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1. Einleitung

Der hyperpolarisations-aktivierte Strom In wurde Ende der Siebziger Jahre erstmals in
Sinusknotenzellen des Herzens (Noma und Irisawa 1976; Brown, DiFrancesco et al.
1979) und Neuronen (Fain, Quandt et al. 1978; Halliwell und Adams 1982) beschrieben.
Es handelt sich dabei um einen Kationenstrom, getragen von Natrium- und Kaliumio-
nen, der zur spontanen Depolarisation der Zellmembran beitragt. Der I wird im Gegen-
satz zu den Stromen der meisten anderen spannungsabhéngigen Ionenkanéle durch Hy-
perpolarisation der Zellmembran aktiviert und nicht durch deren Depolarisation. Diese
besondere Eigenschaft fiihrte zu seiner Bezeichnung als Iy (fiir hyperpolarisationsakti-
viert), It (fiir engl. “funny”) oder 14 (fiir engl. “queer”), wobei I die heute am weitesten
verbreitete Bezeichnung ist.

Erst ca. 30 Jahre nach der Entdeckung des I wurden die Gene der ihm zugrunde liegen-
den Ionenkanile kloniert (Santoro, Grant et al. 1997; Gauss, Seifert et al. 1998; Ludwig,
Zong et al. 1998; Santoro, Liu et al. 1998). Die Kanéle wurden aufgrund ihrer Eigen-
schaften HCN Kanile (hyperpolarization-activated cyclic nucleotide-gated channels)
genannt, da sie durch Hyperpolarisation aktiviert werden und durch zyklische Nukleoti-
de gesteuert werden. Sie gehoren zu einer kleinen Genfamilie mit insgesamt vier Mit-
gliedern (HCN1-4), die sich beziiglich ihrer spannungsabhédngigen Aktivierung, der
Modulation durch cAMP (zyklisches Adenosinmonophosphat) sowie der Aktivierungs-
kinetik unterscheiden (Biel, Wahl-Schott et al. 2009).

1.1. Struktur der HCN Kandile

HCN-Kanile bestehen aus insgesamt vier Untereinheiten, die um die zentral gelegene
Pore angeordnet sind. Es sind dabei sowohl Homo- als auch Heterotetramere aus den
einzelnen Untereinheiten HCN1-4 moglich (Much, Wahl-Schott et al. 2003). Eine Un-
tereinheit setzt sich aus insgesamt sechs Transmembranhelices (S1-S6) zusammen, wo-
bei N- und C-Terminus intrazellulédr lokalisiert sind. Die Transmembranhelix S4 stellt
den Spannungssensor des Kanals dar, wihrend die Porenschleife (pore-loop) zwischen
den Segmenten S5 und S6 den Selektivititsfilter fiir Natrium- und Kaliumionen enthélt
(Biel, Wahl-Schott et al. 2009). Die Aminosduresequenz des Selektivititsfilters der
HCN Kanile, CIGYG (Cystein-Isoleucin-Glycin-Tyrosin-Glycin) dhnelt der von Kali-
umkanélen (TVGYG (Threonin-Valin-Glycin-Tyrosin-Glycin)) (Doyle, Morais Cabral
et al. 1998; Zhou, Morais-Cabral et al. 2001). AuBlerhalb des identischen Glycin-Tyro-
sin-Glycin Motivs unterscheidet sich der Selektivititsfilter von HCN- und Kaliumkani-
len, was ihre verringerte K+*-Selektivitit und gleichzeitige Nat*-Selektivitit erkldren
konnte (Shi, Ye et al. 2006).
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Abb. 1.1 Struktur der HCN Kandle. HCN Kandile bilden Tetramere. Ein Mo-
nomer besteht aus sechs Transmembransegmenten (S1-S6). Der Spannungs-
sensor befindet sich im vierten Segment (S4), die Porenregion in der Schlei-
fe zwischen S5 und S6. Die Porenregion enthdlt den Selektivitdtsfilter mit
dem GYG Motiv. Der intrazelluldre C-Terminus des Kanals setzt sich aus
dem C-Linker (a-Helices A’ bis F’) und der CNBD (a-Helices A-C mit [3-
Faltblatt-Struktur (rot) zwischen Helix A und B) zusammen. (modifiziert
nach (Biel, Wahl-Schott et al. 2009))

Wie die nahe verwandten CNG-Kandile (cyclic nucleotide-gated channels) besitzen auch
HCN-Kanile eine C-terminale Bindungsdoméne fiir die zyklischen Nukleotide cAMP
und cGMP. Die Struktur der cAMP-Bindungsdoméne (CNBD, cyclic nucleotide bin-
ding domain) sowie des C-Linkers, der die CNBD mit dem S6 Segment des Kanal ver-

bindet, ist durch Rontgenstrukturanalyse aufgekldrt worden (Zagotta, Olivier et al.
2003; Xu, Vysotskaya et al. 2010; Lolicato, Nardini et al. 2011).

Der C-Linker besteht aus sechs a-Helices (A’ bis F’), die durch kurze Schleifen verbun-
den sind. Die CNBD enthilt vier a-Helices (A, P, B und C) und ein 3-Faltblatt (in soge-
nannter jelly-roll-like Topologie) mit insgesamt acht 3-Stréingen zwischen den Helices A

und B. Die P-Helix befindet sich zwischen -Strang sechs und sieben (Abb. 1.1 und
Abb. 1.2).

Die C-Termini der HCN-Kanile lagern sich als Tetramer mit einer vierfachen Rotati-
onssymmetrie-Achse zusammen, die der vorhergesagten tetrameren Struktur der HCN-
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Kanile entspricht (Abb. 1.1). Die Interaktion der C-terminalen Doménen der vier Ka-
naluntereinheiten untereinander erfolgt liber den C-Linker. Die ersten beiden Helices
(A’ und B’) einer Untereinheit bilden ein antiparalleles Helix-Schleife-Helix Motiv, das
mit der dritten und vierten Helix (C” und D’) der benachbarten Untereinheit interagiert.
Die Interaktion erfolgt dabei iiber Salzbriicken (Craven und Zagotta 2004).

N-Terminus

C-Terminus

Abb. 1.2 Dreidimensionale Struktur des C-Terminus einer Untereinheit des
humanen HCN4 Kanals. Die in der vorliegenden Arbeit mutierten Amino-
sduren Tyrosin (Y527, blau) sowie Arginin (R669, orange) und Threonin
(T670, rot) sind hervorgehoben. Rontgenkristallstruktur modifiziert nach
(Xu, Vysotskaya et al. 2010)

Die zyklischen Nukleotide cAMP und ¢cGMP binden innerhalb des [3-Faltblattes und
interagieren zudem mit der C-Helix. cAMP bindet dabei in der anti Konfiguration, wih-
rend cGMP in der syn Konfiguration bindet. Wichtig fiir die Bindung von cAMP ist da-
bei die Interaktion mit den Aminosduren Arginin (R591 in mHCN2 bzw. R669 in
hHCN4 und mHCN4) sowie Threonin (T592 in mHCN2 bzw. T670 in hHCN4 und
mHCN4), die sich zwischen den (-Faltbléttern 2 und 3 der CNBD befinden (Abb. 1.3)
(Zagotta, Olivier et al. 2003). HCN Kanile mit Punktmutationen von Arginin zu Glut-
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amat bzw. Glutamin (R669E bzw. R669Q) und von Threonin zu Alanin (T670A) zeigen
keine cAMP-abhingige Modulation mehr.

Abb. 1.3 Ausschnitt der dreidimensionalen Struktur der CNBD des murinen
HCN?2 Kanals in Anwesenheit von cAMP. Die hervorgehobenen Aminosdu-

ren Arginin (R591, orange) und Threonin (T592, rot) entsprechen den Ami-
nosduren R669 und T670 des murinen HCN4 Kanals. cAMP bindet zwi-
schen dem [(-Faltblatt und der C-Helix. Der Ribose-Rest interagiert aus-
schliefflich mit dem [3-Faltblatt, primdr iiber elektrostatische Wechselwir-
kungen bzw. Wasserstoffbriicken zwischen dem Phosphat-Rest und den Ami-
nosduren Arginin 591 und Threonin 592. Der Purin-Rest interagiert sowohl
mit dem f3-Faltblatt als auch mit der C-Helix. Rontgenkristallstruktur modi-
fiziert nach (Zagotta, Olivier et al. 2003).

1.2. Duales gating

Das sogenannte gating bezeichnet den Offnungsmechanismus von Ionenkanilen. Span-
nungsabhingige Ionenkanile besitzen einen Spannungssensor, der vom S4 Segment ge-
bildet wird, welches mehrere positiv geladene Aminosiduren wie Arginin oder Lysin
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enthilt (Yu und Catterall 2004). Verdanderungen des Membranpotentials bewirken, dass
sich der Spannungssensor innerhalb der Zellmembran nach innen (bei Hyperpolarisati-
on) bzw. auBlen (bei Depolarisation) bewegt. Diese spannungsabhingigen Bewegungen
iibertragen sich auf den S4-S5 Linker, was zum Offnen bzw. SchlieBen des Kanals fiihrt
(Jiang, Lee et al. 2003; Long, Campbell et al. 2005a; Long, Campbell et al. 2005b).

HCN Kanile werden bei Membranhyperpolarisation durch Bewegung des Spannungs-
sensors nach innen gedffnet, wohingegen sie bei Depolarisation durch Bewegung des
Spannungssensors nach auBlen geschlossen werden. Im Gegensatz dazu fiihrt bei allen
anderen bekannten spannungsabhédngigen Kationenkanilen die Bewegung des Span-
nungssensors nach innen zum SchlieBen des Kanals und die Bewegung nach auflen zum
Offnen des Kanals (Mannikko, Elinder et al. 2002). Der genaue Mechanismus fiir dieses
gegensitzliche Verhalten ist bislang ungeklrt.

Zyklische Nukleotide bewirken ohne Vorliegen einer Hyperpolarisation der Zellmem-
bran keine Offnung des Kanals. Vielmehr fiihrt die Bindung von cAMP zur Verschie-
bung der spannungsabhiingigen Aktivierungskurve zu positiveren Potentialen und somit
zur erleichterten spannungsabhédngigen Aktivierung des Kanals (DiFrancesco und Torto-
ra 1991). Wihrend das Ausmall der Verschiebung der spannungsabhingigen Aktivie-
rungskurve fiir beide zyklischen Nukleotide gleich ist, ist die Affinitit von cAMP
(Ka = 60-500 nM) um den Faktor 10 bis 100 hoher als fiir cGMP (K. = 6 yM) (Ludwig,
Zong et al. 1998).

In Abwesenheit von cAMP stabilisiert die C-terminale Domine (C-Linker und CNBD)
den geschlossenen Zustand der HCN Kanile. Bindung des Liganden cAMP fiihrt zu ei-
ner Konformationsinderung in der CNBD unter Einbeziehung der C-Helix. Diese Kon-
formationsdnderung ist gekoppelt an eine Konformationsédnderung des C-Linkers. Die
Konformationsédnderung des C-Linkers einer Untereinheit iibertrdgt sich auf die be-
nachbarte Untereinheit, wodurch der sogenannte gating ring des Kanaltetramers eine
Konformationsidnderung eingeht, welche sich auf das S6 Segment iibertrdgt. Man kann
sich diese Konformationsinderung wie die Offnung der Blende einer Kamera vorstel-
len. Die offene Konformation des Kanals ist dann energetisch bevorzugt (Ulens und
Siegelbaum 2003; Zagotta, Olivier et al. 2003). In der von Zagotta et al. vertffentlichten
Kiristallstruktur befindet sich der C-Linker in der Ruhe-Konformation, wihrend sich die
CNBD in der aktiven (cAMP-gebundenen) Konformation befindet. Nach einem modu-
laren gating Modell kann jede Domine (Kanalpore, C-Linker und CNBD) somit unab-
hingig von den anderen Dominen in zwei unterschiedlichen Konformationen vorkom-
men. Durch die Interaktion untereinander beeinflussen sich die einzelnen Dominen ge-
genseitig. Die Aktivierung einer Domine wirkt sich auf die anderen Doménen aus und
beeinflusst damit die Offnungswahrscheinlichkeit des Kanals (Craven und Zagotta
2004).
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Da das duale gating durch Hyperpolarisation und cAMP-Modulation stets gleichzeitig
auftritt, lassen die beiden Effekte sich pharmakologisch, z.B. durch Inhibition des Ka-
nals, nicht unabhéngig voneinander untersuchen.

1.3. Physiologische Funktionen der HCN Kandile

HCN Kanile werden in verschiedenen Geweben exprimiert, darunter vor allem im Her-
zen sowie im Gehirn. Die physiologischen Funktionen, die ithnen zugeschrieben werden,
werden in den folgenden Unterkapiteln detailliert beschrieben.

1.3.1. Rolle der HCN Kandile fiir die physiologische Herzfunktion

HCN Kanile werden im Herzen vor allem in Schrittmacherzellen des Sinusknotens,
sowie in Zellen des Erregungsleitungssystems und des Arbeitsmyokards exprimiert
(Shi, Wymore et al. 1999; Moosmang, Stieber et al. 2001; Fenske, Mader et al. 2011). In
allen bislang analysierten Spezies ist HCN4 fiir ca. 80 % des I im Sinusknoten verant-
wortlich (Stieber, Herrmann et al. 2003; Herrmann, Stieber et al. 2007). Fiir die restli-
chen 20 % des sinoatrialen I ist in der Maus und im Menschen zum grofSten Teil HCN2
verantwortlich (Shi, Wymore et al. 1999; Ludwig, Budde et al. 2003). Im Gegensatz zu
friiheren Arbeiten wurde in einer kiirzlich erschienenen Publikation eine signifikante
Expression von HCN1 im Sinusknoten gefunden (Herrmann, Layh et al. 2011).

Der Herzschlag wird durch die spontane Depolarisation von Sinusknotenzellen gene-
riert. Das Aktionspotential dieser Zellen (Schrittmacherpotential) zeichnet sich durch
eine langsame diastolische Depolarisation des Membranpotentials ausgehend von ca.
-70 mV bis -45 mV aus. Die diastolische Depolarisation sorgt dafiir, dass das Schwel-
lenpotential fiir die Offnung von T- und L-Typ Calciumkanilen erreicht wird, wodurch
ein Aktionspotential ausgeldst wird. Der Ausstrom von Kaliumionen fiihrt schlie8lich
wieder zur Hyperpolarisation der Zellmembran und die diastolische Depolarisation be-
ginnt erneut (Abb. 1.4). Dieser Mechanismus ist die Grundlage fiir die Autorhythmie
des Sinusknotens (Mangoni und Nargeot 2008).

Die diastolische Depolarisation entsteht durch das Zusammenspiel verschiedener Stro-
me, von denen dem I eine wichtige Rolle zugeschrieben wird, da er bei Hyperpolarisa-
tion der Zellmembran aktiviert wird und einen depolarisierenden Einwirtsstrom leitet
(DiFrancesco 2010). Neben dem Iy tragen auch Calciumstrome (Icar und Icayp) (Hagi-
wara, Irisawa et al. 1988; Stieber, Hofmann et al. 2004; Mangoni, Couette et al. 2006;
Mangoni und Nargeot 2008) sowie der sustained inward current (Is) (Mitsuiye, Shina-
gawa et al. 2000) zur Entstehung der diastolischen Depolarisation im Sinusknoten bei
(Hagiwara, Irisawa et al. 1988; Stieber, Hofmann et al. 2004; Mangoni, Couette et al.
2006; Mangoni und Nargeot 2008). Dariiber hinaus konnte die Abnahme der auswiérts-
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gleichrichtenden Kaliumstrome Ik: und Ixs sowie die Calciumfreisetzung durch Ryano-
din- (Lakatta, Vinogradova et al. 2002; Lakatta, Maltsev et al. 2003; Vinogradova,
Lyashkov et al. 2006) oder Inositol-1,4,5-triphosphat (IP3)-Rezeptoren (Mery, Aimond
et al. 2005) an der diastolischen Depolarisation beteiligt sein.

Das vegetative Nervensystem reguliert die Herzfrequenz iiber das Hormon Adrenalin
sowie die Neurotransmitter Noradrenalin und Acetylcholin. Beta-adrenerge Stimulation
durch Adrenalin oder Noradrenalin erhoht die intrazellulire cAMP Konzentration, der Iy
wird verstirkt, wodurch die diastolische Depolarisation beschleunigt wird und die Herz-
frequenz steigt (Abb. 1.4) (Brown, DiFrancesco et al. 1979; Brown, DiFrancisco et al.
1979; DiFrancesco und Tortora 1991). Umgekehrt fiihrt ein erhohter Tonus des Pa-
rasympathikus zur Abnahme der cAMP Konzentration und somit zur Herzfrequenzab-
nahme (DiFrancesco und Tromba 1988a; DiFrancesco und Tromba 1988b; DiFrancesco,
Ducouret et al. 1989).

0
mV
-70
—_
100 ms

Abb. 14 Schematische Darstellung von Aktionspotentialen des Sinusknotens
ohne (schwarze Kurve) und mit beta-adrenerger Stimulation (rote Kurve).

Nach beta-adrenerger Stimulation erfolgt die diastolische Depolarisation
(DD) schneller, wodurch es zum Anstieg der Herzfrequenz kommt.

1.3.2. Physiologische Funktionen der HCN Kandile im Gehirn

Alle vier HCN Kanile werden im Gehirn exprimiert, jedoch mit regional unterschiedli-
cher Expressionsdichte und -verteilung. HCN1 wird in Neokortex, Hippocampus,
Kleinhirnrinde und Hirnstamm exprimiert. HCN2 wird nahezu ubiquitir in allen Ge-
hirnregionen exprimiert, mit der héchsten Expression im Thalamus und Hirnstamm.
HCN3 wird im Hypothalamus, olfaktorischen Bulbus, Hippocampus sowie in niedrige-
rer Expressionsdichte im Kortex exprimiert. HCN4 wird vor allem in verschiedenen
Kernen des Thalamus sowie im olfaktorischen Bulbus stark exprimiert (Moosmang,
Biel et al. 1999; Santoro, Chen et al. 2000; Notomi und Shigemoto 2004; Mistrik, Ma-
der et al. 2005).
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HCN Kanilen werden im Gehirn verschiedene Funktionen zugeschrieben, unter ande-
rem bei der denritischen Integration, im rdumlichen Arbeitsgedéchtnis, bei der Steue-
rung der Langzeit-Potenzierung (LTP) im Hippocampus, beim Lernen motorischer Pro-
zesse, bei der Neurotransmission und bei verschiedenen Resonanz- und Oszillations-
Prozessen (Biel, Wahl-Schott et al. 2009). Dariiber hinaus spielen HCN Kanile eine
wichtige Rolle bei der Generierung synchronisierter Oszillationen in Neuronen des
Thalamus (McCormick und Bal 1997).

In vitro Ergebnisse aus Experimenten mit Gehirnschnitten zeigen, dass der In in be-
stimmten Neuronen, z.B. thalamischen Relais-Neuronen als Schrittmacher fungiert
(McCormick und Pape 1990). Der I, trdgt durch spontane Depolarisation des Membran-
potentials zum spontanen Feuern dieser Neurone bei. Expressions-Studien zeigten, dass
HCN4 in signifikantem MaBe im Thalamus exprimiert wird (Moosmang, Biel et al.
1999; Moosmang, Stieber et al. 2001; Notomi und Shigemoto 2004). Daher ist davon
auszugehen, dass HCN4 am I in thalamischen Neuronen beteiligt ist.

Das Aktivitatsmuster von Neuronen des thalamo-kortikalen Netzwerks unterscheidet
sich zwischen Schlaf- und Wachzustand (Abb. 1.5A).

Der Non-REM Schlaf ist durch das Auftreten von langsamen 6-Wellen (0,5 Hz bis
4 Hz) sowie Spindel-Wellen (7 Hz bis 14 Hz) im Elektroenzephalogramm (EEG) ge-
kennzeichnet. Ursache dafiir sind rhythmische Oszillationen des Membranpotentials
von Neuronen des thalamo-kortikalen Systems. Diese Oszillationen entstehen durch das
Zusammenspiel verschiedener Ionenkanile. HCN Kanile, die bei Hyperpolarisation des
Membranpotentials gedffnet sind, fiihren zu einer Depolarisation und damit zur Offnung
von T-Typ Calciumkanélen. Der Calcium-Einstrom bewirkt durch weitere Depolarisati-
on die Aktivierung spannungsabhingiger Natriumkanile, wodurch es zur Auslosung
einer Salve an schnellen Aktionspotentialen kommt. Durch die Depolarisation deakti-
vieren die HCN Kanile, das Membranpotential hyperpolarisiert wieder. Die erneute
Hyperpolarisation fiihrt wieder zur Offnung der HCN Kaniile sowie der T-Typ Calcium-
kanidle und der gesamte Prozess beginnt von neuem (Abb. 1.5B). Man nennt diesen
Modus aufgrund der schnellen Aktionspotential-Salven auch burst firing Modus. Diese
rhythmischen Oszillationen der thalamo-kortikalen Relais-Neurone dimpfen eingehen-
de sensorische Signale, sodass der Kortex wihrend des Schlafes von sensorischen In-
formationen abgeschirmt wird (McCormick und Bal 1997).

Wihrend des Wachzustandes und REM (rapid eye movement) Schlafphasen ist die
Zellmembran thalamischer Relais-Neurone hingegen depolarisiert. T-Typ Calciumkané-
le liegen dann inaktiviert vor, HCN Kanile sind deaktiviert. Die Neurone feuern im so-
genannten Transmission Modus (Abb. 1.5C), wodurch die Weiterleitung afferenter Sin-
nessignale vom Thalamus an den Kortex ermoglicht wird.
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Abb. 1.5 Aktivitdtsmuster thalamo-kortikaler Neurone. A, Ein Neuron feuert
zundchst oszillierende Aktionspotentiale (“burst firing mode”) mit einer
Frequenz von ca. 2 Hz. Depolarisation des Neurons auf -58 mV durch Injek-
tion eines Stromes stoppt die rhythmischen Oszillationen. Das Neuron feuert
Jjetzt Aktionspotentiale im sogenannten “Transmission mode”. Ursache da-
fiir ist die Inaktivierung des T-Typ Calciumkanalstroms It bei positiveren
Membranpotentialen. Die erneute Hyperpolarisation stellt die urspriingli-
chen Oszillationen wieder her. B, Vergroflerte Ansicht der oszillatorischen
Aktivitiit des Neurons. Offnung von HCN Kandilen (I) und T-Typ Calcium-
kandlen (It) fiithrt zur Depolarisation, es kommt zur Aktivierung von span-
nungsabhdngigen Natriumkandlen (Ina), die im Zusammenspiel mit Kalium-
kandlen (Ix) eine Salve von Aktionspotentialen auslosen. Die Depolarisation
bewirkt ihrerseits die Deaktivierung des I, sowie Inaktivierung des Ir. Es
kommt erneut zur Hyperpolarisation, wodurch der I, wieder aktiviert und
der It de-inaktiviert wird. Die Depolarisation beginnt von neuem. C, Ver-
groflerte Ansicht der Aktivitdt im “transmission mode”. Abbildung modifi-
ziert nach (McCormick und Bal 1997).

Elektrophysiologische Experimente legen nahe, dass die Regulation des thalamo-korti-
kalen Iy durch das Adenylylzyklase/cAMP System eine kritische Rolle bei der Generie-
rung langsamer periodischer Oszillationen wihrend des Tiefschlafs spielt (Liithi und
McCormick 1998). Diese sind wichtig fiir die synaptische Plastizitit des thalamo-korti-
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kalen Netzwerks (Steriade und Timofeev 2003). Dariiber hinaus gibt es Hinweise, dass
der Anstieg der intrazellularen cAMP Konzentration und daraus resultierend die Vers-
tarkung des I zusammen mit anderen Faktoren den Ubergang vom Tiefschlaf in den
REM Schlaf bzw. in den Wachzustand vermittelt (McCormick und Bal 1997). Dieser
Ubergang wird durch die Neurotransmitter Noradrenalin und Serotonin vermittelt, wel-
che beide einen Anstieg der cAMP Konzentration bewirken.

14. Mausmodelle des HCN4 Kanals

HCN4 KO Maus (Stieber, Herrmann et al. 2003)

Maiuse mit einer globalen Deletion des HCN4 Kanals sterben bereits wihrend der Emb-
ryonalentwicklung zwischen Tag E9,5 und EI11,5 der Schwangerschaft. Die Herzfre-
quenz von knockout Embryonen ist im Vergleich zu wildtyp Embryonen signifikant
langsamer und kann auch nicht durch cAMP erhoht werden. Die fehlende Differenzie-
rung der knockout Sinusknotenzellen zeigt sich darin, dass diese auch nach Tag E9,0 nur
embryonale Aktionspotentiale generieren, wihrend Sinusknotenzellen von wildtyp Em-
bryonen ab Tag E9,0 “reife” Schrittmacherpotentiale bilden konnen. HCN4 ist folglich
wihrend der Embryonalentwicklung essentiell fiir die Ausbildung von Schrittmacherpo-
tentialen im entstehenden Sinusknoten.

