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»These grey little cells. It is up to them.”
- Agatha Christie
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1 Einleitung

1.1 DNA-Integration in eukaryotische Zellen

Zellfremde DNA kann Uber verschiedene Wege, natirlich oder kiinstlich erzeugt, in eu-
karyotische Zellen gelangen. Dabei werden zwei Moglichkeiten unterschieden, der ver-
tikale und der horizontale Gentransfer. Der vertikale Gentransfer beschreibt die Weiter-
gabe von Genen eines Individuums auf die nachfolgende Generation, wahrend der hori-
zontale Gentransfer den Austausch genetischen Materials zwischen zwei Organismen
(zum Beispiel zwischen Bakterien, Bakterien und Saugerzellen, Viren und eukaryotischen
Zellen etc.) charakterisiert (Jheeta, 2013). Der vertikale Gentransfer spielt in der Natur
bei der Vererbung von Genen eine Rolle, wahrend er im experimentellen Rahmen eine
Bedeutung unter anderem bei der Erzeugung von transgenen Organismen hat. Im Zuge
der Erforschung der Funktionen von Genen und der Genexpression in Zellen ist der ho-
rizontale Gentransfer ein weitverbreitetes Instrument, das zur Erzeugung genetisch mo-
difizierter Organismen genutzt wird (Kim & Eberwine, 2010). Hierbei werden experimen-
telle Methoden verwendet, die teilweise auf Mechanismen beruhen, die ebenso nicht-
experimentell, also auf natilirliche Weise in vivo ablaufen. Experimentelle Methoden
sind zum Beispiel chemische Transfektionssysteme, unter Verwendung von Caz(POas)2-
Prazipitaten oder Liposomen, und physikalische Transfektionssysteme, unter anderem
Elektroporation, Gene Gun und Mikroinjektion. Die Transduktion mit Hilfe viraler Ex-
pressionssysteme ahmt die virale Integration von Nukleinsduren in Sdugerzellen nach.
Dies geschieht meist mit Hilfe modifizierter viraler Plasmide und nutzt das in der Natur
vorkommende Prinzip der viralen Infektion in vitro. Bei der experimentellen Nutzung
kénnen sich diese modifizierten Plasmide jedoch nicht autonom replizieren und bendti-
gen hierfir zusatzliche Hilfe durch andere Zellen (Colosimo et al., 2000). Eine Mdoglich-
keit ist das Einbringen viraler Vektoren in Wirtszellen und ihre autonome Replikation
aullerhalb der wirtseigenen DNA. Die Integration der fremden genetischen Information
in die Wirts-DNA im Zellkern ist ebenso moglich. Physiologisch kommt es nicht zu einer
Integration fremder Nukleinsdauren in das zelleigene Genom im Zellkern. Jedoch enthalt
das menschliche Genom in den nichtkodierenden Sequenzen (Introns) bis zu 8 % retro-
virale Elemente, unter anderem Retrotransposons. Diese entsprechen Uberresten en-

dogener Retrovirus-Sequenzen nach viralen Infektionen, die in das Genom integriert
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und anschlieBend vertikal Gber die Keimzellbahn weitervererbt wurden (Modrow et al.,
2021). Dies ist durch die Aktivitat der Reversen Transkriptase (RT) moglich, eines En-
zyms, das fahig ist, RNA in DNA umzuschreiben. Die wohl bekanntesten Viren, die fahig
sind, ihre RNA mittels Reverser Transkriptase in das humane Genom zu integrieren, sind
humanpathogene Retroviren: das humane T-Zell-Leukdmie-Virus (HTLV), das die Entste-
hung von T-Zell-Leukdmien auslésen kann, und die humanen Immundefizienzviren HIV-
1 und HIV-2, die Erreger der erworbenen Immunschwache (acquired immune deficiency
syndrome, AIDS) (Modrow et al., 2021). Hierbei handelt es sich ausschlieBlich um die
Aufnahme viraler Nukleinsduresequenzen in das Genom und keine bakteriellen Genab-

schnitte.

Erste Hinweise auf eine nichtexperimentelle Integration bakterieller DNA in das Sauger-
genom konnten durch Doerfler et al. (1998) gezeigt werden. Es wurde untersucht, in-
wieweit durch orale Ingestion einer Test-DNA und anschlieBende zelluldre Aufnahme
von DNA-Fragmenten ein Nachweis der Aufnahme und Integration der fremden DNA in
das Genom von Sdugerzellen erfolgen kann. Hierbei zeigte sich nicht nur eine Integration
der Test-DNA des Bakteriophagen M13 in peripheren Leukozyten und teilweise in gerin-
ger Menge in der Milz bis zu einer Fragmentlange von 1299 bp. Es konnten Uberra-
schenderweise auch integrierte Fragmente der im Darmtrakt der untersuchten Mause
vorkommenden Escherichia-coli-DNA in der Milz nachgewiesen werden (Doerfler &
Schubbert, 1997). Diese Experimente bewiesen, dass auch liber den Darmtrakt Frag-
mente fremder (bakterieller) DNA aufgenommen und in das Genom von Sdugerzellen
integriert werden kénnen. Grundlage hierflr war nach Schlussfolgerung der Autoren,
dass ein langerfristiger Kontakt zu der aufgenommen DNA bestanden haben musste
(mehrere Tage Verfiitterung der DNA Uber mehrere Tage hinweg und E.-coli-DNA dau-
erhaft im Darmtrakt anwesend). AnschlieBend waren die integrierten Fragmente bis zu
zehn Tage nach der Verfiitterung nachweisbar (Doerfler & Schubbert, 1997). Eine Wei-
tergabe der Fremd-DNA von damit gefltterten trachtigen Mausen auf ihre Nachkom-
men konnte ebenfalls in geringem Ausmal’ gezeigt werden. Integrierte DNA-Fragmente
waren in mehreren Organen und Geweben fetaler oder neugeborener Mause-Nach-
kommen in den Zellkernen nachweisbar. Die untersuchten neugeborenen Mause waren
nie fur alle Kérperzellen transgen fiir die vom Muttertier ingestierten DNA-Fragmente,

weshalb eine plazentare Ubertragung diskutiert wurde (Doerfler et al., 1998).
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1.2 Durch Bakterien hervorgerufene Immunreaktion

In der Regel |16st eine bakterielle Infektion iber verschiedene Wege eine Immunreaktion
im Wirtsorganismus aus. Hierbei spielen zwei Arten der Immunantwort eine Rolle. Zum
einen die angeborene Immunantwort (innate immunity), die friih und unspezifisch auf
Antigene reagiert. Zum anderen wird im Rahmen der angeborenen Immunantwort eine
verzogerte spezifische Immunantwort induziert, die adaptive, erworbene Immunant-
wort (adaptive immunity), die auf der Aktivierung von T- und B-Lymphozyten beruht

(Akira et al., 2006).

Die angeborene Immunantwort bedient sich verschiedener Effektormechanismen zur
Bekdampfung von Pathogenen. Diese Mechanismen umfassen Organe wie Haut- und
Schleimhaute, die eine physikalische Barriere gegen eindringende Mikroorganismen bil-
den, sowie chemische und biologische Faktoren, beispielsweise Lysozym, Lactoferrin
und Immunglobuline, welche gegen Pathogene wirken. Hinzu kommen humorale Me-
chanismen wie Akute-Phase-Proteine, das Komplementsystem und proinflammatori-
sche Zytokine (Interferone, Tumornekrosefaktor, Interleukine, Prostaglandine und Leu-

kotriene).

Grundlage der Immunabwehr ist die Erkennung koérperfremden Materials anhand des
Vorhandenseins verschiedener Oberflaichenmerkmale oder des Fehlens kérpereigener
Strukturen. Antigenprasentierende Zellen, die dafiir verantwortlich sind, Antigene zu er-
fassen und initial zu prozessieren (zum Beispiel durch Verdau), bilden einen Teil der zel-
lularen Komponente der angeborenen Immunantwort. Dazu zdhlen dendritische Zellen
und Monozyten/Makrophagen. Natlrliche Killer-Zellen (NK-Zellen), die virusinfizierte
oder Tumorzellen identifizieren und eliminieren kdbnnen, stellen einen weiteren Teil der
zelluldren Komponente dar. Dies geschieht anhand der Uberpriifung eines auf jeder
kernhaltigen Zelle vorhandenen Oberflichenmerkmals, des Haupthistokompatibilitats-
komplex (major histocompatibility complex, MHC) der Klasse | (MHC-I). Zellen ohne
MHC-I-Merkmal werden von NK-Zellen als fremd erkannt (Abbas et al., 2019).

Im Rahmen der angeborenen Immunantwort spielen Mustererkennungsrezeptoren
(pattern recognition receptors, PRRs), die Giberwiegend auf antigenprdsentierenden Zel-
len exprimiert werden, eine libergeordnete Rolle bei der Erkennung von Mikroorganis-

men. Diese PRRs werden lber die Keimzellbahn vererbt. Sie sind in ihrer Anzahl limitiert
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und unabhangig vom immunologischen Gedachtnis eines Organismus. Demgegenlber
stehen die Rezeptoren des adaptiven Immunsystems, die bedingt durch somatisches
Rearrangement eine deutlich breitere Vielfalt aufweisen. PRRs erkennen distinkte, so-
genannte Pathogen-assoziierte molekulare Muster (pathogen-associated molecular pat-
terns, PAMPs), die tUberlebensnotwendigen Strukturmotiven von Mikroorganismen ent-
sprechen und demzufolge hochkonserviert sind. Unterschiedliche PRRs interagieren mit
spezifischen PAMPs, haben unterscheidbare Expressionsmuster und aktivieren unter-
schiedliche spezifische Signalwege. Weiterhin kdnnen sie nach Identifikation der Patho-
gene, Aufnahme und Prasentation Gber MHC-Klasse-I- und -lI-Molekiile durch Kostimu-
lation mittels gesteigerter Chemo-/Zytokinexpression die adaptive Immunantwort sti-

mulieren (Akira et al., 2006; Gordon, 2002).

Die Familie der Toll-like-Rezeptoren (TLRs) ist die wohl am besten bekannte Gruppe von
PRRs. Andere Rezeptoren, die involviert sind, umfassen unter anderem Typ-3-Komple-
ment-Rezeptoren (CR3s), Scavenger-Rezeptoren (SRs) und NOD-like-Rezeptoren. Die
durch diese Rezeptoren erkannten Liganden kdnnen exogener oder endogener Natur
sein (Gordon, 2002). Verschiedene Subgruppen der TLRs erkennen unterschiedliche
Strukturmotive von Bakterien, Pilzen, Parasiten, Viren und endogenen Antigenen und
spielen so eine Rolle bei der Erkennung verschiedener Mikroorganismen und der Akti-
vierung spezifischer Signalkaskaden. So werden zum Beispiel bei grampositiven Bakte-
rien Peptidoglycane in der Zellwand durch TLR2 erkannt und Lipopolysaccharide (LPS)
bei gramnegativen Bakterien durch TLR4. Weitere bakterielle Antigene umfassen zum
Beispiel Lipoteichonsaure (erkannt durch TLR2 und TLR6), Porine (TLR2) und Flagelline
(TLR5). Die gleichen TLRs kdnnen jedoch nicht nur bakterielle Liganden erkennen, son-
dern auch virale Komponenten. Freie DNA wird durch TLR9, doppelstrangige RNA durch
TLR3 und einzelstrangige RNA durch TLR7 und TLR8 erkannt. Auch virale Hillproteine
sind Liganden von TLR4 (Akira et al., 2006).

Toll-like-Rezeptoren induzieren eine dem Interleukin-1-Rezeptor(ll-1R)-Signalweg dhnli-
che Kaskade mittels Adapterproteinen mit Toll/II-1R(TIR)-Doméane, zum Beispiel myeloid
differentiation factor 88 (MYD88), die durch eine Aktivierung von nuclear factor kappa-
light-chain-enhancer of activated B-cells (NFKB) zur Produktion proinflammatorischer
Zytokine und Chemokine fihrt. Unter anderem wird die Bildung von Interleukin-1R8 (lI-

1R) und Tumornekrosefaktor a (TNFa) induziert, die ebenso im Rahmen einer positiven
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Feedback-Schleife wiederum NFKB stimulieren kénnen (Akira & Takeda, 2004; Janeway
& Medzhitov, 2002). Dariiber hinaus werden durch NFKB Interleukin-6 (ll-6), das unter
anderem eine Rolle im Wechsel zwischen ange”borener und adaptiver Immunantwort
spielt (Jones, 2005; Liu 2017), und Chemokine (C-C Motif) Ligand 3 (CCL3)/Macrophage
Inflammatory Protein 1a (MIP-1a), das zum Beispiel im Modell der experimentellen au-
toimmunen Enzephalomyelitis (EAE) oder nach Stimulation durch LPS hochreguliert ist
(Zhu et al., 2016), stimuliert. Obwohl die TLR- und II-1R-Signalwege viele Komponenten
der Signaltransduktion teilen, konnte gezeigt werden, dass unterschiedliche Zielmole-
kile spezifisch aktiviert werden kénnen. Weiterhin aktivieren mitunter auch unter-
schiedliche TLRs, je nach Liganden, unterschiedliche spezifische Zielgene. So wurde fir
TLR4-abhangige Signalwege auch eine Aktivierung von NFKB unabhangig von MYD88
nachgewiesen, wenn das stimulierende Antigen LPS war (Akira & Takeda, 2004; Janeway
& Medzhitov, 2002). Wahrend die Rolle des angeborenen Immunsystems bei der Erken-
nung korperfremder Strukturen bereits lange erforscht ist und Autoimmunitat gegen
korpereigene Strukturen bislang vor allem dem erworbenen Immunsystem zugeordnet
wurde, stellte sich die Frage, ob Mechanismen des angeborenen Immunsystems zur Au-
toimmunitat beitragen kdnnten. Unter anderem gibt es Hinweise auf eine Beteiligung
von TLRs bei der Erkennung korpereigener Strukturmuster und der pathologischen Ver-
ursachung autoimmuner Reaktionen. Als mogliche endogene Liganden zdhlen zum Bei-
spiel Hitzeschockproteine (HSPs) fiir TLR2 und TLR4 sowie mRNA fiir TLR3. In welchem
Ausmald das angeborene Immunsystem zu Autoimmunerkrankungen und chronisch-ent-
ziindlichen Erkrankungen beitragt, ist Bestandteil aktueller Forschung (Rifkin et al.,

2005; Theofilopoulos et al., 2017).

1.3 Die Mauslinie F2b: Charakterisierung aus Vorarbeiten

Zur Untersuchung einer konstitutiven Expression von TIMP-1 (tissue inhibitor of me-
talloproteinases 1) und ihrer Auswirkung im Rahmen einer experimentellen Autoim-
mun-Enzephalomyelitis (EAE) wurden transgene Méause erzeugt. TIMP-1-mRNA wurde
mittels RT-PCR in cDNA umgeschrieben und unter Kontrolle des GFAP-Promotors in ei-
nen Vektor kloniert, wildtypischen Eizellen injiziert und schlieBlich Mausen implantiert.
Hierbei entstanden mehrere transgene Mauslinien (unter anderem F2b, F11, F60), von

denen die Mauslinie F2b makroskopische und histologische Auffilligkeiten aufwies. Auf
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DNA-, RNA- und Proteinebene konnte die Expression von TIMP-1 nachgewiesen und im-
munhistochemisch vor allem in Astrozyten gezeigt werden. In der Mauslinie F2b war die
Expression am starksten im Kleinhirn ausgepragt, wobei sie cirka am siebten Lebenstag
auftrat und sich bis in die dritte Lebenswoche steigerte. Begleitet wurde die Expression
des transgenen TIMP-1 von einer zusatzlichen Expression des sonst nicht konstitutiv
nachweisbaren wildtypischen TIMP-1-Proteins (Humar, 2007). Die Mauslinie F2b war
durch eine Kleinhirnhypoplasie, Kérnerzellverlust, partielle Verminderung der Purkinje-
Zellzahl und fokale Hypomyelinisierung sowie Kalzifikationen im Kleinhirn gekennzeich-
net. Sowohl im Kleinhirn als auch im Hippocampus stellten sich Leukozyteninfiltrationen
und eine Gliose, vor allem leptomeningeal betont, dar. Die Blut-Hirn-Schranke wies eine
intakte Funktion auf. Die histomorphologischen Auffalligkeiten wurden begleitet von ei-
ner Ausschiittung von Zytokinen, vor allem durchgehend von TNFa, TNF und Il-1a, wo-
bei TNFa am starksten exprimiert wurde. Zusatzlich fanden sich bis zum 21. Lebenstag
IFNy, II-1R und 113, TGFR, II-12p40 und 1I-12p35. In Verhaltenstests mit sechs Wochen
alten Mausen zeigten transgene Mause der F2b-Linie im Vergleich zum Wildtyp eine
Ataxie, ein erhohtes Explorationsverhalten bei regelrechtem Lernverhalten, das jedoch
nicht dabei behilflich war, die erlernten Fahigkeiten in der entsprechenden Aktivitat ada-
quat einzusetzen und ein gewisses Mal3 nicht ibersteigen konnte (Althoff et al., 2010;

Humar, 2007).

Im Rahmen einer Microarray-Analyse primarer Astrozytenkulturen aus den Mauslinien
F2b, F60 und F11 zeigte sich in der F2b-Linie im Vergleich zu den Linien F11 und F60 eine
Hochregulation von 1I-6, CCL3, CCL4 und 1I-18, welche mittels einer RPA bestatigt werden
konnte und unter Blockade der TIMP-1-Wirkung als TIMP-unabhangig charakterisiert
wurde. Auf DNA-Ebene wurde im Southernblot eine zusatzliche Bande des GFAP-Pro-
motors in der F2b-Mauslinie im Vergleich zum Wildtyp (eine GFAP-Bande) und der F11-
Linie (zwei GFAP-Banden) beobachtet, was den Verdacht auf ein Insertionsphdanomen

nahelegte (Guemto, 0.D.).

Um den genauen Integrationsort des Transgens in das Mausgenom zu erforschen, wur-
deninverse PCR und Sequenzierungen religierter DNA durchgefiihrt. Dabei konnte nach-
gewiesen werden, dass unter dem GFAP-Promotor neben dem TIMP-1-Transgen ebenso
Anteile aus dem E.-coli-Genom kointegriert wurden. Zunachst wurden die Abschnitte

um das Gen yciT identifiziert. In weiteren PCR-Untersuchungen in der Umgebung von
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yciT konnten die Gene pyrF und yciH in 5’-Richtung und SapB und SapA in 3’-Richtung
nicht nachgewiesen werden (siehe Abbildung 1). Anteile der Gene modulator of RNase
stability I and Il (hier als mod abekiirzt) konnten auf DNA-Ebene in der F2b-Maus gefun-

den werden.

E. coli

pyrfF yeiH osmB yeiT mod rnb yciw fabl SapF SapD SapC SapB

Legende:

Abschnitt E.-coli-Genom

Gen Nachgewiesenes Gen

Untersuchtes Gen, das nicht nachgewiesen
werden konnte

Nicht einzeln untersuchtes Gen, aber zwischen
nachgewiesenen Genen vorhanden

Abbildung 1: iPCR-Vorarbeiten. Gezeigt sind Anteile des E.-coli-Genoms, die unter Kontrolle des GFAP-
Promotors in F2b-Mdusen akzidentiell kointegriert wurden.

1.4 Zielsetzung und Fragestellung

Im Rahmen dieser Arbeit sollte untersucht werden, welche weiteren Abschnitte des E.-
coli-Genoms in der F2b-Mauslinie kointegriert wurden und ob diese verantwortlich fir
den beobachteten Phanotyp und die entsprechende Immunreaktion sind. Ziel dieser Ar-
beit war deshalb erstens eine genaue Charakterisierung des kompletten DNA-Segments,
das bei Erzeugung der F2b-Mauslinie in deren Genom eingebracht wurde, und zweitens
eine Untersuchung, ob die bakterielle Fremd-DNA in der transgenen Maus transkribiert
sowie translatiert wird. Zudem sollten drittens einige der auf dem DNA-Abschnitt vor-
handenen Gene exemplarisch in primarer Astrozytenkultur mittels Expressionsanalyse
durch gPCR daraufhin untersucht werden, inwiefern diese eine dhnliche Immunreaktion
in den Astrozyten induzieren konnen, wie sie zuvor in der F2b-Mauslinie beobachtet

wurde (Guemto, 0.D.; Humar, 2007).

Die Charakterisierung der akzidentiell kointegrierten E.-coli-Abschnitte sollte Aufschluss

dariiber geben, inwiefern diese bekannte codierende Sequenzen enthalten und somit
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von der Maus in vivo prozessiert werden konnten. Im Fall einer Transkription oder mog-
licherweise auch Translation, welche hier untersucht werden sollten, stellt sich die zent-
rale Frage, ob die entstehenden Produkte funktionstiichtig wirken kénnen und ob sie als
korpereigen oder korperfremd erkannt werden. Um dies zu untersuchen, kommen ver-
schiedene Antigene als mogliche Liganden fiir PRRs in Frage: zum Beispiel die transkri-
bierte mRNA oder translatierte Proteine, welche abhangig von der integrierten Sequenz
mausfremd sind. Im Rahmen der Vorarbeiten fiir diese Arbeit zeigten sich am ehesten
Hinweise auf eine Aktivierung der angeborenen Immunitat (siehe das in Abschnitt 1.3
beschriebene Zytokinmuster). Es sollte geklart werden, ob die DNA-Sequenz und mogli-
che Genprodukte als PAMP diese Immunreaktion auslésen kdnnen. Die Ergebnisse die-
ser Untersuchungen konnten neue Erkenntnisse darlber hervorbringen, welchen Ein-
fluss das angeborene Immunsystem und die Unterscheidung von kdérperfremden und

korpereigenen Produkten auf die Entstehung autoimmuner Reaktionen haben.



2 Material und Methoden

2.1 Chemikalien und Verbrauchsmaterial

ReaktionsgefaRe, Pipetten (inkl. Pasteurpipetten und serologischen Pipetten) und Pipet-
tenspitzen wurden von den Firmen Eppendorf (Hamburg), Gilson (Middleton, WI, USA),
Greiner Bio-One (Frickenhausen), Hirschmann Laborgerate (Eberstadt), Sarstedt (NUm-

brecht) und Schott Glas (Mainz) verwendet.

Als weiteres Verbrauchsmaterial wurden 96-Well-Platten (NUNC, Thermo Fisher, Carls-
bad, CA, USA), Aluminiumfolie (Kobe, Marburg), Chromatografie-Blotting-Paper 3 mm
(GE Healthcare, Buckinghamshire, GrooRRbritannien), Faltenfilter (Carl Roth, Karlsruhe),
Filter fur sterile Filtration 0,22 um/0,45 um (Merck Millipore, Irland), NUNC-R6hrchen
(Thermo Fisher), Parafilm ,M*“ (American National Can, Chicago, USA), Polypropylen-
Saulen 5 ml (QlAgen, Hilden), PVDF-Transfermembran Immobilon-P 0,45 um (Carl Roth),
Rasierklingen (Gillette), Spritzen 10 ml (Braun Medical Inc., Bethlehem, PA, USA), Zell-
kulturréhrchen und -schalen 50 mm/100 mm Durchmesser (Greiner Bio-One, Fricken-

hausen) und Zahnstocher (VESS, Koln) genutzt.

