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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die atypischen Protein Kinase C-l1soformen PKC vA und { reprasentieren die dritte Klasse der
Serin/Threonin-phosphorylierenden PKC-Familie. Obwohl gezeigt werden konnte, dass
aPK Cs zahlreiche biologische Prozesse regulieren, bleibt es aufgrund ihrer hohen Homologie
in Aminosduresequenz und Domaéanenstruktur bis heute schwierig, den beiden aPKCs
biochemische Funktionen zuzweisen. Zahlreiche Studien bestétigten ihr redundantes
Zusammenwirken in zellphysiologischen Prozessen, insbesondere bel der Etablierung
epithelialer Zellpolaritét. Die unterschiedlichen Phénotypen aPK C-defizienter Mause zeigen
jedoch, dass spezifische Funktionen vorhanden sind. Wahrend der Verlust des PKC {-Gens zu
einem vergleichsweise milden Phanotyp fuhrt, resultiert die PKC v/A-Defizienz in einer friihen
embryonalen Letalitat.

Um diese Diskrepanz aufzukléren, wurden die aPKCs zunéchst auf ihre spatio-temporae
Expression wahrend der Embryogenese untersucht. Hinweise auf ihr mdgliches funktionell-
redundantes Wirken konnten insbesondere in den friihen Stadien der Embryonalentwicklung
erbracht werden, in denen die aPKCs in Uberlappenden Doméanen prasent waren, wobei
PKC ( allerdings deutlich schwéacher exprimiert war. In der zweiten Hélfte der
Embryonal entwicklung entwickelten die aPKCs ein hochdifferenziertes Expressionsmuster in
verschiedenen Gewebekompartimenten des Gehirns und des Korpers, so dass sich hierdurch
wichtige Anhaltspunkte auf spezifische Funktionen ableiten lassen.

Eine morphologische Analyse PKC v/A-defizienter Mausembryonen des Embryonaltages 7.5
ergab, dass ein klar definierter einschichtiger Epithelverband des Ektoderms nicht mehr
vorhanden war. Durch elektronenmikroskopische Untersuchungen konnten Defekte in der
apiko-basalen Zellpolaritdt sowie der epithelialen Barrierefunktion aufgrund fehlender tight
junctions, adherens junctions und Desmosomen festgestellt werden.

Im letzten Teil dieser Arbeit wurde durch die Generierung und Analyse einer PKC vA
knockout/ PKC ¢ knockin-Mausdlinie das funktionell-redundante Zusammenwirken der aPKCs
wahrend der Embryogenese untersucht. Die PKC {-Expression unter Kontrolle des PKC v/A-
Promotors konnte die embryonale Letalitét der vA-Defizienz verhindern und deutet darauf hin,
dass in diesen Stadien beide aPKCs redundant wirksam sind. Dass diese funktionelle
Austauschbarkeit der aPKCs allerdings nicht vollstandig ist, sondern auch spezifische
Funktionen eine Rolle spielen, beweist die hohe postnatale Letalitét der homozygoten
knockout/knockin-Maus. Nahezu alle Tiere sterben innerhalb der ersten beiden Lebenstage.
Uberlebende Tiere zeigen eine hohe Varianz in ihrem Phanotyp mit vor allem motorischen
Defekten.

Schlagworter: atypische PKC, Zellpolaritét, Zellkontakte, Gastrulation, Embryogenese,
gene targeting, knockout/knockin, funktionelle Redundanz



Abstract

Abstract

The atypical protein kinase C isoforms PKC VA and ( represent the third class of the PKC
family of serine/threonine kinases. Despite the fact that aPKCs have been shown to regulate
numerous biological processes it remains difficult to assign specific biochemical functions to
both isoforms due to their high homology in amino acid sequences and domain structure.
Various studies indicate aPKC redundancy in physiological processes including the
establishment of cell polarity. On the other hand differences in the phenotypes of aPKC-
deficient mice clearly suggest isoform-specific functions. The lack of PKC { resultsin a mild
phenotype when compared to the early embryonic lethality observed in PKC JA-deficient
mice.

In order to resolve these discrepancies, the spatio-temporal aPKC expression pattern was
examined during mouse embryogenesis. Evidences for possible functional-redundant
correlation comes mostly from expression analysis at early stages, when aPKCs show highly
overlapping expression domains. However, PKC { RNA abundance is rather low at all stages.
In the second phase of gestation both aPK Cs show a more differentiated expression pattern in
diverse tissues and compartments of the brain and the body, suggesting specific functionality.

A morphological analysis of PKC vA-deficient embryos at embryonic stage 7.5 reveded
abnormal embryonic epithelial organisation without organized association of cells. Defects in
apico-basal cell polarity and selective barrier function were most likely results of the absence
of tight junctions, adherens junctions and desmosomes as observed by electron microscopy.

Finally, functiona redundancy of aPKCs during embryogenesis was examined by the
generation and analysis of a PKC /A knockout/ PKC ¢ knockin mouse strain. In these animals,
PKC { expression under the control of the PKC /A promotor was able to rescue the embryonic
lethality caused by the VA deficiency, indicating that at this stages both aPKCs act in a
redundant manner. However, the functional redundancy is not perfect, but specific functions
became apparent by the high postnatal lethality of homozygous knockout/knockin animals.
Almost all these mice die within the first two days after birth. Surviving animals display a
variance of phenotypes with prominent motoric defects.

Key words: atypical PKC, cell polarity, cell-cell contacts, gastrulation, embryogenesis,
gene targeting, knockout/knockin, functional redundancy
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Protein Kinase C

1.1.1 Domaéanenstruktur

Die Entwicklung und Organisation eines vielzelligen Organismus erfordert von einer
Einzelzelle, auf extrazelluldre Signale mit einer spezifischen Expression von Genen zu
reagieren. Fur die Regulation intrazellulérer Prozesse wie Proliferation, Differenzierung und
Apoptose existiert ein Netzwerk aus verschiedenen Signaltransduktionswegen, welche die
Verarbeitung externer Signale nach ihrer Bindung an membransténdige Rezeptoren Uber die
Aktivierung intrazellulérer Mediatoren und die transkriptionelle Regulierung von Genen
ermoglichen.

Die Protein Kinase C (PKC) nimmt eine zentrale Rolle as Mediator innerhalb dieser
Signal ibermittlungskaskaden ein. Ihre katalytische Aktivierung erfolgt klassischerweise nach
Bindung eines Signalmolekils an membranstandige monomere Rezeptor-Tyrosin-Kinasen
(RTK), die daraufhin dimeriseren und an ihren zytoplasmatischen Doménen
autophosphoryliert werden (Schlessinger, 2000). Die dadurch an die Membran translozierte
Phospholipase C hydrolysiert Phosphoinositidyl-4,5-bisphosphat zu den als second messenger
wirkenden Produkten Inositol-3-4,5-triphosphat (IPs) und Diacylglycerol (DAG) (Nishizuka,
1995). Die Akkummulation von DAG und die durch |P; mobilisierten Ca®*-lonen aus Ca?*-
Speichern des endoplasmatischen Retikulums bewirken schliefdlich nach Bindung der Protein
Kinase C an das membranstéandige DAG deren Aktivierung (Nishizuka, 2003).

In Sdugern sind bisher 10 verschiedene PK C-Isoformen identifiziert worden. Diese zeichnen
sich durch hochkonservierte Merkmale in ihrer N-terminalen regulatorischen und C-
terminalen katalytischen Region aus. Aufgrund struktureller Divergenzen in ihren N-
terminalen regulatorischen Domanen werden sie in drei Unterfamilien unterteilt. Die
konventionellen PKCs (cPKC) umfassen o, y und die alternativ gespleif3ten Isoformen pI und
BII. cPKCs besitzen eine cysteinreiche C1-Démane, bestehend aus den tandem repeats C1A
und C1B, an die Phosphatidylserin binden kann, die essentiell fir die Interaktion mit und die
Aktivierung durch den second messenger DAG ist. Eine nur bel den cPKCs auftretende
zusétzliche Ca?*-lonen-abhangige Aktivierung wird durch die zur C1-Doméane C-terminal
lokalisierte C2-Domane vermittelt (Newton, 2001; Parker and Murray-Rust, 2004). Die zu
den novel PKCs (nPKC) zahlenden Isoformen 9, €, n und 6 werden ebenfalls durch DAG und
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Einleitung

Phosphatidylserin aktiviert, sind aber unabhéngig von Ca’*-lonen, da sie anstelle der
archetypischen C2-Domaéne nur Uber eine C2-dhnliche Doméne verfligen (Toker, 1998). Zur
dritten Unterfamilie, den atypischen PKCs (aPKCs), gehoren die Isoformen vA und , die
ebenfalls Ca?*-lonen- insensitiv sind, da ihnen die C2-Doméne fehlt. Zusétzlich besitzen
aPKCs nur eine halbe Cl-Domane, die sie trotz ihrer Ahnlichkeit zur C1A-Doméne
unabhéngig von DAG macht (Ways et al., 1992). Sie kdnnen aber durch Phosphatidylserin,
Arachidonsaure oder Ceramide aktiviert werden (Nakanishi et al., 1993; Muller et al., 1995;
Blobe et al., 1996). Im Gegensatz zu den cPKCs und nPKCs verfligen die atypischen
Isoformen Uber eine fur ihre Regulation erforderliche N-terminal lokalisierte PB1- (Phox und
Bemlp) Domane (Parker and Murray-Rust, 2004). Gemeinsam ist allen PKC-lsoformen eine
C-terminale Kinase-Domane, die Uber eine ATP-bindende Region, eine sog.
Aktivierungsschleife, ein turn-Motiv und ein hydrophobes Motiv verfiigen (Hirai and Chida,
2003). Eine Gegenuberstellung der Domanenstrukturen der drel PKC-Unterfamilien ist in
Abb. 1.1 dargestellt. Durch Bindung von Aktivatoren und anschlief3ender Phosphorylierung
der Aktivierungsschleife wird das Pseudosubstrat freigesetzt. Die dadurch bedingte
Konformationséanderung bewirkt, dass die im inaktiven Zustand verdeckte ATP-bindende
Region freigelegt und zusammen mit der Autophosphorylierung des turn-Motivs die
vollsténdige Entfaltung der Kinaseaktivitét erreicht wird (Newton, 2001).

Aktivierungsschleife turn-Motiv

s IR e 0 W W

hydrophobes Motiv

Scharnierregion

e Ne=f novel C2 ]-E ciA|ciBl— [] kinase [ff=c

3}{%3”‘ N_{ PB1 J-E ClAH | | Kinase .E-C

Abb. 1.1 PKC-Doménenstruktur. Die aus zehn Isoformen bestehende Familie wird in Abhéngigkeit
struktureller Unterschiede in der regulatorischen Doméne in konventionelle, novel und atypische PKCs
eingeteilt. Abkirzung: PS, Pseudosubstrat-Doméne.
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1.1.2 Dieatypischen Isoformen PKC vA und PKC ¢

Uber molekulare Klonierung einer cDNA-Bibliothek aus Rattengehirn und biochemische
Analysen wurde PKC ( als erste atypische PKC-Isoform in Sdugern identifiziert (Ono et al.,
1988). Die Aminosauresequenz des auf dem Chromosom 4 des Mausgenoms liegenden
orthologen Gens der Maus ist der Ratten-PKC {-Aminosauresequenz zu 99% homolog
(Goodnight et al., 1992). Transkription Uber einen aternativen internen PKC {-Promoter und
alternatives Spleif3en resultiert in einem zweiten Trankript, PKC M(, das spezifisch im ZNS
exprimiert wird (Marshall et a., 2000). Die auf dem Chromosom 3 liegende zweite atypische
PKC der Maus, PKC A, zeigt in ihrer Aminosduresequenz eine 72%-ige Homologie in der
Gesamt-Aminosauresequenz zu der von PKC { (Akimoto et al., 1994). Da das orthologe
humane Gen die synonyme Bezeichnung PKC 1 tragt (Selbie et al., 1993), wird diese Isoform
im folgenden PKC vA genannt.

Beide aPKC-Gene werden durch jewells 18 Exons kodiert und als Proteine von 67,7 kDA
(PKC {) und 67,2 kDA (PKC vA) translatiert. In der adulten Maus konnte durch Northern
Blot-Analyse gezeigt werden, dass PKC ( in der Lunge, der Niere, im Hoden und im
Intestinum exprimiert ist, wéhrend PKC vA-Transkripte in allen der untersuchten
Gewebetypen nachgewiesen werden konnte (Goodnight et al., 1992; Selbie et a., 1993).

Die aPK C-Isoformen sind an einer Vielzahl zelluldrer Prozesse beteiligt, die fur die normale
ZelIfunktion und das Uberleben der Zelle entscheidend sind. Beiden wird die Regulierung der
MAPK- (mitogen-activated protein kinase) induzierten Zellproliferation (Berra et a., 1993;
Bjorkoy et al., 1997), der DNA-Synthese (Berra et al., 1995; Akimoto et al., 1998) sowie
apoptotischer Prozesse zugeschrieben (Sanz et a., 1999; Sanz et al., 2000; Moscat et al.,
2003). Zusdtzlich sind sie als Mediatoren in die Regulierung der Zellmigration (Etienne-
Manneville and Hall, 2001; Gao et a., 2002) und der Zelldifferenzierung involviert (Kampfer
et a., 2001). Fir beide Isoformen konnte zudem eine Rolle in der Entwicklung von
karzinogenen Tumoren nachgewiesen werden (Ghosh et al., 2002; Murray et a., 2004; Regala
et al., 2005).

12
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1.1.2.1 Regulierung von aPKCs

Der Mechanismus der enzymatischen aPKC-Aktivierung besteht hauptséchlich aus zwei
Ereignissen, die Pseudosubstratfreisetzung von der substratbindenden Grube sowie die
Phosphorylierung der Kinasedoméane umfasst (Newton, 2001). Neben den fir die vollstandige
und stabile Entfaltung der PKC-Enzyme essentiellen Phosphorylierungen von Threoninresten
spielt die simultane Interaktion von PDK-1 (Phosphoinositid-abhangige Protein Kinase-1)
und aPKC mit Phosphatidylinositol-3-4,5-triphoshat (PIPs) eine entscheidende Rolle
(Nakanishi et al., 1993). Die nach Ligandenbindung mit der RTK interagierende Pls-Kinase
setzt PIP; frel und wird durch Bindung an sie aktiviert. Die initiale Phosphorylierung eines
Threoninrestes in der Aktivierungsschleife erfolgt durch die PKC-regulierende Kinase PDK-
1, die sich an das hydrophobe Motiv der Kinase-Domane anlagert (Parker and Parkinson,
2001), mit dem Resultat, dass es zu einer Autophosphorylierung des turn-Motivs kommt (Le
Good et d., 1998). Zetgleich interagiert aPKC mit PIP;, wodurch die Pseudosubstrat-
abhangige Autoinhibierung freigesetzt wird. Zusammengefasst tragt PIP; zur vollstandigen
und stabilen Aktivierung der aPKC durch die direkte Modulierung der Pseudosubstrat-
Domane und der indirekten Modulierung Uber die Phosphorylierung der Kinase-Doméne
durch PDK-1 bei.

Dartiber hinaus wird die Aktivitét, die zeitliche Regulierung sowie die Lokalisation der
aPK C-Isoformen durch Protein-Protein-Interaktionen kontrolliert. Die Bindung von PAR-4
(prostate androgen response-4) an die cystinreiche Sequenz der C1-Doméne inhibiert die
aPKC-Kinaseaktivitat (Diaz-Meco et a., 1996). Eine weitere Regulierung erfolgt durch
Interaktion von Par-3 (partitioning defective gene-3) mit der C-terminalen Kinasedoméne
(Kotani et al., 2000; Nagai-Tamal et al., 2002). Eine wesentliche Rolle fur der Regulierung
von aPKCs spielt zudem die Interaktion von Proteinen mit der fur die aPKC-Isormen
typischen PB1-Doméne. Die Funktion dieser Domane, die in Signamolekilen der Hefe, in
Pflanzen und Tieren vorkommt, konnte durch Sequenzanalysen und funktionelle
Untersuchungen aufgeklart werden (Ito et al., 2001; Terasawa et al., 2001). Sie enthélt ein
OPCA-Sequenzmotiv (Ponting et al., 2002), das sich aus den unterschiedlich benannten
Motiven octicosapeptide repeat (OPR) (Ponting, 1996), das PC- (Phox und Cdc) Motiv
(Nakamura et a., 1998), und dem AID- (atypische Protein Kinase C (PKC)-interagierende
Domane) Motiv zusammensetzt (Moscat and Diaz-Meco, 2000). Uber diese OPCA-Doméane
konnen Protein-aPK C-Interaktionen mit bei spielsweise p62/Z1P (zeta-interagierendes Protein)

und PAR-6 vermittelt werden (Puls et al., 1997; Sanchez et a., 1998; Joberty et a., 2000).
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1.1.2.2 PKC-Deletionen in der Maus

Durch gezielte Geninaktivierung im Mausmodell konnten den PKC-1soformen verschiedene
in vivo-Funktionen zugewiesen werden. Beispielsweise ist ein Immundefekt bei PKC BI- und
Bll-defizienten Méusen auf eine Beentrachtigung des B-Zell-Rezeptor-Signalweges
zurtickzuftihren (Leitges et al., 1996). Dagegen zeigen PKC 0-defiziente Mause einen Defekt
im T-Zell-Rezeptor-Signalweg, der eine verminderte Proliferation reifer T-Zellen bedingt
(Sun et al., 2000). Durch PKC & wird unter anderem der Metabolismus des Herzens
beeinflusst (Mayr et al., 2004), PKC a ist ein Mediator des Insulinsignalweges (Leitges et a.,
2002) und PKC ¢ spielt eine Rolle in der Regulierung der Schmerztibermittlung (Khasar et al.,
1999).

Die Generierung PKC vA- bzw. {-spezifischer knock out-Mause resultierte in zwel deutlich
unterschiedlichen Phéanotypen. Die aus der Zerstorung des PKC (-Gens hervorgegangene
Maus ist Uberlebensfahig, fertil und weist keine anatomischen Anomalien auf (Leitges et d.,
2001). In der Milz und in lymphoiden Gewebestrukturen des Intestinums wurde eine
Verzogerung in der postnatalen Entwicklung beobachtet, wobel die Population an unreifen B-
Lymphozyten unabhéngig vom Alter erhoht blieb (Leitges et al., 2001). Uber aus PKC (-
defizienten Mausen abgeleitete embryonae Fibroblasten (EF) konnte erstmals der Einfluss
von PKC ( in Apoptose-induzierende Prozesse durch die Regulation des
Transkriptionsfaktors NF-xB in vivo nachgewiesen werden. In der Lunge, die eine
Hochexpressionsdoméne fir PKC ¢ in der adulten Maus darstellt, war die Aktivitdt von NF-
kB dabei am stérksten beeintréchtigt (Leitges et a., 2001). In spéteren Studien mit mutanten
Tieren konnte eine PKC (/NF-kB-abhangige Verminderung in der Differenzierung von B-
Zellen und der T-Helfer-Zell-vermittelten Immunantwort in der Lunge (Martin et al., 2002;
Martin et al., 2005) sowie in der T-Zell-vermittelten Hepatitis in der Leber gezeigt werden
(Angeles Durén, 2004).

