG TCT GAC diese Arbeit
O9puroloxPB CCA AGT TCA TTC CCA GCA TCC diese Arbeit
O9puroloxPC CAA GGC TTC CCT AGT CCT GG diese Arbeit
O9puroloxPD CTC TAA CAT AAA CAA GGA AGC CC diese Arbeit
O9puroloxPE AGT TCT AGC CTC GAG GCT AGA diese Arbeit
O9puroloxPF AGG CCT TCC ATC TGT TGC TGC diese Arbeit
O9puroloxPG CAC CGA GCT GCA AGA ACT CTT diese Arbeit
O9puroloxPH TAG AGC TTG GGC TGC AGG TC diese Arbeit
O9puroloxPI GTG AAC CAG TAC TGT CTA AAT GG diese Arbeit
O9puroloxPJ CTG CTA TGT TGA AAG TGT CTG G diese Arbeit
O9puroloxPK CCA GAC ACT TTC AAC ATA GCA G diese Arbeit
O9puroloxPL CTG TGC TTC AAG TAT GGT GTC C diese Arbeit
O9puroloxPA2 TAG TAG TCG CCA ATG TGG CTC diese Arbeit
O9puroloxPB2 CCC AGT GTC TAT AGT GAA GTA G diese Arbeit
O9puroloxPC2 CAG TCC GTG ACA CTT GTA GGA diese Arbeit
O9puroloxPD2 TGT TCT GGT CCC TAC AGA GTC diese Arbeit
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O9puroloxPI2 CTA GGT GAT CAA GAT CGG AGC diese Arbeit
O9puroloxPL2 GGA CCA TAC CCATAG AACTGAT diese Arbeit
Sequenzierprimer fiir die TKNeoKassette
NeoTKrevl CAT CTA CAC CAC ACA ACA CCG diese Arbeit
NeoTKrev2 GAT ATG TGA GCT CCG AGC TTC diese Arbeit
NeoTKrev3 GGT GGA AAC ATT CCA GGC CTG diese Arbeit
NeoTKunil TGA GAT GAC AGG AGA TCC TGC diese Arbeit
NeoTKuni2 CCG GTG CCT GAA TGA ACT GC diese Arbeit
NeoTKuni3 CTT GAC GAG TTC TTC TGA GGG diese Arbeit
TKNeo-rev4 CCT GGG CCTTGG ACG TCT TG diese Arbeit
TKNeo-uni4 CTC CCA GCC TCA ATA CGC AC diese Arbeit
TKNeouni5 GGC AAC GAA GGA GCT GCA AAG diese Arbeit
TKNeorev5 GGC TAT TCC TGT ACA TCT GGG diese Arbeit
Genomische Subfragmente
MKS5.7219A GTT GGT AGT TCA ACT AAC CCA ACA ATG . .
68 5448 diese Arbeit
MK5.7219B ACA GGC ACC CAA GAATACACCCAAG
MK14.0456A TTC CTT GCA GTT CTT ATG GAA GGC TG . .
68 9576 diese Arbeit
MK14.0456B CCA CCCTAA GAC ACTTGT TGG ACT G
MK2.0910A2 AGG GTA GAA ACC TAA CCT CCT GCT CA . .
68 5807 diese Arbeit
MK2.0910B1 GAC ATA GTG GAA GTG GGC CTG TTT AG
Orientierungs- und Insert-Test-Primerpaare
TestMK2.1 AGG CAG CAT GCC AAG CTG TAG . .
60 900 diese Arbeit
NeoTKrev2 GAT ATG TGA GCT CCG AGC TTC
MK2Test4 GGA AGC CTC AGT ACT TAG CTG . .
67 967 diese Arbeit
MK2Test5 GCC TAG TCA GTC ATC AAT GGG
loxPori3sense TTC GTA TAA TGT ATG CTA TAC GAA GT . .
59 57 diese Arbeit
CT8TKNeoloxPStull TCG AAG GCC TGC AGC CCG GGG GA
NeoTKrevl CAT CTA CAC CAC ACA ACA CCG . .
61 160 diese Arbeit
NeoTKrev2 GAT ATG TGA GCT CCG AGC TTC
MK14.0456Test3 GGC AGC TAC AGT CTA GTC CTC . .
70 1300 diese Arbeit
MK14.0456Test4 TGC TGT GAC AGT GAC CAT CCC
MK2-0872E1 CAC TAG TCT AGA GCC TTA CTT GA . .
63 500 diese Arbeit
MK2-0872E2 TGG ACC TTG TCC AGT GACCTA A
MK2-0872E3 AGG TGT GCA GTC CTT CTT ATA GG . .
63 500 diese Arbeit
MK2-0872E4 ATC AAG AGA ATG GAT CCT GTG GA
MK5-7219E1 GTA GGA GAT CTC TAT TGA GTA AC . .
61 600 diese Arbeit
MKS5-7219E2 CTG TGA GTT TCA CAC ACATTG AA
MKS5-7219E3 CAT ACA CTA ACT CAT CAG GAT GG . .
61 450 diese Arbeit
MKS5-7219E4 GCA GAT GAT ATG AGG CAT AAT TAC
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Hybridisierungssonden
MK2EcoRVA CCA CTG GGT ATG CAG CTA CTG . .
60 679 diese Arbeit
MK2EcoRVB CTG TGG CTT CTT GCC ACT TCC
MK2EcoRVC TGT TGA TGG TTG GAG ACC TAC AG diese Arbeit
F1BstXA CAT CAG TCC AGA GCT CAA TGC AC . .
66 1288 diese Arbeit
F1BstXB ATC TCC CAC ACG GGT TTA AAT GC
F2BstXA CTGTACTCCCTG CCTTCACAGC . .
68 1170 diese Arbeit
F2BstXB CTG TTC AGC TCA TAT GAG CCA TTC
F3BstXA CAC CAA GCA TGC AGA ACC ACA TG . .
68 1287 diese Arbeit
F3BstXB TCA GAC CCT TCG CAC TAA GTA GC
611P24U1 GCC ACCTTT AGGTTG GAA ATG A .
60 605 D. Ehling
611P24U4 ATG GGT CGG GAC AAA ATA GGC
Sequenzier-/Vektorprimer
M13forward-20 GTA AAA CGA CGG CCA G diese Arbeit
M13Reverse CAG GAA ACA GCT ATG AC diese Arbeit
PuroloxP-AfIlII Primer
O9Neo/PuroAfIITA CCT CAC TTA AGG GAA CAA AAG CTG . .
64 2300 diese Arbeit
O9Neo/PuroAflIIB GTA TCC TTA AGC TTG ATA TCG AAT TCC
ES-Zell-DNA Screening Primer
ESPuroTest3.s CCA CCG CGG TGG AGC TCC AGC . .
63 2500 diese Arbeit
ESPuroTest.as CCT CAT TTC CAA CCT AAA GGT GGC
K13TKNeo.s CGA ATG GGC TGA CCG CTT CCT . .
60 2500 diese Arbeit
ESPuroTest.as CCT CAT TTC CAA CCT AAA GGT GGC
Chromosom 11 polymorphe Marker
DI11Mit2A TCC CAG AGG TCT CCA AGA CA
55,5 107/122 MIT
D11Mit2B CCA CAG TGT GTG ATG TCT TC
Glns-psla AGC TTT GGA GAC AAC AAT TAG ATC 635 | 185/19 Bhandari et al.
Glns-ps1b TGT TCA TCA GCT GAG GAA TGG ATG ’ (1990)
Stk10A GCT GACTTT GCT TTT GTG TAT GTC G 68 260/270 Kuramochi et al.
Stk10B AGG TTC CAA TGC ATT GGT CCT AGG (1999)
DI11Mit205A GGC AGA GTC TAG TCT GAT ATCTTG G
55,5 95/100 MIT

DI11Mit205B

CAG TGC ACA GCC AGG TTG
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3.2 Methoden

3.2.1 Transformation von E.coli Stammen mit Plasmid-DNA

3.2.1.1 Herstellung von elektrokompetenten Bakterien

Transformationen wurden hauptsdchlich mit dem E.coli Stamm XL1Blue durchgefiihrt. Zur Losung
besonderer Fragestellungen wurde auch mit dem E.coli Stamm SCS 110 gearbeitet, der dam/dcm’ ist,
also keine Methylase-Aktivitit mehr besitzt.

Fiir jede Priparation wurden die Bakterien aus einer Glycerinkultur erst auf eine LB-Agar-Platte mit
10pg/ul Tetracyclin ausgestrichen. Eine einzelne Kolonie wurde zum Animpfen einer 3 ml Ubernacht-
kultur in LB-Medium verwendet. Am nichsten Morgen wurde diese Bakterien-Suspension in 250 ml
vorgewarmtes LB-Medium {iberfiihrt und ca. 4 Stunden bis zu einer ODgp9 von 0.5-0.6 bei 37°C ge-
schiittelt. Die Kultur wurde dann fiir 15 min. auf Eis gekiihlt. Die nachfolgende Behandlung der Bakte-
rien-Suspension wurde bei 4°C im Kiihlraum und in der Kiihlzentrifuge (Sorvall RC5b) durchgefiihrt.
Die Bakterien wurden fiir 15 min. bei 6000 rpm im GS-3-Rotor geerntet, der Uberstand abgegossen und
der Riicklauf vollstindig abgezogen. Die Zentrifugenbecher wurden 2 x mit ca. 20 ml H,Op;geq aUsge-
schiittelt, ohne das Bakterien-Pellet zu 16sen. Die Zellen wurden in 5 ml H,Opj4esc resuspendiert und das
Volumen dann auf 250 ml aufgefiillt. Es folgte ein 15-miniitiger Zentrifugationsschritt bei 5000 rpm.
Der Uberstand wurde unverziiglich abgegossen und das Zellpellet im Riicklauf durch Schiitteln re-
suspendiert. Die Suspension wurde auf zwei SS34-Zentrifugenbecher verteilt und jeweils 25 ml einer
15%igen Glycerin-Losung zugegeben. Die Bakterien wurden anschliefend durch Zentrifugation bei
5000 rpm fiir 20 min. im SS34-Rotor sedimentiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet in 1ml
15% Glycerin aufgenommen und als 60ul Aliquots bei —80°C im Ethanol-Trockeneis-Bad schockgefro-
ren. Die Lagerung der so hergestellten kompetenten Zellen erfolgte bei —70°C iiber eine Zeitspanne von
bis zu einem Jahr. Die Kompetenz der Zellen wurde fiir jede Préparation durch eine Testtransformation
mit 100 pg pBlueskript Vektor ermittelt. Die Werte lagen bei 0,7-1x 10® cfu (colony forming units) pro
pg Plasmid-DNA.

3.2.1.2 Elektroporation

Zur Elektroporation wurde ein 60 pl Aliquot auf Eis aufgetaut und maximal 5 pl Plasmid-DNA gelost
in HyOpigesr dazugegeben. Nach vorsichtigem Mischen (nicht pipettieren) wurde das DNA-Zell-Gemisch
1 min. auf Eis inkubiert und anschlieend in eine auf Eis vorgekiihlte 0,2 cm-Elektroporationskiivette
(Biorad, Miinchen) iiberfiihrt. Die Elektroporation erfolgte mit dem Gene Pulser Gerit (Biorad, Miin-
chen) bei 25 pF, 400 Q und 2,5 kV. Direkt nach dem elektrischen Impuls wurde 1 ml vorgewérmtes
SOC-Medium zu den Zellen gegeben, die Suspension aus der Kiivette in ein Eppendorf-Reaktionsgefaf

iiberfiihrt und 60 min. bei 37°C im Schiittelinkubator regeneriert. AnschlieBend wurden 50ul — 1ml des
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Transformationsansatzes auf LB-Agar-Platten, versehen mit dem entsprechenden Antibiotikum, aus-

plattiert und {iN bei 37°C inkubiert.

3.2.1.3 Hitzeschocktransformation

Ein CaCl,-kompetenter E.coli-Stamm (Topl10F"), mit dem eine Hitzeschocktransformation durchge-
fiihrt wird, wurde nur in Kombination mit den PCR-Klonierungskits von Invitrogen (TOPO TA Clo-
ning) und Promega (pGEM-T Easy) eingesetzt. Die Transformationen wurden nach den Angaben des
Herstellers ausgefiihrt. Unterschiede der Hitzeschocktransformation zur Elektroporation sind: eine 30-
miniitige Inkubation der Zellen, nach Zugabe der DNA, auf Eis und der 30-sekiindige Hitzeschock bei
42°C zur Aufnahme der DNA in die Zellen. Die Regeneration der Bakterien sowie die Selektion erfolg-

ten in derselben Weise wie bereits bei der Elektroporation beschrieben.

3.2.1.4 Blau-Weil3-Selektion rekombinanter Klone

Bei Klonierungsreaktionen, in denen die Plasmid Vektoren eine 3-Galaktosidase-Kassette trugen, konn-
ten rekombinante Klone durch die Zerstorung der LacZ-Enzymaktivitit aufgefunden werden. Die Inser-
tion eines DNA-Fragmentes in die Multiple-Klonierungs-Stelle (MCS) des Vektors, die sich innerhalb
der LacZ-cDNA befindet, zerstort, meist durch das Verschieben des Leserasters, die Enzymaktivitit.
Die Transkription des Reporters musste durch Zugabe von IPTG aktiviert werden. Die Enzymaktivitit
wurde durch die Umsetzung des farblosen Substrates X-Gal in ein tiefblaues Indolderivat angezeigt
(Sambrook et al., 1989).

Bakterien-Suspensionen wurden z.B. nach einer Transformation auf IPTG-, X-Gal- und Antibiotika
haltige Platten ausgestrichen und iiN bei 37°C inkubiert. Rekombinante Klone waren an der weiflen

Féarbung der Kolonien und Vektorreliganden an der blauen Farbung zu erkennen.

3.2.1.5 Glycerinkulturen

Glycerinkulturen wurden zur langfristigen Lagerung (2-3 Jahre) von Bakterien angelegt. Dazu wurden
800 pl einer Bakterien-Suspension mit 200 pl einer 100%igen Glycerin-Losung (Sigma, Steinheim) in
einem Eppendorf-Reaktionsgefdafl gemischt und anschlieBend bei —70°C gelagert. Eine kleine Menge
der gefrorenen Bakterien-Glycerin-Suspension wurde bei Bedarf wieder auf eine LB-Agar-Platte mit

dem entsprechenden Antibiotikum ausgestrichen und iiN im Brutschrank inkubiert.
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3.2.2 Isolierung von Nukleinsiuren

3.2.2.1 DNA aus Bakterien

3.2.2.1.1 Easy Prep (nach Berghammer und Auer, 1993)

Diese Methode der DNA Isolierung kann zur schnellen, unreinen Aufreinigung von Plasmid-DNA ver-
wendet werden. Dieses Verfahren wird hauptsédchlich eingesetzt, wenn eine grofle Anzahl von Bakte-
rienkolonien getestet werden muss. Die Aufreinigung kann nur bei Bakterienstimmen verwendet wer-
den, die keine Endonuklease A (endA™ -Stimme; z.B. XL1Blue) besitzen. Da auf einen Phenolisie-
rungsschritt verzichtet wird, wiirde die Endonuklease A, die sich durch eine Hitzebehandlung nicht
vollstindig inaktivieren ldsst, in endA" -Bakterienstimmen die DNA degradieren.

Von einer Ubernachtkultur wurden 1,5 ml Bakterien-Suspension in ein Eppendorf-ReaktionsgefaB iiber-
fiihrt und 30 sec. in einer Eppendorf-Tischzentrifuge bei 13000 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde
abgesaugt und das Bakterien-Pellet in 50 pl Lysispuffer durch eine fiinfminiitige Inkubation im Schiitt-
ler bei RT resuspendiert. Durch das Kochen in einem Wasserbad fiir 30 sec. wurden die Bakterien ly-
siert. Die Bakterien-Suspension wurde eine Minute lang auf Eis abgekiihlt und danach wurden die ly-
sierten Bakterienzellen von der Plasmid-DNA durch eine 20-miniitige Zentrifugation bei 13000 g in
einer Eppendorf-Tischzentrifuge getrennt. Die Reste der Bakterienzellen, sowie die chromosomale Bak-
terien-DNA wurden pelletiert, die Plasmid-DNA dagegen befand sich im Uberstand, den man in ein
neues Reaktionsgefif iiberfiihrte. Zwischen 3 und 6 pl des Uberstandes, je nach Ausbeute, wurden fiir

eine DNA-Testspaltung eingesetzt.

Lysis-Puffer:
10mM Tris pH 8.0
ImM EDTA

15 % Sucrose

0,4 mg/ml RNaseA
2 mg/ml Lysozym
0,1 mg/ml BSA

3.2.2.1.2 Eckhardt-Lyse (Eckhardt et al., 1978)

Diese Methode eignet sich ebenfalls zur schnellen Analyse einer groeren Anzahl von Klonen, was z.B.
nach einer Ligation angebracht sein kann, um den gewiinschten Klon zu identifizieren. Bei der Eck-

hardt-Lyse wird die Plasmid-DNA direkt in einem SDS-Agarosegel prépariert, so dass das Animpfen



Material und Methoden 36

einer Ubernachtkultur nicht notwendig ist. Die Grofe der analysierten Plasmide kann dann nach dem
Gellauf mit Hilfe eines Langenstandards ermittelt werden. So kénnen die Klone ausgesucht werden, die
das gewiinschte Insert tragen.

Ein 0,8 %iges Agarosegel wurde vorbereitet, indem 100 ml TBE Puffer zusammen mit 0,8g Agarose
aufgekocht wurden. Die Agarose lieB man auf ca. 60°C abkiihlen, bevor 2 ml einer 10%igen SDS-
Losung hinzugegeben wurden. Die Agarose wurde in einen vorbereiteten Geltrager gegossen.

Fiir eine ausreichende Menge an Bakterienzellen, wurden die zu testenden Einzelkolonien auf Agar-
Platten ausgestrichen und iiN bei 37°C inkubiert. Eine gut sichtbare Zellmenge wurde mit einer sterilen
gelben Spitze oder einem Zahnstocher entnommen und mit einem Gemisch, bestehend aus 6ul TE-
Puffer und 4ul 6x DNA-Probenpuffer, resuspendiert. Nach Zugabe von 20ul Eckhardt-Lysispuffer
wurden 25pl in die Taschen des Gels geladen. Nach einem 30-miniitigen Vorlauf bei 20 V folgte eine
weitere Elektrophorese bei 100 V fiir zwei Stunden. Zur Entfernung des SDS wurde das Gel fiir 45 min

gewdssert, mit Ethidiumbromid gefarbt und dokumentiert.

Eckhardt-Lysispuffer:
8 % Sucrose

2 % Ficoll

50mM TrisCl pHS,0
20mM EDTA pH 8,0

2 mg/ml RNaseA

2 mg/ml Lysozym

3.2.2.1.3 Alkalische Lyse

Diese von Birnboim und Doly (1979) vorgestellte Methode eignet sich, im Gegensatz zur Easy Prep,
auch fiir endA" -Stimme. Dariiber hinaus besitzt die priparierte DNA eine hohere Reinheit und kann
somit bei nachfolgenden Versuchen, die einen hdheren Reinheitsgrad der DNA erfordern, wie z.B.
Spaltungen mit empfindlichen Restriktionsendonukleasen, Ligationen und Elektroporationen eingesetzt
werden.

Von einer {iN Kultur wurden 5 ml bei high copy Vektoren und 8 ml bei low copy Vektoren und sehr
groflen Vektorkonstrukten (iiber 10 kb) bei 4000 rpm fiir 5 min. im SS34-Rotor (Sorvall) abzentrifu-
giert. Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet in 300 pl eiskalter Losung 1 resuspendiert.
Nach Zugabe von 300 ul Lésung 2 wurde das Gefall 5-9 x invertiert und 5 min. auf Eis gelagert. Da-
nach wurden 300 ul eiskalte Losung 3 hinzugegeben, nochmals 5-9 x invertiert und 5 min. auf Eis in-
kubiert. Das Prézipitat wurde in einer Eppendorf-Tischzentrifuge 5 min. bei 13000 rpm zentrifugiert
und der Uberstand mit 600 pl Phenol:Chloroform:Isoamylalkohol (25:24:1) extrahiert. Die obere wiss-
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rige Phase wurde in ein neues Reaktionsgefal3 iiberfiihrt und mit 1 Volumen Isopropanol versetzt. Nach
griindlichem Mischen wurde die in der Losung befindliche DNA durch 10-miniitiges Zentrifugieren bei
13000 rpm pelletiert. Die gefillte DNA wurde anschlieend mit 500 pl 70%igem, —20°C kaltem Etha-
nol gewaschen, luftgetrocknet und in 30 pl 10 mM TrisCl pH 8,0 resuspendiert. Zur Restriktionsanalyse

wurden 3 pl eingesetzt.

Losung 1: Losung 2: Losung 3:
50 mM Glucose 0,2 N NaOH 3 M Kaliumacetat pH 4,8
20 mM Tris-HCI pH 8,0 1 % SDS

10 mM EDTA pH 8,0

3.2.2.1.4 Qiagen/Nucleobond DNA-Priparation

Zur Isolierung hochreiner DNA, wie man sie fiir Klonierungen, Sequenzierungen und Elektroporationen
von Bakterien- und Séuger-Zellen benétigt, wurden Kits von den Firmen Macherey und Nagel (Diiren)
und Qiagen (Hilden) verwendet. Exemplarisch ist hier nur die Préparation nach dem Protokoll von Ma-
cherey und Nagel aufgefiihrt, da dieses Kit hiufiger benutzt wurde und die Aufreinigung mit dem Kit
der Firma Qiagen nach demselben Prinzip verlduft.

Die DNA-Préiparation ist eine Kombination aus alkalischer Lyse und Saulen-Anionenaustausch-
Chromatographie, die anstatt der Phenol-Chloroform-Extraktion angewandt wird. Je nach gewiinschter
DNA-Menge wurden unterschiedliche Kulturvolumina angeimpft und Sdulen mit unterschiedlicher Ka-

pazitit eingesetzt.

Saulenbezeichnung L
(Macherey-Nagel) Kapazitit (ug DNA)
AX 20 (Mini) 20
AX 100 (Midi) 100
AX 500 (Maxi) 500

Préparationsvorschrift fiir eine Plasmid-Maxi-Préparation (high copy).

Die Volumina, die fiir eine BAC-DNA oder low copy Plasmid Aufreinigung eingesetzt werden stehen
in Klammern.

150 ml (500 ml) vorgewarmtes LB-Selektionsmedium wurden mit einem Einzelklon angeimpft und 12-
16 Stunden {iN bei 37°C im Schiittler inkubiert. Die Bakterien-Kultur wurde fiir 10 min. bei 5000 g und
4°C im GSA-Rotor (Sorvall) abzentrifugiert. Alle weiteren Zentrifugationsschritte wurden bei 4°C
durchgefiihrt. Der Kulturiiberstand wurde vollstindig abgezogen und das Bakterien-Pellet in 12 ml (24
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ml) eiskaltem Puffer S1 resuspendiert. Die alkalische Lyse der Bakterien erfolgte durch Zugabe von 12
ml (24 ml) Puffer S2 (RT) und 6-8-maligem Invertieren. Nach 5-miniitiger Inkubation bei RT, wurden
12 ml (24 ml) eiskalter Puffer S3 hinzugegeben, erneut 6-8 x invertiert und fiir Smin. auf Eis gelagert.
Die Zelltriimmer wurden durch Zentrifugation fiir 40 min. bei 12000 g im GSA-Rotor abgetrennt. An-
schlieBend wurde der Uberstand durch einen mit HyOpjgest angefeuchteten Faltenfilter filtriert, um noch
vorhandene Prézipitatreste zu entfernen. Wiahrend der Filtration wurde die Sdule mit 6 ml Puffer N2
dquilibriert. Die Sdule wurde dann mit dem klaren Bakterien-Lysat beladen und nachdem die Fliissig-
keit vollstédndig durchgelaufen war, 2 x mit je 16 ml (3 x 12 ml) Puffer N3, zur Entfernung von Protei-
nen und RNA, gewaschen. (Bei der Priparation von BACs und low copy Plasmiden wurde das Lysat
nach dem Beladen der Séule aufgefangen und ein zweites Mal iiber die Sdule gegeben. Dieser Schritt
vergrofBerte deutlich die DNA-Ausbeute.) Die gereinigte Plasmid-DNA wurde mit 2 x 7 ml Puffer N5
(auf 50°C vorgewidrmt) eluiert, dann mit 2 x 5 ml RT-Isopropanol gefillt und fiir 30 min. bei 15000 g
im SS34 Rotor zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet vorsichtig mit 3 ml —20°C kal-
tem 70%igem Ethanol gewaschen und erneut fiir 10 min. bei 15000 g zentrifugiert. Der Uberstand wur-
de anschlieBend vollstindig abgezogen, das Pellet einige Minuten luftgetrocknet und je nach Pelletgro-
Be in 50-200ul autoklaviertem HyOpiqese resuspendiert. Konzentration, Reinheit und Intaktheit der DNA

wurden durch UV-Absorptionsspektrometrie und Agarosegel-Elektrophorese iiberpriift.

Puffer S1: Puffer S2: Puffer S3:
50 mM Tris-HCI pH8,0 200 mM NaOH 2,80 M Kac pH5,1
10 mM EDTA 1 % SDS

100 pg RNase A/ml

Puffer N2: Puffer N3: Puffer NS:

100 mM Tris 100 mM Tris 100 mM Tris

15 % Ethanol 15 % Ethanol 15 % Ethanol

900 mM KCI1 pH6,3 1150 mM KCl1 pH6.3 1000 mM KC1 pH8,5

0,15% Triton X-100

3.2.2.2 Quantifizierung isolierter Nukleinsduren

Die Konzentration von Nukleinsduren wurde photometrisch bestimmt. Die DNA-L&sungen wurden
1:100 in 10 mM Tris-Cl pH 8,0 verdiinnt und die Absorption bei einer Wellenlédnge von 260 nm in ei-
nem UV-Photometer (Eppendorf, Hamburg) gemessen. Die Konzentration der DNA in Losung wird
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wie folgt berechnet: Messwert x Verdiinnungsfaktor x 50 (eine Extinktion von 1 entspricht 50 pg/ml) =
DNA-Konzentration (pg/ml). Ebenfalls wurde der Quotient aus den Absorptionen bei 260 nm und 280
nm ermittelt. Dieser ODygp / ODygo - Wert dient zur Bestimmung der Reinheit der untersuchten Nuklein-
sdure. Bei einem Wert von 1,8 - 2,0 liegt sehr reine DNA vor. Enthélt die DNA-L6sung allerdings noch

Proteine oder Phenol-Reste, hat der Quotient einen Wert, der niedriger als 1,8 ist.

3.2.2.3 Isolierung von DNA aus Agarosegelen

Die Aufreinigung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen erfolgte bei Fragmenten bis 5 kb mit dem
QiaQuick Gel Extraction Kit oder dem Minelute Kit der Firma Qiagen (Hilden). DNA-Fragmente gro-
Ber als 5 kb wurden nach einem modifizierten Protokoll von Sambrook et al. (1989) durchgefiihrt.

Wenn DNA-Fragmente aus Agarosegelen isoliert werden sollten, wurden diese aus Low Melting Point
Agarose hergestellt. Diese Agarose hat den Vorteil, dass sie, wie der Name schon sagt, einen niedrige-
ren Schmelzpunkt hat und sich die DNA somit leichter aus der Agarose-Matrix herauslosen lésst.

Nach der Gelelektrophorese wurde das gewiinschte DNA-Fragment mit einem sauberen Skalpell auf

dem UV-Transilluminator ausgeschnitten und das Gewicht des Gelblockchens bestimmt.

3.2.2.3.1 Aufreinigung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen mit dem QiaQuick Gel Extraction
Kit oder Minelute Kit

Maximal 400 mg Agarose wurden durch Zugabe von 3 Vol. Puffer QG und 10-miniitiger Inkubation bei
50°C im Thermoschiittler aufgeldst. Die Losung wurde auf die im Kit enthaltenen Minisdulen pipettiert
und die DNA durch Zentrifugieren fiir 60 sec. bei 13000 rpm und RT an das Saulenmaterial gebunden.
Alle weiteren Zentrifugationsschritte wurden bei 13000 rpm und RT durchgefiihrt. Wenn das Volumen
der DNA-Lo6sung die Saulenkapazitit von 750 pl tiberschritt, musste dieser Zentrifugationsschritt mehr-
fach wiederholt werden.

Die gebundene DNA wurde durch Zugabe von 750 pl Puffer PE und anschlieBendes 1-miniitiges
Zentrifugieren gewaschen. Nachdem der Waschpuffer PE aus dem Sammelgeféf3 entfernt wurde, folgte
ein weiterer Zentrifugationsschritt, um Ethanolreste, die bei der Elution der DNA stérend wirken wiir-
den, zu entfernen. Die DNA wurde dann mit 30 pl auf 50°C vorgewdrmten Elutionspuffer (10 mM
TrisCl pH 8,0) oder HyOpigest eluiert. Der einzige Unterschied des Minelute Kits ist der, dass es moglich

ist, die gereinigte DNA in einem Volumen von nur 10 pl zu eluieren.

3.2.2.3.2 Aufreinigung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen (modifiziert nach Sambrook et al.

1989)
Das Gewicht des Gelstiickes sollte 200 mg nicht iiberschreiten. Zu dem Agaroseblockchen wurden 3
Vol. (bei 200 mg = 600 ul) 20 mM TrisCl, ImM EDTA pH 8,0 hinzugegeben. Es folgte eine 5-

miniitige Inkubation bei 65°C im Thermoschiittler (Eppendorf, Hamburg), um die Agarose zu schmel-

zen. Nachdem sich die Losung auf RT abgekiihlt hatte wurde 1 Vol. Phenol dazugegeben und 20 sec.
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gevortext. Die Phasen wurden durch 10-miniitiges Zentrifugieren bei 4000 g und RT getrennt, die obere
wéssrige Phase abgezogen und mit 1 Vol. Phenol-Chloroform extrahiert. Eine letzte Extraktion erfolgt
mit 1 Vol. Chloroform. Die wissrige Phase wurde in ein neues Reaktionsgefal iberfiihrt und mit 1/10
Vol. 7,5M Ammonium-Acetat sowie 1 Vol. Isopropanol vermischt und 10 min. auf Eis inkubiert. An-
schlieBend wurde die DNA-L&sung 20 min. bei 13000 rpm und 4°C zentrifugiert und das Pellet mit 500
ul —20°C kaltem 70%-igem Ethanol gewaschen, luftgetrocknet und in 10 pl HyOpigess resuspendiert.

Die Konzentration der gereinigten DNA wurde anschlieend durch Agarosegel-Elektrophorese mit Hil-

fe eines Standard-Markers abgeschétzt.

3.2.2.4 Aufreinigung von PCR-Produkten

PCR-Produkte, die in nachfolgende Reaktionen eingesetzt werden sollten, wie z.B. Klonierungen oder
Herstellung radioaktiv und nicht-radioaktiv markierter Sonden, mussten von Salzen, Nukleotiden, Pri-
mern und Polymerase gereinigt werden.

Dafiir wurde der QiaQuick PCR Purification Kit der Firma Qiagen eingesetzt. Das Reinigungsverfahren
ist fast identisch zu dem bereits beschriebenen Aufreinigungs-Verfahren von DNA aus Agarosegelen
(siehe 3.2.2.3). Das PCR-Produkt wurde mit dem fiinffachen Vol. Puffer PB gemischt und auf die mit-

gelieferte Sdule gegeben. Wasch- und Elutionsschritte sind bei beiden Verfahren identisch.

3.2.3 Elektrophorese von Nukleinsiuren

3.2.3.1 Agarosegel-Elektrophorese

Die wohl héufigste Methode zur Auftrennung von Nukleinsduren ist die Agarosegel-Elektrophorese, bei
der die Nukleinsduren nach ihren Molekularmassen aufgetrennt werden. Zur Auftrennung von DNA-
Fragmenten wurde Seakem Le Agarose (BioWhittaker, Verviers, Belgien) in 1x TBE-Puffer oder 1x
TAE-Puffer aufgekocht und in einen Geltréger gegossen. TBE bzw. TAE dienten auch als Laufpuffer.
Die DNA-Proben wurden mit 1/6 Vol. 6x Probenpuffer gemischt und in die Geltaschen pipettiert. Die
Agarose-Konzentration des Gels hing von der Grofe der zu trennenden DNA-Fragmente ab. Agarose-
Konzentrationen von 0,8% (fiir die Auftrennung von genomischen Spaltungen und DNA-Fragmenten
iiber 3kb) bis zu 4% (speziell fiir die Auftrennung und Dokumentation von Fragmenten unter 200 bp)
wurden eingesetzt. Ebenso hing die GroBe der benutzten Gelkammern von der Fragmentgrofe ab.
Fragmente bis zu einer Grofe von ca. 5 kb wurden in Minigelen (7x10 cm; Trennstrecke: 6 cm) bei ca.
10V/cm fiir 30-60min. aufgetrennt. Fiir die Auftrennung groBerer Fragmente wurden grofle Gelkam-
mern eingesetzt (13x15 cm; Trennstrecke: 12 cm) und die Laufzeit auf 2-5 h bei 5V/cm erhoht. Zur
Auftrennung von genomischen Spaltungen und anschlieBender Southern Blot Hybridisierung wurden
Gelkammern eines noch groBleren Formates eingesetzt (25x50 cm; Trennstrecke: 42cm). Die Elektro-

phorese wurde N bei 2-3V/cm durchgefiihrt. Zur Visualisierung der DNA wurden die Gele in einer
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Ethidiumbromid-Losung (TBE oder TAE + 1 pg/ml Ethidiumbromid) fiir 20-30 min. geférbt und do-
kumentiert.
Die folgende Tabelle soll einen Anhaltspunkt geben, welche Agarose-Konzentrationen bei der Auftren-

nung von DNA-Fragmenten eingesetzt werden konnen.

Fragmentgrofien (bp) Agarose-Konzentration in %

1000-23000 0,6
800-10000 0,8
400-8000 1,0
300-7000 1,2
200-4000 1,5
100-3000 2,0
10-500 4,0

3.2.3.1.1 Low Melting Point Agarose

Eine spezielle Agarose ist die Low Melting Point Agarose (BioWhittaker, Verviers, Belgien), die wie
der Name schon sagt einen niedrigeren Schmelzpunkt besitzt und schon bei 65°C anstatt bei 90°C
schmilzt. Damit bietet diese Agarose die Moglichkeit der sehr schonenden Gelaufreinigung von grof3en

Fragmenten.

3.2.3.2 Pulsfeld-Gelelektrophorese

Mit Hilfe der herkommlichen Gelelektrophorese lassen sich DNA-Molekiile bis zu einer Gréfe von 20
kb auftrennen. Groflere Fragmente konnen nicht mehr aufgetrennt werden, da sie sich in ihrer Wande-
rungsgeschwindigkeit nicht mehr unterscheiden. Um die Auftrennung groBer DNA-Fragmente (10-
2000 kb) zu ermoglichen, benutzt man deshalb das von Schwartz und Cantor (1984) entwickelte Ver-
fahren der Pulsfeld-Gelelektrophorese (PFGE). Die Richtung des elektrischen Feldes wird relativ zum
Gel gesehen in bestimmten Zeitintervallen immer wieder geéndert, so dass sich die DNA-Molekiile
immer wieder neu ausrichten miissen und so im neu aufgebauten, elektrischen Feld wandern. Die Auf-
trennung héngt von verschiedenen Parametern wie Spannung, Pulszeit, Temperatur des Gels, Agarose-
Konzentration und Puffer ab.

Fiir die PFGE wurde das Gerdt CHEF (Biorad, Miinchen) verwendet. Die Bedingungen fiir die Elektro-
phorese wurden mit Hilfe des Programms ,,Chef Mapper® fiir eine Auftrennung von 3 kb-250 kb er-

rechnet. Folgende Einstellungen wurden fiir die Groenbestimmungen der BACs vorgenommen:
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Initial switch time: 0,2 sec.
Final switch time: 21,8 sec.
Gradient: 6V/cm

Angle: 120°

Temperatur: 14 °C
Laufzeit: 8,3 h

Das Agarosegel bestand aus 1% FastLane Agarose (Biozym, Hess.-Oldendorf) in 0,5x TBE. Als Lauf-
puffer diente ebenfalls 0,5x TBE.

3.2.3.3 Fotodokumentation

Die mit Ethidiumbromid angefarbten DNA-Agarosegele wurden auf einen UV-Transilluminator (Intas
UV-Systeme) gelegt, und das in die DNA interkalierte Ethidiumbromid bei einer Wellenldnge von 312
nm zur Fluoreszenz angeregt. Die durch die Fluoreszenz sichtbaren DNA-Banden wurden mit Hilfe
einer digitalen Kamera (CCDKamera KP-16a, Hitachi) und einem Fotodrucker (Mitsubishi photo prin-
ter P500) dokumentiert.

3.2.4 Transfer von Nukleinsiuren auf Nylonmembranen

3.2.4.1 Southern Blot

Der Southern Blot ist eine Methode, bei der DNA-Fragmente, die vorher durch Gelelektrophorese auf-
getrennt wurden, auf einer Membran fixiert werden, die spéter fiir Hybridisierungen mit markierten
Sonden eingesetzt werden kann, um spezifisch bestimmte DNA-Fragmente nachweisen zu konnen.
Nach der Gelelektrophorese wurde die im Agarosegel enthaltene DNA, je nach Geldicke, durch eine 10
bis 30-miniitige Inkubation in 0,25N HCI-Losung teilweise depuriniert. Das Gel wurde dann kurz in
H;Opigest gewaschen und fiir 30 min. in 0,5N NaOH und 1,5M NaCl denaturiert. Der Transfer der DNA
auf eine Nylonmembran (Biodyne B 0,45 pm; Pall, Portsmouth, England) erfolgte nach dem Kapillar-
Blot-Verfahren nach Sambrook et al. (1989). Der Kapillarblot wurde folgendermaBen aufgebaut:

Eine Schale enthielt den Transferpuffer 20x SSC (3M NaCl; 0,3M NaCitrat; pH7,0). Uber die Rinder
der Schale wurde eine Glasplatte gelegt, auf der ein Streifen angefeuchtetes 3MM-Whatman-Papier
(Schleicher u. Schuell, Dassel) lag, dessen Enden in die Pufferlésung hingen. Das Gel wurde nun um-
gekehrt auf das Whatman-Papier gelegt und die mit SSC angefeuchtete Membran Iuftblasenfei aufge-
legt. Auf die Membran wurden drei Lagen angefeuchtetes 3MM Whatman-Papier und ein ca. 10 cm
hoher Stapel saugfihiges Papier geschichtet. Zuoberst befand sich eine Glasplatte, die mit einem Ge-
wicht beschwert war. Der Transfer der DNA auf die Membran erfolgte iiN. Nach dem Abbau des Blots
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wurde die Membran ca. 10 min. an der Luft getrocknet und fiir 1 h bei 80°C gebacken, um die DNA

kovalent an die Nylonmembran zu binden.

3.2.4.2 Kolonietransfer/Koloniehybridisierung

Bei diesem Verfahren werden die Bakterien-Kolonien von einer Agar-Platte direkt auf die Nylon-
membran transferiert. Diese Technik wird hauptsidchlich angewendet, wenn zu erwarten ist, dass nur
wenige Klone das gewiinschte Insert tragen. Durch das Herstellen der Kolonie-Filter und eine anschlie-
Bende Hybridisierung kann eine sehr grofe Zahl von Bakterien auf das Vorhandensein eines bestimm-
ten DNA-Abschnittes getestet werden.

Die Agar-Platten mit den Bakterien-Kolonien wurden fiir mindestens 30 min. bei 4°C gelagert. Vor-
sichtig wurde eine runde Nylon-Membran in der GroBe der Platte luftblasenfrei auf die Agar-
Oberfldche gelegt. Die Membran blieb fiir 1 min. auf der Agar-Platte liegen. Inzwischen wurde die Ori-
entierung der Membran zur Platte festgelegt, indem mit einem Skalpell an zwei Stellen jeweils ein
Stiick aus der Membran und dem Agar herausgeschnitten wurde. Die Membran sowie die Platte miissen
exakt markiert werden, um eine eindeutige Identifizierung der positiven Kolonien zu gewéhrleisten. Die
Membran wurde dann mit zwei Pinzetten von der Agar-Platte abgehoben und kurz auf 3MM Whatman-
Papier an der Luft getrocknet, wodurch die Bakterien auf dem Filter fixiert wurden. AnschlieBend wur-
de der Filter (Kolonieseite nach oben) fiir 15 min. auf einem mit Denaturierungs-Losung (0,5N NaOH;
1,5M NaCl) durchtrankten 3 MM Whatman-Papier inkubiert. Dieser Denaturierungsschritt bricht die
Bakterienzellen auf, denaturiert die DNA und zerstort die RNA. Nach der Denaturierung wurde die
Membran kurz auf 3 MM Whatman-Papier gelegt, um die {iberschiissige Fliissigkeit abzusaugen und
dann fiir 15 min. auf einem mit Neutralisierungs-Losung (1,0M Tris-HCL, pH 7,5; 1,5M NaCl) durch-
trinkten 3 MM Whatman-Papier inkubiert. Die Membran wurde nochmals kurz auf ein trockenes 3 MM
Whatman-Papier gelegt. Es folgte eine 10-miniitige Inkubation auf einem mit 2x SSC (0,3mM NaCl;
30mM NaCitrat, pH 7,0) durchtrinkten 3 MM Whatman-Papier. Die Nylonmembran wurde luftge-
trocknet und fiir 60 min. bei 80°C gebacken, wodurch die DNA auf dem Filter fixiert wurde. Zum pro-
teolytischen Abbau der Zellproteine, die noch an der DNA haften und eine Hybridisierung erschweren
wiirden, wurde der Filter mit Proteinase K behandelt. Die Membran wurde auf Alufolie gelegt, mit ei-
ner 2 mg/ml Proteinase K Losung (2 mg/ml Proteinase K in 2x SSC; Sigma, Taufkirchen) vollstindig
benetzt und fiir 1 h bei 37°C inkubiert. Um Zelltriimmer und Agar-Reste zu entfernen, wurde die
Membran zwischen zwei mit HyOpigesr durchtrankte 3MM Whatman-Papiere gelegt und mit einer leeren
11 Duran-Glas-Flasche unter festem Druck iiber die Membran gerollt. Das Filterpapier wurde 6x ge-
wechselt, so dass ein GroBteil der Zelltriimmer und des Agars, die an dem Papier haften blieben entfernt

wurden. Nachdem der Filter luftgetrocknet war, konnte er direkt zur Hybridisierung eingesetzt werden.
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3.2.5 Hybridisierung

3.2.5.1 Radioaktive Hybridisierungen

3.2.5.1.1 Herstellung radioaktiv markierter Sonden

Die gewiinschte Sonde wurde entweder mittels PCR amplifiziert und das Produkt mit dem Qiaquick
PCR Purification Kit (Qiagen, Hilden) aufgereinigt; oder wenn das als Sonde dienende Fragment in
einem Vektor kloniert vorlag, wurde es mit einem geeigneten Restriktionsenzym herausgeschnitten, der
Restriktionsansatz auf ein Agarosegel aufgetragen, die der Sonde entsprechende Bande ausgeschnitten
und mit dem Qiagen Gel Extraction Kit aufgereinigt. Nach der Aufreinigung wurde die aufgereinigte
Sonde auf einem Testgel analysiert und die Konzentration in ng/ul mit Hilfe eines Standardmarkers ab-
geschitzt.

