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Der Mensch hat dreierlei Wege klug zu handeln:
Erstens durch Nachdenken,
das ist der edelste;
zweitens durch Nachahmen,
das ist der leichteste;
und drittens durch Erfahrung,

das ist der bitterste.
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Einleitung 1

1 Einleitung

Kalzium reguliert als ubiquitdr vorkommendes Signaltransduktionsmolekil (,second
messenger) in verschiedenen Zelltypen — von Prokaryonten bis zu Eukaryonten — eine
Vielzahl von zelluldren Prozessen wie Proliferation, Metabolismus und Kommunikation.
Physiologische Ereignisse wie die Erregungs-Kontraktionskopplung im Herzmuskel,
Skelettmuskel und glatten Muskel sowie die Synthese und Ausschittung von
Neurotransmittern und Hormonen sind ohne Kalziumionen undenkbar. Initiiert werden diese
auf Zellebene stattfindenden Prozesse durch einen transienten Anstieg der intrazelluldren
Kalziumkonzentration ([Ca®]), gefolgt von einem raschen Abfall auf basale Normwerte
(Bootman and Berridge, 1995). Dieses reversible, zyklische Geschehen wird durch
spannungsabhangige Kalziumkanéle beeinflusst, die Kalziumstréme ins Zytosol erméglichen.
Der Offnungszustand dieser Kanile wird primar durch Depolarisation der Zellmembran
hervorgerufen, wobei an diesem Punkt auch Hormone, Proteinkinasen und —phosphatasen,
Toxine und Pharmaka regulatorisch eingreifen (Hofmann et al., 1999; Moosmang et al.,
2005). Veranderungen in der Expression und Funktion der Kalziumkanale fihren haufig zu
zelluldren Fehlfunktionen und somit u.a. zu kardialen Erkrankungen wie Herzinsuffizienz

oder Arrhythmien.
1.1 Spannungsabhangige Kalziumkanile

Spannungsabhéangige Kalziumkanéle sind multimere Proteinkomplexe, die den kontrollierten
Einstrom von Kalziumionen in die Zelle ermdglichen. Sie gehéren zur Gruppe der
transmembranaren lonenkandle und werden als die schnellsten Kalzium-Signal-Proteine
angesehen. In einer Sekunde kdnnen bis zu einer Million Kalzium-lonen den Kanal passieren
und dabei die [Ca?"], um bis zu 20000-fach erhéhen (Clapham, 2007).

Anhand unterschiedlicher elektrophysiologischer Eigenschaften lassen sie sich in zwei
Gruppen unterteilen: die HVA und LVA spannungsabhéngigen Kalziumkanéle (,high voltage
activated” bzw. ,low voltage activated®) (Yaari et al., 1987).

Basierend auf biophysikalischen und pharmakologischen Eigenschaften erfolgt eine weitere
Einteilung in verschiedene Subtypen (siehe Tabelle 1-1).

Zunéchst sind hier die L-Typ Kalziumkanéle zu nennen. Sie besitzen eine grof3e Leitfahigkeit
(Large conductance), eine lange Offnungszeit (Long lasting opening) mit Barium als
Ladungstrager, sie sind erst bei groRer Depolarisation (Large depolarisation) der
Zellmembran aktiv und sensitiv gegentber Dihydorpyridinen, Phenylalkylaminen sowie

Benzothiazepinen.
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Die T-Typ Kalziumkanale besitzen eine geringere Leitfahigkeit (Tiny), eine flichtige Offnung
(Transient), sind bei negativeren Membranpotentialen aktiv, jedoch unsensibel gegeniber
DHP.

Des Weiteren werden noch N-Typen (weder L- noch (Neither) T-Typ), die sich vorwiegend in
Neuronen befinden, und P/Q- und R-Typen unterschieden. Diese Kanéle benétigen ebenfalls
starke Depolarisationen, um aktiv zu werden und sind nicht durch die aufgefiuihrten L-Typ
Kanal-Antagonisten inhibierbar.

Tabelle 1-1 fasst die verschiedenen Subtypen noch einmal zusammen.

Tabelle 1-1 Klassifizierungsschema der spannungsabhdingigen Kalziumkandle. Die beiden Hauptgruppen
HVA und LVA kénnen aufgrund von elektrophysiologischen und pharmakologischen Eigenschaften in
mehrere Subtypen unterteilt werden.

DHP (Dihydropyridine), PAA (Phenylalkylamine), BTZ (Benzothiazepine)

Bezeichnungen Lokalisierung spez. Antagonisten
LVA Ca,3.1 T-Typ Neuronen, Herzmuskelzellen, Glattmuskelzellen Kurtoxin, Nickel Ni**, (Mibefradil)

Ca3.2 T-Typ Neuronen, Herzmuskelzellen, Glattmuskelzellen Kurtoxin, Nickel Ni*, (Mibefradil)

Ca3.3 T-Typ Neuronen Kurtoxin, Nickel Ni*, (Mibefradil)
HVA Ca,1.1 L-Typ Skelettmuskelzellen, T-Tubuli DHP, PAA, BTZ

cal12 L-Typ Herzmuskelzellen, Glattmuskelzellen, endokrine Zellen, DHP, PAA, BTZ

euronen
endokrine Zellen, Neuronen, Vorhof-Myozyten,

Ca13 L-Typ Schrittmacherzellen, Cochleazellen DHP, PAA, BTZ

Ca,1.4 L-Typ Ruckenmarkzellen, Retina-Zellen, Mastzellen D-cis-Diltiazem, (DHP, PAA, BTZ)

Ca2.1 P/Q-Typ Neuronen, neuroendokrine Zellen w-Agatoxin IVA

Ca2.2 N-Typ Neuronen, neuroendokrine Zellen w-Conotoxin-GVIA

Ca2.3 R-Typ Neuronen SNX-482

1.1.1 L-Typ Kalziumkanile

Wie andere HVA-Kandle bestehen L-Typ Kalziumkandle aus einer ionenleitenden
as-Untereinheit und zwei akzessorischen Proteinen, eine B- und eine wd-Untereinheit
(Abbildung 1-1). In Skelettmuskel- und Nervenzellen kommt die y-Untereinheit hinzu (Letts et
al., 1998), deren Funktion nur wenig erforscht ist (Catterall, 2000).
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Abbildung 1-1 Aufbau eines L-Typ Kalziumkanals. Es soll die Lage aller Untereinheiten in Bezug zur
Zellmembran verdeutlicht werden. Der obere Bereich stellt den extrazelluldren Raum mit der o,-
Untereinheit dar, der untere Teil ist der intrazellulére Raum mit der dort lokalisierten 8-Untereinheit. In
die Plasmamembran eingelagert sind die o.;-Untereinheit, sowie 6 und y.
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Die as-Untereinheit, die gréf3te und funktionell wichtigste Untereinheit, bestimmt primér die
biophysikalischen und pharmakologischen Eigenschaften des Kanals (Catterall, 2000) und
kann auch ohne andere Untereinheiten mdglicherweise einen eingeschrankt
funktionsfahigen Kalziumkanal bilden (Perez-Reyes et al., 1989; Weissgerber et al., 2006).
AuRerdem trégt diese Untereinheit die Bindungsstellen fir Kalziumkanalantagonisten vom
Typ der Dihydropyridine, Phenylalkylamine und Benzothiazepine, die als Therapeutika z.B.
bei kardiovaskularen Erkrankungen Anwendung finden (Striessnig, 1999).

Die Ubrigen Untereinheiten B (50-72 kDa, je nach Subtyp), a,0 (125 kDa) und y (25 kDa)
werden als Hilfsuntereinheiten angesehen, da sie die Expression des Kanals, die Kinetik und
Amplitude des Kalziumstroms beeinflussen. Aulerdem kommt ihnen, besonders der (-
Untereinheit, eine wichtige Funktion beim Einbau des Kanalkomplexes in die Zellmembran
zu (Gao et al., 1999; Shistik et al., 1995).

Abbildung 1-2 stellt die Struktur der o4-Untereinheit von L-Typ-Kanélen dar. Diese setzt sich
aus vier homologen transmembrandren Doméanen (I-1V) zusammen. Sie kénnen in jeweils 6
Segmente (S1-S6) unterteilt werden, welche als a-Helices die Plasmamembran
durchspannen. Die S4 Segmente der jeweiligen Domane fungieren als Spannungssensor
des Kanals. Der Selektivitatsfilter wird aus dem intrazelluldaren Loop zwischen den
Segmenten S5 und S6 gebildet. Allein der Austausch von drei Aminosauren in dieser
Schleife verandert die Selektivitat (Feng et al., 2001). Zwischen Doméne 1 und 2 befindet
sich die Interaktionsstelle fir die B-Untereinheit des Kanals (Hofmann et al., 1999). Am
intrazellularen Carboxyterminus, der etwa 700 Aminosduren umfasst, ist ein Isoleucin-
Glutamin (I1Q)-Motiv lokalisiert, das in der Lage ist, Calmodulin zu binden. AuRerdem findet
man in dieser Region ein kalziumbindendes EF-Hand-Motiv und zwei flir diese Arbeit
bedeutende Phosphorylierungsstellen S1512 und S1570.
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Abbildung 1-2 Struktur der a;-Untereinheit eines Ca,1.2-Kanals. Die vier homologen Domdnen bilden den
Kanal. Jede Domdne besteht aus sechs transmembrandren Segmenten. Segment 4 bildet den
Spannungssensor und ist hier mit + gekennzeichnet. Zudem sind hier auch das EF-Handmotiv sowie die
Serine S1512 und S1570 und das IQ-Motiv dargestellt.

Das IQ-Motiv ist 148 Aminosduren carboxyterminal vom letzten transmembranen
Segment IV S6 lokalisiert (Zuhlke et al., 1999) und besteht aus 12 konservierten
Aminosduren. An diesen Bereich bindet Calmodulin (CaM), ein 17 kDa grof3es Protein, das
zur Familie der EF-Hand-Proteine gehért und eukaryontischen Zellen als Kalziumsensor
dient. Diese Calmodulinbindung an das IQ-Motiv hat grof3e Bedeutung fir die Autoregulation
der Ca,1.2 Kanale (Zuhlke et al., 2000) (siehe 1.1.3) und fiur die Steuerung von
Signalkaskaden, die im Zellkern die Transkription von Genen anschalten (Dolmetsch et al.,
2001).

Die Klasse der L-Typ Kalziumkanale kann noch einmal unterteilt werden in Ca,1.1 bis Ca,1.4,
wobei sich keine klare Gewebezuordnung aufgrund Uberlappender Expression definieren
I&sst.

Ca,1.1 wird im Skelettmuskel exprimiert (De Jongh et al., 1991; Tanabe et al., 1987).
Dagegen konnte Ca,1.2 in mehren Geweben nachgewiesen werden: im Herzen (Bohn et al.,
2000), in der glatten Muskulatur (Moosmang et al., 2003), im Pankreas (Schulla et al., 2003),
der Nebenniere und dem Gehirn (Hell et al., 1993). Ca,1.3 wird vor allem im Gehirn
exprimiert, allerdings in geringerer Menge als der Ca,1.2-Kanal (Hell et al., 1993). Auch in
Ovarien, Nieren, Pankreas, Cochlea (Kollmar et al., 1997) und im kardialen Gewebe
(Striessnig et al., 2006) einschlieRlich des Sinusknoten (Bohn et al., 2000) konnte der Ca,1.3
identifiziert werden. Ca,1.4 wurde bisher in der Retina (Baumann et al., 2004; Bech-Hansen
et al., 1998; Strom et al., 1998), in Ruckenmarks-Neuronen und im Lymphgewebe (McRory

et al., 2004) entdeckt. Je nach Expressionsort unterscheiden sich die Funktionen der
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einzelnen Isoformen. Die Untersuchungen in der vorliegenden Arbeit beziehen sich auf den
Ca,1.2-Kanal, den sogenannten kardialen Kalziumkanal (Bohn et al., 2000), der sowohl flr

die Entwicklung des Herzens als auch fiir seine Kontraktilitdt essentiell ist.

1.1.2 Der Ca,1.2-Kanal und seine Bedeutung im Herzen

In Herzmuskelzellen kommen ausschliellich L- und T-Typ Kalziumkanéle vor. Wie oben
bereits erwahnt, besitzen die T-Typ Kalziumkanéle nur eine geringe Leitfahigkeit und sind bei
sehr negativen Membranpotentialen aktiv.

Fur den Kalziumeinstrom (lc,) wahrend des Aktionspotentials kénnen sie vernachlassigt
werden, da dieser Uberwiegend durch L-Typ Kalziumkanéle in den transversalen Tubuli
(T-Tubuli) erfolgt.

(" sarkolemm (NCX)

Ca— Ca P te——

Myofilamente
T-Tubulus
\\\\_//

—

[Cal;

Abbildung 1-3 Mechanismus der elektromechanischen Kopplung (Exzitations-Kontraktionskopplung).
Erkldrung siehe Text. (Abbildung modifiziert, aus Maier and Bers, 2002)

Wahrend der Herzsystole, d.h. der Plateauphase des kardialen Aktionspotentials bleibt die
Membran fir Uber 100 ms depolarisiert. Dadurch strémt Kalzium entlang des
transmembranaren Konzentrationsgefélles Uber Ca,1.2 in die Zelle. Dieser Kalziumeinstrom
I6st eine intrazelluldre Kalziumfreisetzung aus dem sarkoplasmatischen Retikulum (SR) tber
Ryanodin-Rezeptoren aus (CIRC) (Bers, 2002). Dieser Anstieg der [Ca*']; (von 100 nM auf
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1 uM) verursacht kausal die Kontraktion der Zelle. Hier kommt es zu mehreren Anheftungs-
und Abldsungszyklen der kontraktilen Proteine (Myofilamente).

Wahrend der diastolischen Relaxationsphase wird das Kalzium aus dem Zytosol Uber den
sarkolemmalen Na‘/Ca?*-Austauscher (NCX) nach aufen und durch die Kalzium-ATPase
des SR (SERCA) in das SR zurtickgepumpt (Bers, 2002).

Durch eine Ca,1.2-knock-out-Mauslinie konnte die bedeutende Rolle dieses Kanals im
kardiovaskularen System bestatigt werden. Die Ausschaltung dieses Gens (CACNA1C)
fihrte zum Absterben der Embryonen um Tag 13 p.c. und zeigte damit, dass dieser Kanal ab
Tag 14 p.c. fur die weitere Entwicklung der Embryonen essentiell ist.

Das Gen des Ca,1.2-Kanals (CACNA1C) ist im Anhang dargestellt. Es hat eine Gréfie von
ca. 150 kb und setzt sich aus 44 invarianten und mehr als 6 alternativen Exons zusammen
(Soldatov, 1994). Im menschlichen Genom ist es auf Chromosom 12, im Genom der Maus
auf Chromosom 6 lokalisiert. Das vollstdndige Proteinprodukt hat ein Molekulargewicht von
etwa 260 kDa.

1.1.3 Autoregulation von L-Typ Kalziumkanalen

Charakteristisch fiir L-Typ Kalziumkanéle ist das Phanomen der Autoregulation. Hier steht
Calmodulin als zentrales Regulationsmolekil im Vordergrund. Zum Einen hemmt
kalziumgebundenes Calmodulin (Ca*/CaM) den L-Typ Kalziumkanal wahrend der
sogenannten kalziumabhé&ngigen Inaktivierung (calcium dependent inactivation, CDI). Zum
Anderen kann dieser Ca®‘/CaM-Komplex Uber die Aktivierung der Calmodulinkinase ||
(CaMKIl) zu einer Erhéhung des Kalziumeinstroms durch den L-Typ Kalziumkanal (calcium
dependent facilitation, CDF) fihren (Wu et al., 2004).

1.1.31 Inaktivierung

Unter Inaktivierung versteht man, dass der Kalziumeinstrom (lc;) Uber den Kanal entweder
durch das Membranpotential (voltage dependent inactication, VDI) oder durch Kalzium selbst
(CDI) terminiert werden kann.

Als Beweis fiir die kalziumabhangige Komponente der Inaktivierung dienen Experimente mit
Barium (Ba®*) als Ladungstrager, bei denen die Inaktivierung wesentlich langsamer
fortschreitet (Abbildung 1-4).
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Abbildung 1-4 Kalzium- und spannungsabhdngige Inaktivierung von Cayl.2 in Herzmuskelzellen. Es ist
der Verlauf von I, und Iz, nach Depolarisation der Zellmembran von —80 mV (Haltepotential) auf 0 mV
gezeigt. (Abbildung aus Findlay, 2002)

Die CDI des L-Typ Kalziumkanals wird durch Calmodulin vermittelt (Zuhlke and Reuter,
1998), das an der sogenannten A-Region zwischen EF-Hand Motiv und der IQ-Domane des
carboxyterminalen Endes des L-Typ Kalziumkanals praassoziiert vorliegt (Kim et al., 2004;
Pitt et al., 2001). Kalzium bindet wahrend der CDI mit hoher Affinitdt an Calmodulin, welches
in Folge dessen seine Konformation andert und mit dem IQ-Motiv interagiert (Peterson et al.,
1999). Der Kanal geht in den inaktiven Zustand ber und schliet. Es wird angenommen,
dass dadurch die Zelle vor einer zu hohen Kalziumkonzentration geschiitzt wird (Zuhlke and
Reuter, 1998). Anhand von Mutationsstudien in vitro wurde postuliert, dass das Isoleucin die
fur die Wechselwirkung mit Calmodulin verantwortliche Aminosaure im 1Q-Motiv ist (Zuhlke
et al., 2000). Van Petegem konnte diese Interaktion zusatzlich durch Erkenntnisse anhand
der Kristallstruktur des Proteinkomplexes aus Ca,1.2-Carboxyterminus und Ca®‘/CaM

Kristallstruktur bestétigen (Van Petegem et al., 2005).
1.1.3.2 Fazilitierung

Neben der CDI als negative Autoregulation existiert die Fazilitierung als positiver Feedback-
Mechanismus. Nach Erhéhung der [Ca?']; (voltage dependend facilitation, VDF) (Noble and
Shimoni, 1981a) oder nach mehreren aufeinanderfolgenden Depolarisationen der Zelle
(calcium dependent facilitation, CDF) (Gurney et al., 1989; Marban and Tsien, 1982; Noble
and Shimoni, 1981b) kommt es hier zu einem veranderten Zustand der L-Typ Kalziumkanale,
der von Dzhura et al. als der mode2-Zustand benannt wurde (Dzhura et al., 2000). Dieser
mode?2 zeichnet sich durch lange Offnungszeiten und eine hohe Offnungswahrscheinlichkeit
des Kanals aus. Hierbei soll die Phosphorylierung noch nicht genau charakterisierter Targets
im Ca,1.2-Proteinkomplex durch die CaMKIl eine bedeutende Rolle spielen (Anderson et al.,
1994; McCarron et al., 1992; Xiao et al., 1994; Yuan and Bers, 1994).
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Abbildung 1-5 Mechanismen der Autoregulation von L-Typ Kalziumkandilen. Im Ruhezustand ist der Kanal
geschlossen und es kann kein Kalzium in die Zelle gelangen. Nach Depolarisation der Zellmembran
Offnet sich der Kanal und Kalzium strémt in den Interzellularraum. Bei anhaltender Depolarisation wirkt
Kalzium hemmend auf den Offnungszustand des Kanals, er wird inaktiv und schlief8t sich. Zusétzlich zur
Inaktivierung zeigt sich der Mechanismus der Fazilitierung, die durch Phosphorylierung durch die
CaMKill verursacht wird. (Abbildung aus Maier and Bers, 2002)

In vitro-Studien unserer Arbeitsgruppe belegen, dass unter den 15 mdéglichen
Phosphorylierungsstellen im Ca,1.2-Kanal die im Carboxyterminus lokalisierten Serine
S1512 und S1570 von der CaMKIl phosphoryliert werden und dies Auswirkungen auf die
CDF hat (Lee et al., 2006). Diese Theorie wurde durch unabhangige Arbeiten einer anderen
Arbeitsgruppe bestétigt (Erxleben et al., 2006). Zusatzlich zu diesen Phosphorylierungs-
stellen soll auch die Phosphorylierung der B-Untereinheit des Kanals eine Rolle fiir die CDF
spielen (Grueter et al., 2006).

Bei S1512A oder S1570A Mutanten ist die CDF vermindert, bei Doppelmutanten sogar véllig
beeintrachtigt, wahrend die CDI leicht erhéht ist (Lee et al., 2006). Bis dato wurde die in vivo-
Bedeutung der beiden Serine S1512 und S1570 und somit die der CDF nicht beschrieben.
Weitere Mutations-Experimente belegen, dass die CDI bei Austausch des Isoleucin gegen
Alanin im 1Q-Motiv verschwindet, wahrend die CDF unbetroffen bleibt (Zuhlke et al., 2000).
Ersetzt man Isoleucin gegen Glutamat sind beide Mechanismen ausgeschalten, was den
Zusammenhang beider Autoregulationsmechanismen vergegenwartigt.

Nachfolgende Arbeiten bestatigten diese Erkenntnisse (Erickson et al., 2003; Hudmon et al.,
2005; Zhou et al., 2005). Auch die in vivo-Funktion des IQ-Motivs wurde noch nicht

charakterisiert.

1.2 Die CaM Kinase Il

Der Familie der Calmodulin-Kinasen (CaMK) gehéren die CaMKI, Il und IV, sowie die
CaMKIll (auch als eEF2-Kinase bezeichnet) an (Nairn et al., 1985). Von der CaMKII sind vier
Subtypen (a, B, y und d) bekannt, die jeweils in unterschiedlichen Geweben exprimiert

werden (Braun and Schulman, 1995). Wahrend die Isoformen a und B in Neuronen den
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pradominanten Subtyp darstellen, werden die y- und die d-Isoformen in peripheren Geweben
exprimiert (Tobimatsu and Fujisawa, 1989). Die CaMKII & ist die vorherrschende Variante im
Herzen (Erickson et al., 2008).

Jede CaMKIl-Isoform enthélt eine katalytische Doméne, eine zentrale Regulationsdoméne
und eine Verbindungsdoméne. In der zentralen Regulationsdoméne Uberlappen sich die
Autoinhibitionsregion und die Ca®/CaM-Binderegion. Die Verbindungsdoméane st
verantwortlich fir die Oligomerisation der CaMKII, die sich aus 6-12 solcher Untereinheiten
zusammensetzt (Braun and Schulman, 1995; Maier and Bers, 2002).

Die Aktivierung der CaMKII wahrend der CDF erfolgt nach Anstieg der [Ca?']; aufgrund von
Kalziumfreisetzung aus dem SR oder durch einstrébmendes Kalzium (Bartel et al., 2000; Wu
et al., 2001). Es entsteht der Komplex Ca?"/CaM, der schlieRlich an die Regulationsdoméne
bindet, wodurch die Autoinhibitionsdomane verdeckt wird. Ferner folgt eine
Konformationsénderung, so dass das aktive Zentrum der katalytischen Doméne zum
Zielsubstrat Zugang hat.

Durch Autophosphorylierung an Threonin (Thr) 286 wird eine autonome Aktivitadt der CaMKI|I
unabhéngig von Ca®'/CaM erreicht. Die Autophosphorylierung ist nicht essentiell fiir die
Aktivierung der CaMKIl, hat jedoch interessante Konsequenzen. So steigt die Affinitdt des
CaMKII-CaM-Komplexes und Calmodulin wird in der Autophosphorylierungsregion gebunden
(Meyer et al., 1992). Dieses hat zur Folge, dass eine ldngere CaMKII-Aktivitdt mdglich ist
(von mehreren Sekunden), obwohl die Kalziumkonzentration bereits wieder auf basale Werte
zurlickgegangen ist. Die Autophosphorylierung deaktiviert die Autoinhibitionsregion, woraus
eine autonome Aktivitat von etwa 20-80% resultiert (Lai et al., 1986; Lou et al., 1986; Miller
and Kennedy, 1986; Schworer et al., 1986).

Eine vollstdndige CaMKII-Deaktivierung kann durch Dephosphorylierung mittels der
Phosphatasen PP1, PP2A oder PP2C erfolgen (Zhang and Brown, 2004); als organische
Inhibitoren der CaMKII werden haufig in Kardiomyozyten KN62 und KN93 eingesetzt (Maier
and Bers, 2002). Sie hemmen kompetitiv die CaM-Bindung an der regulatorischen Domaéne.
Die CaMKIl ist eines der wichtigsten Kalzium-abhangigen Proteine, die an der Modulation
der elektromechanischen Kopplung im Herzen beteiligt sind. So kénnen der Kalzium-
Einstrom (lc,), die Kalzium-Ausschittung aus dem SR und die Kalzium-Wiederaufnahme ins
SR beeinflusst werden (Maier and Bers, 2002). Es gibt gute Evidenz, dass dabei
verschiedene Proteine phosphoryliert werden, u.A. der L-Typ Kalziumkanal (Maier and Bers,
2002), der Ryanodinrezeptor (Hain et al., 1995; Witcher et al., 1991) und Phospholamban
(Davis et al., 1983). Der genaue Ablauf dieser regulatorischen Mechanismen in vivo und ihre
pathophysiologische Bedeutung sind aber noch weitgehend unklar.

Auch als inaktives Protein, kalziumfrei, kann die CaMKIl bereits mit verschiedenen

lonenkanalen und Transportproteinen assoziiert sein (Hudmon and Schulman, 2002).



Einleitung 10

Zusatzlich zu den akuten Effekten beeinflusst die CaMKIl auch langerfristig die
Gentranskription, indem es den Transkriptionsfaktor CREB (cAMP response element binding
protein) phosphoryliert (Hook and Means, 2001). Die genauen Signaltransduktionswege der

CaMKII sind jedoch vielfaltig und am Myokard noch nicht vollstdndig bekannt.

1.3 Transgene Tiermodelle

Schon lange dienen Tiere in der Medizin als Modellorganismen, an denen die Symptome von
Krankheiten, deren Auswirkungen auf den Kérper und deren Behandlungsmdglichkeiten
untersucht werden. Ziel dabei ist, die gewonnen Erkenntnisse auf den Menschen zu
Ubertragen.

Die rasanten Fortschritte auf dem Gebiet der Gentechnologie erbrachten ihrerseits eine Fiille
neuer Anwendungen fir die biomedizinische Forschung. Durch den Erfolg von Avery et al.,
die die Nukleinsduren 1944 als Trager der Erbinformation erkannten (Avery et al., 1944),
wurde ein grofer Fortschritt in der Wissenschaft erzielt. So wurde es mdglich, durch
molekularbiologische Methoden DNS nahezu beliebig zu manipulieren. Mit dem Abschluss
des Humangenomprojekts im Jahre 2001 (Venter et al., 2001) und des Mausgenomprojekts
2002 (Waterston et al., 2002) stehen die vollstdndig sequenzierten Genome dieser beiden
Séduger in Online-Datenbanken zur Verfigung. Die Kenntnis der Genomsequenz bildet die
Grundlage der systematischen Untersuchung des Erbguts.

Bis dato ist nur bruchstliicksweise geklart, welche Aufgabe die einzelnen Gene fiir den
Gesamtorganismus erflillen. Eine Mdglichkeit zum besseren Verstandnis ist die gezielte
Inaktivierung des jeweiligen Gens durch sogenanntes Gen Targeting. Dabei kann das
interessierende Gen gezielt ausgeschaltet werden, so dass kein funktionsfihiges Protein
mehr gebildet wird (knock-out). Wird hingegen eine bestimmte Mutation in das Genom
eingefiihrt, verandert man damit auch das entsprechende Protein an der gewiinschten Stelle.
In diesem Fall spricht man von knock-in.

Das derzeit beste Tiermodell in der biomedizinischen Forschung ist die Maus (Mus
musculus). Selbst ein Sdugetier, ist sie dem Menschen genetisch dhnlicher, als sich auf den
ersten Blick vermuten lieRe: Die Maus besitzt ebenfalls etwa 30000 Gene. Uber 90% davon
haben ein entsprechendes orthologes Gen beim Menschen (Waterston et al., 2002).

Diese hohe Ubereinstimmung in der genetischen Ausstattung macht die Maus zum
bevorzugten Studienobjekt fir die Forschung auf den Gebieten der Physiologie,
Pathophysiologie oder Pharmakologie. Hinzu kommt die relativ einfache Handhabung der
Tiere, die zudem eine kurze Generationszeit und eine hohe Reproduktionsrate besitzen.

Im Jahre 1987 war es das erste Mal gelungen, in embryonalen Stammzellen der Maus ein

erfolgreiches Gen Targeting durchzufihren (Thomas and Capecchi, 1987). Seither wurden
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diverse knock-out- bzw. knock-in-Mauslinien etabliert. Diese Mauslinien tragen zum
besseren Verstdndnis der molekularen Ursachen von Krankheiten bei und kénnen einen

wichtigen Beitrag zur Entwicklung und Testung neuer, zielgerichteter Medikamente leisten.
1.4 Gen Targeting

Fur ein erfolgreiches Gen Targeting ist zundchst die Herstellung eines entsprechenden
Targeting-Konstruktes (Gen-Targeting-Vektor) nétig. Prinzipiell gliedert sich ein Targeting-
Konstrukt in vier Bereiche: Der 5°-Arm, das bedeutet der Homologiebereich, der sich 5" des
zu verandernden Exons befindet; der Abschnitt, der die Verdnderung tragt; einen
3’-gelegenen Homologiebereich und das Vektor-Riickgrat. Beim Vektor-Riickgrat handelt es
sich in der Regel um ein Plasmid mit hoher Kopienzahl.

Nach Linearisierung des Targeting-Konstruktes wird es in ES-Zellen eingeschleust.
Daraufhin lagern sich die beiden Arme an ihren Zielort an (Heteroduplex-Bildung), worauf es
anschliefend zum Austausch der entsprechenden DNS-Abschnitte (crossing over) kommt
(Thomas et al., 1986).

Je langer die homologen Abschnitte sind, desto gréRer ist die Wahrscheinlichkeit der
Rekombination (Hasty et al., 1991). Optimale Langen liegen zwischen 5 und 10 kb. Grofliere
Homologiebereiche wiirden die Rekombinationseffizienz zwar erhéhen, in ihrer Handhabung
sind derart lange Fragmente aber nicht praktikabel.

Nur etwa 1 von 1000 Zellen nimmt das Konstrukt auf, und von 1000 transfizierten Zellen
kommt es bei nur 1-10 Zellen zur korrekten Homologen Rekombination (Thomas et al., 1986).
Ein weiterer Faktor, der die Rekombinationseffizienz beeinflusst, ist unter anderem die
Zuganglichkeit des Genortes (Hasty et al., 1991). Ist der anvisierte Zielort im Genom leicht
fir das Konstrukt zuganglich, erhéht sich die Wahrscheinlichkeit fiir die korrekte
Rekombination. Erstaunlicherweise hat die Anzahl der in die Zelle eingebrachten DNS-
Molekule keinen Einfluss auf die Rekombinationsrate. Daraus resultiert der Schluss, dass die
Kapazitat der zelleigenen ,Rekombinationsmaschinerie® den limitierenden Schritt fir die
Haufigkeit des Rekombinationsereignisses darstellt (Thomas et al., 1986).

Zuséatzlich zur Homologen Rekombination kommt es sehr haufig auch zur zufalligen

Integration in das Genom.

Das Cre/loxP-System

Fur eine erleichterte Suche nach positiven Klonen in der ES-Zellkultur wurden in die im
Rahmen dieser Arbeit verwendeten Targeting-Vektoren Resistenzkassetten eingebaut,
welche die Gene fiir Neomycin bzw. Thymidinkinase codieren. Diese NeoTK-Kassetten gilt

es, nach erfolgreicher Homologer Rekombination wieder zu eliminieren. Fir diesen Schritt
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macht man sich das Prinzip des Cre/loxP-Systems (Abremski et al., 1983) zunutze. Hierbei
handelt es sich um ein Rekombinase-System, bei dem das Enzym Cre-Rekombinase
(Cre = causes recombination) eine spezifische Sequenz erkennt, schneidet und die
Fragmente neu zusammensetzt. Die Erkennungssequenz wird als loxP-Sequenz (locus of
crossing-over (x) des Phagen P1) bezeichnet. Hierbei handelt es sich um eine Abfolge von
34 bp. Befinden sich die zwei loxP-Sequenzen in der gleichen Orientierung, wird das, was
sich zwischen den beiden Sequenzen befindet aus dem Genom herausgeschnitten, wobei
eine loxP-Sequenz erhalten bleibt. Dieser Vorgang geschieht wahrend des Sekundaren ES-

Zell-Targetings durch transiente Expression der Cre-Rekombinase.
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2 Fragestellung und Zielsetzung

Ca,1.2 spielt, wie schon anfangs erwédhnt, im Herzen eine bedeutende Rolle und wird als
Vermittler zwischen Erregung und Kontraktion angesehen. Die strenge Regulation der
Funktion dieses Kanals ist daher von aulerordentlicher physiologischer und
pathophysiologischer Bedeutung, weshalb diese Problematik im Zentrum des Interesses
vieler Forschergruppen weltweit steht.

Es wird postuliert, dass die Zelle durch kalziumabhangige Inaktivierung (CDI) von

Kalziumkanalen vor einer zu hohen [Ca®"]

geschutzt wird. Auf der anderen Seite kann
physiologisch der Kalziumeinstrom Uber Ca,1.2 kurzzeitig erhdht werden. Man spricht in
diesem Falle von kalziumabhéngiger Fazilitierung (CDF), einem positiven Feedback-
Mechanismus.

Bis heute liegen keine Ergebnisse daruber vor, welche Funktion diese beiden
Autoregulationsmechanismen des L-Typ Kalziumkanals, CDI und CDF, in vivo haben. Fir
dies sollte nun in der vorliegenden Arbeit durch Generierung zweier Mauslinien die
Grundlage geschaffen werden, nicht zuletzt im Hinblick darauf, durch die Aufklarung der

molekularen Mechanismen neue Behandlungsmdglichkeiten zu entwickeln.

Fur die Generierung einer transgenen Mauslinie ist es zundchst nétig, einen Gen-Targeting-
Vektor herzustellen. Dieser Vektor enthdlt die gewlnscht verédnderte DNS-Sequenz. Er kann
dann in Embryonale Stammzellen (ES-Zellen) eingeschleust werden. Dort wird die Wildtyp-
ES-DNS gegen die verdnderte Vektor-DNS ausgetauscht (Homologe Rekombination),
sodass letztlich ES-Zellen mit mutierter Sequenz vorhanden sind. Der nachste Schritt ist die
Injektion der veranderten ES-Zellen in Blastozysten. Dadurch sind nun auch diese ES-Zellen
an der Entwicklung des Embryos beteiligt. Sind die Keimzellen aus ihnen entstanden, dann
wird die mutierte DNS auch an die Nachkommen weitervererbt und die Mauslinie ist etabliert,

die schliel3lich fur in vivo-Versuche herangezogen werden kann.

Im ersten Teil dieser Arbeit galt es, eine Mauslinie (im Folgenden als Ca,1.2°"-Mauslinie
bezeichnet) zu generieren, bei der der positive Effekt der CDF nicht mehr auftreten sollte.
Durch Mutation der vermuteten CaMKII-Phosphorylierungsstellen S1512 und S1570 zu
Alaninen kann der Kanal dort nicht mehr phosphoryliert werden, was vermutlich zur
Abschaffung der CDF fUhren wird.

Im anderen Teil sollte eine Mauslinie erzeugt werden, die Ca,1 .2E9% Mauslinie, bei der das 1Q-
Motiv so verdndert ist, dass keine Interaktion mehr mit Calmodulin méglich sein wird. Dies
sollte mit gezielter Mutagenese des Isoleucins (11624) zu Glutamat (E) erfolgen, wodurch

mdglicherweise weder CDI noch CDF stattfinden kénnen.



Material

14

3 Material

3.1 Chemikalien

Chemikalie

Bezugsquelle

6-N-Hexansé&ure

Acrylamid

Agar

Agarose

Albumin Fraktion (BSA)
Ammoniumpersulfat (APS)

Ampicillin, Natriumsalz

Borséure

Bromphenolblau

Calpain Inhibitor | und I

Chloroform

Coomassie Brilliant Blue R250 Powder
Deoxycholat

Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dinatriumhydrogenphosphat (Na,HPO,)
dNTPs

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)
ESGRO LIF

Essigsaure

Ethanol (EthOH)

Ethidiumbromid
Ethylendiamin-Tetraessigsédure (EDTA)
Ethylenglycol-Tetraessigsdure (EGTA)
Ficoll Typ 400

Fotales Kalberserum (FCS; Lot 40F2342K)
Ganciclovir

Geneticin (G418-Sulfat)

Glucose

Glutathion

Glycerol

Hefeextrakt

Isopropanol
Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid(IPTG)
Kaliumacetat

Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumhydrogenphosphat (KH,POy,)
Magnesiumsulfat (MgSO,)

Methanol

Natriumacetat

Roth, Karlsruhe

Severn, Kidderminster, England
Oxoid, Hampshire, England
Biozym, Oldendorf

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt
SERVA, Heidelberg
Roche, Mannheim
Merck, Darmstadt
SERVA, Heidelberg
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Millipore, Schwalbach
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Gibco-BRL, Karlsruhe
Roche, Mannheim
Gibco-BRL, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Oxoid, Hampshire, England
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
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Natriumchlorid (NaCl

Natriumcitrat
Natriumhydrogenphosphat (NaH,PO,)
Natriumhydroxid

Natronlauge (NaOH)

N-Laurylsarcosin
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol-Mischung
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
Protease Inhibitor Mixture

Saccharose

Salzsaure (HCI)

Sodiumdodecylsulfat (SDS)

ssDNA from herring sperm
Standardmarker DNA-Extension-ladder
Standardmarker Precision Plus Protein Standard
Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Tris-(hydroxymethyl)-methylamin (Tris)
Triton-X-100

Trizol

tRNS

Trypsin/EDTA

Trypton

Tween 20

Xylencyanol

a-*P-dCTP

B-Mercaptoethanol

3.2 Enzyme

Restriktionsenzyme

Enzym

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe

Fluka, Buchs, Schweiz
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

SERVA, Heidelberg
Sigma-Aldrich, Steinheim
Gibco-BRL, Karlsruhe
Biorad, Miinchen
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Roche, Mannheim

Gibco-BRL, Karlsruhe

Oxoid, Hampshire, England

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Hartmann, Braunschweig

Sigma-Aldrich, Steinheim

Erkennungssequenz (5'— 3°)

Aflll
BamHl
Clal
EcoRI
Hindlll
Kpnl
Ndel
Notl
Pstl
Sall
Xbal
Xhol

C/TTAAG
G/GATCC
AT/CGAT
G/AATTC
A/AGCTT
GGTAC/C
CATATG
GC/GGCCGC
CTGCA/G
G/TCGAC
T/ICTAGA
C/TCGAG
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Andere Enzyme und Kits

Name

Bezugsquelle

Verwendung

Antarctic Phosphatase
Cre-Rekombinase
Proteinase K

RNaseA

RNaseH
tag-Polymerase

T4 Ligase

BCA Protein Assay

Big Dye Terminator v1.1 Cycle Seq Kit
ECL Western Blotting System

Expand High-Fidelity Plus PCR System
Random Primed DNA Labeling Kit
SuperScript OneStep RT-PCR-System

3.3 Oligonukleotide

NEB, Frankfurt

NEB, Frankfurt

Roche, Mannheim

Roche, Mannheim

Roche, Mannheim
Genscript, New Jersey, USA
NEB, Frankfurt

Pierce, Rockford, USA

Applied Biosystems, Weiterstadt
Pharmacia, Heidelberg

Roche, Mannheim

Roche, Mannheim

Invitrogen, Karlsruhe

Dephosphorylierung
in vitro-Rekombination
Zell-Lyse

RNS-Verdau
RNS-Verdau

PCR

Ligation

Proteinbestimmung
Sequenzierung
\Western-Blot

PCR

radioaktive Markierung

RT-PCR

Fiir PCR

5"_Notl _for 5-P— GCGGCCGCTCTCAAAGTCACAGACCAAAGT — 3’ .

- Herstellung des 5°-Armes
5" _BamHI _rev 5.P— GGATCCCTTGTCTAGTGTAGTTACTGACTGG — 3°
3'1_Clal_for 5-P— ATCGATGTGTGCTCTCACTTTTTCTGG — 3° .

- Herstellung des 3-1"-Armes
3"1_Xhol_rev 5.P— CTCGAGTCTGAGCTCATCAGGATTCT — 3’
3°2_Xhol_for 5-P— CTCGAGAAGACTGGGGAAAAAGATAGC — 3

Herstellung des 3-2"-Armes

3°2_Kpnl_rev 5.P— GGTACCCATTTGTTTACATGACAACGCACG — 3

OL_S1512A_for

5-P - ATTGGGCTATCCTCGGTCCCCAT -3’

OL_S1512A_rev

5- P - ATGGGGACCGAGGATAGCCCAAT -3’

Mutagenese S1512A

OL_S1570A_for

5-P - CGCCTGGTGGCCATGAACA -3’

OL_S1570A_rev

5-P-TGTTCATGGCCACCAGGCG -3’

Mutagenese S1570A

SF-Genotyp_for

5- P -CTTCGAGGTGCAGATTAGTG - 3’

SF-Genotyp_rev

5’- P -CTCACAGGGACTTTACCCAC -3’

in vitro-Rekombinationstest;
Screening 2. Targeting;
Genotypisierung

RE2_rev

5’- P - GAATTGACCTGCAGGGGCCCT -3’

in vitro-Rekombinationstest;
Screening 1. und 2. Targeting

Screen1_for

5-P-TCCAGTTGTGACTTGCGCA -3’

Screening 1. Targeting

Son1_Not_for

5- P -CGCTGAACAACTCAAGAATA -3’

Son1_Kpn_rev

5’- P -TGCCAAAGCCACATTTCAGC - 3’

Herstellung der 5°-Sonde fir
Southern-Blot

KI1570_rev

5- P -~AGGGTAGCATTGAACATGACT- 3’

Kl7512_f0r 5- P -TGCAGATCATCAACCTCTTT- 3" PCR Uber 1512-knock-in-
KI1512_rev 5'- P ~CTTCAACCATAATGTCCTAGG — 3’ Bereich
KI1570_for 5- P _GGCCACCAGTATTCTATCATCTC — 3’

PCR Uber 1570-knock-in-
Bereich
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cDNA-PCR_seq_for

5- P -TGATTGGGATGCAGGTGTTTGG -3’

cDNA-PCR_seq_rev

5-P -GCTCTAGGTTCCCTTCTGTTTT -3’

cDNA-PCR Uber die beiden
Mutationen

5’- P -CTGAAACACAGTGAGGAGAGACT -3’

VS9 .
Ca,1.2-Nachweis
VS18 5-P -TCCTACTGAATGTGTTCTTGGCCA - 3’
5- P —-CGGCAAATTCAACGGCACAGTCA -3’
GAPDH,_for GAPDH-Nachweis
GAPDH._rev 5-P -GGTTTCTCCAGGCGGCACGTCA -3’
ANP for 5- P -TGCCGGTAGAAGATGAGGTC - 3’
_ ANP-Nachweis
ANP_rev 5’- P —~ACACACCACAAGGGCTTAGG - 3’
BNP for 5- P -TCCTAGCCAGTCTCCAGAGC - 3’
_ BNP-Nachweis
BNP_rev 5- P —~AGACCCAGGCAGAGTCAGAA - 3’

EQ-Genotyp_for

5- P -CTTCGAGGTGCAGATTAGTG - 3’

EQ-Genotyp_rev

5- P -CTCACAGGGACTTTACCCAC -3’

in vitro-Rekombinationstest;
Screening 2. Targeting;
Genotypisierung

in vitro-Rekombinationstest;

RE2_rev 5- P - GAATTGACCTGCAGGGGCCCT -3’ Screening 1. und 2. Targeting
Scr11_for 5- P - GGGAGGTTTTCAATGTGCAC - 3’ Screening 1. Targeting
Check2_for 5’- P -GCCTGAAGAACGAGATCAGCA - 3’

Sc4_rev 5’- P — AGAATCTATCCATCTTTCTAG - 3’ PCR tber EQ-Bereich
Check1_for 5- P - TAGGTCCCTCGAAGCTTA -3’

Fiir Sequenzierung

pBlue_for 5’- P —-GTAAAACGGCCAGT - 3’ SF-/EQ-Targeting-Vektor
SF_E35_for 5- P —-GCCATACAGATAAAAGACAACG - 3°
SF_E36_for 5- P —-GAAGGAAGCTGTTCTGTCTA -3’
SF-Targeting-Vektor
SF_E37_for 5- P —-GCATCACTAATGTCCATTCTACC -3’
SF_E38_for 5- P -TGTAGGGGTACAAGAGTGTT - 3’
Mutationsnachweis A1512 in
Kl_1512_for 5- P -TGCAGATCATCAACCTCTTT -3 ES-Zellen bzw. SE-Maus
Mutationsnachweis A1570 in
KIl_1570_rev 5- P —~AGGGTAGCATTGAACATGACT - 3°

ES-Zellen bzw. SF-Maus

SF_cDNA-seq2_for

5’- P -AAGTGTGCCCCAGAGTCTGA -3’

Mutationsnachweis A1512 u.
A1570 in cDNS von SF-Maus

EQ_E40_for 5- P -TGTACAGACAGGAACAAGCA - 3’
EQ_E41_for 5- P -TCTAGGATGATGGGG - 3’
EQ_E42 for 5- P —~ATGTGTCCAGAGTGTGGTAGAGG - 3’ EQ-Targeting-Vektor
EQ_E43 for 5- P —~ATCATCAGAACCCGTGGA - 3’
EQ_E44 for 5’- P -GTAGATACACTAATGGGCCTCGCC - 3°

Mutationsnachweis EQ in ES-
EQ_E40_for 5- P -TGTACAGACAGGAACAAGCA - 3’

Zellen bzw. EQ-Maus
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3.4 Antikorper

Primare Antikorper

Antikérper ’Spezies ‘Herkunft

anti-Ca,1.2 alpha Kaninchen Moosmang et al., 2003

MAPK Kaninchen Cell Signaling
Sekundéire Antikérper

Antikorper ‘Spezies ‘Herkunft

GAR-HRP ‘Ziege ‘Dianova

3.5 Gerite

Gerat

Bezugsquelle

ABI Prism 310 Sequence Analyser
Akku-Pipettierhilfe Rota-Filter 3000
Anoden/Kathodenplatte V20-SDB
Bio-Imaging Analyser BAS-1500
Brutschrank HERAcell

CertomatR (Bakterienkulturschdttler)

Curix60-Entwicklermaschine

Gel Doc 2000 (fur Entwicklung von Agarosegelen)

Gene Pulser™ (zur Elektroporaion)
MilliQ-UF Plus (Wasseraufbereitungsanlage)
Mini-PROTEAN 3 Cell Gelkammer

Multi Templl (Wasserbad)

NanoDrop ND-1000

PCR-Maschine Uno II-Thermoblock
Pipettierhilfe (10, 20, 200, 1000, 8-Kanal)
Ready Sub-Cell GT (Agarosegelkammer)

Spannungsquelle bei Elektroelution Desatronic 1000/200
Standard Powerpack P25 (Spannungsquelle fiir Gelelektrophorese)

Sterilbank LaminAir HB 2448
Szintilationsmessgerat Tri-Carb 2100 TR
Taumelmischer

Thermomixer 5436

Titertek Multiskan MCC/340
Transilluminator 4000

Trockenschrank Heraeus

Applied Biosystems, Weiterstadt
Roth, Karlsruhe
Techne AG, Jahnsdorf
Fujifilm, Dusseldorf
Heraeus, Hanau

Braun, Melsungen
Agfa, Dusseldorf
Biorad, Miinchen
Biorad, Miinchen
Millipore, Schwalbach
Biorad, Miinchen
Pharmacia, Freiburg
Peglab, Erlangen
Biometra, Géttingen
Gilson, Limburg
Biometra, Géttingen
Desaga, Heidelberg
Biometra, Géttingen
Heraeus, Hanau
Packard, Meriden, USA
Neolab, Heidelberg
Eppendorf, Hamburg
Friedrich Bartolomey, Rheinbach
Stratagene, Amsterdam

Heraeus, Hanau
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Ultraturrax Polytron PT 1200
UV-Stratalinker 1800
Vacuum Concentrator
Vortex-Mixer
Potter Typ RM4
Zentrifugen
Eppendorf Centrifuge 5804R
J2-HS Centrifuge (Rotor: JA-10; JS-13.1)
L-80 Ultracentrifuge
Sigma 202MK

Tischzentrifuge

3.6 Verbrauchsmaterial

Verbrauchsmaterial

Kinematica AG, Luzern
Stratagene, Amsterdam
Bachofer, Reutlingen
NeoLab, Heidelberg

Janke Kunkel KG, Staufen

Eppendorf, Hamburg
Beckmann, Miinchen
Beckmann, Miinchen
Sigma-Aldrich, Steinheim
Neolab, Heidelberg

Bezugsquelle

BAS MP2025
Centrisep zur Aufreinigung der Sequenzierreaktion
Chromatographiesaulen Nick™Column
Einmalstripetten (2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml)
Elektroporationskivetten
fur Bakterien (2 mm)
fur ES-Zellen (4 mm)

Filterpapier-Whatman
Hyperfilm ECL
Immobilon-P (fir Western)
Kryoréhrchen
Kulturflaschen (25 cm2, 75 cm2, 175 cm2)
Kulturschalen (10 cm, 6-well, 24-well, 96-well)
Nylon-Membran Highbond N+
Parafilm
Petrischalen 10 cm, unbeschichtet
Pipettenspitzen gestopft (10 ul, 20 pl, 200 pl, 1000 pl)
Pipettenspitzen ungestopft (10 pl, 200 pl, 1000 pl)
Reaktionsgefalle

1,0 ml (PCR)

1,5 ml

2,0ml

10 ml

15 ml

50 ml
Retransferpipetten (115-124 pm)
Retransferpipetten (125-134 um)
Schlauchfolie
Transfer Tips (Injektionskapillare)

Vacu Tips (Haltekapillare)

Fujifilm, Dusseldorf
EMP-Biotech, Berlin
GE Healthcare, Minchen

Corning, Schiphol-Rijk, Niederlande

Peglab, Erlangen

Peglab, Erlangen

GE Healthcare, Miinchen

Millipore, Schwalbach

Millipore, Schwalbach

Nunc, Langenselbold

Corning, Schiphol-Rijk, Niederlande
Corning, Schiphol-Rijk, Niederlande
GE Healthcare, Miinchen

Roth, Karlsruhe

Sarstedt, Nimbrecht

Gilson, Limburg

Sarstedt, Nimbrecht

Peglab, Erlangen

Fisher Scientific, Schwerte
Eppendorf, Hamburg

Sarstedt, Nimbrecht

Corning, Schiphol-Rijk, Niederlande
Renner, Dannstadt

Biomedical Instruments, Zo6lInitz
Biomedical Instruments, Z6&lInitz
Neolab, Heidelberg

Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
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4 Methoden

4.1 Bakterienkultur

4.1.1 Verwendeter Bakterienstamm

Bei den Klonierungs- und Transformationsversuchen wurde als Wirtsorganismus der E.coli-
Stamm XL1-Blue MRF" der Firma Stratagene verwendet. Dieser Stamm wird mit folgendem
A(mcrA)183A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173endA1supE44thi-1recA1gyr
A96 relAlac [F'proAB lac? ZAM15 Tn10 (Tet®)].