Induzierbare Deletion von HCN4 im Mausmodell (Herrmann, Stieber et al. 2007)

Maiuse bei denen der HCN4 Kanal erst im Erwachsenenalter durch konditionellen
knockout deletiert wurde iiberleben, im Gegensatz zur zuvor beschriebenen Mauslinie,
bei der der Kanal bereits wihrend der Embryonalentwicklung deletiert ist. Die Miuse
zeigen charakteristische Arrhythmien, die sich in wiederkehrenden Sinuspausen duf3ern.
Interessanterweise zeigen die konditionellen erwachsenen KO Maiuse keine Einschrén-
kung der Herzfrequenzregulation nach Stimulation des Sympathikus. Die Autoren fol-
gern daraus, dass HCN4 fiir die Aufrechterhaltung eines stabilen Sinus-Rhythmus, nicht
aber fiir die Herzfrequenzregulation notwendig ist.

Mauslinie mit cAMP-insensitivem HCN4 Kanal (HCN4R69Q) (Harzheim, Pfeiffer et al.
2008)

Die von Harzheim et al. beschriebene Mauslinie trigt eine Punktmutation in der CNBD
(Arginin nach Glutamin (R669Q); Zur Bedeutung dieser Punktmutation siehe auch Ka-
pitel 1.1 sowie Abb. 1.2 und Abb. 1.3). Diese Punktmutation bewirkt, dass der Kanal
insensitiv gegeniiber der Modulation mit cAMP (in physiologischen Konzentrationen)
wird. Ahnlich wie globale KO Méuse sterben auch homozygote HCN4R669Q/R669Q Em-
bryonen wihrend der Embryonalentwicklung zwischen Tag E11 und E12. Heterozygote
HCN4R699Q+ Embryonen zeigen verringerte Herzfrequenzen sowie keine bzw. eine ab-
geschwichte Reaktion nach Stimulation mit Catecholaminen. Heterozygote erwachsene
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Miuse zeigen in Ruhe und unter korperlicher Belastung normale Herzfrequenzen, ent-
wickeln jedoch Sinuspausen bzw. einen sinoatrialen Block nach beta-adrenerger Stimu-
lation. Die cAMP-abhiingige Modulation von HCN4 ist also fiir die Schrittmacher-
Funktion des Sinusknotens im embryonalen Herzen essentiell. Da die Mutation bereits
wihrend der Embryonalentwicklung letal ist, konnte die cAMP-abhéngige Modulation
von HCN4 nicht an homozygoten erwachsenen Méusen analysiert werden.

Tamoxifen-induzierbare Deletion von HCN4 im Erregungsleitungssystem (Hoesl, Stie-
ber et al. 2008)

Die Deletion im Erregungsleitungssystem wurde durch induzierbare Cre-vermittelte
Exzision des HCN4 Gens erreicht. Dabei wurde eine Cre-Mauslinie verwendet, bei der
das Cre-Gen unter der Kontrolle des nativen HCN4 Promotors steht. Somit erfolgt die
Deletion nur in HCN4 exprimierenden Zellen. Weshalb es nach Induktion mit Tamoxi-
fen lediglich im Erregungsleitungssstem und nicht im Gehirn zum HCN4 knockout
kommt, ist nicht geklért. Die Erregunsleitungs-spezifischen, induzierbaren HCN4 KO
Miuse zeigen einen den globalen induzierbaren HCN4 KO Miusen (Herrmann, Stieber
et al. 2007) vergleichbaren kardialen Phinotyp mit unverdnderter basaler Herzfrequenz
und dem Auftreten von Sinus-Pausen.

Transgene hHCN4-573x Mauslinie (Alig, Marger et al. 2009)

Die humane HCN4-573X Mutation fiihrt zu HCN4 Kanilen mit verkiirztem C-Termi-
nus ohne CNBD. Dies fiihrt zum Verlust der cAMP-abhiingigen Modulation des Iy, da
die Mutation einen dominant negativen Effekt auf die anderen Kanalisoformen hat. Pa-
tienten mit der Mutation zeigen eine Sinusknotendysfunktion sowie chronotrope In-
kompetenz (Schulze-Bahr, Neu et al. 2003). Die beschriebene transgene Mauslinie mit
induzierbarer herzspezifischer Expression der humanen HCN4 Mutation (hHCN4-
573X) zeigt einen den Patienten vergleichbaren Phinotyp mit basaler Bradykardie und
erniedrigter maximaler Herzfrequenz. Die generelle Herzfrequenzregulation in erwach-
senen hHCN4-573X Miusen ist nicht eingeschridnkt. Die cAMP-abhédngige Modulation
des I ist folglich zwar fiir die Aufrechterhaltung einer gewissen Grundfrequenz, sowohl
in Ruhe als auch unter Belastung notwendig, nicht aber fiir die Herzfrequenzregulation
an sich.

Spezifische, induzierbare Ablation von Zellen des Erregungsbildungs- und -leitungssys-
tems (Herrmann, Fabritz et al. 2011)

Durch induzierbare, auf das Erregungsbildungs- und -leitungssystem beschrinkte Ex-
pression des Diphtherie Toxins A wurde in diesem Mausmodell eine selektive Schadi-
gung von Schrittmacherzellen erreicht. Die Méuse entwickelten eine Bradykardie, ver-
dnderte Reaktion auf beta-adrenerge Stimulation sowie Sinusarrhythmien und -pausen.
Der Phénotyp der Méuse ist dem von Patienten mit sick sinus syndrome vergleichbar.
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Induzierbare herzspezifische Deletion von HCN4 (Baruscotti, Bucchi et al. 2011)

Mit Ausnahme der konstitutiven HCN4 KO Maus (Stieber, Herrmann et al. 2003) zei-
gen die anderen HCN4 KO Modelle nur milde Effekte auf die kardiale Automatie sowie
keine Anderung der Herzfrequenzregulation (Herrmann, Stieber et al. 2007; Hoesl,
Stieber et al. 2008). In diesem Mausmodell hingegen fiihrt die herzspezifische Deletion
von HCN4 in erwachsenen Miusen zu progressiver schwerer Bradykardie sowie atrio-
ventrikuldrem Block, was schlieSlich zum Herzstillstand und Tod der Miuse nach ca.
fiinf Tagen fiihrt. Woher die Unterschiede zwischen dieser und den friiher publizierten
Linien stammen, ist ungeklédrt. Eine mogliche Erkldarung sind die unterschiedlichen
verwendeten Promotoren der Cre-Mauslinen. Lediglich die von Baruscotti et al. publi-
zierte Cre-Mauslinie verwendete einen herzspezifischen (aMHC) Promotor, wohinge-
gen die anderen Mauslinien einen ubiquitiren CAGG-Promotor (Herrmann, Stieber et
al. 2007) verwendeten, bzw. das Cre-Gen unter Kontrolle des nativen HCN4 Promotors
stand.

1.5. Ein neuer genetischer Ansatz zur Analyse der cAMP-abhdingigen Mo-
dulation von HCN4

Zu Beginn dieser Arbeit war die Rolle der cAMP-abhingigen Modulation von HCN4
fiir die physiologische Funktion des Herzens und des Gehirns in der erwachsenen Maus
nicht bekannt, da in nativen Zellen die cAMP- und spannungsabhingige Regulation von
HCN Kanilen stets gleichzeitig stattfindet. Mit Hilfe klassischer Methoden, wie phar-
makologischer Blockade des Kanals oder globalen bzw. gewebespezifischen KO
Mausmodellen, konnen die cAMP- und spannungsabhéngigen Effekte auf das gating
der HCN Kanile nicht unabhéngig voneinander untersucht werden. Die Rolle der
cAMP-abhingigen Regulation von HCN4 in der erwachsenen Maus konnte bisher le-
diglich in einem transgenen Mausmodell einer humanen Mutation des HCN4 Kanals
untersucht werden. Die transgene Expression von hHCN4-573X fiihrt zu HCN4 Kani-
len mit verkiirztem C-Terminus ohne CNBD (Alig, Marger et al. 2009).

Es ist bislang keine knock-in Mauslinie verfiigbar, bei der die cAMP-abhingige Modu-
lation des murinen HCN4 Kanals in erwachsenen Méusen untersucht werden kann. Wie
in Kapitel 1.4 beschrieben, sterben homozygote HCN4R69Q Miuse bereits wihrend der
Embryonalentwicklung, wohingegen heterozygote Miuse lebensfihig sind. Die halb-
maximale Aktivierungsspannung des I in Kardiomyocyten heterozygoter HCN4R660Q
Embryonen liegt zwischen den Werten der wildtyp bzw. homozygoten Méuse (Tabelle
1.1). Die halbmaximale Aktivierungsspannung homozygoter Méuse liegt mit -95,7 mV
negativ des physiologischen Potentialbereichs, wodurch der Kanal unter physiologi-
schen Bedingungen kaum im aktiven Zustand vorliegt. Dies entspricht einem funktio-
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nellen “knockout” des Kanals und konnte die embryonale Letalitét erkldren (Harzheim,
Pfeiffer et al. 2008).

Tabelle 1.1 Halbmaximale Aktivierungsspannung (Vos) des I in Kardi-
omyocyten der HCN4R669Q Mauslinie.

Genotyp Vos [mV]
HCNA4+/+ -82,5
HCN4R6690/+ -89,3
HCN4R669Q/R6690Q 95,7

Um das Problem der embryonalen Letalitit cAMP insensitiver HCN4 Kanile zu umge-
hen, wurden in einem heterologen Expressionssystem durch unsere Arbeitsgruppe wei-
tere Punktmutationen im Bereich des C-Linkers von HCN4 analysiert, welche eine Ver-
schiebung der spannungsabhédngigen Aktivierung des Kanals zu positiveren Potentialen
und somit in den physiologischen Potentialbereich bewirken konnten. Als Ausgangkon-
strukt diente ein cAMP insensitiver HCN4 Kanal, dessen CNBD die Punktmutationen
R669E (Arginin zu Glutamat) und T670A (Threonin zu Alanin) trigt. Zur Funktion der
mutierten Aminosduren siehe auch Kapitel 1.1 sowie Abb. 1.2 und Abb. 1.3. Aufgrund
dieser Analyse wurde festgestellt, dass der Austausch eines Tyrosin-Restes durch Phe-
nylalanin (Y527F) in der A’ Helix des C-Linkers zu HCN4 Kanilen fiihrt, die die erfor-
derlichen elektrophysiologischen Eigenschaften aufweisen. Insbesondere fiihrte dieser
Aminosdureaustausch zu einer Verschiebung der halbmaximalen Aktivierungsspannung
um ca. 10 mV hin zu positiveren Potentialen (Abb. 1.7 und Tabelle 1.2).

Tabelle 1.2 Halbmaximale Aktivierungsspannungen (Vos) verschiedener
hHCN4 Konstrukte ohne und mit I mM cAMP. (Die Anzahl der gemessenen

Zellen ist jeweils in Klammern angegeben)

Vos [mV]
Konstrukt ohne cAMP mit CAMP [1 mM]
hHCN4 WT -96,5 + 1,7 (6) -76,1 3,8 (5)
hHCN4 RT_EA -97,3+24(6) -95,1 +£2,0(8)
hHCN4 YRT _FEA -87,2 +3,0(7) -86,9 +1,5(9)
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Abb. 1.7 Aktivierungskurven des humanen HCN4 Kanals sowie der mutier-
ten HCN4 Kandile, exprimiert in HEK293 Zellen in Anwesenheit von 1 mM
cAMP (ausgefiillte Symbole) und ohne cAMP (offene Symbole).

Die halbmaximale Aktivierungsspannung der hHCN4 YRT/FEA Konstrukte (-87,2 mV)
liegt zwischen den Werten der WT Maéuse (-82,5 mV) und denen der heterozygoten
HCN4R669Q+ Mzuse (-89,3 mV) und somit im physiologischen Potentialbereich. Mogli-
cherweise wird deshalb die embryonale Herzentwicklung in Méusen mit der dreifachen
Mutation HCN4 Y527F/R669E/T670A (HCN4FEA) normal verlaufen.
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2. Zielsetzung der Arbeit

Zur Untersuchung der cAMP-abhingigen Regulation des Schrittmacherkanals HCN4 in
erwachsenen Méusen sollte eine neue genetisch verdnderte Mauslinie (HCN4FEA) gene-
riert werden. Méuse dieser Linie tragen drei Punktmutationen im HCN4 Gen (Y527F,
R669E und T670A). Die Mutationen R669E und T670A liegen in der CNBD und fiihren
zum Verlust der cAMP-abhingigen Modulation des HCN4 Kanals.

Miuse einer dhnlichen Linie mit alleiniger Mutation der CNBD (HCN4R669Q) sterben
bereits wihrend der Embryonalentwicklung. Die halbmaximale Aktivierungsspannung
(Vos) des In der HCN4R669Q Mauslinie liegt mit -95,7 mV auBlerhalb des physiologi-
schen Potentialbereiches (Harzheim, Pfeiffer et al. 2008). Dies ist moglicherweise eine
Erkldarung fiir die Letalitidt wihrend der Embryonalentwicklung.

Um das Problem der embryonalen Letalitdt zu umgehen, sollte in der vorliegenden Ar-
beit eine weitere Mutation (Y527F) in den C-Linker des Kanals eingefiigt werden. Die-
se Mutation fiihrt zu einer Verschiebung der halbmaximalen Aktivierungsspannung des
Kanals um ca. 10 mV zu positiveren Potentialen und somit in den physiologischen Po-
tentialbereich. Moglicherweise wird diese zusitzliche Mutation die normale Funktion
des HCN4 Kanals und somit eine normale embryonale Entwicklung des Herzens er-
moglichen.

Zur Generierung der HCN4FEA Mauslinie sollte zunichst ein Targeting Vektor kloniert
werden, der die gewlinschten Mutationen, sowie eine Resistenzkassette zur Selektion
der embryonalen Stammzellen wéhrend des folgenden Gentargetings enthilt.

Nach Fertigstellung des Targeting Vektors sollte ein klassisches Gentargeting an embry-
onalen Stammzellen von Méusen, gefolgt von der Analyse auf korrekte Integration des
Targeting-Konstrukts durchgefiihrt werden. Nach Generierung chimérer Miuse aus den
ES Zellen und Verpaarung mit wildtyp Méusen sollten die Nachfahren auf korrekte In-
tegration des Targeting Konstruktes sowie das Vorhandensein der Mutationen auf ge-
nomischer sowie mRNA Ebene iiberpriift werden.

Sollten homozygote HCN4FEAFEA Miuse lebensfihig sein, wird dies erstmals die Ana-
lyse der cAMP-abhingigen Modulation von HCN4 Kanilen der Maus fiir die physiolo-
gische Funktion von Herz und Gehirn ermdoglichen.
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3. Material und Methoden

Die molekularbiologischen Methoden sind dem Buch “Molekular Cloning: A Laborato-
ry Manual” der Autoren Sambrook und Russell entnommen (Sambrook und Russell
2001). Teilweise wurden die entsprechenden Protokolle etwas modifiziert.

Bei sdmtlichen Methoden wurde, soweit nicht anders angegeben, nach den Anweisun-
gen des Herstellers verfahren.

3.1. Chemikalien, Losungen und Pufferlosungen

Samtliche in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden, soweit nicht anders ange-
geben, iiber die Firmen Biorad, Merck, Perkin-Elmer, Roth und Sigma-Aldrich bezo-
gen. Es wurde dabei stets die Qualitdt “pro analysi” bzw. “fiir molekularbiologische
Zwecke” bestellt. Zur Herstellung von Losungen wurde ultrafiltriertes und mittels UV-
Oxidation/Entkeimung behandeltes DNAse-und RNAse-freies Reinstwasser aus einer
Anlage der Firma Werner (Easypure UF/UV, Werner GmbH, Leverkusen, Deutschland)
verwendet. Fiir sehr sensitive Methoden wie der Kultur embryonaler Stammzellen und
Arbeiten mit genomischer DNA wurden die Losungen nach der Herstellung autokla-
viert.

3.2. Arbeiten mit DNA

3.2.1. Amplifikation und Isolation von Plasmiden
In dieser Arbeit wurden verschiedene Plasmide zur Klonierung von DNA-Fragmenten

eingesetzt. Eine Ubersicht der verwendeten Plasmide befindet sich im Anhang dieser
Arbeit.

3.2.1.1. Kultivierung von E. coli Bakterien

Die in dieser Arbeit verwendeten kompetenten Escherichia coli Bakterien vom Stamm
XL1 Blue MRF wurden von der Firma Stratagene (Agilent Technologies, Waldbronn,
Deutschland) bezogen.

Kultiviert wurden die Bakterien bei 37 °C entweder in Suspensionskultur in autokla-
viertem Luria Bertani Medium mit Glucose (LB+ Medium) oder auf LB+ Agarplatten in
Gegenwart eines geeigneten Antibiotikums (Ampicillin 100 g g/ml).
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LB+ Medium LB+ Agar

Pepton 10g Pepton 15¢
Hefeextrakt 5¢g LB+ Medium ad 1000 ml
NaCl 5g

Glucose lg

H>O ad 1000 ml

pH Wert 7,2 bis 7,5

3.2.1.2. Transformation von E. coli Bakterien

Bei der Transformation handelt es sich um das Einbringen fremder Plasmid-DNA in
Bakterien. Dies erfolgte mittels Hitzeschock nach dem Protokoll von Sambrook und
Russel (Sambrook und Russell 2001). Zunichst wurde pro Transformationsansatz ein
100 ul Aliquot der kompetenten E. coli Bakterien in einem 1,5 ml Reaktionsgefd3 auf
Eis aufgetaut. Dann wurden 15 ul des Ligationsansatztes bzw. bei einer Retransformati-
on 10 ng Plasmid-DNA zu den Zellen pipettiert, vorsichtig gemischt und fiir 30 min auf
Eis inkubiert. Fiir den anschlieenden Hitzeschock wurde das 1,5 ml Reaktionsgefal fiir
genau 45 s einem Wasserbad bei 42 °C ausgesetzt und anschliefend fiir 2 min auf Eis
inkubiert. Darauthin erfolgte die Zugabe von 900 ul LB+ Medium, gefolgt von einer
einstiindigen Inkubation bei 37 °C im Schiittelinkubator bei 225 rpm. Nach der Inkuba-
tion wurden die Bakterien auf mit einem geeigneten Antibiotikum versehenen LB+
Agarplatten ausgestrichen (Ampicillin 100 pg/ml) und anschlieBend iiber Nacht bei
37 °C im Brutschrank inkubiert.

3.2.1.3. Plasmidprdparation (Miniprep)

Nach dem Ausstrich und der anschlieBenden Inkubation iiber Nacht wurden zur Analyse
der einzelnen gewachsenen Bakterienkolonien eine Plasmidpridparation im kleinen
MabBstab durchgefiihrt (Miniprep). Dazu wurden einzelne Bakterienkolonien in je 7 ml
LB+ Medium mit geeignetem Antibiotikum (Ampicillin 100 xg/ml) Schiittelinkubator
iiber Nacht inkubiert.

Am nichsten Morgen wurden die Bakterien bei 2000 x g fiir 10 min abzentrifugiert und
eine Plasmidpréparation mittels alkalischer Lyse nach Sambrook und Russell durchge-
fiithrt (Sambrook und Russell 2001). Um die Bakterienklone zu identifizieren, die das
korrekte Plasmid enthielten, wurde anschlieBend mit der isolierten Plasmid-DNA eine
Restriktionsanalyse durchgefiihrt.
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3.2.14. Plasmidprdparation (Midiprep)

Fiir einige Klonierungsschritte wurde Plasmid-DNA in groferer Menge und Reinheit
benotigt. Zu diesem Zweck wurde ein Bakterienklon in 200 ml LB+ Medium inklusive
geeignetem Antibiotikum (Ampicillin 100 g g/ml) tiber Nacht bei 37 °C und 225 rpm im
Schiittelinkubator inkubiert. Die Plasmidisolierung erfolgte mit dem PureYield™ Plas-
mid Miniprep System (Promega GmbH, Mannheim, Deutschland) nach den Hersteller-
vorschriften. Zur Uberpriifung der Identitit und Reinheit der erhaltenen Plasmid-DNA
wurde anschlieBend eine Restriktionsanalyse durchgefiihrt.

3.2.1.5. Plasmidprdparation des Targeting Vektors fiir die Elektroporation in embryona-
le Stammzellen

Da fiir die Durchfiihrung des Gentargetings DNA von sehr hoher Reinheit und in relativ
grofler Menge benétigt wurde, wurde der Targeting Vektor mittels des “Large Construct
Kit” (Quiagen GmbH, Hilden, Deutschland) aufgereinigt. Vorgegangen wurde nach den
Angaben des Herstellers.

Dazu wurden 500 ml LB Medium (ohne Glucose) mit dem entsprechenden Bakterien-
klon angeimpft, anschlieend iiber Nacht bei 37 °C und 225 rpm im Schiittelinkubator
inkubiert und am néchsten Morgen lysiert. Das Protokoll beruht auf einer klassischen
alkalischen Lyse, gefolgt von einer DNA-Prizipitation und Aufreinigung mittels Séu-
lenchromatographie. Zusitzlich wurden eventuell vorhandene Verunreinigungen mit
bakterieller genomischer DNA mittels einer ATP-abhéngigen Exonuklease verdaut. Das
am Ende erhaltene DNA Pellet wurde in 100 ul TE Puffer gelost und die Konzentration
photometrisch bestimmt.

TE Puffer

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

3.2.2. Auftrennung, Aufreinigung und Analyse von DNA

3.2.2.1. Agarose-Gelelektrophorese

Zur Auftrennung von DNA-Fragmenten, PCR-Produkten etc. wurden Agarose-Gele mit
einer Konzentration von 0,7 % (fiir Fragmente groB3er 800 bp) bis 2 % (fiir Fragmente
kleiner 800 bp) Agarose in TBE Puffer verwendet. Die Auftrennung erfolgte in TBE
Puffer in horizontalen Gelkammern bei 100 V bis 150 V. Vor dem Auftragen wurde dem
DNA-Gemisch der Ladepuffer zugegeben, der zur Visualisierung der Migration im Gel
die Farbstoffe Bromphenolblau und Xylenolcyanol enthilt. Die Visualisierung der DNA
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durch UV-Licht (GelDoc, Biorad, Miinchen, Deutschland) wurde durch dem Gel in ei-
ner Konzentration von 800 ng/ml zugefiigten Ethidiumbromid ermoglicht. Zum Gro-
Benvergleich der DNA-Fragmente wurde jeweils ein GroBenstandard (1 kb DNA Lad-
der, Agilent Technologies, Waldbronn, Deutschland; oder Gene Ruler™ 1 kb Plus DNA

Ladder, Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland) mit aufgetragen.

Gel-Ladepuffer (6x Dye) 10x TBE

10x TBE 60 % Tris 09 M
Ficoll Typ 400 18 % Borsdure 09 M
EDTA pH 8,0 0,12 mM EDTA pH 8,0 20 mM
Bromphenolblau 0,15 %

Xylenolcyanol FF 0,15 %

3.2.2.2. Isolierung von DNA aus Agarose-Gelen
Zur Isolierung von DNA Fragmenten aus Agarose-Gelen diente das QIAquick Gel Ext-

raction Kit der Firma Qiagen (Hilden, Deutschland). Es wurde nach dem Protokoll des
Herstellers vorgegangen.

3.2.2.3. Phenol-Chloroform-Extraktion

Zum Abtrennen von Salzen, Verunreinigungen, Enzymen etc. aus DNA- oder RNA-LG-
sungen wurde eine Phenol-Chloroform-Extraktion durchgefiihrt. Die jeweilige Losung
wurde ad 300 ul mit Wasser verdiinnt, anschlieBend 300 ul Roti-Phenol Losung (Carl
Roth, Karlsruhe, Deutschland) zugegeben, 10 s lang gut gemischt und anschlie3end fiir
1 min bei 13200 rpm abzentrifugiert. Die obere (wissrige) Phase wurde in ein frisches
Reaktionsgefd3 tiberfiihrt, anschlieBend 300 1 Chloroform hinzugegeben, wieder fiir
10 s gut gemischt und 1 min bei 13200 rpm abzentrifugiert. AnschlieBend wurde die
obere (wissrige Phase inkl. DNA bzw. RNA) in ein frisches Reaktionsgefil3 iiberfiihrt
und die DNA gefillt (s. nachfolgendes Kapitel).

3.2.24. Fillung von DNA

Zur Fiéllung von DNA wurde die jeweilige Losung mit dem 0,1-fachen Volumen 3 M
Natriumacetat (pH 5,2) und dem zweieinhalbfachen Volumen Ethanol (99% Vol/Vol)
versetzt und der Ansatz fiir 10 min bei -80 °C inkubiert. AnschlieBend wurde die gefill-
te DNA bei 13200 rpm bei 4 °C fiir 10 min abzentrifugiert, der Uberstand verworfen
und die DNA mit Ethanol (70% Vol/Vol) gewaschen. Anschliefend wurde erneut bei
13200 rpm zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das DNA Pellet anschlieBend in
einer Vakuumzentrifuge (SpeedVac, Heraeus, Hanau, Deutschland) getrocknet. Die ge-
trocknete DNA wurde anschlieend im gewiinschten Volumen Wasser gelost.
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3.2.3. Enzymatische Modifikation von DNA

Zur enzymatischen Modifikation von DNA wurden Enzyme der Firmen Roche, New
England Biolabs und Fermentas eingesetzt. Das Vorgehen richtete sich nach den Emp-
fehlungen des jeweiligen Herstellers.