50 ng der aufgereinigten DNA wurden zur Herstellung der Sonde verwendet. Die DNA wurde mit
H;Opidest auf ein Volumen von 42pul aufgefiillt und in ein Reaktionsgefdl aus dem Stratagene Prime-IT
RmT Random Primer Labeling Kit (Stratagene, Amsterdam) {iberfiihrt. In diesem Gefa3 befinden sich
in dehydrierter Form bereits die Random Primer, die ANTPs und der Reaktionspuffer. Der Reaktionsan-
satz wurde gemischt und fiir 5-10 min. gekocht, um die DNA zu denaturieren. AnschlieBend wurde das
Reaktionsgefall kurz auf Eis gekiihlt, Sul radioaktives dCTP (P32; 3000 Ci/mmol; Amersham, Frei-
burg) und 3pul Magenta Polymerase (Stratagene, Amsterdam) hinzugegeben und durch Riithren mit der
Pipettenspitze gemischt. Die Labeling-Reaktion erfolgte bei 37°C im Wasserbad fiir 10 min. Es folgte
eine Aufreinigung liber eine Amersham-Saule (ProbeQuant G-50 Micro Columns; Amersham, Frei-
burg). Das untere Ende, das die Sdule verschlie3t wurde abgeknickt und die Saule in ein 1,5 ml Eppen-
dorf Reaktionsgefall gestellt. Die Siule wurde bei 2500 rpm in der Biofuge A (Herdus) fiir 1 min.
zentrifugiert und der Durchfluss in dem Eppi aufgefangen. Dann wurde der Labeling-Ansatz mittig auf
die Saulenoberfliache langsam aufgetropft und fiir 2 min. bei 2500 rpm zentrifugiert. Der Durchfluss
wurde in einem Schraubdeckel Eppi aufgefangen und erneut fiir 10 min. gekocht. Nach einer kurzen
Abkiihlung auf Eis, wurde die Sonde direkt in die Hybridisierungslosung der bereits angesetzten Pre-

hybridisierung gegeben.

3.2.5.1.2 Hybridisierung

Die Membran wurde in eine Hybridisierungsrohre (Biometra, Gottingen) platziert und 10 ml Sigma
Hyb Plus (Sigma, Taufkirchen) Hybridisierungspuffer, der 1 ml denaturierte Heringssperma DNA (10
mg/ml; fiir 10 min. kochen) enthielt und auf 60°C vorgewéarmt war, hinzugegeben und fiir mindestens
30 min. bis GiN bei 68°C prehybridisiert. Die Hybridisierung erfolgte iiN bei 68°C in einem Hybridisie-

rungsofen.
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3.2.5.1.3 Entfernen von ungebundener Sonde

Die in der Hybridisierungsrohre befindliche Sonde wurde abgegossen und die zuriickgebliebene unge-
bundene Sonde durch mehrere aufeinander folgende Waschschritte entfernt.

Die erste Waschlosung setzte sich aus 2x SSC; 0,1% SDS zusammen. Die auf 60°C vorgewadrmte Lo-
sung wurde zu der Membran in die Hybridisierungsrohre gegeben und fiir 20 min. bei 68°C gewaschen.
Die Losung wurde anschliefend verworfen und durch eine neue Waschlosung (0,1x SSC; 0,1% SDS;
60°C) ersetzt. Auch dieser Waschschritt dauerte 20 min. Der letzte Waschschritt wurde mit 0,1x SSC
und 0,1% SDS in einer Box bei RT fiir 5-10 min. auf einem Schiittler durchgefiihrt.

3.2.5.1.4 Autoradiographie

Nach den Waschschritten wurden die Membranen in Frischhaltefolie eingepackt und in eine Expo-
sitionskassette mit Verstirkerfolie gelegt. In der Dunkelkammer wurde unter griinem Licht ein Ront-
genfilm (XomatAR; Kodak, Rochester NY )aufgelegt und abhéngig von der Signalintensitét fiir 30 min.

bis mehrere Tage bei —70°C exponiert.

3.2.5.1.5 Entfernen gebundener Sonden

Von Membranen, die fiir eine weitere Hybridisierung eingesetzt werden sollten, musste vor der neuen
Hybridisierung die alte gebundene Sonde entfernt werden. Eine 0,1%-ige (w/v) SDS Ldsung wurde
aufgekocht und in eine Schale gegossen. Die Membran wurde dann in diese heille aber nicht mehr ko-
chende Losung gegeben und geschiittelt, bis die Losung auf RT abgekiihlt war. Die auf dem Filter ver-
bliebene Restaktivitit wurde mit einem Handmonitor gemessen. Wenn mehr als 20 Zéhleinheiten pro

Sekunde gemessen wurden, dann wurde der Waschvorgang mit frischer SDS Losung wiederholt.

3.2.5.2 Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH)

3.2.5.2.1 Fiber-FISH

Die rdaumliche Ndhe von zwei BAC-Klonen kann untersucht werden, indem sie mit unterschiedlichen
Fluoreszenz-Farbstoffen gelabelt und in einer Fiber-FISH-Hybridisierung eingesetzt werden. Die DNA,
die fiir diese Hybridisierung eingesetzt wird, z.B. aus ES-Zellen, wird mechanisch auf einem Objekttra-
ger gestreckt, so dass 400-600 kb lange DNA-Fragmente oder ,,Fibers* entstehen. Die Fluoreszenz mar-
kierten BACs werden dann auf den Objekttrager gegeben. Sie finden in der Hybridisierungsreaktion
ihren ,,Gegenpart* auf dem genomischen DNA-Strang, binden an ihn und markieren somit die Stelle,
wo die BAC-DNA sich innerhalb des Genoms befindet. Wenn zwei BACs sich iiberlappen oder der
Abstand zwischen ihnen nicht gréfer als 400-600 kb ist, so kann man dies deutlich sehen.

Fiir die Fiber-FISH-Reaktion wurde genomische DNA der ES-Zelllinie C57BL/6x129/SV™* einge-

setzt.
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Die ES-Zellen wurden 1x in PBS gewaschen, trypsinisiert, abzentrifugiert, der Uberstand abgesaugt und
das Zellpellet in 1x PBS geldst, so dass 2 Millionen Zellen / 100l vorlagen. Die Zellsuspension wurde
auf 37°C erhitzt. 1.9% Agarose (Seaplaque Low Melt Agarose) in TE Puffer wurde in einem 1,5 ml
Reaktionsgefall auf 50°C im Heizblock erhitzt.

Die Agarose und die Zellen wurden 1:1 gemischt und anschlieend in Locher einer Plastikschablone
mit einem maximalen Fassungsvolumen von 100ul pipettiert. Die Blockchen wurden 30 min. bei 4°C

abgekiihlt und dann Proteinase K behandelt.

Proteinase K Behandlung
Die Proteinase K Behandlung der Agaroseblockchen erfolgte in folgendem Reaktionspuffer:

3ml Proteinase K (Endkonzentration: 2 mg/ml; Sigma)
6ml 0,5M EDTA pH8 (Endkonzentration: 100 mM)
0,3 ml n-Lauroyl-Sarcosine (Endkonzentration: 1%)

20,7 ml HyO pigest

30ml total Volumen

Die Agaroseblockchen wurden in diesen Reaktionspuffer gegeben (maximal 12 Bléckchen in 50 ml)
und 48-72h bei 50°C unter leichtem Schiitteln inkubiert. Die Losung wurde anschlieBend fiir 30 min.
bei 4°C gelagert, um die Agarose zu festigen. Danach wurden die Agaroseblockchen in TE Puffer (pH
7,5) transferiert und flir zwei Tage bei RT gewaschen. Wahrend dieser Periode wurde der TE Puffer
mehrmals gewechselt. Zur lingeren Aufbewahrung (bis zu einem Jahr) wurden die Blockchen in 50mM

EDTA (pHS,0) bei 4°C gelagert.

Nick Translation der BAC-DNAs
BACs wurden, je nach Fragestellung, aufgrund ihrer Lokalisation im Contig ausgewahlt und durch eine
Maxi-Préparation groBe Mengen an DNA von ihnen erzeugt. Da die bei der Nick Translation eingesetz-
te DNase I, vermutlich aufgrund von Sekundirstrukturen, die BAC-DNAs unterschiedlich effizient
bzw. schnell schneidet, wurde fiir jeden BAC eine DNase I Titration durchgefiihrt. 2 pg der BAC-DNA
wurden mit unterschiedlichen Verdiinnungen (1:2000; 1:3000; 1:4000; 1:5000; 1:6000; 1:10.000;
1:15.000) des DNase I Enzyms (10U/ul; Roche, Mannheim) fiir 60 min. bei 15 °C inkubiert. Der Reak-
tionsansatz sah wie folgt aus:

1 ng DNA

2,5 pl 10x Nick Translations Puffer

2,5 ul DNase I (in verschiedenen Verdiinnungen)

mit H,O auf 25 ul auffiillen
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Nach 60 min. wurde die Reaktion durch Zugabe von 5 pl 0,5M EDTA (pH8,0), 2 ul 10% SDS und 10-
miniitiges Erhitzen auf 68°C gestoppt. Anschlielend wurden 5 pl auf ein 2%-iges Agarosegel aufgetra-
gen und die durch den DNase I Verdau erzeugten Fragmentgroflen iiberpriift. DNA-Fragmente
zwischen 200 bp und 800 bp besitzen die optimale GroBe, um fiir eine Hybridisierung eingesetzt zu
werden. Wenn die DNA-Fragmente deutlich kleiner oder groBer sind, wirkt sich das negativ auf die
Signalintensitit bei der Hybridisierung aus. Nachdem die optimale DNase I Konzentration fiir jeden

BAC individuell ausgetestet wurde, konnte die Nick Translations Reaktion angesetzt werden:

S5ul 10 x Nick Translationspuffer

0.5ul 100mM DTT

Sul 0,5mM Nukleotide (dATP, dGTP, dCTP)

5ul  Biotin dUTP oder Digoxigenin dUTP (Roche, Mannheim)
Sul  DNase I (10 U/ul) in der ermittelten Konzentration

2,5 ul  Polymerase I (10U/ul; Roche, Mannheim)

2ug DNA

mit HyO pigest. auf 50 pul auffiillen

Die Reaktion wurde 60 min. bei 15°C inkubiert und anschlielend mit 5 pl 0,5M EDTA, 2 ul 10% SDS
und durch Erhitzen auf 68°C fiir 10 min. gestoppt. Erneut wurden 5 ul auf ein Testgel aufgetragen und
die ProduktgréBen iiberpriift. Fiir die anschlieBende Hybridisierung wurden 2 Nick Translations Reakti-
onen der BACs, die gemeinsam hybridisiert werden sollten, zusammen mit Maus-Cot-1-DNA und
Heringssperma DNA (Applichem, Darmstadt), die zur Absittigung repetitiver Sequenzen dienten, pra-
zipitiert. Jeweils 8 pul der Nick Translation, 8 pl Maus-Cot1-DNA und 10 pl Heringssperma DNA wur-
den mit dem 3-fachen Volumen an Ethanol (102pul) fiir 30 min. bei —80°C gefillt und danach 30 min.
bei 4°C in einer Tischzentrifuge zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet luftgetrocknet
und in 15pl deionisiertem Formamid (Promega, Mannheim) aufgenommen und in einem Thermoschiitt-
ler fiir 15 min. bei 42°C resuspendiert. Dann wurden 15 pl Hybridisierungslosung (20% Dextran Sulfat
(Sigma, Taufkirchen) in 4x SSC) hinzugefiigt und fiir 15 min. bei 37°C unter Schiitteln inkubiert. Es
folgte eine 10-miniitige Denaturierung bei 80°C, woran sich das ,,Preannealing® bei 37°C fiir 30-60

min. anschloss. Die Sonde konnte nun direkt auf den vorbereiteten Objekttriger pipettiert werden.

Vorbereitung der Objekttriger

Ein Agaroseblockchen wurde gedrittelt, auf einen Objekttrager (Superfrost; Menzel-Gliser, Braun-
schweig) gelegt und mit 10 pl HyO pigese liberschichtet. Der Objekttrager wurde auf eine 100°C heil3e
Heizplatte gelegt und abgewartet, bis das Agaroseblockchen geschmolzen war. Der Objekttrager wurde
von der Heizplatte genommen und mit einem zweiten Objekttrager wurde die geschmolzene Agarose in

einem Winkel von < 45°, unter mittlerem gleichméfBigem Druck, ldangs iiber den unteren Objekttréger
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gezogen. Dies bewirkt, dass die sich in der Agarose befindliche chromosomale DNA auseinandergezo-
gen und zu einzelnen ,,.DNA-Faden* auch ,,Fibers® genannt gestreckt wird. In der Regel haben diese
,»DNA-Féaden“ eine Lange von 400-600 kb. Der Objekttrager wurde senkrecht stehend fiir 30-60 min.
luftgetrocknet und konnte dann direkt denaturiert werden. Die Denaturierungslosung setzte sch aus 140
pl deionisiertem Formamid, 20 pl 20x SSC und 40 pl HyO pigest Zusammen. Sie wurde auf den Objekt-
trager pipettiert, ein Deckglas dariiber gelegt und das Ganze fiir 2 min. bei 90°C im Ofen inkubiert. Das
Deckglas wurde entfernt, der Objekttriger fiir jeweils 3 min. in 70%, 85% und 100% -20°C kalten E-
thanol getaucht und senkrecht stehend luftgetrocknet. Die Sonde wurde auf den Objekttrager pipettiert,
ein Deckglas moglichst luftblasenfrei dariiber gelegt und die Rdnder mit Fixogum (Marabu, Tamm)
abgedichtet. Die Hybridisierung erfolgte {iber Nacht oder iibers Wochenende bei 37°C in einer feuchten

Kammer.

Abwaschen der ungebundenen Sonde

Das Fixogum und das Deckglas wurden entfernt und der Objekttrager erst 3 x 5 min. in 2x SSC (auf
42°C vorgewarmt) und dann 2 x 3min. in 0,5x SSC (auf 42°C vorgewérmt) gewaschen. Der Objekttra-
ger wurde mit 1 ml Blockinglosung (5% BSA; 0,1% Tween20; 4x SSC) iiberschichtet und 1 h bei 37°C
inkubiert. Dieser Schritt wurde durchgefiihrt, um unspezifische Bindungsstellen abzudecken, die bei der

nachfolgenden Antikorperreaktion storend wirken konnen.

Antikorperreaktion
Der Objekttrager wurde kurz in 4x SSC; 0,1% Tween20 getaucht, um die iiberfliissige Blockinglosung
abzuwaschen. Dann wurden nacheinander 3 Antikdrper-Layer fiir Biotin bzw. 2 Antikorper-Layer fiir

Digoxigenin auf den Objekttriager gegeben.

Biotin (Verdiinnung) Digoxigenin (Verdiinnung)
1. Antikorper Fluorescein-Avidin (1:200) Cy3 Mouse-Anti-Dig (1:200)
2. Antikorper Biotin-Anti-Avidin (1:200) Cy3 Rabbit-Anti-Mouse (1:300)
3. Antikorper Fluorescein-Avidin (1:200) --

Die Antikorper wurden wie in der Tabelle beschrieben mit 2% BSA; 0,1% Tween20; 4x SSC verdiinnt.
Der Objekttrager wurde jeweils fiir 30 min. mit der Antikorperlésung inkubiert. Nach jeder Inkubation
folgte ein Waschschritt mit 4x SSC; 0,1% Tween20 (vorgewédrmt auf 42°C) fiir 3 x Smin. im Dunkeln.
Direkt nach dem letzten Waschschritt wurde der Objekttrager 1 min. DAPI (Serva, Heidelberg) gefarbt,
kurz mit H,O gespiilt und im Dunkeln luftgetrocknet. 2 Tropfen Mountig Medium (Vector Laborato-
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ries, Burlingame CA) wurden auf den Objekttriager gegeben, ein Deckglas wurde luftblasenfrei aufge-

legt und die Hybridisierung wurde unter einem Fluoreszenz-Mikroskop betrachtet.

3.2.6 Enzymatische Reaktionen mit Nukleinsiuren

3.2.6.1 Spaltung der DNA mit Restriktionsendonukleasen

Restriktionsendonukleasen des Herstellers Gibco BRL wurden fiir gezielte Aufspaltungen von DNA-
Molekiilen eingesetzt. Fiir optimale Reaktionsbedingungen wurden die vom Hersteller mitgelieferten
10x Puffer eingesetzt und die empfohlenen Temperaturen eingehalten. Zur Spaltung von 1 ug DNA
wurden in der Regel 1-2 U Enzym eingesetzt. Je nach eingesetzter DNA-Menge variierten die Reakti-
onsvolumina zwischen 20 pl und 200 pl. Dabei musste beachtet werden, dass die eingesetzte Enzym-
menge maximal 1/10 des Gesamtvolumens ausmachen durfte. Bei einem hoheren Wert konnte der Gly-
cerinanteil, der in der Enzymldsung vorhanden ist, eine Sternaktivitdt hervorrufen, die bewirkt, dass das
Enzym die DNA unspezifisch spaltet. Die Inkubationen erfolgten im Warmeschrank, Wasserbad oder
Thermoschiittler je nach DNA-Menge fiir mindestens 1 Stunde bis GiN.

3.2.6.2 Aufreinigung und Ankonzentrierung von DNA nach enzymatischen Re-
aktionen

DNA wurde nach enzymatischen Reaktionen, wie z.B. Spaltungen oder Ligationen durch eine Phenol-
Chloroform-Extraktion und anschlieBender Ethanol-Fillung von Proteinen und Salzen getrennt. Das
Volumen der Losung wurde zundchst mit H,Opigese auf 200ul aufgefiillt und mit 1 Vol. Phenol-
Chloroform-Isoamylalkohol (25:24:1) versetzt. Das Gemisch wurde gevortext, 2 min. bei 13000 rpm in
einer Eppendorf Tischzentrifuge zentrifugiert und die obere wissrige Phase abgenommen. Zu dieser
Phase wurde erneut 1 Vol. Chloroform hinzugegeben, gevortext und zentrifugiert. Die wissrige Phase
wurde abgezogen und 1/10 Vol. 3M Na-Acetat pH 5,2, sowie 2,5 Vol. 100% -20°C kalter Ethanol hin-
zugegeben. Die Losung wurde gemischt und die DNA entweder durch Inkubation N bei -20°C oder
fiir 20 min. bei -80°C gefillt. Es folgte ein Zentrifugationsschritt fiir 30 min. bei 13000 rpm und RT.
Anschlieend wurde das DNA-Pellet mit 500 ul —20°C kaltem Ethanol gewaschen, luftgetrocknet und
in einem fiir die folgenden Versuche angemessenen Volumen H,Op;qesc resuspendiert.

Bei sehr geringen DNA-Mengen ist der Verlust bei der Prézipitation sehr hoch. Deshalb wurde zu
DNA-Mengen <300 ng vor der Fillung 1 pg Hefe tRNA hinzugefiigt. Diese tRNA fungiert als Carrier,
der dazu dient geringe Mengen an DNA moglichst vollstindig zu prizipitieren und wirkt nicht stérend

in nachfolgenden Versuchen, wie z.B. Transformationen.
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3.2.6.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die PCR wurde Mitte der 80er Jahre entwickelt (Saiki et al. 1985, 1988) und ist eine Methode, um in
kurzer Zeit eine milliardenfache Vervielfaltigung einer spezifischen DNA-Sequenz zu erzeugen. Fiir
diesen Prozess macht man sich die Hitzestabilitdt einer aus dem Bakterium Thermus aquaticus isolier-
ten Polymerase (Tag-Polymerase) zu nutze, die sogar noch bei einer Temperatur von 94° C aktiv ist.

Folgende Komponenten miissen bei einer PCR-Reaktion vorhanden sein:

1. ein einzelstringiges DNA-Molekiil, das als template fiir die Synthese des komplementiren
Stranges dient

2. zwei sich entgegengerichtete Oligonukleotide (Primer) von ca. 20 bp Léinge, die den zu verviel-
féltigenden Bereich flankieren

3. eine thermostabile Polymerase
Die PCR verléuft in einer zyklischen Reaktion bestehend aus drei Schritten:

1. Denaturierung (Erzeugung des einzelstrangigen DNA-templates)
2. Annealing (Bindung der Oligonukleotide an den jeweils komplementiren DNA-Strang)
3. Elongation (Synthese des komplementiren DNA-Stranges ausgehend vom 3" OH-Ende des Pri-

mers)

Durch die Wiederholung dieser drei Schritte fiir 30-35 Zyklen kommt es zu einer exponentiellen Ver-
vielfaltigung des gewlinschten DNA-Abschnitts.

Die Anlagerungstemperatur (Annealing) der Oligonukleotide hidngt von ihrer Basenzusammensetzung
ab. Die optimale Temperatur eines Primers wurde mit der sogenannten ,,2+4“- Regel ermittelt, wonach
Purine (G/C) mit 4°C und Pyrimidine (A/T) mit 2°C berechnet werden. Die Addition aller Basen sollte
einen Wert zwischen 60°C und 72°C ergeben. Die tatsichlich optimale Annealing-Temperatur wurde
durch eine Test-PCR im Eppendorf-Mastercycler (FA. Eppendorf, Hamburg) mit Hilfe eines Tempera-
turgradienten zwischen 50°C und 70°C festgestellt.

In dieser Arbeit wurden je nach Verwendungszweck unterschiedliche thermostabile Polymerasen einge-
setzt:

- Tag-Polymerase (aus Thermus aquaticus): wurde fiir Standard-PCRs bis zu einer Produktgréfe von 4
kb verwendet.

- Pwo-Polymerase (aus Pyrococcus woesei): wegen der Korrekturlesefahigkeit (3°-5"- Exonukleaseakti-
vitdt) wurde die Pwo-Polymerase zur Herstellung von PCR-Fragmenten eingesetzt, bei denen es auf die

Genauigkeit der Sequenz ankam.
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- Sehr lange PCR-Fragmente (5-15 kb) wurden mit Hilfe des Expand Long Template PCR-Systems

(Boehringer, Mannheim), das aus einem Gemisch der beiden Polymerasen besteht, erzeugt.

Die PCR wurde in 0.2 ml oder 0,5 ml GefdBen oder in 96-Well PCR-Platten durchgefiihrt, abhéngig
von der Probenanzahl und des PCR-Maschinen-Typs (TRIO-Thermoblock, FA. Biometra, Géttingen;
Progene, FA. Techne; Genius FA. Techne; Eppendorf Mastercyler FA. Eppendorf)

3.2.6.3.1 Standard-PCR

Fiir die Standard-PCR wurde der Qiagen Master Mix (Qiagen, Hilden) benutzt. Dieser Mix enthélt be-
reits den Reaktionspuffer, die dNTPs und das Enzym (2 x Reaktionspuffer, enthilt 2,5 U Taq-
Polymerase und 400 uM dNTPs). Eine typische PCR-Reaktion setzte sich aus folgenden Komponenten

zusammen:

1ul  template-DNA (1-100 ng)
10 ul  Master Mix (2 x)

0,4 ul  Primer A (50 pmol/pl)
0,4 ul  Primer B (50 pmol/ul)
82 ul H,O

20 ul  Gesamtvolumen

Als Negativkontrolle diente ein Ansatz ohne femplate-DNA. Die PCR-Reaktionen wurden unter fol-
genden Bedingungen in einem ,,Mastercycler” der Firma Eppendorf oder in dem ,,Progene* oder Geni-

us“ Gerét der Firma Techne durchgefiihrt:

94°C 5 min. Denaturierung
94°C 30 sec. Denaturierung
55°C-72°C 30 sec. 35x Annealing

72°C 30 sec.- 4min. Elongation

72°C 10 min. finale Elongation

10 pl der PCR-Reaktionen wurden je nach Fragmentgrofe auf einem 1%-igen oder 2%-igen Agarosegel

analysiert.
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3.2.6.3.2 Long-Distance-PCR

Die Amplifikation von langen genomischen DNA-Fragmenten wurde mit Hilfe des Expand Long
Template PCR-Sytems der Firma Boehringer Mannheim durchgefiihrt. Dieses System benutzt einen
Mix aus Taq- und Pwo-Polymerase. Der Unterschied zur Standard-PCR besteht zum einen in der opti-
malen Elongationstemperatur, die fiir die Pwo-Polymerase bei 68°C liegt, und zum anderen in einer
zunehmenden Elongationszeit, die die Abnahme der Polymeraseaktivitdt kompensiert. Abhidngig von
der ProduktgrofBe stehen 3 verschiedene Reaktionspuffer zur Auswahl. Im Rahmen dieser Arbeit wurde
Puffer 1 (10x Reaktionspuffer mit 17,5mM MgCl,) benutzt, der eine Amplifikation von Fragmenten bis

zu 12 kb erlaubt. Der Reaktionsansatz setzte sich wie folgt zusammen:

3ul  template-DNA (100 ng)
7ul  dNTPs (2,5 mM)

0,5 ul  Primer A (50 pmol/pl)
0,5 ul  Primer B (50 pmol/ul)
Sul  Puffer 1

1 ul  Polymerase

33 ul H,O

Das verwendete PCR-Programm sah folgendermaf3en aus:

94°C 2 min. Denaturierung
94°C 30 sec. } Sx Denaturierung
72°C 8 min. Annealing + Elongation

94°C 30 sec. } S5x Denaturierung
70°C 8 min. Annealing + Elongation
94°C 30 sec. } 25x Denaturierung
68°C 8 min. Annealing + Elongation

(10 sec. increment pro Schleife)

68°C 5 min. finale Elongation
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Die kombinierte Annealing- und Elongationszeit war abhdngig von der GréB3e des zu amplifizierenden
Fragmentes. Die folgende Tabelle gibt eine Ubersicht iiber das Verhiltnis von Elongationszeit zur Pro-

duktgroBe.

Elongationszeit (min) |2 |4 | 8 |15|20|30

Fragmentlénge (kb) |3|6|10|20|30 |40

3.2.6.3.3 Kolonie-PCR

Die Kolonie-PCR wurde als Verfahren zum schnellen Auffinden von rekombinanten Klonen nach einer
Klonierungsreaktion verwendet. Als template-DNA wurde direkt die Bakterien-Kolonie von der Agar-
Platte eingesetzt. Bevor die Bakterien zu dem PCR-Mix gegeben wurden, wurde auf einer frischen
Agar-Platte nochmals zur Absicherung ein Ausstrich gemacht. Die Bakterien wurden mit einem sterilen

Zahnstocher in einen 20 ul PCR-Ansatz gegeben und die PCR wie oben beschrieben, durchgefiihrt.

3.2.6.3.4 PCR-Screening der BAC-Bibliothek

Die BAC-Bibliothek (Genome Systems, Missouri) wurde durch einen partiellen HindIIl Verdau von
genomischer DNA des Mausstammes 129/J und anschlieBender Klonierung der Fragmente in den
pBeloBAC11Vektor hergestellt. Die Konstrukte mit InsertgroBen von 50-240 kb wurden in den E.coli
Stamm DHI10B elektroporiert. Die BAC-Bibliothek umfasst 240 Mikrotiterplatten, die zur Vereinfa-
chung des screenings zu 24 upper pools zusammengefalit wurden. Wird ein positves PCR-Signal in
einem upper pool erhalten, so folgt das Screening der plate pools, bei dem die genaue Plattennummer
ermittelt wird. In einem letzten Screening werden die Koordinaten des positiven BAC-Klons bestimmt.
Die Koordinate setzt sich aus einer Zahl zwischen 1 und 24 (Spalte) sowie einem Buchstaben von A bis

P (Zeile) zusammen. Die positiven Klone wurden anschlieend bei Genome Systems bestellt.

3.2.6.4 Klonierungen

3.2.6.4.1 Klonierung von PCR-Produkten

TOPO TA Cloning Kit

Das TOPO TA Cloning System (Invitrogen; Groningen) basiert auf der terminalen Transferaseaktivitét
der Tag-Polymerase. Ein Deoxyadenosin (A) wird unabhingig von der template-DNA an das 3'Ende
des PCR-Produktes gehéngt. Der in dem Kit mitgelieferte Vektor besitzt an den 3 'Enden jeweils einen
iiberhingenden Deoxythymidin (T) Rest, was dazu fiihrt, dass PCR-Produkte mit einem A-Uberhang

effizient in den Vektor ligieren kdnnen. Zusétzlich sind an die Enden des linearisierten Vektors aktivier-
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te Topoisomerasen kovalent gebunden, was die Ligationseffizienz erhoht und die Ligationszeit be-
trachtlich verkiirzt.

Ein Ligationsansatz bestand aus folgenden Komponenten:

0,5-4 ul PCR-Produkt
1 ul PCRII TOPO oder PCR 2.1 TOPO Vektor
1 ul Salz Losung (1,2M NaCl; 0,06M MgCl,)

Die Reaktion wurde mit sterilem HyO pigesr. auf 6 pl aufgefiillt und fiir 5 - 30 min. bei RT (ca. 25°C) in-
kubiert. AnschlieBend wurden 2 pl des Reaktionsansatzes zu den mitgelieferten chemokompetenten
Zellen (TOP10F") gegeben und der Ansatz wurde fiir 30 min. auf Eis inkubiert. Es folgte ein Hitze-
schock bei 42°C fiir 30 sec., ohne die Reaktion dabei zu schiitteln. Das Reaktionsgefal wurde fiir ca. 2
min. auf Eis gelagert, bevor 250 ul auf RT erwarmtes SOC Medium (2% Tryptone; 0,5% Yeast Extract;
10mM NaCl; 2,5mM KCL; 10mM MgCl,; 10mM MgSO,4; 20mM Glucose) hinzu gegeben wurden. Die
Zellen wurden fiir 1h im 37°C Schiittler inkubiert und anschlieBend auf Agar-Platten ausgestrichen. Die

Agar-Platten enthielten je nach Resistenz des Vektors das passende Antibiotikum.

pGEM-T Easy PCR-Klonierungen
Dieses PCR-Klonierungssystem (Promega, Mannheim) basiert ebenfalls auf der terminalen Transfera-
seaktivitdt der Taq-Polymerase. Die Ligationsreaktion setzte sich aus den folgenden Komponenten

zusammen:

5ul  2x Rapid Ligation Buffer

1 ul  pGEM-T Easy-Vektor (50 ng)
3ul  PCR-Produkt

1 ul T4 DNA Ligase (3 U/ul)

10 pl

Die Reaktion wurde gemischt, 1h bei RT inkubiert und durch eine Hitzeschocktransformation in

ToplOF" Zellen eingebracht.

3.2.6.4.2 Klonierungen von Restriktionsfragmenten

In einer Klonierung wurde eine Insert-DNA (meist ein genomisches DNA-Fragment oder ein Gen) in
einen Plasmid-Vektor ligiert. Wenn der Vektor, in den das Insert ligiert werden soll, nur mit einem Re-
striktionsfragment gedffnet wird, konnen bei der nachfolgenden Ligationsreaktion Vektorreliganden

entstehen, die die Suche nach dem gewiinschten Ligationsprodukt enorm erschweren konnen. Vektorre-
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ligationen konnen verringert und damit die Ligationseffizienz erhoht werden, indem der Vektor nach

dem Restriktionsverdau dephosphoryliert wird.

Dephosphorylierung des Vektors

Die alkalische Phosphatase (Amersham Pharmacia; Freiburg) ist in allen gingigen Reaktionspuffern
aktiv, so dass die Dephosphorylierung zusammen mit der Restriktion erfolgen konnte. Die Vektor-DNA
wurde mit dem gewihlten Restriktionsenzym gespalten. Nach einer Zeitspanne von mindestens einer
Stunde wurde die alkalische Phosphatase (shrimp alkaline Phosphatase; 1 pul Phosphatase wurden fiir
bis zu 5 pg Vektor-DNA eingesetzt) hinzu gegeben und der Reaktionsansatz {iN bei 37°C inkubiert. Der
Restriktionsansatz wurde anschlieBend auf ein Agarosegel aufgetragen und das linearisierte Fragment

ausgeschnitten und mit dem Qiagen Gel Extraction Kit aufgereinigt.

Restriktion und Aufreinigung des Inserts
Das zu ligierende DNA-Fragment wurde wie bereits in 3.2.6.1 beschrieben gespalten und anschlieBend

durch eine Gelextraktion oder eine Phenolisierung, gefolgt von einer Fillung, aufgereinigt.

Ligation

Aufgereinigte Vektor- und Insert-DNA wurden in einem Reaktionsvolumen von 20 pl iN bei 16°C in
einem Wasserbad mit 1 ul T4-DNA-Ligase (1Weiss Unit/ul; Life Technologies, Eggenstein) und 4 pl
5x Reaktionspuffer (250mM Tris-Cl pH 7,6; 50mM MgCl,; 5SmM ATP; SmM DTT) miteinander ligiert,
d.h. kovalent verkniipft. Die Menge an eingesetzter Vektor- und Insert-DNA war variabel. Wenn Vek-
tor- und Insert-DNA annidhernd dieselbe Grof3e hatten, so wurde ein Vektor:Insert Verhéltnis von 1:3
eingesetzt. Bei sehr grofen Inserts (10 kb und groBer) wurde das Insert dagegen in einem bis zu 100-
fachen Uberschuss dazugegeben. Nach der Reaktion wurde das Ligationsprodukt entsalzt, in 5-10 pl

H,0 pigest resuspendiert und fiir eine Transformation eingesetzt.

3.2.6.5 Oligohybridisierung fiir loxP-Elemente

Es sollte ein loxP-Element flankiert von zwei BamHI Schnittstellen erzeugt werden, um eine TKNeo-
loxP-Resistenzkassette zu erzeugen. Dazu wurden zwei Oligonukleotide mit der loxP-Sequenz bestellt,
die komplementir zueinander waren und durch eine Hybridisierung BamHI Schnittstellen an den Enden
entstehen lieBen. Die Oligos wurden auf eine Konzentration von 1 pmol/ul verdiinnt. 2 pl des jeweili-

gen Oligos wurden dann in einer Kinasereaktion phosphoryliert.
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Kinasereakton:

2 ul  Forward Reaction Buffer (5x; Gibco BRL)
lul  ATP (10mM)

1 pl T4 Polynukleotidkinase (10U/ul; Gibco BRL)
2 ul  Oligonukleotid a oder b (1 pmol/ul)

5ul H,O

Die Reaktion wurde fiir 30 min. bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurden die Oligonukleotide ver-
mischt, in einem Wasserbad auf 95°C erhitzt und in diesem Wasserbad auf 37°C abgekiihlt. Es war
wichtig darauf zu achten, dass die Temperatur des Wasserbades fiir mindestens 15 min. tiber 72°C lag,
damit die Kinase inaktiviert wurde. Nach dem Abkiihlen auf 37°C wurde der Reaktionsansatz im 37°C
Inkubator nochmals fiir 15 min. inkubiert. Danach konnten die hybridisierten Oligos direkt fiir eine Li-
gation in den pBS-Vektor eingesetzt werden.

Es wurden ca. 70 ng BamHI gedffneter und dephosphorylierter pBS-Vektor und 1,5 ul des Oligoge-

misches in der Ligationsreaktion eingesetzt.

Ligationsreaktion

Ca. 70 ng geoffneter, dephosphoylierter Vektor
1,5 ul Oligogemisch

1 ul ATP (10mM)

1l T4 DNA Ligase (1 U/ul; Gibco BRL)
2 ul Ligationspuffer (10x; Gibco BRL)

x ul H,O

20 ul

Die Reaktion wurde GN bei 16°C inkubiert.

3.2.6.6 Sequenzierungen

Alle Sequenzierungen wurden entweder beim IIT-Sequenzierservice der Universitéit Bielefeld oder bei
den Firmen MWG (Ebersberg) und GATC (Konstanz) in Auftrag gegeben. Die Sequenzierungen wur-
den nach der Kettenabbruch-Methode mit Didesoxynukleotiden oder fluoreszenzmarkierten Oligo-
nukleotiden durchgefiihrt und die Sequenzen an ABI-oder Li-Cor-Sequenzierautomaten gelesen. Die

durchschnittliche Leseweite betrug 600 bp.
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3.2.7 Zellkulturmethoden

3.2.7.1 Calciumphosphat-Transfektion

Die Calciumphosphat-Transfektion ist neben der Elektroporation eine Mdglichkeit, um z.B. Plasmid-
DNA in tierische Zellen einzubringen. Drei Stunden vor der Transfektion wurde frisches Medium zu
den Zellen hinzugegeben. Fiir jede Transfektion wurde die zu transfizierende DNA (5 pg) mit 37 ul 2M
CaCl, vermischt, und mit H>O pigess auf ein Endvolumen von 300 pl aufgefiillt. Weiterhin wurde fiir jede
Transfektionsreaktion ein Eppi mit 300 pul HBS-Puffer vorbereitet. Das Reaktionsgefdl mit dem HBS-
Puffer wurde unter einer Sterilbank sanft gevortext, wiahrend gleichzeitig die DNA-Ldsung tropfenwei-
se hinzu gegeben wurde. Das Gemisch wurde fiir 30 min. bei RT inkubiert, nochmals gevortext und
dann tropfenweise zu den Zellen in der Zellkulturschale gegeben. Das DNA-Prézipitat wurde durch
Schwenken der Platte gleichmiBig verteilt und die so behandelten Zellen wurden zuriick in den 37°C

Inkubator gestellt.

3.2.7.2 Herstellung von priméren embryonalen Fibroblasten (Feeder-Zellen)

Zur Herstellung von Neomycin sensitiven primédren Fibroblasten wurden CDI1- oder NMRI-
Mausembryonen (13,5 Tage) verwendet. Der Uterus wurde mitsamt den Embryonen der schwangeren
Maus entnommen und in PBS gewaschen. Die Embryonen befinden sich in dem Uterus wie an einer
Perlenschnur aufgereiht. Es wurde jeweils ein Embryo vom Uterus abgetrennt, die Uteruswand mit zwei
Pinzetten aufgerissen und der Embryo herausgeholt. Die ,,roten* Organe (Herz, Lunge, Leber) wurden
dann entfernt und der Embryo wurde in ein 2,0 ml Reaktionsgefa3, in dem sich 1 ml Feeder-Medium
befand transferiert. Mit einer sterilen Schere wurde der Embryo zerkleinert. AnschlieBend wurde der
Zellbrei mit Hilfe eines Spritzenstempels durch ein engmaschiges Embryonensieb (Falcon) in ein 50 ml
Reaktionsgefdl mit 10 ml Feeder-Medium gedriickt. Dieser Vorgang wurde 5-7 x wiederholt. An-
schlieBend wurden die Zellen eines Embryos auf eine mit 0,2 % Gelatine beschichtete 150 mm Schale
ausgesit und N im Inkubator bei 37°C inkubiert. Am néchsten Tag wurden die Zellen mit PBS gewa-
schen, trypsinisiert und erneut auf eine mit 0,2 % Gelatine beschichtete 150 mm Schale ausgesit. Wenn
nach 2-3 Tagen die Schale konfluent war, wurden die Fibroblasten trypsinisiert und auf 5 neue 150 mm
Zellkulturschalen verteilt. Nachdem diese Schalen konfluent waren, wurden die Zellen eingefroren oder
weiter expandiert, um geniigend Feeder-Material fiir die folgenden ES-Zellexperimente zu haben. Die
Feeder konnen 5 x gesplittet werden, bevor sie endgiiltig fiir die ES-Zellkulturexperimente eingesetzt
werden. Fiir die ES-Zellkulturexperimente miissen die Feeder-Zellen erst teilungsunfahig gemacht wer-
den, damit sie die ES-Zellen nicht iiberwuchern. Dies kann durch Bestrahlung der Zellen mit y Strahlen

erfolgen oder durch eine Behandlung mit Mitomycin (siche unten).
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3.2.7.2.1 Auftauen von Feeder-Zellen

Das Kryordhrchen, in dem die Feeder-Zellen in fliissigem Stickstoff aufbewahrt wurden, wurde mog-
lichst schnell bei 37°C in einem Wasserbad aufgetaut, bis nur noch ein erbsengrofler Eisklumpen tibrig
war. Die Zell-Suspension wurde in ein 15 ml Falcon Rohrchen transferiert und tropfenweise 9 ml
Feeder-Medium unter leichtem Schwenken des Réhrchens hinzugegeben. Die Zell-Suspension wurde
fiir 2 min. bei RT und 1100 rpm (Eppendorf Centrifuge 5810) zentrifugiert. Das Medium wurde abge-
saugt und das Zellpellet in 4 ml Feeder-Medium durch mehrfaches Pipettieren sorgfiltig resuspendiert.
In 4 x 150 mm Zellkutur-Platten wurden jeweils 14 ml Feeder-Medium vorgelegt, die Feeder-Zellen
anschliefend auf diesen Platten ausgesét und das Feeder-Medium jeden zweiten Tag gewechselt, bis die
Zellen konfluent den Boden der Zellkulturschale bedeckten. Um die Zellen zu weiterem Wachstum an-

zuregen, wurden sie dann auf mehrere Platten verteilt.

3.2.7.2.2 Passagieren von Zellen (Splitten der Feeder-Zellen)

Das Medium wurde von einer 150 mm Zellkulturschale abgesaugt, die Feeder-Zellen 1 x mit 15 ml PBS
gewaschen (um Trypsininhibitoren zu entfernen und Ca*'- abhingige Zelladhision zu destabilisieren)
und anschlieffend 3 ml einer Trypsin-EDTA-Ldsung (PAA, Linz), die auf 37°C vorgewéarmt war, zuge-
geben. Wihrend einer 5- 10-miniitigen Inkubation bei 37°C, wurde das Ablosen der Zellen immer wie-
der unter dem Stereomikroskop kontrolliert. Nachdem sich nahezu alle Zellen abgeldst und eine rundli-
che Form bekommen hatten, wurden 7 ml Feeder-Medium dazu pipettiert und die Oberfliche der Scha-
le mehrmals abgespiilt. Die Zellsuspension wurde in ein 15 ml Falcon Rohrchen transferiert und fiir 2
min. bei RT und 1100 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt, die Zellen wieder in Feeder-

Medium resuspendiert und auf 4 x 150 mm Schalen ausgesit.