Material Hersteller, Firmensitz

1-fach Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline Gibco, Carlsbad, CA, USA

(DPBS)

2-Mercaptoethanol 14,3 M Fluka BioChemika, Buchs, Schweiz
2-Propanol Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
2-fach Rapid Ligation Buffer Promega, Walldorf

5-fach First Strand Buffer Invitrogen, Carlsbad, CA, USA

6-fach Loading Buffer Fermentas, St. Leon-Rot

10-fach Buffer BamHI Fermentas, St. Leon-Rot

10-fach Buffer Tango Fermentas, St. Leon-Rot

10-fach Dream Taq Buffer inkl. MgCl; 20 mM Thermo Fisher Scientific, Horsham, UK
10-fach Fast Digest Buffer Thermo Fisher Scientific, Horsham, UK
10-fach T4 Ligation Buffer Promega, Walldorf

Acryl Bis 30% (Rotiphorese Gel 30) Carl Roth GmbH, Karlsruhe

AminoLink Plus Immobilization Kit Thermo Fisher Scientific, Horsham, UK
Ammoniumpersulfate (APS) 10% Thermo Fisher Scientific, Horsham, UK

Agua ad injectabilia B. Braun, Melsungen
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Material

Hersteller, Firmensitz

Boric Acid Analytical Reagent Grade
Brilliant Blue G-250

Brilliant Blue R-250

Bromphenolblau

Bovine Serum Albumin (BSA)
Calciumchlorid-Dihydrat 147,02 g/mol
Casein Hydrolysate

Chloroform Uvasol (CHCls) 119,38 g/mol
Trichlormethan/Chloroform

dATP 0,2 mM

Dimethylsulfoxide (DMSO)

Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat (Na;HPO4)
177,99 g/mol

Dithiothreitol (DTT) 0,1M
DNase |
Dream Tag DNA Polymerase (5 U/ul)

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)
+ Glutamax

EDTA-Disodium 0,5 M, pH 8,0

Essigsaure 100 %

Ethanol absolute
Ethidiumbromidlosung 1 % 10 mg/ml
Fetal Bovine Serum (FBS)

GelRed Nucleic Acid Gel Stain
GeneRuler DNA Ladder Mix 0,5 pg/ul
Glucose

Glycerin doppelt destilliert 87 %
Glycerin

Guanidinhydrochlorid 99,7 % protein grade
95,53 g/mol

Hanks’ balanced salt solution (HBSS)

Isofluran (Forene)
Isopropanol

Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid (IPTG)

Fisher Scientific, Schwerte

Carl Roth, Karlsruhe

Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA
Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA
Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA
Merck, Darmstadt

Gibco, Carlsbad, CA, USA

Merck, Darmstadt

Carl Roth, Karlsruhe

Thermo Fisher Scientific, Horsham, UK
Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA
Carl Roth, Karlsruhe

Promega, Madison, WI, USA
Thermo Fisher Scientific, Horsham, UK
Thermo Fisher Scientific, Horsham, UK

Gibco, Carlsbad, CA, USA

SERVA Boehringer Ingelheim
Bioproducts Partnership, Heidelberg

Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Carl Roth, Karlsruhe

Gibco, Carlsbad, CA, USA
Biotium, Fremont, CA, USA
Fermentas, St. Leon-Rot

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Serva, Heidelberg

Carl Roth, Karlsruhe

GibcoBRL/LifeTechnologies, Carlsbad,
CA, USA

Abbvie, Ludwigshafen
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Carl Roth, Karlsruhe
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Material

Hersteller, Firmensitz

Kaliumchlorid (KCl)

KAPA Mouse Genotyping Hot Start Kit
Komplettes Freud’sches Antigen

LE Agarose

Lennox L Broth Base

Nonfat dried milk powder

Magnesiumchlorid-Hexahydrat (MgCl,) 203,3 g/mol
Magnesiumsulfat-Heptahydrat (MgS04) 99,5 %

for analysis 246,48 g/mol
Methanol
Miller’s LB Broth Base

Mix & Go! E. coli Transformation Kit

N-2-Hydroxyethylpiperazin-N-2-ethansulfonsaure

(HEPES) 1 M

Natriumazid (NaNs)
Natriumchlorid (NaCl) 58,44 g/mol
Natriumchlorid (NaCl) 0,9 %
Natriumhydroxid (NaOH) 1 M
Natriumhydroxid (NaOH) 2 M
Nickel-NTA Agarose

NucleoSpin Gel and PCR Clean-up Kit
NucleoSpin Plasmid Kit
Oligo(DT)18 Primer 0,5 pg/ul
PAGEruler Plus, prestained
peqGOLD dNTP-Set 10 mM
pGEM-T Easy Kit

Phenol Rotiphenol

Phosphorsaure 85 %

Phusion GC Mastermix

Plasmid Maxi Kit

Polybrene 5 mg/ml

Ponceau S solution for electrophoresis 0,2 % in

3% TCA
PrecisionFAST 2x Mix

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

Peqlab, Erlangen
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Biozym Scientific GmbH/Trading GmbH,
Hess. Oldendorf

GibcoBRL/LifeTechnologies, Carlsbad,
CA, USA

AppliChem, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Acros Organics, Geel, Belgien

Thermo Fisher Scientific, Horsham, UK
Invitrogen, Carlsbad, CA, USA
ZymoResearch, Freiburg

GibcoBRL/LifeTechnologies, Carlsbad,
CA, USA

Fluka/Sigma Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe

B. Braun, Melsungen

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

QlAgen, Hilden
Macherey-Nagel, Diiren
Macherey-Nagel, Diiren
Fermentas, St. Leon-Rot
Thermo Fisher, Carlsbad, CA, USA
Peqglab, Erlangen

Promega, Walldorf

Carl Roth, Karlsbad

Carl Roth, Karlsruhe
FINNZYMES, Espoo, Finnland
QlAgen, Hilden

Sigma-Aldrich, Steinheim

Serva Electrophoresis GmbH, Heidel-
berg

Primerdesign, Eastleigh, UK
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Material

Hersteller, Firmensitz

Proteinase K 10 mg/ml in 100 mM Tris-HCI, pH 8,3

QlAquick Gel Extraction Kit
QlAquick PCR clean-up Kit

Ribolock RNase Inhibitor 40 U/pl
Salzsdure (HCI) 1 M

Salzsdure (HCl), rauchend 37 %
Sirius WesternBright

Sodium borate decahydrate
Sodium Chloride 5 M
Sodiumdodecylsulfat (SDS) 10 %
Superscript Il Reverse Transcriptase 200 U/ul
T4 Ligase
Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Trichloressigsaure
Trichlormethan/Chloroform

Tris(hydroxymethyl)aminomethane 99+ % for
biochemistry pH 8,4

TRIzol Reagent
Trypsin-EDTA 1-fach 0,05
Tryptone

Tween 20 Detergent
Urea 60,06 g/mol

X-Gal

Xylencyanol

Yeast Extract

Peqglab, Erlangen

QlAgen, Hilden

QlAgen, Hilden

Thermo Fisher Scientific, Horsham, UK
Merck, Darmstadt

Carl Roth, Karlsruhe

Biozym, Oldendorf
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Carl Roth, Karlsruhe

Invitrogen, Toulouse, Frankreich
Promega, Walldorf
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Carl Roth, Karlsruhe

Acros Organics, Geel, Belgien

Invitrogen, Carlsbad, CA, USA

Gibco, Carlsbad, CA, USA

Carl Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden
Thermo Fisher, Carlsbad, CA, USA

Carl Roth, Carlsruhe

Gibco, Carlsbad, CA, USA
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2.2 Software/Online-Ressourcen

Datenbank fiir gPCR-Primer: ,,Primer Bank” (Spandidos et al., 2008; Spandidos et al.,

2009; Wang & Seed, 2003), https://pga.mgh.harvard.edu/primerbank/index.html

Primer-Design: ,,NCBI-Primer-Blast” (Ye et al., 2012), https://www.ncbi.nlm.nih.gov/

tools/primer-blast/

Restriktionsstellen-Finder: ,,NEB-Cutter” (Vincze et al., 2003), https://nc3.neb.com/

NEBcutter/

Analyse von Sequenzierdaten und Erstellung von Plasmid-Karten: ,GENtle” (Manske,

2006)

gPCR-Software: ,StepOne Plus”, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

Western-Blot-Belichtungsprogramm fiir Chemolumineszenz: , Chemostar®, Intas Sci-

ence Imaging Instruments, Gottingen

2.3 Gerate

Gerate

Hersteller, Firmensitz

Absaugsystem Model AC
Belichtungsgerat flir Western Blot
Blottingmaschine/Transferapparat EPS 500/400
Brutschrank Labor

Brutschrank Zellkultur Steri-Cult 200
Digital Graphic Printer MP-D897
Easypet Pipettierhilfe
Elektrophoresegerat Horizon 11.14
ELISA-Reader ELX800G
Fuchs-Rosenthal-Zahlkammer
Heiz-/RUhr-Platte IKAMAG RET-G

Horizontale Elektrophoresekammer
(Gel casting system 11-14)

Horizontale Elektrophoresekammer
(Easy-Cast Model B)

Horizontal-Flow Zellkultur

Inverses Phasenkontrastmikroskop DMI 6000 B /
CLR 6000

HLC-Biotech, Bovenden

Intas, Gottingen

Pharmacia, New Jersey, NJ, USA
Heraeus Instruments, Hanau
Forma Scientific, Waltham, MA, USA
Sony, Shinagawa, Japan

Eppendorf, Hamburg
Life-Technologies, Karlsruhe
BioTek, Bad Friedrichshall
Hirschmann Laborgerate, Eberstadt
IKA, Staufen

Thermo Fisher, Carlsbad, CA, USA

Owl Separation Systems, Portsmouth,
NH, USA

Thermo Fisher Scientific, Horsham, UK

Leica, Wetzlar
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Gerate

Hersteller, Firmensitz

Magnetriihrer IKAMAG Pet-G
Mehrfachfluoreszenzmikroskop DMR / ebq100
Mikrowelle NN-CT565M

MiniProtean Gel Casket Set

Multipette plus

pH-Meter Lab 850

Photometer Ultraspec 3100 pro

Power-PAC 300

Prazisionswaage Sartorius porTabelle PT120
Schiittelinkubator HAT Aerotron
Stereotaxiemikroskop mit Zoom SZ51
Thermomixer comfort

Tischautoklav DX-23

Tischsterilisierer Steri 250

Transilluminator mit UV-Lampe

Ultra Turrax, T10 basic Homogenizer Workcenter
Vortexer MS2 Minishaker

Wasserbad SW 20C

Zellkultur-Bench Vertical-Laminar- Flow
Zentrifugen 5417R, 5810R und 5418
Zentrifuge Labofuge A Christ

IKA, Staufen

Leica, Wetzlar

Panasonic, Hamburg

BioRad, Feldkirchen
Eppendorf, Hamburg

Schott Instruments, Mainz
Amersham Biosciences, Mainz
Biorad, Richmond, CA, USA
Sartorius, Gottingen

Infors HT, Bottmingen, Schweiz
Olympus, Hamburg
Eppendorf, Hamburg

Systec, Wettenberg

Keller, Burgdorf

Fisher Scientific, Nidderau
IKA, Staufen

IKA, Staufen

Julabo GmbH., Seelbach
Steag, Pfullingen

Eppendorf, Hamburg

Heraeus, Hanau

2.4 Antikorper

Antigen Reaktiv Konjugat Firma/Artikel-Nr. Methode
auf Spezies
GAPDH Maus, HRP MAB 374 Millipore ELISA, IP, ICC, IF,
monoklonal IHC, WB (38 kDa)
goat-anti-rabbit rabbit HRP dianova, Hamburg Lot WSB, ELISA, IHC

Number 54420
Code 111-035-144
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2.5 Allgemeine Puffer und Losungen

Die verwendeten Puffer und Losungen sind in Tabelle 1 aufgefiihrt.

Tabelle 1: Allgemeine Puffer und Losungen

Puffer/Lésung

Zusammensetzung

Blotting-Puffer 10-fach
Vorratslosung

Bradford-Reagenz

Puffer A (Lysepuffer)

Puffer B, Cund E
Vorratslosung

Coomassie-Farbeldsung

Coupling-Puffer
Entfarbungslosung

Lade-Puffer WB 4-fach

Laufpuffer 10-fach
Vorratslosung

Lyse-Puffer

Sammelpuffer (4x Tris,
pH 6,8)

SB-Puffer 20-fach
Vorratslosung

SB-Puffer 1-fach

TAE-Puffer 25-fach
Vorratslosung

Trennpuffer (4x Tris pH 8,8)

TBS-Puffer 10-fach

TE-Puffer
TTBS 1-fach

Tris-Puffer

Trocknungslésung

3,03 g Tris-HCl, 14,4 g Glycin, 200 ml Methanol, ad 1 | MQ, pH
8,0

Brilliant Blue G-250, Ethanol, Phosphorsaure, vor Verwen-
dung frisch filtrieren

NaH,P0O4 100m M, Tris-HCI 10 mM, Guanidinhydrochlorid 6
M, pH 8,0

NaH;P0O4 100 mM, Tris-HCl 10 mM, Harnstoff 8 M

2,5g Brilliant Blue R-250, 90 ml konzentrierte Essigsaure, 455
ml Methanol, 455 ml MQ

Guanidinhydrochlorid 4 M, pH 10,0
90 ml konzentrierte Essigsaure, 455 ml Methanol, 455 ml MQ

4 ml Glycerin, 2 ml SDS 10 %, 0,5 mg Bromphenolblau, 1 ml
R-Mercaptoethanol, 2,5 ml 4-fach Tris, pH 6,8

30 g Tris-HCl, 144 g Glycin, 100 mI SDS 10 %, MQ ad 1 |

NaCl 200 mM, Tris(hydroxymethyl)aminomethan 100 mM,
EDTA-Disnatriumsalz 5 mM, SDS 0,2 %

12,12 g Tris- HCI, 8ml SDS 10 %, ad 200 ml MQ, pH 6,8

Dinatriumtetraborat-Decahydrat (Borax) 100 mM, pH 8,0

Vorratslésung verdiinnt, entsprechend 5 mM, pH 8,5

60,5 g Tris(hydroxymethyl)aminomethan , 12,875 ml Eisessig
99,8 %, 25 ml EDTA-Dinatriumsalz (0,5 M), ad 500 ml MQ

36,34g Tris-HCI, 8 mI SDS 10 %, ad 200 ml MQ, pH 8,8

24,2 g Tris(hydroxymethyl)aminomethan, 80g NaCl, ad 1 |
MQ, pH 7,6 (HCI, rauchend)

Tris(hydroxymethyl)aminomethan 10 mM, EDTA 1 mM

100 ml 10-fach TBS plus 10 ml 1:10 verdiinntes Tween 20 %,
ad11MQ

Tris(hydroxymethyl)aminomethan 10 mM, pH 7,6
25 ml Glycerin, 50 ml Ethanol, 175 ml MQ
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2.6 Kulturmedien und Antibiotikalésungen

Die verwendeten Kulturmedien und Antibiotikaldsungen sind in Tabelle 2 bzw. Tabelle 3

aufgefihrt.

Tabelle 2: Kulturmedien

Kulturmedium

Zusammensetzung

2-fach HBS-Vorratslosung

Kulturmedium fir Astrozyten
und Phoenixzellen

LB-Medium

LB-Agar
NZY-Broth

NZY+-Broth

SOB-Medium

SOC-Medium

Stammlosung flir primare
Astrozytenkultur

Trituration Solution flr
primare Astrozytenkultur

NaCl 280 mM, Na;HPO, 1,5 mM, HEPES 50 mM, pH 7,0
(NaOH), ad 50 ml MQ, autoklaviert und mit 0,22-um-Filter
steril filtriert

DMEM + Glutamax, FBS 10 %, Penicillin/Streptomycin 1 %

Miller’s LB Broth Base ODER Lennox L Broth Base, au-
toklaviert

LB-Medium, Agarose 1 % ODER LB-Agar Lennox, autoklaviert

10 g Casein-Hydrolysat, 5 g Hefeextrakt, 5 g NaCl, ad 1 | MQ,
pH 7,5 (NaOH), autoklaviert

11 NZY-Broth, 12,5 ml MgCl , 1 M (autoklaviert), 12,5 ml
MgS0, 1 M (steril filtriert), 20 ml Glucose 20 % (steril filtriert)

2 g Trypton, 0,5 g Hefeextrakt, 0,2 ml NaCl 5 M, 0,017 ml| KCl
3 M, 1 mlMgSO4 1 M (steril filtriert), 1 ml MgCl, 1 M (auto-
klaviert), pH 6-7

2 ml Glucose 20 %, ad 200 ml SOB-Medium, autoklaviert
0,15 % Trypsin, 0,0074 Units DNAse |, ad 4,5 ml HBSS

80 pl DNase | 10 mg/ml, ad 8 ml DPBS

Tabelle 3: Antibiotikalésungen

Antibiotikum

Verdiinnung der Stamml6sung

Hersteller

Ampicillin
Kanamycinsulfat

Penicillin/Streptomycin

1 g in 10 ml aqua injectabilia = 100 mg/ml

Stammlosung 10.000 U/ml, 1 % Endkon-
zentration im Kulturmedium

Carl Roth, Karlsruhe

0,25 g in 10 ml aqua injectabilia = 25 mg/ml Carl Roth, Karlsruhe

Thermo Fisher Scien-
tific, Horsham, UK
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2.7 Zelllinien, Gewebe und Versuchstiere

E. coli XL2-blue, Arbeitsgruppe (AG) Pagenstecher, Abteilung fiir Neuropathologie des

Universitatsklinikums Freiburg
E. coli SURE, AG Schmitz, Biochemisches Institut der Justus-Liebig-Universitat GieRen
E. coli SURE2, AG Schmitz, Biochemisches Institut der Justus-Liebig-Universitat GieRen

E. coli M15 [pREP4], AG Schmidt, Institut flir Pathologie des Universitatsklinikums Mar-

burg

Phoenixzellen, AG Timofeeyv, Institut fir Molekulare Onkologie der Philipps Universitat

Marburg

Die Zelllinien XL2-blue, SURE und SURE2 wurden mittels ,Mix and Go! E. coli Transfor-

mation“-Kit von Zymo Research, Freiburg, z-kompetent gemacht.

Gewebe Maus p537-, AG Pagenstecher, Abteilung fiir Neuropathologie des Universitéts-

klinikums Marburg

Gewebe Maus BL6, AG Pagenstecher, Abteilung flir Neuropathologie des Universitats-

klinikums Marburg

Gewebe Maus F2B (TIMP-1-transgen), AG Pagenstecher, Abteilung fiir Neuropathologie

des Universitatsklinikums Marburg

Kaninchen zur Herstellung der Antikorper, New Zealand White Rabbits, AG Schmidt,

Institut fur Pathologie des Universitatsklinikums Marburg

2.8 Plasmide

PGEM-T Easy, Promega, Madison, WI, USA, siehe Abbildung Al

MIGR Il, AG Pagenstecher, Abteilung flr Neuropathologie des Universitatsklinikums
Marburg, siehe Abbildung A2

pQE-30, QlAgen, Hilden, siehe Abbildung A3
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2.9 Restriktionsenzyme

Die verwendeten Restriktionsenyzme sind in Tabellen 4 aufgefiihrt.

Tabelle 4: Restriktionsenzyme

Restriktionsenzym Hersteller

BamHI Fermentas, St. Leon-Rot

BamHI FastDigest Thermo Fisher Scientific, Horsham, UK/Fermentas, St. Leon-Rot
EcoRl Thermo Fisher Scientific, Horsham, UK /Fermentas, St. Leon-Rot
EcoRI FastDigest Thermo Fisher Scientific, Horsham, UK

Hpal (KspAl) Fermentas, St. Leon-Rot

Kpnl Fermentas, St. Leon-Rot

Sacl Thermo Fisher Scientific, Horsham, UK

2.10 PCR-Programme

Die verwendeten PCR-Programme sind in Tabellen 5-7 beschrieben.

Tabelle 5: PCR-Programm 2 ,Hot Start“

Zyklen Vorgang Dauer Temperatur

1 Initiale Denaturierung, Hot start 2s 94 °C
Denaturierung 5s 94 °C

36 Annealing 20s 56 °C
Elongation 20s 72°C

1 Finale Elongation 2 min 72°C
Haltephase dauerhaft 20°C

Tabelle 6: PCR-Programm 4 ,TIMP-2“

Zyklen Vorgang Dauer Temperatur

1 Initiale Denaturierung 2 min 94 °C
Denaturierung 5s 94 °C

36 Annealing 45s 56 °C
Elongation 1 min 72°C

1 Finale der Elongation 5 min 72°C

1 Abkihlphase 10 min 4°C

Haltephase dauerhaft 20°C
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Tabelle 7: PCR-Programm 9 ,,Phusion”

Zyklen Vorgang Dauer Temperatur

1 Initiale Denaturierung 30s 98 °C
Denaturierung 10s 98 °C

35 Annealing 30s 56 °C
Elongation 4 min 72°C

1 Finale Elongation 10 min 72 °C

1 Abkihlphase 10 min 4°C
Haltephase dauerhaft 20 °C

2.11 Arbeiten mit DNA

2.11.1 Proteinverdau mit Proteinase K

Zur Gewinnung der DNA wurden Kryostatschnitte von Gewebe verwendet, das aus vor-
her genotypisierten Mdusen entnommen worden war. Transgene DNA wurde aus dem
(Klein-)Hirn einer F2b- Maus isoliert. Als Negativkontrolle wurde Wildtyp-DNA aus der

Leber einer BL6-Maus isoliert. Als Positivkontrolle diente DNA aus E.-coli-Bakterien.

Das Gewebe wurde mit Hilfe des Kryostats in 30—50 um groRe Scheiben geschnitten und
in ein mit Flussigstickstoff vorgekihltes Reaktionsgefald gegeben. Zu vier bis finf Gewe-
beschnitten wurden 500 ul Proteinase K und Lysepuffer im Verhaltnis 1:100 gegeben.
Die Gewebestiicke wurden im Lysepuffer mit Hilfe eines Turrax-Dispergiergerats zerklei-
nert und anschlieBend mit einem Vortex-Gerat geschittelt, bis sie in Losung waren. Der
Ansatz wurde lber Nacht bei 56 °C im Intervall-Mix-Modus inkubiert, in dem abwech-
selnd 10 min mit 600—700 rpm geschittelt und 1 min ohne Schiitteln inkubiert wurde.
Fiir die Gewinnung der E.-coli-Kontroll-DNA wurden 20 ul kompetenter E.-coli-Bakterien
eingesetzt und 500 pl Proteinase K und Lysepuffer (1:100) hinzugegeben. AnschlieBend

wurde wie bei den Kryostatproben verfahren.

2.11.2 Phenol-Chloroform-Extraktion
Die aus dem Gewebeverdau mit Proteinase K gewonnene DNA wurde mittels Alkohol-
fallung und Phenol-Chloroform-Extraktion gereinigt. Zu den 500 pl des Ansatzes wurden

900 pl gekihltes Ethanol hinzugegeben. Die Mischung wurde im Reaktionsgefal vorsich-
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tig geschwenkt, bis die DNA in Form sichtbarer Tribungen (,Wodlkchen”) ausfiel. An-
schlieRend wurde die DNA bei 4 °C und 21.000 g fiir 30 min abzentrifugiert. Der Uber-
stand wurde vom so erhaltenen Pellet abgesaugt und das verbliebene Ethanol durch
Trocknung bei Raumtemperatur entfernt. Unter dem Abzug wurde das Pellet in 400 pl
einer Phenol-Chloroform-Losung (Volumenverhaltnis 1:1) resuspendiert und anschlie-
Rend bei 4° Cund 21.000g fiir 30 min abzentrifugiert. Die obere Phase wurde unter Ver-
meidung der Interphase vorsichtig in ein neues Reaktionsgefal tGberfiihrt. Um Phenol-
Chloroform-Reste aus der Probe zu entfernen, wurden 900 ul gekiihltes Ethanol hinzu-
gegeben, bei 4 °C und 21.000g fiir 15 min zentrifugiert und der Uberstand anschlieRend
abgesaugt. Es folgte ein weiterer Waschschritt mit vorgekihltem 70-prozentigen Etha-
nol und einer Zentrifugation bei 4 °C und 21.000g fiir 5 min. Das Ethanol wurde abge-
saugt, die entstandenen Pellets bei Raumtemperatur getrocknet und anschlieRend in
10 mM Tris-Losung (pH 7,5) aufgenommen. Dabei wurde die aus Kryostatschnitten ge-
wonnene DNA in je 900 ul und die aus den E.-coli-Bakterien gewonnene DNA in 200 pl

aufgenommen.

2.11.3 Photometrische Konzentrationsbestimmung

Die Konzentration der DNA wurde photometrisch bestimmt. Hierfiir wurde zuerst eine
Nullwert-Kalibrierung mit aqua ad injectabilia durchgefiihrt. Von den zu messenden Pro-
ben wurden 100 pl einer 1:100-Verdinnung mit aqua ad injectabilia angefertigt. Diese
wurde im Photometer bei 260 nm gemessen und eine Reinheitsprifung mittels des Quo-

tienten der Wellenlangen bei 260/280 nm durchgefihrt.

2.11.4 Genotypisierung

Zur Genotypisierung der Mause wurde aus Ohrstanzproben mittels des ,,KAPA Mouse
Genotyping Hot Start Kits“ DNA extrahiert und mit einer PCR analysiert. Die Ohrstanz-
proben wurden in einem Reaktionsmix (2 ul KAPA Express Extract Enzyme, 10 ul 10x
KAPA Express Extract Buffer, aufgefillt auf je 100 pul mit MQ) aufgenommen und bei
75 °C fur 10 min lysiert. Es folgte eine Hitze-Inaktivierung fir 5 min bei 95 °C und nach
kurzem Mischen mit dem Vortex-Gerat ein etwa 10-sekiindiger Zentrifugationsschritt
bei 21.000 g. Die im Uberstand geléste DNA wurde direkt fiir die PCR verwendet. Diese

wurde mit dem in Tabelle 8 aufgefiihrten Reaktionsansatz durchgefiihrt.
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Tabelle 8: PCR-Ansatz ,KAPA Mouse Genotyping Hot Start Kit“

Reagenz Menge
2x KAPA Genotyping Mix 12,5 ul
MQ 7,75 ul
50 % DMSO 2,5ul
Primer HGH 10 mM 1ul
Primer APT1PCR 10 mM 0,25 ul
DNA aus Lyse-Mix 1l

Die PCR wurde mit einem ,Hot Start” durchgefiihrt (siehe PCR-Programm 2 ,Hot Start”,
Tabelle 5). Von dem so erhaltenen PCR-Produkt wurden 15 ul auf ein Agarose-Gel auf-
getragen und die Banden isoliert. Die erwartete Produktlange fur TIMP-1-transgene
Ma&use lag bei 700 bp (Primer HGH und APT1PCR). Fiir die p53-Knockout(p537)-M&use
wurden drei Primer verwendet: der Forward-Primer flir das Wildtypallel
(Trp53 107 wt s), der gemeinsam mit dem Reverse-Primer Trp53 109 as das Wildtyp-Al-
lel bei 310bp amplifiziert; sowie der Forward-Primer flr das Trp53-Allel
(Trp53 108 ko s), der mit dem Reverse-Primer Trp53 109 as eine einzelne Bande bei
421 bp amplifiziert. Heterozygote Tiere weisen jeweils zwei PCR-Produkte auf (eines bei

421 bp und eines bei 310 bp).

2.11.5 Primerdesign

Zum Erstellen der Primer wurde der PrimerBLAST der NCBI-Homepage (siehe Ab-
schnitt 2) verwendet. Die Sequenzen des E.-coli-Genoms (Strain O111:H- str. 11128,
GenBank Number: AP010960.1) wurden geladen und exemplarisch vier der auf dem ge-
fundenen DNA-Strang vorhandenen Gene fiir die experimentellen Untersuchungen aus-

gewadhlt.

Mittels der Primerdesignfunktion wurden Primerpaare mit einem GC-Gehalt von 40—
60 % und einer Schmelztemperatur zwischen 55-60 °C ausgewahlt, die keine oder we-
nige zu erwartende unspezifische Produkte erzeugten. Fir die Primer, welche fir die
PCR zur Erzeugung der Konstrukte zur spateren Klonierung in die Plasmide verwendet
wurden, wurden die spezifischen Schnittstellen fiir den jeweiligen Vektor inklusive eines

Uberhangs von einer Base Thymin angehingt. Die Bestellung der Primer erfolgte bei
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Apara Bioscience, Denzlingen fiir die Primer der Klonierung, iPCR und Sequenzierung o-
der bei Biomers, Ulm fiir die Genotypisierung. Primerpaare fiir die gPCR wurden aus der
Datenbank der PrimerBank-Homepage (siehe Abschnitt 2.2) ausgewahlt und bei Bio-

mers HPLC-aufgereinigt bestellt. Die Sequenzen aller Primer sind in Tabelle 9 aufgefiihrt.