3.2.3.1. Verdau mit Restriktionsenzymen
Die Reaktionsbedingungen richteten sich nach den Empfehlungen des jeweiligen Her-
stellers des Reaktionsenzyms.

3.2.3.2. Dephosphorylierung von DNA

Um zu verhindern, dass es bei der Ligation von DNA Fragmenten zur Re-Ligation des
Vektors kommt, wurden dessen 5’-DNA-Enden nach dem Restriktionsverdau dephos-
phoryliert. Die Ligase benétigt zum Verkniipfen der Enden der DNA die 5’-Phosphat-
gruppe der DNA. Fehlt diese, wird eine Ligation verhindert. Eingesetzt wurde die Calf
intestine phosphatase (New England Biolabs) oder das “Rapid DNA Dephos & Ligation
Kit” der Firma Roche. Vorgegangen wurde nach dem Protokoll des jeweiligen Herstel-
lers.

3.2.3.3. Ligation von DNA

Um DNA Fragmente (Inserts) in einen zuvor aufgeschnittenen und dephosphorylierten
Vektor einzubauen wurde entweder die T4 DNA-Ligase (New England Biolabs) oder
das “Rapid DNA Dephos & Ligation Kit” (Roche) verwendet.

3.2.3.4. Generierung von Hilfsvektoren mit mafigeschneiderter Polyklonierungsstelle

Fiir die Klonierung des Targeting Vektors wurden diverse Hilfsvektoren mit jeweils
malgeschneiderter Polyklonierungsstelle benotigt. Als Ausgangspunkt diente der Vektor
pBlueskript II SK (-) (Agilent Technologies, Waldbronn, Deutschland). Aus diesem
wurde mittels BssHII die komplette Polyklonierungsstelle herausgeschnitten und die
Enden des verbleibenden Vektors dephosphoryliert. Zur Generierung einer malige-
schneiderten Polyklonierungsstelle wurden die benotigten Restriktionsschnittstellen ge-
plant und zwei zueinander komplementére synthetische Oligonukleotide (CGHV Ifor
und CGHVrev) bestellt (Eurofins MWG Operon, Ebersberg, Deutschland). Damit die
synthetischen Oligonukleotide auch mit dem dephosphorylierten Vektor ligiert werden
konnten, wurden sie vom Hersteller zusitzlich jeweils am 5’ Ende mit einer Phosphat-
gruppe modifiziert. Bei der Planung wurde darauf geachtet, dass die nach der Zusam-
menlagerung der beiden zueinander komplementéiren Oligonukleotide entstehenden {i-
berhdngenden Enden jeweils die Sequenz der BssHII-Schnittstelle aufwiesen. Je 50 pl
der synthetischen Oligonukleotide (Konzentration je 1 pmol/ul ) wurden in einem
1,5 ml Reaktionsgefill gemischt, bei 75 °C denaturiert und anschlieBend in einem Be-
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cherglas, das Wasser der Temperatur 75 °C enthielt, langsam abgekiihlt. Dabei lagerten
sich die jeweils zueinander komplementédren Oligonukleotide zusammen. Anschlieend
wurden die zusammengelagerten Oligonukleotide mit dem zuvor mit BssHII geschnit-
tenen und dephosphorylierten Vektor ligiert.

3.24. Isolierung genomischer DNA aus Gewebe von Mdusen

Zur Isolierung genomischer DNA aus dem Gewebe von Méiusen wurde das jeweilige
Gewebe (meist ein ca. 1 mm bis 5 mm langes Stiick Schwanzspitze) mit dem Enzym
Proteinase K verdaut. Dazu wurde zum jeweiligen Gewebe je 100 ul Proteinase K Mix
(99 ul Proteinase K Puffer + 1 ul Proteinase K (20 mg/ml, Roche)) gegeben und der
Ansatz iiber Nacht bei 55 °C und 600 rpm im Thermomixer (Eppendorff, Hamburg,
Deutschland) inkubiert. AnschlieBend wurde die Proteinase K fiir 20 min bei 99 °C in-

aktiviert und die Ansitze bei 4 °C gelagert.

Proteinase K Puffer

Tris 100 mM
EDTA 5 mM
SDS 0,2

NaCl 200 mM

3.2.5. Polymerasekettenreaktion (PCR)

Zur Amplifikation von DNA-Fragmenten wurden diverse PCRs durchgefiihrt. Fiir die
Genotypisierung von Mausen wurde eine Taq-Polymerase verwendet. Fiir PCRs bei de-
nen eine Polymerase mit “Proofreading-Funktion” (Ausbesserung von Lesefehlern) be-
notigt wurde, kam das Enzym “Phusion DNA Polymerase” (Fisher Scientific GmbH,
Schwerte, Deutschland) zum Einsatz.

Zum Einfiigen der Punktmutationen in den Targeting Vektor diente das “QuikChange
Site-Directed Mutagenesis Kit” (Agilent Technologies, Waldbronn, Deutschland). Die
Reaktionsbedingungen richteten sich jeweils nach den Empfehlungen des Herstellers.
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Standard PCR Ansatz fiir Tag DNA Poly-

PCR-Programm zur Genotypisierung

merase der HCN4 Mauslinien
DNA x pul I[°cj tfsj

10x Taq Buffer 2,5 ul 95 300

Jorward Primer (10 pmol/ul) 1,25 ul 95 30 |

reverse Primer (10 pmol/ul) 1,25 ul 60 30 40 Zyklen
dNTPs (1,25 mM) 4 ul 72 30 |

Tag DNA Polymerase 0,25 ul 72 300

H>0 ad 25 ul 10 -

Standard PCR Ansatz fiir Phusion DNA

Polymerase

PCR-Programm fiir Phusion DNA

Polymerase

DNA x pul
5x Phusion HF Buffer 10 ul
forward Primer (10 pmol/ul) 2,5 ul
reverse Primer (10 pmol/ul) 2,5 ul

dNTPs (10 mM) 1,0 ul
Tag-Polymerase 0,5 ul
H>0 ad 50 ul

3.2.6. Quantifizierung von DNA

T[°C] t[s]

98 30

98 10 | 35 Zyklen

72 x| (x=30sprolkb)
72 420

10 --

Die Konzentration wissriger DNA-Proben wurde photometrisch bei einer Absorptions-

wellenldnge von 260 nm ermittelt (BioPhotometer, Eppendorf, Hamburg, Deutschland).
Eine optische Dichte (OD260) von 1 entspricht bei einer Schichtdicke von 1 cm einer

DNA-Menge von 50 pg/ul doppelstriangiger DNA.

3.2.7. Sequenzierung von DNA

Samtliche DNA-Sequenzierungen wurden von den Firmen Eurofins MWG Operon (E-
bersberg, Deutschland) und GATC Biotech AG (Konstanz, Deutschland) durchgefiihrt.
Die Probenvorbereitung erfolgte nach den Anforderungen der Firmen.
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3.3. Gentargeting

Samtliche Arbeiten der embryonalen Stammzellkultur wurden in den Labors von Prof.
Dr. Reinhard Fissler unter Leitung von Dr. Markus Moser am Max-Planck-Institut fiir
Biochemie (Martinsried) nach einem etablierten Protokoll durchgefiihrt (Talts, Brake-
busch et al. 1999). Die Zusammensetzung der verwendeten Reagenzien kann vorge-
nanntem Protokoll entnommen werden. Im folgenden werden die wichtigsten Schritte
kurz beschrieben.

3.3.1. Elektroporation
Nach der Linearisierung wurden ca. 60 ug des Targeting Vektors in 4 x 107 embryonale

Stammzellen vom Stamm 129/Sv elektroporiert und diese anschlieBend auf Feeder Zel-
len in Petri-Schalen in ES-Zell Medium ausgesiit.

3.3.2. Selektion der embryonalen Stammzellen mit G418

24 Stunden nach dem Aussden der embryonalen Stammzellen wurde mit der Selektion
begonnen. Dazu wurde das normale ES-Zell Medium durch ES-Zell Medium ausge-
tauscht, dem das Aminoglykosid Antibiotikum Geneticin (G418) zugesetzt wurde. Zel-
len, welche das Targeting-Konstrukt und somit die ACN Kassette in ihr Genom integ-
riert haben, sind resistent gegeniiber Geneticin, wihrend alle anderen Zellen abgetotet
werden. Bis die einzelnen Stammzellkolonien eine ausreichende Grofle erreicht hatten,
wurde das ES-Zell Medium (+G418) tdglich gewechselt. Nach ca. einer Woche konnte
mit dem Picken der einzelnen Klone begonnen werden.

3.3.3. Picken der embryonalen Stammzellen

Ca. eine Woche nach der Elektroporation wurden je durchgefiihrtem Gentargeting 360
Stammzellklone unter dem Stereomikroskop gepickt, trypsiniert und diese anschlieend
in 24-Well Platten in ES-Zell Medium (+G418) ausgesit. Bis zum Erreichen einer aus-
reichenden Zelldichte wurden die Stammzellen einige Tage kultiviert, bevor mit dem
Einfrieren begonnen werden konnte.

3.3 4. Einfrieren der Stammzellen

Ca. drei bis fiinf Tage nach der Isolation der Stammzellklone wurde ein Aliquot jedes
Klons fiir die spitere Blastozysten-Injektion weggefroren. Dazu wurden die Zellen in
den 24-Well Platten trypsiniert, das jeweilige Well mit 1 ml Einfrier-Medium aufgefiillt,
anschliefend 700 pl der Losung in Cryo-Rohrchen tiberfiihrt und bei -80 °C eingefro-
ren. Der im Well verbleibende Teil der Stammzellen wurde so lange in ES-Zell Medium
weiter kultiviert, bis die Nihrstoffe des Mediums aufgebraucht waren.
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3.3.5. Isolation genomischer DNA

Nachdem die Nihrstoffe des ES-Zell Mediums aufgebraucht waren, wurden die
Stammzellen in den 24-Well Platten mit Proteinase K lysiert und anschlieBend die ge-
nomische DNA mit Hilfe von Isopropanol gefillt. Die jeweils entstethende DNA Flocke
wurde in ein Reaktionsgefdfl mit 150 1 TE Puffer iiberfiihrt und die DNA anschlieBend
bei 55 °C iiber Nacht im Brutschrank gelost. Am nidchsten Morgen wurden die Reakti-
onsgefille zum vollstdndigen Losen der genomischen DNA iiber einen Reaktionsgefd$3-
stander “geratscht”. Die isolierte genomische DNA diente im Anschluss fiir die Sout-
hern Blot Analyse.

3.3.6. Southern Blot Analyse

Mittels Southern Blot Analyse (Southern 1975) lassen sich genau definierte DNA Frag-
mente in einem Gemisch verschiedener DNA-Fragmente nachweisen. Dazu wird zu-
nichst (genomische) DNA mit einem Restriktionsenzym verdaut und die entstehenden
DNA-Fragmente anschlieBend mittels klassischer Agarose-Gelelektrophorese aufge-
trennt. Die DNA-Fragmente werden vom Gel auf eine Membran iibertragen (Blot) und
diese anschlieBend mit einer, dem nachzuweisenden DNA-Fragment komplementéren
radioaktiv markierten DNA-Sonde hybridisiert. Die spezifische DNA-Sonde bindet da-
bei an ihr komplementires Stiick DNA welches sich anschliefend durch Autoradiogra-
phie nachweisen lésst.

Losungen fiir den Southern-Blot:

20x SSC Church Puffer
NaCl 350,6 g BSA 5S¢
NasCitrat-dihydrat 1764 g H>O 50 ml
H:O ad 2,0 1 1 M Na2HPO4 193,5 ml
1 M NaH2PO4 56,6 ml
ssDNA 10 mg/ml 20 % SDS 175 ml
Salmon Sperm DNA 500 mg 0,5 M EDTA pH 8 1 ml
H>O ad 50 ml ssDNA 5 ml
H>0O ad 500 ml

3.3.6.1. Restriktionsverdau
Je 10 pl bis 15 ul der genomischen DNA der ES-Zellen wurde mit dem jeweiligen Rest-
riktionsenzym in einem 50 u1 Ansatz {iber Nacht verdaut.
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3.3.6.2. Gelelektrophorese

Am nichsten Morgen wurden die Reaktionsansitze auf ein 0,6 % Agarosegel aufgetra-
gen und gelelektrophoretisch bei 100 V fiir 6 bis 9 Stunden (je nach Grofle der DNA-
Fragmente) aufgetrennt. Das Gel wurde unter UV-Licht zusammen mit einem Lineal
fotografiert, da der DNA Grofenstandard spiter nicht durch die radioaktiv markierte
DNA-Sonde visualisiert werden kann.

Anschlieend wurde das Gel fiir 10 min in 0,2 M HCI in einer Metallwanne ge-
schwenkt. Dies ist notwendig, um durch partielle Depurinierung Strangbriiche in der
DNA zu induzieren und dadurch den Transfer groBer DNA-Fragmente auf die Membran
zu erleichtern. Zur Denaturierung der DNA-Doppelstringe wurde das Gel 30 min in
0,5 M Natronlauge/1,5 M Natriumchlorid geschwenkt und anschlieBend fiir 30 min in
0,5 M Tris pH 8/3 M NaCl neutralisiert.

3.3.6.3. Blotting

Im Anschluss an die Depurinierung, das Denaturieren und die Neutralisation des Gels
wurde die DNA mittels Southern Blot auf eine Nylonmembran (Genescreen Plus, Per-
kin Elmer, Rodgau, Deutschland) transferiert. Dazu wurde das Gel auf einen mit
10x SSC getriankten Schwamm, der mit einem Filterpapier bedeckt war, gelegt. Der
Schwamm befand sich in einer mit 10x SSC gefiillten Wanne. Die Membran wurde auf
das Gel gelegt, auf die Membran ein weiteres Filterpapier gelegt und auf den gesamten
Aufbau ein Stapel Saugpapier gelegt. Dieser wurde mit einem Gewicht beschwert. Die
entstehenden Kapillarkrifte bewirken einen vertikalen Fliissigkeitsstrom, der die DNA
nach oben auf die Membran transportiert. Der gesamte Blotting-Prozess dauert 12 bis
18 Stunden.

AnschlieBend wurde die DNA durch zweiminiitige Bestrahlung mit UV-Licht (C1-1000
Ultraviolet Crosslinker, UVP, Upland, CA, USA; Strahlungsenergie 120 mJ/cm?) kova-
lent auf der Membran gebunden und die Membran anschliefend bei Raumtemperatur
auf einem Filterpapier getrocknet.

3.3.6 4. Generierung radioaktiv markierter DNA-Sonden
Samtliche radioaktive Arbeiten wurden in einem fiir das Isotop a-32P zugelassenen Iso-
topenlabor hinter Plexiglas-Schutzscheiben durchgefiihrt. Dies ist als SchutzmaBnahme

ausreichend, da die emittierte P-Strahlung durch wenige Zentimeter Plexiglas effektiv
abgeschirmt wird.

Als Ausgangsprodukt fiir die Generierung der radioaktiv markierten DNA-Sonden dien-
ten jeweils dem nachzuweisenden DNA-Fragment homologe PCR-Produkte von 600 bp
bis 800 bp GrofBle. Diese wurden durch PCR mit genspezifischen Primern (siehe An-
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hang) generiert und iiber Agarose-Gelelektrophorese mit anschlieender Isolierung aus
dem Gel aufgereinigt.

Je 200 ng DNA pro Sonde wurde mit dem “Random Primed DNA Labeling Kit” der
Firma Roche Diagnostics Deutschland GmbH (Mannheim, Deutschland) radioaktiv
markiert. Das Herstellerprotokoll wurde etwas modifiziert. Die radioaktiv zu markie-
rende DNA wurde ad 14,0 u1 mit Wasser verdiinnt und anschlieBend bei 99 °C denatu-
riert. Anschlieend wurde der Reaktionsansatz wie folgt zusammenpipettiert. Das radio-
aktiv markierte [0.-32P]dCTP wurde von Perkin Elmer (Rodgau, Deutschland) bezogen.

Anschlieend wurde der Reaktionsansatz iiber eine Sephadex Siule (Nick Column, GE
Healthcare, Miinchen, Deutschland) aufgereinigt. Das Prinzip beruht auf der GroBen-
ausschlusschromatographie, wonach die ungebundenen Nukleotide von der markierten
Sonde aufgrund des Grofenunterschieds getrennt werden konnen. Der Reaktionsansatz
wurde auf eine zuvor mit TE Puffer dquilibrierte Siule pipettiert und sofort 360 ul TE
Puffer auf die Sédule gegeben. Das Eluat wurde in einem 1,5 ml Reaktionsgefdll aufge-
fangen (Fraktion 1). AnschlieBend wurde fiir die weiteren Fraktionen einmal 400 ul
(Fraktion 2; diese Fraktion enthélt die radioaktiv markierte Sonde) und anschlieBend
viermal je 250 ul (Fraktionen 3 bis 6) TE Puffer auf die Sdule pipettiert und das Eluat
jeweils in einem 1,5 ml Reaktionsgefil3 aufgefangen. Von allen Fraktionen wurde je ein
2 ul Aliquot in einem Szintillationszédhler (LS 6500, Beckman, Krefeld, Deutschland)
vermessen. Die Aktivitit der markierten Sonden lag hierbei meist zwischen
150000 cpm/u1 und 400000 cpm/ul.

Reaktionsansatz

DNA (ca. 100 ng) 14 ul
dNTP Mixture (dATP, dGTP, dTTP; je 0,5 mM) 6 ul
Reaction Mix 4 ul
[a-32P]dCTP (800 Ci/mmol; 10 mCi/ml) 14 ul
Klenow Enzyme 2 ul

Inkubation fiir 60 min bei 37 °C im Heizblock

3.3.6.5. Hybridisierung

Bevor mit der Hybridisierung begonnen werden konnte, wurde die Membran in eine
hitzebestindige, verschlieBbare Hybridisierungsrolle gegeben und fiir drei Stunden mit
Church Puffer bei 60 °C bei eingeschaltetem Rotor in einem Hybridisierungsofen
(Compact Line OV4, Biometra, Goéttingen, Deutschland) prahybridisiert, um unspezifi-
sche Bindungsstellen auf der Membran zu blockieren. Dies ist notwendig, um das Sig-
nal-Rausch-Verhiltnis zu verbessern, da sonst die DNA-Sonde auch unspezifisch an die
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Membran binden wiirde. Die einzusetzende Menge der zuvor radioaktiv markierte DNA
Sonde wurde berechnet. Je nach Membran-Gro3e wurde eine Gesamt-Aktivitdt pro
Membran zwischen 1,0 x 107 und 1,25 x 107 cpm eingesetzt. Die entsprechende Menge
Sonde wurde ad 200 g1 mit TE Puffer verdiinnt und in einem 1,5 ml Reaktionsgefd3 mit
Schraubdeckel im Wasserbad bei 100 °C fiir 10 min denaturiert. Die denaturierte Sonde
wurde anschlieBend in die Hybridisierungsrolle mit der prahybridisierten Membran ge-
geben. Die Hybridisierung erfolgte in 15 ml Church Puffer bei 60 °C und eingeschalte-
tem Rotor tiber Nacht im Hybridisierungsofen.

Am nichsten Tag wurde unspezifisch gebundene und tiberschiissige Sonde durch meh-
rere Waschschritte (je 30 min; je einmal in 2x SSC/0,1 % SDS bei 62 °C, in 0,4x SSC/
0,1 % SDS bei 68° C und in 0,4x SSC/0,1 % SDS bei 70 °C) entfernt. Anschlieend
wurde die Membran in Frischhaltefolie eingepackt und eine Phosphor-Imaging-Platte
(BAS-MP 20408, Fujifilm) fiir 4 bis 16 Stunden aufgelegt. Die Phosphor-Imaging-Plat-
te wurde anschliefend in einem speziellen Lesegerit (BAS Reader 1500, Fujifilm) aus-
gelesen und mit geeigneter Software (BAS Reader, Fujifilm; TINA, Raytest) ausgewer-
tet.

3.4. Arbeiten mit RNA

Bei Arbeiten mit RNA muss stets darauf geachtet werden, dass die Proben nicht mit
RNAsen (RNA abbauende Enzyme) in Kontakt kommen. Da diese z.B. auf menschli-
cher Haut vorkommen, wurden die Arbeitsflichen, Geridte sowie insbesondere die
Handschuhe vor dem Arbeiten mit RNAse Away (M&P Molecular Bio Products) be-
handelt. Da RNAsen auch durch Autoklavieren bei 121 °C nicht zerstort werden kon-
nen, wurden Glaswaren fiir 2 h bei 200 °C gebacken. Wasser wurde durch die Zugabe
von 0,01 % DEPC (Diethylpyrocarbonat) und Inkubation fiir 16 Stunden von RNAsen
befreit. Durch anschlieBendes zweimaliges Autoklavieren wurde das DEPC zersetzt.

3.4.1. Isolierung von RNA aus Gewebe

Zum Gewebe (1/2 Gehirn einer Maus) wurde je 100 mg Gewebe 1 ml Trizol Losung
(PeqGold Trifast, Peglab, Erlangen, Deutschland) gegeben. Es wurde nach dem Proto-
koll des Herstellers verfahren. Abweichend davon wurde das Gewebe wurde durch
mehrmaliges Aufziehen in einer Spritze und jeweils anschlieBende Passage durch eine
Kaniile homogenisiert. Die isolierte RNA wurde in DEPC Wasser geldst und die Kon-
zentration photometrisch (BioPhotometer, Eppendorf, Hamburg, Deutschland) be-
stimmt.
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34.2. cDNA Synthese aus mRNA
Die cDNA Synthese erfolgte mit dem ThermoScript RT-PCR System (Agilent Techno-
logies, Waldbronn, Deutschland) nach dem Protokoll des Herstellers.

3.4.3. PCR von cDNA

Zur Untersuchung der mRNA Expression von HCN4 in den verschiedenen Mauslinien
wurde von der generierten cDNA eine PCR mit spezifischen Primern (s. Anhang)
durchgefiihrt. Zur Kontrolle der eingesetzten cDNA Menge wurde ebenfalls eine PCR
mit GAPDH (Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase; wichtiges Enzym der Gly-
kolyse) spezifischen Primern (s. Anhang) durchgefiihrt. Die Durchfiihrung erfolgte nach
folgendem Protokoll. AnschlieBend wurde zur Uberpriifung der Identitiit und Reinheit je
1,0 1 pro PCR Ansatz auf ein 1 % Agarose Gel aufgetragen.

Fiir die anschlieBende Sequenzierung wurden die PCR-Produkte mit dem “QIAquick
Gel Extraction Kit” aufgereinigt. Die Probenvorbereitung erfolgte nach den Vorgaben
der Firma Eurofins MWG Operon.

Standard PCR Ansatz fiir Phusion DNA PCR-Programm fiir Phusion DNA
Polymerase zur cDNA Amplifikation Polymerase

cDNA Template 1 pul T[°C] t[s]

5x Phusion HF Buffer 10 ul 98 30

forward Primer (10 pmol/ul) 2,5 ul 98 10 | 35 Zyklen(HCN4) bzw.
reverse Primer (10 pmol/ul) 2,5 ul 72 40 |20 Zyklen(GAPDH)
dNTPs (10 mM) 1,0 ul 72 420

Tag-Polymerase 0,5 ul 10  --

H>20 ad 50 ul
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4. Ergebnisse

4.1. Ausarbeitung einer Gentargeting Strategie zur Mutation des HCN4
Gens

Zum gezielten Einfiigen der geplanten Mutationen in das murine HCN4 Gen wurde eine
Gentargeting Strategie ausgearbeitet. Der erste Schritt bei der Generierung von knock-in
Mausen ist dabei die Konstruktion eines Targeting Vektors. Ein klassischer Targeting
Vektor enthilt ein Resistenzgen fiir ein bestimmtes Antibiotikum, welches als positiver
Selektionsmarker dient. Flankiert wird die Resistenzkassette von homologen Bereichen
des Gens, das veridndert werden soll. Diese homologen Bereiche des Targeting Vektors
werden fiir die homologe Rekombination, bei der die endogene DNA durch das Targe-
ting Konstrukt ersetzt wird, benotigt. Martin Evans, Oliver Smithies und Mario Capec-
chi, die 2007 mit dem Nobelpreis fiir Physiologie oder Medizin ausgezeichnet wurden,
sind die Wegbereiter dieser Technik. Evans etablierte die embryonale Stammzellkultur
(Evans und Kaufman 1981), Smithies zeigte, dass es moglich ist, Plasmid DNA in das
chromosomale Genom einer menschlichen Zelle einzufiigen (Smithies, Gregg et al.
1985), wihrend Capecchi das Gentargeting mittels homologer Rekombination in Siu-
gerzellen etablierte (Thomas, Folger et al. 1986). Begiinstigt wird die homologe Re-
kombination mit zunehmender Linge der flankierenden Sequenzen (Deng und Capecchi
1992). Embryonale Stammzellen, bei denen das Targeting Konstrukt integriert wurde,
tragen die Resistenz gegeniiber dem Antibiotikum und kénnen so einfach selektioniert
werden (Talts, Brakebusch et al. 1999). Die homologe Rekombination in Sdugetierzel-
len ist jedoch ein sehr seltenes Ereignis. In den meisten Féllen finden die Rekombinati-
onsereignisse heterolog statt, d.h. die embryonalen Stammzellen integrieren das Targe-
ting Konstrukt an zufilliger Stelle in ihr Genom (Bollag, Waldman et al. 1989).