Genotyp beschrieben:

4.1.2 Medien

Trypton 1049 Trypton 249 Trypton 16 g
Hefeextrakt 59 Hefeextrakt 0,59 Hefeextrakt 1049
NaCl 59 5 M NaCl 0,2 mi NaCl 59
Glucose 19 1M KCI 0,25 ml H,O ad 1000 ml
H20 ad 1000 ml H20 ad 1000 ml

(autoklaviert)
(autoklaviert) (autoklaviert) bei RT gelagert
bei RT gelagert bei -20°C gelagert

Agar 13,59 Soc (-) 4,8 ml
LB-Medium ad 11 1 M MgCl, 0,05 ml
1 M MgSO4 0,05 ml
20% Glucose 0,1 ml

(L6sung steriffiltriert)
bei -20°C gelagert

Die Kultivierung von E.coli erfolgte in Vollmedium Luria-Bertani (LB-Medium) (plus
Antibiotikum, z.B. Ampicillin). Als Festmedium diente das oben genannte LB-Medium mit
beigefigtem Agar, dem ebenfalls Antibiotikum zugefligt wurde.

Die frisch transformierten Bakterien wurden nach Elektroporation in einem weiteren Medium,
dem SOC(+)-Medium resuspendiert.
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LB-Medium, sowie auch SOC(-)-Medium und 2x YTA-Medium, wurden zur Sterilisierung
20 min bei 121°C und 1 bar Uberdruck autoklaviert. Die temperaturempfindlichen Zusatze
des SOC(+)-Mediums sind sterilfiltriert worden.

Zur Selektion plasmidtragender Bakterien wurde das Medium vor Inokulation mit
sterilfiltriertem Antibiotikum in einer Endkonzentration von 100 ug/ml (fir Ampicillin) versetzt.
Fir die Herstellung von Agarplatten wurde dem LB-Medium 15 g/l Agar zugegeben. Nach
dem Autoklavieren wurde die Lésung auf ca. 50°C abgekihlt und mit dem entsprechenden
Antibiotikum mit der Endkonzentration von 50 ug/ml versehen. Diese L&sung wurde
anschlieend in sterile Petrischalen mit dem Durchmesser von 92 mm gegossen. Die

erkalteten Platten wurden bei 4°C gelagert.

4.1.3 Kultivierung

Die Kultivierung von E.coli erfolgte aerob in LB-Medium. Flussigkulturen wurden in
Glasrohrchen mit Schraubverschluss (7 ml-Kulturen fur Plasmidisolierung im kleinen
Malstab) oder in Erlenmeyerkolben (300 ml-Kulturen fir Plasmidisolierung im grof3en
Mafstab) herangezogen (bei 37°C).

Far die Herstellung der 7 ml-Kulturen wurden nachmittags Einzelkolonien von den
entsprechenden Platten der Transformation in 7 ml Medium tberimpft und UN geschittelt.
Die 300 ml-Kulturen wurden mit ca. 3 ml dieser Flussig-Vorkultur angeimpft und ebenfalls GN
geschittelt.

Nach einer Transformation kénnen die Einzelkolonien kurzfristig aufbewahrt werden, indem
sie auf Agarplatten ausgestrichen, UN inkubiert und anschlieRend bei 4°C unter

Selektionsdruck bis zu 8 Wochen gelagert werden.

4.1.4 Langzeitlagerung

Zur langerfristigen Aufbewahrung der Bakterien kénnen Gycerolkulturen angelegt werden.
Dazu versetzt man eine 300 pl Bakteriensuspension, die sich im logarithmischen Wachstum
befindet, mit 600 ul Glycerol. Diese Kulturen kénnen bei -80°C Uber mehrere Jahre
aufbewahrt werden.

4.1.5 Herstellung kompetenter Bakterienzellen

Fur die Herstellung elektrokompetenter Zellen verwendete man 300 ml XL-1-Blue MRF’-

Kultur, die bis zu einer ODgyo von 0,5 bis 0,7 (logarithmische Wachstumsphase) wuchs. Nach
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Zentrifugation der Kultur wurde das Zellpellet mehrmals mit H,O (4°C) und 10% Glycerol

gewaschen, dann in 10% Glycerol resuspendiert und als 50 pl-Aliquots bei -80°C gelagert.

4.2 Plasmide

Als Plasmid bezeichnet man ein ringférmiges, doppelstrangiges DNS-Molekul, welches
neben dem bakteriellen Genom innerhalb eines Bakteriums vorliegt und sich dort vermehren

kann.

4.2.1 Ausgangsplasmide

pBluescript Il KS+ (Stratagene)

Dieses Plasmid fand bei den verschiedenen Subklonierungen von DNS-Fragmenten
Verwendung. Neben einem Resistenzgen fir Ampicillin besitzt es eine multiple
Klonierungsstelle (MCS) mit einer groRen Auswahl an Restriktionsschnittstellen. Aulerdem
tragt es den pUC ori Replikationsursprung, der fiir eine hohe Kopienzahl sorgt, da das

Plasmid autonom repliziert werden kann.

pBluescript® Il KS (+/-) Phagemids
(=) ori
f1 (+) on

—
ampicillin : loez
Sacl
pBluescript 11 KS (+/-) || MCS
3.0kb Kpnl
\ /‘:-P lac
pUC oni

pBluescript Il KS (+/-) Multiple Cloning Site Region
(sequence shown 598-826)

Mt |

[ : T7 Promater - Soct M) Soe B | E=!

TTGTAAAACGACGGCC —‘\BT‘GF\GCBDECG_T_&\T:‘CG&G TCACTAT AEE_E_;_[L&‘«ATTEGAG[}TGG&GGGGGGTSGG
MTE 30 peim 7

|
GGCCGCTCTAGA. . .«
primes binding sl
Hine Il Api =
CCCCGOGCTGCAGGAATTCGATATCAAGCTTAT C‘Ein TACCGTCGACCTCGAGGGGGGECCCGGTACC. . .
T5 prmer binding o

13 Promoter

* Boah 1 '.'—gal a-fregment
++ «CGAGCTTTTGTTCCCTT TAGTGAGGGT TAAT TECGBCGE TTGECETAATCA

A .

T prmer Binding 3o i

Abbildung 4-1 Plasmidkarte von pBluescript 1l KS. Unten ist die MCS dargestellt: die
Restriktionsschnittstellen, die fiir die Klonierungen herangezogen wurden, sind rot umrandet.
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pBSloxP-NeoTK-loxP (Dr. Sven Moosmang)

Das Plasmid stammt von pBluescript Il KS+ ab und enthalt innerhalb der MCS zuséatzlich
eine NeoTK-Resistenzkassette, das heillt ein Resistenzgen fiir Neomycin (neo) und das
Thymidinkinasegen (tk) aus dem Herpes simplex Virus I.

Begrenzt wird die NeoTK-Kassette von zwei loxP-Sequenzen, die fiir die spatere Entfernung

der Selektionskassette durch die Cre-Rekombinase benétigt werden.

1,9 kb 2,9 kb

loxP /_M (_H ’loxP

pBSloxP-NeoTK-loxP

7,8 kb

Abbildung 4-2 Skizze des pBluescript-Vektors, der die 4,8 kb grofie Selektionskassette trigt. Diese
Selektionskassette enthdlt ein Neomycin-Resistenzgen (neo) und ein Thymidinkinasegen (tk) und wird
begrenzt von zwei gleichgerichteten loxP-Sequenzen (je 34 bp).

pIC-Cre (Gu et al., 1993)

Dieses Plasmid wurde pMC1neo Poly A erzeugt, in dessen MCS das Gen fir die Cre-
Rekombinase codiert ist. Diese Cre-Rekombinase ist fur die Rekombination der loxP-
Sequenzen und damit fur die Eliminierung der NeoTK-Kassette wahrend des Sekundaren
Targetings verantwortlich. Zudem ist ein Ampicillin-Resistenzgen auf dem Plasmid

vorhanden.

4.2.2 Im Rahmen der Arbeit hergestellte Vektoren

pBI(Not-BamH) (enthilt den 5°-Arm des Targeting-Konstrukts)

Mit Hilfe der Primerkombination 5°_Notl_for + 5°_BamHI_rev wurde ein ca. 1,2 kb groRes
DNS-Fragment aus dem CACNA71C-Bereich (nt 13194-14430) amplifiziert. Durch die
genannten Primer erhalt das Produkt zuséatzlich die Schnittstellen fir Notl und BamHI, mit

denen der Abschnitt in pBluescript subkloniert werden konnte.



Methoden 24

pBI(Cla-Xho)S1512A (enthilt den aminoterminalen Teil des 3" -Armes)

Fir die Herstellung des einen Teiles des 3 -Armes wurde um das Codon von S1512 ein ca.
3,3 kb grolies DNS-Stiick (nt 14433—-17720) mit den Primern 3°1_Clal_for + 3°1_Xhol_rev
amplifiziert und gleichzeitig die Schnittstellen fiir die Endonukleasen Clal und Xhol eingefihrt.
Uber diese Restriktionsschnittstellen wurde der CACNA1C-Abschnitt, der die Exone 35, 36
und 37 enthalt, in pBluescript zwischenkloniert.

Es konnte anschlieRend mit Hilfe des QuickChange®Site-directed Mutagenesis Kit
(Stratagene) das Codon fir Serin 1512 zu Alanin mutiert werden. Hier fanden die
mutationstragenden Primer OL_S1512A_for und OL_S1512A_rev Gebrauch.

pBl(Xho-Kpn)S1570A (enthélt den carboxyterminalen Teil des 3'-Armes)

Dieser Subvektor enthalt den CACNA71C-Abschnitt um das Codon fir S1570 (nt 17721—
21139). Die Subklonierung erfolgte mit Hilfe der Schnittstellen Xhol und Kpnl, die durch die
Primer 3°2_Xhol_for und 3°2_Kpnl_rev in die DNS eingeflihrt wurden. Das mutierte Codon
fur Alanin 1570 erhielt man nach der Durchfiihrung einer Overlap-PCR mit den Primern
OL_S1570A_forund OL_S1570A_ rev.

4.3 Molekularbiologische Methoden

4.3.1 Isolierung von Nukleinséduren

4311 Isolierung von Plasmid-DNS

Die Isolierung von Plasmid-DNS basiert auf dem Prinzip der alkalischen Lyse (Birnboim and
Doly, 1979). Dazu werden die Bakterien in einem ersten Schritt alkalisch mit NaOH/SDS
lysiert. Es kommt zur Denaturierung von DNS, RNS und Proteinen. Durch zugefiigte
RNase A kommt es zum Verdau der RNS.

Im zweiten Schritt, der Neutralisation mit Kaliumacetat, bleibt die jetzt renaturierte kleine
Plasmid-DNS in Losung, wahrend die groRe genomische Bakterien-DNS denaturiert bleibt
und zusammen mit Proteinen, prazipitierten Zellbestandteilen und SDS abgetrennt werden
kann.

Far die schnelle Analyse einzelner Zellklone nach einer Transformation wurde eine
Minipraparation durchgefuhrt. FUr die Plasmidisolierung im praparativen Mal3stab wurde das

Maxi-Praparations-Kit der Firma Quiagen verwendet.
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Minipraparation von Plasmid-DNS

Am Vorabend der Isolierung wurden 7 ml LB-Medium mit 14 ul Ampicillin (50 mg/ml) versetzt
und mit einem Zellklon angeimpft. Diese 7 ml-Kultur schittelte GN bei 37°C und 225 rpm. Am
nachsten Tag wurde die Bakterienkultur abzentrifugiert (5 min, 6000x g, 4°C). Das dabei
entstandene Bakterienpellet wurde in 250 pyl MP1 resuspendiert, nach Zugabe von 250 pl
MP2 5 min bei RT inkubiert und anschlieRend mit 250 yl MP3 auf Eis stehen gelassen.

Nach Zentrifugation (15 min, 20000 x g, 4°C) wurde die DNS im Uberstand mit 100%
Isopropanol gefallt, das gewaschene Pellet 10 min in der Vakuumzentrifuge getrocknet und

letztlich in der gewlinschten Menge H,O bei 50°C geldst.

MP 1 (pH 8,0) MP 2 MP 3
Tris 6,06 g NaOH 849 Kaliumacetat 29459
EDTA (2H;0) 3,72¢g 10% SDS 100 ml H.O ad 1000 ml
RNase A 0,19 H,O ad 1000 ml pH 5,5 mit Eisessig eingestellt
H.O ad 1000 ml

Maxipraparation von Plasmid-DNS

Einzelkolonien wurden fiir ca. 8 h in 3 ml ampicillinhaltigem LB-Medium angezogen, die
Minikultur anschlieBend in 300 ml antibiotikahaltigen LB-Medium tberfuhrt und GN bei 37°C
und 225 rpm kultiviert.

Die anschlieRende Maxipréparation wurde nach Vorschrift des Herstellers durchgefihrt.

4.3.1.2 Isolierung von genomischer DNS

Die Isolierung genomischer DNS aus eukaryotischem Zellmaterial gestaltet sich aufgrund der
enormen GroRRe der Molekile schwieriger, als die Isolierung von Plasmid-DNS. Die grof3en
DNS-Molekille zerbrechen durch Scherkréfte (z.B. beim Pipettieren, Schitteln oder
Zentrifugieren) leicht in kleinere Fragmente. Deshalb muss bei der Isolierung genomischer
DNS mit aulerster Sorgfalt vorgegangen werden, um letztendlich Fragmente in der
GréRenordnung von etwa 100 kb aufreinigen zu kénnen.

Der Lysepuffer enthélt ein Detergens (N-Laurylsarcosin), um die Zellmembran zu
solubilisieren. Weiterhin werden Proteine denaturiert und durch den Zusatz von Proteinase K
abgebaut. EDTA komplexiert mehrwertige Kationen und unterbindet dadurch die Aktivitat der

vorhandenen DNasen. Anschlief3end wird die DNS uber Alkoholféllung aufgereinigt.
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Lysepuffer

NaCl 0,3g
0,5 M Tris-HCI pH 7,5 10 ml
EDTA 1,86 g
N-Laurylsarcosin 259
H20 ad 500 ml
(autoklavieren)

kurz vor Gebrauch 0,25 mg/ml Proteinase K zugegeben

Isolierung von genomischer DNS aus ES-Zellen

Die ES-Zellen wurden in 96-well-Platten bis zur Konfluenz herangezogen und dann zweimal
mit PBS gewaschen. Fir die Lyse der Zellen wurden pro Well 50 pl Lysepuffer (plus
0,25 mg/ml Proteinase K) zugegeben und UN bei 59°C inkubiert. Am folgenden Tag wurde
die genomische DNS mit einem Ethanol/NaCl-Gemisch (75 mM NaCl in 100% Ethanol)
gefallt, getrocknet und in 30 pl H,O gelést. So konnten 96-well-Platten bei -20°C bis zur

weiteren Verwendung (z.B. Screening) gelagert werden.

Isolierung von genomischer DNS aus Mausgewebe

Fir Genotypisierungen (4.5.1) oder Sequenzanalysen (4.5.3) junger Mause wurde

genomische DNS aus Gewebebiopsien (aus Schwanzspitze) isoliert. Dazu wurde zum
Gewebe 89 pl H,O, 10 ul 10x tag-Puffer und 1 pl Proteinase K (20 mg/ml) gegeben und UGN
bei 55°C geschittelt. Fur die Inaktivierung der Proteinase K wurde der Ansatz im Anschluss
fir 15 min auf 95°C erhitzt. Bei der anschlielenden PCR-Reaktion (4.3.9.3) war 1 pl dieser
Lésung als Matrize ausreichend.

Fir einen Southern-Blot (4.5.2) wurden ca. 5 mm von der Spitze eines Mauseschwanzes mit

500 pl Lysepuffer GN bei 59°C und 700 rpm versehen. Am folgenden Tag wurde die Lésung
mit 500 pl Isopropanol versetzt. Nach Zentrifugation (10 min, 14000x g) wurde das zuvor
getrocknete Pellet in 400 pl H,O gelbst.

Diese DNS-L&ésung wurde einer Phenol-Chloroform-Extraktion (4.3.4.2) unterzogen, geféllt

und in 50 ul H,O gelbst.

4313 Isolierung von mRNS aus Mausgewebe

Die gesamte RNS des Gewebes setzt sich zusammen aus tRNS, rRNS und mRNS. Im
Unterschied zu anderen RNS-Formen besitzt mRNS einen ,Poly-A*™-Schwanz, eine Sequenz
von 100-200 Adenin-Nukleotiden, die 3" an das Ende eukaryotischer oder viraler mRNS
angeknipft wird. So lasst sich die mRNS selektiv von den anderen Formen abtrennen.

Der Abbau von RNS-Molekilen durch Ribonukleasen (RNasen) wahrend der RNS-

Praparation ist eine unerwlinschte Begleitreaktion. Daher galt es zunachst, die Zellen zu



Methoden 27

lysieren und dabei die RNasen durch die vorherrschenden Bedingungen zu denaturieren.
Die RNS wurde dann durch saure Phenolextraktion von anderen Makromolekiilen abgetrennt.
Zunachst wurde das gewlinschte Gewebe entnommen, in Flissigstickstoff schockgefroren
und mittels eines Morsers zerkleinert. Pro 100 mg Gewebe setzte man 750 pl Trizol
(Invitrogen) hinzu, durch vorsichtiges Resuspendieren auf Eis homogenisierte das Gemisch
und wurde 5 min bei RT stehen gelassen. Anschlieffiend wurden 200 ul Chloroform (Merck)
zugegeben, gemischt und fur weitere 2-15 min bei RT inkubiert. Nach Zentrifugation (10 min,
10000 rpm, 4 °C) Uberfiihrte man die obere Phase in ein neues Gefadl und féllte die darin
enthaltene RNS mit 500 ul Isopropanol. Das durch Zentrifugation (15 min, 14000x g, 4°C)
entstandene Pellet wurde zweimal mit 70% Ethanol gewaschen, bei RT getrocknet und
schlief3lich in etwa 20 yl RNase-freiem DEPC-Wasser (0,2%) geldst.

4.3.2 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Die Konzentration der wassrigen Nukleinsdurelésungen wurde Uber die Messung der
optischen Dichte (OD) bei einer Wellenldnge von 260 nm mit einem Nanodrop
Spectrophotometer (Peqlab) bestimmt.

Das Verhaltnis ODys01280 €rlaubt zudem eine Aussage Uber die Reinheit der Lésung. Liegt der
Quotient zwischen 1,8 und 2,0 ist die Proteinverunreinigung der Ldsung als gering

anzusehen.

4.3.3 Enzymatische Modifikation von Nukleinsauren

4.3.3.1 Restriktionsverdau

Bei Restriktionsendonukleasen (Restriktionsenzymen) handelt es sich um bakterielle
Enzyme, die spezifische Basensequenzen in doppelstrangiger DNS erkennen und schneiden
(Sambrook et al., 1989). Im Rahmen der Arbeit wurden Restriktionsenzyme vom Typ Il
verwendet. Charakteristischerweise spalten diese ihr DNS-Substrat innerhalb oder
unmittelbar neben der meist palindromischen Erkennungssequenz. Durch Hydrolyse der
Phosphodiesterbindung zwischen zwei benachbarten Basen entstehen DNS-Fragmente mit
einem 5'-Phosphat- und einem 3’-Hydroxyl-Ende. Dies ermdglicht spater eine
enzymvermittelte Neuverknipfung kompatibler Enden. Die Enden sind je nach Enzym
entweder glatt (,blunt ends®) oder einander komplementér und 5°- bzw. 3°- iberhangend
(,sticky ends®).

Die Aktivitat von Enzymen wird in Einheiten (Units, U) angegeben. 1 U entspricht der

Enzymmenge, die nétig ist, um 1 pg definierter DNS unter optimalen Bedingungen in einer
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Stunde vollstandig zu verdauen. In der Regel wurden fir den Restriktionsverdau von
Plasmiden und DNS-Fragmenten 2-5 U Enzym pro ug DNS eingesetzt. Dabei sollte die
Enzymmenge wegen des Glycerolgehalts nicht mehr als 10% des Ansatzvolumens betragen,
da sonst die Restriktions-Effizienz beeintrachtigt werden kann.

Der Restriktionsverdau wurde bei der Uberpriifung von Restriktionsschnittstellen oder bei der

Vorbereitung von DNS-Fragmenten und Plasmiden fiir eine Ligation angewandt.

Ansatz fiir Standardverdau
DNS-Lésung x
10x NEB-Puffer 5l
10x BSA 5ul
Enzym 2-5U
H.O ad 50 pl

Es fanden Restriktionsenzyme der Firma NEB mit den entsprechenden Puffern und optional
BSA (mit einer Endkonzentration von 100 pg/ml) Verwendung (Auflistung siehe unter 3.2).

Der Ansatz wurde zwischen 1 h (analytischer Ansatz) und 3-8 h (praparativer Ansatz) bei der
fur das jeweilige Enzym optimalen Temperatur (meist 37°C) verdaut. Der Verdau von

genomischer DNS erfolgte Gber Nacht.

4.3.3.2 Dephosphorylierung von DNS

Um nun die Effizienz der Klonierung von Fremd-DNS zu erhéhen und eine Religation zu
vermeiden, wurde die Vektor-DNS mit der Antarctic Phosphatase (5 U/ul) (NEB) und dem
mitgelieferten Puffersystem behandelt, welche 5°-Phosphat-Gruppen abspalten kann und
somit die Selbstligation verhindert. Die fur eine erfolgreiche Ligation nétigen Phosphat-

Gruppen liefert jetzt allein das zu klonierende DNS-Fragment.

Ansatz zur Dephosphorylierung von verdauten
Plasmiden
Plasmid-DNS (Restriktionsansatz) 50 pl
10x NEB-Puffer 6 ul
Antarctic Phosphatase (5 U/ml) 2yl
H.O ad 60 pl

Im Anschluss an den Restriktionsverdau des Vektors wurde jeweils 1 U der Phosphatase

plus Puffer dem Ansatz zugegeben und bei 37°C fir 15 min inkubiert. Nach
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Hitzeinaktivierung (65°C, 5 min) wurde der gesamte Ansatz mit Hilfe eines Agarosegels

aufgereinigt. Schliel3lich konnte die Vektor-DNS fiir die Ligation eingesetzt werden.

4.3.3.3 Ligation von DNS-Fragmenten

Wahrend einer Ligation erfolgt eine Verkniipfung des 5°-Phosphats mit den 3"-OH-Gruppen
von doppelstrangiger DNS zu Phosphodiesterbindungen mit Hilfe einer ATP-abhangigen
Ligase. Diese verwendet sowohl DNS mit Gberhdngenden, als auch mit glatten Enden als
Substrat.

In den Versuchen wurde die T4 DNA Ligase (NEB) eingesetzt, um Fremd-DNS mit
linearisiertem, dephosphoryliertem Vektor kovalent zu rekombinanter Plasmid-DNS zu
verknipfen. Sowohl Vektor-DNS als auch Insert-DNS wurden zuvor Uber Gel-Extraktion

(4.3.6) aufgereinigt und anschliefsend durch Elektroelution (4.3.7) isoliert.

Ligationen wurden in einem Volumen von 20 pl in dem vom Hersteller mitgelieferten
Puffersystem bei RT fir 5 min durchgefihrt. Fir die Ligation wurde meist ein Vektor:Insert-
Massenverhéltnis von 1:3 gewahlt, wobei ca. 10 ng pBluescript eingesetzt wurden. Die

Menge an Insert-DNS konnte mittels nachstehender Gleichung berechnet werden.

Menge Insert [ng] = 3* Menge Vektor [ng] * L&nge Insert [bp] / Ldnge Vektor [bp]

Ansatz fiir Standardligation
Plasmid-DNS (10 ng) x ul
Insert-DNS (siehe Gleichung)
10x T4 Ligase-Puffer 2l
T4 Ligase 1l
H,O ad 20 pl

4.3.4 Reinigung von Nukleinsduren

43.41 Alkoholféllung

DNS ist als schwache Saure in leicht alkalisch gepufferten Losungen besser I6slich, als im
Sauren oder in reinem Wasser. Bei pH ~8 liegen die Phosphatgruppen deprotoniert und die
DNS als gut I6sliches Saure-Anion vor. Verschiedene enzymatische Reaktionen

(Restriktionsverdau, Ligation, PCR) erfordern jedoch definierte, fir das jeweilige Enzym
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optimale Reaktionsbedingungen. Daher ist es gelegentlich nétig, die DNS von den
enthaltenen Salzen zu reinigen und in Wasser zu |6sen. Als schonende Methode eignet sich
dazu die Prazipitation der DNS in Ethanol oder Isopropanol. Die Tatsache, dass DNS
schlecht in organischen L&sungsmitteln I6slich ist, wird bei der Alkoholfdllung ausgenutzt.
Durch Anwesenheit einwertiger lonen wird dieser Effekt noch verstarkt. Bei Zugabe von NaCl
werden die negativ geladenen Phosphat-Gruppen durch die Na*-lonen abgefangen, wodurch
die DNS (jetzt ungeladen) schwerer I6slich ist. Der zugefiigte Alkohol entzieht dem Molekil
Wasser, so dass die DNS letztendlich ausfillt, wahrend die stérenden Salze im Uberstand
geldst bleiben. Nach Waschen mit 70% Ethanol, Zentrifugation und Trocknen bei RT kann

das DNS-Pellet in H,O aufgenommen und fiir anschlieBende Reaktionen verwendet werden.

Ethanolfédllung

Bei der Fallung mit Ethanol wurde die wassrige DNS-Lésung mit 1/10 Volumenteilen NaCl
(5 M) oder Na-Acetat (3,2 M) und 2,5 Volumenteilen konzentriertem Ethanol versetzt, 15 min
bei -80°C stehen gelassen und anschlieRend zentrifugiert (15 min, 14000x g, 4°C). Der
Uberstand wurde vorsichtig dekantiert und das Pellet zweimal mit 70% Ethanol (4°C)
gewaschen, getrocknet und in H,O gel6st.

Diese Prézipitation wurde zur DNS-Féllung vor allem nach Elektroelution (4.3.7) und
Phenol/Chloroform-Extraktion (4.3.4.2) angewandt.

Isopropanolfillung
Far die Féallung mit Isopropanol wurden 0,7 Volumenteile Isopropanol zugefugt, gut gemischt
und fur 30 min bei 14000x g zentrifugiert. Das Pellet musste anschlieRend zweimal mit

70% Ethanol gewaschen und schlief3lich in H,O aufgenommen werden.

Féllung eines Ligationsansatzes vor Elektroporation

Vor einer Elektroporation war es nétig, den Salzgehalt des Ligationsansatzes zu verringern.
Hierfir wurde dieser zusammen mit 5 pg tRNS durch Zugabe von 0,5 Volumenteilen
Ammoniumacetat und 2 Volumenteilen konzentriertem Ethanol geféllt, 30 min bei 14000x g

und 4°C zentrifugiert und das Pellet gewaschen, getrocknet und in 4 pl H,O geldst.

4.3.4.2 Phenol-Chloroform Extraktion

Eine weitere Form, DNS von unerwiinschten Begleitstoffen wie Proteinen zu reinigen, ist die
Extraktion der wassrigen Phase mit Phenol und Chloroform. Beide Substanzen sind nicht mit
H,O mischbar. Bei der Ausschittelung denaturieren die Verunreinigungen und sammeln sich

in der organischen Phase bzw. bilden eine Interphase an der Grenzschicht. Die beiden
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Phasen koénnen jetzt separiert und die DNS aus der wassrigen Phase (ber eine
Alkoholfallung (4.3.4.1) prazipitiert werden.

Die wassrige DNS-Ldsung wurde mit einem Volumenanteil einer
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol-Mischung (25:24:1, Roth) versetzt und gemischt. Im
anschlieRenden Zentrifugationsschritt (5 min, 5000x g, 4°C) bildeten sich zwei Phasen; die
obere, wassrige Phase, in der die DNS gelést war, wurde in ein neues Reaktionsgefaf}

Uberfuhrt und die DNS anschlielsend durch Ethanolprazipitation gefalit.

4.3.5 Transformation von Bakterien

Als Transformation oder auch Transfektion bezeichnet man das Einschleusen von Fremd-
DNS in eine Wirtszelle. Bakterienzellen werden mit Plasmiden transfiziert, die dort neben
dem Bakteriengenom vermehrt werden. Hierflur ist es nétig, die Zellen fur die exogene DNS
leichter durchgangig (,kompetent“) zu machen. Dies geschieht durch die Behandlung mit
Dimethylsulfoxid (DMSO).

Die Transformationseffizienz ist hierbei u.a. von der Plasmidgrée abhdngig. GrofRe
Plasmide lassen sich generell schwieriger transformieren, als kleine.

Fur die Klonierungsarbeiten wurden elektrokompetente E.coli Zellen (XL-1-Blue MRF’,
Stratagene) verwendet. Nach Transformation dieser kompetenten Zellen kann durch
Aufzucht auf antibiotikahaltigen Medien eine stabile Weitergabe des Plasmids auf
Tochterzellen erreicht werden. Es kann davon ausgegangen werden, dass alle resistenten
Bakterienzellen, die in diesen antibiotikahaltigen Medien Uberleben, ein geschlossenes,
intaktes Plasmid enthalten.

Innerhalb dieser Arbeit durchgeflhrte Transformationen wurden mittels Elektroporation
erreicht. Bei dieser Transformationstechnik wird durch einen kurzen Hochspannungsimpuls
eine lokale Perforation der Zellhille erreicht, die ein Einschleusen der DNS in die Zelle
ermdglicht. Vor der Elektroporation musste der Salzgehalt des Ligationsansatzes verringert
werden, was durch eine Fallung (4.3.4.1) erreicht wurde.

Bei der Transformation mittels Elektroporation wurde wie folgt vorgegangen. 50 pl der
elektrokompetenten XL-1-Blue MRF’-Zellen wurden zunachst auf Eis aufgetaut, darauf der
gereinigte Ligationsansatz mit ca. 100-500 ng DNS gegeben und dieses 1 min auf Eis
inkubiert. Anschlielfend (berfilhrte man dieses Gemisch in eine vorgekihlte
Elektroporationskiivette (Peqglab) und nahm die Elektroporation mit folgenden
Gerateeinstellungen des Gene Pulser™ (BioRad) vor: Spannung 2,5 kV, Kapazitat 25 pF
und Widerstand 200 Q, durchschnittliche Zeitkonstante 4,6 ms. Sofort folgte die Zugabe von
SOC(+)-Medium auf die Zellen. Nach einer Erholung von 1 h bei 37°C und 225 rpm wurden
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200 ul dieser Kultur auf ampicillinhaltige Agarplatten ausplattiert und GN bei 37°C im
Brutschrank inkubiert.
Die erhaltenen Klone konnten mittels DNS-Isolierung und entsprechender

Restriktionsanalyse auf Anwesenheit des rekombinanten Plasmids tberpriift werden.

4.3.6 Agarosegelelektrophorese

Aufgrund der negativen Ladung des Ribose-Phosphat-Riickgrats von Nukleinsauren kénnen
diese im elektrischen Feld aufgetrennt werden. Der notwendige Elektrophoresepuffer
ermd@glicht die Ladungswanderung und hélt einen pH-Wert von 8. In Abh&ngigkeit von Masse
und Konformation (linear, offenzirkular oder superhelikal) wandern die einzelnen Fragmente
unterschiedlich schnell in Richtung Anode. Dabei sinkt die Wanderungsgeschwindigkeit mit
zunehmender Masse. Zur Kontrolle des Elektrophoreseverlaufs enthélt der Ladepuffer, mit
welchem die DNS-Proben versetzt und in die Taschen gefullt wurden, zwei Farbmarker.
Bromphenolblau wandert etwa in H6he von DNS-Fragmenten mit einer Ladnge von 10-100 bp
und markiert somit die Elektrophoresefront. Xylencyanol wandert dagegen mit DNS-
Fragmenten der GréRRe von ca. 5 kb.

Durch Interkalation des Fluoreszenzfarbstoffes Ethidiumbromid zwischen die Basen der
Nukleinsduren kénnen die aufgetrennten Fragmente im UV-Licht (254 nm) als diskrete
Banden sichtbar gemacht werden. Zur Bestimmung der Fragmentgré3e wird parallel zu den
Proben in einer Gelspur ein Groéflenmarker (7 kb DNA-Extension-ladder, Gibco-BRL)
aufgetragen, der DNS-Bruchstiicke definierter Lange enthalt. Durch Vergleich der Banden
kann die DNS-Gré3e bestimmt werden.

Zur Auftrennung von DNS-Fragmenten im GréRenbereich 1-15 kb (z.B. DNS-Fragmente der
Restriktionsspaltungen, PCR-Produkte oder Ligationen) wurde die horizontale

Agarosegelelektrophorese (Sambrook et al., 1989) verwendet.

Fir analytische Zwecke wurde je nach Grofde der zu trennenden Fragmente 0,5-2% (g/v)

Agarose (Biozym) in 1x TBE in der Mikrowelle bei 600 Watt kurz aufgekocht und gelést, bis
eine klare und homogene L&sung entstand. Nachdem die Lésung auf ca. 50°C abgekiihlt
war, wurde Ethidiumbromid (Sigma-Aldrich) der flissigen Gellésung in einer
Endkonzentration von 0,8 pg/ml zugesetzt. AnschlieRend wurde der 50 ml-Ansatz blasenfrei
in einen geeigneten Gelschlitten gegossen. Fur die gewlinschte Anzahl an Probentaschen
wurde vorsichtig ein Kamm in den Gelschlitten eingesetzt.

Das feste Agarosegel wurde in die horizontale Elektrophorese-Kammer gelegt, mit 1x TBE
bedeckt und der Kamm vorsichtig entfernt. Das DNS-Auftragepuffer-Gemisch (5:1) konnte so

in die Taschen gegeben werden und nach Auftragen des Standardmarkers wurde der
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Gellauf gestartet. Das Einlaufen der Proben geschah bei einer Spannung von 50 V, danach
bei 100 V.

Nach Abschluss der Elektrophorese musste das Gel aus der Kammer entfernt und am
GelDoc2000 (Biorad) analysiert und fotografiert werden.

Fir praparative Zwecke wurde die Gelelektrophorese wie oben beschrieben durchgefiihrt
und die interessierende Bande mit einem sauberen Skalpell aus dem Gel ausgeschnitten. Im

Anschluss folgte die Elution des DNS-Fragments aus dem Gel (4.3.7).

10x Tris-Borat-EDTA (TBE) 6x Auftragepuffer
Tris-HCI 540 g Ficoll 18 ¢
Borsaure 2759 0,5M EDTA (pH 8,0) 1 mi
0,5 M EDTA (pH 8,0) 200 mi 10x TBE 60 ml
H,O ad 1000 ml Bromphenolblau (50 mg/ml) 3 mi
Xylenxyanol FF (50 mg/ml) 3 ml
H,O ad 100 ml

517/506

1 Kb DNA
Extension Ladder
0.3 pe/lane;

196 agarose pel®

Abbildung 4-3 Bandenmuster des verwendeten Standard-Markers bei Agarose-Gelen
(1 kb DNA-Extension-ladder, Gibco-BRL)

4.3.7 Elektroelution

Zur Gewinnung von DNS-Fragmenten bestimmter Grofle wurden diese im Anschluss an
PCR oder Restriktionsverdau durch Gelelektrophorese aufgetrennt und die entsprechenden
Banden aus dem Gel ausgeschnitten. Durch Elektroelution (4.3.7) konnten diese DNS-
Fragmente aus dem Gel isoliert werden.

Die Gelstucke wurden mit 300 pl 1x TBE in einen Dialyseschlauch (Sigma) Gberfihrt und

anschlielend in eine horizontale, mit 1x TBE befullten, Elektrophoresekammer gelegt. Bei
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145 mA wanderten die DNS-Molekiile aus dem Gel in die 1x TBE-Pufferlédsung im
Dialyseschlauch. Nach ca. 2 h konnte das DNS-Puffergemisch aus dem Schlauch in ein

Reaktionsgefal® Gberfiihrt und einer Ethanol-Fallung (4.3.4.1) unterzogen werden.

4.3.8 Sequenzierung von DNS

Die Sequenzanalyse rekombinanter Plasmid-DNS erfolgte nach dem Prinzip der
Kettenabbruch-Methode (Sanger et al., 1977). Dabei synthetisiert eine thermostabile
Polymerase in einer Amplifizierungs-Reaktion einen zum Zielfragment komplementéren
Strang. Der Reaktionsansatz enthalt neben den vier 2°-Desoxynukleotiden (dATP, dCTP,
dGTP, dTTP) noch 2°, 3'-Didesoxynukleotide (ddNTPs), die aufgrund der fehlenden 3°-OH-
Gruppe die Kettenverldngerung verhindern (,Terminator Cycle Sequencing®). Das richtige
Verhéltnis zwischen dNTPs und ddNTPs fuhrt nach Ablauf der PCR-Reaktion zu einer
Mischung samtlicher Fragmentldngen. Da jedes ddNTP mit einem anderen Fluoreszenz-
farbstoff markiert ist, kann die Sequenz automatisch durch Kapillarelektrophorese mit dem
ABI Prism™ 310 Sequence Analyser (Applied Biosystems) bestimmt werden. Die markierten
ddNTPs werden dabei durch Laser-Bestrahlung angeregt und emittieren Licht in vier
verschiedenen Wellenldangen (ddGTP: 540 nm; ddATP: 570 nm; ddTTP: 600 nm; ddCTP:
630 nm). Nach Detektion dieser emittierten Strahlung kann durch geeignete Software (AB/

Prism™) aus den Rohdaten die DNS-Sequenz bestimmt werden.

Verwendete Primer: Pro Sequenzierreaktion kdnnen ca. 500 Basen identifiziert werden. Bei

Sequenzierung von langeren DNS-Fragmenten muss deshalb bei der Primerwahl darauf
geachtet werden, dass sich die entstehenden Fragmente Uberlappen. Alle fir die
Sequenzierreaktionen verwendeten Primer sind unter 3.3 aufgefihrt. Am Rand des
Zielfragments (Insert) erfolgte die Sequenzanalyse mit Primern des pBluescript. Fir die
Sequenzierung innerhalb des Fragments wurden Primer mit der Computersoftware Dnaman

erstellt, bei MWG-Biotech bestellt und zu einer Endkonzentration von 0,8 uM in H,O geldst.

Sequenzier-PCR: Zur Synthese der unterschiedlich langen, fluoreszierenden DNS-

Fragmente wurde das ABI prism BigDye Terminator Cycle sequencing ready reaction Kit

(Applied Biosystems) verwendet.

Ansatz fiir Sequenzierreaktion

DNS 30-500 ng
Primer (0,8 uM) 4 ul
Ready Reaction Mix 4 ul

H,0 ad 20
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Der gebrauchsfertige Ready Reaction Mix enthalt die DNS-Polymerase, dNTPs und
fluoreszenzmarkierte ddNTPs. Es wurde bei -20°C gelagert und nur auf Eis aufgetaut.

Von DNS-L&sungen, die in kleinem MaRstab gewonnen wurden, musste 1 pl fir die
Sequenzierreaktion eingesetzt werden. Die optimale Einsatzmenge an DNS aus
Praparationen im gro3en Mal3stab sollte im Bereich von 0,5 ug liegen.

Die Reaktion wurde im Uno II-Thermoblock (Biometra) durchgefiihrt. Ahnlich wie bei einer
normalen PCR kam es hier nach einer finfminitigen Denaturierungsphase bei 95°C zu 35

aufeinanderfolgenden Zyklen aus Denaturierungs-, Annealing- und Elongationsphasen.

Protokoll der Sequenzierreaktion
95°C 5 min
95°C 40 sek
50°C 40 sek | x 35
60°C 4 min
20°C 5 min

Im Gegensatz zur exponentiellen Amplifikation in einer normalen PCR, kommt es in dieser
Reaktion jedoch nur zu einer linearen Vermehrung. Grund dafiir liegt in der Tatsache, dass
nur ein Primer je Sequenzieransatz enthalten war. Die unterschiedlichen Temperaturen

wurden langsam Uber einen Temperaturgradienten von 1°C pro Sekunde eingestellt.

Reinigung des Sequenzierproduktes: Vor der eigentlichen Sequenzierung im ABI Prism™

310 Sequence Analyser (Applied Biosystems) musste das Sequenzierprodukt mittels einer
Séule von kleineren Fragmenten (unter 16 bp), Salzen und nicht eingebauten Nukleotiden
gereinigt werden. Auf die Saule (Centi Sep Spin Columns) wurden zunachst 800 pl H,O
gegeben, grindlich gevortext, von Luftblasen befreit und mindestens 2 h bei RT inkubiert, so
dass das Saulenmaterial in dieser Zeit gut quellen konnte. Im Anschluss wurde das H,O aus
der S&ule mittels Zentrifugation (2 min, 750x g, RT) entfernt und die S&ule in ein neues
Reaktionsgefadld gestellt. Es folgte das Auftragen des Sequenzierreaktionsproduktes und
erneute Zentrifugation (2 min, 750x g, RT). Das Eluat enthielt die gereinigte DNS und wurde
15-30 min in der Vakuumzentrifuge getrocknet. Das nicht-sichtbare Pellet konnte durch
starkes Vortexen in 20 yl Template Suppression Reagent (Perkin Elmer) geldst und in ein
Abi Prism-Reaktionsgefald uberfiihrt werden. Nach Denaturierung der Proben fur 2 min bei
95°C wurden diese direkt fir die Sequenzierung herangezogen oder bei -20°C bis zur

Verwendung gelagert.
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4.3.9 Amplifizierung von DNS mittels Polymerasekettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) ist eine enzymatische
Methode zur in vitro-Amplifizierung von bestimmten DNS-Fragmenten aus einem Gemisch
von Nukleinsduren (Mullis and Faloona, 1987).

Bei 95°C wird die doppelstrangige DNS-Matrize zunachst aufgeschmolzen (Denaturierung).
An diese Einzelstrange kénnen sich spezifische Oligonukleotid-Primer anlagern (Annealing).
Sie binden in entgegengesetzter Richtung sowohl an den codierenden als auch an den nicht-
codierenden DNS-Strang und stellen mit ihren kurzen, doppelstrédngigen Bereichen die
Startpunkte fir thermostabile Polymerasen dar. Solche Polymerasen sind in der Lage, die
Licken zwischen den Primern zu fillen, indem sie den komplementdren, fehlenden
Einzelstrang in 5°- & 3’-Richtung synthetisieren (Elongation).

