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Zusammenfassung 1

1. ZUSAMMENFASSUNG

Die vorliegende Arbeit beschreibt die morphologische und biochemische Charakterisierung
zweier Mauglinien, Crygb™® und Cryge', welche in einem Mutageneseexperiment an der GSF
Neuherberg erhalten wurden (Kratochvilova et al., 1979) und verschiedene Mutationen im g
Kristallin-Gencluster aufweisen (Klopp et al., 1998). Beide Linien entwickeln eine kongeni-
tale und progressiv verlaufende Triibung der Augenlinse.

Die pathologische Entwicklung von Cryge-Mutanten beginnt im Stadium E14.5 mit der ver-
minderten Elongation der priméren Linsenfaserzellen. Sie fullen das Linsenvesikel nicht voll-
standig aus und werden mit dem Auswachsen sekundérer Faserzellen aus dem Linsenbogen in
die posteriore Hemisphére der Linsenkapsel gedriickt. Die komprimierten Zellen schwellen an
und ihre Zellmembran [6st sich auf. In Crygb™®-Mutanten beobachtet man erste morpholo-
gische Veranderungen ab dem Stadium E15.5 mit der beginnenden Elongation und Differen-
zierung sekundarer Linsenfaserzellen aus dem Linsenbogen. Neben Schwellungen der Linsen-
faserzellen wird eine zunehmende Vakuolisierung der Linse sichtbar. Gleichzeitig unterliegen
die priméren Faserzellen des Linsenkerns einer fortschreitenden Zytolyse.

Die pathologischen Veranderungen in beiden Mutanten werden durch ein verkirztes g-Kri-
stallin hervorgerufen, dessen Expression mit Hilfe eines spezifischen Antikorpersin der Linse
von Crygh"P-Mutanten nachgewiesen werden konnte. In beiden Mutanten wird ein drastisch
verminderter Zellkern- und DNA-Abbau beobachtet, woraus sich auf ein gestortes terminales
Differenzierungsprogramm in der Linse von gKristalin-Mutanten schlief3en [&3. Das
aufgrund von Literaturdaten entwickelte Arbeitsmodell schldgt als Ursache hierfir eine
fehlerhafte Umwandlung proliferierender Epithelzellen in postmitotische Faserzellen vor. Die
immunhistochemische Analyse verschiedener Zellzyklusregulatoren zeigt keine verénderte
Expression des Cyclin D/cdk4-Komplexes in der Linse. Im Gegensatz dazu belegt das Ex-
pressionsmuster seines Inhibitors, p57"?, daR die Faserzellen von gKristallin-Mutanten in
ein Differenzierungsprogramm eintreten, dieses jedoch nur stark verlangsamt durchlaufen.
Die pathologischen Veranderungen werden durch apoptotische Ereignisse hervorgerufen. In
Cryge-Mutanten wird die Expression von Bax durch die posteriore Kompression primarer
Faserzellen induziert, in Crygh"P-Linsen ist sie abhdngig von ihrem Differenzierungsgrad.
Vorhergesagte apoptotische Ereignisse, die mitochondriale Freisetzung von Cytochrom C
und die proteolytische Spaltung von PARP, werden in Crygh™®-Linsen gefunden.

Das Ziel der Arbeit war die Erstellung eines transgenen Mausmodells, um die Grundlage fir

die Untersuchung der apoptotischen Prozesse in Linsen g-Kristallin-Mutanten zu schaffen.



Einleitung

2. EINLEITUNG

2.1 Die Entwicklung des Augesin Vertebraten

Sinnesplakoden sind die Ausgangspunkte fir die Entwicklung der zentralen Sinnesorgane. Sie

werden im Oberflachenektoderm durch Kontakt mit einem Bereich des darunterliegenden

Neuroektoderms induziert, der spéter die Verarbeitung der Sinneswahrnehmung Ubernimmit.

Oberflichenektoderm

Neurales Ektoderm . [ 70— J Linseaplakode
) r— F\\ E9.5

Linsengrube

Inneres Blatt E10.0

des Augenbechers =~

Abschniirung des
Linsenbliischens
E10.5

Auswachsen primérer
Linsenfaserzellen
E12.5

Cornea -
y

g |
Linsenbogen — | W“\w““‘u“‘
il

~ HH
Retina - <

\ | faserzellen im Linsenbogen
E13.5

Abb. 2.1: Linsenentwicklung in Vertebraten.

Die Vertebratenlinse entwickelt sich aus der Linsenpla-
kode. Es bildet sich eine Linsengrube, die sich zum
Linsenvesikel abschnirt. Dieses wird von posterior mit
primdren Faserzellen geflillt, die den spéteren Linsen-
kern bilden. Die aguatorialen Zellen des Linsenbogens
differenzieren zu sekundéren Faserzellen, welche den
Linsenkern umschlieZen.

Bildung sekundirer Linsen-

Am Tag E95 der Embryonalent-
wicklung in der Maus werden die
Linsenplakoden durch bestimmte, als
Augenblaschen bezeichnete Bereiche
des Dienzephalons, einem Tell des
spateren Vorderhirns, induziert. Im
Anschlu? an diese Induktionsphase
stilpen sich das Neuro- und das Ober-
flachenektoderm ein und es entstehen
die Linsengruben und die Augen-
becher. Diese bleiben Uber den
Augenbecherstiel  mit dem Dien-
zephalon verbunden. Das innere, der
Linsengrube zugewandte Blait des
Augenbechers entwickelt sich zur
Neuroretina, wadhrend das Pigment-
epithel des Auges aus dem &uf3eren
Blatt des Augenbechers hervorgeht.
Am Tag E105 schliefdt sich die
Linsengrube, und das entstandene
Linsenbladschen schnirt sich vom
Ektoderm ab. Anschlief3end elongie-
ren die posterioren Epithelzellen des
Linsenvesikels und bilden primére

Faserzellen. Am Tag E13.5 fillen diese das Linsenbl&schen vollsténdig aus. Ab Tag E14.5

beginnen die dquatorialen Zellen des Linsenepithels zu differenzieren. Wahrend ihrer Elon-

gation verlassen sie als junge sekundére Faserzellen den Linsenbogen und lagern sich in Form

konzentrischer Kugelschalen auf die elongierten priméaren Fasezellen auf (Abbildung 2.1).



Einleitung 3

2.2 Struktur und Wachstum der adulten Linse

Das lebensang fortschreitende Wachstum der Linse geschieht durch mitotische Aktivitét
innerhalb der germinativen Zone des Linsenepithels, die sich anterior zum Linsendguator
befindet. Immer neue Epithelzellen werden in Richtung des Linsenbogens geschoben, wo die
Umwandlung proliferiernder Epithelzellen in postmitotische, durch Elongation und Differen-
zierung charakterisierte Linsenfaserzellen erfolgt (Kuwabara et al., 1974). Die terminade
Differenzierung von Linsenfaserzellen fuhrt schliefdlich zur Ausbildung einer organell-freien
und daher transparenten Zone im Zentrum der Linse (Bassnett 1995). Der Aufbau einer
adulten Linseist in Abbildung 2.2 schematisch dargestellt.

Germinative Zone Germinative Zone

} Linsenbogen

Expression von
Differenzierungsmarkern
und Zellzyklusinhibitoren

Primdare Faserzellen LL Abbau von DNA JJ

(Linsenkern) .
Fragmentierung

der Zellkerne

Abb. 2.2: Schematische Anordnung primérer und sekundérer Faserzellen in adulten Linsen.

Der aus priméren Faserzellen bestehende Linsenkern ist in Form konzentrischer Kugelschalen von
sekundéren Faserzellen umgeben. Im Linsenbogen erfolgt die Umwandlung proliferierender Epithel-
zellen in postmitotische Linsenfaserzellen. Durch terminale Differenzierung entsteht eine transparente
und organell-freie Zone im Zentrum der Linse.

Die zwiebel schalenartige, regelméaldige und symmetrische Anordnung der sekundéren Linsen-
faserzellen innerhalb der Linsenkapsel beruht auf einem prézise regulierten Gleichgewicht
zwischen der Proliferation des Linsenepithels und der schrittweisen Differenzierung im
Linsenbogen (Kuwabara et al., 1974). In den folgenden Abschnitten wird der Weg einer
Linsenzelle aus der germinativen Zone in Richtung des Linsenbogens verfolgt und auf die
verschiedenen biochemischen Ereignisse ndher eingegangen, die fur die Differenzierung von

Linsenfaserzellen verantwortlich sind.



Einleitung 4

2.3 Ubergang proliferierender Epithelzellen in postmitotische Faser zellen
2.3.1 Einleitung der Differenzierung durch die Sekretion morphogener Faktoren
Differenzierende Zellen des Linsenbogens exprimieren FGF-1, ein Protein aus der Familie der
Fibroblasten-Wachstumsfaktoren. Die Beteiligung von FGF-1 an der Induktion des Differen-
zierungsprozesses &3t sich in Zellkultur zeigen. Proliferierende Zellen des Linsenepithels
sind in vitro schrittweise differenzierbar; sie verlieren dabel ihre mitotische Teilungsfahigkeit
und elongieren (Lovicu et al., 1992). Ebenso fihrt die Expression von FGF-4, FGF-7 und
FGF-1 in der Linse zur Differenzierung des Linsenepithels in vivo und zur Expression der
faserzellspezifischen b-Kristalline (Robinson et al., 1995; Lovicu et al., 1998).

Neben einer zelleigenen (autokrinen) Stimulation des Differenzierungsprozesses im Linsen-
bogen werden auch parakrine Effekte diskutiert. Im Stadium des Linsenvesikels wird FGF-1
in der gesamten Neuroretina exprimiert. Die posterioren Epithelzellen des Linsenvesikels sind
einer erhdhten Konzentration von FGF-1 ausgesetzt und beginnen zu differenzieren. Nach
beendeter Elongation der priméren Faserzellen beschrankt sich die Expression von FGF-1 auf
die anteriore Neuroretina und den Ciliarkorper. Der FGF-Gradient verlagert sich somit in
aquatorial benachbarte Bereiche der Linse und induziert dort den Differenzierungsprozel3; die
aquatorialen Zellen des Linsenepithels treten aus dem Zellzyklus aus und beginnen ihre
Elongation (Maisel 1985; McAvoy et al., 1991).

2.3.2 Regulation des Zellzyklusin differenzierenden Linsenfaserzellen
Proliferierende Zellen aus der germinativen Zone des Linsenepithels durchlaufen den
gesamten Zellzyklus (Abbildung 2.3), wadhrend postmitotische Faserzellen im G;-Zustand
arretiert sind (Matsuoka et al., 1995). Das Uberschreiten des G;-Haltepunktes fiihrt zum
Eintritt in die S-Phase und nachfolgend zum Durch-
2 laufen des gesamten Zellzyklus (Kato 1999). Der
Ubergang von einer Phase zur néchsten wird durch
Cyclin-abhéngige Kinasen (cdk) und ihre regulatori-
schen Untereinheiten, die Cycline, gesteuert. Spezi-
fische cdk-Inhibitoren sind ebenso beteiligt. Tabelle
> @ 2.1 fal% die Expression von Zellzyklusregulatoren in

Go der Linse zusammen.

Abb. 2.3: Schematische Darstellung der Zellzyklusphasen.

Differenzierende Linsenzellen befinden sich in der G;-Phase, welche sich an die mitotische ZdlIteilung
(M-Phase) anschliefit. Die Gy-Phase entspricht einer Ruhephase und wird in Linsenzellen nicht beob-
achtet. Das Uberschreiten der G,/S-Grenze fiihrt zum Einleiten der DNA-Replikation (S-Phase) und
damit zum Durchlaufen des gesamten Zellzyklus, einschliefdlich der mitotischen Teilung.
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Typ Detektionsmethode, L okalisation Referenz

G;: CyclinD; mRNA, primére und sekundére Faserzellen
cdk4 MRNA, primére und sekundére Faserzellen
p274Pt mRNA, junge sekundére Faserzellen (Linsenbogen) ~ Zhang et al., 1997
p574P? mRNA, junge sekundére Faserzellen (Linsenbogen) ~ Zhang et al., 1998

Fromm et al., 1996

cdk5 MRNA / Protein, primére und sekundére Faserzellen G ol 1967
p35 MRNA / Protein, primére und sekundére Faserzellen coetal,
G/S pRb MRNA / Protein, primére und sekundére Faserzellen  Fromm et al., 1996
G,J/M CyclinB  mRNA / Protein, primére und sekundére Faserzellen
cdkl Protein, primére und sekundére Faserzellen Gaoetal., 1995

Tabelle 2.1: Expression von Zellzyklusregulatoren in der Linse.

Proliferierende Zellen des anterioren Epithels exprimieren Zelzyklusproteine, welche den Gy/M-
Phasenubergang katalysieren (Cyclin A, Cyclin B1, cdkl und cdk2; Fromm et al., 1996). Mit be-
ginnender Differenzierung im Linsenbogen beschrénkt sich die Expression auf die Regulatoren der
Gs- und Gy/S-Phase. Eine Ausnahme stellt der Cyclin B/cdk1-Komplex dar (siehe Text).

Cyclin B/cdk1 bewirkt wahrend der Prometaphase proliferierender Zellen den Abbau der Kernmem-
bran und ist vermutlich ebenso am Zellkernabbau differenzierender Linsenfaserzellen beteiligt (Gao et
al., 1995; He et al., 1998).

Die Bildung von bindren Cyclin/cdk-Komplexen katalysiert den Phasenlbergang des Zell-
zyklus. Die Aktivitdt der Cyclin-abhéngigen Kinasen (cdk) unterliegt einer strengen
Regulation, da die kritischen Prozesse, wie DNA-Synthese (S-Phase) und mitotische Teilung
(M-Phase), nicht angehalten oder unterbrochen werden konnen (Kato 1999). Ein wichtiger
Regulationsmechanismus Cyclin-abhangiger Kinasen ist die Verfugbarkeit ihrer regula
torischen Untereinheiten, welche periodisch zu bestimmten Phasen des Zellzyklus exprimiert
und daher Cycline genannt werden. Zusétzlich missen cdk-Proteine an drel Stellen posttrans-
lational modifiziert werden. Beispielhaft sind diese Positionen von cdc2 aus Hefe (=cdkl1 der
Vertebraten) angegeben: Die Phosphorylierung des T-Loops an Position Thr161 und die De-
phosphorylierung von Thrl4 und Tyrl5 sind Voraussetzung fir die Aktivierung der Cyclin-
abhangigen Kinasen. lhre Aktivitat wird dartiber hinaus durch allosterische Inhibitoren (cdki)
reguliert. Diese binden an den T-Loop der cdk-Proteine, verhindern die Phosphorylierung von
Thr161 und inhibieren somit die Aktivitdt Cyclin-abhangiger Kinasen.

Die cdki-Proteine werden in zwei Familien eingeteilt. Die KIP-Familie (p27<"* und p57<F?)
bindet an verschiedene cdk-Proteine, wahrend die INK-Familie (p15™“, p57"™4 und p19"™*)
ausschliefdlich cdk4 inaktiviert. Die hochgestellt geschriebenen Bezeichnungen bedeuten

dabel "inhibitor of cyclin-dependent kinase, ink" und "kinase inhibitory protein, kip".
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2321 Erhalt des G;-Zustandes durch Zellzyklusinhibitoren

In proliferierenden Zellen wird der G,/S-Phaseniibergang des Zellzyklus durch Bildung eines
aktiven Komplexes von cdk4 mit Cyclinen der D-Familie gesteuert. Um jedoch einen
erneuten Eintritt der differenzierenden Faserzellen in den Zellzyklus zu verhindern, erfolgt im
Linsenbogen die Inhibierung des Cyclin D/cdk4-Systems durch die Expression von
Zdlzyklusregulatoren aus der KIP-Familie (Lovicu et al., 1999; Gomez et al., 1999). Diese
allosterischen Inhibitoren sind essentiell fur die Umwandlung proliferierender Epithelzellen in
postmitotische Faserzellen (Zhang et al., 1997; Zhang et al., 1998).

p574P-defiziente Tiere zeigen massive proliferative Defekte in Nieren, Keimdriisen, Leber
und in der Linse. Die normalerweise postmitotischen Zellen des Linsenbogens setzen ihre
Zéellteilung zunéchst fort und treten schliefdlich mit verlangsamter Kinetik aus dem Zellzyklus
aus (Zhang et al., 1997). Im Gegensatz dazu unterscheiden sich Linsen p274'-defizienter Tiere
nicht vom Wildtyp. Bel zusétzlicher Abwesenheit eines funktionalen p57<P%-Allels werden
jedoch keine differenzierungsspezifischen Proteine, wie b- und g-Kristalline, mehr exprimiert.
BrdU-Markierungsexperimente zeigen nun ausschliefdlich proliferierende Faserzellen, eine
terminale Differenzierung findet nicht statt. Die Zellzyklusinhibitoren der KIP-Familie
beteiligen sich somit kooperativ an der Umwandlung proliferierender Epithelzellen in
terminal differenzierende Faserzellen innerhalb des Linsenbogens (Zhang et al., 1998).

2.4 Terminale Differenzierung von Linsenfaserzellen

Die terminale Differenzierung von Linsenfaserzellen geht einher mit der Akkumulation hoher
Konzentrationen an Kristalinen in den elongierenden Faserzellen (Piatigorsky 1989; Goring
et al., 1992). Zusétzlich kondensiert das Chromatin in den Zellkernen (Vrensen et al., 1991)
und es erfolgt der Abbau von Zellorganellen (Bassnett et al., 1992; Bassnett 1995; Dahm et
al., 1997) und ihrer DNA (Counis et al., 1998). Fir den beobachteten Abbau von
Zellorganellen in differenzierenden Linsenfaserzellen werden verschiedene, meist
proteolytische Modelle vorgeschlagen. Eine Ausnahme stellt die fragmentierende
Zellkernmembran dar. Ihre Lamin-Komponenten konnten, in Analogie zum Beginn der M-
Phase mitotischer Zellen, auch durch Phosphorylierung depolymerisiert werden (He et al.,
1998).
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2.4.1 Proteolytische Modelle fiir den Abbau von Zellorganellen

In Linsenzellen sind neben Calpain (David et al., 1984; Lipman et al., 1991) trypsin-dhnliche
Proteasen (Tse et al., 1981) und Aminopeptidasen aktiv (Taylor 1993a; Taylor 1993b).
Ebenso wird der Abbau mifRgefalteter und beschadigter Proteine durch das Proteasom
berichtet (Murakami et al., 1990; Wagner et al., 1993). Eine vielversprechende Variante des
proteolytischen Abbaus von Zelorgandllen in differenzierenden Faserzellen stellt zudem ein
tellweise aktiviertes Zelltod-Programm dar (Ishizaki et al., 1998).

2.4.2 Die zdlulére Apoptosekaskade

Nach heutigem Wissensstand wird wahrend des programmierten Zelltodes (Apoptose) eine
Kaskade von Aspartat-Proteasen (Caspasen) aktiviert, deren Substrate DNA-Polymerasen
(PARP), Bestandteile der Zellkernmembran (Lamine) und Apoptose-Inhibitoren (Bcl-2,
ICAD) sind (Cheng et al., 1997; Harvey et al., 1998). Die Bcl-2-Familie umfal sowohl
Proteine, die als Homodimere anti-apoptotisch wirksam sind (Bcl-2, Bcl-x, und Bak), als auch
solche, die durch Bildung von Heterodimeren mit der vorigen Gruppe Apoptose initiieren
konnen (Bax und Bad).

Fur das System Bax/Bcl-2 wurde ein solches Verhalten bereits beschrieben und a's "Rheostat-
Modell" bezeichnet (Korsmeyer et al., 1993). Das cytoplasmatisch vorliegende Bax-
Homodimer diffundiert hierbei in die Mitochondrienmembran und inaktiviert dort das Bcl-2-
Homodimer durch Bildung von Bax/Bcl-2-Heterodimeren (Oltvai et al., 1993). Ist das

Bax/Bcl-2-Verhdltnis wesentlich zugunsten von Bax verschoben, so fuhrt dies zur

Substrate von Caspase-3

p53 TGF-R, ICE

ICAD Lamineder Bcl-2 PARP
?—K [3>@\[i(% y/ # Kernmembran (116 kDa)
CAD
RE BaXE@—> Bcl-2 # L L
[f DNA-  Abbau der
85 kDa

Abbau Zellkerne

Cytochrom C Bcl-x, I
[SVBk‘Q‘ [Séé [1] Harveyetal., 1998. [5] Pettmannetal., 1998.
[2] Korsmeyer et al., 1993. [6] Selvakumaranetal., 1994.
AT Pﬁ»Apaf-lﬁ» Caspase-9 > Caspase-3 [3] Miyashitaet al., 1994, [71 Yangetal., 1997.

[4] Oltvai et al., 1993. [8] Zouetal., 1997.

Abb. 2.4: Aktivierung von Caspase-3 innerhalb der zelluléren Apoptosekaskade.

Aufgrund seiner Substratspezifitét wird Caspase-3 as exekutives Element fir die morphologischen
Veranderungen wahrend des programmierten Zelltodes angesehen. Neben dem Abbau der Zellkern-
membran bewirkt sie durch Aktivierung einer Caspase-abhangigen DNase (CAD) die Fragmentierung
der DNA. Gleichzeitig inaktiviert sie das zelluldre DNA-Reparatursystem durch die proteolytische
Spaltung von PARP, einer DNA-Polymerase.
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Schwellung der Mitochondrien und zur Freisetzung von Cytochrom C in das Cytoplasma
(Yang et al., 1997), vermutlich durch Bildung von lonenkanélen aus Bax/Bax-Homodimeren
(Pastorino et al., 1998). In Wirbeltieren wird Apaf-1 (Apoptosis protease-activating factor 1),
ein Homologes des C. elegans-Genproduktes ced-4, durch ATP und cytoplasmatisches
Cytochrom C in seine aktive Form Uberfuhrt (Li et al., 1997), welche schliefdich eine
Kaskade aus Aspartat-Proteasen aktiviert (Zou et al., 1997). Caspase-3 scheint aufgrund ihrer
Substratspezifitét fur ICAD (Inhibitor der Caspase-aktivierten DNase) und Lamin-Kompo-
nenten der Zellkernmembran eine wesentliche Rolle in den beobachteten morphologischen
Veranderungen wahrend des programmierten Zelltodes einzunehmen (Ishizaki et al., 1998). In
Abbildung 2.4 ist dieser skizzierte apoptotische Signalweg schematisch dargestellt.

2.4.3 Aktivierung apoptotischer Prozesse in differenzierenden Linsenfaserzellen

Mehrere Beobachtungen sprechen dafir, dal3 apoptotische Prozesse an der terminalen
Differenzierung von Linsenfaserzellen beteiligt sind. So fiihrt die Uberexpression von Bcl-2,
eines zelleigenen Apoptose-Inhibitors, in der Linse transgener Mé&use zur vollsténdigen
Unterdriickung des Denukleationsprozesses differenzierender Linsenfaserzellen und damit zur
Kataraktentwicklung (Fromm et al., 1997). Dieser Befund wird von der Beobachtung
gestutzt, dal’ unter anderem Caspasen wahrend terminaler Differenzierung aktiv sind. So
wurden die Caspase-3-vermittelten Abbauprodukte von PARP in Linsenextrakten aus Ratten
nachgewiesen. DEVD-fmk, ein nicht spaltbares Substratanalogon, ist ein spezifischer
Inhibitor fur Caspase-3. Werden in Zellkultur differenzierende Linsenzellen mit DEVD-fmk
inkubiert, so unterbleiben neben der Spaltung von PARP auch andere typische morpho-
logische Veranderungen differenzierender Linsenfaserzellen, wie Kondensierung des
Chromatins, Denukleation und DNA-Abbau (Ishizaki et al., 1998).

Ein weiteres typisches Merkmal des programmierten Zelltodes ist die Abschniirung "apoptoti-
scher Vesikel" von der Zellmembran. Dieser Prozef3 fuhrt schlief3dlich zur Auflésung der Zelle
und wird in der Linse normalerweise nicht beobachtet. Abweichungen vom terminalen
Differenzierungsprogramm, beispielsweise der Wiedereintritt differenzierender Faserzellen in
den Zellzyklus durch Uberschreiten des Gi/S-Haltepunktes, fuhren zur Aktivierung des
Tumorsuppressor-Proteins p53 und nachfolgend zur Auflésung der Faserzellen (Pan et al.,
1995). Offenbar sind nur einige ausgewahlte Komponenten des zelleigenen Apoptosesystems
an der terminalen Differenzierung von Linsenfaserzellen beteiligt, das vollsténdige Durch-
laufen des A poptoseprogramms hingegen bewirkt die Entwicklung einer Katarakt.
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2.5 DieKristalline

Differenzierende Linsenfaserzellen exprimieren eine Klasse speziadisierter Proteine, die
Kristalline. Sie représentieren etwa zwel Drittel der Gesamtmasse adulter Linsen. Die
Kristalline werden gemald ihrer Entdeckung von drei Hauptfraktionen aus der Augenlinse in
drel Proteinfamilien eingeteilt: Die a-Kristalline, die b-Kristalline und die gKristaline
(M0rner, 1893). Daneben gibt es eine Reihe taxonspezifischer Kristalline, die meist noch eine
enzymatische Funktion aufweisen (Piatigorsky 1989). Bel V6geln beispielsweise werden statt
der g-Kristaline die d-Kristalline exprimiert; sie wirken auch als Argininosuccinat-Lyase. Die
besondere Struktur der Kristalline, sowie ihre Bedeutung fiir die Transparenz der Linse, wird
in den folgenden Abschnitten néher erlautert.

25.1 Struktur und Funktion der a-Kristalline

In Linsenfaserzellen liegt das a-Kristallin als Multimer mit einem Molekulargewicht von
etwa 800kDa vor. Der Komplex besteht aus den homologen Untereinheiten des aA- und aB-
Kristallins, mit einem Molekulargewicht von je 20 bzw. 22kDa (van Boekel et al., 1999).
Eine um 23 Aminosauren verlangerte Spleifvariante, das aA™-Kristallin, wird vorwiegend in
Nagetieren gefunden (Hendriks et al., 1990), seine funktionelle Bedeutung ist bislang
alerdings unklar. aA-Kristallin gilt als linsenspezifisches Protein und wird in der Maus ab
Tag E12.5 in den Faserzellen exprimiert. Geringe Mengen werden auf}erdem in Milz und
Thymus nachgewiesen (Overbeek et al., 1985; Chepelinsky et al., 1987; Kato et al., 1991).
Im Gegensatz dazu wird aB-Kristallin auch in Herz- und Skelettmuskulatur, Gehirn, Thymus
und Niere synthetisiert (Dubin et al., 1991).

Die Struktur des a-Kristallins ist auf3erordentlich dynamisch und reicht von kettenférmigen
Aggregaten bis hin zu einer micellenférmigen Anordnung, welche einen zentralen Hohlraum
mit einem Durchmesser von 55A aufweist (Smulders et al., 1998). Diese Quartarstruktur wird
von a-Kristallinen bevorzugt nach ihrer Bindung an denaturiertes Protein eingenommen,
welches daraufhin in die native Form zurlickgefaltet wird. Nicht renaturierbare Proteine
bleiben in dem Hohlraum eingeschlossen und werden so in LAsung gehalten (Das et al., 1995;
Brady et al., 1997). Diese Funktion der a-Kristalline wird als Chaperonaktivitét bezeichnet
und stellt eine wichtige Voraussetzung fur die lebenslange Transparenz der Linse dar
(Horwitz 1992a; Horwitz et al., 1992b; Boyle et al., 1994).
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25.2 Dieb/gKristallin-Familie

Die strukturelle Besonderheit der b/g-Kristalline ist ein insgesamt vierfach wiederkehrendes
Motiv, das aus vier symmetrischen, antiparallel verlaufenden b-Faltbléttern besteht und as
"Griechischer Schlussal" bezeichnet wird. Dieses Modell wurde durch Rontgenkristallogra-
phie am gB-Kristallin des Rindes

—— Doméanel — —— Domanell —
Motiv 1 Motiv 2 Motiv 3 Motiv 4 etabliert. Inzwischen sind jedoch
P o P auch andere Strukturen bekannt,
- die davon abweichen. Das gF-Kri-

stallin des Rindes besitzt beispiels-

weise vier Faltbldtter im ersten

A L~ A L — A |~

///'\\ Griechischen Schlissel, das zweite

VV \ A/
und dritte Motiv wird von je drei

J b-Faltblattern gebildet und das

Abb. 2.5: Sekundarstruktur der b/g-Kristalline. vierte Motiv besteht schlief3lich
Die b/gKristaline bestehen aus vier Griechischen wieder aus vier Fatblitern
Schltsssel-Motiven. Zwei  dieser Motive stellen eine ) )
Domaéne dar (Crabbe et al., 1995). Die Eigenschaften des (Singsoy et al., 1983). Je zwel
Verkniipfungspeptids unterscheiden sich in den b- und ¢ Griechische Schilissel sind durch
Kristalinen. Dadurch wird die Domanenpaarung beein- ein kurzes Polypeptid miteinander

flufd (siehe Text).
Uik (siehe Text) verbunden und  bilden eine

Domaéne (Abbildung 2.5).

Die b- und g-Kristalline unterscheiden sich in der Anordnung ihrer Doméanen. Da die g-Kri-
stalline intramolekulare Doméanenpaarung zeigen, liegen sie monomerisch vor. Im Gegensatz
dazu interagieren die Doménen der b-Kristalline intermolekular, was zu Homo-, Heterodi-
meren und Multimeren fihrt (Hope et al., 1994). Eine Ausnahme stellt das bsKristallin dar.
Es wurde zunéchst den b-Kristallinen zugeordnet, da es chromatographisch in dieser Fraktion
vorkommt. Spéter wurde festgestellt, dal3 es als Monomer vorliegt und wird nunmehr als g
Kristallin bezeichnet (van Rens et al., 1991). Zur Unterscheidung der beiden Familien dient
auch der N-Terminus. Er ist in den b-Kristallinen blockiert und in den g-Kristallinen frei (de
Jong et al., 1988).
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2.5.3 Struktur und Funktion der b-Kristalline

Die b-Kristalline sind vorwiegend in elongierenden Linsenfaserzellen exprimiert (Head et al.,
1995; McDermott et al., 1996). Sie werden in saure (bA-) und basische (bB-) Kristalline
unterteilt. Die Monomere haben ein Molekulargewicht zwischen 22 und 28kDa und
aggregieren zu groferen, maximal oktameren Komplexen (Zarina et al., 1994). b-Kristalline
sind an ihren N-Termini acetyliert und unterliegen weiteren posttranslationalen Modi-
fikationen, wie Glykosylierung und Phosphorylierung (de Jong et al., 1988). Fur die
Ausbildung einer korrekten Quartéarstruktur des bB2-Kristallins ist ein intakter C-Terminus
essentiell. Die Expression des mif3gefalteten Proteins in der Linse fihrt zur Entwicklung einer
progressiven Katarakt (Carper 1982; Chambers et al., 1991; Graw et al., 1999).

2.5.4 Struktur und Funktion der g-Kristalline

Die monomer vorliegenden g-Kristalline besitzen ein Molekulargewicht von etwa 20kDa. Sie
werden in elongierenden Linsenfaserzellen exprimiert und erreichen ihr Expressionsmaxi-
mum in der Maus etwa drei Wochen nach der Geburt (Goring et al., 1992). Geringe Mengen
an g-Kristallinen werden auch in
der Retina nachgewiesen (Jones
et al., 1999). Die Quartéarstruktur
von  bovinem  gB-Kristallin
(Lindley et al., 1993) ist in
Abbildung 2.6 dargestellt.

Die Struktur der g-Kristalline er-
laubt hohe Packungsdichten und

vermindert so den Wassergehalt

Abb. 2.6: Rontgenkristallstruktur von bovinem gB-Kristalin. der Faserzellen. Ihr Proteingehalt

a-Helices erscheinen dunkelgrau, die antiparallel verlaufen-  liegt bei Uber 60 Prozent, etwa

den b-Faltblatter sind hellgrau gefarbt. Der N-Terminus des  nva Drittel davon entfallen auf
Proteins liegt im unteren rechten Drittel, der C-Terminus in

der Bildmitte (entnommen aus Lindley et al., 1993). die g-Kristalline. Somatische Zel-

len haben Ublicherweise Protein-
gehalte von etwa funf Prozent. Intakte Griechische Schlissel-Motive von g-Kristallinen, so-
wie die korrekte Anordnung ihrer Domanen, sind eine wesentliche Voraussetzung fur die
Transparenz von Linsenfaserzellen und ermdglichen den hohen Brechungsindex der Augen-
linse (Crabbe et al., 1995).



Einleitung 12

2.5.5 Genomische Organisation der b/g-Kristallingene

Die b- und g-Kristalline unterscheiden sich in ihrer genomischen Organisation. In Vertebraten
werden die sauren bA-Kristalline und die basischen bB-Kristalline jeweils von drei Genen
codiert (Crybal, Cryba2, Cryba4; Crybbl® Crybb3) (Brakenhoff et al., 1992). Sie bestehen
typischerweise aus sechs Exons, wobei die ersten beiden fur den N-terminalen Arm und die
anderen vier fur je einen Griechischen Schllissel codieren (Hogg et al., 1987).

Im Gegensatz dazu existieren in Vertebraten insgesamt sechs verschiedene g-Kristalin-
codierende Gene (Cryga® Crygf). Die genomische Struktur der g-Kristallingene umfaldt drei
Exons. Das erste Exon codiert immer fur die ersten drei Aminosduren der g-Kristalline. Es
wird gefolgt von einem kurzen, 100bp umfassenden Intron. Das zweite (243bp) und dritte
Exon (273-276bp) der g-Kristaline codieren fur jeweils zwei Griechische Schltssel und sind
durch ein 1-2kb Uberspannendes Intron getrennt.

Die gKristalingene liegen auf einem eng begrenzten Bereich des Genoms. In Ratten
umfassen flnf dieser Gene (Cryga® Cryge) eine Region von nur 50kb, die relative Lage von
Crygf hierzu ist alerdings bisang unbekannt (den Dunnen et al., 1989). Die sechs ¢
Kristallingene der Maus liegen auf Chromosom 1 (Skow et al., 1988). Ortholog hierzu ist der
Bereich 2g32-35 des humanen Genoms (den Dunnen et al., 1985). Im Menschen werden
jedoch nur vier der sechs vorhandenen g-Kristallingene transkribiert, CRYGE und CRYGF
sind Pseudeogene (Brakenhoff et al., 1990). Die enge Nachbarschaft der g-Kristalingene,
sowie ihre hohe strukturelle Homologie, deuten auf ihre Entstehung durch Genduplikation
eines gemeinsamen Vorléufers hin. Die sechs g-Kristallin-codierenden Gene sind zu ber 40
Prozent identisch, ihre Aminosduresequenzen sind zu Uber 60 Prozent konserviert (Graw et
al., 1991; Graw et al., 1993).
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2.6 Mutationen der Kristallingene erzeugen Katar akte

Nach Angaben der Weltgesundheitsorganisation WHO sind Linsentribungen (Katarakte)
beim Menschen weltweit die haufigste Ursache fir den Verlust des Sehvermdgens. Bei der
Geburt manifeste (kongenitale) Katarakte sind zugleich eine der haufigsten Augenkrankheiten
bei Kindern (Thylefors et al., 1995). In menschlichen Kristallingenen sind unterschiedliche
Mutationen bekannt, welche zur Entwicklung einer Linsentribung fuhren. Eine Auswahl
davon ist zusammen mit entsprechenden Mausmodellen in Tabelle 2.2 angegeben.

Mutationen menschlicher Kristallingene und korrespondierende Tiermodelle

Gen Bezeichnung, Mutation Referenz

CRYAA ADCC; Aminosaureaustausch R116C  Litt et al., 1997; Litt et al., 1998
Crygaa’-Maus Brady et al., 1997

CRYBA3/A1 CCZS Intron3 (Splice Ste, GR A) Padma et al., 1995; Kannabiran et al., 1998

Crybal™; Ex6 (170 T® A) Graw et al., 1999

CRYBB2 Coppock-like (CCL-2); Ex6 (14 C® T) Gill et al., 2000
Philly-Maus, Ex3 (D 12bp) Carper et al., 1986; Chamberset al., 1991

CRYGC Coppock-like (CCL); Ex2 (225 A® C) Héonetal., 1999

CRYGD Aculeiform; Ex2 (34 C® T) Stephan et al., 1999; Pande et al., 2000
Crygd-°"'%: Ex3 (470 G® A) Smith et al., 2000

CRYG-Gencluster PCC Rogaev et al., 1996

Cryge™: Ex3 (503 DG) Cartier et al., 1992

Tab. 2.2: Mutationen menschlicher Kristallingene und korrespondierende Tiermodelle.

Die betroffenen Gene humaner Kristalinmutationen (enthommen aus der OMIM-Datenbank
"Mendelian Inheritance in Man", http://www.ncbi.nlm.gov/htbin-post/omim/getmim) sind zusammen
mit der zugehdrigen Mutation und der gebréuchlichen Abkirzung angegeben (ADCC: Autosomal
dominant congenital cataract; CCZS Autosomal dominant zonular cataract; CCL: Coppock-like
cataract; PCC: Autosomal dominant polymorphic congenital cataract). Auf Mausmodelle mit einer
entsprechenden Mutation im Kristallin-Gencluster wird jeweils in der folgenden Zeile verwiesen.