3.2.7.2.3 Kryokonservierung von Feeder-Zellen

Das Medium wurde von den Feeder-Zellen (auf 1 x 150 mm Schale) abgesaugt, diese mit PBS gewa-
schen und mit Trypsin-EDTA behandelt. Nach dem Inhibieren des Trypsins durch Zugabe von Medium
und einem Zentrifugationsschritt, wurden die Feeder-Zellen in 0,5 ml eiskaltem Einfriermedium A
(60% FCS in Feeder-Medium) resuspendiert. Dann wurden tropfenweise, unter Schwenken, 0,5 ml Ein-
friermedium B (20% DMSO in Feeder-Medium) hinzu gegeben und die Zellsuspension in auf -20°C
vorgekiihlte Kryorohrchen gefiillt. Die Rohrchen wurden fiir eine Stunde bei -20°C eingefroren und
dann {iN bei -70°C gelagert. Nach einem Tag wurden die eingefrorenen Zellen dann in einem Stickstoff

Tank, zur langfristigen Lagerung, untergebracht.

3.2.7.2.4 Behandlung der Feeder-Zellen mit Mitomycin C (Unterdriickung der Teilungsféahigkeit)

Das Volumen des Mediums einer 150 mm Zellkulturschale wurde von 15 auf 10 ml verringert und
100ul Mitomycin C Losung hinzu gegeben. Nach einer 2-stiindigen Inkubation bei 37°C wurde das

Medium verworfen, die Zellen 2x mit PBS gewaschen und entweder direkt auf kleinere Schalen aufge-
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teilt oder mit frischem Medium {iberschichtet. Mitomycin behandelte Feeder-Zellen kdnnen iiber einen
Zeitraum von 2 Wochen benutzt werden. In dieser Zeit sollte das Medium jeden dritten Tag gewechselt

werden.

3.2.7.2.5 Bestrahlung der Feeder-Zellen

Fibroblasten-Zellen wurden bestrahlt, damit sie ihre Teilungsfahigkeit verlieren. Diese teilungsunfahi-
gen Fibroblasten wurden nachfolgend in ES-Zellkulturexperimenten eingesetzt, um die ES-Zellen vor
allem mit LIF (Leukemia Inhibitory Factor) zu versorgen. Diese Substanz hilt die ES-Zellen in einem
undifferenzierten Zustand. Feeder-Zellen wurden ausgesét und expandiert, bis ca. 40 x 150 mm Platten
konfluent waren. Dann wurden die Zellen trypsinisiert, zentrifugiert und in 8 ml Feeder-Medium aufge-
nommen. Die Zellen wurden mit y Strahlen bestrahlt. Die Geréteeinstellung der Strahlenquelle (Radio-

logie; Franziskus Hospital, Bielefeld) waren wie folgt:

15 mA

250 kV

Th II Filter

25 cre = 2500 rad

17 min. 30 sec. Bestrahlungsdauer

Nachdem die Zeit abgelaufen war, wurde das Behéltnis, in welches das Rohrchen mit den Zellen ge-
stellt wurde gedreht, so dass die Riickseite ebenfalls 17 min. 30 sec. bestrahlt wurde. Die Feeder-Zellen
wurden anschlieBend portioniert und eingefroren. Die so behandelten Feeder-Zellen kdnnen direkt fiir

ES-Zellkulturexperimente eingesetzt werden.

3.2.7.3 ES-Zellen

3.2.7.3.1 Auftauen von ES-Zellen

Das Auftauen von ES-Zellen war dem Auftauen von Feeder-Zellen sehr dhnlich. Unterschiede zu dem
bereits oben beschriebenen Verfahren waren, dass anstatt Feeder-Medium ES-Zellmedium verwendet
wurde. Aullerdem erfolgte die Zentrifugation von ES-Zellen immer bei 900 rpm und RT fiir 2 min. Die
ES-Zellsuspension wurde anschlieend auf einer 60 mm Zellkulturschale, auf der sich bereits eine kon-
fluente Feeder-Schicht (Mitomycin C behandelt) befand, ausgesdt. Das Medium wurde bei ES-
Zellkulturen tiglich gewechselt. Nach 1-2 Tagen wurden die ES-Zellen trypsinisiert und auf eine 100
mm Zellkulturschale neu ausgesit. Nach weiteren 1-2 Tagen konnten die ES-Zellen zur Elektroporation

eingesetzt werden.
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3.2.7.3.2 Linearisierung des Targetingvektors

90 ug Targetingvektor-DNA wurden iN mit dem entsprechenden Enzym verdaut. Die Reinigung der
DNA erfolgte iiber eine Phenol/Chloroform- und eine Chloroform-Extraktion. Nach der Féllung der
DNA mit 3M NaAcetat und 2,5 Vol. 100%igem Ethanol und 3 Waschschritten mit 70%-igem Ethanol
wurde die DNA unter der Sterilbank luftgetrocknet und in 60 pl TE-Puffer resuspendiert. Die Konzen-
tration der DNA-Losung wurde auf einem Agarosegel abgeschitzt. Optimal war eine DNA-

Konzentration von 1 pg/pl.

3.2.7.3.3 Elektroporation der ES-Zellen

Die Einstellungen der Elektroporationsanlage (Biorad, Miinchen) waren wie folgt:

Kapazitit: 500uF; Spannung: 230V

Eine mit ES-Zellen dicht bewachsene (aber nicht konfluente) 100 mm Schale wurde wie bereits oben
beschrieben mit Trypsin behandelt. Dabei war besonders darauf zu achten, dass die ES-Zellen anschlie-
Bend vereinzelt vorlagen. Das Zellpellet wurde dann in 10 ml ES-Zellmedium resuspendiert und die
Zellzahl mit Hilfe einer Neubauer Zéhlkammer ermittelt. Es wurden 2 x 16 Felder ausgezéhlt, die Zell-
zahlen addiert und der Mittelwert gebildet. Der resultierende Wert wurde mit 10* multipliziert, um die
Zellzahl in 1 ml zu ermitteln. Diese Zahl wurde mit 10 multipliziert, um die Gesamtzahl der Zellen zu
errechnen. Die Elektroporation wurde mit 1,2 x 10" Zellen durchgefiihrt. Das entsprechende Volumen
wurde aus den 10 ml ES-Zellsuspension entnommen und abzentrifugiert. Das Pellet wurde in 800 pl
PBS resuspendiert und 20 pg linearisierter Targetingvektor dazugegeben. Das Zell-DNA-Gemisch wur-
de in eine 4 mm Elektroporationskiivette (Biorad) transferiert und elektroporiert. Die ES-Zelllosung
wurde danach in 200 ul Aliquots auf 4 x 100 mm Feeder-Platten (Mitomycin C behandelt) pipettiert
und bei 37°C inkubiert. Das Medium wurde tiglich gewechselt.

3.2.7.3.4 Selektion auf G418 resistente Klone

Die Selektion auf das Vorhandensein des Neomycin-Gens mit G418 setzte erst am zweiten Tag nach
der Elektroporation ein, um den ES-Zellen Zeit zum Regenerieren und zur Expression der Neomycin-
Kassette zu geben. Es wurden téglich 40 ul G418 (Endkonzentration= 400pg/ml; Sigma, Taufkirchen)
zu 10 ml ES-Zellmedium gegeben. Nach 4-5 Tagen waren die ersten resistenten Kolonien zu sehen und

nach insgesamt 7-8 Tagen nach der Elektroporation wurden die Klone gepickt.

3.2.7.3.5 Selektion auf Puromycin resistente Klone

Der Verlauf des Experiments musste geringfligig verdndert werden, wenn der Targetingvektor eine Pu-
romycin-Resistenz-Kassette enthielt, da die Feeder-Zellen nicht Puromycin resistent waren. In diesem
Fall wurden die ES-Zellen nach der Elektroporation auf Feeder-Matrix-Platten ausgesét. Diese Feeder-
Matrix wurde wie folgt hergestellt: 4 x 100 mm Schalen wurden mit 10 ml einer 1%-igen Gelatine-

Losung tiberschichtet. Die Gelatine wurde nach 10 min. wieder abgesaugt und der Fliissigkeitsfilm, der
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noch an der Oberfliche haftete, wurde unter der Sterilbank fiir 30-60 min. luftgetrocknet. Feeder-
Zellen, die nicht mit Mitomycin C behandelt waren, wurden auf diesen gelatinisierten Platten ausgesit.
Nach etwa 3 Tagen wurden die Feeder-Zellen durch Zugabe von Trypsin von der Platte gelost, die
Platte 1 x mit PBS gewaschen und 10 ml ES-Zellmedium hinzu gegeben. Auf der Oberfldche befand
sich nun die Feeder-Matrix, bestehend aus den Substanzen, die die Feeder-Zellen wihrend ihres Stoff-
wechsels nach auflen abgeben und die den ES-Zellen optimale Wachstumsbedingungen liefern. Die so
erzeugten Feeder-Matrix-Platten konnte direkt eingesetzt werden, um elektroporierte ES-Zellen auszu-
sden. Die Elektroporation erfolgte nach dem oben beschriebenen Schema. Die Selektion auf das Puro-
mycin-Gen setzte ebenfalls erst am zweiten Tag nach der Elektroporation ein. Allerdings ist zu beach-
ten, dass zusitzlich zu dem Antibiotikum (Endkonzentration: 1,5 pg/ml) téglich noch 10 pl LIF (leu-
kaemia inhibitory factor, Chemicon, Hotheim) / 100 mm Zellkulturschale zugesetzt werden mussten,
um eine frithzeitige Differenzierung der ES-Zellen zu verhindern. 5-7 Tage nach der Elektroporation

konnten die resistenten Klone gepickt werden.

3.2.7.3.6 Picken der resistenten Klone

Nach dem Waschen der Zellkulturschale mit 1 x 10 ml PBS, wurden 12 ml PBS in die Schale pipettiert
und die ES-Zellklone mit Hilfe eines Mikroskops gepickt. Dazu wurde eine 20 ul Pipette auf ein Volu-
men von 15 pl eingestellt, und ein geeigneter ES-Zellklon unter dem Mikroskop gesucht. Der Klon soll-
te eine runde, fast kugelige Form aufweisen und relativ hell und durchscheinend wirken. Klone, die ei-
nen unregelméfBigen Rand besallen und eher dunkel, flach und ,,pfannkuchenartig erschienen, wurden
nicht ausgewdhlt, da diese Merkmale Anzeichen fiir eine beginnende Differenzierung waren. Die Kolo-
nie wurde gepickt, indem sie mit der Pipettenspitze seitlich leicht angekratzt und anschlielend zusam-
men mit den 15 pl PBS in die gelbe Spitze gesaugt wurde. Die Kolonie wurde in eine Vertiefung einer
96Well Platte transferiert und die nidchste Kolonie gepickt. Nachdem eine 96Well Platte komplett ge-
fiillt war, wurde mit einer Achtkanalpipette zu jedem Klon 25 pl Trypsin dazu gegeben und die Kolonie
durch griindliches Pipettieren in Einzelzellen aufgelost. AnschlieBend wurden die ES-Zellen auf eine
zweite 96Well Platte, auf der bereits Feeder-Zellen ausgesidt waren, umgesetzt. Das Antibiotikum
(G418) enthaltende ES-Zellmedium wurde tiglich gewechselt. Im Fall der Puromycin-Selektion wurde
aufgrund der nicht resistenten Feeder-Zellen auf eine weitere Zugabe von Antibiotikum verzichtet. Als
die Zellen das Well nahezu konfluent bedeckten, wurden sie auf 2x 96Well Platten verteilt, von denen
eine (=DNA-Platte) mit Gelatine beschichtet war und zur Herstellung von DNA und die andere
(= Master-Platte) zur Aufbewahrung der ES-Zellklone fiir spatere Anwendungen diente.

3.2.7.3.7 Beschichtung von 96Well Platten mit Gelatine

In jede Vertiefung der 96Well Platte wurden 150 ul einer 1%-igen Gelatine Losung pipettiert. Nach 10
min. bei RT wurde die Gelatine-Lésung abgesaugt und die Platten unter der Sterilbank fiir 30-60 min.

getrocknet. Auf die gelatinisierten 96Well Platten wurden anschlieBend Feeder-Zellen ausgesit (Die
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Feeder-Zellen einer konfluent bewachsenen 150 mm Zellkulturschale wurden auf 4 x 96Well- Platten

verteilt).

3.2.7.3.8 Splitten der 96Well Platten

Die Aufteilung der Zellen von einer auf zwei 96Well Platten wurde wie folgt durchgefiihrt: zuerst wur-
den die Zellen mit 100 ul PBS/Well gewaschen dann wurden in jedes Well 25 ul Trypsin gegeben und
die Platten fiir 5-10 min. bei 37°C inkubiert. Nach der Zugabe von 25 pl ES-Zellmedium/Well wurden
die ES-Zellklone durch Pipettieren griindlich vereinzelt. Je 25 pl Zell-Suspension wurden auf die DNA-
Platte und die Master-Platte verteilt. Die Zellen auf der DNA-Platte wurden ca. 1 Woche bei 37°C in-
kubiert, bis sie den gesamten Boden des Wells bedeckten. Die DNA der Zellen wurde anschlieBend
prépariert und fiir eine Southern Blot Analyse eingesetzt. Die Master-Platte wurde dagegen nur 2-3 wei-

tere Tage inkubiert und danach eingefroren.

3.2.7.3.9 Einfrieren von ES-Zellen in 96Well Platten

Das Medium wurde abgesaugt und die Zellen mit PBS gewaschen. 25 pl Trypsin wurden in jedes Well
gegeben und die Platte fiir 5-10 min. bei 37°C inkubiert. Die Zellklone wurden durch Pipettieren ver-
einzelt und die Platte ca. 2 min. auf Eis gekiihlt. In jedes Well wurden 75 pl Einfriermedium (12,5%
DMSO; 62,5% FCS in Feeder-Medium) gegeben. Die Platte wurde mit Parafilm abgedichtet, in mehre-
re Lagen Zellstoff eingewickelt, 10 min. bei -20°C und anschlieBend bei -80°C gelagert.

3.2.7.3.10 Préparation genomischer DNA in 96Well Platten

Die Zellen wurden zwei Mal mit PBS gewaschen, bevor 50 ul Lysispuffer (10mM Tris, pH7,5; 10mM
EDTA, pHS,0; 10mM NaCl; 0,5% N-Lauroylsarcosine; 1 mg/ml Proteinase K) in jedes Well gegeben
wurden. Die 96er Platte wurde mit Parafilm abgedichtet und iN bei 60°C in einer feuchten Kammer
inkubiert. AnschlieBend wurden 100 pl eiskalter Ethanol-Mix (1,5 pl SM NaCl/100 pl eiskalter Etha-
nol) pro Well hinzugegeben und die Platte fiir 30 min. bei RT inkubiert. Nach einem 5-miniitigen
Zentrifugationsschritt bei 4000 rpm (Eppendorf Centrifuge 5810), wurde der Uberstand durch vorsich-
tiges Invertieren der Platte verworfen. Es folgte ein Waschschritt mit 100 pl 70% Ethanol (-20°C). Die
Platte wurde fiir 5 min. bei 4000 rpm zentrifugiert, der Ethanol abgegossen und die DNA fiir 10-30 min.
luftgetrocknet. Die DNA wurde entweder direkt fiir einen Restriktionsverdau mit anschlieBender Sou-

thern Blot Analyse eingesetzt oder bei -20°C gelagert.

3.2.7.3.11 Restriktionsverdau

3,5 ul 10x Restriktionspuffer, 10-15 U Restriktionsenzym und 50 pg/ml RNaseA wurden mit HyO pigest
auf 35 pl aufgefiillt und zu der DNA in der Platte gegeben. Die Platte wurde mit Parafilm abgedichtet
und in einer feuchten Kammer bei der fiir das Restriktionsenzym optimalen Arbeitstemperatur iiN inku-

biert.
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3.2.7.3.12 Southern Blot und Hybridisierung

Nach der Spaltung wurden 4 pl Probenpuffer in jedes Well gegeben und ca. 30 pl dieses Gemisches
wurden auf ein 1% Agarosegel aufgetragen. Je nach Fragmentgrofe erfolgte der Gellauf fiir 10-14h bei
2-3 V/cm. Das Gel wurde anschlieBend gefarbt, dokumentiert und wie bereits unter Punkt 3.2.4.1 be-
schrieben geblottet. Die Membranen wurden in einer nachfolgenden Hybridisierungreaktion eingesetzt

(siche 3.2.5).

3.2.7.3.13 Auftauen von Einzelklonen in 96Well Platten

Wenn nach dem Entwickeln der exponierten Rontgenfilme ein Signal entstand, das auf eine korrekte
Integration des Targetingvektors hinwies, so wurde die Lokalisation des entsprechenden ES-Zellklons
auf der 96Well Platte ermittelt und dieser aufgetaut. Dafiir wurde ES-Zellmedium auf 37°C angewérmt
und 100 pl in das entsprechende Well pipettiert. Die 100 pl wurden dann sofort wieder entnommen und
in ein mit 5 ml ES-Zellmedium befiilltes 15 ml Plastikrohrchen transferiert. Dieser Vorgang wurde 5-7x
wiederholt, bis der Inhalt des Wells vollstindig aufgetaut und in das 15 ml Reaktionsgefal iiberfiihrt
war. Die Zellen wurden fiir 3 min. bei 1800 rpm pelletiert, der Uberstand abgesaugt und das Pellet in 1
ml frischem Medium resuspendiert. AnschlieBend wurden die ES-Zellen in eine Vertiefung einer
24Well Platte, auf die vorher Feeder-Zellen ausgesédt wurden, transferiert und bei 37°C inkubiert. Das
Medium wurde jeden Tag gewechselt und ca. jeden zweiten Tag (je nach Dichte und Wachstum der
Klone) wurden die ES-Zellen trypsinisiert und auf eine groflere Schale ausplattiert. Die Zellen wurden
so lange expandiert, bis 5 x 100 mm Schalen des Zellklons vorlagen. Die Zellen wurden geerntet und

bis zu ihrem Einsatz fiir weitere Experimente in fliissigem Stickstoff eingefroren.

3.2.7.3.14 DNA aus ES-Zellen

Um zu tUberpriifen, ob der korrekte Zellklon aufgetaut wurde, wurden Zellen auf eine weitere 100 mm
Schale (ohne Feeder-Zellen) ausgesét und inkubiert, bis die Zellen konfluent gewachsen waren. Das
Medium wurde von der Schale abgesaugt, die Zellen 1 x mit PBS gewaschen, trypsinisiert, abzentrifu-
giert und in 5 ml Lysispuffer (10mM Tris, pH7,5; 10mM EDTA, pH8,0; 10mM NaCl; 0,5% N-
Lauroylsarcosine; 1 mg/ml Proteinase K) vorsichtig aufgenommen. Die Zellsuspension wurde iiN bei
60°C inkubiert. Es folgte eine zweifache Phenol:Chloroform:Isoamylalkohol- (25:24:1) und eine Chlo-
roform-Extraktion. Das 2,5 fache Volumen an eiskaltem Ethanol wurde zugegeben und die Losung 10-
15 x invertiert. Wenn geniigend ungescherte DNA vorlag, so fiel sie in Fdden aus. Diese DNA-Féaden
konnten mit einem gebogenen Glasstdbchen aus der Losung ,,gefischt werden. Die DNA wurde an
dem Stébchen haftend fiir ca. 10 min. luftgetrocknet und anschlieBend in TE aufgenommen. Fiir den
Fall, dass noch RNA Reste vorhanden waren, wurde der Losung RNase A (5 pl 20mg/ml fiir 500 pl
DNA-Losung) zugesetzt. Die DNA wurde anschlieBend fiir eine Testspaltung eingesetzt, die dann
elektrophoretisch aufgetrennt, geblottet und mit der Sonde hybridisiert wurde, die die Integration des

Targetingkonstruktes spezifisch anzeigte.
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3.2.7.3.15 Bestrahlung von ES-Zellen mit integriertem TKNeo-Konstrukt

Nachdem die korrekte Integration des Targetingvektors in einem Zellklon nachgewiesen war, wurde
dieser expandiert. Die Zellen wurden trypsinisiert und ausgezahlt. 200.000 Zellen in 8 ml ES-
Zellmedium wurden in ein steriles Plastikrohrchen gefiillt. Die Bestrahlung der Zellen erfolgte wie be-
reits beschrieben in der Radiologie des Franziskus Hospitals (Bielefeld). Die Einstellungen bei der Be-

strahlung von ES-Zellen unterscheiden sich von denen der Feeder-Zellbestrahlung.

15 mA

250 kv

Th II Filter

4 cre =400 rad

2 min. 48sec.

Die ES-Zellen wurden ebenfalls von beiden Seiten bestrahlt. Danach wurden sie auf gelatinisierten Plat-
ten ausgesit. Drei Tage nach der Bestrahlung wurde dem Medium Gancyclovir (Sigma; Taufkirchen)
mit einer Endkonzentration von 2uM hinzugegeben. Neun bis zwolf Tage nach dem Ausplattieren
konnten die TK resistenten Klone in 96Well Platten mit Feeder-Zellen gepickt werden. Nach drei bis
vier Tagen, wenn die Zellklone sich deutlich vermehrt hatten, wurde die 96Well Platte in drei Platten
gesplittet. Eine Master-Platte, die bei -80°C aufbewahrt wurde, eine DNA-Platte, die fiir die PCR-
Analysen benétigt wurde und eine Platte, die fiir eine Neomycin-Selektion eingesetzt wurde. Durch den
Verlust der TKNeo-Kassette sollten die ES-Zellklone Neomycin sensitiv sein und unter diesen Kultur-
bedingungen absterben. Zusétzlich zu der Neomycin-Selektion konnte ein PCR-Test mit Primern, die
spezifisch fiir die TKNeo-Kassette sind, durchgefiihrt werden, um den TKNeo-Verlust zu bestétigen.
ES-Zellklone, bei denen keine TKNeo-Kassette nachweisbar war, wurden weiter durch PCR-Analysen

mit polymorphen Markern charakterisiert.
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4. Ergebnisse
4.1 Kartierung der BACs

4.1.1 BAC-Screening und STS-Mapping

Zu Beginn dieser Arbeit bestand die physikalische Karte des wobbler kritischen Bereiches aus 24
Maus-Y ACs. Die Marker, die in diesem YAC-Contig lokalisiert waren (STSs, ESTs und Gene), wurden
fiir das Screening einer Maus-BAC-Bank eingesetzt, mit dem Ziel die Region vollstindig mit BACs
abzudecken. Dieses Ziel wurde gemeinschaftlich mit Karin Resch, Sonja Fuchs und zum Teil auch Dirk

Korthaus verfolgt. In dieser Arbeit wurden die folgenden BACs ermittelt (siche Tab.4.1).

Tab. 4.1: Verwendete Marker fiir das Screening einer Maus-BAC-Bank.

Screening Screening
upper pool Platte/Koordinate upper pool | Platte/Koordinate
Marker Marker
- |
3 25/D8
D11Mit343 DI11Mit81 13 123/E14
12 118/P12
4 31/J13
4 -/-
5 48u.49/-
[5] [48/H18]
7 65/111
[5] [48/M18]
D11Mit294 19 185/K22 MIR . )
22 219/A17 N
19 185/K22
22 219/P9
22 219/P9
22 219/P17
4 34u.37/-
7 62u.67/-
14 135/-
[4] [34/J13]
DI11Mit19 17 169/P1 Mor2
4 40/J13
17 180/K15
22 219/C13
24 236/P17

- = kein Ergebnis (kein Signal, kein eindeutiges Signal oder zu viele Signale)

[ 1 BACs, die anschlieBend nicht durch eine PCR mit dem Screening-Marker bestétigt werden konnten
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Uber eine PCR wurde getestet, ob die BACs den Screening-Marker tragen. Die Positiven wurden weiter
fiir ein STS-Mapping verwendet. Jeder im Contig vorhandene Marker wurde iiber PCR auf jedem BAC
getestet. Zusétzlich wurden die Enden der BAC-Klone sequenziert. In die BAC-Endsequenzen wurden
neue Primer gelegt, so dass neue Marker fiir das STS-Mapping zur Verfligung standen. Die Ergebnisse
wurden gesammelt und in einer Karte dargestellt. Wenn ein oder mehrere Marker auf zwei unterschied-
lichen BACs lokalisiert werden konnten, so wurde angenommen, dass die BACs sich an dieser Stelle
tiberlappen. Aus den Kartierungsdaten wurde anschlieBend ein Contig erstellt, das stindig aktualisiert
wurde. Zurzeit umfasst das BAC-Contig anndhernd 100 BAC-Klone. Die GroBen der meisten BAC-
Klone wurden mittels Pulsfeld-Gelelektrophorese {iberpriift und sind ebenfalls im Contig annotiert. Die
BAC:s bildeten die Grundlage fiir simtliche Klonierungsversuche von genomischen Subfragmenten, die
anschliefend fiir die Targetingvektor-Konstruktion eingesetzt werden sollten. Ein sehr wichtiger Punkt
fiir die Anwendung des Cre/loxP-Systems ist die tatsdchliche Orientierung der loxP-Sequenz im Maus-
genom. Die Integration der loxP-Sequenz ist abhdngig von der Orientierung des genomischen Subfrag-
mentes innerhalb des Targetingvektors. Deshalb ist es von groer Bedeutung, dass die Orientierung der
genomischen Subfragmente relativ zu den BACs des Contigs geklart ist. Dies legt natiirlich die Kennt-
nis der BAC-Orientierung sowie die Anordnung der BACs zueinander zu Grunde. Das Orientieren der
BACs war nicht immer so einfach wie anfangs gedacht. Haufig konnten die STS-Marker der BAC-
Enden nicht als endstindige Marker der BACs kartiert werden. AuBerdem waren einige BAC-
Endsequenzen repetitiv, so dass in diesen Féllen falsch positive Signale entstanden. Um dies zu verhin-
dern, wurde jede BAC-Sequenz mit dem Repeatmasker Programm kontrolliert, bevor neue STS-Marker
generiert wurden. Ein weiteres Problem war, dass einige BACs chimér waren, so dass z.T. Marker aus
einer vollig anderen Region des Contigs Signale zeigten. Liicken, die durch Umstrukturierungen der
BAC:s auftraten mussten durch erneute BAC-Screens geschlossen werden. SchliefSlich konnte das BAC-
Contig nach einer enormen Kartierungsarbeit weiter ausgebaut werden und liegt zurzeit in der Form
vor, in der es in dem Anhang dieser Arbeit gezeigt ist. Mit Hilfe dieses Contigs wurden die im Verlauf

dieser Arbeit hergestellten Targetingvektoren orientiert.
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4.1.2 Fiber-FISH-Kartierung

Unterstiitzend zu dem STS-Mapping sollte die Lage einiger BACs durch Fiber-FISH-Hybridisierungen
geklért werden. Hierzu wurden zwei BACs, die vermutlich in rdumlicher Ndhe zueinander lagen, mit
unterschiedlichen Fluoreszenz-Farbstoffen gelabelt und in einer Fiber-FISH-Hybridisierung eingesetzt.
Wenn zwei BACs sich iiberlappen oder der Abstand zwischen ihnen nicht groBer als eine ,,BAC-
Lange* (ca. 100 — 200 kb) ist, so kann man deutlich sehen, dass sie auf demselben DNA-Strang (Fiber)
lokalisiert sind. Bei grofleren Abstinden ist es empfehlenswert, ndher zusammenliegende BACs als
Sonden zu wiahlen. Die Fiber-FISH-Methode wurde angewandt, um die Lage der in Tabelle 4.2 aufge-

filhrten BACs paarweise zueinander zu iiberpriifen.

Tab. 4.2

BAC-Sonde Biotin markiert (griin) | BAC-Sonde Digoxigenin markiert (rot) | Auswertung

147N22 (ca.150 kb) 227L1 (ca. 110 kb) U (5-15 kb)

147N22 (ca. 150 kb) 95123 (ca. 85 kb) U (5-15 kb)
95123 (ca. 85 kb) 165D7 (ca. 95 kb) -
165D7 (ca. 95 kb) 126P12 (ca. 80 kb) D (20-30 kb)

230A12 (ca. 120 kb) 208P2 (ca. 180 kb) U (20-25 kb)

71M17 (ca. 100 kb)

208P2 (ca. 180 kb)

D (90-180 kb)

206F21 (ca. 130 kb)

65111 (ca. 90 kb)

U (10-20 kb)

206F21 (ca. 130 kb)

201121 (ca. 100 kb)

U (5-10 kb)

49J19 (ca. 130 kb)

201121 (ca. 100 kb)

147N22 (ca.150 kb)

169P1 (ca. 90 kb)

- = es konnte nicht detektiert werden, dass die BACs auf einer Fiber liegen
U = Uberlappung mit geschitzter GroBe
D = Distanz zwischen zwei BACs, die auf einer Fiber liegen

Fett gedruckte BAC-Grofen sind durch die Fiber-FISH-Methode ermittelt worden
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In Abbildung 4.1 sind drei verschiedene Hybridisierungsergebnisse der Fiber-FISH-Methode gezeigt.

Abb. 4.1: Fiber-FISH.
Es sind verschiedene Ergebnisse der Fiber-FISH-
Hybridisierung dargestellt. A) BAC-Sonden, die
mehr als 400 kb voneinander entfernt sind (Ver-
groferung: 200fach). Die Pfeile markieren die
griin bzw. rot gelabelten BAC-Sonden. B) BAC-
Sonden, die sich ein kurzes Stiick iiberlappen
(VergroBBerung: 600fach). Die Markierung zeigt
den Uberlappungsbereich der beiden BACs. C)
BAC-Sonden, die sich nicht {iberlappen aber auf
derselben DNA-Fiber liegen. Der Abstand betragt
ca. 180 kb (VergroBerung: 600fach). Die beiden
Pfeile weisen auf die BAC-Enden.

Mit den Ergebnissen der Fiber-FISH-Versuche konnten die Kartierungsdaten bestétigt werden. In fiinf
Féllen konnte gezeigt werden, dass sich die BACs teilweise iiberlappen. Zusétzlich konnte die Grofie
der Uberlappung abgeschiitzt werden. In zwei Experimenten konnte die Distanz zwischen den BACs
ermittelt werden. Hierdurch wurde gezeigt, dass sie in unserem Contig benachbart sind, obwohl sie kei-
ne gemeinsamen Marker tragen. Die Distanz wurde abgeschétzt, indem die BAC-Langen und die Ab-
stainde zwischen den BACs gemessen wurden (in cm). Waren die BAC-GroBen (in kb) bekannt, wurde
versucht diese GroBen in Relation zu den Léngen (in cm) zu setzen. Beispielhaft soll das fiir die Hybri-
disierung 71M17 (ca. 100 kb) / 208P2 (ca. 180 kb) dargestellt werden. BAC 71M17 (griin markiert)
zeigte eine Linge von durchschnittlich 5 cm, wohingegen bei BAC 208P8 eine durchschnittliche Lange
von 10 cm zu messen war. Der gemessene GroBBenunterschied (5 cm:10 cm) entspricht in etwa dem tat-
sdchlichen GroBenunterschied in kb (100 kb:180 kb). Der Abstand zwischen den BACs variierte zwi-

schen 5 und 10 cm in sechs ausgewerteten Féllen. Setzt man diesen Wert in Beziehung zu der BAC-
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GroBe, so ergibt sich fiir den Abstand zwischen den BACs ein geschitzter Wert von 90-180 kb. In vier
Féllen konnte ein Abstand von 10 cm gemessen werden und in jeweils einem Fall ein Abstand von 5
bzw. 7 cm. Bei den geringeren Abstéinden lag die DNA-Fiber vermutlich nicht optimal gestreckt vor, so
dass sich die Liicke zwischen den BACs optisch verkleinert. Es ist also anzunehmen, dass der tatséchli-
che Abstand der BACs eher dem grofleren Wert von 180 kb entspricht. Mit dieser Methode konnten
weiterhin vier BAC-Groflen bestimmt werden, die bisher noch nicht bekannt waren. Die BAC-Klone,
die fiir eine Hybridisierungsreaktion eingesetzt wurden, sind in dem BAC-Contig (Anhang) grau mar-

kiert.

4.2 Resistenzkassetten und loxP-Elemente

Fiir die Erzeugung von Deletionen im Mausgenom miissen zwei loxP-Elemente in das Genom inseriert
werden, um durch eine nachfolgende Cre-Rekombinasereaktion die zwischen den loxP-sifes lokalisierte
DNA auszuschneiden. Fiir das Einbringen der loxP-sifes in das Genom kann der Mechanismus der ho-
mologen Rekombination genutzt werden. Es wird ein Konstrukt bestehend aus homologer genomischer
DNA, der loxP-site und einer Resistenzkassette generiert. Die genomische DNA dient dazu das loxP-
Element in das Mausgenom zu integrieren und die Resistenzkassette wird benétigt, um auf die erfolg-
reiche Insertion zu selektieren. In einem fertigen Deletionsvektorkonstrukt miissen also die folgenden
drei Komponenten enthalten sein: loxP-site, Resistenzkassette und zum Ziellokus homologe DNA. In
diesem Abschnitt sollen die untersuchten, Resistenzkassetten tragenden Vektoren (zum Teil mit integ-

rierter loxP-site) vorgestellt werden.

4.2.1 NeoloxP-TKDT- und HygroloxP-TKDT-Vektor

Am Anfang dieser Arbeit erhielten wir zwei Vektorkonstrukte aus dem Labor von H. Biieler (Universi-
tat Ziirich, Schweiz). Das eine Vektorkonstrukt bestand aus einer Neomycin-Kassette (Neo), einer loxP-
site, dem Thymidin-Kinase(TK)-Gen und einer Diphteria-Toxin(DT)-Kassette. Der andere Vektor be-
sa} ebenfalls eine DT- und eine TK-Kassette, ein Hygromycin(Hygro)-Resistenzgen und ein loxP-
Element. Wenn die beiden Vektoren so in das ES-Zellgenom integrieren, dass die loxP-sifes gleichge-
richtet sind, dann werden beide TK/DT-Kassetten ausgeschnitten. Die Neo- und die Hygro-Kassette
bleiben im Genom zuriick. Testspaltungen der Vektoren zeigten, dass in beiden Konstrukten bereits
genomische Maus-DNA integriert war. Die Ligation der genomischen Fragmente war mit Hilfe von
Schnittstellen erzielt worden, die zwar in geschnittenem Zustand kompatibel sind, aber nach der Ligati-
on nicht mehr mit Restriktionsenzymen geschnitten werden konnen. Es war unmoglich die Inserts aus-
zuschneiden, um die Vektoren wieder in ihren Ursprungszustand zu versetzen. Damit waren die Vekto-

ren nutzlos fiir die geplanten Experimente.
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4.2.2 TKNeo-Vektor

Dieser Vektor enthdlt das Thymidin-Kinase-Gen und das Neomycin-Gen aber kein loxP-Element. Der
Vektor stammt aus dem Labor von J. Schimenti (Jackson Laboratory, Bar Harbor, USA) und wird dort
zur Erzeugung von strahleninduzierten Deletionen eingesetzt. Die Sequenz der TKNeo-Kassette (4000
bp) wurde im Rahmen dieser Arbeit ermittelt (siche Anhang), um die Restriktionsenzymanalyse bei der
Deletionsvektorkonstruktion zu erleichtern. Die Analyse der Sequenzdaten zeigte, dass viele der fiir
Klonierungen héufig benutzten Restriktionsenzyme aufgrund einer oder mehrerer Schnittstellen in der
TKNeo-Kassette nicht einsetzbar sind. Enzyme, die nicht in der TKNeo-Kassette vorkommen, aber in

der MCS des pBS-Vektors schneiden sind: BamHI, Notl, Spel und Sstl1.

4.2.3 PTVO0-Vektor

Dieser Vektor (erhalten von C. Birchmeier; MDC, Berlin) trdgt ebenfalls eine TKNeo-Kassette ohne
loxP-Element. Die Resistenzkassette ist allerdings nur 3000 bp grof3 und beinhaltet weniger Restrikti-
onsenzymschnittstellen als der TKNeo-Vektor. Schwierigkeiten machte hier eine Vektorkarte, in der
Restriktionsschnittstellen fehlerhaft bzw. gar nicht eingezeichnet waren. Nach einer diesbeziiglichen
Riicksprache erhielten wir die Vektorsequenz (siche Anhang), mit deren Hilfe eine Schnittstellenanaly-

se durchgefiihrt werden konnte.

4.2.4 HPRT-Minigen

Zwei weitere Deletionsvektoren wurden uns von A. Bradley (Baylor College of Medicine; Houston,
USA) zur Verfligung gestellt. Ein Vektor trigt die ersten beiden Exons des HPRT-Minigens, das
HPRT-Intron, in das die loxP-site inseriert ist, Exon drei bis sechs des HPRT-Minigens und ein Neo-
mycin-Resistenzgen. Der zweite Vektor besitzt ein Puromycin-Gen, das HPRT-Intron mit loxP-site,
Exon drei bis neun und das PolyA-Signal. Zwischen den Sequenzen der beiden Kassetten besteht eine
Sequenziiberlappung von 2 kb. In dieser Region ist jeweils die loxP-site enthalten. Wenn die beiden
Kassetten nacheinander durch Neomycin- bzw. Puromycin-Selektion in das ES-Zellgenom integriert
sind, erfolgt die Cre vermittelte Rekombination. Hierdurch werden die beiden Teile des HPRT-
Minigens in rdumliche Néhe gebracht und das Gen kann vollstindig exprimiert werden. Das Resultat ist
eine HAT-Resistenz (Ramirez-Solis et al., 1995). Einige Zeit nach Erhalt der Vektoren wurde uns mit-
geteilt, dass innerhalb des HPRT-Gens eine Rasterschubmutation vorliegt, welche die Selektionseffi-

zienz stark beeintrachtigt (Bradley, personliche Mitteilung).
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Nachdem die griindliche Charakterisierung der Vektoren ergab, dass keiner fiir die angestrebten
Cre/loxP basierenden Experimente dieser Arbeit geeignet war, wurde der Entschluss gefasst eigene

Vektoren zu konstruieren.

4.2.5 TKNeoloxP-Vektoren

Zur Herstellung dieser Vektoren wurde zuerst das loxP-Element in den pBS-Vektor inseriert. Zwei Oli-
gonukleotide mit der loxP-Sequenz, flankiert von BamHI Schnittstellen wurden generiert. Eine der
BamHI Schnittstellen war allerdings so modifiziert worden, dass zwar ein Einsetzen in einen tiber Bam-
HI gedftneten Vektor moglich war, dass aber nach der Ligation diese BamHI Schnittstelle nicht mehr
funktionstiichtig war (siche Abb. 4.2).

loxP-Oligonukleotide (a/b)

Orientierung der loxP-site
} —
GATCAGC ATAACTTCGTATAGCATACATTATACGAAGTTAT CG
TCG TATTGAAGCATATCGTATGTAATATGCTTCAATA GCCTAG

f

Abb. 4.2: loxP-Oligonukleotide (a/b). Es sind die beiden Oligos dargestellt (je 43 bp), die nach einer Hybridisie-
rungsreaktion iiber BamHI in den pBS-Vektor ligiert wurden. Die senkrechten Pfeile markieren die modifizierten
Nukleotide in einer der BamHI Schnittstellen. Durch diesen Basenaustausch ist die Ligation in einen mit BamHI
geoffneten Vektor moglich, aber das Enzym kann in nachfolgenden Reaktionen an dieser Stelle nicht mehr

schneiden.

Die Intention dieser modifizierten Schnittstelle war, dass der loxP tragende Vektor mit BamHI geoftnet
werden kann (ohne das loxP-Element zu verlieren), um die TKNeo-Kassette (von J. Schimenti; Jackson
Laboratory) einzusetzen. Die Oligonukleotide wurden phosphoryliert, anschlieBend hybridisiert und in
einen iiber BamHI gedffneten pBS-Vektor ligiert. Die nach der Transformation entstandenen Kolonien
wurden durch eine Kolonie-PCR und eine Testspaltung auf das Insert getestet. Die Kolonie-PCR wurde
mit den Vektor-Primern M13 Reverse und M13 Forward durchgefiihrt. Bei drei Kolonien wurde ein
Produkt identifiziert, das um ca. 40 bp grofler war als die MCS des Vektors. Von diesen drei Klonen
wurde die DNA préapariert und eine Doppelspaltung mit BamHI und Pvul angesetzt. Dieser Verdau
zeigte die Orientierung der loxP-Elemente. Die Spaltung des Klons, welcher die intakte BamHI Schnitt-
stelle in Nachbarschaft zu der Pvul Schnittstelle besall ergab eine Fragmentgréfle von 216 bp. Dies war

auch die FragmentgroBe, die man identifizierte, wenn der pBS-Vektor kein Insert trug. Der Klon, bei
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dem die modifizierte BamHI Schnittstelle flankierend zur Pvul Schnittstelle sal3, erzeugte ein 259 bp
Fragment. Die beiden unterschiedlichen Fragmentgrofen konnten in einem 4% Nusieve Gel detektiert
werden. Eine anschlieende Sequenzierung bestitigte die Spaltungsergebnisse. In Abbildung 4.4. sind
die durch die Sequenzierung ermittelten Positionen der BamHI Schnittstellen und die Orientierungen
der loxP-sites dargestellt. Die Kolonie Nr.2 wurde fiir die Ligation der TKNeo-Kassette ausgewdhlt.
Die TKNeo-Kassette wurde durch BamHI ausgeschnitten, durch eine Gelelektrophorese vom Vektor
getrennt, aufgereinigt und mit dem iiber BamHI gedffneten loxP-pBS-Vektor (Kol.2) ligiert. Nach der
Transformation in £.coli wurden die Kolonien durch eine Testspaltung mit BamHI auf die Insertion der
TKNeo-Kassette tiberpriift. Fiir den Nachweis der loxP-Sequenz wurde eine loxP spezifische PCR ent-
wickelt (Primer: loxPori3sense/CT8TKNeoloxPStul.1; ProduktgroBe: 57 bp). Einer der doppelpositiven
Klone wurde ansequenziert. Es konnte die loxP-Sequenz, sowie die TKNeo-Kassette identifiziert wer-
den. Dieser Klon, der die TKNeo-Kassette und die loxP-sife tragt wird im Folgenden TKNeoloxPI ge-
nannt (siche Abb. 4.4).