Im Gegensatz zu den anderen PKC-knockouts fihrte die Zerstérung des PKC vA-Gens zu
einem embryonal-letalen Phanotyp um E8.5 der Embryonalentwicklung (Bandyopadhyay et
a., 2004; Soloff et a., 2004). Aus PKC vA-defizienten Embryonen abgeleitete Fibroblasten
zeigen eine Veranderung in ihrer zelluldren Morphologie, wobei allerdings kein Defekt in der
Regulation des NF-kB-Signalweges nachgewiesen werden konnte (Soloff et a., 2004). In
PKC vA-defizienten ES-Zellen und aus ihnen differenzierten Adipozyten wurde jedoch ein
Defekt des Insulin-Signalweges festgestellt (Bandyopadhyay et al., 2004). Die vorlaufen

Untersuchungen zur Charakterisierung des Phanotyps der im Labor Leitges generierten PKC
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VA-knockout-Maus zeigten in E7.5 morphologische Defekte. In der lichtmikroskopischen
Analyse wurde beobachtet, dass das embryonale Ektoderm-Epithel anteriorwarts umklappte
und ein abnormal mehrschichtiges Epithel ausbildete. Dartber hinaus konnten mittels
immunhistochemischer Farbung das tight junction-assoziierte Protein ZO-1 an apikalen
Domanen des Epithels identifiziert werden. Zellschicksalsdeterminanten waren korrekt
innerhalb des Embryos lokalisiert. Uber an den embryonalen Tagen 7.5-8.5 durchgefiihrte
Markergenanalysen (RNA-in situ Hybridisierungen an Ganzprdparaten) wurde gezeigt, dass
die PKC vA-Defizienz keinen Einfluss auf die normale spatio-temporale Expression von fir
die Embryonalentwicklung wichtigen Musterbildungsgenen auslbt. Dies konnte fur die
korrekte Lokalisation der anterioren und posterioren Anteile des Neuroektoderms, den
Primitivstreifen, das Notochord sowie Somiten- und Herzvorlauferzellen nachgewiesen
werden (M. Leitges, personliche Mitteilung).

1.2 Zellpolaritat

Die Polarisierung der Zelle stellt einen fundamentalen biologischen Prozess dar. In der
Entwicklung der Metazoa ist Zellpolarisierung fir die spatio-temporale Regulierung der Zell-
und Gewebemorphogenese sowie die Identitét und das Schicksal einer Zelle essentiell. Dabei
ist die asymmetrische (polarisierte) Vertellung von regulatorischen Schllisselmolekilen
innerhalb einer Zelle von entscheidender Bedeutung. Durch sie werden beispielsweise die
Ausbildung der anterior-posterioren (A/P) Koérperachse bei Drosophila melanogaster und
Caenorhabditis elegans oder die fur die Differenzierung in epitheliale und neuronale Zellen
erforderlichen Prozesse der gerichteten Zellmigration und Zellmorphogenese reguliert
(Etienne-Manneville and Hall, 2003; Henrique and Schweisguth, 2003).

Die Ausbildung einer polarisierten A/P-Achse ist bereits bel der Oogenese von D.
melanogaster von Bedeutung (Pellettieri and Seydoux, 2002). Die erste Polarisationsphase
bringt durch asymmtetrische Zellteilung eine neue Stammzelle und einen Zystoblast hervor,
der in der zweiten Phase durch vier aufeinanderfolgende mitotische Zellteilungen mit
unvollstandiger Zytokinese in einer 16-zelligen Zyste resultiert. In Abhangigkeit von der Art
der Spindelorientierung und der Mikrotubuli gehen aus dieser Zyste eine reife Eizelle und 15
polyploide Néahrzellen hervor (Lin and Spradling, 1995; Jean-René Huynh, 2001). Es wird
vermutet, dass die Bildung der Eizelle durch die asymmetrische Vertellung einer
vesikelreichen Organelle (Fusom) im posterior gelegenen Teil der Zystoblaste wahrend der
Zéellteilungen bestimmt wird (de Cuevas and Spradling, 1998). Im Gegensatz dazu beginnt bei
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C. elegans die Polarisierung der Eizelle erst nach der Fertilisation. Durch den Eintritt des
Pronukleus am zuklnftigen posterioren Ende des Einzell-Embryos formieren sich radia
angeordnete Mikrotubuli zu eéinem sog. Spermienaster, der mit dem aktinreichen Kortex des
Ein-Zell-Embryos (Zygote) interagiert und den Polarisierungsprozess initiiert (Chad A.
Rappleye, 2002). Die darauf folgende Reorganisation kortikaler und zytoplasmatischer
Strukturen bewirkt die Ausbildung der ersten A/P-Korperachse des C. elegans-Embryos. Die
asymmetrische Anordnung des Spindelapparates fihrt aufgrund der anschlief3enden
asymmetrischen Zellteilung zu unterschiedlich grof3en Tochterzellen, AB (anterior) and P1
(posterior), die ebenfalls Unterschiede in ihrer Spindelorientierung, der Lange des Zellzyklus
und ihres Zellschicksals aufweisen (Ahringer, 2001).

Studien mit kultivierten epithelialen Saugerzellen offenbarten die Wichtigkeit von
Verbindungsstellen zwischen zwei Zellen und von Zellen mit der extrazelluldren Matrix
(ECM) fir die Bildung und Aufrechterhaltung der zellularen apikal-basalen Polaritét. Initiale
Zell-Zell-Konakte bewirken die Rekrutierung verschiedener Zellkontakt- und Signalproteine
sowie die spezifische Anordnung des Aktinzytoskelettsim Bereich der Adhasionsstellen. Dies
fahrt schliedlich zu der Entwicklung von epithelspezifischen, asymmetrischen
Zellkontaktstrukturen, die gezielte und umfangreiche Verdnderungen der zelluléren
Zusammensetzung entlang der asymmetrischen apikal-basalen Achse und somit die
Etablierung epithelialer Zellpolaritdt bewirken (Eaton and Simons, 1995; Drubin and Nelson,
1996; Gumbiner, 1996).

1.2.1 Zedlkontakte und Zellverbindungsstellen

Maldgeblich an der Ausbildung von Zell-Zell-Kontakten beteiligt sind die das Lumen
abgrenzenden apika gelegenen tight junctions (TJ). Sie stellen eine Diffusionsbarriere dar
und reduzieren so die parazellulére Diffusion und verhindern die laterale (intramembrane)
Diffusion von Lipiden und Membranproteinen zwischen den apikalen und basalen Doménen
(Bada MS, 1998; Tsukita and Furuse, 1999; Tsukita et a., 2001). Zusétzlich dichten sie die
Epithelzellen gegen Einstrom von Wasser ab (Kovbasnjuk et al., 1998). Verschiedene
Mutationstudien der membranstéandigen TJ-Komponenten fuhrten zu einer Undichtigkeit des
Epithels und erlaubten eine erhohte permeable Diffusion [6dlicher 1onen durch die Membran
(Van Italie and Anderson, 2006). Im sog. ,Protein-Modell“ setzen sie sich aus integralen
Membranproteinen (Occludin und Claudin 1/2), die das Ruckgrat der TJ bilden (Furuse et al.,
1993; Furuse et al., 1998), und peripheren Membranproteinen zusammen. In einfachen

epitheliden Zellen sind es die zu den MAGUK-Proteinen (Membrane-assoziierte
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Guanylatkinase-Homologe) zdhlenden ZO-1/2/3 (zonula occludens)-Proteine, welche eine
Affinitét Uber ihre aminoterminale Halfte mit der carboxyterminalen Aminosauresequence
von Occludin ausiiben (Stevenson et al., 1986; Anderson, 1996). Das JAM-Protein (junction-
associated membrane protein) tritt ebenfalls konzentriert an TJs auf. Esist bislang unklar, ob
sie eine Komponente der TJ-Strange selbst darstellen oder zwischen ihnen lokalisiert sind
(Tsukita et a., 1999). In Epithelzellen erfolgt die Ausbildung der tight junctions Gber durch
Ca®* und E-Cadherin induzierte Zell-Zell-Kontakte. Dabel werden zunachst adherens
junctions im unterhalb der Membran gelegenen sog. Adh&sionsgirtel gebildet. Sie sind
notwendig, damit Uber das dort fixierte Aktinnetz und weitere assoziierte Proteine die
spezifischen Proteine der tight junctions rekrutiert werden kénnen (Yamada et a., 2005). Zu
den basolatera gelegenen Zelverbindungen zdhlen die Desmosomen, die an
Intermediarfilamente des Zytoskel etts gebunden sind und Uber das Transmembranmolekil E-
Cadherin benachbarte Epithelzellen miteinaner verbinden und dadurch Zugkréfte gleichméfdig
Uber das Epithel verteilen (Garrod et al., 2002; Getsios et al., 2004). Gap junctions sind fur
die Kommunikation zwischen epithelialen Zellen von Bedeutung, indem sie einen Kanal
zwischen benachbarten epithelialen Zellen bilden, Uber den elektrische Signale, Ionen,
Metabolite und second messenger bis zu einem Molekulargewicht von 1 kDa an die

benachbarte Zelle weiterleitet werden konnen (Evans and Martin, 2002; Nicholson, 2003).
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Abb. 1.2 Epitheliale Zellkontakte. (A) Schematische Darstellung der wichtigsten Zellkontakte und
Zéellverbindungsstellen  zwischen benachbarten Epithelzellen. (B) ,Protein-Modell* der TJ-Organisation.
Occludin und Claudin bilden mit jeweils vier Transmembrandoménen das Riickgrat der TJ. Man nimmt an, das
Z0-1/2/3 Uber ihre PDZ-Doméanen an den zytolplasmatischen C-Terminus von Occludin binden. ZO-1 kann
dabei mit ZO-2 und ZO-3 Heterodimere aushilden. Uber ZO-1 und ZO-2 erfolgt schliefflich die Vernetzung zu
den Aktinfilamenten. Abkirzungen: AJ, adherens junctions, Des, Desmosom; Gap, gap junctions; TJ, tight
junctions; ZO, zonula occludens.
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1.2.2 Regulation der Z€ellpolarisierung

Die Etablierung und Aufrechterhaltung zellulérer Polaritét verschiedener Zelltypen beruht auf
der Funktion des evolutiondr konservierten PAR/aPKC-Komplexes. Dieser Komplex setzt
sich zusammen aus einer atypischen PKC-Isoform (aPKC), den PDZ- (Postsynaptic density
95; Discs Large; Zonula occludens 1) Doménen enthaltenden Proteinen PAR-3 und PAR-6,
deren Rekrutierung durch die kleinen GTPasen Cdc42 und Rac initiiert wird (Ohno, 2001;
Wodarz, 2002).

Die par-Gene gehoren zu den ersten Genen, denen mit Hilfe embryologischer Studien Uber
RNAIi-induzierten knockdown einer oder mehrerer Gene eine Rolle in der Regulierung von
zelluldrer Polaritdt und der resultierenden asymmetrischen Zellteilungsprozessen in der C.
elegans-Zygote nachgewiesen werden konnte. Dabel war u.a. die zeitgleiche Lokalisation von
Par-6 und Par-3 im anterioren Kortex sowie die Positionierung von Par-1 im posterioren
Kortex fur die asymmetrische Anordnung des Spindelapparates in der Zygote entscheidend
(Guo and Kemphues, 1996). Mit der Identifizierung und Analyse von PKC-3 konnte die
lokale und funktionelle Abhangigkeit der atypischen PKC von Par-6/Par-3 nachgewiesen
werden (Tabuse et al., 1998; Hung TJ, 1999). In D. melanogaster ist beispielsweise die
Kolokalisation und Funktion dieses terndren Komplexes des bel dieser Spezies bezeichneten
DmPar-6/DaPK C/Baz- (D. melanogaster aPKC, Drosophila aPKC, Bazooka) Komplexes fir
die Polaritét neuronaler und epithelialer Zellen essentiell (Schober et al., 1999; Wodarz et al.,
1999; Wodarz et a., 2000; Rolls et a., 2003).

In epithelidlen MDCK- (Madin-Darby canine kidney) Saugerzellen konnte gezeigt werden,
dass der PAR/aPK C-Komplex fur die Ausbildung von tight junctions erforderlich ist (Suzuki
et a., 2001; Hirose et al., 2002). Der Par/aPKC-Komplex liegt im Zytoplasma zunéchst in
seiner inaktiven Form vor. Dabei ist Par-6 Gber sein OPR-Motiv mit dem in der PB1-Doméane
von aPKC miteinander assoziiert. Par-3 ist mit seiner ersten PDZ-Doméne an die einzige
PDZ-Doméne von Par-6 gebunden. Die Aktivierung des terndren Komplexes wird durch die
GTPasen Cdc42 oder Racl gewdhrleistet (Burbelo et al., 1995; Garrard et a., 2003). Die
aktivierte Form von Cdc42 bindet an die GTPase-bindende Doméane (GBD) von Par-6
(bestehend aus dem semi-CRIB-Motiv (Cdc42/Rac-interactive-binding) und der benachbarten
PDZ-Doméne) (Joberty et al., 2000), wodurch Par-6 seine Konformation andert, was die
Kinaseaktivitét der an ihr gebundenen aPKC erhoht (Yamanaka et al., 2001; Hirose et dl.,
2002). Der Proteinkomplex ist nach der aPKC-vermittelten Phosphorylierung eines

Serinrestes in der dritten PDZ-Domane von Par-3 vollstandig aktiviert, transloziert an die
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Zellmembran und initiiert dort die Bildung von TJs (Hirose et a., 2002; Henrique and
Schweisguth, 2003). Fur Par-3 ist eine weitere regulatorische Funktion in der Bildung von TJs
in Saugerzellen beschrieben. Demnach bindet dieses Protein Uber seine PDZ-Domane direkt
an den C-Terminus von JAM-1 (junctional adhesion molecule 1). JAM-1 assoziiert mit der
PDZ3-Domaéne von ZO1, welches wiederum an den C-Terminus von Claudin bindet (Ebnet et
al., 2001; Itoh et a., 2001). Inzwischen gibt es erste Hinweise auf ein regulatorisches
Zusammenspiel des Par/aPK C-Komplexes mit anderen fir die Ertablierung der Zellpolaritét
essentiellen Proteinkomplexen. Der ebenfalls apikal lokalisierte Crb-Komplex besteht aus
dem Transmembranprotein CRUMBS, dem Adapterprotein PALS1 und PATJ, die ebenfalls
an den TJs von Epithelzellen lokalisiert sind (Lemmers et al., 2002; Roh et al., 2002a; Roh et
a., 2002b). In Uberexpressiosstudien konnte gezeigt werden, dass eine funktionelle
Interaktion zwischen PALS1 und Par-6/aPK C in der Etablierung von TJs vorliegt (Hurd et al.,
2003). Eine die Bildung von TJs inhibierende Wirkung wurde fur das basolateral lokalisierte
Protein mLgl (lethal giant larvae) gezeigt. Dabei wird PALSL vortbergehend an die apikale
Membran rekrutiert und nach Interaktion mit Par-6/aPKC durch aPKC phosphoryliert. Dabel
kommt es vermutlich zu einer Konkurrenzsituation zwischen PALS1 und Par-3, indem PAR-
6/aPK C wahlweise mit ihnen interagiert, um die Bildung von TJs zu regulieren. (Y amanaka et
al., 2003).

1.2.3 aPKC Knockout bei Invertebraten

Im Gegensatz zu den Sdugern ist bel Invertebraten nur eine atypische PKC-1soform bekannt.
Der Funktionsverlust des auf dem zweiten Chromosom lokalisierten Drosophila-atypischen
PKC-Gens (DaPKC) wurde Uber die Insertion eines P-Elements herbeigefihrt (Robertson et
al., 1988), das in der Lage ist, Uber seine Transposase-Aktivitdt interne Deletionen oder
Transpositionen im Genom zu induzieren. Bei hemizygoten DaPKC-defizienten Embryonen
wurden schwere Defekte in der Ausbildung der embryonalen Kutikula sowie keinerlei
Epithelbildung beobachtet, die den Tod der Embronen zur Folge hatte. Homozygote DaPKC-
defiziente Embryonen von heterozygoten Mittern waren in der Lage, ein embryonales
Blastodermepithel auszubilden, welches jedoch in einer abnorma vielschichtigen Struktur
vorlag. Neben dem Fehlen einer apiko-basalen Membranpolartitét konnten die fur Zell-Zell-
Kontakte notwendigen Zonula adherens (adherens junctions bel Vertebraten) nicht
identifiziert werden. Dartber hinaus wurde in Neuroblasten eine abnormale Orientierung der
mitotischen Spindel festgestellt. Die Defekte in der epitheliden Polaritdt und

Epithelmorphologie bedingten eine friihe embryonale Letalitét bei Drosophila zum Zeitpunkt
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der Gastrulation. (Wodarz et al., 2000). Bel C. elegans wurden die Auswirkungen des aPK C-
Funktionsverlustes (PKC-3) Uber die RNA-Interferenz-Anayse (RNAI) untersucht. In diesem
Fall traten Defekte in der Polaritét bereits ab den ersten Zellteilungen auf. Die Zelle des pkc-
3(RNAI)-Embryos teilte sich irregulér symmetrisch, gefolgt von einer zeitlich abnormalen
synchronen zweiten Teilung der gleich grofl3en Blastomeren, wobei beide Spindelapparate in
der gleichen Tellungsebene angeordnet waren. Die Mutanten waren nicht in der Lage, ein
Epithel auszubilden und starben in dieser friihen Phase der Embryonalentwicklung (Tabuse et
al., 1998).