Aufgrund von mangelndem Untersuchungsmaterial ist die Charakterisierung biochemischer
Ursachen von Linsentribungen des Menschen problematisch. Die Verfligbarkeit embryonaler
Stadien ist ebenso ein gewichtiges Argument fr die Suche nach geeigneten Tiermodellen. Im
Allgemeinen werden diese durch Mutageneseexperimente erhalten (Ehling et al., 1985; Hrabé
et al., 1998). Durch die hohe Sequenzhomologie der g-Kristalin-Gene des Menschen zu
denen der Maus mit Uber 80 Prozent (Graw et al., 1993) stellen Mutationen im g-Kristallin-
Gencluster der Maus hervorragende Modellsysteme fir molekulare und biochemische Unter-
suchungen der pathol ogischen Verénderungen wahrend der Kataraktentwicklung dar.
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2.6.1 Generierung von murinen Kataraktmutanten

In den spéten siebziger Jahren wurde am Ingtitut fir Saugetiergenetik der GSF Neuherberg
die Dosis/Wirkungsabhangigkeit verschiedener mutagener Einflisse, wie Rontgenstrahlen
oder Ethynitrosoharnstoff (ENU), auf nachfolgende Generationen an Mausen untersucht
(Kratochvilova et al., 1979). Im Zuge der systematischen Auswertung dieser Ergebnisse
entstand die Neuherberger Mutantensammlung (Ehling 1991; Favor 1995).

2.6.2 Erbgang und genetische Analyse

Die durch Allelietests zusammengefaldten Cat2-Mutanten stellen die umfangreichste Gruppe
der Neuherberger Sammlung dar (Kratochvilova et al., 1992). Der Cat2-Genort wurde in der
Nahe des g-Kristallin-Genclusters auf Chromosom 1 der Maus kartiert (Everett et al., 1994).
Die Feinkartierung des Cat2-Genortes zeigt den geringen genetischen Abstand von
0.3 £0.3cM zu Cryge der Maus (Loster et al., 1994). Die g-Kristallingene wurden daher als
Kandidatengene fir Cat2-Mutationen in der Maus vorgeschlagen. Kirzlich wurden drei
Mutationen in den jeweligen gKristalingenen charakterisiert (Klopp et al., 1998).
Mutationen im g-Kristallin Gencluster der Maus treten as autosomal-dominanter Erbgang in
Erscheinung und werden mit voller Penetranz an die nachfolgende Generation weitergegeben.
Phanotypisch beobachtet man die Entwicklung einer kongenitalen Katarakt. Die Crygh"*-
und die Cryge-Mutante waren in groRen Zuchtansitzen an unserem Institut verfiigbar und
wurden fir die in dieser Arbeit beschriebene biochemische Charakteriserung der

Kataraktentwicklung von g-Kristallin-Mutanten verwendet.

2.6.3 Die Crygh"®-Mutation

Die spontan aufgetretene Crygh™® Mutante (Graw et al., 1984) zeigt eine Insertions-/Dele-
tions-Mutation im dritten Exon von Crygb, welche durch die Verschiebung des Leserasters
zum Verlust der Alul-Schnittstelle und zur Einfigung einer verénderten Aminosauresequenz
fuhrt (Klopp et al., 1998). Es werden insgesamt sechs neue Aminosauren im letzten Viertel
des Proteins eingebaut, bevor die Proteinkette zwischen dem dritten und vierten Griechischen
Schltissel-Motiv abbricht (Abbildung 2.7). Die veranderte Aminosauresequenz im Crygh™-
Protein ermoglicht die Herstellung eines spezifischen Antikdrperserums, mit dessen Hilfe die
Expression des mutierten gB-Kristallins in der Linse von Crygb™"-Mutanten untersucht
werden kann (siehe Abschnitte 5.2.1 und 5.5.1).
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134 L Y EM P S Y R G R Q ¥ L L R P G F Y ...

Alul
WT-crygb 400 CTCTATGAGATGCCTAGCTACAGAGGACGGCAGTACCTGCTAAGGCCGGGGGAGTAC. . .
[ARNRRARRERRRARNE (AR RN RN

Cat2"°P-crygb CTCTATGAGATGCCTAG atttGGCAGTACCTGCTAAGGCCGGGGGAGTAC. . .
L Y EMP R F G ST C *
| i -
1 Ex1 Ex2 259 Ex3 528;  565: Poly-A

Abb. 2.7: Veranderte DNA-Sequenz in Crygh™P-Mutanten.

In heterozygoten Tieren wird eine kongenitale nukledre Katarakt beobachtet. In homozygoten
Crygh"™-Mutanten ist diese etwas stérker ausgepragt, ebenso nimmt die GroRe der Linse ab.
Die histologische Anayse dreiwtchiger Méause zeigt eine starke Vakuolisierung des Linsen-
kortex, der verminderte Zellkernabbau deutet auf eine gestorte Faserzelldifferenzierung hin.
Ebenso wird eine verminderte Expression der differenzierungsspezifischen g-Kristalline ge-

funden, wahrend die Expression der a-Kristalline unveréndert ist (Graw et al., 1990).

2.6.4 DieCryge-Mutation

Die Cryge' Mutante wurde unter Nachkommen von Tieren beobachtet, von denen ein Eltern-
teil mit Rontgenstrahlen behandelt wurde (Graw et al., 1990). Die molekulare Analyse ergab
eine Punktmutation (C® G) im dritten Exon von Crygf (Klopp et al., 1998), die zu einem
Stop-Codon und einem Kettenabbruch der Proteinkette nach dem dritten Griechischen
Schlissel-Motiv fuhrt. Durch die Punktmutation werden keine neuen Aminosauren gebildet
(Abbildung 2.8). Die Herstellung eines spezifischen Antikdrpers gegen das verkiirzte Cryge'-
Protein ist daher nicht mdglich.

133 L ¥ EM P N ¥Y R GR Q¥ L L R PG E Y ...

WT-cryge 397 CTCTACGAGATGCCCAACTACCGGGGGCGGCAGTACCTGCTCAGGCCTGGGGAGTAC. . .
FEEEEREEE e e et e e e b e e e e e e be e e e e e e el

Cat2 *-cryge CTCTACGAGATGCCCAACTACCGGGGGCGGCAGTAGCTGCTCAGGCCTGGGGAGTAC. . .

L Y EMPN Y R G R Q *

I_>I -

+1 Ex1 Ex2 256 Ex3 525; 562: Poly-A

Abb. 2.8: Veranderte DNA-Sequenz in Cryge-Mutanten.

Heterozygote Cryge-Mutanten zeigen eine kongenitale Totaltriibung der Linse. In Homo-
zygoten ist diese etwas stérker ausgepragt, ebenso zeigt sich zunehmende Mikrophthalmie.
Die histologische Analyse dreiwtchiger Linsen zeigt eine starke Vakuolisierung sowie persis-
tierende Zellkerne. Die Differenzierung von Linsenfaserzellen ist offenbar massiv gestort. Der
Nachweis von Vimentin in der wasserléslichen Fraktion von Linsenextrakten belegt zudem
den Abbau des Cytoskeletts in den Faserzellen von Cryge-Mutanten (Graw et al., 1990).
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2.7 Zielsetzung

Der Schwerpunkt dieser Arbeit liegt auf der histologischen und molekularen Charakterisie-

rung von g-Kristalin-Mutanten, sowie auf der Erstellung eines molekularen Modells, mit

Hilfe dessen die gravierenden morphologischen Verdnderungen wahrend ihrer Linsenent-

wicklung beschrieben werden kénnen.

Die beiden untersuchten Mauslinien, Crygb™® und Cryge', wurden in einem Mutagenese-

experiment an der GSF Neuherberg erhalten (Kratochvilovaet al., 1979) und weisen verschiedene

Mutationen im g-Kristallin-Gencluster auf (Klopp et al., 1998). Beide Linien entwickeln eine

kongenitale und progressiv verlaufende Tribung der Augenlinse, begleitet von Mikrophthalmie.

Eine erste histologische Charakterisierung zeigt einen verminderten Zellkernabbau in der

Linse, woraus sich auf ein gestortes terminales Differenzierungsprogramm schlief3en &/t

(Graw et al., 1990; Graw et al., 1990).

Zunéchst sollten die pathologischen Verénderungen in der Linse von gKristallin-Mutanten

wahrend der Embryonalentwicklung charakterisiert werden. Durch vergleichende Histologie und

anhand von Literaturdaten sollte nachfolgend ein Arbeitsmodell entwickelt werden, welches
den Gesamtprozef3 der Faserzelldifferenzierung in verschiedene Schritte zerlegt, die einer
systematischen Untersuchung zugénglich sind:

(1) Die Umwandlung proliferierender Zellen aus der germinativen Zone des Linsenepithels in
elongierende Faserzellen. Dieser Ubergang stellt, wie verschiedene in vivo-Experimente
belegen, offensichtlich die Voraussetzung fur den Eintritt in ein terminales Differenzie-
rungsprogramm dar (Lovicu et al., 1992; Robinson et al., 1995). Durch immunhisto-
chemische Analyse soll ein Expressionsprofil verschiedener Zellzyklusregulatoren in der
Linse erstellt und mit g-Kristallin-Mutanten verglichen werden.

(2) Der Abbau von Zellkernen und DNA wahrend terminaler Differenzierung ist essentiell fur
die optischen Eigenschaften der Linse (Bassnett et al., 1992) und die Beteiligung
apoptotischer Prozesse wird vermutet (Pan et al., 1995; Ishizaki et al., 1998). Durch die
Analyse der verschiedenen, anhand der Literatur vorhergesagten Ereignisse des program-
mierten Zelltodes, soll die Faserzelldifferenzierung des Wildtyps mit den pathologischen
Veranderungen in g-Kristallin-Mutanten verglichen werden.

Ein Ziel der Arbeit war die Umsetzung der erhaltenen Ergebnisse fur die Erstellung eines

transgenen Mausmodells, mit dessen Hilfe die pathologischen Prozesse in Linsen von g-Kri-

stallin-Mutanten genauer untersucht werden kénnen.
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3. MATERIALIEN UND L OSUNGEN

3.1 Chemikalien und sonstige Reagenzien

Alle Chemikalien, die hier nicht aufgefihrt sind, wurden bei Merck, Darmstadt in Reinstform

bestellt. In Fallen, in denen &dhnliche Produkte von derselben Firma angeboten werden,

wurden die Katalognummern der Produkte angegeben.

Agarose (Elektrophoresegrad)
Ampicillin
Bacto-Tryptone

Bacto-Hefeextrakt

BSA (Rinderserum-Albumin)

Coomassie Brillant Blue G250

DNA/RNA Blotting-Membran (Qiabrane
Nylon Plus)

DAPI (4',6-Diamidin-2'-Phenylindol dihydro-
chlorid)

D¢ Protein Assay Kit

Dithiothreitol

DNA aus Heringsspermien

DNA Molekulargewichtsstandards 3, 8 und 23
dNTP-Sets

Einbettmedium VectaShield

Einbettmedium Eukitt
Einweg-Mikro-Homogeni satorstempel
Ethidiumbromid (20mg/ml Stammldsung)
GeneClean™

Histowax (Paraffin fir die Histologie)
IPTG (Isopropylthio-bD-Galactosid)
Kanamycin

Megaprime™ DNA Labeling Kit
Mikrospin™ S-300 HR Columns
Mikrotom-Einmalklingen (A35, blau)
Nonidet P-40 (IGEPAL CA-630)

Phenol, H,O-geséttigt
Plasmid-Préparationssaulen AX-100, AX-500
PM SF

Ponceau S

Propidiumiodid Stamml&sung (1mg/ml)

Gibco BRL, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen; #A 2804

Difco Laboratories, Detroit, USA; vertrieben
von Otto Nordwald, Hamburg; #0123-17-3
Difco; #0140-01

Gibco BRL, Karlsruhe

Serva, Heidelberg

Qiagen, Hilden; #61030

Boehringer Mannheim

BioRad Inc., Hercules, USA; #500-0116
Sigma Deisenhofen; #D9779

Gibco BRL, Karlsruhe

MBI Fermentas, St. Leon-Rot

Pharmacia, Freiburg; Promega, Mannheim
Vector Laboratories, Burlingame,
Kalifornien, USA

O. Kindler GmbH & Co., Freiburg

W. Ebel Laboreinrichtungen, Hamburg
Gibco BRL, Karlsruhe

Bio101; vertrieben durch Oncor, Heidelberg
Cambridge Instruments, Nul3loch

Carl Roth GmbH, Karlsruhe; #2316.3
Sigma Deisenhofen; #K0879

Amersham Buchler, Heidelberg; #RPN1606
Pharmacia, Freiburg

MPM Seidel GmbH, Buchendorf

Sigma Deisenhofen; #3021

Stratagene, Amsterdam, Niederlande
Macherey-Nagel, Dlren

Sigma, Deisenhofen; #P7626

Sigma, Deisenhofen; #P3504

Molecular Probes; #P1304; vertrieben durch
MoBiTec, Gottingen
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Radiochemikalien (**P-adCTP)
RNAzol™ B

Reverse Transkriptase (SuperScript |
SDS-Blotting-Membran (Nitrozellulose)
SDS-Blotting-Membran (PVDF)
SDS-Proteinstandard 69813, vorgefarbt
SDS-Proteinstandard Dalton Mark VII-L
TESPA (Triethoxypolysilan)

TUNEL-Kit (Fluorescein)

Tween-20

Whatman Filterpapier (GB004)

X-Gd (5-Brom-4-Chlor-3-Indoyl-bD-Gal acto-
pyranosid)

™)

3.2 Antikorper

Amersham Buchler, Heidelberg
BIOZOL Diagnostika, Eching

Gibco BRL, Karlsruhe

BioRad Inc., Hercules, USA; #162-0112
ICN Biomedicals Inc., Aurora, USA; #810302
Fluka, Deisenhofen; #69813

Sigma, Deisenhofen; #MW-SDS-70L
Sigma, Deisenhofen; #A 3648
Boehringer Mannheim; #1684795
Sigma, Deisenhofen; #P7949
Schleicher & Schuell, Dassel; #426994
Peglab Biotechnologie, Erlangen

Die Firma Jackson Immuno Research wird vertrieben durch Dianova, Hamburg. Priméare

Antikérper wurden bel den Firmen Upstate Biotechnologies Inc., vertrieben durch Biozol

GmbH, Eching, sowie Santa Cruz, Heidelberg, bezogen.

Anti-Human Bax, N-terminal (Kaninchen IgG)
Anti-Maus Bcl-2 (Kaninchen IgG)

Anti-cdk5 (Kaninchen 1gG)

Anti-Crygbnop ¢B-Kristallin (Kaninchen 1gG)
Anti-Cyclin D, (Kaninchen 1gG)

Anti-Cyclin D, (Kaninchen 1gG)

Anti-Cyclin D3 (Kaninchen 1gG)
Anti-Cytochrom C (Kaninchen 1gG)
Anti-Lamin B (Ziege 1gG)

Anti-PARP, Human (Kaninchen 1gG)
Anti-PARP, Human (Maus IgG, Klon C-2-10)
Anti-p27“"* (Kaninchen IgG)

Anti-p57“"? (Ziege 19G)

Esel-anti-Ziege 1gG, FITC-gekoppelt
Ziege-anti-Kaninchen 1gG, AP-gekoppelt
Ziege-anti-Kaninchen 1gG, Cy3-gekoppelt
Ziege-anti-Kaninchen 1gG, F(ab), FITC-gekoppelt
Ziege-anti-Kaninchen 1gG, HRP-gekoppelt

Upstate Biotechnol ogies; #UB06-499
Upstate Biotechnologies; #UB06-474

Santa Cruz; #sc-173

Roy Quinlan, Universitét Dundee, Schottland
Santa Cruz; #sc-753

Santa Cruz; #sc-754

Santa Cruz; #sc-755

Santa Cruz; #sc-7159

Santa Cruz; #sc-6217

Upstate Biotechnol ogies; #UB06-557
Biomol; #sa-250

Frank O. Fackelmayer, Universitét Konstanz
Santa Cruz; #sc-1037

Santa Cruz; #sc-2024

Boehringer Mannheim; #1214 632

Dianova; #711-165-152

Boehringer; #1814257

Jackson Immuno Research; #111-035-144
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3.3 Enzyme

Alkalische Phosphatase aus Kaberdarm
DNase |, RNase-frei

Cagpase-3, human, rekombinant
Proteinase K, lyophilisiert
Restriktionsenzyme

RNase Inhibitor
Taq Polymerase
T4 DNA Ligase
T4 PNK (Phosphonukleotidkinase)

3.4 Gerate

ABI 394 DNA/RNA Synthesizer

ABI Prism 310 DNA Sequenzierautomat
Acrylamid-Gelel ektrophorese-A pparatur
Agarose-Gelektrophorese-Apparatur
Bakterien-Brutschrank

Bakterienschuittler

Farbvideokamera (HCC 2000)
Farbvideokamera (ProgRes 3008)
Geltrockner (Modell D63)

GeneAmp PCR Systems 2400 und 9600
Heizblock, -schittler (Thermostat 5320)
Kuhltischzentrifuge (Universal 16 R)
Kuhlzentrifuge (Sorvall RC-5B)
Mikroskope (Axioplan und Axiophot)
Mikrotom fir Semidinnschnitte (RM 2055)
Mikrotom fur Paraffinschnitte (HM 335E)
Schwarzwei3-Videokamera (IMAC CCD S30)
Stratalinker

Szintillationszéhler (Easicount 4000)

Tischzentrifuge (Biofuge pico)

Boehringer Mannheim; #713023

Boehringer Mannheim; #776785

Frank O. Fackelmayer, Universitét Konstanz
Boehringer Mannheim; #1000144

Gibco BRL; Boehringer Mannheim; New

England Biolabs (NEB), Schwalbach/Taunus
Boehringer Mannheim; #799017

Gibco BRL, Karlsruhe; #18038-026
Boehringer Mannheim; #481220

Boehringer Mannhein; #709 557

Applied Biosystems, Foster City, CA, USA
Applied Biosystems, Foster City, CA, USA
Biometra, Gottingen

Gibco BRL, Karlsruhe

WT-Binder, Bottmingen, Schweiz

Infors, Minchen

Fuiji

Jenoptik GmbH, Jena

Biometra, Gottingen

Perkin EImer, Langen

Eppendorf, Hamburg

Hettich, Tuttlingen

Sorvall, Bad Homburg

Zeiss, Oberkochen

Reichert & Jung, Heidelberg

Microm Laborgeréte GmbH, Walldorf
Compulog Computer Systems, Badblingen
Stratagene, Amsterdam, Niederlande
Scotlab, UK

Heraeus, Hanau
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3.5 Filmmaterial

Das in Western blots verwendete Chemolumineszenzverfahren (ECL pl us®, Amersham Phar-
macia) und die Detektion radioaktiv markierter Sonden in Hybridisierungen bendtigt Kodak
XAR Filme (Eastman Kodak Company, New York, USA). Die Herstellung von Diapositiven
aus digitalen Bilddaten erfolgt auf Kodak Elite 11 Tagedlichtfilmen (200 ASA).

3.6 Nukleinsauren

3.6.1 Oligonukleotide und Sequenzierungen

Wahrend meines Aufenthaltes am National Eye Institute (NEI), National Institutes of Health,
Bethesda, USA wurden die Oligonukleotide am ABI 394 DNA/RNA Synthesizer hergestellt,
ebenso wurden die Sequenzierungen am ABI Prism 310 DNA Sequencer durchgefihrt (ABI
Applied Biosystems, Connecticut, USA). Wahrend meines Aufenthaltes an der GSF Neuher-
berg am Institut fur Sdugetiergenetik (1SG) wurden die Oligonukleotide von Utz Linzner,
ISG, Abteilung BioDV, zur Verfligung gestellt. In Abschnitt 7.1 sind diese tabellarisch auf-
gefuhrt; auf die laufende Nummer der verwendeten Oligonukleotide wird in den jeweiligen

Abschnitten verwiesen.

3.6.2 Vektoren und Plasmide

Fur die Klonierung und Sequenzierung von DNA-Fragmenten wurde der pCR™ 2.1
Plasmidvektor von Invitrogen verwendet (TA Cloni ngo Kit, Invitrogen BV, CH Groningen,
Niederlande). Der pCR™ 3.1 Mammalian Expression Vector (Invitrogen) wurde fir die
Herstellung des DNA-Konstrukts bax-transgener Tiere verwendet.

3.7 Tiee

Vor der Entnahme von Organen wurden Mause aus den GSF-eigenen Inzuchtstdmmen nach
internationalen Richtlinien schmerzfrei getotet. Als Wildtyp wurden hierbei F1-Hybride der
Inzuchtstdmme 102/E1 (méannlich) und C3H/E1 (weiblich) verwendet. Histologische
Untersuchungen zur Kataraktentstehung und RNA-Prdparation wurden nach Entnahme von
Linsen und Organen der homozygot gehaltenen, hereditéren Kataraktlinien Crygh™® und
Cryge' durchgefuihrt. Fir die kontrollierte Verpaarung wurden die Weibchen frih morgens auf
das Vorhandensein eines vaginalen Plugs Uberpriift. Die embryonalen Entwicklungsstadien
werden nach Kaufmann (1992) datiert.
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3.8 Medien und L dsungen

3.8.1 AllgemeineL6sungen

10x PBS Puffer (Phosphate-
buffered saline)

10x PCR Puffer

10x dNTP's

Antibiotika-Stamml dsungen
(Ampicillin, Kanamycin)

EDTA Stammlésung (0.5M)

Harnstoff-Puffer fir Linsenextrakte

(10ml)

IPTG (Isopropylthio-bD-Galactosid)

LE Puffer fur Linsenextrakte (10ml)

Proteinase K Stamml 6sung

X-Ga (5-Brom-4-Chlor-3-Indoyl-
bD-Galactosid)

80g
14.49
2.4g

100mM

500mM

12.5mM
0.1%

je 2.5mM

10mg/ml

72.1g/50ml

250ul
500pl
20pl
3.69
9.3ml

20mg/ml

250ul
300pl

50ul
6.4ml

20mg/ml

20mg/ml

NaCl

Na,HPO,

NaH,PO,

mit H,O auf 1l auffillen, pH 7.3 mit HCI
einstellen, autoklavieren

Tris-HCI (pH 7.5-8.3)
KCl

MgCl,

Glycerol (optional)

(ausje 10mM dNTP's)

in H,O, aliquotiert bei -20°C lagern

EDTA-Dinatriumsalz
NaOH-Patzchen in H,O
HCI einstellen, autoklavieren

2M Tris-HCl, pH8.6 (= 50mM)
1M NaCl (= 50mM)

0.5M EDTA (= 1mM)
Harnstoff (= 6M)

H,O

in H.O (2%=83mM), sterilfiltriert,
aliquotiert, Lagerung bei -20°C

2M Tris-HCl, pH8.0 (= 50mM)
100mM DTT (= 3mM)

20mM PMSF (= 0.1mM)

H,O

in H,O, diquotiert, Lagerung bei -20°C

in DMF l6sen, lichtgeschiitzt bei 4°C lagern

unter Zugabe einiger
[6sen, pHB.0 mit
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3.8.2 Nahrmedien flir Bakterien
Die E.coli-Stamme wurden in folgenden Nahrmedien (Sambrook et al., 1989) kultiviert:

LB-Medium 1% Bacto-Tryptone
0.5% Bacto-Hefeextrakt
1% NaCl

mit NaOH auf pH7.0 titriert, autoklaviert

LB-Medium
15g/l Difco-Agar, autoklaviert

LB-Agar

Fur die Antibiotika-Selektion wurde den LB-Medien 50ug/ml Ampicillin oder 25ug/ml
Kanamycin zugesetzt, bzw. 50ul Ampicillin- oder 25ul Kanamycin-Stammlésung ausplattiert.
Fur die blau/wei3-Selektion von Bakterienkolonien wurden zusétzlich 50ul X-Gal- und 50ul
|PTG-Stammldsung auf LB-Agar-Platten (4 7.5cm) ausplattiert.

3.8.3 Losungen fir die Herstellung hitzekompetenter Zellen

TB1 12g RbCl
9.99 MnCl,>4 H,0
30ml 1M Kaliumacetat, pH7.5
159 CsCl:2H0
auf 11 mit H,O auffillen, mit Eisessig auf
pHB8.5 einstellen, sterilfiltrieren

TB2 1.2g
150ml
20ml

11g

RbCl

Glyceral

0.5M MOPS, pH6.8

CaCl, > 2 H,0

auf 1 mit H,O auffiillen, mit NaOH auf
pH6.8 einstellen, sterilfiltrieren

3.8.4 Losungen fur die Agarosegel ektrophorese

6x DNA/RNA Ladepuffer fir 30% Glycerol
Agarosegele 0.2% Bromphenolblau in Tris-HCI (pH 7.5)
1:100 Ethidiumbromid Stammldsung, optiona
50x TAE (Tris-Acetat-EDTA Puffer) 2429/l Trisbase
18.6g/l EDTA-Natriumsaz
~57ml Eisessig, pH auf 8.0 einstellen, mit H,O auf 1l

auffillen
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10x TBE (Tris-Borat-EDTA Puffer) 108g/I
55g/1

40ml/I

Proteinase K Stamml 6sung 20mg/ml
TE (TrissEDTA Puffer) 5ml/l
2mi/|

Trisbase (= 1.78M)

Borsdure (= 1.78M)

0.5M EDTA, pH8.0 (= 200mM)
mit H,O auf 1l auffillen

in H,O, diquotiert, Lagerung bei -20°C

2M Tris-HCl, pH7.5 (= 10mM)
0.5M EDTA Stammldsung (=1mM)

3.8.5 Losungen fur den Transfer von DNA auf Nylonmembranen (Southern blotting)

DNA-Depurinierungs-Puffer 22mi/I

DNA-Denaturierungs-Puffer 169/l

20x SSC 88.23g/l

175.32g/|

HCI

NaOH Plétzchen (= 0.4N)

Trinatriumcitrat Dihydrat
NaCl

3.8.6 Losungen flr die Hybridisierung von membrangebundener DNA

100x Denhardt's Ldsung (100ml) 29
29
29
Prahybridisierungslsung (40ml) 2ml

10ml
400pl
400pl

27.2ml

BSA
Polyvinylpyrrolidon
Ficoll

100x Denhardt's Lésung (= 5x Denhardt's)
20x SSC (= 5x SSC)

10% SDS (= 0.1% SDYS)

10mg/ml denaturierte Heringssperma-DNA

H.O

3.8.7 Losungen fur die Polyacrylamidgelelektrophorese

10x Anodenpuffer 0.2M

5x Kathodenpuffer (300ml) 75ml
26.88g

15ml
210ml
Acrylamid-L6sung (40%, 29:1) 299

1g
75ml

Tris-HCI, pH8.9

2M Tris-HCI Stammldsung, pH8.9
Tricin

10% SDS

H.O

Acrylamid
N,N'-Bisacrylamid
H,O
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APS (Ammoniumpersulfat, 10%)

Gelpuffer |

2x Laemmli-Puffer

SDS (Natriumdodecylsulfat, 10%)

0.1g/ml

3M
3ml
97ml

50%
4%
0.2M
0.1%
0.1%

0.1g/ml

APSin H,O lésen, Lagerung bei 4°C

Tris-HCI, pH8.5 (36.35g Tris Base/100ml)
10% SDS
H,O

Glyceral

SDS

Tris-HCI, pH6.8
Serva Blue
b-Mercaptoethanol

in H,O |6sen

3.8.8 Losung fiur die Coomassie-Farbung von SDS-Polyacrylamidgelen

Coomassie Farbel 6sung

Entfarbel 6sung

59
450ml
100ml

50%
10%

Coomassie Brillant Blue G250
Methanol

Eisessig

mit H,O auf 1l auffillen

M ethanol
Eisessig

3.8.9 Stammlésungen fir die Silberfarbung von SDS-Polyacrylamidgelen

Silbernitrat-L 6sung (10%)

Formal dehyd-L 6sung (37%)

Na,CO; (Natriumcarbonat, 2%)

N&a,S;0; (Natriumthiosulfat, 10%)

Aceton (50%)

TCA (Trichloressigsdure, 50%)

0.1g/ml

37g/100ml

2g/100ml

10g/200ml

1.1 (viv)

50g/100ml

Paraformaldehyd in H,O, durch Zusatz von
einigen Tropfen konz. NaOH bei 50°C
[6sen, nach dem Abkihlen mit HCl auf pH
6.5-7.5 einstellen.

Natriumcarbonat in Wasser

Natriumthiosulfat in Wasser

Aceton in H,O

Trichloressigsaure in Wasser
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3.8.10 Loésungen fur Western blotting von Polyacrylamidgelen (semi dry-Verfahren)

50ml
e6ml
217ml

Puffer A (333ml)

Aml
80ml
316ml

Puffer B (400ml)

Aml
316ml

Puffer C (320ml)

2M Tris-HCI Stammldsung, pH10.0
M ethanol
H.O

2M Tris-HCI Stammldsung, pH10.0
M ethanol
H.O

2M Tris-HCI Stammldsung, pH10.0
H.O

3.8.11 Ponceau S-Farbeldsung fiir membranfixierte Proteine

10x Ponceau S-Féarbel 6sung 1g
159

159

3.8.12 Stammldsungen fur die Histologie

Basisches Fuchsin (Férbel 6sung, 13%) 1.3g
Methylenblau (Farbel 6sung, 13%) 1.3g
DAPI Stammlésung Img/ml
Blockierungsldsung (10% Milch-PBYS) 1g/10ml
PBS-gepuffertes Formalin (10%) 100g/1
Propidiumiodid Stamml&sung Img/ml

Ponceau S
Trichloressigsaure

5-Sulfosalicylsdure

mit H,O auf 50ml auffillen

in 10ml Wasser |6sen
in 10ml Wasser |6sen
in Hzo

Magermilchpulver in PBS l6sen, aufkochen
und nach dem Abkuihlen wiederholt bei
14000rpm zentrifugieren. Es wird der klare,
gelbliche Uberstand verwendet.

PFA (Paraformaldehyd) zu PBS-Puffer HCI
geben, mit wenigen Tropfen konz. NaOH
alkalisieren und PFA bei 50°C lbsen, mit
auf pH 6.5-7.5 einstellen.

in Hzo
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4. METHODEN

Die Zusammensetzung der hier erwahnten Lésungen ist in Kapitel 3 beschrieben. Wenn nicht
anders angegeben, werden die Behandlungen bel Raumtemperatur durchgefihrt.

4.1 Molekularbiologische Methoden

4.1.1 Herstellung hitzekompetenter Bakterien

Der gewiinschte Bakterienstamm wird auf einer LB-Agarplatte ausgestrichen und tiber Nacht
bei 37°C inkubiert. Eine einzelne Kolonie wird tber Nacht in 5ml LB-Medium hochgezogen.
Diese Vorkultur wird am néachsten Tag 1:100 in LB-Medium verdinnt und bis zu einer
optischen Dichte (ODgy) von 0.3 bis 0.6 weiter inkubiert. Anschlief3end wird die Bakterien-
suspension im Eisbad auf 0°C abgektihlt. Alle nachfolgenden Bearbeitungsschritte erfolgen
auf Eis, mit vorgekuhlten Lésungen und Geréten. Die Zellen werden im GSA-Rotor (Sorvall-
Kihlzentrifuge, Typ RC-5B) fir 5min/4500rpm/4°C abzentrifugiert und der Uberstand
verworfen. Das Zellpellet wird in 16ml TB1-Puffer suspendiert, 15min auf Eis inkubiert und
erneut abzentrifugiert. Anschlief3end wird das Pellet in 4ml TB2-Puffer aufgenommen und als
200ul-Aliquots bei -80°C gelagert.

4.1.2 Transformation von Bakterien nach der Hitzeschockmethode

Hitzekompetente Bakterienzellen (DH5a, JM109, ToplOF) wurden hergestellt, wie in
Abschnitt 4.1.1 beschrieben, oder kauflich erworben (ToplOF, 50ul-Aliquots, Invitrogen;
Epicurian, 100pl-Aliquots, Stratagene) und bei -80°C gelagert.

Die kompetenten Zellen werden 15min auf Eis aufgetaut. Anschliefend wird die
entsprechende Menge an 0.5M b-Mercaptoethanol (ToplOF: 2.0ul/50ul, Epicurian:
2.4u1/100ul), sowie 1ul des Ligationsansatzes (etwa 50ng/ul) zugegeben. Die Suspension
wird for 30min auf Eis inkubiert und anschlief3end fur kurze Zeit einem 42°C-Hitzeschock
ausgesetzt (ToplOF: 30s, Epicurian: 45s), wodurch die Bakterienzellen die zugesetzte
Plasmid-DNA aufnehmen. Nach der Hitzeschock-Behandlung wird die Bakteriensuspension
fir 2min auf Eis gestellt, anschliefiend werden 450ul LB-Medium zugegeben und fir
60min/37°C im Schittler bei 250rpm inkubiert. Je 10ul und 50ul des Transformations-
ansatzes werden auf Selektivmedium ausplattiert, wodurch sich fur die Berechnung der
Transformationseffizienz ein Verdiinnungsfaktor (/4 bzw. /o) ergibt. Nach Inkubation uber
Nacht bei 37°C werden die erhatenen Kolonien gezéhlt und die Transormationseffizienz pro
ng transformierter DNA berechnet:
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gezéhlte Kolonien > Verdinnungsfaktor
Transformationseffizienz =

eingesetzte DNA in ng

Transformationseffizienzen von >130° Kolonien/ng eingesetzter DNA konnen mit diesem

Protokoll erreicht werden.

4.1.3 Praparation von Nukleinsduren

4132 Préparation von Plasmid-DNA

Bakterienkulturen wurden bei 37°C Uber Nacht in Selektivmedium inkubiert. Fir Plasmidpré-
parationen in kleinerem Mal3stab wurden 5ml einer Bakterienkultur angesetzt und die Plas-
mide nach He et al. (1989) oder mit dem Wizard Plus SV Miniprep Kit (Promega) isoliert.
Grofere Plasmidmengen werden aus 30ml bzw. 100ml Bakteriensuspension nach Hersteller-
angaben Uber Nucleobond AX100 bzw. AX500 (Macherey-Nagel) isoliert.

4133 Préparation von genomischer DNA

Das Gewebe wird Uber Nacht in einer Proteinase K-Ldsung (3% in TE) bei 37°C verdaut.
Nach Phenolisierung und Ethanolféllung (siehe Abschnitt 4.1.4) wird die Konzentration der
DNA photometrisch bestimmt (siehe Abschnitt 4.1.5.1). Ein hohes Verhéltnis der abgel esenen
optischen Dichten (260nm zu 280nm) von >2.0 deutet lediglich auf gréfere Mengen an RNA
hin. Ein kleinerer Wert als 1.6 zeigt verunreinigende Proteine an. Eine wiederholte Extraktion
durch Phenolisierung und Ethanolféllung ist in diesem Fall notwendig.

4134 Préparation von RNA

Das Arbeiten mit RNA erfordert grof3e Sorgfalt, da RNA sehr leicht durch die sehr stabilen
RNasen abgebaut wird. Durch Autoklavieren sind RNasen nicht zu zerstéren. Losungen
(aul3er Tris haltigen Losungen) werden daher mit 0.01% DEPC behandelt. Arbeitsfléchen
werden mit 10% SDS geputzt, Glasgeféaie werden 2 Stunden bei 200°C gebacken. Alle
anderen Geréte, ebenso wie die Mikro-Homogenisatorstempel (W. Ebel Laboreinrichtungen)
werden mit RNaseZAP° oder mit RNAzo™ B (Biozol Diagnostika) gespilt und
anschlief3end in 100% Ethanol aufbewahrt. Die Gewebe werden sofort nach der Entnahme in
flussigem Stickstoff schockgefroren und bis zur Verwendung bel -80°C gelagert. 50ug
Gewebe oder etwa 10 entnommene Linsen werden in einem Eppendorf-Reaktionsgefald mit
einem Mikro-Homogenisatorstempel in RNAzol™ B homogenisiert. Die RNA wird nach
Herstellerangaben isoliert.
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4.1.4 Reinigung von Nukleinsduren

4141 Phenol-Chloroform-Extraktion

Ein Volumenanteil einer Mischung aus H,O-geséttigtem Phenol/Chloroform (1:1, v/v) wird
mit einem Volumenanteil einer Plasmidpraparation bzw. restringiertem Plasmid versetzt und
ausgeschittelt (ca. 10s vortexen). Die Phasenseparation wird durch Zentrifugation
(5min/14000rpm/RT) beschleunigt. Die obere wél¥ige Phase wird unter Vermeidung der
Interphase vorsichtig abpipettiert und anschlief3end einer Ethanolfallung unterzogen.

4142 Ethanolféllung

Die DNA wird mit /50 Volumenanteil einer 3M Natriumacetat-Lésung und 2.5
Volumenanteilen eiskaltem Ethanol (-20°C) versetzt und fir 30min bel -20°C préazipitiert. Die
L 6sung wird anschlieend zentrifugiert (30min/14000rpm/4°C) und der Uberstand verworfen.
Das Pellet wird mit eiskaltem Ethanol (-20°C) gewaschen, erneut zentrifugiert
(5min/14000rpm/4°C) und nach Verwerfen des Uberstandes in einem Vakuumkonzentrator
getrocknet (10min/14000rpm/60°C). Anschlieffend wird das Pellet in einem geeigneten
Volumen H,O oder TE-Puffer aufgenommen.