Dieser Zyklus aus Denaturierung, Annealing und Elongation wird mehrere Male wiederholt.
Im Idealfall verdoppelt sich dabei jedes Mal die Anzahl der DNS-Fragmente. Theoretisch
entstehen bei n Zyklen 2"" amplifizierte Molekiile.

Die in der PCR-Reaktion verwendete Annealingtemperatur ist von den Primern abhangig.
Diese Temperatur liegt ca. 5°C unterhalb der primerspezifischen Schmelztemperatur, welche
durch die G/C- und A/T-Regel bestimmt werden kann. Diese Regel besagt, dass man je G/C-
Paar 4°C und je A/T-Paar 2°C einrechnet. Durch Addition erhdlt man dann die theoretische
Schmelztemperatur.

Die Temperatur fir die Elongation héngt von der jeweiligen Polymerase ab, die
Elongationszeit wird durch die Lange des zu amplifizierenden Zielfragmentes bestimmt.

In dieser Arbeit wurde die PCR angewandt, um DNS-Fragmente aufgrund ihrer GréRRe zu
identifizieren, Plasmide zu konstruieren, die konstruierten Vektoren zu charakterisieren und

ES-Zellen und Mé&use zu genotypisieren.
4.3.9.1 Verwendete Polymerasen

Tag-Polymerase (Genscript)
Die Tag-Polymerase ist ein Enzym mit hoher DNS-Syntheserate. Dem Vorteil der hohen
Effizienz steht der Nachteil der groRRen Fehlerrate gegeniiber. So wird eine Base bei 1000
Nukleotiden falsch eingebaut.
Die Tag-Polymerase wurde bei Uberpriifung von Plasmiden und Genotypisierungen nach

unten aufgefiihrtem Protokoll herangezogen.
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Ansatz fiir Standard-Amplifizierung
DNS 10-500 ng
Primer for (10 pmol/pl) 1,25 pl
Primer rev (10 pmol/p) 1,25 ul
dNTPs 1,25 mM 4yl
10x Taq-Puffer 2,5l
Tag-Polymerase 0,25 pl
H>O ad 25 pl
Protokoll fiir Standard-Amplifizierung
95°C 5 min
95°C 30 sek
56°C 40sek |x35
72°C 1 min
20°C 10 min

Expand High-Fidelity”"s-Polymerase (Roche)

Dieses System enthélt ein Gemisch aus der thermostabilen Tag-Polymerase und der

ebenfalls thermostabilen Pfu-DNA-Polymerase, die eine 3°5°-Exonukleaseaktivitat besitzt.

Dadurch wird eine Korrektur falsch eingebauter Nukleotide erlaubt (proofreading), wodurch

die Fehlerrate bei der Amplifizierung deutlich gesenkt wird. Dies war der Grund, wieso diese

Polymerase bei solchen Amplifikationen Gebrauch fand, bei denen eine niedrige Fehlerrate

essentiell war, wie bei der Konstruktion der verschiedenen Fragmente des Targeting-Vektors,

bei der Sonden-Herstellung fiir den Southern-Blot und fir den Mutationsnachweis in ES-

Zellen sowie in transgenen Mausen.

Ansatz fiir Standard-Amplifizierung

DNS

Primer for (10 pmol/ul)
Primer rev (10 pmol/p)
dNTPs 1,25 mM

5x High-Fidelity-Puffer

H20

High-Fidelity-Polymerase

10-500 ng
2 ul
2yl
8 ul

10
0,5 ul
ad 50 pl

Es wurde ein hot-start durchgefuhrt, d.h. erst nach einem initialen Denaturierungsschritt

wurde die Polymerase zugegeben.

Fehlhybridisierungen vorbeugen.

Dies

sollte

Primer-Dimerbildungen

oder
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Protokoll fiir Standard-Amplifizierung

95°C 2 min

95°C 30 sek

65°C 30 sek dT -1°C|x 10
68°C 4 min

95°C 30 sek

65°C 30 sek x 30
68°C 4 min dt+10 s

68°C 7 min

4.3.9.2 Verwendete Primer

Die verwendeten Primer, also Oligonukleotide mit einer Lange von jeweils 18—-30 bp, wurden
mit Hilfe des Computerprogramms DNAMAN, Version 5.0 entworfen und Uber die Firma
MWG Biotech bezogen. Der Vorwartsprimer liegt 5°, der Rickwartsprimer 3" der zu
amplifizierenden  Sequenz. Die Primer wurden so ausgewdhlt, dass die
Schmelztemperaturen bei 50-60°C lagen und der Guanosin+Cytosin-Anteil etwa 40-60%
betrug. Weiter wurden die Primer auf Selbstannealing und Ausbildung von
Haarnadelstrukturen tberprift.

Die lyophylisierten Oligonukleotide wurden in einer entsprechenden Menge H,O geldst, so
dass die Konzentration 10 uM betrug. Die Auflistung der verwendeten Primer ist unter 3.3 zu

finden.

4.3.9.3 PCR-Anwendungen

Overlap-PCR

Dies ist eine geeignete PCR-Methode, um Punktmutationen in ein Zielfragment einzuflhren
und somit artifizielle Erkennungsstellen fiir Restriktionsenzyme zu erzeugen bzw. zu
zerstdren oder die Aminosaurensequenz und somit funktionelle Eigenschaften des codierten
Proteins zu veréndern.

Um eine Mutation mit Hilfe der Overlap-PCR in ein DNS-Fragment einzuflhren, sind drei
Schritte nétig. Zunachst wird das zu mutierende Fragment in zwei Teilfragmente amplifiziert.
Der eine Teil erstreckt sich von der Mutation aus bis hin zum 3’-Fragmentende; der andere
von der Mutation bis hin zum 5°-Ende. In der dritten Reaktion werden diese Teilfragmente zu

dem gewiinschten, mutierten Fragment zusammengefihrt.
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Fir die Mutagenese des Serin 1570 in Subvektor pBl(Xho-Kpn)S1570 wurde diese PCR-

Methode angewandt.

Screening-PCR
Das Screenen mittels PCR nach Erstem und Zweitem Targeting geschah mit der Tag-
Polymerase und dem daflir beschriebenen Standard-Protokoll (4.3.9.1) sowie den unter 3.3

aufgefiihrten Primern.

QuickChange® Site-Directed Mutagenesis Kit

Fir die Einflhrung der Punktmutation S1512A in Subvektor pBI(Cla-Xho)S1512 wurde
dieses Mutagenese-Kit verwendet. Hier kénnen Mutationen in plasmidischer DNS direkt
erzeugt werden. Das Prinzip basiert auf dem Einsatz von zwei synthetischen Oligonukleotid-
Primern, die zueinander komplementar sind und in ihrer Sequenz die gewlinschte Mutation
beinhalten. Beide Primer werden zusammen mit der Pfu-Polymerase und einem Template-
Plasmid in einer PCR eingesetzt. Die Pfu-Polymerase, die aufgrund einer 3> 5°-
Exonuklease-Aktivitat eine geringe Fehlerrate bei der DNS-Synthese aufweist, verlangert,
ausgehend von den beiden Primern, das komplette Plasmid und generiert dabei die
entsprechende Mutation. Die methylierte, parentale DNS wird im Anschluss mit Hilfe der
Restriktionsendonuklease Dpnl verdaut, wahrend die nicht-methylierte, PCR-amplifizierte

Plasmid-DNS in elektrokompetente Zellen transformiert (4.3.5) wird.

Ansatz zur Synthese mutierter Plasmide Protokoll fiir Mutagenese-Programm
pBI(Cla-Xho)S1512A 100 ng 95°C 30 sek
OL_S1512A_for (10 pmol/ul) 1,5 ul
OL_S1512A_rev (10 pmol/ul) 1,5 ul 95°C 30 sek
dNTP-Mix 1l 55°C 30sek |x12
10x Puffer 5l 68°C 6 min
PfuUltra Polymerase (2,5 U/pl) 1ul
H.O ad 50 pl 20°C 10 min

In den Mutagenese-Ansatz wurden als DNS-Matrize 100 ng des Subvektors
pBI(Cla-Xho)S1512 eingesetzt. Anschlielend wurde das modifizierte Plasmid durch das
vorgegebene Programm im Thermocycler synthetisiert. Dabei wurden durch die PfuUltra
HFDNA-Polymerase mit Hilfe der Primer OL_S1512A_for und OL_S1512A_rev neue
Plasmide in linearen Zyklen synthetisiert. Diese Plasmide waren bis auf die Punktmutation
T/G an der Stelle 16326 identisch zum Ausgangsplasmid.

Zum Schluss mussten die parentalen Ausgangsplasmide eliminiert werden. Durch Verdau

(1h bei 37°C) mit Dpnl (10 U/ul) wurden diese zerschnitten; nur die neu-synthetisierten,
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mutationstragenden Plasmide konnten anschlieBend durch Elektroporation transformiert
werden.
Fir die Identifizierung der gewlinschten Klone wurden die Transformanten durch

Sequenzierung auf die Punktmutation hin untersucht.

Reverse-Transkription-Polymerasekettenreaktion (RT-PCR)

Retroviren sind in der Lage, mit Hilfe der Reversen Transkriptase (RT) den Informationsfluss
von mRNS in Richtung DNS zu ermdéglichen. Bei RT-PCR wird zunadchst aus RNS cDNA
synthetisiert (reverse Transkription) und diese im nachsten Schritt iber PCR amplifiziert. Das
bendtigte Enzym, die Reverse Transkriptase, erméglicht es, RNS als Matrize fir die
Synthese eines komplementaren einzelnen DNS-Stranges zu verwenden. Diese als ,erster
Strang® (,first-strand®) bezeichnete cDNS dient nun als Template fir die anschlieRende PCR.
In der vorliegenden Arbeit wurde mRNS aus Maus-Gehirn bzw. —Herz zuné&chst isoliert
(siehe 4.3.1.3) und als Template verwendet. Die Reaktion wurde nach Vorschrift des
SuperScript OneStep RT-PCR-Systems (Invitrogen) durchgefiihrt.

Zunachst wurde die zuvor isolierte RNS (4.3.1.3) mit den Random-Primern (2,5 uM)
gemischt, zum Aufschmelzen von Sekundéarstrukturen fir 10 min bei 70 °C inkubiert und
dann zur Hybridisierung mit den Primern fir 10 min bei RT stehen gelassen. Nach Zugabe
von 5x First Strandbuffer, Dithiothreitol (DTT) (1 mM) und dNTPs (10mM) wurde der Ansatz
bis zur Zugabe von 1 ul Superscript Il weiter bei 42°C fir 10 min inkubiert. Danach erfolgte
die reverse Transkription im Thermocycler fir 1 h und 42°C. Um das Enzym zu inaktivieren
und um DNS-RNS-Hybride aufzuschmelzen, erhitzte man den Reaktionsansatz fir 10 min
auf 95°C. Nach weiteren 10 min auf Eis kam es nun zum Abbau der eingesetzten RNS durch
RNase H (10 mg/ml) (30 min, 37°C).

Die so gewonnene cDNS wurde bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert.

4.3.10 Analyse von DNS durch Southern-Blot

Die nach ihrem Erfinder Ed Southern (Southern, 1975) benannte Methode findet in der
Analyse von genomischer DNS Gebrauch. Zunachst wird die gesamte genomische DNS
nach einer Gelelektrophorese auf eine Membran U(bertragen (Southern-Blot) und das
gesuchte DNS-Fragment mit einer radioaktiv markierten DNS-Sonde aufgespirt (Southern-
Hybridisierung).

Zu Beginn zerschneidet man die gesamte genomische DNS mittels einem oder mehreren
Enzymen. Dies erscheint bei der Auftrennung durch das Agarosegel als ,Schmier” (iber den
gesamten Groflenbereich. Um auf das Vorhandensein eines Fragments bestimmter Lange

zu prifen, wird die DNS im Gel in Einzelstrdnge denaturiert und dann wahrend des Blottings
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auf einer Nylon-Membran fixiert. Die radioaktiv markierte Sonde kann spezifisch mit der
immobilisierten DNS auf der Membran hybridisieren und schlie3lich aufgrund ihrer Strahlung

auf einer Phosphoimagerplatte sichtbar gemacht werden.

4.3.10.1 Verwendete Lésungen
HCI (37%) 40 ml Na;HPO4 178 g
H.0O ad 1000 ml H.0O ad 1000 ml
NaOH 40 g NaH,PO4 156 g
NaCl 1753 g H20 ad 1000 ml
H.0 ad 2000 ml
Na,EDTA*2 H,0 93,95¢g
Tris 121g H.0 ad 500 ml
NaCl 351g
BSA 409
NaCl 1759 1 M Na;HPO, 193,5 ml
NasCitrat * 2 H,O 88 g 1 M NaH,PO4 56,5 ml
H.O ad 1000 ml 20% SDS 175 ml
0,5M EDTA pH 8,0 1 ml
[ 0%spsT T | ssDNS (10 mg/mi) 5 mi
SDS 100 g H.0 ad 500 ml

H20 ad 500 ml

(TS - 605

1 M Tris pH 8,0 50 ml H,O ad 500 ml
0,5M EDTA pH 8,0 10 ml

0 aosoom | [EISSONS (0 mimi

DNA from herring sperm
(Sigma) 059

H.0O ad 50 ml
vor Gebrauch denaturiert
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4.3.10.2 Gellauf

Die zu untersuchende genomische DNS (aus ES-Zellen oder Mausgewebe) wurde bei 37°C
UN mit 20 U des entsprechenden Restriktionsenzyms verdaut und anschlieRend auf einem
0,8%igen Agarosegel aufgetrennt (4.3.6). Das Gel wurde unter UV-Licht mit angelegtem
Lineal fotografiert. Zur Depurinierung wurde das Gel 15 min in 0,4 M HCI geschwenkt. Nach

30 minutiger Denaturierung wurde es 45 min in der Neutralisierungsldsung inkubiert.

4.3.10.3 Blotting

Ein mit 10x SSC-Puffer getranktes Filterpapier wurde blasenfrei auf den vollgesogenen
Schwamm aufgelegt. Das Gel kam nun mit der Oberseite nach unten auf das Filterpapier.
Die auf Gelgrée zurechtgeschnittene Nylon-Membran (Nylon-Membran Highbond N+, GE
Healthcare) wurde ebenfalls in 10x SSC getrankt und ohne Luftblasen auf das Gel
transferiert. Darliber wurden weitere drei Filterpapiere, ein Stapel Papiertlicher und ein
Gewicht zum Beschweren geschichtet (Abbildung 4-4). Uber Kapillarkrafte wird der
Hochsalzpuffer kontinuierlich aus der Wanne in die Papiertlicher gesaugt, wobei die DNS
aus dem Gel mitwandert und an der Membran haften bleibt.

Am darauffolgenden Tag wurde der Blot abgebaut, die Geltaschen auf dem Blot mit Bleistift
markiert und die DNS durch Bestrahlung mit UV-Licht im UV-Stratalinker 1800 (Stratagene)
kovalent an die Membran gebunden (cross-linking). Zuséatzliche Fixierung erfolgte durch
Backen im Vakuumofen (2h bei 80°C).

Zellstoff

/ Filterpapier
— Membran

Gel

—— —
Filterpapier
Schwarnm
10x 8SC

Metallwanne

Abbildung 4-4 Aufbau des Blottes wdhrend des Southern-Blottings. Es ist darauf zu achten, dass die DNS
von unten nach oben wandert und die Nylon-Membran daher iiber dem Gel platziert wird.

4.3.10.4 Southern-Hybridisierung

Die radioaktive Markierung der DNS-Sonden beruht auf dem Prinzip der DNS-Verldngerung

von zuféllig an den Einzelstrang gebundenen Oligomer-Primern (hier Hexanukleotide) mit
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Hilfe des Klenow-Fragments (Feinberg and Vogelstein, 1984). Das Klenow-Fragment ist die
grélere Untereinheit der DNS-Polymerase | aus E.coli und besitzt eine 5°-3'-
Polymeraseaktivitdt ~ (Auffillen von  Komplementéarstrangen) und eine 3°-5'-
Exonukleaseaktivitdt (Abbau von (berstehenden 3°-Enden). Die Hexanukleotide binden
zufallig an den DNS-Einzelstrang der Sonde und die Polymerase baut die beigefiigten
dNTPs in den Komplementarstrang ein. Dadurch, dass dCTP ausschlieRlich als [0-**P]-dCTP

zugegeben wird, ist somit die Sonde radioaktiv markiert.

Herstellung von *’P-markierten Sonden

Die Sonden fir den Southern-Blot wurden durch PCR aus genomischer DNS amplifiziert und
Uber eingefiihrte Restriktionsschnittstellen in pBluescript kloniert. Vor der Labeling-Reaktion
wurden sie durch Restriktionsverdau aus dem Vektor geschnitten und mittels Elektroelution
aufgereinigt.

Die radioaktive Markierung erfolgte mit Hilfe des Random Primed Labeling Kits (Roche). Es
wurden pro Ansatz 150 ng Sonde eingesetzt, mit H,O auf 8 pl ergdnzt und die DNS
unmittelbar vor der Labeling-Reaktion 10 min bei 95°C denaturiert. Der Reaktionsansatz an

sich setzte sich wie folgt zusammen:

Labeling Reaktionsansatz
DNS-Sonde (12 ng/ul, denaturiert) 8 ul
Hexanukleotid-Mix/ 10x Puffer 2 ul
dXTP-Mix (dATP, dGTP, dTTP; je 0,5 mM) 3l
[«**P]dCTP 10 mCi/ml (Hartmann) 6 ul
Klenow —Enzym 1ul

Dieser Ansatz wurde 90 min bei 37°C inkubiert und anschlieRend von nicht eingebauten

k™ Column (GE Healthcare) gemaR

Nukleotiden durch Gelchromatographie Uber eine Nic
den Herstellerangaben gereinigt.
Es folgte die Aktivitdtsbestimmung der Sonde mit Hilfe der Cherenkov-Messung am

Szintillationsmessgerét (Packard).

Prahybridisierung und Hybridisierung
Um unspezifisches Binden der radioaktiv markierten Sonde an die Membran zu verhindern,
musste diese vorhybridisiert werden. Bei diesem Schritt werden nicht mit DNS besetzte

Stellen auf der Membran durch Heringsspermien-DNS blockiert.



Methoden 4 4

Fir die Prahybridisierung wurde die Membran mit den darauf geblotteten DNS-Fragmenten
4 h bei 60°C (im Wasserbad) in Church-Puffer (enthélt die Heringsspermien-DNS) innerhalb
einer Schlauchfolie (Neolab) inkubiert.

Zur Hybridisierung wurde die Sonde zunédchst 10 min bei 95°C denaturiert, fir 2 min auf Eis
gestellt und anschlieBend zu der entsprechenden Menge vorgewarmten Church-Puffer
gegeben. Dabei sollte die Aktivitat 5x10° cpm/ml entsprechen. Die Membran wurde mit
0,125 ml/cm? Church-Puffer in eine neue Schlauchfolie eingeschweilt und UGN bei 60°C im

Wasserbad geschwenkt.

Entfernung nicht-spezifisch gebundener Sonde
Am darauffolgenden Tag musste die Membran von (berschiissiger und unspezifisch
anhaftender Sonde befreit werden. Dies konnte durch mehrfaches Waschen in Puffern mit

abnehmender Salzkonzentration (und damit steigender ,Stringenz®) erreicht werden:

Waschlésung 1 Waschlésung 2 Waschlésung 3
(kurz schwenken) (15 min bei 60°C) (je 30 min bei 65°C, 67°C, 72°C)
20x SSC 100 ml 20x SSC 100 ml 20x SSC 100 ml
H20 ad 1000 ml 20% SDS 5ml 20% SDS 5mi
H.O ad 1000 ml H.0 ad 1000 ml

Nachdem die Membran luftgetrocknet war, wurde sie in Frischhaltefolie gepackt und auf eine
Phosphoimager-Platte (BAS MP2025, Fuijifilm) aufgelegt.
Nach 1-3 Tagen wurden die Blots mit Hilfe der Computer-Programme BASReader und AIDA

(Firma raytest) ausgewertet.

Auswertung durch Phospho-Imaging

Die Auswertung der Blots Uber Phosphoimager-Platten hat gegeniber klassischen
Roéntgenfilmen den Vorteil der bis zu 100-fach héheren Sensitivitdt. Zuséatzlich kénnen die
Signale durch Weildlicht von der Imager-Platte geléscht werden, so dass eine
Mehrfachverwendung moglich ist. Die Imager-Platte ist ein mit BaFBr:Eu?*-Kristallen
beschichteter Schirm. Durch ionisierende Strahlung wie UV-, Réntgen-, B- oder y-Strahlung
wird ein Elektron des Eu?* angeregt, wodurch dieses zu Eu® oxidiert wird und ein BaFBr—-
Komplex entsteht. Der BaFBr -Komplex ist in seinem angeregten Zustand stabil und
,speichert” somit die durch Membranexposition Ubertragene Information. Bei Laser-Anregung
fallen die Elektronen wieder auf das Ausgangshiveau zuriick, Eu®*" wird zu angeregtem Eu?
reduziert und dieses geht durch Abgabe eines Photons wieder in den Grundzustand Eu®*
Uber. Das abgestrahlte Licht kann nun vermessen und der Blot am Bildschirm sichtbar

gemacht werden (Johnston et al., 1990).
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4.4 Methoden zur Erzeugung genetisch veranderter Mause

Voraussetzung fur die Entwicklung genetisch verénderter Mause war die Entdeckung
pluripotenter embryonaler Stammzellen (ES-Zellen). Die ersten ES-Zellen wurden von Evans
und Kaufmann (Evans and Kaufman, 1981) und Martin (Martin, 1981) aus der inneren
Zellmasse von Blastozysten des 129/Sv-Mausstammes isoliert. Bald danach wurde von
Bradley et al. gezeigt, dass diese Zellen sich an der Entwicklung sémtlicher Gewebe des
resultierenden Embryos, einschlielBlich der Keimdrisen beteiligen, wenn sie in die
Blastozysten injiziert werden (Bradley et al., 1984). Die erste genetische Manipulation an ES-
Zellen wurde von Robertson et al. und Gossler et al. durchgefihrt (Gossler et al., 1986;
Robertson et al., 1986). Diese Gruppen konnten zeigen, dass Mutationen im Genom von ES-
Zellen von diesen durch die Keimbahn transmittiert werden. Die ersten erfolgreichen
Homologen Rekombinationen in ES-Zellen wurden fast gleichzeitig von Thomas und
Capecchi sowie Doetschman publiziert (Doetschman et al., 1987; Thomas and Capecchi,
1987). Die hier angewandte Methode der Stammzelltechnologie ermdglicht es, gezielte
Veranderungen so in das Genom einzuflhren, dass sie im ganzen Organismus vorhanden
sind und aufgrund der Keimbahngangigkeit (germline transmission) auch von einer
Generation zur nachsten weitergegeben werden. In Abbildung 4-5 wird ein grobes Schema

Uber die einzelnen Schritte bei der Erzeugung genetisch veranderter Mause gegeben.

4.4.1 Kultivierung embryonaler Stammzellen

Allgemein versteht man unter Stammzellen Kérperzellen, die noch nicht ausdifferenziert,
d.h., noch nicht auf ihre spatere Funktion spezialisiert sind. Aufgrund ihrer Herkunft werden
Stammzellen, die aus einem Embryo isoliert werden, als Embryonale Stammzellen (ES-
Zellen) bezeichnet (im Unterschied zu adulten oder hdmatopoetischen Stammzellen). Zu
dem ko&nnen sie auch noch, je nach Differenzierungseigenschaften, in totipotente,
pluripotente, multipotente und unipotente ES-Zellen unterschieden werden. In der Regel
werden der Maus pluripotente Stammzellen aus der inneren Zellmasse (Embryoblast) des im
Blastozystenstadium befindlichen Embryos (dies post coitum 3,5) entnommen. In vitro
kénnen diese anschlielRend beliebig vermehrt und in Blastozysten reimplantiert werden. Da
die Zellen aus der inneren Zellmasse entnommen wurden, kénnen sie sich nicht zu
Geweben differenzieren, die aus der auflieren Zellmasse des Blastozysten (Trophoblast)
hervorgehen (Nabelschnur, Plazenta). Deshalb ist nur noch Pluripotenz, aber keine

Totipotenz der Stammzellen mehr vorhanden.
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4411 Nidhrmedien und Substanzen

Als Medium wurde DMEM (Dulbecco’s modified eagle medium) verwendet. Es enthélt neben
Aminosauren, Mineralsalzen und Vitaminen zuséatzlich Glucose und den pH-Indikator
Phenolrot. Die Aufrechterhaltung eines konstanten pH-Wertes ist fiir optimales Zellwachstum
unumganglich. Die Einstellung erfolgt Gber eine Hydrogencarbonatpufferung, die in
Anwesenheit von 5% CO, einen pH-Wert von 7,2—-7,4 gewéahrleistet. Ein weiterer Zusatz war
Fotales Kaélberserum (FCS). Die neben vielen anderen Substanzen enthaltenen
Wachstumsfaktoren férdern zusatzlich das Zellwachstum. Dem Medium wurde auf3erdem

B-Mercaptoethanol zugesetzt, was eine Oxidation und damit Inaktivierung des LIF verhindert.

DMEM (Invitrogen)
Dulbecco’s Modified Eagle Medium with High Glucose, Sodium Pyruvate and L-Glutamine
FCS (Gibco); Lot 40F2342K
Fotales Kélberserum; wurde 20 min bei 60°C hitzeinaktiviert und in 50 ml-Aliquots bei —20°C gelagert
Trypsin / EDTA 10x (Gibco)
mit 1x PBS auf 1x bzw. 2x verdiinnt, sterilfiltriert
LIF (Esgro™, Chemicon) 10’U/mL
Leukimie-inhibierender-Faktor, Arbeitslésung 5x10° U/ml: 1ml LIF 10’ U/ml mit 19 ml EF-Medium
verdiinnt, sterilfiltriert und in Aliquots a 1 ml bei 4°C gelagert; Endkonzentration 1000 U/ml
B-Mercaptoethanol (Sigma)
B-ME, Arbeitslosung 50 mM: 73,5 pl B-ME in 21 ml PBS verdiinnt, sterilfiltriert und in Aliquots a 1 ml
bei —20°C gelagert; Endkonzentration 0,1 mM
Selektionszusatz G418 (Gibco)
Geneticin, G418-Sulfat, Arbeitslgsung 40 mg/ml, Aliquots & 5 ml bei —20°C gelagert; Endkonzentration
0,4 mg/ml
Selektionszusatz Ganciclovir (Roche)
Cymeven i.v. / Ganciclovir-Na, Arbeitslosung 20 mM, Aliquots a 50 ul bei —20°C gelagert;
Endkonzentration 2 pM

4.41.2 GefaRe fiir die Zellkultur

Kulturgefa Medium-Volumen Trypsin/EDTA-Volumen
175 cm” -Kulturflasche 20 ml 5 mi

75 cm” -Kulturflasche 15 ml 3ml

25 cm” -Kulturflasche 5 ml 2ml

55 cm” -Petrischale 10 ml 2ml

6-well-Platte 54cm” 3 ml/Well 1,5 ml/Well
24-well-Platte 55cm? 1 mil/Well 500 pl/Well
96-well-Platte 31cm? 200 pl/Well 40 pl/Well
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4413 Allgemeine Vorgehensweise bei der ES-Zellkultur

Absolut hdchstes Gebot bei der Kultur von ES-Zellen ist, die Pluripotenz aufrechtzuerhalten.
Unbedingt missen stets optimale Kulturbedingungen sehr penibel eingehalten werden, um
eine Differenzierung zu verhindern. So wurden die ES-Zellen auf eine Ein-Zell-Schicht
(Monolayer) aus Feederzellen (embryonale Fibroblasten) ausgesédt. Diese aus Mause-
embryonen gewonnenen, nun teilungsunfdhigen Zellen geben neben bestimmten
Wachstumsfaktoren und Né&hrstoffen den Leukd&mie inhibierenden Faktor (LIF) in das
Medium ab. LIF, ein Polypeptid-Zytokin, wurde als der essentielle Faktor erkannt, der ein
Ausdifferenzieren der pluripotenten Stammzellen in andere Zelltypen verhindert (Smith et al.,
1988; Williams et al., 1988). Des Weiteren muss die Kultur standig unter Beobachtung
stehen und ein zu starkes Anndhern der einzelnen Zellkolonien verhindert werden, da die
Zellen auch dabei differenzieren.

Fir einen besseren Uberblick werden hier die einzelnen Arbeitsschritte wéahrend der

Kultivierung von ES-Zellen schematisch dargestellt.

Molekularbiologische Konstruktion des Targeting-Vektors
Methoden
Zellkultur Prdparation der Feederzellen

Aussdenvon Feederzellen

|

Auftauen und Expansion von ES-Zellen

|

> Transfektionder ES-Zellen (Elektroporation)

}

Selektion

|

Isolierung und Kultur iiberlebender Klone

|

Splitten der Klone

A-Platte {Master-Klone) B-, (, D-Platten (Klone zur DNS-Gewinnung)
Einfrieren und Lagerung bei—-80°C Isolierung von DNS

|

Screening mittels PCR und Southern-Blot

Auftauen und Expansion der positiven Klone

Vorbereitung der Klone fiir

- Emeute Elekiroporation und Selekfion

- Blastozysteninjektion

Blastozysteninjektion

Abbildung 4-5 Die wichtigen Schritte wéhrend der ES-Zellkultur im Uberblick
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Die Kultivierung fand bei 37°C und 5% CO, (HERAcell, Heraeus) mit téglichem
Mediumwechsel statt. Hatten die Zellen eine Flache von ca. 70% bewachsen, wurden sie
gesplittet. Alle Zentrifugationsschritte erfolgten 5 min bei 200x g und RT.

Zudem fand das Arbeiten mit ES- und Feederzellen unter einer Sterilbank (LaminAir HB2448,

Heraeus) statt.

4.4.2 Feederzellen

4421 Gewinnung von Feederzellen

Zur Isolierung embryonaler Fibroblasten wurden ménnliche C57/BI6 (J-Tg(pPGKneobpA)
3Ems/J)-Méuse (Jackson Laboratory), die das neo-Resistenzgen homozygot besitzen, mit
weiblichen C57/BI6 Wildtyp-M&usen verpaart. Die Weibchen wurden am nachsten Morgen
auf das Vorhandensein eines Vaginalplugs, als Indiz fir erfolgte Kopulation, untersucht. Am
Tag 14,5 p.c., also 14 Tage spater, wurden die Embryonen isoliert und zur Feederzell-
Praparation verwendet. Nach Entfernen der inneren Organe (,rotes Gewebe®) sowie der
Extremitdten und des Kopfes wurde der Rumpf in Stlcke geschnitten und mit 1ml 1x
Trypsin/EDTA pro Embryo fir 10 min bei 37°C inkubiert. Durch anschlieBendes Auf- und
Abpipettieren musste schlielllich eine homogene Ldsung entstehen, welche mit EF-Medium
zu einem Gesamtvolumen von 40 ml gebracht wurde. Damit die Zelltrimmer absinken
konnten, wurde das Gemisch fiir 10 min bei RT stehen gelassen. Letztlich wurden je 2 ml der
Suspension plus 19 ml EF-Medium in 175 cm?-Zellkulturflaschen gegeben und die Zellen bei
37°C und 5% CO, wachsen gelassen. Nach Erreichen der Konfluenz (ca. 5-6 Tage) erfolgte

das Ernten der Zellen.
4422 Ernten, Bestrahlen und Einfrieren der Feederzellen

Zum Ernten der Feederzellen wurde zunachst das Medium in den 175 cm?-Kulturflaschen
abgesaugt und anschlieRend mit 15 ml PBS gewaschen, pro Flasche 4 ml 1x Trypsin/EDTA
zugegeben und 5 min bei 37°C inkubiert. Die Zellen wurden mit der Stripette griindlich
vereinzelt und bis auf einen kleinen Rest in einem 50 ml-Falcon vereint. Die Kulturflasche
wurde auf 20 ml Gesamtvolumen mit EF-Medium aufgefullt und erneut fir 6 Tage bis zur
Konfluenz wachsen gelassen (2. Passage). Nach dem Abernten aller Flaschen wurde das
Roéhrchen mit vereinigten Zellen zentrifugiert und in 20 ml EF-Medium resuspendiert.

Es folgte die Bestrahlung mit y-Strahlung (5000 Rad) am Institut fir Mikrobiologie, Klinikum
Rechts der Isar, womit die Zellen teilungsunfahig gemacht wurden. So kénnen sie spater

einen einschichtigen Zellrasen ausbilden, auf dem die ES-Zellen wachsen kénnen.
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Nach der Bestrahlung wurden die Zellen abzentrifugiert, das Pellet in einer geeigneten
Menge (pro Stock 1 ml) Einfriermedium (EF-Medium+10% DMSO) gel6st und auf 1 ml-
Aliquots in Kryovials (Nunc) verteilt. Es folgte das stufenweise Einfrieren der Zellen (1 Tag
bei -20°C, 1 Tag bei -80°C, danach in fliissigem Stickstoff). Diese Prozedur wurde bis zur
Passage 5 wiederholt.

Die Teilungunfahigkeit und die Dichte der Feederzell-Stocks mussten vor Gebrauch in einem

Testaussden bestimmt werden.
4423 Ausséden von Feederzellen

Generell wurden Feederzellen einen Tag vor Beginn der geplanten ES-Zellkultur ausgesét.
Dazu wurden die Zellen schnell bei 37°C im Wasserbad aufgetaut, in ein mit 9 ml EF-
Medium versehenen 15 mi-Falcon (berfiihrt, abzentrifugiert, in dem nétigen Volumen EF-
Medium aufgenommen und in das entsprechende Kulturgefal® gegeben. Mindestens 4 h vor

ES-Zell-Zugabe wurde das EF-Medium gegen ES-Medium ausgetauscht.

4.4.3 Embryonale Stammzellen

4431 Gewinnung Embryonaler Stammzellen

In der vorliegenden Arbeit wurden R1 (Genotyp: 129X1/SvJx129S1/SV-+p+"Kitl>’/+) ES-
Zellen (Nagy et al., 1993) verwendet. Diese wurden aus Blastozysten von agoutifarbenen
Mausen gewonnen, expandiert und nach Passage 13 als gebrauchsfertige Gefrierstocks in
flissigem Stickstoff gelagert. Zum Zeitpunkt der Elektroporation befanden sich die Zellen in
Passage 15 (SF-Zellkultur, 5.1.3) bzw. 14 (EQ-ES-Zellkultur, 5.2.2).

4.4.3.2 Auftauen und Aussiden Embryonaler Stammzellen

Die ES-Gefrierstocks wurden schnell bei 37°C (Wasserbad) aufgetaut und in 9 ml
vorgewarmten ES-Medium gewaschen. Das durch Zentrifugation entstandene Zellpellet
wurde in 1 ml ES-Medium resuspendiert und in ein 25 cm?ZellkulturgefaR mit Feederzellen

und bereits 4 ml vorgelegtem ES-Medium gegeben.
4433 Expandieren in die ndachst héhere Zellpassage
Nach vollstandiger Abnahme des Mediums wurde der Zellrasen zunachst zweimal mit PBS

gewaschen. Es folgte die Inkubation mit 1x Trypsin/EDTA bei 37°C fur 3 min. AnschlieRend

wurden die Zellen durch vorsichtiges Auf- und Abpipettieren griindlich vereinzelt, mit ES-
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Medium zu einem Gesamtvolumen von 10 ml gebracht, abzentrifugiert und das Pellet in

10 ml frischem ES-Medium aufgenommen und in eine 75 cm?Kulturflasche tberfiihrt.
44.3.4 Priméres Zell-Targeting

Im Ersten Targeting werden die ES-Zellen mit dem Targeting-Vektor transfiziert. Ein
effizientes Verfahren ist dabei die Elektroporation (Chu et al., 1987; Neumann et al., 1982).
Kurze Hochspannungsimpulse bewirken eine Stérung des Membranpotentials der Zelle. Es
entstehen Poren in der Membran und fremde DNS kann ins Zellinnere aufgenommen
werden (Klenchin et al., 1991; Sukharev et al., 1992). Im Zellinneren kann sich die fremde
DNS in das Genom der Zelle integrieren. Diesen Vorgang bezeichnet man als ,crossing
over” homologer Bereiche oder auch ,Homologe Rekombination®.

Der Targeting-Vektor enthalt ein Neomycin-Resistenzgen. Dadurch wird eine Resistenz
gegenliber dem Aminoglykosid-Antibiotikum Geneticin (G418) vermittelt. Die Kultur in
geneticinhaltigem Medium Uberleben folglich nur die Zellen, die den Selektionsmarker in ihr
Genom integriert haben und somit resistent gegeniiber G418 sind. Die Resistenz zeigt
jedoch nur an, dass der Targeting-Vektor integriert hat, jedoch nicht, an welcher Stelle.
Daher mussten alle isolierten Zellklone mit einem Screening danach getestet werden, ob die
Homologe Rekombination an der richtigen Stelle stattgefunden hatte. Alle Zellklone, die nach
dem Ersten Targeting als positiv gescreent worden waren und auch in der Sequenzanalyse

die veranderte DNS-Sequenz zeigten, wurden einem Zweiten Targeting unterzogen.

Vorbereitung des Targeting-Vektors

Je 100 pyg des entsprechenden Targeting-Vektors wurden mit 100 Units der Endonuklease
Notl fur 4 h linearisiert. So wurden beide Targeting-Vektoren (pBl-lox-NeoTK-Not/Bam-
S1512/1570A und pBl-lox-NeoTK-EQ) unmittelbar 5° zum Beginn des 5°-Armes gedffnet. Es
folgte eine Phenol-Chloroform-Aufreinigung (4.3.4.2) mit anschlielender Natriumacetat-
Fallung. Die DNS wurde unter der Sterilbank getrocknet und in 20 pl sterilem H,O gel6st. Fur
die Elektroporation war eine Menge von 10-50 ug nétig. Das entsprechende Volumen wurde

der Vektor-DNS-L&sung entnommen und mit PBS auf 100 pl erganzt.

Elektroporation

Fur die Elektroporation wurde eine 75 cm?-Kulturflasche bis zur 60-70%igen Konfluenz
wachsen gelassen (1-3 Tage). Die ES-Zellen wurden 2x mit PBS gewaschen, mit
1x Trypsin/EDTA vom GefalRboden geldst, sorgféltig vereinzelt und abzentrifugiert.
AnschlieBend wurde das Zell-Pellet in 900 pyl PBS aufgenommen und in eine
Elektroporationskivette (25 x 4 mm, Peglab) Uberfuhrt. Dazu gab man den linearisierten
Vektor. Es folgte die Elektroporation mit dem Gene Pulser™ (BioRad) bei 0,23 kV und
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500 pF. Die Zellen wurden im Anschluss fir 5 min bei RT inkubiert und danach in 11 ml ES-
Medium Uberfihrt. Je 1 ml dieser Suspension wurde auf insgesamt 12 mit Feederzellen
bewachsenen 55 cm?-Petrischalen pipettiert. Nach 24 h wurde mit der positiven Selektion

begonnen.

Positive Selektion mit G418
Die Selektion erfolgte in geneticinhaltigem ES-Medium (0,4 mg/ml). Dieses wurde

mindestens einmal taglich gewechselt, bei massivem Zellsterben auch zweimal taglich.

Picken von ES-Zellklonen

Nach 7-9 Tagen werden resistente Zellklone mit bloRem Auge in der Petrischale erkennbar.
Nur Zellklone mit scharf abgegrenztem, leuchtendem Rand wurden gepickt, denn nur von
diesen konnte ausgegangen werden, dass sie noch ihre Pluripotenz besalien.

Der ganze Pick-Vorgang (jeweils an 4 aufeinanderfolgenden Tagen) fand unter einem
Stereomikroskop (Zeiss) mit angelegtem Mundschutz und OP-Haube statt. Es wurde je ein
Klon mit der 20 ul Pipette umfahren, eingesaugt und in ein Well einer 96-well-Platte mit 30 pl
PBS transferiert. War diese Platte voll, wurden 30 ul 2x Trypsin/EDTA pro Well zugegeben.
Nach 3 minutiger Inkubation bei 37°C wurde die Kolonie gut vereinzelt und 60 pyl ES-Medium
plus G418 zugegeben. Das Volumen von 120 pl pro Well wurde geteilt und je die Haélfte in

mit Feederzellen vorbereitete 96-well-Platten (A- und B-Platte) Uberfiihrt.

Einfrieren der Sicherungsplatte (Platte A)

Nach 2-3 Tagen (bei 70%iger Konfluenz) wurde die Sicherungsplatte A fur die Lagerung bei
-80°C vorbereitet. Jedes Well wurde mit 180 pyl PBS gewaschen, die Zellen trypsiniert und
direkt mit 180 pl Einfriermedium (ES-Medium + 10% DMSO) suspendiert. Die Zellen wurden
schlief3lich 1-3 h bei -20°C und dann bei -80°C eingefroren.

Es muss beachtet werden, dass die Sicherungsplatten dort nicht l&dnger als 8 Wochen

gelagert werden dirfen, da die Zellen an Qualitat fir eine Keimbahngangigkeit verlieren.

Vervielféltigung der Platte B fiir DNS-Isolierung

Platte B wurde auf drei 96-well-Platten gesplittet. Platte B, C und D (Screening-Platten) sind
also exakte Duplikate von Sicherungsplatte A und somit kénnen die spéter positiv
gescreenten Klone auch in Platte A zugeordnet werden.

Jedes Well in Platte B wurde mit 180 ul PBS gewaschen, die Zellen trypsiniert und 120 pl
ES-Medium zugegeben. Von dieser Zellsuspension wurden je 50 ul auf die C- und D- Platten

aufgeteilt. Bei allen drei Platten wurden pro Well 150 pl ES-Medium zugegeben. Nun musste
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solange gewartet werden, bis die Wells komplett dicht bewachsen waren (bis zu 1 Woche).

Dann wurden die Platten mit PBS gewaschen und bei -20°C eingefroren.
44.3.5 Screening nach dem priméaren Zell-Targeting

Die Platten fiir das Screening wurden aufgetaut, die Zellen lysiert und anschlief’end daraus
die DNS isoliert (4.3.1.2). Je nach Screening-Methode wurde die ES-Zell-DNS entweder
einem Restriktionsverdau (4.3.3.1) unterzogen (Screening mittels Southern-Blot (4.3.10))

oder direkt in die Screening-PCR-Reaktion(4.3.9) eingesetzt.
4.4.3.6 Sekundires Zell-Targeting

Neben der neo-Resistenz besitzt der Vektor als weiteren Selektionsmarker ein Gen, das flr
die virale Thymidinkinase codiert (tk). Die Thymidinkinase ist ein Enzym, das Ganciclovir
phosphoryliert und somit in dessen aktive Form Uberfiihrt, welche toxisch fiir die Zelle ist.
Beim Sekundaren Zell-Targeting (,Zweites Targeting“) erfolgt die Transfektion mit dem plC-
Cre-Plasmid (Gu et al., 1993). Dieses Plasmid wird nur vorliibergehend episomal in die
Zellen aufgenommen und vermittelt die Expression der Cre-Rekombinase. Dadurch kommt
es wiederum zu Rekombination der loxP-Sequenzen und letztlich zur Entfernung der
Selektionskassette.

Wird die Kultur nun in ganciclovirhaltigem Medium durchgefiihrt, kann das Virostatikum nur
bei vorhandener Thymidinkinase aktiviert werden. Alle Zellen, bei denen die NeoTK-Kassette
noch vorhanden ist, sterben folglich ab. Diese Art der Selektion wird als ,Negativ-

Selektion” bezeichnet, da dieses Mal nur Zellen ohne Selektionsmarker tiberleben.

Auftauen und Kultivierung der positiven Klone

Die als positiv identifizierten Klone wurden im Brutschrank bei 37°C aufgetaut (,schnelles
Auftauen) und mit 100 pl ES-Medium suspendiert. AnschlieBend wurden sie in mit
Feederzellen vorbereitete 24-well-Platten transferiert. Bei 70%iger Konfluenz wurden die
Klone in das nachst groRere KulturgefaR (6-well, dann auf eine 25 cm?- und dann auf zwei

75 cm?-Kulturflaschen) expandiert.

Vorbereitung des plC-Cre Plasmids

Analog zur Vorbereitung des Targeting-Vektors im Ersten Targeting (4.4.3.4), wurden hier
100 pg nicht-linearisierter, also zirkularer pIC-Cre Vektor mit Natriumacetat geféllt (4.3.4.1),
in 20 pl sterilem H,O gelést und davon 40 pg auf ein Endvolumen von 100 pl mit PBS

versetzt.
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Elektroporation (Cre-Transfektion)

Die Elektroporation erfolgte wie beim Ersten Targeting, mit dem Unterschied, dass die Zellen
nach der Elektroporation in unterschiedlichen Konzentrationen auf die 55 cm?-Petrischalen
ausgesat wurden, da das Wachstumsverhalten der transfizierten Zellen nicht vorherzusehen
ist. Bei zu hoher Zelldichte werden durch das Absterben der Zellen sehr grolie Mengen an
Faktoren freigesetzt, welche dann ihrerseits das Wachstum der richtig rekombinierten Zellen
beeintrachtigen kénnen. Es wurde auf insgesamt 6 Platten 4 ml, 3 ml, 2 ml, 1 ml, 0,5 ml und

0,25 ml der 11 ml-Zellsuspension ausgesat.

Negativselektion mit Ganciclovir

Bei den dichteren Schalen (4 ml, 3 ml, 2 ml) begann die Selektion in Ganciclovir-haltigem
Medium (2 uM) nach 48 h, bei den anderen Petrischalen nach 72 h. Nach etwa 8-10 Tagen
konnten die ersten Klone isoliert werden (es wurde an 2 Tagen gepickt). Im Weiteren wurde

analog zum Ersten Targeting (4.4.3.4) vorgegangen.

4.4.4 Blastozysteninjektion

Die ES-Zellen, die sowohl nach dem Ersten Targeting, als auch nach dem Zweiten Targeting
als positiv gescreent worden waren (Homologe Rekombination erfolgte an der richtigen
Stelle und die NeoTK-Kassette wurde eliminiert) und die auch die mutierte DNS aufweisen,
werden letztlich zum letzten in vitro-Schritt der Generierung von transgenen Mausen
herangezogen, der Blastozysteninjektion.

Es wurden die entsprechenden ES-Zellklone aufgetaut, in Blastozysten injiziert und diese

Blastozysten in Ammen-Mause (foster-mice) reimplantiert.