1.3 Embryonale Gastrulation

Wahrend der Embryogenese stellt die Gastrulation einen morphogenetischen Prozess dar, der
die Bildung der drei Keimblatter, bestehend aus Endoderm, Mesoderm und Ektoderm, durch
koodinierte Proliferation und zelluldre Bewegungen erméglicht (Sepich et al., 2005). Dabei
spielt Polaritdt fur die Ausbildung der Korperachse eine wesentliche Rolle. Die
Ausgangsituation vor Beginn der Gastrulation stellt der Eizylinder am embryonalen Tag 5,5
der Maus-Embryogenese dar. Er setzt sich aus dem proximal (Pr) gelegenen ektoplazentalen
Kegel und dem distal (D) gelegenen embryonaen Epiblast zusammen, die jeweils aus dem
Trophektoderm bzw. der inneren Zellmasse (ICM) der Blastozyste hervorgegangen sind. Vor
der Gastrulation dreht sich die Pr-D-Achse um 90° und konvertiert in die A/P-Achse (Lewis
and Tam, 2006). Wéhrend der Zellbewegungen der Gastrulation (E6.0-7.5) schiebt sich das
mutmal3liche (zukinftige) Mesoderm und Endoderm des Epiblasten apikalwarts zwischen das
Ektoderm und bildet einen dreischichtigen Embryo aus, bei dem das Ektoderm auf3en, das
Endoderm innen und das Mesoderm zwischen Ektoderm und Endoderm angeordnet ist. Das
Mesoderm stellt die innere Schicht des embryonalen Koérperbauplans dar, aus der sich das
adulte Skelett, Muskeln, das Bindegewebe der Haut, der Darmkanal und seine Derivate
entwickeln. Das als embryonale innere Schicht bezeichnete Endoderm bildet im weiteren
Verlauf der Embryonalentwicklung die inneren Epitelschichten des Darms und seine
assoziierten Organe aus. Aus der aulReren Ektodermschicht entstehen die auf3eren
(epidermalen) Schichten der Haut und das Nervensystem (Keller, 2005). Dass auch aPKCs
wahrend der Gastrulation wichtige biologische Funktionen innehaben, zeigt der der Phanotyp
der PKC vA-defizienten Maus. Durch Abklappen des embryonalen Ektoderms wird die
apikalwarts gerichtete Proliferation behindert und resultiert in  einem irreguléar
mehrschichtigen Epithel.
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14 aPKC-Redundanz wahrend der Polarisierung von epithelialen
Sauger zellen

Die Fahigkeit von Proteinen, die gleiche Funktion auszutiben und damit funktionell redundant
zu wirken, konnte am Beispiel der novel PKC-Isoformen 6 und & gezeigt werden (Sacher,
2004). PKC 5- bzw. PKC &- einzeldefiziente Mause sind lebensfahig, bedingt fertil und
weisen unterschiedliche Defekte innerhalb ihres Immunsystems auf (Castrillo et al., 2001;
Leitges et al., 2002; Miyamoto et a., 2002). PKC &/¢- doppeldefiziente Embryonen sterben
um E10.5 aufgrund schwerwiegender Defekte des Gefélsystems. Die Schadigung betrifft
neben den Geféllen, die wdhrend der Vaskulogenese sowie wahrend der Angiogenese
entstanden sind, auch den Dottersack und embryonale Regionen der Plazenta (Sacher, 2004).
Erste Hinweise auf eine mogliche funktionelle Redundanz der atypischen PKCs vA und (
existieren hinsichtlich ihres regulatorischen Einflusses auf die Zellpolarisierung in Sauger-
Epithelzellen. In Uberexpressions-Studien in kultivierten epithelialen MDCK-Zellen konnte
die Lokalisation beider aPKCs an den apikalen Zell-Zell-Kontaken und ihre physikalische
Interaktion mit den regulatorischen Komponenten Par-6, Par-3 und Cdc42/Rac nachgewiesen
werden (Joberty et al., 2000; Lin et a., 2000; Yamanaka et al., 2001). Die Notwendigkeit
ihrer Regulation durch Par-6 Uber ihre N-terminalen PB1-Doméne und ihre katalytische
Aktivierung von Par-3 konnte fur beide Isoformen anhand von Uberexprimierten mutanten
Proteinen in den Zellen bestétigt werden (lzumi et a., 1998; Yamanaka et a., 2001).
Deletionen oder Mutationen in ihrer PB1- oder der C-terminalen katalytischen Doméne
resultierten in der irreguléren Lokalisierung von TJKomponenten wie Occludin, Claudin und
Zonula occludens-1 und der Zerstorung der TJ-Funktion sowie der Zelloberflachenpolaritét.
Zusatzlich wurden die normalerwelise apikal an den TJ kolokalisierten Proteine Par-6 und Par-
3 sowie die aPKCs selbst im Zytopolasma der Zellen detektiert (Izumi et al., 1998; Joberty et
a., 2000; Lin et a., 2000; Suzuki et al., 2001; Yamanaka et al., 2001). Beispiele fur ein
redundantes Zusammenwirken aufRerhalb der epithelidlen Zelpolarisierung wurde fur die
aPKCs in der Regulation der Zellproliferation sowie der Polymerisierung des Aktin-
Zytoskeletts gezeigt (Uberall et al., 1999; Diaz-Meco and Moscat, 2001).
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15 Ziesetzung

Die atypische Protein Kinase C stellt die dritte Unterfamilie der Serin/Threonin- abhéngigen
Protein Kinase C dar, die als Mediatoren der intrazellul&ren Signaltransduktion wirken. Trotz
ihrer Beteiligung an wichtigen zelluldren Prozessen wie Proliferation, Migration,
Differenzierung und Apoptose existieren nur geringe Kenntnisse hinsichtlich der spezifischen
Funktionen der bei den Saugern bekannten atypischen Isoformen PKC vA und {. Dass diese
existieren, zeigen die unterschiedlichen Phanotypen aPK C-defizienter Mause. Allerdings gibt
es auch Hinweise auf eine funktionelle Redundanz beider 1soformen, besonders im Hinblick
auf die Regulation der epithelialen Zellpolaritét.

In dieser Arbeit sollten die Aspekte der Spezifitét und der Redundanz von aPKCs in der Maus
naher untersucht werden. Dazu wurden drei Ansdtze gewahit:

1. Die Untersuchung des spatio-temporalen Expressionsprofils beider aPKCs sollte einen
Einblick in mdgliche spezifische Funktionen wahrend der Embryonaentwicklung liefern. 2.
Die morphologische Charkterisierung PKC v/A-defizienter Mausembryonen diente dazu, die
embryologischen Prozesse zu identifizieren, deren Beeintrachtigung zum frihen embryonalen
Tod der PKCvA"-Tiere fihrt. 3. Durch die Generierung und phanotypische Analyse einer
PKC vA knockout/ PKC ¢ knockin-Mauslinie sollte untersucht werden, ob und inwiefern PKC
{ wahrend der Embryogenese redundante Funktionen zu PKC vA Ubernehmen kann. Im
Verlauf dieser Arbeit sollten dartiber hinaus mit der Generierung von aPKC-spezifischen
Antikdrpern sowie von PKC vA knockout/ PKC ( knockin-ES-Zell-Linien wichtige
molekulare Werkzeuge zur weiteren Analyse der aPKC-Funktion in der Maus generiert

werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Behandlung und Haltung der Versuchstiere

Samtliche Arbeiten mit Tieren wurden entsprechend den Vorschriften des Bundes
Tierschutzgesetzes durchgefiihrt (BGB1 S.1105, ber. S. 181, Abschnitt 2 (§2+3), 5 (87-9) und
8 (8119)). Zur Analyse von Expressionsmustern wurde der Mausstamm NMRI verwendet.

211 Gewinnungvon Embryonen

Der genaue Zeitpunkt der Schwangerschaft wurde durch das Feststellen des Vagina pfropfes
nach der Verpaarung mit einem Mannchen festgelegt, wobei 12.00 Uhr nach der Feststellung
des Vaginapfropfes as embryonaler Tag EQ0.5 gezéhlt wurde. Die Prdparation der
Embryonen erfolgte am gewlinschten Tag p.c. nach T6ten der Mutter durch Genickbruch.

2.2 Histologische M ethoden

2.2.1 Préaparation von Embryo-Gewebe

Die Embryonen der embryonalen Tage E7.5, E8.5, E9.5 und E10.5 wurden fixiert (2hin4 %
PFA in PBS, pH 7.4, bel 4°C), dehydriert und in Paraffin eingebettet. Sagittal-Schnitte von 5
pm (E7.5-E9.5) oder 7 um (E10.5) Dicke wurden an einem Leica RM2165 Mikrotom (Leica
Microsystems) ausgeftihrt. Das Entwachsen der Gewebeschnitte und die Prahabridisierung
wurde wie zuvor beschrieben durchgefiihrt (Albrecht, 1998).

Fir die Untersuchungen an den Embryonalstadien E12.5, E14.5 und E16.5 wurden gefrorene
Embryonalschnitte nach dem Protokoll gemél Yaylaoglu et a. (Yaylaoglu et al., 2005)
prépariert. Embryonen wurden in eine Plasitkform Uberfihrt, die mit eiskatem O.C.T 4583
(Tissue Tek) gefullt war und sofort in einer speziell angefertigten Kammer mit stabilem
Kupferboden, die auf einen Aluminiumblock, der von einer Trockeneis/Methylpentan Mixtur
(-65°C) umgeben war, lag, eingefroren. Nach dem Einfrieren wurde die Kammer auseinander
gebaut und die O.C.T. Bldcke in einer Plastiktite verpackt und bei -80°C bis zu ihrer
Verwendung eingefroren. Einen Tag vor dem Schneiden wurden die O.C.T. Blécke in -20°C
Uberfuhrt und im Spannkdrper des Kryostaten befestigt. Sagittalschnitte mit einer Dicke von
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25 um wurden mit Hilfe eines Leica CM3050S Kryostaten (Leica Microsystems) erstellt.
Anschlief3end wurde das Gewebe fixiert (20 min in 4% PFA in PBS, pH 7.4), 2x in PBS
gewaschen, acetyliert und dehydriert in einem Leica Autostainer XL (Leica) und bel -80°C bis
zu ihrer Verwendung gelagert.

2.2.2 Insitu Hybridisierung (ISH)

Der Prozess der in situ Hybridisierung wurde wie zuvor beschrieben ausgefihrt (Albrecht,
1998). Die Generierung der cDNA-Templates fir die Synthese der *S-markierten
Riboproben sowie deren Isoform-Spezifitdt wurde von Oster et a. (Oster et al., 2004)
beschrieben. Die in vitro Transkription und die Markierung mit *S-UTP (Amersham
Biosciences) wurden unter Zuhilfenahme des In Vitro Transcription Kit (Stratagene)
vorgenommen. Die Gewebeschnitte wurden UN bei 55°C hybridisiert. Nach Waschen und
RNase Verdau wurden die Proben dehydriert und auf Rontgenfilm exponiert (Hyperfilm MP;
Amersham). Emulsions-Autoradiogramme wurden durch Eintauchen der Objekttréger in
photographische Emulsion (NBT2; Eastman Kodak) hergestellt. Nach dem Exponieren
wurden die Schnitte in D19 Entwickler (Eastman Kodak) entwickelt, die Zellkerne mit
Hoechst 33258 dye (Sigma-Aldrich) gefarbt und mit Kaiser’s Glyceringelatine (Merck)
eingedeckelt.

2.2.3 Mikroskopie und Bildbearbetung

Photos der silberkornig gefarbten Flissigfilme (dargestellt im Dunkelfeld) und der Hoechst
Fluoreszenz wurden an einem Leica DM-XRA2 Mikroskop, das mit einer Olympus DP-50
CCD Kamera ausgestattet war (Olympus Europe), fotografiert. Die Bilder der Dunkelfeld-
Mikrographen wurden zur besseren Visualisierung kunstlich koloriert und mit den nukledren
Fluoreszenzbildern des selben Bildausschnitts Uberlagert. Fir die Bildbearbeitung wurde
Adobe Photoshop (Adobe) eingesetzt.

2.2.4 HE-Farbung

Gewebeschnitte wurden 2x 5 min in Xylol deparaffiniert und durch 2x 2 min 100% Ethanal,
1x 2 min 70% Ethanol und 10 min H,O rehydriert. Die Farbung mit Eosin-Hamatoxilinldsung
(Fluka) erfolgte fur 5 min, der eine 10 mindtige Bléuungsreaktion in Letungswasser
angeschlossen wurde. Nach kurzem Eintauchen in 60% salzsaurem Ethanol (Differenzierung)

24



Material und Methoden

wurden die Schnitte fur jewells 1 min in Leitungswasser und H,O inkubiert und durch jeweils
2x 2 min in 100 % Ethanol und Xylol dehydriert und anschlief3end eingedeckelt.

2.25 Transeektronenmiroskopische Technik (TEM-Technik)

Die TEM-Technik wurde von Frau Dr. Gudrun Brandes (MHH, Abteilung Zellbiologie,
Zentrum Anatomie) durchgefuhrt.

Die Mausembryonen des Embryonaltages 7,5 Tagen wurden in 2,5% Glutaraldehyd
(Polysciences, Inc., Warrington, USA) in 0,1M Natrim-Cacodylat (Merck VWR, Darmstadt,
Deutschland), pH7,3 fur 1h bei Raumtemperatur und Uber Nacht bei 4C fixiert, im Puffer
gespult und in 2% Osmiumtetroxid (Polysciences) im selben Puffer fir 1h Dbel
Raumtemperatur nachfixiert. Nach Entwésserung der Proben in einer aufsteigenden
Alkoholreihe (Mallinckrodt-Baker, Griesheim, Deutschland) und Uberfilhrung tber Toluol
(Merck) wurden die Embryonen im Epoxidharz (Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg,
Deutschland) eingebettet. 1um dicke Schnitte wurden mit 1% Toluidinblau (Merck) und 1%
Di-Natrium-Tetraborat (Riedel-de Haen AG, Seelze, Deutschland) in H,O geférbt. Von
selektierten Bereichen wurden Ultradinnschnitte hergestellt und auf Formvar (Plano,
Wetzlar, FRG)-befilmten Netzen (Science Services, Minchen, FRG) gefischt und mit 5%
Uranylacetat (Merck) in H,O und Bleizitrat modifiziert nach der Methode von Reynolds
kontrastiert. Betrachtet wurden sie am Philips EM 301 (Eindhoven, NL). Die zur
Photodokumentation hergestellten Negative wurden mit Agfa Duoscan (Mortsel, FRG)
eingescannt und mit Adobe Photoshop zusammengestellt. Fur die Lanthanexperimente wurde
beiden Fixierungsmitteln 1% Lanthannitrat (Sigma, St. Louis, USA) zugesetzt und dabei die
Puffermolaritét entsprechend reduziert, so dass stérende osmotischen Effekte soweit wie
moglich reduziert werden konnten.

2.2.6 TUNEL-Assay

Fir die Uberpriifung auf Apoptose bei embryonalen Gewebeschnitten wurde das ApopTag
Apoptosis Detection Kit (QBioGene) in modifizierter Form verwendet. Die Gewebeschnitte
wurden fur jeweils 10 min zweimal in Xylol, 1x in je 100/90/80/70% Ethanol deparaffiniert
und dehydriert und fir 2x 5 min in PBS (pH 7.4) inkubiert. Das Gewebe wurde mit
vorgewarmter Trypsinlosung (Trypsintabletten; Sigma) bei 37° fir max. 5 min
aufgeschlossen. Als Positivkontrolle wurden Schnitte mit 1x DNAse-Puffer fir 2 min
aquilibriert und 10 min mit einem &guivalenten DNAse | (5000 U/ml; Sigma): 1x DNAse-
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Puffer-Gemisch bei 37°C inkubiert. Danach wurde die Positivkontrolle 3x 5 min in H,O und
1x 5 min in PBS gewaschen. Alle Gewebeproben wurden mit Aquilibrierungs-Puffer ca. 5
min equilibriert und mit Enzymlésung, bestehend aus 77 pl Reaktions-Puffer + 33 pl TdT
Enzym, fir 1 h in einer feuchten Kammer liegend inkubiert. Die Reaktion wurde mit
Sopldsung (1:35 in PBS) durch 10-mindtige Inkubation bei 37°C beendet und die Schnitte 3x
1 min in PBS gewaschen. 49 pl des fluoreszenzmarkierten Digoxigenin-Antikor pers wurden
mit 56 pl Blocking-Puffer vermischt und in einer feuchten Kammer fir 1 h bel RT und vor
Licht geschitzt inkubiert. Nach Entfernen des nichtgebunden Antikorpers durch 4x 2-
minutiges Waschen in PBS wurden die Schnitte mit 1-2 Tropfen Vectashield + DAPI (Vector
Laboratories) eingedeckelt. Die Fluoreszenzfarbungen wurden sofort an einem Leica DM-
XRA2 Mikroskop, das mit einer Olympus DP-50 CCD Kamera ausgestaitet war,
photographisch dokumentiert.

Verwendete L 6sung
e 10x DNAse Buffer: (400 mM Tris-HCI, pH 8.0; 100 mM MgSOg,; 10 mM CaCly)

2.2.7 Ki67-Assay

Die Deparaffinierung und Rehydrierung der Gewebeschnitte erfolgte tber Inkubation in Xylol
fir 2x 10 min und je 5 min 2x in 100% und je 1x in 90/80/70 % Ethanol, gefolgt von 2x 5 min
in PBS (pH 7.4). Fur die Maskierung endogener Maus-lmmunglobuline wurde das M.O.M.
Kit (Vector Laboratories) nach Angabe des Herstellers verwendet. Der Priméarantikorper (Ki-
67, mouse 19G;, k; BD Biosciences) wurde dabel in M.O.M. diluent 1:20 verdinnt auf die
Schnitte gegeben und UN bel 4°C in einer feuchten Kammer inkubiert. Am folgenden Tag
wurden die Schnitte fir 3x 2 min in PBS gewaschen und anschliefiend der
Sekundarantikorper (anti-mouse 594 red IF; Invitrogen) in working solution of M.O.M.
diluent 1:1000 verdinnt fur 1 h bei RT (abgedunkel) inkubiert. Nach dem Waschen fur 3x 2
min in PBS und 1x in H,O wurden die Zellkerne mit Hoechst 33258 dye angeférbt und die
Schnitte abschlief3end eingedeckelt. Die Fluoreszenzfarbungen wurden sofort an einem Leica
DM-XRA2 Mikroskop, das mit einer Olympus DP-50 CCD Kamera ausgestattet war,
photographisch dokumentiert.
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2.3 Generierung von cDNA und aPK C Plasmiden

2.3.1 Generierung von cDNA

Gesamt-RNA wurde aus verschiedenen Gewebetypen isoliert (Trizol, Sigma-Aldrich; St.
Louis, MO) und mit Hilfe des ThermoScript RT-PCR System (Invitrogen) revers transkribiert.

2.3.2 Generierung isoformspezifischer aPK C Plasmide

Fur die Generierung von Plasmiden, die full lenth cDNA von PKC vA (Bezeichnung: piota2),
PKC ( (Bezeichnung: pzeta6) oder die 3-Strich untranglatierte Region von PKC vA (3'UTRI;
Bezeichnung: 3'UTRI(4)) ds Insert enthielten, wurden die gewiinschten Regionen mit Hilfe
genspezifischer Primer und Oligo-geprimter cDNA aus Nierengewebe as Vorlage nach
einem Standard-PCR  Protokoll amplifiziert. Die PCR-Produkte wurden in den
pCR®2.1TOPO (Invitrogen) Vektor kloniet und die Insertionen durch EcoRI-
Restriktionanalyse und anschlief3ende Sequenzierung verifiziert.

2.4 Herstellung isoformspezifischer polyklonaler Antikorper fur aPKCs

24.1 Klonierung der Peptidein pGEX-6P-Expressionsvektoren

Polyklonale Antikérper wurden gegen die Peptidsequenzen 184 bis 234 (PKC vA) bzw. 185
bis 244 (PKC () hergestellt. Die entsprechenden Transkriptregionen wurden tber eine
Standard-RT-PCR amplifiziert, wobei Plasmide mit cDNA von PKC vA (piota2) oder (
(pzetab) als Vorlage dienten. Die fur die Klonierung in den Expressionsvektor erforderlichen
Restriktionsschnittstellen (BamHI/Sall fur PKCi bzw. Smal/Xhol fur PKC ) wurden tber die
PCR-Primer eingefuhrt, die Fragmente nach der PCR-Reaktion mit den genannten
Restriktionsenzymen verdaut und in den Expressionsvektor pGex-6P (Amersham
Biosciences) kloniert. Nach der Kontrolle der Inserts Uber Restriktionsanalyse und

Sequenzierung wurden die GST-Fusionsproteine in E.coli exprimiert.