4143 Reinigung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

DNA-Fragmente 3 200bp werden aus einem mit Ethidiumbromid geférbten Gel unter UV-
Licht ausgeschnitten und mit dem GeneClean® Kit (Biol01) nach Herstellerangaben
gereinigt. Unter den gewahlten Pufferbedingungen (Hochsalz-Puffer) bindet die DNA an eine
spezielle SIO,-Matrix (Glasmilch) und wird nach eéinem Waschschritt in H,O oder TE-Puffer
eluiert. Sollen nach der Reinigung enzymatische Spaltungen der DNA durchgefihrt werden,
so ist die Elution in H,O vortellhafter, da das in TE-Puffer enthaltene EDTA die lonen-
konzentration der verwendeten Restriktionspuffer durch Komplexierung zweiwertiger
Kationen verandert.
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4.1.5 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren

4151 Photometrische Bestimmung

Die DNA- oder RNA-L6sung wird auf eine geeignete Konzentration in H>O verdiunnt (aus
Plasmid-Praparationen meist 1:100) und die Extinktion dieser Lésung bei 260 und 280 nm
mit einem Spektralphotometer bestimmt. Die Absorption bei 260nm sollte zwischen 0.2 und
0.5 liegen, da dies einem linear mef3baren Bereich entspricht. Die DNA-Konzentration der
Losung ergibt sich aus der optischen Dichte bei 260nm (OD.gp), die mit dem Verdinnungs-
faktor und einer Konstanten multipliziert wird. Ein abgelesener Wert von 1 ODog entspricht
einer DNA-Konzentration von 50ng/ul fur doppelstrangige DNA (Plasmide), 33ng/ul for
einzelstrangige DNA (Oligonukleotide), sowie 40ng/pl fur RNA.

Die Reinheit der Nukleinsdure-Losungen wird aus dem Quotienten von ODogp zu ODa2go
bestimmt. Das Verhdtnis sollte zwischen 1.8 und 2.0 liegen, andernfalls ist die Pr8paration
mit Proteinen oder Phenol (Interphase aus der Phenol-Chloroform-Extraktion) verunreinigt.
Ein sehr hohes OD2g0/ODgo-Verhdtnis von Uber 2.5 weist auf viele kurzkettige Nuklein-
sauren hin, die moglicherweise al's Abbauprodukte durch RNasen entstanden sein kdnnen.

4152 Konzentrationsbestimmung auf Agarosegelen

Fur Konzentrationsbestimmungen kleiner DNA-Mengen werden Verdinnungen der entspre-
chenden DNA-LGsungen mit Referenzproben bekannter Konzentration auf Agarosegelen
aufgetrennt. Nach Interkalation des Ethidiumbromids in die DNA kann durch Vergleich der
Fluoreszenzintensitéten definierter Banden die Konzentration der DNA-LGsung abgeschétzt
werden, da bel geringen Konzentrationen die Intensitét proportional zur DNA-Menge ist.

4.1.6 Enzymatische Modifikation von Nukleinsduren

416.1 Restriktionsverdau

Die Redtriktionsenzyme werden mit den vom Hersteller gelieferten Reaktionspuffern
verwendet. Es werden dabel eine Unit Restriktionsenzym pro Mikrogramm DNA in einem
Volumen von 20ul eingesetzt. Groldere Volumina werden in Aliquots von 20ul verdaut, da die
Effizienz der Reaktion mit steigendem Volumen abnimmt. Der Restriktionsverdau wird durch
Zugabe von DNA-Laufpuffer gestoppt. Die Analyse der Reaktion erfolgt mittels Agarose-
Gelelektrophorese.
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4.1.6.2 Ligation

Die Ligation von DNA-Fragmenten erfolgt tber Nacht bel 4°C in 10ul Gesamtvolumen mit
T4-DNA-Ligase im vom Hersteller mitgelieferten Puffer.

Fur die Ligation von Restriktionsfragmenten mit geschnittenen Plasmid-Vektoren wird ein
molares Verhdltnis von Fragment-DNA/Plasmid-DNA von 5:1 verwendet. Im Allgemeinen
werden 25 bis 50ng Vektor pro Ligation eingesetzt. Fur die Ligation von PCR-Fragementen
in einen Plasmid-Vektor mit T-Uberhdngen (z.B. pCRO 2.1, Invitrogen) werden 1ul PCR-
Produkt und 2ul des Vektors (50ng/ul) verwendet, woraus sich ein molares Verhdtnis des
PCR-Produktes zu Plasmid-V ektor von mindestens 3:1 ergibt.

Die Tag-Polymerase héngt aufgrund ihrer Terminalen Transferase-Aktivitét ein einzelnes
Nukleotid an die 3-Enden des synthetisierten PCR-Produktes an, aufgrund der starken
Bevorzugung der Polymerase fur dATP ist es fast immer ein Adenin (Clark, 1988). Vektoren
mit T-Uberhangen eignen sich daher ideal zum direkten Klonieren von PCR-Produkten, die
mit Tag-Polymerase synthetisiert wurden.

4163 Sequenzierung von Plasmid-DNA

Die Plasmide werden mittels der Kettenabbruchmethode nach Sanger et al. (1977)
sequenziert, die Didesoxynukleotide (ddNTP's) verwendet. Dabel wird die doppelstréngige
DNA denaturiert, ein geeignet gewahltes Oligonukleotid hybridisiert an die komplementére
Sequenz der Matrizen-DNA und nach Zugabe von dNTP-Mix, sowie Klenow-Fragment, wird
ein neuer DNA-Strang synthetisiert. Im zugegebenen dNTP-Mix ist ein gewisser Antell
dNTP's durch eine farbstoff-markierte Didesoxy-Variante ersetzt, denen die 3'-OH-Gruppe
fehlt und daher bei ihrem Einbau in den neu synthetisierten Strang einen Kettenabbruch
erzeugen. Statistisch entsteht somit ein Gemisch von DNA-Stréngen, die sich in ihrer Lange
nur um jeweils eine Base unterscheiden. Nach elektrophoretischer Auftrennung des
Gemisches in einer Polymermatrix wird mittels Laser-Fluoreszenz die Farbe des eingebauten
Didesoxynukleotids und somit die Base an der Kettenabbruchstelle bestimmt. Die
Sequenzierungen wurden mit Hilfe eines ABI Prism 310 Sequenzierautomaten (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA) durchgefihrt.
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4164 Erststrang-Synthese von cDNA

Zur Erststrangsynthese wird die SuperScript 1I™ reverse Transkriptase (Gibco BRL)
eingesetzt. Nach Zugabe eines Startoligonukleotids synthetisiert die reverse Transkriptase
einen neuen DNA-Strang entlang der mRNA, welche als Matrize dient. Fir die RT-Reaktion
werden folgende Ldsungen zusammengegeben:

Zu einem Volumen von 5.0ul einer 0.1ug/ul-Verdinnung der RNA-Matrize werden 0.5l
(dT)1e Oligimer (50uM, Perkin Elmer) zugegeben und der Ansatz in einem PCR-
Thermoblock fur 5min bei 70°C denaturiert und danach fir 5min auf 4°C abgekuhlt. Fir den
Reaktions-Mix werden 21.4ul H,O, 8ul SuperScript 1™ First Strand Buffer, 4ul dNTP-Mix
(e 250uM), 4ul DTT (100mM) und 0.2ul reverse Transkriptase gemischt. In einem neuen
Reaktionsgefald werden 18.8pl Reaktions-Mix und 2.2l denaturierte Matrizen-RNA vereinigt
und in einem Thermocycler nach folgendem Programm inkubiert: 5min/42°C, 50min/50°C,
15min/70°C. Anschlief3end wird der cDNA-Ansatz auf 4°C abgekihlt und sofort verwendet
oder in Aliquots bei -20°C oder -80°C gelagert. Ublicherweise werden 1ul einer 1:10-
Verdunnung der hergestellten cODNA (10ng) fir eine PCR-Reaktion verwendet.

4165 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die PCRist eine in vitro-Methode zur enzymatischen Synthese spezifischer DNA-Sequenzen.
Ausgangsmaterial ist ein doppelstrangiges DNA-Molekil, welches durch Erhitzen des
Reaktionsgemisches auf 95°C denaturiert wird. An die entstehenden komplementéren
Einzelstrange hybridisieren zwel Oligonukleotid-Primer, die die zu amplifizierende Region
flankieren. Mittels einer thermostabilen Polymerase werden, ausgehend von den jeweiligen
Oligonukleotid-Sequenzen, die komplementéren DNA-Strange synthetisiert. Aufgrund der
zyklischen Durchfuhrung der beschriebenen Reaktionsschritte (Denaturierung, Hybridisie-
rung der Oligonukleotide, Synthese des neuen DNA-Stranges) erreicht die PCR-Methode eine
exponentielle Amplifikation der eingesetzten Matrizen-DNA.

Die PCR-Reaktionen werden in einer GeneAMP PCR System 9600 bzw. 2400 Maschine
(Perkin-Elmer) durchgefihrt. Fur eine PCR-Reaktion mit einem Gesamtvolumen von 50ul
werden Ublicherweise 1ng von rekombinanter Plasmid-DNA, bzw. 10ng von genomischer
DNA oder cDNA eingesetzt. Die Reaktionsmischung enthalt dabei: 29.8ul H,O, 5ul dNTP-
Mix (je 2.5mM), 5ul 10x PCR-Puffer, 5ul MgCl, (50mM Stammlésung), 4ul Primer-Mix (je
50ng/pl) und 0.2ul Tag-Polymerase (Perkin Elmer Ampli-Tagq™ , 5U/ul).



Methoden 32

Normalerwei se werden folgende Reaktionsbedingungen gewahlt:

Temperatur Zeit
94°C 5bis10 min  Denaturierung
94°C 0.5bis1 min Denaturierung
21 bis42 Zykleny 45°Chis62°C 0.5bis2min Primer-Hybridisierung
72°C 0.5bis2min Elongation
72°C 10min Elongation

Die optimale Primer-Hybridisierungstemperatur wird fir jedes Primerpaar experimentell
ermittelt. Einen Anhaltspunkt zur Schmelztemperatur liefert ihre Berechnung nach folgender
Formel: Tm= 4XG+C)+2XA+T). Hier werden jedoch keine Positionseffekte beriicksichtigt,
die ebenfalls Einflu® auf die Hybridisierungstemperatur haben. Fir deren Abschétzung wird

daher das Programm OligoTech™

(Oligo Therapeutics Inc., Virginia, USA) benutzt.

4.1.6.6 Kolonie-PCR zur | dentifizierung rekombinanter Plasmide

Mit dieser Methode werden nach der Transformation von rekombinanten Plasmiden die
erhaltenen Bakterienkulturen daraufhin untersucht, ob sie das gewlnschte Insert enthalten.
Diese PCR-Reaktion wird in 10ul Gesamtvolumen pro zu untersuchender Bakterienkolonie
durchgefiihrt. Der Reaktions-Mix enthdt dabei 5.96ul H,O, 1ul 10x PCR-Puffer, 1ul MgCl,
Stammlosung (50mM), 1ul dNTP's (je 2.5mM), 1.0l Primer-Mix (je 50ng/ul) und 0.04ul
Tag-Polymerase (Perkin Elmer, 5U/ul). Es werden vektorspezifische Primer gewahlt, wie T7
und M 13. Im Reaktionsansatz ist noch keine Matrizen-DNA enthalten.

Eine einzelne Bakterienkultur wird mit einem sterilen Zahnstocher von der Agar-Platte abge-
nommen und in den auf Eis gekiihlten Reaktions-Mix tUberfuhrt. Fur die Amplifikation wird

folgendes Reaktionsprofil verwendet:

Temperatur Zeit
94°C 9:00 min Zellaufschluf¥YDenaturierung
94°C 0:30 min Denaturierung
23 Zyklen< 45°Chis62°C 0:30 min Primer-Hybridisierung
72°C 0:30 min Elongation

Je Reaktion werden nun 1.6ul 6x Ethidiumbromid-DNA-Ladepuffer zugegeben. Das gesamte
Volumen wird auf einem 2%-igen Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt (5V/cm, 15min).
Die amplifizierten DNA-Fragmente konnen sofort im UV-Licht betrachtet werden.
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4.1.7 Gelelektrophoretische Techniken

4171 Agarosegelelektrophorese von DNA

Nukleotidfragmente werden in 0.8 bis 4 %-igen Agarosegelen elektrophoretisch aufgetrennt.
Im elektrischen Feld ist die Wanderungsgeschwindigkeit der negativ geladenen DNA
proportional zum Logarithmus ihres Molekilgewichts bzw. ihrer Grof3e. Als Laufpuffer wird
1x TBE verwendet. Im Regelfall erfolgt die Auftrennung der DNA-Fragmente fur 30 bis 45
min bei 130V. Wird als Ladepuffer die Ethidiumbromid-Variante gewahlt, so konnen die
aufgetrennten Fragmente jederzeit im UV-Licht (366nm) analysiert werden, andernfalls muf3
das Gel nach der Elektrophorese in einer Ethidiumbromidiosung (2ug/ml) geférbt werden.
Die Nachweisgrenze fir distinkte Banden liegt bei etwa 20ng. Die gleichzeitige Auftrennung
eines Molekul argewichtsstandards erlaubt die Zuordnung der Fragmentgréf3en und -Mengen.

4172 Denaturierende Agarosegel elektrophorese von RNA

Die denaturierende Auftrennung von RNA erfolgt in einem 1%-igen Agarosegel in 1x MOPS
Puffer, dem 0.74% Formaldehyd zugesetzt werden. Als Laufpuffer werden 0.74% Formalde-
hyd in 1x MOPS-Puffer verwendet. Die Elektrophoresekammer wird vor der Verwendung mit
RNaseZAP® oder 6%-igem H,O, gereinigt. 20ug Gesamt-RNA werden mit /s Volumen
RNA-Probenpuffer versetzt, fur 3min bel 65°C denaturiert, 3min auf Eis abgekihlt und auf
das Gel aufgetragen. Die Auftrennung erfolgt fir 40min bel 80V. Nach dem Lauf wird die
Integritét der RNA anhand der 28S rRNA und der 18S rRNA Bande tUberpriift.

4.1.8 Differentielle Genexpressionsanalyse (Differential Display)

Die differentielle Genexpressionsanalyse ist eine Methode zur Klonierung von Genen eines
Zdltyps oder Gewebes, deren Expression im Vergleich zu wildtypischen oder nichtindu-
Zierten Zellen verandert ist. Nach der Praparation der mRNA aus beiden Zellpopulationen
(Abschnitt 4.1.3.4) werden jeweils gleiche Konzentrationen eingestellt (je 1.0 pg/ul). Die
cDNA-Synthese wird mit jeweils 2ul einer 1:10-Verdinnung dieser mRNA-Prgparation
durchgefiihrt (Abschnitt 4.1.6.4), jedoch unter Verwendung eines speziellen, als "Anker-
Primer" bezeichneten (dT)16-Oligomers:

Analog zur Polymerasekettenreaktion ist eine starke Bindung der 3'-gelegenen Nukleotide an
die Nukleinsdure-Matrize essertiell fir eine erfolgreiche enzymatische DNA-Synthese. An
seinem 3'-Ende tragt der Anker-Primer ein Nukleotid-Dublett (siehe Abbildung 4.1). Aus der
gesamten vorhandenen mRNA werden somit vorwiegend die zum Dublett komplementaren
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Sequenzen in cDNA umgeschrieben. Durch diese Beschrankung auf eine mRNA-Subpopu-
lation wird die spéatere Auswahl unterschiedlich regulierter PCR-Produkte erleichtert.
Insgesamt stehen zwolf Anker-Primer zur Verfligung (Abschnitt 7.1); diese werden durch
Permutation innerhalb des 3'-Nukleotid-Dubletts erhalten. An seinem 5-Ende besitzt der
Anker-Primer eine verkirzte T7-Sequenz. Hingegen weisen die kurzen und daher relativ hau-
fig an verschiedene Positionen der cDNA-Matrize bindenden Arbitrary-Primer eine verkurzte
M13-Bindestelle auf. Beide Sequenzen (T7 und M13) ermdglichen die spatere Reamplifika-
tion der ausgeschnittenen PCR-Produkte (siehe Abbildung 4.1).

(1) Erststrangsynthese.

o MRNA 5 AAAAA
MRNA-Sequenzen mit ei- < XYTTTTTT[_]-5
nem zu 'XY' komplemen-
. |
taren  Nukleotid-Dublett Anker-Primer

stromaufwérts der poly-
A-Sequenz  werden in

cDNA umgeschrieben. Kurze und daher haufig bindende

(Arbitrary) Oligonukleotide Anker-Primer
(2) Hybridiserung der Arbi- A

~ I N,

~
trary-Oligonuklectide an

) ) N N P .
de cDNA-Marize, Ge PN XYTTTTTT [

genstrangsynthese.

(3) Amplifikation der cDNA- 5 AN .
Matrize durch exponen- ¢ XYTTTTTT 36 - 5

tielle PCR, Verwendung 5 =\

von radioaktiv- oder fluo- < XYTTTTTT - .5
reszenzmarkierten Anker-

Primern.

(4) Auftrennung der PCR-
Produkte im Polyacryl-
amidgel.

(5) Ausschneiden und Re
amplifikation der PCR-
Produkte.

Abb. 4.1: Ablaufschema der Differentiellen Genexpressionsanalyse.

D)

Erststrangsynthese mit einem Anker-Primer, die sich durch Variation der 'XY'-Sequenz stromab-
waérts der Poly-T-Sequenz unterscheiden: Fir die Position "Y' der Anker-Primer ist ein Thymidin
ausgeschlossen, die Position X' kann jedoch aus alen vier Basen gebildet werden.

(2-3) Gegenstrangsynthese und exponentielle PCR nach Zugabe des Arbitrary-Primers und einer geeignet

markierten Version des zur Erststrangynthese verwendeten Anker-Primers.

(4-5) Auftrennung der PCR-Produkte im Polyacrylamidgel und Reamplifikation der PCR-Produkte.
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Die Schritte 2 und 3 der differentiellen Genexpressionsanalyse (Abbildung 4.1) werden mit
jewells den gleichen Primern fir Wildtyp und Mutante in einer Doppelbestimmung durchge-
fuhrt (je 1.0pl des cDNA-Ansatzes als DNA-Matrize), anschlief3end erfolgt die Auftrennung
durch Polyacrylamidgelelektrophorese (Schritt 4). Unterschiedlich regulierte Banden werden
aus dem Gel ausgeschnitten und in einer erneuten PCR-Reaktion unter Verwendung von
T7-/M13-Primern reamplifiziert (Schritt 5):

Temperatur  Zeit

92°C 2 min Denaturierung
92°C 0.5min  Denaturierung
: Primer-Hybridiserung, Erganzung der
4 Zyklen S0°C 1 min unvoIIstéri/digen T7-/I\ﬂ 13-Seguenz ’
72°C 2 min Elongation
92°C 0.5min  Denaturierung
30 Zyklen 60°C 1min Primer-Hybridisierung
72°C 2 min Elongation
72°C 10min Elongation

Die so erhatenen PCR-Produkte haben aufgrund der vorangegangen elektrophoretischen Auf-
trennung im Polyacrylamidgel die gleiche Lange, kénnen jedoch unterschiedliche Sequenzen
enthalten. Das Sequenzgemisch wird nachfolgend in Plasmidvektoren ligiert und durch Trans-
formation vereinzelt. Nach geeigneten Screening- und Prdparationsmethoden von Plasmid-
DNA (Abschnitte 4.1.6.6 und 4.1.3.2) aus Bakterienzellen werden die erhaltenen Plasmide

sequenziert.

4.1.9 Ubertragung von DNA auf Nylonmembranen (Southern blot)

Fur die Hybridiserung werden zwischen 10 und 12ug genomischer DNA bendtigt. Nach
Zugabe von Spermidin (1pl einer 0.1M Losung) wird die DNA Uber Nacht in einem Gesamt-
volumen von 40 bis 50ul durch geeignete Restriktionsenzyme verdaut. Das Spermidin hilft
hierbei, Sekundarstrukturen aufzul ésen. Das Restriktionsenzym wird im UberschuR eingesetzt
(40U), um sicherzustellen, dafl3 die DNA vollstandig restringiert wird. Die DNA-Fragmente
werden durch Gelelektrophorese aufgetrennt (0.8% TAE-Agarose) und in einem Ethidium-
bromid-Bad angeférbt. Fur die Dokumentation wird das angeférbte Gel neben einem Lineal
fotografiert, um die Positionen der Marker-DNA festzuhalten. Anschlief3end wird das Gel im
Depurinations-Puffer (~7% HCI) inkubiert, bis die Farbe des im DNA-Ladepuffers enthal-
tenen Bromphenolblau-Indikators von blau nach gelb umgeschlagen hat. Das Gel wird kurz in
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entionisiertem Wasser gespult. Durch Behandlung mit dem akalischen Denaturierungs-Puffer
wird die aufgetrennte DNA an Purinen gespalten und somit der Transfer der hochmolekularen
Fragmente (>10 bis 15kb) erleichtert. Nachdem der Bromphenolblau-Indikator wieder die
urspringliche blaue Farbe angenommen hat, ist diese Reaktion beendet und das Gel wird fir
eine halbe Stunde unter zweimaligem Wechsel im Transferpuffer (10x SSC) aquilibriert.

Die positiv geladene Transfermembran (Quiabrane Nylon Plus, Quiagen) wird exakt auf
Gelgrofe zugeschnitten und in entionisiertem Wasser benetzt. Anschlief?end wird die
Membran im Transferpuffer bis zur Verwendung aufbewahrt. Fir den Transfer wird nun

folgender Stapel errichtet:
Glasplatte

Paplertucher

Whatman-Filter papiere

Membran
[ / Aquilibriertes Agar ose-Gel
[ /

Whatman-Filter papier

/\%_—3 10x SSC Transfer puffer
== B k«)

Der Transfer erfolgt Uber Nacht. Anschlief3end wird der Stapel zerlegt und die Membran unter

fliefendem Wasser kurz gewaschen, um Reste des Agarosegels zu entfernen und die Mem-
bran zu entsalzen. Uberschiissiges Salz wiirde nachfolgend zu einer unspezifischeren Hybridi-
sierung fuhren. Durch Bestrahlung mit UV-Licht wird die auf der Membran elektrostatisch
haftende DNA kovalent gebunden (Stratalinker, Stratagene). Die Membran wird zwischen
zwel Whatman-Filterpapieren in trockenem Zustand bel Raumtemperatur gelagert.

4.1.10 Generierung und radioaktive Markierung (random priming) der DNA-Probe

Die entsprechende Probe wird durch PCR-Amplifikation erhalten. Eine Verunreinigung der
Probe mit Matrizen-DNA ist unbedingt zu vermeiden. Das PCR-Produkt wird durch Agarose-
gelelektrophorese von der Matrizen-DNA getrennt und aus dem Gel ausgeschnitten. Die
Reinigung der Probe aus dem Gel erfolgt durch Bindung der DNA an eine Glasmatrix (siehe
Abschnitt 4.1.4.3).

Fir die radioaktive Markierung der gereinigten und denaturierten Probe mit *?P wird die
Methode des random primings eingesetzt (Feinberg et al., 1983; Feinberg et al., 1984).
Hierbei 183 man ein Gemisch von Hexanukleotiden an DNA-Einzel strénge hybridisieren und
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verlangert diese Stiicke anschlief3end bei 37°C unter Einwirkung des grof3en Teilstlickes der
DNA-Polymerase | aus E. coli (Klenow Enzym). Fir dieses Verfahren wurde der Mega-
prime™ DNA Labeling Kit (Amersham-Buchler, Heidelberg) verwendet. Die Abtrennung der
nicht eingebauten **P-radioaktiv markierten Nukleotide erfolgt durch Gelfiltrations-Chro-
matographie an Mikrospin™ S-300 HR-Séulen (Pharmacia, Freiburg). Es werden etwa 70l
radioaktiv markierte Probe erhalten. lhre Aktivitdt wird im Szintillationszahler bestimmt
(Cerenkov-Messung der *2P-b-Strahlung, 0-1000keV ; Easicount 4000, Scotlab, UK).

4.1.11 Hybridisierung membrangebundener DNA mit radioaktiv markierten Proben

Zur Abdeckung unspezifischer Bindestellen wird die Nylonmembran an die Glaswand der
Inkubationsflaschen angelegt und mit 10-20ml Prdhybridisierungsldsung im Drehinkubator
bei 65°C fur etwa eine Stunde inkubiert. Die eigentliche Hybridisierung erfolgt ebenfals in
der Prahybridisierungslosung, der die 3*P-radioaktiv markierte Probe zugegeben wurde. Die
Probe wird hierfir geeignet verdinnt und die Inkubation erfolgt bei 65°C Uber Nacht. Es
sollten nach Méglichkeit nicht weniger als 330’ cpm/ml Hybridisierungsésung verwendet
werden (Sambrook et al., 1989).

Am néchsten Tag wird die Probe dekantiert und die Membran einer Reihe von
Waschschritten (je 15min/65°C) mit steigender Stringenz unterzogen (5x SSC, 0.1% SDS;
2x SSC, 0.1% SDS und 0.1x SSC, 0.1% SDS). Nach dem letzten Waschschritt ist die abge-
gossene Losung normalerweise nicht mehr radioaktiv. Andernfalls muf3 die Waschprozedur
bei gleichbleibend hoher Stringenz (65°C in 0.1x SSC, 0.1% SDS) solange wiederholt wer-
den, bis keine Restaktivitdt mehr gemessen werden kann.

Die Membranen werden in Klarsichtfolie eingeschweil% und einem Rontgenfilm (XAR-5,
Eastman Kodak Company, New York, USA) Uber Nacht bel -70°C exponiert. Zur Verstar-
kung des Signals dienen zwel Folien aus CawWO, (Laskey 1980).
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4.2 Proteinbiochemische Methoden

4.2.1 Herstellung von Proteinextrakten aus entnommenen Linsen

Je 15-20 Linsen werden in einem Eppendorf-Reaktionsgeféald nach Zugabe von 250ul LE-
Puffer mit einem Mikro-Homogenisatorstempel (W. Ebel Laboreinrichtungen) homogenisiert.
Unlésliche Bestandteile des Extrakts werden sedimentiert (15min/14000rpm). Der Uberstand
enthdt die wasserl6dliche Fraktion mit einem Proteingehalt von 40-60pg/pl und wird als
Linsenextrakt (LE) bezeichnet. Das Pellet wird in 150pl Harnstoffpuffer durch Vortexen
aufgenommen und fur 30min auf Eis inkubiert. Nach Zentrifugation (15min/14000rpm) wird
der Uberstand a's harnstofflosliche Fraktion abgenommen. Die Extrakte werden nach Zugabe
von 2x Laemmli-Puffer fur die SDS-Polyacrylamidgel el ektrophorese verwendet.

4.2.2 Photometrische Konzentrationsbestimmung nach Lowry

Die Proteinbestimmung erfolgt nach einer modifizierten Methode von Lowry mit dem
BioRad D¢ Protein Assay Kit (Komponenten 'A’, 'S und 'B") durch Messung der Extinktion
bei 750nm. Von alen Proben, sowie den hergestellten Proteinstandards, wird eine
Doppelbestimmung durchgefiihrt. Die Farbelosung 'AS wird durch Zusammengeben von
500ul Reagenz 'A' und 10pl Reagenz 'S erhalten. In einer Mikrotiterplatte werden 160pl
Losung 'B' mit 20ul Féarbelésung 'AS, sowie 4.0pl unbekannter Probe vereinigt. Nach etwa
15min Inkubation bei Raumtemperatur ist die Farbreaktion abgeschlossen, die transparente
Losung farbt sich intensiv blau, abhangig von ihrer Proteinkonzentration.

Die Referenzl 6sungen werden im gleichen Puffer wie die unbekannten Proben angesetzt. Eine
20pg/pl BSA-Einwaage wird in den Verhaltnissen 1:20, 1:10 und 1:4 verdinnt, woraus sich
Stammldsungen mit je 1ug/ul, 2pg/pl und Sug/pl ergeben. Proteingehalte von 0-20ug in je

4ul Gesamtvolumen werden anschlief3end nach folgendem Schema erhalten:

Referenzproben (ug Protein in 4ul Gesamtvolumen)

0 2 5 7 10 15 20

Puffer 4ul 2ul 1.5ul 0.5ul 2ul 1ul -

Stammldsung 1pg/ul - 2ul - - - - -
Stamml 6sung 2ug/ul - - 2.5ul 3.5ul - - -
Stamml 6sung 5pg/ul - - - - 2ul 3ul aul

Im Konzentrationsbereich von 0-25ug/pl ist die gemessene Extinktion bei 750nm
proportional zur Proteinkonzentration. Im ProbenaufschluRpuffer enthaltene Reagenzien wie
DTT und PMSF beeinflussen die Steigung der Eichgeraden zum Teil erheblich, haben jedoch
keinen Einflufd auf den linearen Konzentrationsbereich dieser Protei nbestimmungsmethode.
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4.2.3 Denaturierende SDS-Gelelektrophorese

Die elektrophoretische Auftrennung von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht im Poly-
acrylamidgel erfolgt nach einer modifizierten, urspringlich von Laemmli (1970) beschrie-
benen Methode. Denaturierende Bedingungen werden hier durch den Zusatz von SDS herbei-
gefuhrt. Als Trennmedium konnen mit dieser Methode 7.5% bis 12%-ige Acrylamidgele
verwendet werden, die nach folgendem Schema hergestellt werden (12ml Gesamtvolumen):

Trenngele Sammelgel
7.5% 10% 12% 4%
H,O 3ml 2.31mi 1.68ml 5.75ml
Gelpuffer | 3.6ml 3.6ml 3.6ml Iml
Glyceral (50%) 3ml 3ml 3ml -
Acrylamid (40%, 29:1) 2.25ml 3ml 1.8ml 750pl
TEMED 25ul 25ul 25ul 10pl
APS (10%) 80ul 80ul 80ul 50ul

Je 5.5ml Trenngel-L6sung werden zwischen die mit Silikonstreifen abgedichteten Glasplatten
der verwendeten Biometra Gelkammer gegossen, mit H,O Uberschichtet und etwa 20min
polymerisiert. Der Zusatz von Glycerol im Trenngel fuhrt zu einer scharferen Grenze zum
Sammelgel, welches nach Abgief3en des Wassers eingefillt wird. In die noch flissige Phase
wird ein Kamm eingesetzt, um die Taschen fir die Proben zu formen. Nach dem
Auspolymerisieren des Sammelgels werden die Silikondichtungen entfernt, das Gel in die
Elektrophoreseapparatur gestellt und die jeweiligen Elektrodenpuffer aufgefullt. Der
Kathodenpuffer steht mit dem Sammelgel in Verbindung und muf3 innen eingefiillt werden.
Die Proben werden mit gleichen Volumina des 2x Laemmli-Auftragspuffers versetzt und kurz
aufgekocht, bevor siein die Taschen des Sammelgels pipettiert werden. Je Spur kénnen bis zu
25ul Probenvolumen aufgetragen werden. Als Proteinmarker werden der ungefarbte Dalton
Mark VI1I-L SDS-Molekulargewichtsstandard (Sigma, #MW-SDS-70L) oder der vorgeférbte
SDS-Proteinstandard (Fluka, #69813) verwendet. Die Elektrophorese wird bei ener
konstanten Spannung von 60V durchgefuhrt, bis der Serva-Blue-Farbstoff aus dem
Probenpuffer das Gel verlassen hat. Im Verlauf der Trennung steigt die Stromstérke von
20mA auf etwa 70mA an.
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4.2.4 Transfer von Proteinen auf PVDF- oder Nitrozellulosemembranen (Western blot)
Nach erfolgter Auftrennung im SDS-Polyacrylamidgel werden die Proteine durch Anlegen
eines elektrischen Feldes auf eine Membran Ubertragen (geblottet), um immunologische
Nachweisreaktionen durchzufihren. Der Transfer wird zwischen zwei Graphit-Elektroden im
semi-dry-Verfahren bei einer konstanten Stromstérke von £1.2mA/cm? durchgefiihrt. Hierfiir
werden drel dicke Whatman-Filterpapiere (GB004, Schleicher & Schuell) auf Gelgroie
zugeschnitten und in die jeweiligen Blotting-Puffer A, B und C eingelegt. Die Membran
(PVDF oder Nitrozellulose) wird ebenfalls auf Gelgrofe zugeschnitten, kurz in 60%
Methanol getaucht und fur 10min in Puffer C inkubiert. Die Membran wird dabei unter das
Whatman-Filterpapier gelegt, um ein Trockenfallen zu verhindern. Das Polyacrylamidgel
wird mit destilliertem Wasser gespilt und fir 15min in Puffer B (unter dem Filterpapier)
inkubiert. FOr den Transfer wird folgender Stapel Iuftblasenfrei auf der unteren Graphit-
Elektrode errichtet, die als Kathode dient:

| Anode (+)

[ ] Puffer A
[ ] Puffer B

Membran

: I —— Polyacrylamid-Gel
] Puffer C

I Kathode (-)

Nach 45min bis einer Stunde Transferzeit bei einer konstanten Stromstéarke von 60mA
(1.2mA/cm?) wird dessen Vollstandigkeit durch Silberfarbung des Polyacrylamidgels
Uberpruft. Allerdings werden Proteine mit einem Molekulargewicht von Uber 80kDa nur
schlecht auf die Membran Ubertragen. In solchen Féllen wurde der Transfer fir 2.5 Stunden
bei 37.5mA (0.75mA/cn?) durchgefiihrt. Die geringere Warmeentwicklung erméglicht so die
Verléangerung der Transferzeit, ohne dal3 die Membran durch Austrocknen unbrauchbar
wurde. Ebenso kénnen mehrere Lagen Filterpapier verwendet werden, um die zur Verfligung
stehende Puffermenge zu erhéhen. Nach dem Transfer wird die Membran mit Wasser gespuilt
und bis zur Verwendung bel 4°C in feuchtem Zustand gelagert.
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4.2.5 Nachweisreaktionen fur Proteine

4251 Coomassie-Farbung und Trocknung von SDS-Polyacrylamidgelen

Die Farbung der Acrylamid-Gele erfolgt mit Coomassie Brillant Blue, welches Proteine
reversibel und empfindlich anfarbt. Die Protein-Gele werden 10min in der Farbeldsung
gekocht, mit Wasser gespult und fur 30min in die Entférbelésung gelegt. Anschlief3end
werden die Gele mit Wasser gespult und getrocknet. Hierzu werden die Gele zwischen zwel
Lagen Einweckfolie gelegt und auf Whatman-Papier im Vakuum getrocknet (3h/55°C).

4252 Silberfarbung von SDS-Acrylamidgelen

Ein fast zwel GrofRenordnungen empfindlicherer Nachwels von Proteinen ist durch die
Silberfarbung méglich. Hier wird das Protokoll von Nesterenko et al. (1994) verwendet. Fir
dle Losungen und Waschschritte ist MilliQ™-Wasser zu verwenden, da normales
entionisiertes Wasser zu viele Chloridionen enthdlt, die durch Silbernitrat ausgefallt werden
und schliefdich als weil3er Niederschlag auf dem Gel zu sehen sind.

Fixieren 20ml 50% Aceton
300ul 50% Trichloressigsaure (TCA)
8.3ul 37% Formalin
5min schiitteln

Waschen 3x spllen mit Wasser
5min schitteln mit Wasser
3x spulen mit Wasser

Vorbehandeln 20ml 50% Aceton
5min schitteln

20ml Wasser
33ul  10% Natriumthiosulfat
Imin schitteln

3x spulen mit Wasser

Impréagnieren 20ml Wasser
260ul 20% Silbernitrat
200ul 37% Formalin
8min schiitteln
3x spllen mit Wasser
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Entwickeln 20ml 2% Na,CO3
8.3ul 37% Formalin
8.3ul  10% Natriumthiosulfat
kurz schwenken, bis Farbung gerade sichtbar

Stoppen 200ul Eisessig
20ml Wasser
20s schitteln

3x spulen mit Wasser

Das Gel kann nach der Farbung sofort getrocknet werden.

4253 Ponceau S-Farbung membranfixierter Proteine

Die Ponceau S-Farbung geblotteter Proteine ist eine transiente Farbereaktion, die sich jedoch
auf die Verwendung von Nitrozellulose-Membranen beschrankt. Immunologische Nachweis-
reaktionen werden hierbel nicht beeintréchtigt, da sich der rote Farbstoff wieder vollstéandig
entfernen |&3t. PVDF-Membranen hingegen zeigen eine permanente Farbung und sind daher
fur diese Farbereaktion nicht verwendbar. Die Ponceau S-Stammlésung wird mit Wasser im
Verhdltnis 1:10 verdinnt und die Membran fir etwa 5min inkubiert. Anschlief3end wird die
durchgehend rot gefarbte Membran unter flieRendem Wasser abgespiilt, bis Proteinbanden
sichtbar werden. Vor immunologischen Nachweisreaktionen wird die Membran fir 15min in
Wasser eingelegt, um den Farbstoff wieder vollstandig zu entfernen.