Vorbereitung der ES-Zellen zur Injektion

2 Tage vor geplanter Injektion wurden die daflr vorgesehenen Klone in Kultur genommen.
Kurz vor der Injektion wurden die ES-Zelllen trypsiniert, das Zellpellet in 500 pl ES-Medium
aufgenommen und 30 min auf Eis stehen gelassen, um tote Zellen abzutrennen.
AnschlieRend wurden 375 pl Uberstand abgenommen (mit den toten Zellen) und verworfen.

Der Rest wurde gut resuspendiert.

Isolierung der Blastozysten

Zur Gewinnung der Blastozysten wurden UN C57/BI6 Weibchen mit M&nnchen des gleichen
Stammes verpaart und am nachsten Morgen auf das Vorhandensein eines Vaginalplugs
geprift, was auf erfolgte Kopulation hindeutet. Im Falle einer Befruchtung entspricht dies Tag

0,5 p.c. Am Tag 3,5 p.c. wurden die Spenderweibchen per Genickbruch getétet, die Uteri
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entnommen und mit M2-Medium (Sigma) durchgespiilt. Die Blastozysten wurden mit einer
Transferpipette (ID= 115-124 um, BioMedical Instruments) eingesammelt und bis zur
Injektion in M16-Medium (Sigma-Aldrich) bei 37°C und 5% CO, inkubiert (ca. 1 h).

Blastozysteninjektion

Fir die Injektion der Blastozysten mit den ES-Zellen verwendete man einen sogenannten
Mikromanipulator. Der Injektionsvorgang fand in einer auf 10°C gekiihlten Kammer mit M2-
Medium statt. Die Blastozyste wurde mit der Haltepipette (Sterile VacuTips® ES, Eppendorf)
durch Ansaugen mdglichst so fixiert, dass die innere Zellmasse bei der spateren Injektion
nicht verletzt werden konnte und eine Einschnirung der Trophoblasten mdglichst genau
gegeniber der Haltepipette erkennbar war. Zwischen 8 und 15 ES-Zellen wurden
perlschnurartig mit einer Injektionspipette (Sterile TransferTips® ES, Eppendorf) mittels eines
Druckdosierers (Cell Tram Qil, Eppendorf) eingezogen und schlielich vorsichtig in die Héhle
der Blastozyste injiziert (Abbildung 4-6-3 rechts).

Nach Beendigung der Injektionen wurden die injizierten Blastozysten mit einer
Transferpipette eingesammelt und in M16-Medium bei 37°C und 5% CO, bis zur
Reimplantation inkubiert (1-3h).

2. Uteri wurden

durchgespiilt
und die

1. Uteri mit

Blastozysten
wurdenam Tag _ &
3.5B6 |

Mausen

Blastoz sten

? eingesammelt

entnommen

1
- 3.8-15 ES-Zell-Klone

wurden mit Hilfe eines

Mikromanipulatorsin

jede Blastozyste
injiziert

4. Injizierte Blastozysten

wurden in

scheintrdchtige CD-1

Mause am Tag 0,5 ins

Ovidukt implantiert

Abbildung 4-6 Schema iiber den Ablauf der Blastozysteninjektion. Erkiérung siehe Text.
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Implantation in scheintrachtige Ammenmiitter

Als Ammen sollten CD1-Weibchen dienen, die vom Hormonstatus auf Schwangerschaft
eingestellt sind, jedoch keine eigenen Embryos tragen. Daher setzte man sie mit sterilen,
vasektomierten FVB/N Mannchen zusammen und untersuchte am nachsten Morgen auf
einen Vaginalpfropf. Nach erfolgter Kopulation stellte sich der Organismus auf
Schwangerschaft um, ohne dass eine Befruchtung statigefunden hatte (,Pseudo-
schwangerschaft®).

Zur Blastozysteninjektion wurden die Tiere narkotisiert (150 pl einer Mischung aus 2,1 ml
NaCl 0,9%, 0,39 ml Rompun, 0,39 ml Ketavet, 0,12 ml Ventranquil 1%), der Uterus durch
einen gezielten Schnitt am Ricken freigelegt und mit einer Transferpipette 10-13
Blastozysten ins Infundibulum injiziert. Der Uterus wurde anschlieBend wieder in die
urspringliche Lage gebracht und die Wunde vernaht.

Die Tragezeit von Mé&usen betragt 21 Tage. Etwa 7 Tage nach der Geburt ist die Fellfarbe

der Jungen erkennbar und erste Aussagen Uber Chimaritatsgrad maglich.

4.4.5 Testen der Chimadren auf Keimbahngangigkeit und Etablierung von

knock-in-Mauslinien

Die durch Homologe Rekombination veranderten ES-Zellen (aus SV129-Mausen, agouti)
und die fur die Injektion verwendeten Blastozysten (aus C57/BI6-Mausen, schwarz) stammen
von Mausen mit unterschiedlich genetischem Hintergrund ab. Aus diesem Grund bezeichnet
man die auf solche Weise erzeugten Mause als Chiméaren. Bei der Entstehung des Maus-
Embryos tragen somit Stammzellen beider Mauslinien bei. Daher besitzen die Nachkommen,
also die Chimaren, ein geflecktes Fell. Das Ausmal} des Chimarismus ldsst sich dadurch
bereits optisch durch Beurteilung der Fellfarbe abschatzen. Je gréRer der agoutifarbene
Anteil, desto groéRer ist die Wahrscheinlichkeit, dass auch Keimbahnzellen die gewlinschte
Mutation tragen und diese dadurch weitervererbt wird (Keimbahngangigkeit).

Um eben diese Keimbahngangigkeit zu testen, wurden alle Chimaren mit hohem (50-95%)
Chiméarismus mit C57/BI6-Tieren verpaart. Agouti wird dominant gegeniiber schwarz vererbt,
so dass braune Nachkommen ein Allel aus dem ES-Zell Genom, entweder das mutierte oder
das Wildtyp-Allel. Dies konnte anschliefiend mit einer Genotypisierungs-PCR (4.5.1) getestet
werden.

Fur die weitere Zucht von homozygoten Tieren wurden die Heterozygoten untereinander

verpaart.
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4.5 Analyse von genetisch veranderten Mdausen

4.5.1 Genotypisierung durch PCR

Den Nachkommen wurde am Tag 7-15 eine Schwanzbiopsie enthommen, das Gewebe UN
wie unter 4.3.1.2 beschrieben verdaut und die DNS isoliert. 1 yl des Verdau-Ansatzes wurde
fur die Genotypisierungs-PCR eingesetzt. Die Primer sind so gewahlt, dass sich Wildtyp- und
knock-in-Allele  aufgrund  verschiedener  AmplikongréRen  unterscheiden lassen.

Reaktionsansatz und Programm sind dem Taqg-Standard-Protokoll (4.3.9.1) zu entnehmen.
4.5.2 Genotypisierung durch Southern-Blot

Fur den Nachweis Uber Southern-Blot muss mehr Gewebe verdaut werden. Daher wurden
5 mm des Schwanzes (N mit Proteinase K verdaut und die DNS-Isolierung wie unter 4.3.1.2
beschrieben vorgenommen. AnschlieRend wurde mittels Southern-Blot (4.3.10) der Genotyp
bestimmt.

4.5.3 Sequenzanalyse der knock-in-Mause

Auch hier wurde die DNS wie unter 4.3.1.2 beschrieben gewonnen. Anschliellend wurde die

Sequenz, wie unter 4.3.8 beschrieben, ermittelt.
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4.6 Biochemische Methoden

4.6.1 Proteingewinnung aus verschiedenen Geweben

Das zu untersuchende Gewebe wurde moglichst zigig dem Tier entnommen, in
Flussigstickstoff schockgefroren und mittels Mérser und Pistill pulverisiert. Das so
gewonnene Pulver wurde mit 2% SDS/50 mM Tris, pH 7,4 (10 mg Gewebe/ 100 pl) fir
10 min aufgekocht und anschlieBend die Lésung zentrifugiert (10 min, 10000x g). Der
Uberstand wurde abgenommen und eine Proteinkonzentrationsbestimmung durchgefiihrt
(4.6.2). Das Lysat wurde bei -80 °C gelagert.

4.6.2 Quantitative Proteinbestimmung

Bei der Bestimmung der Proteinkonzentration mit Hilfe des BCA Protein Assay Reagent A
und B (Pierce) wurden alle Werte durch eine Doppelbestimmung ermittelt. Diese Methode
beruht auf einer Kombination der Reduktion von Cu®* zu Cu* durch Proteine im alkalischen
Medium (Biuret-Reaktion) mit der photometrischen Detektion des Kupfer-Kations (Cu®) unter
Verwendung einer Bicinchoninsdure (BCA)-haltigen Lésung. Das Reaktionsprodukt aus zwei
Molekiilen BCA und einem Cu® besitzt eine starke Absorption bei 540 nm, die in einem
Photometer gemessen werden kann.

50 plI der zu bestimmenden, 1:100 und 1:200 verdinnten Proteinproben und 50 ul der BSA-
Standard-Lésungen (Konzentrationsbereich: 100-1000 pg/ml) wurden jeweils mit 200 pl
eines Gemisches aus BCA Protein Assay Reagent A und B (50:1) 45-60 min bei 60°C
inkubiert. Danach wurden je 50 pl der Proben in eine Mikrotiterplatte tGberfihrt und dort die
Extinktion bei 540 nm gemessen (Titertek Multiskan MCC/340).

Die Proteinkonzentration konnte schlielich anhand einer Eichgeraden aus der Extinktion bei

540 nm der BSA-Standard-Ldsung errechnet werden.

4.6.3 Elektrophoretische Auftrennung von Proteinen mittels SDS-PAGE

Die SDS-Gelelektrophorese dient der Auftrennung von Proteinen nach ihrem
Molekulargewicht und wird standardmaRig zur Trennung von Proteinen eingesetzt. SDS ist
ein anionisches Detergens und Uberdeckt die Eigenladung von Proteinen so effektiv, dass
Micellen mit konstantem, negativem Ladung/Masse-Verhaltnis entstehen
(1,4 g SDS/1 g Protein).

Bei der Vorbereitung werden die Proben mit einem Uberschuss von SDS auf 95°C erhitzt

und dadurch die Tertidr- und Sekundéarstruktur durch Aufspalten der Wasserstoffbriicken und
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durch Streckung der Molekiile aufgeldst. Disulfidbriicken zwischen Cysteinen werden durch
Zugabe der reduzierenden Thiolverbindung B-Mercaptoethanol aufgespalten. Dadurch wird
gewabhrleistet, dass allein die Masse, nicht aber die Struktur des Proteins als Trennkriterium
wirkt. Bei der SDS-Elektrophorese wandert der SDS-Protein-Komplex im elektrischen Feld
zum Plus-Pol, wobei die Elektrophorese in einem von Lammli (Laemmli, 1970) eingefiihrten

diskontinuierlichem Tris-HCI/Tris-Glycin-Puffersystem erfolgt.

10x TBS (pH 8,2) 4x Tris/SDS (pH 6,8) 4x Denaturierungs-
Tris 12,1g| | Tris 6,04 (Lammli-) puffer
NaCl 876g| |SDS 0449 1M Tris pH 6,7 10 ml
H.0 ad 1000 ml| | H20 ad 100 ml | [20% SDS 12,5 ml
Bromphenolblau 20 mg
1x TBST Polyacrylamidgel Glycerin 20 ml
10x TBS 100 ml Trenngel 10% DTT 2 mg
Tween 20 1ml| | Acrylamid (30%) 1670 pl H.0 ad 50 ml
H,O ad 1000 ml | |4x Tris/SDS (pH 8,8) 1250 pl
H,O 2080 pl 10x Elektrophoresepuffer
4x Tris/SDS (pH 8,8) 20% APS 12,5 pl| | Tris 30,2g
Tris 18,2g| | TEMED 5yl Glycin 144 g
SDS 0449 SDS 104
H,0 ad 100 ml Sammelgel H.O ad 1000 ml
Acrylamid (30%) 325 pl
4x Tris/SDS (pH 6,8) 625 pl
H>O 1525 pl
20% APS 6
TEMED 3l

Die Komponenten des engmaschigen Trenngels und des gro3porigen Sammelgels wurden
jeweils bis auf APS und TEMED gemischt. Zuerst wurde dann das Trenngel gegossen.
Hierfir wurde durch Zugabe von TEMED und APS die Polymerisierungsreaktion von
Acrylamid gestartet, das noch flissige Gel in die vorbereiteten Glasplatten eingefiillt, die
zuvor in die Gelhalterung eingespannt worden waren. Das Gel wurde mit 1 ml 100% Ethanol
Uberschichtet, was eine gleichmaRige glatte Oberflache des Trenngels gewahrleistet. Nach
der Polymerisierung des Trenngels (ca. 15 min) wurde der Ethanol vollstdndig entfernt, das
Sammelgel fertig gemischt, auf das Trenngel gegossen und sofort ein Kamm als Aussparung
von Probentaschen eingesetzt. Nach ca. 10 min war auch das Sammelgel erstarrt. Das Gel
wurde daraufhin in die MiniProtean3Cell Gelkammer (Biorad) eingesetzt, die mit 1x
Laufpuffer befillt war.

Die Proben wurden mit 4x Lammli-Puffer versetzt, auf ein Endvolumen von 20 ul gebracht,
5 min bei 95°C aufgekocht und schlieldlich in die Taschen pipettiert. Als Grélkenstandard
wurden 5 pl des Precision Plus Protein Standard (Biorad) (Abbildung 4-7) aufgetragen.
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Die Trennung der Proteine erfolgte zundchst bei 50 mV bis zum vollstandigen Einlaufen der
Proben in das Trenngel. Danach wurde die Spannung auf 120 mV erhéht und das Gel so
lange laufen gelassen, bis die Farbstofffront (Bromphenolblau) den unteren Rand des Gels

erreicht hatte.

— 250 kD

= Th

— aTr

8

Abbildung 4-7 Bandenmuster des verwendeten Standard-Markers bei Polyacrylamid-Gelen

(Precision Plus Protein Standard, Biorad)

4.6.4 Western-Blot-Analyse

Die Western-Blot-Analyse im Semi-Dry-Verfahren dient zum Nachweis bestimmter Proteine
aus einem Proteingemisch mit Hilfe von spezifischen Antikérpern (Burnette, 1981; Towbin et
al., 1992). Dabei werden die gelelektrophoretisch aufgetrennten Proteine in einem vertikal
zur Oberfliche angelegten elektrischen Feld aus dem Gel auf eine PVDF-Membran
(Immobilon-P, Millipore) transferiert. Nach dem Transfer wird das Protein mit Hilfe von
spezifischen Antikdérpern (Primarantikdrper) detektiert. Entstandene Antigen-Antikdrper-
Komplexe werden dann mittels eines Enzym-gekoppelten Sekundarantikérpers, der gegen
Durch die

gekoppelten Enzyme kdnnen vorher undetektierbare Substrate in eine nachweisbare Form

das Fc-Fragment des Priméarantikérpers gerichtet ist, sichtbar gemacht.

umgewandelt werden.

Anodenpuffer1 (pH 10,4) Anodenpuffer2 (pH 10,4) Kathodenpuffer
Tris 36,3g| | Tris 3,03 g| | 6-N-Hexansaure 529
Methanol 100 ml | | Methanol 200 ml | | Tris 3,03¢g
H,O ad 1000 ml | | H.O ad 1000 ml | | Methanol 200 ml
H,O ad 1000 ml
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Nach Beendigung der Elektrophorese wurden die Proteine nun auf die PVDF-Membran
Ubertragen. Dazu wurde die Membran kurz in Methanol getaucht und in Anodenpuffer2
gewaschen. Drei Stick Whatman 3 MM Papiere (in Anodenpuffer 1 eingeweicht) und zwei
Stick (in Anodenpuffer 2 eingeweicht) wurden Ubereinandergeschichtet, gefolgt von der
vorbehandelten Membran und dem Polyacrylamidgel. Auf dieses kamen dann finf Whatman
3 MM Papiere, die im Kathodenpuffer eingeweicht waren. In diesem Stapel, der auf die
Anodenplatte (V20-SDB, Techne AG) platziert wurde, kam es schlieRlich bei 0,8 mA/cm?zum
Proteintransfer auf die Membran (1 h). AnschlieRend wurde die Membran GN bei 4°C in
Blockinglésung (5% Milchpulver in 1x TBST) geschittelt, um unspezifische Bindungsstellen
abzusattigen und spéater die Antikérperbindung nur an spezifische Bindungsstellen zu
ermdglichen. Nach dreimaligem Waschen in 1x TBST wurde die Membran mit dem ersten
Antikérper in der jeweiligen Verdinnung mit 1x TBST auf einem Taumelmischer (NeolLab) fiir
1,5 h bei RT inkubiert. Daraufhin wurde erneut 3x 10 min mit 1x TBST gewaschen, bevor die
Inkubation mit dem entsprechenden Sekundarantikérper fir 1 h bei RT folgte. Nach
erneutem Waschen (2x 5 min in 1% Milchpulver in 1x TBST, 2x 10 min in 1x TBST) konnte
das nachzuweisende Protein mit dem Sekundarantikbrper, der gegen Meerrettich-
Peroxidase gekoppelt ist, sichtbargemacht werden.

Hierfir wurde die Enhanced Chemiluminescence (ECL)-Methode angewandt. Die beiden
Lésungen des ECL Western Blotting Systems (Pharmacia) wurden laut Herstellerangaben
1:1 gemischt, die Membran darin fur 1 min inkubiert, in Klarsichtfolie eingeschlagen und ein
Hyperfilm ECL (Millipore) fur unterschiedlich lange Zeit aufgelegt. Dieser Film wurde mit

einer Curix 60-Entwicklermaschine (AGFA) entwickelt.

4.6.5 Membranpraparation

Da der Ca,1.2-Kanal als transmembranares Protein in der Zellmembran zu finden ist, wurde
fir dessen Gewinnung eine Membranpraparation durchgefiihrt. Ziel hierbei ist, die
Zellmembranfraktion von der Zytosolfraktion zu trennen.

Die hydrophoben Anteile der Seifenmolekiile des Solubilisierungspuffers lagern sich an die
hydrophoben Anteile des Zielproteins. Dabei werden die Phospholipide der Zellmembran
verdrangt, bis schliellich das Protein einen Komplex mit dem Detergens eingeht und in
Lésung geht.

Das Gewebe wurde in flissigem Stickstoff schockgefroren und mit Md&rser und Pistill
pulverisiert. Da Proteine nach der Zelllyse sehr schnell gespalten werden, wurden alle
Arbeitsschritte zligig bei 4°C durchgeflhrt.

Pro 100 mg Gewebepulver folgte die Zugabe von 1 ml Membranprappuffer plus

Proteaseinhibitoren (Protease Inhibitor Mixture (Sigma) 2 ul/ml, Phenylmethylsulfonylfluorid
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PMSF (Fluka) 200 mM, Calpain Inhibitor | und Il (Roche) je 8 pg/ml). Dieses Gemisch wurde
mit Hilfe des Ultraturrax (Polytron PT 1200, Kinematica AG) auf Eis homogenisiert. Um
grolRere Zellfragmente abzutrennen, wurde zentrifugiert (2x 5 min, 3600x g, 4°C). Der
Uberstand wurde im Beckmann-Ti-60-Rotor ultrazentrifugiert (30 min, 200 000x g, 4°C). Das
Pellet wurde in 200 pl Solubilisierungspuffer mit einem Potter (Typ RM4, Janke Kunkel KG)
resuspendiert. Durch einen zweiten Ultrazentrifugationsschritt (30 min, 200 000x g, 4°C)
konnte nicht-lésliches Material abgetrennt werden. Im Uberstand befanden sich die
solubilisierten Membranproteine, diese konnten zunadchst einer Proteinkonzentrations-
bestimmung (4.6.2) unterzogen und danach bis zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert

werden.

EDTA 20mM| |EDTA 20mM | |NaCl 150 mM
EGTA 20mM | |EGTA 10 mM | | Tris 10 mM
Tris 10mM | |Tris 10 mM | | Triton-X-100 1%
NaCl 300 mM | | Deoxycholat 1%

Saccharose 75 mM
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5 Ergebnisse

5.1 Generierung und Untersuchung der Ca,1.25F-Mauslinie

5.1.1 Gen-Targeting-Strategie

Die CaMKII-Phosphorylierungsstellen, die an der Fazilitierung beteiligt sein sollen, sind im
Carboxyterminus der a;-Untereinheit des Ca,1.2-Kanals lokalisiert. Genauer beschrieben
liegt das Codon fiir S1512 (TCT) in Exon 36, das Codon fiir S1570 (TCC) in Exon 38.
Das Targeting-Konstrukt (Targeting-Vektor) enthielt folgende Abschnitte:

- einen kurzen, 5°-gelegenen Arm

- eine Selektionskassette, die durch loxP-Sequenzen flankiert wird

- einen langen, 3°'-gelegenen Arm, der die Mutationen tragt.
Es mussten bei der Strategie-Planung zunéchst die begrenzenden Schnittstellen fiir kurzen
und langen Arm festgelegt werden. Dabei wurden bevorzugt Restriktionsstellen in die
Uberlegungen einbezogen, die sowohl in den Armen als auch in der Selektionskassette des
pBSloxP-NeoTK-loxP nicht vorkommen, um sie gerichtet an die gewilinschte Stelle
einzufihren. Schneidet ein Enzym mehrfach, kann es sein, dass bereits klonierte Fragmente
in einem spateren Klonierungsschritt ungewollt wieder zerschnitten werden. Bei ndheren
Betrachtung der Restriktionskarte und der multiple-cloning-side (MCS) des pBluescript-
Vektors wiesen die Restriktionsstellen Notl, BamHI, Clal, Xhol und Kpnl die gewlinschten
Kriterien auf. Diese Schnittstellen wurden dann als Begrenzung der jeweiligen Arme in der
richtigen Reihenfolge (der MCS entsprechend) in den CACNA1C-Genabschnitt eingefiihrt,
so dass bei der spateren Klonierung der einzelnen Abschnitte deren richtige Orientierung
gewabhrleistet werden kann.
Auch die Lange der beiden Arme des Targeting-Vektors muss gut durchdacht sein. So muss
beim 5°-Arm darauf geachtet werden, dass er eine GréRe von 1-1,5 kb aufweist. Dies
gewahrleistet bei der spateren Screening-PCR nach dem Ersten Targeting ein gut
amplifizierbares Produkt (Vorwartsprimer liegt 5°, Ruckwartsprimer liegt 3" des 5°-Armes).
Ein solcher, relativ kurzer 5°-Arm muss mit einem mdéglichst groflen (5-7 kb) 3'-Arm erganzt
werden, um eine erfolgreiche Homologe Rekombination des gesamten Targeting-
Konstruktes zu erlauben. Je gréRer die Sequenzhomologie von Vektor zur genomischen
DNS ist, desto gréRer ist die Wahrscheinlichkeit der Rekombination am gewlnschten Gen-
Ort.
Dennoch ist das Ereignis der Homologen Rekombination an der richtigen Stelle relativ selten.

Nur bei etwa 0,1-1% der transfizierten Zellen findet eine korrekte Insertion statt. Bei den
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restlichen Zellen integriert das Targeting-Konstrukt entweder zufallig in das Genom, oder gar
nicht. Um letztgenannten Anteil zu eliminieren, wurde in den im Rahmen dieser Arbeit
verwendeten Targeting-Vektor eine Selektionskassette mit dem Resistenzgen neo eingebaut.
Sie erlaubt eine Positivselektion wahrend des Ersten Targetings. Zusatzlich enthélt die
Selektionskassette ein Gen, das fiir die Thymidinkinase codiert (tk). Uber diesen Marker
kann eine Negativselektion wahrend des Zweiten Targetings erfolgen, bei dem die genannte
Selektionskassette wieder entfernt wird. Diese Eliminierung der NeoTK-Kassette wahrend

des Zweiten Targetings wird durch zwei gleichgerichtete loxP-Sequenzen ermdéglicht.

5.1.2 Konstruktion des Gen-Targeting-Vektors

Durch die Erstellung des Targeting-Vektors sollte die Grundlage fur ein Gen-Targeting und
die anschlielRenden in vivo-Untersuchungen geschaffen werden, die die physiologische
Bedeutung der Phosphorylierung der Serine S1512 und S1570 fur die Fazilitierung des
Kanals aufklaren sollen.

Der Vektor sollte mit dem mutierten Genabschnitt, der die Exone 35-38 des CACNA1C
umfasst, konstruiert werden. Die einzelnen Fragmente wurden in separaten Schritten
hergestellt und nacheinander zusammengebaut.

Zunichst wurden sie mittels PCR aus genomischer ES-Zell-DNS amplifiziert. Uber Primer
wurden Erkennungssequenzen fir Restriktionsenzyme eingefihrt und die Fragmente
zunachst in pBluescript Il KS subkloniert. Auf diese Weise entstanden die Zwischenvektoren
pBI(Not-BamH), pBI(Cla-Xho)S1512A  und  pBI(Xho-Kpn)S1570A. Deren korrekte
Basenabfolge wurde mittels Sequenzanalyse Uberprift, um ungewollte Mutationen
auszuschlieRen, die bei der PCR mdglicherweise entstanden sind.

Die beiden Mutationen S1512A und S1570A wurden mit Hilfe eines Mutagenesekits bzw.
einer Overlap-PCR im jeweiligen Subvektor erzeugt und anschlielend Uber Sequenzanalyse
bestatigt.

Im letzten Konstruktionsschritt wurden die Sticke aus ihren Zwischenvektoren unter zu
Zuhilfenahme der eingefligten Schnittstellen ausgeschnitten und in den finalen
pBSloxP-NeoTK-loxP umkloniert.

5.1.21 Klonierung des kurzen Armes (5’-Arm)

Zwischenvektor pBl(Not-BamH)

Fur die Herstellung des kurzen Armes wurde zun&chst ein Bereich in der genomischen
CACNA1C-DNS ausgewahlt, der im Endvektor 5" von der gefloxten NeoTK-Kassette
lokalisiert sein sollte. Dieser DNS-Abschnitt liegt zwischen nt 13194 und nt 14430 (siehe

Anhang). Er musste mit den Schnittstellen fir Nofl und BamHI flankiert werden, mit deren
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Hilfe dieser 5°-Arm in den Subvektor pBluescript ligiert werden sollte. Diese Schnittstellen
wurden mit Hilfe einer PCR eingebracht, indem der Vorwartsprimer 5°_Notl_for die Sequenz
fur die Schnittstelle von Notl, der Rickwartsprimer 5°_BamHI_rev die Sequenz flr die
Schnittstelle von BamHI enthielt. Das PCR Produkt besald somit die Schnittstellen Notl und
BamHI. Im Anschluss an die PCR wurde dieses Produkt mit den beiden Enzymen Nofl und
BamHI verdaut und durch ein Agarosegel aufgereinigt. Das isolierte DNS-Fragment konnte
schlieBlich in den zuvor praparierten Subvektor pBluescript ligiert werden und durch
Sequenzanalyse (nicht gezeigt) bestatigt werden.

Die erlauterte Strategie ist in Abbildung 5-1 schematisch dargestellt.

5"_Notl_for
Exon 35|—
—_—
5°_BamHI_rev
Notl BamHI
INNot /BamH Notl BamHl
o am

1,2 kb

Plnot/BamH
3kb

Notl BamHI

pBI(Not-BamH)

4,2 kb

Abbildung 5-1 Strategie zur Herstellung des 5°-Armes. (Erkldrung siehe Text)

5.1.2.2 Klonierung des langen Armes (3’-Arm)

Die Klonierung des 3’-Armes erfolgte in mehreren Schritten. Da der 3’-Arm sehr lang ist
(6,7 kb) wurde er in zwei Teilen amplifiziert und diese Stiicke separat subkloniert. Somit

konnten auch die beiden Mutationen getrennt voneinander generiert werden.

Zwischenvektor pBIl(Cla-Xho)S1512A

Zuerst galt es, die Schnittstellen, mit Hilfe derer das DNS Stlick kloniert werden sollte, zu
bestimmen. So waren es Clal und Xhol, die als die fir die Subklonierung relevanten
Schnittstellen ausgewéahlt wurden. In pBluescript sind beide in der MCS vorhanden
(Abbildung 4-1). Der Bereich um das S1512 besitzt jedoch keine dieser beiden Schnittstellen.
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Deshalb wurde eine PCR, bei der der Vorwartsprimer 3°1_Clal_for die Schnittsequenz fir die
Endonuklease Clal, der Rickwartsprimer 3°1_Xhol_rev die Schnittsequenz fiir Xhol codierte,
durchgefiihrt. Das durch diese PCR amplifizierte DNS-Fragment besal® neben S1512 in
Exon 36 die Exone 35 und 37, sowie die Schnittstellen Clal (am 5°-Ende) und Xhol (am 3°-
Ende). Diese Schnittstellen stimmten im Hinblick auf Orientierung mit denen in pBluescript
Uberein, sodass ein korrekter Einbau des Inserts in pBluescript gewahrleistet werden konnte.
Fiur die Generierung der Mutaton S1512A fand das QuickChange®Site-Directed
Mutagenesis Kit (Stratagene) Verwendung. Hierfir wurden die Primer OL_S1512A_for und
OL_S1512A_rev entworfen. Diese sind komplementdr zu einem Bereich (nt 16321-16343)
um das S1512 und enthalten an Stelle nt 16326 kein Thymin sondern ein Guanin. Das
dadurch hervorgegangene modifizierte Plasmid wurde auf Vorhandensein der gewlnschten
Punktmutation T/G untersucht und letztlich bestéatigt (Daten nicht gezeigt).

Die beschriebene Strategie ist in Abbildung 5-2 in einer schematischen Darstellung noch

einmal zusammengefasst.

31_Clal_for
—— [Eonas]—|Exon 36— JExen 37|_|M|_

3 1 Xhol_rev

S 1512
Clal Xhol PC R Clal Xhol
-—| Exon 35HExon 36|—|Exon 37|-
INS1512¢jaxho
3,3 kb Plciaxno
3 kb

Clal Xhol

-—| Exon 35|—| Exon 36|—|Exon 37

pBI(Cla-Xho)S1512

Fortsetzung néchste Seite
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Clal 7 Xhol
—{Exon 35|—|Exon 36]—|Exon 37

pBI(Cla—Xho)S1512 . OL_51512A_for
Mutations-
) GCT
Kit 5-TCT -3°
\V4
| Exgnss |
7N
GCT 3-AGA -5’
Clal N4 Xhol CGA
-—|Exon 35|—| Exon 36|—| Exon 37
OL_S1512A_rev

pBI(Cla-Xho)S1512A

Abbildung 5-2 Strategie zur Herstellung des (Cla-Xho)-Teiles des 3°-Armes. (Erkldrung siehe Text)

Zwischenvektor pBl(Xho-Kpn)S1570A

Analog zur Herstellung des [Cla/Xho]S1512A-Teiles des 3’-Armes wurde auch bei der
Herstellung des zweiten Teiles des 3'-Armes ein 3443 bp groRes DNS-Stiick, welches das
Codon fir S1570 enthielt, in pBluescript subkloniert. Erst dort wurde mit Hilfe einer Overlap-
PCR die Sequenz an der Stelle nt 19055 im CACNA1C so verdndert, dass die neu
entstandene Basenabfolge flr Alanin codierte.

Fur die Klonierung des ersten Subvektors wurden die Schnittstellen Xhol und Kpnl
ausgewahlt. Es wurden auch hier diese beiden Schnittstellen ins CACNA71C-Genom durch
PCR eingefugt. Die dafur verwendeten Primer waren 3°2_Xhol_for und 3°2_Kpnl_rev. Das
so erzeugte, 3443 bp grofle DNS-Fragment besal® das Exon 38 und die darin gelegene
Sequenz TCC fur S1570 sowie eine Xhol-Schnittstelle am 5°-Ende und eine Kpnl-
Schnittstelle am 3°-Ende. Ein Vergleich der Lage der beiden Schnittstellen mit denen in
pBluescript liel darauf schlieBen, dass das [Xho/Kpn]-Stiick in der richtigen Orientierung
einkloniert werden konnte.

Ziel in diesem Schritt war, das S1570 zu Alanin zu mutieren. Dazu wurde an der Stelle
nt 19055 das Thymin des Serin-Codons TCC gegen Guanin ausgetauscht. Dieser
Basenaustausch erfolgte mit Hilfe einer Overlap-PCR, bei welcher der hergestellte Subvektor
pBI(Xho-Kpn)S1512 als Matrizen-DNS verwendet wurde. Das Produkt dieser Overlap-PCR
wurde anschlieBend erneut subkloniert, der daraus entstandene  Subvektor
pBI(Xho-Kpn)S1570A trug die modifizierte Sequenz GCC in Exon 38, die fur A1570 codierte
(durch Sequenzanalyse bestatigt, Daten nicht gezeigt).

Die erlduterte Strategie ist in Abbildung 5-3 in Ubersichtlicher Art dargestellt.
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3°2_Xhol _fo
R
xon
v

32_Kpnl _rev

PCR

Xhol N\_/ Kpnl
m Xhol Kpnl
InS157OXh°,Kp,,
3,4 kb
PIth.)IKpn
3 kb
Ligation
pBI(Xho-Kpn)S1570
OL_S1570A_for
Tce 3°2_Xhol _for _/G\C_C\
Xhol ’ﬁ—‘ Kpnl —_— 5-TCC -3"
-— Exon 38 Xhol v Kpnl
pBI(Xho-Kpn) S1570 3-AGG -5 -~
CGG 32 Kpnl_rev

OL_S1570A_rev

3°2_Xhol _for
—

OL-
PCR _

GCC 3°2_Kpnl _rev

Xhol Kpnl
[ Exoi 38|— - |
InS1570A, X! Kenl
n
Pl

Xho/Kpn

j

Xhol C

pBI(Xho-Kpn)S1570

6,4 kb

Abbildung 5-3 Strategie zur Herstellung des (Xho-Kpn)-Teiles des 3°-Armes. (Erklirung siehe Text)
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5.1.2.3 Umklonierung und Fertigstellung des finalen Gen-Targeting-Vektors

Fir die endgiiltige Konstruktion des Gen-Targeting Vektors sollten die bisher subklonierten
DNS-Abschnitte der CACNA1C-Sequenz in das finale Vektorriickgrat pBSloxP-NeoTK-loxP
kloniert werden, dessen Sequenz eine 4,8 kb groRe, gefloxte NeoTK-Resistenzkassette
enthalt.

Der in pBI(Not/Bam) subklonierte DNS-Abschnitt sollte in den von der NeoTK-Kassette
5’-gelegenen Bereich eingebaut werden. Dagegen sollten die beiden veranderten DNS-
Abschnitte in die von der NeoTK-Kassette 3'-gelegenen Richtung kloniert werden. Dabei
stoRen diese beiden Teil-Sequenzen nahtlos im Endvektor aneinander, sodass letztendlich
der 3’-Arm des Gen-Targeting Vektors aus einem Ca,1.2-Bereich besteht, der nt 14433 -
nt 21139 der Wildtyp-Sequenz umfasst, aber nicht mehr die Codons fiir S1512 und S1570,
sondern fir A1512 und A1570 enthalt.

Abbildung 5-4 bzw. Abbildung 5-5 zeigen den Verlauf der Konstruktion bzw. die
Zusammensetzung des Endvektors pBl-lox-NeoTK-Not/Bam-S1512/1570A.

Notl BamHI Clal ! ! Xhol Xhol Konl
Exon 38 n
g S

Exon 35 H Exon 36 H Exon 37

pBI(Not/BamH) pBI(Xho-Kpn)S1570A

pBI(Cla-Xho)S1512A

4,2 kb

5’-Arm \ L BV

pBSloxP-NeoTK-loxP

Abbildung 5-4 Schematische Zusammenfassung der Subvektoren, welche die verschiedenen Arme des
Targeting-Konstruktes enthalten.



Ergebnisse 69

1,2 kb 4,8 kb 3,3 kb 3,4 kb
N A
/

,m N/ A\

Notl

BamHI oxP

loxP

pBl-lox-NeoTK-Not/Bam -S1512/1570A

15,7 kb

Abbildung 5-5 Darstellung des Gen-Targeting-Vektors pBl-lox-NeoTK-Not/Bam-5$1512/1570A

51.2.4 Uberpriifung des finalen Gen-Targeting-Vektors

Restriktions-Check

Mit dieser Reihe an Restriktionsspaltungen konnte gezeigt werden, dass der Endvektor alle
klonierten Insertfragmente auch tatsdchlich enthalt und dass diese auch in der richtigen
Reihenfolge vorlagen.

%\‘Qﬁ\
N
3! b‘\‘p\ b‘\QO
W ok N x?
1 ©F o 4 ol 02
AW 8@ o (o8 ot
& x x \ N
Mo A W N o e T
[kb]
12 —
8:
3 - M e s
16

Abbildung 5-6 Agarose-Checkgel (0,7%). Zur Bestdtigung des rekombinanten Plasmids wurden mehrere
Verdauansdtze mit unterschiedlichen Restriktionsendonukleasen hergestellt.
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Sequenz-Check

AnschlieRend wurde die Sequenz der Exone 35 bis 38 auf ihre Richtigkeit Gberprift. Dabei
wurden die beiden eingefihrten Punktmutationen in den Exonen 36 und 38 identifiziert.
Zudem wurde auch sichergestellt, dass ein ca. 80 bp groRRer Abschnitt vor dem jeweiligen
Exon keine Punktmutation enthalt, da diese Sequenz fiir korrektes Spleilten verantwortlich

ist.
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* Exon 36

\\/\/LN\ /U\ AN\/\/\ M\TP-‘ o

Exon 38 SlS70A

ool W“ — %

Abbildung 5-7 Sequenz der Exone 35 bis 38 und der jeweilige Bereich ca. 80 bp vor dem jeweiligen Exon.
Die modifizierten Codons fiir A1512 und A1570 sind rot umkreist.
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Funktionsiiberpriifung der loxP-Sequenzen

Der nun hergestellte Gen-Targeting Vektor besteht aus einem modifizierten Ca,1.2-Abschnitt
und einer Resistenzkassette. Um diese sowohl in vitro als auch in vivo entfernen zu kénnen,
wurde sie von zwei loxP-Sequenzen flankiert.

Fir eine in vitro-Funktionsiberpriifung der Cre-vermittelten Rekombination dieser loxP-
Sequenzen, wurde der Vektor zundchst mit Cre-Rekombinase (NEB) inkubiert. Dabei sollte
die NeoTK-Kassette eliminiert werden. Mit Hilfe der Primerkombination SF_Genotyp_for +
SF_Genotyp_rev wurde die Amplifizierung eines Fragmentes der Grélke 624 bp erwartet.
Wie im Gelbild in Abbildung 5-8, rechts erkennbar ist, entstand in dem Cre-Rekombinase-
Ansatz auch dieses 624 bp groRe Fragment. Daraus konnte man schlielen, dass die
Funktionalitat der loxP-Sequenzen gegeben war.

Als Kontrolle wurde unbehandelter Targeting-Vektor als DNS-Matrize in den PCR-Ansatz
eingesetzt. Durch die Primer SF_Genotyp_for + RE2_rev wurde ein 553 bp grof3es Fragment
amplifiziert (Abbildung 5-8, rechts, linke Spur).

loxP NeoTK-Kassette loxP o e‘\ot o
,\lB* " Q\I o
“Zia\\og“‘ge:%e
L
M htd M,
pBl-ox-NeoTK-Not/Bam $15121570A -
: Cre-Rekombinase
————
553 bp 624 bp
SF_Genotyp for SF_Genotyp_for,
loxp NeoTK-Kassette (oxp loxP
—_— Exon3! Exon 3¢
SF_G < 624bp
enotyp.rev em— <«— 553bp
pBl-ox NeoTK-Not/Bam-51512/1570A pBH-loxP-S1512/1570A
109 kb PCR

Abbildung 5-8 Funktionalititstest der loxP-Stellen im Gen-Targeting-Vektor. links: Vorgehensweise: sind
die loxP-Sequenzen in Ordnung, dann entsteht durch die 3-Primer-Kombination ein 624 bp grofies
Fragment, beim Gen-Targeting-Vektor ergibt diese Kombination ein 553 bp grofies Fragment. rechts:
Agarosegel des Cre-Rekombinationstests

5.1.3 Primaéres Zell-Targeting (Erstes Targeting)

Beim Ersten Targeting wurden 40 pug des zuvor mit Notl linearisierten Vektors in R1 ES-
Zellen der Passage 15 elektroporiert. 24 h spater begann die Selektion in G418-haltigem ES-
Medium. Nach 4 Tagen war massives Zellsterben erkenntlich. Ab dem siebten Tag nach
Elektroporation wurden insgesamt 685 Klone an 4 Tagen isoliert, die alle anschliefend dem

Screening unterzogen wurden.
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5.1.3.1 Nachweis der Homologen Rekombination

Durch den Einsatz von G418 Uberleben lediglich die ES-Klone, die das Neomycin-
Resistenzgen in ihrem Genom tragen, die NeoTK-Kassette also integriert haben. Beim
Screening erfolgt dann die Suche nach den Klonen, bei denen die Homologe Rekombination
an der richtigen Stelle stattgefunden hat und nicht irgendwo zuféllig im Genom erfolgt ist.

Dies kann mit zweierlei Methoden erfolgen: mittels PCR und mittels Southern-Blot.

Screening mittels PCR

Will man eine Screening-PCR etablieren, so ist darauf zu achten, dass Vorwarts- und
Ruckwartsprimer richtig platziert werden. Der Vorwéartsprimer sollte zu einem DNS-Bereich
homolog sein, der auRerhalb des rekombinanten Ortes, also 5" vor dem 5°-Arm liegt. Der
Ruckwartsprimer soll an einen Bereich binden, der ausschlieBlich auf dem Targeting-Vektor
lokalisiert ist, also z.B. der NeoTK-Kassette, die im Wildtyp-Allel nicht zu finden ist.

Hat die Vektor-DNS an der richtigen Stelle integriert, dann erhdlt man mit der
Primerkombination Screen1_for und RE2_rev ein Amplifikat der Gréfte von 1,5 kb. Von
denjenigen Klonen, bei denen die Integration an anderer Stelle, also zufallig erfolgt ist, kann

mit dieser Primerkombination kein Produkt entstehen.

Targeting-Vektor wurde an der richtigen Stelle im Genom integriert:

e

13077 Notl BamHI|ox NeoTK \oxP Clal Xhol 7 Kpnl

} ., Exon 35 |—| ExoY36 |—| Exon 37
—
Screen1_for
(g J
Y
1,6 kb
Wildtyp:
13077 l l -—-
} I Exon 35 |—| EXM}G |—| Exon 37 Ex 38
—

Screen1_for
T
»

2

X kein PCR-Produkt!!

Abbildung 5-9 Strategie des PCR-Screenings. Hat die Vektor-DNS an der richtigen Stelle im ES-Zell-Genom
integriert, dann entsteht ein 1,5 kb grofies Fragment (oben); beim Wildtyp kann mit dieser
Primerkombination kein Produkt entstehen (unten).



Ergebnisse 74

Alle 685 isolierten Klone wurden zunachst mit der Screening-PCR-Methode untersucht. Es
konnte auf diese Weise bei drei dieser Klone ein Produkt der gewlinschten Grofie vermerkt
werden (siehe Abbildung 5-10). Dieses Produkt konnte mittels Restriktionsverdau bestatigt
werden; durch Hindlll wird das Fragment in 3 Stlicke gespalten, was die Banden auf den

Gelbildern jedes Klons wiederspiegeln (Abbildung 5-10).

O W
A" e aWn

R\

M 3B7

x
M 8H1 o
e |

687 bp L
574 bp — ggz EP
p

231 bp ]
BN 031 bp

Screen1_for
Hindlll  Hindll am

13P77A Notl ;C 3{3 HI

k J k jRE2_rev
—

687 bp 231 bp 574 bp

Abbildung 5-10 Ergebnis nach dem PCR-Screening. Bei 3 der 685 untersuchten Klone konnte eine Bande
auf der erwarteten Hohe vermerkt werden. Durch Zerschneiden des PCR-Produkts mit dem
Restriktionsenzym Hindlll entstanden die drei Fragmente mit den errechneten GréfSen.

Screening mittels Southern-Blot

5°-Sonde

Bei der Screening Methode mittels Southern-Blot beruht der Nachweis darauf, dass durch
Restriktionsverdau von Wildtyp-DNS ein Fragment bestimmter Gré3e entsteht. Durch den
Targeting-Vektor werden zusatzliche Restriktionssequenzen an den Genort gebracht, so
dass sich bei richtiger Integration die Grolke des Restriktionsproduktes andert. Die GréRe
des entstandenen Fragmentes gilt es schliellich mit Hilfe einer radioaktiv markierten Sonde

nachzuweisen.
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Bei der Wahl der Schnittstellen ist darauf zu achten, dass eine auflerhalb, die andere
innerhalb des rekombinanten Bereiches liegt, denn nur so kann eine Aussage darlber
gemacht werden, ob die Integration auch an richtiger Stelle stattgefunden hat. Es wurde hier
die Wahl fir die Restriktionsendonuklease Pstl getroffen.

Die verwendete 5°-Sonde hatte eine Grofie von 439 bp und wurde mittels Hifi-PCR (4.3.9.1)
aus genomischer DNS amplifiziert und in pBluescript ligiert. Aus diesem wurde sie kurz vor
Gebrauch mit Xhol und Kpnl herausgeschnitten und in den Labeling-Ansatz (4.3.10)
eingesetzt.

Targeting-Vektor wurde an der richtigen Stelle im Genom integriert:
Pstl Pstl E Pstl
Notl BamNI 9 Xhol \_/ Kpnl
Z —|Exon 35 Exonds|—{ Exon 37 | — EX6n 38 —
5 -Sonde
2 kb
Wildtyp: - Pstl Pstl
0 01512 00 G5O
7
[Exon 35 Exdh 36— Exon 37 [Exén 38]
5 -Sonde
(g J
Y
4 kb

Abbildung 5-11 Strategie des Southern-Screenings. Durch Zerschneiden der ES-Zell-DNS mit dem
Restriktionsenzym Pstl entstehen von knock-in- und Wildtyp-Allel Fragmente unterschiedlicher GréfSe,
welche durch die radioaktiv-markierte Sonde identifiziert werden.

Von den schon durch PCR als positiv identifizierten ES-Zell-Klonen zeigten diese auch beim
Southern-Blot ein positives Signal, die 2 kb groe knock-in-Bande. Da Homologe
Rekombination nur bei einem Allel auftritt, ist auch stets das Wildtyp-Allel vorhanden, was
das Erscheinen der Wildtyp-Bande (4 kb) erklart.