Tabelle 9: Verwendete Primerpaare von Apara Bioscience, gekennzeichnet mit (A) oder Biomers, ge-

kennzeichnet mit (B)

Primername

Sequenz

Klonierung (A)
Sap CBamHI F
Sap CEcoRIR
Sap CSaclR

fabl BamHI F
fabl EcoRIR
fabl Sacl R

rnb BamHI F
rnb Hpal R
rnb Sacl R

mod BamHI F
mod EcoRI R

mod Sacl R

Genotypisierung (B)
HGH
APT1PCR5

Trp53 107 wt s
Trp53 108 ko s
Trp53 109 as

iPCR (A)

mod F

yciTR

NestedIPCR Kpnl digest nested F
NestedIPCR Kpnl digest nested R

5 TGGATCCATGCCTTACGATAGCGTATACA ¥’
5 TGAATTCTTATTCCACCCCCGCAATAATC ¥
5 TGAGCTCTTATTCCACCCCCGCAATAATC 3’

5 TGGATCCATGGGTTTTCTTTCCGGTAAG 3’
5 TGAATTCTTATTTCAATTCGAGTTCGTTCATTG 3’
5 TGAGCTCTTATTTCAATTCGAGTTCGTTCATTG 3’

5 TGGATCCATGTTTCAGGACAACCCGCT 3’
5 TAGTTAACGTGAAAGGAGATTACGCGACC ¥
5 TGAGCTCGTGAAAGGAGATTACGCGACC 3’

5 TGGATCCATGAAAACCGTTAGGGAGTCC 3’
5 TGAATTCTTATGCGCGCTTCAGATAGC 3’
5 TGAGCTCTTATGCGCGCTTCAGATAGC 3’

5 TGGGCACTGGAGTGGCAACTT 3’
5" ATGATGGCCCCCTTTGCATC 3’

5 CGGGAAATAGAGACGCTGAGTCCG 3’
5 GGTGGGGTGGGATTAGATAAATGC 3’
5 AGTGTGATGATGGTAAGGATAGGTGGGC 3’

5 AGTGACTGCGAGACAGGTTG 3’
5 GGCTTTGCAGTTTCGCTTGA 3’
5" ATGGCATCGATCGGAAAGCG 3’
5 CTTTGACACGCCAGTGCATC 3
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Sequenzierung (A)
mod FS

mod R1S

mod R2S

rnb FS

rnb R1S

rnb R2S

Sequenz Maus Forward

gPCR (HPLC-aufgereinigt, B)
CCL3F
CCL3R
CCL4F
CCL4R
CXCL1 F
CXCL1R
II-6 F
II-6 R
II-7 F
II-7 R
TNFa F
TNFa R
I-1R F
II-1R R
XS13 F
XS13R

5" ATTCGGCAGTCCGGTGATAC 3’
5" AGTACGTTGGCAGTCACCTG 3’
5" GGCACCGACATTACCGAAGA 3’
5" GATCGGCAATCGCCACAATC 3
5" CGCGATAAGCTCGGTTTTGG 3’
5" ATCTGACCGCGCTGGATTTT 3’

5 GGTGTCTACTCCAGGGTACT 3’

5 TTCTCTGTACCATGACACTCTGC 3’
5 CGTGGAATCTTCCGGCTGTAG 3’
5 TTCCTGCTGTTTCTCTTACACCT 3’
5 CTGTCTGCCTCTTTTGGTCAG 3’

5" CTGGGATTCACCTCAAGAACATC 3’
5" CAGGGTCAAGGCAAGCCTC 3

5 TAGTCCTTCCTACCCCAATTTCC 3’
5 TTGGTCCTTAGCCACTCCTTC 3’

5 TTCCTCCACTGATCCTTGTTCT 3’
5" AGCAGCTTCCTTTGTATCATCAC 3’
5" CCCTCACACTCAGATCATCTTCT 3’
5" GCTACGACGTGGGCTACAG 3’

5" GCAACTGTTCCTGAACTCAACT 3
5 ATCTTTTGGGGTCCGTCAACT 3’

5 TGGGCAAGAACACCATGATG 3’
5’AGTTTCTCCAGAGCTGGGTTGT 3’

2.11.6 Polymerase-Kettenreaktion ,Phusion”

Flir die Ampflifizierung der gewiinschten DNA-Sequenzen wurde die PCR mit einer Tag-

Polymerase mit Proofreading-Aktivitat durchgefiihrt. Der Reaktionsansatz wurde wie in

Tabelle 10 aufgefiihrt auf Eis zusammenpipettiert. Fiir jedes der vier ausgewahlten Kon-

strukte wurden zwei PCR durchgefiihrt, um Produkte mit den notwendigen Schnittstel-

len jeweils fiir den Vektor MIGR Il und fiir den Vektor pQE-30 zu erhalten. Alle Produkte

erhielten in 5‘-Richtung eine BamHI-Schnittstelle. Die PCR-Produkte, die fiir die Klonie-

rung in den MIGR II-Vektor vorgesehen waren, erhielten in 3’-Richtung eine Schnittstelle
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flr EcoRl, bzw. das Konstrukt flr rnb eine Schnittstelle fir Hpal aufgrund einer im Kon-
strukt vorhandenen Restriktionsstelle fiir EcoRI. Diese PCR-Produkte erhielten im Fol-
genden einen Namenszusatz mit der Nummer 1 (SapC1, fab11, rnb1 und mod1). Fiir die
Klonierung in den Vektor pQE-30 wurden die Konstrukte in 3‘-Richtung mit einer Sacl-
Schnittstelle versehen und erhielten den Namenszusatz mit der Nummer 2 (SapC2,

fab12, rnb2 und mod2).

Tabelle 10: Reaktionsansatz fiir ,,Phusion“-PCR

Reagenz Menge

2x Phusion GC Mastermix 12,5 ul
Primer Forward 10 pmol/pul 1,25 ul
Primer Reverse 10 pmol/ul 1,25 ul
MQ ad 25 ul

Als DNA-Template wurden 150-300 ng der durch Phenol-Chloroform-Extraktion aufge-
reinigten F2b-DNA aus dem Maushirn eingesetzt und das PCR-Programm 9 , Phusion”

(siehe Tabelle 7) genutzt.

2.11.7 Inverse PCR

Zur genauen Charakterisierung des integrierten Genkonstruktes wurden inverse PCRs
durchgefihrt. Das Verfahren ist in Abbildung 2 dargestellt. Ausgehend von der bekann-
ten Sequenz des integrierten TIMP-1-Gens wurden zwei Primer designt. Der Reverse-
Primer war von der bekannten Sequenz in Richtung des unbekannten Abschnitts gerich-
tet, wohingegen der Forward-Primer gegen Ende der bekannten Sequenz vom Reverse-
Primer weggerichtet verlief. In Forward-Richtung des Forward-Primers lag eine Restrik-
tionsschnittstelle fiir ein Restriktionsenzym, das nur einmal in der bekannten Sequenz
schnitt (single cutter). Die DNA wurde mit diesem Restriktionsenzym verdaut und dann
religiert. So entstanden verschiedene Ligationsprodukte, von denen solche, die die Pri-
merbindungsstellen enthielten, mittels einer PCR amplifiziert wurden. Banden, die nur
im PCR-Ansatz mit beiden Primern sichtbar waren, wurden aus dem Gel ausgeschnitten
und die DNA aufgereinigt. Mittels ,nested” Primern, also Primern, die innerhalb der zu-
vor verwendeten Primer bezogen auf die zu untersuchende Sequenz lagen, wurde er-

neut auf gleiche Weise eine PCR durchgefiihrt. Die Bande, die nur im kompletten Ansatz
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vorhanden war, wurde wiederum ausgeschnitten, die DNA aufgereinigt und sequen-

ziert.

Restriktionsverdau

Restriktions- Restriktions-
enzym enzym
Primer R Primer F
- 3
: Unbekannte Sequenz Bekannte Sequenz
- >
nested nested
v Primer R Primer F ¥
Religation
A 4
Primer R
<
Restriktions-
! enzym o
“Es‘eﬁ Restriktions-
prime’ b enzym
Nes,
By, red
o ¥-"Me; .
Restriktions- - Restriktions-
enzym Primer F enzym
4" Restriktions-
enzym
PCR Restriktions- ~v
enzym
Y
Restriktions-
enzym
Primer F Primer R
s -
Bekannte Sequenz Unbekannte Sequenz Bekannte Sequenz
> <
nested nested
Primer F o Primer R

Abbildung 2: Schematische Darstellung der iPCR-Methode
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2.11.8 Agarose-Gelelektrophorese mit SB-Puffer

Flr ein analytisches Agarose-Gel wurden 0,8—1 g LE-Agarose abgewogen und mit 1fach
SB-Puffer auf 100 ml aufgefiillt. Anschlieend wurde die Agarose in der Mikrowelle bei
440-600 W fir einige Minuten erhitzt, bis sie sich gelést hatte und keine Schlieren mehr
sichtbar waren. Verdunstete Flissigkeit wurde mit MQ wieder auf 100 ml aufgefiillt. Das
flussige Gel wurde nun auf Handwarme abgekiihlt und 5 pl Ethidiumbromidlésund 1 %
10 mg/ml oder 4 pl GelRed Nucleic Acid Stain hinzugefligt. Das Gel wurde daraufhin so-
fort gegossen, mit einem passenden Kamm versehen und fiir ca. 15 min abkiihlen gelas-
sen. Fur den Gellauf wurde dem PCR-Produkt 6-fach Ladepuffer hinzugefiigt. Das Elekt-
rophoresegerat wurde mit 1-fach SB-Puffer so weit aufgefiillt, bis das Gel mit einer diin-
nen Schicht bedeckt war und der Kamm entfernt werden konnte. Anschliefend wurden
10-18 ul PCR-Produkt (inklusive Ladepuffer) je Tasche pipettiert und eine Tasche mit
5 ul einer DNA-Leiter befiillt. Das Gel lief bei 200-270 V, bis die erwiinschte Auftrennung

der Banden erfolgt war.

2.11.9 Aufreinigung der PCR-Produkte

Die so erhaltenen PCR-Produkte wurden anschlieRend zur weiteren Verwendung aufge-
reinigt. Zum einen wurden teils mehrere identische PCR-Ansatze in einem Reaktionsge-
faB zusammengefiihrt und mittels Phenol-Chloroform-Extraktion (siehe Ab-
schnitt 2.11.2) gereinigt, um diese in 25 pl Tris-Puffer (10 mM, pH 7,5) aufzukonzentrie-
ren. Fir Konstrukte, die in der PCR eine Doppelbande aufwiesen, war die Exzision der
gewlinschten Bande aus dem Gel und die darauffolgene Gel-Extraktion mittels Gel-
Extraction-Kit von Macherey-Nagel (siehe Abschnitt 2.11.19) notwendig. AnschlieRend

wurden alle Konstrukte mittels QlAquick PCR clean-up Kit aufgereinigt.

Hierfir wurde der 25-ul-PCR-Ansatz mit 200 ul des im Kit enthaltenen Bindungspuffers,
Puffer PB, vermischt und auf die Saule gegeben. Mit weiteren 200 pl Puffer PB wurden
letzte DNA-Reste, welche noch an den Wanden des Reaktionsgefaes hatten haften
konnen, abgespiilt und ebenfalls auf die Sdule gegeben. In der Sdule wurde die Puffer-
I6sung vorsichtig durch Auf- und Abpipettieren durchmischt. Es folgte ein Zentrifugati-
onsschritt fiir 30 s bei 13.000 g. Der Durchfluss wurde verworfen. Anschliefend wurden
750 ul Puffer PE (Waschpuffer, im Kit enthalten) zum Waschen auf die Saule gegeben

und die Saule in zwei Zentrifugationsschritten bei 13.000 g fiir 30 s so gut wie moglich
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getrocknet. Durchfluss und SammelgefaR wurden verworfen und die Saule ca. 5 min bei
Raumtemperatur getrocknet. Die Elution des gereinigten PCR-Produkts von der Saule
erfolgte mit 25 pl Puffer EB (Elutionspuffer, im Kit enthalten) mit einer kurzen ca. 3-

mindtigen Inkubationszeit auf der Sdule und dann 30 s Zentrifugieren bei 13.000 g.

2.11.10 A-Tailing und Aufreinigung iiber Saule
Um einen fiir die TA-Klonierung passenden A-Uberhang an den aufgereinigten PCR-Kon-
strukten zu erzeugen, wurde fiir diese ein A-Tailing durchgefihrt. Hierflir wurde der in

Tabelle 11 aufgefiihrte Reaktionsansatz zusammenpipettiert.

Tabelle 11: Reaktionsansatz fiir A-Tailing

Reagenz Menge
10x Buffer incl. MgCl, 3ul
dATP 0,2 mM 3ul
Tag-Polymerase 5 U/ul 3ul
PCR-Produkt 21 ul

Dieser Ansatz wurde 20 min bei 72 °C inkubiert und anschlieBend mit dem QlAquick-
PCR-clean-up-Kit (siehe Abschnitt 2.11.9) aufgereinigt und in 25 ul Puffer EB (Elutions-

puffer, im Kit enthalten) aufgenommen.

2.11.11 Ligation in den Vektor pGEM-T Easy

Zur Vermehrung der erhaltenen Konstrukte wurde ein Klonierungsschritt mittels TA-Klo-
nierung in den Vektor pGEM-T Easy (Plasmid-Karte siehe Anhang, Abbildung A1) durch-
gefiihrt. Entsprechend der Kit-Anleitung wurden die Reaktionsansatze zusammenpipet-

tiert (siehe Tabelle 12) und zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert.

Tabelle 12: Reaktionsansatz fiir TA-Klonierung

Reagenz Menge
2x Rapid Ligation Buffer 5 ul
ODER 10x Buffer T4 DNA-Ligase (bei SapC2, Fab12) 1 ul
PGEM-T Easy Vektor (50 ng) 1l
PCR-Produkt 3ul
T4 DNA-Ligase 1l

MQ ad 10 ul
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Weiterhin wurde einmalig eine Positiv-Kontroll-Ligation mit 2 pl der mitgelieferten Kon-

troll-Insert-DNA anstatt des PCR-Produkts durchgefiihrt.

2.11.12 Schnelltransformation in kompetente XL2-blue-Bakterien

Der mit dem DNA-Konstrukt versehene Vektor wurde in einer Schnelltransformation in
z-kompetente Bakterien, welche zuvor mittels des ,,Mix & Go! E.-coli Transformation®-
Kits nach Herstellerangaben kompetent gemacht worden waren, transformiert. Dazu
wurden auf Eis bis zu 2,5 pl Ligationsansatz zu maximal 50 pl XL2-blue-Bakterien im Ver-
haltnis 1:10-1:20 zugegeben. Das Reaktionsgefall wurde kurz sanft geschittelt, an-
schliefend wurden die Bakterien auf eine fir Blau-WeiR-Selektion beimpfte LB-Agar-
Platte mit 100 pug/ml Ampicillin plattiert. Die Inkubation erfolgte iber Nacht (ca. 16 h)
bei 37 °Cim Brutschrank. Alle Schritte wurden in der Sterilzone eines flammenden Bun-
senbrenners durchgefiihrt, um eine mogliche Kontamination zu vermeiden. Die Metall-
O0se wurde nach jedem Ausstreichen in der Flamme und anschlieRend erneut mit 100-
prozentigem Ethanol und in der Flamme desinfiziert. Das Konstrukt rnb1l wurde auf-
grund immer wieder auftretender Basenfehler in rekombinasedefiziente SURE-Bakte-

rien analog dieses Protokolls transformiert.

2.11.13 Agarplatten fiir Blau-WeiB3-Selektion

Fir die Zellkultur wurden 10-cm-Petrischalen mit LB-Agar, der die fir die Zellen bené-
tigten Antibiotika enthielt, gegossen. Hierfiir wurde Agarose in LB-Medium unter Riihren
auf der Heizplatte aufgekocht, um die Partikel zu 16sen. Anschliefend wurde das Me-
dium autoklaviert und auf knapp unter 60 °C abgekihlt. Schlieflich wurden die bendtig-

ten Antibiotika in folgenden Konzentrationen zugegeben:

Ampicillin fir alle Bakterienstamme: 100 ug/ml Endkonzentration

Kanamycin fir M15 [pREP4]-Bakterien: 25 pg/ml Endkonzentration

Zwischen 15-20 ml wurden pro Platte unter einem Abzug mit einer serologischen Pi-
pette verteilt und die Platten halb mit dem Deckel abgedeckt stehen gelassen, bis die
Agarose erstarrt war. Die Platten wurden entweder direkt zur Transformation verwen-

det oder bei 4 °C im Kihlschrank gelagert. Fiir eine Blau-Weil3-Selektion (zum Beispiel
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flir den pGEM-T Easy Vektor) wurden die Platten vor dem Verwenden mit einer Mi-
schung aus 10 pl IPTG 1 M, 80 ul X-Gal 25 mg/ml und 80 pl LB-Medium beimpft und mit-

tels einer Metall6se gleichmaRig bis zur Absorption in das Gel ausgestrichen.

2.11.14 Plasmid-Minipraparation

Flr die Minipraparation von Plasmid-DNA wurden am Vortag von den beimpften Platten
mehrere weiRe Kolonien mit einer Pipettenspitze aufgenommen und jeweils in ein Zell-
kulturrohrchen mit 5 ml NZY+-Losung inklusive 100 pg/ml Ampicillin Gberfuhrt. Diese
wurden Uber Nacht (ca. 16 h) bei 37 °Cim Schiittler bei 250 rpm inkubiert. Am nachsten
Morgen wurde dann die Minipraparation aller Proben mit Lésungen aus dem Plasmid-

Maxi-Kit von QlAgen durchgefiihrt.

Hierfir wurden 1.300-2.000 pl der Ubernachtkultur nach guter Durchmischung durch
Auf- und Abpippetieren in ein 2 ml-Eppendorf-Reaktionsgefal} Gberfliihrt und anschlie-
Rend 5 min bei 3.800 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in
300 pl P1-Lésung resuspendiert. Es wurden 300 ul P2-Losung hinzugegeben und vorsich-
tig durch vier- bis sechsmaliges Invertieren die beiden Losungen vermischt und 5 min
bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend erfolgte nach Zugabe von 300 ul P3-L6-
sung und erneutem Mischen durch Invertieren eine flinfminttige Inkubation auf Eis. Die-
ses Gemisch wurde bei 20.800 g bei 4 °C ca. 15 min zentrifugiert und der Uberstand in
ein neues 1,5 ml-Eppendorf-Gefall Giberfiihrt, mit 600 ul Isopropanol versetzt, gut mit
dem Vortex-Gerat durchmischt und 30 min bei —80 °C inkubiert. Es folgte eine 30-mini-
tige Zentrifugation bei 20.800 g und 4 °C. Der Uberstand wurde dann verworfen und das
entstandene Pellet mit kaltem 80-prozentigem Ethanol gewaschen, erneut 10 min bei
20.800 g und 4 °C abzentrifugiert und die Flissigkeit Gber dem entstandenen Pellet ab-
gesaugt. Das Pellet wurde ca. 10 min bei 37 °C getrocknet und in 15-50 pl 10 mM Tris
(pH 7,5) unter Schitteln im Thermorittler gel6st. Die Konzentrationsbestimmung der

erhaltenen Plasmid-DNA erfolgte wie weiter oben beschrieben (Abschnitt 2.11.3).

Fiir die Proteinexpression des Konstrukts rnb2 erfolgte aufgrund geringer Plasmidmenge
zuvor ein zusatzlicher Minipraparations-Zwischenschritt mit dem NucleoSpin-Plasmid-
Kit von Macherey-Nagel nach Herstellerangaben mit 4 ml Vorkultur, Aufnahme des Pel-
lets in 50 pl im Kit enthaltenen Elutionspuffers, Puffer AE, ein Kontroll-Restriktionsver-

dau mit BamHI/Sacl (siehe Tabelle 15) und die Sequenzierung mit den Primern
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rnb F BamHI und rnb R Sacl. AnschlieBend erfolgte die regulare erneute Transformation

in XL2-blue-Bakterien und eine Minipraparation analog zu den anderen Konstrukten.

2.11.15 Plasmid-Maxipraparation

Nachdem durch einen Restriktionsverdau festgestellt wurde, in welchen Vorkulturen
das gewilinschte Insert integriert war, wurde aus jeweils einer Vorkultur eine groRere
Vorkultur flr eine Maxipraparation angesetzt. Hierflir wurden 200 mlI NZY+-Medium mit
400 pl Ampicillin 100 pg/ml in einem Erlenmeyerkolben mit 100-500 ul der Mini-Vor-
kultur versetzt. Diese wurde unter Ritteln bei 250 rpm und 37 °C Gber Nacht (ca. 16 h)
inkubiert. Die Maxiprdparation erfolgte nach dem Protokoll des Plasmid-Maxi-Kits von
QlAgen. Das Plasmid-Pellet wurde in 200-500 ul 10 mM Tris (pH 7,5) gel6st. Im An-
schluss erfolgte die photometrische Konzentrationsbestimmung der Plasmidkonzentra-

tion sowie der Restriktionsverdau zur Kontrolle des Inserts.

2.11.16 Sequenzierung

Die erhaltene Plasmid-DNA wurde nach Aufreinigung lber eine Saule (aus Mini- oder
Maxipraparation) oder nach Phenol-Chloroform-Extraktion bei Plasmid-Praparation
ohne Saule zur Sanger-Sequenzierung durch LGC Genomics, Berlin, oder Microsynth Se-
glab, Goéttingen, verschickt, um das Insert auf Basenfehler und Vollstandigkeit zu Uber-
prifen. Die Konstrukte wurden je zweimal sequenziert. Das erste Mal wurden sie im
Anschluss an das TA-Cloning in pGEM-T Easy und ein zweites Mal nach dem Umklonieren
in den finalen Vektor MIGR IlI/pQE-30 sequenziert. Fiir die Sequenzierung wurden jeweils
T7- und SP6-Primer von LGC Genomics, Berlin, und Microsynth Seqlab, Gottingen, ver-
wendet. Fur die groReren Konstrukte ,,rnb“ und ,,modulator” waren weitere Sequenzie-

rungs-Primer in der Mitte des Konstruktes notwendig (siehe Tabelle 9).

2.11.17 Restriktionsverdau
Nach Sequenzierung der Plasmid-DNA wurde diese ebenso wie die Vektoren MIGR Il und
pQE-30 mit den entsprechenden Restriktionsenzymen verdaut (siehe Tabellen 13-15),

um die Konstrukte in den finalen Vektor umzuklonieren.
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Tabelle 13: Reaktionsansatz fiir den Restriktionsverdau SapC1, fab11l, mod1 und MIGR Il

Reagenz Menge
10x Fast Digest buffer 2 ul
BamHI FD 1 pl
EcoRI FD 1 ul
Plasmid/Insert 2ug
MQ ad 20 ul

1,5 h Inkubation bei 37 °C

Tabelle 14: Reaktionsansatz fiir den Restriktionsverdau rnb1l und MIGR Il

Reagenz Menge
10x Buffer Tango 2 ul
BamHI 0,5 ul
Hpal (KspAl) 0,5 ul
Plasmid/Insert 2 ug
MQ ad 20 pl

1 h Inkubation bei 37° C

Tabelle 15: Reaktionsansatz fiir den Restriktionsverdau SapC2, fab12, rnb2, mod2 und pQE-30

Reagenz Menge
10x Buffer BamHI 2 ul
BamHI 1ul
Sacl 2 ul
Plasmid/Insert 2ug
MQ ad 20 ul

2 h Inkubation bei 37 °C

2.11.18 Agarose-Gelelektrophorese mit TAE-Puffer

Die Agarose-Gelelektrophorese mit TAE-Puffer erfolgte analog zur Agarose-Gelelektro-
phorese mit SB-Puffer (siehe Abschnitt 2.11.8), wenn eine praparative Weiterbehand-
lung der Proben notwendig war. Flir das Gel wurde das Elektrophoresegerat mit 1-fach
TAE-Puffer befillt und die Agarose fiir das Gel mit 1-fach TAE-Puffer auf 100 ml aufge-

fullt. Der Gellauf erfolgte bei einer Spannung von bis zu 120 V.
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2.11.19 Aufreinigung durch Gelextraktion

Aus dem TAE-Gel wurde die dem Konstrukt entsprechende Bande unter UV-Belichtung
mit einer Rasierklinge ausgeschnitten und in ein Eppendorf-Gefal} gegeben. Die Gelauf-
reinigung erfolgte entsprechend des Herstellerprotokolls mittels NucleoSpin-Kit von
Macherey-Nagel oder QIAquick-Gel-extraction-Kit von QlAgen. Die DNA wurde in 50 pl
des jeweiligen Elutionspuffers gelost. Die Konzentrationsbestimmung erfolgte anschlie-

Rend photometrisch (siehe Abschnitt 2.11.3).

2.11.20 Ligation in die Vektoren MIGR Il und pQE-30

Nach Aufreinigung der Konstrukte wurden diese jeweils in den entsprechenden Vektor
(Plasmid-Karte fur pQE-30 siehe Anhang, Abbildung A3, fir MIGR Il siehe Anhang, Abbil-
dung A2) nach folgenden Reaktionsansatzen umkloniert (siehe Tabellen 16—-18). Zur Be-
rechnung der benétigten Menge des Inserts (in ng) wurde folgende Formel verwendet,

x gibt das Verhaltnis von Vektor:Insert an und betragt entweder 3 oder 5:

x ng Vektor - GroRRe Insert in bp

ng Insert = -
GrolRe Vektor in bp

Tabelle 16: Reaktionsansatz fiir Ligation in pQE-30 im Verhdltnis Vektor:Insert = 1:3

Reagenz Menge

10x T4 Ligation Buffer 2 ul

T4 Ligase 1ul

Plasmid pQE-30 20 ng

Insert SapC2 15,8 ng, fab12 14 ng, rnb2 34,4 ng, mod2 34,9 ng
MQ ad 20 ul

Inkubation bei 4 °C Gber Nacht

Tabelle 17: Reaktionsansatz fiir Ligation in MIGR Il im Verhiltnis Vektor:Insert = 1:5

Reagenz Menge

10x T4 Ligation Buffer 2 ul

T4-Ligase 1ul

Plasmid MIGR Il 20 ng

Insert SapC1 14,8 ng, fab11 13,1 ng, mod1 32,6 ng
MQ ad 20 ul

Inkubation bei 4 °C Giber Nacht
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Tabelle 18: Reaktionsansatz fiir Ligation in MIGR Il im Verhaltnis Vektor:Insert = 1:5

Reagenz Menge
2x Rapid Ligation Buffer 5ul
T4-Ligase 1l
Plasmid MIGR Il 20 ng
Insert rnb1l 32,2 ng
MQ ad 10 ul

Inkubation 2 h bei Raumtemperatur

2.11.21 Schnelltransformation in SURE2-E.-coli-Zellen

Der so erhaltene Ligationsansatz wurde in z-kompetente SURE2-E.-coli-Bakterien trans-
formiert. Unter Eiskiihlung wurden 2,5-5 ul Ligationsansatz zu 50 pl SURE2-Bakterien-
suspension gegeben und das Reaktionsgefal} kurz sanft geschittelt. Es folgte eine 2-
minUtige Inkubation auf Eis, bevor die transformierten Bakterien auf LB-Agar-Ampicillin-

Platten ausgestrichen und Gber Nacht bei 37 °C im Brutschrank inkubiert wurden.