4254 I mmunologische Nachweisreaktion auf Membranen

Nach dem Transfer wird die Membran mit Wasser gespilt und fir mindestens eine halbe
Stunde in der vorbereiteten Blockierungslésung (10% Magermilchpulver in PBS) inkubiert.
Alle Inkubationen erfolgen im Regelfall bei Raumtemperatur und unter standigem Schitteln
auf einem Eppendorf Thermoschiittler. Uberschiissiges Blockierungsreagenz wird unter
flielendem Wasser abgespilt und die Membran dreimal fur je 10min in Wasser oder PBS
gewaschen. Der primére Antikorper wird geeignet in PBS verdinnt (meist 1:1000 bis 1:5000).
Die Zugabe einiger Koérnchen Natriumazid verhindert das Wachstum von Mikroorganismen
und ermoglicht die wiederholte Verwendung der priméren Antikorperlésung. Die Membran
wird fur eine Stunde mit dem priméren Antikorper inkubiert, alternativ kann dieser Schritt
auch Uber Nacht bei 4°C erfolgen. Anschlief3end wird die Membran unter flieffendem Wasser
gesptlt, dreimal je 10min in Wasser oder PBS gewaschen und eine Stunde mit dem 1:5000
bis 1:10000 in PBS verdiinnten, enzymgekoppelten sekundédren Antikorper inkubiert. Danach
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wird die Membran wieder unter fliefRendem Wasser gespllt und mindestens dreimal je 10min
mit Wasser oder PBS gewaschen. Zur Detektion werden vorzugsweise chemolumineszente
Verfahren eingesetzt, da diese in der Regel um ein Vielfaches empfindlicher sind als
konventionelle Féarbereaktionen, die auf der Prézipitation eines Farbstoffs beruhen.

Nachweisreaktion fir AP-gekoppelte sekundare Antikorper
Die Aktivitét einer an den sekundaren Antikorper gekoppelten alkalischen Phosphatase (AP)

wird durch oxidative Umsetzung von BCIP (5-Brom-4-chlor-3-indoylphosphat) nachge-
wiesen, wodurch sich nach Abspatung des Phosphatrestes und Dimerisierung ein blau
gefarbtes Prézipitat (Indigo-Derivat) bildet. Als Farbverstarker wirkt NBT (Nitroblau-
tetrazoliumchlorid), welches sich an der Redoxreaktion beteiligt und ebenfalls blau
préazipitiert. In Abbildung 4.2 ist diese Farbreaktion schematisch dargestellt.

Br 0PO, Br OH Br o
Cl Cl
NH W NH NH cl
o Br

BCIP PO,
farblos, 6slich

Oxidation

Blauer Niederschlag
Reduktion

H4CO, CO;H H,CO, CO;H
N N N N
o N ' N
/ \
N—N, N—N N—NH HN—N
NO, NO, NO, NO,
NBT Blauer Niederschlag

gelb-braun, I6slich

Abb. 4.2: Farbreaktion zur Detektion akalischer Phosphatase
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Nachweis von HRP-gekoppelten sekunddren Antikérpern durch Chemolumineszenz
Die Aktivitét der an sekundéare Antikorper gekoppelten Meerrettich Peroxidase (HRP) wird

durch chemolumineszente Verfahren nachgewiesen. Zugegebenes Wasserstoffperoxid wird
hierbei enzymatisch gespalten, die nachfolgende Luminolreaktion fihrt zur Lichtemission im
gelb-grinen Spektralbereich (Abbildung 4.3).

0] (¢]

©
H H,0. 0
Y . . N+ hy
NH Peroxidase O
NH, (¢] NH, (¢}
Luminol 3-Aminophthalat

Abb. 4.3: Enzymatische Chemolumineszenzreaktion durch Meerrettich Peroxidase

4.3 Histologische M ethoden
Die Grundlagen der hier beschriebenen Methoden sind in 'Mikroskopische Technik' von
Romeis (1989) beschrieben.

4.3.1 Fixierung und Einbettung von Praparaten fiir histologische Ubersichtsfarbungen
Gewebepraparationen fiir histologische Ubersichtsfarbungen werden in Carnoy's Fixanz
(Ethanol : Chloroform : Eisessig) = (6 : 3 : 1) Uber Nacht fixiert. Das Fixanz mul3 jedesmal
vor Gebrauch neu hergestellt werden. Die fixierten Gewebe werden in 100%-igem Ethanol
gewaschen und in katalysiertem Einbettharz (JB-4-Kunststoff mit 0.9% Vernetzer) fir etwa
zwel Tage durchtrankt. In dieser Zeit hat der flissige Kunstsoff das gesamte Organ komplett
durchdrungen. Anschlief3end werden die Praparate in Einbettformchen Uberfhrt und mit
polymerisierendem Harz Uberschichtet (JB-4-Kunstoff, 0.9% Vernetzer, 4% Radikal starter).
Die Polymerisation wird auf Eis durchgefihrt und ist nach etwa einer Stunde abgeschlossen. Die
eingebetteten Praparate konnen bei Raumtemperatur fr unbegrenzte Zeit gelagert werden.
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4.3.2 Fixierung und Paraffin-Einbettung von Pré&paraten fir immunologische Nachweise
Mausembryonen und Gewebepraparationen fir immunhistologische Untersuchungen werden
in 10%-igem PBS-Formalin fixiert. Das Fixanz ist mindestens ein halbes Jahr bei Raum-
temperatur stabil und muf3 nicht, wie 4%-PFA/PBS, jedes ma vor Gebrauch frisch angesetzt
werden. Pr8parationen des gesamten Auges werden fir mindestens drei Tage fixiert, um
sicherzustellen, dal3 das Organ komplett durchdrungen wurde. Die praparierten Gewebe
kénnen bis zu einem halben Jahr bel 4°C in 10%-igem PFA/PBS gelagert werden, ohne dal3
nachfolgende Antikorperférbungen negativ beeinflufdt werden.

Vor der Einbettung wird Uberschiissiges Formalin durch Waschen der Préparate in PBS
entfernt (60min/RT) und das Gewebe in einer aufsteigenden Ethanolreihe entwéssert (je drei
Stunden in 50% und 70% EtOH, Uber Nacht in 95% EtOH, schliefdlich drei Stunden in 100%-
igem Ethanol). Nach drei Stunden in 100%-igem Isopropanol werden die Praparate fur drei
Stunden bei 60°C in Histowax-geséttigtem Isopropanol inkubiert und in reines Histowax
Uberfuhrt. Schliefdlich werden die Préparate in Einbettformchen Gberfihrt, mit flissigem
Histowax Uberschichtet und mit vorgewarmten Werkzeugen ausgerichtet. Nach dem Erkalten
auf einer -4°C-Platte lassen sich die Paraffinbldcke leicht von den Formchen trennen. Die
eingebetteten Préparate konnen bei Raumtemperatur fir unbegrenzte Zeit gelagert werden.

4.3.3 Anfertigen von histologischen Schnitten

Vorbehandlung der Objekttréger

Damit die Gewebeschnitte auf den Objekttragern haften, missen diese vorbehandelt oder
spezielle Objekttrager (z.B. SectionLock™, Polysciences; SuperFrost® Plus, Menzel-Gléser)

verwendet werden. Fur die Beschichtung wird eine 2%-ige Lésung von TESPA (Triethoxy-
polysilan, Sigma) in Aceton verwendet. Das Silan wirkt hierbel grenzflachenaktiv, da es sich
mit den Silylgruppen zur Glasmatrix orientiert, wahrend die hydrophoben Ethylreste vom
Glas weg gerichtet sind. Dem Objekttrager wird somit eine hydrophobe Oberflache verliehen,
wie sie auch die Gewebeschnitte aufweisen.

Die Objekttrager werden in einer Losung aus 10% HCI in 70%-igem Ethanol entfettet, in
technischen Ethanol getaucht und an der Luft getrocknet. Sie konnen fur unbegrenzte Zeit
gelagert werden. Unmittelbar vor dem Gebrauch werden die Objekttréger zur Beschichtung
kurz in eine frische LAsung aus 2% TESPA in Aceton (technisch) getaucht, in reinem Aceton
gespullt und an der Luft getrocknet. Ein sich bildender weil3er Schleier auf der Oberflache des
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Objekttrégers hat keinen negativen Einfluld auf nachfolgende immunhistochemische Fér-
bungen. Die beschichteten Objekttréger sind mehrere Monate bei Raumtemperatur haltbar.

In Kunststoff eingebettete Préparate
Die Kunstoffblcke werden getrimmt und am Mikrotom (OmU3 Ultramikrotom, Reichert) in

einer Schichtdicke von maximal 2um geschnitten. Die Objekttrager werden erwarmt (55°C)
und ein Tropfen Wasser aufgebracht. Die Schnitte werden mit einer Pinzette oder einem
Zahnstocher vom Glasmesser abgehoben und auf den Wassertropfen gelegt, wodurch diese
gestreckt werden. Nach Verdampfen des Wassers werden die Schnitte bis zur weiteren
Verwendung bel Raumtemperatur aufbewahrt und sind unbegrenzt haltbar. Histologische

Ubersichtsfarbungen werden, wie in Abschnitt 4.3.4 angegeben, durchgefihrt.

Paraffinschnitte
Die Paraffinblécke werden getrimmt und am Mikrotom (Microm HM 335E, Walldorf) in

einer Schichtdicke von 6 bis 10 um bel einem Winkel zwischen 8° und 12° geschnitten und in
ein 52-55°C warmes Wasserbad Uberfuhrt, wodurch die Schnitte gestreckt werden. Mit einem
beschichteten Objekttrager werden die auf der warmen Wasseroberfldche schwimmenden
Schnitte abgenommen. Uberschiissiges Wasser wird kraftig abgeschittelt und der Objekt-
trager Uber Nacht bel 37°C getrocknet. Die Schnitte werden bis zur weiteren Verwendung fur
immunhistochemische Nachweise (Abschnitt 4.3.5) bei Raumtemperatur aufbewahrt und sind

unbegrenzt haltbar.

Vorbereitung der Gewebeschnitte fir Farbereaktionen

Bevor Paraffinschnitte den jeweiligen Farbungen (histol ogische Ubersi chtsfarbungen, immun-
histochemische Nachweise) unterzogen werden kénnen, miissen sie fir mindestens 30min in
Xylol deparaffiniert werden, Kunststoffschnitte hingegen kénnen direkt verwendet werden.

Fur immunhistochemische Nachweisreaktionen ist eine vollstandige Entfernung des Paraffins
essentiell, eine Inkubation Uber Nacht hat sich hier als vorteilhaft erwiesen. Anschlief3end
werden die Objekttrager fir 5min in 100%-iges |sopropanol getaucht, um restliches Xylol zu
entfernen. In einer absteigenden Ethanolreihe (100%, 90%, 70%) werden die Gewebeschnitte
fur jeweils 5min rehydriert. Die Schnitte werden bis zur Verwendung in 70%-igem Ethanol

aufbewahrt und sind bei Raumtemperatur ungebrenzt haltbar.
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4.3.4 Histologische Ubersichtsfarbung (Methylenblau/basisches Fuchsin)

Zur histologischen Ubersichtsfarbung wird die kombinierte Farbung mit Methylenblau/
basischem Fuchsin (MbF) verwendet. Im Vergleich zur Hamatoxylin/Eosin-(H/E)-Farbung
sind keine Unterschiede erkennbar, jedoch erweist sich die MbF-Farbung als schneller und
einfacher handhabbar. Durch das Methylenblau werden die Zellkerne des Gewebes sichtbar,
basi sches Fuchsin hingegen farbt die Zellwénde und das Cytoplasma.

Die bei Raumtemperatur gelagerten 13%-igen Stammldsungen aus Methylenblau und
basischem Fuchsin werden vor Gebrauch im Verhditnis von je 1:100 verdiunnt und
zusammengegeben. Die in 70%-igem Ethanol gelagerten Gewebeschnitte werden zweimal fir
je 5min in PBS inkubiert. Anschlief3end werden die Objekttréger fur 15-45 Sekunden in die
verdinnte Féarbeldsung getaucht, gewassert und nach Uberschichten mit Glycerol oder
VectaShield® (Vector Laboratories) durch ein Deckglas abgeschlossen. Eine vorteilhafte
Eigenschaft des MbF-Verfahrens gegeniber der H/E-Farbemethode ist, dal3 bel
unzureichender Férbung nachbehandelt werden kann. Hierzu wird das Deckgléaschen im
Wasserbad abgehoben und der Objekttréger erneut in die entsprechend verdinnte Farbel 6sung
getaucht, bis ein zufriedenstellendes Ergebnis erreicht ist.

4.3.5 Fluoreszenzmikroskopische Farbereaktionen auf Paraffinschnitten

Wahrend allen Inkubationsschritten werden die Objekttrager bei Raumtemperatur in einer mit
Wasserdampf gesdttigten Kammer aufbewahrt, um ein Austrocknen der Schnitte zu
verhindern. Wahrend der gesamten Férbereaktion ist ein Trockenfallen der Schnitte unbedingt
zu vermeiden, da dies zu Hintergrundfarbungen fihren wirde.

Nach Beendigung einer spezifischen Farbereaktion werden verschieden fluoreszierende
Farbstoffe zur Gegenférbung verwendet. Das rot fluoreszierende Propidiumiodid (A: 518nm,
E: 605nm) ist ein Interkaationsfarbstoff, der sich zwischen die Basenpaare des DNA-
Doppelstranges einlagert. DAPI ist ein blau fluoreszierendes Molekil (A: 358nm, E: 461nm),
welches an GC-reiche Sequenzen des Chromatins bindet. Aufgrund ihrer Affinitét zu DNA
eignen sich beide Farbstoffe fur die Anfarbung von Zellkernen in der Fluoreszenz-
mikroskopie. Beide Farbstoffe werden a's 1:1000-Verdinnung der Stammlésung verwendet.
Nach funfminttiger Inkubation bei Raumtemperatur wird Uberschissiger Farbstoff durch
mehrmaliges Eintauchen in jeweils frisches PBS entfernt, die Objekitréger werden mit
Fluoreszenz-Einbettmedium tberschichtet und durch ein Deckglas abgeschlossen.
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4351 Nachweis von DNA-Strangbriichen (TUNEL-Reaktion)

Mit Hilfe terminaler Transferase werden an freie 3-OH Enden eines DNA-Molekils
(fluoreszenz-) markierte Nukleotide angehéngt. Diese Reaktion wird als "terminal transferase-
mediated dUTP nick end labeling” (TUNEL ) bezeichnet.

Die in 70%-igem Ethanol gelagerten Objekttrager werden zweimal fir je 5min in PBS
inkubiert. Uberschiissiges PBS wird mit einem Wattestdbchen aufgesaugt, so dald nur noch die
Gewebeschnitte benetzt bleiben. Zur Permeabilisation wird je ein Tropfen der verdiinnten
Proteinase K-Stammldsung (1:10 in H,O) auf die Schnitte aufgebracht und fir 40min bel
37°C in einer mit Wasserdampf geséttigten Kammer inkubiert. Durch mehrmaliges Ein-
tauchen der Objekttrager in PBS wird tberschiissige Permeabilisationsl 6sung entfernt.

Nach Abtrocknen der Waschlésung mit einem Wattestébchen werden auf jeden Schnitt etwa
5ul der vorbereiteten TUNEL-Reaktionslésung (*/10 Puffer + /19 Enzymldsung) aufgebracht.
Die Objekttrager werden Uber Nacht bei 37°C inkubiert. Wahrend der Inkubation durfen die
Objekttréger keinesfalls mit Deckglaschen abgeschlossen werden. Offenbar steht aufgrund
von Kapillarkréften nicht genug Reaktionsdsung je Schnitt zur Verfigung, as dal3 eine
ausreichende Farbung erzielt werden konnte. Zur Gegenfarbung werden am néachsten Tag auf
jeden Schnitt zusédtzlich je 5ul der 1:1000 verdinnten Propidiumiodid-Stammldsung
aufgebracht und fir 5min bel Raumtemperatur inkubiert. Die Objekttrager werden mit
Fluoreszenz-Einbettmedium tberschichtet und mit einem Deckglaschen abgeschl ossen.

4.35.2 I mmunol ogische Nachweisreaktionen

Die in 70%-igem Ethanol gelagerten Objekttrager werden zweimal fir je 5min in PBS
inkubiert. Anschlief3end wird Uberschiissiges PBS mit einem Wattestdbchen aufgesaugt, auf
jeden Schnitt ein Tropfen des Permeabilisations-Mix (je 0.1% Tween20 und NP-40 in PBYS)
getraufelt und fur 30min inkubiert. Nachfolgend werden die Objekttréger mehrmals in
frisches PBS getaucht, um Uberschiissiges Detergenz zu entfernen. Nach dem Abtrocknen mit
einem Wattestdbchen wird ein Tropfen der vorbereiteten Blockierungsdsung (10% Milch-
PBS) auf die Schnitte aufgebracht und fur 30min bis 1h inkubiert.

Uberschiissiges Blockierungsreagenz wird abpipettiert und der erste Antikorper, verdinnt in
Blockierungsreagenz, aufgebracht. Eine geeignete Verdinnung des primaren Antikorpers
richtet sich nach seiner Affinitdt zum Epitop und mufd empirisch ermittelt werden. Eine
moglichst hohe Verdinnung ist wiinschenswert, da sie zu niedrigen Hintergrundférbungen
fuhrt. Ublicherweise werden Verdinnungen zwischen 1:50 und 1:250 fir den ersten
Antikorper (polyklonales Kaninchen 1gG) verwendet. Die Schnitte werden fir eine bis
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eineinhalb Stunden bei Raumtemperatur im ersten Antikorper inkubiert, anschlief3end dreimal
in frisches PBS getaucht und Gber Nacht in PBS gelagert. Die Aufbewahrung der Objekttréger
Uber Nacht in PBS entfernt Uberschiissige, durch hydrophobe Wechselwirkungen haftende
Antikorper und erméglicht so die Reduzierung der Hintergrundférbung auf ein Minimum.

Am néchsten Tag werden die Objekttrager in frisches PBS getaucht, mit einem Wattestébchen
getrocknet und der sekundére Antikorper oder F(ab)-Fragmente, geeignet verdiunnt in
Blockierungsreagenz, aufgetropft. Die FITC-markierten F(ab)-Fragmente (Ziege-anti-
Kaninchen 1gG, Boehringer; #1814257) werden im Verhdltnis 1:1500 verwendet, der Cy3-
markierte sekundare Antikorper (Ziege-anti-Kaninchen 1gG, Dianova; #711-165-152) wird in
einer Verdinnung von 1:500 eingesetzt. Die Schnitte werden fur 30min im 2zweiten
Antikorper inkubiert, anschlief3end dreimal in PBS getaucht und dreimal je 10min in PBS
gewaschen. Fir die Gegenfarbung wird Propidiumiodid oder DAPI, wie in Abschnitt 4.3.5
beschrieben, verwendet. Die Objekttréger werden mit Fluoreszenz-Einbettmedium
Uberschichtet und mit einem Deckglaschen abgeschl ossen.
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4.3.6 Dokumentation
Die Schnitte werden unter einem Mikroskop (Zeiss, Axioplan) analysiert. Dieses Mikroskop

eignet sich sowohl fir Fluoreszenzaufnahmen, als auch fur Auf- und Durchlichtmikroskopie.

Fluoreszenzmikroskopie

I mmunhistochemische Nachweisreaktionen werden nach Vorschalten eines geeigneten Filters
(DAPI: 358/461nm, FITC: 492/520nm, Cy3/TR/Rhodamin: 550/620) mit einer digitalen
Schwarzweil3-Kamera (IMAC CCD S30) dokumentiert. Das zur Aufnahme verwendete
Programm (I1SIS v3.0, Metasystems) fuhrt eine automatische Einstellung der Belichtungszeit
durch und ermoglicht die Darstellung der Schwarzweil3-Information in einem von drel
Farbkandlen (rot, grin und blau), sowie das Zusammenfiigen einzelner Farbkande zu einem
Uberlagerten Gesamtbild. Fir jeden Farbkanal stehen 256 Intensitétsstufen zur Verfiigung, die
im Uberlagerten Bild multiplikativ gemischt werden. Mit diesem System koénnen daher bel
Ausnutzung aller drei Farbkandle 16.7 Millionen Farbabstufungen mit einer Aufldsung von
300dpi dargestellt werden. Die Aufnahmen werden als TIFF-Dateien abgelegt.

Auf- und Durchlichtaufnahmen

Konventionelle lichtmikroskopische Aufnahmen werden mit einer digitalen Farbvideokamera
(Fuji HC2000, 300dpi, 16.7 Millionen Farben) dokumentiert. Das verwendete Programm
(Photograb 11™) verfiigt weder {iber einen WeiRabgleich, noch Uber eine automatische
Einstellung der Belichtungszeit. Diese wird nach Einstellung der Farbtemperatur am
Helligkeitsregler der mikroskopeigenen Lichtquelle (Stufe 8, entspricht 7200K) empirisch
bestimmt. Gegebenenfalls kénnen am Mikroskop vorhandene Graufilter verwendet werden.
Die Aufnahmen konnen in zahlreichen Formaten gespeichert werden - aufgrund ihres
verlustfreien Komprimierungsformates haben sich TIFF-Dateien als vorteilhaft erwiesen.

Grafische Nachbearbeitung und Erstellen von Papierabziigen der digitalen Bilddaten
Zur digitalen Nachbarbeitung der Rohdaten wird Adobe Photoshop (Version 5.02) verwendet.
Mit Hilfe dieses Programms lassen sich Farbbalance und Farbséttigung, Intensitdt und

Mischung einzelner Farbkandle, sowie Ausleuchtungsfehler korrigieren. Anschlief3end
werden die Aufnahmen mit Hilfe des Adobe Illustrators (Version 8.0) zusammengestellt und
beschriftet. Die Bilddaten werden auf Thermosublimationsdruckern (Kodak 8600 und 8650)
oder Tintenstrahldruckern (Epson Stylus Color Serie) in Fotoqualitét zu Papier gebracht.
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5. ERGEBNISSE

Zu Beginn der Arbeit wurde durch vergleichende histologische Analyse eine Ubersicht zur
Kataraktentstehung in murinen gKristallin-Mutanten gewonnen. Als Wildtyp-Kontrolle

wurden hierbei Pr&parationen des Gesamtauges von C3H-Mausen verwendet.

5.1 Histologische Charakterisierung von g-Kristallin-Mutanten

Mutationen im g-Kristallin-Gencluster treten als autosomal-dominanter Erbgang in Erschei-
nung und beschranken sich phénotypisch auf eine verkleinerte Entwicklung des gesamten
Auges (Mikrophthalmie) sowie pathologische Veranderungen wahrend der Linsenentwick-
lung (Graw et al., 1990). Auswirkungen auf andere Organe oder die Fertilitat der Tiere werden
nicht beobachtet. Die Tiere werden daher als homozygote Linien gehalten (Kratochvilova et
al., 1979).

Fur die histologische Anayse, ebenso fur immunhistochemische Nachweise, wurden homo-
zygote Tiere verwendet. Wahrend der Anfertigung transversaler Serien-Diinnschnitte wurde
darauf geachtet, dal3 die Schnittebene mdglichst parallel zur optischen Achse des Auges
verlauft. Die Abbildungen zeigen jeweils die zentrae Region des Auges. Neben einer
maximal gedffneten Iris ist in frilhen embryonalen Stadien daher auch ein angeschnittener
Sehnerv sichtbar. Die Ausschnittvergrof3erungen wurden fir alle Abbildungen gleich gewahlt.
Ein direkter GrolRRenvergleich zwischen den gezeigten Stadien ist somit moglich.

Die embryonalen Stadien werden nach Kaufman datiert. In kontrollierten Verpaarungen
wurde das Vorhandensein eines vaginalen Plugs jeweils morgens Uberprift und dieser Tag as
EO.5 bezeichnet (Kaufman, 1992).
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5.1.1 Die Entwicklung des Phanotyps von Cryge-Mutanten

Die Cryge-Mutation fuhrt zur Auspragung einer schweren und progressiv verlaufenden
kongenitalen Katarakt (t = Totaltribung), begleitet von Mikrophthalmie. Bereits zwischen
dem 12. und dem 14. Tag der Embryonalentwicklung werden pathologische Veranderungen
sichtbar. In der Linse (L) des Wildtyps werden primére Linsenfaserzellen ab Tag E11.5 durch
Auswachsen posteriorer Epithelzellen des Linsenvesikels gebildet. Etwa am Tag E13.5 der
Embryonal entwicklung erreichen sie das Linsenepithel (E) am anterioren Pol der Linsenkapsel.
In Cryge'-Mutanten ist dieser Elongationsprozed massiv gestort. Die Elongation der priméren
Faserzellen ist stark vermindert, sie erreichen nicht den anterioren Pol der Linsenkapsel
(Abbildung 5.1b). Ab Tag E14.5 schieben sich die aus dem Linsenbogen elongierenden
sekundéren Faserzellen in den verbleibenden Raum zwischen Linsenepithel und priméren
Faserzellen, welche daraufhin in die posteriore Hemisphére der Linsenkapsel gedriickt werden
(Abbildung 5.1d).

WA/

WT E14.5

WT E1

Abbildung 5.1: Histologische Ubersichtsfarbung zur Linsenentwicklung in den Stadien E14.5 und
E15.5 von Wildtyp (links; a, ¢) und homozygoten Cryge-Mutanten (rechts; b, d).
C: Corneg, E: Linsenepithel, L: Linse, N: Sehnerv, R: Retina. Balken: 250um.
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Zwischen E16.5 und E18.5 schwellen die nach posterior geprefdten priméren Faserzellen der
Cryge-Linsen stark an, gleichzeitig verlieren sie ihre Faserstruktur und nehmen eine kugelige
Gestalt an. In der posterioren Hemisphére der Linsenkapsel wird zudem die beginnende
Zytolyse der komprimierten Faserzellen sichtbar (Abbildung 5.2b). Ab Tag E18.5 fillen die
sekundédren Faserzellen den anterioren Bereich der Linsenkapsel fast vollstandig aus. In
diesem Stadium beginnen auch sekundére Faserzellen anzuschwellen und ihre Faserstruktur
zu verlieren (Abbildung 5.2d). Die unzureichende Elongation primérer Faserzellen leitet
somit den Verlust einer normalerweise hochgeordneten Struktur in den Linsen von Cryge-
Mutanten ein. IThre Kompression durch elongierende sekundére Faserzellen fuhrt zu einer
gravierenden Deformation der Linse sowie in einem spateren Stadium (zwischen P7 und P14)
zum Aufplatzen der Linsenkapsel an ihrem posterioren Pol. Spéate embryonale Stadien zeigen
zudem beginnende Verwachsungen in der vorderen Augenkammer zwischen der Iris (1) und
dem Corneaepithel (Abbildungen 5.2b und 5.2d).

520 © Cryge E185

=

Abb. 5.2 WT PL1  Abb. 5.2d Cryge P1

Abbildung 5.2: Histologische Ubersichtsfarbung der Linsenentwicklung in den Stadien E18.5 und P1
von Wildtyp (links; a, ¢) und homozygoten Cryge-Mutanten (rechts; b, d).
E: Linsenepithel, C: Cornea, I: Iris, L: Linse, R: Retina. Balken: 250um.
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5.1.2 Phanotypische Beschreibung der Crygb"®-Mutante

Crygb"®-Mutanten entwickeln eine kongenitale und progressiv verlaufende Tribung des
Linsenkerns (nop = nuclear opacity). Eine vergleichende histologische Analyse der Linsen-
entwicklung von Wildtyp- und Crygb™-Mausen ist in den Abbildungen 5.3 und 5.4 darge-
stellt. Am Tag E14.5 der Linsenentwicklung zeigen Crygh™P-Mutanten eine normale und
altersgerecht entwickelte Linse. Die Linse (L) ist bereits ausgeflllt von priméren Linsen-
faserzellen, das Linsenepithel (E) ist als einzellige Schicht gut erkennbar (Abbildung 5.3b).
Pathologische Veranderungen in Linsen von Crygh"®-Mutanten werden zwischen dem 15.
und 16. Tag der Embryonalentwicklung (Stadien E15.5 bis E16.5) beobachtet. In diesem
Differenzierungsstadium beginnt die zunehmende Schwellung primérer Faserzellen im
zentralen Bereich der Crygh™®-Linse (Abbildung 5.3d).
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Abb. 5.3a WT E14.5 Abb.5.3b Crygb"® E14.5
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Abb. 5.3c WT E15.5 Abb. 5.3d Crygh"* E15.5
Abbildung 5.3: Histologische Ubersichtsfarbung zur Linsenentwicklung in den Stadien E14.5 und
E15.5 von Wildtyp (links; a, ¢) und homozygoten Crygh"®-Mutanten (rechts; b, d).

C: Corneg, E: Linsenepithel, L: Linse, N: Sehnerv, R: Retina. Balken: 250um.
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Ab Tag E18.5 hilden sich Vakuolen zwischen dem Linsenepithel und den Faserzellen der
Crygb"®-Mutante, gleichzeitig beginnt die Zytolyse der geschwollenen primaren Faserzellen
innerhalb des Linsenkerns (Abbildung 5.4b). Gegen Ende der Embryonal entwicklung werden
auch sekundére Faserzellen in die fortschreitende Zerstérung der Zellmembranen mit einbe-
zogen. In neonatalen Crygh™® Linsen sind die sekunddren Faserzellen an der Grenzflache
zum Linsenkern bereits vollstandig lysiert. Die in diesem Stadium beobachtete Auflésung

primérer und umgebender sekundérer Faserzellen flhrt zu einer anterioren Verschiebung des
Linsenkerns innerhalb der Linsenkapsel (Abbildung 5.4d).

PV

Abb.54c

 WTPL Abb.54d " Crygh™ PL
Abbildung 5.4: Histologische Ubersichtsfarbung zur Linsenentwicklung in den Stadien E18.5 und P1
von Wildtyp (links; a, ¢) und homozygoten Crygh™P-Mutanten (rechts; b, d).

E: Linsenepithel, C: Cornea, I: Iris, L: Linse, R: Retina. Balken: 250um.
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5.1.3 Vergleichende Histologie

In vorangegangenen Abschnitten (5.1.1 und 5.1.2) wurden pathologische Veranderungen
wahrend der Linsenentwicklung von g-Kristallin-Mutanten aufgezeigt. Angrenzende Gewebe
des optischen Apparates sind nicht betroffen. Die aus dem Neuroektoderm hervorgehenden
Strukturen, wie Sehnerv und Retina, entwickeln sich altersgerecht in beiden untersuchten
Phanotypen. Ebenso zeigt der zwischen Retina und Linse entstehende Glaskorper keine
morphologischen Abweichungen. Die Augenlider beider Mutanten sind bel der Geburt der
Tiere noch geschlossen und 6ffnen sich, entsprechend denen des Wildtyps, zu Beginn der
zweiten Lebenswoche. Die aus dem Oberflachenektoderm hervorgehende Cornea wird
altersgerecht gebildet, in spaten embryonalen Stadien von Cryge-Mutanten zeigen sich begin-
nende Verwachsungen in der vorderen Augenkammer zwischen Iris und dem Corneagpithel.
Gegenstand der vorliegenden Abeit ist die Analyse und Charakterisierung der biochemischen
Prozesse in der Linse von gKristallin-Mutanten, welche zur Auspragung einer Katarakt
fuhren. Beide untersuchten Phanotypen entwickeln eine kongenitale und progressiv verlau-
fende Trlbung der Augenlinse, jedoch beobachtet man einen unterschiedlichen Schweregrad.
Cryge-Mutanten zeigen bereits im Stadium E14.5 eine stark verlangsamte Elongation der
priméren Linsenfaserzellen, wahrend die Linse von Crygb™-Mutanten in diesem Stadium
noch keine Verénderungen aufweist. Etwa zwei Tage spater, zwischen E15.5 und E16.5,
werden auch in der Linse von Crygh"®-Mutanten mit der beginnenden Elongation und
Differenzierung sekundérer Linsenfaserzellen erste Schwellungen sichtbar.

Das unterschiedliche zeitliche Auftreten der ersten morphologischen Veranderungen korre-
liert mit der einsetzenden Expression der jewells veranderten g-Kristalline in der Mauslinse.
In differenzierenden Faserzellen beginnt die Expression von Cryge etwa ab Tag E12.5,
wahrend Crygb erstmals zwei Tage spater, ab E14.5 detektiert wird (N. Klopp, personliche
Mitteilung).

In beiden untersuchten Mutanten wird ein drastisch verminderter Abbau der Zellkerne in den
Linsenfaserzellen beobachtet. In spéten Stadien erscheinen die Zellkerne fleckig und dunkler
geféarbt alsin Linsen des Wildtyps (Abbildungen 5.2 und 5.4). Kirzlich wurden diese Flecken
in den Zellkernen von Cryg-Mutanten als Einschlisse von g-Kristallinen identifiziert (A.
Sandilands, Universitdt Dundee, Schottland; mindliche Mitteilung).
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5.2 Biochemische Charakterisierung von g-Kristallin-M utanten

Die bisherigen Ergebnisse machen deutlich, dal3 die Mutation in einem gKristallin-Gen,
welches fir ein linsenspezifisches Strukturprotein codiert, neben Schwellungen von Linsen-
faserzellen offensichtlich zu einem verminderten Abbau der Zellorganellen fihrt. Die
Identifizierung und Untersuchung des zugrunde liegenden molekularen Mechanismus ist
Gegenstand des vorliegenden Kapitels.

5.2.1 Expression eines mutierten gB-Kristallinsin Linsen des Crygb"®-Ph&notyps

Der Crygb™-Phanotyp wird durch eine Mutation im dritten Exon des gB-Kristallingens
(Crygb) hervorgerufen. Die Deletion von 11bp bel gleichzeitiger Insertion von 4bp fuhrt zu
einer Verschiebung des Leserasters und der Induktion eines Stop-Codons (Klopp et al., 1998).

R Die Crygh™"-Mutation bewirkt somit eine veran-

N

$&Q\ ﬁ"§ derte  Aminosduresequenz im  Trandations-

@ . :
- R produkt. Es werden insgesamt sechs neue Amino-

sduren am Ende des mutierten gB-Kristallins
eingefugt, bevor die Proteinkette zwischen dem

66.0 kDa—

. dritten und vierten Griechischen Schitissel-Motiv

38:8 tgz: abbricht. Dieses C-terminale, aus sechs Amino-

24.0 kDa— . :

201 kD:_ sauren bestehende Polypeptid wurde fur die Her-

- ¢ | |
14.2 kDa— stellung eines polyklonalen Antiserums gegen das

Crygh""-Protein verwendet und von Dr. Roy
Quinlan, Universitdéé Dundee, Schottland, zur
Verfligung gestellt.

Abbildung 5.5: Western blot von Wildtyp-  Abbildung 5.5 zeigt die Expression des ver-

und Crygh™-Linsenextrakten (& 25M9).  yijrzten gB-Krigtallins in Linsen des Crygh™-
Das polyklonale Antiserum zeigt eine

sarke Resktion mit dem Crygb™- Phanotyps. Im Western blot ist neben einer

Linsenextrakt auf Hohe von 17.6 kDa, dem  |eichten Kreuzreaktion mit Linsenextrakten bei
Molekulargewicht des verkirzten ¢B-

o ) 25kDa eine spezifische Reaktion des Antiserums
Kristallins (Pfeil).

mit dem Crygb"®-Protein bei 17.6 kDa sichtbar
(Pfeil).
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5.2.2 Molekulare Auswirkungen eines verkirzten g-Kristallins - Differential Display
Mit Hilfe der differentiellen Genexpressionsanalyse werden die molekularen Auswirkungen
eines verkirzt exprimierten g-Kristallins in Linsenfaserzellen untersucht. Mit dieser Untersu-
chungsmethode wird die transkriptionelle Regulation eines Zelltyps oder Gewebes mit wild-
typischen oder nichtinduzierten Zellen verglichen. Die Reinheit und Qualitét der préparierten
mMRNA sind wichtige Voraussetzungen fur eine verl&fdiche Detektion unterschiedlich regu-
lierter Gene.
Die Crygb"®-Mutante wurde ausgewahlt, da ihre Linsenkapsel wahrend der Kataraktent-
wicklung intakt bleibt. Ihre Linsen sind gut zu préparieren und umliegendes Gewebe, wie die
Iris oder der Ciliarkérper, lassen sich leicht entfernen. Die Kontamination der mRNA-
Préparation aus Linsenzellen von Crygh™P-Mutanten mit Transkripten aus angrenzenden
Geweben ist daher minimal. Im Gegensatz dazu gelingt die Préparation intakter Linsen aus
Cryge-Mutanten nur fur spite embryonale Stadien. Bereits neonatale Linsen sind stark ver-
formt (siehe Abschnitt 5.1) und ihre Linsenkapsel bricht wahrend der Prgparation leicht auf.
Fir die Anayse werden Linsen neonataler
MM f gl - M2 Crygh"P-Mutanten verwendet, da im Gegensatz zu
embryonalen Linsen ausreichend Material zur
- 3000bp  Verfigung steht und der Phanotyp bereits voll-
sténdig ausgepragt ist. Die mRNA wird aus Linsen

m‘m - - -
pm— isoliert, nach enzymatischem Abbau von

genomischer DNA phenolisiert und gefdllt. Beide
Proben werden auf die gleiche Konzentration
- 30000 gingestellt und in cDNA umgeschrieben. Die
Qualitdt der RNA-Préparation wird anhand der
Integritét der 18s- und 28srRNA  Uberprift
(Abbildung 5.64). Die Differentia Display-Reak-

Abb. 5.6a: MRNA aus Linsen von Wild- tjon wird in je zwei identischen Ansétzen mit ver-
typ und Crygh"°-Mutanten (je 1ug).