2.4.2 Expression von aPK C-GST-Fusionsproteinen in E. coli

Die Expression der GST-Fusionsproteine basiert auf der Arbeitsvorschrift der Firma
Amersham Biosciences, jedoch wurden einige Verdnderungen vorgenommen. Transformierte
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E. coli (BL21 oder Rosetta; Stratagene) wurden in LB-Medium UN bei 37°C inkubiert. Diese
Ubernachtkultur wurde dann 1:10 mit neuem LB-Medium (mit 20 mM Glucose) verdinnt und
erneut bis zu einer Wachstumsdichte zwischen ODggo 0,8 und ODggo 1,0 bei 30°C inkubiert.
Anschlief3end erfolgte die Zugabe von IPTG (Endkonzentration 0,1 mM), gefolgt von einer
zeitlich variabelen Inkubation (2,5 Std. bis Uber Nacht) zur Proteinexpression. Die
Bakteriensuspension wurde anschlief?end far 15 min bei 3000 rpm zentrifugiert, der
Uberstand verworfen, der Niederschlag in kaltem PBS resuspendiert und erneut bei 4500 rpm
far 10 min zentrifugiert. Das Pellet wurde in einer PBS-Lysozym-L 6sung (100 pg/ml, Roche)
aufgenommen und fur 15 min auf Eis inkubiert. Nach Zugabe von 1% Triton-100 (Merck)
und 10 min Inkubation wurde 1x Protease Inhibitor Cocktail (Sigma) zugegeben und das
Lysat fur 3,5-4 min im Wasserbad sonifiziert. Im Anschluss wurde bei 12000 rpm fur 30 min
bei 4°C zentrifugiert und der Uberstand zusammen mit Glutathion-Sepharose 4B (Amersham)
fir 2 Stunden bel 4°C rotiert. Anschlief3end wurde die Sepharose bei 1000 rpm sedimentiert,
der Uberstand verworfen und mit 1x PBS gewaschen. Dieser Schritt wurde 4-6 mal
wiederholt. Aufgereinigte Fusionsproteine wurden gemald der Amersham-Vorschrift eluiert
und bei -80°C bis zu ihrer Verwendung gelagert.

2.4.3 Immunisierung von Kaninchen

Polyklonale Antikorper wurden tber die Immunisierung von Kaninchen mit den PKC vA- und
PK C {-spezifischen Antigenen bei Pineda Antikdrper Service (Berlin) hergestellt.

2.5 Western Blot Analyse

2.5.1 Proteinextraktion aus Gewebe

Fir die Western Blot Analyse wurden Proteinextrakte verschiedener Gewebetypen verwendet.
Nach dem Homogenisieren des Gewebes in Extraktionspuffer wurde das Lysat bel maximaler
Geschwindigkeit fir 30 min zentrifugiert und der Uberstand abpipettiert. Ein Aliquot wurde
in ¥2 Volumen 4x Sample Buffer aufgenommen, gevortext, die Proteine bei 99°C fur 5 min
denaturiert und bis zu ihrer weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert.

Fir die Analyse der Proteinexpression in E8.5 und E9.5 NMRI-Embryonen wurden Gruppen
von jeweils 11-12 Embryonen verwendet. Proteinextrakte von embryonalen Stammzellen
(Wildtyp und PKC vA") und Nieren von adulten Wildtyp- und PKC (-defizienten Mausen
wurden fur die Darstellung der Spezifitdt der generierten Antikorper gegen PKC vA or PKC
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hergestellt. Die Konzentration der Protein-Extrakte wurden Uber eine Coomassie-Farbung
abgeschétzt und fir die Western Analyse unverdinnt, 1:5 oder 1:10 verdiinnt eingesetzt.

Verwendete L 6sungen

e Protein-Extraktionspuffer: (50 mM Tris/HCI (pH 7,5-8); 2 mM EDTA (pH 7,0-8); 10 mM
EGTA (pH 7,0-8); 1x Protease Inhibitor Cocktail; 0,1 % Triton; B-ME 0,3 %)

e 4x Sample Buffer: (0,25M Tris/HCI (pH 6,8); 8% SDS; 20% Glycerol; 154 mg (0,1 M)
DTT; 1 mg Bromphenolblau; ad 10 ml H,O; 20% Methanol; H,O ad 100 ml)

2.5.2 Western Blot mit polyklonalen aPKC Antikorpern

Alle Proben wurden Uber eine 10%ige SDS-PAGE aufgetrennt, die Proteine auf eine
Nitrozellulosemembran geblottet (Hybond ECL; Amersham Biosciences) und der Erfolg des
Proteintransfers Uber eine Ponceau's Farbung Uberprift. Nach dem Entfarben mit
Waschpuffer wurden unspezifische Bindungen durch Inkubation in 5% Milchpulver in
Waschpuffer fiir 2 h bei RT blockiert und die Membran der primaren Antikorperreaktion UN
bei 4°C unterzogen (Verdiunnungsfaktor 1:6000 fur anti-PKC vA; 1:2000 fiir anti-PKC (). Am
nichsten Tag wurden ungebundene Antikorper durch Waschen der Nitrozellulosemembran
fiir 3x 15 min in Waschpuffer (PBS, pH 7.4/ 0.1% Tween 20) bei RT entfernt. AnschlieBend
wurde die Membran mit dem Sekunddrantikorper in 2,5% Milchpulver in Waschpuffer fiir 2 h
bei RT inkubiert (anti-rabbit HRP, 1:5000; Dianova), gefolgt von 3 weiteren Waschschritten.
Die Antikorper wurden durch eine Chemilumineszenzreaktion Uber ECL Western Blotting
Detection Reagents (Amersham Biosciences) detektiert. Endogenes B-Actin wurde as
Ladekontrolle verwendet (anti-S-Actin HRP, 1:1000, St. Cruz).

Verwendete L 6sungen

e 10x Transferpuffer Stocklésung: (60g Tris-Base, 225 g Glycin, H,O ad 2000 ml)
o Transferpuffer: (10% 10x Transferpuffer-Stockl6sung; 20 % Methanol)

e Waschpuffer: (1x PBS/ 0,1% Tween 20)
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2.6 Quantitative RT-PCR (qPCR)

PKC 1 und { cDNAs verschiedener Embryonalstadien wurden Uber genspezifische Primer
unter Verwendung des 1Q-SYBR Green Supermix (BIO RAD) im iCycler real time PCR
System (BIO RAD) quantifiziert. Da die Primer fur PKC { sowohl PKC { und
gehirnspezifische PKC M( Transkripte erkennen, wurden Primer gegen eine spezifische 5’
Region von PKC M( gewihlt. Die relativen Expressions-Werte wurden iiber die deltadelta CT
Methode (Pfaffl, 2001) errechnet und an die PKC { Expression des embryonalen Tages E7.5
normalisiert. Efla wurde als Kontollgen herangezogen, und die PKC { Expression wurde
durch Subtraktion von PKC M({ angeglichen.

PCR-Reaktionsansatz:

5ul cDNA (1:10 Verdinnung der cDNA-Stammldsung, s.0.)
5ul  Primer-Mix (1,4 uM von forward- und reverse-Primer)
10yl Sybr-Mix

> 20 pl

Um Abweichungen durch Pipettierfehler zu verringern, wurden die Reaktionsansétze durch
Verwendung eines Mastermixes, der die Primer und den SYBR Green-Mix enthielt, vereinigt.
Anschlief3end wurde die cDNA pro Reaktion einzeln pipettiert.

PCR-Zvyklusparameter:

Denaturierung: 95°C 3 min
Amplifikation (50 Zyklen): 95°C 30.sek
Primerbindung: 62°C 25sec
72°C 25sek
Denaturierung: 95°C 1min
Temperatur-Rampe (90 mal): 50-95°C 10 sek, nach jedem Zyklus + 0.5°C
Final: 4°C

Die DNA-Konzentration wurde wahrend der Amplifikation und des Temperatur-Gradienten
detektiert. Die Schmelzkurve der PCR-Produkte (Resultat des

Temperatur-Gradienten) diente dazu, Reaktionen mit mehr as einem PCR-Produkt
auszuschlief?en. Um Expressionsunterschiede zwischen verschiedenen Embryonen zu
vermindern, wurden immer mehrere Embryonen vereinigt. Um Pipettier- und PCR-
Durchfuhrungsfehler zu reduzieren, wurden ale Reaktionen mindestens in Triplikaten
angesetzt. Fur die spédtere Quantifizierung wurde der Mittelwert unter Berticksichtigung der
Standardabweichung verwendet.
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2.7 Genetargeting/Knock out Technologie

2.7.1 Klonierung der Targeting Vektoren TV/tag und TV/GFP

Die Targeting Vektoren TV/tag und TV/GFP enthielten genomische PKC vA-DNA,
bestehend aus dem Exon 2 und Sequenzbereichen der flankierenden Introns. Zu Beginn des 2.
Exons wurde ein genomischer PKC vA-Bereich deletiert und durch die PKC {-cDNA in frame
ersetzt (Rescue-Allel). Beim Targeting Vektor TV/tag wurde im Anschluss an die PKC (-
cDNA die 3'-untrandatierte Region von PKC vA (3’UTRi) kloniert, wihrend beim Targeting
Vektor TV/GFP ein IRES-EGFP Motif eingefligt wurde. Im Anschluss daran enthielten beide
Targeting Vektoren eine von loxP Sequenzen flankierte Neomycinresistenz-K assette.

2.7.2 Maodifizierungen an den beteiligten Ausgangsplasmiden

Fir die Positionsangaben innerhalb der unten dargestellten Sequenzen wurden die cDNA-
Sequenzen aus der NCBI-Datenbank zugrunde gelegt.

2.7.2.1 piotal.2 Spe

Das Plasmid piota 1.2 Spe enthalt ein 1188 bp grofRes Spel-Fragment mit genomischer PKC
UA-DNA, Kkloniert in pBluescript || KS+, welches das Exon 2 und Teile der benachbarten
Introns 1 und 2 umfasst. FUr seine Verwendung als Ausgangplasmid fir die Klonierung der
Targeting Vektoren wurden die Sall-Schnittstelle im Polylinker durch eine gezielte PCR-
basierte Mutagenisierung am Plasmid zerstort (QuikChange®Site-Directed Mutagenesis Kit;
Stratagene). Die Smal-Schnittstelle im Polylinker wurde Uber einen BamHI/EcoRI-Verdau
deletiert, die Uberhdngenden DNA-Enden mit Hilfe der Klenow-Polymerase (Biolabs)
aufgefullt und nachfolgend ligiert. Fir die Gewéahrleistung der spéateren Fusion im Exon 2 von
PKC vA mit der cDNA von PKC ¢, die in frame kloniert wurde, wurde eine Sall -Schnittstelle
an Position 199-204 der PKC vA-cDNA durch gezielte Mutagenisierung eingefuhrt. Uber
einen Doppelverdau mit den Restriktionsenzymen Sall und Bglll wurde der genomische
Bereich downstream der eingefihrten Sall-Schnittstelle im Exon 2 bis hinter die Splice-
Akzeptor-Position des Intron 2 deletiert und durch ein synthetisches Fragment, das die
Restriktionsschnittstellen Sall, Smal und Bglll enthielt, ersetzt. Dieses, im folgenden as
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»Adapter* bezeichnetes Fragment, diente al's Grundlage fir die spateren Klonierungsprozesse.
Dieses modifizierte Plasmid erhielt die Bezeichnung iM utSal + Adapter Sma-(3).

2.7.2.2 pzetab

Die 1820 bp umfassende full length cDNA von PKC { in diesem Plasmid wurde durch
gezielte Mutagenisierungen am Plasmid (QuikChange®Ste-Directed Mutagenesis Kit) wie
folgt veréndert: An Position 95-100 der cDNA wurde zwecks Fusion mit der PKC v/A-DNA
im Exon 2 eine Sall-Schnittstelle eingefuhrt und die native Bglll-Schnittstelle an Postition
1099-1104 zerstért, die keinen Aminsdureaustausch zur Folge hatte (silent mutation). Die
eingefuhrte Smal-Schnittstelle direkt hinter dem Stopcodon diente der Fusion mit der 3'-
untrandatierten Region von PKC vA (3’UTRi) fiir den Targeting-Vektor TV/tag bzw. mit
dem |IRES-eGFP- Fragment fir den Targeting-Vektor TV/GFP. Dre as
Klonierungsartefakte entstandene Punktmutationen im Plasmid pzeta6, die einen
Aminosaureaustausch in der cDNA-Sequenz bewirkt hétten, wurden rickmutiert. Dieses als
zMutThr(2) bezeichnete Plasmid wurde im folgenden fir die Klonierung des Targeting-
Vektors TV/GFP eingesetzt. Fir die Generierung des Targeting-V ektors TV/tag wurde in die
PKC (-cDNA-Sequenz im letztgenannten Plasmid ein 6-fach Histidin-tag direkt vor dem
Stopcodon sowie eine Sacl-Schnittstelle im Anschluss an die neu generierte Smal-
Schnittstelle eingefiihrt. Dieses Plasmid erhielt die Bezeichnung zM utHistagSac(1).

2.7.2.3 3UTRI(4)

Dieses Plasmid enthélt die vollstandige 2533 bp umfassende 3’ -untranslatierte DNA-Sequenz
von PKC vA (3°’UTRi) als Insert. Durch gezielte Mutagenisierungen wurden eine Smal-
Restriktionstelle direkt im Anschluss des Terminationscodons der PKC /A-DNA-Sequenz
sowie eine Bglll-Restriktionsschnittstelle am Ende dieser Sequenz eingefihrt. Das Plasmid
wird im folgenden as 3 UTRiM utBgl(1) bezeichnet und fur die Klonierung des Targeting-
Vektor TV/tag verwendet.

Die DNA-Konzentration wurde fir ihre weitere Verwendung Uber eine MidiPrep erhoht
(Nucleobond AX; Macherey-Nagel), gefolgt von ener Aufreinigung durch
Phenol/Chlorophorm/Ethanol nach Standardprotokoll. Samtliche Modifikationen an den
Plasmiden wurden Uber Restriktionsanalysen kontrolliert und die Korrektheit der Sequenzen

verifiziert.
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2.7.2.4 1solierung des IRES-EGFP Fragments und der Neomycinresistenz-K assette

Das |RESeGFP-Fragment wurde aus dem Vektor plRES2eGFP (BD Biosciences; Clontech)
Uber einen Smal/Aflll Doppelverau herausgeschnitten und nach der gelelektrophoretischen
Auftrennung aus dem Agarosegel extrahiert (QIAquick® Gel Extraction Kit; Qiagen). Die
Uberhangenden Enden wurden durch ein Klenow Fragment aufgefillt. Das isolierte Fragment
mit der Grof3e von 1556 bp erhielt die Bezeichnung IRES-EGFP, das fir die Klonierung des
Targeting-Vektors TV/tag eingesetzt wurde.

Uber einen BamHI Verdau wurde die 1200 bp groRe von loxP-Sequenzen flankierte
Neomycinresistenz-K assette aus dem Vektor pMClneo Poly A (Stratagene) herausgeschnitten
und anschlief3end aus dem Agarosegel extrahiert. Sie wurde flox(7) benannt und fir die
Generierung beider Targeting-V ektoren verwendet.

2.7.3 Klonierungstrategie im Ausgangsplasmid iMutSal + Adapter Sma-(3)

Das Plasmid iMutSal + Adapter Sma-(3) (siehe unter Kapitel 2.7.2.1) diente als Basisplasmid
fur die Modifikationen im Exon 2 des PKC vA-Locus. Die im eingeflgten Adapter
vorhandenen Restriktionsschnittstellen Sall/Smal/Bglll sowie die unter Kapitel 2.7.2.1
eingefuhrten Restriktionsschnittstellen in den Sequenzen der Plasmide ermdglichten eine
gerichtete Klonierung zur Generierung der Targeting-Vektoren TV/tag und TV/GFP.

Fir die Generierung des Targeting-Vektors TV/tag wurden in zwei hintereinanderfolgenden
Klonierungschritten die mit den entsprechenden Restriktionsenzymen geschnittene PKC (
cDNA (Sall/ Smal geschnitten aus Plasmid zMutHistagSac(1), (siehe unter Kapitel 2.7.2.2)
gefolgt vom 3'UTR von PKC vA (Smal/ Bglll geschnitten aus Plasmid 3 UTRiMutBgl(1),
(siehe unter Kapitel 2.7.2.3) nach gelelektrophoretischer Auftrennung aus dem Gel extrahiert
und in das Plasmid iMutSal + Adapter Sma-(3) kloniert. Anschlief3end wurde dieses Plasmid
mit Bglll verdaut und die gefloxte Neomycin-Kassette (BamHI geschnittenes Fragment
flox(7), (siehe unter Kapitel 2.7.2.4) hinter die 3-Strich untrandlatierte Region von PKC v/A
kloniert. Da die Ligation von Bglll/BamHI nicht mehr enzymatisch zu schneiden ist, wurde
die Insertion der Neomycin-Kassette Uiber einen Verdau der die Kassette flankierenden EcoRI-
Schnittstellen Uberprift. Das Pasmid wird im folgenden as iSpetzMutHistag 3'UTRI
flox(7) bezeichnet.

Fir die Generierung des Targeting-Vektors TV/GFP waren gleichermalden drel
aufeinanderfolgende Klonierungsschritte notwendig. In diesem Fall wurde in das Plasmid
iMutSal + Adapter Sma-(3) die (-cDNA (Sall/ Smal geschnitten aus Plasmid zMutThr(2),
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(siehe unter Kapitel 2.7.2.2), das IRES-EGFP Fragment (siehe unter Kapitel 2.7.2.4) in die
Smal-Schnittstelle und nach einem Bglll-Verdau die gefloxte Neomycin-Kassette (BamHI
geschnittenes Fragment flox(7), (siehe unter Kapitel 2.7.2.4) einkloniert. Dieses Plasmid
erhielt die Bezeichnung iSpet+zM utThr+IRES eGFP flox(21).

Durch Restriktionsanalyse wurden sowohl sdmtliche Insertionen as auch die korrekte

Orientierung des klonierten IRES-EGFP Fragmentes Uberpruift.