2.12 Arbeiten mit RNA

2.12.1 RNA-Isolation aus Astrozytenkulturen

Nach erfolgreicher Transduktion (GFP-Check, mindestens 30 Prozent der Zellen fluores-
zierend) wurde das alte Kulturmedium von den Zellen abgenommen und diese einmal
mit 1-fach DPBS gewaschen. AnschlieBend wurde die Platte mit 1 ml TRizol benetzt, die
Astrozyten durch Auf- und Abpipettieren von der Kulturschale gel6ést und in ein 1,5 ml-
Eppendorf-Gefald Uberfiihrt. Durch nochmaliges Auf- und Abpipettieren mit zwei tber-
einandergesteckten Pipettenspitzen (200 pl/1.000 pl) wurden die Zellen durch Scher-
krafte aufgeschlossen und anschlieBend 2 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Zu-
gabe von 200 pl Chloroform und Durchmischen der Probe mit dem Vortex-Gerat wurde
das GefaRk nach 3 min Inkubation bei Raumtemperatur flir 15 min bei 12.000 g und 4 °C
zentrifugiert. Die dabei entstandene Oberphase wurde unter Vermeiden der Interphase
in ein neues Eppendorf-Gefalk tiberfiihrt, in welchem 500 ul Isopropanol vorgelegt wa-
ren. Die zwei Phasen wurden durchmischt, 10 min bei Raumtemperatur inkubiert und
nachfolgend mit 12.000 g 10 min bei 4 °C zentrifugiert. Die flissige Phase wurde abge-

saugt und verworfen und das Pellet mit 1 ml 75-prozentigem Ethanol gewaschen, mit
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7.600 g 10 min bei 4 °C zentrifugiert und das Ethanol anschlieBend abgesaugt. Das Pellet
wurde im offenen Gefal bis zum Verdunsten des restlichen Ethanols bei Raumtempera-
tur getrocknet und anschlieRend in 50 pl 10 mM Tris (pH 7,4) gel6st. Die photometrische
Bestimmung der RNA-Konzentration erfolgte durch photometrische Messung der Ab-
sorption bei 260 nm und Qualitdtskontrolle durch Bildung des Quotienten der Absorp-

tion bei 260/280 nm.

2.12.2 Reverse-Transkriptase-PCR

Fir die weitere Verwendung der RNA wurde diese mittels reverser Transkription in
cDNA umgeschrieben. Es wurde jeweils ein Ansatz mit Polymerase und ein Ansatz ohne
Polymerase gemacht (siehe Tabelle 19), um bei nachfolgender PCR eine Verunreinigung
der Proben durch genomische DNA detektieren zu kénnen. Hierfiir wurden jeweils 1 ug

RNA eingesetzt und nach folgendem Schema pipettiert:

Tabelle 19: Reaktionsansatz fiir RT-PCR

Reagenz Menge
RNA 1lug
Oligo(DT)18 Primer 0,5 ug/ul 1l
MQ ad 12 pl
5 min bei 65 °C, dann auf Eis

dNTPs 10 mM 1l

5x First Strand Buffer 4l
DTTO,1 M 2 ul
Ribolock RNase Inhibitor 40 U/ul 1l

2 min bei 42 °C

Superscript Il Reverse Transcriptase 200 U/ul 1

50 min 42 °C

15 min 70 °C
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2.12.3 PCR mit cDNA zur Uberpriifung der Konstrukte

Mit der erhaltenen cDNA wurde eine PCR durchgefiihrt (siehe Tabelle 20), um die Kon-
tamination mit genomischer DNA abzuschatzen sowie um zu zeigen, ob die Astrozyten

die RNA der Konstrukte unter dem vorhandenen Promotor transkribieren.

Tabelle 20: PCR-Reaktionsansatz mit cDNA

Reagenz Menge
10x Dream Taq Buffer inkl. MgCl, (20 mM) 2,5 ul
dNTPs 10 mM 0,5 pl
Primer F 0,75 ul
Primer R 0,75 ul
Dream Tag DNA Polymerase (5 U/ul) 0,1 ul
cDNA 1:10-Verdiinnung 2 ul
MQ 18,4 pl

Zu den cDNA-Proben wurde jeweils pro Primerpaar eine Positivkontrolle mit E.-coli-DNA
(0,5 ul + 1,5 ul MQ) als Template sowie eine Negativkontrolle (MQ) durchgefiihrt. Es

wurde das PCR-Programm , Timp 2“ (siehe Tabelle 6) genutzt.

2.12.4 Primerdesign fiir quantitative Echtzeit-PCR (RT-qPCR)

Fiir die quantitative Analyse der Zytokinexpression aus den Astrozytenkulturen wurden
Primerpaare (siehe Tabelle 9) fiir bestimmte Zytokine und Chemokine ausgewahlt. Dies
erfolgte auf der Homepage PrimerBank wie zuvor beschrieben (siehe Abschnitt 2.11.5)
anhand der vorherigen F2b-Expressionsmuster aus Microarrays der Arbeit von Hermann
Guemto (Guemto, 0.D.). Die Primer wurden vor Bestellung auf der PrimerBLAST-Home-
page auf eventuelle unspezifische PCR-Produkte getestet. Als Ladekontrolle wurde ein
Primerpaar fiir das Housekeeping-Gen X513 genutzt und zusammen mit den zu testen-
den Proben durchgefiihrt um die Zuverlassigkeit und Konsistenz der PCR-Amplifikation

zu bewerten.
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2.12.5 Quantitative Echtzeit-PCR (RT-qPCR)

Zuerst wurde ein Mastermix aus Reaktionslosung, Primern und MQ pipettiert (siehe Ta-
belle 21) und anschlieBend auf eine 96-Well-Platte verteilt. AnschlieBend wurde die
cDNA in Duplikaten in die entsprechenden Wells unter Auf- und Abpipettieren zugege-
ben. Alle Arbeitsschritte erfolgten auf Eis. Zuletzt wurde die Platte mit einer Folie ver-
siegelt und kurz anzentrifugiert um an der Folie haftendes Reaktionsgemisch herabzu-

zentrifugieren.

Tabelle 21: Reaktionsansatz fiir RT-qPCR

Reagenz Menge
Primerdesign PrecisionFAST 2x Mix 10 pl

Primer F 10 pmol/ul 0,2 ul

Primer R 10 pmol/ul 0,2 ul

cDNA 1:10-Verdiinnung 12,5 ng 2,625 ul

MQ ad 20 pl = 6,975 pl

Der Vergleich der mit den zu untersuchenden Konstrukten behandelten Proben relativ
zu unbehandelten oder nur mit Leervektor behandelten Proben erfolgte normiert auf
das Housekeeping-Gen X513 nach der Delta-delta-CT-Methode (Livak & Schmittgen,
2001). Zuerst wurde eine Differenz gebildet aus den CT-Werten der PCR-Produkte mit
den Primern des zu untersuchenden Zytokins und den CT-Werten der PCR-Produkte mit

den Primern des Housekeeping-Gens X513:

ACT = CT(Probe Zytokin) - CT(Probe XS13)

Die so entstandenen Delta-CT-Werte der unbehandelten Proben (oder in einem weite-
ren Vergleich der mit Leervektor behandelten Proben) wurden von den CT-Werten der

mit den Konstrukten behandelten Proben abgezogen:

AACT = ACT(Probe mit Konstrukt) - ACT(Probe unbehandelt oder mit Leervektor)

Das finale Verhaltnis berechnet sich aus:

2 AACT
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2.13 Zellkultur

2.13.1 Primadre Astrozytenkultur

2.13.1.1 Herstellung

Primére Astrozyten wurden aus 1-3 Tage alten p537/-Mausen gewonnen. Nachdem die
Mause geboren waren, wurde zeitnah eine Genotypisierung mit einer Probe aus der
Schwanzspitze und dem KAPA-Genotyping-Kit (siehe Abschnitt 2.11.4) durchgefiihrt.
Unter einer Horizontal-Flow-Arbeitsflaiche wurde die Maus zuerst mit Isofluran betdubt
und anschlieRend dekapitiert. In einer Zellkulturschale wurde der Mausekopf mit 70-
prozentigem Ethanol gewaschen. Mittels eines Saggitalschnitts wurde die Kopfhaut er-
offnet und zur Seite geklappt und die Schadelkalotte an der Hutkrempenlinie entlang
eroffnet, sodass das Gehirn freilag. Mit einem Spatel wurde das Gehirn entnommen, in
eine frische Zellkulturschale Gberfuihrt und mit kaltem HBSS benetzt. Unter dem Stere-
otaxiemikroskop wurden die Meningen mit Pinzetten vorsichtig entfernt und auf der
Zellkulturbank das Gehirn mit einem Skalpell unter Zugabe von 600 pl frisch angesetzter,
kalter Stammldsung zerkleinert und mit einem Spritzenstempel zerdriickt. AnschlieBend
wurde die Mischung auf- und abpipettiert, um sie zu homogenisieren, und 8 min bei
37 °C im Brutschrank inkubiert. Nach Zugabe von 4 ml Kulturmedium wurde das Ge-
misch in ein frisches Zellkulturréhrchen Gberfiihrt, 5 min bei 1.300 g zentrifugiert und
das Pellet nach Abnahme des Uberstandes in 1 ml Trituration Solution resuspendiert. Es
folgte eine 5-minlitige Inkubation bei Raumtemperatur, ein weiterer Zentrifugations-
schritt fiir 5 min bei 1.300 g sowie die Abnahme des Uberstandes und Resuspension des
Zellpellets in 5 ml Kulturmedium. Die Zellsuspension wurde dann tropfenweise auf eine
10-cm-Zellkulturschale mit 5 ml vorgelegtem Kulturmedium verteilt und in den Brut-
schrank bei 37 °C gegeben. Nach ca. zwei Tagen, als die Zellen sich groRteils in der Schale
gesetzt hatten, wurden die Astrozyten vorsichtig mit DPBS gewaschen und frisches Kul-

turmedium hinzugegeben.

2.13.1.2 Splitten

Die primaren Astrozyten wurden in einer moglichst geringen Passage belassen. Bei einer
Konfluenz von > 95 % wurden die Zellen mit frischem DPBS gespiilt, fir ca. 5 min bei

37 °C mit 1 ml Trypsin/EDTA-L6sung inkubiert und die so gelosten Zellen in einem Roéhr-
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chen fiir 5 min bei 1.300 g abzentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und das Pel-
let in frischem Kulturmedium resuspendiert und auf mehrere frische Kulturschalen mit

vorgelegtem Kulturmedium verteilt.

2.13.2 Phoenix-Zellen

2.13.2.1 Auftauen, Einfrieren, Splitten

Fir die Virusproduktion zur Infektion der primaren Astrozyten wurden Phoenix-Zellen
verwendet. Diese wurden nach Entnahme aus dem Flissigstickstofftank vorsichtig im
Wasserbad bei 37 °C aufgetaut und in ein Réhrchen mit vorgelegtem Kulturmedium
Uberfiihrt, fir ca. 5 min bei 1.300 g zentrifugiert und nach Absaugen des Uberstands das

Zellpellet in frischem Kulturmedium aufgenommen und in Zellkulturschalen verteilt.

Zum Einfrieren der Phoenix-Zellen wurden diese bei 1.300 g abzentrifugiert, das alte Me-
dium abgenommen und das Zellpellet in 900 pl FBS aufgenommen. In einem NUNC-Ein-
frierrohrchen wurden 100 pl DMSO vorgelegt und die Zellen in FBS hinzugegeben. Das
Einfrieren erfolgte zunachst in einem mit Isopropanol gefiillten Container (iber Nacht
bei—80 °C, anschlieBRend wurden die Rohrchen in den Flissigstickstofftank zur dauerhaf-

ten Aufbewahrung Gberfihrt.

Bei einer Konfluenz von > 90 % wurden die Phoenix-Zellen analog zu den primaren Ast-

rozyten gesplittet.

2.13.2.2 Auszahlen in der Fuchs-Rosenthal-Zahlkammer

24 Stunden vor der Transfektion wurden die Phoenix-Zellen auf eine Zellzahl von 2,0—
2,5 x 108 Zellen pro Platte gebracht. Dazu wurden sie in einer Fuchs-Rosenthal-Zihlkam-

mer ausgezahlt und das entsprechende Volumen auf die Zellkulturschalen verteilt.

Das alte Kulturmedium wurde zunachst vorsichtig von den Phoenix-Zellen abgesaugt
und frisches Kulturmedium zugegeben. Durch vorsichtiges Pipettieren mit Druck wurden
die Phonenix-Zellen von der Kulturschale gelost und im Medium fiir 5 min bei 1.300 g
zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 5 ml frischem Medium gel6dst und die Zellen mog-
lichst vereinzelt resuspendiert. Von 16 Kleinfeldern wurden mindestens zwei ausgezahlt

und anhand des Mittelwerts mit folgender Formel die Zellzahl/ml berechnet:

Mittelwert Zellen - 16
3,2

- 103 = Zellzahl/ml



2 Material und Methoden 39

2.13.2.3 Transfektion

Vier Stunden vor der Transfektion wurde ein vorsichtiger Mediumwechsel der Phonenix-
Zellen durchgefihrt. Fir die Transfektion wurde 1 ml der 2x-HBS-Stammldsung in einem
Falcon-Rohrchen vorgelegt. In einem Eppendorf-Gefall wurde das zu transfizierende
Plasmid auf eine Konzentration von 1 pg/ul in einem Volumen von 40 pl gebracht und
100 ul 2 M CacCl; sowie 860 pl ai zugegeben. Unter vorsichtigem Schitteln des Falcon-
Réhrchens mit dem Vortex-Gerat wurde die Losung aus dem Eppendorf-GefaR tropf-
chenweise zugegeben und anschlieRend auf die Phonenix-Zellen pipettiert. 15 Stunden
nach Transfektion wurde die Transfektionslésung abgenommen und 7 ml frisches Kul-
turmedium auf die Zellen gegeben. 24 Stunden nach Transfektion wurde die GFP-Fluo-

reszenz Uberpruft.

2.13.2.4 Virusernte

Wenn die Zellen fluoreszierend waren, wurde 48 Stunden nach Transfektion die erste
Virusernte durchgefiihrt. Hierflir wurde das Medium mit einer Spritze abgesaugt, durch
einen 0,45-um-Filter jeweils auf zwei NUNC-Einfrierrohrchen verteilt und sofort in Flis-
sigstickstoff eingefroren. Die Zellen wurden mit 7 ml frischem Kulturmedium erneut fir
24 Stunden im Brutschrank inkubiert und eine zweite Virusernte analog zur ersten

durchgefihrt. AnschlieRend wurden die Zellen verworfen.

2.13.3 Transduktion

Bei einer Konfluenz zwischen 85 % und 90 % wurden die primaren Astrozyten transdu-
ziert. Die Zellen wurden kurz mit DPBS gespult und dann der Transduktionsansatz (siehe

Tabelle 22) auf die Kulturschalen gegeben.

Tabelle 22: Transduktionsansatz fiir eine Platte

Reagenz Menge
Viraler Uberstand 3ml
Kulturmedium 2 ml

Polybrene 20 ug
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2.14 Proteinbiochemie

2.14.1 Proteinaufreinigung nach Wessel und Fliigge

Zu je 200 pl des Astrozyten-Lysats wurde zuerst die vierfache Menge Methanol (entspre-
ched 800 ul) zugegeben, dann ein Teil Chloroform (entsprechend 200 pl) und schlieRlich
die dreifache Menge ai (entsprechend 600 pl). Die Proben wurden jeweils nach Zugabe
der Reagenzien mit dem Vortex-Gerat durchmischt. Anschlieend folgte eine Zentrifu-
gation fiir 1 min bei 14.000 g und 4 °C; die wassrige Oberphase wurde verworfen. Erneut
wurden vier Teile Methanol (entsprechend 800 ul) hinzugegeben, die Probe durch-
mischt und 2 min bei 14.000 g und 4 °C zentrifugiert. Das Methanol wurde abpipettiert,
das Pellet im offenen ReaktionsgefaR getrocknet und am Ende in 100 pl Ladepuffer in-

klusive B-Mercaptoethanol gel6st.

Fiir die E.-coli-Proteinproben wurde zunichst eine Ubernachtkultur aus SURE-Bakterien
angesetzt. Diese wurde am nachsten Morgen bei 3.220 g und 4 °C fir 15 min zentrifu-
giert, das Uberstehende Medium verworfen und die Bakterien 1 h mit 1 ml Buffer A auf
dem Schiittler lysiert. AnschlieRend erfolgte eine erneute Zentrifugation bei 9.000 g und
4 °C flir 15 min, und das tberstehende Lysat wurde in ein frisches Reaktionsgefal} Gber-

flhrt und nach oben genannter Methode aufgereinigt.

Fir die Aufreinigung der Eluate aus der Proteinaufreinigung Gber die Sdule wurden die
Fraktionen ausgewahlt, welche die starksten spezifischen Banden aufwiesen. Hiervon
wurde ein Teil in ein Falcon-R6hrchen pipettiert und die Proteine analog zur oben ge-
nannten Methode ausgefallt. Das entstandene Pellet wurde in ca. 3 ml 4 M Guanidin-

hydrochlorid-haltigem Couplingbuffer (pH 10) aufgenommen.

2.14.2 Schnelltransformation in M15 [pREP4]

Fir die Transformation in proteinexprimierende Bakterien wurden 1-2 pl des Plasmids
mit fab12 aus der Minipraparation zu 5ul E. coli M15 [pRep4] auf Eis pipettiert. Es folgte
ein Hitzeschock fir 45 s bei 42 °C im Wasserbad und eine kurze Inkubation auf Eis.
SchliefRlich wurden 60 pul LB-Medium hinzugefiigt und alles auf LB-Agar-Platten, welche
mit Ampicillin und Kanamycin vorbehandelt waren, ausgestrichen und tber Nacht im
Brutschrank bei 37 °C inkubiert. Da sich nur wenige positive Kolonien fanden, wurde

eine Kolonie mittels einer Metallése erneut auf einer LB-Agar-Ampicillin-Kanamycin-
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Platte fraktioniert ausgestrichen, Gber Nacht bei 37 °C im Brutschrank inkubiert und an-
schlieBend fiir die weitere Verwendung bei 4 °C im Kihlschrank mit Parafilm verschlos-

sen aufbewahrt.

Fir das Plasmid mit dem Konstrukt rnb wurden 2,5 pl Plasmid zu 50 pl z-kompetent ge-
machten E. coli M15 [pRep4] pipettiert, kurz vorsichtig durchmischt, zunachst auf Eis fur
10 min und schlieBlich mit 200 pl SOC fiir 1 h bei 37 °C inkubiert, bevor sie auf einer LB-
Agar-Ampicillin-Kanamycin-Platte verteilt und bei 37 °C Gber Nacht im Brutschrank in-

kubiert wurden.

2.14.3 Proteinexpression: Vorkultur und Hauptkultur

Fir die Proteinexpression wurde jeweils zuerst eine kleinere Vorkultur angesetzt, bei
der eine Kolonie der LB-Agar-Platte mit einer Pipettenspitze aufgenommen und in 20 ml
LB-Medium gegeben wurde, das 100 pg/ul Ampicillin und 25 pg/ul Kanamycin enthielt.
Die Vorkultur wurde bei 37 °C tiber Nacht auf dem Schiittler bei 250 rpm inkubiert. Hie-
raus wurde eine 400 ml groRe Hauptkultur aus LB-Medium inklusive 100 pg/ul Ampicillin
und 25 pg/ul Kanamycin angesetzt, indem 16 ml der Vorkultur zugegeben wurden. Alle
Arbeitsschritte erfolgten neben einem flammenden Bunsenbrenner, um Kontaminatio-

nen zu vermeiden.

Nach dem Zufiigen der Vorkultur zur Hauptkultur wurde diese bei 37 °C im Bakterien-
schittler bei 250 rpm inkubiert und regelmaBig photometrisch die OD bei 600 nm be-
stimmt, bis ein Wert zwischen 0,4 und 0,6 erreicht wurde. Zu diesem Zeitpunkt wurden
die Bakterien mit 400 ul 1 M IPTG zur Expression des Proteins stimuliert und fiir fab12
weitere drei Stunden, fir rnb2 eine weitere Stunde geriittelt. Die Kultur wurde anschlie-
Rend ziigig bei 3.220 g und 4 °C fiir 15 min zentrifugiert und das Zellpellet bis zur weite-

ren Verarbeitung bei —20 °C eingefroren.

2.14.4 Zelllyse unter denaturierenden Bedingungen

Um auch die Proteine aufzureinigen, die nach Expression in ,inclusion bodies“ aggregiert
waren, wurde das eingefrorene Bakterienpellet auf Eis aufgetaut und unter denaturie-
renden Bedingungen lysiert. Hierflir wurde nach Vorschrift des Expressionist-Systems

von QlAgen verfahren und die entsprechenden Puffer wie oben angegeben angesetzt.
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Der pH-Wert wurde fiir 200 ml Buffer B (Lysepuffer) mit NaOH auf 8,0, fiir 200 m| Buf-
fer C (Waschpuffer) mit HCI auf 6,3 und fiir 100 ml Buffer E (Elutionspuffer) mit HCI auf
4,5 eingestellt. Zur besseren Haltbarkeit wurden alle Puffer mit 20 mM R-Mercaptoetha-
nol (14,3 M) versetzt. Pro Pellet wurden 30 ml Lysepuffer A mit Guanidinhydrochlorid
zugegeben und eine Stunde unter Rihren lysiert. Wahrendessen wurden 3 ml der Ni-
ckelchelat-Matrix mit dem Lysepuffer gewaschen. AnschlieBend wurden die verbliebe-
nen Zellbestandteile fiir 20 min bei 9.000 g und 4 °C zentrifugiert, 5 pl des Uberstands
fur die Probe ,L“ entnommen und das restliche Lysat mit 3 ml Nickel-NTA fir 45 min
unter Rihren inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurde eine Polypropylen-Saule mit
dem Harz beladen und nach Absetzen des Nickelchelats die zugehorige Fritte aufgesetzt.
Es folgten nach Protokoll Zugaben von 10 ml Buffer A, 10 ml Buffer B und schlieBlich drei
Waschschritte mit Buffer C, wobei die Eluate alle separat aufgefangen wurden. Die Elu-
tion des nun noch an der Matrix gebundenen His-getaggten Proteins erfolgte mit 5 ml

Buffer E, dabei wurden Fraktionen von ca. 500 ul Volumen aufgefangen.

2.14.5 Proteinbestimmung nach Bradford

Die Proteinkonzentrationen der aufgereinigten und extrahierten Proteine wurde mittels
eines Bradford-Assays bestimmt. Als Vergleichsprotein diente eine BSA-Standardreihe
von 0 mg/ml (Wasser), 0,01 mg/ml, 0,025 mg/ml, 0,05 mg/ml, 0,1 mg/ml, 0,25 mg/mi
und 0,5 mg/ml sowie ein Leerwert, fiir welchen ein ungefilltes Well vermessen wurde.
Die Proteinproben wurden je nach Konzentration bis zu 1:10 mit Wasser verdiinnt, da-
mit die Messwerte in einem zuverldssigen Bereich der Standardkurve lagen. In Duplikate
wurden auf einer 96-Well-Platte jeweils 200 ul Bradford-Reagenz vorgelegt und 10 pl
der zu messenden Probe hinzugefligt, mindestens 10 min bei Raumtemperatur inkubiert

und schliefRlich in einem ELISA-Reader die Extinktion der Proben bei 590 nm gemessen.

2.14.6 SDS-PAGE

Fiir Proteinanalysen wurde eine Polyacrylamid-Gelelektrophorese durchgefiihrt, um die
aufgereinigten Antigene und Proteinproben der GréRRe nach aufzutrennen. Zuerst wur-
den die Reagenzien fiir das Trenngel nach Vorschrift zusammenpipettiert (siehe Ta-
belle 23) und zum Polymerisieren in das ,MiniProtean Gel Casket“-Set zwischen zwei

Glasscheiben gegossen und bei Raumtemperatur mindestens 15 min stehen gelassen.
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Flr eine ebene Geloberflache wurde etwas 100-prozentiges Ethanol zwischen die Glas-
scheiben getropft. Nach Festwerden des Trenngels wurde dieses mit destilliertem Was-
ser abgewaschen. Anschlieffend wurden die Reagenzien fiir das Sammelgel zusammen-
pipettiert, auf das Trenngel gegeben, der entsprechende Kamm eingesetzt und das Gel
erneut mindestens 15 min auspolymerisieren gelassen. Falls die Gele nicht unmittelbar
verwendet wurden, wurden sie in den Glasplatten feucht eingepackt im Kiihlschrank

Uber Nacht gelagert.