Die Pr8parationen zeigen intakte mMRNA;
Abbauprodukte wéren as Schlieren mit  durchgefihrt (Abschnitt 4.1.8). Die PCR-Produkte
einem geringeren Molekulargewicht als

300bp erkennbar. ) ] _
M 1: 100bp-L eiterstandard, aufgetrennt und die fluoreszierenden Banden im

M2: Hind Il1-verdaute f X-DNA. UV-Licht detektiert (Abbildung 5.6b).

schiedenen Anker- und Arbitrary-Oligonukleotiden

werden durch Polyacrylamid-Gelelektrophorese
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Differentielle Genexpressionsanalyse

Ankerprimer 1 Ankerprimer 9 Ankerprimer 9 Ankerprimer 8
Arbit WW NW NW NN WW NN WW NN WW NN WW NN WW NN WW NN
irary 333 3 1111 3333
primer 444 2222
>
1> <3 L
<4
2>

Abbildung 5.6b: Differentielle Genexpressionsanalyse von neonatalen Wildtyp- und Crygh™®-Linsen.
Die markierten Banden werden ausgeschnitten und in einer erneuten PCR-Reaktion mit T7-/M13-
Primern reamplifiziert. W: Wildtyp, N: Crygh"-Mutante.
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Insgesamt 16 unterschiedlich regulierte Genprodukte werden aus dem Polyacrylamidgel aus-
geschnitten, durch PCR-Reaktion mit T7-/M13-Primern reamplifiziert (Abschnitt 4.1.8) und
die PCR-Produkte durch Agarosegel el ektrophorese tberprift (Abbildung 5.6¢).

AP1R3 AP1 R4 AP9 R1
1 2 3 4 5 6 7

M1

Hochreguliert
in Cryg™ 7 - 6x
8 - 6x
9 -3x
14 - 2x
600bp — 15 -3x
16 - 4x
100bp —
AP9 R1 AP9 R3
M2 8 9 10 11 12 13 14 15 16
Herunterreguliert
in Crygb"® 1-4X 10 - 2x
Pt = 2 -3 11 -3
603bB— 3 -3 12 -
310bp — 4 -2X 13 -6X
5 -2X
6 -2X

Abbildung 5.6¢: Uberprifung der PCR-Reamplifikation.

Unterschiedlich regulierte Banden aus dem Polyacrylamidgel werden mit Hilfe von T7-/M13-Primern
reamplifiziert und durch Agarosegelelektrophorese Uberprift. Die ersten 4 Zyklen dieser PCR-Reak-
tion werden bel niedriger Temperatur (50°C) durchgefiihrt und dienen zundchst der Erganzung von
T7-/IM13-Sequenzen der Anker- und Arbitrary-Primer (Abschnitt 4.1.8). Die eigentliche Reamplifika-
tion erfolgt bei 60°C Uber 30 Zyklen. Man erkennt teilweise unterschiedlich lange PCR-Produkte, die
durch unspezifische Hybridisierung der Primer wdhrend der niedrigeren Temperatur entstanden sind.
Durch Subklonierung werden die Produkte vereinzelt und kdnnen nachfolgend sequenziert werden.
Die Bezeichnungen der Spuren sind fett-kursiv geschrieben fir hochregulierte Transkripte,
herunterregulierte Produkte sind fett gedruckt. M1: 100bp-L eiterstandard, M2: Hind Il1-verdaute f X-
DNA; AP: Anker Primer, R Arbitrary Primer.

Die Reamplifikationsprodukte werden in Plasmidvektoren ligiert und durch Transformation in
Bakterienzellen vereinzelt. Die erhaltenen Klone werden gepickt und mit Hilfe der Kolonie-
PCR (Abschnitt 4.1.6.6) auf rekombinante Plasmide Uberprift. Die Nomenklatur der
erhaltenen Klone ist dabei an Abbildung 5.6¢c angelehnt. Die erste Nummer entspricht der
jeweiligen Spur (Abbildung 5.6c), die zweite Zahl identifiziert den jeweiligen Klon aus der
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Kolonie-PCR. Anfanglich wurden auch Klone sequenziert (6/5, 6/9, 14/4), deren Lénge
geringer as das grofite in Abbildung 5.6c gezeigte Fragment ist. Die kurzen Sequenzen
ergeben jedoch keine guten Ubereinstimmungen mit der Datenbank. Die Ergebnisse der diffe-
rentiellen Genexpressionsanalyse sind in Tabelle 5.1 dargestellt, die zugehérigen Sequenzen
sind im Anhang (Abschnitt 7.1) aufgelistet.

DD-Primer Nop/WT Klon BLAST PubMed-# Sequenz

AP1R4 3xdown 3/5 839 AF060092 Proteasom Untereinheit mMRNA psmb3, aus Maus
AP9R1 2xdown 6/2 364" M11408 S16 ribosomales Protein, gesamte cds, aus Maus
AP9RL 2xdown 6/5 253 J00376 aA-Kristallin mRNA, 3-Ende, aus Maus
AP9R1l 2xdown 6/9 146 722573 oB-Krigtallin Gen, aus Maus

AP9R3 2xdown 12/6 618,342 Z22573 oB-Kristallin Gen, aus Maus

AP9R1 2xdown 6/10 844 K02585 0B-Kristallin mRNA, 3-Ende, aus Maus
AP9R3 2xup 14/4 220 JO0378 bAS3/A1-Kristalin mRNA, 3-Ende, aus Maus
APOR3 2xup 14/5 681 Jo0378 bAS3/A1-Kristalin mRNA, 3-Ende, aus Maus
AP9R3 2xup 14/2 596 V00728 b-Kristallin mRNA, aus Maus

AP9R3 2xup 14/8 582 V00728 b-Kristallin mRNA, aus Maus

AP9R3 3xup 15/3 738 X81987 TAXREB 107, aus Maus

Tab. 5.1: Unterschiedlich regulierte Genprodukte in Linsen der Crygh™®-Mutante, verglichen mit dem
Wildtyp. Sequenzen, deren BLAST-Wert mit einem Stern markiert wurde, zeigen nur ungentigende
Homologie zum gefundenen Eintrag der BLAST-Datenbank und stellen somit moglicherweise bisher
unbekannte Gene dar. AP: Anker Primer, R: Arbitrary Primer.

Kristalline

Auffallend ist, dai3 die Uberwiegende Anzahl unterschiedlich regulierter Genprodukte als Kri-
stalline identifiziert werden. Die 482bp lange Sequenz des Klons 6/10 (Tabelle 5.1) zeigt 97%
Identitét zu gB-Kristallin der Maus. Im Polyacrylamidgel (Abbildung 6.1b) erscheint diese
Bande in Linsen der Crygb™*-Mutante etwa zweifach herunterreguliert. Diese Beobachtung
stimmt mit Literaturdaten Uberein. Die Northern blot-Analyse zeigt eine reduzierte Transkrip-
tion von Cryg-mRNA in Linsen der Crygh"P-Mutante (Graw et al., 1990), was durch
in situ-Hybridisierung mit einer gD-Kristallin Sonde bestétigt wurde (Santhiya et al., 1995).
Die vorgeschlagene unterschiedliche Transkription der Kristaline in Crygb™*-Mutanten
wurde nicht ndher betrachtet, da sie aufgrund ihrer hohen Expression in der Linsen durch
weniger sensitive Methoden wie in situ-Hybridisierung oder Northern blotting quantifiziert
werden konnten. Kristalline sind Strukturproteine; aus den Informationen einer unterschied-
lichen Transkription wéren keine Aufschliisse Uber Verénderungen zu erhalten, die zum

Abbruch des Differenzierungsprozesses in Crygh™P-Mutanten fiihren.
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TAXREB 107

Ein etwa dreifach hochreguliertes Transkript von 652bp Lange wurde mit 95-prozentiger
Identitdt als MRNA von TAXREB 107 der Maus identifiziert. Das zugehdrige Protein
fungiert als Adapter fir TAX-vermittelte Transaktivierung verschiedener Zielgene, wie il-2,
c-fos und vimentin (Nacken et al., 1995). Mit Hilfe vergleichender RT-PCR-Analyse wird das
gefundene Transkript auf seine unterschiedliche Regulation in Wildtyp und Crygh™P-Mutan-
ten Uberprift (Abbildung 5.7).

TAXREB
107 GAPDH

TAXREB 107 GAPDH
PCR-Zyken 30 33 36 39 42 30 33 36 39 42

Cng”"p m m

325bp, 30-42x, 58°C 316bp, 30-42x, 58°C (-) cDNA

- 331bp
- 242bp

-110bp

Abbildung 5.7: Vergleichende RT-PCR-Analyse fir TAXREB 107.

Gleiche Mengen cDNA neonataler Wildtyp- und Crygh™®-Linsen werden einer steigenden Zahl von
PCR-Zyklen unterworfen (links, mitte). Ein Ansatz ohne cDNA-Zugabe dient as Negativkontrolle
(rechts). Als DNA-Léangenstandard wird der Marker 8 verwendet (MBI, Fermentas).

Fur die Crygh"P-Mutante ist ab 33 Zyklen eine Bande sichtbar und erreicht ab 39 Zyklen ihre Sétti-
gung. Die korrespondierenden Banden des Wildtyps sind in anndhernd gleicher Intensitét vorhanden.
Die visuelle Auswertung zeigt keine signifikant veranderte Regulation von TAXREB 107 in Linsen
der Crygh"*-Mutante.

Als invariante Referenz fir die vergleichende RT-PCR-Analyse wurde ein 315bp-Fragment
der ubiquitér exprimierten Glycerinal dehyd-3-Phosphat Dehydrogenase (GAPDH) verwendet.
Die ab je 33 Zyklen auftretende GAPDH-Bande erreicht bel 39 Zyklen ihre Séttigung. Fur die
Crygb™P-Mutante ist bereits ab etwa 33 Zyklen die TAXREB 107-Bande sichtbar (325bp).

Die Intensitdten der GAPDH-Banden zeigen eine gewisse Schwankungsbreite, welche fir die
Interpretation der Ergebnisse in Betracht gezogen werden mul3. Die bel 33 Zyklen auftretende
Bande firr die Crygh™P-Mutante ist etwa 1.5-fach intensiver, bei 36 Zyklen hingegen erscheint
sie etwa 1.5-fach vermindert, verglichen mit der korrespondierenden Bande des Wildtyps. Fur
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die Anayse der TAXREB 107-Intensitéten mufd daher eine ahnliche Schwankungsbreite
zugrunde gelegt werden. Die TAXREB 107-Bande erreicht zwischen 39 und 42 Zyklen ihre
Sattigung, die korrespondierenden Banden aus Wildtyp-cDNA sind in anndhernd gleicher
Menge vorhanden. Die Auswertung dieser RT-PCR-Reaktion widerlegt daher eine signifikant
unterschiedliche Regulation von TAXREB 107 in Linsen von Crygh™P-Mutanten.

Psmb3

In Linsen der Crygh"®-Mutante wird ein etwa dreifach schwécher exprimiertes Trandlations-
produkt mit einer Lange von 445bp gefunden. Es zeigt 98% ldentitét zur mRNA der Protea-
som-Untereinheit C10-11 (Psmb3) aus Maus. Die vergleichende RT-PCR-Analyse fur Psmb3
ist in Abbildung 5.8 dargestellt.

Psmb3

PCR-Zyklen 33

581bp, 33-42x, 60°C 315bp, 33-42x, 60°C (-) cDNA

Abbildung 5.8: Vergleichende RT-PCR-Analyse fur Psmb3.

Fur die PCR-Reaktion werden die gleichen Verdiinnungen der neonatalen Wildtyp- und Crygh™P-cDNA
als Matrize verwendet, wie in der vergleichenden RT-PCR fir TAXREB 107 (Abbildung 5.7). Die Zahl
der PCR-Zyklen steigt von 33 bis 36 (links, mitte); ein Ansatz ohne cDNA-Zugabe dient als Negativ-
kontrolle (rechts).

Um einheitliche Bedingungen fir die vergleichende RT-PCR-Analyse zu gewéhrleisten, wird
diese Reaktion mit den gleichen cDNA-Verdiinnungen von Wildtyp und Crygbh™"-Mutanten
durchgefuhrt, die bereits fur die Untersuchung von TAXREB 107 verwendet wurden. Als inva
riante Referenz dient wieder das amplifizierte 315bp-Fragment von GAPDH.

Die Auswertung dieser Analyse zeigt eine gut sichtbare GAPDH-Bande bel 33 Zyklen, welche
fur die Crygh™P-Mutante ein wenig intensiver erscheint, als firr den Wildtyp. Bereits ab etwa 36
Zyklen ist eine Séttigung der Banden zu beobachten. Die Verwendung von GAPDH als Refe-
renz fir schwach exprimierte Genprodukte ist offenbar ungiinstig, da bereits zwischen 33 und
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36 Zyklen eine Plateauphase erreicht wird. Durch eine héhere Verdinnung der Matrizen-DNA
koénnte dieses Problem behoben werden. Daraus ergibt sich jedoch der Nachteil, dal3 fur die
PCR-Reaktion kein einheitlicher Master Mix mehr verwendet werden kann und daher ein
hoherer Fehler zu erwarten ist:

Der primdre Master Mix enthélt neben Tag-Polymerase ale notwendigen Komponenten des
PCR-Ansatzes, jedoch keine Matrizen-DNA und keine Oligonukleotide. Dieser wird nachfol-
gend geteilt und die jeweilige Matrizen-DNA zugegeben (Wildtyp und Crygb™®). Die sekund&-
ren Master Mix-Ansétze werden in die PCR-Reaktionsgeféal3e aliquotiert und zuletzt die jewei-
ligen Oligonukleotide zugegeben. Diese Strategie dient der Fehlerminimierung, da beide Reak-
tionen (Referenz und Probe) gleiche Mengen an Matrizen-DNA enthalten. Ein Fehler bel der
Zugabe der Matrizen-DNA fiuhrt zwar zu ungleichen DNA-Konzentrationen zwischen den
sekundéaren Master Mix-Ansétzen, Uber die Bandenintensitdten der Referenzproben kann dieser
Fehler jedoch korrigiert werden.

Die PCR-Reaktion fir Psmb3 mit Matrizen-cDNA aus Crygb"®-Mutanten und des Wildtyps
zeigt in beiden Fallen einen linearen Anstieg der Bandenintensitdt von 33 bis 42 Zyklen. Wie
bereits fir TAXREB 107 beobachtet, muf3 auch in dieser Reaktion eine gewisse Schwankungs-
breite in Betracht gezogen werden. Die visuelle Auswertung zeigt, dal3 die Psmb3-Banden fir
die Crygb™-Mutante in den einzelnen Spuren jeweils geringfligig intensiver erscheinen, als fur
den Wildtyp. Um denselben Faktor sind auch die Referenzbanden der Crygb™-Mutante in allen
Spuren intensiver. Daher muR von einer minima hoheren Konzentration der Crygh"™-
Matrizen-DNA zu Beginn des Experiments ausgegangen werden.

Die visuelle Auswertung zeigt eine geringfligig stéarkere Expression von Psmb3 in Linsen der
Crygh"™-Mutante - nach Beriicksichtigung des beschriebenen Fehlers stellt sich die unter-
schiedlich dektierte Transkription von Psmb3 in Linsen der Crygb™*-Mutante jedoch al's falsch-
positiv heraus.

Die Ergebnisse der differentiellen Genexpressionsanalyse geben keine Hinweise auf die betei-
ligten Prozesse, welche zu einer veranderten Differenzierung der Linsenfaserzellen von
Crygh""-Mutanten beitragen konnten. Um jedoch die pathologischen Prozesse in der Linse von
gKristallin-Mutanten identifizieren zu kdnnen, werden die in der Arbeitshypothese (Abschnitte
2.3 und 2.4) beschriebenen Signalwege zwischen Wildtyp und Crygb™®-Mutante vergleichend
analysiert. Im folgenden Abschnitt wird die Umwandlung proliferierender Linsenepithelzellen

in elongierende und differenzierende Faserzellen betrachtet.
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5.3 Eintreten in die postmitotische Phase - Zellzyklusproteine

Die bisherigen Ergebnisse zeigen, dal3 die Expression eines verkirzten g-Kristalins in der
Linse zu einem verminderten Abbau von Zellkernmembranen und DNA fuhrt. Offenbar treten
die Faserzellen nicht in ein normales Differenzierungsprogramm ein. Als mogliche Ursache
wird ein fehlerhafter Ubergang proliferierender Epithelzellen in die postmitotische Phase
vorgeschlagen, welcher den terminalen Differenzierungsprozeld beeintrachtigen konnte
(Abschnitt 2.3.2). Proliferierende Zellen des Linsenepithels durchlaufen den gesamten Zell-
zyklus, postmitotische Faserzellen sind jedoch im G;-Zustand arretiert (Matsuokaet al., 1995).
Diese Umwandlung ist essentiell fir den Eintritt der Faserzellen in den terminalen Differen-
zierungsprozess und wird durch die Expression verschiedener Zellzyklusregulatoren im
Linsenbogen reguliert (Zhang et al., 1997). Nachfolgend wird die Expression der beteiligten
Zellzyklusproteine, die Komponenten des Cyclin D/cdk4-Komplexes und des darauf

wirkenden p57¢"%Inhibitors, in Linsen von g-Kristallin-Mutanten untersucht.

5.3.1 Expression von Zellzyklusproteinen in Linsen von Crygh™P-Mutanten

Die Cyclin-abhéngige Kinase cdk4 interagiert spezifisch mit Cyclinen der D-Familie und
bildet einen aktiven Komplex, der den Gi/S-Phaseniibergang des Zellzyklus steuert (Lovicu et
al., 1999). Abbildung 5.9 zeigt die Expresson von cdk4 in neonatalen Wildtyp- und
Crygh"®-Linsen. Die Faserzellen der Crygh™"-Mutante sind im anterioren Bereich etwas
starker gefarbt als im Wildtyp, cdk4 erscheint vorwiegend in den Zellkernen beider Linsen
lokalisiert. FUr die Zellkerne des Linsenepithels und der Faserzellen ist kein Unterschied in
der cdk4-Expression erkennbar, sie erscheinen intensiv geféarbt. Ebenso unterscheiden sich

junge Faserzellen im Bereich des Linsenbogens nicht von den hochdifferenzierten Zellen des

Linsenkerns.

Abb. 5.9a WT P1 Abb. 5.9b Crygh™ P1

Abbildung 5.9: Immunhistochemische Detektion von cdk4 in neonatalen Linsen des Wildtyps
(links; 5.98) und Crygb™"-Mutanten (rechts; 5.9b).
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Abbildung 5.10 zeigt die Expression von Cyclin D; in neonatalen Linsen. Cyclin Dy ist
vorwiegend in den Zellkernen des Linsenepithels und der Faserzellen lokalisiert. Im ante-
rioren Bereich der Crygb"®-Mutante ist eine etwas starkere cytoplasmatische Farbung
erkennbar, as im Wildtyp. Die Expression von Cyclin D; in jungen Faserzellen des Linsen-
bogens unterscheidet sich nicht von Zellen aus dem zentralen Bereich der Linse.

Abb. 5.10a WT P1 Abb. 5.10b Crygb™® P1

Abbildung 5.10: Immunhistochemische Detektion von Cyclin D; in neonatalen Linsen des Wildtyps
(links; 5.10a) und Crygh"®-Mutanten (rechts; 5.10b).

Im Linsenbogen erfolgt die Expression von p57<"%, einem allosterischen Inhibitor des
Cyclin D/cdk4-Komplexes. Ein erneuter Eintritt differenzierender Faserzellen in den
Zellzyklus wird somit verhindert. Abbildung 5.11 zeigt die Expression von p57<** im
Linsenbogen von Wildtyp und Crygb™-Mutanten der Stadien E15.5 und E18.5.

Die zentralen Faserzellen des Wildtyps sind in beiden Abbildungen negativ fiir p574°
(Abbildung 5.11a und 5.11c). Diese Beobachtung ist in Ubereinstimmung mit Literaturdaten,
wenngleich die Expression von p57“" im Linsenbogen durch in situ-Hybridisierung der
mMRNA bestimmt wurde (Lovicu et al., 1999). In Crygh"P-Linsen des Stadiums E15.5 ist die
Expression von p57“"* auf den Linsenbogen beschrénkt (Abbildung 5.11b). Die Linsen des
Stadiums E18.5 zeigen bereits einen vakuolisierten Linsenkern mit teilweise abgebauten
Zellmembranen, wodurch in dieser Region eine unspezifische Bindung der verwendeten
Antikorper an das Gewebe beobachtet wird. Die zentrale Farbung des Linsenkerns in
Crygb™P-Mutanten ist daher moglicherweise ein Artefakt (Abbildung 5.11d).
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Abb. 5.11a WT E15.5 Abb. 5.11b Crygh™” E15.5

Abb. 5.11c

Abbildung 5.11: Immunhistochemische Detektion von p57¢"? in Linsen der Stadien E15.5 und E18.5
von Wildtyp (links; g, ¢) und Crygh™”-Mutanten (rechts; b, d).

5.3.2 Expression von Zellzyklusproteinen in Linsen der Cryge-Mutante

Der frihe Wachstumsstop primérer Faserzellen in Linsen des Cryge-Phénotyps legt eine
massive Storung ihres Differenzierungsprozesses nahe. Moglicherweise wird diese durch eine
verdnderte Zellzyklusregulation verursacht. In Abbildungen 5.12 und 5.13 ist das Expres-
sionsmuster von cdk4 und Cyclin Dy in den Linsen der Cryge-Mutante dargestellt.

Neonatale Linsen des Wildtyp zeigen nur eine geringe cytoplasmatische Farbung fur cdk4.
Die Zellkerne erscheinen blau-griin geférbt, hervorgerufen durch additive Mischung der sich
Uberlagernden Signale (Abbildung 5.12a). In neonatalen Linsen der Cryge-Mutante wird eine
vorwiegende Lokalisation von cdk4 im Cytoplasma beobachtet (Abbildung 5.12b). Die
primaren Faserzellen am posterioren Pol der Linsenkapsel der Cryge-Mutante sind intensiv
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geféarbt. Auch im Wildtyp erscheint der vergleichbare, aus priméren Faserzellen bestehende
zentrale Bereich der Linse cdk4-positiv (siehe auch Abbildung 5.9a), ebenso wie die sekun-
déaren Faserzellen des Linsenbogens (Abbildung 5.12).

Abb. 5.12a WT P1 Abb.5.12b Cryge P1

Abbildung 5.12: Immunhistochemische Detektion von cdk4 (grin) in neonatalen Linsen des
Wildtyps (links; 5.12a) und Cryge-Mutanten (rechts; 5.12b). Ein chromatin-spezifischer Farbstoff
(DAPI) wird fur die Anféarbung der Zellkerne verwendet (blau). Kolokalisierende Signale erscheinen
blau-griin, hervorgerufen durch additive Farbmischung.

Die Expression von Cyclin Dy in der Linse von Cryge-Mutanten ist in Abbildung 5.13b
dargestellt. Man beobachtet eine intensive cytoplasmatische Lokalisation im Linsenbogen und
in den posterior komprimierten priméren Faserzellen. Im Gegensatz zum Wildtyp ist auch fir
Cyclin D; keine ausgepragte Farbung der Zellkerne erkennbar. Im Wildtyp erscheinen die
Zellkerne des Linsenbogens intensiv geférbt (Abbildung 5.13a). Die cytoplasmatische Fér-
bung geht mit zunehmendem Differenzierungsgrad verloren; die Zellkerne der zentralen

priméren Faserzellen bleiben jedoch positiv fur Cyclin D; (siehe auch Abbildung 5.10a).

Abb. 5.13a WT P1 Abb.5.13b Cryge P1

Abbildung 5.13: Immunhistochemische Detektion von Cyclin Dy (griin) in neonatalen Linsen des
Wildtyps (links; 5.13a) und Cryge-Mutanten (rechts; 5.13b). Ein chromatin-spezifischer Farbstoff
(DAPI) wird fiir die Anfarbung der Zellkerne verwendet (blau). Uberlagerte Signale sind blau-griin.
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In Abbildung 5.14 ist die Expression des allosterischen Cyclin D/cdk4-Inhibitors p57°2 in
der Linse von Cryge-Mutanten dargestellt. Im Bereich der jungen sekundéren Faserzellen des
Linsenbogens ist eine starke cytoplasmatische Expression dieses Zellzyklusinhibitors
sichtbar. Mit steigendem Differenzierungsgrad der Faserzellen geht das cytoplasmatische
Signal verloren, wahrend p57<"* zunehmend in den Zellkernen des Linsenkortex lokalisiert
ist. In den hochdifferenzierten priméren Faserzellen des Linsenkerns hingegen ist kein p577?
mehr detektierbar (Abbildungen 5.14a und 5.14c).

In der Linse von Cryge-Mutanten verlauft dieser Prozef verspétet. Auffallend ist die starke
cytoplasmatische Expression von p57<"% in der gesamten Linse ab E15.5, wahrend der
Linsenkern des Wildtyps negativ erscheint (Abbildungen 5.14a und 5.14c). Wéhrend der
posterioren Kompression primérer Linsenfaserzellen in der Linsenkapsel bleibt ihr cytoplas-
matisches p57°P%-Signal erhalten. Die Zellkerne primérer Faserzellen werden daher erst
verspétet sichtbar, etwa ab Tag E18.5 (Abbildung 5.14d).

Abb. 5.14a WT E155 Abb. 5.14b Cryge' E15.5

Abb. 5.14c WT E185 Abb. 5.14d Cryge' E18.5

Abbildung 5.14: Immunhistochemische Detektion von p574* in Linsen der Stadien E15.5 und E18.5
von Wildtyp (links; a, ¢) und Cryge-Mutanten (rechts; b, d).
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5.4 Untersuchungterminaler Differenzierung von Linsenfaserzellen

Die histologische Analyse (Abschnitt 5.1) zeigt einen drastisch verminderten Zellkernabbau
in den Linsenfaserzellen beider untersuchter g-Kristallin-Mutanten. Offensichtlich ist ihr
Differenzierungsprogramm gestort. Aufgrund der bisherigen Ergebnisse wurde die Arbeits
hypothese entwickelt, dal? die Expression eines verkirzten g-Kristallins (Abschnitt 5.2.1) as
Ursache fur ihr pathologisch verandertes Differenzierungsprogramm angesehen werden muf3.
Um die beobachteten Abweichungen zu verstehen, ist es jedoch notwendig, den zeitlichen
Ablauf der terminalen Differenzierung von Linsenfaserzellen genauer zu untersuchen.

Die letzten Ereignisse terminaler Differenzierung von Linsenfaserzellen sind durch die
Fragmentierung der Zellkerne und der DNA charakterisiert. Diese Ereignisse werden in den
folgenden Abschnitten genauer untersucht. Der Abbau von Zellorganellen, und damit auch
die DNA-Fragmentierung in differenzierenden Linsenfaserzellen, sind aufgrund der Verme-
dung von Streulichteffekten essentiell fur die optischen Eigenschaften der Linse (Bassnett et
al., 1992; Bassnett et al., 1997).

Ziel dieser Andyse ist die ldentifizierung von molekularen Ereignissen, welche mit der
terminalen Differenzierung von Linsenfaserzellen verknipft sind. Ihre Analyse in Linsen von
g-Kristallin-Mutanten soll nachfolgend die Fage kléren, ob die Faserzellen ein terminales Dif-

ferenzierungsprogramm durchlaufen und welcher Abschnitt ihrer Differenzierung gestort ist.
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5.4.1 Fragmentierung von Zellkernmembran und DNA in Linsenfaserzellen

Eine spezifische Anfarbung fragmentierter DNA erméglicht der TUNEL-Assay. Mit Hilfe
einer terminalen Transferase wird hierbel ein fluoreszenzmarkiertes Nukleotid (FITC-dUTP)
an die freien 3-OH-Enden der entstandenen Oligonukleotide angehangt (Abschnitt 4.3.5.1).
Die Kombination des TUNEL-Assays mit immunhistochemischen Methoden erméglicht
darlber hinaus die Untersuchung des zeitlichen Zusammenhangs zwischen der
Fragmentierung von Kernmembranen und dem Beginn des DNA-Abbaus in Linsenfaserzellen
(Abbildung 5.15). In den Aufnahmen 5.15a und 5.15b sind jeweils die letzten intakten
Zellkerne in der Ubergangszone zwischen sekundéren Faserzellen des Linsenbogens und dem
Linsenkern dargestellt. Mit Hilfe eines gegen die Lamin-Komponenten der Zellkernmembran
gerichteten monoklonalen Antikorpers lie3 sich zeigen, dal3 in differenzierenden
Linsenfaserzellen die DNA-Fragmentierung (grin) erst nach begonnenem Abbau der
Zellkernmembran einsetzt (rot).

Abb. 5.15b

Abb. 5.15a
Abb. 5.15c

Abbildung 5.15: Zeitliche Abfolge der letzten Schritte terminaler Differenzierung von Linsenfaser-
zellen. Zellkernmembranen werden mit einem monoklonaen anti-Lamin B-Antikorper angeférbt (rot).
DNA-Strangbriiche werden nach Markierung mit terminaler Transferase detektiert (grin). Mit
abnehmender Integritét der Zellkernmembran (intakte Zellkerne sind jeweils links oben in 5.15a, 5.15b
gezeigt) wird zunehmende DNA-Fragmentierung sichtbar (griine Zellkerne jeweils unten rechts).
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5.4.2 Beginn des DNA-Abbausin Linsenfaserzellen

Im vorigen Abschnitt wurde gezeigt, dal3 der DNA-Abbau in differenzierenden Linsenfaser-
zellen eng an die Fragmentierung der Zellkernmembran gekoppelt ist; intakte Zellkerne bein-
halten keine fragmentierte DNA. Elektronenmikroskopische Studien zeigen jedoch einen
beginnenden Abbau der Zellkerne wahrend
embryonaer Linsenentwicklung (Vrensen
et al., 1991). Somit war zu erwarten, daid
auch der DNA-Abbau bereits in embryo-
nalen Stadien beginnt. Entgegen dieser
Voraussage kann ein DNA-Abbau unter
Entstehung von freien 3-OH-Enden in em-
bryonalen Linsen nicht bestétigt werden
(Abbildung 5.16a). Wird das Linsengewebe

mit DNase | vorinkubiert, kbénnen die enzy-

Abb. 5.16a WT E18.5

Abbildung 5.16a: Die Zellkerne embryonaler _ _ _ _

Intakte DNA ist mit einem Interkalationsfarbstoff  TUNEL-Reaktion detektiert werden (Abbil-
angeférbt (rot). E: Linsenepithel, L: Linse. R :

dung 5.16b; grin). Der postulierte DNA-
Abbau in embryonalen Linsen konnte jedoch Uber einen anderen Weg verlaufen, welcher
durch die 3-OH-Selektivitét der terminalen Transferase nicht nachweisbar wére. Die Variante
der DNA-Spaltung unter Entstehung blockierter 3'-Phosphat- und freier 5'-OH-Enden wurde
die vorausgehende enzymatische Dephosphorylierung mit PNK jedoch ausgeschlossen; die
Zellkerne der Linse bleiben TUNEL-negativ (Abbildung 5.16c¢).

" &

o "'-.:_..‘- p ..-L".. a::-';-' PRV, et fy 2 !
Abb. 5.16 WT E18.5 Abb. 5.16¢c WT E18.5

Abbildungen 5.16b und 5.16¢c: TUNEL-Reaktion in embryonalen Linsen des Wildtyps (E18.5).
DNase I-induzierter Abbau von DNA (30min, 37°C) erzeugt freie 3-OH-Enden, die durch nachfol-
gende TUNEL-Reaktion (griin) nachgewiesen werden kénnen (Abbildung 5.16b). Eine der TUNEL -
Reaktion vorausgehende Dephosphorylierung mit PNK (60min, 37°C) widerlegt einen hypotheti-
schen DNA-Abbau in embryonalen Linsen unter Entstehung 3'-Phosphat-Enden (Abbildung 5.16c¢).
Intakte DNA ist mit eéinem Interkal ationsfarbstoff geférbt (rot). E: Linsenepithel, L: Linse.
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5.4.3 DNA-Fragmentierung in Cryge-Linsen

Die histologische Analyse von Cryge-Mutanten (Abschnitt 5.1) belegt einen verminderten
Zellkernabbau in den Linsenfaserzellen. Daraus wurde die Hypothese abgeleitet, dal3 der
terminale Differenzierungsprozefd gestort ist. Durch Analyse der DNA-Fragmentierung in
Linsenfaserzellen von Cryge'-Mutanten soll diese Hypothese nun Uberpriift werden.

Waéhrend in embryonalen Stadien kein DNA-Abbau in der Linse beobachtet wird, ist eine
nahezu zellkernfreie Zone im Zentrum der neonataler Linsen des Wildtyps erkennbar. Die
ersten sichtbaren Zellkerne der zentralen sekundéaren Faserzellen zeigen eine vollstandig
fragmentierte DNA (grun), wahrend die jungen sekundéren Faserzellen des Linsenbogens
keine DNA-Strangbriiche aufweisen und daher durchgehend rot geféarbt erscheinen. Einige,
dem Linsenkern benachbarte sekundére Faserzellen des Wildtyps erscheinen orange gefarbt,
hervorgerufen durch kolokalisierende Signale von intakter und teilweise fragmentierter DNA
(Abbildung 5.173).

Im Vergleich zum Wildtyp beschrankt sich die DNA-Fragmentierung in der Linse neonatal er
Cryge-Mutanten auf die nach posterior geprefiten priméren Linsenfaserzellen, welche im
TUNEL-Assay grin geféarbt sind. Gut erkennbar ist zudem die periphere Anordnung der
Zellkerne sekunddrer Faserzellen in der Linsenkapsel von Cryge-Mutanten. In den
sekundéren Faserzellen der Cryge-Mutante findet offensichtlich kein DNA-Abbau statt, da
ihre Zellkerne durchgehend rot geféarbt erscheinen (Abbildung 5.17b).

Abb.5.17a WT P1 Abb.5.17b Cryge' P1

Abbildung 5.17: Detektion von fragmentierter DNA in neonatalen Linsen des Wildtyps (links; 5.17a)
und homozygoten Cryge-Mutanten (rechts; 5.17b). Intakte DNA wird durch einen Interkalations-
farbstoff angefarbt (rot). In Cryge-Mutanten beschréankt sich die DNA-Fragmentierung auf die in der
posterioren Hemisphére der Linsenkapsal komprimierten priméren Faserzellen. Die Zellkerne der
peripher angeordneten sekundéren Faserzellen enthalten ausschliefdlich intakte DNA.

E: Linsenepithel, L: Linse.
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5.4.4 DNA-Fragmentierungin Crygh"®-Linsen

Neonatale Linsen des Wildtyps zeigen eine beginnende DNA-Fragmentierung in kortikalen
sekundéren Faserzellen (grun), sowie eine nahezu DNA- und zellkernfreie Zone innerhalb des
Linsenkerns (Abbildung 5.18a). Im Vergleich zum Wildtyp zeigen neonatale Linsen der
Crygh"P-Mutante einen stark verminderten DNA-Abbau in ihren Faserzellen.

Nur einige zentrale Zellkerne des embryonalen Linsenkerns erscheinen TUNEL-positiv, der
Linsenkern ist ringformig von zerstorten sekundéren Faserzellen umgeben. Wahrend ihrer
Zytolyse werden offensichtlich keine DNA-Strangbruiche induziert, da sie durchgehend rot
geféarbt erscheinen. Die Zellkerne von sekundéren Faserzellen auRerhalb dieser Zone enthalten
ebenfalls ausschliefdlich intakte DNA (Abbildung 5.18b).

Abb. 5.18a WT P1 Abb. 5.18b Crygb™® P1

Abbildung 5.18: Detektion von fragmentierter DNA in neonatalen Linsen des Wildtyps (links; 5.18a)
und homozygoten Crygh"®-Mutanten (rechts; 5.18b). Lediglich einige primare Faserzellen im
Zentrum der Linse von Crygh™P-Mutanten erscheinen TUNEL-positiv (griin). Gut erkennbar ist die
Freisetzung von intakter DNA durch die Zytolyse sekundérer Faserzellen, welche den Linsenkern
ringformig umgeben (rot). E: Linsenepithel, L: Linse.

Die in Abbildung 5.18b beobachtbare Zerstérung der Zellmembranen zentraler Faserzellen in
der Linse von Crygb"P-Mutanten zeigt Ahnlichkeiten zu apoptotischen Prozessen. Wahrend
des programmierten Zelltodes werden eine Reihe von morphologischen Verénderungen sicht-
bar, unter anderem auch die Auflésung der Zellmembran durch Bildung und Abschniirung
sogenannter "apoptotischer Vesikel". Auch die Faserzellen der Linse besitzen die Fahigkeit,
Apoptose zu initiieren, beispielsweise durch Aktivierung von p53 (Abschnitte 2.4.2 und
2.4.3). Die Auflosung der Faserzellen fuhrt nachfolgend zur Entstehung einer Linsentribung
(Pan et al., 1995).
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5.5 Apoptotische Prozesse in Linsen des Crygb"®-Phanotyps

Die bisher dargestellten pathologischen Veranderungen, wie Schwellung der Faserzellen und
Zytolyse ihrer Zellmembranen, lassen die Beteiligung apoptotischer Prozesse wahrend der
Linsenentwicklung von g-Kristalin-Mutanten vermuten. Gegenstand des vorliegenden Kapi-
tels ist daher die Untersuchung verschiedener Elemente der programmierten Zelltodkaskade
in der Linse des Crygh™"-Phanotyps.