In der vorliegenden Arbeit wurde ein Targeting Vektor entworfen, der den Bereich der
Exons 4 bis 7 des murinen HCN4 Gens umfasste. Zusitzlich sollte der Targeting Vektor
am 5’- und 3’-Ende homologe Sequenzbereiche enthalten, die fiir die homologe Re-
kombination notig sind. Dariiber hinaus sollte eine Resistenz-Kassette (ACN Kassette)
in das Intron 4 eingefiigt werden, um die Selektion derjenigen murinen embryonalen
Stammzellen zu ermdglichen, bei denen das Targeting Konstrukt mittels homologer Re-
kombination in das Genom integriert wurde. In das Exon 4 sollte eine Punktmutation
eingefiigt werden, die dafiir sorgt, dass die spannungsabhédngige Aktivierungskurve des
Kanals zu positiveren Potentialen verschoben wird. Die Punktmutationen im Exon 7
fiihren zur Insensitivitidt des Kanals gegeniiber der Modulation durch die zyklischen
Nukleotide cAMP und cGMP.
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4.1.1. ACN Kassette

Als Antibiotikums-Resistenzkassette zur Selektion der verdnderten embryonalen
Stammzellen wurde in dieser Arbeit die sogenannte ACN Kassette eingesetzt. Die von
Michaeline Bunting (Bunting, Bernstein et al. 1999) entworfene ACN Kassette
(Abb. 4.1) ermdglicht sowohl die Selektion der veridnderten embryonalen Stammzellen,
als auch die selbstindige Exzision der Kassette aus dem Genom der Spermien der
minnlichen chiméiren Miuse.

Die Sequenz der Kassette enthilt die Geninformation der Cre Rekombinase, welche un-
ter der Kontrolle des Testis-spezifischen Angiotensin-converting Enzyme (ACE) steht.
Dieser Promotor ist nur in Spermien aktiv, wodurch die Deletion der Kassette in der
minnlichen Keimbahn, nicht jedoch in den embryonalen Stammzellen von Méusen er-
folgen kann. Um die Transkription und anschlieBende selbst-Exzision der Kassette in
Bakterien zu verhindern, enthilt das Cre Gen ein Intron des SV-40 t-Antigens. Die Kas-
sette enthélt auBerdem die Geninformation fiir die Neomycin Phosphotransferase, um
die Selektion der verdnderten embryonalen Stammzellen mit dem Aminoglykosid-Anti-
biotikum Geneticin (G418) zu ermdoglichen. Die Expression der Neomycin-Resistenz
(Neor) steht unter der Kontrolle des RNA Polymerase II Promotors. Die Sequenz der
Kassette ist am 5’ und am 3’ Ende von loxP Seiten flankiert. Wahrend der Spermatoge-
nese induziert der tACE-Promotor die Expression der Cre Rekombinase, welche die
loxP Seiten erkennt und die ACN Kassette aus dem Genom der Spermien herausschnei-
det (Orban, Chui et al. 1992; Gu, Marth et al. 1994). Nach der Cre-vermittelten Exzision
verbleibt eine einzelne loxP Seite im Genom (Bunting, Bernstein et al. 1999).

T el IWEEY  neo M

Abb. 4.1 Schematische Darstellung der ACN Kassette mit loxP Seiten (griine
Dreiecke), tACE Promotor (tACE), Cre Rekombinase (Cre), RNA Polymera-
se Il Promotor (Pol II) und Neomycin Phosphotransferase (Neo). (modifi-
ziert nach (Bunting, Bernstein et al. 1999))

Da die Moglichkeit besteht, dass es bei der Transkription des HCN4 Gens in den emb-
ryonalen Stammzellen zu einem “readthrough” und somit zur Transkription der Cre
kommt, wurde die ACN Kassette in der vorliegenden Arbeit in inverser transkriptionel-
ler Orientierung in den HCN4 Genlokus integriert. Dadurch kann verhindert werden,
dass die ACN Kassette bereits in den embryonalen Stammzellen aus dem Genom dele-
tiert wird. Das in dieser Arbeit verwendete Plasmid pACN wurde freundlicherweise von
Prof. Dr. Mario Capecchi von der University of Utah zur Verfiigung gestellt.
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4.1.2. Ausarbeitung einer Southern Blot Strategie zum Nachweis der homologen
Rekombination

Der Nachweis sowohl homologer, wie auch heterologer Rekombination des Targeting
Konstrukts in das Genom der murinen ES Zellen erfolgte mittels Southern Blot Analy-
se. Dabei wird genomische DNA der ES Zellen mit spezifischen Restriktionsenzymen
geschnitten, die entstehenden DNA-Fragmente mittels Gelelektrophorese getrennt und
anschlieBend auf eine Nylon-Membran iibertragen. Die Detektion der Fragmente erfolgt
mittels einer radioaktiv markierten DNA Sonde. Zum eindeutigen Nachweis der homo-
logen Rekombination muss die Sonde in einem Bereich binden, der entweder 5’ strang-
aufwirts oder 3’ strangabwirts der Grenzen des Targeting Bereiches liegt. Da bei erfolg-
reicher Integration des Konstruktes zusitzliche Sequenzen in das Genom integriert wer-
den und auch zusitzlich kiinstliche Restriktionsschnittstellen eingefiigt werden, entste-
hen beim Restriktionsverdau von wildtyp und knock-in Allel Fragmente unterschiedli-
cher GroBe, welche beide von derselben Sonde detektiert werden. Abbildung 4.2 zeigt
die Details der Southern Strategie.

Abb. 4.2 Southern Strategie (s. néichste Seite). Die Targeting Region umfasst
die Exons 3 bis 8 (blaue Boxen) und wird von den Restriktionsschnittstellen
der Enzyme EcoRI und Nsil begrenzt. Der Targeting Vektor enthdlt im Intron
4 zusdtzlich die von zwei loxP Seiten (griine Dreiecke) flankierte ACN Kas-
sette (rote Box) sowie 5’ vor der ersten loxP Seite und 3’ nach der zweiten
loxP Seite zusdtzliche Restriktionsschnittstellen fiir die Enzyme Sspl und
BamHI. Diese werden fiir die Southern Blot Analyse bendtigt. Die Exons 4
und 7 (gelbe Boxen) enthalten die Punktmutationen Y527F, R669E und
T670A. Das rekombinierte Allel entspricht dem Genom der embryonalen
Stammzellen nach erfolgreicher homologer Rekombination. Chimdre Mduse
besitzen sowohl Zellen mit wildtyp Allel als auch mit dem rekombinierten
Allel inklusive der ACN Kassette. Nach Verpaarung der chimdiren mdnnli-
chen Mduse mit weiblichen wildtyp Mdusen verbleibt in der F1 Generation
nur noch eine loxP Seite sowie die zusdtzlich eingefiigten Restriktions-
schnittstellen im Genom der Nachfahren. Die ACN Kassette ist nicht mehr
im Genom der F1 Generation vorhanden. Die beim Restriktionsverdau der
genomischen DNA entstehenden Fragmente sind als gestrichelte Linien
dargestellt. Die Regionen in denen die 5°, 3’ und Neo Sonden binden sind
Jeweils eingezeichnet.
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Abb. 4.2 Abbildungslegende siehe vorherige Seite.

4.1.3. Verifizierung der Southern Strategie mit genomischer DNA einer wildtyp
Maus

Die verschiedenen Restriktionsenzyme, sowie DNA Sonden fiir die Southern Strategie

wurden vor der endgiiltigen Festlegung des Designs des Targeting Vektors an genomi-

scher DNA von wildtyp ES Zellen getestet (Abb. 4.3).
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5’ Sonde 3’ Sonde

28,18 kb

14,34 kb

Sspl  BamHI Sspl Nhel BamHI

Abb. 4.3 Verifizierung der Southern Strategie mit der 5’ Sonde (links) und
der 3’ Sonde (rechts). Neben den spditer fiir die Southern Blot Analyse ver-
wendeten Restriktionsenzymen Sspl und BamHI wurde hier auch noch das
Enzym Nhel getestet.

4.2. Klonierung des Targeting Vektors

Nachdem die Southern Blot Strategie verifiziert wurde, konnte mit der Ausarbeitung der
Klonierungsstrategie fiir den Targeting Vektor begonnen werden. Im folgenden werden
die einzelnen Klonierungsschritte beschrieben.

4.2.1. Herstellung von Hilfsvektoren

Da fiir einige Schritte der Klonierung des Targeting Vektors kein kommerziell erhiltli-
cher Klonierungs-Vektor geeignet war, mussten zunichst zwei Hilfsvektoren mit den fiir
die Klonierung benétigten Restriktionsschnittstellen hergestellt werden.

Der erste Hilfsvektor HVCG1 diente zur Aufnahme des murinen HCN4 Gens und somit
als Riickgrat des fertigen Targeting Vektors. Als Ausgangspunkt diente der Vektor
pBlueskript II SK (-) (Agilent Technologies, Waldbronn, Deutschland). Aus diesem
wurde mittels BssHII die komplette Polyklonierungsstelle herausgeschnitten und die
Enden des verbleibenden Vektors dephosphoryliert. Zur Generierung einer malige-
schneiderten Polyklonierungsstelle wurden die bendtigten Restriktionsschnittstellen ge-
plant und zwei zueinander komplementédre synthetische Oligonukleotide (CGHV Ifor
und CGHVrev) bestellt (Eurofins MWG Operon, Ebersberg, Deutschland). Damit die
synthetischen Oligonukleotide auch mit dem dephosphorylierten Vektor ligiert werden
konnten, wurden sie vom Hersteller zusitzlich jeweils am 5° Ende mit einer Phosphat-
gruppe modifiziert.

Die synthetischen Oligonukleotide wurden zusammengelagert und anschliefend mit
dem zuvor vorbereiteten Vektor ligiert (Abb. 4.4). Der Vektor HVCGI1 enthilt bereits
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die Ascl Restriktionsschnittstelle, welche spiter fiir die Linearisierung des Targeting
Vektors verwendet wird. Die Erkennungssequenz von Ascl ist mit acht Basenpaaren
Linge im Genom deutlich seltener vorhanden als kiirzere Erkennungssequenzen anderer

Restriktionsenzyme. Ascl ist deshalb sehr gut fiir die Linearisierung von Targeting Vek-
toren geeignet.

Notl
Aflll
Nsil

Notl
Aflll
Nsil
Ascl

Ascl

L J >
BssHII
pBS 11 SK (-)

Abb. 44 Generierung des Hilfsvektors HVCGI. Die urspriingliche Polyklo-
nierungsstelle des Vektors pBlueskript Il SK (-) wurde mit dem Enzym
BssHII entfernt und der Vektor dephosphoryliert. Anschlief3end wurden die
zusammengelagerten Oligonukleotide mit dem aufgeschnittenen Vektor li-
giert. Der Vektor HVCGI enthdilt bereits die Ascl Restriktionsschnittstelle,
welche spditer fiir die Linearisierung des Targeting Vektors verwendet wird.

Zur Generierung des zweiten Hilfsvektors HVACN?2 fiir die ACN Kassette wurden e-
benfalls zwei synthetische Oligonukleotide bestellt. Diese enthielten die fiir die Subklo-
nierung, sowie die Southern Blot Analyse notwendigen Restriktionsschnittstellen. Als
Ausgangsvektor diente auch hier der Vektor pBlueskript II SK (-) (Abb. 4.5).

EnEsEsE
o ° Q p— —_
m%m_gm.ccn — I I _
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| NDpHTC TN
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BssHII

Abb. 4.5 Herstellung des Hilfsvektors HVACN2. Wie beim Hilfsvektor
HVCGI wurde auch hier die Polyklonierungsstelle des pBlueskript Il SK (-)

Vektors mit BssHII entfernt, der Vektor dephosphoryliert und anschlief3end
mit den zusammengelagerten Oligonukleotiden ligiert.

4.2.2. Klonierung des Targeting Vektors

Ausgangspunkt fiir die Klonierung des Targeting Vektors war ein bereits bestehendes
Plasmid, das den Bereich um die Exons 5 bis 8 des murinen HCN4 Gens im Vektor
pGEMO enthielt. Dariiber hinaus enthielt das Plasmid bereits die geplanten Mutationen
(R669E und T670A) im Exon 7. Die Exons 3 und 4 inklusive der Introns 3 und 4 sollten
zusitzlich in das bestehende Konstrukt integriert werden. Auerdem sollte in Exon 4 die
Punktmutation Y527F eingebaut werden. Im letzten Schritt sollte schlieBlich die ACN
Kassette zusammen mit den fiir die Southern Blot Analyse bendtigten Restriktions-
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schnittstellen in den Targeting Vektor integriert werden. Im folgenden wird die Klonie-
rungsstrategie im Detail erldutert.

Der zu Beginn dieser Arbeit vorliegende Targeting Vektor umfasste die Exons 5 bis 8
und enthielt neben den gezielt eingefiigten Mutationen im Exon 7 (R669E, T670A)
noch die zu entfernende NeoTK Resistenzkassette (Abb. 4.5).

r— EcoRl
I— Spel
— Aflll
= EcoRl
Aflll
Nsil
Ascl

5 6 7 8
HCN4 in pGEM9

Abb. 4.5 HCN4 im Vektor pGEM9. Dieser Vektor diente als Ausgangspunkt
fiir die Klonierung des neuen Targeting Vektors. Enthalten ist der genomi-
sche Bereich von EcoRI bis Nsil, der die Exons 5 bis 8 (blaue Boxen) um-
fasst. Exon 7 (gelbe Box) trigt die Punktmutationen (R669E und E670A).
Zusdtzlich enthdlt dieser Vektor eine Neomycin Resistenz sowie Thymidinki-
nase Kassette (NeoTK).

Zunichst wurde aus diesem Plasmid ein Fragment, welches unter anderem die Exons 5
und 6 umfasste, mit den Restriktionsenzymen EcoRI und AflIl ausgeschnitten und mit
dem ebenfalls mit EcoRI und AflIl geschnittenen und dephosphorylierten Vektor pIND
ligiert (Abb. 4.6). Da die Schnittstellen EcoRI und AfllI in diesem Vektor in umgekehr-
ter Reihenfolge enthalten sind, wurde das Fragment mit den Exons 5 und 6 in umge-
kehrter Orientierung in dieses Plasmid eingebaut.

Fiir die Konstruktion des Targeting Vektors wurde zusétzlich die genomische Sequenz
jenseits von Exon 3 und 4 bendtigt. Exon 4 war essentiell, da dort eine Punktmutation
(Y527F) eingefiigt werde sollte. Der Bereich um Exon 3 wurde als homologer Arm fiir
die homologe Rekombination bendtigt.

Zur Amplifikation des genomischen Bereiches von Exon 3 bis 4 wurden Polymeraseket-
tenreaktionen mit genomischer DNA einer wildtyp Maus durchgefiihrt. Als erstes wurde
das von den Restriktionsschnittstellen von EcoRI und Nhel flankierte Exon 3 amplifi-
ziert. Im zweiten Schritt dann das von Nhel flankierte Exon 4. Fiir Exon 3 wurden die
Primer HCN_sub f NEU und HCN4 sub CG2r, fir Exon 4 die Primer
HCN _sub_CG1f und HCN4_sub_CG3r verwendet. AnschlieBend wurden beide PCR
Produkte jeweils einzeln in den Vektor pIND integriert (Abb. 4.7).
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Abb. 4.6 Klonierung von Exon 5 und 6 in den Vektor pIND. Die verwendeten
Restriktionsenzyme sind farblich (blau) hervorgehoben. Im Vektor pIND

sind die Exons aufgrund der Anordnung der Restriktionsschnittstellen Aflll
und EcoRI in umgekehrter Orientierung integriert.

— EcoRl

EcoRlI und Nhel

3 > I
3
pIND
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Abb. 4.7 Amplifikation der genomischen Abschnitte um Exon 3 (oben; blaue
Box) und Exon 4 (unten; blaue Box) mittels PCR, sowie Subklonierung in

den Vektor pIND. Nach der Amplifikation wurde das jeweilige PCR-Produkt
mit den blau hervorgehobenen Restriktionsenzymen (EcoRI und Nhel bei

Exon 3; Nhel bei Exon 4) geschnitten und mit dem ebenfalls geschnittenen
sowie dephosphorylierten Vektor pIND ligiert. Wie in Abb. 4.6 werden auch
hier die Exons aufgrund der Anordnung der Restriktionsschnittstellen in
umgekehrter Orientierung im Vektor pIND integriert.
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Mit dem Vektor pIND inklusive Exon 4 aus Abb. 4.7 wurde anschlielend eine Polyme-
rasekettenreaktion unter Zuhilfenahme des “QuikChange Site-Directed Mutagenesis
Kit” (Agilent Technologies, Waldbronn, Deutschland) durchgefiihrt. Dabei wurde die

Y527F Mutation in das Exon 4 eingefiigt (Abb. 4.8). Die dabei verwendeten Primer wa-
ren HCN4_Y527F_f und HCN4_Y527F _r.

Nhel
EcoRl
Nhel
Notl
Nhel
EcoRlI
Nhel
Notl

QuikChange PCR
:

Abb. 4.8 QuikChange PCR mit wildtyp Exon 4 (blaue Box) im Vektor pIND.
Das nach der PCR mutierte Exon 4 ist als gelbe Box dargestellt.

Das von EcoRI und Nhel flankierte Exon 3 im Vektor pIND aus Abb. 4.7 (oben) wurde
mit dem Restriktionsenzym Nhel aufgeschnitten, die Enden des Vektors dephosphory-

liert und anschlieBend das von Nhel flankierte Exon 4 inklusive der Punktmutation (aus
Abb. 4.8) eingefiigt.

EcoRlI
Notl

| > | ]
3 Nhel
pIND

Abb. 4.9 Einfiigen des mutierten Exons 4 in den Vektor Exon3 pIND (aus
Abb. 4.7 oben). pIND inklusive Exon 3 (blaue Box) wurde mit Nhel lineari-
siert und das von Nhel flankierte, mutierte Exon 4 (gelbe Box) eingefiigt.

I— EcoRlI

— Notl
EcoRlI
EcoRl
Notl

AnschlieBend wurde die komplette von EcoRI flankierte Sequenz der Exons 3 bis 4 aus
dem Vektor pIND (aus Abb. 4.9 rechts) herausgeschnitten und mit dem Vektor pIND der

bereits die Exons 5 und 6 (flankiert von AflII und EcoRI) (aus Abb. 4.6) enthielt, ligiert
(Abb. 4.10).
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Abb. 4.10 Einfiigen der von EcoRI flankierten Exons 3 und 4 in den Vektor
PIND aus Abb.4.6.

Zur Klonierung des letztendlichen Targeting Vektors wurde der Hilfsvektor HVCG1 mit
den Restriktionsenzymen AflII und Nsil aufgeschnitten, dephosphoryliert und mit dem
von AflIl und Nsil flankierten Fragment, das die Exons 7 und 8 umfasste, ligiert

(Abb. 4.11). Der entstehende Targeting Vektor dient im Folgenden zur Aufnahme der
weiteren zuvor zusammengesetzten Genabschnitte.
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Abb. 4.11 Umklonierung der von Aflll und Nsil begrenzten Genregion um
die Exons 7 und 8 aus dem Vektor pGEM9Y in den Hilfsvektor HVCGI .

AnschlieBend wurde der erhaltene Vektor aus Abb. 4.11 mit den Restriktionsenzymen
Notl und AflII aufgeschnitten, dephosphoryliert und mit dem von Notl und AflII flan-
kierten Fragment, welches die Exons 3 bis 6 umfasste, ligiert (Abb. 4.12).
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Abb. 4.12 Klonierungsschema zum Einfiigen der Exons 3 bis 6 in den Tar-
geting Vektor aus Abb. 4.11. Das die Exons 3 bis 6 umfassende Fragment

wurde iiber die Restriktionsschnittstellen Notl und Aflll aus dem Vektor
PIND in den Targeting Vektor umkloniert.

Im Intron 4 des murinen HCN4 Gens wurde eine artifizielle Bsml Restriktionsschnitts-
telle an der Position der natiirlichen Spel Schnittstelle benétigt, um dort spiter die ACN
Kassette einfiigen zu konnen. Das direkte Einfiigen der ACN Kassette iiber Spel war
nicht moglich, da in der Sequenz der ACN Kassette ebenfalls eine Spel Schnittstelle
vorkommt. Um dieses Problem zu umgehen, wurde ein Adapter in den Targeting Vektor
eingebaut. Dazu wurde ein kleines synthetisches Oligonukleotid (Eurofins MWG O-
peron, Ebersberg, Deutschland) geordert, das die Erkennungssequenz fiir das Enzym
Bsml, flankiert von je einer Spel Schnittstelle, enthielt. Der Targeting Vektor wurde mit

dem Restriktionsenzym Spel linearisiert, dephosphoryliert und anschlieBend mit dem
doppelstriangigen Oligonukleotid ligiert (Abb. 4.13).
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Abb. 4.13 Einfiigen des Bsml Adapters in den Targeting Vektor. Der Vektor
wurde mit dem Restriktionsenzym Spel (blau hervorgehoben) geschnitten
und anschlief3end mit dem doppelstrdngigen Oligonukleotid ligiert.

Fiir die Subklonierung der ACN Kassette in den Hilfsvektor HVACN2 wurde das Plas-
mid pACN sowie der Hilfsvektor HVACN2 mit Xhol geschnitten und die von Xhol
flankierte ACN Kassette mit dem dephosphorylierten Hilfsvektor ligiert (Abb. 4.14).
Die Subklonierung war deshalb notwendig, da die fiir die Southern Blot Analyse, sowie

den Einbau in den Targeting Vektor notwendigen Restriktionsschnittstellen im urspriing-
lichen Vektor pACN nicht vorhanden waren.

Xhol
Xhol

Bsml
BssHII
>
0
a 2
BssHII
Bsml

Sspl
BamHI
Xhol
Xhol
BamHI
Nhel
Bsml
BssHII

> (' ACN

Abb. 4.14 Subklonierung der ACN Kassette aus dem Vektor pACN in den
Hilfsvektor HVACN?2. Der Hilfsvektor HVACN2 wurde mit dem Restrikti-

onsenzym Xhol aufgeschnitten, die Enden dephosphoryliert und anschlie-
Jend mit der von Xhol flankierten ACN Kassette ligiert.

Im letzten Schritt wurde sowohl der Targeting Vektor als auch die ACN Kassette im
Hilfsvektor HVACN2 mit dem Enzym Bsml geschnitten und anschliefend die von
Bsml Restriktionsschnittstellen flankierte ACN Kassette mit dem geoffneten Targeting
Vektor ligiert (Abb. 4.15). Nach Transformation in kompetente E. coli und Identifizie-
rung eines richtigen Klons wurde eine Plasmidpriparation (Midiprep) durchgefiihrt.
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Abb. 4.15 Fertigstellung des Targeting Vektors. Der Targeting Vektor wurde
mit dem Restriktionsenzym Bsml (blau hervorgehoben) linearisiert, die En-
den dephosphoryliert und anschliefyend mit der von Bsml flankierten ACN
Kassette ligiert. Die Ascl Schnittstelle am 3’ Ende dient spdter zur Lineari-
sierung des Targeting Vektors.

4.2.3. Uberpriifung des fertigen Targeting Vektors mittels Restriktionsverdau
Im Anschluss an die Plasmidaufreinigung wurde zur Uberpriifung der Identitit und

Reinheit der DNA ein Restriktionsverdau mit den Enzymen EcoRV und Scal durchge-

fiihrt und die entstehenden Fragmente mittels

Gelelektrophorese aufgetrennt
(Abb. 4.16).

((
(l

(11 R
(

L

-
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Abb. 4.16 Restriktionsanalyse des fertig gestellten Targeting Vektors. Ent-
stehende Fragmente (Grofle der DNA-Fragmente in [bp]): EcoRV (2409,
4451, 5318, 5334), Scal (1292, 1767, 3021, 5054, 6378)
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4.24. Sequenzierung des fertigen Targeting Vektors

Nach der Fertigstellung des Targeting Vektors wurde der komplette Abschnitt des Targe-
ting Bereichs zwischen den Restriktionsschnittstellen fiir EcoRI und Nsil sequenziert.
Die Sequenzierung bestitigte, dass sowohl die Resistenzkassette inklusive der loxP Sei-
ten, als auch die eingefiigten Mutationen korrekt vorhanden waren. Die vollstindige Se-

quenz des Targeting Vektors, sowie die verwendeten Primer befinden sich im Anhang
dieser Arbeit.