Um eine TKNeoloxP-Kassette an jedem gewihlten Ziellokus des Contigs einsetzen zu konnen, wurden
zwei weitere loxP-Oligonukleotide hybridisiert, bei denen die Position der intakten und defekten

BamHI Schnittstellen vertauscht sind (siehe Abb. 4.3).
loxP-Oligonukleotide (c/d)

Orientierung der loxP-site
— |
GATCCGC ATAACTTCGTATAGCATACATTATACGAAGTTAT CT
GCG TATTGAAGCATATCGTATGTAATATGCTTCAATA GACTAG

f

Abb. 4.3: loxP-Oligonukleotide (c/d). Es sind die beiden Oligos dargestellt (je 43 bp), die nach einer Hybridisie-
rungsreaktion iiber BamHI in den pBS-Vektor ligiert wurden. Die senkrechten Pfeile markieren die modifizierten
Nukleotide in einer der BamHI Schnittstellen. Durch diesen Basenaustausch ist die Ligation in einen mit BamHI
geoffneten Vektor moglich, aber das Enzym kann in nachfolgenden Reaktionen an dieser Stelle nicht mehr

schneiden.

Die folgenden Klonierungsversuche verliefen wie bereits oben beschrieben. SchlieBlich konnte ein
Klon identifiziert werden, der eine TKNeo-Kassette und ein loxP-Element trug. Im weiteren Verlauf

dieser Arbeit heif3it dieser Klon TKNeoloxPII (siche Abb. 4.4).
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Ein dritter TKNeoloxP tragender Vektor (TKNeoloxPIIl) wurde konstruiert, bei dem die TKNeo-
Kassette aus dem PTVO0-Vektor stammt. Die Resistenzkassette wurde {iber HindIIl und Xhol aus dem
Ursprungsvektor ausgeschnitten und in den loxP (loxP-Oligonukleotide a/b) tragenden pBS-Vektor ein-
gesetzt (siche Abb. 4.4). Durch die geringere Anzahl an Restriktionsenzymschnittstellen bot diese Re-

sistenzkassette eine Ausweichmoglichkeit fiir die Deletionsvektorkonstruktion.

Oligo a/b

(Kol 1) (Kol 2)
B B B B

—ri=t— A=

Spel Smal Spel Smal

Oligo c/d

(Kol 1)
B B

— T —=t—

Spel Smal

TKNeoloxPI

Sacl B B B Kpnl

ﬁ//d— TKNeo | <— _Iv//;

TKNeoloxPIl
Sacl B B B Kpnl

ﬂ//d— TKNeo | — _|7/H

TKNeoloxPlll
B B Hindlll  Xhol

Sacl Kpnl

ﬂ//d— — | omvo —Iﬁ/,L

Abb. 4.4: Schematische Darstellung der loxP- bzw. TKNeoloxP-Elemente. (B=defekte BamHI Schnittstelle;

B=BamHI Schnittstelle; roter Pfeil=Orientierung des loxP-Elementes)

4.2.6 PuroloxP-Vektoren

Die Puromycin-Kassette mit angrenzender loxP-site wurde aus dem HPRT-Minigen tragenden Vektor

von A. Bradley (Baylor College of Medicine; Houston, USA) iiber Not/ und BamHI ausgeschnitten und
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in den pBS-Vektor kloniert. Die Klone wurden durch einen Restriktionsverdau mit Not/ und BamHI auf
das richtige Insert getestet. AnschlieBend wurde durch eine Sequenzierung iiberpriift, ob das loxP-
Element und die Puromycin-Kassette in dem klonierten Fragment enthalten sind. Diese Puro-loxP-
Resistenzkassette wird in der Arbeit mit PurloxPI bezeichnet und ist in Abbildung 4.5 gezeigt.

Es wurde weiterhin versucht AfI/I Schnittstellen, flankierend zu der PuroloxPI-Kassette einzufiigen.
Flankierend zu der MCS-Region des pBS wurden modifizierte Primer konstruiert, die eine AfI/I
Schnittstelle tragen. Die Primer wurden in einer PCR-Reaktion mit der PuroloxPI-Kassette (in dem
pBS-Vektor) eingesetzt und das PCR-Produkt in den TopoPCRII-Vektor kloniert. Die Klone wurden
durch eine alkalische Lyse und eine AfI/I Spaltung auf die PuroloxP-Kassette liberpriift. Neben den bei-
den flankierenden AfI/I Schnittstellen existieren noch zwei BamHI Schnittstellen. Eine stammt aus dem
pBS-Vektor und die zweite ist in der MCS des TopoPCRII-Vektors vorhanden. Damit ist es moglich
diese PuroloxP-Kassette wahlweise tiber AfIII oder BamHI auszuschneiden (siche Abb. 4.5) Dieses

Vektorkonstrukt wird als PuroloxPII bezeichnet.

PuroloxPI
MCS pBS MCS pBS
Notl BamHI
Sacl Pstl EcoRV
I [ |
Puro =——»
I I I I I
BstXl  Sacll Smal EcoRI Hindlll
PuroloxPIl
Notl BamHI
Aflll Sacl Pstl EcoRV  Aflll
[ [ | I
Puro =
I I I I I
BstXl  Sacll Smal EcoRI Hindlll
Hindlll Sacl Spel EcoRI EcoRV Notl Nsil Apal
[ 1 1 | [ 1 1 |
T 1 I I
Nsil  Kpnl BamHI BstXI EcoRI BstXl Xhol Xbal

MCS Topo pCRII

MCS Topo pCRII

Abb. 4.5: Schematische Darstellung der PuroloxP-Elemente. (roter Pfeil=Orientierung des loxP-Elementes)
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4.3 Subklonierung genomischer Fragmente

4.3.1 Identifizierung und Klonierung von BAC-Fragmenten

Einer der Bestandteile eines Deletionsvektors ist ein isogenes genomisches DNA-Fragment mit einer
GroBe von 5-10 kb, das homolog zum gewiinschten Integrationslokus des Mausgenoms ist. Genomische
Fragmente dieser Lénge werden hiufig von grofleren genomischen Fragmenten, wie z.B. BACs subklo-
niert. Basierend auf der zuvor schon beschriebenen Kartierungsarbeit, war eine wachsende Anzahl von
BACs im wobbler kritischen Bereich verfiigbar. Diese BACs sowie die dazugehorigen BAC-
Endsequenzen wurden fiir die Subklonierung genomischer Fragmente eingesetzt. Die Vorgehensweise
wird exemplarisch fiir ein ausgewdhltes BAC (160A5) dargestellt. Die Ergebnisse aller weiteren
Subklonierungsexperimente sind dann anschlieBend in einer Tabelle zur besseren Ubersicht zusammen-
gefasst.

Zur Generierung von genomischen Subfragmenten wurden die BACs mit Restriktionsendonukleasen
gespalten, die in der MCS des BAC-Vektors pBeloBAC11 (BamHI, EcoRI, Hindlll, Pstl, Smal, Xbal,
Xhol) eine Erkennungssequenz besitzen, in der Hoffnung, dass es noch eine weitere Schnittstelle des
entsprechenden Enzyms in einem Abstand von 5-10 kb in der genomischen Sequenz gibt. AnschlieBend
wurden dann die fiir das STS-Mapping generierten PCRs der BAC-Endsequenzen eingesetzt, um nach
den Fragmenten zu suchen. Diese Strategie hat den Vorteil, dass die klonierten Subfragmente mit Hilfe
der BAC-Enden an dem BAC-Contig ausgerichtet werden konnen. Dies ist besonders wichtig, um spa-
ter die Orientierung der loxP-site zu bestimmen.

Die BAC-DNA wurde mit den oben genannten Enzymen geschnitten, elektrophoretisch aufgetrennt und
geblottet. BAC-Endsonden wurden durch die Amplifikation der generierten BAC-End-STS-Marker her-
gestellt, aufgereinigt und in einer Hybridisierungsreaktion eingesetzt. In Abbildung 4.6 ist ein Hybridi-
sierungsergebnis fiir den BAC 160A5 exemplarisch dargestellt. Die Spaltungen mit BamHI und EcoRI
ergeben Signale, die einer FragmentgroBe von ca. 10 kb entsprechen. Die Spaltung der DNA mit Pst#/
erzeugt ein ca. 7 kb groBes detektierbares Fragment und der Smal Verdau ergibt ein Signal in der Hohe
von etwa 23 kb. Bei den Spaltungen mit HindIII, Xhol, und Xbal ist kein Signal zu erkennen. Fragmen-
te, die kleiner waren als 2 kb, waren nicht mehr im Agarosegel vorhanden und wurden deshalb nicht
geblottet. Vermutlich sind die Fragmente, die in diesen Spuren mit den Endsonden erkannt werden

kleiner als 2 kb, und konnten deshalb nicht detektiert werden.
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Abb. 4.6: Identifizierung von 5-10 kb Fragmenten innerhalb des BAC 160AS. Die BAC-DNA wurde mit ver-
schiedenen Enzymen geschnitten und mit der BAC-End-Sonde 160A5Rev a2/b2 hybridisiert. Es konnen drei
Fragmente der gewiinschten Grofle (5-10 kb) identifiziert werden. (Xh=Xhol; B=BamHI; E=EcoRI; H=HindlIII,
P=Pstl; S=Smal; Xb=Xbal)

Zunichst wurde versucht nur die 10 kb groen Fragmente der BamHI und EcoRI Verdauansitze flir die
Ligation in den pBS-Vektor einzusetzen. Dazu wurden die Spaltungsansitze auf ein Agarosegel aufge-
tragen und die Fragmente in einem Bereich von 8-12 kb ausgeschnitten, aufgereinigt und fiir die Ligati-
on eingesetzt. Trotz mehrfacher Wiederholung dieses Versuches konnten keine Klone identifiziert wer-
den, die ein 10 kb Insert trugen. Deshalb wurde der umstindlichere Weg gewihlt, die geschnittene
BAC-DNA komplett in einem Ligationsversuch zu verwenden und dann nachfolgend die Klone zu
identifizieren, die das gewiinschte Insert tragen. Dazu wurden 5ug gespaltene BAC-DNA und 50ng ge-
offneter pBS-Vektor in einer Ligationsreaktion eingesetzt. Der komplette Ligationsansatz wurde in
E.coli XL1Blue-Zellen elektroporiert, die nach der Regenerationsphase auf vier 150 mm’® grofe
Agar-Platten ausplattiert wurden. Die auf den Platten wachsenden Kolonien wurden durch das Verfah-
ren des Kolonietransfers auf Nylon-Membranen iibertragen. Die Bakterien-DNA wurde auf der Memb-
ran aufgereinigt und anschlieBend fixiert. Die Membranen wurden mit der BAC-Endsonde (Pri-
mer:160A5Reva2/b2; ProduktgroBe: 587 bp) hybridisiert. In vielen Fillen war es allerdings nicht mog-
lich anhand der Hybridisierungssignale die Kolonien eindeutig zuzuordnen. Es wurden daher pro Signal
bis zu 10 Kolonien gleichzeitig gepickt und auf einer neuen Platte zusammen ausgestrichen. Dieser
»Klon-pool*“ wurde anschlieBend mittels einer PCR auf das Vorhandensein des BAC-Endes tiberpriift.
Im Falle eines positiven PCR-Signals wurden die gepoolten Klone durch einen weiteren Ausstrich auf
eine neue Agar-Platte vereinzelt und erneut mittels PCR getestet. Ein Beispiel dieses Verfahrens ist in

Abbildung 4.7 gezeigt.
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Klonpool Nr.15

| |
15 16 M3 17 18 19 20 21 22 23 24 pK Kilonpool Nr. M3 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Hememue =8 =

Abb. 4.7: Beispiel fiir einen PCR-Test der Klone der Koloniehybridisierung mit BAC-Endprimern. Fiir die
erste PCR wurde ein Klon-pool/ von bis zu 10 Kolonien pro Ansatz eingesetzt (linker Teil der Abbildung;
pK=positiv Kontrolle). Die positiven pools wurden anschlieBen noch einmal ausgestrichen und Einzelkolonien fiir

die zweite PCR eingesetzt (der rechte Teil der Abbildung zeigt ein Beispiel fiir den Klon-poo! Nr. 15).
Die DNA von vier positiven Kolonien wurde anschlieBend durch eine Easy Prep aufgereinigt und zur

FragmentgroBenbestimmung mit dem Enzym BamHI gespalten, mit dem auch das genomische Frag-

ment aus dem BAC-Vektor gespalten wurde (siche Abb. 4.8).

M1 151 152 153 15.4 Kion Nr.

10 kb >

3kb P

2kb P

Abb. 4.8: Testspaltung der positiven Klone Nr.15.1-15.4 der Koloniehybridisierung mit BamHI. Das obere
ca. 10 kb grofle Fragment ist das genomische BAC-Fragment, die untere Bande entspricht dem pBS-Vektor (3
kb).

In der folgenden Tabelle sind alle durchgefiihrten Hybridisierungs- und Klonierungsergebnisse zusam-
mengefasst. In der ersten Spalte sind die untersuchten BACs und gleichzeitig die zur Hybridisierung
eingesetzten Endsonden aufgefiihrt. In der zweiten Spalte sind die Enzyme aufgefiihrt, die in einem
Restriktionsverdau mit anschlieBender Hybridisierung detektierbare Fragmentgréen zwischen 5 und 12
kb ergaben. In der dritten Spalte sind die ermittelten FragmentgroBen angegeben. Die letzte Spalte

zeigt, ob die Ligation der gewiinschten Fragmente erfolgreich war.
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Tab. 4.3: Zusammenfassung der Hybridisierungs- und Klonierungsergebnisse der eingesetzten BACs

Klonierung der
BAC-Ende Restriktionsenzym Fragmentgrofie in kb
Fragmente in pBS
— ———— —— ——————— —————————————————— |
BamHI 9 +
173M5Rev EcoRI 10 +
Pstl 6 n.d.
BstxI 5 n.d.
173M5For
EcoRI 8 +
EcoRI 10 +
180K 15Rev Pstl 5,5 n.d.
Xbal 5 +
BamHI 9 +
180K 15For
Pstl 5,5 n.d.
Pstl 10 +
135B4Rev
Smal 15 +
135B4For EcoRI 5,5 n.d.
123J24Rev Xhol 7 +
BamHI 5
123J24For +
HindIIl 6
BamHI 10 +
160A5Rev EcoRI 10 +
Pstl 7 n.d.
141E23For BamHI 12 -
65111For BamHI 12 n.d.
185K22For BamHI 9 n.d.
Xhol 12 n.d.
13909Rev
EcoRI 10 -
EcoRI 9 -
61H18For
HindlIll 9 -
219A17Rev EcoRI 12 +
219P17Rev EcoRI 12 +
(+ = in den pBS-Vektor subkloniert; - = es konnten keine Positiven ermittelt werden; n.d. = Ligation nicht durch-

gefiihrt).
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Es folgten weitere Schnittstellenanalysen der subklonierten Fragmente mit Enzymen, die in der MCS
des pBS-Vektors schneiden: Accl, BamHI, BstXI, Clal, EcoO1091, EcoRl, EcoRV, Hincll, HindIIl,
Kpnl, Notl, Pstl, Sall, Smal, Spel, Sstl, Sstll, Xbal, Xhol. Die Versuche sollen hier wieder nur fiir das
Subfragment des BAC 160AS5 (= 160A5Kol15.1) dargestellt werden, da dieses Fragment im weiteren
Verlauf der Arbeit zur Herstellung von zwei Targetingvektoren benutzt wurde. Die Enzyme wurden in
einem Doppelverdau zusammen mit BamHI eingesetzt, um Schnittstellen innerhalb des Inserts zu iden-

tifizieren (siche Abb. 4.9).

1 2M1 3 45 6 7 8 9 1011 12 13 14 1516 M1

Ul L 8 L sBamy. &
. n h“
on -
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L

Abb. 4.9: Testspaltung des Deletionsvektors 160A5Kol15.1 mit Enzymen der MCS des Vektorriickgrates
(pBS). Die Enzyme wurden jeweils im Doppelverdau mit BamHI eingesetzt (1=EcoO109I, 2=EcoRI, 3=EcoRV,
4=Hincll, 5=Kpnl, 6=Notl, T7=Pstl, 8=Spel, 9=Sstl, 10=Sstll, 11=Xbal, 12=HindIll, 13=Sall, 14=Xhol, 15=Accl,
16=Clal, M1=Ladder Mix).

Diese Schnittstellen konnen dann dazu verwendet werden, die loxP tragende Resistenzkassette im Falle

eines Replacementvektors in das genomische Fragment zu setzen. In der folgenden Tabelle sind die

Restriktionsenzyme aufgefiihrt, die das 8 kb gro3e genomische Insert ein Mal schneiden.

Tab. 4.4: Restriktionsenzyme, die das 8 kb Insert des Klons 160A5Kol15.1 ein Mal schneiden.

Enzym Notl | Spel |Xbal| Xhol

E000109‘ EcoRI ‘EcoRV‘ Kpnl

Fragmentgrofe [kb] ‘ 0,7+73 ‘ 1,6 +64| 4+4 ‘ 3,3+4,7 ‘ 1+7 ‘ 1,7+6,3 ‘ 5+3 ‘ 5,1+2,9 ‘

Wenn die Resistenzkassette in das genomische Fragment integriert ist, sollten flankierend jeweils noch
mindestens 2 kb genomische DNA vorhanden sein, damit die homologe Rekombination zwischen Tar-
getingvektor und Ziel-DNA effizient erfolgen kann. Die folgenden Enzyme schneiden das 8 kb genomi-
sche Insert in der gewiinschten Art und Weise: EcoRV, Kpnl, Xbal und Xhol.

Die Insert-DNA wurde weiterhin mit Enzymen verdaut, die nicht in der Sequenz des pBS-Vektors
schneiden, damit im Falle einer Insertionsvektor-Konstruktion der Targetingvektor durch eine Schnitt-

stelle innerhalb der genomischen DNA gedffnet werden kann. Es wurden die Enzyme AfII1, Bcll, Dral-
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11, Eco4711l, Hpal und Nhel fiir eine Testspaltung eingesetzt (siche Abb. 4.10). Eco4 711l ist das einzige
Enzym, das die DNA nur ein Mal schneidet. Fiir Bc/l und Nhel existiert keine Schnittstelle und alle

weiteren Enzyme schneiden die DNA mindestens zwei Mal.

A B DE HNM

Abb. 4.10: Testspaltung des Deletionsvektors 160A5Kol15.1. Der Vektor wird durch Eco47II] im genomischen
Fragment linearisiert (Spur E; ca. 10 kb). Die Enzyme Bcll und Nhel (Spur B, N) besitzen keine Schnittstelle im
Vektor, wohingegen AfIII, Hpal (Spur A, H) mehrmals im genomischen Fragment schneiden. (M1=Ladder Mix)
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4.3.2 Identifizierung und Klonierung von PCR-Fragmenten

Die in der Kooperation mit dem IMB in Jena ermittelten BAC-Sequenzen boten einen neuen Ansatz fiir
die Subklonierung genomischer Fragmente. Es wurden die in der folgenden Tabelle aufgefiihrten BACs

sequenziert.

Tab. 4.5: Sequenzierte BACs

BAC Verfiighare Sequenz [kb] Anzahl der Contigs
135B4 214 8
123124 104 4
13909 75 1
185K22 286 7
219P9 191 4
165L14 191 3
12412 84 2

Die Lage der sequenzierten BACs zueinander und zum wobbler Contig ist in Abbildung 4.11 schema-
tisch dargestellt. Zur besseren Orientierung sind einige STS-Marker aus der wobbler kritischen Region
gezeigt. Das BAC-Ende 147N22 Rev und ein fiir das Gen Murrl spezifischer STS-Marker flankieren
den Kandidatengenbereich fiir wobbler. Die Lokalisation des BAC 160AS5 ist ebenfalls eingezeichnet,
obwohl er nicht sequenziert wurde, damit die Position des bereits subklonierten genomischen Fragmen-

tes in der Kandidatengenregion deutlich wird.
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Mauschromosom 11

~2Mb ~2,2 Mb
Zentromer BacEnde Murr1
147N22Rev urr
O—/’ | | | | 7 |
7 | | | A |
D11Mit343 D11Mit294 D11Mit19 D11Mit81

Abb. 4.11: Lage der Sequenzierten BACs auf dem Mauschromosom 11. Die Abstinde der BACs und der

Marker sind nicht maf3stabsgetreu.

Die einzelnen Contigs wurden einer Schnittstellenanalyse mit dem ,,WebCutter Programm unterzogen.
Es wurde gezielt nach 5-10 kb Fragmenten gesucht, die von Schnittstellen der Enzyme Spel, NotI oder
Sstll flankiert wurden. Eine grof8ere Auswahl an Enzymen stand nicht zur Verfiigung, da die Enzyme
fiir nachfolgende Umklonierungsversuche in der MCS des pBS-Vektors vorhanden sein sollten. Eine
weitere Einschrinkung der Enzymauswahl stellte die TKNeoloxP-Resistenzkassette dar, da sie beinahe
alle Schnittstellen, der in der MCS des pBS-Vektors vorkommenden Enzyme beinhaltet. Unter Bertick-
sichtigung dieser Einschrinkungen blieben nur noch die oben genannten drei Restriktionsenzyme zur
Auswahl. AuBlerdem sollte sich innerhalb des 5-10 kb Fragmentes eine weitere singuldre Schnittstelle
befinden, damit im Falle eines angestrebten Insertionsvektor-Konstruktes diese Restriktionsschnittstelle
zum Linearisieren des Vektors verwendet werden kann. Die Enzyme, die hierfiir in Frage kommen, diir-
fen weder in der MCS des pBS-Vektors noch in der TKNeoloxP-Kassette schneiden. Diese Bedingun-
gen werden von den folgenden Restriktionsenzymen erfiillt: AfIII, Bcll, Eco4711l, Hpal, Mfel, Nhel,
Nsil und Pmel. Fiir den Fall, dass die PuroloxP-Kassette einkloniert werden soll, stehen die folgenden
Enzyme fiir das Offnen des Konstruktes zur Verfiigung: AfIII, Avrll, Eco471Il, EcoNI, Hpal, Mfel,
Mlul, Munl, Ncol, Ndel, Nhel und Van911.

Durch eine Schnittstellenanalyse konnten drei BAC-Fragmente (135B4 SF, 185K22 SF und
12412 SF) identifiziert werden, die den genannten Anforderungen entsprachen (siche Abb. 4.12).

Es wurden Primer flankierend zu den Fragmenten ausgewahlt und in einer Long-Range-PCR eingesetzt.
Als template-DNA diente der jeweilige BAC. Die generierten PCR Produkte 124L2 SF (Primer:
MK14.0456A/B; Produktgrofle 9576 bp) 135B4 SF (Primer: MK2.0910A2/B1; ProduktgréBe 5807 bp)
und 185K22 SF (Primer: MK5.7219A/B; ProduktgroBe 5448 bp) wurden in den TOPO PCRII Vektor
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kloniert. Die Klone wurden mittels Kolonie-PCR und Testspaltung mit Spel auf das genomische Frag-

ment tiberpriift. Zusétzlich wurde jeweils ein positiver Klon pro subkloniertem genomischen Fragment

ansequenziert.
5356 bp
Spel Spel
418 bp 5774 bp
135B4_SF
Bcll
2449 bp
5807 bp PCR-Fragment
4361 bp
Spel Aflll Spel
4820 bp 8241 bp 9181 bp
185K22_SF | |
Van91l  Van91l Kpnl
6919bp 7577 bp 9226 bp
5448 bp PCR-Fragment
9171 bp
7479 bp
Spel Spel Spel
3075 bp 10554 bp 12246 bp
124L2_SF
Nhel Avrll Auvrll
5542 bp 7083 bp 7757 bp

9576 bp PCR-Fragment

Abb. 4.12: Schematische Darstellung der potentiellen genomischen Fragmente. Es sind die potenticllen ge-
nomischen Fragmente gezeigt, die durch eine Restriktionsschnittstellenanalyse der BAC-Sequenzen gefunden
wurden. Dargestellt sind die flankierenden Restriktionsenzyme sowie das innerhalb des Fragmentes schneidende

Enzym. Weiterhin sind die Primer mit denen die Fragmente amplifiziert wurden eingezeichnet.
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4.4 Deletionsvektorkonstrukte

4.4.1 Insertionsvektor B4 TKNeoloxP

4.4.1.1 Ligation der Einzelfragmente

Das vom BAC 135B4 stammende 5542 bp genomische Fragment, wurde mit Spel/ aus dem Topo
PCRII-Vektor ausgeschnitten und in den durch Spel gedffneten TKNeoloxPII (ca.7.2 kb) tragenden
pBS-Vektor, direkt vor die TKNeoloxP-Kassette ligiert. Die Ligation wurde gefillt, in 5 pl H,O
resuspendiert, in XL1Blue-Zellen elektroporiert und anschlieBend ausplattiert. Es wurden 94 Kolonien
mittels einer Kolonie-PCR auf das genomische Fragment (Primer: MK2Test4/5; GroBie: 967 bp), die
TKNeo-Kassette (Primer: TKNeoRev1/2; GroBle: 160 bp) und das loxP-Element (Primer: loxPo-
ri3sense/ CT8TKNeoloxPStul.1; GroBe: 57 bp) getestet. Von den 49 positiven Klonen, wurde die DNA
mittels Easy Prep aufgereinigt und anschlieBend mit Not/ linearisiert. Bei 38 Klonen konnte ein ca. 12,7
kb grofles Fragment identifiziert werden. Diese Fragmentgrofe entspricht dem pBS-Vektor mit der ge-
nomischen Sequenz und der TKNeoloxPII-Kassette. Durch eine weitere PCR wurde die Orientierung
des genomischen Fragmentes ermittelt (Primer: TKNeoRev2/TestMK2.1 Gréflie 900 bp). Von den 49
Klonen tragen 21 Klone das genomische Fragment in der gewiinschten Orientierung. Es wurden 6 Klo-
ne mit den M13 Vektorprimern ansequenziert, und die Sequenzen mit der Gesamtsequenz des fertigen
Konstruktes verglichen, um die Orientierung zu verifizieren.

Da der Vergleich der sequenzierten Fragmente der 6 Klone mit der Gesamtsequenz die richtige Orien-
tierung ergab, wurden die Klone durch folgende Testverdaus weiter liberpriift:

- Notl linearisiert den 12,7 kb groBen Targetingvektor, indem es ein Mal in der pBS-Vektorsequenz

schneidet.
- Spel schneidet das genomische Fragment aus dem Vektor, so dass zwei Fragmente von ca. 5,5 (geno-
mische Sequenz) und 7,2 kb (pBS-Vektor und TKNeoloxPII-Kassette) entstehen.
- Bcll linearisiert ebenfalls den Targetingvektor, allerdings befindet sich die Schnittstelle innerhalb des

genomischen Fragmentes.
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M1 ungeschnitten Bcll Spel Notl M2
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Abb. 4.13: Restriktionsverdau des Targetingvektors B4 TKNeoloxP. 6 positive Klone, die jeweils das geno-
mische Subfragment des BAC 135B4, die TKNeoloxPII-Kassette und das pBS-Vektorriickgrat tragen, wurden mit
Bcll, Spel und Notl geschnitten. Als Kontrolle sind die DNAs der ungespaltenen Klone aufgetragen. (M1 = Lad-
der Mix; M2 = A HindIII)

Wie in der Abbildung 4.13 zu sehen ist, schneiden die Enzyme Spel und Notl einwandfrei, wohingegen
Bcll sich nicht von der ungespaltenen DNA unterscheidet. Der Grund dafiir ist, da3 Bcll eine methylie-
rungssensitive Erkennungssequenz besitzt und der E.coli XL1Blue-Stamm die Dam- und Dcm-
Methylasen enthélt. Die Restriktionsschnittstellen werden methyliert und kénnen von dem Enzym nicht
mehr erkannt werden. Deshalb wurde die DNA von drei Kolonien (Kol. 17, 18, 19) in den Methylase
defizienten E.coli-Stamm SCS110 transformiert. Es wurde von jeweils vier Kolonien eine alkalische
Lyse angefertigt und die DNA zunichst mit Spel verdaut (sieche Abb. 4.14), um zu iiberpriifen ob die

Klone den pBS-Vektor mit der genomischen Sequenz besitzen.
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Abb. 4.14: Spel Testspaltung der B4 TKNeoloxP Klone in SCS110 E.coli-Zellen. Nach der Transformation
der DNA der B4 TKNeoloxP-Klone 17, 18 und 19 in den E.coli-Stamm SCS110 wurden jeweils 4 Kolonien aus-
gewidhlt, die DNA durch alkalische Lyse aufgereinigt und mit Spel testgespalten. Positive Klone zeigen 2 Frag-
mente der GroBe 7,2 und 5,5 kb. (M1 = Ladder Mix).

AnschlieBend wurden sechs Kolonien (17.1, 18.2, 19.1-4) fiir eine Linearisierung mit Bc/l ausgewéhlt

(siche Abb. 4.15). Vier der sechs verdauten DNAs wurden vollstindig gespalten.

Bcl

I17‘|8 19 199 19 |

12 1 23 4 KIK2M Abb. 4.15: Bcll Testspaltungen der B4_TKNeoloxP-Klone in SCS110 E.

coli-Zellen. Von den in Abb. 4.14 gezeigten Klonen wurden folgende fiir
einen Bcll Verdau ausgewdhlt: 17.1, 18.2, 19.1-4. Bei Klon 17.1, 18.2, 19.1
und 19.3 sieht man das linearisierte 12,7 kb Konstrukt. Bei 19.2 und 19.4 ist
zusétzlich noch ungespaltenes Produkt zu sehen. In Spur K1 ist zur Frag-
mentgrofienkontrolle der durch Notl gespaltene B4 TKNeoloxP Klon 18 (in
XL1Blue) aus Abb. 4.13 aufgetragen und in Spur K2 der ungespaltene Klon.
(M1 = Ladder Mix)

Der Klon 19.3 wurde fiir eine DNA-Maxi-Priparation ausgewéhlt. Die Aufreinigung der DNA zeigte
zuerst einen sehr starken Hintergrundschmier, der vermutlich auf eine Kontamination mit £.coli DNA
zuriickzufiihren ist. Diese Kontamination verschwand erst, als die Bakterien vor dem Animpfen der iiN
Kultur als Einzelkolonieausstrich auf einer Agar-Platte angezogen wurden. Die DNA der nachfolgen-
den Maxi-Priparation wurde mit Bcll iN gespalten, Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol extrahiert, ge-
fallt und in sterilfiltriertem TE mit einer Endkonzentration von 1ug/ul aufgenommen. Die DNA war
nun einsatzbereit fiir die Elektroporation in ES-Zellen. In Abbildung 4.16 ist der Aufbau des nun vor-

liegenden Konstruktes noch einmal schematisch dargestellt.
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Bell BamHlI BamH]I
5542 bp 4000 bp —> pBS
genom. Fragment TKNeoloxPIl
Spel Spel

Abb. 4.16: Schematische Darstellung des Insertionsvektors B4 TKNeoloxP. Es sind die relevanten Kompo-
nenten des Deletionsvektors gezeigt: links die genomische Sequenz mit der Bcl/l-Schnittstelle zum Linearisieren
des Konstruktes; rechts daneben die TKNeo-Resistenzkassette mit dem loxP-Element (roter Pfeil). Die Kompo-

nenten wurden in den pBS-Vektor kloniert.

4.4.1.2 Orientierung des genomischen Fragmentes (135B4 SF)

Eine Analyse der zur Verfiigung stehenden Sequenzcontigs ergab, dass das Contig (8362 bp) in dem
das 135B4 SF Fragment lag, eine Uberlappung zu einem anderen Contig (18822 bp) zeigte, so dass
insgesamt 19541 bp Sequenz fiir die Orientierung des Fragmentes genutzt werden konnten. Es wurde
iber eine elektronische PCR untersucht, ob die in der Region des Ursprungs-BACs verfligbaren Marker
in dem vorliegenden 19541 bp Contig vorkommen. Diese Art der PCR vollzieht sich in silico, d.h. es
wird mit Hilfe eines Programmes, wie z.B. ,,BLAST 2 Sequences®, untersucht, ob die Markersequenzen
innerhalb der zu analysierenden Sequenz wieder zu finden sind. Die in Tabelle 4.6 aufgelisteten Marker

wurden eingesetzt. Es konnte aber keiner der Marker auf dem Fragment lokalisiert werden.

Tab. 4.6: Signale der verwendeten Marker

Marker | Positiv/Negativ|]] Marker | Positiv/Negativ

HSPC159 - 135B4F -
66ESF - 147N22rev -
66ES5rev - 343aR -

Zur weiteren Untersuchung wurden an den Enden der verfiigbaren zusammengesetzten Sequenz (19541
bp) Primerpaare (MK2-0872.1/2 und MK2-0872.3/4 ProduktgroBe: jeweils 500 bp) generiert, um durch
PCR-Tests eine Orientierung des 135B4 SF Fragmentes zu ermoglichen (siehe Tab.4.7). Als template
fiir diese PCRs dienten die BACs des Contigs. Durch den Unterschied, der mit dem BAC 61H18 erzielt
werden konnte (grau unterlegt), wurde das Fragment 135B4 SF schlieBlich, relativ zum BAC-Contig,
orientiert. Aus diesem Ergebnis ldsst sich folgern, dass das Primerpaar MK2-0872.1/2 proximal und das
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Primerpaar MK2-0872.3/4 distal liegt. Die Kartierungsdaten sind in Abbildung 4.17 schematisch Dar-
gestellt.

Tab. 4.7: Kartierung der neu generierten STS-Marker MK2-0872.1/2 und MK2-0872.3/4 auf den BACs des

Contigs
Getestete BACs Signal fiir MK2-0872.1/2 | Signal fiir MK2-0872.3/4
|
226N3 - -
1C2 - -
66ES - -
61H18 3 -
135B4 (positiv Kontrolle) + +
147M24 - -
147N22 - -
22711 + +
23805 + +
95123 + +
177123 + +
209F21 + +
126P12 - -
238H8 - -
76L14 - -
1D5 - -
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Mauschromosom 11
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Abb. 4.17: Orientierung des 135B4_SF Fragmentes mittels PCR. (rot = Primerpaar MK-0872.1/2;
griin = Primerpaar MK-0872.3/4)

4.4.1.3 Hybridisierungssonden

Zur spateren Detektierung des Insertionsereignisses in den ES-Zellen wird eine spezifische DNA-Sonde
bendtigt. Deshalb werden flankierend zur genomischen DNA im Targetingvektor Restriktionsenzyme
ausgewahlt, die nicht innerhalb der homologen genomischen DNA des Targetingvektors schneiden und
die eine Unterscheidung zwischen unbehandelter ES-Zell-DNA und korrekt integriertem Targetingvek-
tor erlauben. Hierzu sollten FragmentgroBenunterschiede von mindestens 500-1000 bp vorliegen. Je
kleiner die zu detektierenden Fragmente, desto geringer ist der bendtigte Groflenunterschied, um die
Restriktionsstiicke gut voneinander unterscheiden zu kdnnen. Unter Verwendung der vorliegenden Se-
quenzinformationen wurden zwei Restriktionsenzyme, EcoRV und BstXI, ausgewdihlt. Das EcoRV
Fragment wurde zuerst ausgetestet, da die RestriktionsfragmentgroBen kleiner und damit besser durch
Hybridisierung mit einer Sonde zu testen waren. In der unverénderten ES-Zell-DNA erzeugt die Spal-
tung mit EcoRV ein Fragment der GroB3e 6377 bp. Die Integration des Targetingvektors dagegen ver-
groflert die Fragmentlinge. Durch die zusétzlich eingefiihrte EcoRV Schnittstelle des pBS-
Vektorriickgrades entsteht ein 9362 bp Fragment. Die Differenz der beiden FragmentgroBen betrdgt
also 2985 bp und ist gut im Southern Blot zu erkennen. Zur einwandfreien Detektierung der Fragmente
sollten DNA-Sonden verwendet werden, die aullerhalb der homologen Sequenz liegen. Die minimale

GroBe einer Hybridisierungssonde sollte 200 bp betragen. Die ideale Grofle liegt zwischen 600 und
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1500 bp. Der Abstand zwischen den flankierenden EcoRV Schnittstellen und der homologen DNA-
Sequenz des integrierten Targetingvektors betrégt auf der einen Seite nur 10 bp, so dass hier keine Son-
de generiert werden konnte. Auf der anderen Seite existiert ein Bereich von 825 bp, in den eine Hybri-
disierungssonde gelegt werden konnte. Die Analyse der flankierenden Sequenzbereiche der Sequenz
des genomischen Fragmentes mit dem ,,RepeatMasker* Programm zeigte keine repeats in dem fiir die
Sonde relevanten Bereich. Zur Generierung der Sonde wurden Primer ausgewéhlt (MK2EcoRVA/B),
die ein PCR-Produkt der Lénge 679 bp erzeugten. Dieses PCR-Fragment wurde in den pGEM-T Easy-
Vektor kloniert und die Klone durch eine alkalische Lyse und eine anschlieBende Spaltung mit EcoRI
untersucht. Ein positiver Klon, der das Fragment enthélt, wurde als Hybridisierungssonde eingesetzt. Es
wurden 10 pg genomische, unbehandelte ES-Zell-DNA mit EcoRV N gespalten, auf ein 1% Agarose-
gel aufgetragen, die DNA durch Southern Blotting auf eine Nylonmembran iibertragen, durch UV-
Crosslinking fixiert und fiir die Hybridisierung eingesetzt. Das Ergebnis der Hybridisierung war ein
Schmier, der liber die gesamte Spur der mit EcoRV geschnittenen DNA verteilt war. Dies lésst auf repe-
titive Anteile innerhalb der Sonde schlieBen. Deshalb wurde noch einmal auf genomische repeats iiber-
priift, diesmal jedoch nur mit der Sondensequenz allein. Jetzt erkannte das ,,RepeatMasker* Programm
ein 258 bp langes LTR-Element an einem Ende der Sonde. Die Wahl eines neuen Primers und die
Amplifikation des Sequenzbereiches, der laut Programm repeatfrei war, erzielte jedoch bei der nachfol-
genden Testhybridisierung ein dhnliches Ergebnis wie bei der ersten Hybridisierung.

Aufgrund dieser Schwierigkeiten wurde das zweite zur Wahl stehende Enzym BszX7 fiir Restriktions-
analysen getestet. Die FragmentgréBen sind hier sehr viel grofler: in der nicht-modifizierten DNA ent-
steht ein 11727 bp Fragment, wohingegen bei korrekter Integration des Targetingvektors ein 18559 bp
Fragment entsteht (sieche Abb. 4.34). Die Differenz von 6832 bp sollte die Detektion des GroBenunter-
schieds erlauben, dennoch lagen anfénglich Bedenken vor, ob Fragmente in dieser Gréf3e noch gut zu
detektieren sind. Die Hybridisierungssonden konnten wieder nur auf eine Seite gelegt werden, da auf
der anderen Seite nur 106 bp zwischen der homologen Sequenz des Targetingvektors und der BstX/
Schnittstelle lagen. Die zur Verfiigung stehende Region war mit 6079 bp jedoch sehr groB, so dass drei
potentielle Sonden (F1=1288 bp, F2=1170 bp, F3=1287 bp) ausgewdhlt werden konnten, die mittels
PCR amplifiziert und in den pGEM-T Easy-Vektor kloniert wurden. Die DNA von je drei positiven
Kolonien wurde durch alkalische Lysen aufgereinigt und das Insert mit folgenden Enzymen heraus-
gespalten: F1-HindIIl/Ncol;, F2-Hindlll/Spel;, F3-Ncol. Die Insert DNA (=Sonde) wurde dann durch
einen Gellauf von der Vektor-DNA getrennt, ausgeschnitten und aufgereinigt. Alle drei Sonden wurden
fiir eine Testhybridisierung mit BstX/ gespaltener ES-Zell-DNA eingesetzt. Bei allen Sonden konnte
eine spezifische Bande bei ca. 12 kb identifiziert werden. Das intensivste Signal wurde mit der Sonde

F2 erhalten, die deshalb fiir weitere Hybridisierungen eingesetzt wurde (siehe Abb. 4.18).
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Abb. 4.18: Testhybridisierung von BstXI gespaltener ES-Zell-DNA mit der Sonde F2. Die gespaltene ES-
Zell-DNA wurde doppelt aufgetragen (Spur 1 und 2).

4.4.2 Insertionsvektor AS TKNeoloxP

4.4.2.1 Ligation der Einzelfragmente

Ein weiterer Deletionsendpunkt wurde im distalen Bereich der wobbler kritischen Region gewdhlt. Das
Subfragment des BAC 160A5 (ca. 8,2 kb im pBS-Vektor) wurde fiir den homologen genomischen Be-
reich des Targetingvektors ausgewéhlt. Das genomische Fragment des BAC 160AS5 ist iiber BamHI in
den pBS-Vektor kloniert worden. Die BamHI Schnittstelle eignete sich aber nicht, um das Fragment in
den, die TKNeoloxPII-Kassette tragenden, Vektor einzusetzen, da BamHI ebenfalls in der TKNeolox-
PII-Kassette schneidet. Ein Testverdau des genomischen Fragmentes mit verschiedenen Restriktionsen-
donukleasen ergab, dass Spel ein Mal innerhalb der genomischen Sequenz und ein Mal im Vektorriick-
grat schneidet. Dadurch wird ein ca. 1,7 kb grofles Fragment von der genomischen DNA abgespalten
und es bleibt ein genomisches Reststiick von 6,5 kb iibrig. Die flankierenden Spel Schnittstellen ermog-
lichen eine Klonierung des Fragmentes in den die Resistenzkassette tragenden Vektor. Weiterhin konn-
te eine Eco4 7111 Schnittstelle innerhalb des Spel Fragmentes identifiziert werden, die das Spel Fragment
in ein 4,4 kb und ein 2,2 b Fragment spaltet. Diese Schnittstelle ist wichtig, um den fertigen Insertions-

vektor vor der Elektroporation in die ES-Zellen zu linearisieren (siche Abb. 4.19).
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Abb. 4.19: Spaltprodukte des genomischen Subfragments 160A5 durch Spel und Eco4711I Verdau.
Das durch Spel flankierte genomische Subfragment des BAC 160A5 wurde mit Eco47I1I gespalten. Es entstehen
zwei Fragmente der Grofien 4,3 kb und 2,2 kb.