5.5.1 Einfuhrung einesinaktiven p53-Allels

Um die Abhéngigkeit der phanotypischen Entwicklung von gKristalin-Mutanten von
apoptotischen Prozessen zu untersuchen, wurde durch Kreuzungsexperimente ein inaktives
p53-Allel in die homozygot gehaltenene Crygb"®-Linie eingefinrt. In der F;-Generation einer
(p53" x Crygh™™P).K reuzung bleibt der dominante Phanotyp der Crygh™P-Mutation erhal-
ten. Dieses Ergebnis zeigt, dai fur die Auspréagung des Crygh"P-Phanotyps offenbar nur ein
intaktes maternales p53-Allel notwendig ist. Die Etablierung einer fir beide p53-Allele
defekten Linie wurde aufgrund einer problematischen PCR-Analytik nicht weiter verfolgt.
Gut erkennbar ist der vakuolisierte Linsenkern und der verminderte, auf die priméren Faser-
zellen beschrénkte DNA-Abbau im Zentrum der neonatalen Linse (Abbildung 5.19a, grin).
Mit dem spezifischen anti-Crygh"P-Antikorper (Abschnitt 5.2.1) werden Expressionsbereiche
des verkurzten gB-Kristallins angeférbt (rot). Die vergrofRerte Aufnahme zeigt die teilweise
Lokaliserung des mutierten gB-Kristallins in den Zellkernen sekundérer Linsenfaserzellen
(Abbildung 5.19b, purpur).

Abb. 5.19a C3H P/ p1 Apb. 5.19b C3H P53/on) pg

Abbildung 5.19: Phénotypische Analyse der Linse von C3H (p53”*/Crygh™*)-Mé&usen.
Expressionsbereiche des veranderten Crygh"P-Kristallins werden mit Hilfe des anti-Crygb™-Antikor-
pers angeféarbt (rot). DNA-Strangbriiche werden nach Markierung mit terminaler Transferase detektiert
(gruin). Ein chromatin-spezifischer Farbstoff wird fur die Anférbung von Zellkernen verwendet (DAPI,
blau). Ubersichtsfarbung (links; 5.19a) und vergroRerter Ausschnitt (rechts; 5.19b).

E: Linsenepithel; L: Linse.
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5.5.2 Spaltung von PARP

Caspase-3 wird aufgrund ihrer Substratspezifitét fur Lamin-Komponenten der Zellkern-
membran und ICAD (Inhibitor der Caspase-aktivierten DNase) als zentraler Effektor fur die
typischen morphologischen Veradnderungen apoptotischer Zellen betrachtet. Caspase-3

o bewirkt zudem die proteolytische Spaltung von
RN N < PARP (Poly-ADP-Ribose-Polymerase) und in-
Y P D . . .
Cﬁ%ﬁ"”@i& aktiviert somit das zelleigene Reparatursystem
m fir DNA-Strangbriiche (Pastorino et al., 1998).
bl A Die Uberpriifung der Aktivitdt von Caspase-3
23% lﬁg‘ﬁj _ “ '— e anhand spezifischer Abbauprodukte auf pro-
64kDa — D . ¢ teinbiochemischem Wege stellt daher eine
50kDa— L — verlailiche Methode fur den Nachwel's apopto-
36 kDa — SR tischer Prozesse dar.
‘ Linsenextrakte zeigen im Western blot eine
16 kDa —

spezifische Reaktion des polyklonalen Antise-

_ _ rums mit dem ungespaltenen PARP Polypep-
Abbildung 5.20: Western blot von Wildtyp-
und Crygh™-Linsenextrakten (je 30ug) zur tids bei etwa 116kDa (Abbildung 5.20). In
Detektion von PARP (116kDa). Das polyklo-  Crygh"*-Linsenextrakten wird das Caspase-3-
2?;93?;{%&;3?;?;2??&5:%\/5? et:,nVI; vermittelte PARP-Abbauprodukt auf Hohe
85kDa (Pfeil), dem Molekulargewicht des Vvon 85kDa nachweisen (Pfeil), wahrend Ex-

gespaltenen PARP-Fragments. trakte des Wildtyps keine Reaktion zeigen.

5.5.3 Freisetzung von Cytochrom C

Der im vorigen Abschnitt gefiihrte Nachweis von Caspase-3-vermittelten Spaltprodukten in
der Crygh™"-Linse unterstiitzt die Hypothese, daf? die beobachteten pathol ogischen Verander-
ungen der Faserzellen durch programmierten Zelltod hervorgerufen werden. Allerdings liefert
diese Methode keine Informationen dartiber, welche Faserzellen apoptotisch sind. Durch die
immunhistochemische Lokalisation ausldsender/regulierender Faktoren apoptotischer Prozes-
se, wie die mitochondriale Freisetzung von Cytochrom C, sowie die Expression von Bcl-2
und Bax (Abschnitt 2.4.2), kbnnen die gesuchten Information erhalten werden.

In Abbildung 5.21 ist die Anfarbung neonataler Crygh"™P-Linsen mit einem Anti-Cyto-
chrom C-Antikérper gezeigt (griin), ein chromatinspezifischer Farbstoff wird zur Anférbung
der Zellkerne verwendet (DAPI, blau). Im zentralen Bereich der Crygh™®-Linse ist eine griin-
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blaue Farbung sichtbar, hervorgerufen durch kolokalisierende Signale von Cytochrom C und
DAPI. Im Wildtyp beschrankt sich die Expression von Cytochrom C auf den Linsenbogen
(Abbildung 5.213).

-

Abb. 5.21a WT P1 Abb.5.21b Crygh™ P1

Abbildung 5.21: Immunhistochemische Detektion von Cytochrom C in neonatalen Linsen des
Wildtyps (links; 5.21a) und Crygb™-Mutanten (rechts; 5.21b).

5.5.4 Expression von Bcl-2in Linsenfaserzellen

Abbildung 5.22 zeigt die Expression von Bcl-2 in der Linse neonataler Crygh™P-Mutanten.
Die Kernmembranen primérer und sekundéarer Faserzellen erscheinen intensiv geféarbt. Ein
diffuses cytoplasmatisches Signal wird durch das im endoplasmatischen Retikulum und in den
Mitochondrien lokalisierte Bcl-2 verursacht. Die beobachtete subzellulére Lokalisation von
Bcl-2 in der Kernmembran und im Cytoplasma stimmt mit Literaturdaten Uberein (Krajewski
et al., 1993). Signifikante Unterschiede in der Expression von Bcl-2 zwischen Linsen des
Wildtyps und Crygb™*-Mutanten werden nicht beobachtet (Abbildung 5.22a und 5.22b).

Abb. 5.22a WT P1  Abb.5.22b Crygh™ P1

Abbildung 5.22: Immunhistochemische Detektion von Bcl-2 in neonatalen Linsen des Wildtyps
(links; 5.228) und Crygh"®-Mutanten (rechts; 5.22b).
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5.5.5 Expression von Bax

Gravierende Unterschiede im Expressionsmuster zwischen Linsen des Wildtyps und
Crygh"®-Mutanten zeigen sich fir Bax, einem pro-apoptotisch wirkenden Protein. In neo-
natalen Faserzellen des Wildtyps ist keine Bax-Expression nachweisbar (Abbildung 5.23a).
Der gesamte, aus zerstorten priméren Faserzellen bestehende Linsenkern von Crygh™-
Mutanten erscheint intensiv gefarbt. Auffallend ist zudem die uneinheitliche Expression von
Bax in sekundéren Linsenfaserzellenvon Crygh™®-Mutanten. Wéahrend junge Faserzellen nahe
des Linsenbogens negativ erscheinen, ist in den Zellkernen kortikaler Faserzellen ein
sprunghafter Anstieg der Bax-Expresson erkennbar, noch bevor die typischen

morphologischen Veranderungen des Crygh™-Phanotyps sichtbar werden (Pfeilspitzen,
Abbildung 5.23Db).

Abb. 5.23a WT P1 Abb.5.23b Crygh™ P1

Abbildung 5.23: Immunhistochemische Detektion von Bax in neonatalen Linsen des Wildtyps
(links; 5.23a) und Crygh"®-Mutanten (rechts; 5.23b).

In neonatalen Linsen des Wildtyps wird keine Bax-Expression detektiert. Im Gegensatz dazu ist die
Expression von Bax in der Linse von Crygh™"-Mutanten abhangig vom Differenzierungsgrad der
Faserzellen. Die zentralen priméaren Faserzellen sind intensiv geférbt, wahrend die jungen sekundéaren
Faserzellen des Linsenbogens negativ fir Bax erscheinen. Mit zunehmender Differenzierung in
Richtung des Linsenbogens ist ein sprunghafter Anstieg der Bax-Expression zu beobachten (Pfeile).

Offenbar besteht ein enger Zusammenhang zwischen dem Differenzierungsgrad primérer und
sekundérer Faserzellen des Crygb™-Phénotyps, sowie der Akkumulation eines Apoptose-
fordernden Proteins in den Membranen ihrer Zellkerne. Diese Beobachtung 183 eine
Beteiligung von Bax an den morphologischen Verénderungen von Linsenfaserzellen des
Crygh""-Phanotyps vermuten. Nachfolgend wurde daher die Bax-Expression wéahrend der

embryonalen Linsenentwicklung von Crygh"®-Mutanten untersucht.
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Das im Wildtyp (Stadium E15.5) sichtbare Signal im zentralen Bereich der Linse wird durch
einen Ril3 im Gewebe verursacht und stellt daher ein Artefakt dar (Abbildung 5.24a). Auch
die Faserzellen der Crygh"®-Mutante sind in diesem Stadium Bax-negativ (Abbildung 5.24b).
In Faserzellen des Lildtyps ist auch im Stadium E18.5 keine Bax-Expression nachweisbar
(Abbildung 5.24c). Der Linsenkern des Crygb"-Phanotyps erscheint jedoch bereits intensiv
gefarbt. Die beginnende nukledre Lokalisation von Bax in kortikalen Faserzellen eines

fortgeschrittenen Differenzierungsstadiums ist sichtbar (Pfeilspitzen, Abbildung 5.24d).

Abb. 5.24a WT E155 Abb. 5.24b Crygh"® E15.5

) P
Abb. 5.24c WT E185 Abb. 5.24d Crygh™ E18.5

Abbildung 5.24: Immunhistochemische Detektion von Bax wahrend der embryonalen Linsenentwick-
lung in den Stadien E18.5 und E15.5 von Wildtyp (links; a, ¢) und Crygh"®-Mutanten (rechts; b, d).

Die pathologischen Veranderungen in der Linse von Crygh"®-Mutanten werden offenbar
durch Bax-induzierte apoptotische Prozesse hervorgerufen. Vorhergesagte Ereignisse des pro-
grammierten Zelltodes, wie die mitochondriale Freisetzung von Cytochrom C und die proteo-
lytische Spaltung von Poly-(ADP)-Ribose-Polymerase (PARP), werden in Linsenfaserzellen
des Crygh"*"-Phanotyps nachgewiesen und unterstiitzen diese Hypothese.
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5.6 Apoptotische Prozessein Linsen des Cryge-Phanotyps

Primére Linsenfaserzellen von Cryge-Mutanten zeigen massive morphologische Veradn-
derungen, wie Schwellung und Zytolyse ihrer Zellmembranen. Als Ursache hierfir werden
ebenfalls apoptotische Porzesse vorgeschlagen, welche moglicherweise durch ihre posteriore
Kompression innerhalb der Linsenkapsel hervorgerufen werden. Nachfolgend werden daher
die Expressionsmuster von zelltod-regulierenden Proteinen wahrend der Linsenentwicklung
des Cryge'-Phanotyps untersucht.

5.6.1 Expression von Bcl-2

Abbildung 5.25 zeigt das Expressionsmuster des anti-apoptotisch wirkenden Bcl-2 in neo-
natalen Linsen von Wildtyp und Cryge-Mutanten. Bcl-2 ist vorwiegend in den Kernmem-
branen primérer und sekundérer Faserzellen lokalisiert (Abbildung 5.25a). In Linsen des
Cryge'-Phanotyps ist zusétzlich eine verstérkte cytoplasmatische Expression von Bcl-2 in den

komprimierten priméaren Faserzellen am posterioren Pol der Linsenkapsel zu beobachten
(Abbildung 5.25b).

Abb. 5.25a WT P1 Abb. 5.25b Cryge P1

Abbildung 5.25: Immunhistochemische Detektion von Bcl-2 in neonatalen Linsen des Wildtyps
(links; 5.25a) und Cryge-Mutanten (rechts; 5.25b).
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5.6.2 Expression von Bax

In Faserzellen neonataler Linsen des Wildtyps wird Bax nicht exprimiert (Abbildung 5.26a).
Diein der anterioren Hemisphére der Linsenkapsel elongierenden sekundaren Faserzellen des
Cryge'-Phanotyps zeigen nur ein schwaches cytoplasmatisches Signal. Im posterioren Bereich

der Linsenkapsel hingegen ist eine intensive Expression von Bax erkennbar (Abbildung
5.26b).

Abb. 5.26a WT P1 Abb. 5.26b Cryge P1

Abbildung 5.26: Immunhistochemische Detektion von Bax in neonatalen Linsen des Wildtyps
(links; 5.26a8) und Cryge-Mutanten (rechts; 5.26b).

Wahrend der phénotypischen Entwicklung von Cryge-Mutanten unterliegen die priméren
Faserzellen einer zunehmenden posterioren Kompression innerhalb der Linsenkapsel. Dieser
Prozel fihrt zur progressiven Zytolyse der priméren Faserzellen in Linsen der Cryge-
Mutante. In neonatalen Linsen sind diese pathologischen Veranderungen bereits weit fortge-
schritten. Der posteriore Bereich der Linsenkapsel ist daher angeflllt mit degradierenden
priméren Faserzellen, welche gleichzeitig eine starke Expression von Bax zeigen.
Moglicherweise wird beobachtete Hochregulierung von Bax in den morphologisch veran-
derten priméren Linsenfaserzellen der Cryge-Mutante durch ihre posteriore Kompression
hervorgerufen. Durch Analyse des Expressionsmusters wahrend der Linsenentwicklung von
gKristallin-Mutanten sollte diese These Uberpruft werden.

In der folgenden Abbildung ist die Expression von Bax jeweils vor (E15.5) und nach (E18.5)
Auftreten der morphologischen Verdnderungen primérer Faserzellen des Cryge'-Phanotyps
dargestellt (Abbildung 5.27).
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Das im Wildtyp des Stadiums E15.5 im anterior-zentraen Bereich sichtbare Signa (Abbil-
dung 5.27a) stellt ein Artefakt dar. Es wird durch einen Rif3 im Gewebe verursacht, der wah-
rend des Anfertigens der Paraffinschnitte entstanden ist. In wildtypischen Faserzellen ist
wahrend der embryonalen Linsenentwicklung kein Bax- Protein detektierbar (Abbildungen
5.27a und 5.27c). Auch die vermindert elongierten priméren Faserzellen im Stadium E15.5

des Cryge'-Phanotyps erscheinen Bax-negativ (Abbildung 5.27b).

Abb. 5.27a

Abb. 5.27c WT E185 Abb. 5.27d Cryge E18.5

Abbildung 5.27: Immunhistochemische Detektion von Bax in embryonalen Linsen der Stadien E18.5
und E15.5 von Wildtyp (links; a, ¢) und Cryge-Mutanten (rechts; b, d).

Ab etwa E16.5 werden Schwellung und Zytolyse ihrer Zellmembranen beobachtet. Mit dem
Auswachsen sekundérer Faserzellen aus dem Linsenbogen beginnt jedoch ihre Kompression
in der posterioren Hemisphére der Linsenkapsel. Eine intensive cytoplasmatische Farbung am
posterioren Pol der Linse ist bereits ab Tag E18.5 erkennbar (Abbildung 4.27d). Cryge-
Mutanten zeigen somit eine enge Kopplung zwischen der posterioren Kompression primarer
Linsenfaserzellen und der Expression des Apoptose-initiirenden Bax-Proteins.
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5.7 Herstellung eines bax-transgenen Mausmodells

In den vorangegangenen Abschnitten wurde gezeigt, dal3 Linsenfaserzellen von g-Kristallin-
Mutanten massive Stérungen ihres terminalen Differenzierungsprogramms aufweisen. Die be-
obachteten morphologischen Verdnderungen in der Linse stehen offenbar in direktem Zusam-
menhang mit der Akkumulation von Bax, eines pro-apoptotischen Proteins, in priméren und
sekundéren Linsenfaserzellen. Der Nachweis apoptotischer Abbauprodukte in Linsenextrak-
ten von Crygb™*-Mutanten unterstiitzt die Vermutung, daR die beobachteten Veranderungen,
wie Schwellung und Zytolyse von Linsenfaserzellen, auf ein aktiviertes Zelltodprogramm zu-
rickzufihren sind. Mit Hilfe eines bax-transgenen Mausmodells soll diese apoptotische Kas-
kade nachgebildet und Uberpriift werden, ob die in g-Kristallin-Mutanten gefundene Expres-

sion von Bax hinreichend fr die pathologischen Verénderungen der Linsenfaserzellen ist.

5.7.1 Klonierungsstrategie

Mit Hilfe des schematisch dargestellten Konstruktes (Abbildung 5.28) wird bax unter
Kontrolle eines 412bp umfassenden Fragments des aA-Kristallin-Promoters spezifisch in der
Linse transgener Tiere exprimiert (Wawrousek et al., 1990). Im vorliegenden Konstrukt wird
durch Einfihrung einer intronischen Sequenz aus Kaninchen eine kinstliche Spleif3stelle
stromaufwérts des bax-Trand ationsstartes generiert. Der Cryaa-Promoter wurde zusammen
mit der Intronsequenz als (Xba [-Bam HI)-Fragment aus einem modifizierten pCMV-Expres-
sionsplasmid ausgeschnitten (zur Verfigung gestellt von P. Zelenka, National Eye Institute,
National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA). Die bax-cDNA wurde nach Erststrang-
synthese von RNA aus neuralem Gewebe neonataler Mause durch PCR-Amplifikation erhal-
ten (Ishii et al., 1996) und as (Bgl 11-Xho I)-Fragment in den (Nhe I-Xho I)-geschnittenen
Klonierungsvektor (Invitrogeno pCR 3.1) eingeflgt. Die Ligation unterschiedlich restrin-
gierter, jedoch kompatibler DNA-Enden fihrt zum Verlust einiger Restriktionsschnittstellen
(Abbildung 5.28; grau). Die transgenen Tiere wurden durch Pronukleus-Injektion des
(Sna BI-Drd I)-Fragments in Eizellen des FV B/N-Inzuchtstammes generiert. Die Mikroinjek-
tion wurde von Mitarbeitern der Transgenic Mouse Facility, National Institutes of Health,
Bethesda, MD, USA unter der Leitung von Dr. Eric Wawrousek durchgefihrt.

ATG
Sna Bl Nhe |/Xba | +1 sal | Bam HI/Bgl I Xho | Drd |
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Abbildung 5.28: DNA-Konstrukt fur die Herstellung einer bax-transgenen Maudlinie. Pfeile symbali-
sieren die Positionen der Oligonukleotide (#6766 und #6464), die flr die spezifische Detektion eines
1331bp-Fragments in genomischer DNA bax-transgener Tiere verwendet werden.
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5.7.2 Detektion bax-transgener Tiere

Transgene Nachkommen werden nach Isolation von genomischer DNA durch spezifische
PCR-Amplifikation eines 1331bp-Fragments identifiziert (Abbildung 5.29). Die Oligonukleo-
tide hybridisieren innerhalb der ersten 25bp der BGH-Polyadenylierungssequenz (BGHpA
rev., #6464) und an die verknipfende Sequenz des Introns mit dem aA-Kristallin-Promoter
(Cryaa-Intron-Linker for., #6766; siehe Abbildung 5.28).
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Abbildung 5.29: Detektion bax-transgener Nachkommen durch spezifische PCR-Amplifikation eines
1331bp-Fragments aus genomischer DNA. Hind Ill-verdaute | -Phagen-DNA wird as Standard
eingesetzt. Als Negativkontrolle wird TE-Puffer ohne DNA-Zugabe verwendet, als Positivkontrollen
dienen Aliquots des fur die Pronukleus-Injektion verdinnten Sha BI/Drd I-Fragments.

Die Bezeichnungen PCR-positiver Tiere sind angegeben. Zwei PCR-negative DNA-Proben sind grau
gekennzeichnet; diese werden a's zusétzliche Negativkontrolle im Southern blot verwendet.
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Die Ergebnisse der PCR-Analyse sind in Tabelle 5.2 zusammengefal¥. PCR-positiv erschei-
nende Tiere sind jeweils aufgelistet. Es ergibt sich somit die nachstehend gezeigte Genera-

tionsfolge bax-transgener Tiere.

Name Generation Geschlecht Nachkommen Weitergabe

MD450029 FO 9 Nein
MD450037 FO 8 Nein
MD450055 FO 9 Nein
MD450056 FO 10 Ja
MD450124 +— F1

MDA45 0142 — F2
MDA45 0174 F3
MDA45 0176 F3
MDA45 0177 F3
MD45 0178 F3
MDA45 0179 F3
MDA45 0171 — F2
MDA45 0172 — F2
MDA45 0143 — F2
MD45 0160 F3
MDA45 0161 F3
MDA45 0164 F3
MDA45 0167 F3
MD450127 “— F1

MD45 0154 F2
MD45 0156 F2
MD45 0158 F2
MD45 0159 F2

MTTNMZNTNZZIZINZIZINNZIZIZINZINNZE

Tabelle 5.2: Generationsfolge bax-transgener Tiere. Die FO-Generation wurde durch Pronukleus-
Injektion generiert und mit Tieren des FVB/N-Inzuchtstammes verpaart. Angegeben sind Geschlecht
und Zahl der Nachkommen, sowie die Weitergabe der transgenen Erbinformation an die nachfolgende
Generation.

5.7.3 Analyse von genomischer DNA durch Southern blotting

PCR-positive Nachkommen der FO-Generation (MD45 0056) werden durch genomische
DNA-Hybridisierung (Southern blotting) auf die Integration des bax-Konstruktes tberprift.
Fur die Restriktion der genomischen DNA bieten sich Enzyme an, welche im Konstrukt nur
einfach schneiden, um die Zuordnung der erhaltenen Banden zu erleichtern. Alle Proben
werden mit Bgl 11 verdaut; die Schnittstelle befindet sich innerhalb der ersten sechs Basen-
paare des Cryaa-Promoters. Die singulére Sph |-Schnittstelle liegt innerhalb der BGH-PolyA-
Sequenz, flankierend zum 3-Ende der Probe. Die radioaktiv markierte Probe wird durch
PCR-Amplifikation eines 267bp-Fragmentes aus dem Konstrukt erhalten (Abbildung 5.30).
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Abbildung 5.30: Anordnung singulérer Restriktionsschnittstellen im bax-Konstrukt.

Fir die Restriktion genomischer DNA von PCR-positiven Tieren werden singuldre Schnittstellen in-
nerhalb des Konstruktes verwendet. Die Bgl |1-Schnittstelle liegt am Anfang des aA-Kristalin-Pro-
moters, Sph | befindet sich in der BGH-Polyadenylierungssequenz. Die Xho I-Schnittstelle ist Teil der
multiple cloning site (MCS) des Vektors, welche sich stromaufwérts der BGH-polyA-Sequenz befin-
det und 30bp innherhalb des bax-Konstruktes umfafdt. Pfeile symbolisieren die Positionen der Oligo-
nuklectide, die fir die Herstellung der spezifischen DNA-Sonde (267bp) verwendet werden.
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Abbildung 5.31: Hybridisierung von genomischer DNA aus PCR-positiven Tieren (Southern blot).
Die Bgl |1-verdaute DNA wird mit einer *P-radioaktiv markierten DNA-Sonde (267bp) hybridisiert.
Angegeben sind die Generationsfolge und Endnummern der Tiere. Wildtyp-DNA des FVB/N-Inzucht-
stammes dient als Negativkontrolle, das (Bgl I1-Sph I)-verdaute bax-Konstrukt als Positivkontrolle.
Alle PCR-positiven Tiere (links) zeigen eine starke Bande auf Hohe von 4400bp. Ein schwéacheres
Signal wird bei etwa 24kb detektiert, welches in der F3-Generation PCR-positiver Tiere verloren geht
(Tiere 143 und 160, links, sowie 164, rechts).

Der Verdau mit zwei Enzymen (Bgl 11-Sph ) setzt das Konstrukt frei. Die ehemals 4400bp-Bande er-
scheint nun bei 1912bp auf Héhe des Positivkontrolle (Tier 143; rechts); das 24kb-Signal ist unveran-
dert und erscheint ebenso in PCR-negativen Tieren, denen die 4400bp-Bande fehlt (144, 145; rechts).
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Die Hybridisierung der Membran und nachfolgende Waschschritte wurden unter stringenten
Bedingungen durchgefiihrt (siehe Abschnitt 4.1.9). Als Negativkontrolle wird Wildtyp-DNA
des FVB/N-Inzuchtstammes verwendet. Fur die Positivkontrolle wird restringierte Vektor-
DNA eingesetzt. Die (Bgl 11-Sph I)-Schnittstellen setzen das vollsténdige bax-Konstrukt mit
1912bp Lange frel.

Beide Membranen wurden nacheinander mit der gleichen Probe hybridisiert. Das Signal bei
etwa 2300bp (Abbildung 5.31; links) lief3 sich durch langeres Waschen der zweiten Membran
entfernen und stellt somit eine unspezifische Bindung der Probe dar (Abbildung 5.31; rechts).

Die Bgl 11-verdaute DNA von PCR-positiven Tieren (Abbildung 5.31; links) zeigt eine starke
Bande bei 4400bp. Der Verdau mit zwei Enzymen (Bgl 11-Sph 1) setzt das bax-Konstrukt aus
genomischer DNA frei; die ehemals 4400bp-Bande erscheint nun auf Hohe der Positivkon-
trolle bel 1912bp (Tier 143; rechts). Ein schwaches Signal bel etwa 24kb geht in der F3-Gene-
ration verloren (Tiere 143 und 160; links). Dieses wird offenbar durch ein unvollsténdig inte-
griertes bax-Konstrukt erzeugt, da der Doppelverdau (Bgl 11-Sph I) keine Veranderung in der
Grole dieses Signals bewirkt (Tier 143; rechts). Es ist ebenso in den PCR-negativen Tieren
sichtbar, denen die 4400bp-Bande fehit (Tiere 144, 145; rechts).

Die Auswertung dieser Ergebnisse zeigt, dald mindestens zwei Integrationen des bax-Kon-
struktes in das Genom der Tiere stattgefunden haben. Eine teilweise Integration unter Verlust
der 5-Bgl Il- und der 3-Sph I-Schnittstelle représentiert die Bande bel 24kb. Die 4400bp-
Bande erscheint nach Restriktion mit beiden Enzymen auf Héhe der Positivkontrolle und ent-
spricht mit einer Lange von 1912bp dem intakten bax-K onstrukt. Diese Integration des voll-
standigen bax-Konstruktes in das Genom der Tiere ist offenbar stabil. Sie wird bereits Uber
drei Generationen weitergegeben (Tiere: 056 [FO] ® 124 [F1] ® 143 [F2] ® 160, 164 [F3]).
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6. DISKUSSION

Mutationen im g-Kristallin-Gencluster fihren zu einer massiv verénderten Linsenentwicklung
wahrend der Embryogenese. Mit beginnender Expression des jeweils betroffenen g-Kristallins
in der Linse werden eine verminderte Elongation und Schwellung der Faserzellen beobachtet.
Zusétzlich ist eine verkleinerte Entwicklung des gesamten Auges (Mikrophthamie) zu
beobachten, welche in Heterozygoten schwacher ausgepragt ist, als in homozygoten Tieren.
Zu Beginn der Arbeit wurde durch vergleichende histologische Analyse eine Ubersicht zur

Kataraktentstehung muriner g-Kristallin-Mutanten gewonnen.

6.1 Morphologische Charakterisierung von g-Kristallin-M utanten

6.1.1 Linsenentwicklung des Cryge'-Phanotyps

Linsen der Cryge-Mutante zeigen bereits in frilhen Phasen der Faserzelldifferenzierung
pathologische Verdnderungen. Die posterioren Zellen des Linsenvesikels zeigen eine
verminderte Elongation, gleichzeitig werden erste Formanomalien der jungen primaren
Faserzellen sichtbar. In diesem Entwicklungsstadium zeigen sich bereits erste Schwellungen
an den priméren Faserzellen. Zusétzlich verhindert das unregelméllige Wachstum wéhrend
der Elongation ihre spétere parallele Anordnung innerhalb des Linsenkerns.

Offensichtlich erfolgt die Umwandlung proliferierender Epithelzellen in postmitotische Faser-
zellen unabhangig vom Elongationszustand der priméren Faserzellen. Die aus dem Linsen-
bogen auswachsenden sekundéren Linsenfaserzellen schieben sich daher in den verbleibenden
Raum zwischen Linsenepithel und den vermindert elongierten primédren Faserzellen. Diese
werden daraufhin in der posterioren Hemisphare der Linsenkapsel zunehmend komprimiert
und beginnen, ihre Zellmembran auflsen. Die ausschliefdich in der anterioren Hemisphare
elongierenden sekundéren Faserzellen schwellen gegen Ende der Embryonalentwicklung
stark an und verlieren Faserstruktur, vermutlich aufgrund des fehlenden Kontaktes ihrer
basalen Enden mit der Linsenkapsel wahrend des Elongationsprozesses. In histologischen
Farbungen prasentieren sich Linsen der Cryge-Mutante daher als eine ungeordnete
Ansammlung kugeliger Faserzellen innerhalb der Linsenkapsel.

Im Gegensatz zu den primédren Faserzellen zeigen sekunddre Faserzellen von Cryge-
Mutanten keinen Abbau ihrer Zellorganellen - sie unterliegen offenbar keiner terminalen
Differenzierung. Lediglich die Zellkerne der nach posterior gedriickten priméren Linsenfaser-
zellen beinhalten bereits fragmentierte DNA und kdnnen daher durch ihre positive TUNEL-
Farbung identifiziert werden.
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6.1.2 Linsenentwicklung des Crygh"*-Phanotyps

Im Gegensatz zu Linsen der Cryge-Mutante entsteht der Crygb™®-Phanotyp in relativ spaten
Stadien embryonaler Linsenentwicklung. Die aus dem posterioren Epithel des Linsenvesikels
hervorgehenden priméren Faserzellen elongieren ausreichend schnell. Sie fullen das Lumen
vollstéandig aus, bevor die Differenzierung sekundérer Faserzellen aus dem Linsenbogen
beginnt. Schwellungen der priméren Faserzellen werden erst sichtbar, nachdem sich bereits
einige Schichten junger sekundérer Faserzellen auf den Linsenkern aufgelagert haben. Gegen
Ende der Embryonalentwicklung verlieren die geschwollenen priméren Faserzellen des
Linsenkernsihre paralele Anordnung. Die Aufldsung ihrer Zellmembranen fuhrt nachfolgend
zu einer progressiven Vakuolisierung des Linsenkerns.

In diesem Stadium werden auch die auf den embryonalen Linsenkern aufgelagerten
sekundéren Faserzellen in die fortschreitende Zytolyse ihrer Zellmembranen mit einbezogen.
An den Linsenkern angrenzende sekundéare Faserzellen befinden sich in einem spéten
Stadium terminaler Differenzierung - in diesem Bereich zeigen wildtypische Linsen bereits
einen beginnenden Zellkernabbau. In Linsen des Crygh™P-Phanotyps sind jedoch nur wenige
fragmentierende Zellkerne sichtbar, hingegen ist der Grofteil an sekundéren Faserzellen
dieses Differenzierungsgrades einer massiven Zytolyse unterworfen. Charakteristisch fir
dieses Entwicklungsstadium ist daher die Entstehung einer den Linsenkern ringformig
umgebenden Zone aus zerstorten sekundaren Faserzellen.

Im Vergleich zum Wildtyp zeigen die Faserzellen der Crygb™-Mutante einen stark vermin-
derten DNA-Abbau. Mit Hilfe des TUNEL-Assays konnte gezeigt werden, da? DNA-
Fragmentierung zwar in den priméren, nicht jedoch in den geschwollenen und lysierenden
sekundéren Faserzellen neonataler Crygh™®-Linsen stattfindet - als Folge daraus beobachtet
man an der Grenzflache zum Linsenkern die ringférmige Freisetzung von intakter DNA.

In Linsen des Crygh"*-Phanotyps besteht somit ein kausaler Zusammenhang zwischen dem
Differenzierungsgrad sekundérer Linsenfaserzellen und dem Aufbrechen ihrer Zellmembra-
nen. Im Gegensatz dazu erscheint plausibel, dal3 die beobachtete Zytolyse primérer Faser-
zellen von Cryge-Mutanten, moglicherweise unabhéngig von ihrem Differenzierungsgrad,
durch ihre zunehmende posteriore Kompression innerhalb der Linsenkapsel ausgel 6st wird.
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6.2 Molekulare Charakterisierung von g-Kristallin-Mutanten

Die Mutation in einem linsenspezifischen Strukturprotein fihrt neben gravierenden morpho-
logischen Verdnderungen in der Linse offensichtlich zum Abbruch des Differenzierungs-
weges von Linsenfaserzellen. Die in den vorangegangenen Abschnitten erhaltenen Ergebnisse
werden im Hinblick auf die Induktion morphologischer Verdnderungen in Linsen von g-Kri-
stallin-Mutanten diskutiert.

6.2.1 Ursache des Crygb"®-Phanotyps: Expression eines verkiirzten gB-Kristallins

Der Crygh™"-Phanotyp wird durch eine Insertions-/Deletions-Mutation im dritten Exon des
0B-Kristallingens (Crygb) hervorgerufen. Der Austausch von 11bp durch 4bp fihrt zu einer
Verschiebung des Leserasters und der Induktion eines Stop-Codons (Klopp et al., 1998). Die
Crygb™P-Mutation bewirkt somit eine veranderte Aminosauresequenz im Translationsprodukt
(siehe Abbildung 2.5). Es werden insgesamt sechs neue Aminosduren am Ende des mutierten
0B-Kristallins eingefigt, bevor die Proteinkette abbricht. Dieses C-terminale, aus sechs
Aminosauren bestehende Polypeptid wurde fur die Herstellung eines polyklonalen Anti-
serums verwendet und von Dr. Roy Quinlan, Universitét Dundee, Schottland, zur Verfligung
gestellt.

Mit Hilfe des erhaltenen Antiserums kann die Expression des veradnderten gB-Kristalins in
Linsen von Crygb™*-Mutanten Gberprift werden. Im Western blot zeigt sich eine schwache
Kreuzreaktion mit Linsenextrakten bei etwa 25kDa. Vermutlich handelt es sich hierbei um b-
Kristalline, welche unter den gewéahlten experimentellen Bedingungen depolymerisieren und
daher mit einem monomeren Molekulargewicht zwischen 22kDa und 28kDa auftreten.

Im Gegensatz dazu betragt das Molekulargewicht der g-Kristalline 21kDa. Das verkr zte gB-
Kristallin der Crygh"®-Mutante weist jedoch nur eine Lange von 144 Amimosauren auf,
woraus sich rechnerisch ein Molekulargewicht von 17289.40g/mol ergibt. Erwartungsgemaf}
wird im Western blot eine starke Reaktion bei 17.6kDa beobachtet. Neben der beschriebenen
Kreuzreaktion zeigen die Linsenextrakte des Wildtyps keine weitere Bande. Das Antiserum
detektiert somit spezifisch das veranderte gB-Kristallin.

Das verkiirzte Protein wird offenbar stabil in der Linse von Crygb™®-Mutanten exprimiert, da
im Western blot keine zusétzlichen, auf eine Degradierung rickfihrbare Banden sichtbar sind.
Es erscheint daher plausibel, dai die beobachteten morphologischen Verdnderungen wahrend
der Linsenentwicklung von Crygh™P-Mutanten durch die Akkumulation eines fehlgebildeten

0B-Kristallins hervorgerufen werden.
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6.2.2 Auswirkungen eines verkirzten g-Kristallinsin der Linse von Crygb™P-Mutanten

Die differentielle Genexpressionsanalyse bietet eine Methode zur Analyse molekularer Ab-
weichungen zwischen verschiedenen Zellpopulationen. Im vorliegenden Fall wurde die
Expression verschiedenster Gene in Linsen des Wildtyps mit Crygh"P-Mutanten verglichen
(siehe Abbildung 5.6b). Unterschiedlich regulierte Genprodukte wurden aus dem Polyacryl-

amidgel ausgeschnitten, subkloniert und sequenziert.