4.2.5. Aufreinigung des Targeting Vektors

Da fiir die Durchfiihrung des Targetings DNA von sehr hoher Reinheit und in relativ
groBer Menge benotigt wurde, wurde der Targeting Vektor mittels des “Large Construct
Kit” (Quiagen GmbH, Hilden, Deutschland) aufgereinigt. Dabei wurde ein 500 ml An-
satz Bakterien lysiert und anschliefend das gewiinschte Plasmid isoliert. Zusétzlich
wurden eventuell vorhandene Verunreinigungen mit bakterieller genomischer DNA mit-
tels einer ATP-abhingigen Exonuklease verdaut. Das am Ende der Aufreinigung erhal-

tene DNA Pellet wurde in 100 p1 TE Puffer gelost und die Konzentration photometrisch
bestimmt (c = 6,9 pug/ul).

Um die Identitit und Reinheit des aufgereinigten Plasmids zu iiberpriifen, wurde ein
Restriktionsverdau durchgefiihrt und die entstehenden Fragmente mittels Gelelektro-
phorese aufgetrennt (Abb. 4.17).

[—

-

— st
— —
— ‘_‘-"
—

-— -
—

C— o

kb Ascl EcoRV Scal

Abb. 4.17 Restriktionsanalyse des aufgereinigten Targeting Vektors. Entste-
hende Fragmente (Grofie der DNA-Fragmente in [bp]): Ascl (17489, linea-

risierter Targeting Vektor), EcoRV (2409, 4451, 5318, 5334), Scal (1292,
1767, 3021, 5054, 6378)
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4.2.6. Linearisierung und Fdllung des Targeting Vektors fiir die Elektroporation
in embryonale Stammzellen

Fiir die Elektroporation wurden 100 ug des Targeting Vektors mit dem Enzym Ascl fiir

vier Stunden bei 37 °C linearisiert. AnschlieBend wurde eine Phenol Chloroform Ex-

traktion durchgefiihrt. Um sicherzustellen, dass die DNA komplett linearisiert vorlag,

wurde mit je einem Mikroliter des linearisierten und unlinearisierten Targeting Vektors

eine Gelelektrophorese durchgefiihrt (Abb. 4.18).

Die linearisierte DNA des Targeting Vektors wurde durch Zugabe von Natriumacetat
und absolutem Ethanol gefillt und die DNA Flocke mit einer sterilen Pipettenspitze in
70 % (Vol/Vol) Ethanol iiberfiihrt und bei -20 °C gelagert.

S
12 kb - ‘ -
=
-
| --—
-
-

kb lin. unlin.
TV

Abb. 4.18 Gelelektrophorese des Targetingvektors nach Linearisierung mit
dem Restriktionsenzym Asc I (TV, lin.) und unlinearisiert (TV, unlin.).

4.3. Gentargeting

Samtliche Arbeiten der embryonalen Stammzellkultur wurden in den Labors von Prof.
Dr. Reinhard Fissler unter Leitung von Dr. Markus Moser am Max-Planck-Institut fiir
Biochemie (Martinsried) nach einem etablierten Protokoll durchgefiihrt (Talts, Brake-
busch et al. 1999).

4.3.1. Elektroporation

Nach der Linearisierung wurden ca. 60 ug des Targeting Vektors in 4 x 107 embryonale
Stammzellen vom Stamm 129/Sv elektroporiert und diese anschlieBend auf Feeder Zel-
len in Petri-Schalen in ES-Zell Medium ausgesiit.

4.3.2. Selektion der embryonalen Stammzellen mit G418

Nach 24 Stunden wurde mit der positiv-Selektion der embryonalen Stammzellen be-
gonnen. Dazu wurde das normale ES-Zell Medium durch ES-Zell Medium dem das
Aminoglykosid Antibiotikum Geneticin (G418) zugesetzt wurde, ausgetauscht. Zellen,
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die das Targeting Konstrukt in ihr Genom integriert haben, sind resistent gegeniiber
Geneticin, wihrend alle anderen Zellen abgetotet werden. Bis die einzelnen Stammzell-
Kolonien eine ausreichende Grof3e erreicht hatten, wurde das ES-Zell Medium (+G418)
taglich gewechselt. Nach ca. einer Woche konnte mit dem Picken der einzelnen Klone
begonnen werden.

4.3.3. Picken der embryonalen Stammzellen

Es wurden in beiden durchgefiihrten Targetings jeweils 360 Stammzellklone unter dem
Stereomikroskop gepickt und diese anschlieBend in 24-Well Platten ausgesit. Bis zum
Erreichen einer ausreichenden Zelldichte wurden die Stammzellen einige Tage kulti-
viert, bevor mit dem Einfrieren begonnen werden konnte.

4.3 4. Einfrieren der Stammzellen

Drei bis fiinf Tage nach der Isolation der Stammzellklone wurde ein Aliquot jedes Klons
fiir die spitere Blastozysten-Injektion weggefroren. Der verbleibende Teil der Stamm-
zellen wurde so lange weiter kultiviert, bis die Nahrstoffe des Mediums aufgebraucht
waren.

4.3.5. Isolation genomischer DNA

Die Stammzellen wurden in den 24-Well Platten mit Proteinase K lysiert und anschlie-
Bend die genomische DNA mit Hilfe von Isopropanol gefillt. Die jeweils entstehende
DNA Flocke wurde in TE Puffer iiberfiihrt und die DNA anschlieBend gelost. Die iso-
lierte genomische DNA diente im Anschluss fiir die Southern Blot Analyse.

4 4. Analyse der verdnderten embryonalen Stammzellen

Zur Identifizierung derjenigen Stammzellklone, bei denen das Targeting Konstrukt
vollstidndig und durch homologe Rekombination in das Genom integriert wurde, wurde
eine Southern Blot Analyse, gefolgt von einer DNA-Sequenzierung kritischer Bereiche
durchgefiihrt.

44.1. Southern Blot Analyse

Zunichst wurde je ein Teil der genomischen DNA der 360 ES Zell-Klone mit dem Re-
striktionsenzym Sspl geschnitten und die entstehenden Fragmente mit der 5’ Sonde hy-
bridisiert. Die GroB3e der detektierten Fragmente ist Tabelle 4.1 zu entnehmen. Bei die-
sem ersten Schritt wurden 19 Klone mit korrekter 5° Integration identifiziert. Der Rest
der Klone zeigte nur die wildtyp-Bande und konnte so fiir die weitere Analyse ausge-
schlossen werden.
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Die als richtig identifizierten Klone wurden anschlieBend genauer untersucht. Dazu
wurde die genomische DNA mit weiteren Restriktionsenzymen (Tabelle 4.1) geschnit-
ten und mit der jeweiligen Sonde hybridisiert.

Tabelle 4.1 Ubersicht der fiir die Southern Blot Analyse verwendeten Rest-
riktionsenzyme mit Angabe der Grofie der von der jeweiligen Sonde detek-
tierten Fragmente (Grofie der Fragmente in [kb], WT = wildtyp, KI =

knock-in).
5’ Sonde 3’ Sonde
Restriktionsenzym wT KI wT K1
Sspl 14,34 7,15 14,34 8,97
BamHI 28,18 11,43 28,18 16,75

Nach der Hybridisierung der Sspl- und BamHI- Fragmente mit der 5’ Sonde, sowie der
3> Sonde wurden 16 der zuvor 19 Stammzellklone identifiziert, bei denen jeweils die
wildtyp- und die knock-in Bande vorhanden war.

5’ Sonde
Sspl BamHI
14,34 kb —
1434k — 28,18 kb
7,15 kb = — 11,43 kb
— 7,15kb
93 174 93 174

Abb. 4.19 Ergebnis der Southern Blots nach Hybridisierung mit der 5’ Son-
de. Die Klone #93 und #174 befanden sich beim Sspl Blot auf unterschiedli-
chen Membranen, wodurch der Unterschied der Wanderungsweite der de-
tektierten Banden resultiert. Dargestellt sind nur die beiden Klone, die spd-

ter fiir die Injektion in die Blastozysten verwendet wurden.
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3’ Sonde

Sspl BamHI

. [— 28,18 kb
— 16,75 kb

14,34 kb — |

8,97 kb — |

93 174 93 174

Abb. 4.20 Ergebnis der Southern Blots nach Hybridisierung mit der 3’ Son-
de. Dargestellt sind nur Klon #93 und #174.

ACN Neo Sonde

Dra |

| || — 16,50 kb

93 174

Abb.4.21 Ergebnis der Southern Blots der Klone #93 und #174 nach Hybri-
disierung mit der ACN Neo Sonde.

Um auszuschlieBen, dass die ACN Kassette mehrfach bzw. heterolog an anderer Stelle
in das Genom integriert hatte, wurde die genomische DNA der verbleibenden 19
Stammzellklone mit dem Enzym Dral geschnitten und mit einer dem Bereich der Neo-
mycin Phosphotransferase komplementéiren Sonde (ACN Neo Sonde) hybridisiert. Bei
homologer Rekombination wird dabei eine Bande der GroBe 16,50 kb detektiert (Abb.
4.21). Zusitzliche Banden anderer Grofle im Southern Blot wiirden auf eine mehrfach-
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Integration schlieBen lassen. Dies war bei drei Klonen der Fall. Mittels Southern Blot
Analyse wurden somit insgesamt 16 der 360 Stammzellklone identifiziert, bei denen das
Targeting Konstrukt homolog in das Genom rekombinierte. Im Folgenden wurden diese
16 Klone genauer untersucht.

4.4.2. Sequenzierung der genomischen DNA der embryonalen Stammzellen
Mittels Southern Blot lédsst sich nur die Integration und somit die homologe Rekombina-
tion der artifiziellen Schnittstellen nachweisen, nicht aber, ob auch das komplette Targe-
ting Konstrukt inklusive der Mutationen in das Genom integriert wurde. Fiir diesen
Nachweis wurden Teile von Exon 4 und Exon 7 mittels PCR amplifiziert und die
entstandenen PCR Produkte aufgereinigt und sequenziert. Tabelle 4.2 zeigt die Primer-
Kombinationen, die fiir die Amplifikation, sowie fiir die anschlieBende Sequenzierung
verwendet wurden.

Tabelle 4.2 Fiir die Sequenzierung der embryonale Stammzellen verwendete
Primer-Kombinationen.

Exon 4 Exon7
forward Primer: ES_cell_Ex4_fn HCN4_Ex7*8_2f
reverse Primer: ES_cell_Ex4_fr ES cell Ex7 _mut_rev

Die Sequenzierungen ergaben, dass nur bei einem kleinen Teil der Stammzellklone so-
wohl die Mutation im Exon 4 als auch die Mutationen im Exon 7 vorhanden waren. Es
wurden nur 2 Klone identifiziert, die das komplette Targeting-Konstrukt inklusive aller
Mutationen integriert hatten. Bei jeweils 3 Stammzell-Klonen waren entweder nur die
Mutation im Exon 4 oder die Mutationen im Exon 7 vorhanden, wihrend bei den restli-
chen acht der 16 Stammzellklone gar keine der Mutationen in das Genom integriert
wurden. Dies zeigt, dass beim Austausch der Geninformation mittels homologer Re-
kombination nicht immer das komplette Targeting Konstrukt, sondern in den meisten
Fillen nur die Resistenzkassette mit einem Teil der homologen Bereiche des Targeting

Vektors integriert wurde.

57



R669E / T670A

WT:|C G C
K: | G G

c
c
i
Y527F
|
|

G

WT| G T

v

Abb. 4.22 Sequenzierung des ES Zell Klons #93. Das PCR Produkt von E-
xon 4 (Y527F Mutation) wurde bei diesem Klon mit dem reverse Primer se-
quenziert, deshalb entsprechen die hier abgebildeten Basen der revers kom-
plementdren Sequenz. Das PCR Produkt von Exon 7 (R669E/T670A Mutati-
onen) wurde mit dem forward Primer sequenziert. Es ist sowohl im Exon 4
als auch im Exon 7 das wildtyp (WT) und das knock-in (KI) Signal zu sehen.

R669 / T670
WT:lC G C C

Y527F I
WT[ T c AN “
Ki| T T cC L]

A BIRIA

A HIRIR

‘\ \‘ 'v‘ ‘ | L

\‘ ', f | [ | [

YAy -

Abb. 4.23 Sequenzierung des ES Zell Klons #174. Dieser ES Zell Klon trdgt
nur die Mutation im Exon 4 (Y527F), nicht aber die Mutationen im Exon 7.

Uber die Sequenzierung der mutierten Bereiche in Exon 4 und 7 hinaus wurde der 5’
und 3’ Homologiebereich an den Grenzen des Targeting Bereichs mittels PCR amplifi-
ziert und die entstandenen PCR Produkte sequenziert, um auszuschlieBen, dass zusitz-
lich zum Targeting Konstrukt auch noch Abschnitte des pBlueskript II SK (-) Vektors in
das Genom integriert wurden. Die Sequenzanalyse bestitigte, dass keine zusitzlichen
unerwiinschten Sequenzen in das Genom aufgenommen wurden. Tabelle 4.3 stellt die
Ergebnisse der Sequenzierungen der Stammzellen mit mindestens einer Mutation dar.
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Tabelle 4.3 Ergebnisse der Sequenzanalyse der embryonalen Stammzellen

(“Y ”= Mutation vorhanden bzw. Bereich korrekt; “-” = Mutation nicht
vorhaden; “n.ii.” = nicht iiberpriift).
Stamm- Y527F RO669E, 5’ Homolo- 3’ Homolo-
zellklon T670A gie-Bereich gie-Bereich
93 v v v v
167 - v n.ii. n.i.
169 - v n.i. n.ii.
174 v - v v
191 v - v v
270 v v v v
310 v - v v
351 - v n.. n..

Fiir die Injektion und Generierung der chimédren Méduse wurde je ein Klon der Linie
HCN4Y527F (Klon #174) und der Linie HCN4FEA (Klon #93) ausgewdhlt. Klone, die nur
die Mutationen im Exon 7 aufwiesen wurden nicht injiziert, da bereits bekannt ist, dass
eine alleinige Mutation der CNBD bereits wihrend der Embryonalentwicklung letal ist
(Harzheim, Pfeiffer et al. 2008).

4.5. Injektion der embryonalen Stammzellen

Nach der Identifizierung der fiir die Generierung der chimédren Miause zu verwendenden
Stammzellklone #93 und #174 wurden diese aufgetaut und erneut in Kultur genommen.
Sowohl die Injektion der embryonalen Stammzellen, als auch die Generierung der chi-
miren Méuse erfolgte in der “Transgenic Core Facility” des Max-Planck-Instituts fiir
Biochemie (Martinsried) unter der Leitung von Dr. Michael Bosl. Dort wurden die ver-
dnderten embryonalen Stammzellen, die vom Stamm 129/Sv stammten in Embryonen
vom Stamm C57BL/6N im acht-Zellen Stadium injiziert. Die Embryonen wurden an-
schlieBend in den Uterus scheinschwangerer Miuse implantiert, welche die chimiren
Mause zur Welt brachten.
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4.6. Verpaarung der Chimdren

Die vom Max-Planck-Institut fiir Biochemie erhaltenen Chiméren wurden im ersten
Schritt mit wildtyp Miusen des Stammes C57BL/6N verpaart. Dabei kann schon an-
hand der Fellfarbe der F1 Generation eine Aussage iliber die Keimbahngéngigkeit der
Mutationen erfolgen. Die braune (agouti) Fellfarbe des 129/Sv Stammes wird dominant
gegeniiber der schwarzen Fellfarbe des C57BL/6N Stammes vererbt. Tragen also die
Nachfahren der Chimédren Miuse braunes Fell, so tragen sie mit 50 % Wahrscheinlich-
keit auch die eingefiigten Mutationen im Genom (Talts, Brakebusch et al. 1999).

Der Anteil an somatischen Zellen in den erwachsenen Chiméiren, die aus veridnderten
embryonalen Stammzellen hervorgegangen sind, ldsst sich am Anteil der braunen Fell-
farbe abschitzen. Die Chiméren von Klon #174 hatten einen braunen Fellanteil von ca.
60 % - 95 %, die zwei Chimédren von Klon #93 jeweils nur von ca. 40 %.

Die Zuchten der Linie HCN4Y527F (Klon #174) brachten Nachfahren mit brauner Fell-
farbe zur Welt, wodurch die Keimbahngingigkeit der veridnderten embryonalen Stamm-
zellen nachgewiesen war. Die genaue Analyse der Mauslinie wird im Kapitel 4.9 be-
schrieben.

Samtliche Zuchten der Linie HCN4FEA (Klon #93) produzierten nur Nachfahren mit
schwarzer Fellfarbe, was bedeutet, dass die eingefiigten Mutationen nicht keimbahn-
gingig waren. Auch die erneute Generierung von chimédren Miusen aus embryonalen
Stammzellen von Klon #270, der ebenfalls alle drei Mutationen integriert hatte, brachte
keinen Erfolg. Deshalb war es notwendig das gesamte Gentargeting zu wiederholen.
Dies wird im folgenden Kapitel beschrieben.

4.7. Erneutes Gentargeting zur Generierung der HCN4FEA Mauslinie

Es wurden wiederum 360 Stammzellklone gepickt. Nach der Isolierung der genomi-
schen DNA aus den verdnderten embryonalen Stammzellen wurde eine Southern Blot
Analyse durchgefiihrt (Abb. 4.24, Abb. 4.25 und Abb. 4.26). Dabei wurden insgesamt
24 Klone mit korrekter 5’ Integration identifiziert, die darauthin mit den weiteren Rest-
riktionsenzymen und Sonden analysiert wurden. Abgebildet sind jeweils nur die Blots
der Klone, die spiter fiir die Blastozysten-Injektion verwendet wurden.
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5’ Sonde

Sspl BamHI

— 28,18 kb

ol

715 kb — |=7.15kb = 11,43 kb

24 106 24 106

Abb. 4.24 Southern Blot der Klone #24 und #106, hybridisiert mit der
5’ Sonde.

3’ Sonde
Sspl BamHI
| —128,18kb
= 1675 kb
14,34 kb —
8,97 kb —
24 106 24 106

Abb. 4.25 Southern Blot der Klone #24 und #106, hybridisiert mit der
3’ Sonde.



ACN Neo Sonde

Dra |

24 106

Abb. 4.26 Southern Blot der Klone #24 und #106, hybridisiert mit der ACN
Neo Sonde.

Zur Uberpriifung der 24 ES Zell Klone auf die Mutationen wurden wiederum die ent-
sprechenden genomischen Abschnitte mittels PCR amplifiziert und sequenziert. Dariiber
hinaus wurde auch hier von den beiden richtigen Stammzellklonen die 5” und 3’ Gren-
zen der Targeting Region sequenziert, um auszuschlieBen, dass zusitzliche Sequenzen

integriert wurden. Tabelle 4.4 stellt die Ergebnisse der Sequenzierungen der Stammzel-
len mit mindestens einer Mutation dar.

R669E / T670A
WT:|C G C C
KI: | G G C G
‘(‘y
Y527F (
WT:| T C [ “
Ki| T T C [
[
. [ ]
[\ N \
|| [
[ |
[ A \ |
‘\ \ O\ |
‘v' ‘\‘ ‘\“ “\ '\
| VN y

Abb.4.27 Ergebnis der Sequenzierung von ES Zell Klon #106.
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Tabelle 44 Ergebnisse der Sequenzanalyse der embryonalen Stammzellen

(“Y ”= Mutation vorhanden bzw. Bereich korrekt; “-” = Mutation nicht
vorhanden; “n.ii.” = nicht iiberpriift).
Stamm- Y527F R669E, 5’ Homolo- 3’ Homolo-
zellklon T670A gie-Bereich gie-Bereich
24 v v v v
54 v - n.. n..
86 v - n.i. n..
106 v v v v
120 v - n.. n..
134 v - n.. n.i.
150 v - n.i. n.i.
168 v - n.ii. n.i.
179 v - n.i. n..
209 v - n.ii. n.i.
311 v - n.. n..
333 v - n.i. n..
334 - v n.i n.i.
354 v - n.. n..

Wie im ersten Gentargeting wurden auch hier zwei Klone (#24 und #106) identifiziert,
die das komplette Targeting Konstrukt integriert hatten. Beide embryonalen Stammzel-
klone wurden wiederum in Kultur genommen, injiziert und die chimédren Miuse in der
“Transgenic Core Facility” des Max-Planck-Instituts fiir Biochemie (Martinsried) gene-

riert.

Von Klon #24 wurden nur zwei Chiméren mit je ca. 50 % braunem Fellanteil erhalten (1
Weibchen und 1 Minnchen), die miteinander verpaart wurden. Sie brachten aber bis
zum Druck dieser Arbeit nur Nachkommen mit schwarzer Fellfarbe zur Welt. Die ver-
dnderten Stammzellen waren also nicht keimbahngingig.

Der braune Fellanteil der Chiméren von Klon #106 (9 Minnchen und 8 Weibchen) lag
zwischen 70 % und 100 %. Zwei der angesetzten Zuchten produzierten Nachfahren mit
brauner Fellfarbe, wodurch dieses mal die Keimbahngéngigkeit der verdnderten embry-
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onalen Stammzellen bestétigt werden konnte. Die genaue Analyse der Mauslinie wird in
Kapitel 4.9 beschrieben.

4.8. Effizienz des Gentargetings

In beiden durchgefiihrten Gentargetings wurden jeweils zwei aus 360 Stammzellklonen
identifiziert, bei denen das Targeting Konstrukt inklusive aller Mutationen erfolgreich
durch homologe Rekombination in das Genom integriert wurde. Die Wahrscheinlichkeit
fiir dieses Targeting Konstrukt, komplett in das Genom integriert zu werden lag in bei-
den durchgefiihrten Gentargetings bei 0,56 %.

4.9. Analyse der generierten Mauslinien

4.9.1. Genotypisierungsstrategie

Zur Genotypisierung der beiden Mauslinien wurde eine PCR Strategie entwickelt. Die
Genotypisierungs-Primer binden 5’ bzw. 3’ der nach der Exzision der ACN Kassette im
Genom verbleibenden loxP Seite, wodurch vom wildtyp und knock-in Allel unterschied-
lich groBe PCR Produkte (wildtyp 345 bp; knock-in 471 bp) entstehen. Diese kdnnen
anschliefend mittels klassischer Gelelektrophorese identifiziert werden (Abb. 4.28). Da
sich die beiden Mauslinien nur in den Punktmutationen unterscheiden, kann fiir beide
dieselbe Genotypisierungsstrategie verwendet werden. Die Sequenzen der verwendeten
Genotypisierungsprimer HCN4_FEA_f und HCN4_FEA_r befinden sich im Anhang
dieser Arbeit.

e e (471 bp

- S| 345 bp

+/+ KIKI KI/+

Abb. 4.28 Agarose-Gelelektrophorese einer Genotypisierungs-PCR der
HCN4Y527F Mauslinie. Vom wildtyp Allel entsteht ein PCR-Produkt von
345 bp Grofle, von den knock-in Allelen Y527F oder FEA ein PCR-Produkt
von 471 bp Grofle. Die Genotypisierungs-PCR von heterozygoten Mdusen
ergibt sowohl die wildtyp als auch die knock-in Bande.

4.9.2. Sequenzierung genomischer DNA der beiden generierten Mauslinien

Zum Nachweis der Mutationen im Genom der Nachfahren der chimédren Méuse wurden
die entsprechenden Abschnitte des Exons 4 und Exons 7 von Méusen der F1 Generation
amplifiziert, die PCR Produkte aufgereinigt und sequenziert. Die verwendeten Primer
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entsprachen denen, die auch fiir die Sequenzierung der Stammzell-DNA verwendet
wurden. Die Sequenzierungen bestitigten bei beiden generierten Mauslinien das Vor-
handensein der Mutationen (Abb. 4.29).

A B R669E / T670A
WL C G C C
Y527F Y527F KI: | G G C G
WT:| T C WT:| T C
K:| T T C K:| T T C

Abb. 4.29 Sequenzierung genomischer DNA heterozygoter Nachfahren der
beiden generierten Mauslinien zum Nachweis der Mutationen. A, Sequenz-
analyse der Linie HCN4Y527F | B, Sequenzanalyse der Linie HCN4FEA,

4.9.3. Southern Blot der HCN4Y327F Mauslinie
Die korrekte homologe Rekombination des Targetingkonstrukts in den nativen HCN4
Genlokus wurde durch Southern Blot Analyse genomischer DNA (isoliert aus einer

kleinen Gewebeprobe aus dem Schwanz der Maus) von homozygoten Miusen bestitigt
(Abb. 4.30)

5’ Sonde 3’ Sonde

TR

14,34 kb — — 14,34 kb

i | — 7,26 kb
7,15 kb —

++ KI/KI +/+  KI/KI

Abb. 4.30 Southern Blot der Mauslinie Y527F. Genomische DNA homo-
zygoter knock-in (KI/KI) und wildtyp (+/+) Mduse wurde mit dem Restrikti-

onsenzym Sspl verdaut. Nach Hybridisierung mit der 5’ bzw. 3’ Sonde wur-
den die richtigen Banden detektiert.
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Die Southern Blots von homozygoten Miusen der Y527F Mauslinie bestétigen die be-
reits in den ES Zellen gezeigte korrekte homologe Rekombination des Targeting Kon-
strukts.