Das genomische Fragment wurde iiber die Spel Schnittstelle in den TKNeoloxPIII pBS-Vektor einge-
setzt. Die TKNeoloxP-Kassette III wurde in diesem Fall ausgewahlt, da sie um 1 kb kleiner ist als die
TKNeoloxP-Kassetten I und II und weniger interne Schnittstellen besitzt. Nach der Transformation
wurden die Klone mittels einer PCR auf die genomische BAC-Endsequenz (Primer: 160A5 Reva2/b2;
ProduktgroBe:587 bp) getestet. AnschlieBend wurde die DNA der Klone durch eine alkalische Lyse
aufgereinigt und mit Not/ und Eco47III in einem Doppelverdau gespalten. Bei diesem Verdau entstan-

den drei Fragmente (siche Abb. 4.20).

M11 2 4 7 81012131415

10 kb P>
6kb b

3kb P

2kb P

1kb P

Abb. 4.20: Testverdau der AS_TKNeoloxP-Klone mit Notl und Eco47111.
Die durch die PCR ermittelten positiven Klone wurden mit Notl und Eco47III gespalten. Das Gel zeigt, dass zwei
unterschiedliche Bandenmuster bei der Spaltung entstehen, die auf unterschiedliche Orientierungen des genomi-

schen Inserts schlieBen lassen.
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Da bereits gezeigt werden konnte, dass fiir das Enzym Eco47III nur eine Schnittstelle innerhalb des ge-
nomischen Fragmentes existiert, muss neben der Not/-Schnittstelle des Vektors noch eine zweite Not/
Schnittstelle in dem genomischen Fragment existieren. Der Doppelverdau zeigte weiterhin zwei unter-
schiedliche Spaltungsmuster bei den analysierten Klonen. Es entstanden entweder die FragmentgroBen
8,2 kb, 3,3 kb und 1 kb oder Fragmente mit den GroBen 7 kb, 3,3 kb und 2,2 kb. Diese Unterschiedli-
chen GroBenkombinationen lassen auf die unterschiedliche Orientierung des inserierten genomischen

Fragmentes schlieBen. Die Spaltungsergebnisse sind schematisch in der folgenden Abbildung zusam-

mengefasst.
. 1kb | 33kb | 8,2 kb ,
I T T 1
Notl Notl Eco47Ill Notl
| | ~6,5kb H 3kb __—>] pBS
160A5 genom. Fragment TKNeoloxPIll
2,2kb 3,3kb 7 kb
f ; ; i
Notl Eco47l1ll Notl Notl
| | ~6,5kb H T —— pBS
160A5 genom. Fragment TKNeoloxPllI

Abb. 4.21: Notl und Eco47III Spaltprodukte in Abhingigkeit von der Orientierung des genomischen

Fragmentes.

Die Orientierung der genomischen Inserts wurde zusétzlich durch eine PCR mit einem Vektor-Primer
(M13 Reverse) und einem fiir das BAC-Ende spezifischem Primer (160A5Revb2) iiberpriift. Ein PCR-
Produkt (ca. 600 bp) konnte nur bei den Klonen mit dem Spaltungsmuster 8,2 kb, 3,3 kb und 1 kb
amplifiziert werden. Einer von diesen Klonen (Kolonie 12) wurde ansequenziert. Die Sequenzanalyse

bestitigte die bereits zuvor bestimmte Orientierung des genomischen Fragmentes.

4.4.3 Insertionsvektor AS PuroloxP

4.4.3.1 Ligation der Einzelfragmente

Das Subfragment des BAC 160A5 wurde ebenfalls fiir die Konstruktion eines Puromycin tragenden
Insertionsvektors ausgewihlt. Fiir die Konstruktion dieses Vektors konnte das tiber BamHI subklonierte
genomische Fragment des BAC 160A5 eingesetzt werden, da die PuroloxP-Kassette 1 keine BamHI

Schnittstelle enthélt, so dass das genomische Fragment iiber BamHI in den PuroloxPI-Vektor kloniert
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werden konnte. In Abbildung 4.22 sind die fiir die Ligation eingesetzten Einzelfragmente dargestellt
(PuroloxP: 5,3 kb; A5BamHI Fragment: 8,2 kb). Nach der Transformation wurden die Klone mittels
einer PCR (160A5 Reva2/b2, ProduktgroBe 587 bp) auf die Integration des genomischen Fragmentes
getestet. Die resultierenden positiven Klone wurden anschlieBend noch auf die Orientierung des geno-
mischen Inserts durch eine weitere PCR (Primer M13 Forward / 160A5Revb2; FragmentgrofB3e: ca. 600
bp) getestet.

M1 PuroloxP A5BamHI

10 kb P>
8kb P

5kb P

4kb P

Abb. 4.22: PuroloxPI-Vektor und das genomische Subfragment 160AS. Der Vektor und das Subfragment
wurden mit BamHI geschnitten. (M1=Ladder Mix)

Der Klon Nr.4 besitzt die bendtigte Orientierung der genomischen Sequenz. Die teilweise Sequenzie-
rung dieses Klons bestitigte die Orientierung des Inserts. Die Linearisierung dieses Vektorkonstruktes

kann durch eine Spaltung mit Eco4711I erfolgen.

4.4.3.2 Orientierung des genomischen Subfragmentes (160A5)

Das Subfragment des BAC 160A5 wurde durch das BAC-Ende 160A5Rev relativ zum Ursprungs-
BAC 160A5 orientiert. Die Orientierung des BACs wiederum erfolgte durch ein STS-Mapping der
BAC-Enden auf dem YAC-Contig. Eine zusitzliche Bestétigung der Orientierung durch die 6ffentliche
Maus working draft Sequenz war bisher nicht moglich, da keine zu den BAC-Enden 160A5Rev und
160AS5For homologen Sequenzen identifiziert werden konnten. An dieser Position ist die working draft
Sequenz noch liickenhaft. Die Etablierung einer geeigneten Hybridisierungssonde fiir die Insertionsvek-
toren AS TKNeoloxPIIl und A5 PuroloxPI war somit auch nicht méglich und muss so lange zuriickge-

stellt werden, bis geeignete Sequenzinformationen vorliegen.
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4.4.4 Insertionsvektor L2 TKNeoloxP

4.4.4.1 Ligation der Einzelfragmente

Fiir die Herstellung dieses Deletionsvektors wurde das in den Topo PCRII klonierte PCR-Fragment
12412 SF mit Spel geschnitten und das entstehende Fragment (7479 bp) aufgereinigt. Dieses Fragment
wurde in den mit Spel gedffneten TKNeoloxPII-Vektor (ca. 7000 bp) ligiert. Insgesamt wurde von 356
Kolonien die DNA durch eine Easy Prep aufgereinigt und ungespalten auf ein Agarosegel aufgetragen.
Als GroBenkontrolle diente ein ungespaltenes ca. 14 kb grofles Plasmid. Es konnten zwei positive Klo-
ne identifiziert werden, deren ungespaltene DNA sich im Gel wie die Kontroll-DNA verhielt. Es wur-
den PCR-Tests auf das Vorhandensein der genomischen DNA (Primer: MK14Test3/4, Produktgrofie:
1300 bp), der TKNeo-Kassette (Primer:TKNeoRev1/2, Produktgréfie: 160 bp) und der loxP-site (Pri-
mer: loxPori3sense/CT8TKNeoloxPStul.1,Produktgréfe: 57 bp) durchgefiihrt, die fiir beide Kolonien
positiv waren. Anschliefend wurde ein Restriktionsverdau mit den Enzymen: Nhel, Spel und Xbal
durchgefiihrt (siche Abb. 4.23). Nhel ist das Enzym, mit dem das fertige Konstrukt linearisiert werden
soll. Es ist deutlich zu sehen, dass es nur ein Mal schneidet. Spel erzeugt zwei Fragmente der GroBe 7
kb und 7.5 kb, die aufgrund des geringen Gréfenunterschiedes im Gel nicht aufgetrennt werden und
deshalb als nur eine Bande erscheinen. Dies sind die Fragmente, die urspriinglich in die Ligationsreak-
tion eingesetzt wurden. Xbal wurde eingesetzt, um die GesamtgroBe des Vektorkonstruktes besser er-
mitteln zu kdnnen, da es zwei Mal im genomischen Fragment und ein Mal im Vektor schneidet. Durch
den Verdau entstehen die folgenden Fragmente: 9,4 kb, 3,8 kb und 1,3 kb. Das ergibt eine GroB3e von
ca. 14,5 kb fiir das Vektorkonstrukt. Die Addition der einzelnen Ligationsfragmente ergibt ebenfalls
eine GroBe von 14,5 kb. Der Deletionsvektor besteht demnach aus den gewiinschten Einzelkomponen-
ten. Die Endsequenzierung des Vektorkonstruktes bestitigte die PCR- und Spaltungsanalysen. Der De-
letionsvektor kann wie gezeigt durch eine Spaltung mit Nkel linearisiert und direkt fiir Zellkulturexpe-
rimente eingesetzt werden. Fiir die folgende Southern Blot Analyse der elektroporierten ES-Zellklone

konnte z.B. HindlIII eingesetzt werden.
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Abb. 4.23: Testspaltung des L2 _TKNeoloxP-
Vektors mit den Enzymen Xbal, Spel und
Nhel. (X=Xbal, S=Spel, N=Nhel, M1=Ladder
Mix)

L

?
3

4.4.4.2 Orientierung des genomischen Fragmentes (124L2 SF)

Im Fall der Orientierung des Fragmentes 124L2 SF konnten durch eine Sequenzanalyse ebenfalls zwei
Contigs assembliert werden. Die Sequenz, die anschlieBend zur Verfiigung stand hatte eine Gesamtlén-
ge von 61179 bp. Die Sequenz wurde in drei ca. 20000 bp groB3e Teile geteilt (Teil [; Teil II; Teil III),

die jeweils mit den in der Tabelle 4.8 aufgefiihrten Markern wieder elektronisch untersucht wurden.

Tab. 4.8: Verwendete Marker zur Orientierung des 124L.2_SF Fragmentes.

Marker PCR-Signal(Teil I) PCR-Signal (Teil II) PCR-Signal (Teil III)
————————————————— — —— ———— —— ——_—————
124L.2uni - - +
135B4rev - - +
178F18rev - + -
152P17rev - - -
45M7uni - - R

m44/pellino 5UTR - - -

1241.2rev - - -

201L21uni - - -

201L21rev - - -

Anhand der durchgefiihrten Sequenzanalysen konnte das 61179 bp Fragment, welches das 124L.2 SF
Fragment beinhaltet, orientiert werden. Innerhalb eines weiteren Sequenzcontigs des BAC 124L2 konn-
ten der 5'"UTR-Bereich des Pellino Gens und der Endmarker 124L2Rev des BACs lokalisiert werden.

Die beiden Sequenzcontigs zeigen allerdings keine Uberlappung, so dass die GroBe der Sequenzliicke
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zwischen den Contigs nicht bestimmt werden konnte. In Abbildung 4.24 ist diese Orientierung schema-

tisch dargestellt.

Mauschromosom 11

BacEnde
Zentromer 147N22Rev Pellino Murr1
O W7 | | L_//
177/ | | | 77/
D11Mit19
5°UTR Pellino
| Il ]l
[ 20 kb | 20 kb | 20 kb | |
124L2uni 135B4rev 178F18rev 124L2rev

Abb. 4.24: Orientierung des 124L.2 Fragmentes.

4.4.5 Insertionsvektor K22 PuroloxP

4.4.5.1 Ligation der Einzelfragmente

Das subklonierte genomische Fragment 185K22 SF wurde ausgewéhlt, um einen Insertionsvektor zu
konstruieren, der eine PuroloxP-Kassette triagt. Das beidseitig flankierende Enzym Spel konnte in die-
sem Fall allerdings nicht fiir die Umklonierung in den PuroloxPI-Vektor eingesetzt werden. Spel wurde
aus der MCS des PuroloxPI-Vektors durch das Einklonieren der PuroloxP-Kassette iber BamHI und
Notl entfernt. Eine Schnittstellenanalyse der genomischen DNA und der PuroloxP-Kassette ergab, dass
die Klonierung iiber die Schnittstellen Apal und Kpnl moglich war. Das genomische Fragment (4406
bp) und der PuroloxPI-Vektor (ca. 5300 bp) wurden mit Apal und Kpnl verdaut und ligiert. Es wurden
24 Kolonien durch eine Easy Prep und anschlieBenden Verdau mit Apal und Kpnl getestet. Ein Klon
zeigte das korrekte Spaltungsmuster (Kol.4, siche Abb. 4.25). Der fertige Deletionsvektor kann mit

AfIII oder Van911 linearisiert werden und steht somit fiir weitere Experimente zur Verfiigung.
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M1 AK

10 kb P

6kb P
5kb P

3,5kbp

Abb. 4.25: Doppelverdau des Vektors K22 TKNeoloxP (Kol.4) mit Apal und Kpnl. Durch den Doppelverdau
mit Apal und Kpnl entstehen die urspriinglich fiir die Ligation eingesetzten Fragmente 185K22 SF (4406 bp) und
PuroloxP I (ca. 5300 bp). (A=Apal, K=Kpnl, M1=Ladder Mix)

4.4.5.2 Orientierung des genomischen Fragmentes (185K22 SF)

Das 185K22 SF Fragment stammt aus einem 12871 bp groB3en Contig. Die in silico Analyse mit den in
Tabelle 4.9 angegebenen Markern zeigte, dass keiner der Marker in dem Sequenzabschnitt wieder zu

finden war.

Tab. 4.9: Verwendete Marker zur Orientierung des 185K22 SF Fragmentes.

Getestete Marker | Positiv/Negativ|| Getestete Marker | Positiv/Negativ
- ———— |

203019F - MIR -
Mor2e/f - 40J13f -
Mor2a/b - 48H20rev -
72P24rev - 6511 1rev -
13909rev - 219P9rev -
219P17rev - UGP-M24c/d -
219P17rev - UGP-24a/b -
185K22f - MM-1 -
185K22rev - m109 -
D11Mit294 - 206F21rev -
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Es wurden, wie bereits fiir das Fragment 135B4 SF beschrieben, zwei endstindige Primerpaare gene-
riert (MK5 E1/2, Produktgrofie: 600 bp und MKS E3/4 ProduktgréBie: 450 bp). Diese Primer wurden
in einer PCR mit den folgenden BACs des Contigs eingesetzt: 45118, 71M17, 193F23, 203019, 220E4,
165114, 40J13, 13909, 72P24, 65111, 219P17, 48H20, 185K22 (positiv Kontrolle), 219P9, 132F7,
132M6, 198D17,206F21 und 224M3. Das Primerpaar MKS5 E1/2 erzeugte bei fast allen BACs ein 450
bp Fragment. Dies fiihrte zu der Annahme, dass ein repetitives Element enthalten ist, das durch die ,,Re-
peatmasker” Analyse nicht detektiert wurde. Das Ergebnis dieser PCR ist also nicht auswertbar. Die
Auswertung der PCR mit dem Primerpaar MK5 E3/4 dagegen zeigte nur ein einziges Signal mit der
positiv Kontrolle BAC 185K22. Aufgrund dieser Ergebnisse konnte das Fragment 185K22 SF vorerst
nicht kartiert werden. Die Veroffentlichung der Maus working draft Sequenz bot eine neue Moglichkeit,
um dieses Fragment zu kartieren und zu orientieren. Die Sequenzanalyse des Fragmentes 185K22 SF
ergab, dass es auf Chromosom 11 an Position 25484180-25488587 (bp) mit einer Sequenzhomologie
von 100% kartiert. Um einen Eindruck zu bekommen, was diese Information fiir die Lage des Fragmen-
tes in unserem BAC-Contig bedeutet, wurden die Positionen der Marker BAC-Ende 147N22Rev,
Murrl und D11Mit19 ermittelt (siche Tab.4.10). Die in der Tabelle aufgefiihrten Positionsdaten zeigen,
dass das 185K22 SF Fragment distal zum Marker D11Mit19 kartiert. Dieses Ergebnis l4sst die Schluss-
folgerung zu, dass der Ursprungs BAC 185K22 chimére Anteile besitzt. Dieses 185K22 SF Fragment
scheint zu den chiméren Anteilen zugehdren, da es nicht wie vermutet zwischen den Markern BAC-

Ende 147N22Rev und Murr] kartiert, sondern distal zu dem Marker D11Mit19.

Tab. 4.10: Ermittelte Positionen der vier Marker.

Marker Position auf Chr. 11 (in bp)
—
BAC-Ende 147N22Rev 20976034-20976683
Murrl 22928994-23011797
D11Mit19 25456031-25456171
185K22 SF Fragment 25484180-25488587

Trotz dieser nicht erwarteten Position des 185K22 SF Fragmentes, kann der Insertionsvektor

K22 PuroloxP zur Erzeugung von Deletionen im Mausgenom eingesetzt werden.

4.4.6 Replacementvektor O9_PuroloxP

4.4.6.1 Ligation der Einzelfragmente

Das genomische 9447 bp grofle Subfragment des BAC 13909 wurde unter meiner Betreuung von Da-
niela Ehling im Rahmen ihrer Diplomarbeit (Ehling, 1999) isoliert und in einen pBS-Vektor kloniert,
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der keine intakte BamHI Schnittstelle mehr besitzt (pBS-SKABam). Aufgrund der durch die Kooperati-
on mit dem IMB in Jena zur Verfiigung gestellten Sequenzdaten konnte mit Hilfe des ,,WebCutter* Pro-
grammes eine Schnittstellenanalyse durchgefiihrt werden. Diese Analyse ergab, dass innerhalb der 9447

bp Sequenz zwei AfIII Schnittstellen bei bp 3866 und bp 5995 lokalisiert waren.

— 3082bp —
Hindlll BamH| BamHI Hindlll
1bp 3855 bp 6937 bp 9447 bp
EcoRl EcoRV | | Clal Kpnl
Aflll Aflll
3866 bp 5995 bp
— 2129 bp —

Abb. 4.26: Subfragment des BAC 13909. Hier ist das 9447 bp gro3e Subfragment des BAC 13909 dargestellt.
Das Fragment ist iber HindlIl in den pBS-skABam-Vektor kloniert worden. In der Mitte des Fragmentes sind
zwei AfIII und zwei BamHI Schnittstellen. Durch den Restriktionsverdau mit AfI/1 fallt ein 2129 bp und durch den
Verdau mit BamHI ein 3082 bp Fragment aus dem Vektor heraus.

Fiir die Konstruktion des Replacementvektors bot sich an, die 4f//I Schnittstellen fiir die Integration der
PuroloxPII-Kassette zu verwenden. Durch Vorarbeiten lag die PuroloxPII-Kassette, flankiert von zwei
AfII Schnittstellen im Topo PCRII-Vektor vor. Die Ligationsversuche iiber die AfI/] Schnittstelle erga-
ben keine positiven Klone. Eine Schnittstellenanalyse des PuroloxPII-Fragmentes in dem Topo PCRII-
Vektor ergab aber, dass sich flankierend zur Resistenzkassette ebenfalls zwei BamHI Schnittstellen be-
fanden. Der Restriktionsverdau mit BamHI hat einen kleinen Nachteil gegeniiber AfI/I: das Fragment,
das innerhalb der genomischen DNA durch die beiden BamHI Stellen ausgeschnitten wird, ist mit 3082
bp um 953 bp groBer als das AfI/] Fragment, so dass die Linge des rechten homologen Sequenzab-
schnittes von vormals 3452 bp auf 2510 bp verkiirzt ist (siche Abb. 4.26). Da jedoch in der Literatur
beschrieben ist, dass die untere kritische Sequenzlédnge 2000 bp betrdgt wurde der Versuch mit BamHI
durchgefiihrt.

Das genomische Fragment (9447 bp) und die PuroloxPII-Kassette (2300 bp) wurden jeweils mit BamHI
geschnitten, elektrophoretisch aufgetrennt, die Fragmente ausgeschnitten, aufgereinigt, in Wasser auf-

genommen und ligiert (siche Abb. 4.27).
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Abb. 4.27: Ligationsfragmente fiir den O9_PuroloxP Replacementvektor.
In Spur 1 ist die PuroloxPII-Kassette (2300 bp) zu sehen. Sie wurde iiber Bam-
HI aus dem Topo PCRII-Vektor ausgeschnitten und durch eine Gelextraktion

10kbp. aufgereinigt. In Spur 2 ist das genomische Subfragment des BAC 13909 (in

»
5
L T

dem Vektor pBS-SKABam) aufgetragen. Das Fragment stammt ebenfalls aus

einer BamHI Spaltung und wurde durch eine Gelextraktion aufgereinigt. Die
3 kb
> beiden Fragmente wurden fiir eine nachfolgende Ligation eingesetzt, bei der die

2kb » PuroloxPII-Kassette {iber die BamHI Schnittstelle in das genomische Fragment

e
b
-
-
=
-
vt

integriert wurde. (M1 = Ladder Mix)

Die aus der Transformation in XL1Blue-Zellen resultierenden 29 Klone wurden durch eine PCR (Pri-
mer: 13909Rev1/2, Produktgréfe: 592 bp) auf das Vorhandensein des BAC-Subfragmentes getestet. Es
zeigten 10 Klone das korrekte PCR-Produkt. Von diesen Klonen wurde die DNA durch eine alkalische
Lyse aufgereinigt und anschlieBend mit BamHI gespalten (siche Abb. 4.28). Als Kontrolle fiir den
BamHI Verdau wurden parallel das genomische Subfragment des BAC 13909 im pBS-SKABam Vek-
tor und die PuroloxPII-Kassette im Topo PCRII-Vektor mit BamHI geschnitten (siche Abb. 4.28). Alle
getesteten Klone bestehen aus dem genomischen Subfragment inklusive Vektorriickgrat (12,4 kb) und
der PuroloxPII-Kassette (2,3 kb). Bei den Kontrollen sind noch zusétzliche Banden zu sehen: die 3 kb
Bande in der Spur des genomischen Fragmentes stammt von dem DNA-Stiick, das durch den BamHI
Verdau ausgeschnitten wird, die 4 kb Bande in der Spur des PuroloxPII-Vektors ist das Topo PCRII-
Vektorriickgrat.
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Klon Nr.

|
M1 1 3 9 13 19 20 22 23 24 29 09 P

10k > ﬂhJWII-jJHJ.

3kb>

]
* R
sl

Abb. 4.28: BamHI Verdau der O9_PuroloxP-Transformanten. Die DNA von 10 Klonen wurde durch alkali-
sche Lysen prépariert und mit BamHI gespalten. BamHI Kontrollspaltungen des genomischen Subfragmentes O9
(in pBS-SKABam) wurden ebenfalls durchgefiihrt. In der mit O9 bezeichneten Spur, entspricht das bei ca. 10 kb
laufende Fragment dem bei der Ligation eingesetzten Fragment. Bei ca. 3 kb ist das liber BamHI aus der genomi-
schen DNA herausgespaltene Mittelstiick zu erkennen. In der letzten Spur (P) ist die PuroloxPII-Kassette (2300
bp) und das Vektorriickgrat des Topo PCRII-Vektors zu sehen. Bei allen getesteten Kolonien konnen eindeutig
die PuroloxPII-Kassette sowie das O9 Fragment identifiziert werden. (M1 = Ladder Mix)

Alle getesteten Klone tragen das richtige Insert. Zwei der positiven Klone (Kol.1; Kol.24) wurden fiir
eine DNA-Préparation ausgewahlt. Eine Spaltung der beiden Klone mit HindlII zeigte, dass die Puro-
loxPII-Kassetten entgegengesetzte Orientierungen innerhalb der genomischen Fragmente besitzen (sie-
he Abb. 4.29).
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A) BamHI  Hindlll

I |
1 24 1 24 M

B)
Hindlll BamHI BamHI Hindlll
— 3855 bp - PurTonPII 2510 bp /—— pBS
EcoRl EcoRV 1 Hindlll 2300 Clal Kpnl
1300 bp
}—— 5155 bp —}—— 3510 bp —
Hindlll BamH| BamH| Hindlll
— 3855 bp PuroloxPll —> 2510 bp /o PBS
EcoRl EcoRV 2300 Hindlll 1 Clal Kpnl
1300 bp

—— 4855 bop ———}———38100p —

Abb. 4.29: A) Testspaltung der O9 PuroloxP Replacementvektoren. Zwei der positiv getesteten Kolonien
wurden weiter charakterisiert (1, 24). Links ist der BamHI Verdau aufgetragen, in dem die Fragmente der beiden
Klone gleich grof3 sind. Rechts ist ein HindIIl Verdau aufgetragen, der deutliche Unterschiede in den Fragment-
grofen zeigt. Die unterschiedlichen Groflen der beiden oberen Banden lassen auf eine entgegengesetzte Integrati-
on der PuroloxPII-Kassette schlieBen. Die untere Bande, die bei beiden Klonen gleich ist, reprasentiert das Vek-
torriickgrat. (M1 = Ladder Mix)

B) Schematische Darstellung des Spaltungsmusters

Die Orientierung der genomischen Sequenz und der PuroloxP-Kassette von Klon O9_PuroloxP Kolonie
1 wurde durch Sequenzierungen verifiziert. Die Sequenzanalyse der Puromycin-Kassette ergab, dass
durch die PCR-Reaktion zwei Punktmutationen in Form von Basenaustauschen stattgefunden haben.
Bei bp 52 der codierenden Sequenz des Puromycin-Gens befindet sich auf der Nukleinsdureebene ein A
anstatt eines C und bei bp 114 befindet sich ein T anstelle eines C. Der erste Austausch an Stelle bp 52
ersetzt das Codon CGG durch das Codon AGG. Dieser Austausch hat aber keine Auswirkungen auf die
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Proteinsequenz, da beide Codons fiir die Aminosdure Arginin stehen. Der Austausch bei bp 114 ersetzt
das Codon GAC durch das Codon GAT, was ebenfalls keine Auswirkung auf die Proteinsequenz hat, da
beide Tripletts fiir Aspartat kodieren. Der Vergleich der codon usage Héaufigkeiten zeigte ebenfalls kei-
ne gravierenden Unterschiede.

Um die Funktionalitit des Puromycin-Gens in Zellen zu testen, wurden Chinese Hamster Ovary (CHO)
Zellen mit dem O9_PuroloxP-Vektor transfiziert und mit Puromycin selektioniert. Die Zellen waren bei
einer Puromycin-Konzentration von 5 pg/ml lebens- und teilungsfahig. Aufgrund der positiven Ergeb-
nisse der beschriebenen Analysen, wurde der O9 PuroloxP Replacementvektor (siche Abb. 4.29B
Kol.1, oberes Schema) trotz der beiden Punktmutationen im Puromycin-Gen fiir den weiteren Ver-
suchsablauf eingesetzt.

Der Vektor O9 PuroloxP Kol.1 wurde mit Pvul iiN gespalten, Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol ext-
rahiert, geféllt und in sterilfiltriertem TE mit einer Endkonzentration von 1ug/ul aufgenommen (siche

Abb. 4.30). Die DNA war nun einsatzbereit fiir die Elektroporation in ES-Zellen.

<« 10kb Abb. 4.30: Pvul Verdau des Replacementvektors
09 _PuroloxP. Der Replacementvektor O9 PuroloxP wurde fiir
die nachfolgende Elektroporation in ES-Zellen mit Pvul gespalten,
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol extrahiert und geféllt. Durch
den Pvul Verdau wird ein 1045 bp Fragment aus dem Vektorriick-
grat herausgeschnitten, das fiir die weiteren Experimente aber

nicht storend wirkt.

« 1045 bp

4.4.6.2 Orientierung des genomischen Subfragmentes (13909)

Das genomischen Subfragment des BAC 13909 (9447 bp) konnte direkt durch die BAC-Endsequenz
13909Rev relativ zu dem BAC-Contig orientiert werden. Da auch von diesem Fragment Sequenzen
vorlagen, konnte eine in silico Analyse auf den Markergehalt des Fragmentes durchgefiihrt werden
(siche Tab.4.11). Eine weitere Sequenzanalyse des 13909 Subfragmentes durch das ,,BLAST* Pro-

gramm zeigte, dass die Exons 6, 7, 8 und 9 sowie der 3'UTR-Bereich von Mor2 enthalten sind.
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Tab. 4.11: Verwendete Marker zur Orientierung des 13909 Subfragmentes

Getestete Marker | Positiv/Negativ||Getestete Marker | Positiv/Negativ
D20E4For | - || I1K22For | -
71M17Rev - 219P9For -
203019For - 185K22Rev -
Mor?2 e/t - D11Mit294 -
Mor?2 a/b - MIR -
72P24Rev - 40J13For -
13909Rev + 48H20Rev -
219P17Rev - 65111Rev -
13909For - 219P9Rev -

4.4.6.3 Hybridisierungssonde

Als Hybridisierungssonde wurde ein 605 bp Fragment gewéhlt, das auBerhalb der homologen Sequenz-
bereiche liegt. Dieses Fragment wurde iiber eine PCR amplifiziert (Primer: 611P24U1/4, Produktgrof3e
605 bp), in den pGEM-T Easy-Vektor kloniert, iiber EcoRI ausgeschnitten und als aufgereinigtes Frag-
ment als Sonde (U1/4) eingesetzt. Zum Test der Sonde wurde genomische DNA des Mausstammes 129
eingesetzt. Die DNA wurde mit den Enzymen Xbal und X#ol, die aulerhalb der genomischen Sequenz
schneiden, gespalten, elektrophoretisch aufgetrennt, geblottet und fiir die Hybridisierungsreaktion ein-
gesetzt (siche Abb. 4.31). In jeder Spur ist nur eine einzige Bande zu erkennen, deren GroB3e mit den
Sequenzdaten iibereinstimmt: Xbal 4,083 kb und X#ol ca. 13 kb. Die GroBe des Xhol Fragmentes konn-
te nicht genau ermittelt werden, da nur eine Restriktionsschnittstelle innerhalb der vorliegenden Se-
quenzdaten bekannt war. Aufgrund dieser Sequenzdaten konnte die Aussage getroffen werden, dass das
Fragment groBer als 12,194 kb sein muss. Die Hybridisierungsdaten zeigen eine Fragmentgrofie von ca.
13 kb. Das Ergebnis der Testhybridisierung zeigt, dass das Fragment U1/4 als spezifische Sonde fiir

nachfolgende Experimente eingesetzt werden kann.
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Xb Xh

4kb > W

Abb. 4.31: Sondentest 09 _PuroloxP 611P24 U1/U4. Die Sonde erkennt spezifisch jeweils nur ein Fragment bei
der Xbal (ca. 4 kb) und bei der Xhol (ca. 13 kb) Spaltung. (Xb=Xbal; Xh=Xhol)

4.4.7 Anordnung der Targetingvektoren im Maus-Contig

Die in dieser Arbeit hergestellten sechs Targetingvektoren sind in Abbildung 4.32 nochmals schema-
tisch dargestellt. Es ist die Lage der Vektorkonstrukte zueinander, sowie ihre Position im wobbler
Maus-Contig skizziert. Es konnen jeweils ein PuroloxP und ein TKNeoloxP tragender Vektor kombi-
niert werden, um eine Deletion im Mausgenom zu erzeugen. Mit den vorliegenden Targetingvektoren
stehen daher insgesamt acht verschiedene Kombinationsmdglichkeiten zur Verfligung, um Deletionen
zu generieren. Im folgenden Teil dieser Arbeit soll die bereits durchgefiihrte Integration von zwei dieser

Vektoren B4 TKNeoloxP und O9 PuroloxP in das ES-Zellgenom dargestellt werden.
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Mauschromosom 11

I I<—Puro|oxP I I I<—Puro|oxP I

09_PuroloxP K22_PuroloxP
BacEnde
147N22Rev Pellino
O L/ | | | //
17/ | [ | 7/
Zentromer D11Mit294 D11Mit19
[ [ TKNeoloxp<—]|

L2_TKNeoloxP

|<— TKNeoloxP | |

B4_TKNeoloxP

TKNeoloxP <—| |

A5_TKNeoloxP
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Abb. 4.32: Lage der Targetingvektoren im wobbler Maus-Contig. In dieser schematischen Darstellung sind

alle generierten Targetingvektoren aufgefiihrt und ihre relative Lage zum wobbler Maus-Contig angezeigt.



Ergebnisse 108

4.5 Einbringung der Vektoren in die ES-Zellen

4.5.1 Insertionsvektor B4 TKNeoloxP

Jeweils 20 png des linearisierten und aufgereinigten B4 TKNeoloxP Targetingvektors wurden, in zwei
zeitlich versetzten Versuchen, in ES-Zellen elektroporiert. Nach der Neomycin-Selektion wurden die
resistenten Klone gepickt, expandiert und in eine Master Platte und eine DNA Platte aufgeteilt. Insge-
samt wurden 1536 Klone gepickt. Von den ES-Zellen der DNA Platte wurde die DNA prépariert und
mit BstX1 GiN gespalten. Nach der Trennung der Fragmente auf einem 1%igen Agarosegel wurden die
Gele geblottet und die Filter mit der Sonde F2 hybridisiert. Auf diese Weise wurden 960 ES-Zellklone
von den 1536 Klonen durch Hybridisierung getestet. Es konnten insgesamt sechs Positive (HAS5, HC3,
JF4, JH4, 3C3, 5E11) identifiziert werden. In Abbildung 4.33 ist das positive Hybridisierungssignal
(18,5 kb) von Klon JF4 zu sehen. Unterhalb der 18,5 kb Bande sieht man die 11,7 kb Bande der nicht
modifizierten ES-Zell-DNA. Das bedeutet, dass der Targetingvektor nur in ein Allel integriert ist und
das andere Allel unverdndert vorliegt. Es konnte beobachtet werden, dass bei nur 6 von 960 getesteten
Klonen der Targetingvektor durch homologe Rekombination in den gewiinschten Ziellokus integriert
ist. Dies erlaubt unter Beriicksichtigung aller Insertionsereignisse die Berechnung der Frequenz mit der
der Targetingvektor ortspezifisch integriert (ortspezifische Integrationsfrequenz). In diesem Fall betrigt
sie ca. 0,6%. Die Frequenz mit der dieser Targetingvektor in den Ziellokus integriert ist, betrédgt also ca.
0,6 %. In Abbildung 4.34 ist schematisch die Integration des B4 TKNeoloxP Insertionsvektor abgebil-
det.
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- - % 4é6kb
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Abb. 4.33: Hybridisierung der BstXI gespaltenen ES-Zellklone mit der Sonde F2. Es sind 36 Klone der Platte
J aufgetragen. Die Buchstaben D, E und F stehen fiir die entsprechenden Spalten der Platte und die Zahlen 1-12
sind die Wells pro Spalte. Der Pfeil markiert das Insertionsereignis des Vektors B4 TKNeoloxP beim Klon JF4.

Das Signal ist deutlich groBer als bei den iibrigen Klonen ohne Insertion des Vektors.
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Abb. 4.34: Schematische Darstellung der Integration des B4 TKNeoloxP-Vektors in das ES-Zellgenom.

Bei einer korrekten Integration des B4 TKNeoloxP-Vektors und einem anschlieBenden BstXI Verdau kann in
einer Hybridisierung mit der Sonde F2 (1170 bp) ein 18559 bp Fragment detektiert werden. Im Gegensatz dazu
zeigt die Hybridisierung von nicht modifizierter ES-Zell-DNA eine Bande der Gréfie 11727 bp.

Die positiven Klone HAS, HC3, JF4, JH4, 3C3, S5E11 wurden dann von den bei —80°C eingefrorenen
Master Platten expandiert. Von einem Teil der Zellen wurde DNA prépariert, um die korrekte Integrati-
on des Targetingvektors nochmals zu iiberpriifen. Die aufgereinigte DNA wurde mit BstXI gespalten,

elektrophoretisch aufgetrennt, geblottet und fiir eine Hybridisierung mit der Sonde F2 eingesetzt (siche

Abb. 4.35).
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Abb. 4.35: Hybridisierung der mit BszXI gespaltenen ES-Zellklone mit inseriertem B4 TKNeoloxP-Vektor.
A). Die gespaltenen DNAs der Klone HAS, HC3, JF4, JH4, 3C3 und 5E11 wurden mit der Sonde F2 hybridisiert.
Der Klon JH4 zeigt nur eine 11,7 kb Bande ohne Insertion. Der Klon 3C3 zeigt zwei schwache Banden, die zu
grof} sind sowie ein zusétzliches Fragment bei 4,5 kb. Die iibrigen Klone besitzen neben der 11,7 kb Bande zu-
sétzlich die fiir die Insertion charakteristische 18,5 kb Bande. B). Wiederholung der Hybridisierung mit Klon 3C3
und HAS. (M2=A Marker, M1=Ladder Mix)

Die Klone HAS, HC3, JF4 und 5E11 zeigen eindeutig die 18,5 kb Bande, die dem integrierten Vektor
entspricht. Bei Klon JH4 ist nur noch die 11,7 kb Bande zu erkennen. Schon bei dem ersten Hybridisie-
rungsergebnis konnte festgestellt werden, dass die 18,5 kb Bande deutlich schwacher als die 11,7 kb
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Bande war. Eine Erkldrung hierfiir konnte sein, dass es sich bei dem Klon JH4 um einen Mischklon
handelt. Wenn die DNA eines unveridnderten Klons und eines Klons mit einem Targeting-Ereignis zu-
sammen prépariert werden, so liegt die 11,7 kb Bande gegeniiber der 18,5 kb Bande in einem Verhiltnis
von 3:1 vor. Das konnte die unterschiedliche Bandenstirke erkliren. Weiterhin kann es sein, dass der
unverdnderte ES-Zellklon, im Vergleich zu dem modifizierten Klon, ein schnelleres Wachstum besitzt,
so dass der unverdnderte Klon nach einigen Passagen viel stérker reprasentiert ist und deshalb nur noch
das von ihm stammende 11,7 kb Fragment zu detektieren ist. Bei dem ES-Zellklon 3C3 sieht man zwei
Fragmente, die deutlich hoher laufen, als die der anderen Klone, sowie ein weiteres 4,5 kb Fragment.
Da die DNA-Konzentration von 3C3 deutlich geringer war als die der anderen Klone, wurde erneut
DNA aufgereinigt und mit BstXT gespalten. Der Restriktionsverdau von 3C3 wurde fiir einen Grofen-
vergleich neben einem Verdau des Klons HAS auf ein Gel aufgetragen und der resultierende Blot mit
der Sonde F2 hybridisiert (siche Abb. 4.35B). Nun zeigte auch der 3C3 Klon die erwarteten Banden.
Das abweichende Ergebnis der ersten Hybridisierung lasst sich eventuell dadurch erklaren, dass die En-
zymkonzentration flir die geringe DNA-Menge zu hoch war, so dass es zu weiteren unspezifischen
Spaltungen kam. Ein weiterer Grund konnte ein geringerer Reinheitsgrad der DNA sein. Die drei Klone

(HAS, JF4 und 3C3) wurden fiir die Elektroporation des zweiten Targeting-Konstruktes ausgewéhlt.

4.5.2 Replacementvektor O9 PuroloxP

4.5.2.1 Elektroporation von unbehandelten ES-Zellen

Zeitgleich zur Elektroporation des B4 TKNeoloxP Insertionsvektors wurde auch der O9 PuroloxP-
Replacementvektor in ES-Zellen elektroporiert, um schnellstmdglich mit den ES-Zellklonen weiterzu-
arbeiten, die zuerst eine korrekte Integration des Targetingvektors aufwiesen. Es wurden 384 ES-
Zellklone gepickt, mit Xhol gespalten, geblottet und durch eine Hybridisierung mit der Sonde U1/4 ana-
lysiert. Insgesamt konnten drei positive Klone (2E4, 2F3, 4E1) identifiziert werden. Die ortspezifische
Integrationsfrequenz betrigt fiir diesen Targetingvektor ca. 0,8%. Das Ergebnis des Integrationsereig-

nisses des Replacementvektors ist in der Abbildung 4.36 schematisch dargestellt.
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Abb. 4.36: Schematische Darstellung des Integrationsereignisses des Replacementvektors O9 PuroloxP.

Durch das Einbringen des Deletionsvektors in das ES-Zellgenom wird gleichzeitig eine zusatzliche XAol Schnitt-
stelle integriert. Wenn die DNA mit Xhol gespalten wird, so entsteht ein ca. 5500 bp grofles Fragment, das mit der
Sonde Ul/4 (605 bp) detektiert werden kann. Ist die DNA nicht modifiziert, so entsteht ein ca. 13 kb grofes
Fragment. Die Pfeile zeigen die Lage der Primer an, die fiir einen PCR-Screening-Test konstruiert wurden. Das

PCR-Produkt iiberspannt den 2510 bp genomischen Bereich.

4.5.2.2 Zweite Elektroporation der ES-Zellklone

Die ES-Zellklone HAS, JF4 und 3C3, die bereits den Insertionsvektor B4 TKNeoloxP trugen, wurden
mit dem zweiten Konstrukt (O9 PuroloxP-Replacementvektor) elektroporiert. Von den Elektroporatio-
nen der Klone HAS und JF4 wurden jeweils 480 Klone gepickt. Der Klon 3C3 wurde in zwei aufeinan-
der folgenden Elektroporationen eingesetzt, so dass von diesem Klon 960 Klone gepickt wurden. Insge-
samt wurden also 1920 Klone gepickt. Es wurden zuerst nur von 576 Klonen Spaltungen mit dem En-
zym Xhol angesetzt, im Gel aufgetrennt, geblottet und mit der Sonde U1/4 hybridisiert. Es konnte nur
ein einziges positives Signal (TKN-3C3_P-4C12) identifiziert werden (siehe Abb. 4.37).
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Abb. 4.37: Hybridisierung der doppeltransfizierten ES-Zellklone mit der Sonde U1/4. Es sind 36 Klone der
Platte 4 Xhol gespalten aufgetragen. Die Buchstaben A, B und C stehen fiir die entsprechenden Spalten der Platte
und die Zahlen 1-12 sind die Wells pro Spalte. Der Pfeil markiert das Integrationsereignis des Replacement-
Vekors 09 PuroloxP beim Klon 4C12. Das Signal ist mit ca. 5,5 kb deutlich kleiner als bei den iibrigen Klonen
(ca. 13 kb) ohne Integration des Vektors, da durch die PuroloxP-Kassette eine zusdtzliche Schnittstelle in das Ge-

nom eingefiigt wird.