6.2.2.1 Kristalline

Ein grol3er Vorteil der differentiellen Genexpressionsanalyse ist, dald man keine Sequenz-
informationen Uber die gesuchten, unterschiedlich regulierten Transkriptionsprodukte
bendtigt. Diese Eigenschaft ermdglicht die Aufklarung bisher unbekannter Regulations-
mechanismen. Das Fehlen jeglicher Sequenzinformationen bedingt unter anderem jedoch den
Nachteil, dal3 nur einige wenige unterschiedlich regulierte Transkripte potentielle Schliissel-
positionen innerhalb einer relativ grof3en Anzahl pathologisch veranderter Signalwege
einnehmen. Im konkreten Fall der Crygh"P-Mutante sind es vorwiegend Kristalline, welche
veréndert exprimiert erscheinen (siehe Tabelle 5.1). Diese werden wahrend terminaler Diffe-
renzierung jedoch erst relativ spat exprimiert. Aus ihrer unterschiedlichen Regulation kdnnen
somit nur begrenzte Informationen Uber eine veranderte terminale Differenzierungskaskade in
Linsenfaserzellen von Crygh"P-Mutanten erhalten werden.

6.22.2  TAXREB 107

Ein weiteres methodisches Problem betrifft die Auswahl der Banden. Nach Isolation, Subklo-
nierung und Sequenzierung der Banden aus dem Polyacrylamidgel wird die unterschiedliche
Regulation der gefundenen Transkripte erneut Uberprift. Die Kombination differentieller
Genexpressionsanalyse mit anderen Methoden, wie vergleichende RT-PCR-Analyse und
Northern blotting, erlaubt die nachfolgende Identifizierung vermeintlich unterschiedlich regu-
lierter Transkripte und damit den Ausschluf’ falsch-positiver Banden.

Als Beispiel fur ein vermeintlich hochreguliertes Transkript sei TAXREB 107 genannt,
einem Adapterprotein fur die TAX-vermittelte Transaktivierung verschiedener Zielgene,
darunter auch vimentin (Nacken et al., 1995). Vimentin gehort, ebenso wie CP49 und
Filensin, zu den "Intermediate Filament"-Proteinen und repréasentiert eine Komponente des
Zytoskeletts in der Linse. Aufgrund seines Expressionsmusters in der Linse stellt Vimentin
einen hervorragenden Differenzierungsmarker fur Linsenfaserzellen dar. Die undifferen-
Zierten Zellen des Linsenepithels exprimieren signifikante Mengen an Vimentin, mit



Diskussion 92

beginnendem Zellkernabbau in sekundéren Faserzellen des Linsenkortex hingegen ist kein
Vimentin mehr nachweisbar (Sandilands et al., 1995). Wird Vimentin in der Linse transgener
Méause Uberexprimiert, so fuhrt dies zu gravierenden Stérungen des terminalen Differen-
zierungsprozesses. Man beobachtet die Entwicklung einer massiven Katarakt aufgrund einer
verminderten Elongation der Faserzellen, sowie einem ungentgendem Abbau der Zellorga-
nellen (Capetanaki et al., 1989).

Eine TAX-vermittelte Transaktivierung von Vimentin in der Linse bote somit einen Erkl&-
rungsansatz fur die fehlschlagende Differenzierung in Linsenfaserzellen von Crygh™-
Mutanten. Die vergleichende RT-PCR-Analyse fir TAXREB 107 (siehe Abbildung 5.7)
widerlegt jedoch eine unterschiedliche Regulation zwischen Linsen des Wildtyps und

Crygb"P-Phanotypen.

6.2.2.3 Das Proteasom

Ein vermeintlich dreifach schwéacher exprimiertes Genprodukt in der Linse von Crygh"*-
Mutanten wurde als MRNA der murinen Proteasom-Untereinheit C10-11 (Psmb3) identifiziert
(siehe Tabelle 5.1 und Abbildung 5.8). Der ubiquitin-abhangige Abbauweg erméglicht einer
Zelle in Verbindung mit dem Proteasom, nicht mehr benttigte Proteine und Stoffwechselpro-
dukte spezifisch und effizient zu beseitigen. Auch in der Linse wird der Abbau mif3gefalteter
und beschéadigter Proteine durch das Proteasom berichtet (Murakami et al., 1990; Wagner et
al., 1993). Neben dieser bereits bekannten und gut charakterisierten Funktion des Proteasoms
wird seine Beteiligung ebenso am Abbau von Zellorganellen wéhrend des Differenzierungs-
prozesses von Linsenfaserzellen diskutiert (Shang et al., 1999). Eine verminderte Expression
des Proteasoms hdite somit gravierende Auswirkungen auf die beobachtbaren morpho-
logischen Veranderungen wahrend der terminalen Differenzierung von Linsenfaserzellen.

Die fur Crygh™P-Mutanten nachgewiesene Expression eines miRgefalteten g-Kristallins in der
Linse sollte aus dieser Sichtweise eine Hochregulierung des Proteasoms zur Folge haben.
Entweder besitzen Linsenfaserzellen in diesem Differenzierungsstadium keine Méglichkeiten
mehr, regulierend auf die Expression des Proteasoms einzugreifen, oder sie erkennen das
verkirzte gKristallin nicht as mif3gefaltetes und daher zu proteolytischem Abbau freige-
gebenes Protein. Allerdings konnte die auferordentlich hohe Expressionsrate der g-Kristalline
in differenzierenden Linsenfaserzellen einige wenige und normalerweise ausreichende
Proteasom-Untereinheiten kompetitiv inhibieren. Fir ihre postulierte regulare Aufgabe, den
Abbau von Zellorganellen, stiinden diese damit nicht mehr zur Verfigung.



Diskussion 93

6.3 Untersuchungterminaler Differenzierung von Linsenfaser zellen

6.3.1 Fragmentierung der Zellkernmembran

Terminal differenzierende Linsenfaserzellen unterliegen charakteristischen morphologischen
Veranderungen. Die aus dem Linsenbogen elongierenden Faserzellen degradieren schrittweise
ihre Zellorganellen und ihre DNA (Bassnett 1992), wahrend ihre Zellmembran intakt bleibt
(Bassnett et al., 1992). In gKristalin-Mutanten ist dieser Prozeld massiv gestort. Phano-
typisch beobachtet man geschwollene und lysierende Linsenfaserzellen, sowie eine fort-
schreitende Vakuolisierung der Linse. Um die beobachteten morphologischen Veranderungen
in Linsen von g-Kristallin-Mutanten zu verstehen, bedarf es einer detaillierteren Charakteri-
sierung des terminalen Differenzierungsprozesses von Linsenfaserzellen.

Die in den Abschnitten 5.1 und 5.3 dargestellten Ergebnisse der vergleichenden histologi-
schen Analyse von g-Kristallin-Mutanten zeigen einen drastisch verminderten Abbau von
Zellorganellen und DNA in der Linse. Offensichtlich fihrt die Expression eines verkirzten
gKristalins in Linsenfaserzellen zu einer massiven Stérung ihres Differenzierungs
programms. Mit Hilfe einer terminalen Transferase kénnen fluoreszenzmarkierte Nukleotide
an die entstandenen freien 3'-OH-Enden fragmentierender DNA angehangt werden (TUNEL-
Assay). Die Kombination des TUNEL-Assays mit immunhistochemischen Methoden ermog-
licht zudem die Untersuchung des zeitlichen Zusammenhangs zwischen DNA-Fragmen-
tierung und Abbau der Zellorganellen.

Mit Hilfe eines gegen die Zellkernmembran gerichteten Antikorpers liefd sich auf diese Weise
zeigen, dald die DNA-Fragmentierung in wildtypischen Linsenfaserzellen erst nach begon-
nenem Abbau der Zellkernmembran einsetzt. Offenbar wird der DNA-Abbau in Linsenfaser-
zellen durch Vermischung des Zyto- und Kernplasmas induziert (siehe Abbildung 4.10). Aus
dieser Sicht wirden wahrend der Faserzelldifferenzierung DNA-abbauende Enzyme expri-
miert, welche im Zytoplasma lokalisiert sind und erst nach dem Zusammenbruch der
Zellkernmembran zu ihrem Substrat gelangen (Enari et al., 1998; Counis et al., 1998).
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6.3.2 DNA-Abbau in Linsenfaserzellen

Die DNA-Fragmentierung stellt offenbar den letzten Schritt terminaler Differenzierung von
Linsenfaserzellen dar. Im Gegensatz zu postnatalen Linsen wird jedoch wahrend der Embryo-
nalentwicklung keine TUNEL -Farbung beobachtet, obwohl elektronenmikroskopische Daten
dieses aufgrund fragmentierter Zellkerne nahelegen (Vrensen et al., 1991). Daraus lief3 sich
die Hypothese ableiten, dal3 in embryonalen Linsen der DNA-Abbau Uber einen anderen Weg
as in postnatalen Linsen verlauft. Mit Hilfe eines der TUNEL-Reaktion vorausgehenden
Dephosphorylierungsschrittes konnte die Variante der DNA-Spaltung unter Entstehung von
3'-Phosphat- und 5'-OH-Enden allerdings ausgeschl ossen werden (siehe Abbildung 5.16).
Lediglich die priméren Faserzellen in Linsen von g-Kristallin-Mutanten zeigen eine positive
TUNEL-Farbung. Auch die &ltesten sekundéren Faserzellen nahe des Linsenkerns besitzen
keine detektierbaren DNA-Strangbriiche. Unabhangig vom beobachteten Phanotyp scheint die
Faserzelldifferenzierung daher bereits in einem frihen Stadium gestort, offenbar mit der
beginnenden Elongation sekundérer Faserzellen aus dem Linsenbogen. Moglicherweise treten
sekundére Faserzellen von g-Kristallin-Mutanten erst gar nicht in ein terminales Differen-
zierungsprogramm ein. Als Ursache hierfir wurde eine fehlerhafte Zellzyklusregulation
vorgeschlagen, welche den nachfolgenden Differenzierungsprozel? beeintrachtigen kénnte. Im

nachfolgenden Abschnitt wird diese Hypothese ndher diskutiert.

6.3.3 Treten Linsenfaserzellen von g-Kristallin-Mutanten in die postmitotische Phase ein?
Als mogliche Ursache fir den ungeniigenden Zellkernabbau in sekundéren Linsenfaserzellen
von g-Kristallin-Mutanten wurde ein fehlerhafter Eintritt in die postmitotische Phase vorge-
schlagen. Ein nachfolgender Differenzierungsprozefd kdnnte somit massiv beeintrachtigt oder
ganzlich unterdriickt werden. In Linsen der g-Kristallin-Mutanten wurde daher die Expression
der beschriebenen, am G,/S-Phasentibergang beteiligten Zellzyklusproteine untersucht.

Im Expressionsmuster des Cyclin D/cdk4-Komplexes werden keine signifikanten Unter-
schiede zum Wildtyp gefunden. Beide Komponenten dieses Komplexes erscheinen gleich-
maldig in der gesamten Linse exprimiert. Neben einem leichten cytoplasmatischen Signal sind
beide Proteine vorwiegend in den Zellkernen beider Faserzelltypen lokalisiert. Nur im anteri-
oren Bereich zeigt die Crygh"®-Linse jeweils eine etwas stérkere cytoplasmatische Farbung
(Abbildungen 5.9 und 5.10).
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Gravierende Unterschiede zwischen den untersuchten g-Kristallin-Mutanten und wildtypi-
schen Faserzellen zeigen sich erstmals im Expressionsmuster fiir p57<*%. Dieses Protein wird
in den elongierenden Faserzellen exprimiert und verhindert ihren Wiedereintritt in den Zell-
zyklus durch Inaktivierung des Cyclin D/cdk4-Systems. Erwartungsgemald wird im Linsen-
bogen des Wildtyps eine intensive Farbung fir p579"* beobachtet. In Richtung des
Linsenkerns verliert die cytoplasmatische Komponente an Intensitdt und die Zellkerne werden
sichtbar. Der beobachtete p57°P*-Gradient ist abhangig vom Differenzierungsgrad der Faser-
zellen. Mit zunehmender Differenzierung verliert sich auch die nukledre Farbung. In spéteren
Entwicklungsstadien erscheinen die primaren und angrenzenden sekundaren Faserzellen
daher negativ fir p57°%,

In Linsen der Cryge-Mutante beobachtet man eine dhnliche Veranderung im Expressions-
muster von p574, allerdings mit stark verminderter Kinetik. Offenbar treten die Faserzellen
durchaus in ein Differenzierungsprogramm ein, da sich anfanglich keine Unterschiede zum
Wildtyp zeigen. Erwartungsgemal’ erscheint eine intensive cytoplasmatische Farbung in den
Faserzellen des Linsenbogens, welche in Richtung des Linsenkerns abnimmt und somit die
Zellkerne der zentralen priméren Faserzellen hervortreten |&3%. In Analogie zum Wildtyp soll-
ten diese Faserzellen ihre nukleare Féarbung mit zunehmendem Differenzierungsgrad ver -
lieren. Dieser Proze verlauft in Cryge-Mutanten jedoch stark verlangsamt. Auch in spéa
teren Entwicklungsstadien der Cryge-Mutante kénnen die Zellkerne primérer und sekundarer

Faserzellen durch ihre positive p574P?-Farbung identifiziert werden (siehe Abbildung 5.14).

6.3.4 Linsenfaserzellen von g-Kristallin-Mutanten sind postmitotisch

Die Crygb"®-Mutante zeigt wahrend der gesamten Linsenentwicklung keine veranderte
Expression der untersuchten Zellzyklusproteine. Fiir p574 ergeben sich jedoch interessante
Abweichungen. In wildtypischen Faserzellen ist der Verlust des p574*-Signals abhangig von
ihrem Differenzierungsgrad. Die verminderte Kinetik, mit der die Faserzellen von Cryge-
Mutanten das kerngebundene p57"*-Signal verlieren, deutet daher auf ein verzogertes Durch-
laufen der frihen Phasen ihrer terminaler Differenzierung hin. Linsenfaserzellen von g-Kri-
stallin-Mutanten treten somit offenbar durchaus in ein terminales Differenzierungsprogramm

ein, durchlaufen dieses jedoch stark verlangsamt.
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6.4 Apoptotische Prozessein Linsen von g-Kristallin-M utanten

Als mogliche Ursache fur die in Abschnitt 5.1 beschriebenen pathologischen Verénderungen
in Linsen von gKristalin-Mutanten wurde bereits die Aktivierung einer programmierten
Zelltodkaskade postuliert, welche durch den fehlschlagenden terminalen Differenzierungs-
prozefd ausgelost wird. Die ldentifizierung beteiligter Komponenten, sowie die Diskussion
moglicher Auswirkungen auf die Linsenentwicklung von g-Kristallin-Mutanten, ist Gegen-

stand des vorliegenden Kapitels.

6.4.1 Erhalt des Phanotyps nach Inaktivierung eines p53-Allelsin Crygh™-Mutanten

Fir eine erste Abgrenzung apoptotischer Einflisse auf die beobachteten morphologischen
Veranderungen in Linsen von gKristallin-Mutanten wurde ein inaktives p53-Alld in die
homozygot gehaltene Crygb"*-Linie eingefiihrt. Der dominante Crygh"*-Phanotyp bleibt in
(p53™ x Crygh™”*)-Méausen vollstandig erhalten - ein verbleibendes intaktes mater nales
p53-Allel ist somit hinreichend fur die Initiierung der pathologischen Veranderungen in der
Linse von Crygh™-Mutanten. Aufgrund einer problematischen PCR-Analytik wurde die
Etablierung einer fur beide p53-Allele dominant-negativen Crygb™®-Linie jedoch nicht weiter
verfolgt. Die postulierte Aktivierung apoptotischer Prozesse wurde daher auf protein-

biochemischem Wege durch den Nachwel's charakteristischer Abbauprodukte untersucht.

6.4.2 Nachweis apoptotischer Abbauproduktein der Linse von Crygh"®-Mutanten

Die proteolytische Spaltung von PARP, einer an der Reparatur von DNA-Strangbriichen
beteiligten Polymerase, gilt als spezifisches Anzeichen zelleigener apoptotischer Vorgéange
(Lazebnik et al., 1994; Jones et al., 1999). Uber eine Kaskade von Aspartat-Proteasen wird
hierbei die Freisetzung von Caspase-3 katalysiert, der exekutiven Komponente apoptotischer
Proteolyse (Nakaya et al., 1999). Substrate von Caspase-3 sind unter anderem die Lamine der
Zellkernmembran, DNase-Inhibitoren (ICAD), sowie DNA-Polymerasen (PARP).

Wildtyp- und Crygh"®-Linsenextrakte zeigen im Western blot eine spezifische Reaktion mit
dem ungespaltenen PARP bei etwa 116kDa. Crygh™P-Extrakte zeigen zusétzlich eine starke
Bande auf Hohe von 85kDa, dem Molekulargewicht des Caspase-3-vermittelten Abbau-
produktes von PARP (siehe Abbildung 5.20). Im Gegensatz zum Wildtyp ist Caspase-3 in
der Linse von Crygh"P-Mutanten offenbar aktiv und induziert dort apoptotische Prozesse.
Nachfolgend sollen die beteiligten Komponenten identifiziert und ihre Aktivierung in Abhan-

gigkeit vom terminalen Differenzierungsgrad der betroffenen Faserzellen diskutiert werden.
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6.4.3 Freisetzung von Cytochrom C in Linsenfaserzellen von Crygb"®*-Mutanten

Fur die Aktivierung von Caspase-3, und damit der beobachteten Spaltung von PARP in
Linsen der Crygb™P-Mutante, werden mehrere Mdglichkeiten vorgeschlagen. Anhand der in
Abbildung 2.4 schematisch dargestellten Regulationsmechanismen sollte die Freisetzung von
Cytochrom C aus der Mitochondrienmembran in das Zytoplasma eine apoptotische Kaskade
in Gang setzen, an dessen Ende die Aktivierung von Caspase-3 steht.

In Linsen des Wildtyps wird ein cytoplasmatischer Signalgradient fir Cytochrom C beob-
achtet, welcher maximale Intensitét in den jungen Faserzellen des Linsenbogens besitzt, im
Linsenkortex jedoch, nahe der Grenzflache zum embryonalen Linsenkern, auf ein Minimum
absinkt (siehe Abbildung 5.21). Diese Beobachtung stimmt mit Literaturdaten Uberein - die
zur Ausbildung einer organdlfreien Zone im Linsenkortex fuhrende terminale Differen-
Zierung ist durch einen sprunghaften, synchronen Abbau der Zellorganellen, und damit auch
der Mitochondrien, gekennzeichnet (Bassnett et al., 1992; Bassnett 1995).

In den Faserzellen des Crygh"-Phanotyps ist das cytoplasmatische Cytochrom C-Signal
konstant. Zusétzlich ist jedoch eine nukledre Akkumulation von Cytochrom C in Faser-
zellen eines fortgeschrittenen Differenzierungsgrades erkennbar. Die Zellkerne junger
Faserzellen im Linsenbogen erscheinen nicht gefarbt. In den vom Crygh™"-Phanotyp
betroffenen sekundéren Faserzellen des Linsenkortex erreicht das Cytochrom C-Signal jedoch
ein Séttigungsniveau, welches in Richtrung des aus priméaren Faserzellen bestehenden Linsen-
kerns erhalten bleibt. Die beobachtete Akkumulation von Cytochrom C in den Zellkernmem-
branen 183 sich durch Annahme einer hydrophoben Oberfléche fir ein membransténdiges
Protein erkléren, das sich nach seiner Freisetzung in das Zytoplasma nunmehr in einem
wélrigen Milieu befindet und daher eine hohe Tendenz zeigen wird, erneut in ein unpolares
Kompartiment zu diffundieren.

Die Akkumulation von Cytochrom C in den Zellkernen stellt einen weiteren Hinweis auf ein
gestortes zelluldres Proteasesystem in Crygh™"-Mutanten dar. Bereits in Abschnitt 6.2.2.3
wurde eine verminderte Aktivitét des Proteasom-abhangigen Proteinabbaus in Linsenfaser-
zellen von Crygb™P-Mutanten diskutiert. Offenbar unterliegt das aus den Mitochondrien frei-
gesetzte Cytochrom C in der Linse von Crygh"™P-Mutanten keiner proteolytischen Prozes-
sierung - und diffundiert daher in ein unpolares Kompartiment, die Kernmembran.
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6.4.4 Beteiligung von Proteinen der Bcl-2-Familie an apoptotischen Prozessen?

Die bisherigen Beobachtungen stehen im Einklang mit der Aktivierung des zelleigenen
Apoptoseprogramms in Linsenfaserzellen. Neben der Spaltung von PARP wurde die Frei-
setzung von Cytochrom C in der Linse von Crygb™-Mutanten nachgewiesen. Als mogliche
Ursache wird die deregulierte Expression von Proteinen der Bcl-2-Familie vorgeschlagen.
Die Bcl-2-Familie umfal sowohl Proteine, welche als Homodimere antiapoptotisch wirksam
sind (Bcl-2, Bcl-x. und Bak), as auch solche, die durch Bildung von Heterodimeren mit der
vorigen Gruppe Apoptose induzieren kénnen (Bax und Bad). Ist das Bax/Bcl-2-Verhdtnis
wesentlich zugunsten von Bax verschoben, fihrt dies zur mitochondrialen Freisetzung von
Cytochrom C in das Zytoplasma (Yang et al., 1997) und damit zur Aktivierung von Caspase-3
(Nakaya et al., 1999). Die beschriebenen regulatorischen Zusammenhange sind schematisch
in Abbildung 2.4 dargestellt.

Im Expressionsmuster des apoptose-inhibierenden Bcl-2 werden keine Unterschiede zum
Wildtyp gefunden. In alen untersuchten Entwicklungsstadien zeigt sich eine gleichméldige
Lokalisation von Bcl-2 in den Zellkernen primérer und sekundérer Faserzellen. Ein diffuses
cytoplasmatisches Signal wird durch das in den Mitochondrien und im endoplasmatischen
Retikulum vorhandene Bcl-2 verursacht (Krajewski et al., 1993).

Fur eine normale Linsenentwicklung wird offensichtlich kein Bax bendtigt. In sdmtlichen
untersuchten Stadien embryonaler und postnataler Linsenentwicklung erscheinen Faserzellen
des Wildtyps Bax-negativ. Der in Abschnitt 6.4 diskutierte Abbau von Zellorganellen durch
ausgewahlte Komponenten eines apoptotischen Programms scheint somit unabhangig von
Bax zu erfolgen.

6.4.4.1  Expression von Bax in Linsen der Cryge-Mutante

Wiahrend der phénotypischen Entwicklung von Cryge-Mutanten unterliegen die priméren
Faserzellen einer zunehmenden posterioren Kompression innerhalb der Linsenkapsel. Durch
vergleichende histologische Analyse (Abschnitt 5.1) wurde gezeigt, dal3 dieser Prozef3
nachfolgend zu einer progressiven Zytolyse der priméren Faserzellen in Linsen der Cryge-
Mutante fihrt. Der posteriore Bereich der Linsenkapsel von Cryge-Mutanten ist daher ange-
flllt mit degradierenden priméren Faserzellen.

In neonatalen Linsen sind diese pathologischen Veranderungen bereits weit fortgeschritten. In
diesem Stadium exprimieren primére Faserzellen der Cryge-Mutante bereits signifikante
Mengen von Bax, einem Apoptose-initiirenden Protein. Die in der anterioren Hemisphére der
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Linsenkapsel elongierenden sekundéren Faserzellen des Cryge'-Phanotyps hingegen zeigen
nur elne schwache cytoplasmatische Farbung (Abbildung 5.25b).

Moglicherweise wird beobachtete Hochregulierung von Bax in den priméren Linsenfaser-
zellen der Cryge-Mutante durch ihre posteriore Kompression hervorgerufen. Die Aktivierung
eines apoptotischen Programms stiinde im Einklang mit den gravierenden morphologischen
Verénderungen, die wahrend der Kompression primérer Linsenfaserzellen in der Linsenkapsel
von Cryge-Mutanten beobachtet werden. Diese Hypothese wurde durch Analyse des Expres-
sionsmusters von Bax im Hinblick auf den Beginn morphologischer Veranderungen priméarer
Faserzellen des Cryge'-Phanotyps uberpriift.

In wildtypischen Faserzellen ist wahrend der embryonalen Linsenentwicklung keine
Expression von Bax detektierbar. Ebenso erscheinen die priméren Faserzellen des Cryge-
Phanotyps wahrend ihrer Elongation negativ fur Bax. Mit dem Auswachsen sekundérer
Faserzellen aus dem Linsenbogen beginnt jedoch ihre zunehmende Kompression in der
posterioren Hemisphare der Linsenkapsel, nachfolgend werden Schwellung und Zytolyse
ihrer Zellmembranen beobachtet. Erwartungsgemald zeigen diese komprimierten priméren
Faserzellen am posterioren Pol der Linse nunmehr eine intensive Expression von Bax
(sehe Abbildung 5.27). Cryge-Mutanten zeigen somit eine enge Kopplung zwischen
morphologischen Veranderungen und der Expression von Bax in priméren Faserzellen. Die
beobachtete Hochregulierung von Bax in priméren Linsenfaserzellen des Cryge-Phanotyps ist
somit eine direkte Konsequenz ihrer posterioren Kompression innerhalb der Linsenkapsel.

6.4.4.2 Expression von Bax in Linsen der Crygb"®-Mutante

In Linsen der Crygh"®-Mutante erscheint der gesamte, aus zerstorten priméren Faserzellen
bestehende Linsenkern intensiv geféarbt. Offensichtlich ist die Zerstérung dieser Zellen schon
so weit fortgeschritten, dal3 neben der eigentlichen spezifischen Detektion von Bax eine un-
spezifische Bindung des verwendeten Antikorpers an die lysierenden Zellen beobachtet wird.
Fir die Expression von Bax in den sekundéren Faserzellen der Crygh™P-Mutante ergibt sich
jedoch ein interessanter Zusammenhang. Offensichtlich ist die beobachtete Expression von
Bax abhangig vom Differenzierungsgrad sekundérer Faserzellen. Wahend die jungen Faser-
zellen nahe des Linsenbogens Bax-negativ erscheinen, wird im Linsenkortex ein sprung-
hafter Anstieg der Bax-Expression beobachtet. Die Zellkerne erscheinen bereits intensiv
gefarbt, bevor die ersten morphologischen Veranderungen in der Linse sichtbar werden. Auch
mit steigender Differenzierung der sekundéren Faserzellen in Richtung des Linsenkerns bleibt
die Kernlokalisation von Bax erhalten.
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Die Expression von Bax wahrend der Embryonalentwicklung korreliert mit der Expression
des verkirzten g-Kristalins in Linsenfaserzellen der Crygb™P-Mutante (N. Klopp, personliche
Mitteilung). Im Stadium E18.5 ist bereits ein ahnliches Expressionsmuster beobachtbar, wie
in neonatalen Linsen. Kortikale sekundére Faserzellen zeigen eine Lokalisation von Bax in
den Zellkernen, bevor morphologische Veranderungen sichtbar werden. Die geschwollenen
und lysierenden priméren Faserzellen des Linsenkerns erscheinen ebenfalls intensiv gefarbt
(Abbildungen 5.23 und 5.24).

Im Stadium E15.5 hingegen, kurz nach beginnender Expression des verkirzten g-Kristallins
in den Linsenfaserzellen, erscheinen die Linsen der Crygh"®-Mutante negativ fir Bax. Diese
Beobachtung stimmt mit den histologischen Befunden Uberein, da die Faserzellen in diesem
Stadium noch keine morphologischen Veranderungen aufweisen. In Linsen der Crygb™®-
Mutante besteht somit ein enger Zusammenhang zwischen dem Differenzierungsgrad
primérer und sekundarer Faserzellen, dem Beginn der typischen morphologischen Verander-
ungen, sowie der Akkumulation eines Apoptose-fordernden Proteins, Bax, in den Zellkern-
membranen.

Es erscheint plausibel, daf? die Expression von Bax in Linsenfaserzellen der Crygh™P-Mutante
durch die Akkumulation eines verkirzten g-Kristallins ausgel 6st wird. Offenbar werden in der
Linse von Crygh™"-Mutanten apoptotische Prozesse induziert. Die mitochondriale Freiset-
zung von Cytochrom C, sowie der Nachweis Caspase-3-vermittelter Abbauprodukte von
PARP durch Western blotting, unterstiitzen diese Ansicht. Die beobachteten morphologischen
Verénderungen, wie Schwellung und Zytolyse der Linsenfaserzellen, wéren somit die Konse-
quenz apoptotischer Prozesse wahrend der Linsenentwicklung von Crygh™P-Mutanten.

6.4.5 Regulation des bax-Gens

Schon lange ist bekannt, dal3 apoptotische Prozesse durch ionisierende Strahlung induzierbar
sind. Die entstehenden Schadigungen zellularer DNA fihren nachfolgend zu einer erhthten
und nahezu konstant bleibenden Expression des Tumorsuppressor-Proteins p53, welches den
Zellzyklus am G;-Haltepunkt fir DNA-Reparaturmaldnahmen unterbricht. Gleichzeitig
werden steigende Mengen an bax-Transkripten gefunden, welche durch p53-ver mittelte
Transaktivierung induziert werden (Hollander et al., 1997). Die Kinetik, mit der das pro-
apoptotische Bax-Protein exprimiert wird, legt offenbar den Zeitrahmen fest, innerhalb dessen

vorhandene DNA-Schéadigungen behoben sein miissen.
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Fur bax sind bisher sind nur die Promotor-Sequenzen des Menschen (Miyashita et al., 1995)
und der Maus (Igata et al., 1999) bekannt. Neben Bindestellen fur basale Transkriptions-
faktoren, wie Spl und AP-1 werden Bindemotive fur basische Helix-Loop-Helix (bHLH)-
Proteine (E-Boxen), C/EBP und p53 gefunden. Die Homologie des murinen bax-Promoters
zur humanen Sequenz betragt im 5'-untrandlatierten Bereich bis -210bp etwa 60%. Im Gegen-
satz zur humanen Sequenz besitzt der murine bax-Promoter nur zwei mogliche, p53-ahnliche
Bindestellen. Ihre Positionen sind jedoch nicht konserviert und zeigen keine Homologie zur
humanen Sequenz (Igata et al., 1999).

6.4.5.1 Aktivierende Elemente

Fur den humanen bax-Promoter werden in einem 37bp umfassenden proximalen Bereich
(Position -133 bis -77) drei p53-Bindestellen identifiziert (Thornborrow et al., 1999). Ein
369bp-Fragment des humanen bax-Promoters (Position -687bp bis -318bp) wird durch
humanes p53 transaktiviert (Miyashita et al., 1995). Im Gegensatz dazu zeigt die murine
Sequenz des bax-Promoters bis zu 6.5kb stromaufwaérts des Transkriptionsstartes keine Akti-
vierung durch p53 (Igata et al., 1999; Schmidt et al., 1999). Eine direkte Regulation des
murinen bax-Promoters durch p53 ist somit ausgeschlossen. Dennoch wird nach ionisierender
Bestrahlung muriner Lymphzellen eine massive Expression von Bax beobachtet, gefolgt von
der Einleitung programmierten Zelltodes (Kitada et al., 1996). Moéglicherweise erfolgt die
konstitutive Aktivierung des murinen bax-Promoters durch p53 auf indirektem, bisher noch
unbekanntem Wege.

Der murine bax-Promoter zeigt jedoch auch eine basale Aktivitat, welche durch die Binde-
stellen fur Spl und AP-1 vermittelt wird (siehe Abbildung 6.2). Spezifische Mutationen in
einer dieser drei Sp1-Regionen zwischen Position -244bp und -104bp flhren zu einer signifi-
kanten Abnahme der Promoteraktivitét in Zellkultur.

Spl  Spl p53 p53 Spl Spl Spi bax
: // - -
T/ S
1 2 400 3 4 5|
-2673 -500 -300 -100 +1
— S — C/EBP-b — — —
Postuliertes Silencer-Element Repression durch Tax
Basale Aktivierung

Abb. 6.2: Schematische Darstellung des murinen bax-Promoters. Identifizierte Motive sind as
schwarz ausgefilite Kéastchen dargestellt. Teilweise ausgefiilite Bereiche stellen mdgliche vorher-
gesagte Bindestellen dar. Fir weil3 markierte Bereiche konnte eine vorausgesagte Bindung bereits

widerlegt werden. Mégliche Bindemotive wurden durch das Programm MatInspector gefunden.
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6.4.5.2 Reprimierung von bax

Die Deletion der beiden distal der Transkriptionsstartes gelegenen Spl-Bindestellen
(bezeichnet mit 1 und 2) zeigt eine Erhdhung der basalen Aktivitét um ein Drittel, woraus auf
die Existenz eines Silencer-Elements stromaufwérts von -455bp geschlossen werden kann
(lgataet al., 1999).

Eine konstitutive Repression des humanen bax-Promoter s erfolgt durch spezifische Bindung
des HTLV-I Tax Proteins (siehe auch TAXREB 107, Abschnitt 5.2.2) an eine der vier ent-
haltenen E-Box-Sequenzen. In Zellkultur wurde eine Reduktion der basalen Aktivitét des
unveranderten bax-Promoters auf ein Funftel beobachtet. Die Deletion einer 27bp langen
Sequenz, welche die am meisten distal gelegene E-Box enthdlt (Position -192bp bis -187bp),
fahrt zur vollstdndigen Aufhebung einer Tax-vermittelten Repression des humanen bax-
Promoters (Brauweiler et al., 1997). Fur die murine Sequenz ist eine Repression durch Tax
nicht bekannt. Aufgrund der Sequenzhomologie der E-Boxen und ihrer konservierten
Positionen erscheint eine analoge Regulation jedoch plausibel.

6.4.6 Nachbildung apoptotischer Prozesse - ektopische Expression von bax in der Linse
In dieser Arbeit wurde gezeigt, dal? die Faserzelldifferenzierung in Linsen von g-Kristalin-
Mutanten massiven Stérungen unterworfen ist. Neben einem verminderten Abbau von Zell-
organellen und DNA werden gravierende pathol ogische Veranderungen beobachtet. Bereitsin
embryonaen Stadien beginnt die progressive Vakuolisierung der Linse, zusétzlich erfolgt die
Schwellung und Zytolyse der priméren und sekundéren Linsenfaserzellen. Aufgrund der
beobachteten morphologischen Verdnderungen wurde daher vermutet, dal3 apoptotische
Vorgéange an dieser Enwticklung beteiligt sind. In Linsen der Crygb™-Mutante wurden
mehrere vorhergesagte Ereignisse programmierten Zelltodes von Linsenfaserzellen nachge-
wiesen. Neben der mitochondrialen Freisetzung von Cytochrom C werden im Western blot
spezifisch die Caspase-3-vermittelte Spaltprodukte von PARP erkannt. |mmunhistochemische
Nachweise belegen zudem, dal3 die morphologisch verénderten Faserzellen von g-Kristalin-
Mutanten signifikante Mengen eines pro-apoptotischen Proteins exprimieren. Das gefundene
Expressionsmuster von Bax zeigt jedoch interessante Unterschiede zwischen den unter-
suchten Mutanten.

In Cryge-Mutanten ist die Expression von Bax auf die in der posterioren Hemisphére der
Linsenkapsel zunehmend komprimierten priméren Faserzellen beschréankt, wahrend Lin-

senfaserzellen von Crygh"®-Mutanten eine Akkumulation von Bax in den Zellkernen zeigen,
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noch bevor morphologische Verénderungen auftreten. Auffallig in diesen Mutanten ist die
Abhangigkeit der Bax-Expression vom Differenzierungsgrad der Faserzellen. In priméren
Faserzellen beginnt die Bax-Expression mit dem Auftreten der morphologischen Verénder-
ungen wahrend der Embryogenese.

Die Bax-Expression in der Crygb™ -Mutante wird offensichtlich durch die Expression des
verkirzten g-Kristallins verursacht. Bisher gibt es jedoch keine Hinweise auf die Signalwege,
die zur Expression von Bax in Linsenfaserzellen von g-Kristallin-Mutanten fuhren. Mit der
ektopischen Expression von Bax in der Linse transgener Mause lassen sich jedoch die
vemuteten apoptotischen Mechanismen tberprifen, die durch die Expression von Bax in der
Linse verursacht werden. In transgenen Mausen wird bax unter Kontrolle eines 412bp
umfassenden Fragments des aA-Kristallin-Promoters spezifisch in der Linse transgener Tiere
exprimiert. Das bax-Konstrukt (siehe Abbildung 5.28) wurde durch Pronukleus-Injektion in
Eizellen des FVB/N-Inzuchtstammes injiziert. Die Mikroinjektion wurde von Mitarbeitern der
Transgenic Mouse Facility, National Institutes of Health (NIH), Bethesda, USA unter der
Leitung von Dr. Eric Wawrousek durchgefiihrt. Durch spezifische PCR-Amplifikation eines
1331bp-Fragmentes werden die erhaltenen Tiere auf die Integration des Konstruktes
Uberpruft. Durch Southern blotting wird die Anzahl der Integrate bestimmt. Hierfur wird die
genomische DNA mit geeigneten Enzymen (Sph | und Bgl 11) geschnitten und mit einer
radioaktiv markierten Probe hybridisiert (siehe Abbildung 5.31).

Mindestens zwei | ntegrationen des bax-Konstruktes haben in das Genom der Tiere stattge-
funden. Eine teilweise Integration fuhrt zum Verlust der 5-Bgl I1- und der 3-Sph I-Schnitt-
stellen im Konstrukt. Eine vollstandige Integration reprasentiert die Bande bei 4400bp. Sie
erscheint nach Restriktion mit beiden Enzymen auf Hohe der Positivkontrolle, welche mit
einer Lange von 1912bp dem intakten bax-Konstrukt entspricht. Beide Integrationen
segregieren unterschiedlich. Die vollstandige Integration des bax-Konstruktes in das Genom
der Tiereist offenbar stabil; sie wird bereits Uber drei Generationen weitergegeben.