3B7

‘: W oY U
8 . - -4 kb (WT)
-2 kb (KI)

Abbildung 5-12 Ergebnis nach dem Southern-Screening. Durch das Erscheinen der 2 kb grofien knock-in-
Bande werden die schon beim PCR-Screening als positiv identifizierten Klone zusdtzlich durch den
Southern-Blot bestiditigt.
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Neo-Sonde

Um auszuschlielden, dass der Targeting-Vektor mehrfach ins Genom integriert hat, wurden
die positiven Klone zusatzlich mit der Neo-Sonde hybridisiert. Die ES-Zell-DNS wurde mit
Xbal und Aflll bzw. Xbal und Ndel zerschnitten. Das dadurch entstandene Fragment sollte
eine Grofle von 3,3 kb bzw. 3,1 kb aufzeigen (Abbildung 5-13) und bei nur einmaliger
Integration als einzige Bande auf dem Blot zu erkennen sein, was auch der Blot in Abbildung
5-14 zeigt.

Al Xbal Ndel

Notl BamHI |oxp Notl

loxP Clal

Abbildung 5-13 Strategie des Neo-Southern-Blots. Die ES-Zell-DNS wird mit den Enzymkombinationen
Aflll+Xbal bzw. Ndel+Xbal zerschnitten und die daraus entstandenen Fragmente mit der Neo-Sonde, die
an die Neo-Kassette bindet, visualisiert.

<4+— 33kb
<4— 3,1kb

387  3E8  8H1

Abbildung 5-14 Ergebnis des Neo-Southern-Blots. Das Erscheinen von nur einer einzigen Bande pro Klon
und Ansatz bestdtigt die Tatsache, dass das Targeting-Konstrukt nur einmal in die ES-Zell-DNS
integriert hat.

5.1.3.2 Sequenzanalyse der positiven ES-Zell-Klone

Um letztlich sicherzugehen, dass die als positiv identifizierten Klone auch die Mutationen
enthalten, wurde eine Sequenzanalyse durchgefiihrt. Zundchst musste das knock-in-Allel
vom Wildtyp-Allel getrennt werden, um ein Uberlappendes Signal zu vermeiden. Die
Strategie (Abbildung 5-15) wurde folgendermallen gewahlt: Zundchst wurde mit der
Primerkombination KI_S15712A_for und KI_S1512A_rev bzw. KI_S1570A_for und
KI_S1570A_rev ein Bereich gemadl Tag-Standard-PCR-Protokoll amplifiziert, der die
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jeweilige Mutation einschlieRlich der vom Targeting-Vektor stammenden Xhol-Schnittstelle
enthielt. Verdaute man nun das jeweilige PCR-Produkt mit Xhol, dann wurde nur das knock-
in-Allel geschnitten, da nur dieses auch die Schnittstelle besitzt. Auf diese Weise konnten
Wildtyp- und knock-in-Allel voneinander unterschieden werden. Das geschnittene PCR-

Produkt (1,4 kb bzw. 1,3 kb) wurde durch ein praparatives Agarosegel aufgereinigt, eluiert
und schlieBlich sequenziert.

Notl BamHljop N loxp Clal - Xhol

N -
Xhol
— e PCR
“1,7kb
3{ Xhol
cut
= Xhol
— e
-1,4 kb
Sequenzieren
Notl BamHljoxp NeoTK 1oxp Clal - Xhol 7 Kpnl
— WD W o5 | movie [ B Exor 38
300 bp
<
~1,6kb Al cc

Xhol

Xhol

-;.I‘C_ 13kb

-1,3 kb

Sequenzieren

Abbildung 5-15 Strategie zur Sequenzanalyse. Die vom Targeting-Vektor stammende
Restriktionsschnittstelle Xhol macht man sich hier zunutze. Nur das vom knock-in-Allel amplifizierte

PCR-Produkt wird zerschnitten und kann dadurch identifiziert, isoliert und letztendlich sequenziert
werden.

Die Sequenzanalyse (siehe Abbildung 5-16) (mit den Primern KI_S1512A_for bzw.
KI_S1570A_rev) ergab, dass bei Klon 3E8 sowohl das urspriingliche Codon fiir S1512 als

auch das fiur S1570 mutiert vorlagen und nun fir Alanin codierten. Die Klone 3B7 und 8H1
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wiesen die Mutation flir S1512A auf, besalten aber noch die urspriingliche Sequenz fir
S1570.

387 3E8 8H1

S1570 S1570A S1570

Abbildung 5-16 Sequenzen der als positiv gescreenten Klone. Zwei der drei Klone tragen die Mutation an
Stelle 1512 und an Stelle 1570 das urspriingliche Codon fiir Serin TCC. Der Klon 3E8 enthdlt beide
Mutationen. Bei den Sequenzen iiber die Stelle 1570 ist zu beachten, dass der verwendete Primer
(KI_1570_rev) ein Riickwdrtsprimer ist, hier das Codon fiir S1570 (TCC) bzw. fiir A1570 (GCC) revers
komplementdr dargestellt ist.

5.1.4 Sekundares Targeting (Zweites Targeting)

Mit allen drei als positiv gescreenten Klonen wurde das Zweite Targeting durchgefihrt. Bei
diesem Schritt wurden 40 ug des Plasmids plC-Cre, der die Cre-Rekombinase exprimiert, in
ES-Zellen, die sich in Passage 21 befanden, elektroporiert. Anschlieend wurden die Zellen
in unterschiedlichen Konzentrationen auf insgesamt 6 Petrischalen verteilt und nach 48 bzw.
72 h mit der Negativselektion in ganciclovirhaltigem Medium begonnen. Ganciclovir ist fur
solche Zellen toxisch, die das Thymidinkinasegen enthalten, bei denen also die Cre-
Rekombination nicht stattgefunden hatte, die NeoTK-Kassette also noch integriert war. Am
Tag 9 nach plC-Cre Elektroporation wurde mit dem Picken der Klone begonnen. An 2 Tagen
sind insgesamt 100 Klone isoliert und anschlieBend, wie unter 4.4.3.6 beschrieben,

verarbeitet worden.

5.1.41 Screening

Das Screening erfolgte auch nach dem Zweiten Targeting mittels PCR-Analyse. Hierbei
sollte durch eine 3-Primer-PCR die Cre-Rekombination und somit das Eliminieren der
NeoTK-Kassette nachgewiesen werden. Durch die Primerkombination SF-Genotyp_for und

SF-Genotyp_rev entsteht aus dem Wildtyp-Allel ein 520 bp groRes Fragment, aus dem
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knock-in-Allel ein 624 bp groRes Produkt. Ware die NeoTK-Kassette noch im Genom
integriert, dann wirde dieses Produkt nicht entstehen, stattdessen ergéabe die Primerpaarung
SF-Genotyp_for und RE2_rev ein 553 bp groRes Fragment (Abbildung 5-17). Alle
Doppelbanden bei 520/624 bp in Abbildung 5-18 deuten folglich auf positive Klone hin.

SF-Genotyp_rev

. ~
Wildtyp:
SF-Genotyp_for
H—/ L1 L2 WT
520 bp '
Notl BamHI Clal SF-G
L1 nach Cre- r enolyp_rev

Rekombination: SF-Genotyp_for

-~

8

<—624 bp
- J <«—553 bp
Y W <« 520bp
624 bp
Notl BamHI NeoTK Clal SF-Genotyp_rev
L2: .S &7 7 —
SF-Genotyp_for
RE2_rev
- S
e
553 bp

Abbildung 5-17 Strategie des PCR-Screenings nach dem Zweiten Targeting. Je nach Genotyp erhdlt man
mit dieser 3-Primer-PCR Produkte definierter Gréfie, die in einem Agarosegel gut voneinander zu
unterscheiden sind (rechts).

3B7 und 8H1:

2A3 2D5 2E1 2H2 2D4 4C5 4C6 4D6 4G1 4G5 5F3 5B4 K-

4 12

Jrra—— sese® .

3E8:

Platte1:

3E2  3F2 6G3 6G1 6H1 6C3  6B1 6B6 K-

Platte2:
K+ K-

B1C1 E1 F1 H1 A4 A5 B5C5 D5 E5 F5 H5 A6 B6 C6 E6 K-

E3 F3 G3 A4 B4 C4 D4 B6 C6 D6 H6 E8

- 7

Abbildung 5-18 Ergebnis der Screening-PCR nach dem Zweiten Targeting. Alle Klone, die auf dem Gel die
Doppelbande 520/624 bp aufweisen, werden als positiv angesehen. Negativkontrolle(K-): Targeting-
Vektor; Positivkontrolle (K+): in-vitro-Cre-Rekombinase-Ansatz.
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Alle hier als positiv gescreenten Klone wurden bis auf eine 6-well-Flache hochgezogen und

anschliel®end als Gefrierkulturen in flissigem Stickstoff bis zur Blastozysteninjektion gelagert.

5.1.5 Blastozysteninjektion

Aus dem Zweiten Targeting des primaren Klons 3E8 wurden letztlich 14 unterschiedliche ES-
Zellklone an insgesamt 15 Tagen injiziert. Die genaue Anzahl der Blastozysten, deren
Passagennummer (P) zum Zeitpunkt der Injektion, der Nachkommen und letztendlich der

Chimé&ren sind in Tabelle 5-1 zusammengefasst.

Tabelle 5-1: Tabellarische Zusammenfassung der SF-Blastozysteninjektionen. Die Blastozysteninjektionen
ergaben insgesamt 9 Chimdren, wovon zwei dieser Chimdren (gekennzeichnet) heterozygote Nachkommen

hervorbrachten.
| Sek.ESZellion | Injizierte Blastozysten | Nachkommen |  Chimaren |
1H5 (P26) 8 2 (1)
1F1 (P26) 18
1A6 (P26) 10 2 (1)
1B5 (P26) 4 2 1 (*12.07.07 70 %)
2F3 (P26) 13 3(1)
1B1 (P26) 12 5
1E1 (P26) 8 5+1(t)
1C1 (P26) 16 2 +2(t)
2C3 (P26) 18 2 +1(t) 1 (*17.07.07 55%)
1A5 (P26) 19 2 1 (*18.07.07 75% (1))
3 (*22.07.07 @
1C5 (P26) 10 6 95% (1)
95 %)
1E6 (P26) 17
3 (*24.07.07 @
1F5 (P26) 27 5+ 4(1) 95 %
75% )
2A4 (P26) 24 5 (1)

Im Alter von 7-8 Wochen wurden alle zu dem Zeitpunkt noch lebenden Chimaren mit
C57/BI6-Mausen verpaart und damit die Keimbahntransmission der Mutation getestet.
Nachkommen einer Chimare aus Klon 1C5 sowie einer Chimare aus Klon 1F5 waren
agoutifarben und konnten nach Genotypisierung als heterozygot identifiziert werden, womit
die Keimbahngangigkeit der S1512/1570A nachgewiesen werden konnte.

Die heterozygoten Nachkommen wurden im n&chsten Schritt untereinander verpaart, um
Mause zu erhalten, die homozygot fiir die Mutationen S1512A und S1570A sind.
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Sekundare ES-Zellklone, die von den primédren Klonen 3B7 und 8H1 stammten und nur die
Mutation S1512A enthalten, lagern im Flussigstickstoff und kénnen noch in Blastozysten

injiziert werden.

‘v o

A*22,07.07 95 % B *22.07.07 95 % C *22.07.07 95 %

ANt A

D *24.07.07 95 % E *24.07.07 75 % D *12.07.07 70 %

Cd

t f

E *17.07.07 55 % *22.07.07 95 % (1) *18.07.07 75 % (1)

Abbildung 5-19 Fotos der 9 SF-Chimdren. Die beiden markierten Chimdren waren diejenigen, die
heterozygote Nachkommen erbrachten.

5.1.6 Untersuchung der Ca,1.25"-Miuse

5.1.6.1 Genotypisierung

Fir die ldentifizierung des fraglichen Genotyps wurden, wie unter 4.3.1.2 beschrieben, die
Schwanzbiopsien der Tiere mit Proteinase K verdaut und die SF-Genotypisierungs-PCR mit
dem Primerpaar SF-Genotyp_for und SF-Genotyp_rev durchgefiihrt. Wie schon in Abbildung
5-17 gezeigt, enthalt das knock-in-Allel zusétzliche Nukleotide (Schnittstellen der MCS sowie
eine loxP-Sequenz), die vom Targeting-Vektor stammen. Diesen GréfRenunterschied
zwischen Wildtyp- und knock-in-Allel macht man sich bei dieser PCR zunutze und es
entsteht ein 520 bp groRRes Produkt vom Wildtyp-Allel bzw. ein 624 bp groltes Fragment vom
knock-in-Allel.

Abbildung 5-20 zeigt die Genotypisierungs-PCR der ersten braunen Nachkommen der
beiden Chimaren *22.07.07 bzw. *24.07.07. Bei 2 dieser 7 Nachkommen entstand das
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624 bp grolRe Fragment, diese sind also heterozygote Nachkommen und kénnen fir die
Weiterzucht herangezogen werden. Letztendlich wurde aus Nachkommen von Chimére

*22.07.07 die Mauslinie herangeziichtet.

Chimaére *22.07.07 Chimaére *24.07.07
Heterozygote *19.09.2007 Heterozygote *23.09.2007

<— 624 bp
=520 bp

Abbildung 5-20 Etablierung der Ca,1.2* -Mauslinie aus den Nachkommen der SF-Chiméire *22.07.07

Southern-Blot mit genomischer DNS

Aus Schwanzbiopsien von Mausen unterschiedlichen Genotyps wurde die DNS isoliert
(4.3.1.2) und eine Southern-Blot-Analyse wie unter 4.5.2 beschrieben durchgefihrt. Dabei
entstand bei der fir die Mutationen homozygoten (Ca,1.25F®" ) Maus-DNS die 2 kb groRe
knock-in-Bande, bei der von der Wildtyp-Maus (Ca,1.257*"*)) stammenden DNS die 4 kb
groRe Bande und bei der von der heterozygoten Maus (Ca,1.257") isolierten DNS beide
Banden (siehe Abbildung 5-21).

b, Ve, Vel
4 kb (WT)

2 kb (KI)

Abbildung 5-21 Southern-Blot als Bestdtigung des knock-in-Genotyps. Erkldrung siehe Text.
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5.1.6.2 Nachweis der beiden Mutationen

Sequenziiberpriifung der genomischen DNS

Bei diesem Nachweis wurden Tiere der Genotypen Ca,1.25F«"™) Ca,1.25FK™ ynd
Ca,1.25F"™) untersucht. Aus Schwanzbiopsien wurde zunichst die DNS isoliert (4.3.1.2),
welche dann als Matrize in die knock-in-PCR (4.3.10) mit der Primerkombination
KI_S1512A_for und KI_S1512A_rev bzw. KI_S1570A_for und KI_S1570A_rev eingesetzt
wurde. Die anschlieBende Sequenzierung mit Primer KI_S1512A_for bzw. SF_E38_for

zeigte die jeweils erwarteten Codons.

\m

\m

Serin +Alanin 1570

Serin 1512 Serin 1570

Abbildung 5-22 Nachweis der beiden Mutationen in der Ca,1.2°-Mauslinie nach Untersuchung der
genomischen Ca,1.2*-Maus-DNS

Sequenziiberpriifung der cDNS

Zunachst wurde aus Organen (Herz und Gehirn) von Mausen, die die beiden Mutationen in
beiden Allelen tragen, sowie von Wildtyp-Tieren die RNS isoliert (4.3.1.3). Diese konnte im
Anschluss mittels RT-PCR (4.3.9.3) in cDNS umgeschrieben werden. Nach einer Tag-
Standard-PCR-Reaktion mit dem Primerpaar cDNA-PCR-seq_for und cDNA-PCR-seq_rev
entstand ein 609 bp grofes Fragment, von welchem mit Hilfe des Sequenzierprimers cDNA-

PCR-seq_for die Sequenz ermittelt wurde. Auch hier konnten bei den homozygoten Tieren
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beide Mutationen sowohl in Herz als auch in Gehirn festgestellt werden (siehe Abbildung
5-23 unten).

CDNA-PCR-seq_for <::S:151 2A\> (81570A)

— N
| Exon 34] Exon 35] Exon 36] Exon 37| Exon 38| Exon 38
— PCR
cDNA-FPCR-seq_rev,

34| Exon 35 Exon 36| Exon 37| Exon 38 39
609 bp ? Sequenzieren

—\ Ca.25FM O ——— —\m_
Herz A ! llf"
b D | |t bl

TTEG

GGT GO TG4 Alanin 1512 Alanin 1570
Serin 1512 Serin 15170
fl
1 W, f |r
Vit Gehirn f\ .“
| s ey V n\
l: » P N .
TG T % - ~ 2
TTE@T 5 rcc‘f@‘rc @ rGGTb@TbA
- Alanin 1512 Alanin 1570
Serin 1512 Serin 15170

Abbildung 5-23 Nachweis der beiden Mutationen auf cDNS-Ebene. Erkléirung siehe Text.

5.1.6.3 Primére Grundcharakterisierung

Homozygote Versuchstiere der Ca,1.2%"-Mauslinie sind lebensfahig und fertil. Sie zeigen
aulerlich keine Unterschiede zu den aus denselben Verpaarungen hervorgegangenen
Wildtypen. Auch das Ko&rpergewicht (siehe Abbildung 5-24) ist zu den Kontrolltieren

unverandert.
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35 =
30 -
25 - —.— m Cav'l -2SF(+1+)
20 - — m Ca,1.2SF(KIK)
16 - —8—w Ca,1.25F¢9)
10 + w Ca, 1. 2SFa/K)
5 -
o | | L] | |
0 20 40 60 80
Alter [d]
n: 7[14] 21] 28] 35[ 42] 49| 56] 63] 70|
m Ca, 1.257(+* 37| 37|29| 36| 32| 32| 29| 27| 26| 24
mmiGa, 1 257D 24(23|20| 20| 25| 26| 27( 20| 12| 9|
w Ca, 1.25F ¢ 33| 33| 29|33|31|31|29| 29| 32| 21
N Cg, 1.25MIKIKD 23| 23| 23| 23| 36| 30| 30| 28| 21| 21

Abbildung 5-24 Gewichtsstatistik. Es wurde das Gewicht von Tieren der vier Genotyp-Gruppen zu
unterschiedlichen Zeitpunkten ab der Geburt ermittelt und ein zeitlicher Verlauf erstellt. Die jeweilige
Anzahl der gewogenen Tiere ist der Tabelle zu entnehmen.

5.1.6.4 Geburtsstatistik

Zur Untersuchung des Vererbungs-Verhaltens der Mauslinie wurde eine Statistik Gber alle
heterozygoten Verpaarungen (Ca,1.257 ") x Ca,1.25F%"™)) erhoben. Wiirde eine Vererbung
nach dem Mendelschen Gesetz erfolgen, dann misste das  Verhéltnis
Homozygot:Heterozygot:Wildtyp 25:50:25 entsprechen. Die Auswertung aller bisherigen
Wirfe ergab nach Anwendung des Chi-Quadrat-Testes keine signifikante Abweichung von
dieser Erwartung (x2 =0,646; p>0,7). Somit kann davon ausgegangen werden, dass die

Ca,1.2%F-Mauslinie dem Mendelschen Vererbungsprinzip folgt.

Tabelle 5-2: Anzahl der Nachkommen und ihre prozentuale Verteilung aus allen heterozygoten
Verpaarungen (Ca.,I.ZSF(K'/ ' x Ca,1.2" /) ) der Ca,1.2*"-Mauslinie (Stand: Ende Oktober 2008).

Homozygot Heterozygot Wildtyp

Anzahl 95 187 102

Prozent 24,7 48,7 26,6
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5.1.6.5 Expressionsanalyse

Es wurde hier untersucht, ob durch die mutierte DNS-Sequenz und die loxP-Stellen die
Expression des Ca,1.2-Kanals verdndert wird. Dies erfolgte auf zweierlei Art und Weisen; auf

mMRNS-Ebene und auf Proteinebene.

mRNS-Ebene

Fir diese Expressionsstudie wurde die mRNS aus Herz und Gehirn von Homozygoten
Ca,1.25F® ) ynd Kontrollen Ca,1.257™" isoliert (4.3.1.3) und mittels RT-PCR (4.3.9.3) in
cDNS umgeschrieben. Diese verwendete man schlielllich als Matrizen-DNS fiir die Tag-
PCR-Reaktion nach Standard-Protokoll (4.3.9) und 28 Zyklen, bei der man auf das
CACNA1C-Gen (Primerpaar VS9 + VS18) untersucht. Als Referenzgen wurde GAPDH
betrachtet (Primer GAPDH_for + GAPDH_rev). Uber die Menge an cDNS, welche
proportional zur Menge der mRNS sein sollte, kann somit eine Aussage Uber die
Expression des CACNA1C-Gens gemacht werden. Daher lasst sich anhand der Starke der
Bande der PCR-Amplifikate letztlich der Expressionsspiegel abschatzen (Abbildung 5-26).
Es zeigt sich somit kein auffalliger Unterschied an Ca,1.2-mRNS in Herz oder Gehirn von
Ca,1.25" ™) Tieren. Zu Beginn der Analyse wurde eine Zykluskinetik durchgefiihrt, um
sicherzustellen, dass sich die PCR noch in ihrer exponentiellen Phase befand (Daten nicht

gezeigt).

Herz: Gehirn:

M +/+  KI/KI +/+ KI/KI ++ KUKl +/+ KI/KI

I
FIL I (=

ST L

Ca,1.2 GAPDH Ca,1.2 GAPDH

Abbildung 5-25 Semiquantitative mRNS-Expressionsanalyse. Anhand der Bandenintensitdt Idsst sich der
Expressionsspiegel der Ca,1.2-mRNS von Versuchs- (Cavl.ZSF(K'/ ) ) und Kontrolltieren (Cavl.ZSFW +))
abschdtzen. Es zeigt sich kein eindeutiger Unterschied. GAPDH dient als Kontrollgen.
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Proteinebene

Nach einer Membranpraparation aus Herz- bzw. Gehirngewebe wurde durch Western-Blot
(4.6.4) Uberprift, ob die Expression des Ca,1.2-Proteins in homozygoten Ca,1.257* .
Mausen verandert vorliegt. Abbildung 5-26 zeigt, dass sowohl im Herzen als auch im Gehirn
der Ca,1.2-Spiegel unverandert ist. Die Expression wurde also, wie auch schon auf mRNS-
Ebene gezeigt, nicht beeinflusst. Als Ladekontrolle diente im Herzen der $4-Adrenozeptor, im

Gehirn die MAP-Kinase (MAPK).

Herz Gehirn

++ KI/KI ++ KI/KI

e e SR < cat2 250100 (D ANEED (<— Ca,12
-

150 kDa

150 kDa — —

—_m———

75kDa| o smme (< B,-Adrenozeptor

==
37 kDa

Abbildung 5-26 Membranprdparation mit anschliefender Westernblot-Analyse. Durch Vergleich der
Bandenintensitdt kénnen keine augenscheinlichen Verdnderungen im Ca,1.2-Protein-Expressionslevel
zwischen Versuchs- ( Cavl.ZSF{K'/ %) ) und Kontrolltieren ( Ca.,l.ZSFW i ) vermerkt werden.

5.1.6.6 Untersuchungen am Herzen

Ermittlung von Herz-/Korpergewicht-Quotienten

Durch diese Untersuchung soll Uberpriift werden, ob die Herzen der Ca,1.25F " )_Mause
Veranderungen in ihrer Masse aufzeigen. Um nun das Herzgewicht verschieden grof3er und
schwerer Tiere miteinander in Relation zu setzen, wurden Herz- und Gesamtgewicht
bestimmt, aus denen der Herz-Kdérpergewicht-Quotient (HW/BW) ermittelt wurde. Die
signifikante Erhéhung des HW/BW um ca. 20% bei den mannlichen Ca,1.25F")_Mausen
(um ca. 10% bei den weiblichen Homozygoten) gegenlber den Wildtypen (Abbildung 5-27)

deutet eine Hypertrophie des Herzens an.
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8 - P=0,007
.
7= | P=0,01

x 10 -3

m (++) m (KUKI) w(++)  w (KIKI)

Abbildung 5-27 Vergleich Herzgewicht/Kérpergewicht. Es wurden je n=8 Tiere (Alter zwischen 9-14
Wochen) pro Versuchsgruppe untersucht. Die Anwendung des Chi-Quadrat-Testes ergab sowohl bei
den mdnnlichen (m) als auch bei den weiblichen (w) Versuchstieren einen signifikanten Unterschied.
m=mannliche Versuchstiere, w=weibliche Versuchstiere; (+/+)=Wildtyp, (KI/Kl)= Cavl.ZSF(K'/K')-Méuse

Nachweis von Hypertrophie-Markergenen im Herzen

Sehr haufig werden bei Herzhypertrophien Verdnderungen im Expressionsspiegel
verschiedener Gene/Proteine beobachtet, was sich durch die ,fetale Reprogrammierung® des
hypertrophen Herzgewebes erkladren lasst. Besonders ANP und BNP sind solche Gene,
deren Expression, im Falle einer Hypertrophie, hochreguliert wird. Um ein weiteres Indiz flr
eine eventuell bestehende Herzhypertrophie der Ca,1.25"*")_Mause zu erhalten, wurde eine
semiquantitative RT-PCR durchgefihrt, um so die relativen Expressionsspiegel von sowohl
ANP als auch BNP der Homozygoten mit den Wildtypen zu vergleichen, wobei GAPDH als
Referenzgen diente.

Aus maénnlichen, 10 Wochen alten Versuchstieren wurde nach mRNS-Isolierung (4.3.1.3)
aus Herzgewebe die so gewonnene mRNS in cDNS umgeschrieben (4.3.9.3). Mit dieser
cDNS als Vorlage wurde eine Tag-PCR nach Standard-Protokoll, allerdings mit
unterschiedlicher Zyklen-Anzahl (20, 30, 35 Zyklen), durchgefuhrt. Als Primer wurden
ANP_for + ANP_rev und BNP_for + BNP_rev herangezogen (fir das Referenzgen GAPDH:
GAPDH_for + GAPDH-rev).
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Anhand der Bandenintensitat in Abbildung 5-28 lasst sich ein Anstieg der ANP-Expression
bei den homozygoten Tieren (Ca,1.25F®X'} wahrnehmen, was ein weiterer Hinweis fiir eine
bestehende Herzhypertrophie sein kénnte. Um eine endglltige Aussage Uber einen
eventuellen ANP-Expressionsanstieg treffen zu kébnnen, muss dieses Experiment mit Proben

von mehreren Versuchstieren wiederholt und durch Quantifizierung erganzt werden.

ANP BNP GAPDH

M__20 25 30 20 25 30 Zyklen

- e

J J | | L J |\
i Y I Y Y I
SF(+/+)  SF(KI/KI) SF(+/+)  SF(KIKI) SF(+/+)  SF(KIKI)

Abbildung 5-28 Semiquantitative mRNS-Expressionsanalyse der Hypertrophie-Markergene ANP und
BNP mit unterschiedlicher Zyklenanzahl (20, 25, 30 Zyklen). Es ist ein Anstieg des Expressionsspiegels
von ANP-mRNS in homozygoten Cavl.ZSF{K’/K') zu erkennen. Referenzgen: GAPDH.
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.ZEQ

5.2 Generierung und Untersuchung der Ca,1 —Mauslinie

5.2.1 Der Gen-Targeting-Vektor

Der verwendete Gen-Targeting-Vektor pBl-lox-NeoTK-EQ wurde von Dr. Peter Lenhardt
konstruiert und zur Verfliigung gestellt. Er besteht aus einem 1,1 kb grof3en 5°-Arm, der fiir
die spatere Homologe Rekombination ins ES-Zell-Genom von Bedeutung ist. Der 6,3 kb
grofte 3’-Arm enthélt die Exone 40 bis 44. In Exon 40 wurde das urspriingliche Basentriplett
ATC gegen GAG ausgetauscht und somit die Mutation Isoleucin/Glutamat generiert. Dieser

Vektor hatte eine Gesamtgréfle von 15,2 kb.

1,1 kb 4,8 kb 763 bp 5,5 kb
(_)k A A A
V0 N ~

Xhol

Notl BamHI lox

pBl-lox-NeoTK-EQ

15,2 kb

Abbildung 5-29 Darstellung des Gen-Targeting-Vektors pBl-lox-NeoTK-EQ
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Restriktions- und Sequenz-Check

Auch dieser Gen-Targeting-Vektor wurde einem Kontroll-Verdau mit unterschiedlichen
Enzymkombinationen unterzogen, wobei er in die jeweils erwarteten Fragmentgréfen

zerschnitten wurde (Abbildung 5-30).

Abbildung 5-30 Agarose-Checkgel (0,7%). Zur Bestdtigung des rekombinanten Plasmids wurden mehrere
Verdauansdtze mit unterschiedlichen Restriktionsendonukleasen durchgefiihrt.

Desweiteren erfolgte eine Sequenzanalyse, bei der das veranderte Codon fir Glutamat im
IQ-Motiv (nun also EQ-Motiv) nachgewiesen und nicht erwiinschte Punktmutationen

ausgeschlossen werden konnten (Abbildung 5-31).
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Abbildung 5-31 Sequenz der Exone 40 bis 44. Das modifizierte IQ-Motiv wird nun als EQ-Motiv bezeichnet
und ist rot eingekreist.
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Funktionsiiberpriifung der loxP-Sequenzen

Ob die loxP-Sequenzen funktionstiichtig sind, d.h. ob durch deren Rekombination die
NeoTK-Kassette entfernt werden kann, wurde nun hier in vitro getestet. Der Targeting-Vektor
wurde mit Cre-Rekombinase behandelt, wodurch die Rekombination gestartet wurde. Durch
die PCR mit der 3-Primerkombination EQ-Genotyp_for und EQ-Genotyp_rev und RE2_rev
konnte gezeigt werden, dass die Selektionskassette eliminiert worden war, somit also die

loxP-Sequenzen rekombinant sind.

loxP NeoTK-Kassette loxP

pBl-lox-NeoTK-EQ

15,2 kb

D Cre-Rekombinase

324 bp 544 bp
FQ-Genogp for  1oxp NeoTK Kassette [oxP Fa-Genotyp for
Exon

EQ_Ge! notyj
pBl-lox-NeoTK-EQ
15,2 kb

Abbildung 5-32 Funktionalitditstest der loxP-Stellen im Gen-Targeting-Vektor. links: Vorgehensweise: sind
die loxP-Sequenzen in Ordnung, dann entsteht durch die 3-Primer-Kombination ein 544 bp grofies
Fragment, beim Gen-Targeting-Vektor ergibt diese Kombination ein 324 bp grofies Fragment. rechts:
Agarosegel des Cre-Rekombinationstests

Exon 40

: _— .
PCR

lo>

NG

> —
EQ_Genotyp_rev

pBl-lox-NeoTK-EQ

10,4 kb

5.2.2 Primares Zell-Targeting (Erstes Targeting)

In ES-Zellen der Passage 14 wurde der EQ-Targeting-Vektor mittels Elektroporation
eingeschleust (4.4.3.4), um dort ins ES-Zell-Genom integriert zu werden. Nach 24 h wurde
die Positiv-Selektion durch G418 gestartet, was nach weiteren 3 Tagen an massivem
Zellsterben bemerkbar wurde. Ab Tag 9 waren die ersten Zellklone mit blolem Auge
erkennbar und wurden isoliert. An 4 Tagen konnten insgesamt 1024 Klone gepickt werden.
Waéhrend die A-Platten bei einer Konfluenz von 70% als Gefrierstocks bei -80°C gelagert
wurden, lysierte man die Zellen der restlichen Platten, um daraus die DNS zu isolieren
(4.3.1.2).
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5.2.21 Nachweis der homologen Rekombination

Screening mittels PCR

Hatte das Targeting-Konstrukt an der richtigen Stelle im Genom integriert, dann sollte mit der
dargestellten Screening-PCR ein 1,6 kb groRes Produkt entstehen (Abbildung 5-33). Wie
unter 5.1.3 erwdhnt, musste hier bei der Primerwahl darauf geachtet werden, dass der
Vorwartsprimer auf einem Bereich 3" vor dem Targeting-Vektor bindet, der Riickwartsprimer
dagegen auf einem Bereich, der nur im Vektor vorkommt (z.B. die Selektionskassette). Somit

konnte gewahrleistet werden, dass keine falsch-positiven Klone identifiziert werden.

Targeting-Vektor wurde an der richtigen Stelle im Genom integriert:

Notl

23?89
T

—
Scr11_for

Wildtyp: @
\/

23289
T Exon 40

—

>
Scr11_for / /1)/')
\\Q’\

X  kein PCR-Produkt!!

Abbildung 5-33 Strategie des PCR-Screenings. Hat die Vektor-DNS an der richtigen Stelle im ES-Zell-Genom
integriert, dann entsteht ein 1,6 kb grofies Fragment (oben);, beim Wildtyp kann mit dieser
Primerkombination kein Produkt entstehen (unten).

Bei der Suche nach den Positiven unter den 1024 isolierten Kolonien konnten durch das
Primerpaar Scr11_for und RE2_rev bei 4 Klonen PCR-Produkte der gewiinschten GréfRe
vermerkt und letztlich durch Kontrollverdau mit Sall bestatigt werden (Abbildung 5-34).



Ergebnisse 95

\ \
el g8 \ cal

x X S X
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Scr11_for
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Y Y

1,1 kb 476 bp

Abbildung 5-34 Ergebnis nach dem PCR-Screening. Bei 4 der 1024 untersuchten Klone konnte eine Bande
auf der erwarteten Hohe vermerkt werden. Durch Zerschneiden des PCR-Produkts mit dem
Restriktionsenzym Sall entstanden die zwei Fragmente mit der errechneten Gréfe.

Screening mittels Southern-Blot

Die oben als positiv identifizierten Klone 1D2, 2G3, 5E2 und 7A2 wurden einer Southern-
Blot-Analyse unterzogen. Die genomische ES-Zell-DNS wurde mit der Restriktions-
endonuklease Pstl zerschnitten und das dabei entstandene 1,3 kb grofle Fragment des

knock-in-Allels mittels der radioaktiv markierten Sonde nachgewiesen.
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Targeting-Vektor wurde an der richtigen Stelle im Genom integriert:

@ Pstl
Clal ! ! Cla Xhol

|
—{Exth 40]— —Exon 41}——Exon 42 Exon 43}—

loxP NeoTK

loxP

Pstl

[Exon 41} [Exon 42

5 -Sonde

_/

~"
5 kb

Abbildung 5-35 Strategie des Southern-Screenings. Durch Zerschneiden der ES-Zell-DNS mit dem
Restriktionsenzym Pstl entstehen von knock-in- und Wildtyp-Allel Fragmente unterschiedlicher GréfSen,
welche durch die radioaktiv-markierte Sonde identifiziert werden.

Da jede ES-Zelle neben dem knock-in-Allel auch das Wildtyp-Allel tragt, erscheint auf dem
Blot in Abbildung 5-36 auch die 5 kb grof3e Wildtyp-Bande.

Die 5°-Sonde bindet an einen Bereich, der auf dem Targeting-Konstrukt liegt. Hatte dieses
mehrmals ins ES-Zell-Genom integriert, dann waren auf dem Blot mehrere Banden zu
erkennen. Da aber neben der knock-in- lediglich die Wildtyp-Bande erscheint, kann davon
ausgegangen werden, dass nur eine einmalige Integration des Targeting-Vektors

stattgefunden hatte.

G Vet e gt <—— S5kb(WT)

R — TN ()

Abbildung 5-36 Ergebnis nach dem Southern-Screening. Durch das Erscheinen der 1,3 kb grofien knock-in-
Bande werden die schon beim PCR-Screening als positiv identifizierten Klone zusdtzlich durch den
Southern-Blot bestdtigt. Dadurch, dass keine weiteren Banden erscheinen, kann davon ausgegangen
werden, dass das Targeting-Konstrukt nur einmal integriert hat.
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5.2.2.2 Sequenzanalyse der positiven ES-Zell-Klone

Um die Sequenz des knock-in-Allels der als positiv gescreenten ES-Zell-Klone zu Gberpriifen
und die Mutation nachzuweisen, wurde nach der in Abbildung 5-37 skizzierten Strategie
verfahren. Zunachst erhielt man durch eine PCR (nach Tag-Standard-Protokoll) mit
Check2_for und SC4 _rev ein 929 bp grofRes Produkt, welches mittels Gelaufreinigung und

—Elution isoliert und schlielRlich sequenziert wurde.

Clal — Cla| Xhol
—

Check2_for SC4 rev

'
<— 929 bp

BamHI

M 1D2 2G3 5E2 7A2

—

}’ Sequenzieren

Abbildung 5-37 Strategie zur Sequenzanalyse. Da der Vorwdrtsprimer komplementdr zur TK-Kassette ist
und diese lediglich im knock-in-Allel integriert vorliegt, erhdlt man nur von diesem ein Amplifikat. Im
anschlieflenden Schritt folgt dessen Sequenzierung.

Fur die Sequenzierreaktion kam der Sequenzierprimer EQ_Exon40_for zum Einsatz. Die so
erhaltene Sequenz zeigte die gewollt verdnderte Basenabfolge GAG in Exon 40 (Abbildung
5-38). Somit war die Mutation EQ bestétigt und die 4 ES-Zellklone tatsachlich auch auf

Sequenzebene positiv.
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SE2 7A2

Abbildung 5-38 Sequenzen der als positiv gescreenten Klone. Alle vier positiv gescreenten Klone tragen die
verdnderte Basenabfolge, die nun fiir ein Glutamat codieren.

5.2.3 Sekundares Targeting

Im nachsten Schritt musste die Selektionskassette durch Rekombination der loxP-
Sequenzen aus dem ES-Zell-Genom entfernt werden. Dies sollte, wie auch schon bei 5.1.4,
durch Einschleusen des plC-Cre-Plasmids erfolgen.

Die unter 5.2.2 positiv identifizierten Klone wurden aufgetaut und bis zu einer Flache von
75 cm? hochgezogen. Diese Zellen wurden geerntet und befanden sich nun in Passage 20.
Es folgte die Elektroporation (4.4.3.6) mit 40 ug plC-Cre-Plasmid. Wie auch schon unter
5.1.4 beschrieben, wurden die Zellen nach Elektroporation in unterschiedlichen Dichten auf 6
Petrischalen verteilt und nach 48 bzw. 72 h mit dem Zusetzen von Ganciclovir begonnen.
Dadurch kam es zum Absterben der Zellen, die noch die NeoTK-Kassette integriert hatten.
Die schonsten 100 ES-Kolonien wurden nach 10 Tagen gepickt, auf A- und B-Platten verteilt
und durch PCR-Analyse bestatigt (Abbildung 5-40).

5.2.31 Screening
Bei dieser Screening-PCR wurde durch den Einsatz der 3 Primer EQ-Genotyp_for,

EQ-Genotyp_rev und REZ2_rev nachgewiesen, dass die isolierten Kolonien keine

Selektionskassette mehr enthalten.
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EQ-Genotyp_rev
. S
Wildtyp: —
EQ-Genotyp_for
/
N L1 L2 WT
439 bp
bt
Notl BamHI Clal
L1 nach Cre- — EQ-Genotyp_rev
. . . A —»— —v—
Rekombination: EQ-Genotyp_for
~ ' ~ - . <+—544 bp
544 bp e : ‘ <—439 bp
‘ <“—324bp
] Notl BamHI Clal EQ-Genotyp_rev
L2: o ~ e
EQ-Genotyp_for -_—
RE2_rev
- S
Y
324 bp

Abbildung 5-39 Strategie des PCR-Screenings nach dem Zweiten Targeting. Je nach Genotyp erhdlt man

mit dieser 3-Primer-PCR Produkte definierter GréfSe, die in einem Agarosegel gut voneinander zu
unterscheiden sind (rechts).

Bei keinem der untersuchten Klone ist eine Bande bei 324 bp zu erkennen, die entstanden

wére, wenn RE2_rev an die Selektionskassette gebunden hatte (L2 in Abbildung 5-39).

1D2 und 2G3: 5E2:

M 4F4 4G14D2 4B2 4H1 4G3 2H3 3A1 3E1 3E2 3E2 4H4 3E53E6 K+

by
.- s . -

M 2F12D2 2C2 6C2 6G4 6B6 6C6 6F1 6E2 6H2 6G6 6C1 6B2 6D4 K+

TA2:

M 1C3 1D3 1F3 1H3 1C4 1D4 1A6 1C6 2G6 2H3 2H5 1G2 1D2 1C2 K+

“BaBESESE = -

Abbildung 5-40 Ergebnis der Screening-PCR nach dem Zweiten Targeting. Alle Klone, die auf dem Gel die

Doppelbande 439/544 bp aufweisen, werden als positiv angesehen; Positivkontrolle (K+): in-vitro-Cre-
Rekombinase-Ansatz.
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Alle Klone, die fir die Blastozysteninjektion herangezogen wurden, zeigen auf den Gel-
Bildern in Abbildung 5-40 eine Doppelbande von 439 bp bzw. 544 bp. Diese ES-Zell-
Kolonien wurden auf eine Flache von 9 cm? (ein 6-well) hochgezogen und dann als

Gefrierstocks in Flissigstickstoff bis zur Blastozysteninjektion gelagert.
5.2.4 Blastozysteninjektion

Positive ES-Zell-Klone aus dem Zweiten Targeting wurden ca. 2 Tage vor Injektion aufgetaut
und ausgeséat. Tabelle 5-3 gibt eine Zusammenfassung der verschiedenen Parameter, wie
Anzahl der Blastozysten, die pro Klon injiziert wurden, die Passagennummer (P) zum

Zeitpunkt der Injektion, Nachkommen und Chiméren.

Tabelle 5-3: Tabellarische Zusammenfassung der EQ-Blastozysteninjektionen. Aus zwei (markiert) dieser
vier Chimdren konnten heterozygote Nachkommen erzeugt werden.

1D2 4B2 (P25) 13 3
2G3 3H4 (P24) 15
3A1 (P24) 15 5 (1)
5E2 2C2 (P25) 8 7 1 (*02.05.08 55%)
6C2 (P24) 26 2+4(t)
6B2 (P24) 23
6G4 (P24) 5 2+1 (1)
7A2 1C3 (P25) 15 3
1F3 (P24) 25 2
1H3 (P24) 15
1C4 (P24) 13
1D4 (P25) 16
1A6 (P26) 10 2 1 (*13.05.08
2G6 (P25) 9 2
2H3 (P25) 15 4 2 (*21.04.08%%‘0)
2H5 (P25) 9
1G2 (P25) 19
1C2 (P25) 23
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A *21.04.08 95% B *13.05.08 95%
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&
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N

C *21.04.08 60% (1) D *02.05.08 55%

Abbildung 5-41 Fotos der vier EQ-Chimdren. Sowohl Chimdre A und B erbrachten heterozygote
Nachkommen.

Die Ammen-Mause brachten insgesamt 4 chimére Nachkommen hervor, wovon 2 einen sehr
hohen Chimaritatsgrad (um 95%) aufwiesen (siehe Abbildung 5-41).

Um die Keimbahngangigkeit der Mutation zu testen, wurden alle Chimaren im Alter von 7-8
Wochen mit C57/BI6-Weibchen verpaart, wobei sich eines der Chimaren (D) als infertil
herausstellte, aber ein Teil der Nachkommen von den Chiméaren A und B agoutifarben waren.
Nach einer Genotypisierung (Abbildung 5-42) konnte deren heterozygoter Genotyp
(Ca,1.2590™)y pestatigt werden. Diese Heterozygoten wurden auch hier untereinander
verpaart, um eine homozygote Mauslinie zu erhalten, mit der man die Ph&notypisierung

starten konnte.
5.2.5 Untersuchung der Ca,1.25%-Miuse

5.2.51 Genotypisierung

Wie die Strategie in Abbildung 5-39 zeigt, bleibt nach dem Entfernen der Selektionskassette
noch ein kleiner, unbedeutender Teil des Targeting-Vektors (Schnittstellen der MCS, eine
loxP-Sequenz) im Genom zuriick. Diesen Grélienunterschied macht man sich zunutze, wenn
man knock-in- oder Wildtyp-Allel identifizieren md&chte. Durch die Primerkombination

EQ-Genotyp_for und EQ-Genotyp_rev entsteht durch die Genotypisierungs-PCR (4.5.1) vom
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knock-in-Allel ein 544 bp groRes Produkt, vom Wildtyp-Allel ein 439 bp groRes Fragment.
Diese kann man anhand eines 2%igen Agarose-Gels gut voneinander unterscheiden.

Abbildung 5-42 zeigt ein Genotypisierungsbeispiel der Nachkommen aus dem ersten Wurf
von Chimére A bzw. Chimdre B. Nachkommen mit Doppelbande kénnen als Heterozygote

angesehen und fir die Weiterzucht verwendet werden.

. r .

Chimére A *21.04.08 95 % Chimére B *13.05.08 95 %

qurf 1:*03.07.08 l Wurf 1: *04.08.08

<— 544 bp
e R Y bl

<— 439 bp

Abbildung 5-42 Etablierung der Ca,1.2°*-Mauslinie aus den Nachkommen von entweder Chimiire A oder
Chimdire B. Beide Chimdren tragen das verdnderte Gen in ihrer Keimbahn und kénnen daher
heterozygote Nachkommen hervorbringen. Fiir die Weiterzucht der Mauslinie Ca,1.2°® wurden
Nachkommen von Chimdre B herangezogen.

Southern-Blot mit genomischer DNS
1.2EQ(K|/+

Um den heterozygoten Genotyp Ca, ) mit Southern-Blot zu bestatigen, wurde nach

der schon unter 5.2.2.1 vorgestellten Strategie vorgegangen. Nach DNS-Isolierung aus
Schwanzgewebe wurde die Southern-Blot-Analyse, wie unter 4.5.2 beschrieben,

QEQ(KI+

durchgefuhrt. Die DNS der heterozygoten Ca,1 )_Maus zeigt die erwartete

Doppelbande: die WT- (5 kb) und die KI- (1,3 kb) Bande (Abbildung 5-43).

A Y 7Y

- l;""EQ(ﬂH—'_I , &y [ En(xuﬂ\‘a_\

e — +— 5kb (WT)

- - <« 1,3Kkb (KI)

Abbildung 5-43 Southern-Blot als Bestdtigung des knock-in-Genotyps. Beim heterozygoten Genotyp
(abgekiirzt EQ(KI/+)) erscheinen beide Banden, WT und Kl. Der Wildtyp (EQ(+/+)) zeigt nur die Wildtyp-
Bande (5 kb).
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5.2.5.2 Nachweis der Mutation

Sequenziiberpriifung der genomischen DNS

Fir die Mutationsbestatigung (IQ/EQ) auf Sequenzebene wurde zundchst mittels der
Primerkombination Check1_for und RE4_rev ein 414 bp groRes Fragment amplifiziert. Da
Check1_for lediglich zu einem Bereich auf dem knock-in-Allel komplementar ist, kann
gewahrleistet werden, dass nur von diesem Allel ein Produkt entsteht. Somit ist fir den
Sequenznachweis heterozygoter Nachkommen keine Trennung der beiden Allele nétig.
Nach Gelaufreinigung und —elution kann mit der dadurch gewonnenen DNS und dem
Sequenzierprimer EQ_E40_for die Sequenz ermittelt und letztlich die Mutation IQ/EQ

bestatigt werden.