Ein positiver Klon unter ca. 600 getesteten Klonen bedeutet, dass nur 0,16% aller resistenten Klone eine
ortspezifische Integration des Targeting-Konstruktes aufweisen. Diese seltene lokusspezifische Integra-
tion, die der sehr zeit- und materialaufwendigen Screening Methode des Southern Blottings und Hybri-
disierens gegeniiberstand, flihrte zu der Etablierung einer einfacheren Screening Methode. Basierend
auf dem identifizierten positiven Klon (TKN-3C3 P-4C12), wurde ein PCR-Screening entwickelt. In
Abbildung 4.36 ist die Lage der verwendeten Primer (ESPuroTest3.s/ESPuroTest.as) gezeigt. Die Pri-
mer wurden so konstruiert, dass sie den 2510 bp homologen Bereich des Targetingvektors flankieren.
Ein Primer liegt in der Puromycin-Resistenzkassette (ESPuroTest3.s) und der andere innerhalb der
Hybridisierungssonde U1/4 (ESPuroTest.as). Die Lage der Primer wurde so gewihlt, dass auch die
schon mit XAol gespaltenen 576 Klone nochmals durch die PCR iiberpriift werden konnte. Es wurden
also 1920 Klone mit Hilfe des PCR-Tests auf positive Signale gescreent. Obwohl der PCR-Test sehr
spezifisch war und die Kontrollreaktion nur die 2,5 kb Bande zeigte, wurden wéhrend des Screenings
haufig auch spezifische Banden der GroBe 1,3 kb, 1,5 kb, 2 kb und 3 kb identifiziert. Simtliche Klone,

die ein spezifisches Signal zeigten sind in der folgenden Tabelle 4.12 zusammengefasst.
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Tab. 4.12: Positive Klone des PCR-Screenings

Klonname und Koordinaten der 96 Klonname und Koordinaten der 96
Platten-Nr. Well Platte Platten-Nr. Well Platte
HAS5-1 D/2; D/3 3C3-2 C/3; D/5; E/11; F/2; G/3
HAS5-3 C/5 3C3-3 C11; D/3; G/1
B/9; C/12; E/10; F/9;
HAS5-4 C/1 3C3-4
F/10; H/8
HA5-5 H/2 3C3-6 B/2; D/3
JF4-1 C/1 3C3-7 G/4
E/7; F/5; G/1; G/5; G/10;
JF4-2 3C3-8 C/8; F/10
H/8
JF4-4 C/2; E/10 3C3-9 F/10
JF4-5 A/l; G/3 3C3-10 B/5; C/8; D/11; E/6; E/3
3C3-1 B/7; E/10; G/1; G/6

Von diesen 45 Signalen wiesen nur fiinf die korrekte FragmentgroBBe von 2,5 kb auf (3C3-1G6; 3C3-
4C12; 3C3-9F10; JF4-2G10; 3C3-3C11). Es wurde von allen in der Tabelle 4.12 aufgefiihrten Klonen
eine Restriktionsspaltung mit XAol angesetzt. Ausgenommen sind die Klone, die bereits in einer Hybri-
disierung eingesetzt wurden (3C3 Platte 1-4; JF4 Platte 1; HAS Platte 1). Die Hybridisierung ergab,
dass zwei der Klone (JF-2G10 und 3C3-9F10) positiv waren (siche Abb. 4.38).
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Abb. 4.38: Hybridisierung der positiven Klone aus Tab.4.12 mit der Sonde U1/4. Zu sehen sind die beiden

positiven Signale 3C3-9F10 und JF4-2G10 mit einer Fragmentgrofe von ca. 5,5 kb.

Die beiden positiven Signale stammen ebenso von Klonen, deren PCR-Fragmente eine Grofle von 2,5
kb aufweisen, wie der zuerst ermittelte positive Klon 3C3-4C12. Da drei von den fiinf Klonen mit ei-
nem korrekten PCR Signal auch im Southern Blot als Positive identifiziert werden konnten, ist die
Wabhrscheinlichkeit hoch, dass die restlichen beiden (3C3-1G6 und 3C3-3C11) ebenfalls einen korrekt
integrierten Targetingvektor besitzen. Vermutlich wurden sie bei den durchgefiihrten Hybridisierung-
sexperimenten nicht detektiert, weil eine zu geringe Menge an ES-Zell-DNA eingesetzt wurde. Es kann
demnach davon ausgegangen werden, dass von 1920 getesteten Klonen fiinf einen korrekt integrierten
Targetingvektor enthalten. Das entspricht einer ortspezifischen Integrationsfrequenz von 0,26%. Die
positiven Klone werden schnellstmdglich aufgetaut, expandiert und fiir die Elektroporation mit dem

Cre-Expressionsplasmid vorbereitet.

4.6 Strahleninduzierte Deletionen

4.6.1 09 TKNeoRadiation-Replacementvektor

Wie bereits erwahnt wurde das genomische 9447 bp grofle Subfragment des BAC 13909 unter meiner
Betreuung von Daniela Ehling im Rahmen ihrer Diplomarbeit (Ehling, 1999) isoliert. Weiterhin wurde
die TKNeo-Kassette (ohne loxP-Element; von J. Schimenti Jackson Laboratory Bar Harbor USA), {iber
eine BamHI Schnittstelle in das genomische Fragment gesetzt. Der Targetingvektor hat eine Gesamt-
grofle von 13365 bp. Die Orientierung der TKNeo-Kassette innerhalb des genomischen Fragmentes ist
irrelevant, so dass der fertig gestellte Vektor direkt von mir weiter bearbeitet werden konnte. Das Kon-

strukt wurde mit dem Enzym Pwvul im Vektorriickgrat linearisiert, der Ansatz mit Phe-
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nol/Chloroform/Isoamylalkohol gereinigt, gefillt und mit einer Konzentration von 1 pg/ul in sterilfilt-
riertem TE aufgenommen (siehe Abb. 4.39).

1kb p B

Abb. 4.39: Mittels Pvul linearisierter O9_TKNeoRadiation-Replacementvektor. Durch die Pvul Spaltung
wird ein kurzes Stiick (1045 bp) herausgeschnitten, das jedoch fiir die weiteren Experimente keine Relevanz be-

sitzt (M1=Ladder Mix).

Die so aufgereinigte DNA wurde fiir die Elektroporation in ES-Zellen eingesetzt. Eine schematische

Darstellung des O9 TKNeoRadiation-Replacementvektors zeigt die Abbildung 4.40.

Xbal Xbal
3855 bp 4000 bp 2510 bp pBS
genom. Fragment TKNeo genom.
Fragment
Hindlll BamHI BamHI Hindlll

Abb. 4.40: Aufbau des O9_TKNeoRadiation-Replacementvektors.

4.6.2 Hybridisierungssonde

Als Hybridisierungssonde diente die bereits fiir den Replacementvektor O9 PuroloxP getestete Sonde
Ul/4, da die homologe genomische DNA des Vektors auf demselben Subfragment des BAC 13909
basiert. Das Restriktionsenzym, mit dem die genomische ES-Zell-DNA geschnitten wurde war in die-
sem Fall Xbal. Die GroBe der Fragmente betrdgt 4083 bp fiir die ES-Zell-DNA ohne Targetingereignis
und 7702 bp wenn es zu einer korrekten Integration in das Genom kommt (siche Abb. 4.31 und 4.42).
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4.6.3 Elektroporation des O9 TKNeoRadiation-Replacementvektors

Der 09 TKNeoRadiation-Replacementvektor wurde in die ES-Hybridzelllinie C57BL/6x129/SV™ e-
lektroporiert (siche Abb. 4.41).

Xbal
BstXI Xbal Xbal +1192 bp
-6070 bp | Sonde
| 605 bp
] 3855 bp 4000 bp 2510 bp ———bpfpme
chromosomale DNA | genom. Fragment TKNeo genom. | chromosomale DNA
Fragment

Hindlll BamHI BamHlI Hindlll
P —e

PCR-Tests der ES ZellKlone

Abb. 4.41: Schematische Darstellung der Integration des O9_TKNeoRadiation-Vektors in das ES-
Zellgenom. Die Insertion des O9 TKNeoRadiation-Vektors in die ES-Zell-DNA fligt eine zuséitzliche Xbal
Schnittstelle ein, so dass bei einer Hybridisierung mit der Sonde U1/4 (605 bp) ein 7,7 kb Fragment sichtbar wird.

Im Normalfall, ohne Deletionsvektor, ist eine 4,1 kb Bande zu sehen.

Diese Zelllinie hat den Vorteil, dass nach Erzeugung der Deletionen ein PCR-Screening zur Identifizie-
rung der DeletionsgroBe durchgefiihrt werden kann. Nach der Neomycin-Selektion wurden 1248 Klone
gepickt. Das Southern Blot Screening von 384 Klonen ergab zwei positive Signale (1C12; 1H4). Fiir die
Analyse der restlichen 864 Klone wurden ein PCR Screening entwickelt (Primer: ESPuroTest.as /
K13TKNeo.s; Produktgrofle ca. 2,5 kb). Sdmtliche 1248 Klone wurden mit Hilfe dieses Screenings auf
eine korrekte Integration des Targetingvektors getestet. Auch bei diesem PCR-Screening wurden Frag-
mente amplifiziert, deren Grofle von 2,5 kb deutlich abwich. Nur fiinf der 13 PCR-Signale waren 2.5 kb
groB. In der folgenden Tabelle 4.13 sind die 13 detektierten PCR-Signale aufgefiihrt.
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Tab. 4.13: In der Test-PCR positive O9_TKNeoRadiation-Deletionsklone.

Koordinaten der 96
Platte-Nr.
Well Platte
1 C/12; H/04
3 D/06; D/07; F/08
6 A/08; D/10
10 F/10
3 C/02; D/03; E/11;
F/04; F/05

Die DNA der Klone, die noch nicht fiir eine Hybridisierung eingesetzt wurden (ab Platte 5) wurden mit
Xbal gespalten, elektrophoretisch aufgetrennt, geblottet und mit der Sonde U1/4 hybridisiert. Es konn-
ten zwei Positive detektiert werden: 6D10 und 13F5. In Abbildung 4.42 sind alle positiven Hybridisie-

rungssignale aufgefiihrt.

5B6

10 kb B>
8kb P W

5kb D>

4kb P

Abb. 4.42: 09 _TKNeoRadiation positive Klone.

Auch in diesem Experiment kann festgestellt werden, dass alle in der Hybridisierung als positiv identi-
fizierten Klone die korrekte Produktgrofe in der PCR zeigten. Die einzige Ausnahme ist der Klon 3FS,
der in der PCR ein 2,5 kb Signal zeigte, aber kein Signal in der Hybridisierung erbrachte. Vermutlich ist
der Grund eine zu geringe DNA-Konzentration, die fiir die Spaltung eingesetzt wurde. Die Integrations-
frequenz dieses Targeting-Konstruktes betragt 0,4%, da fiinf von 1248 Klonen positiv waren. In der
folgenden Tabelle sind die 13 detektierten positiven Signale aufgefiihrt. Der Klon 1H4 wurde fiir weite-

re Versuche ausgewaihlt.
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4.6.4 Bestrahlung

Der Klon 1H4 wurde expandiert und anschlieend fiir ein Bestrahlungsexperiment eingesetzt. Hierzu
wurden ca. 200.000 Zellen y Strahlung ausgesetzt, anschlieBend ausgesét und mit 2uM Gancyclovir auf
den Verlust der TK-Kassette selektioniert. Es wurden 368 resistente Klone in 4 x 96Well Platten ge-
pickt. Von jeder 96Well Platte wurde eine Kopie angefertigt, die mit Neomycin selektioniert wurde. Die
Klone, bei denen tatsichlich die TKNeo-Kassette deletiert ist, sollten sensitiv gegeniiber Neomycin
sein. Neomycin wurde nach ca. 24 h zu dem Medium hinzugegeben und die Selektion wurde fiir 5 Tage
aufrechterhalten. In nur fiinf Wells waren zum Schluss noch teilungsfahige Klone sichtbar. In den meis-
ten anderen Wells konnten zwar noch Zellklone identifiziert werden, die aber die typischen blischen-
formigen Abschniirungen zeigten, die flir das Absterben der Zellen charakteristisch sind. In 12 Wells
waren nach der Selektion gar keine Zellen mehr vorhanden. Auf DNA-Ebene wurde ebenfalls der Ver-
lust der TKNeo-Kassette iiberpriift. Hierzu wurde eine flir die TKNeo-Kassette spezifische PCR etab-
liert (Primer:TKNeoRev5/Uni5; Fragmentgrofe: 340 bp). Wenn die TKNeo-Kassette durch die Be-
strahlung verloren geht, wird in der PCR kein Produkt amplifiziert. Die PCR wurde fiir die 368 Klone
durchgefiihrt. Bei 41 Klonen konnte kein oder nur ein schwaches Signal erkannt werden. Fiir diese Klo-
ne wurde die PCR wiederholt. Von den 41 Klonen blieben 11 (IIB11, IIE11, IIH5, IIH10, I1ID4, I11E3,
IIE7, IIE9, IVA3, IVB3, IVGS) {ibrig, bei denen kein positives Signal detektierbar war (siche Abbil-
dung 4.43).

Platte | Platte Il Platte IV Platte Il

o
-
[a)a]

E10
E11

340 bp p

Abb. 4.43: PCR-Screening auf den Verlust der TKNeo-Kassette.

Diese 11 ES-Zellklone tragen vermutlich unterschiedliche, sich tiberlappende Deletionen. Um die Dele-
tionen zu verifizieren und um ihre GroBe zu kartieren, wurden polymorphe Marker auf Chromosom 11
zwischen den Mausstammen C57BL/6 und 129 gesucht. Bei einem polymorphen Marker, der innerhalb
der Deletionsregion lokalisiert ist, sollte die PCR nur das Fragment des C57BL/6 Allels amplifizieren,
da das 129er Allel durch die Bestrahlungsreaktion deletiert ist. Wenn geniigend Polymorphismen vor-

liegen, ist es moglich die Grofle und Lage der Deletionsregion prizise zu charakterisieren.
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4.6.5 Polymorphismen

Eine Ubersicht iiber die Polymorphismen zwischen den in Laboren hiufig gehaltenen Mausstimmen
gibt die folgende Adresse: http: /www.informatics.jax.org.

Zwischen den Mausstimmen C57BL/6 und 129 konnten vier PCR-Polymorphismen fiir Maus Chromo-
som 11 (2,4 cM — 17 cM) gefunden werden (siche Tab.4.14).

Tab. 4.14: Marker fiir Polymorphismen zwischen C57BL/6 und 129.

Marker (¢cM) | GrofBie (Stamm)
- ————————|
122 bp (C57BL/6)
DI11Mit2 (2,4)
116 bp (129)
190 bp (C57BL/6)
Glns-psl (11,0)
185 bp (129)
270 bp (C57BL/6)
Stk10 (16)
260 bp (129)
95 bp (C57BL/6)
DI11Mit205 (17)
100 bp (129)

Die optimale Annealing Temperatur wurde fiir jeden Marker durch eine Gradienten-PCR ermittelt. An-
schliefend wurde die PCR fiir jeden Marker mit C57BL/6 und 129 DNA durchgefiihrt und auf ein 4%
Nusieve Gel aufgetragen. In Abbildung 4.44 ist das PCR-Ergebnis gezeigt. Der fiir den Marker
DI11Mit2 angegebene Unterschied (122 bp/116 bp) kann hier nicht identifiziert werden. Bei den PCR-

Produkten der restlichen drei Marker sind leichte Unterschiede in der Bandenhdhe zu erkennen.
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Mit2 Mit205 Gins Stk10
129 B6 129 B6 129 B6 129 B6

4 300 bp

<« 200 bp

< 100 bp

<« 80 bp

Abb. 4.44: Polymorphismen-Marker zwischen den Mausstimmen 129 und C57Bl/6.
Mit2=D11Mit2, Mit205=D11Mit205, Glns=Glns-ps1)

Diese Marker werden in den folgenden Experimenten eingesetzt, um die Deletionen der oben genannten
Klone zu bestitigen und zu charakterisieren. Zusétzlich ist eine eigene Polymorphismen-Suche gestartet
worden. Dazu wird nach kurzen repeats (100-200 bp) in der Maussequenz gesucht. Es werden dann
Primer flankierend zu diesen repeats ausgesucht und die PCR mit DNA der Mausstimme C57BL/6 und
129 durchgefiihrt. Die Produktgrofen werden anschlieend auf einem 4% NuSieve Gel iiberpriift. Bis-

her wurden keine weiteren fiir die Deletionscharakterisierung addquaten Polymorphismen identifiziert.
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5. Diskussion

5.1 Aufbau eines Maus-BAC-Contigs

Zu Beginn dieser Arbeit lag ein YAC-Contig vor, das die wobbler kritische Region abdeckte. Aufgrund
der Nachteile, die mit YACs verbunden sind, wie z.B. eine hohe Chimérititsrate und der stérende Hin-
tergrund der natiirlichen Hefechromosomen, sollte ein die Kandidatengenregion iiberspannendes BAC-
Contig erstellt werden. BACs haben den Vorteil, dass sie relativ grole Inserts (100-200 kb) tragen und
trotzdem wie bakterielle Plasmide behandelt werden kénnen. BAC-DNA kann schnell in grolen Men-
gen aufgereinigt werden. Dies stellt einen enormen Vorteil dar und erleichtert nachfolgende Experimen-
te, wie z.B. Subklonierungen von genomischen Fragmenten. Die Erstellung des BAC-Contigs sollte
innerhalb einer relativ kurzen Zeitspanne abgeschlossen sein. Das war allerdings nicht moglich, da sich
das Erstellen der physikalischen BAC-Karte als weitaus anspruchsvoller als zu Anfang angenommen
herausstellte. Es kostete sehr viel Zeit die PCR-Ergebnisse zu bewerten und in das Contig einzufiigen.
PCRs mussten hiufig wiederholt werden, da die Signale nicht eindeutig waren. Einige BAC-Enden ent-
hielten repetitive Sequenzen. Die Signale, die mit diesen Enden erzielt wurden, wurden aus dem Contig
wieder entfernt. Ebenso schwierig war die Orientierung der BACs. Haufig konnten die BAC-End-STS-
Marker nicht als endstindige Marker der BACs kartiert werden, so dass einige BACs zwar im Contig
lokalisiert, aber die Enden zunéichst nicht orientiert werden konnten.

Das Aufspiiren eines neuen EST-Markers (Maus-EST13; Resch, 2000) sowie des Murrl Gens (Fuchs,
2001), die auf dem YAC-Contig aber nicht auf dem BAC-Contig kartiert werden konnten, zeigte neue
Liicken innerhalb des Contigs auf. Es wurde ein BAC-Screen von S. Fuchs fiir beide Regionen durchge-
fiihrt. In der Region des Maus-EST13 konnte die Liicke, durch die neuen BACs (Fuchs, 2001) verklei-
nert und durch die in dieser Arbeit durchgefiihrte Fiber-FISH-Methode geschlossen werden (siche un-
ten). Die Region um Murrl konnte mit BACs einer anderen Maus-BAC-Bank (RCPI23; IMB Jena) ab-
gedeckt werden. Es war aber nicht moglich, eine Uberlappung zu den proximal liegenden (mit dem Pel-
lino Gen identifizierten) BACs zu finden. Hier besteht also noch eine Liicke in dem aktuellen Contig.
Eine weiter proximal lokalisierte Liicke konnte durch den BAC 209F21 geschlossen werden. Dieser
BAC tragt das 5'Ende des Gens Kiaa0903, sowie den die wobbler kritische Region proximal flankie-
renden Marker 147N22Rev. Zusitzlich konnten die beiden Marker (MK2-0872.1/2 und MK2-
0872.3/4), die zur Orientierung des 135B4 Subfragmentes dienten, auf diesem BAC detektiert werden.

Die Fiber-FISH- und auch die FISH-Methode eignen sich hervorragend, um Kartierungsergebnisse zu
iiberpriifen, was bereits schon von anderen Gruppen angewandt wurde (Klockars et al., 1996; Brunner
et al., 1998). Wie in dieser Arbeit gezeigt, konnen sich iiberschneidende Sequenzbereiche in BACs de-
tektiert und die GroBe der Uberlappung leicht abgeschétzt werden. Bei nicht iiberlappenden Sequenzen
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diirfen die eingesetzten Sonden allerdings nicht zu weit auseinander liegen. Es wurde die Erfahrung
gemacht, dass Distanzen zwischen zwei BAC-Sonden von bis zu 200 kb gut identifiziert werden kon-
nen, was im Fall der Hybridisierung der BACs 71M17 und 208P2 gezeigt werden konnte. Der BAC
208P2 tragt das 3 'Ende der anonymen cDNA Homoloc-13 (Marker: m13-3"Ende) und der BAC 71M17
tragt als Marker einen weiter 5” liegenden Teil der cDNA (Marker: m13). Zwischen den beiden BACs
konnte aber durch das STS-Mapping keine Uberlappung festgestellt werden. Obwohl es eher selten vor-
kommt, dass das 5" und das 3" Ende eines Gens mehrere 100 kb auseinander liegen, war es doch sehr
wichtig, zu versuchen diese Liicke durch die Fiber-FISH-Methode zu tiberbriicken. In dem Fiber-FISH-
Experiment konnte gezeigt werden, dass die beiden BACs auf einem DNA-Strang liegen mit einem Ab-
stand von ungefahr 180 kb.

Die Fiber-FISH- und die FISH-Methode konnen nicht nur fiir Kartierungsarbeiten eingesetzt werden,
sondern sind ebenfalls geeignet, um natiirlich auftretende (Michalet et al., 1997; Henrick und Bensi-
mon, 1999) oder erzeugte (Zheng et al., 2001) Deletionen im Genom nachzuweisen. Hierfiir miissen
natiirlich die Deletionsendpunkte relativ gut charakterisiert sein, damit die Hybridisierungssonden mog-
lichst direkt flankierend zu der Deletion gewéhlt werden kdnnen. Es bietet sich an, die Deletionen, die
mit den in dieser Arbeit hergestellten Deletionsvektorkonstrukten erzeugt werden, mit der Fiber-FISH-
Methode zu verifizieren und charakterisieren.

Im Rahmen dieser Arbeit kann gesagt werden, dass die zeitaufwendigen Kartierungs- und Orientie-

rungsarbeiten letztendlich sehr niitzlich fiir die Orientierung der genomischen Subfragmente war.

5.2 Deletionsvektorkonstrukte

Die Suche nach geeigneten genomischen Subfragmenten stellte sich ohne jegliche Sequenzinformation
als sehr miihselig heraus. Neben der Subklonierung waren auch die weitere Schnittstellenanalyse, sowie
die Ermittlung von flankierenden Sequenzen sehr zeitaufwendig. Aulerdem war die Orientierung der
BAC-Enden wie bereits erwéahnt nicht immer sicher gegeben. Daher war die Orientierung der Subfrag-
mente, die nur eines der BAC-Enden als Marker trugen ebenfalls unklar. Deshalb wurde versucht die
fiir die Targetingvektoren eingesetzten genomischen Subfragmente nicht nur anhand der BAC-Enden,
sondern noch mit zusitzlichen Markern zu orientieren. Dies gelang erst mit den Fragmenten, die basie-
rend auf der Sequenzinformation vom IMB aus Jena konstruiert wurden. Die genomischen Subfragmen-
te 135B4_SF, 124L.2 SF und 13909 SF konnten somit durch mindestens zwei Marker orientiert wer-
den. Durch die vorliegenden Sequenzinformationen waren eine gezielte Schnittstellensuche und die
Analyse der flankierenden Sequenzen fiir die Generierung der Hybridisierungssonde moglich. Deshalb
konnten die Vektorkonstruktionen, bei denen man auf diese Sequenzinformationen zuriickgreifen konn-
te, schneller fertiggestellt und fiir ES-Zellkulturexperimente eingesetzt werden. Die vor kurzem verof-
fentlichte Maus working draft Sequenz wird die Generierung von genomischen Subfragmenten und die

Targetingvektor-Konstruktion weiter stark vorantreiben.
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Im Rahmen der Vektorkonstruktion soll ebenfalls kurz auf die Resistenzkassetten eingegangen werden.
Die Sequenzierung der Resistenzkassetten zeigte, dass vor allem das Konstrukt der TKNeo-Kassette
(erhalten von J. Schimenti) sehr viele Restriktionsschnittstellen aus der MCS des pBS-Vektors enthilt.
Dadurch werden die Klonierungsarbeiten bei der Konstruktion des endgiiltigen Targetingvektors stark
beeintriachtigt. Die Auswahl an verwendbaren Restriktionsenzymen war auf drei fiir die Subklonierung
des Fragmentes und acht fiir die spétere Linearisierung beschrinkt.

Das Einfiigen neuer Schnittstellen flankierend zu der Resistenzkassette mittels PCR ist nicht empfeh-
lenswert, wenn das gewiinschte PCR-Produkt nur mittels einer Tag-Polymerase und nicht mit einer
Proofreading-Polymerase amplifiziert werden kann. Es wurde in mehreren Féllen die Erfahrung ge-
macht, dass ein 2,5 —4 kb groBes Fragment problemlos mit einer Taq-Polymerase aber nicht mit einer
Proofreading-Polymerase amplifiziert werden konnte. Die PuroloxPII-Kassette ist ein Beispiel dafiir.
Bei der Sequenzierung dieser PCR-amplifizierten Kassette konnte allerdings festgestellt werden, dass
zwei Punktmutationen in die codierende Region durch die Polymerase eingefiigt wurden. Es musste erst
ein Funktionstest durchgefiihrt werden, um die Verwendbarkeit des Resistenzgens zu liberpriifen.

Wenn das Einfiigen von neuen Schnittstellen nicht zu umgehen ist, dann sollte dies durch /linker ge-
schehen. Im Fall des loxP-Elementes, das von zwei BamHI Schnittstellen flankiert wird, wurden zwei
Oligonukleotide mit der gewiinschten Sequenz generiert, hybridisiert und in den geéffneten pBS-Vektor
ligiert. Diese Methode ist ohne Komplikationen durchfiihrbar und die Sequenz des sich im Vektor be-

findlichen Inserts wird nicht modifiziert.

5.3 Lokalisation der Targetingvektoren und resultierende Deletionen

5.3.1 B4 _TKNeoloxP — O9 PuroloxP

Die Deletionsvektoren B4 TKNeoloxP und O9 PuroloxP wurden in dieser Arbeit nacheinander in das
ES-Zellgenom iiber homologe Rekombination ortsspezifisch integriert. Es existieren 5 doppelpositive
Klone, die fiir die transiente Transfektion des Cre-Enzyms zur Verfiigung stehen. Durch die Cre
vermittelte Rekombination entsteht eine Deletion, deren Endpunkte durch die homologe genomische
Sequenz der Targetingvektoren flankiert wird. Durch die festgelegten Deletionsendpunkte kdnnen die
Gene, die deletiert werden genau bestimmt werden. In dem Fall der eingesetzten Targetingvektoren
B4 TKNeoloxP — O9 PuroloxP sind die Gene oder cDNAs Kiaa0903, Caco-2, Otxl, Homolocl3,
Mor2-Ex6-9+3 "UTR betroffen (siche Abb.5.1).
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B4_TKN __ _—
Kiaa0903
Caco-2
Del1
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S Homoloc 13
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14 (Exon 1-5 + 5‘UTR)
=
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UGP2 Del2
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Pellino
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Cct4
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Abb.5.1: Mogliche Deletionen (Dell-Del8). Durch verschiedene Kombinationen der Deletionsvektoren kdonnen
acht Deletionen erzeugt werden. Es sind die Lage der Deletionsvektoren sowie die in den Deletionsregionen lie-

genden Gene gezeigt. Die GroBenverhéltnisse sind nicht mafistabsgetreu dargestellt.
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Im Folgenden soll eine kurze Ubersicht iiber die zu den Genen bisher bekannten Informationen gegeben
werden.

Kiaa0903

Diese anonyme cDNA stammt aus einem Sequenzierprojekt fiir sehr lange cDNAs (Nagase et al.,
1998). Uber die tatsichliche biologische Funktion des Gens ist bisher noch nichts bekannt. Aufgrund
von Homologien in der Proteinsequenz, durch die eine CAAX-Box und eine Calponin-Homologie-
Doméne identifiziert wurden, konnte es sich bei Kiaa0903 um ein membranverankertes Signaltransduk-
tionsprotein handeln (Fuchs, 2001). In unserer Arbeitsgruppe wurde ein knockout-Vektor fiir dieses Gen
hergestellt, der zurzeit in Zellkultur getestet wird. Es soll untersucht werden, ob Kiaa0903 das fiir die
wobbler Mutation verantwortliche Gen ist.

Caco-2

Caco-2 ist ein ubiquitér exprimiertes Gen (Resch, 2000) dessen biologische Funktion unbekannt ist.
Otx1

Otx1 ist ein Homdobox-Transkriptionsfaktor, der eine wichtige Rolle in der Entwicklung des Gehirns
besitzt (Boncinelli et al., 1993). Es konnten bereits Otx! knockout-Méuse durch den Austausch des Otx/
Gens mit LacZ generiert werden (Acampora et al., 1996). Otxl (-/-) Miuse zeigen ein epileptisches
Verhalten mit lokalen und auch ganzkorperlichen Anféllen. Anatomische und histologische Analysen
zeigten, dass zusétzliche Abnormalititen in Bereichen des Telencephalon, Mesencephalon, Hippokam-
pus, Cerebellum und akustischen und visuellen Sinnesorganen vorkommen (Acampora et al., 1996).
Homoloc-13

Diese anonyme cDNA zeigt keine Homologie zu bereits bekannten Genen und auch sonst gibt es keine
weiteren Hinweise auf die Funktion.

Mor2

Das Mor2 Gen codiert fiir die cytoplasmatische Malat-Dehydrogenase, ein ubiquitidr exprimiertes
Haushaltsgen. Bisher wurde kein vollstandiger knockout fiir das Gen Mor2 generiert. Im Rahmen dieser

Targetingvektor Kombination werden die Exons 6-9, sowie der 3"UTR Bereich deletiert.

5.3.2 O9_PuroloxP - L2 _TKNeoloxP

Die ES-Zellen, die bereits das Konstrukt O9 PuroloxP tragen kdnnen in einer zweiten Runde mit dem
fertiggestellten Deletionsvektor L2 TKNeoloxP elektroporiert werden. Die Kombination dieser beiden
Targetingvektoren bewirkt die Deletion der folgenden Gene (siche Abb.5.1):

Mor2-5"UTR+Ex1-5, Ugp2 und SLP-8P

Mor2

Mor2 wurde bereits oben beschrieben. Der Einsatz dieser beiden Targetingvektoren erzeugt die Deleti-

on des 5'UTR und der Exons 1-5.
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Ugp2

Die Uridyl-Diphosphat-Glucose-Pyrophosphorylase-2 (Ugp2) codiert fiir ein Enzym des Glyco-
genstoffwechsels. Es ist eine von zwei bekannten Ugp-Isoformen und wird ubiquitér exprimiert. Ein
knockout dieses Gens ist bislang nicht durchgefiihrt worden.

SLP-8P

Das Gen SLP-8P ist ein Tumorantigen (Stenner-Liewen et al., 2000), das zusammen mit dem Hepato-
celluldirem Carcinom (HCC) auftritt. Die Funktion des Proteins konnte aber bisher nicht identifiziert

werden.

5.3.3 L2_TKNeoloxP — ASPuroloxP oder K22 PuroloxP

Die Konstrukte L2 TKNeoloxP, A5 PuroloxP und K22 PuroloxP koénnen direkt fiir die ES-Zellkultur
eingesetzt werden. Der Targetingvektor K22 PuroloxP ist allerdings dem A5 PuroloxP Konstrukt vor-
zuziehen, da die flankierenden Sequenzen zu K22 PuroloxP bekannt sind. Fiir den A5 PuroloxP-
Vektor liegen dagegen keine flankierenden Sequenzen vor. Die Gene, die in diesem Deletionsbereich
(siche Abb.5.1) liegen, sind: Pellinol, Murrl, B3GNTI (Beta-1,3-N-Acetylglucosaminyltransferase),
U2AFIRS1 (U2 small nuclearribonucleoprotein auxiliary factor, small subunit 1), Cct4 (Delta Unter-
einheit des cytosolischen Chaperonin- Komplexes), eine anonyme cDNA (1700093K21Rik), Pexi3
(peroxisome biogenesis factor 13) und Re/ (reticuloendotheliosis viral oncogene). Es sollen hier nur die
fiir die wobbler kritische Region relevanten Gene kurz beschrieben werden.

Pellinol

Pellinol ist das Maus-Homolog des Drosophila Pellino Gens. Pellino spielt bei Drosophila in der Pelle-
Toll-Signalkaskade eine Rolle (Groshans et al., 1999; Rich et al., 2000). Diese Signalkaskade ist bei
Drosophila involviert bei der Festlegung der dorsoventralen Achse im Embryo sowie bei der Immun-
abwehr. Bei Sdugetieren besitzt es ebenfalls in der Immunantwort eine Funktion. Bisher wurde noch
kein Pellino knockout bei der Maus beschrieben. Deshalb wurde in unserer Arbeitsgruppe von S. Fuchs
ein knockout-Vektor konstruiert, um die Funktion des Gens und eine mdgliche Beziehung zu der
wobbler Mutation zu tberpriifen. Es konnten zwei chimire Méuse generiert werden, die bislang aber
keine Nachkommen zeugten, die das gewiinschte modifizierte Pellinol Gen tragen.

Murrl

Die Funktion des Murrl Gens ist bislang noch unbekannt, es gibt aber Hinweise darauf, dass es eine

Rolle im Kupfer Metabolismus spielt (van de Sluis; 2002).

5.4 Analyse der erzeugten Deletionen

Die in dieser Arbeit konstruierten sechs Targetingvektoren innerhalb des wobbler Contigs auf Maus
Chromosom 11 konnen auf acht verschiedene Arten (Dell-Del8; siche Abb.5.1) miteinander kombiniert
werden, so dass wahlweise unterschiedliche Deletionen erzeugt werden konnen. Das grofite Interesse

besteht in unserer Arbeitsgruppe an den Kombinationen, die Teile der wobbler kritischen Region dele-
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tieren. Die Positionsklonierung des wobbler Gens ist eines der Hauptarbeitsgebiete in unserer Arbeits-
gruppe. Trotz eines enormen Arbeitseinsatzes, der die vergleichende Sequenzierung aller bekannten
Kandidatengene bei wildtyp und bei wobbler Mausen beinhaltet, konnte das wobbler Gen bislang nicht
identifiziert werden. Die Generierung von Deletionen im wobbler kritischen Bereich wird zu einer Ver-
kleinerung des Kandidatengenintervalls fithren. Da mehrere sich zum Teil {iberlappende Deletionen
hergestellt werden kdnnen, kann genau definiert werden, in welchem Bereich die Mutation lokalisiert
sein muss. Folgende Versuche sind mit den Deletionsméusen geplant, um die Deletion zu charakterisie-

ren und sie im Hinblick auf die wobbler Mutation zu analysieren.

5.4.1 Verpaarung der Chimiiren zu heterozygoten Deletionsmiusen

Die nach der Blastozysteninjektion geborenen chiméren Nachkommen werden weiter verpaart, mit dem
Ziel Méuse zu erhalten, die heterozygot fiir den Deletionslokus sind. Diese heterozygoten Deletions-
miuse werden vermutlich keinen Phénotyp zeigen, da die meisten heterozygoten Mutationen rezessiv
sind. Innerhalb des Deletionsbereiches Dell kann nur {iber Otx/ diesbeziiglich eine Aussage getroffen
werden. Es existiert bereits eine Otx! knockout-Maus, die im heterozygoten (+/-) Zustand den Wildtyp-

status zeigt. Fiir alle weiteren Gene dieser Region ist noch kein knockout bekannt.

5.4.2 Verpaarung von Dell-Miusen mit heterozygoten wobbler Miusen

Die Dell tragenden Méuse werden mit heterozygoten wobbler Mausen gekreuzt, um zu untersuchen, ob
der wobbler Lokus innerhalb der Deletionsregion liegt. Ist dies der Fall, so sollten /4 der Nachkommen
den wobbler Phénotyp zeigen. Ist kein wobbler Phianotyp zu erkennen, kann daraus geschlossen wer-

den, dass die wobbler Mutation nicht in diesem Deletionsbereich lokalisiert ist (siche Abb.5.2).

5.4.3 Homozygote Deletionsméuse

Weiterhin ist geplant die Deletionsméuse miteinander zu verpaaren, so dass die Nachkommen homozy-
got fiir den Dell Lokus sind. Eine Phinotyp-Analyse dieser Méuse wird durchgefiihrt, wobei das Au-
genmerk besonders auf der Identifizierung von neurologischen und neuromuskuléren Krankheiten liegt.
Es wird erwartet, dass diese Dell Miuse unter anderem Merkmale des Otx] knockouts zeigen, die sich
wie bereits beschrieben, als epileptische Anfélle und Abnormalititen in der Anatomie des Gehirns du-
Bern. Es ist aber auch durchaus denkbar, dass der Verlust von fiinf Genen so starke Auswirkungen hat,
dass die Nachkommen embryonal letal sind. In diesem Fall wiirde eine Analyse und Charakterisierung

des embryonalen Phénotyps erfolgen.

5.4.4 Generierung neuer Deletionen

Wenn die Verpaarung dieser Deletionsméuse mit heterozygoten wobbler Mausen keine homozygoten

wobbler Nachkommen erzeugt, kann durch die Generierung einer zweiten Deletionsregion (z. B. Del 8)
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der verbleibende Teil der wobbler kritischen Region iiberspannt werden. Entstehen bei Kreuzungen von
Del 8 und wr +/- Miusen Nachkommen mit einem wobbler Phénotyp, so kann die kritische Region

durch die Deletionen Del 2 und Del 3 weiter eingeengt werden.

5.4.5 Verpaarung mit ENU-Miusen

Eine weitere Anwendungsmoglichkeit der Deletionsméuse ist die Verpaarung mit ENU behandelten
Mausen (siehe Abb.5.2). In der F1 Generation zeigen sich nicht nur die dominanten Phianotypen, son-
dern auch die ENU-Mutationen mit rezessiven Phénotypen, die innerhalb der Deletionsregion lokali-
siert sind. Durch das relativ kleine Deletionsfenster konnen die rezessiven Mutationen schnell identifi-
ziert und analysiert werden. Es ist anzunehmen, dass auch der wobbler Lokus bei der ENU-Mutagenese
getroffen wird, so dass eine Verpaarung mit der den wobbler Lokus tragenden Deletionsmaus, Nach-
kommen mit einem wobbler Phinotyp erzeugt. Durch dieses Experiment wiére es moglich, neue Allele
der wobbler Mutation zu generieren. Diese neuen Allele wéren sehr hilfreich bei der Analyse des neuro-

logischen und des Spermatogenese-Defektes.

A) B)
+/A +/wr +/A ENU
i 2
Tt
F1 F1
i ?

T T

Abb.5.2: Mogliche Verpaarungen der Deletionsméuse. A) Die heterozygoten Deletionsmause werden mit hete-
rozygoten wobbler Mausen verpaart. Liegt die wobbler Mutation innerhalb der Deletionsregion, so entsteht ein
homozygoter Zustand fiir diesen spezifischen Lokus. In der F1 Generation sollten %2 der Nachkommen den
wobbler Phianotyp zeigen. B) Die Deletionsméuse werden mit ENU behandelten Méusen verpaart. Ist durch die
ENU-Behandlung der wobbler Lokus zufillig betroffen, so entstehen in der F1 Generation ebenfalls homozygote

wobbler Tiere. (In der F1 Generation sind nur die Nachkommen dargestellt, die den wobbler Phianotyp zeigen.)
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5.4.6 Strahleninduzierte Deletionen

Neben der Cre-Rekombinase vermittelten Deletionsstrategie wurde ein ,,alternatives™ Konzept verfolgt.
In die Region des O9 PuroloxP Targetingvektors wurde iiber homologe Rekombination eine TKNeo-
Kassette in das Mausgenom eingefiigt. Es folgte eine Bestrahlung der ES-Zellen (C57BL/6x129/SV'AF)
und eine Selektion auf den Verlust der TK-Kassette. Zusétzlich wurde der Verlust iiber ein PCR-
Screening bestitigt. Letztendlich konnten 11 Klone identifiziert werden, die das TK-Gen nicht mehr
besitzen. Es wurde nach geeigneten Polymorphismen gesucht, mit denen die erzeugten Deletionen cha-
rakterisiert werden konnen. In dem den Vektor-Integrationsort (bei ca. 11cM) umgebenden Bereich
zwischen 2,4 und 17 cM konnten nur drei Polymorphismen zwischen den Mausstdmmen C57BL/6 und
129/SV identifiziert werden. Das ist nicht ausreichend, um die Deletionen umfassend zu charakterisie-
ren. Deshalb ist eine eigene Polymorphismensuche gestartet worden. Wenn diese Suche nicht die ge-
wiinschten Ergebnisse bringt, ist es alternativ moglich die aus den ES-Zellen erzeugten Mause mit Mus
spretus oder Mus castaneous zu kreuzen. Durch diese Interspezies-Kreuzung kann ein héherer Gehalt
an Polymorphismen erzeugt werden (You et al., 1997).

Die Deletionsmiuse, die aus diesem Experiment entstehen, konnen zu verschiedenen Zwecken einge-
setzt werden. Sie konnen zur Homozygotie gekreuzt werden, wobei die Vitalitdt der Nachkommen von
der Grofle der Deletion abhédngt. Sie konnen mit wobbler Mausen verpaart werden, um zu zeigen, dass
die wobbler Mutation innerhalb des Deletionsbereiches liegt. Um weitere Aussagen hinsichtlich der
Lokalisation der wobbler Mutation treffen zu konnen, miissen die Deletionsendpunkte aber erst genau
analysiert werden. Ebenso konnen die Strahlendeletionsmause mit den oben beschriebenen Cre/loxP-
Deletionsmiusen gekreuzt werden. Es entstehen dadurch heterozygote Deletionsbereiche und an Stellen
an denen sich die Deletionen iiberlappen homozygote Deletionsbereiche. Auch diese Strategie konnte

hilfreich zur weiteren Einengung des wobbler kritischen Bereiches sein.

5.5 ES-Zellkultur

Die ortspezifische Integrationsfrequenz von Deletionsvektoren ist im Allgemeinen sehr gering. Erfah-
rungsgemail liegen die Werte zwischen 0,25 und 1 %. Fiir die in dieser Arbeit eingesetzten Deletions-
vektoren lieBen sich in ES-Zellkulturexperimenten die in der folgenden Tabelle angegebenen ortspezifi-

schen Integrationsfrequenzen errechnen.