Die Erstellung eines geeigneten Mausmodells fir die vergleichende Untersuchung der patho-
logischen Verdnderungen in der Linse von g-Kristallin-Mutanten, war das Ziel dieser Arbeit.
Mit den nun verfiigbaren bax-transgenen Tieren ist ein Werkzeug geschaffen, mit dem die
postulierten apoptotischen Prozesse in Faserzellen von g-Kristallin-Mutanten genauer analy-
siert werden konnen. Insbesondere die Frage, ob Bax-vermittelte apoptotische Prozesse in
Linsenfaserzellen hinreichend fir die beobachteten mor phologischen Veranderungen und
damit der Entwicklung einer Linsentriibung sind, 183t sich auf diesem Wege beantworten.
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7. ANHANG

7.1 Verwendete Oligonukleotide

Angegeben sind die laufende Nummer und die Bezeichnung der Oligonukleotide, sowie die

verwendete Annealing-Temperatur und die Nukleotidsequenz. Grof¥buchstaben geben die
Schnittstellen fir Restriktionsenzyme an. Die T7- und M13-Sequenz der in der differentiellen

Genexpressionsanalyse benutzten Anker- und Arbitrary Primer sind fett geschrieben.

No. Bezeichnung °C  Seguenz
6409 Cryaa Promoter (for., Bam HI) 60 5 ccaGGA TCC ccg age tgagcatag acattt tgg 3'
6410 Cryaa Promoter (rev., Eco RI) 60 5 cgaGAA TTCccgaaggctggcagt gagtc 3
6463 Segenzierung pCR3.1 (T7 for.) 50 b5'taatacgactcactataggg 3
6464 Sequenzierung pCR3.1 (BGHpA rev.) 60 5 tagaag gcacagtcg agg 3
6481 bax (for., Bgl 1) 65 5 gaA GAT CTattatgg acg ggt ccg ggg 3'
6482 bax (rev., Xho I) 60 5 gcCTCG AGt cat cag ccc acttcttccaga 3
6766 Cryaa-Intron (b-Globin)-Linker (for) 60 5'gtaagc ttg tcg acc gat cct g 3'
6768 TAXREB 107 (for.) 60 5'gaccagtttgtgagg atacatc 3
6769 TAXREB 107 (rev.) 60 5'caccagaagttt gtcatt gccacct 3

27445 Southern blot-Probe BGH-pA (for.) 62 5'tct ggaagaagatgg gct gat gac 3

27446 Southern blot-Probe BGH-pA (rev.) 62 5 cat gecetgetat tgt ctt ccc 3

27635 Psmb3 (for.) 60 5 tat aat ggaggg gce gic atg 3

27636 Psmb3 (rev.) 60 5'gtcctggtggtg atcttgtc 3

Anker Primer 1 (T7-dT>-AP1)
Anker Primer 9 (T7-dT 1-AP9)
Arbitrary Primer 1 (M 13-ARP1)
Arbitrary Primer 2 (M13-ARP2)
Arbitrary Primer 3 (M 13-ARP3)
Arbitrary Primer 4 (M 13-ARP4)

5' ac gac tca cta tag ggc ttt ttt ttt ttt ga 3'
5' ac gac tca cta tag ggc ttt ttt ttt ttt ac 3'
5" acaattt cac acaggacgactccaag 3
5 acaattt cacacaggagctagcatgg 3
5 acaattt cacacaggagaccattgca3d

5 acaattt cacacaggagct agcagac 3
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7.2 Nukleotidsequenzen aus der differentiellen Genexpressionsanalyse

Die aus der differentiellen Genexpressionsanalyse erhaltenen Nukleotidsequenzen sind
nachfolgend angegeben. Die Datenbanksuche wurde mit dem Programm BLAST
(http://www.ncbi.nim.nih.gov) der National Library of Medicine, Bethesda, USA, durchge-
fahrt.

In der ersten Zeile steht jewells die Identifikationsnummer der Nukleotidsequenz, wie sie in
der Pubmed-Datenbank (National Library of Medicine, Bethesda, USA) angegeben ist. Es
folgen die Lange der verdffentlichten Sequenz (‘Length’), welche sich im Nukleotidvergleich
jeweils in der unteren Zeile befindet und als 'Subject’ abgekirzt ist. In diesem Abschnitt sind
ebenso die Zahl der gefundenen Ubereinstimmungen angegeben ('ldentities), sowie die
Anzahl und Lange eventueller Licken in der Nukleotidabfolge (‘Gaps), die sich aus dem
Vergleich mit der veroffentlichten Sequenz ergeben.

7.2.1 Pubmed-Sequenz M 11408 (S16 ribosomales Protein, gesamte cds, aus Maus)

gb| ML1408| MUSRPS16

Mouse S16 ribosomal protein gene, conplete cds.

Length = 2649, Score = 364 bits (182), Expect = 8e-99
Identities = 182/182 (100%, Positives = 182/182 (100%
Query: 50 aaggagat caaagat 109

atcc
_ NERRRRNNRRRRNNRRRY
Shj ct: 2108 aaggagat caaagat at cc

—_——
oO—O0
O O
—_—
oO—O0
oO—O0
QO
O O
—_—
O O
O—O0
Q—Q
O O
—_—
O—O0
Q—Q
Q—Q
O O
oO—O0
oO—O0
oO—O0
—_——
Q—Q
oO—O0
—_——
—_——
Q —Q
— — —+
D QO
Q—Q
oO—O0
—_——
Q—Q
O O
oO—O0
oO—O0
oO—O0
oO—O0
O—O0
Q —Q
— — —+

2167

Query: 110 cgctgcgaat ccaaaaagttt 169
|l

|
Shj ct: 2168 cgct gcgaat ccaaaaagtttg 2227

Query: 170 cgat aagcccat ct caaggat cggggtttacctttgtaat aaacat cctaggattttaac 229
_ FEEEEEEEEEErerr e e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Shj ct: 2228 cgat aagcccat ct caaggat cggggtttaccttt gt aat aaacat cctaggattttaac 2287

Query: 230 gt 231

| |
Sbjct: 2288 gt 2289
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7.2.2 Pubmed-Sequenz J00376 (alphaA-Kristallin mRNA, 3'-Ende, aus Maus)

gb| JO0376| MUSCRYAAB

Mouse | ens al pha-A-crystallin nRNA, 3" end.

Length = 1025, Score = 253 bits (125), Expect = le-65

Identities = 187/205 (91%, Positives = 187/205 (91%, Gaps = 8/ 205 (3%

Query: 53 agccctgtgctagagcccct gat ggcagnctcctccttattgeccatacttactgceca--- 109

_ FECEEE FEEreeerr e e e e e e et eeere e e et terer e e e ey
Shj ct: 819 agccct at gct agagcccct gat ggcagectcctcectttttgeccatacttactgcactg 878

Query: 110 --gccacn-tgtgctgggctccgacagccagcett 166

ctctcat at
LEE 0 FEEEEEEE e e e e e e e e e e e e e
ctctcat at

ttcct
NARE
Shj ct: 879 cagccgccegt gt gct gggcet ccgacageccagcet t ttcct

O—O0
—— —+
O—O0

c
|
c

O—O0

tgacttt
RERRRE
tgacttt 938

Q —Q
Q —Q

Query: 167 ctctactctgtagtattgctcctgaggaagcct ggt cat ccat gaagaat ggagcccctg 226
FECEEEEEErrererreerert tee 0 teeeeerrre e teerer e
tctactctgtagtattgctcctaagg-accttggtcatccat g- agaat ggagcccctg 996

O—O0
O—O0
Q— QO
O—O0
Q—Q
Q— QO

Shjct: 939

Query: 227 gcagacaat aaagagnangt gacag 251

FEEETEEEEEErerr 1 Ferrr
Shj ct: 997 gcagacaat aaagagcaggt gacag 1021

7.2.3 Pubmed-Sequenz JO0378 (beta-A3/Al-Kristallin mRNA, aus Maus)

gb| JO0378| MUSCRYBA2

Mouse | ens beta-A3/Al-crystallin nRNA, 3" end.

Length = 550, Score = 220 bits (110), Expect = 2e-55

Identities = 78/278 (28%, Positives = 78/278 (28%, Gaps = 10/278 (3%

Query: 127 cgctaacattaggaagcagagt cagggcagat cat ganat anagcttat caagat 186

tctag
_ LEEEEEEEEr teeereer tee teeeeer teeee teeererr rerrr prerrr
Shj ct: 525 cgctaacatttggaagcagt gt ct gggcagaacat gaaatt ct agagt gcttagcaagat 466

Query: 187 gtcat agct agagggat ncnaggaact nnagc ca

tctattg
_ LEEEE TEE T LEEEEE TR
Shjct: 465 gtcat-gcttgagggatttttggaacttttgctctattg

ttcggcgaat cagatc 246
NERRRRR R
ttcggcgaatt-gatt 408

— —— o+
Q— O

g
|
ttg

Query: 247 aggat ct gggaagt ct gggcgt gagat ccccact ct ggccagnagct cagt agt ctcctc 306

_ LEEEEEEEErrererrrererrreeereeeeereeeer e e Frrrerrrr
Shj ct: 407 -ggat ct gggaagt ct gggcgt gagat ccccact ct ggccagt-gcet-tgtagtctcctec 351

Query: 307 catggtggtcacact ccaagat at act agat aaccacgat at ccat gggnact aggt agc 366

LEEEEEEEEErreerr e e e e e e e et terer e e e e e e e et tee 1 terr
Shj ct: 350 catggt ggt cacact ccaagat at act - gat aaccacgat at cca- gggt act - ggt agc 294

Query: 367 aaatcccaggccccacat cagt at cttcat ggaaccaa 404
LEETEEErrrreerret terrrer e e
Shj ct: 293 aaa-cccaggccccacat -tgtatcttcat ggaaccaa 258
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7.2.4 Pubmed-Sequenz JO0378 (beta-A3/Al-Kristallin mRNA, aus Maus)

gb| JO0378| MUSCRYBA2

Mouse | ens beta-A3/Al-crystallin nRNA, 3" end.

Length = 550, Score = 618 bits (309), Expect = e-175

Identities = 316/317 (99%, Positives = 316/317 (99%, Gaps = 1/317 (0%

Query: 68 tttattgtggattttagcgctaacatttggaagcagtgtctgggcagaacatgaaattct 127
_ FEEEEEEEEEEEEEr et e e et e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Shjct: 542 tttattgtggattttagcgctaacatttggaagcagt gt ct gggcagaacat gaaattct 483
Query: 128 agagtgcttagcaagatgtcatgcttgagggatttttggaacttttgctctattgttgta 187
FEEEEEEEEEr e er et e e et e e e et e e e et e e e e e e e e e e e e e
Shj ct: 482 agagtgcttagcaagat gtcatgcttgagggatttttggaacttttgctctattgttgta 423
Query: 188 ttcggcgaattgattggat ctgggaagt ct gggcgt gagat ccccact ct ggccagt gct 247
_ FEEEEEEEEE e e e e e et e e e et e e e et e e e e e e e e e e e e e
Shjct: 422 ttcggcgaattgattggat ct gggaagt ct gggcgt gagat ccccact ct ggccagt gct 363
Query: 248 tgtagtctcctccatggtggtcacact ccaagat at act gat aaccacgat at ccagggg 307
_ FEEEEEEEEEEree e e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Shj ct: 362 tgtagtctcctccatggt ggt cacact ccaagat at act gat aaccacgat at cca-ggg 304
Query: 308 tactggtagcaaacccaggccccacattgtatcttcatggaaccaacttcattgttgaac 367
_ FEEEEEEEEEE e e et e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Shj ct: 303 tactggtagcaaacccaggccccacattgtatcttcat ggaaccaacttcattgttgaac 244

Query: 368 caacccatggcttgcaa 384

NERRRRNNRRRRNERN
Shj ct: 243 caacccat ggcttgcaa 227
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7.2.5 Pubmed-Sequenz V00728 (beta-Kristallin mRNA, aus Maus)

enb| VO0728| MMCRO1

Mouse nRNA encodi ng beta-crystallin.

Length = 669, Score = 596 bits (298), Expect = e-168

Identities = 315/318 (99%, Positives = 315/318 (99%, Gaps = 2/318 (0%

Query: 65 tttattgtggattttagcgctaacatttggaagcagtgtctgggcagaacatgaaattct 124
_ FEEEEEEEEEEEEEr et e e et e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Shjct: 661 tttattgtggattttagcgctaacatttggaagcagt gt ct gggcagaacat gaaattct 602
Query: 125 agagtgcttagcaagatgtcatgcttgagggatttttggaacttttgctctattgttgta 184
FEEEEEEEEEr e er et e e et e e e et e e e et e e e e e e e e e e e e e
Shj ct: 601 agagtgcttagcaagat gtcatgcttgagggatttttggaacttttgctctattgttgta 542
Query: 185 ttcggcgaattgattggat ct gggaagt ct gggcgt gagat ccccact ct ggccagt gct 244
_ FEEEEEEEEE e e e e e et e e e et e e e et e e e e e e e e e e e e e
Shjct: 541 ttcggcgaattgatt ggat ct gggaagt ct gggecgt gagat ccccact ct ggccagt gct 482
Query: 245 tgtagtctcctccatggcggtcacact ccaagat at act gat aaccacgat at ccagggg 304
_ FEEEEEEEEErreer e terrre e et e e e e e e e e et e e e e e e e e e e
Shj ct: 481 tgtagtctcctccatggt ggt cacact ccaagat at act gat aaccacgat at cca-ggg 423
Query: 305 tactggttagcaaacccaggccccacattgtatcttcatggaaccaacttcattgttgaa 364
_ FEEEEE FEEEreerr et e e e e e et e e e et e e e e e e e e e e e e e e e
Shjct: 422 tactgg-tagcaaacccaggccccacattgtatcttcat ggaaccaacttcattgttgaa 364
Query: 365 ccaacccatggcttgcaa 382
NERRRRNERRRERRRRN
Shj ct: 363 ccaacccatggcttgcaa 346
7.2.6 Pubmed-Sequenz V00728 (beta-Kristallin mRNA, aus Maus)
enb| VO0728| MMCRO1
Mouse nRNA encodi ng beta-crystallin.
Length = 669, Score = 582 bits (291), Expect = e-164
Identities = 321/326 (98%, Positives = 321/326 (98%, Gaps = 4/326 (1%
Query: 44 ttgcaagccatgggttggttca-caatgaagttggttccat gaagataca-tgtggggcc 101
FEEEEEEEEEr e e et e e e et teer e e e et e e e e e e e e e e e teerrrr
Shj ct: 346 ttgcaagccat gggttggttcaacaat gaagttggttccat gaagat acaat gt ggggcc 405
Query: 102 tgggtttgctaccagtaccctggatatcgtggttatcagtatatcttggagtgtgaccac 161
_ FEEEEEEEEE e e et e e e e e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e
Shjct: 406 tgggtttgctaccagtaccctggatatcgtggttatcagtatatcttggagtgtgaccac 465
Query: 162 nat ggaggagact acaagcact ggccagagt ggggat ct cacgcccagacttcccagatc 221
_ FEEEEEEEEEErer e e et e e e e e e e et et e e e e e e e e e e e e e
Shj ct: 466 cat ggaggagact acaagcact ggccagagt ggggat ct cacgcccagacttcccagatc 525
Query: 222 caatcaattcgccgaat acaacaat agagcaaaagtt ccaaaaat ccct caagcat gaca 281
_ ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
Shjct: 526 ¢ t cgccgaat acaacaat agagcaaaagtt ccaaaaat ccct caagcat gaca 585
Query: 282 tcttgctaagncactctagaatttcatgtttctgcccagacactgcttccaaatgttage 341
_ FEEEEEEEEr teerreeee e e e e e et teer e e e e e e e e e e e e
Shjct: 586 tcttgctaag-cactctagaatttcatg-ttctgcccagacactgcttccaaatgttage 643
Query: 342 gctaaaatccacaataaatgtcattt 367
ANRRRRNARRRRRRRRRNARRRRY
Shj ct: 644 gctaaaatccacaataaatgtcattt 669
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7.2.7 Pubmed-Sequenz K02585 (gammaB-Kristallin mRNA, 3'-Ende, aus Maus)

gb| KO2585| MUSCRYGB Myuse gamma-B-crystallin (gama-3) nRNA, 3' end.
Length = 482, Score = 844 bits (422), Expect = 0.0
Identities = 475/485 (97%, Positives = 475/485 (97%, Gaps = 6/485 (1%

Query: 52 ccagaatcataagctacatactttatttggctctagaggaggaaa- gt agagtctcaaaa 110
_ FEEEEEEEEEeeer e e e e e e e et e e e et e e e e e e e et teer e e
Shj ct: 481 ccagaat cat aagctacatactttatttggctctagaggaggaaaagt agagt ct caaa- 423

Query: 111 tgcctcagt aaaaat ccat gact cgcct aaaagagccaactttggcatttgcagcccccec 170
_ FEEEEEEEEEr e er e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e
Shj ct: 422 tgcctcagt aaaaat ccat gact cgcct aaaagagccaactttggcatttgcagecccecce 363
Query: 171 agtcaagatatctcctgtactcccccggecttagcaggtactgecgtcctctgttagecta 230
_ LEEEEEEErrreeeereeertee tereeer e e e er e e e e e e e rrr
Shj ct: 362 agt caagat at ct cct gt acat cccgggcecttagcaggt act gcegtcctctgt-agecta 304
Query: 231 ggcat ct cat agagaacccagcagccct ccat cacat t gagggnagt ggatttcactgaa 290
_ FEEEEEEEEEr e er e e e e e e et e e e e e e e e e terer e er e
Shj ct: 303 ggcat ct cat agagaacccagcagccct ccat cacatt gaggg- agt ggatttcact gaa 245
Query: 291 gtggaagcgat cct gaaagagagagacaat cgtct gt gatctctgacatttgtcctctga 350
_ LEEEEEEEEEr e e e cerr e e et e e e et e e e e e e e e e e e e e e
Shj ct: 244 gt ggaagcgat cct gaa- gagagagacaat cgt ct gt gatct ct gacatttgtcctctga 186
Query: 351 agtcatctttttcgtagatcctcattctgtaagtgccagagtgttgggggat gaggcgge 410
FEEEEEEEEE e e e e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e
Shjct: 185 agtcatctttttcgtagatcctcattctgtaagtgccagagt gttgggggat gaggcgge 126
Query: 411 aggaacgaat ggagt cgct gaaacccat ccact gct ggt agt cagggt ac- ct ccacgtc 469
_ LEEEEEEEEE e e e e e e e e e e et e e e et e e e et e e e e e e e teerrr
Shj ct: 125 aggaacgaat ggagt cgct gaaacccat ccact gct ggt agt cagggt act ct ccacgtc 66
Query: 470 tcaggaagt act ggt ggccct ggt agtt ggggcgct cat anagcat ccagcagccactgt 529
_ FEEEEEEEEErreer e e e e e e e e et e e e e e e e e e et teerrr e e e e
Shjct: 65 tcaggaagtactggtggccct ggtagttggggcgcet cat agagcat ccagcagccactgt 6

Query: 530 ccacg 534

NARN
Shjct: 5 ccacg 1
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7.2.8 Pubmed-Sequenz 222573 (gammaB-Kristallin-Gen, aus Maus)

enmb| Z22573| MMGBCRYA
M nuscul us gamme- B-crystal lin gene.

Length

ldentities

Query:
Shj ct:
Query:
Shj ct:
Query:
Shj ct:
Query:
Shj ct:
Query:
Shj ct:
Query:
Shj ct:

Scor e

Query:
Shj ct:
Query:
Shj ct:
Query:
Shj ct:
Query:
Shj ct:

64

2670

124

2610

184

2550

244

2491

304

2432

364

2373

2670, Score = 618 bits (309), Expect = e-175
= 333/337 (98%, Positives = 333/337 (98%, Gaps = 3/337 (0%

gaggaaagt agagt ct caaaat gcct cagt aaaa
|

gaggaaagt agagt ct caaaat gcct cagt aaaa

gcatttgcagccccccagt caagat at ct
AR RN RRRRR RN
gcatttgcagccccccagt caagat at ct

t agct aggcat ct cat aga
NRRRNRRERRRRNRRARR
t agct aggcat ct cat aga
gaacccagcagccct ccat cacat t gagggnagt ggat t t cact gaagt ggaagcgat cc
|||||||||||||||||||||||||||||| FECTEEEEEEE et eer e
gaacccagcagccct ccat cacat t gaggg- agt ggat t t cact gaagt ggaagcgat cc

t gaaagagagagacaat cgt ct gt gat ct ct gacattt gt cct ct gaagtcatctttttc
LETEEEEErr e ee e e et e e et e et e e e e e e e e e e ey
gtctgtgatctctgacatttgtcctctgaagtcatctttttc

t g- aagagagagacaat c

gt agat cct catt ct gt aagt gccagagt gt t ggggg 400
FEETTEEEETEEEEEr e e e e e e e e Frrr

gt agat cctcatt ct gt aagt gccagagt gct ggggg 2337

342 bits (171), Expect = 4e-92
Identities

394

1002

454

942

513

882

573

822

182/ 185 (98%, Positives = 182/185 (98%, Gaps = 1/185 (0%

tt
|
tt

Q—aQ
Q—aQ
Q—aQ
Q—aQ
Q—Q
Q— Q
— — o+
Q—Q
Q— QO
Q—Q
Q—Q
O—O0
Q—aQ
Q—Q
oO—O0
Q— QO
Q—Q
Q—Q
Q9
Q— QO
O—O0
Q—Q
Q9
Q— QO
— — o+
Q—Q
Q—Q
Q— QO
Q—Q
— — o+
O—O0
Q—Q
O—O0
— — o+
Q—Q
Q9
Q9o
Q— QO
O—O0
O—O0
oO—O0
Q— QO
— — o+
O—O0
oO—O0
Q— QO
O—O0
— — o+
Q—Q
O—O0
— — o+
Q—Q
Q—Q
— — o+
Q— QO
Q—Q
— — o+
oO—O0

oO—O0
O O
O—O0
Q —Q
— — —+
oO—O0
—_——
oO—O0
D QO
Q—Q
Q—Q
O QO
D O
Q —Q
— — —+
O O
oO—O0
—_——
Q—Q

|
agggt actctc

cat ccagcagccact g
|

cat ccagcagccact g

ncggct gaagt aggt ¢
NERENRRRRRRERR
gcggct gaagt aggt ¢

————+
————

t ccacgcggacagaat t gc
NERRERRENRRRERRARR
t ccacgcggacagaat t gc

D QD

t gcagg
RERRR
t gcagg
ggggc 577

RN
ggggc 818

123

2611

183

2551

243

2492

303

2433

363

2374

453

943

512

883

572

823



111
167

LT
taatctcgt 227

gaggat acat cc 107
gaggat acat cc 863
taatctcgt 743

Gaps = 1/441 (0%

tttgt
LTI
tttgt

gctgctctg
NERRNERN
gctgctctg

=0.0

bi ndi ng protein 107
421/ 441 (95%,

Expect

cgaagat ct cgccct cct gat gcct gggcett gcgcaget gct 683

cac

|

cac
cgaagat ct cgccct cct gat gcct gggcett gcgcaget gct 287

Positi ves

cagggaaaact gagagcgcaggt agccct ggagcet gaggaacagcetttaatct 803
gt gt
1]
gt gt

Score = 738 bits (369),
cagggaaaact gagagcgcaggt agccct ggagt t gaggaacagct ggaat ct
NN RN RRRR Y

tttgt
LTI
tttgt

802 ttggcaaaatctgcaaatc

862 cg

7.2.9 Pubmed-Sequenz X81987 (TAXREB107 mRNA, aus Maus)

enb| X81987| MMTAX107
M rmuscul us nRNA for TAX responsive el ement

Length = 950,
Identities = 421/441 (95%,
Query: 168 ttggcaaaatctgcaaatt

Anhang
Query: 108 cg

Shj ct:
Shj ct:

at nnactt 347
111
at caactt 623

ct gat
NERN
ct gat

oO—0

c — ®©

gcgcanagg
|11

gcgcagagg

got gt gt t ct
LEEEETTTT
got gt gt t ct

naggt ggcaat gacaaact t ct
gaggt ggcaat gacaaact t ct

ttgta
NARN
622 ttgta

Query: 348

Shj ct:

502 tgcccctgtggecgeccagt ga 482

562 caagaggcccagt cacaagcagcaagccact gt ccagct gctt caggaaaaccactctct 503

Query: 407 caagangcccagt cgcangcancaagccnct gt ccacct gctt canganaacnactctct 466
Query: 467 tgcccctgtngcgcccagtga 487

Shj ct:
Shj ct:
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7.2.10 Pubmed-Sequenz AF060092.1 (Psmb3 mRNA, aus Maus)

gb| AF060092. 1| AF060092

Mus muscul us proteasone subunit Cl0-11 (Psnb3) nRNA, conpl ete cds
Length = 652, Score = 839 bits (423), Expect = 0.0

Identities = 439/445 (98%, Strand = Plus / Plus

Query: 30 gcaga gattt nggcccagat ggt gaccacggact t ccagaagat 89

cagacgtttcgg cttt
AR RRENRRENRRERRN FECTEETEEEEEErr e e et e et e e e
cagacgtttcgg cttt

Shjct: 86 gcaga gat ccaggcccagat ggt gaccacggact t ccagaagat 145

Query: 90 cccntgggtgacagg 149

ctct acat aggcct ggccggcect ggccact gacgt ccagacagt t
_ LEETEEEErr e e e e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Shj ct: 146 cccat gggt gacaggct ct acat aggcct ggccggcect ggccact gacgt ccagacagtt 205

Query: 150 gc 209

Shjct: 206 gc 265

Query: 210 cctta 269

Shjct: 266 cctta 325

Query: 270 329

Sbhj ct: 326 385

Query: 330 ctggacctc 389

Shj ct: 386 ctggacctc 445

Query: 390 ggcccaacat ggat ccagaacacc 449

tg
ARRRRRRNARRNRRRRR R
tg

agcccaacat ggat ccagaacacc

— — —+
Q—«Q
D QO
Q —Q
— — —+
oO—O0
—_——
oO—O0
—_——
oO—O0
—_——
Q—Q
Q—Q
Q —Q

Sbhj ct: 446 505

Query: 450

Shj ct: 506
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7.3 DNA-Sequenz zur Herstellung bax-transgener M ause

Fur die Herstellung des DNA-Konstrukts zur Generierung bax-transgener Mause wurde der
eukaryotische Expressionsvektor pCR3.1O (Invitrogen) verwendet. Die angegebenen Posi-
tionen beziehen sich jeweils auf deren Lage im Vektorplasmid. Die Abfolge der eingefiigten
Nukleotidsequenzen ist nachfolgend beschrieben. Unter Kontrolle des aA-Kristallin-
Promoters (Wawrousek et al., 1990) erfolgt die linsenspezifische Expression der bax-cDNA.
Fir die Erzeugung einer kunstlichen Spleif3stelle stromaufwarts der bax-cDNA wurde die
Sequenz des zweiten Introns des b-Globin-Gens aus Kaninchen verwendet. Als Polyadenylie-
rungssequenz dient die vorhandene BGH-Sequenz aus dem Expressionsvektor, welche sich
im Anschluf3 an die Xho I-Schnittstelle befindet.

Bgl 11 (685) Sal | (1105) Xhol (2354)  Sphl (2597)

T7 for

(PCR3.1) ﬁ/

aA-Kristallin Promoter (-366bp/+46bp) bax BGH-polyA

ATG (1771)

/; (PCR3.1)

b-Globin Intron (Kaninchen)

Bgl |1

638 TAATACGACT CACTATAGGEG AGACCCAAGC TGGCTAGAGC GGCCGCAGAT
ATTATGCTGA GIGATATCCC TCTGEGITCG ACCGATCTCG CCGECGTCTA

Bgl |1

688 CTCTGGAGGT TTCGGAGCTC TGCAGATGEC CTGCTAATCT GIGCCTACCT
GAGACCTCCA AAGCCTCGAG ACGICTACCG GACGATTAGA CACGGATGEA

738 CTCCCCACCT GIGAAACAGG GCTCTGAATT CTTCCTCCAA AGGAGGCCAG
GAGGGGTGGA CACTTTGICC CGAGACTTAA GAAGGAGGTT TCCTCCGGIC

788 GAGGATGCCT CAGTACAATG TGGGAAGAAA CAGIGATGIC CCTTGCGCTCA
CTCCTACGGA GTCATGITAC ACCCTTCTTT GICACTACAG GGAACCGAGT

838 AAGGATAAGG CTCTCCACAG ACCTTCTITGG AGACATCTGG TCTGAGAGCC
TTCCTATTCC GAGAGGTGIC TGGAAGAACC TCTGTAGACC AGACTCTCGG

888 TCTGCTGCTC AGCGTGIGIT GCTGEEECTG GECAGECGEG TGAGCATTCC
AGACGACGAG TCGCACACAA CGACCCCGAC CCGTCCGECCC ACTCGTAAGG

938 AGCTGCCTGAC GGTGCAGCCT CTCCCCCGAG CTGAGCATAG ACATTTTGGEG
TCGACGACTG CCACGICGGA GAGGEEECTC GACTCGTATC TGTAAAACCC

988 AAATCCCTTA ATTCCTCCAT TCTGIGCAGG CATATATAGG GAGGGECTGGA
TTTAGCGAAT TAAGGAGGTA AGACACGICC GTATATATCC CTCCCGACCT
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1038

1088

1138

1188

1238

1288

1338

1388

1438

1488

1538

1588

1638

1688

1738

1788

+1

~

ACGCTAGCTC ACCACCGCAC TGCCCAGAGG CTCCTGICTG ACTCACTGCC

TGCGATCGAG TGGTGECGTG ACGEGTCTCC

GAGGACAGAC

TGAGTGACGG

AGCCTTCGGT AAGCTTGTCG ACCGATCCTG AGAACTTCAG GGTGAGTITTG

TCGGAAGCCA TTCGAACAGC TGECTAGGAC

GCGACCCTTG ATTGITCTTT CTTTTTCCCT
CCCTGGGAAC TAACAAGAAA GAAAAAGCGA

TGGAGCEEEC AAAGTTTTCA GEGTGTTGIT
ACCTCCCCCG TTTCAAAAGT CCCACAACAA

TCTTGAAGIC

ATTGTAAAAT
TAACATTTTA

TAGAATGGGA
ATCTTACCCT

CCACTCAAAC

TCATGITATA
AGTACAATAT

AGATGTCCCT
TCTACAGGGA

TGTATCACCA TGGACCCTCA TGATAATTT
ACATAGTGGT ACCTGCGAGT ACTATTAAAA

GITTCTTTCA
CAAAGAAAGT

TGTTGACAAC CATTGICTCC TCTTATTTTC
ACAACTGITG GTAACAGAGG AGAATAAAAG

TTCGITAAAC TTTAGCTTGC ATTTGTAACG
AAGCAATTTG AAATCGAACG TAAACATTGC

TTTATTTGIC AGATTGIAAG TACTTTCTCT
AAATAAACAG TCTAACATTC ATGAAAGAGA

AATCAGGGTA TATTATATTG TACTTCAGCA
TTAGICCCAT ATAATATAAC ATGAAGICGT

TATAATTAAA TGATAAGGTA GAATATTTCT
ATATTAATTT ACTATTCCAT CTTATAAAGA

GIGGAAATAT TCTTATTGGT AGAAACAACT
CACCTTTATA AGAATAACCA TCTTTGITGA

CCTTTCTCTT TATGGITACA ATGATATACA
GGAAAGAGAA ATACCAATGT TACTATATGT

ATACTCTGAG TCCAAACCGG GCCCCTCTGC
TATGAGACTC AGGTTTGGECC CGEGGAGACG

TCTCTTTCCT ACAGCTCCTG GGCAACGTGC
AGAGAAAGGA TGTCGAGGAC CCGITGCACG

CATTTTGGCA AAGAATTCCT CGACGGATCT
GIAAAACCGT TTCTTAAGGA GCTGCCTAGA

TTTTCATTTT
AAAAGTAAAA

AATTTTTAAA
TTAAAAATTT

AATCACTTTT
TTAGIGAAAA

CAGITTTAGA
GICAAAATCT

GCATATAAAT
CGTATATTTA

ACATCCTGGT
TGTAGGACCA

CTGTTTGAGA
GACAAACTCT

TAACCATGIT
ATTGGTACAA

TGGITGITGT
ACCAACAACA

ATTATGGACG
TAATACCTGC

CTTTCTACTC
GAAAGATGAG

CTGTAACTTT
GACATTGAAA

TTCACTTTTG
AAGTGAAAAC

TTTTCAAGEC
AAAAGTTCCG

GAACAATTGT
CTTGTTAACA

TCTGECTGEC
AGACCGACCG

CATCATCCTG
GIAGTAGGAC

TGAGGATAAA
ACTCCTATTT

CATGCCTTCT
GTACGGAAGA

GCTGTCTCAT
CGACAGAGTA

GGICCGGEEA
CCAGGECCCCT

GCAGCTTGEG AGCGECEEEC CCACCAGCTC TGAACAGATC ATGAAGACAG
CGTCGAACCC TCGCCECCCG GGTGGTCGAG ACTTGICTAG TACTTCTGIC
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1838

1888

1938

1988

2038

2088

2138

2188

2238

2288

2338

2388

2438

2488

2538

2588

2638

GECCCTTTTT
CCCGGAAAAA

GGGGAGACAC

GCTACAGGGT

TTCATCCAGG ATCGAGCAGG GAGGATGCECT

CGATGICCCA AAGTAGGTCC TAGCTCGICC CTCCTACCGA

CTGAGCTGAC

CTTGGAGCAG CCGCCCCAGG ATGCGTCCAC

CCCCTCTGTG GACTCGACTG GAACCTCGIC GECGEEGTCC TACGCAGGTG

CAAGAAGCTG AGCGAGTGIC TCCGGCGAAT TGGAGATGAA CTGGACAGCA
TCGCTCACAG AGGCCCGCTTA ACCTCTACTT GACCTGICGT

GITCTTCGAC

ATATGGACGCT
TATACCTCGA

GAGGTCTTCT
CTCCAGAAGA

CTGEEECCEC

GCAGAGGATG ATTGCTGACG TGGACACGGA CTCCCCCCGA

CGICTCCTAC

TAACGACTGC ACCTGIGCCT GAGGEGEEGEECT

TCCGEGTGEC ACCTGACATG TTTGCTGATG GCAACTTCAA

AGGCCCACCG

GIGGITGCCC

TCGACTGTAC AAACGACTAC CGITGAAGIT

TCTTCTACTT TGCTAGCAAA CTGGTGCTCA

GACCCCGECG CACCAACGEG AGAAGATGAA ACGATCGITT GACCACGAGT

AGGCCCTGIG CACTAAAGIG CCCGAGCTGA TCAGAACCAT CATGGEECTGG

TCCGGGACAC

ACACTGGACT
TGTGACCTGA

TGCCTGGEGAA
ACCGACCCTT

TGACCATCTT
ACTGGTAGAA

AAGATGGECECT
TTCTACCCGA

AGCCTCGACT
TCGGAGCTGA

CCGIGCCTTC
GGCACGGAAG

TAAAATGAGG

GIGATTTCAC

TCCTCCGTGA
AGGAGGCACT

GGECCTCCTCT
CCGGAGGAGA

TGTGECTGA
ACACCGACCT

CTTGACCCTG
GAACTGGGAC

AAATTGCATC

GGCCTCGACT AGICTTGGTA GTACCCGACC

GCGECTCCTT GICTGGATCC AAGACCAGGEG
CCCCGACGAA CAGACCTAGG TTCTGGTCCC

CCTACTTCGG GACCCCCACA TGGECAGACAG
GGATGAAGCC CTGEEGEGIGI ACCGTCTGIC

GI'CCTCACCG CCTCGCTCAC CATCTGGAAG
CAGGAGTGEC GGAGCGAGIG GTAGACCTTC

GICTAGAGGEG CCCGTTTAAA CCCCCTGATC
CAGATCTCCC GGCCAAATTT GGGECGACTAG

GITGCCAGCC ATCTGITGIT TGCCCCTCCC
CAACGGTCGEG TAGACAACAA ACGGEGEGAGSG

GAAGGTGCCA CTCCCACTGI CCTTTCCTAA
CTTCCACGGT GAGGGTGACA GGAAAGGATT

GCATTGICTG AGTAGGTGTC ATTCTATTCT

ATTTTACTCC TTTAACGTAG CGTAACAGAC TCATCCACAG TAAGATAAGA

GECEEGTGEG GTCGEEECAGG ACAGCAAGEG GGAGGATTGG GAAGACAATA
CCCCCCACCC CACCCCGICC TGTCGTITCCC CCTCCTAACC CTTCTGITAT

GCAGGCATGC TGEGGATGCG GTGEECTCTA
CGTCCGTACG ACCCCTACGC CACCCGAGAT

ACCAGTGECG GTAATACGGT TATCCACAGA
TGGTCACCGC CATTATGCCA ATAGGTGICT

TGCCTTCTGA GGCGGAAAGA
ACCGAAGACT CCGCCTTTCT

ATCAGGGGAT AACGCAGGAA
TAGTCCCCTA TTGCGICCTT
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