Tabelle 23: Ansatze fiir Polyacrylamid-Gele

Reagenz Menge

Trenngel 12% Trenngel 10 % Sammelgel

MQ 1,8 ml 2,225 ml 1,5ml
4x Tris pH 8,8 1,35 ml 2,7 ml -

4x Tris pH 6,8 - - 600 ul
Acryl Bis 30 % 2,1ml 1,725 ml 322,5 ul
APS 10 % 26,25 pl 26,25 pl 12,75 ul
TEMED 3ul 3ul 2,6 ul

Um besonders kleine Proteine oder Proteinfragmente auftrennen zu kénnen, wurden
Polyacrylamid-Gradienten-Gele nach unten stehender Vorschrift gegossen (siehe Ta-
belle 24). Hierfiir wurde das Trenngel in einem Gradienten von 20-10 % einlaufen gelas-
sen. Hierflir wurde eine Vorrichtung verwendet, bei der in zwei Saulen jeweils einmal
die 10-prozentige-Trenngelldsung und einmal die 20-prozentige-Trenngelldsung zuge-
geben wurden. Diese Saulen kommunizieren lber eine Verbindung im unteren Bereich,
die durch einen Hebel ge6ffnet und geschlossen werden kann. Der Auslauf erfolgt Gber
einen Schlauch aus der Saule mit der hochprozentigen Trenngellésung direkt zwischen
die GieBplatten. Die Vorrichtung wird mit den Gelen geflllt auf einen Magnetriihrer ge-
stellt, dabei wird der Riihrfisch in das 20-prozentige Gel gegeben. Unter Rilhren wird der
kommunizierende Gang zwischen den Saulen ge6ffnet und das Gel zwischen die GieR-
platten laufen gelassen. Dabei gleichen sich die Flissigkeitssdaulen aufgrund des hydro-
statischen Drucks in der H6he an und erzeugen somit eine gleichmalRige absteigende
Konzentration im fertigen Gel (dies wurde mittels Farbung der zwei Gelldsungen und

des Farbgradienten im fertigen Gel Giberprift).
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Tabelle 24: Ansatze fiir Polyacrylamid-Gradientengele

Reagenz Menge

Trenngel 20 % Trenngel 10 % Sammelgel

MQ 179,04 ul 2,225 ml 1,5ml
4x Tris pH 8,8 642 ul 2,7 ml -

4x Tris pH 6,8 - - 600 ul
Acryl Bis 30% 1642 pul 1,725 ml 322,5 ul
APS 10 % 12,5 ul 26,25 pl 12,75 ul
TEMED 1,5ul 3ul 2,6 ul

2.14.7 Coomassie-Farbung

Nachdem die Elektrophorese des Polyacrylamid-Gels mit den gewiinschten Proben der
Proteinexpressionskulturen beendet war, wurde das Gel 1 h bei Raumtemperatur auf
dem Taumelrittler in Coomassie-Blue-Lésung inkubiert und anschlieend mit Entfarbe-
I6sung gewaschen, bis die Banden zu erkennen waren. Mitunter wurden dabei zur Be-
schleunigung der Entfarbung kleine Schwammstiicke beigelegt, um die blaue Farbe auf-
zunehmen. Zur Konservierung der Gele wurden diese in Trocknungsldsung fir 30 min
bei Raumtemperatur inkubiert und dann zwischen zwei Folien getrocknet. Hierzu wurde
zunachst eine Einmachfolie kurz mit Wasser befeuchtet, auf die erste Platte eines Trock-
nungsrahmens gelegt und das bereits in Trocknungslésung inkubierte Gel blasenfrei mit
wenig Trocknungslosung auf der Folie platziert. Das Gel wurde mit einer zweiten Folie
abgedeckt, diese Anordnung mit den restlichen Teilen des Trocknungsrahmens befestigt

und fur mehrere Tage bei Raumtemperatur stehen gelassen.

2.14.8 Western Blot

Die fur den Western Blot verwendeten Proteinproben wurden zunachst mit loading buf-
fer inkl. B-Mercaptoethanol auf ein Volumen von ca. 10-30 ul aufgefiillt und bei 95 °C
10 min im Thermoblock denaturiert. Anschliefend wurden die Reaktionsgefalie auf Eis
gestellt, und die entstandene Kondensflissigkeit der Proben wurde durch kurzes Zentri-

fugieren mit dem Haupt-Flissigkeitsvolumen vereint.

Die Proben (und zusétzlich in einer Bahn 4 pul Proteinleiter als GréRenmarker) wurden in
einem zuvor vorbereitetem Polyacrylamidgel in der MiniProtean-Apparatur bei 200 V

fiir ca. 45-75 min laufen gelassen, bis die Lauffront fast aus dem Gel austrat.
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Fir das Blotten des Gels auf eine PVDF-Membran wurden zundchst der GelgroRRe ent-
sprechend sechs Filterpapiere und eine Membran zugeschnitten. Die Membran wurde
kurz in Methanol aktiviert und anschlieRend in Blotting-Puffer gelegt, sodass sie gut be-
netzt und nicht mehr hydrophob war. Die Filterpapiere wurden ebenso in Blotting-Puffer
befeuchtet und eine Schichtung aus drei Filterpapieren, der PVDF-Membran, dem Gel
und erneut drei Filterpapieren auf die Blotting-Elektroden blasenfrei gelegt. Bei einer
Stromstarke von 1 mA/cm?, entsprechend 46 mA, beim Blotten einer einzelnen Memb-

ran wurde das Gel 2 h geblottet.

AnschlieBend wurde der Erfolg des Blottens mit einer Ponceau-Farbung der Membran
Uberprift. Hierfiir wurde die Membran ca. 15 min auf dem Taumelrittler in Ponceau-
Losung inkubiert und schlielRlich dreimal mit destilliertem Wasser gewaschen, bis die

Proteinbanden erkennbar waren.

Die unspezifischen Antikorperbindungsstellen der Membran wurden durch Inkubation
in einer 5%-igen Magermilchpulver-Losung in 1-fach TTBS fiir 30 min auf dem Taumel-
rattler blockiert. AnschlieBend erfolgte Gber Nacht bei 4 °C auf einem Taumelrittler die
Inkubation mit dem Primarantikdrper, der gegen das zu untersuchende Antigen gerich-
tet war. Hierflir wurde die Membran mit der Antikorperlosung (gewilinschte Konzentra-
tion des Antikorpers in 5 % Magermilchlésung, teilweise inklusive Natriumazid 0,1 %) in
eine Folie eingeschweilt und moglichst blasenfrei auf eine Glasplatte gelegt. Am nachs-
ten Morgen wurde die Membran dreimal (jeweils ca. 10 min) in 1-fach TTBS gewaschen
und danach mit dem Sekundarantikorper in Magermilchlésung fir ca. 1 h bei Raumtem-
peratur inkubiert und im Anschluss erneut dreimal in 1-fach TTBS gewaschen. Die Ent-
wicklung des Signals erfolgte durch Zugabe des Chemilumineszenz-Reagenz Sirius.
Hierzu wurden je zwei gleiche Teile Losung A und Losung B vermischt und die Membran
darin 2 min inkubiert. Die Losung wurde anschlielend abgesaugt, eine durchsichtige Fo-
lie auf die Membran aufgebracht, um ein Austrocknen zu verhindern, und die Membran

belichtet. Die Auswertung erfolgte mit der Software ChemoStar.
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2.15 Antikorperherstellung

2.15.1 Immunisierung der Kaninchen

Fir die Immunisierung der Kaninchen wurde eine Emulsion mit der in Tabelle 25 ange-

gebenen Zusammensetzung hergestellt.

Tabelle 25: Emulsion fiir Inmunisierung der Kaninchen

Reagenz Menge

Komplettes Freudsches Antigen 750 pl
Antigen 600 ug
NaCl 0,9 % ad 1,5 ml

Als Antigen wurde aufgereinigtes Protein aus den Bakterienkulturen mit den Konstruk-
ten fab1 und rnb verwendet. Die Emulsion wurde in zwei 1-ml-Glasspritzen aufgenom-
men und mittels eines Adapters zum Emulgieren hin- und hergespritzt. Es wurden je-
weils zwei Kaninchen pro Antigen immunisiert, indem jeweils 250 pl der Emulsion jedem
Tier in beide Flanken injiziert wurden. Drei Wochen nach dieser Grundimmunisierung
erfolgte eine erste Booster-Immunisierung. Weitere drei Wochen spater wurde die

zweite Booster-Immunisierung auf gleiche Weise durchgefiihrt.

2.15.2 Entnahme von Testblut

Vor der ersten Injektion mit der Antigen-Emulsion wurde den Kaninchen jeweils zirka
1 ml Blut fur ein Prdimmunserum aus dem Ohr entnommen. Eine erste Testblutent-
nahme fir das Immunserum erfolgte nach der zweiten Booster-Injektion nach sechs Wo-
chen, und elf Tage spater konnte die finale Blutentnahme durchgefiihrt werden. Die er-
haltenen Blutproben wurden zunachst bei 4 °C geklhlt und anschlieRend ca. 30 min bei
4 °C und 21.000g zentrifugiert. Das (Pra-)Immunserum wurde abpipettiert und in ein
neues Reaktionsgefall zur weiteren Verwendung Uberfihrt. Mit dem Blut fiir das
Praimmunserum und dem ersten Testblut wurde ein Western Blot angefertigt, um die
Antikorperbildung beurteilen zu kdnnen. Bei zufriedenstellendem Ergebnis wurde den

Kaninchen nach insgesamt 7,5 Wochen final Blut entnommen.
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2.15.3 Antikérperaufreinigung iiber AminoLink-Saule

Die Aufreinigung der Kaninchenseren erfolgte mittels des AminoLink-Plus-Systems. Ge-
mal Herstellerprotokoll erfolgte zunachst die Immobilisierung des gefallten Proteins an
die Saulenmatrix. Alle Reagenzien wurden hierflir auf Raumtemperatur gebracht und
der Coupling-Puffer entsprechend der Anleitung angesetzt. Zuerst wurde die Sdule

mehrfach invertiert, um das enthaltene Harz zu suspendieren.

Dann wurde der obere Verschluss entfernt, anschlieRend der untere Verschluss und
dann die Sdule in einem 15-ml-Falcon-Réhrchen 1 min bei 1.000 g und 4 °C zentrifugiert.
Es folgten zwei Waschschritte mit jeweils 2 ml Coupling-Puffer (pH 10,0) und anschlie-
Rendem Zentrifugationsschritt (1 min bei 1.000 g und 4 °C). Der untere Verschluss
wurde wieder aufgesteckt, 100 ul der Proteinlésung abgenommen und fiir die spatere
Bestimmung der Coupling-Effizienz aufbewahrt. Die restliche Proteinlésung (hier 2,9 ml)
wurde auf die Sdule geladen und diese mit dem oberen Verschluss versehen. Bei Raum-
temperatur wurde das Antigen so mit der Saule 6 h (bei fab1) bzw. Gber Nacht (bei rnb)
auf einem Uberkopfschiittler invertiert und inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit
wurde die Saule in ein frisches 15-ml-Falcon-R6hrchen gesetzt und das nicht gebundene
Protein durch eine einminitige Zentrifugation bei 1.000 g und 4 °C aufgefangen und
dann aufbewahrt. Die Sdule wurde zweimal mit je 2 ml Coupling-Puffer (pH 7,2) und
Zentrifugation bei 1.000 g fiir 1 min gewaschen, anschlieBend wurde der untere Ver-
schluss wieder aufgesetzt. 2 ml des Coupling-Puffers (pH 7,2) wurden mit 40 pl Natri-
umcyanoborhydrid versetzt und auf die Sdule gegeben, mit dem oberen Verschluss ver-
schlossen und 4 h bei Raumtemperatur oder iiber Nacht bei 4 °C auf einem Uberkopf-
schittler inkubiert. Um verbliebene Bindestellen zu blockieren, wurde die Saule nach
einem einminutigen Zentrifugationsschritt bei 1.000 g zweimal mit je 2 ml Quenching-
Puffer und folgender einmintiger Zentrifugation bei 1.000 g in einem frischen 15-ml-
Falcon-Rohrchen gewaschen, der untere Verschluss wieder aufgesetzt und nochmals
mit 2 ml Quenching-Puffer, der mit 40 pl Natriumcyanoborhydrid versetzt wurde, mit
dem oberen Verschluss verschlossen fiir 30 min bei Raumtemperatur invertiert. In ei-
nem neuen Falcon-Rohrchen erfolgten schlieflich fiinf Waschschritte mit je 2 ml Wasch-
I6sung sowie drei Waschschritte mit je 2 ml Storage-Puffer (entsprechend Coupling-Puf-

fer, pH 7,2, der mit 0,05 % NaNj3 versetzt wurde), jeweils mit einminitiger Zentrifugation
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bei 1.000 g. Zur Lagerung der Sdule wurde der untere Verschluss aufgesetzt, 2 ml Sto-
rage-Puffer hinzugefligt und die mit dem oberen Verschluss verschlossene Saule bei 4 °C

im Kihlschrank platziert.

Die Bindungseffienz wurde mit Hilfe der Proteinbestimmung nach Bradford errechnet.
Es wurden jeweils 1:10-Verdiinnungen der Proteinlésungen vor und nach dem Binden
an die AminolLink-Saule im Vergleich mit einem BSA-Standard vermessen. Bei fab1 wur-
den nur zirka 50 % des zupipettierten Proteins gebunden. Zur Antikorperaufreinigung
wurden zundchst alle Reagenzien sowie die Sdaule auf Raumtemperatur dquilibiert. Der
Storage-Puffer wurde mittels einminitiger Zentrifugation bei 1.000 g entfernt und die
Saule dreimal mit je 2 ml PBS gewaschen (anschlieBende Zentrifugation 1 min bei
1.000 g). Das Serum wurde 1:1 mit PBS verdiinnt und auf die Saule gegeben. Nachdem
die Probe in das Harz-Bett eingedrungen war, wurde der untere Verschluss aufgesetzt,
200 pl PBS hinzugefiigt und die Saule mit dem oberen Verschluss verschlossen. Nach
60 min Inkubation auf dem Rittler wurden die Verschliisse entfernt und die Antikorper

wie nachfolgend beschrieben gewaschen und eluiert:

Zunachst wurde die Probe 1 min bei 1.000 g zentrifugiert, 1 ml PBS zugegeben und im
Anschluss erneut 1 min bei 1.000 g zentrifugiert. Bis zu diesem Schritt wurde der Durch-
fluss aufgefangen. Im Anschluss erfolgte fiinfmalig ein Waschschritt, bei dem 2 ml PBS
zugegeben und 1 min bei 1.000 g zentrifugiert wurden. Die erste Elution des Antikorpers
erfolgte durch Zugabe von 2 ml Elutionspuffer und Zentrifugation fiir 1 min bei 1.000 g
und wurde in einem frischen Falcon-Réhrchen mit 100 ul vorgelegtem Neutralisations-
puffer aufgefangen. In einem neuen Falcon-Réhrchen erfolgte daraufhin zur Neutralisa-
tion des pH auf der Saule ziigig ein Waschschritt mit 4 ml PBS und ein Zentrifugations-

schritt fir 1 min bei 1.000 g.

Fiir die zweite Elution wurde der Durchfluss erneut auf die Sdule gegeben, 1 min bei
1.000 g zentrifugiert und erneut der Durchfluss aufgefangen. Analog zur ersten Elution
wurde flinfmal mit PBS gewaschen und das zweite Eluat wieder mittels Elutionspuffer in
ein frisches Falcon-Réhrchen mit 100 ul vorgelegtem Neutralisationspuffer eluiert. So

wurde noch weitere drei Male verfahren, sodass fiinf Eluate erzeugt werden konnten.
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Nach dem letzten Durchgang wurden zligig 4 ml PBS zum Waschen auf die Saule gege-
ben, ein letztes Mal 1 min bei 1.000 g zentrifugiert und die Saule mit 4 ml Storage-Puffer

versehen und verschlossen bei 4 °C im Kiihlschrank gelagert.
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3 Ergebnisse

3.1 Charakterisierung des unbekannten DNA-Abschnitts

In Vorversuchen zur Charakterisierung des Integrationsorts des eingebrachten GFAP-
TIMP-Konstrukts wurden einzelne Genabschnitte von E.-coli-DNA in einem Bereich von
den Genen pyrF bis anteilig SapB gefunden, wie sie auf dem E.-coli-Stamm 0111:H-
str. 11128, Accession Number AP010960 vorkommen (siehe Abbildung 1). Hierbei blieb
zum einen offen, in welchem Bereich das E.-coli-Transgen sowohl in 3’- als auch in 5’-
Richtung in das GFAP-TIMP-Konstrukt bzw. Mausgenom libergeht. Zum anderen war
noch unklar, wie das eingebrachte Transgen mit dem kointegrierten bakteriellen Ab-
schnitt in Verbindung steht. Zuletzt sollte untersucht werden, ob die einzelnen integrier-
ten bakteriellen Gene als komplett zusammenhangender DNA-Strang vorliegen oder nur

lickenhaft integriert wurden.

3.1.1 iPCR

Zundachst sollten mittels iPCR erste Hinweise auf den Integrationsort des eingebrachten
Transgens im Mausgenom gefunden werden. Diese Methode ermdglicht zufallige Kom-
binationen der geschnittenen bekannten DNA mit unbekannten und ebenso geschnitten
vorliegenden DNA-Sequenzen, sodass es moglich ist, unbekannte Sequenzen angren-
zend an bekannte Bereiche mittels PCR nachzuweisen und zu sequenzieren. In ersten
Vorversuchen konnten bereits bakterielle Genabschnitte nachgewiesen werden (siehe
Abschnitt 2.3). Weitere iPCRs sollten nach Einsatz eines weiteren Restriktionsenzyms,
Kpnl, dessen Restriktionsschnittstelle innerhalb der bekannten Transgensequenz liegt,
zusatzliche Informationen Uber die angrenzenden DNA-Abschnitte liefern. Hierfir
wurde genomische DNA der F2b-Mauslinie mit dem Restriktionsenzym Kpnl verdaut, re-
ligiert und eine inverse PCR durchgefiihrt (siehe Abbildung 2). Dabei ergaben sich bei
mehreren PCR-Ansatzen in der Gelelektrophorese jeweils mehrere Banden als Nachweis
amplifizierter DNA-Abschnitte, die an bekannte Sequenzen angrenzten. Beim ersten
PCR-Ansatz wurden sowohl der Forward- (Primer: mod F) als auch der Reverse-Primer
(Primer: yciT R), die auf der bekannten Sequenz lagen, in die Reaktionsmischung gege-
ben, beim zweiten nur der Forward- und beim dritten nur der Reverse-Primer. Eine Ne-

gativkontrolle ohne DNA-Template wurde mitgefihrt. Abbildung 3A zeigt das Ergebnis
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der Gelelektrophorese der iPCR-Produkte mit einer starken Bande zwischen 500 bp und

600 bp im Ansatz mit dem kompletten Primerpaar.

F2b F2b F2b Negativ- GroRen-
GroRen- F2b Kpnl F2b Kpnl F2b Kpnl Negativ- GroRen- nkpnl  nKpnl nKpnl kontrolle marker
marker Primer Primer F Primer R kontrolle marker Primer Primer Primes

FR R F R

3000 bp— m L — 30000p - — ——3000 bp

1000 bp — - e — 1000 bp
EE S — 500 bp
500 bp — - S — 500 bp

W — 1000 bp

A B

Abbildung 3: Gelelektrophoresen der iPCR (A) und der nested iPCR (B). A) Gelelektrophorese der iPCR-
Produkte mit Kpnl-verdauter DNA der Mauslinie F2b. Von links nach rechts: iPCR-Produkt mit Forward-
(mod F) und Reverse-Primer (yciT R), iPCR-Produkt nur mit Forward-Primer, iPCR-Produkt nur mit Reverse-
Primer, Negativkontrolle. Das Rechteck markiert die relevante Bande im vollstandigen iPCR-Ansatz, wel-
che fir die nested iPCR ausgeschnitten und aufgereinigt wurde. B) Gelelektrophorese der Produkte der
nested iPCR mit aufgereinigter DNA der markierten Bande aus Abbildung 3A. Von links nach rechts: voll-
standiger Nested-iPCR-Ansatz mit Forward- (Kpnl digest nested F) und Reverse-Primer (Kpnl digest nes-
ted R), Nested-iPCR-Ansatz nur mit Forward-Primer, Nested-iPCR -Ansatz nur mit Reverse-Primer, Nega-
tivkontrolle. Das Rechteck markiert die relevante Bande, welche ausgeschnitten, aufgereinigt und sequen-
ziert wurde.

Diese wurde aus dem Gel ausgeschnitten, aufgereinigt und eine nested iPCR mit den
Primern Kpnl digest nested F (als Forward-Primer) und Kpnl digest nested R (als Reverse-
Primer), deren Sequenzen innerhalb des Bereichs der bereits verwendeten Primerpaare
auf dem bekannten Abschnitt lagen, nach dem gleichen Schema wie die urspriingliche
iPCR durchgefiihrt (ein Ansatz mit beiden Primern, ein Ansatz nur mit Forward-Primer,
ein Ansatz nur mit Reverse-Primer und Negativkontrolle). Nach der nested iPCR trat in
der Gelelektrophorese ein kraftiges Produkt mit ca. 1.500 bp im kompletten PCR-Ansatz
auf (siehe Abbildung 3B).
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In Abbildung 4A sind die Ergebnisse der Sequenzierungen mit den Primern Kpnl digest
nested R (entspricht Kpnin R in der Abbildung; Sequenzierung 1) und Kpnl digest nes-
ted F (entspricht KpnIn F in der Abbildung; Sequenzierung 2) dargestellt. Sequenzie-
rung 1 dieser Bande zeigte Anteile des GFAP-Promotors der bekannten Transgen-TIMP-
Sequenz aus der F2b-Maus, die in kointegrierte bakterielle DNA Ubergehen. Diese
konnte E.-coli-DNA (Vergleich E.-coli-Stamm 0111:H, GenBank Number: AP010960.1) im
Bereich des Gens yciT und dessen Zwischensequenz zum Gen osmb, exklusive des Gens
osmb, zugeordnet werden. Sequenzierung 2 (Abbildung 4A) zeigte zunachst den Anteil
bekannter E.-coli-DNA, der bis zu einer Restriktionsschnittstelle fiir Kpnl (Restriktions-
enzym, das zum Verdau der F2b-DNA fiir die iPCR verwendet wurde) innerhalb des Gens
modulator of RNase stability | and Il (mod) lag. Dieser Sequenzierabschnitt geht nach der
Restriktionsschnittstelle in Transgen-DNA Uber. Der Sequenzierabschnitt konnte einem
Abschnitt ca. 1114 bp vor dem GFAP-Promotor, der in 3‘-Richtung liegt, zugeordnet wer-

den.
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1Kpnl Legende:
: Abschnitt Mausgenom
i ]
Maus E. coli 1 Maus Abschnitt E.-coli-Genom
]
1 Gen Nachgewiesenes Gen (in Maus)
1
5 1 ! Gen Nachgewiesenes Gen (aus E. coli)
- GFAP ciT med s
TIMP - Gl Y e TIMP - GFAP Untersuchtes Gen (aus £. coli), das nicht
1 Gen nachgewiesen werden konnte
‘ Ausnahme: SapB ist anteillg vorhanden
1 - Nicht einzeln untersuchtes Gen, aber zwischen
| nachgewiesenen Genen vorhanden (£. coll)
: Primer F Forward-Primer
«
+— > Primer R Reverse-Primer
Kpnin R Kpnin F
PCR-Produkt
A Sequenzierung 1 Sequenzierung 2 :KD"' Schnittstelle fir Restriktionsenzym
Maus E. coli Maus
5 . 3
TIMP - GFAP yeiT mod rnb yciw fab1 SapF SapD SapC  SapB  GFAP- TIMP
—
-2 SapCF -—
MausSeq F MausSeq F
Sequenzierung 4
B Sequenzierung 3 Sequenzierung 5
Maus E. coli Maus
5 : 3
TIMP - GFAP yeiT mod rnb yciW fab1 SapF SapD SapC  SapB  GFAP- TIMP
. >
mb R fabl F
— -+
mod F —» pr— SapCR
rnb F fabl R
PCR auf cDNA iberlappend
Cc

Abbildung 4: Ergebnis der Sequenzierungen und PCRs. Das TIMP-1-Konstrukt wurde gemeinsam mit der
E.-coli-DNA unter dem GFAP-Promotor sowohl in 5’- als auch in 3’-Richtung integriert.

3.1.2 Sequenzierung

Weitergehende Sequenzierungen von ungeschnittener F2b-DNA sollten den Ubergang
des kointegrierten E.-coli-Abschnitts in die Maus-DNA nachweisen. Hierfiir wurde der
Primer MausSeq F designt, der im zuvor untersuchten Maus-DNA-Abschnitt liegt, der in
E.-coli-DNA ohne Restriktionsschnittstelle Uberging (siehe Sequenzierung 1, Abbil-
dung 4A).
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Mit Sequenzierung 3 (Abbildung 4B) konnte dieser Ubergang vom in 5‘-Richtung gelege-
nen GFAP-Promotor in E.-coli-DNA zwischen osmB und yciT bis ca. zur Halfte des yciT-
Gens verifiziert werden. Uberraschenderweise zeigte sich mit dem selben Sequenzier-
primer (MausSeq F) ein weiterer Ubergang vom integrierten GFAP-Transgen-Abschnitt
der Maus in E.-coli-DNA. Sequenzierung 5 (Abbildung 4B) zeigt, wo der GFAP-Promotor
ebenfalls in 3‘-Richtung des bakteriellen Abschnitts nachweisbar war. Das eingebrachte
TIMP-Transgen-Konstrukt ging hierbei direkt in das bakterielle SapB-Gen liber. Mittels
PCR war in den Vorarbeiten nicht das komplette SapB nachweisbar gewesen, weshalb
der Ubergang zum in 3‘-Richtung vorhandenen SapC durch Sequenzierung 4 (Abbil-
dung 4B) mit dem Sequenzierprimer SapC F charakterisiert wurde. Hier zeigte sich der
bakterielle Anteil von SapC bis anteilig SapB, sodass gezeigt werden konnte, dass auch

die Zwischensequenz von SapC bis SapB integriert wurde.

3.1.3 Nachweis auf RNA-Ebene

Nachdem mittels einzelner Gene und der Sequenzierungen des Ubergangs von bakteri-
ellen in murine Abschnitte des eingebrachten Transgen-Konstrukts auf DNA-Ebene
nachgewiesen werden konnte, der bakterielle Abschnitt integriert wurde, wurden fir
die weiterfihrenden Untersuchungen exemplarisch vier Gene ausgewahlt, welche auf
Transkription, Translation und mogliche Induktion der beobachteten Immunreaktion
untersucht werden sollten. Diese waren SapC (Accession: AP010960, Region:
1683846..1684736, Gen: SapC, Product: predicted peptide transport permease protein
SapC, Protein ID: BAI35592.1), fab1 (Accession: AP010960, Region: 1680469..1681257,
Gen: fab1, Product: enoyl-[acyl-carrier-protein] reductase Fabl, NADH-dependent, Pro-
tein ID: BAI35588.1), rnb (Accession: AP010960, Region: 1677195..1679129, Gen: rnb,
Product: ribonuclease I, Protein ID: BAI35586.1) und modulator of RNase stability | and
Il (hier: mod, Accession: AP010960, Region: 1674974..1675654 und 1675664..1676959,
Gen: ECO111_1667 und _1668, Product: modulator of RNase | and Il stability, N- and C-

terminal part).

Zur Untersuchung der Expression auf RNA-Ebene wurde RNA aus Gewebe der F2b-Maus
extrahiert und mittels reverser Transkription in cDNA umgeschrieben. Als Kontrolle da-

fur, inwiefern genomische DNA-Verunreinigungen in der RNA-Extraktion auftraten,
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wurde bei der reversen Transkription in cDNA jeweils eine Probe mit reverser Transkrip-
tase und eine Probe ohne Zugabe der reversen Transkriptase erzeugt. Mit diesen wur-
den PCRs durchgefiihrt. In den Proben der cDNA, welche mit RT erzeugt wurden, traten
dabei jeweils Banden fir die ausgewahlten Gene auf. In den Proben, welchen keine RT
zugegeben worden war, wurden jedoch keine oder nur duBerst schwache Banden beo-
bachtet. Die exemplarischen Gene SapC, fabl, rnb und mod konnten somit auf DNA-

Ebene als auch auf RNA-Ebene nachgewiesen werden.