Tab.5.1: Ortspezifische Integrationsfrequenz

Targetingvektor B4 TKNeoloxP | O9 PuroloxP_A |09 PuroloxP_B |09 TKNeo

Ortspezifische Integrationsfrequenz 0,6% 0,8% 0,26% 0,4%

Es ist ein deutlicher Unterschied in der ortspezifischen Integrationsfrequenz zwischen B4 TKNeoloxP

und O9 PuroloxP_A zu erkennen. Bei diesen beiden Versuchen handelte es sich um die Elektroporati-
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on der Vektorkonstrukte in unbehandelte ES-Zellen. Der Unterschied zwischen den beiden Klonen lasst
sich durch die Lange der homologen Sequenz des Vektorkonstruktes sowie der Lange der Resistenzkas-
sette erkldaren. Das Konstrukt B4 TKNeoloxP (Insertionsvektor) tragt eine homologe Sequenz der Lan-
ge 5542 bp und eine 4000 bp groBe Resistenzkassette, wobei das O9 PuroloxP-Konstrukt (Replace-
mentvektor) insgesamt 6365 bp homologe Sequenz und eine nur 2300 bp groBe Resistenzkassette be-
sitzt. Ein Vorteil, der in der Regel bei der Integration eines Insertionsvektors gegeniiber eines Replace-
mentvektors bestehen soll (Hasty et al., 1991), ist hier nicht zu beobachten.

Ein weiterer Vergleich kann zwischen O9 PuroloxP_A, O9 PuroloxP_B und O9 TKNeo angestellt
werden. In allen drei Fillen wurde dieselbe homologe DNA benutzt. O9 PuroloxP A und
09 _PuroloxP_B stellen sogar dasselbe Konstrukt dar, das in zwei unterschiedlichen Reaktionen einge-
setzt wurde. In Reaktion A wurde das Konstrukt in unbehandelte ES-Zellen elektroporiert. In Reaktion
B dagegen wurde dieses Konstrukt in einer zweiten Elektroporationsreaktion in ES-Zellen eingesetzt,
die bereits das B4 TKNeoloxP-Konstrukt trugen. Im Fall O9 PuroloxP B ist die ortspezifische Integ-
rationsfrequenz um einen Faktor drei geringer als in Fall A. Dieses Ergebnis zeigt deutlich, dass mehr-
fache Elektroporationen einen negativen Einfluss auf die ES-Zellen haben. Ein weiterer Vergleich kann
mit dem Konstrukt O9 TKNeo gezogen werden. Dieser Targetingvektor unterscheidet sich von dem
09 PuroloxP-Vektor nur in der Resistenzkassette. Die TKNeo-Kassette scheint die ortspezifische In-
tegrationsfrequenz um die Hélfte zu senken. Vermutlich liegt das an der fast doppelten Sequenzlénge.
Abschlielend kann hierzu gesagt werden, dass in diesen Experimenten kein gravierender Unterschied
zwischen Insertions- und Replacementvektoren festgestellt werden konnte. Es konnte allerdings eine
Beziehung zwischen der Lange der Resistenzkassette und der ortspezifischen Integrationsfrequenz fest-
gestellt werden. Weiterhin wurde beobachtet, dass mehrfache Elektroporationen eines ES-Zellklons

eine negative Auswirkung haben.

5.6 Ausblick

In néchster Zeit werden die Cre/loxP vermittelten Deletionen im ES-Zellgenom erzeugt, so dass nach
Erhalt der Deletionsméuse die vorgestellten Kreuzungsexperimente durchgefiihrt werden konnen.
Durch die resultierenden Ergebnisse wird es moglich sein, die wobbler kritische Region drastisch ein-
zuschrinken. Neben der Identifizierung der wobbler Mutation ist generell die Analyse der in den Dele-
tionsregionen liegenden Gene von groBem Interesse. Die heterozygoten und homozygoten Deletions-
miuse werden auf anatomische und physiologische Besonderheiten oder Abnormalititen sowie auf
Verhaltensauffalligkeiten hin untersucht. Es wird dann versucht, die beobachteten phénotypischen
Merkmale den deletierten Genen zuzuordnen, so dass ein Einblick in die mdgliche Funktion der mutier-
ten Gene gewonnen werden kann. In dieser Hinsicht sind auch die Ergebnisse der laufenden knockout-
Versuche der Gene Kiaa0903 und Pelil von groBem Interesse. Die Kenntnisse, die in diesen Versuchen

iiber den knockout-Phanotyp gewonnen werden, konnen dann bei der Zuordnung von phinotypischen
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Merkmalen zu einzelnen Genen der Deletionsregionen hilfreich sein. Auch die strahleninduzierten De-
letionsméuse werden einen Einblick in die Funktionen der deletierten Gene geben.

Da bereits alle in der wobbler kritischen Region bekannten Gene als Kandidaten fiir die wobbler Muta-
tion ausgeschlossen werden konnten (Resch, 2000; Fuchs, 2001), muss die Moglichkeit in Betracht ge-
zogen werden, dass ein nicht kodierendes regulatorisches Element betroffen ist. Durch die stindig
wachsende Menge an Sequenzdaten bei Mensch und Maus werden zurzeit durch Sequenzvergleiche
immer mehr von diesen konservierten nicht kodierenden Elementen (conserved non-coding sequences =
CNS) entdeckt (Hardison, 2000; Levy et al., 2001). Fiir einige konnte bereits gezeigt werden, dass sie
an der Regulation von z.T. mehr als 100 kb entfernten Genen beteiligt sind (Loots et al., 2000). Die
Deletion dieser Regionen in Miusen zeigte, dass die mit den CNS korrelierten Gene in ihrer Funktion
stark beeintrachtigt sind (Loots et al., 2000; Mohrs et al., 2001).

Eine Suche nach CNS-Elementen zwischen Mensch und Maus wird zurzeit von J. Choudhouri im Be-
reich des BAC 123J24 durchgefiihrt. Es konnte eine unerwartet grole Anzahl an CNS-Elementen in
diesem Bereich identifiziert werden, die eine Untersuchung aller in der wobbler kritischen Region vor-
kommenden CNS-Elemente unm&glich macht. Diese CNS-Anzahl kann durch die Einschrinkung des
wobbler kritischen Bereiches durch die Analyse der Deletionsméuse stark reduziert werden. Die
verbleibenden CNS-Elemente stellen dann vielleicht eine iiberschaubare Menge dar, die auf ihre Funk-

tion experimentell tiberpriift werden konnen.
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7. Anhang

7.1 In dieser Arbeit ermittelte BAC-Endsequenzen

BAC 25D8 For
CAGCTGTTTGTTGGCACTGACATGGAaaTAGTGGAAGCCCgGGCTCGAGCTGCCTCTGGGGGAAGGGCCAGCTGCC
GGTAGCACCTGTGTGGTAGCCCCTCAGCAGAGCCCCAAGAATGGAATCTTAGCTCTCAGACTGAGCTCAATGACCT
GAAGAGGTCTTATCTCTCAGACTGAGGCCTGGAGAGGAACTAACAGAAAAGCACACCCAGGC

BAC 25D8 Rev
GTGGGGAAAGTTTAGGACTGAAAATAAGACACAAATGCTTTGTAAGTTGCTCAGCTTGTCTAGAAGAATATAAAAC
AAATCCACCTTCACACAATTTTAAATGGAAGTAGAATTTAAATGGTAATGATGGGTTTGTTCTCTTCAATAAGACA
TGTCCCTCCAAACTTTTCATGGTCAGACAATCACTCAAGCCATCTTCCGGTTTCAAAGTCTAGAGAAAACAGGACA
TTAACCAAGGCTTCTCACATGGGCCCACCTGCCTCTCCCCATAGTGCATTGCTGGGCCACACAAAGGGCAGGTGCA
GCTCTCCATGGCTCTACAAAGAGGAAAGGAACTCAGGAGGGCCCGATACTAAACTCTTCAACAAGCTGACACCCAG
GCACAAAAATGACCTCACTGACTGCATGGCCTACCTTTTACTCAAGATCTCTGTAAGCCAGAAGACACTTTGAGCA
GGTGCTTTTTCCTCAGGAA

BAC 48H20 For
TATTAAAGCTCAAAGCACACATTGCACTTCCCTCAGTAATAATGGGAGATTTCAATACCCAACTCTCATCAATGGA
CAGATCATGGAAATAGAAACTAAACAGAGACACAGCAAAACTAGCAGAAGTTATGAACCAAATAGATTTAATAGAT
ATCTATAGAACATATCATCCTAAAAGAAAATAATATAGCTTCTTCTAAGCACCTCCTGGTACCTTCTCTAAAACTG
ACAATATAATTGGTCATAAAACTGGCCTCAACAGATACAAGAAGATTTAAATAATCCCATTCATCTAGTCAGATCA
GAAGGCTGGTCTTCAATAGCAACAAAAACAAAAGAAAGCCCACATATACATGGAATCTGAACAATGCTCTACTCAA
TAATAACTTGCTAAAGGAAGAAATAAAGAAATTAACAATTTTTTAGAATTTAATGAAAATGAAGGCACAAATACCC
AGACTTATGAGATACAATGAAAGCAGTGCTAAGAGAAAAACTCATAGCTCTAAGTACCTCCAAAAAGAAACTGGAG
AAAGCATACACAGTAGCTTGACAACACACCTGAAGTTCTAGAACAAAACTAAGGAAGTTCATTCAAGAGGAGTAGA
T

BAC 48H20 Rev
GGGCTATTGCTTACGTGACTACTGACCATGCTTCTCTTGTGGGGGCTGTGGGAGGTGGTAACTTAGGCAGGGGCCA
GAGTTCCAGGAGCATGAGGGAACGCCTACCGTGTCATGTAGGTGAATTATGACCATCAGGGTTCAGACCTCAGTTC
GACTGGATACCAGCCTGCAAATCCCCACAGAGCCCAATGCCCAACAGTGTTTTCTGAGAGCACAGAAAAGCTGTGT
TTCAGAGTCAGCCACAGTTGTACCTCGTGCTGCAGCTGGACTTGGTAATGTGTAACAGTCACCCAGGTGGTACTGG
TTTTGAAGGCATGAAGGGGTCATGAAGAGCAGCTGAGGCTCAGGACTGTGAGAGGCCATGGAAAGCCATTGGTAAA
GGTGCATTCTTAGTTGCAATTGATGGCCCAGGATTGAAGGGTTCATGCAAAGGAGATGAGGCTTGGCACCATGAAG
AGAGCCTATGAGAGGCTATTGGTGAAACCCAGTTGCAGCAGAAGATAGCAGTGTCTTGGAGATGCCAGTACCTTAA
GATGACTACCAAGAACAGCAACAGCAGTGGAGTACAGGCAGCTAGAGCCTAGAAGACAAGCTGTGTGCTACCAGTG
TCAGAGCTAGAGAAGTGACCCAAGCCCTTGGAGGAGCC
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BAC 65I11 For
GTACAACCACTCTGGAAATCAGTCTGGCGGTTCCTCAGAAAATTGGACATAGTACTACCGGAGGATCCCGCAATAC
CTCTCCTGGGCATATACCCAGAAGATGTTCCAACCGGTAAGAAGGACACATGCTCCACTATGTTCATAGCAGCCTT
ATTTATAATAGCCAGATGCTGGAAAGAACCCAGATGCCCCTCAACAGAGGAATGGATACAGAAAATGTGGTACATT
TACACAATGGAATACTACTCAGCTATTAAAAAATGAATTTATGAAATTCCTAGACAAATGGATGGACCTGGAGGGC
ATCATCCTGAGTGAGGTAACCCAAACACAAAGGAACTCGCACAATATGTACTCACTGATAAATGGATATTAGCGCA
GAAACTTAGGATACCCAAGATATAAGATACAATTTGCTAAACACATGAAATTCAAGAAGAACAAAGACCAAAGTGT
GGACATTTTGCCCCTTCTTAGAAATGGGAACAAAACACCCATTT

BAC 61H18 For
TNNNNGCNTGACNNATGNTCGGNCATTTATACTANCCCTCNNGGNGNGGGGGNGTAAGGCCTTCCTCTAAAGAGCT
GTGTCTAATCTCCCACAGGAAAGTCTCCCAGTGTTTCCAGTGACTAGAACGGACCAAGGATTCTCCCCAAAGCAGG
AATCACCCATAGCCTCCTAACCCCCACCCTTGTTCCCTTTGAGCCAGGGCCACTGCCACCATCACCCCCTTCTCAG
CACTTCCAAGGTTTCCAGAGATGTCCTATGATGCCCGAGAGCTAGAACTTGTTGTCCCTAGATTCTATGAGGCCCA
GGTACCACGTACTGCACCCTCCCAAACCCCAAGAACTGTCTTATTATGGCTTCCCATTGACAGATGCCCACCATGT
GGCTTGAGGGCACACACAGTCCAACTCCCACATCTGCATGCCTTTATTTCCCCACATCTAACACCCAACATCCATC
AACTTCTGTATCCCATACACTTGTACCTCCAGAGTGCATGTACATCCACACATGTGTACGCAGGTGCCCTAACAGA
CAATGTGCTGG

BAC 65I11 Rev
GCTTCATCCTCCCCGTCACCACCACTTCCTTCTCGGCACTCCCAGGATCCGGGCCGGCAGCTGTGCCCCAGCCCCG
GCCGGCGTCCGCAGGTGCCGCCCCAGTCCCCTCGCCCCTCTCCGGAATCCGGGACCAGCAACTTCCATCAGTCCTT
GTAGACGCGGAGCCCAAACTTTCCCTGTCTCCTTTCAGCCAGGCCTGAGCCCCTCTTGGAGCCTTCTAGAATAARAA
ACACCGCCCCCCCACCCCCCCGCCCGAGAATACTAAACCAAAGAAGAACTCGGCATTGTGCAGTTTTGCATTGTAG
TTTAAATTATTTTATTTCTTTCAGTTTTGCTAACTGCTGTCTGCAGGGATACAAAGACAGGCCTTCCCTGTTCCCT
GTGGGTTGTCTGGGAACTTTTGCCTGACCATTATAATTAGCTACTTGGCCTGT

BAC 72P24 Rev
TACCTCCCCGAATGAACCACAACCCAGAGTATGACAACATCCTGAAATCCTTTTCAAGGATGTTCTCTTCCATGTG
GCTGGCCATGATGTTTCGCTCAAGTTCAACCACCTACTCTCATATAGAACCAGGAATATATGAGGCTAGAAATAAA
AATTAATGGAATTTTAGAAGGAATTCTCTATCATGAACTCTGAGATCCCCCAAACAACCCAATGATGCTCCCCAAG
GATATAGAAACACCGGAAGATCCCAACCACAAACGAGTAGAGGAGGAATTGTAGTAAAGGTCAGAGATGATTTCAG
TGAAGGGGGCATGCAAAGGGAAATACTGAGAGTACAGCAATAATTAGCTGGTTATTTTCAAGACCACCATGCAAAC
TGTTCACATAACTGATCAAGTGAGACCTGATACCGTTTACAGAACAGAAAACAATAAACTGATGTTCTACACATGC
TCTACTATGACTACAATCTAGATGATCTTTCAGAGATGCTTCAATTTTTATGCTTCTAGAAATTAGAAAATATAAA
AGGAGATTTTAGATATGTGTAAGTTTTGAAATAAGATGAAATAAAACATGTAAACAAGAATCATAAGCAACACGTA
TGGGATAGCAAAAACCGTAACTTCCATCAAAGCAGAGTCCAGGCCTCATGGATTC

BAC 72P24 For
GCAATCCCATCAGCAATAGAGAAGTGTTCCTCTTTCTCCAAATCCTTGCCAGCATCTGCTGTCACATGAATTTTTG
ATCTTAGCCATTCTGGCTGGTGTGAGATGGAATCTCAGGGTTGTTTTGATTTGTATTTCCCTGATGACTAAGGATG
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TTAAACATTTCTTAGGTGCTTCTCAGCTATTCCGTATTTCTCAATTGAGAATTCTGTGTTTAACTCTATACCCCAT
TTTAAAAATAGGGTTATATGGTTCTCTGGAGTCTAAGTTCTTGAGTTCTATGTATATTTGATATCAGCCCTCTATC
AGATGGAGGATTGGTAAAGATCTTTTCCCAATCTGTTGGTTGCCATTTTGTCCTATTGACCATGTCCTTTGCCTTA
TAGAAGCTTTGCAATGATATGAGGTCTCATTTGTCAGTTCC

BAC 109N20 For
AGGGATTGGTGGGATTTTTGTGCTCAGGGATTGGTGAGATTCTGGGTCTTGACCCTGGCTTGGGCTTGGTGTCAAG
TCAGGGTTAAGGTGTTTTTCCTATTACCCTGGTCCTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTAAAAGATATATTTA
TTTATTACACTGTAGCTGTCTTCAGACACTCCAGAAGAGGGCATCAGATCTCATTACAGATGGTTGTGAGCCACCA
TGTGGTTGCTGGGATTTGAACTCGGGCCTTCTGGAAGAGCAGTGCTCTTGACCGCTGAGTGTCTCTCCAGCCCTAC
CCTGGTTCTTTTACCCTACACCTATTGTTGGCAGCTTATAACTCTAGCTCCAGGGAGCCATCACCCTCTTCTGGCC
TCAGCAGCACCTGCACACATGAATCATATACTCACAAACACATTCAGAAAATTAAAAAGAAAAACATTAATAATTG
CTTGGTTTCAGACCCCAGGACAAGGGGCTGAGGTACATATTTTTACATACCAAAGCAGACCTGGCCTCTAGGTTCT
CTCAGCATCCCTGAGTCCCTACCTAGCATACCTGCCCTCAACCTTGAACTTTCCAGCCCAGGGCT

BAC 109N20 Rev
CCTAACTGCTGCATAGCAGCTACTGTTTTTATCCTTATTCTGAAGGCGTAGAACAGAGAGATTGAATTGCTCACCC
AAACTCACTCAGGCTCCCCCGGGGCTTCCTTACCTGTCACCACTACTAGAACTGTTCCTGGTAAATTTGTTTATTA
GTGTAAACAAAGCCGACGTGACTGTGAGTGTCTCCCTGCGTCACCGTTAGATCTGAGATGTTTCTTAATGGTGAAT
CAGAAGCAAATGACACCGCTACCCATCGGTCTTCGATGCGTTTGCTTGGTCATCCGAGAGCTTCATGGGAGTCAGA
CCTTTCACTGGAATGCATCTAGTTAACCTGGACATTAGTGAACTCTATTGAGAGTATATTTGTGGTTAAATTTAAG
GGTCTGTTTATCAGCTACTGGGCCATGGCCTAGATTTTGTGACAGAGCTGGAAGGGATGAGGGACCTTGGAACTAT
CCAACCCAATAATTTTTTACTGCTCTGGGCTGTCACAGGAAAGAGGGGTGACTCTGCCCTCCACCCAGCCGACATG
CCTTGTCATACAAGGACTGAAGGGCTCAAAATTCTACCAACCTTTTTTTTTTTTTAAAGAGAAAACATGTATTARAA
AAATTAGTTGAGGAGCTGGTGAACCTGACTAGCAGGT

BAC 123J24 Rev
TCTAGTGCTGAGGCCATATGCTGCAGCCTTTAAGCTATTGCGTCCTATCAGTTTCATTATCACCTGCCTCTGAGTC
TCCAATATCATCAGTAAGCACATGCAGAATCATAATTATGCCATGTACAAGTTCTTTGATAACATGTACAGTTTTC
TTCTTAATTCTTTATCAAATGCATTGATCGTGGCATGTGTGCATTGATCCAGGTCCGCCATCTGGCTGTGTGTGAT
AAGCACAGTGGCATCTTTGCATTTCCACTGTCATTCATTGCACTACAATTTGGCTGCAGGGGAGTAGTGGCTGGGA
TTAGCCCTGTTCTGCTACTTACTTGCATTTTAAGTTGACACCTNTACAGCGGCTCAGACCACATTACAAACTGAAA
CACATACGCACGACTTAGTGATGTGACACTTCTCAATAAGCTTACTNCACTAGCTACTCAACAATCTGTNATTGGA
TTTGTAGGAATAACAGCAAAAGATTTCCTAAGAATTGCGAGGGACAGAAGGTGAANTTTTCTCATTATTGGCAAAA
GGCTAGGNATAGATTCTAGACNATTGGTATTTTCCATTAAAAACAAAGCTGTCAACAGNNTTNGGANGC
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BAC 123 J24 For
CTGAGCTTCACACTGGAACCAAATTAGTGCATCCTCACATGAAAGGCTACACTCCATACAAAAAATAGTTTGTATC
ATAGTCAAACTAAAACTAACTTAAACAACAAATGTGCCTGATTTTCTTTGTTCAGAGAGTCATACATGCCCACTTC
TGCCTCCTTGTCTAGTTAGACTGCACTAGAGTTCTTAGCAGAGCAATTAGAGAGAAAATGAAAGGTATTCAAGACG
GAATGAAGAAGTAAAATCATCTCTAGTTATGGAGGCGTGTCTTCCATGCAGAATAATCCATGTAAAATCTGCTAGG
ATGAATAAACATTCAGCAATGTTGGGGGACATAGAATGGGGCACATTGTGTGCCTACAATGGCAGGACTCTGGAGA
CTGAGACTCATACAAGATTAGTGTGAGACCACATTGAGGCTACACAGCCCACCCATGGGTACACAACTTCATCT

BAC 135B4 Rev
TTGAATTTCCAAGTCTCTAACAGACCACACCTAAATCCTGGCCACCCAACCCTAACAAGAGTGAGTCTCCAACTGC
CTCCTAGGTAGTCTGGGGAAAGTGCCCAAGGGAAGGAGATAAGCAGAGGAGGTGATATGTGCACCTATTTCTTATA
TGTGACACAGAAACTACTGTTAGGATTCTGTTGATGTGAGATTCAGGAGTCATAGTAGGTCTTGATAAATAAGCAG
AGCAGTACAGTGAGAACCTTGTCCTGTGGCTATTGAGCAATGAGACTGATACACAAAATAAGCTCTTTCATAACCT
GTATCTCAGCCAAACTTCTGTTTATGCAATTTCTAGATTTAATTGTTCAGCACAGCCGCAAATGCATCCCATTTTA
TGAGACCATTGCACCGTCTCAGTTTGTTGAGATGTATAACTATTCACCCTCATTTTTTTCCCTCTCCATTTCTAAA
TTCTCATAAGTTATTCAACTGGAGGATTAGATTTGTGCTAATGGCTGAAGACAAATAGATGATATTTGGACACAAA
GAAATGGAATGCACAACACAAATACTTTACAATGTTCTCCGAGTCTGAAACAAGGAAGGTGTTAAGCTTTATAAAC
ATAACCACTGGGAACTTTTACAGATAACCGGGTGAGTTTTAGACTGGGCTGTTGACATATGGCCACTTGTGAGTGA
AAGGCAAACA

BAC 135B4 For

AGTGGTAGCAGAGCCACTGTAGTTTGTCTCTTATCCCACAGTCCCAGTGTGCAGGAGATAAAGGGAGACAGAGGGA
GAGGTACTAACAGAGGGTGTCATCACTACAAGTCCTCCAAGACACTCCACTCCCATTAAACCTGCTTCTTCATGGC
TCTGACAGTAAAACTCGATGCTAAGACTTGTAATTTACAAATGGAGGCTAAAGCCAAGGTGTTCTGGGTTGACAGT
GATGTATGTCAAGAAATCAAAGCCTGACGATAGAAACTGAATTGCTCAAGATGCCAAGGGCAGCAGTGCCCTTCTC
TCAGGGTAGCTTGGTCTGGGAAGCCCCATCTCCTCTGCAGATAAACCACACGGGGTTGGAAGCCCCCTCCTTCTAT
CTGTGACTTTGGGAGAGATTCATCTCTCTGAGCATCAGCTCTGTGGTGCCATGTGCACAGTGCCATGGTTAATAGC
AGCACTGGTATGAAGATCCCTTGCTGCGATTCTAGGAGCCACCAGGATTTGCATTATGAGTTCCTATGCACCAAGG
TNAAGGGGCCTGCAGTCACCAGACCTTGCCTGCTTACAGCTCAAGGATTAAAAGGGAGCTTATTTTACACTGCTGG
ATCGCTTGCTTGC

BAC 13909 Rev
GCCTAAGGAAGCAAGAAATATTATCCTTTGTATGTATTAATTTCACCCTGATTCTGACATGATTTACAATCAGAAG
CAGCACCTGCTAGGCACAGAATACCTGTGCTTTGTTAACTCAAGAGATCAAAGAACTAAGAGACCATAAGCAACAT
AAACAAAGGAAGGGAACCTAAGGGGCCTGCAGTGAGGAGGGGCCTGCAGTGAGGAGGGGCCTGCAGTGAGGAGALCG
TCTAGAGGCAGTTGGTCGTCACTATTTTTGAGTACTTAAAGCCAATATTCAAGGGGTCAAGAGTTCTAAAGTTCTT
AGTACACTCTGGTTTTTACCCAAAGTATTAGTATAAATATTCATACATAAATGTGTTAAATATTTTCTTATAAAAA
GACTGTGAGAGCAGACTTTGTATAGCTATAGGCTGATGCAAATGTCCTGAGTGTGTTTAAAGCATGCTGAGTTCAT
TATGATCTCTGTCTTAAATGCATTTCAGCTAGAATATTCTCAGCTTCTGCTGAGTTTATCAGAATGACCATTCTGT
CATTGTGTTACATCACAAGGCTTAGTCCTCAGATCTATAAAACAGGGGCAGCCACAGTTTGATGATGTAAGTCCCT
TCTAATAGCAACATCTCTAATTACAATTAAAAATTAATAACACAAATTTCATCAGATTAGGATAAGTACACCT
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BAC 13909 For
GTTCCACTTGGTCAAAATGTTCTTTATGAAACTTAACCCCAGAACAAAGTCTCTGCTGGGCATTTTGTGGATTTTC
TTTGTCAATATAATTAATATAAATCTCTTTGTATTAGCCCCCGATTCTTCACACAAGGACAAAAGTAGCCATGCTC
TTCACCAAAATCCAACAACAACAACAACAAACAGTCTCTAGGCTACACATTGAAATTCTCCGTTGAGGGCTGGAGA
GATGGCTTAACAGTTAAGAGCAGTGACTGATCCTCCAGAGGTCCTGAGTTCAATTCCCAGGAACCACATGGTGGCT
CACAACCATCTGTAATAGGATCTGATGTCCTCTTCTGGTGTGTGTGAAGACAGCACCAGTGTACTCACACATTAAG
AAAAATAAATAAATGAAATTCTCCACTGAAACTTCTTGGGCCAGGTCCACACAGTTCAAATAACTCTCAGTAACAA
AGTCTTTTATATTCCTACTAGGAATAGTAGGAATAGGATAGCCCATTAAGCCCCACTTAAAGCAATCCACTGCTTT
CCAAATCCGAAGTCCCCAAATGCATTCTTCGAAACAAAGCATGGTCAGGCCTATGACAGCAAAACCCCAGTCCCTG
GTACCAACTTCTGTCTTAGTTAGAATTTTACTGCTGTGAACAGACACCATGACCAA

BAC 141E23 Rev
TTGGACCATCATAACCCTGAGAACACCCCATGGCTCACATGTACAGCACTTACCTGACTGCAGAGCAGTGTAGCAG
CAAGTATCAAGTTCCCTTAGAAATGCCTATGTTGGGGCTGAAGAGGAAGCATGAACTCCACCACGCTTACGTACAA
AGCTGAGTGTGAGATAGTGCTTTTGACACCCCATGCCTGGAGAGGGAAGGCAGGCTAACTTCATACAGGGCAGGAC
CTCCTGGCCTGGCCAAGCCTAGGGAGAGTAAGCAGGGGTTACCCATCATGACCTCTAACCATCCACATGCACACGT
ACATGNGAACTCACA

BAC 141E23 For
GTGCACACGCATGCGCACACAGACAGACGCACATAGACACACACGTGCAGACACACACACACAGACAGACACACAC
ACACGCACACATGCTCTCTCAATAAAAATTAGGTTTAAAGTAATGTCTTCATTTAGATCAGTATAAACCAAACTGC
TCTGAATTTATTCAGACATTTTCTATCAGCACTTTGGAATTNAAACAAACAGAGATGAAGCATGATAAGTATGAAG
AACATTTATAATAGCCAGTATACTTTGATTAGTCTTACATGCTCCCAACACTCTTATAAGGCAATTAGTATTATTA
TNTACTCTTCACAGAGGAACAAGCATGNNANTGATACAGCTCTATGTNNTTGACATTGGTGTCTGCCATTACTGAA
GGACAGTGATGCCATTAACTTACCCAGGTTTAGTCATGTCTAAGCAAAGACGCAAAGGTTGACTAGGAATACA

BAC 147N22 For
GAAATTGCACTTTCCATCCTGAATTCCCCACATTTGACCTCTCAGGCTGAGGAGACTGTGAACTTGTCCTAGTTTC
TAGCTAGCCATTTGGACAGTGAGTTGGGCTGTGGCCCCTATTGATTAACTAGTCCAAAATCAACTCAATGCACCAC
TTAGACGGCTCCCAGGAGGCTGATCTGGGATTTAATACTGCTTTTCATTACCAAGCAGCCTACGGGATTGGCTGCT
TCTGAGTTAGCTGACAGGTAGAGAAAAGCCACTTCCAATCTTTTATACTCCCGTACCCCAAGCTTCTGCTGAGTTA
CACATGCTTGGCCACTCAGAAGATCCCTCGGGGGGGGGGGETGG

BAC 147N22 Rev

CCTGAAGTTCTAGGCTGCTCACCCAGAGGAAACGGGAATTAAATAAAGTGAAAGGTATTTCTCAGAGAAGCTGCTG
TGTCCTTGTCGCCTCAGGCTGGGCCTGCAGAGACTAAAGAGAACTAGGTACATTCTCCCAGGGGCTCCTCTAGCAG
AGCTCAGGCACTTATCTAGGCTATGTGGAAGGTCACTGAACCTCCAGAACCACCGTTTGCCTTAATCCCCACTTCT
GAAAGCCCGCCCAGGCTAAGCATGGGCTGAAATGTCTGCTACTCCAGGGTAGCCGCCCAAGTACACTCTAGGTCTT
CAGTAGACTGGCTTTAGGTGTGTGCCCCAGGGAAATTCTGACTTCATCCCTGGCCCTGCCCTTAGCTCTCTCAGGT
TTCTAGGAAGCAGTCCCCTTGGCTGGCTGTGAGATCTCTACAGCAGGCAACATGGTGCTAAGACTTCTTTAATGAC
CTTACAAATGCAGCCCGGACCTACCTCCTTTCACCTGCTCCCCATCAGGGGCCATGCCAAGTTCACTGGCTCCCTG
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AGCCTGTGTTAAGAATAGTTCTGAGGTGAGCCCAAGAGTACTTGCTCATTCTGACCTGGAATACTATATCATCTTC
CTAAGAAGTATATTTACTTCTTCTGGGTTTTTTTTTAAAAA

BAC 160A5 Rev
CTGCCTCAAATTCTCTGTAAGATTAAGCCATAGATTTCATCTGTGGTTTAACTTACTGTGGGTTCTCAAAGAATAC
CTACCACCACCACCACCACCACGCACCACCACCACCACACCACCACACCACCACCACACCACCACCACCACCACCA
TCATCTATAGTGTACCTATAAAGTTTGGTTATGAATTGCATTTTGCTTTTAATAGTCTTAAATATTTAAAACTCTG
GTGATATTATATAATAGGTTGTCTTAGTTACTTTTGTGTTGCTGTGAAGAAACAATAGGATCAAGCAACTTAGAAA
AGAAAACATTCAGGTGTTGCTTACTGTTCTCAAGGGTGAATCCATCATGGCAAGGAGCATGGCAGCAGGCAGGAAG
ATACAGTGCTGTAGCTGAAGCTGAAAGCTTACATATGATCTACAAGCAAGAGGCANAGAGACTGACAGGGACACAC
ACACACACACACACACACACACACACTGGAGACAGACAGACAGACAGACAGACAGAAAGACAGAGCCAGAGAATTA
ACAGGGAATGGTATGAGCTTTTGAAACCCAAAACCCCACCTCCAATGACACACCTCCAACATAGCCTCACCTCCTA
ATCCTTTCCAAACAGTTCTACAAAATATGGACCAAGCATTCAGAC

BAC 160 A5 For
TCAGCTTAAAGACAGGAATGAACTCACCATTTTGGTTGGGGTGTCAAAGCTCTTCAGTAAAACAGGCAGATAGGAC
AGGTCAGGAAAGAGCCAAGGCGGCTTCCACCTGGACTCTTATGTTCTCCATACACACCAAGACCACTATATCTCGG
CCCAAAATGTTCTTTTTTAACTTTCTGTCAAATTCTTTCTTGCTCTTAGAGCTCAGAGGACGTCATTCCTCCTGGG
TAGAGGTCCTATTGGCTCCCTCATTCATTTCTGTGGATTAATTTCTTCTGTATTCTCAGAGGTTTACCTGGTATCT
TGGTATCTTTTTGTTATTGAATTCATTGAAATGAAAGGCAGCTGGGGATGAGGACCCACTGGGAACATCTTACCTG
TCTTAGGAATGCACGAAATATCTGGTATTGACATCCATCCATTGTAAGCAGAGCGGAGAGTGAAAGCACATGGATC
AGGAAATATTGCACCAGAACAACGAAGGTGATTTGAGACCAAGGAAAAGATACTGTGAGGTGGGACAGGAAAGCAT
GACTTATTCGAAGGCAAGGATTT

BAC 173M5 For
CCCTTCCTGAGCATTTTCTTCCTGTGAAAGATATTTAATTTCTAACCCACCCTGAGTAAGTTATGCATCCATTTTC
CATGACGAACAATAAATAAACAGTTTGGACAAGTAAGGACTGTCTCATCAAGAACTGCTGTGGGAGGGAAGACTTC
GTTGTGGTACAGAGCTGCCTAAGTCTCCTGCAGAAGGCCCCTCTGCACTCTGGACACTCACCCATGAGCCAAGCAG
GAGTTCCTTGTCCCCTAGGCCCCATCAGCCCAAGTGCCGACCCCCCTCGTTCCCAACTCCATACCAGGTTCTCAGC
AGCAACTGGGCGCCTGGGAGTTTGGAAACCACTGCCTCCTCAGCCTCAGCCTGCCTCATTTCTCATCCAGGGTTGG
GGCCCCCATCCTTGGCTGTGTTCTGTCACCCTCCCACCCTGGTGGCAGTGAGGATGGAATATAGCCGAGTGCTCTC
CCATTTCGTCTTTCCAAGTGGAAGTTCACACACCCCAACAGNCGAGATGATGACGGaAAGCAGAACCACANGTCAC
CTCCTTATCTTCCCCTTcCCCAANTCCTACAAgTtCACgGGTTCAACCAAGCACCGGG

BAC 173M5 Rev

CTAATCCAGAAAAAGATGTAGTTGGGATTCTATAAAACTGTTGGTCCATGTGCTAGGGGAAGGGTGAGTCTGTGCG
TGCATTTCCCTGCTCATCAGTAAGGCACACGCTGTCCACATGTTTTCTAACTGTTCCTATTTGCTAATCGTCTGTT
CATGAACTTAGCTCCTTTTACTACTGGTGTGATCGTCATTTCATTTTAATTAATTAATTAATTCATTCATTCATTA
TTTTTCTTGCAGTTTCTTGTCCAGGTCAGGCAAGTGCTCTATCATGGAGCTATATTTCCATCTACCCATATTACTT
TTAAATATAATAATAATAATATTAATAATAATAATATATAtGTAATAATAATGACGAGATGAAAATGCAAACAGTA
TTTAGTTCATTATTCATATAGGTAAACAAACAAACAAACCAACANAACACCCTCACCCTAAGCCTCATCGTGgCCA
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TTCTCCCTTGAATATCTCCATTCACATTTCAGAGCAGCACACAGGTTGTAAGGCTGTNACGCTCTTGCAATGCCTA
CTCCTTCTTCTCCAGACCTCTTTCGGGATTCCTTTATG

BAC 180K1l5 For
CATCTTCAGTATTAGCTTAATGCTATATAGAAGTCAGTCTGTTCTTTCAGTGAATAACACTTAAAACAGATATARAA
AAGGCTGTAAAGTCAGGGCTGTCTTCACAGTTTGACATGCAGGTATTAACATGTTGGTATGTTCATCACTTTATAT
TGATAAACAGGTCGATGGCTGATGATCAGCTAAGGTAAATGTATGCAAATATGGTTGATAGCTCTCAACTAAAAGC
ACTGAGACACAATTACAAGTAAGTAATAGTCAGTACACTGAGAGTTTAGATCTTATTTAAAAACTGTTCTTCAGGG
ATGGAGAGAGATGGATCATTTCAGGGCTGAGACTTAGAGAGTATGATATCATTCATATTATTAGATAGTATAATTA
TAAGGGAATTTAGAACAGTGCTCAAGGCAGAATATTGTATATCAAAAGGTTGTAGAATCTACTTAAAGTGCCTCCA
TTGTACAAATTTGAGATGATTTAGATATTAAAAATGATAGTAACAGGTTCTTATTACCCATACACTAAAATGAGAA
TATGTGAGTGTACACTGATATAAATGAACCAATAAGTATATTGTGGGGAACAaGAAATATGGCT

BAC 180K15 Rev
TATCTTGTAGCTTTAAAGTACTTAGCAATAAATGTTATTTTATCTGATATTAATGTTGTTCTACCTTCTTGAAAAT
GGTATTTACATTGTGTTTATTTCTGCTTTCTCCTTAACCTAATGATATGGGCTTTTGTAGGAGATCTCTATTGAGT
AACATCCAGCTCTACCTGTTAGCAGACATGATCACCTCTGCTCCACTGTGTAATTTTGCTGATGCAGTTGTTTTGA
ATTCTCACTTATCATTGCATTTACTTGATTACTGATACAGTTAGGGTTATTTTTGCAATCAGGTCTGGCATTTGCT
GTTTTTTTTTTTTTTTCTTCATTTGAAGCTTCTGTTAGATTACAAGACTATTTTATATTCTTCTCTCACTTTTGCC
ACGTGCTTAATTTTTTTTTCCTTTGATAGTGTACAATCTGTACATTCTGTTTCAGTTTATGTAATATGTGCCATTA
ATTTTGTAACATACCTCTGTGACAAAATTTTTAAAAATAAATCTGTAACAACGCCACCATTTTTCTATCTTTGTTG
TAAAAGCCAGTATAATTTTAACAGGACTTAGCTATCCATTTAAACACACTATTTTATTCCATAGAATT

BAC 185K22 Rev
CAGACAGAGTTGGCAGCACTGCAAGAGCGGCAATTTGCTCTTGAAGGAGGGCTGATAGCAGAGAATGATGGGCTGG
TTTTGGTATAAACTGAAGGACGTTTTGTGTTGGCAAAAACTGAAAAGTTGGGTACATATGGGTTATAGTAGTTTTA
AAGGGCTAAGTTAAGGTGTCTGGCAAATCAGAAGAAATTTGTTGGTAGAATCTGAAACACATTCCTGATTTTTTGA
GAGTGATACTAAGAAGTTCCACAGATTTCCCTGGAACTGCTTCTGGGGTCAAAAGGTATGATTTGTGATTTGATGG
GAATTATTTCCCATGTTGGAGAGACAAGAATAATTTATGGATTCTTTACAAAGCTGATGTGATGTTGTGGTTCCTA
TTTTGGAATCTTATAAGGAGCCAAATAAACTCTCCTTAGTCATATGAGCCTTGAAGGTTtACCAAGAACTTACcCC
TCTCCCTTGGCAAGCAAAGGGCCCCATGTGCcCCAGgGGAAAAGAACACCACCTGACATCTECTAATGCCAATGTG
GAACCTCGTTTGCTTTATATGAGCAGTGATTCCAGGCATCATCCAAAAACATTGCTGCaAATTATTAATTCAAGAN
TCAAGATGCaAGTTTCCATAAAATGTTTTGCAAGCaAGCTTCAAGAaGGATAAATTACTAAGTAATAAAATGCTGG
CTCTCATGgTAAAGGATTAAATTTtCCTTCCTGGTCCCTTGNAAAAAGTGGTCCAAATTAAAGTTTTNAAGGGTCT
GACTAGCCCT

BAC 185K22 For

TAAAAAGACTTACCAGTGAATAAGTGATAAAAAGATTATCAGTGTATAAAATCACTCTACTCTTTTTTAAAAAAAT
CTATCTAAATAGATTCATATAGATAGAATTTTTGTATTATAGTTGCAGCCAGAGTTATCTGAAATGCTAGTAGCCC
ACATATAGGATTTAATGGGAAGGCCTATATAAGACCTGAACTACTCTCTCTTTAAAGTCTAGTTTTTGTATTATTA
CTAATAATTAATTTTTCTTTTTTGGTTTCTACTTTTCTGTTAGGTATTTATAAGCAAATGTATATTTACATTTACA
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TAGCCCCAAATTAGCTTTTTCTTTTTTTTCTTCTTTAAGAGCTAGGCAAGGATCTGGTCCACAGGAGTTACTGGAG
AGAGGCTCCTTTAGTTTTCTTTATTATTTATGTTATCAGCTGGTAAGGGTAACACCTGCTGACGATGTGGTCTCCC
TtGGAAGTTCTGGAGACTTTTCTTTTGTGTTGGCCCTGCTGTTTGTATACGAAGTGTACAGTGGTCTTGAGCCCAA
TCTTTGGATCAGGAGGACAGATAAGTCATCAGTGCAGTAGGCAAGAAGTGTAGCATCATCCTCAAC

BAC 196N16 For
CAGTTTAATCTTGCCACTCACCTGGCTTAACCTCTGACGAGCTGTCACTTCCCTCAAATCAAAACCCAAACTCCCC
CACCACTGCCCACAGAGCACCTACAGCTTCTGCCAGGCTCAGCCAAGCTCAGCACTGCTTCCCACACACCATGCTG
ATGTCCACCTGAGGACTAACGACCCGTAAGGCTCTCGTCTCCGCCCTCTCATGTATAGCTCCTTGTTAACTCTGTT
CTCAGACAAGTGATGTTGCTGACTGAAGAGTAGGAGGCAGGGGTTACAAGTCAAAGACCACAGGCATTTTTACAAG
CAGAAAAGCAAAGGAATGGGTTCTCTGCATGACGCTGGGCTGTCACCTCAGACTAGATCAGGTCCTACCTACAGCT
ACTTTCACGGGACAAATGTTTAGATAACTACAGATATATAGATGTGTAATATGAGCACACAAGTCAAACATACACT
GYTAATGAATTGTAACGAAATGTATTTTGAAAGAATTCATCGATGTATATGTGATTTTATGATTTCTTAAAGTTTA
AACCCAAATTTGCATGTTAATGAAATGGGTG