2.7.4 FinaleKlonierung zur Generierung der Targeting-Vektoren TV/tag und TV/GFP

Das Plasmid piotaEcoll/-1.2 SpeAKpn enthdlt ein EcoRI/Kpnl kloniertes 9342 bp grof3es
Fragment genomischer PKC vA-DNA aus dem Bereich von Intron 2 bis Intron 3 (entspricht
den Positionen 26337-36867 der Celera Datenbank), dem das Exon 2 umfassende 1188 bp
grofRe Spel-Fragment herausgeschnitten wurde. Dieses Plasmid wurde mit dem Enzym Spel
geschnitten und jewells die das Targeting-K onstrukte enthaltenden Spel-Fragmente aus den
Plasmiden iSpetzMutHistag 3'UTRi flox(7) und iSpetzMutThr+IRES eGFP flox(21)
hineinkloniert. Durch diesen Klonierungsschritt wurden die Targeting-Vektoren TV/tag und
TVI/GFP fertiggestellt. Sie tragen 5330 bzw. 4012kb grol3e, das jeweilige Targeting-
Konstrukt flankierende Homologie-Sequenzen, die fir eine erfolgreiche homologe
Rekombination unerlasslich sind.

Nach der Restriktionsanalyse, die auch die Kontrolle der richtigen Orientierung der
inserierten Spel-Fragmente beinhatete, wurde die Korrektheit aller DNA-Bereiche mit
Ausnahme der Neomycin-Kassette durch Sequenzierung verifiziert.

Die fertigen Targeting-Vektoren lief3en sich Uber eine Sacll-Restriktionsschnittstelle
linearisieren und wurden fir ihre weitere Verwendung mit Phenol/Chloropform/Ethanol
aufgereinigt.

2.7.5 Kultivierung von Embryonalen Stammzellen

Embryonale Stammzellen (ES-Zellen) der Maus wurden zum gene targeting in vitro
verwendet. Ihre Kultivierung erfolgte in H,O geséttiger Atmosphére bei 37°C und 10% CO,0O
in modifizierten D-MEM Medium (Gibco; Stratagene).

Verwendete L 6sung
e modifiziertes D-MEM Medium: (D-MEM (Gibco), 15% FCS, 6x10” p-Mercaptoethanol,
1% von 100x MEM- nicht essentielle Aminosduren, 1% Penicillin/Streptomycin)
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Fur die Zellkultur der Donor-ES-Zellen wurden RI-Zellen verwendet. Diese wurden aus den
gekreuzten Inzuchtstémmen 129/Sv x 129/Sv-CP hervorgegangenen Blastozysten abgeleitet
und von Nagy et a. (Nagy et a., 1993) subkloniert. In der F1 Generation ist die Fellfarbe
uniform agouti, wahrend die beiden Fellfarben in der F2 Generation in Abhangigkeit des
genetischen Hintergrunds des Partners der Keimbahnchimaren segregieren. 129/svJ ist eine
eine agoutifarbene Maus mit hellem Bauchfell und pigmentierten Augen. 129/Sv-CP Mause
haben ein silbergraues Fell und pigmentierte Augen.

Die Propagierung der ES-Zellen erfolgte auf einem Zellrasen aus Mitose-inaktivierten
embryonalen Mausfibroblasten (EMFI) in Kulturmedium unter Zusatz von LIF (leukemia
inhibitory factor; GibcoBRL). Um eine Differenzierung zu verhindern, wurden wurden ES-
Kulturen wurden die Zellen, je nach Dichte, jedoch nach spétestens zwei Tagen passagiert.
Zum Splitten der ES-Zellen wurden diese 2x mit vorgewéarmtem PBS gewaschen und
anschlieffend fur 10 Minuten mit vorgewarmtem Trypsin behandelt. Die Trypsinreaktion
wurde duch 1 Volumen Kulturmedium abgestoppt. Das Ausséen der Zellen erfolgte mit einer
Dichte von ca. 3x10* Zellen pro 60 mm Kulturschale. Zum Einfrieren der ES-Zellen wurden
diese bei 1000 rpm abzentrifugiert, in Einfriermedium resuspendiert und bei -80°C
eingefroren und konnten am néchsten Tag in flussigen Stickstoff eingelagert werden.

2.7.6 Transfektion der Targeting-Vektoren in ES-Zellen, ES-Zell-Selektion und
Analyse

ES-Zellen wurden einen Tag vor der Transfektion mit den Targeting-V ektoren passagiert. 2-3
Stunden vor der Transfektion wurde das Medium+LIF durch frisches ersetzt. Nach der
Trypsinbehandlung wurden 3x10” Zellen abzentrifugiert und in 800 pl PBS mit ca. 30 pg
linearisiertem Targeting-Vektor aufgenommen. Die Transfektion erfolgte im Gene Pulser Il
Elektroporationssystem (BioRad) in 4 mm Kuivetten bei 250 Volt und 500 pF. Als
Negativkontrolle diente eine Kulturschale mit gleicher ES-Zellzahl ohne Zugabe des
Targeting-Vektors. Die transfizierten ES-Zellen wurde in 10 ml Kulturmedium aufgenommen
und in Kulturschalen tberfuhrt. 24 Stunden spéter erfolgte der erste Mediumwechsel unter
Zuabe von Geneticin (G418; 150ug/ml). ES-Zellen mit integriertem Targeting-V ektor, der ein
Neomycin-Resistenzgen enthielt, sind gegen diesen Selektionsmarker resistent, wahrend auf
der Kontrollschale nach 8 Tagen keine lebenden ES-Zellen mehr vorhanden waren. Nach 10
Tagen Inkubation, bei der taglich das Selektionsmedum gewechselt wurde, wurden ES-
Zellklone in 96 Well-Zellkulturplatten gepickt, in 2-3 Tagen auf einem EMFI-Rasen

expandiert trypsiniert und zur Hélfte als sogenannte Masterplatte bis zu ihrer weiteren
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Charakterisierung kryokonserviert und die andere Hélfte auf Gelatine-beschichtete 96 Well-
Zdlkulturplatten expandiert. Die DNA der ES-Zellklone der |etztgenannten Platte wurde zur
weiteren Charakterisierung extrahiert. Die genomische DNA der isolierten Klone wurde mit
Hilfe des Southern Blot-Verfahrens untersucht. Zur zuverléssigen Differenzierung zwischen
homologer Rekombination und zufélliger Integration wurden fur die Southern-Hybridisierung
eine 5'- bzw. 3'-Sonde aulRerhalb des entsprechenden rekombinierenden Bereiches verwendet.
Die sorgféltige Charakteriserung der DNA erfolgte mit drel  unterschiedlichen
Restriktionsverdauen (EcoRlI, Bglll und BamHI) mit drei verschiedenen Sonden (5 Hind,
Neo, 3 Kpn probe).

2.7.7 Blastozysteninjektion

Einzelne ES-Zellen wurden mit Hilfe einer Mikroinjektionsapparatur in den Blastozoelraum
von Pramplantations-Blastozysten injiziert und nach ihrer Reexpandierung in den Uterus
scheintréachtiger (Foster-) Méause transferiert. Die Blasotyzysten-Injektion und der
Uterustransfer wurde am Max-Planck-Institut fir Biophysikalische Chemie in Géttingen unter

der Leitung von Monika Schindler durchgefihrt.

2.7.8 Keimbahnchimaren

Eine chimédre Maus entsteht unter Beteiligung von ES-Zellen an der Entwicklung des
Spender-Embryos. Besiedeln einzelne ES-Zellen hierbei auch die Keimbahn der entstehenden
Maus, so spricht man von einer Keimbahn-Chimére bzw. Germline Transmitter. Chimére
Nachkommen wurden anhand eines Fellfarben-Markers bestimmt, d.h. der Spender-Embryo
hatte hinsichtlich der Fellfarbe einen anderen Genotyp als die ES-Zédllen.

In den Chiméren resultierte der Beitrag der C57BL/6JSpender-Blastozyste in einem
pigmentierten Phanotyp mit schwarzem Fell, wéhrend an den rotbraunen Fellpartien die
Betelligung der ES-Zelen (RI) identifiziert werden konnte. Fir die Anayse der
Kembahntransmission wurden RI/ C57BL/6J chimére Tiere mit C57BL/6JMausen verpaart.
Wurde der genetische Hintergrund der ES-Zellen vererbt, wurde dies an der rotbraunen
Fellfarbe mit hellem Bauchfell ersichtlich, wahrend bel Nachkommen mit rein schwarzem
Fell keine Keimbahntransmission zugrunde lag. Die Genotypisiering erfolgte tber PCR und

wurde fir heterozygote Tiere durch Southern-Analyse bestétigt.
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2.8 Southern Blot Genotypisierung

2.8.1 Préaparation genomischer DNA aus ES-Zéllen

Die ES-Zéllen wurden in den 96 Well-Zellkuturplatten zweimal mit PBS gewaschen und mit
50 ul DNA-Extraktionspuffer UN bei 55°C lysiert. Nach der Zugabe von 50 pl H,O wurden
die Lysate in ein Eppendorfgefar tberfihrt und die DNA mit 200 pl eiskaltem Ethanol und 3
il 5M NaCl gefallt. Die DNA wurde in jeweils 25 pl TE aufgenommen und UN bei 55°C
gelost.

Verwendete L 6sungen

o DNA-Extraktionspuffer: (10 mM Trig/HCI, pH 7,5; 10 mM EDTA, pH 8,0; 10 mM NaCl;
0,5% Sarcosyl; 1 mg/ml Proteinase K)

e TE: (10 mM Tris, pH 7,5; 1 mM EDTA, pH 8,0)

2.8.2 Gelauftrennung und Blotting

Etwa 10 pg genomischer DNA wurden nach den jeweiligen Bedingungen des verwendeten
Enzyms unter Zugabe von BSA UN verdaut. Am nachsten Tag wurden 2 pl des verwendeten
Enzyms nachpipettiert und fir mindestens 2 h inkubiert, um den vollstéandigen Verdau der
DNA sicherzustellen. Die DNA wurde gemél3 dem Protokoll der ethanolischen Falung
behandelt und in 50 pl 1x Stop-Lésung UN bei 55°C geldst. AnschlieRend wurde die DNA in
einem 0,8 %igen Agarosegel in 1x TAE-Puffer UN bei 25 V elektrophoretisch aufgetrennt.
Nach fotographischer Dokumentation wurde das Gel in einem ausreichenden Volumen
Denaturierungslésung fur 40 min denaturiert und 2x fir 20 min in Neutralisierungsl6sung
geschwenkt. Der DNA-Transfer erfolgte UN durch Kapillarkraft auf eine Nylon-Membran
(Hybond N; Amersham). Danach wurde das Gel von der Membran entfernt und die DNA bel
3600 Joule im UV-Crosslinker kovalent an die Membran gebunden.

Verwendete L 6sungen

e 10x Stop-Losung: (1 ml 1x TE; 5 ml Glycin; 1,2 ml 0,5 M EDTA, pH 7.0; 2,8 ml H20;
jewells 1 Spatelspitze Bromphenolblau und Xylencyanol FF)

e 50x TAE-Puffer: (2 M Tris-Acetat, pH 7,5; 50 mM EDTA, pH 8,0)

e Denaturierungsldsung: (1,5 M NaCl; 0,5 M NaOH)

e Neutralisierungslésung: (1 M Tris; 1,5 M NaCl; pH 7.2)

2.8.3 Sondensynthese und Hybridisierung

Spezifische DNA Fragmente wurden nach einer modifizierten Methode von Feinberg &
Vogelstein (Feinberg and V ogelstein, 1983) radioaktiv markiert. Etwa 100 ng DNA Fragment
wurden in 33 pl H,O aufgenommen, 5 min bel 99 °C denaturiert und anschlief3end auf Eis
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abgekiihlt. Nach Zugabe von 11 pl Hexamer Mix (Boehringer), 2 ul 100x BSA, 5 ul o-3P-
dCTP und 2 pl Klenow-Polymerase wurde der Ansatz bei 37°C fir 2 h inkubiert. Freie
Nukleotide wurden durch Aufreinigung Gber ProbeQuant G-50 Micro Colums (Amersham)
entfernt. Der Einbau von radioaktivem Nukleotid wurde durch Messung der Aktivitat
kontrolliert.

Die Nylonmembran mit der zu untersuchenden DNA wurde fir mindestens 2 h bel 65°C in
der Préahybridisierungsldsung inkubiert und anschlief3end in der Hybridisierungslosung mit
der radioaktiv markierten Sonde UN bei 65°C hybridisiert. Am néchsten Tag wurde die
Membran 3x fir 30 min bei 55°C gewaschen (bei der Neo-Probe be 60°C). Die
Visualiserung der Signale erfolgte durch Autrodadiographie durch Auflegen eines Films
(Biomax MR; Kodak).

Verwendete L 6sungen

o MP-Mix: (5% Milchpulver; 5% SDS; bei 55°C gel 6st)

e Dextransulphat: (50 g Dextransulphat + 100 ml H,O; UN bei RT gelést)

e Prahybridisierungsdsung: (3 ml 20x SSC; 3 ml MP-Mix; 0,5 ml Lachsspermien DNA (10
mg/ml); 8,5 ml H,O; 10-15 min aufkochen)

e Hybridisierungsésung: (2 ml 20x SSC; 2 ml MP-Mix; 0,5 ml Lachsspermien DNA (10
mg/ml); 2 ml 50% Dextransulphat 3,5 ml H>O; 10 min kochen)

e Waschpuffer: (0,1% SSC; 0,1% SDS)

2.9 DNA-Extraktion aus Schwanzbiopsien

Die Genotypisierung von Mausen erfolgte in der Regel durch PCR-Analyse. Dazu wurden
0,5-1 cm lange Schwanzbiopsien enthnommen und in 400 pl Extraktions-Puffer Gber Nacht bei
55°C inkubiert. Nach kurzem Vortexen wurden unlgsliche Partikel durch Zentrifugation
sedimentiert (10 min, 14000 rpm, RT). Die DNA wurde aus dem Uberstand (50 pl fiir PCR;
400 pl fur Southern Analyse) durch Zugabe von einem Volumen Isopropanol gefallt (10 min,
14000 rpm, RT) und UN bei 55°C in 400 pl TE-Puffer geldst (fir Southern Analyse in 50-100
plI TE-Puffer). Fur die PCR wurden 1 pl DNA eingesetzt (in einem 25 pl Ansatz).

Verwendete L 6sung
e Extraktions-Puffer: (200 mM Tris/HCI, pH 8,0; 50 mM EDTA; 100 mM NaCl; 1% SDS;
100 pg Proteinase K)
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29.1 Préparation (extra-) embryonaler DNA zur Genotypiserung von

M ausembryonen

Die Genotypisierung von E7.5-E18.5-Embryonen erfolgte durch PCR-Anayse. Dafir wurden
ca. 0,5 cm des Dotter- oder Eindeweidesackes in 30-40 pl PCR-Lysispuffer Gber Nacht bei
55°C verdaut. Am néchsten Tag wurde das PCR-Lysi spuffer-Gemisch fur 10 min bel 99°C
aufgekocht und 0,6 pl in die PCR-Analyse eingesetzt.

Verwendete L 6sung
e PCR-Lysispuffer: (10 mM Tris-HCI, pH 8,4; 50 mM KCI; 2 mM MgCls; 0,45% NP-40;
0,45% Tween-20; 60 pug/ml Proteinase K)

2.10 PCR-basiertes Genotypisieren

Die Genotypisierung der PKC 1 KO/PKC{ KI-Mause erfolgte mittels Multiplex-PCR. Dabei
wurden in einer Reaktion Rescue- und Wildtyp-Allele detektiert.

PCR-Reaktionsansatz:

1ul DNA (Praparation fur PCR, s.0.)

1w Primer MM (bestehend aus alen 4 Primern je 5uM/ul)
12,5 HotStartTag Mastermix Kit (Qiagen, Deutschland)

10,9 ul H>O
X254l

PCR-Zyklusparameter:

95°C 15 min

95°C 30sec

57°C 45sec

72°C 1min zurtick nach 2. (38 Zyklen)
72°C 10 min

4°C  Endlosschleife

Sk wdE

Wildtypfragment: 651 bp  mit Primerpaar iota-Ex2_Sef/iota-Ex2_AS
Rescue-Fragment: 817 bp  mit Primerpaar 5 Fus fw/3 Fus rev

2.11 Gen Bank ID

Name DNA/cDNA Protein

PKC vA NM_ 008857 NM_008857.2
PKC( NM 008860 NM 008860.2
PKC M( AB110830
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2.12 Oligonukleotide

Klonierung der PKC 1 und  spezifischer GST-Fusionspr oteine/Peptide

Name Sequenz Amplikon

iota-3' pp_fw 5-TGAGTGTGGGGGATCCTCTTTGCCAC-3 187 bp

iota-3' pp_rev 5-CAGACCTAGAGTCGACGACGCTTTAC-3

zeta-3' pp_fw 5 -GCTGACCTGCCCGGGGCATATGGATTC-3 207 bp

zeta-3' pp_rev 5-CCCAGCCCCTCGAGGATTTTGATCC-3

Real time PCR

Name Sequenz Amplikon

iota-For1576 5-AGGAACGATTGGGTTGTCAC-3 298 bp

iota-Rev1873 5 -GGCAAGCAGAATCAGACACA-3

zeta-A-1617 5 -GCCTCCCTTCCAGCCCCAGA-3 181 bp

zeta-A-1797 5-CACGGACTCCTCAGCAGACAGCA-3

brain-zetal84 5 -GGCCAGGGGACGTAGCAGCA-3 227 bp

brain-zeta410 5 -GCTGCACTGGCCGCAGTACG-3

EFlalphafor 5- AATTCACCAACACCAGCAGCAA-3 96 bp

EFlalpharev 5- TGCCCCAGGACACAGAGACTTCA-3

Generierung von cDNA

Name Sequenz Amplikon

zeta sensel 5 -GCGGAGTGCGCCATGCCCAGCAGG- 3 1820 bp

zeta antisense 2 5-GGCGTGTCCACAACAGAGATGCTC-3

mlambda 1 5 -GTGAGGAGATGCCGACCCAGAGG-3 1828 bp

iota antisensel 5 -CCAACAGGATACCGAGAGCGACTTC-3

3UTRI fwl 5-GATTGATCAGTCTGAATTTGAAG-3 2533 bp

3UTRI revl 5-AGGTATTAAACATTTTATTTAAAGAT-3

Mutagenisier ungsprimer

Name Sequenz Primerlange

MutiS'Ex2 fw 5-GGATATTATGATGTCGACCTTTGAGC 44 bp
CTTCCATCTCCTTTGAGG-3

MUTI5'Ex2rev 5 -CCTCAAAGGAGATGGAAGGCTCAAAG
GTCGACATCATAATATCC-3

Mutz5'Ex2 fw 5 -CGGGGACATCCTGATGTCGACCGTGG 39 bp
ATGCCATGACAAC-3

MUTZ5'Ex2rev 5-GTTGTCATGGCATCCACGGTCGACAT
CAGGATGTCCCCG-3

zetaM utSmaFw 5 -CTGAGGAGTCCGTGTGACCCGGGGA 40 bp
GCATCTCTGTTGTGG-3

zetaM utSmaRev 5 -CCACAACAGAGATGCTCCCCGGGTC
ACACGGACTCCTCAG-3

zetaM utBglFw 5-CAGGTTCTATGCTGCTGAAATCTGTAT 37 bp
CGCTCTCAAC-3

zetaMutBglRev 5-GTTGAGAGCGATACAGATTTCAGCAGC
ATAGAACCTG-3

zetaMutGlyFw 5-GAGCCTCCAGTAGATGGCAAGAACG 31 bp
ATGGTG-3

zetaMutGlyRev 5-CACCATCGTTCTTGCCATCTACTGG

AGGCTC-3
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zetaM utHisFw 5-GAAGGAGCTTGTCCACGACGACGAG 31 bp
GATATC-3