Da mittels der exemplarisch ausgewahlten Gene die zwischen den Genen liegenden Se-
quenzen der bakteriellen DNA nicht miterfasst wurden, folgten mehrere PCRs mit F2b-
cDNA, in denen Primerpaare so ausgewahlt wurden, dass die Enden der Produkte tber-
lappten und somit die Transkription des kompletten Fremd-DNA-Strangs in einem Stiick
untersucht werden konnte (siehe Abbildung 4C). Hierbei zeigte sich die Transkription
der bakteriellen DNA-Sequenzen Uberlappend von SapC bis fab1, von fab1 bis rnb und
von rnb bis mod. Die zuvor noch nicht erfassten Gene yciW, SapF und SapD liegen somit

ebenso auf dem integrierten bakteriellen Anteil.

3.2 Untersuchung der Expression der bakteriellen Gene auf
Proteinebene

3.2.1 Herstellung von Antikorpern gegen die exemplarisch ausgewahlten
Proteine

Zur Untersuchung der Expression der exemplarisch fiir die weiteren Analysen ausge-
wahlten Gene sollten Antikérper gegen deren Proteinprodukte hergestellt werden. Die
fortfiihrend untersuchten Gene waren wie zuvor beschrieben SapC, fab1, rnb und mod.
Zunachst musste eine ausreichende Menge des Proteins hergestellt werden, gegen das
Kaninchen im weiteren Verlauf immunisiert werden sollten. Diese Proteinexpression er-
folgte in E.-coli-Bakterien vom Stamm M15 [pRep4], welche zunachst transformiert und
schliefRlich in einer Flissigkultur vermehrt wurden. Hervorzuheben ist, dass die Trans-
formation der E.-coli-M15-[pRep4]-Bakterien mit den Plasmiden, welche das bakterielle
Zielgen enthielten, bei der Blau-Weil3-Selektion nur wenige positive Kolonien ergab (teil-
weise nur 2—3 Kolonien, maximal ca. 30 Kolonien pro 10-cm-Agarplatte), welche das
Plasmid enthielten. Fiir jedes Gen wurden Flussigkulturen zur Vermehrung der positiven

E.-coli-M15-[pRep4]-Kolonien angesetzt, um eine ausreichende Menge des Antigens,
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entsprechend ca. 600 pg pro Immunisierung pro Tier, fiir die Immunisierung der Kanin-
chen zu erhalten. Geplant war die Herstellung von Antikérpern gegen die Proteinpro-

dukte aller vier Gene.

Im Rahmen der Proteinmengenbestimmung fiel sowohl in den Coomassie-Farbungen
der Protein-Eluate nach denaturierender Lyse aus den Bakterien und Aufreinigung tGber
die Nickel-NTA-Saule als auch in den Bradford-Assays auf, dass nur sehr geringe Mengen
des Proteins aus den Kulturen zu erhalten waren. Fir die Proteine der Gene SapC und
mod konnte auch unter Hinzunahme groBer Kulturvolumina (bis zu 1 1) keine ausrei-
chende Proteinmenge erhalten werden. In den Coomassie-gefarbten Gelen waren in
den Eluaten nahezu keine Proteinnbanden mit der erwarteten Molekiilmasse erkenn-
bar, sodass fir die Antikdrpererzeugung schlieBlich nur die Proteinprodukte der Gene

fab1 und rnb verwendet werden konnten.

3.2.2 Test der Nachweisgrenze der aufgereinigten Antikérper

Nach der Aufreinigung der Antikorper flr die Konstrukte fabl und rnb aus den Kanin-
chenseren wurde zundchst mit einer Verdiinnungsreihe des zur Immunisierung genutz-
ten Antigens dessen Nachweisgrenze im Western Blot bestimmt. Die zu erwartende Mo-
lekilmasse in kDa wurde fiir fabl und rnb anhand der Aminosaurensequenz theoretisch

bestimmt und berlicksichtigt keine posttranslationalen Modifikationen.

Abbildung 5A zeigt das Ergebnis des Western Blots mit einer Verdiinnungsreihe des rei-
nen fabl-Antigens von 250 pg bis 7,5 ng. Die zu erwartende Bande fiir fabl bei ca.

27,87 kDa wurde in zunehmender Starke ab einer Antigenmenge von 500 pg sichtbar.

Das aufgereinigte Antigen fiir rnb wurde in einem zweiten Western Blot ebenfalls in ei-
ner Verdiinnungsreihe von 250 pg bis 7,5 ng aufgetragen. Hier konnte das Protein mit
einer erwarteten GroRe von ca. 72,5 kDa ab einer Antigenmenge von 750 pg nachgewie-

sen werden (Abbildung 6A).
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Abbildung 5: Western Blot der Verdiinnungsreihe fiir den aufgereinigten Antikérper ,fab1“. A) Ver-
diinnungsreihe des zur Immunisierung genutzten Antigens von 250 pg bis 7,5 ng B) Verdiinnungsreihe des
nativen E.-coli-Proteinlysats von 0,12 pg bis 12 pug. Oberhalb der jeweiligen Bahn ist die Menge des einge-

setzen Proteins angegeben. Der Pfeil weist auf die gesuchte Bande hin (erwartete ProduktgroRe des fab1-
Proteins ca. 27,87 kDa).

250 pg 500 pg 750 pg 1ng 2,5ng 5ng 7,5ng

— 100 kDa
— - - ,
A .

— 70kDa

012pg 06ung 12pg 1,8pg 12pg 6ug 12 pg
S — 100kDa
— e

— 70 kDa

— 55kDa
B

Abbildung 6: Western Blot der Verdiinnungsreihe fiir den aufgereinigten Antikérper ,,rnb“. A) Verdiin-
nungsreihe des zur Immunisierung genutzten Antigens von 250 pg bis 7,5 ng B) Verdinnungsreihe des
nativen E.-coli-Proteinlysats von 0,12 pug bis 12 pg. Oberhalb der jeweiligen Bahn ist die Menge des einge-

setzen Proteins angegeben. Der Pfeil weist auf die gesuchte Bande (erwartete ProduktgréRe des rnb-Pro-
teins ca. 72,5 kDa) hin.
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Im nachsten Schritt wurde untersucht, ob die aufgereinigten Antikdrper auch das native
Protein im E.-coli-Lysat detektieren kdnnen. Hierflr wurde eine Verdiinnungsreihe aus
E.-coli-Lysat mit einer Gesamtproteinmenge aufsteigend von 0,12 pug bis 12 ug auf die
Blottingmembran aufgebracht. Fiir den Antikorper gegen fabl konnte neben mehreren
schwacheren unspezifischen Banden bei ca. 70 kDa, 45 und 40 kDa, 35 kDa, 25 kDa und
knapp unter 20 kDa auch das eine starke Bande fiir das gesuchte Antigen bei ca.
27,87 kDa nachgewiesen werden. Ab einer Gesamtproteinmenge von 1,2 pg E.-coli-Ly-

sat war das gesuchte Protein nachweisbar (Abbildung 5B).

Entsprechend der Verdiinnungsreihe des E.-coli-Lysats flr den Antikorper gegen fabl
wurde eine Verdiinnungsreihe fiir den Antikorper gegen rnb angefertigt (Gesamtpro-
teinmenge 0,12 pg bis 12 ug). Ab einer Gesamtproteinmenge von 1,2 ug detektierte der
aufgereinigte Antikorper gegen rnb das Protein bei ca. 72,5 kDa (Abbildung 6B). Weiter-
hin traten mehrere unspezifische Banden bei 100 kDa, 65 kDa, 45 und 40kDa sowie
25 kDa auf (Banden < 50 kDa nicht in Abbildung dargestellt).

Zusatzlich zu den in den Bakterienkulturen erzeugten und aufgereinigten Antigenen fab1l
und rnb kénnen die hergestellten Antikdrper auch das von E. coli nativ exprimierte Pro-

tein erkennen.

3.2.3  Untersuchung der Expression von E.-coli-Protein in F2b-Mausen

Nachdem die Nachweisgrenzen der Antikorper fir das entprechende reine Antigen und
das native Protein im Gesamtproteinlysat bestimmt worden waren, wurde untersucht,
ob die gesuchten Proteine fab1 und rnb in der transgenen F2b-Maus exprimiert werden.
Hierzu wurden Western Blots mit Proteinextrakten aus der transgenen F2b-Maus und
BL6-wildtypischen Mausen angefertigt, um sie auf die Anwesenheit von Bakterienpro-

tein zu Uberprifen.

Abbildung 7A zeigt den Western Blot, der mit dem Antikdrper gegen fab1l inkubiert
wurde. Neben 10 ng des aufgereinigten Antigens fiir fab1 als Positivkontrolle wurden
100 ug Proteinextrakt aus der transgenen F2b-Maus und 100 pg Proteinextrakt einer
wildtypischen BL6-Maus als Negativkontrolle aufgetragen. Es trat nur eine starke Bande

in der Bahn der Positivkontrolle auf Hohe des fab1-Proteins auf (ca. 27,87 kDa).
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Abbildung 7: Western Blot auf Protein aus wildtypischer Maus und F2b-transgener Maus. A) mit Anti-
korper gegen fab1l, Positivkontrolle: Antigen 10 ng. B) mit Antikérper gegen rnb, Positivkontrolle: Wildtyp-
Maus-Gesamtproteinlysat 50 pg mit 10 ng rnb Antigen versetzt. Der Pfeil weist auf die Bande des erwar-
teten Proteins hin.

Analog hierzu wurde ein Western Blot angefertigt, der die Translation der rnb-RNA in
Protein untersuchen sollte. Hier wurden als Positivkontrolle 50 ug Proteinextrakt aus
wildtypischer BL6-Maus mit 10 ng des aufgereinigten rnb-Antigens versetzt. Als Nega-
tivkontrolle wurden 50 g des wildtypischen BL6-Maus-Proteinextrakts aufgetragen. Die
Probe aus der F2b-Maus entsprach einer Menge von 50 ug Proteinextrakt. In der Posi-
tivkontrolle zeigte der Antikérper gegen rnb eine kraftige Bande mit der erwarteten
Grole von ca. 72,6 kDa (Abbildung 7B). Weiterhin fanden sich in allen Proben mehrere
unspezifische Banden unterhalb einer Molekiilmasse von 55 kDa. Im Proteinextrakt aus

der F2b-Maus konnte das Antigen nicht nachgewiesen werden.

Zusammenfassend konnte mit den selbst hergestellten Antikorpern keine Expression
von fabl oder rnb im F2b-transgenen Tier im Western Blot detektiert werden. Eine
Translation der nachgewiesenen RNA findet hier dementsprechend nicht oder nur in
Mengen unterhalb der Nachweisgrenze statt oder wird posttranslational so modifiziert,
dass die Antikorper nicht binden kénnen. Im BL6-Wildtyp zeigten sich erwartungsgemaf

ebenso keine spezifischen Banden fir fab 1 und rnb.
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3.3 Untersuchung des Modells in primarer Astrozytenkultur:
Transkription, Translation, Zytokinexpression

Nachdem belegt werden konnte, welcher Abschnitt bakterieller DNA im F2b-transgenen
Tier eingebracht wurde und dass eine Transkription des Abschnitts von den Genen SapC
Uber fab1 und rnb bis mod erfolgte, sollten die Auswirkungen dieser exemplarische aus-
gesuchten Gene untersucht werden. Hierfliir wurden primare Astrozytenkulturen aus
p53-defizienten Mausen angefertigt, in die jeweils eines der Gene (SapC, fab1, rnb oder
mod) mittels der zuvor beschriebenen viralen Transduktion eingebracht wurde (siehe

Abschnitt 2.13.3).

3.3.1 Untersuchung der Genexpression auf RNA-Ebene

Zunachst wurde untersucht, ob die Gene in den primaren Astrozytenkulturen dhnlich
wie in der F2b-transgenen Maus transkribiert werden. Zu diesem Zweck wurde Gesamt-
RNA aus den Kulturen extrahiert und in cDNA umgeschrieben. Analog zum Nachweis im
F2b-transgenen Tier wurde dabei jeweils eine Kontroll-RT-PCR ohne Zugabe der RT
durchgefihrt, um Vorhandensein und Ausmalfs von DNA-Kontaminationen nachweisen
zu kdénnen. Mit der so erhaltenen cDNA wurden PCRs mit den schon zuvor genutzten
Primern durchgefiihrt, die am nicht-codierenden Antisense-Strang der DNA binden. So
sollte entsprechend der Nachweis der komplementaren codierenden mRNA der in den

Vektoren enthaltenen Gene in den Astrozyten erfolgen.

Die Abbildungen 8A—-G zeigen die Gelelektrophorese-Ausschnitte der untersuchten
RNA-Proben, welche im zweiten Schritt in der gPCR als Template eingesetzt wurden. Es
wurden jeweils von links nach rechts die Probenansatze wie folgt aufgetragen: RNA mit
Reverser Transkriptase umgeschrieben in ¢cDNA im ersten Ansatz; RNA ohne Reverse
Transkriptase (zur Detektion von moglicher DNA-Verunreinigung) im zweiten Ansatz; E.-
coli-DNA als Positivkontrolle im dritten Ansatz und als Negativkontrolle aqua injectabile.
Die Banden, welche als positiv fiir eine Expression der entsprechenden RNA bewertet
wurden, sind in den Abbildungen 8A—G jeweils durch ein Rechteck markiert. Es wurden
immer mehrere Astrozytenkulturen fiir eines der eingebrachten Plasmidkonstrukte an-
gelegt, sodass nach erfolgreicher Transduktion fiir jedes Konstrukt multiple Proben fiir
die RNA-Extraktion zur Verfligung standen. Ziel war es zum einen, die Transkription der

Konstrukte aufzuzeigen. Zum anderen sollten RNA-Proben gewonnen werden, welche
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bei erfolgreicher Transduktion und nachgewiesener Transkription der eingebrachten
Gene fir die weiteren Untersuchungen mittels gPCR verwendet werden konnten. Ban-
den, welche zu einem der vier eingebrachten Konstrukte zugehorig sind, sind in Abbil-

dung 8A—G jeweils in einer Reihe dargestellt.
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Abbildung 8: Nachweis der spezifischen RT-PCR-Produkte von in cDNA umgeschriebener Astrozyten-
RNA. A) und B) Primer SapC Forward und SapC Reverse, C) und D) Primer fab1l BamHI F und fab1 EcoRI R,
E) Primer rnb BamHI F und rnb EcoRI R, F) und G) Primer mod F und mod R. Probenreihenfolge jeweils von
links nach rechts: Probe mit Reverser Transkriptase/Superscript (+SS), Probe ohne Reverse Transkrip-
tase/Superscript (-SS), Positivkontrolle/E.-coli-DNA, Negativkontrolle/aqua injectabile. Der Kasten mar-
kiert jeweils die Banden der fiir die folgenden qPCR weiter verwendeten Proben.

SapC wurde mittels der Primerpaare SapC Forward und SapC Reverse in Abbildung 8A
(Astrozytenkultur mit SapC transduziert, Probe 1) und 8B (Astrozytenkultur mit SapC
transduziert, Probe 2) mit einer berechneten Produktlange von 424 bp in den RNA-Ex-
traktionen LWRI IX 2Q und LWRI V 2 aus transduzierten Astrozytenkulturen nachgewie-
sen. Hierbei zeigten sich in den Proben LWRI V 2 und Negativkontrolle (Abbildung 8B)
ebenfalls Banden, welche auf eine Verunreinigung durch DNA hinweisen. Die Banden-
starke fiel analog zur Probe mit Reverser Transkriptase deutlich starker in der Positiv-

kontrolle aus. Deshalb wurde auch diese Probe als eine positive Transkription gewertet.
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Die Abbildungen 8C und 8D zeigen die RNA-Proben von vier mit fab1 transduzierten Ast-
rozytenkulturen. In den RNA-Proben LWRI I 3, LWRI 11 4, LWRI Il 1 und LWRI Il 2 konnte
eine Transkription von fab1 bei einer berechneten Produktlange von 789 bp nachgewie-
sen werden. Hierflr wurde das Primerpaar fabl BamHI F und fabl EcoRI R genutzt. In
den zu LWRI I 3 und LWRI Il 4 gehorigen RNA-Proben, welche ohne RT in die RT-PCR
gegeben wurden, zeigten sich jeweils sehr schwache Banden, welche eine geringe DNA-
Kontamination anzeigen (Abbildung 8C). Jedoch zeigt sich ein deutlicher Unterschied zu
den Proben mit RT, weshalb eine Transkription in diesen Kulturen als nachgewiesen an-
genommen wurde. In Abbildung 8D sind die PCR-Produkte von zwei weiteren cDNA-Pro-
ben (LWRI 1l 1 und LWRI 1l 2, jeweils mit und ohne RT) aus zwei zusatzlichen, mit fabl
transduzierten Astrozytenkulturen dargestellt. Diese weisen beide sowohl in der PCR fiir
die ohne RT erzeugte cDNA als auch in der Negativkontrolle eine positive Bande auf, die
flir eine Verunreinigung, am ehesten im Mastermix fir die PCR, spricht. Die Banden-
starke ist flir die PCR-Produkte der Proben mit RT und die Positivkontrolle jedoch deut-
lich starker ausgepragt. Somit ist eine Transkription auch hier fur beide Proben wahr-
scheinlich. Die Banden der Proben, deren cDNA fiir die gPCR-Untersuchungen weiter-

verwendet wurden, sind mit einem Rechteck markiert.

Die PCR zum Nachweis der transkribierten rnb-RNA mit dem Primerpaar rnb BamHI F
und rnb EcoRI R ist in Abbildung 11E dargestellt. Die erwartete Produktlange zeigt sich
in den Proben LWRIV 3 und LWRI V 4 bei 1.953 bp. Auch die Positivkontrolle brachte
erwartete Ergebnisse, hier zeigte sich eine sehr starke Bande, welche der entsprechen-
den ProduktgroRe zugeordnet wurde. Die ebenso aufgetragene Probe LWRI V 8 (Astro-
zytenkultur mit rnb transduziert, Probe 3) zeigt keine positive Bande auf der entspre-
chenden Hoéhe, weshalb in dieser Astrozytenkultur von einer erfolglosen Transduktion

oder fehlenden RNA-Transkription auszugehen ist.

Die Abbildungen 8F und 8G stellen die PCR-Produkte der RNA-Proben fiir mod mit den
Primern mod F und mod R dar. In den Proben LWRI VI 2 (Abbildung 8F) und LWRI IV 2
(Abbildung 8G) zeigte sich eine Transkription von mod anhand einer Bande auf der er-
warteten Produktlange von 389 bp. Analog zu den Gelelektrophoresen der Proben mit
SapC (Abbildung 8B) und fab1 (Abbildungen 8C und 8D) wurde das Verhaltnis der schwa-
chen Banden in den negativ erwarteten Proben und der starken Banden in den positiv

erwarteten Proben betrachtet, um eine Trankskription von einer DNA-Kontamination
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abgrenzen zu koénnen. Die in Abbildung 8G aufgetragenen Proben LWRIV5 und
LWRI'V 6 wiesen gleich starke Banden in den mit und ohne RT erzeugten Proben auf.
Weiterhin fand sich eine schwache Bande in der Negativkontrolle, sodass von einer Kon-
tamination des Mastermixes der PCR auszugehen ist und Uberdies in den Proben

LWRI'V 5 und 6 keine Transkription in den Astrozytenkulturen nachweisbar war.

3.3.2 Detektion der Proteine Fabl und Rnb

In einem weiteren Schritt wurde betrachtet, ob die transkribierte RNA in den transdu-
zierten Astrozytenkulturen auch in das erwartete Protein translatiert wurde. Diese Un-
tersuchung erfolgte ausschlieBlich fir die Genprodukte von fabl und rnb, da nur fir
diese beiden Proteine die selbst hergestellten, aufgereinigten Antikérper zur Verfligung

standen.

In Abbildung 9 sind die Western Blots von Proteinlysaten aus den transduzierten Astro-
zytenkulturen dargestellt. Aufgetragen wurden von links nach rechts jeweils die Protein-
lysate von zwei Kulturen transduzierter Astrozyten, einer Kultur mit Leervektor transdu-
zierter Astrozyten und einer Kultur untransduzierter Astrozyten der F2b-Mauslinie. In

der letzten Bahn wurde eine Positivkontrolle aus E.-coli-Proteinlysat aufgetragen.

Mit dem Antikérper gegen fabl zeigten sich im Western Blot keine Banden in den Pro-
teinlysaten der Astrozytenkulturen. Die Positivkontrolle erbrachte ein erwartungsgema-
Res Ergebnis mit einer Bande bei ca. 27,87 kDa (Abbildung 9A oben). Weiterhin trat eine
starke Bande bei ca. 40 kDa auf. Auch in der Verdiinnungsreihe des E.-coli-Lysats waren
auf dieser Hohe zwei diinne Banden sichtbar (Abbildung 5B). Die zweite Belichtung nach
Rehydratation und Inkubation mit einer GAPDH-Ladekontrolle zeigte starke Banden fir
die transduzierten Astrozytenkulturen, erwartungsgemald ein schwaches Ergebnis fir
das F2b-Proteinlysat und ein negatives Ergebnis fiir das E.-coli-Proteinlysat (Abbil-

dung 9A unten).

Das Proteinprodukt fiir rnb konnte in den Astrozytenkulturen ebenfalls nicht nachgewie-
sen werden (Abbildung 9B). In der Positivkontrolle zeigten sich neben der Bande fiir rnb
bei ca. 72,5 kDa die erwarteten Banden aus der E.-coli-Proteinlysat-Verdlinnungsreihe
(siehe Abbildung 6). Analog zum fab1-Blot wurde der rnb-Blot fiir eine Ladekontrolle re-

hydriert und erneut mit mit einem Antikérper gegen GAPDH inkubiert. Hier zeigten sich
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ausreichend starke Banden fiir das Proteinlysat der Astrozytenkulturen (Abbildung 9B

LWPE 13 LWPE 15 LWPE 110 LWPE Il LWPE |1 6 LWPE |7 LWPE 1 10 LWPE Il 1
Astros Astros Astros Astros E. coli Astros Astros Astros Astros E. coll
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— s — 35 kDa
— 35kDa

Abbildung 9: Western Blot der Extrakte aus den transduzierten Astrozytenkulturen. A) mit Antikérper
gegen fab1l (oben) und GAPDH (unten), B) mit Antikorper gegen rnb (oben) und GAPDH (unten); Positiv-
kontrolle: 50 pg natives E.-coli-Proteinlysat. Die Pfeile markieren die jeweils erwartete Proteingrofe.

3.3.3  Untersuchung der Expression von Zyto- und Chemokinen

Im nachsten Schritt sollte untersucht werden, ob die einzelnen eingebrachten E.-coli-
Genabschnitte in den Astrozytenkulturen eine Hochregulation von Zyto-/Chemokinen
auslésen, dahnlich der beobachteten Reaktion in den Vorversuchen. Fiir jedes Konstrukt
(SapC, fab1, rnb und mod) wurden zwei Versuchsreihen durchgefihrt. Zusatzlich wurden
zwei Proben als Kontrolle mitgefiihrt, um einen Einfluss der Transduktion und des p537-
-Knockouts der Astrozyten auf die Zyto-/Chemokinexpression auszuschlieRen. Diese wa-
ren zum einen p537--Astrozyten, welche mit dem MIGR-Leervektor transduziert worden
waren, und zum anderen untransduzierte p537/-Astrozyten, welche ebenfalls wie die
transduzierten in Kultur gehalten wurden. Aus den Astrozytenkulturen wurde RNA iso-
liert und in cDNA umgeschrieben. Ausgehend von den Vorarbeiten wurde mittels quan-
titativer PCR eine mogliche Hochregulation der Zyto-/Chemokine CCL3, CCL4, CXCL1, II-
1R und TNFa in den mit E.-coli-Genen transduzierten Astrozyten im Vergleich zu den
Kontrollen der mit Leervektor bzw. nicht-transduzierten Astrozyten untersucht. Als

Housekeeping-Gen wurde XS13 betrachtet.
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Abbildung 10: qPCR zur Untersuchung der Zytokinexpression transduzierter Astrozyten im Vergleich zu
untransduzierten p537/-Astrozyten. Astrozyten transduziert mit A) SapC, B) fab2, C) rnb, D) mod, E) MIGR-
Leervektor.

Abbildung 10 zeigt die Ergebnisse der quantitativen PCR von den mit SapC (Abbil-
dung 10A), fab1 (Abbildung 10B), rnb (Abbildung 10C), mod (Abbildung 10D) und MIGR-
Leervektor (Abbildung 10E) transduzierten Astrozyten im Vergleich zu untransduzierten
p537-Astrozyten. Auf der y-Achse sind jeweils die AACT-Werte abgebildet, die entspre-
chend der Formel aus Abschnitt 2.12.5 berechnet wurden. Hier wurde die Zytokinex-
pression der Proben der Astrozyten, welche mit den verschiedenen Konstrukten trans-
duziert wurden, mit der von untransduzierten p537-Astrozyten verglichen. Die x-Achse
zeigt das jeweilige Zyto-/Chemokin an, dessen Primerpaar in der gPCR fiir die entspre-

chende Probe eingesetzt wurde.

Die AACT-Werte der zwei durchgefiihrten Testrunden weisen haufig deutlich voneinan-
der abweichende Werte auf. Nur wenige Proben zeigen eine dhnliche Zyto-/Chemokin-
expression in der Testwiederholung. Hierzu zahlen SapC-transduzierte Astrozyten fir II-
7 (Abbildung 10A), fabl-transduzierte Astrozyten fiir CCL3, CCL4 und TNFa (Abbil-
dung 10B), rnb-transduzierte Astrozyten fiir CXCL1 und II-7 (Abbildung 10C) sowie mod-
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transduzierte Astrozyten fir CCL4 und TNFa (Abbildung 10D). Die AACT-Werte dieser
Proben liegen allerdings im Bereich einer Abweichung von ca. unterhalb 1 bis oberhalb
—1 und weisen entsprechend auf einen allenfalls geringen Unterschied der Zyto-/Che-

mokinexpression hin.
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Abbildung 11: qPCR zur Untersuchung der Zytokinexpression transduzierter Astrozyten im Vergleich zu
mit MIGR-Leervektor transduzierten Astrozyten. Astrozyten transduziert mit A) SapC, B) fab2, C) rnb, D)
mod, E) untransduzierte p537-Astrozyten.