BAC 196N16 Rev
TAGAGAGGCAGGACCGACCGTGAGCACAAGAGGCAGCACTGATGTCAGGATCACTGGGGAAAGAGTCTTTAACTTC
ATCAGCACATTTAGTCATATGGGATCTGTTAGGATAGTGCGGAGGGATATTGATACCTTCTGGCAATTCATGGCCT
TACAATGCCATTTTGTTAGGGGAGGAACATGCGTTGTTAACCCAGGATTCAGACAAAGACAGGGAGTATGGTCATC
AGCCTAGCATAGGCTGGTGGTCCAGTGAGCCACAGGCTATCTACTTGTCTCTGCCCCTCTCTAGCGTGTGGATTAT
AAGTTTGTGTTACCATGCCCTTCTTCCTCCCTCCCTCCCTCTTCCTTCCTTCCTTCCTTCCTTCCTT

BAC 219P9 For
GTTCCAGCAGACAGAAGCCACTGGGGAAACCCTCCATGTGTCTACCTCCTGAATGAACACAGGAAAGTAGATGCAT
TTGGTATATGCCTATTTTGAGCCTCAGGAGAGCAGCAAAGCTGAACTTGCTGTTCTCTGTGTAGGCAGGAGGGCTT
CTTCCTGGGGAATACAGGAATTTGTACAAACTTGTTCATTTCTCTAGAATAGACTCCATCATTCCTCATATAGGTA
GATAATYTCTTATGCATTTTCCATGTTAATCTGTCCTGAAWGAGGCACAAATAGTTTAGACATATTCCAACATGAC
AGTCTATTAACAAATAACCAAAGAGAATCACTGGTTGCTCCTGTGTGTAGCTACACTGGTGATTTTGAAAGAAAAT
ATGTTAGAATACCAAGGGCTMTCATGCTGG

BAC 219P9 Rev
TTTGCTATTTTTATTTTTGTAGATACTCAGATTGTCTGATGTTTTATTGGTGGTTCTACCAGTTTCTTGAGTCCTT
TTAATGAGTCCATGAGAAATAACTTGAAAATGTGCTTTCTTTGTGCTGTGACAGCATACTTACACATTTTTTATCT
TGGATATGTAAGCTGTCACTGCTTTATGGATTCTTCCTTTTAAAAAGAAATTTAAATGTTATTATTCCTGTGTGTA
TGTGTGTATGTATGCGTATAACTTCTAGGAGTCACTTCCTACCTTCTGGCAAGGTCTTGCTGWTTCTCTTGTTCTA
GTTAGCCCAGYTCTTTTGAGACAGYYTTCCTCCTTTCTAGTTG

BAC 219P17 For

AAAAAAAATAGTCAAGCATGAGCAACCATTCCCCAGGGCTTTCCCTAGTAAGCCATTCCATTACCACCCACAGACT
CCAGCATYCTGAACACACCTACTTGAATTATATATTCATGTATCTATCTGCCTTGCTTGCTTAACACAGCCCCAAA
CACCTTACTCCTCAAATGTCTACCAGCACGTGTGCTGCTGGTAAAGTGAAGAAGCCACAACCCGTGCCCTTAGCTT



Anhang 154

TCAATGTCAACTTGGAAAGGAGTGGGGGAGTTCCTCAGGCTTYGGGAATCCAATAATTAACAAACAGCATATCCAA
TGGGGGCATAAGTGGTGTTCTATTTACAAACCAAAAAAACCCAAGGACCAGAGAGCTTAGGTAACTTCCCTAAATC
ACACAGCTAGATGACAAACACTCCTACTCTGCCCACAACATGCCCTSACGTATAGTCAACAAAAGTTAATTATGAT
AAACAGAGACACTAACGGGAGCATACTGGACTTAGCTGCTTCAAGCACAGCAGCTCATA

BAC 219P17 Rev
CTTACTGTGAGATGCTCCGTTCTTTATTTGGGAGTAGTTGTGTGAAGCAGAAGGAAGAAGACCTGGAACTAGAACT
GAGAAGGTCTGGATTTAAGTTCTTCATTACTTTCTGGTCTTGTTCTTGTTTTGACAAACCATGTAACATTCAGAAC
CTTGCATTCTTTATGTACAAAGAATCATCCCCTGGGGCTGTAGACGGCCCACTTCCATGTGTGAGGCCTGGCCAGG
GCCGTCACCACCATCACCAATAATGATAATGATTTTCTTGTATAACGTAAAATGAGAGCGCTATAGAAAGAACGYT
GTACACTGGGAGCCTTCATACAGATAGGCGTGATGCTGCCGCTTTTAAAGAAAGTG

BAC 236P17 For
TTCCTCTGGCCTTGCCAGCATCTGAGCTCCCCAGCTTCCTCTACAGTGGGCCTGTCTACATCACATACTCTCATGC
CATAATGTGTTTCCTGAGGAAGCCAAAGTCTCTCTTTCTTGGTAATTTACATCTTCTAGTTCAGCTTCAAAGAGAT
CTCTAAATTGGACTCCGATGGATGAGATCTGCTGAACTGAAGGTGAAAACTGACTGGGAAGCGCCAAGAAAGTCTC
GATAGGATTGGGTCCTCGTTTTCTGCTTTTGGCTCTCTTTCAGGACTGTGAGTTCTCATGGGGCCCGACCTGACTT
CCCACCTGAAGACTTTATAAACTGCTGTAGACCTTTACAGTTCTTACAGCCCTGAAATGGGAAAAGCAGCTCATCC
TGGGAGGCATACACTTATTCCAGAGAATCTACTGTTGCTTCAGTGTCCTTTAGGTCTTTTATGAATGAGTCCTTTA
TGCATGGYTAGAAACAATCCTTCTTGCTTTGGATTTATAACATGCAAATATGAGGYCGGCATATACAGG

BAC 236P17 Rev
TATTAAAATACAACCATTCTGATTTGCATACCATAAGGGGAAAAATTGCAGAGTGCAGGAGTTACATGAGTCTAAC
TGACAAAGCCTGAAATATCTGTTACTTGGTGCTCTATATTTAAACTTTGCTGATCATTGGTAGAACAATAATCTAA
GAGAGAGATTTTGCAATGACCCAAATCTAAAAACACATATTTGGTAACAAAACTTGAACTGACCTAAAATCTTTTA
TTGGTAATGATATAAATTTACTTGAATTAATATCAAGTTATATAACAGGCTTTATTATTTCCACTGGGAATATTTA
TACAATTTATTACAGAAATAGTAATATATGCCATACCATTACAAGGAACTATCCCAGACCATACTGAGATGACCAA
ATATTTTACAATTATTCTACTCTCTCAACAATCTAAAATATCTTTAAATTAAAACCTACCATCTTCCAAAGTGCGA
TTTAAGTGGACAAATGTTAGGTAAACCCTAAACT
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7.2 In dieser Arbeit ermittelte Resistenzkassetten-Sequenzen

7.2.1 Puromycin-loxP-Resistenzkassette 2392 bp

Die loxP Sequenz ist fett gedruckt hervorgehoben.

AATCAATTTCAGAGGGATCCGGAACCCTTAATATAACTTCGTATAATGTATGCTATACGAAGTTATTAGGTCCCTC
GACCTGCAGCCCAAGCTCTAGACACACTAATATTAAAAGTGTCCAATAACATTTAAAACTATACTCATACGTTAAA
ATATAAATGTATATATGTACTTTTGCATATAGTACACATGCATAGCCAGTGCTTGAGAAGAAATGTGTACAGAAGG
CTGAAAGGAGAGAACTTTAGTCTTCTTGTTTATGGCCTCCATAGTTAGAATATTTTATAACACAAATATTTTGATA
TTATAATTTTAAAATAAAAACACAGAATAGCCAGACATACAATGCAAGCATTCAATACCAGGTAAGGTTTTTCACT
GTAATTGACTTAACAGAAAATTTTCAAGCTAGATGTGCATAATAATAAAAATCTGACCTTGCCTTCATGTGATTCA
GCCCCAGTCCATTACCCTGTTTAGGACTGAGAAATGCAAGACTCTGGCTAGAGTTCCTTCTTCCATCTCCCTTCAA
TGTTTACTTTGTTCTGGTCCCTACAGAGTCCCACTATACCACAACTGATACTAAGTAATTAGTAAGGCCCTCCTCT
TTTATTTTTAATAAAGAAGATTTTAGAAAGCATCAGTTATTTAATAAGTTGGCCTAGTTTATGTTCAAATAGCAAG
TACTCAGAACAGCTGCTGATGTTTGAAATTAACACAAGAAAAAGTAAAAAACCTCATTTTAAGATCCACTAGCGAC
CTCGAAATTCTACCGGGTAGGGGAGGCGCTTTTCCCAAGGCAGTCTGGAGCATGCGGCTTTAGCAGCCCCGLCTGGG
CACTTGGCGCTACACAAGTGGCCTCTGGCCTCGCACACATTCCACATCCACCCGGTAGGCGCCCAACCGGCTCCGT
TCTTTGGTGGCCCCTTTCGCGCCACCTTCATACTCCTCCCCTAGTCAGGAAGTTCCCCCCCGCCCCCGCAGCTCGC
GTCGTGCAGGACGTGACAAATGGAAGTAGCACGTCTCACTAGTCTCGTGCAGATGGACAGCACCGCTGAGCAATGG
AAGCGGGTAGGCCTTTGGGGCAGCGGCCAATAGCAGCTTTGCTCCTTCGCTTTCTGGGCTCAGAGGCTGGGAAGGG
GTGGGTCCGGGGGCGGGCTCAGGGGCGGGCTCAGGGGCGEGGGCGGGCGCCCGAAGGTCCTCCGGAGGCCCGGCATT
CTGCACGCTTCAAAAGCGCACGTCTGCCGCGCTGTTCTCCTCTTCCTCATCTCCGGGCCTTTCGACCTGCATCCAT
CTAGATCTCGAGCAGCTGAAGCTTACCATGACCGAGTACAAGCCCACGGTGCGCCTCGCCACCCGCGACGALCGTCC
CCAGGGCCGTACGCACCCTCGCCGCCGCGTTCGCCGACTACCCCGCCACGCGCCACACCGTCGATCCGGALCCGCCA
CATCGAGCGGGTCACCGAGCTGCAAGAACTCTTCCTCACGCGCGTCGGGCTCGACATCGGCAAGGTGTGGGTCGCG
GACGACGGCGCCGCGGTGGCGGTCTGGACCACGCCGGAGAGCGTCGAAGCGGGGGCGGTGTTCGCCGAGATCGGCC
CGCGCATGGCCGAGTTGAGCGGTTCCCGGCTGGCCGCGCAGCAACAGATGGAAGGCCTCCTGGCGCCGCACCGGCC
CAAGGAGCCCGCGTGGTTCCTGGCCACCGTCGGCGTCTCGCCCGACCACCAGGGCAAGGGTCTGGGCAGCGLCLCGTC
GTGCTCCCCGGAGTGGAGGCGCCCGAGCGCGCCGGGGTGCCCGCCTTCCTGGAGACCTCCGCGCCCCGCAACCTCC
CCTTCTACGAGCGGCTCGGCTTCACCGTCACCGCCGACGTCGAGGTGCCCGAAGGACCGCGCACCTGGTGCATGAC
CCGCAAGCCCGGTGCCTGACGCCCGCCCCACGACCCGCAGCGCCCGACCGAAAGGAGCGCACGACCCCATGCATCG
ATGATCTAGAGCTCGCTGATCAGCCTCGACTGTGCCTTCTAATTGCCAGCCATCTGTTGTTTGCCCCTCCCCCGTG
CCTTCCTTGACCCTGGAAGGTGCCACTCCCACTGTCCTTTCCTAATAAAATGAGGAAATTGCATCGCATTGTCTGA
GTAGGTGTCATTCTATTCTGGGGGGTGGGGTGGGGCACGACACCAAGGGGGAGGATTGGGAAAGACAATAGCAAGC
ATGCCTGGGGGAATGCCGGTGGGCTCCTAATGGCTTCTTGAAGGCGCGAAAGAAACAAACTGGGGGCTCGAGATCC
ACTAATTCCTAACCCTCCAGGCTAGAGCGGCCGCCACCGCGGTGGAGCTCCAGCTTTTGTTCCCTTAAGTGAGGAA
GGGCGAATTCCAGCACACTGGCGGCCGTTACTAGTGA
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7.2.2 Thymidin Kinase-Neomycin-Resistenzkassette 4000 bp

GCGATATCTAGATCTCGAGCAGTGTGGTTTTCAAGAGGAAGCAAAAAGCCTCTCCACCCAGGCCTGGAATGTTTCC
ACCCAATGTCGAGCAGTGTGGTTTTTCAAGAGGAAGCAAAAAGCCTCTCCACCCAGGCCTGGAATGTTTCCACCCA
ATGTCGAGCAAACCCCGCTCAGCGTCTTGTCATTGGCGAATTCGAACACGCAGATGCAGTCGGGGCGGCGCGGTCC
GAGGTCCACTTCGCATATTAAGGTGACNCGTGTGGCCTCGAACACCGAGCGACCCTGCAGCGACCCGCTTAACAGC
GTCAACAGCGTGCCGCAGATCTTGGTGGCGTGAAACTCCCGCACCTCTTCGGCCAGNNNCTTGTAGAAGCGCGTAT
GGCTTCGTACCCCGGCCATCAACACGCGTCTGCGTTCGACCAGGCTGCGCGTTCTCGCGGCCATAGCAACCGACGT
ACGGCGTTGCGCCCTCGCCGGCAGCAAGAAGCCACGGAAGTCCGCCCGGAGCAGAAAATGCCCACGCTACTGCGGEG
TTTATATAGACGGTCCCCACGGGATGGGGAAAACCACCACCACGCAACTGCTGGTGGCCCTGGGTTCGCGCGACGA
TATCGTCTACGTACCCGAGCCGATGACTTACTGGCGGGTGCTGGGGGCTTCCGAGACAATCGCGAACATCTACACC
ACACAACACCGCCTCGACCAGGGTGAGATATCGGCCGGGGACGCGGCNNNNGTGGTAATGACAAGCGCCCAGATAA
CAATGGGCATGCCTTATGCCGTGACCGACGCCGTTCTGGCTCCTCATATCGGGGGGGAAGCTCGGAGCTCACATAC
CCAGCCCCCGGCCCTCACCCTCATCTTCGACCGCCATCCCATCGCCGCCCTCCTGTGCTACCCGGCCGCGCGGTAA
CTTATGGGCAGCATGACCCCCCAGGCCGTGCTGGCGTTCGTGGCCCTCATCCCGCCGACCTTGCCCGGCACCAACA
TCGTGCTTGGGGCCCTTCCGGAGGACAGACACATCGACCGCCTGGCCAAACGCCAGCGCCCCGGCGAGCGGLTGGA
CCTGGCTATGCTGGCTGCGATTCGCCGCGTTTACGGGCTACTTGCCAATACGGTGCGGTATCTGCAGTGCGGCGGG
TCGTGGCGGGAGGACTGGGGACAGCTTTCGGGGACGGCCGTGCCGCCCCAGGGTGCCGAGCCCCAGAGCAALCGCGG
GCCCACGACCCCATATCGGGGGACACGTTATTTACCCTGTTTCGGGCCCCCGAGTTGCTGGCCCCCAACGGCGACC
TGTATAACGTGTTTGCCTGGGCCTTGGACGTCTTGGCCAAACGCCTCCGTTCNCATGCACGTCTTTATCCTGGATT
ACGACCAATCGCCCGCCGGCTGCCGGGACGCCCTGCTGCAACTTACCTCCGGGATGGTCCAGACCCACGTCACCAL
CCCCGGCTCCATACCGACGATATGCGACCTGGCGCGCACGTTTGCCCGGGAGATGGGGGAGGCTAACTGAAACACG
GAAGGAGACAATACCGGAAGGAACCCGCGCTATGACGGCAATAAAAAGACAGAATAAAACGCACGGGTGTTGGGTC
GTTTGTTCATAAACGCGGGGTTCGGTCCCAGGGCTGGCACTCTGTCGATACCCCACCGAGACCCCATTGGGGCCAA
TACGCCCGCGTTTCTTCCTTTTCCCCACCCCACCCCCCAAGTTCGGGTGAAGGCCCAGGGCTCGCAGCCAACGTCG
GGGCGGCAGGCCCTGCCATAGCCACTGGCCCCGTGGGTTAGGGACGGGGTCCCCCATGGGGAATGGTTTATGGTTC
GTGGGGGTTATTATTTTGGGCGTTGCGTGGGGTCAGGTCCATGACCCAAGCTTGATATCGAATTCGAGCTCGGTAC
CCCCTAGTAACCGAGACATTGAATGGGGCAGTGTCCACAAGGGCGGAGGCTATTCCTGTACATCTGGGCCTACGGA
GCCAGCACCCATCGCCAAAACTCTTCATCCTCTTCCTCAATCTCGCTTTCTCTCTCGCTTTTTTTTTTTTTCTTCT
TCTTTTTTTTTTTTTTTTTCAAAAGGAGGGGAGAGGGGGTAAAAAAATGCTGCACTGTGCGGCGAGGCCGGTGAGT
GAGCGACGCGGAGCCAATCAGCGCCCGCCGTTCCGAAAGTTGCCTTTTATGGCTCGAGTGGCCGCTGTGGCGTCCT
ATAAAACCCGGCGGCGCAACGCGCAGCCACTGTCGAGTCGCGTCCACCCGCGAGCACAGCTTCTTTGCAGCTCCTT
CGTTGCCGGTCCACACCCGCCACCAGGTAAGCAGGGACGCCGGGCCCAGCGGGCCTTCGCTCTCTCGTGGCTAGTA
CCTCACTGCAGGGTCCTGAGGATCACTCAGAACGGACACCATGGGCGGGTGGAGGGTGGTGCCGGGCCGCGGAGCG
GACACTGGCACAGCCAACTTTACGCCTAGCGTGTAGACTCTTTGCAGCCACATTCCCGCGGTGTAGACACTCGTGG
GCCCGCTCCCGCTCGGTGCGTGGGGCTTGGGGACACACTAGGGTCGCGGTGTGGGCATTTGATGAGCCGGTGCGGC
TTGCGGGTGTTAAAAGCCGTATTAGGTCCATCTTGAGAGTACACAGTATTGGGAACCAGACGCTACGATCACCCCT
CAATGGCCTCTGGGTCTTTGTCCAAACCGGTTGTGCGTATTGCGGCTTGCCGGAGCGCGGCTGGGCGGGGTTGGGC
GAGGCGCGGCAGGGCCGGCTTGTCCGGGTGGGGEGCTGGGGTGCACAGTGGCGCGTGCGCTCTCTGTCACTGGGCAT
CGAGGCGCGTGTGCTGCTAGGGTGTGAGCTCTTCCTCTCCGCGCTCTTCACTAGTTAGCTGCGCCCGTCGGCGCAG
TGTAGGCGGAGCTTGCGCCCGTTTGGGGAGGGGGCGGAGGTCTGGCTTCCTGCCCTAGGTCCGCCTCCGGGCCAGC
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GTTTGCCTTTTATGGTAATAATGCGGCCGGTCTGCGCTTCCTTTGTCCCCTGAGCTTGGGCGCGCGCCCCCTGGCG
GCTCGAGCCCGCGGCTTGCCGGAAGTGGGCAGGGCGGCAGCGGCTGCTCTTGGCGGCCCCGAGGTGACTATAGCCT
TCTTTTGTGTCTTGATAGTTCGCCATGGATGACGATATCGCTGCGCTGGTCGTCGACGCAGGTTCTCCGGCCGCTT
GGGTGGAGAGGCTATTCGGCTATGACTGGGCACAACAGACAATCGGCTGCTCTGATGCCGCCGTGTTCCGGCTGTC
AGCGCAGGGGCGCCCGGTTCTTTTTGTCAAGACCGACCTGTCCGGTGCCCTGAATGAACTGCAGGACGAGGCAGCG
CGGCTATCGTGGCTGGCCACGACGGGCGTTCCTTGCGCAGCTGTGCTCGACGTTGTCACTGAAGCGGGAAGGGACT
GGCTGCTATTGGGCGAAGTGCCGGGGCAGGATCTCCTGTCATCTCACCTTGCTCCTGCCGAGAAAGTATCCATCAT
GGCTGATGCAATGCGGCGGCTGCATACGCTTGATCCGGCTACCTGCCCATTCGACCACCAAGCGAAACATCGCATC
GAGCGAGCACGTACTCGGATGGAAGCCGGTCTTGTCGATCAGGATGATCTGGACGAAGAGCATCAGGGGCTCGCGC
CAGCCGAACTGTTCGCCAGGCTCAAGGCGCGCATGCCCGACGGCGAGGATCTCGTCGTGACCCATGGCGATGCCTG
CTTGCCGAATATCATGGTGGAAAATGGCCGCTTTTCTGGATTCATCGACTGTGGCCGGCTGGGTGTGGCGGACCGC
CTATCAGGACATAGCGTTGGCTACCCGTGATATTGCTGAAGAGCTTGGCGGCGAATGGGCTGACCGCTTCCTCGTG
CTTTACGGTATCGCCGCTCCCGATTCGCAGCGCATCGCCTTCTATCGCCTTCTTGACGAGTTCTTCTGAGGGGATC
GGCAATAAAAAGACAGAATAAAACGCACGGGTGTTGGGTCGTTTGTTC

7.3 Abkiirzungen

ATP Adenosintriphosphat

BAC Bakterielles artifizielles Chromosom
BLAST Basic local alignment search tool
bp Basenpaare

Caco-2 ubiquitéir exprimiertes Gen

cDNA komplementire DNA

CNS conserved non-coding sequenz
DNA Desoxyribonucleinsdure

dNTP Desoxy-Nucleotidtirphosphat
EDTA Ethylendiamintetraacetat

EST Expressed sequence tag

FCS Fetal calf serum

FISH Fluoreszenz in situ Hybridisierung

Homoloc-13 anonyme cDNA
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IPTG Isopropyl-1-thio-B-D-Galaktosid

kb Kilobasen

kD Kilodalton

Kiaa0903 anonyme cDNA

LB Luria-Bertani-Medium

M Molar

u mikro

min. Minuten

Mor2 cytoplasmatische Malat-Dehydrogenase

N Normal

NCBI National Center For Biology and Information
Otx1 Homoobox-Transkriptionsfaktor

PBS Phosphate buffered saline

PCR Polymerase Chain Reaction

RNase Ribonuklease

Rpm rounds per minute

SLP-8P Tumorantigen

SSC Standard-Saline-Citrat-Puffer

STS Sequence tagged site

TBE Tris-Borat-EDTA-Puffer

U Units

Ugp2 Uridyl-Diphosphat-Glucose-Pyrophosphorylase-2
UTR Untranslated region

v Volt

X-Gal 5-Brom-4-Chloro-3-Indoyl-B-D-Galaktosid

YAC Kiinstliches Hefechromosom
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7.4 Maus-BAC/YAC-Contig der wobbler kritischen Region
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7.5 UTR-Sequenzen des Rabla Gens
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Abstract The YPT1/RABI1 protein, a key regulator of the
intracellular vesicle transport in eukaryotes, is highly conserved
in function and amino acid sequence. Here we report that the
most highly conserved nucleotide sequence of the Rabla gene of
amniote vertebrates corresponds to the 3’-untranslated region
(3’-UTR) of the mRNA. Sequences of 27 species ranging from
mammals to sauropsida are >91% identical in this region.
Secondary structure prediction procedures applied to the 3'-UTR
sequences between positions 750 and 984 and 1428 (mouse
cDNA: Y00094), respectively, of the RABla mRNAs revealed
families of alternative structures around nucleotide position 800
as recurrent features. The two hairpin loops are also predicted
for marsupials, despite of their exceptional extension of the A-
rich sequence in between. Yet, sequence conservation is much
higher than required to conserve secondary structure. Implica-
tions for posttranscriptional regulation and protein binding are
discussed. © 2000 Federation of European Biochemical Soci-
eties. Published by Elsevier Science B.V. All rights reserved.

Key words: Rabl; 3'-UTR; RNA folding; Sequence
conservation; Eutheria; Marsupial; RNA-protein interaction

1. Introduction

In the last few years, the non-coding regions of eukaryotic
genes were shown to contain essential regulatory information
(reviewed in [5]). 3’-Untranslated sequence regions (3’-UTRs)
of a number of transcripts are involved in mRNA stability
and translational control (reviewed in [15]). In particular, sev-
eral oncogenes contain specific AU-rich sequences in their 3’'-
UTRs which are determinants for mRNA degradation and
are likely to be involved in the down-regulation of the trans-
lation rate ([30]; reviewed in [4]). Another example for the
regulation of mRNA stability by specific 3’-UTR sequences
is the iron response elements (IREs) in the 3’-UTR of the
transferrin receptor (Tfr) mRNA. At a low cellular iron level,
the IREs are bound by the trans-acting IRE binding protein

*Corresponding author. Fax: (49)-521-106 5654.
E-mail: h.jockusch@biologie.uni-bielefeld.de

! Present address: Institute of Radiobiology, Westfilische Wilhelms-
Universitiat, Miinster, Germany.

IRP1 which leads to a protection of the Tfr mRNA against
degradation whereas at a high iron level the unbound Tfr
mRNA is rapidly degraded [3]. Moreover, the localization
of mRNAs in particular cytoplasmic compartments can be
regulated by 3’-non-coding sequences as shown for bicoid
and nanos mRNAs in the Drosophila egg [9,20] and for B-
actin mRNA in myotubes [16]. 3'-UTR sequences may con-
trol not only the translation of their own mRNA but also the
expression of other genes [27].

A general indication for an important functional role of the
3’-UTRs is the high evolutionary conservation in a number of
mRNA species [13,19,29,38]. In nearly a third of the investi-
gated genes, preferentially in housekeeping genes, the 3’-
UTRs are more than 70% identical in vertebrate species,
over stretches of 100-1450 nucleotides. This implies a strong
selective pressure which cannot be explained by protein-RNA
interactions only, because a specific binding of regulatory pro-
teins would require less nucleotide conservation over shorter
RNA sequences [6].

This work deals with a gene encoding a small GTP binding
protein belonging to the RAS superfamily and the members of
RAB family which are homologous to each other and highly
conserved among eukaryotes (reviewed in [21]). The Rabla
gene of mouse and human, located on mouse proximal chro-
mosome 11 and human chromosome 2p, respectively, came
into the focus of our comparative analysis of these homolo-
gous genomic regions [17,28,35]. This gene encodes the small
GTP binding protein RABI which is found in every eukaryote
and is a key regulatory component for the transport of
vesicles from the endoplasmic reticulum to the Golgi appara-
tus (reviewed in [1,25]). Studies on mutations of YPTI, the
yeast counterpart of RAB1, showed that this protein is neces-
sary for the budding of vesicles of the endoplasmic reticulum
as well as for their transport to, and fusion with, the Golgi
apparatus [33,37]. Conservation between mammalian RABI
and YPT1 was previously shown at different levels. Haubruck
et al. [11] used the yeast cDNA as a hybridization probe to
isolate the corresponding mouse cDNA. They found 71%
identity at the amino acid level. Functional equivalence was
demonstrated by the complementation of yeast YPT1 muta-
tions by mouse RABIla protein [12].

Here we report an extreme sequence conservation of an
exonic non-coding region of the Rabla gene, the 3’-UTR,
within amniote vertebrates. Secondary structure predictions
and binding experiments imply a posttranscriptional cellular
function involving protein-RNA interactions.

0014-5793/00/$20.00 © 2000 Federation of European Biochemical Societies. Published by Elsevier Science B.V. All rights reserved.
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Fig. 1. Structure of the Rabla gene of the mouse, nucleotide numbering system and primers used in this work. Exons and introns of Rabla are
shown with protein coding regions shaded. Nucleotide positions (nt) are numbered according to the mouse cDNA sequence of Wichmann et al.
[36]. Positions of primers used, and sequences determined, in this work are indicated by half arrows and bold horizontal lines, respectively.
Numbers in brackets refer to the nucleotide position in the alignment (see Fig. 2). Folding domains A and B are indicated.

2. Materials and methods

2.1. Origin of tissues and GenBank accession numbers

DNAs were prepared from tissues of the following vertebrates:
human (Homo sapiens, nasal mucosa; AF170935), baboon (Papio
hamadryas, muscle, Zoo Hellabrunn, Munich, Germany;
AF170927), laboratory mouse (Mus musculus laboratorius, brain, liv-
er, muscle; Y00094), laboratory rat (Rattus norvegicus, kidney;
AF170942), horseshoe bat (Rhinolophus rouxii, kidney, Zool. Inst.
University Munich; AF170928), European mole (Talpa europeae, kid-
ney, Bielefeld; AF170937), polecat (Putorius putorius, kidney, Biele-
feld, Germany; AF170939), serval (Leptailurus serval, skeletal muscle,
Zoo Hellabrunn, Munich, Germany; AF170943), domestic cat (Felis
catus, testis, veterinarian, Bielefeld, Germany; AF227734), porpoise
(Phocoena phocoena, skeletal muscle, Sea Mammal Research Unit,
Cambridge, UK; AF170940), fin whale (Balaenoptera physalus,
stranded male, connective tissue from fluke, Schleswig-Holstein, Ger-
many; AF170934), moose (Alces alces, neck muscle, Zoo Hellabrunn,
Munich, Germany; AF170932), muntiac (Muntiacus reevesi, kidney,
Behavioural Sciences, University of Bielefeld; AF170936), cattle (Bos
taurus domestica, liver; AF227735), sheep (Ovis aries, kidney;
AF170944), camel (Camelus bactrianus, testis, Zoo Hannover;
AF170929), Indian elephant (Elephas maximus, placenta, Zoo Hagen-
beck, Hamburg; AF170933), agile wallaby (Macropus parma, kidney,
Behavioural Sciences, University of Bielefeld; AF170931), common
brush-tailed possum (Trichosurus vulpecula, MPI Tiibingen;
AF227733), Tasmanian devil (Sarcophilus harrisii, MP1 Tiibingen;
AF227736), quolls (Dasyurus byrnei, MPI Tiibingen; AF233389),
South American short-tailed gray opossum (Monodelphis domestica,
MPI Tibingen; AF233388), chicken (Gallus gallus gallus, liver;
AF170930), zebra finch (Poephila guttata, lung, behavioral sciences,
Bielefeld; AF170946), ostrich (Struthio camelus, liver, ostrich farm via
Zoology Department, Tel-Aviv, Israel; AF170938), Mississippi alliga-
tor (Alligator mississipiensis, kidney, alligator farm via Zoology De-
partment, Tel-Aviv, Israel; AF170926), painted turtle (Chrysemys
scripta elegans, lung, animal trade; AF170945). Wild animals with

‘Bielefeld’ given as the origin were either killed by car traffic or by
the cat of H. Jockusch.

2.2. DNA preparation, amplification and sequencing

DNAs from vertebrate tissues were prepared by SDS phenol extrac-
tion or according to Laird et al. [18]. DNAs were amplified by poly-
merase chain reaction (PCR) using the primers RablEx6.2a biotin
5'-GTACTACCTGCTAAACCGTAGGC-3' and Rab1Ex6.2b 5'-CT-
TTCCTGGCCTGCTGCTGTGTCC-3’ or RablEx6.b.8 5'-GAATG-
CAAAGCCTATTTCCC-3" (Fig. 1). PCR was performed using 100
ng total DNA, 50 pmol of each primer, 3 U Taq DNA polymerase
(Promega, Madison, WI, USA), 200 umol of each nucleotide and
buffers as recommended by the suppliers. Cycle conditions were one
cycle at 94°C for 4 min and 35 cycles at 60°C (for Rab1Ex6.2a and
RablEx6.2b primers) or 56°C (for RablEx6.2a and Rab1Ex6.b.8) for
1 min, 72°C for 90 s, and 90°C for 1 min. 10 ul of the amplification
product was controlled on an agarose gel and both strands were
sequenced.

2.3. RNA secondary structure prediction

Secondary structure calculations were performed using Michael
Zukers ‘mfold 3.0’ [22] at 37°C with default parameters and verified
using ‘RNAfold 1.2.1° [14]. The secondary structure polygonal plots
were produced by ‘RNA Movies 1.0° [8]. Furthermore the tool was
used to compare alternative secondary structures. Covariation meth-
ods were not employed because of insufficient input data.

3. Results

3.1. Evidence for sequence conservation

Genomic PCR was originally applied to the Rabla gene as
it was considered a positional candidate for the neuromuscu-
lar disease gene wobbler (wr) of the mouse [35]. Comparative
genomic PCR analysis on a variety of mammalian species was

-

Fig. 2. Comparison of the RABI 3’-UTR sequences of 27 vertebrate species. For species 1-27, positions 750-985, for species 1, 3, 9, 11 and
12, positions 7501428 relative to the mouse cDNA sequence (accession # Y00094) are shown, this means that nucleotide 1 corresponds to nu-
cleotide 750 in the mouse cDNA. Sequence variations relative to the human sequence are indicated in black, those not determined by dots.
The borders of folding region A are indicated by white, and those of region B by black arrow heads.
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Fig. 3. Predicted secondary structures for RABla mRNA and 3’-UTRs. Upper right half: energy dot plot of complete mouse RABla mRNA.
Numbers at the axes indicate nucleotides according to Figs. 1 and 2. Dots indicate free energy of base pairing interaction, with free energy
—404.6 <AG = —392.6 kcal/mol. Lower left half: models for secondary structures with participation of region A. Mouse a, detail from folding
of total mouse Rabla mRNA (minimal free energy, MFE, —404.6 kcal/mol): backfolding of region A to 5'-UTR. Mouse b, opossum, chicken:
interspecies comparison of secondary structures of isolated region A (within a 10% range of the MFE); hairpin o is visible in all models; mar-

supial is unique by a large single-stranded A-rich loop.

performed in order to identify conserved sequences. In the
course of this work, the high conservation among mammalian
species of the 3’-UTR region of the Rabla gene became evi-
dent and the analysis was therefore extended to a wide variety
of vertebrates, using primers flanking approximately 300 bp/
680 bp of sequence between the stop codon and the polyade-
nylation site (Fig. 1).

The Rabla 3’-UTR sequences of 17 eutherian, five marsu-
pial (wallaby, possum, Tasmanian devil, opossum, quolls),
three bird (chicken, zebra finch and ostrich) and two reptile
species (alligator and turtle) have been amplified. In the case
of marsupials, PCR products approximately 20-40 bp longer

than in the other tested species were obtained. Under stringent
conditions, no amplification products were obtained from
some lower vertebrates, amphibians (frog), elasmobranchs
(shark), teleosts (medaka, zebrafish) as well as deuterostome
(sea urchin) and protostome (cockchafer) invertebrates.

3.2. Selected sequences and their alignment

Sequences from amniote vertebrates were aligned (Fig. 2).
Even between the species with the greatest phylogenetic dis-
tance (man and turtle), the sequences were found to be 92%
identical. Within the placental mammals (Eutheria), the low-
est observed sequence conservation was 95%.
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In addition, the sequence analysis showed the expected con-
servation within particular orders and families, e.g. sequences
specific for rodents (bp 155), carnivores (bp 18), for marsu-
pials (bp 62-63, 70-105) and sauropsida (bp 16-17, 24, 202,
275-279). There were particular sequence identities across
phylogenetical boundaries, e.g. alligator and ostrich were
identical in positions 21 and 65-69 but different from other
bird species and turtle. However, the overwhelming part of
the 3’-UTR sequence shows very little variability, except for
the A-rich region between bp 56 and 105. The A-rich sequen-
ces within the 3’-UTRs of marsupials were extended as com-
pared to all other species investigated.

For five species (human, mouse, cat, fin whale and moose),
the RABla 3’-UTR was completely sequenced. The results
revealed a higher degree of conservation (>97%) as for the
shorter region (Fig. 2).

3.3. Predicted secondary structure

Standard RNA secondary structure prediction tools were
employed to determine the free energy ensemble of the com-
plete mouse RABI transcript (Fig. 3). The energy dot plot
reveals a region of high stability forming a long helical region
of 72 bp (labeled B) in the 3’-UTR (nucleotides 932-1115 of
the complete mouse mRNA sequence, accession number
Y00094) that overlaps the PCR-amplified region by 52 nucleo-
tides. The amplified region itself approximately coincides with
a domain in the ensemble covering nucleotides 750-932 (la-
beled A) exhibiting mainly local folding and binding to the 5'-
UTR. Basepair probability dot plots generated with ‘RNA-
fold’ also accentuate region A (not shown).

Because the coding region of an mRNA may be prevented
from folding by bound ribosomes, and since 3’-UTR regions
A and B exhibit mainly local folding, we have predicted the
secondary structure of the isolated region A. The secondary
structure ensembles of the 3’-UTR fragments of all species
show broad energy minima leading to families of alternative
structures. However, there are recurrent features especially a
conserved hairpin structure (labeled o in Fig. 3) throughout
all ensembles.

3.4. Preliminary evidence for protein binding

A reason for the conservation of a non-coding RNA se-
quence and a defined folding pattern might be the recognition
by protein(s) with a conserved RNA binding site. Therefore,
gel-shift experiments with cell extracts were performed. PCR
products derived from mouse and chicken were cloned, tran-
scribed and 3?P-radiolabeled in vitro. Subsequently, the la-
beled RNAs were incubated with total soluble protein extracts
from mouse brain, liver and skeletal muscle. Complexes were
electrophoretically separated under non-denaturing condi-
tions. A shift of the position of radiolabeled RNAs was ob-
served upon incubation of mouse and chicken 3’-UTRs with
any of the mouse extracts, indicating interaction within a
species and across species boundaries (not shown). After co-
valent cross linking and RNase treatment, a 200 kDa poly-
peptide(s)/RNA complex was detected on gel electrophoresis
under denaturing conditions (not shown).

4. Discussion

We describe an extreme sequence conservation among the
3’-UTRs of the Rabla genes among 27 amniote vertebrate
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species. Although 3’-UTRs from several other genes have
been shown to be conserved from mammals to lower verte-
brates [6,7], the sequence homologies, e.g. between mammals
and sauropsida, were not as high as with Rabla. In the coding
sequences (618 bp) of the Rabl genes, the following nucleotide
identities relative to humans were found in the database: dog
96% (603 nucleotides of 618), mouse 95% (592/618), rat 93%
(577/618). In comparison, the lowest sequence conservation
we identified in the Rabla 3'-UTR of placental mammals
was 95%, the average 98%. Thus, the sequence conservation
of the RABIla 3’-UTR is higher than that of the protein cod-
ing region. The exceptional extension of the poly-A-rich se-
quence in marsupials underlines the uniqueness of this group
relative to the placental animals. It would suggest a mono-
phyletic origin as accepted in the recent literature [31].
This result raises three questions:

1. What is the relation of the 3’-UTRs sequenced to possible
isoforms of the Rab! transcripts?

2. What is the nature of the presumed protein binding site
within the Rabla 3'-UTR?

3. What might be the cellular function of the Rabla 3'-UTR
and of Rab 3'-UTRs in general?

4.1. Ad 1: relation of the 3’-UTRs sequenced to possible
isoforms of the RABI transcripts

In mammals, two Rabl RNA species with 1.6 and 3.2 kb
have been found in a variety of tissues [21,37]. Haubruck and
colleagues [12] suggested that both RNA species are ex-
pressed, by differential splicing, from the same gene and differ
only in the lengths of their 3'-UTRs. The same phenomenon
was recently described for the human Rabla gene [10]. On the
protein level, two functionally interchangeable Rab! isoforms,
a and b, have been identified with 92% amino acid sequence
identity [26]. In the rat, the 3’-UTR amplified from the Rabla
gene shows no homology to the 3’-UTR sequence of the
Rablb isoform. Mapping studies using the Rabla 3'-cDNA
as a probe revealed the identity of a further Rabli-like gene
[34,39]. In all vertebrate species analyzed in this work, except
for rat and man, very little is known about Rabl transcrip-
tional or genomic isoforms. However, based on the experi-
mental evidence on the better analyzed species, especially
the isoform specificity of the 3’-UTRs, it seems likely that
our amplified products are indeed genetic orthologs to the
mouse and human Rabla standard isoforms.

4.2. Ad 2: the nature of the binding site within the RABla
3-UTR

The secondary structure prediction gives rise to two hy-
potheses: (1) the A-rich variable region between nucleotides
56 and 103 (as in Fig. 2) is single-stranded. (2) The region
113-136 (as in Fig. 2) forms a stable hairpin structure.

For several 3’-UTRs, specific binding proteins are known,
e.g. the U-rich element RNA binding protein (AUF1), the
hnRNP L protein which interacts specifically with VEGF
mRNA in hypoxic cells, the IRP1 in the iron regulatory sys-
tem and the stem-loop binding protein(s) which stabilize(s) the
histone mRNA during the DNA synthesis [23,24,32]. Specific
RNA foldings have been predicted, and according to these,
most of the conserved sequences are located not in the base-
paired but in the single-stranded regions [37].

In the case of Rabla 3'-UTRs, the sequence homology is
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certainly higher than required to maintain a given secondary
structure. Furthermore, except for the o-hairpin, there is no
clearly defined stable overall secondary structure. Thus, some
hitherto unknown biological function must reside in the pri-
mary sequences themselves.

4.3. Ad 3: possible physiological function of the highly
conserved 3-UTR of the RABla transcript

Nothing is known about the protein(s) we have found to
bind to the 3’-UTR of the RABIla transcript. Therefore we
can only speculate on the significance of this interaction. Two
functions of 3’-UTRs are well documented in the literature:
regulation of mRNA stability [4] and localization of mRNAs
to specific regions of the cytoplasm [2]. In contrast to the
Rabl coding region which is highly homologous among all
members of the Rab family, the Rabla 3'-UTR shows no
significant homology to that of other genes, including other
members of the Rab gene family. Even between isoforms
RABIA and RABIB the 3’-UTRs are dissimilar. All RAB
proteins are involved in intracellular vesicle transport but
can be clearly distinguished regarding the cellular compart-
ment in which they are active (reviewed in [21]). Therefore it
is likely that the function of the Rabla 3'-UTR is to localize
the message to specific regions of the cytoplasm, so that trans-
lation would occur close to the localization of the respective
RAB protein.
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