zetaM utHisRev 5-GATATCCTCGTCGTCGTGGACAAGC
TCCTTC-3

zetaMutThrFw 5-GATATCGACTGGGTGCAGACAGAGAA 37 bp
ACATGTGTTTG-3

zetaMutThrRev 5-CAAACACATGTTTCTCTGTCTGCACC
CAGTCGATATC-3

MutHistagSacFw | 5-CTGCTGTCTGCTGAGGAGTCCGTGCA 70 bp
TCATCACCATCACCATTGACCCGGGGAG
CTCCTCTGTTGTGGAC-3

MutHistagSacRev | 5-GTCCACAACAGAGGAGCTCCCCGGGT
CAATGGTGATGGTGATGATGCACGGACT
CCTCAGCAGACAGCAG-3

UTRIMutSmaFw | 5-GAAGAGTGTGTCTGACCCGGGTTGCC 35bp
GCCATTCAG-3

UTRiIMutSmaRev | 5-CTGAATGGCGGCAACCCGGGTCAGAC
ACACTCTTC-3

UTRIMutBglFw 5-TAAAATGTTTAAGATCTAAGGGCGAATTC 42 bp
CAGCACACTGGCG-3

UTRIMutBglRev | 5-CGCCAGTGTGCTGGAATTCGCCCTTAGATC
TTAAACATTTTA-3

Adapter-Oligos

AdaSaSmaBglFw | 5-TCGACGTCCCCGGGCGAA-3 18 bp

AdaSalSmaBglRev | 5-GATCTTCGCCCGGGGACG-3

Sequenzierung

Name Sequenz Primerlange

zeta sense? 5-GGAGGAAGCTGTACCGAGCCAACGGC-3 26 bp

zetaantisense 1 5-GACGTGTGAGGCCTTGACAGACAGG-3 25 bp

zeta sensel | 5-CCTGTCTGTCAAGGCCTCACACGTC-3 25 bp

lambda2(694-716) | 5- GGACCAGACCATGCATCCAGACC-3 23 bp

iotaAS(1097-1121) | 5'- GTCGCTGCATATGAAACATGAGGTC-3 25 bp

iotaantisense2 rev | 5'- GAGCAGGCTGACGGGTGGATATCC-3 24 bp

JUTRi rev2 5-CTGTATCACATGTTAGCTATGAC-3 23 bp

JUTRi_fw2 5-TGCGGTGAAATTCAAGACCA-3 20 bp

JUTRi rev3 5-GGCTGGACACTGTGCACTTC-3 20 bp

JUTRi_fw3 5-GAAGGCTTAATTGCGCAGTG-3 20 bp

JUTRI_fw4 5-GGCAGCATTATTCACGCCCTAAG-3 20 bp

zeta-Ex3-fw 5-GTGACCCTTGTACTGTGTCC-3 20 bp

deltaNewGeno 5-ACAGGCCAGCCTCACACACCTAC-3 23 bp

delta-BB1 5 -GCAGGGAGCCCAGCTCATAGG-3 21 bp

epsilon5 lex 5 -CTCCCCCTCCGGGAGTCGAAATTG-3 24 bp

Genotypisierung

Name Sequenz Lange

iotarEx2_Se 5-TGGAAGGAAAGGAAGTGTGC-3 650 bp (wt)

iotaeEX2_AS 5-GGTGAACGGCTGCTCATT-3

5 Fus_fw 5-AGCCCCAGATCACAGATGAC-3 817 bp (rescue)

3'Fus rev

5’ -CTCGAATCCTGCCTCTGAAC=
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Neo-FS5 5-GGCGAACAGTTCGGCTGGCGCGAGCCCC-3' | 400 bp
Neo-FS3 5’ -GTCAGCGCAGGGGCGCCCGG-3

Cre-855L 5’ -GCCAGGTATCTCTGACCAGA-3 800 bp
Cre-185U 5’ -CAAGTTGAATAACCGGAAATG-3

iota sensel 5’ -GGCGTTGAGTCACACGGAGCTCAG-3 500 bp (iota™)
iota antisense 1 5'-CACCCACCTTAACTGCCAGGG-3

iota sensel 5’ -GGCGTTGAGTCACACGGAGCTCAG-3 800 bp (iota’)
Neo-FS5 5’ -GGCGAACAGTTCGGCTGGCGCGAGCCCC-3

2.13 Plasmide und Vektoren

Die mit einem * gekennzeichneten Plasmide bzw. Fragmente wurden im Rahmen dieser
Doktorarbeit generiert. Die mit eéinem * gekennzeichneten Plasmide wurden von H.Oster und
die mit einem * gekennzeichneten Plasmide von M. Leitges freundlicherweise zur Verfiigung

gestellt.

Klonierung der PKC 1 und { spezifischer GST-Fusionsproteine

Name Plasmid Fragment/RE | Verwendung
und Grole
iota 3' pp 9/9* pGex-6P-2 BamHI/Sall PKC vA-spezifisches Antigen
161 bp
zeta3' pp 6/11* | pGex-6P-1 Smal/Xhol PK C {-spezifisches Antigen
182 bp
Radioaktive I SH
Name Plasmid Fragment/RE Verwendung
und Grole
iotalSH temp® | pCR®II-TOPO | EcoRl 430 bp | BamH | T7 antisense
EcoRV  SP6 sense
zetalSH temp® | pCR®II-TOPO | EcoRl 292 bp | BamH | T7 antisense
EcoRV  SP6 sense
Klonierung der Targeting-Vektoren
Name Plasmid Fragment/RE Verwendung
und Grole
piota 1.2 Spe” pBluescript 11 Spel 1188 bp | modifiziert fur Verwendung als
KS+ Ausgangsplasmid far die
Targeting Vektoren TV/tag +
TV/GFP
pzetab* pCR®2.1-TOPO | EcoRl 1820 bp | modifiziert far Targeting
Vektoren TV/tag + TV/GFP,
Template far Antikorper-
Klonierung
3 UTRI(4)* pCR®2.1-TOPO | EcoRl 2533 bp | modifiziert fir Targeting Vektor
TV/tag
|IRES-EGFP* plRES2eGFP Smal /Afl Isolierung des IRES-EGFP Motifs
1556 bp
iSpe+ pBluescript 11 Spel 6170 bp | Insert enthdlt das TV/tag
zMutHistag* KS+ Targeting Konstrukt zur finalen
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3'UTRI flox(7)* Klonierung in piotaEcoll/-1.2
SpeAKpn
flox(7)* pMClneoPolyA | BamHI Neomycinresistenz-K assette
1200 bp
iSpe+ pBluescript 11 Spel 5248 bp | Insert  enthdlt das TV/GFP
ZMutThr+IRES | KS+ Targeting Konstrukt zur finalen
eGFP flox(21)* Klonierung in piotaEcoll/-1.2
SpeAKpn
piotaEcoll/-1.2 | pSP73 EcoRI/Kpnl Vektor zur Aufnahme der
SpeAKpn” 9342 bp | modifizierten Exon 2 (DNA
TV tag* pSP73 EcoRI/Kpnl Targeting Vektor; Elektroporation
15512 bp | in ES Zellen
TVIGFP* pSP73 EcoRI/Kpnl Targeting Vektor; Elektroporation
14590 bp | in ES Zellen
piota2* pCR®2.1-TOPO | EcoRl Template far Antikorper-
1898 bp | Klonierung
Southern Blot
Name Plasmid Fragment/RE Verwendung
und Grole
3 Kpn probe* pPCR-Script Kpnl 406 bp | 3'-Sonde
Amp SK(+)
5 Hind” pBluescript 11 Hindll1//EcoRl | 5'Hind Sonde
KS+ 545 bp
Neo” pBluescript 11 EcoRl interne Neo-Sonde
KS+ 1200 bp
2.14 Antikor per
Name Firma gekoppelt mit | Verdinnung und Verwendung
anti-PKC VA eigen 1:6000 Western Blot
anti-PKC eigen 1:2000 Western Blot
anti-rabbit HRP | Dianova HRP 1:5000 Western Blot
anti-B-Actin Santa Cruz HRP 1:1000 Western Blot
HRP
anti-zeta (C20) | Santa Cruz 1:5000 Western Blot
Ki-67 BD Biosciences 1:20 IHC
anti-mouse 594 | Invitrogen red-fluorescent | 1:1000 IHC
Alexa Fluor 594
dye
anti-Dig QBioGene fluorescein It. Kit IHC
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2.15 Kits

In Vitro Transcription Kit

ApopTag® Apoptosis Detection Kit

M.O.M. Kit

ThermoScript RT-PCR system
QuikChange®Site-Directed Mutagenesis Kit
Nucleobond AX

QIAquick® Gel Extraction Kit

Material und Methoden

Stratagene
QBioGene

Vector Laboratories
Invitrogen
Stratagene
Macherey-Nagel

Qiagen
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3 Ergebnisse

3.1 Generierung spezifischer aPK C-Antikor per

Spezifische Antikorper stellen ein wichtiges Werkzeug bel der Proteinanalyse dar. Aufgrund
der hohen Homologie von 73% in der Aminosauresequenz von PKC vA und PKC ( (siehe.
Abb. 6.1) unterscheiden kommerziell erhdtliche Antikdrper nicht zwischen beiden aPKC-
Isoformen. Im Rahmen dieser Arbeit wurden deshalb polyklonale Antikorper, die spezifisch
fur die jewellige Isoform sind, durch Immunisierung von Kaninchen mit den entsprechenden
Antigenen generiert.

3.1.1 Klonierung der Peptide in Expressionsvektoren, Proteinexpression und Analyse
der aPK C-Antikor per spezifitat

Um die Spezifitédt der aPKC-Antikorper gewéhrleisten zu kénnen, wurden innerhalb der N-
terminalen regulatorischen Region gelegene Aminosaure-Sequenzbereiche gewdahlt, die fur
beide I soformen die geringsten Homol ogien aufwiesen. Diese Sequenzbereiche umfassten fir
PKC vA die Aminosauren 184 bis 234 sowie 185 bis 244 fir PKC (. Die Homologie fur diese
Bereiche lag bel 25,8% (siehe Abb. 3.1). Die korrespondierenden Nukleotidsequenzen
wurden in den Expressionsvektor pGex-6P unter Erhalt des Leserahmens im Anschluss an die
Glutathion S Transferase (GST) Genregion subkloniert. Die gerichtete Klonierung wurde
durch die eingefiihrten Restriktionsschnittstellen (BamHI/Sall fir PKC vA und fur PKC {
Smal/Xhol) gewéhrleistet. Durch eine Restriktionsanalyse wurde die erfolgreiche Klonierung
der Nukleotidsequenzabschnitte Uberprift. Dabei wurde fur PKC vA en Insert in der
erwarteten Groéf3e von 161 bp und fur PKC { von 182 bp identifiziert (Abb. 3.2). Zusétzlich
wurde die Korrektheit der Inserts durch Sequenzierung verifiziert (Abb. 6.1 und 6.2).
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MDSVVPSQEPPVDCGKNDGVDLPSEETDCI AYl SSSRKHDNI KEDSEDLKPVI DGVDCI Kl PKC C
- - SLPPEPMVPNDQTMH- - - - PDHTQTVI PYNPSS- - HESL DOVGEE- KEAMNTRESGKA PKC I/A

* - * * - % * * % * * * - . . * - * .. . *

Abb. 3.1 Isoformspezifische Aminosduresequenzen der aPKC-lsoformen. Die aus dem Bereich der N-
terminalen regulatorischen Region liegenden Sequenzen umfassen die Aminosduren 184 bis 234 (PKCv) und
185 his 244 (PKC (). Die Homologie der Peptide zueinander betragt 25,8%, ermittelt durch das Programm
CLUSTAL W (1.81, Workbench). Die Markierungen indizieren * - vollsténdig konservierte Aminosauren; : -
Konservierung starker Gruppen; . — Konservierung schwacher Gruppen; - keine Ubereinstimmung.

PKC /A PKC C
3 5 7 9132 6 9 1112 M bp

BamHlI/Sall Smal/Xhol

Abb. 3.2 Restriktionsanalyse der fir die Generierung der aPK C-spezifischen Peptide korresponider enden
Nukleotidsequenzen, die in den Expressionsvektor pGex-6P kloniert wurden. Bel ausgewahlten Klonen
(gekennzeichnet durch die Nummern) wurde fiir PKC vA jewells ein Fragment mit der korrekten Gréf3e von 161
bp (BamHI/SaAll, Pfeilspitze links) und fir PKC ¢ von 182 bp (Smal/Xhol; Pfeilspitze rechts) identifiziert. M,
Grolenmarker.

Nach der Expression der GST-Fusionsproteine in E. coli BL21 wurde das Molekulargewicht
(MG) der aPKC-spezifischen Eluate in einem Coomassie-geféarbten Polyacrylamidgel
Uberpruft. Zusammen mit dem GST-Protein (ca. 26 kDa) wurde fur das rekombinante PKC
VA-Peptid (5,71 kDA) ein MG von ca. 32 kDa und fur PKC ¢ (6,47 kDa) von ca. 32,5 kDa
errechnet (Abb. 3.3). Anhand des BSA-Standards im gezeigten Gel wurden die aufgetragenen
Proteinmengen abgeschétzt. 960 pg des PKC vA-Antigens und 640 pg des PKC (-Antigensin
einem Gesamtvolumen von jeweils 160 pl in Eluierungspuffer wurde an die Firma Pineda-
Antikorper-Service, Berlin, zwecks Immunisierung von je zwel Kaninchen pro Antigen

gesandt.
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Abb. 3.3 Eluate der rekombinanten aPK C-Peptide in einem Coomassie-geférbten Gel. Das theoretische
Molekulargewicht der GST-Fusionsproteine betrégt fur PKC vA ca. 32 kDaund fir PKC £ ca. 32,5 kDa. Anhand
einer BSA-Standardreihe wurde die Proteinkonzentration abgeschétzt. Zur Herstellung spezifischer Antikorper

wurden die Antigene fir PKC v bzw. PKC £ fur die Immunisierung von Kaninchen eingesetzt.

Die Immunisierung der Kaninchen wurde nach Standardprotokollen durchgefihrt. Pro
Immunisierung erfolgte jedoch nur be jewells einem der beiden Tiere eine spezifische
Immunantwort (nach 150 Immunisierungstagen gegen PKC vA bzw. 120 Tagen gegen PKC ()
gegen das injizierte Antigen.

Fir die Uberprifung der Spezifitat des PKC vA-Antikorpers wurden Proteinextrakte aus PKC
VA-defizienten und Wildtyp ES-Zellen (Bandyopadhyay et al., 2004) Uber eine Western
Analyse untersucht. Dabei wurde der PKC vA-Antikorper 1:6000 verdinnt und die
spezifische Bindung Uber die Peroxidaseaktivitdét des Sekundarantikorpers mittels
Chemilumineszenz detektiert. Es wurde in den Wildtyp ES-Zellen ein Signal in HOhe des
putativen MG von 67,2 kDa identifiziert, welches in den PKC vA-defizienten ES-Zellen
erwartungsgemald fehite (Abb. 3.4).

In gleicher Weise wurde fir die Untersuchungen der PKC {-Antikorperspezifitét verfahren. In
diesem Fall wurden Proteinextrakte aus dem Nierengewebe (eine Hochexpressionsdoméane
von PKC £ in der Wildtyp-Maus) von PKC (-defizienten Mausen (Leitges et a., 2001) im
Vergleich zu Wildtyp-Mausen verwendet. Der PKC (-Antikorper wurde in der Western-
Analyse in einer Verdinnung von 1:2000 eingesetzt. Auch hier wurde ein PKC ( spezifisches
Signal in Hohe des putativen MG von 67,7 kDa nur in den Wildtypextrakten festgestellt (Abb.
3.4).
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ES-Zellen Niere
kDa Wildtyp PKC /A Wildtyp PKC (" kDa
' —170,8
—113,9
113,9—
—81,2
81,2—
> |
60,7 — — 60,7
47,4 — — 47,4

Abb. 3.4 Western Blot zur Uberprifung der Spezifitat der polyklonalen Antikorper gegen PKC vA und &,
Das PKC vA-spezifisches Signal von 67,2 kDa (Pfellspitze links) konnte nur in den Proteinextrakten der
Wildtyp-ES-Zellen nachgeweisen werden (kein Signa in PKC vA-defizienten ES-Zellen). In den
Nierenextrakten wurde ebenfalls nur im Wildtypgewebe die fir PKC ¢ spezifische Bande (67,7 kDa, Pfeilspitze
rechts) detektiert.

3.2 Expressionsanalyse von PKC A und { wahrend der Embryogenese der
Maus

Die unterschiedlichen Phanotypen der aPK C-defizienten M&use erbrachten erste Hinweise auf
spezifische in vivo-Funktionen der beiden Isoformen (siehe Kapitel 1.1.2.2). Auf der anderen
Seite konnte in zahlreichen Studien an Saugerepithelzellen gezeigt werden, dass PKC vA und
C funktionell redundant sind (Joberty et a., 2000; Lin et a., 2000; Suzuki et al., 2001). Per
ISH wurde daher das Expressionsmuster der aPKCs hinsichtlich unterschiedlicher sowie
Uberlappender Expressionsdoménen bestimmt. Die Untersuchungen wurden an der
Embryonaltagen E7.5, 8.5, 9.5, 10.5, 12.5, 14.5 und E16.5 durchgefihrt.
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3.21 PKC viund PKC { Expression an den embryonalen Tagen E7.5 bisE10.5

RNA In Stu Hybridisierungen (1SH) wurden an Paraffinschnitten mit **S-markierten Sonden,
die gegen spezifische Regionen der aPKC Transkripte (Oster et al., 2004) gerichtet waren,
durchgefihrt. Am embryonalen Tag 7.5 sind PKC vA und PKC { im gesamten Embryo
ubiquitér exprimiert (Abb. 3.5 A und B). Allerdings ist die mRNA-Expression von PKC { zu
der von PKC A eher gering. Das wird besonders deutlich im Vergleich mit der gleich stark
ausgepragten Signalstarke fur beide Transkripte in der maternalen Plazenta (Abb. 3.5 A). Das
ubiquitére Expressionsmuster beider aPKCs mit durchweg niedrigerer Transkriptstérke fir
PKC ¢ wurde auch fur die Embryonaltage 8.5, 9.5 (Daten nicht gezeigt) und E10.5 gefunden
(Abb. 3.5 B). In dieser frihen Phase der Embryogenese konnte fir beide aPKC-1soformen
keine gewebespezifische Expression bestimmt werden. Unterschiede in der Signalstérke, wie
sie im Neuroepithel im Vergleich zu anderen Geweben des E10.5 Embryos auftraten (Abb.
3.5 B), waren direkt durch die erhdhte Zelldichte, ermittelt anhand der parallelen nukledren
Hoechstfarbung, in diesem Bereich bedingt. Eine relative Quantifizierung des mRNA-
Niveaus durch quantitative RT-PCR wahrend der mittleren Stadien der Embryonal-
entwicklung bestétigte das reduzierte PKC {-Transkriptvorkommen. Wahrend PKC { konstant
niedrige Expressionsstarken bel alen analysierten Stadien offenbart, zeigt PKC VA en
zeitliches Expressionsprofil mit hdchster Transkriptstérke bei E9.5 und eine sukzessive
Abnahme entgegen spaterer Stadien (Abb. 3.5 C). Bei E7.5 waren die Trankskriptstéarken im
Vergleich zu PKC { um das 2,9 fache, bei E10.5, um das 3,7 fache erhoht.