Ahnliche Ergebnisse zeigt der Vergleich der AACT-Werte der RNA-Proben, welche aus
mit E.-coli-Genen-transduzierten Astrozyten stammen, mit denen aus Leervektor-trans-
duzierten Astrozyten (Abbildung 11). Hier zeigten sich in den zwei Testdurchlaufen noch
seltener reproduzierbare AACT-Werte. Bei SapC-transduzierten Astrozyten konnten fir
CXCL1 und II-7 reproduzierbare AACT-Werte beobachtet werden (Abbildung 11A). Die
weiteren Untersuchungen wiesen voneinander abweichende Ergebnisse in den Test-

durchlaufen auf.

Zusammenfassend konnte fiir keines der untersuchten E.-coli-Gene in der Astrozyten-
kultur eine gerichtete Hoch- oder Herunterregulation der Expression der betrachteten

Zyto-/Chemokine beobachtet werden.
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4 Diskussion

4.1 Charakterisierung des bakteriellen DNA-Segments und
Lokalisation auf der Maus-DNA

Untersuchungsgegenstand der Arbeit war die Mauslinie F2b, welche nach Integration
eines TIMP-1-Transgens eine unerwartete Immunreaktion aufwies, deren Ursache noch
ungeklart war. Nachdem ausgeschlossen wurde, dass es sich um eine TIMP-1-basierte
Immunantwort handelte (Humar, 2007), sollte auf Grundlage von Vorversuchen, in de-
nen bereits eine Integration bakterieller DNA in der F2b-Maus-DNA nachgewiesen wer-

den konnte, der gesamte Abschnitt mausfremder DNA charakterisiert werden.

In dieser Arbeit wurde mittels multipler Sequenzierungen und PCR gezeigt, dass ein ca.
11.580 bp langer bakterieller DNA-Abschnitt in der Maus-DNA integriert wurde. Ein Ab-
gleich mit der NCBI-Datenbank zeigte eine Ubereinstimmung mit dem E.-coli-Stamm
0111:H (GenBank Number: AP010960.1), der in 5-Richtung in der Zwischensequenz von
osmb zu yciT beginnt und in 3‘-Richtung inmitten des Gens SapB endet. Mittels multipler
PCR mit aus RNA-Extrakten erzeugter cDNA der F2b-Maus konnten tiberlappend alle Ab-
schnitte der eingebrachten bakteriellen DNA auf RNA-Ebene nachgewiesen werden. Es
ist deshalb moglich, dass der komplette DNA-Strang von mod bis SapC zusammenhan-

gend in RNA transkribiert wird.

Der Ubergang von bakteriellem Konstrukt erfolgt in 5‘-Richtung in den GFAP-Promotor,
der dem TIMP-1-Transgen vorausgeht. Ebenso findet sich am Ubergang in 3‘-Richtung
erneut der GFAP-Promotor. Beide integrierte GFAP-Promotoren sind in entgegenge-
setzte Richtungen orientiert. In Voruntersuchungen wurde bereits eine zusatzliche Inse-
rtion des Konstrukts diskutiert, als in der F2b-Mauslinie eine unerwartete zusatzliche
GFAP-Bande im Vergleich zur wildtypischen Maus und einer anderen, mit dem gleichen
Transgen erzeugten Mauslinie (F11) im Southern Blot sichtbar wurde (Guemto, 0.D.).
Mit der nun nachgewiesenen Integration zweier GFAP-TIMP-1-Konstrukte konnte dies

bestatigt und erklart werden.

Hieraus ergibt sich die Frage, wie der bakterielle DNA-Abschnitt in die Maus-DNA inte-

griert werden konnte. Die Mauslinie F2b wurde experimentell durch Klonierung des
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GFAP-TIMP-1-Konstrukts und Mikroinjektion erzeugt (Humar, 2007). Weitere Mausli-
nien, welche durch Injektion des gleichen Vektors erzeugt wurden, weisen das in der
F2b-Linie beobachtete Immunphdnomen nicht auf (Althoff et al., 2010; Humar, 2007),
wohingegen alle Nachkommen der F2b-Linie das bakterielle Transgen enthalten. Die In-
tegration der Transgen-Sequenzen bei der Erzeugung transgener Mauslinien mittels
Mikroinjektion erfolgt zufallig. Ob, an welchem Ort im Genom und wie viele der injizier-
ten DNA-Konstrukte letztlich integriert werden, kann aulRerhalb der Erzeugung des ge-
eigneten Konstrukts nicht gesteuert werden (Wirth et al., 2007). Als Quelle der Fehlin-
tegration, in welcher sowohl das urspriinglich gewiinschte TIMP-1-GFAP-Konstrukt dop-
pelt als auch zusatzlich ein bakterielles E.-coli-Konstrukt eingebracht wurden, konnte
letztendlich die Injektion des urspriinglich gewiinschten Transgens identifiziert werden.
Im Rahmen der Klonierung des GFAP-TIMP-1-Konstrukts wurde dieses auf ein Gel auf-
getragen und aufgereinigt. Das einzubringende GFAP-TIMP-1-Konstrukt hat eine Lange
von ca. 11 kbp. Dies entspricht in etwa der Lange des nun charakterisierten bakteriellen
DNA-Fragments, sodass eine bei der Klonierung entstandene bakterielle Verunreini-
gung, welche auf gleicher Bandenhdhe mit dem gewiinschten TIMP-1-Konstrukt im Gel
lief und mitexzisiert wurde, als Ursache betrachtet wurde. Bei einer Untersuchung des
Probenréhrchens, aus welchem das Transgen-Konstrukt zur Injektion der Eizellen ent-
nommen wurde, konnte als Bestadtigung dieser Theorie auch hier das bakterielle Gen-

stiick nachgewiesen werden.

In dieser Arbeit wurde vorrangig das integrierte bakterielle DNA-Stiick untersucht. Limi-
tierend bleibt offen, inwiefern der identifizierte GFAP-Promotor in beiden Richtungen in
das komplette TIMP-1-Insert tGbergeht und vor allem an welchem Ort im Genom der
Maus dieser Anteil integriert wurde. Hierflr sind weitere Sequenzierungen nétig, wel-
che iiber den restlichen Anteil eingebrachter DNA und den Ubergang in das Mausgenom

Aufschluss geben kénnen.

Die Erzeugung der Primerpaare fiir Sequenzierungen und fortfiihrend auch PCRs er-
folgte ausschlieBlich basierend auf der DNA-Sequenz des E.-coli-Stamms 0111:H- (Gen-
Bank Number: AP010960.1). Es ist nicht auszuschlieBen, dass ein ahnlicher E.-coli-
Stamm Ursprung der integrierten Sequenz ist und dementsprechend einzelne Basen-
paare abweichen, welche in Zwischensequenzen der sequenzierten Abschnitte liegen

oder mittels PCR nur anhand ihrer Lange nachgewiesen wurden. Hierfir spricht auch
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eine sehr kurze Basensequenz (11 bp), die bei der Sequenzierung mit dem Primer
MausSeq F zwischen E.-coli-DNA und Transgen ermittelt wurde, mittels Nucleotide-

Blast-Suche aber nicht final zugeordnet werden konnte.

4.2 Transkription und Translation der bakteriellen Fremd-DNA in
der transgenen Maus

Um die Auswirkungen der Integration der bakteriellen DNA auf die bekannte Immunre-
aktion zu beurteilen, wurde zundchst untersucht, ob der eingebrachte DNA-Strang
transkribiert und translatiert wird. Hierzu wurden zundchst vier Gene des E.-coli-Stamms
0111:H- (GenBank Number: AP010960.1) fiir die weiterflihrenden Untersuchungen aus-
gewahlt. Diese waren SapC (Region: 1683846..1684736), fabl (Region:
1680469..1681257), rnb (Region: 1677195..1679129) und modulator of RNase stability |
and Il (hier: mod, Region: 1674974..1675654 und 1675664..1676959).

Fir alle vier Gene konnte eine Transkription in der F2b-Maus nachgewiesen werden.
Zusatzlich konnte durch liberlappende PCR-Analysen von F2b-RNA gezeigt werden, dass
sich iberschneidende Abschnitte von SapC bis mod als RNA-Strang abgelesen werden.
Es ist folglich davon auszugehen, dass dieser wahrscheinlich auch als zusammenhangen-
der RNA-Strang vorliegt. Somit ist auch die Transkription von yciW, SapF und SapD ein-
geschlossen. Dieser zusammenhangende RNA-Strang umfasst eine Lange von 9.762 bp.
Unter Bertlicksichtigung der gesamten eingebrachten Konstrukte, das heilSt der bakteri-
ellen DNA sowie zweimal des TIMP-1-Transgens, das von beiden Seiten an die E.-coli-
Sequenz grenzt, ist auch die Funktion des GFAP-Promotors in Bezug auf die bakteriellen
Gene zu diskutieren. Ein Promotor reguliert die Genexpression der Gene, die unter des-
sen Kontrolle stehen, indem die Transkription initiiert oder inhibiert wird, und gibt die
Transkriptionsrichtung vor (Haberle & Stark, 2018). Da ein Promotor nicht nur
downstream, das heilst in die vorrangige Sense-Leserichtung, sondern auch upstream
aktiv sein kann, ist eine Transkription der eingebrachten bakteriellen Sequenz sowohl in
Sense- als auch Antisense-Richtung denkbar, ebenso wie die Stimulation der Expression.
Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte die Untersuchung der codierenden RNA, welche vom
Antisense-Strang der DNA abgelesen wird. Inwiefern eine Transkription zu Antisense-
RNA, die durch den GFAP-Promotor initiiert werden konnte, einen Einfluss auf die Im-

munreaktion der F2b-Maus hat, wurde im Kontext dieser Arbeit nicht erforscht.
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Weiterfiihrend wurde mit Hilfe selbst erzeugter Antikorper gegen die erwarteten Gen-
produkte von fabl und rnb, zwei von vier ausgewahlten Genen, die Translation der Gene
Uberprift. Es wurde eine Nachweisgrenze von 500 pg fiir fabl bzw. 750 pg fiir rnb bezo-
gen auf das reine Antigen, das zur Immunisierung eingesetzt wurde, ermittelt. Auch das
native Protein konnte mit den Antikdrpern in Proteinextrakten aus einer E.-coli-Kultur
nachgewiesen werden. Der Nachweis der Proteinexpression des fabl- beziehungsweise
rnb-Genabschnitts erfolgte an Gesamtproteinlysat aus F2b-transgenen und BL6-wildty-
pischen Mausen. Als Positivkontrolle diente das zur Herstellung des Antikdrpers ge-
nutzte Antigen oder eine mit dem Antigen versetzte wildtypische Proteinlysat-Probe.
Letztere wurde genutzt, um zu untersuchen, inwieweit der Gesamtprotein-Hintergrund
in der Probe das gesuchte Protein maskiert. Diesbezliglich wurde auch in Vorarbeiten
eine Verdlinnungsreihe des Antigens vor wildtypischem Proteinhintergrund angefertigt.
In Gesamtproteinextrakten der F2b-Maus konnte jedoch keine Proteinexpression der E.-
coli-Proteine gezeigt werden. Als Erklarung stehen mehrere Griinde zur Diskussion.
Moglicherweise wird das Protein in der Maus gar nicht oder in zu geringer Menge un-
terhalb der Nachweisgrenze exprimiert. Im Rahmen der Proteinexpression laufen von
der Transkription bis zum fertigen Protein, dessen Nachweis Ziel der Experimente war,
intrazellular zahlreiche Schritte ab, die das letztendlich im Organismus synthetisierte
Protein in seiner Struktur charakterisieren. Hierbei unterscheidet man die im Rahmen
der Transkription bedingte Variabilitat durch alternatives Splicing der mRNA von post-
translationalen Modifikationen wie kovalenten Modifikationen (zum Beispiel Methylie-
rung, Phosphorylierung, Acetylierung etc.) oder proteolytischer Spaltung der Protein-
hauptketten (Mann & Jensen, 2003; Walsh et al., 2005). Diese lben Einfluss auf die
Struktur des finalen Proteins und somit auch auf die Spezifitat der Epitope aus, wie fir
verschiedene Antikorper bei der Erkennung der Zielsequenzen fiir posttranslational mo-
difizerte Histonproteine gezeigt werden konnte (Fuchs et al., 2011). Obwohl auch in bak-
teriellen Expressionssystemen dhnliche Muster der Modifikation wie in eukaryotischen
Zellen ablaufen, wurden signifikante Unterschiede beschrieben (Mann & Jensen, 2003).
Somit ist gleichermaRen moglich, dass die spezifisch gegen die bakteriell erzeugten An-
tigene hergestellten Antikorper die letztlich in der Maus synthetisierten Proteine auf-

grund einer anderen Struktur und entsprechend nicht zuganglicher oder veranderter
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Epitope nicht detektieren kdnnen. Zusatzlich besteht die Moéglichkeit, dass die transkri-
bierte RNA bereits Einfluss auf die Translation ausubt. Fur bakterielle mRNA konnten
verschiedene Strukturmerkmale identifiziert werden, welche auf Ebene der Primar- und
Sekundarstruktur bereits die Translation steuern (Meyer, 2016). Der Ablauf der proka-
ryotischen Translation unterscheidet sich zudem von dem der eukaryotischen, unter an-
derem in der Initiation und deren Faktoren und der Bindung der ribosomalen Unterein-
heiten. Zudem ist auch die eukaryotische Translation reguliert, zum Beispiel durch Phos-
phorylierung der mRNA (Sonenberg & Dever, 2003). Eine weitere Hypothese ist, dass die
synthetisierte RNA selbst schon Eigenschaften aufweist, die eine Immunreaktion in der
Maus triggert und so die Translation inhibiert. Diese Hypothese wurde in der vorliegen-

den Arbeit nicht untersucht.

Um auch geringere Anteile an moglicherweise exprimiertem fab1- oder rnb-Protein
nachzuweisen, wurde in einigen Tests versucht, diese durch eine Immunprazipitation im
Gesamproteinlysat anzureichern. Leider waren diese Versuche nicht erfolgreich, mitun-
ter auch deswegen, weil flir die gesuchten Antigene nur die selbst erzeugten Antikérper
zur Verfligung standen und mit einem Zweitantikorper gegen das Fc-Fragment kein Pro-

teinnachweis erbracht werden konnte.

Die Expression der beiden anderen Gene, SapC und mod, konnte nicht Gberprift wer-
den, da keine Antikorper gegen diese Proteine hergestellt werden konnten. Die Ursache
hierflir war eine zu geringe Proteinausbeute aus den Proteinexpressionkulturen, um
eine Immunisierung der Kaninchen vornehmen zu kénnen. Trotz grofRer Kulturansatze
konnte nur wenig Protein extrahiert werden. Da die Proteine in E.-coli-Kulturen herge-
stellt werden sollten (E. coli M15 [pREP4]), ist eine mogliche Erklarung hierfiir, dass die
Bakterien Mechanismen besitzen, mit denen eine Uberexpression ihrer eigenen Prote-
ine verhindert wird, zum Beispiel im Sinne einer negativen Autoregulation mittels Inhi-
bition der Synthese des Proteins durch das Protein selbst (Meyer, 2016). Denkbar ist
ebenso, dass die Uberexpression der E.-coli-Proteine SapC und mod in E. coli fiir die Bak-
terien selbst ab einem gewissen MaR toxisch ist: Ahnliche Effekte wurden fiir die Klonie-
rung und Uberexpression von Membranproteinen, bestimmten Enzymen oder Protein-

bestandteilen der Ribosomen beschrieben (Krela et al., 2019).
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4.3 Untersuchung des Modells in primarer Astrozytenkultur:
Transkription, Translation, Zytokinexpression

Der Einfluss der integrierten bakteriellen DNA auf die in der F2b-Maus beobachtete Im-
munreaktion sollte in primaren Astrozytenkulturen untersucht werden. Dabei wurden
wie zuvor fir die Transkription und Translation in der F2b-Maus die Gene SapC, fabl,
rnb und mod betrachtet. Diese wurden jeweils in primare Astrozyten von p53-knockout-
Mausen eingebracht. Die so transduzierten Astrozytenkulturen wurden auf die Tran-
skription und Translation der jeweiligen Gene geprift. Mittels gPCR wurde untersucht,
ob die mit E.-coli-Genen transduzierten Astrozytenkulturen eine hochregulierte Zytokin-
expression im Vergleich zu untransduzierten Astrozytenkulturen und mit Leervektor

transduzierten Astrozytenkulturen aufwiesen.

Der in die Astrozytenkulturen eingebrachte Vektor MIGR Il enthielt eine GFP-Kontrolle,
mittels derer die erfolgreiche Transduktion Uberpriift wurde. Hierbei wurden fir die
weitere Verwendung Kulturen ausgewahlt, die eine Fluoreszenz von mehr als 30 % der
Zellen aufwiesen. Es ist anzumerken, dass die Fluoreszenz in den Experimenten sehr
schwach ausgepragt war und zumeist nur bei 30-40 % der Astrozyten und selten bei
einem grofReren Anteil auftrat. Somit scheint der Anteil erfolgreich transduzierter Astro-
zyten eher gering gewesen zu sein. Nichtsdestotrotz zeigten die Analysen auf RNA-
Ebene, dass in den Astrozytenkulturen, welche anschliefend auf Zytokinexpression un-

tersucht wurden, eine erfolgreiche Transduktion stattgefunden hatte.

In den durchgefiihrten Western Blots mit Proteinextrakten der transduzierten Astrozy-
tenkulturen konnte, wie auch mit Protein der F2b-Maus, keine Expression der Proteine
fab1 und rnb nachgewiesen werden. Analog der Untersuchung in der F2b-Maus bedeu-
tet dies, dass entweder das Protein nicht translatiert wird, die Proteinmenge unterhalb
der Nachweisgrenze liegt, Proteine durch den Antikérper aufgrund posttranslationaler
Modifikation nicht erkannt werden kénnen oder schon zuvor durch die RNA eine toxi-
sche Reaktion ausgeldst wird, welcher die Translation verhindert. Hinzu kommt, dass
moglicherweise die Menge des extrahierten Gesamtproteins aus den Astrozytenkultu-
ren nicht ausreichend war. Die mit GAPDH durchgefiihrten Ladekontrollen auf den re-

hydrierten Western Blots stellten sich zwar sehr verlaufen, fiir fab1 aber ausreichend
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stark, fiir rnb jedoch nur schwach dar. Zudem wurden die Proteinextrakte fiir eine aus-
reichende Ausbeute von jeweils einer kompletten Kulturschale pro eingebrachtem Kon-
strukt angefertigt. Fiir die weiterflihrenden Untersuchungen in der qPCR und entspre-
chend Untersuchungen der RNA wurden separate Kulturschalen verwendet. So liel? sich
zuordnen, dass die in der gPCR untersuchten Proben eine Transkription der entspre-
chenden Konstrukte aufwiesen, jedoch nicht, ob die auf Proteinexpression untersuchten
Astrozyten auch positiv fur die jeweilige RNA getestet worden waren. Obwohl die Ast-
rozytenkulturen in gleicher Weise behandelt wurden, waren nicht alle Transduktionen
erfolgreich; und nicht alle fiir GFP-Fluoreszenz positiven Astrozytenkulturen waren auch
positiv fur die entsprechende RNA. Zudem konnte in Ermangelung eines geeigneten
Zweitantikorpers wie in den F2b-Experimenten auch hier keine Immunprazipitation

durchgefihrt werden.

Bei der gPCR konnte sowohl im Vergleich mit Astrozyten, die mit dem Leervektor trans-
duziert worden waren, als auch mit Astrozyten, die nicht transduziert worden waren,
kein signifikanter Unterschied in der Zytokinexpression zu den E.-coli-Gen-enthaltenden

Astrozytenkulturen detektiert werden.

Die gPCR-Untersuchung weist jedoch einige Limitationen auf. Fiir die gPCR der transdu-
zierten Astrozyten wurden fir jedes Insert unabhangige Transduktionen (verschiedener
Tiere) durchgefiihrt, sodass fir jedes Insert letztlich zwei unabhéangige, erfolgreich trans-
duzierte Proben untersucht werden konnten. Kritisch ist hierbei die geringe Probenanz-
ahl mit zwei Proben pro Insert anzusehen, welche durch die eingeschrankte Transdukti-
onsfahigkeit der Astrozyten bedingt ist. Eine Zwischenanalyse der gqPCR-Ergebnisse
zeigte keinen Trend einer Veranderung der Zytokinexpression. Zudem fanden sich in
zwischenzeitlich parallel durchgefiihrten Experimenten mittels strangspezifischer RT-
PCR Hinweise auf einen Einfluss der Transkriptionsrichtung der eingebrachten Kon-
strukte auf die untersuchte Immunreaktion/Zytokinexpression, da hier auch open rea-
ding frames (ORFs) in Gegenrichtung und entsprechende Antisense-Produkte nachge-
wiesen werden konnten. Diesbeziiglich fiel deshalb die Entscheidung, zunéchst keine

weitere Wiederholung der gPCR mit diesem Experimentalansatz durchzufiihren.

Bei der Durchflihrung der gPCR wurden bereits validierte Primerpaare verwendet. Als

Kontrolle darauf, das Produkt amplifiziert wurde, wurden im Anschluss an die Amplifi-
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kation Schmelzkurven aufgezeichnet. Allerdings liegen fiir die Astrozytenproben des ers-
ten Durchlaufs aufgrund technischer Probleme keine Schmelzkurven vor. Die Daten des
zweiten Durchlaufs zeigen jedoch, dass die Primer unter unseren experimentellen Be-
dingungen (ebenso wie anhand der online vorliegenden Validationsdaten) funktionier-
ten und die richtigen Produkte amplifiziert wurden, weshalb auch die Proben des ersten
Durchlaufs mit in die Analyse einflossen. Kritisch ist hierbei zu bemerken, dass keine ab-
solute Sicherheit darliber besteht, ob bei anderen Temperaturen weitere Produkte zu
einem grofleren Anteil als die eigentlich erwarteten Produkte amplifiziert wurden und

somit die CT-Werte veranderten.

Eine mogliche weitere Limitation stellt die geringe Transduktionseffizienz der Astrozy-
tenkulturen dar. Die RNA-Extraktionen wurden mit dem Inhalt der gesamten Kultur-
schale durchgefiihrt, auch wenn zumeist nur 30—40 %der Astrozyten mittels GFP-Kon-
trolle positiv bewertet wurden. Somit ware der Anteil der Astrozytenkulturen, die eine
Immunreaktion mit entsprechender Zytokinantwort aufweisen, als eher gering zu er-
warten. Jedoch ist davon auszugehen, dass bei einer Zytokinantwort, wie sie sich in der
F2b-Maus darstellt, eine deutliche Uberexpression zu erwarten wire. Entsprechend
sollte trotz geringem Anteil der immunreaktiven Astrozyten im Vergleich zu nicht-trans-
duzierten Astrozyten eine deutlich hochregulierte Zytokinexpression darstellbar sein,
weshalb die Ergebnisse trotz methodischer Limitationen als ausreichend aussagekraftig

bewertet wurden.

Untersucht wurde nur die Expression aus primdren Astrozytenkulturen. Entsprechend
konnte nicht analysiert werden, ob eine Uberexpression proinflammatorischer Zytokine

in anderen glialen Zellen erfolgt.

Aufgrund der schwierigen Transduzierbarkeit wildtypischer primarer Astrozyten wurde
in diesem Experiment auf p53-Knockout-Mause zuriickgegriffen. Versuche zur Trans-
duktion primarer BL6-Astrozyten erzielten jeweils nur eine geringe Transduktionsrate
(ca. <20 %) und wiesen wie auch die p53-defizienten primaren Astrozyten eine geringe
Fluoreszenz als Erfolgskontrolle auf. Der Versuch, die erfolgreich transduzierten Astro-
zyten mittels FACS (fluorescence-activated cell sorting) von untransduzierten Astrozyten
zu trennen, ging mit einem groflen Verlust von Zellen und entsprechend sehr geringer
Ausbeute der Zellen mit integriertem Insert und nicht ausreichender RNA-Menge ein-

her, weshalb diese Methode zunachst verworfen wurde. Es ist also zu bericksichtigen,
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dass Veranderungen, die durch den Knockout p537- hervorgerufen werden kénnten, mit
in die Expressionsanalyse einflossen. Um einen Effekt auf die Analyse mdoglichst gering
zu halten, wurden deshalb sowohl eine untransduzierte p53-Knockout-Kontrolle als
auch eine p53-Knockout-Kontrolle, die mit einem Leervektor transduziert wurde, als
Vergleichsproben ausgewahlt. Veranderungen, die das Zytokinmuster alleinig durch den
Knockout im Vergleich zu wildtypischen Astrozyten beeinflussen, konnten so jedoch
nicht identifiziert werden. Auch ein Einfluss des Knockouts auf die Zytokinregulation

nach Einbringen der bakteriellen Inserts ist nicht sicher auszuschlie3en.
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5 Schlussfolgerung und Ausblick

Zusammenfassend lassen sich folgende Aussagen bezogen auf die anfanglich gestellten

Fragestellungen treffen:

Ein ca. 11.580 bp langer Abschnitt von E.-coli-DNA, am ehesten zugehorig zum E.-coli-
Stamm 0111:H- (GenBank Number: AP010960.1), welcher die Gene SapC, SapD, SapF,
fab1, yciW, rnb, mod und yciT umfasst, wurde in das F2b-Mausgenom integriert. Dieser
grenzt sowohl in 3’- als auch in 5’-Richtung an den GFAP-Promotor mit dem anhangen-
den TIMP-1-Konstrukt, der von der E.-coli-Sequenz weggerichtet verlauft. Diese Integra-
tion erfolgte akzidentiell. Es ist hochst wahrscheinlich, dass dies im Rahmen einer Ver-
unreinigung bei der Klonierung zur Erzeugung der transgenen Mauslinien geschah. So-
mit ware zu erwarten, dass dhnliche Ko-Integrationen haufiger im Laboralltag vorkom-
men konnten. Tierlinien, die davon betroffen sind, kdnnten in diesem Rahmen nicht
Uberlebensfahig sein oder mit dhnlichen unerwiinschten Immunreaktionen als Artefakte
einer akzidentiellen Ko-Integration als unbrauchbar fiir weitere Experimente ausge-
schlossen werden. Sollten solche Fehlintegrationen nicht bemerkt werden, kénnen
diese gegebenenfalls auch zu falschen Immuneffekten und Schlussfolgerungen in der
Forschung fiihren. In der Literatur wurden solche Effekte zumeist auf Auswirkungen der
Integration des Transgens zuriickgefiihrt. Zum einen kénnen im Rahmen der Transgen-
erzeugung mittels Mikroinjektion die Kopienzahl des Inserts genauso wie der Integrati-
onsort nicht gezielt gesteuert werden, was zu lageabhangigen Effekten flihren kann (Ba-
binet et al., 1989). Der Integrationsort kann zu strukturellen Variationen des vorliegen-
den Genoms im Sinne von Deletionen, Duplikationen und daraus folgenden Genunter-
brechungen fihren (Insertionsmutagenese), die vor allem im Fall von proteinkodieren-
den Sequenzen auch Auswirkungen auf den Phanotyp der transgenen Tiere haben kann
(Goodwin, 2019; Matthaei, 2007). In diesem Zusammenhang wurden auch uner-
winschte Effekte wie die frihe konstitutive Expression mit unerwiinschten Folgen der
Transgenitat diskutiert und auf die Relevanz der raumlichen und zeitlichen Kontrolle der
Expression transgener Konstrukte mittels verschiedener induzierbarer Systeme (Tetra-
cyclin-induzierbare oder cre/loxP-Systeme) hingewiesen (Jaisser, 2000). Zudem kdnnen
Promotoren der transgenen Konstrukte, welche als starke Enhancer wirken, auch Gene

beeinflussen, die deutlich entfernt vom Integrationsort des Konstrukts liegen (Singhal et
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al., 2011). Uber Effekte durch akzidentielle Verunreinigungen und entsprechende Ko-

Integration bakterieller DNA wurde in der Literatur bisher nicht berichtet.