Not! BamHI Clal Clal Xhol
- = | e |- [ | =

M Check1_for RE4 rev

'
Exon 40 414 bp
"‘ Sequenzieren
s <«— 414 bp
-
’ Wi

Abbildung 5-44 Strategie zur Sequenzanalyse der genomischen DNS aus €a,1.2°™"*_pMéusen. Da Primer
Check1_for in einem kurzen Bereich bindet, der vom Targeting-Vektor stammt, erhdlt man folglich nur
vom knock-in-Allel ein Amplifikat (414 bp), welches auf die Mutation hin lberpriift werden kann.

5.2.5.3 Primére Grundcharakterisierung

Bis zum jetzigen Zeitpunkt (Stand: Ende Oktober 2008) konnten aus Ca,1.2590*) x
Ca,1.259K"™) verpaarungen 8 Ca,1.25%*"*) (Wildtypen) und 18 Ca,1.259") (heterozygote)
Nachkommen vermerkt werden; es wurde bisher keine homozygote Ca,1.25%€")_Maus

identifiziert.
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6 Diskussion

Die kontraktile Funktion der Herzmuskelzelle wird in erster Linie durch die intrazellulare
Kalziumkonzentration [Ca2+]i gesteuert (Berridge, 2003; Bers and Despa, 2006; Ringer, 1882;
Song et al., 2005). Diese erfilllt in Kardiomyozyten drei wichtige Aufgaben: Erstens vermittelt
Kalzium die Kopplung zwischen elektrischer Erregung und Kontraktion der Zelle, indem das
in das Zytosol einstrémende Kalzium groRe Kalziumvorrdte aus dem SR freisetzt
(Beuckelmann and Wier, 1988), wodurch die [Ca?']; auf bis zu 100 uM ansteigt. Zweitens
triggert das Absinken der zytosolischen Kalziumkonzentration auf weniger als 200 nM die
Relaxation des kontraktilen Apparates und damit den Ruhezustand der Herzmuskelzelle.
Drittens wird die Kraft der Kontraktion durch die Hoéhe des Kalziumkonzentrations-
unterschiedes (Kalziumtransient) zwischen der Kontraktions- und Relaxationsphase
bestimmt.

An der Regulation der [Ca®'];

sind malfdgeblich L-Typ Kalziumkanéle beteiligt (Bers, 2002;
Bers and Despa, 2006; Richard et al., 2006). Auf molekularer Ebene bestimmen sie in den
ventrikularen und atrialen Kardiomyozyten das Aktionspotential in seiner Amplitude, Lange
und Refraktédrzeit (Hagiwara et al, 1988). Regelméfiges Zustandekommen dieser
Aktionspotentiale ist unerlasslich fur eine gesunde Herzfunktion (Richard et al., 2006).
Wahrend des Aktionspotentials wird ein Kalziumeinstrom durch die L-Typ Kalziumkanale
induziert, wodurch es zur Kalziumfreisetzung aus dem sarkoplasmatischen Retikulum
(calcium induced calcium release, CICR) kommt (Fabiato and Fabiato, 1979), was wiederum
der Schlissel der Exzitations-Kontraktionskopplung ist. Es lasst sich also annehmen, dass
die Funktion dieser L-Typ Kalziumkandle im Herzen (Ca,1.2-Kanéale) fir eine gesunde
Herzfunktion sehr wichtig sein kénnte. Stérungen im Prozess des Offnens und SchlieRens
des Kanals kénnten daher an haufigen Pathologien der Herzfunktion wie Herzinsuffizienz
oder Herzrhythmusstérungen beteiligt sein.

In der vorliegenden Arbeit wird beschrieben, wie mit Hilfe der Gen-Targeting-Methode
(Capecchi, 1989; Thomas and Capecchi, 1987) und des Cre/loxP-Systems (Rajewsky et al.,
1996) zwei knock-in Mauslinien generiert wurden. Hiermit wurde die Grundlage geschaffen,
die zwei wesentlichen Regulationsprozesse des Ca,1.2-Kanals, Inaktivierung und
Fazilitierung, in vivo zu analysieren und ihre Bedeutung in einen physiologischen

Gesamtzusammenhang zu bringen.
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6.1 Generierung der Mauslinien

Nach Abschluss des Mausgenomprojekts (Waterston et al., 2002) ist die komplette Sequenz
in Online-Datenbanken verfugbar. Die Kenntnis der CACNA171C-Gens-Sequenz war
Voraussetzung fiur die Entwicklung der knock-in-Strategie zur Erstellung der beiden im
Rahmen dieser Arbeit generierten Mauslinien. Ziel der anschlieBenden molekular-
biologischen Arbeitsschritte war die gezielte EinfiUhrung von Mutationen in die Sequenz des
CACNA1C-Gens. Hierzu musste zunachst ein Gen-Targeting-Vektor hergestellt werden, der
mit einer von loxP-Sequenzen flankierten Selektionskassette versehen wurde. Fir ein
erfolgreiches Gen-Targeting sind grol’e Homologiebereiche erforderlich (Hasty et al., 1991),
was die enormen GréfRRen (15,7 kb bzw. 15,2 kb) der beiden Targeting-Vektoren erklart.

Im Anschluss konnte durch Elektroporation diese mutierte DNS in Embryonale Stammzellen
eingeschleust werden, um hier Homologe Rekombination zu gewéahrleisten. Nach Selektion
mit Geneticin (G418) wurden 685 (Ca,1.25F-Mauslinie) bzw. 1024 Kolonien (Cav1.25%-
Mauslinie) untersucht und letztlich Gber PCR- und Southern-Blot-Analyse 3 bzw. 4 Klone
identifiziert, bei denen die Vektor-DNS an der richtigen Stelle mit der ES-Zell-DNS
rekombiniert hatte. Diese Zahlen liegen im Rahmen der in der Literatur angegebenen
Rekombinationsrate von 0,1-1% (Thomas et al., 1986), was fur ein effizientes Gen-Targeting
und einen gut zugédnglichen Locus des CACNA71C-Gens spricht. Durch Sequenzierung
konnten die beiden Mutationen bestatigt werden, wobei eine Strategie verfolgt wurde, die
eine Trennung der beiden Allele erméglichte.

Im nachsten Schritt wurden die positiven Klone mit einem Vektor transfiziert, der transient die
Cre-Rekombinase exprimierte, wodurch es zur Entfernung des Selektionsmarkers aus dem
ES-Zell-Genom kam. Nach Ganciclovir-Selektion wurden ausschlie3lich Klone isoliert, die
keine Selektionskassette mehr besallen, was durch PCR-Analyse nachgewiesen werden
konnte. Dies bestatigte somit die in silicio entwickelte Targeting-Strategie und zeigte, dass
das hier angewandte Cre/loxP-System auch auf gewlinschte Weise in ES-Zellen funktioniert.
In mehreren Sitzungen (15 bzw. 20 Tage) wurden daraufhin Blastozysten-Injektionen mit
ausgewahlten Klonen vorgenommen. Als Richtwert fir die Menge der zu injizierenden ES-
Zellen pro Blastozyste wurde der von Nagy (Nagy, 2003) empfohlene Wert von 8-15 ES-
Zellen pro Blastozyste ibernommen. Daraus resultierten letztlich 9 (Ca,1.25 -Mauslinie) bzw.
4 (Ca,1.259-Mauslinie) chimare Nachkommen mit teilweise hohem Chimaritatsgrad. Dass es
hier zu solchen Schwankungen in der Chimaren-Anzahl kam, kann mehrere Griinde haben.
Zum einen kénnten die ES-Zellen, die injiziert wurden, von unterschiedlich guter Qualitat in
Bezug auf Totipotenz sein. Zudem wurde festgestellt, dass nicht alle Weibchen, die einen
Plug aufweisen, auch wirklich ,hormonbereit flir Schwangerschaft® sind, die erfolgreich mit

Blastozysten transplantierten Mause also gar nicht trachtig werden kénnen. Ein weiterer
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Punkt ist, dass selbst wenn die Weibchen trachtig sind, es sehr oft auch zu Aborten wéhrend
der Tragezeit kommt. Nicht selten wird der Wurf gleich nach der Geburt von der Mutter
wieder gefressen.

Alle Chiméren wurden ab einem Alter von 8 Wochen mit C57/BI6 Wildtyp-Tieren verpaart,
um die Keimbahntransmission der Mutation nachzuweisen. Eine Abschatzung des
Chiméarismus Uber die Zusammensetzung des Fells erlaubt Schliisse auf den Beitrag der
mutierten ES-Zellen am Gesamtorganismus. Je hoher der Anteil der mutierten ES-Zellen an
der Fellfarbe ist, desto grofier ist die Wahrscheinlichkeit, dass auch die Keimbahnen von
diesen Zellen gebildet werden und damit eine Weitervererbung stattfinden kann. Eine
absolute Aussage ist dadurch allerdings nicht mdéglich. So wurde bisher einerseits eine
Keimbahntransmission bei Tieren mit 30% oder weniger Fellchimarismus beobachtet,
wahrend andererseits bei hochchimaren Mausen (80-100%) keine Vererbung der Mutation
vorhanden war (Suzuki et al., 1997). Auch bei der Verpaarung der Chiméaren fur die
Ca,1.25-Linie wurde dieses beschriebene Phanomen beobachtet. Bei Geschwister-
Chimaren mit dem gleichen Chimaritatsgrad (95%) aus dem gleichen Wurf, somit mit dem
gleichen ES-Zell-Klon injiziert, brachte das eine Individuum heterozygote Nachkommen
hervor, das Geschwistertier allerdings nicht. Bei den EQ-Chimaren vererbten alle
hochchiméaren Nachkommen (95%) die Mutation weiter. Die Zusammensetzung der Fellfarbe
stellt somit ein wichtiges aber keinesfalls endgultiges Kriterium fir die Wahrscheinlichkeit
einer Keimbahntransmission dar. Letztendlich kann diese nur durch Verpaarung mit Wildtyp-
Mausen und anschliellender Genotypisierung der Nachkommen nachgewiesen werden.

Das Alter der Stammzellen scheint sich negativ auf den Erhalt der Totipotenz und letztlich
die Keimbahngangigkeit auszuwirken. Nagy et al. berichten von eine Verschlechterung der
Qualitdt und somit der Keimbahngangigkeit, wenn die Zellen 6fter als 15-20 mal passagiert
wurden (Nagy et al,, 1993). Auf der anderen Seite wurde aber auch mit Zellen, die sich
bereits in der 32. Passage befanden, eine Keimbahntransmission erreicht (Fedorov et al.,
1997). Im Falle der hier erzeugten Chiméaren befanden sich die ES-Zellen zum Zeitpunkt der

Injektionen in der 26. bzw. 24.-26. Passage.
6.1.1 Anzucht der Ca,1.25 -Mauslinie und Analyse

Nachdem Ca,1.25"®"*).Mazuse identifiziert worden waren, wurde begonnen, heterozygote
Tiere der F1-Generation untereinander zu verpaaren, um letztendlich homozygote
Nachkommen zu erhalten. Ein Genotyp-Vergleich aller Nachkommen erlaubt die Aussage,
dass der Vererbungsgang dieser Linie dem Mendelschen Gesetz
(Homozygot:Heterozygot:Wildtyp 25:50:25) folgt. Demnach kommen auch lebensfahige

homozygote Nachkommen zur Welt und erreichen das adulte Stadium. Solche homozygoten
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Mause zeigen zudem keine Veranderungen in ihrem Kérpergewicht. Durch die Analyse auf
MRNS- und Proteinebene konnten keine Verdnderungen in der Ca,1.2-Expression
festgestellt werden. Die Veradnderung in der DNS-Sequenz, die Doppelmutation
S1512/1570A, hat demnach entweder keine grofen Auswirkungen auf die Ca,1.2-
Regulierung, die durch diese Mutation hervorgerufenen Defizite unterliegen einem gut
funktionierenden Gegenregulationsmechanismus oder dem Regulationsmechanismus der
CDF kommt unter Basalbedingungen ohne besondere koérperliche Belastung keine
Bedeutung zu.

Die genauere Analyse erbrachte einen signifikanten Anstieg des Verhéltnisses
Herzgewicht/Korpergewicht (HW/BW). Dies koénnte ein Indiz flr eine vorhandene
Herzhypertrophie sein. Auch der Expressionsanstieg von ANP bestétigt diese Vermutung.
Laut Theorie soll bei den homozygoten Ca,1.257®")_Magusen die CDF nicht mehr stattfinden
kénnen. Das bedeutet, dass diese Tiere bei einem Anstieg der Herzfrequenz, also bei
korperlicher Belastung, nicht mehr in der Lage sind, einen ausreichenden Kalziumeinstrom
Uber L-Typ Kalziumkandle zu erreichen. Daraus konnte eine unzureichende [Ca®']
resultieren, wodurch eine gestérte elektromechanische Kopplung zustande kommt. Durch

das Ausbilden einer Hypertrophie kdnnte versucht werden, dieses Defizit zu kompensieren.
6.1.2 Anzucht der Ca,1.25%-Mauslinie und Analyse

Aus Verpaarung heterozygoter Mause der F1-Generation, die das mutierte IQ/EQ-Motiv in
einem Allel tragen, konnten bislang keine homozygoten Nachkommen identifiziert werden.
Die Vermutung liegt nahe, dass homozygote Ca,1.25%K").Mzuse einen derart
schwerwiegenden Phanotyp haben, dass sie nicht lebensfahig sind und eventuell noch
wahrend ihrer embryonalen Entwicklung sterben. Dies kdnnte darin begriindet sein, dass es
durch die fehlende Inaktivierung zu einem Kalziumiberschuss in der Zelle kommt.
Abgesehen von der toxischen Wirkung des Kalziums, wird es den Zellen zudem nicht mehr
mdoglich sein, ein normales Aktionspotential und somit eine physiologische Kontraktion

ausbilden zu kénnen.



Diskussion 108

6.2 Autoregulation der L-Typ Kalziumkanale

6.2.1 Inaktivierung

Um einen gleichm&Big rhythmischen Ablauf von Kontraktions- und Relaxationsphasen im
Herzen zu garantieren, muss die kalziumabhéngige Plateauphase des kardialen
Aktionspotentials  terminiert werden (Bodi et al., 2005). Fir diesen Prozess ist die
Inaktivierung der spannungsabhéngigen L-Typ Kalziumkanéle essentiell. Dies verdeutlicht
die grofle Bedeutung der Autoregulationsform Inaktivierung in Zusammenhang mit dem
Erhalt der intrazelluldren Kalziumhomd&ostase und des physiologischen Herzrhythmus.

Damit ein Zuviel an Kalzium in der Zelle verhindert werden kann, hemmt das einstrémende
Kalzium in einem negativen Feedback-Mechanismus den Eintritt von noch mehr Kalzium.
Dies wird kalziumabh&ngige Inaktivierung (CDI) genannt und wurde erstmals vor 30 Jahren
an Neuronen beschrieben (Brehm and Eckert, 1978; Tillotson, 1979). Neben dieser
kalziumabhangigen Inaktivierung, die dominiert, tritt auch spannungsabhéangige Inaktivierung
(VDI) auf (Brette et al., 2004; Cens et al., 2006). Es wird angenommen, dass CDI vom
Kalziumeinstrom durch den L-Typ Kalziumkanal selbst (oder zusatzlich durch aus dem SR
freigesetztes Kalzium) ausgeldst wird (Delgado et al., 1999; Linz and Meyer, 2000) und dies
die erste, schnelle Phase der Inaktivierung verursacht. Die zweite, langsamere Phase der
Inaktivierung ist die VDI (Sun et al., 1997) (siehe Abbildung 6-1).

geschlossen ————— gedffnet m—— inaktiv

. .
il

Depolarisation

s i PR ST,
Iﬁngsam (vDI)
Peak-Amplitude schnell (CDI) Inaktivierung
(bestimmt Ca?*- (terminiert Ca?*-
Freisetzung) Einstrom)

Abbildung 6-1 Schematische Darstellung der Ereignisse wdhrend der Inaktivierung von L-Typ
Kalziumkandilen. Durch Depolarisation wird der spannungsabhdngige L-Typ Kalziumkanal gedffnet und
Kalzium strémt in die Zelle. Dauert die Depolarisation an, dann wird dieser L-Typ Kalziumkanal
inaktiviert. Der Prozess der Inaktivierung geschieht in zwei Phasen. Zundchst erfolgt die CDI
kalziumabhdngig, zeitversetzt kommt es spdter zur VDI, wodurch es letztlich zum Schliefsen des Kanals
und dadurch zum Stopp des Kalziumeinstroms kommt. (Abbildung modifiziert, aus Benitah et al., 2002)
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Calmodulin wurde als Kalziumsensor identifiziert, der verantwortlich fiir die CDI ist (Peterson
et al., 1999; Zuhlke et al., 1999). Dieses bipolare Molekil kann {ber seine beiden Sensoren
(Aminoterminus und Carboxyterminus) globale und lokale [Ca®‘]-Verdnderungen
wahrnehmen und mit dem Ausldsen unterschiedlicher Downstream-Mechanismen (z.B. Gen-
Transkription und CDI) reagieren (Mori et al., 2004; Tadross et al., 2008).

Pitt et al. stellten ein mdgliches Modell vor, wie Calmodulin CDI auslésen kénnte: bei
niedrigem Kalziumspiegel ist Calmodulin an den Carboxyterminus angelagert. Steigt die
Kalziumkonzentration, dann verdndert Calmodulin seine Konformation und dessen
Carboxyterminus interagiert mit dem 1Q-Motiv des Kanals (Pitt et al., 2001). Mutationsstudien
mit HEK293 Zellen zeigten, dass bei Mutation des Carboxyterminus von Calmodulin sich
keine CDI mehr ausbilden kann. Das gleiche Ergebnis zeigt sich, wenn Calmodulin aufgrund
von Mutationen seines Carboxy- und Aminoterminus gar kein Kalzium binden kann
(Peterson et al., 1999; Zuhlke et al., 1999). Es wird vermutet, dass zusatzlich zum Ca,1.2-
Carboxyterminus der ins Zytoplasma hineinragende I-ll-Linker des Kanals fir die
Inaktivierung bedeutsam sein kénnte. Durch Bindung des Carboxyterminus (eventuell am
EF-Hand-Motiv) an diesen I-ll-Linker kénnte die Kanalpore verschlossen werden (Cens et
al., 1999; Kim et al., 2004).

Wichtige Studien, die der Grundstein der vorliegenden Arbeit waren, zeigten, dass |Q-Motive
von Proteinen die Konsensusbindungssequenz fur Calmodulin darstellen (Rhoads and
Friedberg, 1997) und dass speziell das 1Q-Motiv von Ca,1.2 fur die Inaktivierung von
essentieller Bedeutung ist (Zuhlke and Reuter, 1998). Weitere Arbeiten bestétigten dies und
identifizierten das Isoleucin im 1Q-Motiv als die fir die Inaktivierung verantwortliche
Aminosaure des Carboxyterminus (Lee et al., 2006; Zuhlke et al., 1999). Mutierte man das
Isoleucin zu Glutamat (I zu E), dann sinkt die Bindungswahrscheinlichkeit von Calmodulin an
den Carboxyterminus deutlich (Zuhlke et al., 2000) und es kommt weder zu CDI noch zu
CDF (Lee et al., 2006; Zuhlke et al., 1999).

Dadurch, dass die im Rahmen dieser Arbeit generierten Ca,1.25¢""_Mause kein Isoleucin
mehr in ihrem 1Q-Motiv tragen, sondern ein Glutamat, wird bei diesen Tieren keine
Calmodulinbindung an das IQ-Motiv stattfinden kénnen. Somit wird wahrscheinlich weder
CDI noch CDF méglich sein. Die verheerenden Folgen dieser Mutation im 1Q-Motiv und
somit auch der Abschaffung der CDI wird durch die Tatsache bestatigt, dass bis dato keine

2EQ(KI/KI

homozygote Ca,1 )-Maus identifiziert werden konnte.
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Abbildung 6-2 Mechanismus der CDI. Wiihrend der CDI bindet Kalzium an Calmodulin, welches daraufhin
seine Konformation dndert. In seinem neuen Zustand kann nun der Ca”*/CaM-Komplex mit dem Q-
Motiv interagieren. Die Folge ist CDI des L-Typ Kalziumkanals. (Abbildung modifiziert, aus Bodi et al.,
2005)

6.2.2 Fazilitierung

Beim Menschen fuhrt die Erhdhung der Herzfrequenz in der Regel zu einer Steigerung der
myokardialen Kontraktilitdt (Bowditch, 1871). Dieses Phdnomen wird als positive Frequenz-
Kraftbeziehung oder nach dem Erstbeschreiber der Relaxationsstérung als ,Bowditch-
Effekt bezeichnet. Auf zelluldrer Ebene wurde bei Steigerung der Herzfrequenz eine
Zunahme des Kalziumkonzentrationsgefalles zwischen Systole und Diastole gemessen
(Hattori et al., 1991). Dieses Phanomen soll auf einem vermehrten Kalziumeinstrom aus dem
Extrazellularraum (Koch-Weser and Blinks, 1963) (oder auch auf einer Aktivitdtszunahme
der SERCA (Sarko-/Endoplasmatische Retikulum Kalzium-ATPase)) (Schillinger et al., 1998)
beruhen. Die Folge des verstarkten Kalziumeinstroms ist eine Erhéhung der
Kalziumfreisetzung aus dem Sarkoplasmatischen Retikulum Uber Ryanodin-Rezeptoren
(Sham et al., 1995), auch als kalziuminduzierte Kalziumfreisetzung (CICR) beschrieben

(Fabiato and Fabiato, 1979). Es kommt zur Kontraktion der Myozyten und somit zur Systole.
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Als mdégliche molekulare Ursache fiir die im Rahmen des Bowditch-Effektes stattfindende
Erhéhung des Kalziumeinstromes kénnte die CDF von L-Typ Kalziumkanélen angesehen
werden (Anderson et al., 1994).

Noble und Shimoni beobachteten das Auftreten von Fazilitierung zum ersten Mal an
Froschherzmuskelzellen. Sie konnten zeigen, dass nach hdufigen Stimulationen (Noble and
Shimoni, 1981a) oder auch nach einem starken depolarisierenden Prapuls (Noble and
Shimoni, 1981b) der Kalziumeinstrom (Ic,) zunimmt. Dieses Phdnomen wurde spéter auch
an  Saduger-Kardiomyozyten  beschrieben und wurde kalziumabhdngige bzw.
spannungsabhangige Fazilitierung (CDF bzw. VDF) benannt (Lemaire et al., 1998; Marban
and Tsien, 1982; Richard et al., 2006). Es wurde gezeigt, dass CDF abhangig von einer
Phosphorylierung des Kanals an der a;-Untereinheit ist. Spater konnte die Proteinkinase
CaMKIl dafiir verantwortlich gemacht werden (Hudmon et al., 2005; Lee et al., 2006;
McCarron et al., 1992; Xiao et al., 1994; Yuan and Bers, 1994).

Vorversuche zu dieser Arbeit haben gezeigt, dass es die Serine S1512 und S1570 sind, die
wahrend der CDF von Ca,1.2 Kanalen durch die CaMKII phosphoryliert werden (Lee et al.,
2006). Mutiert man die beiden Serine zu Alaninen in vitro, so kbnnen diese Stellen nicht
mehr phosphoryliert werden und die Fazilitierung ist deutlich beeintrachtigt (Lee et al., 2006).
Ergebnisse einer anderen Arbeitsgruppe deuten daraufhin, dass zusatzlich zu den
vermuteten Phosphorylierungsstellen in der Ca,1.2-Untereinheit (S1512 und S1570), auch
noch Phosphorylierungsstellen in der p-Untereinheit fur die Fazilitierung von Bedeutung sind
(Grueter et al., 2006). Méglicherweise tragt die Phosphorylierung beider Untereinheiten zum
Autoregulationsmechanismus der CDF bei.

Da die im Rahmen dieser Arbeit generierten Tiere der Ca,1.25F-Mauslinie anstatt der beiden
Serine S1512 und S1570 nun Alanine tragen, kann die Ca,1.2-Untereinheit an diesen Stellen
nicht mehr durch die CaMKIl phosphoryliert werden. Méglicherweise wird die dadurch
verursachte CDF nicht mehr auftreten kdnnen. Ist der Regulationsmechanismus der CDF
ausgeschaltet, so werden die Mause dieser Linie nicht mehr in der Lage sein, auf eine
erhéhte Herzfrequenz mit gesteigerter Kontraktionskraft zu reagieren. Der oben
beschriebene Bowditch-Effekt wird vermutlich ausbleiben. Unter Belastung wird somit ein
erhéhter Herzschlag méglicherweise nicht mehr mit einer gesteigerten Kontraktionsstérke
durch Fazilitierung und somit erhéhter Auswurfleistung einhergehen. Die Vermutung liegt
nahe, dass sich diese Tiere nicht an Belastungen anpassen kénnen und mit Arrhythmien
oder Ausbildung einer Herzinsuffizienz reagieren.

Somit ist mit der Generierung der Ca,1.2%"-Mauslinie ein wichtiger Grundstein geschaffen,
um die genaue physiologische Bedeutung des Bowditch-Effektes fur die kardiale (Patho-)

Physiologie in vivo aufzuklaren.
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Abbildung 6-3 Mechanismus der CDF. Wihrend der CDF wird die CaMKIl durch den Ca®'/CaM-Komplex
aktiviert. Daraufhin kommt es zur Phosphorylierung des L-Typ Kalziumkanals, was mit CDF einhergeht.
(Abbildung modifiziert, aus Bodi et al., 2005)

6.3 Pathophysiologie in Verbindung mit dem L-Typ Kalziumkanal

6.3.1 Timothy-Syndrom

Das Timothy-Syndrom wurde erstmals Anfang der 90er Jahre von Reichenbach und Marks
als Herz-Erkrankung (Long-QT-Syndrom 8) beschrieben (Marks et al., 1995; Reichenbach et
al., 1992). Sehr schnell musste festgestellt werden, dass bei dieser Erkrankung nicht nur das
Herz, sondern auch viele andere Organe betroffen sind. Zudem wurde herausgefunden,
dass hier eine gestérte Regulation des L-Typ Kalziumkanals vorliegt. In allen bisher
untersuchten Patienten wurden Mutationen im CACNA1C-Gen gefunden (G406R oder
G402S) (Splawski et al.,, 2004). Diese Mutationen im Ca,1.2-Kanal verursachen einen
vélligen Verlust der VDI (Feldman et al., 2005; Splawski et al., 2005; Splawski et al., 2004),

]

was mdéglicherweise mit einem Uberschuss der [Ca einhergehen kénnte. Es konnte

sowohl eine Zunahme des Kalziumeinstroms, als auch eine Verlangerung der
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Repolarisationsphase des kardialen Aktionspotentials (APD; action potential duration),
festgestellt werden. Die Folge ist ein erhéhtes Risiko fiir Arrhythmien und fir den damit
verbundenen plétzlichen Herztod (Splawski et al., 2005).

Erxleben et al. konnten zeigen, dass durch die Mutation G439R, die sich im Segment 6 von
Doméne 1 des Ca,1.2-Kanals befindet, eine Erkennungssequenz fiir die CaMKIl entsteht.
Der Kanal wird folglich (zuséatzlich zum Phdnomen der gestdérten VDI) vermehrt
phosphoryliert. Somit befindet er sich haufiger in mode2. Es lasst vermuten, dass die
intrazellulare Kalziumkonzentration bei diesen Patienten auch noch aufgrund der Stérung der
CDF erhoht ist (Erxleben et al., 2006).

Patienten mit Timothy Syndrom leiden an Syndaktylie der Finger oder Zehen,
Gesichtsdysmorphien, Zahnanomalien, Autismus und QT-Zeit-Verlangerung (Splawski et al.,
2004), was die Ursache fir den plétzlichen Herztod der meisten Patienten (mit
durchschnittlich 2,5 Jahren) sein wird.

Der mit dem Timothy-Syndrom einhergehende Phéanotyp verdeutlicht die wichtige
physiologische Bedeutung der Regulierung von Ca,1.2-Kanélen. Das Krankheitsbild zeigt,
dass eine Stérung der langsamen Form der Inaktivierung, der VDI (siehe Abbildung 6-1),
schwerwiegende Defekte vor allem in Herz und Gehirn verursacht.

Da bei den Mausen der Ca,1.25¢

-Linie die andere Form der Inaktivierung, die CDI, gestort
sein soll, ist beim Phanotyp der homozygoten Ca,1.259*")_Tiere ein ahnliches Bild zu
erwarten. Vermutlich werden die Mause aufgrund ihrer gestdérten CDI und damit
verbundenem intrazelluldren KalziumUberschuss verldngerte kardiale APD aufzeigen, durch
die schwere Arrhythmien auftreten kdnnten. Im Gehirn ist durch den CDI-Defekt ein
autistisches Krankheitsbild zu vermuten. Da die CDI lber die VDI dominiert (Brette et al.,
2004; Cens et al.,, 2006), wird bei Stérungen der CDI ein erheblich schwerwiegenderer
Phénotyp als der des Timothy-Syndroms erwartet. Ein Indiz fur diese Vermutung ist die
Tatsache, dass bis dato keine lebensfahigen Nachkommen dieser Linie nachgewiesen

werden konnten.

6.3.2 Neurotoxische Effekte von Ciclosporin

Es ist seit langem bekannt, dass das Immunsuppresivum Ciclosporin, das eine inhibierende
Wirkung auf Calcineurin zeigt (Schreiber and Crabtree, 1992), neurotoxisch wirkt (Calne et
al., 1979; Dunn et al., 2001; Kahan, 1989 ). Erxleben et al. klarten den Mechanismus der
toxischen Wirkung des Ciclosporins auf. Die Phosphatase Calcineurin, die die
therapeutischen Wirkungen von Ciclosporin Uber die Dephosphorylierung von NFAT
vermittelt, wirkt auch an L-Typ Kalziumkandlen modulierend. Sie ist physiologisch daftr

verantwortlich, den Kanal am Serin 1512 zu dephosphorylieren, sodass der L-Typ
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Kalziumkanal wieder vom mode2-Zustand in den Ursprungszustand kommt. Bleibt die
Dephosphorylierung durch Calcineurin (beispielsweise infolge einer Ciclosporinbehandlung)
aus, so wird der mode2-Zustand langer angehalten. Die Folge ist ein erhéhter
Kalziumeinstrom und somit kommt es zu einem intrazelluldren Kalziumiberschuss, wodurch
Neuronen des Zentralen Nervensystems absterben (Erxleben et al., 2006). Symptome der
durch Ciclosporin verursachten Neurotoxizitdt treten in verschiedenen Geweben auf. So
werden haufig Erblindung, verminderte Wachheit, Halluzinationen, Wahnvorstellungen,
Epilepsien, Tremor, Gang- und Koordinationsstérungen, Bluthochdruck oder transiente,
Schlaganfall-dhnliche Episoden nach Ciclosporingabe beobachtet (Gijtenbeek et al., 1999;
Hauben, 1996; Wijdicks, 2001). Da der Ca,1.2-Kanal bei homozygoten Ca,1.25F " )_Tigren
an der Stelle 1512 kein Serin sondern ein Alanin tragt, kann hier der Kanal nicht mehr
phosphoryliert werden. Durch die eingefilhrte Mutation S1512A koénnte eine Resistenz

gegenuber Ciclosporin vermittelt werden.

6.3.3 Herzinsuffizienz und Herzhypertrophie

Wie aus klinischen Untersuchungen hervorgeht, sind die Herzinsuffizienz und die damit
verbundene Hypertrophie des Herzens mit Verdnderungen der Erregungsleitung und -Riick-
bildung verbunden. Diese fihren zu einer erhéhten Anfélligkeit gegentber geféhrlichen bzw.
tédlichen Arrhythmien. Auch die elektromechanische Kopplung kann beeintrachtigt sein. Es
ist mittlerweile unumstritten, dass bei Herzinsuffizienz eine verdnderte Kalziumhomd&ostase
vorliegt (Anderson, 2002; Marx et al., 2000; Yang et al., 2006; Zhu et al., 2003).
Verschiedene Studien legten eine Kausalitdt zwischen dem Grad der Herzinsuffizienz und
einer Verlangerung der Diastole nahe, basierend auf einem verlangsamten Rickstrom von
Kalzium in das SR und daraus resultierender Verldangerung der APD (Beuckelmann et al.,
1992; Gwathmey et al., 1987; Morgan, 1990).

Als molekulare Ursachen kénnte man hierfir eine verdnderte Ausstattung der
Kardiomyozyten mit lonenkanal- und Transportproteinen und damit verdnderten lonenfliissen
(,Elektrisches Remodeling“) sehen. Somit ware der Kalziumeinstrom Uber L-Typ

2" erhohte, was unter anderem in einer

Kalziumkanéle gesteigert, wodurch sich [Ca
verlangerten APD resultieren wiirde (Beuckelmann et al., 1993; O'Rourke et al., 1999).

Eine andere mdgliche Theorie fiir den molekularen Ablauf bei der Hypertrophie-Entstehung
wird von Bouchard und Zhang vorgestellt. Bei Herzinsuffizienz seien die Kalziumhom&ostase
und damit die Lange der APD gestért. Die Herzmuskelzelle wirde an die veranderten
Gegebenheiten adaptieren, indem das ,Elektrische Remodeling” in Gang gesetzt wirde, d.h.
die Kardiomyozyten verandern ihre Ausstattung an lonenkanal- und Transportproteinen und

damit ihre lonenstréme mit der Absicht, damit die Kontraktilitdt des Herzens zu erhalten.
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Allerdings wirden diese Adaptionen zu einer gestérten Kalziumhomd&ostase (Bouchard et al.,

1995) und zu einer Verschlechterung der Herzfunktion (Zhang et al., 2005) flhren.

Entstehung einer Herzinsuffizienz nach Theorie von Beuckelmann und O 'Rourke:

Elektrisches | f ( | [ Kakzium-
N I

Entstehung einer Herzinsuffizienz nach Theorie von Bouchard und Zhang:

— y - : W - .
homdostase || — | {lica I—> APD I—) “'e'm"“c'i’me"‘ J

Abbildung 6-4 Schematische Darstellung unterschiedlicher Theorien, die zur Entstehung von
Herzinsuffizienz fiihren kénnten. Erkldrung siehe Text.

Auch die CaMKIl ist mit Herzerkrankungen wie Herzinsuffizienz und Arrhythmien in
Verbindung zu bringen. Haufig kann man bei betroffenen Patienten eine etwa 2-fach erhdhte
Expression und etwa 3-fach gesteigerte Aktivitdt von CaMKII im Herzen feststellen (Hoch et
al., 1999; Kirchhefer et al., 1999) was auch im Tiermodell bestéatigt werden konnte (Colomer
and Means, 2000; Wu et al., 2002).

Unklar bleibt bis heute, ob die verdnderten Eigenschaften der CaMKIl den primdren Grund
dieser Herzerkrankung darstellen oder ob sie als Resultat aus ihnen hervorgehen. Versuche,
bei denen die CaMKII Giberexprimiert wurde, zeigten eine verstarkte Fazilitierung von L-Typ
Kalziumkanalen (mode2-Zustand) sowohl in vitro als auch in vivo. Dadurch wird der

21, und

Kalziumeinstrom Uber diese Kanale verstérkt. Die Folge ist eine Erhéhung der [Ca
somit auch der CICR. Die Plateauphase des Aktionspotentials wird folglich verlangert, was
wiederum zur Entstehung von frilhen Nachdepolarisationen (early afterdepolarisations, EAD)
fuhrt. Dies wird bei dieser Theorie, die in Abbildung 6-5-unten noch einmal schematisch
zusammengefasst ist, als Ursache fiir die Entstehung von Arrhythmien angesehen
(Anderson et al., 1998; Maier et al., 2003; Wu et al., 1999a; Wu et al., 2002; Zeng and Rudy,
1995; Zhang et al., 2003).

Durch die im Rahmen dieser Arbeit erzeugte Ca,1 .25F_Mauslinie besteht nun die Méglichkeit,
den zelluldren Mechanismus der Hypertrophie-Entstehung zu untersuchen. Da die L-Typ

1.25FK)_Mausen nicht mehr in der Lage sein sollen,

Kalziumkanéale von homozygoten Ca,
den mode2-Zustand anzunehmen, also nicht mehr fazilitiert werden, missten diese Tiere
gegenlber Arrhythmien resistent sein, die Uber diesen Mechanismus zustande kommen

sollen.
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Auf der anderen Seite gibt es Evidenzen, dass eine verlangerte APD und der daraus
resultierende erhdhte Kalziumeinstrom zur CaMKII-Aktivierung fiihrt (Abbildung 6-5-unten)
(Anderson et al., 1998; Wu et al., 1999b). Eine Hemmung der CaMKII zeigt eine schiitzende

Wirkung vor Herzinsuffizienz und Arrhythmien (Couchonnal and Anderson, 2008).

Zusammenhang CaMKIl und Herzinsuffizienz:

Herzinsuffizienz entsteht aufgrund von CaMKII 1

Caﬂl(lll L. 'moch'll fice I EADs
. — G - (e ]| — Caml]) — (i)

Durch Herzinsuffizienz wird CaMKIl | :

: (ca
Kalzium- r I
_hom&os‘lase — \ ‘[;cg; |, — L call(ll]

Abbildung 6-5 Schematische Darstellung der verschiedenen Theorien, die den Zusammenhang zwischen
Herzinsuffizienz und der CaMKIl beschreiben. Erkldrung siehe Text.

Gegensatzlich zu diesen Beobachtungen berichtete eine andere Gruppe von einer
reduzierten CaMKII-Aktivitat bei Herzinsuffizienz (Netticadan et al., 2000).

Langerfristig beeinflusst die CaMKIl die Transkription von Genen (ber die Aktivierung
verschiedener Transkriptionfaktoren, wie z.B. CREB. Dadurch kommt es im gesunden
Zustand zur Expression von Genen unter anderem fiir verschiedene Kontraktilitatsproteine
und Myozytenfunktionsproteine. Wahrend der Hypertrophie aber wird durch verstarkte
Aktivierung von CREB oder auch von Histon-Deacetylasen das ,Hypertrophieprogramm® (als
setales Genprogramm® oder ,Reprogrammierung“ bezeichnet) aktiviert (Wu et al., 2006).
Hypertrophie-Therapiemdéglichkeiten in Bezug auf Gentranskription werden kontrovers
diskutiert. Es gibt Vorschlage, eventuell durch Hemmung von CaMKII (Zhang et al., 2005)
oder aber durch Steigerung der CREB-Aktivitdt (Bodi et al., 2005) den Verlauf von
Herzinsuffizienz zu mildern.

Wie oben schon erwdhnt kommt es bei Herzinsuffizienz zu Beeintrdchtigung der Exzitations-
Kontraktionskopplung. In Kardiomyozyten herzinsuffizienter Patienten konnte ein
verminderter Kalziumgehalt des SR nachgewiesen werden (Pieske et al., 1999). Als Ursache
kénnte der verédnderte Expressions- bzw. Phosphorylierungszustand einiger Proteine sein,
die an diesem Mechanismus beteiligt sind.

So zeigt der Ryanodinrezeptor RyR2 bei Herzinsuffizienz eine verminderte Expression und
ist hyperphosphoryliert (Ai et al., 2005; Marks, 2000; Marx et al., 2000). Dadurch ist er nicht

mehr in der Lage, wahrend der Diastole vollstédndig zu schlief3en, sodass der Kalzium-Vorrat
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fir die Systole vermindert ist (Marks, 2000; Reiken et al., 2003). Somit I&sst sich die erhéhte

[Ca**], wahrend der Diastole und die verminderte [Ca®'];

wahrend der Systole erklaren. Dies
resultiert in einer verminderten Kontraktilitdit und spaten Nachdepolarisationen (delayed
afterdepolarisations, DAD), die zu Arrhythmien flhren.

Es wurde herausgefunden, dass der RyR2 auf3er von PKA auch von CaMKII phosphoryliert
werden kann, was vermutlich die Offnungswahrscheinlichkeit positiv (Witcher et al., 1991)
oder negativ (Lokuta et al., 1995) beeinflusst.

Mit der reduzierten SR-Kalziumkonzentration bei Herzinsuffizienz kann auch die SERCA in
Verbindung gebracht werden. Die physiologische Funktion von SERCA besteht darin, die
intrazelluldren Kalziumionen am Ende der Systole aus dem Zytoplasma ins SR zuriick zu
pumpen. Dadurch ist sie in die Entstehung der Diastole/Relaxation involviert. Bei
Herzinsuffizienz zeigt SERCA laut einiger Theorien sowohl verminderte Expression (Arai et
al., 1994; Hasenfuss, 1998; Movsesian et al., 1994; Schwinger et al., 1995) als auch Aktivitat
(DiPaola et al., 2001). Daraus resultiert ein verlangerter Kalziumtransient. Eventuell kann
SERCA auch direkt von der CaMKII-Phosphorylierung reguliert werden, wodurch ihre
enzymatische Aktivitat ansteigt (Toyofuku et al., 1994; Xu et al., 1993). Dies wird allerdings
durch Gegenbelege in Frage gestellt (Odermatt et al., 1996; Reddy et al., 1996).

An Herzmuskelzellen der Ca,1.25F®")_Mause sollte nach unseren Vorarbeiten (Lee et al.
2006) keine CaMKII-Phosphorylierung mehr am Carboxyterminus von Ca,1.2 erfolgen. Wie
bereits oben erwahnt phosphoryliert die CaMKII mehrere fir die Kalziumregulation wichtige
Proteine, wie z.B. Ca,1.2, SERCA und RyR2. Entfallt nun in den Ca,1.25F""X)_Mausen eines
der Substrate (Ca,1.2) der Kinase, so kdnnte es im Sinne eines enzymkinetischen ,Substrat-
Switches oder durch kompensatorisch gesteigerte Aktivitdt der Kinase zur vermehrten
Phosphorylierung der anderen Substrate (SERCA und RyR2) kommen. Diese Proteine
wirden dann durch die oben beschriebenen Mechanismen zum Entstehen einer
Herzhypertrophie beitragen.

Ein alternativer Erklarungsansatz fur die in Ca,1.257®")_Mausen beobachtete
Herzhypertrophie wéare, angelehnt an die Erkenntnis, dass die Kardiomyozyten durch den
Verlust des CDF-Mechanismus keine Frequenz-Kraft-Anpassungen mehr leisten kdnnen.
Eventuell kommt es auch dadurch zu einem Elektrischen Remodeling, dass schlief3lich laut
Beuckelman et al. und O'Rourke et al. (siehe oben) die Ursache einer Hypertrophie sein

kénnte.
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6.4 Besondere Bedeutung der Forschung an L-Typ Kalziumkanalen

Die Zahl der Patienten, die an Herzinsuffizienz leiden, steigt stetig an. Weltweit sind etwa 15
Millionen Patienten daran erkrankt. Trotz erheblicher therapeutischer Fortschritte liegt die
Ein-Jahres-Sterblichkeit von Patienten mit schwerer Herzinsuffizienz immer noch bei 47%
(Dickstein et al., 2008).

Die derzeit verfiUgbaren Therapiemdglichkeiten der Herzinsuffizienz und der damit
verbundenen gefahrlichen Arrhythmien beschranken sich lediglich auf symptomatische
Malnahmen. So fiihren Behandlungen mit lonenkanal-Antagonisten (Echt et al., 1991;
Waldo et al., 1996), B-Blockern (Inhibitoren von G-gekoppelten Rezeptoren) oder Diuretika
zu keinem Rickgang der Mortalitat und zeigen erhebliche Nebenwirkungen (Couchonnal and
Anderson, 2008). Als einzige kausale Therapie steht zurzeit die Herztransplantation zur
Verfugung, die allerdings aufgrund der geringen Anzahl an Spenderorganen stark limitiert ist.
Nach neuestem Stand will man nun den Behandlungsfokus auch auf Proteinkinasen richten
und erhofft sich von ihnen als Angriffspunkt mehr Selektivitat (Anderson et al., 2006). Studien
zeigen bei einer Inhibierung der CaMKIl eine protektive Wirkung gegeniber Herzinsuffizienz
und Arrhythmien (Wu et al., 2002; Zhang et al., 2005).

Auch die Modulation der L-Typ Kalziumkandle bietet Potential, um in die
pathophysiologischen Ablaufe wahrend der Herzinsuffizienz und der Arrhythmie eingreifen
zu kénnen. Daher ist es von sehr grolRer Bedeutung, die molekularen Details der Regulation
von L-Typ Kalziumkandlen und ihre funktionelle Relevanz in Bezug auf die kardiale
Kalziumregulation zu erforschen. Dies soll spezifischere Therapiemethoden ermdglichen, vor
allem im Hinblick darauf, dass die Herzinsuffizienz statistisch gesehen immer noch die

haufigste Todesursache in den westlichen Industrielandern darstellt.
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6.5 Ausblick

Anhand von Phosphorylierungs-Experimenten muss zuné&chst einmal, wie von Lee et al. in
vitro gezeigt, die Tatsache bestatigt werden, dass S1512/1570 auch in vivo die
Phosphorylierungsstellen fir CaMKIl sind (Lee et al., 2006). Das heillt, der Ca,1.2-
Carboxyterminus der Ca,1.25"*")_Mause darf nicht phosphoryliert vorliegen und soll auch
nicht durch exogen zugegebene CaMKII phosphorylierbar sein. Des Weiteren soll die

1.25F0K)_Mause eine Herz-Hypertrophie aufweisen, nochmal

Vermutung, dass die Ca,
anhand éalterer Tiere (>20 Wochen) bestétigt und mit den bisherigen Ergebnissen der 9-14
Wochen alten Tiere verglichen werden. Méglicherweise wird es mit zunehmendem Alter zu
einer weiteren Erhéhung des HW/BW-Verhéltnisses, also zu einer Verschlechterung des
hypertrophen Phanotyps, kommen. Zudem soll eine quantitative RT-PCR dariiber Aufschluss
geben, ob der Expressions-Anstieg des Hypertrophie-Markergens ANP signifikant ist. Des
Weiteren kdnnten mit dieser quantitativen RT-PCR-Analyse eventuell weitere Hypertrophie-
Markergene, wie z.B. Myh6, Myh7, Actal, eine veranderte, Hypertrophie-typische
Expression zeigen. Méglicherweise verandert sich der Expressionsspiegel der Hypertrophie-
Markergene mit steigendem Alter noch weiter, wie es fur einige weitere kardiale Gene
beschrieben ist (Rajan et al., 2006; Ruiz-Lozano et al., 2001).