Diese Befunde wurden auf Proteinebene durch eine Western-Analyse unter Verwendung von
embryonalen Proteinextrakten erhértet. Fir den Proteinnachweis von PKC VA and PKC (
wurden die Embryonaltage E8.5 and E9.5 gewdhlt, da in diesen Stadien der Phanotyp der
PKC vA-defizienten Maus besonders stark ausgeprégt ist (Soloff et a., 2004). Zu beiden
Stadien war PKC VA stark exprimiert, wahrend die Proteinkonzentrationen von PKC (
generell niedriger waren. Dies wurde besonders im Vergleich zur starken PKC (-Expression
in der adulten Niere deutlich (Abb. 3.5 D, Bahn 7). Eswurde kein PKC v/A-Signal in den PKC
UA-defizienten embryonalen Stammzellen (Bandyopadhyay et al., 2004) detektiert, was im
Kontrast zur starken Expression in den Wildtyp ES-Zellen steht. Dieses und die Abwesenheit
eines PKC ({ -Signals in den Nieren von PKC (-defizienten Tieren bestétigte die
Isoformspezifitét beider aPKC-Antikorper (Abb. 3.5 D). Trotz der geringen Menge an
aufgetragenem Gesamt-Protelnextrakt — abgeschétzt anhand des zugehdrigen (3-Actin Signals
—wurde eine starke Expression fur PKC  in den Wildtyp-Nieren festgestellt (Abb. 3.5 D).
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Abb. 3.5 Expression von PKC vA und ¢ in frihen Embryonalstadien. (A, B) Flussigfilm-Photos von
sagittalen E7.5-(A) und E10.5-(B) Paraffinschnitten, die mit spezifischen Sonden gegen PKC vA und PKC (-
Transkripte hybridisiert worden waren (rote Farbe: Signal; blau: nukledre Hoechstférbung). Die weil3en Balken
kennzeichnen jeweils 500 um (a, Amnion; al, Allantois; bb, Branchialbogen; e, embryonales Ektoderm; he,
hintere Extremitdt; m, embryonaes Mesoderm; ma, Magenlumen; mda, Mitteldarm; mes, mesencephaler
Veskel; neph, Mesonephros; nr, Neurdrohr; pl, Plazenta; tel, telencephaler Vesikel). (C) Quantifizierung
embryonaler aPKC Transkripte Uber gPCR an verschiedenen Entwicklungsstadien. Die Werte wurden an die
PKC C Expression des Embryonaltages E7.5 normalisiert (WE, willkurliche Einheiten, Average = SD; N=3). (D)
Western Blot-Analyse embryonaler Proteinextrakte unter Verwendung von Antikérpern gegen PKC vA oder
PKC (. Die Spezifitdt der Antikérper wurde mit Hilfe von Proteinextrakten aus ES-Zellen (wt bzw. PKC vA™)
oder adulten Nieren (wt bzw. PKC (") bestétigt.
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3.2.2 PKC vi-und PKC {-Expression am embryonalen Tag E12.5

Hinsichtlich der spéteren Embryonalstadien wurde das Expressionsmuster fur beide aPKCs
durch ISH auf Kryostatschnitten analysiert. Be E12.5 wurde ein ausgedehntes, jedoch im
Vergleich zu friheren Stadien starker differenziertes Expressionsmuster fur beide Isoformen
identifiziert. PKC A wies eine ausgedehnte Expression im gesamten Embryo mit ersten
Anzeichen einer Regionalisierung in bestimmten Geweben auf (Abb. 3.6 A). Eine schwache,
jedoch ebenfalls ubiquitére Expression wurde fir PKC { beobachtet. Zusétzlich zeigten einige
Regionen starkere Aktivitét dieses Gens (Abb. 3.6 B). Im Gehirn war PKC vA stark in
Mittelhirn und Striatum (Abb. 3.6 A), dem olfaktorischen Epithel (Abb. 3.6 A und C), dem
Neopallialen Kortex (Abb. 3.6 A und E), dem Choroid plexus und der Medulla oblongata
(Abb. 3.6 A und G), der Rathke-Tasche und im Diencephalon (Abb. 3.6 A und |) exprimiert.
Eine starke PKC {-Transkription wurde im olfaktorischen Epithel (Abb. 3.6B und D), dem
Choroid plexus (Abb. 3.6 B und H) und der Rathke-Tasche detektiert (Abb. 3.6 B und J). In
anderen Gehirnregionen wurde nur eine schwache Expression fir diese Isoform gefunden
(Abb. 3.6B, F, H and J). Im Korper des Embryos wurden starke Signale fur PKC VA in der
Leber identifiziert (Abb. 3.6 A und K). Im Gegensatz dazu zeigte PKC { in der Leber
allgemein schwache Aktivitét, aber starke Expression in den hepatischen Sinusoiden (Abb.
3.6 B und L). In der Lunge wurde fir PKC VA ene ubiquitére Expression mit erhohten
Signalen in den segmentalen Bronchien detektiert (Abb. 3.6 A und M), wéhrend starke PKC
C-Aktivitat nur in den segmentalen Bronchien beobachtet wurden (Abb. 3.6 N). Im Intestinum
zeigte PKC VA eine hohe Expression in allen Gewebeschichten (Abb. 3.6 O), wahrend die
Expression von PKC ( auf das Epithel und das Bindegewebe beschrankt war (Abb. 3.6 P).
Erhohte Signalstarken waren fir PKC vA im Magen und der sich entwickelnden Niere zu
sehen (Abb. 3.6 Q). Dagegen wurden vermehrt PKC (-Transkripte in der mukosen
Membranschicht des Magens (Abb. 3.6 R, linke weil3e Pfeilspitze) und im Epithel der
Urinenkanalchen des Metanephros beobachtet (Abb. 3.6 R, rechte weil3e Pfeilspitze). In der
Blase wurden PKC vA-Transkripte im gesamten Organ detektiert, wahrend die Expression
von PKC ¢ auf den Urogenitalsinus beschrankt war. Beide Isoformen wurden in der Urethra
detektiert (Abb. 3.6 Sund T).
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PKC vA PKC

PKC vA

ADbb. 3.6 Expression von PKC vA und { am Embryonaltag E12.5. (A-D) Dunkelfeldphotos von E12.5 in situ
Hybridisierungen. PKC vA ist weitlaufig im gesamten Embryo exprimiert (A), wahrend die PKC C-Trankription
stark regionalisiert erscheint (B). Der weif3e Balken markiert 5 mm. (C-T) VergrofRerungen ausgewahlter
Gewebe angrenzender Schnitte (br, segmentaler Bronchus; cp, Choroid plexus; di, Diencephalon; in, Intestinum;
leb, Leber; Ig, Lunge; ma, Magen; mda, Mitteldarm; mh, Mittelhirn; mo, Medulla oblongata; nc, Neopalliaer
Kortex; neph, Metanephros; no, Notochord; oe, olfaktorisches Epithel; rm, Rickenmark; rt, Rathke-Tasche; si,
hepatische Sinusoide; st, Striatum; ur, Urethra; us, Urogenitalsinus). Hybridisierungen mit den entsprechenden
Sense-Sonden zeigten keine detektierbaren Signale (Daten nicht gezeigt).
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3.2.3 PKC vi-und PKC {-Expression am embryonalen Tag E14.5

Die Differenzierung der Expression beider aPKC Isoformen, die um das Embryonalstadium
E12.5 herum initiiert wird, erschien bei E14.5 noch stérker ausgeprégt. In diesem Stadium
war PKC vA nach wie vor in allen Geweben des Embryo exprimiert (Abb. 3.7 A und C). Im
deutlichen Gegensatz dazu war die Expression von PKC ( auf wenige Gewebe beschrénkt
(Abb. 3.7 B und D). Um weliterhin die Spezifitaten in den Expressionsmustern beider Gene zu
charakterisieren, wurden einige der besonders auffélligen Gewebetypen miteinander
verglichen. Im Gehirn wurde fur PKC vA ein starkes Signal im Neopalliden Kortex, im
Striatum, im sich in den lateraen Ventrikel ersteckenden Choroid Plexus (Abb. 3.7 A und E),
im olfaktorischen Epithel (Abb. 3.7 K) und im Trigeminalganglion gefunden (Abb. 3.7 A).
Zusétzliche hohe Transkriptionsaktivitdéten wurden im Superior colliculus und dem
Tegmentum des Mittelhirns, dem zerebralen Vorlaufer und im Choroid Plexus (Abb. 3.7 C
und G), in der Rathke-Tasche und dem angrenzenden Diencephalon (Abb. 3.7C und 1) sowie
in der Medulla oblongata detektiert (Abb. 3.7 A and C). Im Gegensatz dazu war die
Expression von PKC { im Gehirn auf den Choroid Plexus (Abb. 3.7 B, D, F und H), das
olfaktorischen Epithel (Abb. 3.7 B, D und L) und die Rathke-Tasche beschrankt (Abb. 3.7 D
und J).

Innerhalb des Kdrpers war PKC vA am stérksten in der Unterkieferdrise (Abb. 3.7 A), dem
Thymus (Abb. 3.7 C und M), entlang des Riickenmarks, in den Knorpelvorlaufern und den
dorsalen Wurzelganglien exprimiert (Abb. 3.7 A), was im Kontrast zu der Abwesenheit der
PKC {-Expression in diesen Regionen steht (Abb. 3.7 B, D und N).

Ein starkes Transkriptsignal mit unterschiedlichen, jedoch fur jede Isoform spezifischen
Expressionsdoméanen wurde in einigen Organen gefunden. Innerhalb der Lunge war PKC vA
ubiquitér aktiv, zeigte aber eine erhdhte Expression in den terminalen Bronchiolen (Abb. 3.7
A und Q), wahrend die Expression von PKC { auf die terminalen Bronchiolen und das Epithel
des Bronchialastes (Abb. 3.7 B und R) beschrankt war. In der Niere war der gesamte
Metanephros, einschliefdich der kortikalen, medulldren und mesenchymalen Regionen positiv
fur PKC vA (Abb. 3.7 A und U), wahrend PKC £ nur in den primitiven Glomeruli der Medulla
detektiert werden konnte (Abb. 3.7 B und V). Im Intestinum war PKC vA durchweg in allen
Gewebeschichten exprimiert (Abb. 3.7 C, S und W), wahrend PKC {-Signa auf das Epithel
und das umgebende Bindegewebe beschrankt waren (Abb. 3.7 D, T und X). In der Blase
waren beide aPKCs sehr stark im Urogenitalsinus exprimiert, wobei fur PKC vA ein
schwécheres Signal in der Sinus-Wand detektiert wurde (Abb. 3.7 C, D, Sund T). Mittlere
Signalstéarken wurden fur PKC vA im Herzen (Abb. 3.7 A, C und O) und der Leber
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identifiziert (Abb. 3.7 A, C und Q), wahrend in diesen Gewebetypen nur schwache PKC (-
Transkription beobachtet wurde (Abb. 3.7 B, D, O und P).

Zusammengefasst zeigen beide aPKCs am Embryonatag E14.5 ein hochdifferenziertes
Expressionsmuster. PKC A wurde in den meisten Organen des Embryos detektiert.
Allerdings ist die Expression im Vergleich zu friheren Stadien stérker regionalisiert. Die
Expression von PKC { war in diesem Stadium sowohl im Zentranervensystem (ZNS) as

auch in der Peripherie auf wenige Gewebetypen beschrankt.
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PKC vL

ADbb. 3.7 Expression von PKC vA und { am Embryonaltag E14.5.
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ADbb. 3.7 Expression von PKC v und { am Embryonaltag E14.5. (A-D) Dunkelfeldphotos von E14.5 in situ
Hybridisierungen. PKC VA ist weitlaufig im gesamten Embryo exprimiert (A+C), wahrend die PKC (-
Expression auf wenige Doménen beschrankt ist (B+D). Die weiflen Balken kennzeichnen 4 mm. (E-X)
Vergrolierungen ausgewdhlter Gewebe von angrenzenden Schnitten (at, Atrium des Herzens; ba, Verzweigung
des Bronchialastes; br, terminale Bronchiolen; ce, Cerebellum; cp, Choroid plexus; di, Diencephalon; es,
Eingeweidesack; in, Intestinum; leb, Leber; lg, Lunge, mda, Mitteldarm; mh, Mittelhirn; mo, Medulla
oblongata; nc, Neopallialer Kortex; ni, Niere; oe, olfaktorisches Epithel; rm, Rickenmark, rt, Rathke-Tasche; sc,
Superior colliculus, st, Striatum; te, Tegmentum; tg, Trigeminalganglion; th, Thymus; us, Urogenitalsinus; ve,
Ventrikel des Herzens; wus, Wand des Urogenitalsinus; * Artefakt). Hybridisierungen mit den entsprechenden

Sense-Sonden zeigten keine detektierbaren Signale (Daten nicht gezeigt).

3.24 PKC vi-und PKC {-Expression am embryonalen Tag E16.5

Bei E16.5 zeigte PKC VA ein komplexes differenziertes Expressionsmuster. Im Gehirn
wurden PKC VA-Transkripte im neopallialen Kortex und der ventrikuldren Zone des
Neokortex (Abb. 3.8 A und E, Pfelspitzen), im Striatum des Diencephalons (Abb. 3.8 A),
dem olfaktorischem Epithel (Abb. 3.8 A und E) und in den Trigeminalganglien (Abb. 3.8 A)
detektiert. In den medialen und kaudalen Teilen des Gehirns war PKC A nun ebenfalls im
Tectum und Segmentum des Mittelhirns (Abb. 3.8 C und Daten nicht gezeigt), dem zerebralen
Vorlaufer (Abb. 3.8 C) und der Medulla oblongata (Abb. 3.8 A) zu finden. Im Gegesatz zu
E14.5 waren nur wenige Transkripte im Choroid plexus detektierbar (Abb. 3.8 C und E).
Zusatzlich verschwand die Expression in der Rathke-Tasche (Abb. 3.8 1). Interessanterweise
wurden in diesem Embryonalstadium PKC {-Signale im Choroid plexus (Abb. 3.8 D und F),
im olfaktorischen Epithel (Abb. 3.8 D und L) und in der Rathke-Tasche (Abb. 3.8 D und J)
gefunden.

PKC v\ war stark in der Unterkieferdrise (Abb. 3.8 A), im Thymus (Abb. 3.8 A und O), dem
Rickenmark (Abb. 3.8 C und G) und den dorsalen Wurzelganglien (Abb. 3.8 C) exprimiert.
Zusatzlich wurde hohe PKC vA-Transkription im braunen Fettgewebe identifiziert (Abb. 3.8
C). In Ubereinstimmung mit den gewonnen Daten von E14.5 wurde PKC ¢ in keiner dieser
Regionen am embryonaen Tag 16.5 detektiert (Abb. 3.8 B, D, H und P). In der Lunge zeigte
PKC VA eine starke Expression in allen Gewebeschichten (Abb. 3.8 M), wahrend PKC ( eine
ubiquitére, jedoch schwachere Expression mit erhthtem Signal im den Hauptbronchus und
die terminalen Bronchiolen auskleidenden Epithel erkennen lief3 (Abb. 3.8 N und V, weil3e
Pfeilspitze). Eine nur marginde PKC vA-Farbung wurde im Epithel des Hauptbronchus
beobachtet (Abb. 3.8 U, weil3e Pfeilspitze). Innerhalb der Niere wurden PKC /A-Transkripte
sowohl in den kortikalen as auch medull&ren Regionen detektiert (Abb. 3.8 A und Q),
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wahrend PKC {-mRNA nur in der Medulla gefunden wurde (Abb. 3.8 R). Im Intestinum war
die Expression von PKC A im Epithel an der Basis der Villi erhoht (Abb. 3.8 A, C und S,
weille Pfellspitzen), eine Doméne, in der stammzelldhnliche Vorlaufer des intestinalen
Epithels lokalisiert sind (Slorach et a., 1999). Im Gegensatz dazu wurden PKC {-Transkripte
durchweg in allen Epithelschichten gefunden (Abb. 3.8 B, D und T). Keine Verdnderungen in
den Expressionsdomanen der Blase wurden fir beide Gene zwischen den Embryonalstadien
E14.5 und E16.5 identifiziert (Abb. 3.8 C und D und Daten nicht gezeigt). Interssanterweise
wurde ein unterschiedliches Expressionsmuster fur beide aPK Cs im Hoden identifiziert (Abb.
3.8 W und X). Wéhrend die PKC (-Signale auf das Epithel der Samenkandale beschrénkt war,
wurde die mRNA von PKC vA im gesamten Gewebe detektiert. Im Auge wurde PKC VA in
der Retina und im die Iris umgrenzenden kuboidalen Epithel gefunden (Abb. 3.8 Y1),
wéhrend PKC { im kuboidalen Epithel und der Pigmentschicht der Retina lokalisiert war
(Abb. 3.8 Y2, weil3e and gelbe Pfeilspitzen). In der sich entwickelnden Epidermis war eine
starke Expression von PKC VA in allen Schichten, einschliefdich der Haarfollikel, zu sehen
(Abb. 3.8 Z1), wéhrend PKC { nur in den &uf¥ersten embryonalen Peridermzellen gefunden
wurde (Abb. 3.8 Z2). Das Expressionsmuster von PKC vA und PKC { der Embryonalstadien
E12.5bisE16.5ist in Tabelle 3.1 zusammengefasst.
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PKC vA

ADbb. 3.8 Expression von PKC v/ und { am Embryonaltag E16.5.
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Abb. 3.8 Expression von PKC vA und { am Embryonaltag E16.5. (A-D) Dunkelfeldphotos von E16.5 in situ
Hybridisierungen. PKC VA ist weitlaufig im gesamten Embryo exprimiert (A+C), wahrend die PKC (-
Expression auf wenige Doménen beschrankt ist (B+D). Die weiflen Balken markieren 4 mm. (E-Z2)
Vergrolerungen ausgewdhiter Gewebe von angrenzenden Schnitten (bf, braunes Fettgewebe; bl, Blase; bre,
Epithel des Bronchus; ce, Cerebellum; cp, Choroid plexus; di, Diencephalon; dwg, dorsale Wurzelganglien; ep,
Epidermis; fo, Haarfollikel; in, Intestinum; ir, Iris; ko, kortikale Region der Niere; leb, leber; 1g, Lunge; me,
medullére Region der Niere; mh, Mittelhirn; ms, Mantelschicht; nc, Neopaliader Kortex; ni, Niere; oe,
olfaktorisches Epithel; po, Pons, rm, Rickenmark; rt, Rathke-Tasche; sa, Samenkandchen; te, Testes; th,
Thymus; tr, Trachea; ukd, Unterkieferdriise; vz, ventrikulére Zone des neopallialen Kortex). Hybridisierungen

mit den entsprechenden Sense-Sonden zeigten keine detektierbaren Signale (Daten nicht gezeigt).
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Tab. 3.1 Uberblick der aPK C Expression von E12.5 bisE16.5.