4.94. Southern Blot der FEA Mauslinie

Zur Verifizierung der korrekten Integration des Targeting Konstruktes wurde von der
FEA Mauslinie ebenfalls ein Southern Blot durchgefiihrt. Da zum Zeitpunkt des Expe-
rimentes noch keine homozygoten Nachfahren zur Verfiigung standen, wurde der Sout-
hern Blot mit genomischer DNA der chimiren Méuse durchgefiihrt (Abb. 4.31)

5’ Sonde 3’ Sonde

— 14,34 kb

Kl/+ ‘ KI+

(Chimare) (Chimare)
Abb. 4.31 Southern Blot der FEA Mauslinie. Genomische DNA wurde mit
dem Restriktionsenzym Sspl verdaut. Nach Detektion mit der 5’ und 3’ Son-

de wurden die richtigen Banden detektiert. Die knock-in Bande der chimd-
ren Maus hat eine Grofie von 8,97 kb, da in ihr die ACN Kassette noch nicht
deletiert ist.

Der Southern Blot bestitigte auch in der chimdren Maus, wie bereits zuvor in den ES
Zellen gezeigt, die korrekte homologe Rekombination des Targeting Konstrukts.

4.9.5. Southern Blot der beiden Mauslinien mit der ACN Neo Sonde

Zum Nachweis des Fehlens der ACN Kassette in den beiden generierten Mauslinien
wurde wiederum ein Southern-blot mit der ACN Neo Sonde durchgefiihrt. Fiir diesen
Blot wurde das Enzym Bcll verwendet, da das Dral Enzym die aus den Méusen isolierte
genomische DNA nicht geschnitten hatte. Bei Verdau mit Bcll wird mit der ACN Neo
Sonde eine Bande der GroBe 18,0 kb detektiert. Als Positivkontrolle wurde genomische
DNA je einer embryonalen Stammzelle der HCN2 Mauslinie (Verdau mit Aflll: 10,2 kb
Fragment) und HCN4 Mauslinie verwendet. Der Southern Blot bestétigte das Fehlen
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der ACN Kassette und somit die erfolgreiche Deletion dieser aus dem Genom der bei-
den Mauslinien (Abb. 4.32).

HCN2 ES Zell DNA
HCN4 ES Zell DNA
HON4FEA:
HCN4Y527F/Y527F
HCN4++
HCN4Y527F/+

18,0 kb —

10,2 kb =

Abb 4.32 Southern Blot mit der ACN Neo Sonde. Verdau genomischer DNA
der beiden Mauslinien und einer wildtyp Maus als Negativkontrolle mit dem
Enzym Bcll. Als Positivkontrolle diente genomische DNA aus HCN2 (ver-
daut mit Aflll; Fragmentgrofle: 10,2 kb) bzw. HCN4 ES Zellen (verdaut mit
Bcll; Fragmentgrofie: 18,0 kb).

Zur Bestitigung der Ergebnisse des Southern Blots wurden zusitzlich PCR Analysen
aus genomischer DNA der beiden Mauslinien durchgefiihrt. Dabei wurden spezifische
Primer fiir die Cre-Rekombinase (Crefor und Crerev; GroBe des PCR-Produktes:
400 bp) sowie fiir die ACN Neo Kassette (ACN_Neo_for und ACN_Neo_rev; Grofle
des PCR-Produktes: 784 bp) verwendet. Auch die PCR Analysen bestiétigten die Deleti-
on der ACN Kassette aus dem Genom der beiden Mauslinien (Abb. 4.33).
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Abb. 4.33 PCR Analyse auf das Vorhandensein der Cre-Rekombinase (links)
bzw. des Neomycin-Resistenzgens (rechts) im Genom der Mauslinien. Als
Negativkontrolle diente ein PCR-Ansatz mit der Losung des Proteinase K
Verdaus ohne Gewebezugabe. Als Positivkontrolle wurde jeweils genomi-
sche DNA von Mdusen verwendet, die das Cre-Gen bzw. das Neomycin-Gen
im Genom integriert hatten. In beiden generierten Mauslinien ist die ACN
Kassette deletiert, da weder das Cre- noch das Neomycin-Gen nachgewie-

sen werden konnte.

4.9.6. Nachweis des korrekten Spleifiens und des Vorhandenseins der Mutationen
auf mRNA Ebene durch RT-PCR

Zum Nachweis der korrekten Prozessierung der mRNA sowie des Vorhandenseins der

Mutationen in der mRNA wurde zunédchst RNA aus Gehirnen von Miusen der Y527F

sowie FEA Linie isoliert. Als Kontrolle diente RNA aus dem Gehirn einer wildtyp

Maus.

Anschlieend wurde die Konzentration der RNA bestimmt und eine RT-PCR durchge-
fiihrt um die RNA in cDNA umzuschreiben. Von der generierten cDNA wurde im An-
schluss eine PCR mit folgenden HCN4 spezifischen Primern durchgefiihrt:
HCN4_mRNA_Ex2_f und HCN4_mRNA_Ex8_r. Die Primer binden jeweils auf der
Exon-Exon Grenze zwischen Exon 2 und 3 bzw. Exon 7 und 8, um eine Amplifikation
eventuell vorhandener genomischer DNA zu vermeiden. Das entstehende PCR Produkt
hat eine GroBe von 899 bp. Zur Kontrolle wurde zusétzlich eine PCR mit GAPDH spe-
zifischen Primern durchgefiihrt (Primer siehe Anhang; GroBe des PCR-Produktes:
601 bp). Zur Analyse der Identitit und Reinheit der PCR Produkte wurde eine Agarose-
Gelelektrophorese durchgefiihrt (Abb. 4.34). Als Negativkontrolle diente ein PCR An-
satz, der mit Wasser durchgefiihrt wurde, das parallel zur RNA Isolation aus Gewebe
und zur cDNA Synthese jeweils mit denselben Losungen behandelt wurde. Es zeigte
sich, dass in allen getesteten Mauslinien (WT, HCN4Y>27F und HCN4FEA) auf mRNA
Ebene die HCN4 Expression vergleichbar ist. Zusitzlich wurde durch die RT-PCR
nachgewiesen, dass die Punktmutationen keinen Einfluss auf das Spleien der mRNA

haben, da jeweils das komplette mRNA Transkript von Exon 2 bis 8 nachgewiesen wer-
den konnte.
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HCN4++
HCN4Y527F/Y527F
HCN4FEAFEA
Negativkontrolle

GAPDH |+ = = 1601 bp

Abb. 4.34 PCRs von cDNA aus Gehirnen einer WT (HCN4+'*) sowie je ei-
ner homozygoten HCN4Y327FIY527F ypd HCNAFEAFEA Maus. Es wurden je-

weils Gen-spezifische Primer fiir HCN4 bzw. GAPDH verwendet.

Die Sequenzierung der PCR-Produkte der homozygoten Méuse bestitigte das Vorhan-
densein der Mutationen auch auf mRNA Ebene. Die verwendeten Primer waren dabei
dieselben, die auch zur Generierung der PCR-Produkte verwendet wurden. Abb. 4.35
zeigt die Ergebnisse der Sequenzierung.

A B R669E / T670A
WT:|C G C C
Y527F Y527F Kl: |G G C G
WT:| T C WT:| T C
Ki | T T ¢C K:[T T C R
N ,r"')\"'x N P ,‘“ “\
’,"’ l‘x“ “\‘ ““' /\\ “‘/\ ’r' ‘v,\
e /V Y

Abb. 4.35 Sequenzierung der cDNA homozygoter Mduse zum Nachweis der
Mutationen auf mRNA Ebene. Ergebnis der cDNA-Sequenzierungen der
Y527F Mauslinie (A) sowie der FEA Mauslinie (B).

4.9.7. Genereller Phdnotyp der HCN4Y327F Mauslinie
Sowohl heterozygote als auch homozygote Mause der HCN4Y527F Mauslinie sind le-
bensfihig. Auf den ersten Blick sind keine morphologischen Verdnderungen feststellbar.

4.9.8. Genereller Phdnotyp der HCN4FYEA Mauslinie
Wie bei der HCN4Y527F Mauslinie sind auch bei der HCN4FEA Mauslinie sowohl hetero-
zygote, als auch homozygote Tiere lebensfihig. Die ersten geborenen homozygoten

Maiuse der FEA Mauslinie unterschieden sich auf den ersten Blick nicht von ihren hete-
rozygoten Geschwistern.
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5. Diskussion

5.1. Klonierung des Targeting Vektors und Gentargeting

Im ersten Schritt der Arbeit wurde der Targeting Vektor fiir das folgende Gentargeting
kloniert. Nach erfolgreichem Gentargeting und Analyse der verdnderten embryonalen
Stammzellen wurde festgestellt, dass der Targeting Vektor nur in wenigen Stammzellen
vollstindig in das Genom integriert wurde. Im Grofteil der Fille konnte entweder keine
oder nur die Mutationen im Exon 4 oder 7 im Genom nachgewiesen werden. Da die
ACN Kassette sich relativ symmetrisch in der Mitte zwischen den Exons 4 und 7 befin-
det (Abb. 4.2), ist die Tatsache erklirbar, dass mit ungefihr gleicher Haufigkeit die ein-
zelnen Mutationen ins Genom integriert wurden. Bei der homologen Rekombination
erfolgt die Integration der ACN Kassette sowie eines Teils der homologen Arme des
Targeting Vektors in das HCN4 Gen. Je nachdem, wie grof} der Abschnitt der integrier-
ten homologen Arme des Targeting Vektors ist, werden die Mutationen zusammen mit
der ACN Kassette ins Genom integriert oder nicht.

Bei beiden durchgefiihrten Gentargetings wurden je zwei Stammzellklone identifiziert,
die sowohl die Mutation im Exon 4 als auch diejenigen im Exon 7 enthielten. Somit lag
die Effizienz des Gentargetings fiir dieses Konstrukt bei 0,56 %.

Durch die verwendete Targeting-Strategie konnte gezeigt werden, dass es prinzipiell
moglich ist, mit nur einem Targeting Vektor mehrere knock-in Mauslinien zu generieren,
die in unterschiedlichen Exons Mutationen tragen. Um die Wahrscheinlichkeit zu erho-
hen, dass auch Miuse generiert werden konnen, die jeweils nur eine Mutation tragen,
empfielt es sich, die Resistenzkassette symmetrisch zwischen zwei geplante Punktmuta-
tionen einzubauen.

5.2. Analyse der HCN4FEA ynd HCN4Y327F Mauslinien

Nach erfolgreicher Generierung chimérer Méuse und Zucht mit wildtyp Méiusen sowie
anschlieender Verpaarung der F1 Generation untereinander wurden die ersten homo-
zygoten Méuse sowohl der HCN4FEA als auch der HCN4Y527F Mauslinie identifiziert.
Die korrekte Integration des Targeting Konstrukts sowie das Vorhandensein der Mutati-
onen wurde durch Southern Blot bzw. Sequenzanalyse genomischer DNA bestitigt. Da-
riiber hinaus konnte durch RT-PCR Analyse nachgewiesen werden, dass das Spleilen
der mRNA durch die Mutationen nicht beeinflusst wird. Zudem wurde das Vorhanden-
sein der Mutationen auch auf mRNA Ebene bestitigt.
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Beide Mauslinien sind lebensfiahig. Homozygote HCN4FEA und HCN4Y>27F knock-in
Tiere zeigen im Vergleich zu ihren wildtyp Geschwistern auf den ersten Blick keine
Auffilligkeiten bei der Entwicklung. Genauere Aussagen konnen allerdings erst nach
der ausfiihrlichen Phinotypisierung getroffen werden.

Besonders hervorzuheben ist die offenbar normale Embryonalentwicklung der
HCN4FEA Mauslinie, da die einzige bisher in der Literatur beschriebene knock-in Maus-
linie mit cAMP-insensitivem murinen HCN4 Kanal (HCN4R669Q) bereits wihrend der
Embryonalentwicklung stirbt (Harzheim, Pfeiffer et al. 2008). Die halbmaximale Akti-
vierungsspannung des In der HCN4R669Q Mauslinie liegt negativ des physiologischen
Potentialbereichs der Sinusknotenzellen, wodurch nur sehr wenige Kanile im offenen
Zustand vorliegen. Die niedrige Stromdichte des I, der HCN4R669Q Miuse reicht offen-
bar fiir die normale embryonale Entwicklung des Herzens nicht aus. Der beobachtete
Phinotyp der HCN4R669Q Miuse dhnelt dem der HCN4 knockout Miuse, die ebenfalls
withrend der Embryonalentwicklung sterben.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Aktivierungskurve eines cAMP-insensitiven
HCN4 Kanals durch Einfiigen einer weiteren Punktmutation in den physiologischen Be-
reich zu verschieben und somit eine normale Embryonalentwicklung zu ermdglichen.
Die zusitzlich in den C-Linker eingefiigte Y527F Mutation bewirkt in heterologen Ex-
pressionssystemen eine Verschiebung der halbmaximalen Aktivierungsspannung um ca.
10 mV hin zu positiveren Potentialen. Es wire moglich, dass die Y527F Mutation auch
in vivo eine Verschiebung der Aktivierungskurve bewirkt und somit fiir die normale
Embryonalentwicklung der HCN4FEA Miuse mit verantwortlich ist.

Die Rontgenkristallstruktur des HCN4 C-Terminus liefert eine mogliche Erkldarung der
erleichterten spannungsabhiingigen Aktivierung des HCN4 Kanals der HCN4FEA Linie.
Eine Lockerung des sogenannten gating ring des C-Terminus durch Bindung von cAMP
fiihrt zu einer erhohten Offnungswahrscheinlichkeit des Kanals (Ulens und Siegelbaum
2003). Die Kristallstruktur des HCN4 C-Terminus lédsst auf eine Interaktion des Tyrosin
527 in der A’ Helix des C-Linkers mit dem Glutamat 556 der B’ Helix schlieen. Der
Aminosédureaustausch von Tyrosin nach Phenylalanin (Y527F) fiihrt dazu, dass diese
Interaktion nicht mehr stattfinden kann, da Phenylalanin keine OH-Gruppe am Phenyl-
ring besitzt (Abb. 5.1). Dies konnte zur Abschwichung der Interaktion der A’ Helix mit
der B’ Helix fiihren, was auch einen Einfluss auf die Interaktion der C-Linker der vier
Kanal-Untereinheiten untereinander haben konnte. Normalerweise erfolgt die Interakti-
on der vier Untereinheiten iiber die Wechselwirkung der A’ und B’ Helices einer Unter-
einheit mit den C” und D’ Helices der benachbarten Untereinheit. Durch Abschwichung
dieser Interaktion konnte das spannungsabhingige gating des Kanals, dhnlich wie nach
Bindung von cAMP erleichtert werden.
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Abb. 5.1 Dreidimensionale Darstellung des C-Linkers des humanen HCN4
Kanals. Links, Wildtyp Proteinstruktur. Die Aminosduren Tyrosin (Y527,
blau) und Glutamat (E556, griin) wechselwirken miteinander. Rechts,
Y527F Mutation. Nach Mutation des Tyrosins (Y527) zu Phenylalanin
(Y527F, grau) ist diese Wechselwirkung aufgrund des Fehlens der OH-

Gruppe am Phenylalanin nicht mehr moglich.

5.3. Ausblick

Mit der erfolgreichen Generierung der HCN4FEA Mauslinie ist es erstmals moglich, die
Rolle der cAMP-abhingigen Modulation des murinen HCN4 Kanals fiir die physiologi-
sche Herz- und Gehirnfunktion in erwachsenen Miusen zu untersuchen. Zur genauen
Analyse des kardialen sowie neuronalen Phéanotyps sind verschiedene in vivo und in vi-
tro Experimente geplant.

Telemetrische elektrokardiographische (EKG) Messungen werden zeigen, welche Rolle
die cAMP-abhingige Modulation von HCN4 fiir die Aufrechterhaltung einer stabilen
Herzfrequenz sowohl in Ruhe als auch unter korperlicher Belastung spielt. Dartiber hi-
naus kann durch pharmakologische Stimulation z.B. mit Isoprenalin (einem Adrenalin-
Derivat) der Einfluss der cAMP-abhingigen Modulation von HCN4 auf die Regulation
der Herzfrequenz untersucht werden. Telemetrische Messungen haben den Vorteil, dass
sich die Méuse frei im Kifig bewegen konnen und somit die natiirliche Regulation der
Herzfunktion wihrend physiologischer Ruhe- und Aktivitdtsphasen aufgezeichnet wer-
den kann.

Interessant wird dabei der Vergleich mit der transgenen Mauslinie HCN4-573X sein, die
einen mutierten humanen HCN4 Kanal exprimiert, was ebenfalls zum Verlust der
cAMP-Sensitivitit des I fiihrt (Alig, Marger et al. 2009). Dies duBert sich bei Patienten
und im Mausmodell in einer basalen Bradykardie sowie verminderten maximalen Herz-
frequenz. Die HCN4-573X Deletions-Mutation fiihrt zu einem Stoppcodon in der kodie-
renden Sequenz der Schleife zwischen der C’ und D’ Helix des C-Linkers. Somit besit-
zen die mutierten Kanéle keine CNBD mehr und sind nicht mehr durch cAMP modu-
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lierbar. Normalerweise wiirde man annehmen, dass der Verlust der CNBD eine Disinhi-
bition des spannungsabhingigen gating zur Folge hat und damit eher eine Tachykardie
als eine Bradykardie bewirken wiirde. Moglicherweise reicht der verkiirzte C-Linker,
bestehend aus den Helices A’ bis C’ aber aus, um das spannungsabhéngige gating zu
inhibieren. Dies wiirde auch die Bradykardie in Ruhe erkliren.

Der Vorteil der in der vorliegenden Arbeit generierten HCN4FEA Mauslinie besteht da-
rin, dass lediglich Punktmutationen in den HCN4 Kanal der Maus eingefiigt wurden
und nicht ein Kanal einer anderen Spezies als Transgen exprimiert wird. Zudem ist in
diesem Kanal der C-Terminus inklusive CNBD vollstédndig vorhanden.

Neben den in vivo Experimenten sind auch elektrophysiologische in vitro Experimente
an isolierten Sinusknotenpridparaten sowie Einzelzellen des Sinusknotens geplant. Das
Hauptaugenmerk wird dabei auf der Analyse der biophysikalischen Eigenschaften der
verdnderten HCN4 Kandile liegen.

Der Verlust der cAMP-abhingigen Modulation des HCN4 Kanals konnte Auswirkungen
auf die Oszillationen des thalamo-kortikalen Netzwerks haben, was sich auf Schlaf- und
Wachheitszustand auswirken konnte. Um diese Hypothese zu iiberpriifen, sind teleme-
trische elektroenzephalographische (EEG) und elekromyographische (EMG) Messun-
gen geplant. Wie in der Einleitung beschrieben spielt die cAMP-abhédngige Modulation
des In eine wichtige Rolle beim Wechsel von langsamen rhythmischen Oszillationen
(burst Modus) wihrend des Non-REM Schlafs hin zum Transmission Modus der Neu-
ronen wihrend des Wachzustandes bzw. REM-Schlafs. Ein besonderes Augenmerk wird
deshalb die Analyse der Schlafphasen der Mdiuse haben. Moglicherweise werden
HCN4FEA Miause Storungen im Muster der “Schlafspindeln” des Tiefschlafs und/oder
Storungen beim Ubergang vom Schlaf- in den Wachzustand und umgekehrt zeigen.

In Ergénzung zu den in vivo Messungen sind auch in vitro Messungen an Gehirnschnit-
ten geplant. Mittels whole-cell patch clamp Technik konnen dabei die Strome in einzel-
nen thalamischen Neuronen gemessen werden. Die biophysikalischen Auswirkungen
der Mutationen, insbesondere auf die beiden unterschiedlichen Aktivitdtsmuster thala-
mischer Neurone (Burst- und Transmission Modus) konnen damit detailliert untersucht
werden.

Fiir die zweite generierte Mauslinie (HCN4Y527F) sind dieselben Experimente geplant.
Da in HCN4Y527F Mzusen die cAMP-abhingige Modulation erhalten ist, dafiir aber eine
konstante Verschiebung der Aktivierungskurve des HCN4 Kanals vorliegt, ist ein ande-
rer Phénotyp zu erwarten. Man wiirde annehmen, dass HCN4Y>27F Miuse aufgrund der
Verschiebung der halbmaximalen Aktivierungsspannung hin zu positiveren Potentialen
eine Erhohung der basalen Herzfrequenz aufweisen. Pathophysiologisch konnte dieses
Mausmodell die Untersuchung der Auswirkungen einer erhdhten Schrittmacher-Aktivi-
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tdat auf die Funktion des kardiovaskulidren Systems ermdglichen. Eine erhohte Schritt-
macheraktivitdt geht mit einem erhohten Risiko fiir ektope Erregungen einher, was zum
Auftreten atrialer oder ventrikuldrer Arrhythmien fiihren konnte.

HCN4Y527F Méuse konnten aufgrund der Verschiebung der spannungsabhingigen Ak-
tivierungskurve des HCN4 Kanals ebenfalls Storungen der thalamo-kortikalen Oszilla-
tionen des Gehirns aufweisen. Elektroenzephalographische Messungen werden zeigen,
ob sich das moglicherweise in veridndertem Schlaf- bzw. Wach-Verhalten duf3ert.
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6. Zusammenfassung

HCN4 Kanile gehoren zu einer kleinen Genfamilie mit insgesamt vier Isoformen
(HCN1-4). Sie werden durch Hyperpolarisation der Zellmembran aktiviert und durch
zyklische Nukleotide moduliert. Der von ihnen geleitete Kationenstrom (In), tragt zur
Depolarisation der Zellmembran spontan aktiver Zellen bei. Unter anderem ist er an der
Entstehung von Aktionspotentialen in Sinusknotenzellen und damit des autonomen
Herzschlags beteiligt. Im Gehirn ist I an der Entstehung rhythmischer Oszillationen in
Neuronen des Thalamus beteiligt, die den Wechsel zwischen verschiedenen Schlaf-
bzw. Wachheitszustinden steuern.

Eine wichtige biophysikalische Eigenschaft des Iy ist das sogenannte duale gating. Da-
runter versteht man die Eigenschaft, dass der Strom durch Hyperpolarisation aktiviert
wird und dabei gleichzeitig durch zyklische Nukleotide (wie beispielsweise cAMP)
moduliert wird. Bindung von cAMP an den Kanal ohne vorliegende Hyperpolarisation
16st keine Aktivierung des Kanals aus. Das gating durch Hyperpolarisation sowie durch
cAMP-Bindung tritt stets gleichzeitig auf, weshalb es mit klassischen Methoden, wie
beispielsweise pharmakologischer Blockade des Kanals nicht moglich ist, die beiden
Prozesse unabhingig voneinander zu untersuchen. Fiir die eindeutige Klidrung der phy-
siologischen Funktion der cAMP-abhingigen Modulation von HCN4 sowohl fiir die
physiologische Herz-, als auch Gehirnfunktion ist dies aber von entscheidender Bedeu-
tung.

Um diese Fragestellung beantworten zu konnen, wurde in der vorliegenden Arbeit ein
neues Mausmodell (HCN4FEA) generiert, das HCN4 Kanile exprimiert, die gegeniiber
cAMP insensitiv sind. Zudem enthilt der mutierte HCN4 Kanal eine zusétzliche Muta-
tion im Bereich des C-Linkers (Y527F), die eine Verschiebung der spannungsabhingi-
gen Aktivierungskurve des Kanals in den physiologischen Bereich bewirkt. Diese zu-
sidtzliche Mutation wurde einfiigt, da aus einem friitheren Mausmodell bekannt ist, dass
die alleinige Mutation der CNBD zu Kandlen fiihrt, deren Aktivierungskurve so weit
negativ des physiologischen Potentialbereichs liegt, dass dies einem funktionellen
knockout des Kanals gleichkommt. Méduse mit alleiniger Mutation der CNBD sterben
bereits wihrend der Embryonalentwicklung (Harzheim, Pfeiffer et al. 2008).