KIK)_Kardiomyozyten sollen den

Elektrophysiologische Einzelkanal-Messungen an Ca,1.25%
Verdacht bestédtigen, dass es nach hoch-frequenter Stimulation (bis zu 300 Hz) zu keiner
Erhdhung des Kalziumstromes durch den L-Typ Kalziumkanal kommen kann. Zudem darf
beim Belastungs-Echokardiogramm (EKG) der Bowditch-Effekt nicht mehr zu beobachten
sein, d.h. die Erhéhung der Herzfrequenz darf nicht mit der Erhéhung der Kontraktionskraft
einhergehen.

Um den hypertrophen Phénotyp noch weiter zu untersuchen, sollen die Herzen der
Ca,1.25" ¥ )_Mzuse nach eventuellen Bindegewebseinlagerungen anhand von
Gewebeschnitten und anschlieBenden Farbemethoden untersucht werden. Zudem soll die
zytosolische Expression und Aktivitdt der CaMKIl bestimmt werden. Nach den
Beobachtungen von Hoch und Kirchhefer kann es sein, dass bei den Tieren eine gesteigerte
CaMKII-Expression und/oder Aktivitat auftritt (Hoch et al., 1999; Kirchhefer et al., 1999).

Um auszuschlielen, dass die Herzhypertrophie durch periphere Prozesse verursacht wird,
soll anhand telemetrischer Blutdruckmessungen die Herz-Kreislauffunktion untersucht
1 'ZSF(KI/KI)_

werden. Wie genau sich der Verlust der CDF auf die Kalziumregulation der Ca,

Kardiomyozyten auswirkt, kann durch Kalzium-Imaging- Versuche charakterisiert werden.
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1,289 _Mause muss zundchst geklart

Durch gezielte prénatale Untersuchungen der Ca,
werden, zu welchem Zeitpunkt sie aufgrund ihrer potentiell schweren Defekte sterben. Mit
Hilfe dieser Embryonen soll zudem die postulierte Theorie der Ca*/CaM-IQ-Interaktion
(Peterson et al., 1999; Zuhlke et al., 2000) auch in vivo bestatigt werden. Zudem soll durch
elektrophysiologische Analysen beispielsweise von Kardiomyozyten das Nichtvorhandensein
von CDI und CDF der L-Typ Kalziumkanéle beobachtet werden.

Die néachste Frage wird dann sein, welche physiologischen Hintergrinde den nicht-
lebensfahigen Phédnotyp verursachen. Hierfir kénnte man gewebsspezifische knock-in-
Tiermodelle erzeugen, beispielsweise durch Verpaarungen mit Ca,1.2"**>-Mausen. Bei
diesen Tieren sind die Exone 14 und 15 des CACNA71C-Gens mit zwei loxP-Sequenzen
flankiert (L2). Erst in Anwesenheit von Cre-Rekombinase werden diese Exone deletiert. Dies
kann durch Verpaarung mit einer Mauslinie, bei der Cre-Rekombinase unter einem
gewebsspezifischen Promotor steht (z.B. MerCreMer im Herzen (Verrou et al., 1999) oder

Nestin im kompletten ZNS) erreicht werden (siehe Abbildung 6-6).

VoM, x \LIN,

Ca,1.2EQKH) Ca,1.2122
\ m x \ /\I%
Ca,1.28012 l Gewebsspezifische Cre-
Rekombinase, z.B. fir Herz:
MerCreMerCre#

JVAE 2%

Ca,1.2E012; MerCreMer\C'e”'

Abbildung 6-6 Zuchtstrategie, um gewebsspezifische Ca.,l.ZEQ(K'/ “_Méuse zu erhalten. Erkldrung siehe
Text. MerCreMer-Maus (Verrou et al., 1999)
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7 Zusammenfassung

L-Typ Kalziumkanale sind maligeblich an der Regulation der intrazellularen
Kalziumkonzentration beteiligt. Im Herzen ist die Funktion dieser Kalziumkanale (Ca,1.2-
Kanale) fir eine gesunde Herzfunktion essentiell. Stérungen im Prozess des Offnens und
SchlieRens gehen mit Pathologien wie Herzinsuffizienz oder Herzrhythmusstérungen einher.
Aus diesem Grund ist die Aufkldrung des molekularen Mechanismus der Autoregulation
dieser Kandle von besonderer Bedeutung. Hier steht Calmodulin als zentrales
Regulationsmolekul im Vordergrund.

Waéhrend der sogenannten kalziumabhangigen Inaktivierung (CDI) hemmt Kalzium-
gebundenes Calmodulin (Ca?/CaM) den Ca,1.2-Kanal. Hierfiir soll eine Interaktion des
Ca?*/CaM mit dem 1Q-Motiv am Carboxyterminus des Kanals ausschlaggebend sein. In vitro-
Versuche deuten darauf hin, dass fur diese Interaktion das Isoleucin verantwortlich ist.
Mutiert man dieses Isoleucin zu Glutamat, soll keine Inaktivierung mehr stattfinden kénnen.
Neben dieser negativen Autoregulationsform gibt es einen positiven Feedback-Mechanismus.
Hier soll der Ca?*/CaM-Komplex tiber die Aktivierung der Calmodulinkinase 1l (CaMKIl) zu
einer Erhdéhung, also zur Fazilitierung (CDF), des Kalziumeinstroms durch den Ca,1.2-
Kalziumkanal fiihren. Es wird postuliert, dass dabei der Kanal durch die CaMKII
phosphoryliert wird. Vorversuche deuten darauf hin, dass diese Phosphorylierung an den
Serinen S1512 und S1570 im Carboxyterminus des Ca,1.2-Kanals geschieht.

Trotz intensiver Forschung auf dem Gebiet der L-Typ Kalziumkanéle existieren noch keine
Tiermodelle, die man heranziehen kénnte, um die in vivo-Bedeutung der beiden
Autoregulationsformen CDI und CDF zu untersuchen. Aus diesem Grund erfolgte im
Rahmen dieser Arbeit die Generierung zweier Mauslinien:

Zum einen wurde die Ca,1.25F-Mauslinie erzeugt, bei der die beiden Serine S1512 und
S1570 zu Alaninen mutiert sind und dadurch die CaMKIl den Carboxyterminus
wahrscheinlich nicht mehr phosphorylieren kann. Es wird erwartet, dass der Kanal keine
CDF mehr zeigen wird.

Zum anderen erfolgte die Generierung der Ca,1.25%-Mauslinie, bei der das IQ-Motiv
verédndert wurde. Dieses Motiv tragt nun an Stelle 1624 statt Isoleucin ein Glutamat, wodurch
wahrscheinlich keine Interaktion mehr mit Calmodulin méglich sein wird und somit laut in
vitro-Daten sowohl die CDI als auch CDF gestért sein werden.

Es wurde beschrieben, wie mit Hilfe der Gen-Targeting-Methode und des Cre/loxP-Systems
die beiden knock-in Mauslinien generiert wurden. Zunachst wurde mit Hilfe
molekularbiologischer Methoden die CACNA71C-Gensequenz entsprechend verandert.
AnschlieRend erreichte man mittels Homologer Rekombination, dass die Targeting-Vektor-
DNS in das Genom von Embryonalen Stammzellen (ES-Zellen) integriert wurde. Diese ES-

Zellen mit mutierter DNS-Sequenz wurden in Blastozysten injiziert, woraus sich chiméare
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Nachkommen entwickelten. Diese Chimaren trugen die entsprechenden Mutationen in ihrer
Keimbahn und gaben sie an ihre Nachkommen weiter. Die dadurch hervorgegangenen
heterozygoten Tiere wurden untereinander verpaart, um letztlich dementsprechend
homozygote Versuchstiere zu erhalten.

Homozygote Tiere der Ca,1.25F-Mauslinie zeigen auf den ersten Blick keinen Phanotyp. Sie
sind lebensfahig, fertil und zeigen keine Veranderungen in ihrem Kd&rpergewicht. Auch die
Expressionsspiegel an Ca,1.2 Protein und -mRNS scheinen von den Mutationen unbetroffen
zu sein. Vergleicht man allerdings das Verhaltnis Herzgewicht/Kérpergewicht mit

2SF(KI/KI

Kontrolltieren, so zeigen homozygote Ca,1 )-Tiere einen signifikanten Anstieg dieses

Verhéltnisses, was ein Anzeichen fiir eine existierende Hypertrophie sein kdénnte. Auch die
erhdhte ANP-Expression koénnte dafiir sprechen. Diese anfanglichen Ca,1.25F(/KI.
Phanotypisierungs-Untersuchungen geben schon erste Hinweise auf eine bedeutende
physiologische Rolle der beiden Serine S1512 und S1570.

Bis dato konnte kein Tier identifiziert werden, welches die Mutation 11624E im 1Q-Motiv des
Ca,1.2-Carboxyterminus homozygot besitzt. Daraus kdnnte man auf eine essenzielle Rolle
dieses Isoleucins fiir Entwicklung und/oder Lebensfahigkeit schlief3en.

Mit dieser Arbeit wurde die Grundlage geschaffen, die 2zwei wesentlichen
Regulationsprozesse, Inaktivierung und Fazilitierung, des Ca,1.2-Kanals in vivo zu

analysieren und ihre Bedeutung in einen physiologischen Gesamtzusammenhang zu bringen.
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Anhang

Die Ca,1.2 (CACNA1C) — DNS-Sequenz nt 12901- 31021
Gen ID ENSMUSG00000051331

12901 AGTATCCATCCATCTGITTAGICGICAAGGT TTATAGI TCACTTAAGAATAAACCACTAC
TCATAGGTAGGTAGACAAATCAGCAGI TCCAAATATCAAGTGAATTCTTATTTGGTGATG

12961 ACATCTTTTGCTGAATGT CAAATAGT CACAGT CTAAGTAGCCAAAAGTCAAAGCGTGITA
TGTAGAAAACGACT TACAGT TTATCAGT GTCAGATTCATCGGT TTTCAGT TTCGCACAAT

Eco31l
13021 AGCATTGCCAAAT GAAGGAAAGGGT GAGCTGCAAAAGGGATGGTCTCAAGGTTCATTCCA
TCGTAACGGTTTACTTCCTTTCCCACTCGACGT TTTCCCTACCAGAGT TCCAAGTAAGGT

Mst | Ndel
13081 GITGITGACTTGCGCATCTCCTAAACTGGGATGCAAAGGCATCCATATTCTACATATGGECC
CAACACT GAACGCGTAGAGGAT TTGACCCTACGT TTCCGTAGGTATAAGATGTATACCGG
INot |
13141 TGCGAAAGACAGGAAAGCCAGTCTCCTACAAACAGGAATGGAAGATCCCGGECCTCTCTCAA
ACCTTTCTGICCTTTCGGT CAGAGGATGT TTGTCCTTACCTTCTAGGGCCGGAGAGAGT T

13201 AGICACAGACCAAAGTCTGI TAGTAGAACAAAATACT GGAGGT CAGAGACAGCAAACAAA
TCAGIGTCTGGTTTCAGACAATCATCTTGI TTTATGACCTCCAGICTCTGTCGITTGITT

ApaBI
Sphl Bst Xl
13261 GICTCCAAACAATGCTGTCAGTGTTAGCATGCGATGCCACAGGCTTGGAAACCTTGCCCT
CAGAGGTTTGT TACGACAGT CACAAT CGTACGCTACGGT GTCCGAACCT TTGGAACGGGA

13321 TGCCTTACTTCCTGGTCCTAAAAGGGAGCTGI GCAGATGT GGATCAACATTTGT TGAAAA
ACGGAATGAAGGACCAGGATTTTCCCTCGACACGT CTACACCTAGT TGTAAACAACTTTT

Ahal | | Dr al
Vspl Dr al Ahal I |
13381 TAAAGTATTAATACTTTAAAGT CAATTTAAAAAAAAACGACACAAACAAACAATAAAAGT
ATTTCATAATTATGAAATTTCAGT TAAATTTTTTTTTGCTGTIGITTGITTGITATTTTCA

Scal
13441 TCAACAACAGAAGCAGAAAGAAAGTACTATGAACAAATTTATGCCAATCTAGGAATCTAA
AGITGITGICTTCGTCTTTCTTTCATGATACTTGT TTAAATACGGT TAGATCCTTAGATT

13501 ATGAAGTAGGCACTTCATTATTGITGITGITGCCATCGTCATCATCATTATTATTATTTT
TACTTCATCCGT GAAGT AATAACAACAACAACGGTAGCAGTAGTAGTAATAATAATAAAA

Nhel sphi
13561 AAGGTAGGGTATCTACCTATCCCTGGCTAGCATGCAACTCACTATATAAATTAGGCTGRC
TTCCATCCCATAGAT GGATAGGGACCGAT CGTACGT TGAGT GATATATTTAATCCGACCG

13621 CTCAGACTCACAGAGATCCCCCTGCTTCGECCTCTGCCTCTGT CTCCAGAGT GCTGAGAT
GAGT CTGAGT GT CTCT AGEEEGACGAAGCCGGAGACGGAGACAGAGGT CTCACGACT CTA

Eco571
13681 TAAAAGTGIGTGCCACCACATCTGECTGAAGTACATGCTTTTATCTAGGAAAATATGAAT
ATTTTCACACACGGTGGT GTAGACCGACTTCATGTACGAAAATAGATCCTTTTATACTTA

Hindl I 1 Sspl
13741 TACACAAATTTTATTAAGAAGAAAAGCTTTGCT CCAGGGTAAGACCACACATCCAATAAT
ATGTGTTTAAAATAATTCTTCTTTTCGAAACGAGGT CCCATTCTGGTGTGTAGGTTATTA



13801

13861

13921

13981

14041

14101

14161

14221

14281

14341

14401

14461

14521

14581

14641

14701

14761

14821

ATTTGGGCAGCAATAAAATGACCTTGATAGGECTTTTTTTTTTTGGAAAAGAAAAAAGATT
TAAACCCGTCGT TATTTTACTGGAACTATCCGAAAAAAAAAAACCTTTTCTTTTTTCTAA

AACTAGGAAAGCATTGATAAACCAAGAAACTACAAATTTAGAGAATAATTTTTTCTTTGA
TTGATCCTTTCGTAACTATTTGGTTCTTTGATGT TTAAATCTCTTATTAAAAAAGAAACT

AAATTTTTCCATGAGCATAGATTTCTGGACT GCCACTAATCACATAAATCAAAGT GAATA
TTTAAAAAGGTACTCGTATCTAAAGACCTGACGGTGATTAGTGTATTTAGT TTCACTTAT

Hi ndl I |
GAGCCATTTAGI TCAAGCT TATCAGAGGTAGCAGCCT TCCCTTCGAGGT GCAGATTAGT G
CTCGGTAAATCAAGT TCGAATAGT CTCCATCGT CGGAAGGGAAGCTCCACGTCTAATCAC

Hpal Bgl I
CTAATGTTAACACTGAAATGCTCTCAATAAATAAATAGCATTAACTACAGTAGATCTTGA
GATTACAATTGTGACTTTACGAGAGT TATTTATTTATCGTAATTGATGTCATCTAGAACT

AAAGGT TGTCAAAATCCCAGCCTTTTACGATGGTGTGT TTTCATCTGT GACTGAGGAATA
TTTCCAACAGT TTTAGGGT CGGAAAAT GCTACCACACAAAAGTAGACACTGACTCCTTAT

AATTATCTCTAGTCATGCAAACT CGGTAATAGAGGCAGAAACT TCCCCACT CAGCCTAGA
TTAATAGAGATCAGTACGT TTGAGCCATTATCTCCGT CTTTGAAGGGEGT GAGI CGGATCT

Dr al
Spel Ahal | | Rl eAl
AGATGAACTAGTATGGATGT TTAAAAACAGAAACAAGGCATTATAAACACTAAGATGT GG
TCTACTTGATCATACCTACAAATTTTTGICTTTGTTCCGTAATATTTGTGATTCTACACC

Asul | Bsc91l

Csp45l Bbvl | Nhel
GGCACGGCCATTCGAAGACAAAGGACCCAGGCAAGT GT GGAAGATGCTAGCAGATCAGCT
CCGTGCCGGTAAGCTTCTGT TTCCTGGGT CCGT TCACACCTTCTACGATCGTCTAGTCGA

TTGTAAAGAGT GGGTAGAT CAGT GAGCT GGGAGAGCCACCAAGAAAAT CACCAGCTTGGEG
AACATTTCTCACCCATCTAGT CACTCGACCCTCTCGGTGGT TCTTTTAGT GGT CGAACCC

BanHl { 10 al Sspl
ATAACCAGT CAGTAACTACACTAGACAAGATAGT GTGCTCTCACTTTTTCTGGTCAATAT
TATTGGTCAGTCATTGATGT GATCTGT TCTATCACACGAGAGT GAAAAAGACCAGT TATA

TTTGITGAAAGT TCTATCCAGT GCGATAATGTAAGACAGAT GGGCTGGAGCAATGECT TG
AAACAACT TTCAAGATAGGT CACCCTATTACATTCTGT CTACCCGACCTCGTTACCGAAC

Bsi |
GTGGGTAAAGT CCCTGT GAGCACGAGGACCT GAGT TTAGAGCCCCGGT TGCTGIGGTGEC
CACCCATTTCAGGGACACTCGTGCTCCTGGACT CAAAT CT CGGGEGCCAACGACACCACCG

ACTCTAAACAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAAT
TGAGATTTGICTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTTA

GIGTGTATGIGTGTGTGTGTGTGTGTGTGATTTGAATGT AT TACAATTAAAATAAATAAA
CACACATACACACACACACACACACACACTAAACTTACATAATGT TAATTTTATTTATTT

TAAAGCTATAGACAAGCT GTATACCAAAGT GAGACT TTTAGAGCATGTAACTAACAAAGG
ATTTCGATATCTGI TCGACATATGGT TTCACTCTGAAAATCTCGTACATTGATTGITTCC

AATTATTGT GAAAATACCAAGGACCCT TCAAAT GAACAAGGAGATACATAGCCCGT CACT
TTAATAACACTTTTATGGT TCCTGGGAAGTI TTACTTGI TCCTCTATGTATCGGGCAGT GA

CTAATGAGCAAAACCAT GAAAAT GCAGT CAAGAAGAGT CAAAAACCAAAGCTCTCATCCT
GATTACTCGITTTGGTACTTTTACGTCAGITCTTCTCAGI TTTTGGT TTCGAGAGTAGGA



14881

14941

15001

15061

15121

15181

15241

15301

15361

15421

15481

15541

15601

15661

15721

GATAATTATCTTAAAGGCAGT TTTTTAGAAAGGTATTTCTTTTTTTTTTTTTTTTCAAGA
CTATTAATAGAATTTCCGT CAAAAAATCTTTCCATAAAGAAAAAAAAAAAAAAAAGT TCT

Dr al

Ahal | |

Swal
GAGGCCTTGATGT AGACCAGGGTGGCCTAGAAAAGCCAAATTTAAATAGCAGT GGAATAT
CTCCCGAACTACATCTGGTCCCACCGGATCTTTTCGGT TTAAATTTATCGTCACCTTATA

Mst |
Saul Ahal | |
Bsu36l Dr al Bst Xl

CTATCATTCCACAGT ATCACCTAAGGAATGT CCTTTAAAATTCACTAACACCAGT GACAT
GATAGTAAGGTGTCATAGTGGATTCCTTACAGGAAATTTTAAGTGATTGTGGTCACTGTA

Bbvl |

Bsc91l
GGACAACACT GGTCTGAACCAGACAAGT GCCACCT GGACAAAATGAAGACATGAAGCATC
CCTGTTGT GACCAGACTTGGTCTGT TCACGGTGGACCTGITTTACTTCTGTACTTCGTAG

BspM
BanH Drdl PfIM Sphl
CCGACT TGGT GGATCCGT TCCTAAGCAGACACCCAAGT CATGGACCTGCATGCTCACTGC
GGCTGAACCACCTAGGCAAGGATTCGT CTGT GGGT TCAGT ACCTGGACGTACGAGT GACG

AATGT CAACT GTGACAGCAAGAATAACCT TTCTGAGAAACCCACT CTCATAACAAGGGTA
TTACAGT TGACACTGTCGT TCTTATTGGAAAGACTCTTTGGGT GAGAGTATTGI TCCCAT

Scal
GATTTTTTTAATATACTCATAGAGCGAGTACTCCTGT GTAGCAGT GAAAATAAATTACAT
CTAAAAAAATTATATGAGTATCTCGCTCATGAGGACACATCGTCACTTTTATTTAATGTA

Acl |
CTATGI CTATACAGCCGCTTGTAGAAATGCCATACAGATAAAAGACAACGTTTTCAGAAC
GATACAGATATGI CGGCGAACATCTTTACGGTATGICTATTTTCTGTITGCAAAAGTCTTG

TTACTGTGCATCTAAAGT TTTGAAACAT TCAGAATAAGGCT TCGGATGCCCATATTTAAT
AATGACACGTAGATTTCAAAACT TTGTAAGT CTTATTCCGAAGCCTACGGGTATAAATTA

GAACATGATTGECGT TTGGTGGT TGTCAGATGCTCAGITCCTTTTGGTAATTCCTCCTGG
CTTGTACTAACCGCAAACCACCAACAGT CTACGAGT CAAGGAAAACCATTAAGGAGGACC

BanHl Pvul |

AAGGT GAGCGCCGAGGGATCCT TGCCT GCAT GEGT GGGAGT GGT CAGCTGATGT CAGACGT
TTCCACT CCGECT CCCTAGGAACGGACGT ACCCACCCT CACCAGT CGACTACAGTCTGCA

Exon 35 St ul
TCTTGCCTCTCTTTGT A
AGAACGGAGAGAAACAT

Al WwNI Eco31l

Sphl

Bbvl |
Bsc91l

R eAl
AAGCAGAAGT AGGACT CGACCACACAGAGAT GGAGT CACTTTCGGGGECAGTGTG
TTCGTCTTCATCCTGAGCTGGT GTGT CTCTACCT CAGT GAAAGCCCCGTCACAC



15781

15841

15901

15961

16021

16081

16141

16201

16261

16321

16381

16441

16501

16561

16621

16681

Bsc91l

Bbvl |
GGATCAGGGCAGT CCCAGCAAAACAGT TGCGAAGACTGAATTAGTAGAGATGCCTCACCC
CCTAGITCCCGTCAGGGTCGTITTTGTCAACCCTTCTGACTTAATCATCTCTACGGAGT GGG

CTGAAAAGAGCTAGAAGCCT TGECCCAGAGCAACT CAGCTAGGT TCCTCATCCATTTACA
GACTTTTCTCGATCT TCGGAACCGGEGT CTCGT TGAGT CGATCCAAGGAGTAGGTAAATGT

Hi ndl | |
GCTCTTGI TATGGTAGCATTGCTATAGAAGGCAAAGAT GT GT GGAAGCT TGECATGAACT
CGAGAACAATACCATCGTAACGATATCTTCCGT TTCTACACACCT TCGAACCGTACTTGA

EcoN
Kpnl
Asp718I
Acc65l
TGTATGCCTCTGGTACCT TGCTCAGGAGT AAGAGAAAGATGACCAGACAGAGCATCTGTIC
ACATACGGAGACCATGGAACGAGTI CCTCATTCTCTTTCTACTGGTCTGTCTCGTAGACAG

Xmml
TGTCACTGGCTTCTTGGT GGGAAGGAAGCTGT TCTGTCTACGTGAAGGGT TCATCCCTCA
ACAGT GACCGAAGAACCACCCTTCCTTCGACAAGACAGATGCACTTCCCAAGT AGGGAGT

CAATGGCTCAAGGGAACAGT GT TGAGT TCATGT CCAAGGAACCCAAATTCT TGCAAT GGG
GTTACCGAGT TCCCTTGT CACAACT CAAGT ACAGGT TCCTTGGGT TTAAGAACGT TACCC

Acl |
CATCCTAAGT GCCAGCATATTGCTGATACT TGGAAACGT TGCCTTCTGACATCCTGGACA
GTAGGATTCACGGT CGTATAACGACTATGAACCT T TGCAACGGAAGACTGTAGGACCTGT

CTAGCTGGT GAGGT GGGECT TAGGCAGCACAT GT GTGAACCT CAGT GTGCCAACTGI TCCC
GATCGACCACT CCACCCGAAT CCGT CGT GTACACACT TGGAGT CACACGGT TGACAAGEG

Pst |

TGCAGATCATCAACCTCTTTGTAGCTGI TATCATGGACAACT TTGACTACCTGACTAGGEG
ACGTCTAGTAGIT TGGAGAAACAT CGACAATAGT ACCTGT TGAAACTGATGGACTGATCCC

$1512 PfIM EcoRl
ATT TCCTCGGT COCCAT CACCT GGATGAAT TCAAGAGAAT CTGGGCCGAGTATG
TAA AGGAGCCAGGGGTAGTGGACCTACT TAAGTTCTCTTAGACCCGGCTCATAC

Eco57I1
Xbal R eAl
ACCCTGAAGCCAAGTAAGT TTCTAGAGGGACCTGI GGCTCCCACACTGAGAGAGEEEGTT
TGGGACT TCCGI TCATTCAAAGATCTCCCTGGACACCGAGGGTGTGACTCTCTCCCCCAA

GAGTGGCCT GTAGAAAAGGT ACGAGAGGGT CAGCACT GGGTATGCTAACT GAGATAATCA
CTCACCGGACATCTTTTCCATGCT CTCCCAGT CGTGACCCATACGATTGACTCTATTAGT

Scal
GAAAGCTGGCAAGAT GAGGCCAAGTACTGTTCACT GAGCTGGGGAACATATCTGT TGAAT
CTTTCGACCGT TCTACTCCGGT TCATGACAAGT GACTCGACCCCTTGTATAGACAACTTA

GGAAGAGTAAAAGAT TCTAGT GTCAGAGGAAACTAGAAAAACTTACATTGGGT TATTGAG
CCTTCTCATTTTCTAAGATCACAGTCTCCTTTGATCTTTTTGAATGTAACCCAATAACTC

GGACAGGTAAACTTTAGCTCCATCTCAACCTCTGGT TTAGAGAAGCTCTTATTTACCCAT
CCTGTI CCATTTGAAATCGAGGT AGAGT TGGAGACCAAATCTCT TCGAGAATAAATGGGTA

Bst Xl
AACTGI TGACTGACCATCCCTAAAT CCCCTCCAGCCAAATGGT TAGT TGACTGAGCAACA



16741

16801

16861

16921

16981

17041

17101

17161

17221

17281

17341

17401

17461

17521

17581

TTGACAACT GACT GGTAGGGAT TTAGGGGAGGT CGGT TTACCAATCAACTGACTCGI TGT

AAACATACTGGGATTTAATTGCATCACTAATGT CCATTCTACCTGGAATATAGTGCTAAC
TTTGTATGACCCTAAATTAACGTAGT GATTACAGGTAAGATGGACCTTATATCACGATTG

AGATGTCTGTGT TGAACTATAACATGT GCAATGCGTTTGTAGT TCCATCAAGTIGTCTCTG
TCTACAGACACAACTTGATATTGTACACGT TACCCAAACATCAAGGTAGT TCACAGAGAC

TACTGCTCAGAGCCTACAGACAACCCT GEECGAACACCCCT GCATCTGECCCTACCACAG
ATGACGAGT CTCGGATGT CTGI TGEGACCCGCT TGT GGGGACGT AGACCCEEATGGTGIC

BspM

Al wWNl  Sphl EcoN
TACCTGCATGCTGGECCTTCTGATCGCCCTTCCTTCTGT TCTTCCTTCTTTAGGGGTCGGA
ATGGACGT ACGACCGGAAGACT AGCGGEGAAGGAAGACAAGAAGGAAGAAAT CCCCACCCT

Bst El | EcoRl
TCAAACACTTGGATGT GGTGACCCTCCTCCGT CGAATTCAGCCCCCACTGGGTTTTGGGA
AGT TTGT GAACCTACACCACT GGGAGGAGGCAGCT TAAGT CGGGGEGTGACCCAAAACCCT

Cvnl
Mst | |
Bsu36l
Dralll Saul
AAT TGTGI CCTCACCGI GI GCCCTGCAAAGT AAGAAATGGECTATCCCTGAGGGAAAGGAC
TTAACACAGCCAGI GECACACCGGACGI TTCATTCTTTACCGATAGGGACTCCCTTTCCTG

Nhel
AAGTATGGGAGGCTAGCTCCCTGT TTTCCTTAGT GATTAT TAAGGGAATAAAGATACTTT
TTCATACCCTCCGAT CGAGGGACAAAAGGAATCACTAATAATTCCCTTATTTCTATGAAA

Ahal | |

Dr al
AGACATTTAAAGAAACAAATGT GAGCAAGATTCTATTTTAAGGACTCTTCCATATCTATA
TCTGTAAATTTCTTTGITTACACTCGI TCTAAGATAAAATTCCTGAGAAGGTATAGATAT

Bsm
TTCCCAAGGCTATAAAAGAACAACAGT CAT GGT GAATGCCTTGT GCCCCGGTGAGAGAAA
AAGGGTTCCGATATTTTCTTGI TGT CAGTACCACT TACGGAACACGGGECCACTCTCTTT

EcoRV
TAGATATCCTATCTGAGTAAAGGAT TGGT TCAGCCCAT CAGCCCACCACCCAGGCATCCA
ATCTATAGGATAGACTCATTTCCTAACCAAGT CGGGTAGT CGGEGT GGTGGGT CCGTAGGT

Avr ||
Bst El |
GGTGACCTAGGGTGATTGGT TAGGAATTTTTTAACT GAAATCAGAGAAGCATTAGAGAGG
CCACTGGATCCCACTAACCAATCCTTAAAAAATTGACTTTAGICTCTTCGTAATCTCTCC

Hi ndl I |
CCACCAGTATTCTATCATCTCACCAAAAT GCAAGCTTTACCCAGACTAGGATCTGCTGEC
GGTGGTCATAAGATAGTAGAGT GGT TTTACGT TCGAAAT GGGT CTGATCCTAGACGACCG

TTGCTTGCTTGCTTECTTGCTTGCTTGGT TGGT TGGT TCTATCAAGT TCCTAAGTGAGTC
AACGAACGAACGAACGAACGAACGAACCAACCAACCAAGATAGT TCAAGGATTCACTCAG

Al WNI
TATGATCCAAAGCCAGT TGGGACAAACACACT CCTCTGATAAGCACAGCCTCTGCCAGAA
ATACTAGGT TTCGGTCAACCCTGI TTGT GTGAGGAGACTAT TCGT GTCGGAGACCGTCTT

Xbal
CTTGAGAGTAAACACAGT TAAATCTGCTCTAGATCCT GCCATGTGACCCAGTAACGATCGA



GAACTCTCATTTGI GTCAATTTAGACGAGAT CTAGGACGGTACACTGGGTCATTGCTACT

17641 GGGCTGTCCATCATTCCTTTACCATTCCTCCCCCATCCTCCCGAGTCTGTATTTTCAGIG
CCCGACAGGT AGTAAGGAAAT GGTAAGGAGEEGEGT AGGAGCCCT CAGACATAAAAGT CAC

Sst |
Sacl
Ecl 1361 |
Ecol CRI {Xhol
17701 AGAATCCTGATGAGCT CAGAAAGAGCT GGGGAAAAAGATAGCAGAGAGCCGAGCTGTAGA
TCTTAGGACTACTCGAGTCTTTCTCGACCCCTTTTTCTATCGTCTCTCGGCTCGACATCT

17761 CAGGAAGAAACACAAAGGGTCAAGTAATTGATCTCCCTGGATGATCCATTCATGGATAAA
GICCTTCTTTGIGTTTCCCAGT TCATTAACTAGAGGGACCTACTAGGTAAGTACCTATTT

17821 AGAGI TGAGGAAGCATAGGACATGTACTCATGCTCTGTGGTAGICATATCTTCCTAACCA
TCTCAACTCCTTCGTATCCT GTACAT GAGT ACGAGACACCATCAGTATAGAAGGATTGGT

Ndel
17881 GCATCCCTGCCTATTCCATAAAAAACTTCTGGAAGTTTCCAAGGGTCCAGAACATATGAG
CGTAGGGACGGATAAGGTATTTTTTGAAGACCT TCAAAGGT TCCCAGGTCTTGTATACTC

St ul
17941 AAACAGGAGCCTAAAAAAAAAAAAGTGTCTTTGGTTCACAGT TTTGTAGGCCTCGGICTG
TTTGICCTCGGATTTTTTTTTTTTCACAGAAACCAAGT GTCAAAACAT CCGGAGCCAGAC

Avr | |
18001 CAATCACTTGGGECCTATGACTTGGGTCTGIGGCAGCTCCTAGGACATTATGGTTGAAGTT
GITAGTGAACCCGGATACTGAACCCAGACACCGTCGAGGATCCTGTAATACCAACTTCAA

Saul
Cvnl
Bsu36l
Met || Eco31l
18061 TTTGGAAGAGATCCATTCAATACAGGGCCTCTTTACCT CAGGAGCAGAGAGGGAGAAAGA
AAACCTTCTCTAGGTAAGT TATGT CCCGGAGAAATGGAGT CCTCGTCTCTCCCTCTTTCT

Bst Xl
18121 GAAAGAGACCTAGATCCTGATACCCTCCCCAAGAACATGGCTCCCAGTAACTTCTGCCCA
CTTTCTCTGGATCTAGGACTATGGGAGEGEGET TCTTGTACCGAGGGT CATTGAAGACGGEGET

EcoNl Eco57I1
18181 CTAAACCCCACCTCCTGAAGGTTCCACCATTTCCCAAGAGTACCAAGACAGGGECACTGAG
GATTTGGGGT GGAGGACT TCCAAGGT GGTAAAGGGT TCTCATGGT TCTGTCCCGTGACTC

18241 CCTTTACGGATAACATTTAGGGT TCGAGCT GTAAGAAGT TCAAATCAAACGTAAGGT CAA
GGAAATGCCTATTGTAAATCCCAAGCTCGACATTCTTCAAGT TTAGT TTGCATTCCAGT T

Al w44
Apall BspHI
18301 GCAGCCTAGAGGGATCTGAGT GCACAGGT CATGACCT CCAGAT GGGCTTGAGAGGGECAGA
CGTCGGATCTCCCTAGACT CACGT GTCCAGT ACTGGAGGT CTACCCGAACTCTCCCGTCT

Pvul |
18361 CAGCTGGCACTGGAACT TCCAAACT TGGCATCTAAAAGACTCAGAATAACGTGTITTGCTT
GTCGACCGTGACCT TGAAGGT TTGAACCGTAGATTTTCTGAGT CTTAT TGCACAAACGAA

Bsc91l
Bspl1407I Bbvl |
18421 GGGGAGAATCCAACCCTTAGCAAAATATGTACAGGAAGACCCCATGTGGTGTAAGAGGTG
CCCCTCTTAGGTTGGGAATCGTI TTTATACATGTICCTTCTGGGGTACACCACATTCTCCAC



Bsm
18481 ACATTGCTGCCATTCACAGTIGGGECATTCTGCTCTTTCTCCTGATGACCCCTGTGIGIGCT
TGTAACGACGGTAAGT GTCACCCGTAAGACGAGAAAGAGGACTACTGGGGACACACACA

Bst Xl BspM
18541 GCTGCCTCACCAAGGGAGT GGGAT GCCAAGGGAGCAGGT TTCAGGGEGT GAAGGGCAGCAA
CGACCGAGT GGT TCCCTCACCCTACGGT TCCCT CGT CCAAAGT CCCCACTTCCCGTCGT T

18601 ACTCCTGITAGAGIGAGTGAGTCTGAGATTAGGT TTGAAGGAGAGGTAAGTGTGTCTATA
TGAGGACAATCTCACTCACTCAGACT CTAATCCAAACT TCCTCTCCATTCACACAGATAT

PfIM
Ncol
18661 TTCAGAGCCTTTTCATATTCCCAATCCATGGGAGTATAGATATTTCTGICTGGCAGGCAA
AAGTCTCGGAAAAGT ATAAGGGT TAGGTACCCTCATATCTATAAAGACAGACCGTCCGT T
ApaBl
18721 GIGGTGCCTAGAAAATGCCTGGCACATGECTGTITCTTGCTGCTAGTAGATAGCACAACTG

CACCACGGATCTTTTACGGACCGT GTACCGACAAGAACGACGATCATCTATCGTGI TGAC

18781 TGICTGIAGGI CTGGEGECACGAAGCGEGAAAGAACCT TTGAGGATGCAAGGEGT CTAAGGAA
ACAGACATCCAGACCCGTGCTTCGCCCTTTCTTGGAAACTCCTACGT TCCCAGATTCCTT

18841 TGTAGGGGTACAAGAGT GTTTAACCACAAAACCCAGTI TTCTCCCTGAAAAAACTTTGAAA
ACATCCCCATGI TCTCACAAATTGGTGI TTTGGGT CAAAGAGGGACT TTTTTGAAACTTT

Nsi | Pvul | Hi ndl 11
18901 GCAGAAAACGCTGIGGTGAGCCCATGCATACCCCT CCCACT CCCAGCTGTACCCATCCAA
CGTCTTTTGCGACACCACT CGGGTACGT AT GEEGAGGEGT GAGGGT CGACATGGGTAGGT T

18961 GCTTCTAGGAATCTCCCAGCCT TCCTGCCATCGGAAGGACTGCCTGCCTGCCATTGICAC
CGAAGATCCT TAGAGGEGT CCGAAGGACGGTAGCCT TCCTGACGGACGGACGGTAACAGT G

Al WNI

Pst |

19021 TGACTCAGCCTCCTTTCCCCT GCAGCGCCTGEI! TGAACATGCCTCTGAACAGCGA
ACTGAGT CGGAGGAAAGGGGACGT CEGCGGACCA ACTTGTACGGAGACTTGICGCT

$1570 Bsu36l

Cvnl

Saul
19081 TGGCACAGICATGITCAATGCTACCCTGITTGCCCTCGT CAGGACAGCCCTGAGGATCAA
ACCGT GT CAGTACAAGT TACGAT GGGACAAACGGEGAGCAGT CCTGI CGEGACTCCTAGI T

19141 AACAGAAGGTAATATAACT CTTGCGGACCACT GGCAGGAGGATGCCTAAGATAGACTTGG
TTGICITTCCATTATATTGAGAACGCCTGGT GACCGT CCTCCTACGGATTCTATCTGAACC

R eAl
Dr al
Ahal | |
19201 ATTAGCAGCAGGCTTGICTCCCAAACGCTCAACTCTCTTTTGAAATTTAAAGGACCTCTG
TAATCGT CGTCCGAACAGAGGGT TTGCGAGT TGAGAGAAAACTTTAAATTTCCTGGAGAC

Al wWNI Sph
19261 TGGGGAAAATGACCTTGACTAGCAGT GACT GTGGTAAACAGAAGT TACTGCATGCGATTG
ACCCCTTTTACTGGAACTGATCGTCACTGACACCATTTGTCTTCAATGACGTACGCTAAC

PmaCl PrmaCl
Eco72l Eco72l
Bsm Bsm
19321 CTAAGGGTTAGAATGCCACGTGIGCTGITCTAAGGGTTAGAATGCCACGTGTIGCTGITCG
GATTCCCAATCTTACGGT GCACACGACAAGATTCCCAATCTTACGGT GCACACGACAAGC



Apal
19381 CTGITCCCCCAGGCTGCTTACAACAAGGGCCCTTCTAGT TTGCCCTGTAGGT TAGCAGCA
GACAAGGEGEGT CCGACGAATGT TGT TCCCGGGAAGAT CAAACGGGACAT CCAATCGT CGT

EcoNl
19441 GCAGCCCTGGTGAAGCCTTCTGITGTCTGCCTCACTGGTAAGTGCTCTGAACGECTCTTG
CGTCGGGACCACTTCCGAAGACAACAGACGGAGTGACCATTCACGAGACTTGCCGAGAAC

Af LT
Eco57I1
19501 TGGACACACTCCCAAAAGATGCTTCTGCTCCCCAAGACGCCTAACTTAAGTGCCTCTTCA
ACCTGTGTGAGGGT TTTCTACGAAGACGAGGGGT TCTGCGGATTGAATTCACGGAGAAGT

Al WNI
19561 GGGTGIGGTCGAAGAACAAAAGCCGT GAGCT GCTCAAAAGGCT GCCCTGAGCAGCATCTG
CCCACACCACGCTTCTTGI TTTCGECACT CGACGAGTI TTTCCGACGGGACTCGTCGTAGAC

Smal Nhel
Xmal Bsm BspM
19621 AATCTGTGAACCCCCATATCTGAGGGEGAACCCGGEGAACCTGCATTCACAGCTAGCTGCAC
TTAGACACT TGGGGGTATAGACT CCCCT TGGEGECCCT TGGACGTAAGT GTCGATCGACGT G

Ncol
19681 AGACATCCCATGGATGAACTAGAGT TTGACATCACTGTTGCAACCTGAGAGGCCCAGECT
TCTGTAGGGTACCTACTTGATCTCAAACT GTAGTGACAACGT TGGACT CTCCGGGT CCGA

19741 TCCAGCCAGT GT CCTCGAT GCAGCAGAAAGGCACT GGGCAGCAGACACAAGAGGGECACAG
AGGTCGGTCACAGGACCTACGTCGTCTTTCCGT GACCCGTCGTCTGTGT TCTCCCGTGIC

Dralll Eco57I
19801 CGIGIGITGTAACTCCTTCCTGGCTTGCTTCAGITTCCATATTGT GAAATAATGAAAGGCA
GCACACACATTGAGGAAGGACCGAACGAAGT CAAAGGTATAACACTTTATTACTTTCCGT

19861 GIGGCATCCATCTTTTACTTCCCTGEECCACCCAGAGAGATGCCCTTTTTTAGITGIGIT
CACCGTAGGTAGAAAAT GAAGGGACCCGGT GGGT CTCTCTACGGGAAAAAAT CAACACAA

19921 CTTCCAGAGAGTAACAGACAT GAGGGAACT GAGAAGCAATCCTGCAAGATACAGGT CAGA
GAAGGTCTCTCATTGTCTGTACTCCCTTGACTCTTCGT TAGGACGT TCTATGT CCAGTCT

19981 ATAATAACCCAACCTTTCAGAAAAACCAAAAGT GGGTCAAATTCTCCTGGTAAACTAAAA
TATTATTGGGT TGGAAAGTCTTTTTGGT TTTCACCCAGT TTAAGAGGACCATTTGATTTT

20041 AGACAAAAACAAACAAACAATGACATTAGTAGTTAGTGTAAAACTTCCATCTGAGAGAAG
TCTGTTTTTGITTGT TTGT TACTGTAATCATCAATCACATTTTGAAGGTAGACTCTCTTC

St ul EcoRl
20101 TATAAATAGGCCTGITGCTGECGAGAGAATTCAATGCACACTTAATATGT TAGTATAGAT
ATATTTATCCGGACAACGACCGCTCTCTTAAGT TACGTGT GAATTATACAATCATATCTA

Sspl
Vspl
20161 AACAGACAACCAGAAGGATCCCTCCTGATATATTAATATTGAATACTACTGAACAGTGTG
TTGTCTGTTGGTCTTCCTACGGACGACTATATAATTATAACTTATGATGACTTGTCACAC

Eco57I Sspl
20221 TATCCACATGICTGAAGGTGAATCAGAGCTGATCTTCCCAAATTGTCTATAGTGAATATT
ATAGGTGTACAGACTTCCACTTAGT CTCGACTAGAAGGGT TTAACAGATATCACTTATAA

Xbal
20281 ATTTTCTTTCAGI TCCAAGGCGAAGGTI TCTCCTTTTCCAAGGAGAAAAGACAAAATGGETTT
TAAAAGAAAGT CAAGGT TCCCTTCCAAGAGGAAAAGGT TCCTCTTTTCTGI TTTACCAAA



20341

20401

20461

20521

20581

20641

20701

20761

20821

20881

20941

21001

21061

21121

AfLTI Vspl
CTAGAAGGAACGT CTTGTAAATACTTAAGCCTTAGTACAAATTAATAATGTAGGT TTTGA
GATCTTCCTTGCAGAACATTTATGAATTCCGAATCATGT TTAATTATTACATCCAAAACT

CTCCAGGAAGGAATAAGAAGCAT TTGT GCATAGAGGCCAAGATTTAGCAATGCCAAAGAT
GAGGTCCTTCCTTATTCTTCGTAAACACGTATCTCCGGT TCTAAATCGT TACGGT TTCTA

GCACAGCACAGGCAAACCCGATCTCAGT GAACT GATGCCAGT ACCCGAGGEECCACACTGA
CGTGI'CGTGTCCGI TTGECCTAGAGT CACT TGACTACGGT CATGGECTCCCGGT GTGACT

Saul

Mst ||

Cvnl

Bsu36l
GGGGECTGCCAAATTCTCAAT CACGGATAACCACT GCTAGGAGGCGGGAGT TCCTGAGGAG
CCCCGACGGTTTAAGAGT TAGTGCCTATTGGT GACGAT CCTCCGCCCTCAAGGACTCCTC

PfIM Pacl
AGAAGCCAGCCAGT GGGACATACAGT TAATTAAAGGT TACAAAACCCACTTAAACATAAA
TCTTCGGTCGGTCACCCTGTATGTCAATTAATTTCCAATGI TTTGCGTGAATTTGTATTT

Bsu36l

Vst ||

Cvnl Espl
Saul Bpull02l

GCCTCTTGGCGATAGCCACCAAGGACT CAAGGAAATACCT CAGGACT CAAGCCTGACGCTT
CCGAGAACCCCTATCGGTGGT TCCTGAGT TCCTTTATGGAGT CCTGAGT TCCGACT CGAA

St ul
CATCCAAAACAGGCCTGCTATGAACATGCTACCTAAGT CTGGGAGCCAATACCACACTCA
GTAGGT TTTGI CCGGACGATACT TGTACGAT GGAT TCAGACCCTCGGT TATGGTGTGAGT

Eco571

Tt h111l
GAGAAGAAATGGGAGGAAACACCAACATTTGTAAGTCTAAGACATAGTICTTTACTCCCCC
CTCTTCTTTACCCTCCTTTGIGGT TGTAAACATTCAGATTCTGTATCAGAAAT GAGGGGEG

Eco57I1
TTCAGGTATTTGTAAAAGGAAGTAATTAGAAAGAAATTAACTCCTACCTTCAGAACCAGA
AAGTCCATAAACATTTTCCTTCATTAATCTTTCTTTAATTGAGGATGGAAGICTTGGTCT

Dr al

Ahal | |
ACCCTTATCCCAAGCCAAGTATCAAGATGAGCAAGGCTTTTTTTTTTTTTAAATTGGAAC
TGGGAATAGGGT TCGGTTCATAGT TCTACTCGT TCCGAAAAAAAAAAAAATTTAACCT TG