Zu den Moglichkeiten, wie eine dhnliche Integration von prokaryotischer DNA in euka-
ryotische DNA erfolgen kdnnte, gehdren bekannte Wege wie der eingangs erwdhnte ex-
perimentelle virale Gentransfer oder —ohne experimentelles Einwirken —die Integration
durch Ingestion/Aufnahme der DNA in Kompartimente, welche standig in Kontakt zu
bakterieller DNA stehen (Doerfler & Schubbert, 1997). Eine Ubertragung vom Muttertier
auf die Nachkommen durch die Keimbahn konnte im Rahmen der Experimente von Do-
erfler et al. jedoch nur in geringen Mengen nach dauerhafter Fltterung mit Fremd-DNA
gezeigt werden (Doerfler et al., 1998). Folglich ware wahrend der Erzeugung der F2b-
Maus nicht zu erwarten, dass eine Aufnahme der E.-coli-DNA Uber den mutterlichen
Darmtrakt mit anschlieBender plazentarer Ubertragung auf die Nachkommen und folg-
lich Stammeltern-Tiere stattfand. Da die Symptome der Immunreaktion schon ab dem
7. Lebenstag (siehe Abschnitt 2) und in allen weiteren Nachkommen auftraten, ist es
wahrscheinlich, dass die Integration der E.-coli-DNA zuvor im Muttertier stattgefunden
hatte. In der Literatur wurde bisher beschrieben, dass die aufgenommene Fremd-DNA
vor allem in peripheren Leukozyten und in geringen Mengen in der Milz der untersuch-
ten Mause nachgewiesen werden konnte (Doerfler & Schubbert, 1997). Die Expression
der E.-coli-DNA in der F2b-Maus findet vor allem im Kleinhirn statt, das von der Immun-
reaktion am stirksten betroffen ist. Ob eine Ubertragung im Rahmen des beschriebenen
Weges Uber die Darmschleimhaut und periphere Leukozyten theoretisch die Blut-Hirn-
Schranke Uberwinden und die Fremd-DNA bis in das zentrale Nervensystem gelangen
kann, bleibt ungeklart. Im hier vorliegenden Fall ist nach Nachweis der bakteriellen DNA
im Probenréhrchen mit dem Transgen-Konstrukt von einer experimentellen Integration
auszugehen und nicht von einer Ingestion bakterieller DNA im Darmtrakt des urspriing-

lichen Muttertiers.

Insgesamt stellt die F2b-Mausline ein interessantes Modell dar, um die Auswirkungen
einer Integration bakterieller Fremd-DNA im Kleinhirn zu untersuchen. Bisher wurden
dhnliche Untersuchungen nur in der Maus durchgefiihrt (Doerfler et al., 1998). Eine ent-
sprechende Untersuchung beim Menschen sollte Gegenstand weiterfiihrender For-

schung sein. Ein dhnlicher Mechanismus der Ingestion bakterieller DNA-Fragmente lber
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den Darmtrakt, der standig dem Kontakt mit Bakterien ausgesetzt ist, konnte hier ablau-
fen. Zudem wurden im Zusammenhang mit der Gentherapie von Immundefekten (vor
allem fir den kombinierten schweren Immundefekt durch Gammaketten-Defekt [SCID-
X1]) Insertionsphdanomene als Mutagenese der behandelten T-Zellen zu Leukdamie-Zel-
len aufgrund der Integrationsorte beschrieben (Fischer & hacein-Bey-Abina, 2019). In

Anbetracht dessen sollten solche Effekte genauer erforscht werden.

Moglicherweise sollten dabei Gruppen von Individuen im Fokus stehen, welche dhnliche
(auto-)immune Reaktionen aufweisen, wie sie in der F2b-Maus beobachtet wurden.

Hierflr ist eine weitere Charakterisierung der Immunreaktion erforderlich.

Diesbezliglich erfolgten bereits mehrere Versuche mittels Kreuzungen von Knockout-
Mausen mit der F2b-Linie, um die zugrundeliegenden Signalwege einzugrenzen. Von be-
sonderem Interesse war entsprechend der Voruntersuchungen, in denen eine Hochre-
gulation von 1I-6, CCL3, CCL4 und II-18 in der F2b-Maus gezeigt wurde, der Signalweg
Uber TLRs. Aus diesem Grund wurden MYD88-Knockout-Mause ebenso wie TLR3-K und
TLR7-Knockout-Mause mit F2b-Mausen gekreuzt. So sollte der Mechanismus zur Anti-
generkennung eliminiert werden, falls eine Induktion der Immunreaktion Gber MYD8S,
das Adapterprotein, mit dem die meisten TLRs assoziiert sind (Akira & Takeda, 2004;
Janeway & Medzhitov, 2002), oder unabhangig von MYD88 lber TLR3 vonstatten geht.
Wahrend die MYD88-Knockout-Tiere aufgrund ihres Immundefekts phanotypisch krank
waren, zeigten die Tiere, welche den MYD88-Knockout und gleichzeitig das F2b-Trans-
gen aufwiesen, keine mit dem F2b-Phanotyp assoziierten Krankheitssymptome mehr.
Dies lasst vermuten, dass die Immunreaktion tber MYD88 induziert werden kdnnte. Die
ebenso untersuchten TLR3- und TLR7-defizienten Tiere zeigten in der Kreuzung mit F2b
hingegen weiterhin die bekannte Entziindungsreaktion. In einer Mauslinie mit MYD88-,
TLR3- und TLR7-Knockout und Kreuzung mit F2b war zudem eine deutlich hohere Krank-
heitsaktivitat zu verzeichnen als bei Mausen, welche diese TLRs beinhalteten, was einen
Hinweis darauf gibt, dass auch protektive Effekte der TLRs eine Rolle spielen. Letztlich
sind zur genaueren Charakterisierung weiterfliihrende Untersuchungen erforderlich. So-
mit stellte sich weiterhin die Frage, welche Struktur oder das Produkt des bakteriellen
Konstrukts als Antigen fungiert. Um den Einfluss viraler RNA als Antigen auszuschliefRen,
wurden zudem Knockout-Mause mit Kreuzung zur F2b-Maus erzeugt, die durch einen

Knockout des mitochondrial-antiviral-signaling-Gens (MAVS) diese nicht detektieren
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konnen. Diese wiesen jedoch ebenfalls eine unveranderte Krankheitsaktivitat auf, so-

dass virale RNA als Antigen unwahrscheinlich scheint.

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die eingebrachte DNA in der Maus transkribiert,
jedoch nicht nachweislich translatiert wird. Somit sind als Antigen zum jetzigen Kennt-
nisstand mauseigen produzierte bakterielle Proteine unwahrscheinlich. Eine posttrans-
lationale Modifikation und entsprechend nicht erkannte Proteinexpression kann nicht
ganzlich ausgeschlossen werden, und es konnten auch nur zwei von vier ausgewahlten
Genprodukten mit den selbst hergestellten Antikdrpern untersucht werden. Die Immun-
reaktion konnte weiterhin mittels Transduktion von primaren Astrozyten mit vier
exemplarischen Genen nicht reproduziert werden. Als mogliches Antigen ist weiterhin
die eventuell als kompletter Strang abgelesene bakterielle RNA zu sehen. Aufgrund der
Lange des fehlintegrierten Abschnitts ist jedoch fraglich, ob dieser fiir weitere Untersu-
chungen im Gesamten kloniert werden kann. Weitere potenzielle Antigene sind die RNA
oder Genprodukte anderer Gene, die nicht untersucht wurden (yciT, yciW, SapF und
SapD) oder deren Genprodukte mangels eines Antikdrpers nicht genauer untersucht
werden konnten (SapC und mod). Weiterfiihrende Experimente mittels strangspezifi-
scher RT-PCR zeigten, dass der eingebrachte bakterielle Abschnitt sowohl in Sense- als
auch Antisense-Richtung abgelesen werden kann. Dies lasst sich am ehesten durch den
in beide Richtungen vorhandenen GFAP-Promotor erklaren, welcher hier auch upstream
aktiv ist. Somit ergeben sich mehrere Moéglichkeiten der Immunogenitat. Zum einen be-
steht die Option, dass zwei entgegengerichtete RNA-Striange entstehen und sich im wei-
teren Verlauf aneinander anlagern kdénnen. Eine solche doppelstrangige RNA ware ein
starkes Antigen, das in Betracht gezogen werden miisste. Jedoch erfolgt die Detektion
doppelstrangiger RNA Uber TLR3 (Janeway & Medzhitov, 2002), dessen Knockout im
Mausmodell nach Kreuzung mit der F2b-Maus nicht zu einer Verhinderung der Immun-
reaktion flihrte. Alternativ kénnten auch die einzelnen RNA-Strange, sense oder anti-
sense, als Antigen fungieren. Fortgefiihrte Experimente basierend auf den Versuchen in
dieser Arbeit untersuchten die Reaktion primarer Astrozytenkulturen jeweils auf die ein-
gebrachten Konstrukte (auch hier SapC, fab1, rnb und mod) in Sense- oder Antisense-

Richtung in Bezug auf den Promotor. Hier konnte in der gPCR fiir das Gen SapC in Anti-
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sense-Richtung eine II-6-Antwort gezeigt werden. Das legt nahe, dass das Antisense-Pro-
dukt des Gens SapC fir die Immunreaktion in der F2b-Maus mitverantwortlich oder al-

leinig ausldsend ist.

Auch wenn in dieser Arbeit kein mausfremdes Protein nachgewiesen werden konnte,
waren die Untersuchungen der Proteinexpression sehr eingeschrankt, und die Moglich-
keit, dass ein durch die ko-integrierte DNA entstandenes Protein als Antigen fungiert, ist

nicht ganzlich ausgeschlossen.

AbschlieBend ist vor allem hervorzuheben, dass die in der F2b-Maus beobachtete Im-
munreaktion am ehesten auf einer Reaktion gegen in der Maus integrierte beziehungs-
weise entstandene Antigene, entsprechend einer Autoimmunreaktion, beruht. Mecha-
nismen zur Entstehung von Autoimmunreaktionen deuten auf eine komplexe Wechsel-
wirkung zwischen genetischen Veranlagungen, Umweltfaktoren und immunologischen
Dysfunktionen hin, die zu einer gestorten Toleranz des Immunsystems gegeniiber kor-
pereigenen Geweben flihrt. Neben dem Einfluss der erworbenen Immunitat und Bildung
von Autoantikérpern aufgrund der Exposition gegeniiber verschiedenen Antigenen wer-
den haufiger auch Komponenten der angeborenen Immunitat als ursachlicher Faktor
beschrieben und bedirfen weiterer Forschung (Marrack et al., 2001; Rifkin et al., 2005;
Theofilopoulos et al., 2017). Ein Impuls aus dieser Arbeit zur Untersuchung dieser Me-
chanismen konnte sein, dass bakterielle Fehlintegrationen auch beim Menschen, dhn-
lich wie von Doerfler et al. (1998) beschrieben, vorkommen und Darmbakterien ursach-
lich beteiligt sein kdnnten. Auch im Hinblick auf den in der Literatur beschriebenen Ein-
fluss des Mikrobioms auf die Entstehung von Autoimmunerkrankungen, auch auBerhalb
chronisch entziindlicher Darmerkrankungen, sollten die damit assoziierten Erkrankun-
gen auf eine solche Integration und darauffolgende Reaktionen untersucht werden
(Miyauchi et al., 2022). Zudem ist im Rahmen der Arzneimitteltherapiesicherheit auf un-
erwinschte Integrationseffekte bei Gentherapien am Menschen und daraus resultieren-
der Immunreaktionen eine Klarung der moéglichen Mechanismen und deren Immun-

Muster anzustreben.

Weitere Experimente zur Aufklarung des genauen Pathomechanismus der F2b-Maus

und deren Immunreaktion sind aktuell in Arbeit.
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6.1 Zusammenfassung

Die Integration artfremder Nukleinsauren in eukaryotische Zellen findet in der Natur
ebenso wie im Labor haufig statt, vor allem im Rahmen der Klonierung von Konstrukten
im experimentellen Setting, aber auch bei viralen Infektionen mit Retroviren, die in der
Lage sind, ihre RNA in das Genom der Wirtszelle zu integrieren. Das Einbringen bakteri-
eller DNA in eukaryotisches Genom ist hingegen kaum beschrieben. Einzelne Untersu-
chungen zeigen, dass zum Beispiel die Aufnahme bakterieller DNA lber den Darmtrakt
mittels Ingestion und anschlieBender Integration fiir einen begrenzten Zeitraum auch
ohne gezielte Transfektions- oder Transduktionsmechanismen im experimentellen Set-

ting moglich ist.

Im Rahmen der Erschaffung der transgenen Mauslinie F2b, in welche ein GFAP-TIMP-1-
Konstrukt eingebracht wurde, kam es zu einer akzidentiellen Ko-Integration bakterieller
E.-coli-DNA gemeinsam mit dem transgenen Konstrukt. Da diese Mauslinie eine im Ver-
gleich zu den ebenso TIMP-1-transgenen Mauslinen F11 und F60 eigene Pathologie mit
ausgepragter Entziindungsreaktion aufwies, sollte der Einfluss des bakteriellen Ab-
schnitts untersucht werden. Aufgrund der Immunreaktion mit Hochregulation der Zyto-
kine CCL3, CCL4, CXCL1, 1I-1R, 1l-6, -7 und TNFa, die vor allem den Signalwegen der an-
geborenen Immunitat mittels PRRs wie TLRs zuzuordnen sind, wurden PAMPs wie ein-
zelstrangige RNA, dsRNA und freie DNA genauso wie bakterielle Proteine als mdgliche

antigene Strukturen und somit Ausléser der beobachteten Immunreaktion angesehen.

Zunachst sollte die eingebrachte Sequenz der bakteriellen DNA genau charakterisiert
werden. Es sollte geklart werden, welchen Abschnitt der E.-coli-DNA das eingebrachte
Stick umfasst und in welchem Zusammenhang das unwissentlich integrierte Konstrukt
mit dem gewilinschten Transgen steht. Zudem war es Ziel der Arbeit herauszufinden, ob
die bakterielle DNA in der F2b-Maus transkribiert und auch zu einem Protein translatiert
wird. Zuletzt sollte in primaren Astrozytenkulturen anhand exemplarisch vom E.-coli-Ab-
schnitt ausgewahlter Gene untersucht werden, ob und das dieser Gene zu einer Hoch-

regulation der Zytokine fihrt, wie sie in der F2b-Maus beobachtet wurde.
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Mittels iPCR und multipler Sequenzierungen konnte gezeigt werden, dass ein ca.
11.580 bp langer E.-coli-Abschnitt in die Maus-DNA integriert wurde. Dieser umfasst die
Gene von yciT bis anteilig SapB und geht sowohl in 5’- als auch in 3’-Richtung in das
urspringlich fur die Integration intendierte GFAP-TIMP-Konstrukt Gber. Durch (berlap-
pende PCRs mit aus RNA-Extrakten der F2b-Mause hergestellter cDNA war der bakteri-
elle Abschnitt von SapC bis mod auf RNA-Ebene nachweisbar, der moglicherweise als
zusammenhadngender Strang transkribiert wird. Fiir zwei der vier ausgewahlten Gene,
fabl1 und rnb, konnte in E.-coli-Kulturen eine ausreichende Proteinmenge hergestellt
werden, um damit eine Immunisierung von Kaninchen zur Antikérperherstellung durch-
zufihren. Mit diesen aufgereinigten selbst hergestellten Antikdrpern konnte die Anti-
gene fabl und rnb ebenso wie die nativen Proteine in E.-coli-Proteinextrakten detektiert
werden. Sowohl fab1 als auch rnb konnten jedoch nicht als Proteine in den F2b-Extrak-
ten nachgewiesen werden. Gleichermalien zeigte sich auch keine Expression der gesuch-
ten Proteine in den transduzierten Astrozytenkulturen. Die transduzierten primaren Ast-
rozytenkulturen wiesen bei der quantitativen Untersuchung auf Zytokine, welche in der
F2b-Maus hochreguliert waren, keine signifikanten Unterschiede zu den nicht-transdu-

zierten oder mit Leervektor transduzierten Astrozytenkulturen auf.

Die Abfolge der letztlich integrierten Konstrukte mit je einem GFAP-TIMP-1-Konstrukt
an jedem Ende der E.-coli-Sequenz birgt mit dem vorhandenen Promotor die Moglich-
keit, dass die bakterielle DNA sowohl in Sense- als auch in Antisense-Richtung abgelesen
wird. Somit stehen bakterielle DNA, bakterielle einzelstrangige mRNA (moglicherweise
in Sense- und Antisense-Richtung) genauso wie ein langer zusammenhangender RNA-
Strang oder aneinander gelagerte komplementare RNA-Strange (sense und antisense)
als mogliche Antigene fiir das Auslésen der Immunreaktion zur Diskussion. Die Proteine
konnten mittels der selbst hergestellten Antikdrper gegen fab1 und rnb nicht als Anti-
gene detektiert werden. Dies konnte daran liegen, dass diese entweder nicht translatiert
werden oder nur in Mengen unterhalb der Nachweisgrenze oder in anderer Form —zum
Beispiel posttranslationale Modifikationen — fiir den Antikdrper undetektierbar vorlie-
gen. Die Ergebnisse der gPCRs deuten darauf hin, dass die in Sense-Richtung untersuch-
ten Gene nicht fir die Immunreaktion der F2b-Maus verantwortlich sind, da keine Hoch-

regulation der entsprechenden Zytokine beobachtet werden konnte.
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Die Ergebnisse dieser Arbeit weisen auf ein moglicherweise im Laboralltag auftretendes
methodisches Problem bei der Erzeugung transgener Tiere hin. Da die Ko-Integration
sehr wahrscheinlich auf einer Verunreinigung und versehentlichen Exzision gleichlanger
Banden in der Gelextraktion beruht, ist nicht auszuschlieSen, dass solche Fehlintegrati-
onen haufiger vonstattengehen und Auswirkungen auf die Untersuchungen transgener
Mauslinien haben, ohne wissentlich beriicksichtigt zu werden. Weiterhin weist die
Mauslinie F2b eine Autoimmunreaktion auf, welche in dieser Arbeit in einem ersten
Schritt ndher eingegrenzt wurde. Weitere Untersuchungen sowohl mit Sense- als auch
mit Antisense-Produkten der ausgewahlten Gene geben Hinweise darauf, dass ein Anti-
sense-Produkt des Gens SapC eine Zytokinhochregulation triggern kénnte. In diesem Zu-
sammenhang geben die Ergebnisse dieser Arbeit AnstoR fiir neue Untersuchungen zur
Entstehung autoimmuner Prozesse und Erkrankungen in Zusammenhang mit dem Kon-

takt und Vorhandensein bakterieller Antigene.

6.2 Abstract

The integration of foreign nucleic acids into eukaryotic cells occurs frequently in nature
as well as in the laboratory, especially in the context of cloning constructs in experi-
mental settings, but also in viral infections with retroviruses capable of integrating their
RNA into the host cell genome. The introduction of bacterial DNA into the eukaryotic
genome, on the other hand, is scarcely described. Individual studies show, for example,
that the uptake of bacterial DNA through the intestinal tract via ingestion and subse-
guent integration is possible for a limited period even without targeted transfection or

transduction mechanisms in experimental settings.

In the context of creating the transgenic mouse line F2b, into which a GFAP-TIMP-1 con-
struct was introduced, accidental co-integration of bacterial E. coli DNA occurred to-
gether with the transgenic construct. Since this mouse line exhibited its own pathology
compared to the similar TIMP-1-transgenic mouse lines F11 and F60, with a pronounced
inflammatory reaction, the influence of the bacterial segment was to be investigated.
Due to the immune reaction with upregulation of cytokines CCL3, CCL4, CXCL1, II-1R, II-
6, II-7, and TNFa, which are primarily associated with innate immunity pathways through

PRRs such as TLRs, PAMPs such as single-stranded RNA, dsRNA, and free DNA as well as
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bacterial proteins were possible antigenic structures triggering the observed immune

reaction.

First, the exact integrated sequence of the bacterial DNA should be characterized. This
included determining which portion of the E. coli DNA the integrated fragment encom-
passed, as well as the relationship between the unintentionally integrated construct and
the intentionally integrated transgene. Additionally, the aim of this dissertation project
was to determine whether the bacterial DNA in the F2b mouse is transcribed and trans-
lated into a protein. Finally, primary astrocyte cultures were used to investigate whether
and which gene present in the E. coli segment leads to upregulation of cytokines as ob-

served in the F2b mouse.

Results: Using iPCR and sequencing, it was shown that an approximately 11.580bp long
E. coli segment was integrated into mouse DNA. This included the genes from yciT to
partially SapB and extended into both 5" and 3’ directions into the originally intended
GFAP-TIMP construct. By overlapping PCRs on cDNA from RNA extracts of F2b mice, the
bacterial segment from SapC to mod was detected at the RNA level, possibly transcribed

as a contiguous strand.

For two of the four selected genes, fab1 and rnb, sufficient protein amounts were pro-
duced in E. coli cultures to immunize rabbits for antibody production. With purified self-
made antibodies, the antigens fab1 and rnb, as well as the native protein in E. coli pro-
tein extracts, could be detected. However, neither fabl nor rnb could be detected as
proteins in the F2b extracts. Similarly, no expression of the desired proteins was ob-
served in the transduced astrocyte cultures. The transduced primary astrocyte cultures
showed no significant differences in the quantitative examination of cytokines, which
were upregulated in the F2b mouse, compared to untransduced or empty-vector-trans-

duced astrocyte cultures.

The sequence of the ultimately integrated constructs, with a GFAP-TIMP-1 construct
containing the GFAP promoter at each end of the E. coli sequence, provides the possi-
bility that bacterial DNA is transcribed in both sense and antisense direction. Thus, pos-
sible antigens triggering the immune reaction include bacterial DNA, bacterial single-
stranded mRNA, possibly in sense and antisense directions, as well as a long contiguous

RNA strand or concatenated complementary RNA strands (sense and antisense). The
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proteins could not be detected as antigens by the self-synthesized antibodies for fabl
and rnb, indicating that they are either not translated or are present below the detection
limit or undetected by the antibodies due to post-translational modifications. The gPCR
results suggest that the genes investigated in the sense direction are not responsible for
the immune reaction in the F2b mouse, as no upregulation of the corresponding cyto-

kines was observed.

The results of this work point to a possible methodological problem encountered in the
generation of transgenic animals in everyday laboratory practice. Since co-integration
most likely results from contamination and accidental excision of equally long bands in
gel extraction, it cannot be ruled out that such misintegrations occur more frequently
and have effects on the investigations of transgenic mouse lines without being con-
sciously considered. Furthermore, the F2b mouse line describes an autoimmune reac-
tion, which was narrowed down in this work in a first step. Further investigations on
both sense and antisense products of the selected genes suggest that an antisense prod-
uct of the SapC gene could trigger cytokine upregulation. In this context, the investiga-
tions of this work provide impetus for new investigations into the development of auto-
immune processes and diseases in relation to the contact and presence of bacterial an-

tigens.
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A Plasmid Maps

(10) PspOMI Apal (14)
/ Zral (18)
/ /f AatlI (20)
/ SphI (26)
/ /o /7 Bstzl (31)
’ _Ncol - StyI (37)
" _BstZI - NotlI (43)
g “ _SacllI (49)
! EcoRI (52)
_ EcoRV (60)
Spel (64)
EcoRI (70)
BfuAI - BspMI - BstZI - NotI (77)
PstI - SbfI (88)
Sall (90)
AccI (91)
HincII (92)
Ndel (97)
Eco53kI (107)
SacI (109)
Miul (114)
BstXI (118)
Nsil (127)

PGEM®-T Easy
3015 bp

Abbildung Al: Plasmid-Karte des Vektors pGEM-T Easy. AmpR: Gen firAmpicillin-Resistenz, lacZa: Gen
fir B-Galactosidase als Reportergen fiir Blau-WeiR-Selektion, MCS: Multiple Cloning Site, ori: origin of
replication (Replikationsursprung)
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——— Sall

MIGR II
6469 bp

Abbildung A2: Plasmid-Karte des Vektors MIGR Il. Dieser wurde durch Integration einer modifizierten
Multiple Cloning Site (MCS) aus einem vorliegenden Migrl-Vektor erzeugt. AmpR: Gen fiir Ampicillin-Re-
sistenz, EGFP: Gen fur enhanced green fluorescent protein, MCS: Multiple Cloning Site, ori: origin of repli-
cation (Replikationsursprung)
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BamHI (145)
SphI (155)

Eco53kI (159)
BanII - SacI (161)

_Acc65I (163)
" _KpnI (167)
~___TspMI - Xmal (168)
_—Smal (170)
~ ——sall (173)
——— HincII (175)
—— PstI (183)

———_ BfuAI - BspMI (186)

~ HindIII (187)

) o

romoter
15 P MCS

Abbildung A3: Plasmid-Karte des Vektors pQE-30. AmpR: Gen fiir Ampicillin-Resistenz, CmR: Gen fir
Chloramphenicol-Resistenz, MCS: Multiple Cloning Site, ori: origin of replication (Replikationsursprung)
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