Wie sich gezeigt hat, sind homozygote HCN4FEA Miuse tatsédchlich lebensfihig und
zeigen auf den ersten Blick eine normale Entwicklung. Die Hypothese, dass durch eine
Verschiebung der spannungsabhiingigen Aktivierungskurve in den physiologischen Po-
tentialbereich eine normale Embryonalentwicklung ermdéglicht werden konnte, wurde
damit bestitigt. Die in dieser Arbeit generierte HCN4FEA Mauslinie ermoglicht somit
zum ersten mal die Untersuchung der Rolle der cAMP-abhingigen Modulation von
HCNA4 fiir die physiologische Herz- und Gehirnfunktion in erwachsenen Miusen.
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8. Abkiirzungsverzeichnis

SI-Einheiten sowie davon abgeleitete Einheiten werden nicht extra im Abkiirzungsver-

zeichnis aufgefiihrt.

BSA

bp
cAMP
cDNA
cGMP
CNBD
CNG
cpm
DEPC
DNA
EDTA
ES Zelle(n)
Xg
GAPDH
HCN
hHCN4
In

kb

kDa

KI

KO

mHCN2

bovines Serum Albumin

Basenpaar(e)

zyklisches Adenosinmonophosphat
complementary DNA

zyklisches Guanosinmonophosphat

cyclic nucleotide binding domain, Zyklonukleotidbindungsdomine
cyclic nucleotide-gated (channel)

counts per minute, Zerfélle pro Minute
Diethylpyrocarbonat
Desoxyribonukleinsdure
Ethylendiamintetraessigsédure

embryonale Stammzelle(n)

x-fache Erdbeschleunigung
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
hyperpolarization-activated cyclic nucleotide-gated (channel)
humanes HCN4 Gen bzw. Protein
hyperpolarisations-aktivierter Strom
Kilo-Basenpaare

Kilo-Dalton

knock-in

knockout

Liter

murines HCN2 Gen bzw. Protein
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mHCN4 murines HCN4 Gen bzw. Protein

ml Milliliter
mRNA messenger RNA
PCR Polymerasekettenreaktion

REM-Schlaf rapid eye movement

RNA Ribonukleinsédure

rpm rounds per minute, Umdrehungen pro Minute
RT-PCR Reverse Transkriptase PCR

SDS Natriumdodecylsulfat

TBE Puffer Tris Borsidure EDTA Puffer

TE Puffer Tris EDTA Puffer

Tris Tris(thydroxymethyl)-aminomethan
ul Mikroliter

Vos halbmaximale Aktivierungsspannung
WT wildtyp
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9. Anhang

9.1. Verwendete Plasmide
pBlueskript IT SK (-) (Agilent Technologies, Waldbronn, Deutschland)

pGEM9 (Promega GmbH, Mannheim, Deutschland)

pIND (Agilent Technologies, Waldbronn, Deutschland)

9.2. Verwendete Primer

Samtliche Primer wurden bei der Firma Eurofins MWG Operon (Ebersberg, Deutsch-
land) bestellt. Die Sequenz der Primer ist stets von 5’ nach 3’ dargestellt.

Primer Strang Sequenz

Amplifikation der genomischen Region um Exon 3 und Exon 4

HCN_sub_f NEU plus  CAATGTGAGGGTGGGTTCTG

HCN4_sub_CG2r minus AAGACCACACCAGGAGATAC

HCN_sub_CG1f plus  CTTGAGACACTTTGGAGACG

HCN4_sub_CG3r minus CACTGACTAGCTAGCTAGAATTCTCTCC-
CACTTTCT

Mutationsprimer fiir die Quikchange PCR zum Einfiigen der Y527F Mutation

HCN4_Y527F_f plus  CCGGCGCCAGTTCCAGGAGAAG
HCN4_Y527F_r minus CTTCTCCTGGAACTGGCGCCGG

Primer zur Generierung der Southern Blot Sonden

HCN4_5'_So_for plus  CTGTCTATTCATGTGTCCTGG
HCN4_5'_So_rev minus GACAGGGACTGGTAGCTTCC
HCN4_3'_So_for plus  GTGAGGTTCACAGGGAAACC
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HCN4 _3' So_rev
ACN_Neo_for
ACN_Neo_rev

minus
plus

minus

GCCTAGGCAAGCAGTGATGG
AGGCGATAGAAGGCGATGCG

TGGGATCGGCCATTGAACAAGATG

Primer zur Sequenzierung des Targeting Vektors

pBlueMCSCGfor
pGem9IMCS_f
pGem9MCS _r
HCN4-Ex3_f
HCN4_In3_4_r
HCN4_seq_Ex3_1f
HCN4_seq_Ex3_2f
HCN4_seq_Ex3_3f
HCN4_seq_Ex3_4f
HCN4_seq_Ex4_1f
HCN4_seq_Ex78_1r
HCN4_seq_Ex56_1f
HCN4_seq_Ex56_2f
HCN4_seq_Ex56_3f
HCN4_Ex7*8_1f
HCN4_Ex7*8_2f
HCN4_Ex7*8_3f
HCN4_Ex7*8_4f
HCN4_Ex7*8_5f
HCN4_Ex7*8_6f
HCN4_Ex7*8_7f
HCN4_Ex7*8_8f
HCN4_Ex7*8_4fn
HCN4_Ex7*8_5fn
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plus
plus
minus
plus
minus
plus
plus
plus
plus
plus
minus
plus
plus
plus
plus
plus
plus
plus
plus
plus
plus
plus
plus
plus

TTCGCTATTACGCCAGCTGG
ATTACGCCAGCTGGCGAAAG
AGCTCACTCATTAGGCACCC
ACCTCATTGGCATGATGCTTCT
CGCATTTGACAGTATCATCAAAC
AAGAAGAGGCAGGACCTGAG
ATGCCCTCAGCATGTTGATC
TTCCTTCTAGCACAAGAAGTC
TGTGGTCTGAAGGCAAATCC
AGTATTCCTACGCCCTCTTC
CACATGGTAGGAGAGACTTG
AGGCTGCCTCTGTCACAATG
TGACTCCAATATGCTTAGAGG
CACACAGTTCCCTGACCTTC
AGCTAAGCTAGAGGGATACC
CTAGACACCCAGTTGATAGG
CCCCACGCCTGTTATATGG
CATCCAGCCCTGGGCAG
AGCCGCCTCTTCTGGAG
GCCCTTGAGGGCCTTG
GTCTGAGCTGCAAATCAACC
GGGGAGACATAGAGGATGG
AGCCTCCTGGAGAGTTGTCC
TCTGAGCCAGTACGCTCCAAAC



HCN4_Ex7*8_5fnn plus  AAAGACAGCAGAAAATAACCAGG
HCN4_Ex7*8_5fx plus CCAAGTTCCTTGGGACACACAG

Primer zur Sequenzierung des pACN Plasmids sowie der ACN Kassette

pACN_1f plus  GGTTTTCCCAGTCACGACG
pACN_2f plus  TCGCTTGGTGGTCGAATGG
pACN_3f plus  ACCGCCCTACACGGAGC
pACN_4f plus  TTGCCGCTCAGCTTTACAG
pACN_5f plus  TACCCCCAGGCTAAGTGC
pACN_6f plus  ATCGACCGGTAATGCAGG
pACN_7f plus.  CTGCAACACCTGCCTGC
pACN_3fn plus  CGCTTCTGAGGAGAGAACTG
pACN_3fx plus  ACAGGAGGAGGAGAATGTCC
pACN_NCBI_3f plus  TGGTTGGGTGTTCTTTCTGA
pACN_4r minus GGATAGTGAAACAGGGGCAA

Nachweis der Mutationen in den ES Zellen sowie Mauslinien

ES_cell Ex4mut_f plus  ATCACGACCACCATGAGTTCC
ES_cell_Ex4mut_r minus CATCGCCTTCTATCGCCTTC
ES_cell_Ex4_r minus GCTGGGCTGGTGATGCCAGG
ES_cell_Ex4_fn plus  ACACTGTGGAGCCCTGTGCCT
ES cell Ex4 m minus GGAAGGAAGGGCGTGTGCGG
ES_cell_Ex7mut_f plus  ACCATTGTCCACTTGTCCC
ES_cell Ex7mut_r minus GTTGAAGACGCCTGAGTTG

Sequenzierung des 5’- und 3’-Endes der Targeting-Region in den ES Zellen

TV_S5'_for plus  TGCGTCTCTCTGTATGTGATTCCTTGG
TV_5' rev minus AGTCTGGGAGACGCTGGGGG
TV_3'_for plus  GCAGGTTTGGCCCTGGGGTG
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TV_3"_rev minus CAGGCCTCACGCTCCCATGC

Genotypisierungsprimer fiir Cre-Rekombinase

Crefor plus  GCTGCCACGACCAAGTGACAGCAATG
Crerev minus GTAGTTATTCGGATCATCAGCTACAC

Amplifikation und Sequenzierung von mRNA

HCN4_mRNA_Ex2_f plus GCCTCTTGAGGCTTTCCCGCC
HCN4_mRNA_Ex8_r minus GGTCGTGCTGCACCTTGTGGA
GAPDH_Maus_for plus GGCAAATTCAACGGCACAGTCA
GAPDH_Maus_rev minus GTTTCTCCAGGCGGCACGTCA

9.3. Verwendete modifizierte Oligonukleotide

Name Strang Sequenz (inklusive Modifikation)
Hilfsvektor HVCGI
CGHV lfor plus  5’-Phosphat-

CGCGCGGCGCGCCATGCATTGGTTCTGCAGTTC
TTAAGAAGGAAAAAAGCGGCCGCG

CGHVlrev minus 5’-Phosphat-
CGCGCGCGGCCGCTTTTTTCCTTCTTAAGAACT
GCAGAACCAATGCATGGCGCGCCG

Bsml-Insert

Bsml_Insert_for 5’-Phosphat-CTAGTGAATGCCA
Bsml_Insert_rev 5’-Phosphat-CTAGTGGCATTCA
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Hilfvektor HVACN2

HVACN?2_for 5¢-Phosphat-
CGCGCGAATGCCAATATTGGATCCCTCGAGGGA
TCCTAGCTAGCTAGAATGCCG

HVACN2_rev 5¢-Phosphat-

CGCGCGGCATTCTAGCTAGCTAGGATCCCTCGA
GGGATCCAATATTGGCATTCG

9.4. Sequenz des Targeting Vektors

Eingezeichnet sind die Exons 3 bis 8 (rot hinterlegt) sowie wichtige Restriktions-
schnittstellen, die zwei loxP Seiten der ACN Kassette und eingefiigten Mutationen.

Unterschiede im Vergleich zur bei Ensembl.org verdffentlichten Sequenz des murinen
HCN4 Gens (Gen-Nummer: ENSMUSGO00000032338) sind blau hinterlegt und mit
Kommentaren versehen.

SEQ TV: 17489 bp;
Composition 3953 A; 4860 C; 4562 G; 4114 T; 0 OTHER
Percentage: 22.6% A; 27.8% C; 26.1% G; 23.5% T; 0.0%0THER
Molecular Weight (kDa): ssDNA: 5393.38 dsDNA: 10782.65
ORIGIN
1 CTGACGCGCC CTGTAGCGGC GCATTAAGCG CGGCGGGTGT GGTGGTTACG CGCAGCGTGA
6l CCGCTACACT TGCCAGCGCC CTAGCGCCCG CTCCTTTCGC TTTCTTCCCT TCCTTTCTCG
121 CCACGTTCGC CGGCTTTCCC CGTCAAGCTC TAAATCGGGG GCTCCCTTTA GGGTTCCGAT
181 TTAGTGCTTT ACGGCACCTC GACCCCAAAA AACTTGATTA GGGTGATGGT TCACGTAGTG
241 GGCCATCGCC CTGATAGACG GTTTTTCGCC CTTTGACGTT GGAGTCCACG TTCTTTAATA
301 GTGGACTCTT GTTCCAAACT GGAACAACAC TCAACCCTAT CTCGGTCTAT TCTTTTGATT
361 TATAAGGGAT TTTGCCGATT TCGGCCTATT GGTTAAAAAA TGAGCTGATT TAACAAAAAT
421 TTAACGCGAA TTTTAACAAA ATATTAACGC TTACAATTTC CATTCGCCAT TCAGGCTGCG
481 CAACTGTTGG GAAGGGCGAT CGGTGCGGGC CTCTTCGCTA TTACGCCAGC TGGCGAAAGG
541 GGGATGTGCT GCAAGGCGAT TAAGTTGGGT AACGCCAGGG TTTTCCCAGT CACGACGTTG
BssHII NotI EcoRI
601 TAAAACGACG GCCAGTGAGC GCGCGCGGCC GCCACTGTGC TGGATATCTG CAGAATTCCC
661 TTGTGCTGTA CTAGGAGGCA GGCCTGCCTC TGCGGTTCCC TGAGTGGTTC TGCTGTCCTA
721 CCTGAAATGA CCTCTGTCTC TCATGCCAGT GTCTTAGGGA CATCAGACTG AGAACTCATA
781 TACTCTGAGG TCTCTAGACG CAGCTTCCCT TCTGAAATGG GTTTGGATCT GAAGTGGCAT
841 CTATTGGTTT GTAATTTGGA CCCCAACCCT CCTATCCAGG AGTAATATAT TTTCCTGGGA
901 TAGTATGAAG GTATCAGAAC TAGGGACAGA GAGCTGGAGA GCCCCCAGCG TCTCCCAGAC
961 TAGAGGCTAG AACTTGTGCA TGCTCCCTGG GCTTTTCCCA ACCTCTCTCT ATCCCCTCAA
1021 GGCTGTAACC TTGGGCTCAA GTCTCTGCCA TACATTGGTG CACGGCAGCA TTGGAAGAAG
1081 AGGCAGGACC TGAGAGGCTA GGCTACACCC ATCCTGGCCA GGCCCTGCCA CACTGTAGCT
1141 TCGCACACAG AACCACACAC AGGGGTGGGC AGTCTGCAGC AGGCTGGGGT GTAGGTACTG
1201 CTGCAACTGA TTCAAGTGTA AGAAATAGCA GTATTACTAA TGCGTATGAA CTAATCATGA
1261 AGATTAATTG TTAATAACAT TGTCTCATAA TGGCTTGTAA TTTATTGAAT ACGTCTATAC
1321 TCAGAACTAA GTACTTCGTA TGTATAATTT AATCATTTTG ACAACCACTC AGTTACCAAT
1381 TTTTCTCAGC ATTTTCCACT GGAGGAAACA TGCTCAGAGA AGTGTGGGGA TTTCCTCAGG
1441 GCGACACAGC TAGGAGTTTG GTCAGAACTA GGCCTGGGTT CGAGATCTAC CCGAGCATGA
1501 AGCCTGTGGG CCCTTGCTGA CCCTTTGCTG TTCCCAGGGC CGGGCCCTGA TGTCCTAGTA
1561 ATGGATTTAG GGAGGACTAA TGGCCGGGAC CTGACTTCAG AACATGATTC AAAGTGTGCT
1621 TCGGGCTAGG TGGCTTCTCC CGGGAGTCCT CATGCCCTCA GCATGTTGAT CAGICGGCCT
1681 CTCTGCCCAC TTCTTGTCTT GGATAGCTGC ACCTCCCATG GGAGAATATC TGCATCCGCA
1741 TAGATGCCAG GCGTGTTGCC ATGGTGCCCT CCAGCCCGCC TCTTCTGGGT CTTGCTTAGT
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1801

1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901

3961
4021
4081
4141

4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621
4681
4741
4801

4861
4921
4981
5041
5101
5161
5221
5281
5341
5401
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GTATTCCCTC

ATGGCTCGAC

TAAGTATACA
GAGAGGCTGT
TAAGGACACA
TCACAGAACT
TGACAGCTGG
TGATCATGGG
TGAGCTGAGA
TGTGCACAGC
ACACACCAGC
TCTCCAACAT
GAGCCCCCAG
CCGCTGAACC
GGTCCCGTGG
GAACCAGGCA
GGGTTGAATT
CAGCTAGGGG
TACCCACCCC
CACGATGGTG
CTGCTTAGGG
CTGAGTGGAA
TCTTACGGGG
TTCAAGAGGT
GAGACGAAAA
CCCAGGAGAG
GACAAGCAGG
GTGAAGTCGG
GGTCAGTGGG
GTAAGGGAAA
TTAGCCTCCC
CCTGGTGTGG
CACCATGAGT
TGTGCCTCAA

TGGCCCAGGC

CCCAGCCCCG

GCCCGCACAC

Exon 3

TCACTGCCAC
GCAGCTCCTG
CAGCCCTGTC
CTTGCTGGAG
GCTGGCTTTA
ACAAAACTAG
GAACCAAAGG
CTCTGTGCTC
CCTCCTGGGC
TGTGCATGGG
CTACAGAAAG
CCTGCCTCTC
GATGAACAAC
GGCCTTTACA
TCCCCTGTTC
CTGCCCTAAG
ACCCTAGTGT
ACCTTGAACT
ACCTAGGCAC
ACACGGGAGG
GGGGCATTTT
GGCCTTTCTG
TAGTCAAGAG
TCCACCTTTA
GTTCTGAGAG
CTCCTGCAGA
GAAATGGGCT
GACAGCAGGG
TGTCCCTGAG
TCCTTGCTTC
TCCCTGCCCA
GGTTGGAAGG

CTACTCTCTC

GCTGGGCTAG
AATCCCAGCA
CTTTTCATGT
TTGTGCATCT
CCACAGAGAC
GCTGATGGCT
CCACAAGGGC
TAAGGGCAGA
AGGGCTGAGC
TGAGAGAATT
GGTTTCCCAA
CTGCTATTCA
TGGCTTTGAA
GAATAGCCTT
CCAGAGGCTT
GCTGGGGCCA
GGTTTGAACC
TGGCCCAGGC
AGGCTCTGTG
TGGGGGGAAG
TCTATGCGTG
AGACCCTGCT
CCTCCCTCCC
GGGGCAGGGG
CATAGGAAGC
GCCATTCCCC
CGACTTGGCA
TGGCTCAGCT
GTCAGGCCTG
CCCTTCTCCA
TCACTGGAGG
GAATCTTCTA

CATCCCCCAC

ACCCACTCTG

ACGTCTCCTC
GGTGGCACCG
CGAGCTTTTC
AGCTTTTTTT
TAAGACCTGG
CCTATCTCCC
ACTGTTAGCA
GCTGAGTGTC
ATGGCGTGTG
GGGTTTGATG
GAAGCGATCC
GCGTGGTGTG
AGAGGTGAAA
CTGATGAGCT
AGCAGTGAGG
AGGCCTCTTT
ACAGGCTCCA
CTGGTTTGAT
GACTTTACAT
GGCCAGGAGT
TGAACATAAC
CCCACAAGGA
TGATTCCATC
CAGGAGAATC
TCCAACTGTT
TAGGGGAAGC
GCTGTTTAGG
TGGGACCATA
GGCCAGCTGG
CCCCAGTGTA
TCTTCAGCCA
GATGCCAGCA

TTACTTGTCT

ACCGCTTACT

TCTAGAAGCA
TGAGATGCTG
CTTCTAGCAC
CTTATCTAGC
GCTACTACTA
TCACCATGCT
GCATAGGTAG
CCAACGCCCT
GGCAGACTGC
CTTCCAAAAG
CTGTGGGTAT
GTCTGAAGGC
GAGACCCCGA
AATAAGTGAA
TGGGAACCCC
CACCCCGGGG
CAAATGAGCC
GTCCTCCAGA
TGCTCCCAAC
GGGGTGCAGC
AGGCCCACAC
GCCTCCCTTG
TTCCCGGCTC
AGGGGCTGAG
GCTCACCCAA
ATTGCTAGCT
GATAGGGATG
TGCGACCCAG
CTCATTCTCT
ATAGGAAGGT
AAAGCAACAC
AGAAGGGCCT

TCCTGTGCTC

TGTCTGTGCC

GGGATGGGTA
GCCTCGAACC
AAGAAGTCAT
CATGCATTTT
CTCTGTGTTG
GCCTAGAAGC
ACTCCACGCT
AAAGAGACCC
AGGATGACTC
CCTTAGAACA
TTCTCTGGCA
AAATCCCCAG
GGCAGCTTCA
TCTGCCATAT
TGACAGAAGA
TAAATAGTCC
CAGCTCTAGG
TGCTGCAGGC
ACCTTGGCTT
TGGTGATCCT
AGGCACTAAA
AGACACTTTG
ACACAATATA
GCCCTGGGCA
AAGGAGGACA
TTATAATTGA
GAGCTACTTA
CCATGAGAAT
TAATGTATCT
CTATCACGAC
TGTGGAGCCC
TCCCTGTTTC

Exon 4

CCAGGGGTTT
AATAAATGGG
CCTTGTCAAG
CTCTTTACTT
TCTTGTGCTG
CGCATAGTTA
CCCTGTTGAG
ACCAGCCCAG
ATCATGTATA
CCATTTTACT

ATGATACTGT
CTTGCTTGCT
GGGGAAGATG
AGATAGAATA
CCAGCCTGTG
AGCTGCTTGT
TTACCTAAAA
CCTAGGCGAC
AGGCATTTCT
AGGAGGCTAC

CTCAGGAGGA
TGCCCAGGCT
TCCCTGACTT
GCAGGGGCCA
TCAGTGTGAC
TGGCCAGTCC
GCTTCTCAGG
CCCATTCTCA
ACATCAGAGT
GACAAACCCT

CAAATGCIGG GGGGGGGCGG

TTGAGGAGGC
GTAGAAAACA
GGAGTCAGGT
CTATACACAA
GACGTCTTCA
ATCTTTCTGA
TCCAGCAGCC
CCAAAACACA
TGTCCTGCCA

Y527F

TCTGGTCCCT
CACAACTGTC
AGACCTGCTC
CTACCCTCAT
CGGGCTCCCA
TCCCTGCCGG
CATCCTCTTC
GCTCCAGTGT
AGCCCCCCTA
AGGAGCTCAG

AGGAAGAGAA
ACATTCTGGG
CAGGCCTAGG
CACAAAGGCT
AGATTTTCCC
AACGTCTTAC
TTCTAAGTCC
ACTCCAAATG
GGCCTGTCTA

Mutation
GT
GGGCCTGTGC
AGTACTGTGG
CGCACACGCC
TGTTGCTAAA
CTCCTTAGCT
CCTCCCACCT
TGCACACCAC
TTCCTGGGTG
CTCCCCTGTC
ACCTTAACCA

TGAGGGGGAA
AGTGGGAGAG
TTAGCAGGAA
TGAGGATCTG
GTGTGGTCTG
TTATTTTATT
CTCTCTACCC
TGCCTGGTGT
TGCAGGCTGC
CTGGGCTGCT

AGGTTGATCA
AGGAGGAAGC
TGGGCAGTCT
CTTCCTTCCT
TCGAGTAAGG
TCGCACTTGG
CAGGACCCTG
GCTCACATGC
GCCTGCGGGG
ACACCAAACC
GGAGCTATCA

GGGAGGGGAA
AATTCTAGGC
GTTGGGGTGA
TCTAAAGCCA
TTACACCACA
CTTGGGTAAG
CACCCCCACC
TCCTCCATCT
CTCTGTCACA
GTTAAACAAA

CTGTGCCCAC
ATACCTGGCC
TAGATGAGAG
CTCGAGTCAT
TTCTGAAGCC
TTTCTAGGAC
AGTGCTCTGA
TCCTGGCATC
CACCCACCCC
TCCACTCTGC
GCCAAGTTTG

AGCAGGAAAG
CAGTGGTGTT
GGGTGGGGTC
GCATCAGGGC
ACCAGACTGA
TCTTGTGGAT
CCATCTCTTC
GTTTATTGAG
ATGGCTGGCC
CAAACAAACA



5461
5521
5581
5641
5701
5761
5821

5881

5941

6001
6061
6121
6181
6241
6301
6361
6421
6481
6541
6601
6661
6721
6781
6841
6901
6961
7021
7081

7141
7201

7261
7321
7381
7441
7501

7561
7621
7681
7741
7801
7861
7921
7981
8041
8101
8161
8221
8281
8341
8401
8461
8521
8581
8641
8701
8761
8821
8881
8941

AGCAAACAAA
EAG~cAGGCA
GAGGCAGAGA
AAGCCTGGTT
TGTGTCAAAA
CCACCAAATC
GTCAGGTGTT

GGCCTATTTC
Sspl
CCAATATTGG

CTATACGAAG
GTGCGTTTTA
TAGAAGGCGA
GCCCATTCGC
CGGTCCGCCA
ATGATATTCG
CGCGCCTTGA
TCATCCTGAT
GCTTGGTGGT
GCCATGATGG
ACTTCGCCCA
CAAGGAACGC
AGGGCACCGG
AACACGGCGG
TCCACCCAAG
TTGGCTGCAC
GCCACCTTCT
TGAGTGACGC
TGCGCTACGG

TAGGGCTCCG
CTGGTCCTGT

GAGGATAAAG
TCTCTCATTA
GAAGGCGGGG
GACGGGACGG
AGATGGCGCG

GGGCACCGCC
TTTCGCGAGC
TGCCGCTCAG
GCACTACATA
TAATTATAGC
TGCCCCTGTT
GCCACCAGCT
TCCGACACGG
TACACAAACA
CTTAGCGCCG
TAGCTGGCTG
GTTATTCGGA
CCCCAGGCTA
ATGGATTAAC
TTCGGCTATA
CTGGCAGCGA
CGCTAGAGCC
AACCAGTGAA
GTTTAGCTGG
TAGAAGATAA
GCACCATGCC
CGCCTGGCGA
GACCGGTAAT
CTTGGGCATG