Eco57I1 Dr al

Dr al Ahal |

Ahal | | Swal
ACTGAAGGAGAAGAAGCTATTTAAAGATATTTAAATTAGGACATGGAGGGTAGCTCAGTG
TGACTTCCTCTTCTTCGATAAATTTCTATAAATTTAATCCTGTACCTCCCATCGAGTCAC

Sphl
GTAGAATGGT GGCTGGCAT GCACAAGGCCCAAGGT TCAGGCCCCAGCACTGGAAACTGAA
CATCTTACCACCGACCGTACGTGI TCCEEGT TCCAAGT CCAGEEGTCGTGACCTTTGACTT

TGATAAACATAAGCATATACACCATGAAATAATAATTGGT GAAGCT CCACAGI TACGTGC
ACTATTTGTATTCGTATATGIGGTACTTTATTATTAACCACT TCGAGGT GTCAATGCACG

IKpnl BarHl
GTTGTCATGTAAACAAAT GAAAAT CTAAAAGAT GTGGAGGATCCTTTGGGAAATGCGTCC
CAACAGTACATTTGTTTACTTTTAGATTTTCTACACCTCCTAGGAAACCCTTTACGCAGG




21181

21241

21301

21361

21421

21481

21541

21601

21661

21721

21781

21841

21901

Bsu36l

Saul

Cvnl

Mst | |
GTGCCTTAGGTCTGAACAAATGATCTTGAATGT GGT TCTTCTCACAATTTACGAGAGCAG
CACGGAATCCAGACTTGTTTACTAGAACTTACACCAAGAAGAGT GTTAAATGCTCTCGTC

St ul
ACACCCAGAGT GAGGT GT TGBCAGGCTGECTCTTTCTGGAGBCCTCTGGTAGTCTCGTCG
TGI'GGGT CTCACT CCACAACCGT CCGACCGAGAAAGACCT CCGGAGACCATCAGAGCAGC

Dralll
AGTACCTGCCTCCATCCTTCGTCTCCECTGCTCTCTTCACGGT GTGACTCACCTGTGIGC
TCATGGACCGAGGT AGGAAGCAGAGGCGACGAGAGAAGT GCCACACT GAGT GGACACACG

PmaCl

Eco72l

Bst XI Nsi |
CTCTGGECCTTTTCCTCTTGCTCTAATGGCACCAAT CACGT GGGATGCATGGTCCACCTAA
GAGACCGCGAAAAGGAGAACGAGATTACCGT GGT TAGT GCACCCTACGTACCAGGTGGATT

Xbal
Bbvl |
Spel Bsc9ll
CACATCATTATTTCACTAGTGAGCT TGGT GAAGACCCCGT TTCTAGATAAATTCACATTC
GTGTAGTAATAAAGT GATCACTCGAACCACT TCTGGGGCAAAGATCTATTTAAGT GTAAG

TGAGGT TTCAGGGAGACATGAGT TTGEGGTATTTTTTTTAACCCAGT GCAAAAGCTAAGT
ACTCCAAAGT CCCTCTGTACT CAAACCCCATAAAAAAAATTGGEGTCACGT TTTCGATTCA

Dral Il
TCATTGGCACATTGGT TTGCTCAGGGT TCTTTCACT GCGT GT GT CAGAAACCACCAAGAC
AGTAACCGT GTAACCAAACGAGT CCCAAGAAAGT GACGCACACAGT CTTTGGIGGTTCTG

Bspl1407I Al WNI BspH
CAGAAGGATTGTACACACCTTCATTCCCAGCGT CTGAAAGCCCGAAGCAGGAGCGATCATG
GTCTTCCTAACATGT GTGGAAGT AAGGGT CGCAGACTTTCGGGCTTCGTCCTCCTAGTAC

AGTTTGAGGCAAATCATAGATACATGATAAACT CTTGT TTGAAAAAAAAAAACAACAAAC
TCAAACTCCGT TTAGTATCTATGTACTATTTGAGAACAAACTTTTTTTTTTTGITGITTG

Eco57I1

St ul Eco571
AAAAACTCCTGGACCACCTTTAGT GAAGGGAACT GAAGGCCTGT TGGGATGCCTGEGAGG
TTTTTGAGGACCTGGTGGAAATCACTTCCCTTGACTTCCGGACAACCCTACGGACCCTCC

GGTTCTGGECTTCAGI GCAGTATGAATTTGAT GCTCAAGGCGCTCAGGAGCCATTGCCCTC
CCAAGACCGAAGT CACGTCATACT TAAACT ACGAGT TCCGCGAGT CCTCGGT AACGEGAG

Saul
Bsu36l

Vet ||

BspHI Cvnl
TCCTCATGACCGCCACTGCTTGCCTCCCATGCCCTAATCCAGAGT TGT GCCTGACCTCAG
AGGAGT ACT GGCGGT GACGAACGGAGGGTACGGGAT TAGGT CTCAACACGGACTGGAGT C

Sacl
Sst |
Ecl 1361 1|
Ecol CRI
GCCGT CTGACCCCAGAGCTCACACCGTI TTGCCATCCCCTCCCATAACTGTAGCTATCAGC
CGGCAGACTGGGGT CTCGAGT GTGGCAAACGGT AGGGGAGGGTATTGACATCGATAGTI CG



21961

22021

22081

22141

22201

22261

22321

22381

22441

22501

22561

22621

22681

22741

22801

22861

TATCAGCCATATCCTCTTCCCATCGCT CTACAGCAAACCCCATAGACTTCACATCTTCAA
ATAGT CGGTATAGGAGAAGGGTAGCGAGATGT CGT TTGGGGTATCTGAAGT GTAGAAGT T

R eAl
ACAACACCCAGI TATTTAGCTCCAGCTCTGT CCGAAGT CCAGCCACAGAGAAGT GTGGGEG
TGT TGTGGGTCAATAAAT CGAGGT CGAGACAGGCTTCAGGTCGGTGTCTCTTCACACCCC

Sacl
Ecol CRI
Ecl 13611 Eco31l EcoN
AGCTCTGCTCAGGGTCTCAGTACACTAATTAGGCCATGCTCCTTCCAGAGECTCEEEEGET
TCGAGACGAGT CCCAGAGTCATGTGATTAATCCGGTACGAGGAAGGT CTCCGAGCCCCCA

EcoNl Rl
GEEECGAGEEGET GEGT GGEGATGCTACCT CCAACCT CATTCAGGT TGT GACCAGGATTCT
CCCCCCTCCCCACCCACCCCTACGATGGAGGT TGGAGT AAGT CCAACACTGGTCCTAAGA

Bsi
BanHl
TCTCTACTTTGTGGGAGGT CCACTACTTTGT GGATCCACGAGT GTGTGGTCCCCGCTTCC
AGAGATGAAACACCCT CCAGGT GATGAAACACCT AGGT GCTCACACACCAGGGEGECGAAGG

CCACTAGATGCCTGT CACCTGGCGATGT CTTAGCT CCCAGAGACGACTTCCCTCAGTATG
GGTGATCTACGGACAGT GGACCCCTACAGAAT CGAGGGT CTCTGCT GAAGGGAGT CATAC

St ul
CAGTATTCATTCATCCAGGCCTCTCAGAGI CCATGI GT CCTACCAGT CTGCTACCAGCCA
GTCATAAGTAAGT AGGT CCGGAGAGT CTCAGGTACACAGGATGGTCAGACGATGGT CGGT

GAGAAGCCTAAAATCAAGTAATCTTTTTTAGTAAATACACAACGAACAAAATGT TATATA
CTCTTCCGATTTTAGT TCATTAGAAAAAATCATTTATGTGI TGCTTGTTTTACAATATAT

Xmml
TATATTCATATATATATGAATGACT TCTGGACAGT TAATAGGCTCCTGGGATTAGATCAG
ATATAAGTATATATATACTTACTGAAGACCT GTCAATTATCCGAGGACCCTAATCTAGTC

Ndel
AGAGATCATTTTCCTTTGGT CAGGTAATAGGT GCTGTGTGACATAATCTAATCATATGAA
TCTCTAGTAAAAGGAAACCAGI CCATTATCCACGACACACTGTATTAGATTAGTATACTT

Al w44
Bsml EcoNl ApalL
TGCCTGTATCACATCCT CTCCAAGGGAT TACACAGT GAGT GT GT GCACACT GCTGGCAAG
ACGGACATAGT GTAGGAGAGGT TCCCTAATGT GTCACTCACACACGT GTGACGACCGT TC

GGACGGTATCCT TGCGAGGAGCGTAGAAT CCTATCTAGCATATCCCCTCTTACAATGEEC
CCTGCCATAGGAACCCTCCTCGCATCTTAGGATAGAT CGTATAGGEEGAGAATGI TACCCG

TTTTAGCTTTGCTTCTCCACCAATAGGAGCCTAGT GTCTCAAACAGCATACATCTAATGC
AAAAT CGAAACGAAGAGGT GGT TATCCTCGGATCACAGAGI TTGTCGTATGTAGATTACG

St ul
TACCTGI TTTACCAGT GGAGAGAGGAGGT CCGAACTACCAGAACATAGGECCTTCTGGTTT
ATGGACAAAATGGTCACCTCTCTCCTCCAGECT TGATGGT CTTGTATCCGGAAGACCAAA

Ndel
CTTTTTAGATTTCTTTACTTCCT TCCCT GGGGGACT CAGCAGAGGGCCTGTGGATACATA
GAAAAAT CTAAAGAAAT GAAGGAAGGGACCCCCTGAGT CGT CTCCCGGACACCTATGTAT

R eAl
TGIGGCCCCTGTGTTGT GTATGTAT GT GGGAGGAGTAGACCGT CCTTCCCTCGAAAGGTC
ACACCGGGGACACAACACATACATACACCCTCCTCATCTGGCAGGAAGGGAGCTTTCCAG

eAl



22921

22981

23041

23101

23161

23221

23281

23341

23401

23461

23521

23581

23641

23701

23761

Sacl
Ecol CR
Eco31l Ecl 1361 | BspH
TCCATTTCCTGCAACAGCACAAGGAGCTCACTATGAAATGCTCCCATCATGATCTGCCTT
AGGTAAAGGACGT TGTCGT GT TCCTCGAGTGATACTTTACGAGGGTAGTACTAGACGGAA

Pst | Dr dl
GGCGCTGT CCTGCAGGGECAAGCACT GT CAAGGCT GAGACAGGAAT GT CTGCGGGCACCAC
CCGCGACAGGACGT CCCGT TCGT GACAGI TCCGACT CTGT CCT TACAGACGCCCGI GGTG

Xcm
AGGCTCTTTGGT GCTAACCAGGAGGGAAAGCAGCT TAGGGEGT TGGEGAAGGACTTGGGEEC
TCCGAGAAACCACGATTGGTCCTCCCTTTCGTCGAATCCCCAACCCCTTCCTGAACCCCG

EcoN
TGCECTTGCAT GGAAGGAGGGAAGGAGAAT GECCT TGAACAGGGGAAGAGAGGAAAGT CAC
ACCGAACGTACCTTCCTCCCTTCCTCTTACCGGAACTTGICCCCTTCTCTCCTTTCAGTG

AAGGCCGGATAAGAT GAT AAGAT AGAGGEGEGGAGAGGEGECGAGGAAAT AGGAAGGCAAGCGAA
TTCCCCCTATTCTACTATTCTATCTCCCCCTCTCCCCCTCCTTTATCCTTCCGITCCCTT

Rl eAl Bsi
ACAACTGT GATGGATCAGGGCGAT T TGT GGGEGECTAAGGCCACCACT CGTGECTTCCCAGT
TGTTGACACTACCTAGT CCCGCTAAACACCCCGAT TCCGGT GGT GAGCACCGAAGGGTCA

Apall

Al w44l

GCATCCAGGGGAGGT TTTCAATGTGCACT TCGT TCTATCAGGGAACCTAGAGCAAGCCAA
CGTAGGT CCCCTCCAAAAGT TACACGT GAAGCAAGATAGT CCCTTCGATCICGI TCGGI T

TGAGGAGCT TCGGGCCATCATCAAGAAAAT CTGGAAGAGGACTAGCATGAAGCTGT TGEA
ACTCCTCGAAGCCCGGTAGTAGT TCTTTTAGACCT TCTCCTGATCGTACT TCGACAACCT

Pst | Rl eAl
CCAGGI GGl GCCCCCCTGCAGECCGT AAGT GT TCCAGGCATTTGCAAACTGEGECTATTTG
GGI CCACCACGGEEEGACGT CCCCCAT TCACAAGGT CCGTAAACGT TTGACCCCGATAAAC

Bpul102]

Espl
CCTAGCCTGIGEEGT TTCGTCTCCTTCCTGCTGT CCTTAGCT GAGCAGACACAGCCCTTT
GGATCGGACACCCCAAAGCAGAGGAAGGACGACAGGAAT CGACT CGT CTGT GT CGGGAAA

BanH
AGACTTCCGTACTTGAGT CTCCCCTGCTTCTGGATCCTTCTACT CTGGACCCT TCCGAGG
TCTGAAGGCAT GAACT CAGAGGGGACGAAGACCT AGGAAGAT GAGACCT GGGAAGECTCC

INot | Bsm
GTTCAGAGGT CCTACCAGGT TGCAATGTCCTACACACACT TGAAT GCAAACTGCCAGGTT
CAAGT CTCCAGGATGGTCCAACGT TACAGGATGTGTGTGAACTTACGT TTGACGGTCCAA

R eAl R eAl Pfl M
AGAAATCTGCTGTAACCCCATATTCATCTGTGEGAATAGGCAAGTCCTTCCATGCTGT GG
TCTTTAGACGACATTGGEGGTATAAGT AGACACCCTTATCCGT TCAGGAAGGTACGACACC

GICTGGCAGAACTTTCATGGGAACT CTATAATATATGGATGTATGT TTACCCATAAGCCA
CAGACCGT CTTGAAAGTACCCTTGAGATATTATATACCTACATACAAATGCGTATTCGGT

Sst |

Sacl

Xbal Xbal Ecl 136l
CTAGGGTGACTGCTCTAGAGT TGCTCTAGAGCTCTGGAAGGAAAGT TGCCTGAGATTCAT
GATCCCACTGACGAGATCTCAACGAGATCTCGAGACCTTCCTTTCAACGGACTCTAAGTA



23821 CATATCTTTTCTAAAAACTCATTTTTTTCCCTAGAGTAGCATTTCTCATGCCTACCAAGC
GTATAGAAAAGATTTTTGAGTAAAAAAAGGGAT CTCATCGTAAAGAGTACCGATGGT TCG

Scal
23881 CACAAGCCCCTTTTCCTAGCAAGTACTTCATACCATCCCTGCTAAAATCCAAAGTTGAAA
GTGTTCGGGEGAAAAGGATCGT TCATGAAGTATGGTAGGGACGATTTTAGGT TTCAACTTT

Bsm
23941 TTGTAGATAACATGCCTGCGCTTGTAATTTCCACAACAGTAGAATGCTTAAAGTAGGGTG
AACATCTATTGT ACGGACGCGAACATTAAAGGTGTTGTCATCTTACGAATTTCATCCCAC

Nsi |
24001 TGITAAAATCATCTGCATCCAATATACAAATGCCATGGTACACCTATACAAAATGCTATGA
ACAATTTTAGTAGACGTAGGT TATATGT TTACGTACCATGI GGATATGI TTTACGATACT

24061 CGACTGATGGAGICCACACACACAGACACTTAGAACGAGTAACTGT TGAAAGGAAACAAG
GCTGACTACCTCAGGTGTGTGTGTCTGTGAATCTTGCTCATTGACAACTTTCCTTTGITC

Sspl
24121 ACAGTGTAAATATTGTCAGCACTTTCATTTGTTGCATATATTTTATTAACATGITAGITG
TGTCACATTTATAACAGT CGTGAAAGTAAACAACGTATATAAAATAATTGTACAATCAAC

Bsm
Eco57I Eco31l
24181 AACCCACGCATTCTGGAAACATCTTCAGGGEGGTGATTCTTCCTGITTGAGACCCACTTCC
TTGGGTGCGTAAGACCTTTGTAGAAGT CCCCCACTAAGAAGGACAAACT CTGGGTGAAGG

Dralll Eco31l
24241 GAAAGGGAAAGCAAGGTAGCECT GCGAGI CACCGT GTGAGGT CTCATGCTCTGCGGECATCA
CTTTCCCTTTCGT TCCATCCGACCCT CAGT GGCACACT CCAGAGT ACGAGACGCCGTAGT

PfIM

Al WNI
24301 TTTTCCTTGCTGCCCGAAGI GT CTCTGIGAGGT TCACACCAGGCACTGGTGITCATAGAA
AAAAGGAACGACGGGECT TCACAGAGACACT CCAAGT GTGGT CCGTGACCACAAGTATCTT

Pi nAl St ul
Agel EcoRl Sal | Xcm
24361 GAGATACCGGTTTTTCAGTGAATTCAGT GTCGACT TAGGCATCCAGCT CAGGCCTGGAAG
CTCTATGGCCAAAAAGT CACT TAAGT CACAGCTGAATCCGTAGGT CGAGTCCGGACCTTC

Avr 1l Eanml105I
24421 AACCTAGGACTCCAAGT CCATTCCCAATTTACCT CATCAGGAATCTCCAGGEGTTTTCTCT
TTGGATCCTGAGGT TCAGGTAAGGGT TAAAT GGAGT AGT CCTTAGAGGT CCCAAAAGAGA

Rl eAl
24481 TCCATGTAGAAATGAGTCCCTGCCCCACAGCAAGCCCAGAACTTCTGTAGAGTITGGEGITC
AGGTACATCTTTACT CAGGGACGGEGEGT GTCGT TCGGGT CTTGAAGACATCTCAACCCAAG

Bpul102I
Bel | BspM Espl
24541 TCCAGITGGCTACT CTCAAGGGACAGT GATGAT CAGGAAAGCCAT CGCAGGT CCCCAGEC
AGGTCAACCGATGAGAGT TCCCTGT CACTACTAGT CCTTTCGGT AGCGT CCAGEEGTCCG

Bst Xl
24601 TCAGCCCAACCATCTGICGCTCTCACACAAGATGAAGGGEECCACT TGCCTGECATGAAAC
AGTCCGGT TGGTAGACAGCGAGAGT GTGI TCTACT TCCCCGGT GAACGGACCGTACTTTG

BanHi {
24661 ATTCTCCTAGACGCTTACAGCTTCCCTACCATTTAGCACACTCCTAAGATCCAGACTATG
TAAGAGGAT CTGCGAAT GTCGAAGGGAT GGTAAAT CGTGTGAGGAT TCTAGGTCTGATAC



dd al Bsi |
24721 TCATGTGIGGTCTGGTGCATCCAGCCTAGCAAGGACT CGTGTCAAGCCAGT CTGCCTGGC
AGTACACACCAGACCACGTAGGT CGGATCGT TCCT GAGCACAGT TCGGT CAGACGGACCG

Bbvl |
Xcmil Bsc91l
24781 TGGAAGGCGAAATCGCCAACCTTGTIGITGGCAGTGAGAAGACTGCCTATTTCATGGTAAGT
ACCTTCCCTTTAGCGGT TGGAACACAACCGTCACTCTTCTGACCGATAAAGTACCATTCA

24841 GGAACCAACGAGACTTAGTAATGICTATTCAGGAGEGGT GAAAAAAATAGATGGGAAGTA
CCTTGGT TGCTCTGAATCATTACAGATAAGT CCTCCCCACTTTTTTTATCTACCCTTCAT

24901 ACCTTGACAAGATCCAACCTTTCCTGI GAGGGAAAAAT GAAGGGAAAAAAAAAACAGCCA
TGGAACTGI TCTAGGT TGGAAAGGACACTCCCTTTTTACTTCCCTTTTTTTTTTGI CGGT

Bsp1407I
24961 TGTACAGACAGGAACAAGCAGTTTAATAAATAAAAGAAGT TTTAGGTGCTGAAAAATATC
ACATGTCTGTCCTTGTTCGTCAAATTATTTATTTTCTTCAAAATCCACGACTTTTTATAG

Bst El |

25021 AAGGTAACCTGGTGGGATCACTCATCTTTTTCTCTTCTCCGTATGCCTTAGATGACGAGE
TTCCATTGGACCACCCT AGT GAGT AGAAAAAGAGAAGAGGCATACGGAATCTACTGCTCC

IQ-Motiv Scal

25081 TCACAGIGGGCAAGI TCTATGCCACCT TCCT@EATCCAAGAGT ACT TCAGGAAATTCAAGA
AGTGTCACCCGT TCAAGATACGGT GGAAGGAE CTCATGAAGTCCTTTAAGTITCT

Al WNI EcoNl Bsm
25141 AGCGAAAAGAGCAGGGGECT GGT GGGCAAGCCCT CACAAAGGAATGCACT GTCCCTCCAGG
TCGCTTTTCTCGTI CCCCGACCACCCGT TCGGGAGTGI TTCCT TACGT GACAGGGAGGTCC

Bst El |
R eAl
25201 TGAGGGGECTGGAAGGGEGEGTGCCCACACT CAAAGGT CCTGGTCACCTCCCACTGACCCTAT
ACTCCCCGACCT TCCCCCACGGGT GTGAGT TTCCAGGACCAGT GGAGGGTGACTGGGATA

Nhel
25261 TGAGGGTCCAAGCCCTGCTAGCTACCTAGAGGCTAAGT CCCATCACAAGAACCCCTGTGA
ACTCCCAGGT TCGGGACGATCGATGGATCTCCGATTCAGGGTAGTGT TCTTGGGGACACT

Sapl
25321 GCACTGTAACCCGAAGGCGECTATGEGAAGGCAGTGTGCTCTTCTTCCCCCTCCCCCTCA
CGTGACATTGGGCT TCCGCCGATACCCT TCCGT CACACGAGAAGAAGGEGCGAGGEEGEEAGT

R eAl
25381 CATTCTGGECCCACAGGECTTCCCTCAGCAGCCCTGCTGCCTCTCCTAGCCCCTGGITCTTG
GTIAAGACCGCGEGET GTCCGAAGGGAGT CGT CGCGACGACGGAGAGGAT CGEGEGACCAAGAAC
dald ddal
25441 CTGATCCTGTAACATACCTTAATTCCTCCTAGAAAGATGGATAGATTCTTCTGCTCTAGG
GACTAGGACATTGTATGGAATTAAGGAGGATCTTTCTACCTATCTAAGAAGACGAGATCC

Dralll
PfIM Bst XI
25501 ATGATGECEECAGEEGET GTCCAGCGAAGCCCATCACCT GGT GTGGAGAACCAACTGCCTG
TACTACCCCCGT CCCCACAGGT CCCT TCGGGTAGT GGACCACACCTCTTGGT TGACGGAC

Pfl M Bsc91l
Bsil Dralll Bbvl |
25561 GCAGAGCAGAGAGGCAGGGACT TGGGAAGGAGCCACGAGGT GGAAAGAT CAGTGGAAAGG
CGTCTCGTCTCTCCGTCCCTGAACCCTTCCTCGGTGCTCCACCTTTCTAGICACCTTTCC



25621

25681

25741

25801

25861

25921

25981

26041

26101

26161

26221

26281

26341

26401

PmaCl
Eco72l Exon 41

ACTTGGGTCTTCACGTGTCCTTCTGGGT TCCA
TGAACCCAGAAGT GCACAGGAAGACCCAAGGT

Eco571
AAGTGCCATG
TTCACGGTAC

Apall
Al wa4|

ACTGGTGTICCTTTGT GAAGT TCAGT CGGGEGEECAACCGTGCACTAAGTCTCAGGGTTTTGC
TGACCACAGGAAACACT TCAAGT CAGCCCCCGT TGECACGT GAT TCAGAGT CCCAAAACG

CTTATCTCTCTGAGGAGT GCCCACTCTCCCTAACCAGCTATCTCCTGATCCTCTGCCTCC
GAATAGAGAGACT CCTCACGGGT GAGAGGGAT TGGT CGAT AGAGGACT AGGAGACGGAGG

Bal |
Mscl
TTCCTGAGCCCAGECCAT GCCATGCCATCCT TCTAGGACACAGCAGCTCAAAAGATGGCC
AAGGACT CGGGT CCGGTACGGTACGGT AGGAAGAT CCTGT GTCGTCGAGT TTTCTACCGG

BamHl Xbal
AGCTCTCAGAGAACAGGGGGATCCTGTTTCTAGAAAGGAATTTTCCTGGAGAAGT TTCTC
TCGAGAGTCTCTTGT CCCCCTAGGACAAAGATCTTTCCTTAAAAGGACCTCTTCAAAGAG

ATCAGAAGGT GTGGAATAGGAACT CCTGAGCCACATCTAATCTGAAAGCCTGCTTTATTC
TAGITCTTCCACACCTTATCCT TGAGGACT CGGT GTAGATTAGACT TTCGGACGAAATAAG

Sspl
ACCAATATTTGAATATCTGGCACATCTAAGTAGAAATATAAACTTACGGCTTTTCTTGGA
TGGTTATAAACTTATAGACCGTGTAGATTCATCTTTATATTTGAATGCCGAAAAGAACCT

R eAl
Bsni
GGACAAGTAGGT TAAGCATTCATGTI TCGATGT GGGT TCTCATGT GGCAGACAGACAAACA
CCTGTTCATCCAATTCGTAAGTACAAGCTACACCCAAGAGTACACCGTICTGICTGITTGT

Kpnl

Asp718I
Pvul | Acc65l Stu
TCAGCTGCCCGGT TAAGATGGAGCAT GT GATGT CTGGEGECACAGT GGTACCCT CCAGECC
AGTCGACGGGECCAATTCTACCTCGT ACACTACAGACCCCGT GT CACCAT GGGAGGT CCGG

Vspl

Sspl
TCCTCCTCTTTTTCTGGAGTAATATTAATGCAGT GGGAAAGATCAAACACTGCTGTGCCG
AGGAGGAGAAAAAGACCTCATTATAATTACGTCACCCTTTCTAGI TTGTGACGACACGGEC

TACAACGACAGT CTCCCATCTTGT TACCTCCCTTGT TCTTTCTGCCAACCCCAGT CCCCA
ATGITGCTGT CAGAGGGTAGAACAAT GGAGGGAACAAGAAAGACGGT TGEGEGT CAGGEGT

Mscl

Bal
GATCCGTTTCCCAGACTATAAAGCACACAGGGAACCAAGCCCAGCCCACCCTGCTATGEC
CTAGGCAAAGGGTCTGATATTTCGT GTGTCCCTTGGT TCGGEGT CGEGT GGGACGATACCG



26461

26521

26581

26641

26701

26761

26821

26881

26941

27001

27061

27121

27181

27241

27301

27361

CAGCCTTGCAACCTTCCTGGCATCACT GAGT TGTCCATCAGT GAATGGCCTCAGAGATAC
GTCGGAACGT TGGAAGGACCGT AGT GACT CAACAGGTAGT CACTTACCGGAGTCTCTATG

ACAACACCACTCTCATAAGACCT TAGAAGCCAAGAT GTCACCAGAACCCAGGGACGT TCA
TGTTGTGGTGAGAGTATTCTGGAATCTTCGGT TCTACAGT GGT CTTGGEGT CCCTGCAAGT

EcoRV
GATATCAAAGATTATTAGACAAACCT TGCAAACCATCACTTCCCCCACCCCTTGCTCTGG
CTATAGTTTCTAATAATCTGT TTGGAACGT TTGGTAGT GAAGGEGGEGT GGGGAACGAGACC

Sspl Eaml105I BanH|
GACAAAGTAGGAATAT TGGAGAAAATCACTTATCCCTGACT TCAAGT CTCAGAGGATCCC
CTGTTTCATCCTTATAACCTCTTTTAGT GAATAGGGACT GAAGT TCAGAGT CTCCTAGGG

EcoRV
CTACAGGAAAGGGAGCCATGATATCACTGAGT CAGTAGACTCTACGCACCTAGCTTCAAT
GATGICCTTTCCCTCGGTACTATAGT GACTCAGTCATCTGAGATGCGTGGATCGAAGTTA

CTGCACAGTGCAGCT TCTAGCTCCACAGGCCAGT TATATTTCCACTGAAACAATCTAGT T
GACGT GTCACGT CGAAGAT CGAGGT GT CCGGTCAATATAAAGGTGACT TTGTTAGATCAA

CCTGCCTTCCCTTCCAT CTCCCCACCCCT CCAGCACT CCCAGCAGGCTCCCCAAAGCTAA
GGACGGAAGGGAAGGT AGAGGEGEGT GEEGAGGT CGT GAGEGT CGT CCGAGGEGT TTCGATT

Pvul |

R eAl
ACAGCTGGECTTCTGT GGGEGAACGCCATCTCAGACT TGTCCCTGAAACCCAACCTCAGTC
TGTCGACCGAAGACACCCCCT TGCGGTAGAGT CTGAACAGCGACT TTGEGT TGGAGT CAG

Xbal
Xeml H ndl |1
TCCAGIGCTCTTTTGGGAACAACCT TCCAGGGAAGCTTCTAGATCAGCAACCACTTECCT
AGGTCACGAGAAAACCCTTGT TGGAAGGT CCCTTCGAAGAT CTAGT CGT TGGTGAACGGA

Kpnl
Acc65l
EcoRl Asp718I Bsi |
GTCCAGGCCCAGGAGGAAT TCCT GCCCTGGT GCTGTAGGGTACCT GT AGGGCCACGAGCA
CAGGT CCGGGT CCTCCT TAAGGACGGEGACCACGACAT CCCAT GGACAT CCCGGT GCTCGT

PfIM
TCTAAGTCCCTCCCTTTACCATGT GT CCAGAGT GT GGT AGAGGT CAAACT GAAGGT CAAG
AGATTCAGGCGAGGGAAAT GGTACACAGGT CTCACACCATCTCCAGT TTGACTTCCAGITC

Eco571
CTCGCTCCCCTGTGECCTGT GCCTCT CAACCACT GCCGTACAAGGGAAGCAGGEGEGET GAGG
GAGCGAGGGGACACCGCGACACCGAGAGT TGGT GACGGCATGI TCCCTTCGTCCCCACTCC

Exon 42 BspM

BstXI Stul Bgll

Eanml105I



27421

27481

27541

27601

27661

27721

27781

27841

27901

27961

28021

28081

28141

28201

Bst Xl Ncol

Bpul102I

Espl
AAGC
TTCG
Bal |
Stul Mscl Bgll

AGGAGGGT AGECCT GGCCAT GAGGECT CACATACCCT ACCCAGACAACACCAGGAAAGAT
TCCTCCCATCCGGACCGGTACT CCCGAGT GTATGEGATGEGTCTGI TGTGGTCCTTTCTA

R eAl Eco571
GEGECTTATTCTGICTGCTCAGACAAGCCTTCTGTGTGEGEGT CCCTGCTCTGIGCCTTCCC
CCCGAATAAGACAGACGAGT CTGTTCGGAAGACACACCCCAGGGACGAGACACGGRAAGEG

TTCAGGGT CAGAACAGAGAGGT AT TGAATAGGAT TCCAGGGACT TGTCAGT TGGGT CAAG
AAGTCCCAGTCTTGT CTCTCCATAACT TATCCTAAGGT CCCTGAACAGTCAACCCAGITC

Nhel R eAl
CCATCTCCTAAAGGCTCTGCTGCCCACAGCTAGCCTGIGGT TCCTTGTATTGACTGCCCA
GGTAGAGGATTTCCGAGACGACGGEGT GTCGAT CGGACACCAAGGAACATAACT GACGGEGT

GACCAGGATGCTGCTTCAAAACCAAGT CTCCACATCTGICTTTACATGTTTAAGITTGIG
CTGGTCCTACGACGAAGT TTTGGT TCAGAGGT GTAGACAGAAATGTACAAATTCAAACAC

PmaCl
Eco72l
ApalLl
Al w4l
TATGGGGTACATGTACT TGT GTGTGCACGT GT GCGGAGGCCAGGGAT TGACATCCAGTAC
ATACCCCAT GTACATGAACACACACGT GCACACGCCTCCGGTCCCTAACTGTAGGTCATG

Pvul |
CTTCGATTACTTTGCACTGAGCTGGGAT TCCTCACT GAACCT GGGEGECTCACCAATTCAGC
GAAGCTAATGAAACGT GACT CGACCCTAAGGAGT GACT TGGACCCCGAGT GGTTAAGT CG

BspHI
TGGTGGECTCCCAGCTTCTCATGAATACTAGGGAT TGAGCCTGGGEGCCTCACGCTTGTATA
ACCACCGAGGGT CGAAGAGTACT TATGATCCCTAACT CGGACCCCGGAGT GCGAACATAT

Nsi |
ACAGT CACCTTACAACTAAGCCCCTGCGTCATGCATGI TATTCTACCTACTATTATCGAG
TGTCAGTGGAATGT TGAT TCGGGGACGCAGTACGTACAATAAGATGGATGATAATAGCTC

Dralll
GAGAAAACT GAGGCAT GGAGGGAGCTAAAGGT CTTGEGCCACAGT GTGAGAGT TGGTAGC
CTCTTTTGACTCCGTACCT CCCTCGAT TTCCAGAACCCGGT GTCACACTCTCAACCATCG

Bsc91l

EcoRI Bbvl |
AGAATTCAGACCT CCTTGAGT CTTCCACACAGAGCCCTGACACAGCTTGTGGECATCTGIG
TCTTAAGTCTGGAGGAACTCAGAAGGT GTGTCTCGGGACTGT GTCGAACACCGTAGACAC



28261

28321

28381

28441

28501

28561

28621

28681

28741

28801

28861

28921

28981

29041

Mscl
Tthi111l Bal |
GCTCTGTGGCATCATCAGAACCCGTGGACCATGTCTCTGTGTATGGCCAATGTCATCTTA
CGAGACACCGTAGTAGT CTTGGGCACCTGGTACAGAGACACATACCGGT TACAGTAGAAT

St ul BspM Pst |
CTTGCTGGGEGAGAAGGCCTGATGGATTCTGATAT TTCCCCACCCT CGGATGCTCCAGET G
GAACGACCCCT CTTCCGGACTACCTAAGACT ATAAAGCCGT GGGAGCCTACGACGT CCAC

Eco31l

CCACT CCCGAGAGAGCCAGGGAGCCACGGT GAAT CAGGAGATAT TTCCAGAT GAGACCCG
GGTGAGGGECTCTCTCGGT CCCTCGGT GCCACT TAGT CCTCTATAAAGGTCTACTCTGGGEC

Scal Pst |
CAGCGTAAGGAT GAGT GAAGAAGCCGAGT ACT GCAGT GAGCCCAGCCTGCTCTCCACAGA
GICGCATTCCTACTCACTTCTTCGGCTCATGACGT CACTCGGGT CGGACGAGAGGT GTCT

TATGT AAGCCT CCTGT CCAGGCGATAGT ACGT GT AGAACAGGEGT GGGGACTGAGCAGT GC
ATACATTCGGAGGACAGGT CCGCTATCATGCACATCTTGT CCCACCCCTGACTCGTCACG

PfIM
TGAGATCCCT TCCTCTAGGCCAGACAAT GGCATGT CTGGAACACCT ACCCAGGATTCCCT
ACTCTAGGGAAGGAGATCCGGT CTGT TACCGTACAGACCT TGT GGATGGGT CCTAAGGGA

Ahal | |
Pst | Pst | Dr al
CTGCAGCTTGGEGT TGTCTCACTGCAGAACACTTCCAGGAAACCTTTTAAATAGCATTTTT
GACGT CGAACCCAACAGAGTGACGTCTTGTGAAGGT CCTTTGGAAAATTTATCGTAAAAA

Ahal ||

Dr al Scal
TTAAACT TTGGGGECT GTGACCAAGGT GTATTTCCTAGT GTGAGT CAGTACTCACATATAC
AATTTGAAACCCCGACACTGGT TCCACATAAAGGATCACACTCAGTCATGAGTGTATATG

AflT
TGATGCTTAAATAAACTTGT TCTGGTACAGCT TCTCTTAAGGCT GCCCTCAAGAGGCACA
ACTACGAATTTATTTGAACAAGACCAT GTCGAAGAGAAT TCCGACGGEGAGT TCTCCGTGT

Nhel
GTTGGCACACT TAGGGATGCTAGCCCAGTCCTCTTGGGAATCTTTAGCTTCCATCTTGAT
CAACCGTGTGAATCCCTACGAT CGGGT CAGGAGAACCCT TAGAAATCGAAGGTAGAACTA

PfIM

Dralll
CCACTGAGT GCCTGT AATGCCCATCTGGTAAGAAGT GGT GCTCTGAAGAGT CAGATCAGC
GGTGACTCACCGACAT TACGGGTAGACCATTCTTCACCACGAGACTTCTCAGT CTAGT CG

Eco571
Sphl
ATGCAGT TTATAAATAACTAGACAAGAGGACCCCAAAGGT GCCAAACACAAAGTAAAATA
TACGTCAAATATTTATTGATCTGT TCTCCTGGGGT TTCCACGGTITTGTGITTCATTTTAT

Al w44l
Eco31l Sphl Apall
AAAAGATGGAGACCT TCATTACATACAGT GCATGCCTGT TTAACTATCTCGGTGCACT GG
TTTTCTACCTCTGGAAGTAATGTATGT CACGTACGGACAAATTGATAGAGCCACGTGACC

Hi ndl | |
ATAAATACTGI GCGATTACATGGT GCTACATAGT CAGT GAAGCT TGCTGTTTAAGGAAAT
TATTTATGACACGCTAATGTACCACGATGTATCAGT CACTTCGAACGACAAATTCCTTTA



29101

29161

29221

29281

29341

29401

29461

29521

29581

29641

29701

29761

29821

29881

29941

30001

30061

Tt h111l Bel | Dralll
GGCCGTAACTAACTAGACT TCGTCATTACACATTATCTACCTATGCCAAATGATCACACT
CCCGCATTGATTGATCTGAAGCAGTAATGTGTAATAGATGGATACGGT TTACTAGTGTGA

Vspl
GTGCCTCGTAATTATGTGGT TAAATTAATAATAATTGATACAAATAAATAAAACAGAATT
CACGGAGCATTAATACACCAATTTAATTATTATTAACTATGTTTATTTATTTTGICTTAA

Al WNI Sspl
ACAACAGAAGGT GCTGGATGTATCAGATCCTGCAAAAATAAATATTGT TTAAGAAGTACA
TGTTGTCTTCCACGACCTACATAGICTAGGACGTTTTTATTTATAACAAATTCTTCATGT

Af LT Xbal Acl |
TACTTAAGCATGGECCCTCTCTAGACTCCTTGTAAACGT TTCTGACTAATGGAGATACCCT
ATGAATTCGTACCCGGAGAGAT CTGAGGAACAT TTGCAAAGACTGATTACCT CTATGGGA

Bst XI  Apal
TCACTTGCCTGAAAGAGCTTTAGTATGCACCAGCTTTTTGGGCCCTTAAAGT TAAAAAAA
AGTGAACGCGACT TTCTCGAAATCATACGT GGTCGAAAAACCCCEGAATTTCAATTTTITTT

AAAAAAAGGCCT AAGATGAAGAGATCCTTGT TCTTATTAAATACT TGCCTGACTCCAAATA
TTTTTTTCCGATTCTACT TCTCTAGGAACAAGAATAATTTATGAACGGACTGAGGT TTAT

Dr al

Ahal |
AGCCAGATTTTAAATCCAGAAGATTTGT TCTATCCAGT TAAGGAGCTAAGAGGTCATAGA
TCGGTCTAAAATTTAGGTCTTCTAAACAAGATAGGTCAATTCCTCGATTCTCCAGTATCT

R eAl Eco4711
AGAAGGGAAAAT GTGGECCTTTTTAACCAGCTACCCACAGAGCGCTATCAGT GCCAAGEG
TCTTCCCTTTTACACCCGGAAAAAT TGGT CGATGGGT GTCTCGCGATAGT CACGGT TCCC

GCACAGACAT GCAGAGCAAGT CCAT CAGCCAGGEGT AGCT GGAGCT GT GT TCCAGGCCAAG
CGTGTCTGTACGT CTCGI TCAGGTAGT CGGT CCCATCGACCT CGACACAAGGTCCGGTTC

Eco57I1
CAGAAGTCAGGTCTGT GAGAGT GGGCACAACT GAAGAGGGCTTATGTAGCTGGGGATGGA
GTCTTCAGTCCAGACACTCTCACCCGTGTTGACTTCTCCCGAATACATCGACCCCTACCT

Pst |
AGCAAGGCT GGGCAGCACCAGAATATGAGATCCT TGTGTCCCAAACT CCCCCTGCAGACA
TCGTTCCGACCCGTCGT GGTCTTATACT CTAGGAACACAGGGT TTGAGGGEGACGTCTGT

GATATATACATTCTTGGAATAAGT GTGCT TAAT TGCAGGGT TGGATTCAAAGCAAACAGG
CTATATATGTAAGAACCTTATTCACACGAAT TAACGT CCCAACCTAAGT TTCGTTTGTCC

CTGTACTCTGI CAGCCT TCAAGATGCAAGGAGT TCTGCGAGCATAGCTCAGT GGTAGAGT
GACATGAGACAGT CGGAAGTI TCTACGT TCCTCAAGACGCT CGTATCGAGT CACCATCTCA

Sphl Scal
GITTGCTAGGCATGCTTGT GATCCTGAGT TCCATCATCAGTACTGCAAATAATAATAATT
CAAACGATCCGTACGAACACTAGGACTCAAGGTAGTAGT CATGACGT TTATTATTATTAA

Vspl
ATTATTATTATTAATAATAAACT CAACAAAAGCATATTAGT GTTAGCACCATCTATGCTC
TAATAATAATAATTATTATTTGAGT TGT TTTCGTATAATCACAATCGT GGTAGATACGAG

Bsc91l
TAATCTACACT GAGGGCT GGGATACAT CTGGGCTTCTCAAACT GAAGACT GGT CAGTGGA
ATTAGATGTGACT CCCGACCCTATGTAGACCCGAAGAGT TTGACTTCTGACCAGT CACCT

Eco571
GGGTCATGAAGGAACAT CAGT GGGTGATAGCCAATGGT CTTTGAAAAAAAATCAACTAAA



30121

30181

30241

30301

30361

30421

30481

30541

30601

30661

30721

30781

30841

30901

30961

31021

CCCAGTACTTCCTTGTAGT CACCCACTATCGGT TACCAGAAACTTTTTTTTAGITGATTT

Sphl
GTAATCCAGAAACAGAGAAT GEGEGTGCAT GCAACT AGEEEEEGT GTCTCCTATGECTAGG
CATTAGGTCTTTGICTCTTACCCCACGTACGT TGATCCCCCCCACAGAGGATACCGATCC

GATGTCTATGCGAGT AGGGATATGTATAATACATTTTTCTCAGT GTGATACAGCATCTAA
CTACAGATACCCTCATCCCTATACATATTATGTAAAAAGAGT CACACTATGTCGTAGATT

Saul

Bsu36l Eco57I1
AAGT TTGGAAGT CATCAACTAGACACCCTAAGGTCTACCACTGCTCTGCTATCTACATGC
TTCAAACCTTCAGTAGITGATCTGIGGGAT TCCAGATGGTGACGAGACGATAGATGTACG

Bgl |
GCCCTTCAGGCAGTGECTTGTATGCTTTTGGTAGT GAAGCGAT AGCCAGECAGGEGAGAG
CGGGAAGT CCGTCACCGAACATACGAAAACCATCACTTCCCTATCGGTCCGTCCCCTCTC

TTGGAGGGEGT AGGCGATGT TGT GGTAACACT GAGAAT GGCCGTAGT GAAGCCAGGCATGT
AACCTCCCCATCCCCTACAACACCATTGTGACT CT TACCGGCATCACT TCGGTCCGTACA

Xml
AAGGCCCTTCTAAGAGAATGT TATATGGGCCTAGAACTCTTTCTCCAACTTTCTCTATAC
TTCCGGGAAGATTCTCTTACAATATACCCGGATCTTGAGAAAGAGGT TGAAAGAGATATG

CCAGGAAAGCCCCCACT GGCTGAAAT CAGCAAT GCAAGGAAGGCTAGGAT TTGAGATAGG
GGTCCTTTCGEEEGT GACCGACT TTAGI CGT TACGT TCCTTCCGATCCTAAACTCTATCC

Sacl
Ecol CRI Bsm EcoRI
AGCTCAGI GGCAGGGCGCTTATCTAGCATTCATGAGGCTTTGAATTCCAAT CCTCAGCCC
TCGAGT CACCGT CCCGCGAATAGATCGTAAGTACTCCGAAACT TAAGGT TAGGAGT CGGG

AGGGCCGAAAAAACAAAAAT CAACT ACAAGCCT CCTGCACT GGATATATAT CGAGAGCT GG
TCCCCCTTTTTTGITTTTAGI TGATGI TCCGAGGACGT GACCTATATATAGCTCTCGACC

Avr |
GACCCCCAACAAGCAAGCCTAGGAAATAACT GTAGT GCCTAAGAGCAGATGCAGATTTCT
CTGEEEGT TGT TCGT TCCRATCCTTTATTGACATCACGGATTCTCGT CTACGT CTAAAGA

BspM Rl eAl
TAGCATATCCTACTACCT GCTCCCCACACCATAATGTAGATACACT AATGGEGCCT CGCCT
ATCGTATAGGAT GATGGACGAGGEGEGT GTGGTATTACATCTATGT GATTACCCGGAGCGGA

BspM

Pvul
TCACTAAGGAAAGT AGAAACT CCTTTCT GEEGEGT AGCAGCT GT CCTGECAGGT GCGEECC
AGTGATTCCTTTCATCTTTGACGAAAGACCCCCAT CGT CGACAGGACCGT CCACGCCCGG

TTCAAGAACAAGT GTTAATGCGT TCCAGGT TCTCCTACCAGGAAGATGAACACCGACAAC
AAGTITCTTGI TCACAAT TACGCAAGGT CCAAGAGGATGGICCT TCTACTTGIGCCTGI TG

BspM
TGACCT GCCCAGAGGAGGACAAGAGGGAGAT CCAGCCATCTCCAAAGAGGAGITTCCTTC
ACTGGACGGGTCTCCTCCTGI TCTCCCTCTAGGT CGGTAGAGGT TTCTCCTCAAAGGAAG

GCTCTGCCTCITCTAGGT AAACT CACGCCT CGCTTTGCAGCAAGT GACAACTGAGAAACTA
CGAGACGGAGAGATCCAT TTGAGT GCGGAGCGAAACGT CGTTCACTGT TGACTCTTTGAT

Xhol 4
TTTGGGCCTCACT TAGACAAT GTCTATAGAT GGCCT GGTAGACATGCAACGTAACAAGAT
AAACCCGGAGT GAATCTGTTACAGATAT CTACCGGACCATCTGTACGT TGCATTGTTCTA
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