BamHT

ACTCAGCCGG
GAGAGGCAGA
GGCAGAGAGG
TACAAAGTGA
AAACAAAAAC
TCAAGGTCTC
CTCACTTGCA

TCCTGGCAGG
XhoI
ATCCCTCGAG

TTATGGATCT
TTCTGTCTTT
TGCGCTGCGA
CGCCAAGCTC
CACCCAGCCG
GCAAGCAGGC
GCCTGGCGAA
CGACAAGACC
CGAATGGGCA
ATACTTTCTC
ATAGCAGCCA
CCGTCGTGGC
ACAGGTCGGT
CATCAGAGCA
CGGCCGGAGA
GGATCCTGAA
TCTCCAACCG
CCTTTATAGA
GGCCGCCCGC

GCTCCCTGGT
CGTCCTCCTT

TTAGGCCATT
GTATCCCCCC
CCCTTCGGGT
GCCTCGTTCA
TCCAATCAAT

TGTGCTCTAG
TCGACCGAAC
CTTTACAGTG
TTTTCCGTCG
AATCATTTAC
TCACTATCCA
TGCATGATCT
GCACTGTGTC
ATTAGAATCA
TAAATCAATC
GTGGCAGATG
TCATCAGCTA
AGTGCCTTCT
ATTCTCCCAC
CGTAACAGGG
TCGCTATTTT
TGTTTTGCAC
ACAGCATTGC
CCCAAATGTT
TCGCGAACAT
GCCCACGACC
TCCCTGAACA
GCAGGCAAAT
GCCGCAGGAA

GAGAAGTGGT
GAGGCAGAGA
CAGAGAGGCA
GTTTCAGGCA
AAAACCACCA
AGCTGAGGCC
CTTCCTGTAT

AGTTGGTGAC

ATCTAGATAT

GTCGATCGAC
TTATTGCCGA
ATCGGGAGCG
TTCAGCAATA
GCCACAGTCG
ATCGCCATGG
CAGTTCGGCT
GGCTTCCATC
GGTAGCCGGA
GGCAGGAGCA
GTCCCTTCCC
CAGCCACGAT
CTTGACAAAA
GCCGATTGTC
ACCTGCGTGC
CGGCAGAGGT
TCCCGGTCGC
TTCGCCCTTG
ACCGGCCTAC

TGGGTGTTCT
TCGGGTTTCC

TTTACTCAGC
ACACACATCG
CCTCCGGAGC
TGAATATTCA
TGGAAGTAGC

TAGCTTTACG
AAACGACCCA
ACAATGACGG
ATGTTGAAAT
GCGTTAATGG
GGTTACGGAT
CCGGTATTGA
CAGACCAGGC
GTAGTTTAAC
GATGAGTTGC
GCGCGGCAAC
CACCAGAGAC
CTACACCTGC
CGTCAGTACG
TGTTATAAGC
CCATGAGTGA
GTTCACCGGC
TGTCACTTGG
GCTGGATAGT
CTTCAGGTTC
GGCAAACGGA
TGTCCATCAG
TTTGGTGTAC
AGCAGAGCCC

ATATGCTTTG
GGCAGAGAGG
GAGGCAGGCA
GAACATCCAG
CCACCACCAC
ATATCTATCT
TGTGCCCCAT

TCCAATATGC

CGATGAATTC

GGATCGATCC
TCCCCTCAGA
GCGATACCGT
TCACGGGTAG
ATGAATCCAG
GTCACGACGA
GGCGCGAGCC
CGAGTACGTG
TCAAGCGTAT
AGGTGAGATG
GCTTCAGTGA
AGCCGCGCTG
AGAACCGGGC
TGTTGTGCCC
AATCCATCTT
TACGGCAGTT
GCTCTCGGCG
TGTCCCGCCC
ACGGAGCGCG

TTCTGACGCG
CGTGCACTCA

TTCGGAGTTC
GGAAAATGGT
GGGTTCCGGG
GTTCACCGCT
CGTTATTAGT

GAGCCCTGGC
ACACCCGTGC
CTGGCGACTG
CCTTTCTCAT
CTAATCGCCA
ATAGTTCATG
AACTCCAGCG
CAGGTATCTC
ACATTATACA
TTCAAAAATC
ACCATTTTTT
GGAAATCCAT
GGTGCTAACC
TGAGATATCT
AATCCCCAGA
ACGAACCTGG
ATCAACGTTT
TCGTGGCAGC
TTTTACTGCC
TGCGGGAAAC
CAGAAGCATT
GTTCTTGCGA
GGTCAGTAAA
TGAAGCTCCC

AGTCCCTGCA GAGGC-

CAGAGAGGCA GAGAGGCAGA
GATCTTCATG AGCTGGAGGC
GACTCTACAC AGAGAAACCC
CATCACCACT ACCACCACCA
ACAGACACAG CTTGCAAAGA
TGCAGCTCTG TCTGTTACTG
Spel BsmI

TTAGAGGAAA CTAGTGAATG
loxP

ATAACTTCGT ATAATGTATG

die ACN Kassette befindet sich zwischen den loxP Seiten

GAACAAACGA CCCAACACCC
AGAACTCGTC AAGAAGGCGA
AAAGCACGAG GAAGCGGTCA
CCAACGCTAT GTCCTGATAG
AAAAGCGGCC ATTTTCCACC
GATCCTCGCC GTCGGGCATG
CCTGATGCTC TTCGTCCAGA
CTCGCTCGAT GCGATGTTTC
GCAGCCGCCG CATTGCATCA
ACAGGAGATC CTGCCCCGGC
CAACGTCGAG CACAGCTGCG
CCTCGTCCTG CAGTTCATTC
GCCCCTGCGC TGACAGCCGG
AGTCATAGCC GAATAGCCTC
GTTCAATGGC CGATCCCATA
TGTCTCTCCC CCTTCCGGGA
CTTCTGAGGA GAGAACTGGC
CTTCCTTTCC CGCCCTCCCT
CGCGGCGGAG TTGTTGACGC

ACAGGAGGAG GAGAATGETC
AACCGAGGAC TTACAGAACG

AGGCTCAITT TCAGCTAAAG

TTGTCCTACG CATCGGTAAT
GGTGGGGGGA AGGAGGGAGG
GAATATGCAT AAGGCAGGCA
GGAGAGGCCC CAGGACGTTG

GCTCGATGTT CAGCCCAAGC
GTTTTATTCT GTCTTTTTAT
AATATTAGTG CTTACAGACA
ATGTCACCAT AAATATCAAA
TCTTCCAGCA GGCGCACCAT
ACAATATTTA CATTGGTCCA
CGGGCCATAT CTCGCGCGGC
TGACCAGAGT CATCCTAAAA
CTTAAAAATT TTATATTTAC
CCTTCCAGGG CGCGAGTTGA
CTGACCCGGC AAAACAGGTA
CGCTCGACCA GTTTAGTTAC
AGCGTTTTCG TTCTGCCAAT
TTAACCCTGA TCCTGGCAAT
AATGCCAGAT TACGTATATC
TCGAAATCAG TGCGTTCGAA
TCTTTTCGGA TCCGCCGCAT
CCGGACCGAC GATGAAGCAT
AGACCGCGCG CCTGAAGATA
CATTTCCGGT TATTCAACTT
TTCCAGGTAT GCTCAGAAAA
ACCTCATCAC TCGTTGCATC
TTGGACACCT TCCTCTTCTT
ATCACCGGCC AATAAGAGCC

93



9001
9061
9121
9181
9241
9301
9361
9421
9481
9541

9601

9661

9721
9781
9841
9901

9961

10021
10081
10141
10201

10261
10321
10381
10441
10501
10561

10621
10681
10741
10801
10861
10921
10981
11041
11101
11161
11221

11281

AAGCCTGCAG
GGCTTGGGCA
CCTGAGGATG
CAGCAAAGTG
TTCTCTTGGT
GGGTAACGGT
CTGCTCTTCC
GGCATCTGAG
CAACACCTGC
ACAACAGCAC

TGGGGGAGGT

TGTGACCTCA
CACTGTCTCT
AGCCCAGGGG
ACCAGGATGC
CCCAGTCCAC
GGACGCCACT
AGCCACTGGC
CCTACCAGGT
CTGCCAAGCA
CATTGTCCAC

CTCTGTGAGG

TAGAGCAATG TGCCAGCCAG CCTGACCCCA
AGGACCCTGA GAGAAAGACA TACCCATTTC
TGGCTTGGCA CTGAAGCAAA GGACACTGGG
TGAGGCTTTG ACCCAGAAGC CAGAGGCCAG
CCTCACTCAG AGCTTTACCA ATGCCCTCTG
GATTCTCTGG CCAGCCTAGG ACTTCGCCAT
TGACCGGTTG GAAGTACTCC AGCAGTGCCT
CCTTCAGTAC CTCCTGCCAG GGCCTGGAGC
GAGTGACCAC TGTGGGCACA GGGGACACAG
TTGTCCCTCA CTAGTAAAAG AACTCTAGGG

CTGGTAAGGG ATATTTGCCT GGCCCATGGA
Xhol

BamHI

AGGGCCCTCA
TGCTTAGGGC
GCTCAGCTGG
AGGCCAGGAC
GATAGTTGTC
TCCGCTGATT
TGGCATCCAG
AGCCAGCCTG
GGTGGGGCCC
TTGCGGGGGG

SRR
GATCCATAAC

Nhel

EECCTATAATNCTATCCTATANCORRGIIAT, ACCTTTCGCG AGCTCGAGCC ATCCTAGCTA

BsmI
GCTAGAATGC
CCACTCATCT
TTTTCTCCCT
GTGTGCTTAC

TCTGGCTACC

CCAGGCCTCG

TGTACGTGGA

TAAGCTAGAG

GGCATCTGTG

TGGAGGCTGG
AGTGGTAGAC
CTTAGCTTCT
ACCTATTCCC
TCTCTCCTAC
GCCATACTGC
CACCTCCCAA
AGAGAGAAAC
ACCTATCAGG

TCACGCAGCT

stille Mutation

11341
11401
11461
11521

11581
11641
11701
11761
11821
11881
11941
12001
12061
12121
12181
12241

94

Exon

AGGATGTGCA

GCGTGGCCTG

TTATAGTTTT
ACCTCCATCA
ATTACATTGA

AGCCTGGGGT

CTGGCACACA
Exon 6
GCAG

GGATACCCTA

AGGCCAGTAT

TTAAG
GAGTCACAGG
TGTTGTGGTT
TCTATTATAT
ACATACCACC
CATGTGGGTC
TGAGCCATCT
AGCCCCACCT
AACTAGACAC
CAGCCTAGTG

CTGGGAGGCC

(CTG > TTA)

7

GGGCATGGTG AGGACCAACC ATGGATGGAA
CCCCGCAGAG CTGGGAGTCA GGGCCATTAT
GCCCAAGTTA GCTAAGAAAG CCCCAGGGTT

GCCTGGAGGT GACTCCTGTC TCTCTCCCCC

GTGAGC TGCAGACAGC CTGGGTGGGT
GTTCCCTGAC CTTCTTCTTT CTTTGTGTCC

ACAGCCAGGG GGCCCCAGGA GAACATGGGT
AGATCAGAAG CTTGGAGGGA CCCTTTATAG

AGGGGTGTCT GTCTGTGCAG TCTGCTTTAG TAGAGTACI

ACTGGTGGCT TATAAACCAT AGAAACTGGA
CCAGGGTGCA AGTGTGGTAG GTTCCATTGA
TTGTTGTCTC AGATGGCAGG AAGAGCACTT
TTGCGTGTAT GCCTGAGCCT GCATATACCC
ATGCCCGTGT AGAGGTTAGG GCACAACTTG
CTGGGTATCC AACTCACGTT ATCAGACTTG
GACTTGCCCC TTCTCTAGCC TCTTCTATAA
CTAAGTTCCA GATCACCTTG AGACCAGGGG
CCAGTTGATA GGGGTGCTGC TGGTACCCAG
AGTTCATTGT ACCAACTACC AGTGGAGACT

TGGAAATTTC CTGTCGGATT GACCCTGAGC

R669E/T670A

C-TAAC CCCACCCTCC TAGTCATTGT GGCTATAGTC AGCCCTGTTC

GCCTCCTTCC
TTTGGGTACC
GGAGTGTGCC

Exon 5

GTCTCAG

GGTGGCGGTG
CAACCTTTGC

GACTGGGAGC
CCACAGCCTG

TTCTTAGCTC
GGGTTCTCTT
GTGTTGTTTC
AACCATACCT
GGCAGTCAAG
GCCCGGAAGT
AGGTATGAAT
TTGGCCCCAG
TATGACTACA
AAGGTCAGAA

CCTGCTGTGC

GGCCTTCGAG ACGGTTGCGC TGGACCGCCT GGACCGCATA GGTGAGGAGC
GGCGGGAGGG CAGGGCGGCA AGCATGCAGA CTCCAAGTCT CCTTTCCTGG

AGTGTCTGGC

Exon 8
TCTTGTTCTA TGGCTCAG




12301
12361
12421
12481
12541
12601
12661
12721
12781
12841
12901
12961

13021

13081
13141
13201
13261
13321
13381
13441
13501
13561
13621
13681
13741
13801
13861
13921
13981
14041
14101
14161
14221
14281
14341
14401

14461
14521
14581
14641
14701
14761
14821
14881
14941
15001
15061
15121
15181
15241

15301
15361
15421
15481
15541
15601
15661
15721
15781
15841

Stopcodon (TG2)

3’ UTR
- {elsiyelelelelels
ATTAGGAGAT
AGACAGCAGA
AGACTATTTT
GACAAGGCCC
GGTGGGGTGA
AAGAGCTACC
GCTGCCCTGG
CCCTTGAGGG
ATGTATATGT
GATATCAGCT
ACACCCAGGT
TCTGGGGGAA
ACCCTCTTTC
AGGGGAAGAC
TGTGGCCCGA
TCTGTTCTGT
TTCTCCCATT
CAGAGCTGGT
CCATCAGAAA
GAAGAGATGG
TAGCTGTGTG
ACTATGGAAC

CAGCCCAGTG
CCccceceecTea
TAGCTGAGGG
TGGCTGGAGG
TGTGGGTAAA
GAGATGTGGG
AAGCTGATCT
CAGCCAACAG
GGGGCTGGTT
GTTTGGCCCT
GAAGTCCCTG
CCTCCCAGAC
GCCAGCTGGA
CTGGGATAAG

NsiI
GATACATGCA
AAATTGTTAT
CTGGGGTGCC
CCAGTCGGGA
CGGTTTGCGT
TCGGCTGCGG
AGGGGATAAC
AAAGGCCGCG
TCGACGCTCA
CCCTGGAAGC

TCCCUCCCNC
ATACCAACAA
AAATAACCAG
AATACTCAGC
AAAGGCAACA
CCCGTGTTTG
TACCATCAAT
AGTGTGTTCC
CCTTGCTTTT
ATGTAAGATG
TCCATGTGTG
CACCTTACAT
GTTCTCTCTC
CCCATCTCTG
TCCAGGCCGA
AGTTTCTCCA
GCCAAGCACT
TCACAGGTGA
CTGGTCTGAG
ACTGTGTTTG
GAGCTTGGTA
GCCTTGGGCA
TGCCTCACAA

CCTGGCACAC
TAAACTTAGC
CTCCAAGACT
AAGGTGCGTG
GAAAGGAATT
GCAGGGCCTC
GTGGCTTTGG
CTTCCCTATC
CTACCATGCC
GGGGTGCCAC
GTGCCCTAGA
TGAGAGTCTT
CGCCACAGAA
GAGTGAGGGG
BssHII
AscI (fir
TGGCGCGCCG
CCGCTCACAA
TAATGAGTGA
AACCTGTCGT
ATTGGGCGCT
CGAGCGGTAT
GCAGGAAAGA
TTGCTGGCGT
AGTCAGAGGT
TCCCTCGTGC

TTCTTTTTCT
CAATAATAAC
GTATTCTTAG
ACTAGAGGGA
GCCAAAGGAA
GGTCCTAGCA
CAGTTCCTTG
CAGGAGCCTC
TTTTTTTCTA
TGTCTATGTA
CACATTCGTG
CCAGCAATCT
CCAGCCCTCA
GGCTGCAACC
GCCTTTCACC
GCTGTACAAC
GGTTATACAT
GGAAACTGAG
CTGCAAATCA
GTACAGCCCT
GCAGTCAGAC
AGTTATCTGA
TGACCAGTGA

AGCATAGTAG
CCATTGCTCC
TAAAACTCTC
GCCAGTGGTG
AGAGGAGAGA
TGGGGGAGAC
CCCTGAATTA
CATGGGTCGG
TGTCATCCCC
AGGGAATCCT
AAATCTGCAG
CGGACCTGTG
CCTGCAGTCC
TCTCTTGTCA

TGCTCCTTTC
CATAAAAAAA
AGCTATAGAT
GAGAGGGAGG
GACAGGCGGG
TAGACCTGTC
GCTGTGAACT
CTGCGCCCAA
CTGTAAACGT
TAGCTATGTA
TGCAGTCTAG
GCTGTGGCCC
GGGAAGGGGA
CAGTTCTAGC
TCCCAGGGCT
GGGAGGGGAG
ACTCACAGAC
GGTTGATTAG
ACCTCCCTAA
AGCTTTTGGT
TTCAGTTCAA
CCTTTCTGTT
GAACCAGATA

GTGCTCAATA
AGTGAACTAT
AGGACTCAGG
GGCTTGAGTC
GTGCATAGGA
ATAGAGGATG
GAAGCAGATG
AGCAGGTAGG
ATGCAGCAGC
TTGTGGGTGG
GAGCCCTAGG
TTCTGTCCCC
ACCCTTGAGG
ACAGGCCTGG

TTCCTTCAGG
CATACCCCAG
TTTTGGTCAC
GAGGGAGGGA
GTCTCTGGGG
ATTGTATTGT
TGGAGCCCAC
GTTCCTTGGG
AGCAAGATAT
GTGCTCTGTA
TTTAATCCCA
GCAGGCTGGG
CCCCTGGAAC
CCAACCTCTA
TCAAGCACAC
GGGAACGTCT
TGGGGGGTGA
AATCACATAA
GGTTAAAGCC
CCCTAGGCAA
ATCCCAGTTC
CCCTCATTAG
AGAAAAAGAT

AATCATGTTT
GATGAGAGCC
AGGTGGCTGG
AGGCCTTGGG
GAGGTTACTG
GGGACCTCGG
TCAGGACCCT
ACTGATGCCC
CAGAAGGGTG
CTTGCAGGGA
TTATACAGGG
CAAGAAAGGG
AATAGGAGAG
CCTAGCCACC

TTTAACTGTG
AAAAACAAAA
TTGCTTTTAT
GGGGGGAGCA
ACAGGGCAGG
TCTGTAGAGC
TCTGCTGGGG
ACACACAGGG
GTATATGAAT
GAGCCGTGTA
TGTTGCCAGG
CACTGCAGGC
CTTGCAGCAG
GTCCCATGGA
CTGTCACCTC
ATTTATTGAG
GGATTATGGT
CCAGGAGTGG
TGTATTCCTC
AGTACAGGAG
TGCCACTTCT
TAAAATAAGA
GTGAAACGCC

CTTCACC%IC

CAGGGGATTT
GCCTCCATCA
ATATGGGAAG
CAGTGATGTT
ATGAGAGGCT
GGAGGAGGCA
GTGCAGTGAG
GCATGAGCAG
AAGAGAGGGT
CTGGGAGAAG
AGCTTAGGGA
GAGCTGGGGT
CTTCTCTACT

Linearisierung des Targeting Vektors)

CGCGCTTGGC
TTCCACACAA
GCTAACTCAC
GCCAGCTGCA
CTTCCGCTTC
CAGCTCACTC
ACATGTGAGC
TTTTCCATAG
GGCGAAACCC
GCTCTCCTGT

GTAATCATGG
CATACGAGCC
ATTAATTGCG
TTAATGAATC
CTCGCTCACT
AAAGGCGGTA
AAAAGGCCAG
GCTCCGCCCC
GACAGGACTA
TCCGACCCTG

TCATAGCTGT
GGAAGCATAA
TTGCGCTCAC
GGCCAACGCG
GACTCGCTGC
ATACGGTTAT
CAAAAGGCCA
CCTGACGAGC
TAAAGATACC
CCGCTTACCG

TTCCTGTGTG
AGTGTAAAGC
TGCCCGCTTT
CGGGGAGAGG
GCTCGGTCGT
CCACAGAATC
GGAACCGTAA
ATCACAAAAA
AGGCGTTTCC
GATACCTGTC
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15901
15961
16021
16081
16141
16201
16261
16321
16381
16441
16501
16561
16621
16681
16741
16801
16861
16921
16981
17041
17101
17161
17221
17281
17341
17401
17461

96

CGCCTTTCTC
TTCGGTGTAG
CCGCTGCGCC
GCCACTGGCA
AGAGTTCTTG
CGCTCTGCTG
AACCACCGCT
AGGATCTCAA
CTCACGTTAA
AAATTAAAAA
TTACCAATGC
AGTTGCCTGA
CAGTGCTGCA
CCAGCCAGCC
GTCTATTAAT
CGTTGTTGCC
CAGCTCCGGT
GGTTAGCTCC
CATGGTTATG
TGTGACTGGT
CTCTTGCCCG
CATCATTGGA
CAGTTCGATG
CGTTTCTGGG
ACGGAAATGT
TTATTGTCTC
TCCGCGCACA

CCTTCGGGAA
GTCGTTCGCT
TTATCCGGTA
GCAGCCACTG
AAGTGGTGGC
AAGCCAGTTA
GGTAGCGGTG
GAAGATCCTT
GGGATTTTGG
TGAAGTTTTA
TTAATCAGTG
CTCCCCGTCG
ATGATACCGC
GGAAGGGCCG
TGTTGCCGGG
ATTGCTACAG
TCCCAACGAT
TTCGGTCCTC
GCAGCACTGC
GAGTACTCAA
GCGTCAATAC
AAACGTTCTT
TAACCCACTC
TGAGCAAAAA
TGAATACTCA
ATGAGCGGAT
TTTCCCCGAA

GCGTGGCGCT
CCAAGCTGGG
ACTATCGTCT
GTAACAGGAT
CTAACTACGG
CCTTCGGAAA
GTTTTTTTGT
TGATCTTTTC
TCATGAGATT
AATCAATCTA
AGGCACCTAT
TGTAGATAAC
GAGACCCACG
AGCGCAGAAG
AAGCTAGAGT
GCATCGTGGT
CAAGGCGAGT
CGATCGTTGT
ATAATTCTCT
CCAAGTCATT
GGGATAATAC
CGGGGCGAAA
GTGCACCCAA
CAGGAAGGCA
TACTCTTCCT
ACATATTTGA
AAGTGCCAC

TTCTCATAGC
CTGTGTGCAC
TGAGTCCAAC
TAGCAGAGCG
CTACACTAGA
AAGAGTTGGT
TTGCAAGCAG
TACGGGGTCT
ATCAAAAAGG
AAGTATATAT
CTCAGCGATC
TACGATACGG
CTCACCGGCT
TGGTCCTGCA
AAGTAGTTCG
GTCACGCTCG
TACATGATCC
CAGAAGTAAG
TACTGTCATG
CTGAGAATAG
CGCGCCACAT
ACTCTCAAGG
CTGATCTTCA
AAATGCCGCA
TTTTCAATAT
ATGTATTTAG

TCACGCTGTA
GAACCCCCCG
CCGGTAAGAC
AGGTATGTAG
AGGACAGTAT
AGCTCTTGAT
CAGATTACGC
GACGCTCAGT
ATCTTCACCT
GAGTAAACTT
TGTCTATTTC
GAGGGCTTAC
CCAGATTTAT
ACTTTATCCG
CCAGTTAATA
TCGTTTGGTA
CCCATGTTGT
TTGGCCGCAG
CCATCCGTAA
TGTATGCGGC
AGCAGAACTT
ATCTTACCGC
GCATCTTTTA
AAAAAGGGAA
TATTGAAGCA
AAAAATAAAC

GGTATCTCAG
TTCAGCCCGA
ACGACTTATC
GCGGTGCTAC
TTGGTATCTG
CCGGCAAACA
GCAGAAAAAA
GGAACGAAAA
AGATCCTTTT
GGTCTGACAG
GTTCATCCAT
CATCTGGCCC
CAGCAATAAA
CCTCCATCCA
GTTTGCGCAA
TGGCTTCATT
GCAAAAAAGC
TGTTATCACT
GATGCTTTTC
GACCGAGTTG
TAAAAGTGCT
TGTTGAGATC
CTTTCACCAG
TAAGGGCGAC
TTTATCAGGG
AAATAGGGGT
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