Ergebnisse

Stadium E12.5 E14.5 E16.5
Gewebe 177 ¢ 723 4 128 ¢
Auge n.d. n.d. n.d. n.d. -+ (r)  ++ (D)
Blase +++ (U) +++ (r) +++ (1), +(r)  +++(r) +++ (1), +(r)  +++(r)
Cerebellum n.v. n.v. +++ (U) - ++ (u) -
Choroid plexus | +++ (u) +++ (U) +++ (U) +++ (U) + (u) +++ (U)
Diencephalon +++ (U) + (u) +++ (U) - ++ (U) -
oo W W W

+++ (U + +++ (U - +++ (U -
Wurzelganglien
Epidermis +++ (U) + +++ (U) - +++ (U) -
Herz +++ () +(U) ++ (U) +(U) ++ (u) +(U)
I ntestinum +++ (U) +++ (r) +++ (U) +++ (r) ++ -+ (1) (1)
Knorpel-

+++ (U) + (u) +++ (U) — ++ (u) —
vorlaufer
Niere +++ (U) +++ (r) +++ (U) +++ (r) +++ (U) +++ (r)

+(u);
Leber +++ () ++ () + () + () -
+++ (r)

Lunge +++ (U) +++ (r) +++ (U) ++ -+ (r) |+ (U) +++ (r)
Medulla

+++ (U) + (u) +++ (U) — ++ (u) —
oblongata
Mittelhirn +++ (U) + (u) +++ (U) - ++ (U) -
Neokortex ++ (U) + (u) +++ (U) - +++ (1) -
Olfaktorisches

) +++ (U) +++ (U) +++ (U) +++ (U) +++ (U) +++ (U)

Epithel
Ovar n.v. n. v. n.d. n.d. n.d. n.d.
Pankreas n.d. n.d. - - - -
Rathke-

+++ (U) +++ (U) +++ (U) +++ (U) (+) +++ (U)
Tasche
Rickenmark +++ (U) + (u) +++ (U) - ++ (U) -
Testes nv. n.v. n.d. n.d. +++ (U) +++ (r)
Thymus n.v. n.v. +++ () - +++ () -
Unter zungen-

n.v. n.v. +++ (U) - +++ (U) -
drise

Die Markierungen indizieren starke (+++), mittlere (++), schwache (+) oder keine (—) Expression mit ubiquitérer
(u) oder regionaler (r) Expression fir die angegebenen Gewebe. Abkirzungen: n.d., nicht determiniert; n.v.,

nicht verfugbar.
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3.3 Untersuchungen zur phanotypischen Charkterisierung
der PKC V- defizienten Maus

Der Verlust des PKC 1/A-Gens verursacht schwerwiegende Entwicklungsstorungen, die um
den embryonalen Tag 8.5 herum zur Letaitét der sich entwickelnden Maus fuhren (siehe
Kapitel 1.1.2.2). Die aPKC-Defizienz bei Invertebraten, bel denen nur eine aPKC-lsoform
bekannt ist, fuhrt bel Coenorhabditis elegans und Drosophila melanogaster aufgrund des
Verlustes von Zellpolaritdt ebenfalls zu einer embryonalen Sterblichkeit wahrend der friihen
Entwicklungsstadien. Bel D. melanogaster wurde zudem gezeigt, dass in mutanten
Embryonen keine Zonula adherens (adherens junctions bel Vertebraten) mehr im Epithel des
Embryos gebildet werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurden an die Untersuchungen zur
Charakterisierung der im Labor Leitges generierten PKC vA-defizienten Maus angeknupft
(siehe Kapitel 1.1.2.2), indem E7.5-Embryonen phanotypisch untersucht wurden.

3.3.1 Morphologische Untersuchung des E7.5-Embryos

Die phanotypischen Unterschiede zwischen Wildtyp- und PKC vA-defizienten Embryonen
offenbarten sich bereits bei morphologischer Betrachtung des embryonalen Stadiums E7.5. In
Ganzpraparaten und auf mit Hamatoxylin/Eosin-geférbten sagittalen Schnitten erschien der
mutante Embryo aufgrund einer stark verkleinerten Amnionhdhle in seiner Grole reduziert
(Abb. 3.9 A und B). Ausschnittvergrof3erungen offenbarten im Mutaten, dass eine epitheliale
Struktur des embryonalen Ektoderms nicht mehr zu erkennen war, sondern die Zellen in
einem Ubereinandergehduften gelockerten Zellverband vorlagen. Im Vergleich dazu ist
ektodermale Epithel beim Wildtyp-Embryo einschichtig und im festen Zellverband
organisiert (Abb. 3.9 C).
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Abb. 3.9 Morphologische Untersuchung des PKC va-defizienten E7.5-Embryos. Vergleichende
Morphologie des Wildtyp- und mutanten Embryos in Ganzprépartaten (A) und HE-geférbten Sagittal schnitten
(B). Im mutanten Embryo ist die Amnionhthle in ihrer Grof3e stark reduziert. (C) In der VergrofRerung aus dem
Bereich der in (B) markierten grauen Késten ist im Wildtyp das als Einzelschicht vorliegende embryonale
Ektoderm-Epithel im festen Zellverband zu sehen, das im Mutanten als Zellhaufen in gelockertem Zellverband
erkennbar ist. Abkirzungen: a, anterior; am, Amnion; ac, Amnionhthle; coe, extraembryonales Coelom; d,
dorsal; e, embryonales Ektoderm; ec, extraplazentale Hohle, en, embryonales Endoderm; HE,
Héamatoxilin/Eosin-Féarbung; m, embryonales Mesoderm; p, posterior; pl, Plazenta; v, ventral; wt, Wildtyp.

3.3.2 Untersuchungen zu Proliferation und Apoptose

Die postulierte Rolle von aPKCs in der Regulierung des Zellzyklus und dem Uberleben der
Zelle (Berraet a., 1995; Bjorkoy et al., 1997) deutete darauf hin, dass Veranderungen in der
Proliferation oder apoptotische Prozesse fir die Lethalitdt des PKC v/A-defizienten Embryos
verantwortlich sein konnten. Mit Hilfe immunhistochemischer Farbungen auf embryonalen
Paraffinschnitten wurden im mutanten E7.5-Embryo allerdings keine Abweichungen in der

Proliferationsfahigkeit im Vergleich zum Wildtyp-Embryo detektiert (Abb. 3.10 A).
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Auch eine Untersuchung der apoptotischen Aktivitédé zu diesem Stadium Uber
immunhistochemische Detektion von TdT (TUNEL-Nachweis) brachte keine weiteren
Aufschliisse. Beide Genotypen zeigten im gleichem Mal3e geringe Apoptose (Abb. 3.10 B).
Zusammengefasst erscheint es deshalb unwahrscheinlich, dass Veradnderungen in der
Proliferation oder apoptotische Prozesse eine Rolle fir den letalen Phéanotyp der PKC vA-
Defizienz spielen.

wit wit I\
A

Negativkontrolle Ki-67

Positivkontrolle TdT TdT

Abb. 3.10 Analyse der Proliferation und Apoptose im PKC vA-defizienten Embryo (E7.5).
Immunhistochemische Férbungen embryonaler Paraffinschnitte. (A) Der Verlust des PKC vA-Gens hat keinen
signifikanten Einfluss auf die Proliferationsfahigkeit im Embryo. Die Embryonen beider Genotypen zeigten in
alen Zellen embryonalen Ekto- und Mesoderms eine Uberlagerung der Signale (pinkfarben) fir die blaue
Farbung des Zellkerns und des roten Signals des verwendeten nukledren Zellproliferation-assoziierten Antigens
(Ki-67). In der Negativkontrolle war in den embryonalen Regionen kein rotes Signal, sondern nur die blaue
Farbung des Zellkerns detektierbar. (B) In der mit DNasel behandelten Positivkontrolle waren alle Zellkerne des

embryonalen Ekto- und Endoderms, der extraembryonalen Komponenten und der maternalen Plazenta fir den
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Apoptose-Marker (TdT) griin geférbt. Im embryonalen Epithel des Wildtyp- und PKC vA-defizienten Embryos
war kein grines Signa zu sehen. Nur in einigen Zellen im Bereich der Plazenta beider Genotypen wurden
apoptotische Signale identifiziert (weiRe Pfeile; blau, nukledre Hoechst-Férbung; grin, TdT-Signal).
Abkirzungen: am, Amnion; ac, Amnionhohle; e, Ektoderm; Ki-67, nukledres Zellproliferation-assoziiertes

Antigen; m, Mesoderm; pl, Plazenta; TdT, terminale Desoxyribonukleotidyl-Transferase; wt, Wildtyp.

3.3.3 Elektronenmikroskopische Unter suchungen

Die sog. Zdlpolaritéat spielt fur die apiko-basale Orientierung von Epithelien sowie fir die
zellulére Integritét eine entscheidende Rolle. Mal3geblich daran beteiligt sind die das Lumen
abgrenzenden apikal gelegenen tight junctions. Sie stellen u.a. eine Diffusionsbarriere dar und
erlauben eine selektive parazelluldre Diffusion sowie eine beschrénkte intramembrane
Diffusion von Lipiden und Proteinen zwischen den apikalen und basalen Doméanen.

Die verkleinerte Amnionhohle und die ungeordnete Ubereinandergehdufte Struktur der
Epithelzellen im PKC vA-defizienten E7.5 Embryo lief3en auf eine Veranderung in der
Durchlassigkeit des Epithels schlieffen. In Zusammenarbeit mit Frau Dr. Gudrun Brandes
(MHH, Abteillung Zellbiologie, Zentrum Anatomie) wurden daher E7.0 sowie E7.5-
Embryonen elektronenmikroskopisch untersucht. Die Morphologie im Wildtyp zeichnet sich
aus durch ein einrethiges Ektoderm-Epithel, in dem die Zellen mit deutlich ausgepragten
adherens junctions miteinander verbunden sind. Lumenseitig stehen die Zellen Uber
punktférmige tight junctions miteinander in Kontakt. Desmosomen werden auch in diesem
Stadium schon ausgebildet (Abb. 3.11 A). Im PKC vA-defizienten Embryo waren die
Epithelzellen in einem ungeordneten Zellverband organisiert. Sie sind abgerundeter und
besitzen einen zentralen Zellkern. Eine klare Abgrenzung der Zellen des Endo- von denen des
Ektoderms war nicht zu erkennen. Adherens junctions, tight junctions sowie Desmosomen
wurden nicht detektiert. (Abb. 3.11. B). Zur Bestimmung der Funktionalitét der tight
junctions wurde dem Epithel entweder von Iuminal oder basolateral Lanthan dem
Fixierungsmittel zugesetzt. Damit die elektronendichte Substanz auch lumenseitig in das
apikale embryonale Ektoderm gelangen konnte, wurde die Amnionhdhle mit einer
Insulinnadel angeritzt. Im Wildtyp konnte gezeigt werden, dass das Lanthan durch die tight
junctions an der Diffusion im parazelluldren Raum gehindert wird (Abb. 3.11 C). Im
mutanten Embryo diffundierte das Lanthan tiefer zwischen die Epithelzellen und bildete von
aulen nach innen einen gleichmalligen Gradienten aus (Abb. 3.11 D). Zusammenfassend
waren interzelluldre Kontakte und die selektive Barrierefunktion des embryonalen Epithels im
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PKC vA-defizienten Embryo nicht festzustellen. Adherens junctions, tight junctions und
Desmosomen fehlten vallig.

Abb. 3.11 Elektronenmikroskopie der Zell-Zellkontakte im Ektoderm von Wildtyp und PKC vA-
defizienten E7.5 Embryonen. (A) Im Wildtyp-Ektoderm kann der Schlussleistenkomplex aus tight junctions
(tj), adherens junctions (g) und Desmosomen (d) nachgewiesen werden, wahrenddessen das PKC-defiziente
Epithel (B) einen Zellhaufen ausbildet und nirgendwo diese Zellkontakte aufweist. (C+D) Bel Diffusion des
elektronendichten Lanthans von der apikalen Ektodermoberfléche aus ist ein Diffusionsstop im parazelluléren
Spalt nur der Wildtyp- (C), nicht jedoch bei den PKC vA-defizienten Embryonen (D) zu beobachten (schwarze

Pfellspitzen). Die EM-Bilder wurden von Frau Dr. Gudrun Brandes (MHH, Abteilung Zellbiologie; Zentrum
Anatomie) in Zusammenarbeit angefertigt.
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34 Geneierung einer PKC A Knockout /PKC {-cDNA Knockin Maus
(Rescue-M aus)

Aufgrund des Nachweises einer funktionellen Redundanz von aPKCs in Sdugerepithelzellen
sowie aufgrund der Schwierigkeit, beide aPKC-Isoformen biochemisch zu unterscheiden
(Joberty et al., 2000; Lin et al., 2000; Suzuki et a., 2001), wurde die Hypothese aufgestellt,
dass funktionelle Unterschiede auf eine unterschiedliche Regulation der transkriptionellen
Aktivitdt zurtckzufihren sein kdnnten. Demnach wére die embryonale Letalitét der PKC vA-
defizienten Maus, die auch bei aPK C-knockouts in Invertebraten beobachtet wurde, dadurch
bedingt, dass PKC { aufgrund seiner fehlenden oder zu geringen Expression zu diesem
Zeitpunkt der Embryonalentwicklung den Verlust des PKC vA-Proteins nicht oder nur
unzureichend kompensieren kann. Ob die in Saugerzellen beschriebene Redundanz auch in
der Embryogenese vorliegt, sollte geprift werden, indem eine Mauslinie generiert wurde, bel
der die PKC {-cDNA in den PKC vA-Locus integriert und damit unter die Regulation durch
den endogenen PKC vA-Promotor gestellt wurde (PKC /A knockout / PKC ¢ knockin).

3.4.1 Klonierung der Targeting-Vektoren

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei Targeting-Vektoren generiert. Beiden Vektoren ist
gemein, dass ein Teil des PKC vA-Gens zu Beginn des zweiten Exons deletiert und durch die
cDNA von PKC ¢ im fortlaufenden Leserahmen ersetzt wurde und so die PKC {-cDNA unter
die Kontrolle des endogenen PKC vA-Promotors gestellt wurde. Die Unterschiede der beiden
Targeting-Vektoren bestehen darin, dass der Vektor TV/tag im Anschluss an die PKC (-
cDNA die 3 untrandatierte Region des PKC vA-Locus enthielt (3°’UTRi), um die
Prozessierung der mRNA vom Zellkern in das Zytoplasma ebenfalls iiber die Regulation im
PKC vA-Lokus sicherzustellen. Fiir die Identifizierung des chiméren PKC vA-C-
Fusionsproteins enthielt dieser Targeting-Vektor zusétzlich einen 6-fach Histidin-Marker
direkt vor dem Stopcodon der PKC {-cDNA (Abb. 3.13 A). Der als TV/GFP bezeichnete
Targeting-Vektor enthielt anstelle der 3UTRi ein ds IRES-EGFP bezeichnetes Motiv
(Internal Ribosomal Entry Site-Enhanced Green Fluorescent Protein), um die Lokalisation des
exprimierten Proteins anhand der GFP-Fluoreszenz detektieren zu kdnnen. Ein 6x-Histidin-
Marker wurde in diesem Konstrukt nicht verwendet (Abb. 3.13 B).
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Als Ausgangskonstrukt fur beide Vektoren diente ein von M. Leitges bereitgestelltes Plasmid,
das ein 10530 bp umfassendes, mit EcoRI/Kpnl kloniertes, genomisches DNA-Fragment mit
dem Exon 2 und den flankierenden Intronsequenzen von PKC vA enthielt. Fur die
Verwendung als Basisplasmid fir die Targeting-Konstrukte wurde das zweite Exon mit
kirzeren Sequenzarmen Uber einen Spel-Restriktionsverdau herausgeschnitten und in den
Vektor pBluescript subkloniert. Zunachst wurden die fur die Klonierungsstrategie stbrenden
Restriktionsschnittstellen fur Sall und Smal im Polylinker der Vektors zerstért und
anschlieffend im Exon 2 des PKC vA-Gens durch Mutagenisierung eine Sall-Schnittstelle
(entspricht Position 199-204 der PKC vA cCNA It. NCBI Datenbank; NM_008857)
eingefuhrt. Dadurch wurde im fir die Genfusion relevanten Bereich die Aminosdure Isoleucin
an Position 29 zu Methionin mutiert (siehe Abb. 3.12). Der genomische Bereich downstream
dieser Schnittstelle wurde bis hinter die Splei3-Akzeptor-Stelle des Intron 2 Uber einen
Sall/Bglll-Verdau deletiert und durch ein synthetisches Adapterfragment ersetzt. Die in dem
Adapter enthaltenen Restriktionsschnittstellen Sall, Smal und Bglll dienten als Grundlage fur
die weiteren Klonierungsprozesse. Durch Mutagenisierungen an der PKC {-cDNA wurden
Restriktionsschnittstellen fur Sall und Smal eingefiihrt und die Klonierung der PKC (-cDNA
Uber diese Schnittstellen an das zum grof3en Teil deletierte zweite Exon von PKC v
ermoglicht. Die eingefuihrte Sall-Schnittstelle in der PKC (-cDNA bewirkte eine Inversion
der beiden Aminosauren Threonin und Serin an den Positionen 28 und 29. Der Austausch von
Isoleucin zu Methionin an Position 27 bleibt ohne Folgen fir das Fusionsprotein, da diese
Aminosaure upstream vom Fusionsbereich ist (sehe Abb. 3.12).

PKC /A PKC ¢
5-GGATATTATGATAACACACTTT-3 5'-GGACATCCTGATTACCAGCGTG-3° DNA
natv- p | M1 T H F DI L1 T SV AS
5" 3
5 GGATATTATGA'FE:LI'CGACCT TT-3* 5-GGACATCCT GATd'I_" CGACCGTG-3° DNA
Sall D | M M S T F D | L MS T V AS
1 -> M (Position 29) T -> S (Position 28)

S -> T (Position 29)

Abb. 3.12 Veranderungen der Aminosiuresequenz im Bereich des PKC vA und - Genfusion. Die
Einfuhrung der Sall-Schnittstelle (fett gedruckt), die den Leserahmen unbeeinflusst lief3, bewirkte den Austausch
einer Aminosaure der 5'-gelegenen PKC vA-Sequenz sowie zweier Aminosduren in der 3’-gelegenen PKC (-
Sequenz des chimdren Fusionsproteins (rote Pfeile markieren die Sequenzbereiche der Fusion). Abkiirzungen:

AS, Aminoséduresequenz; I, Isoleucin; M, Methionin; S, Serin; T, Threonin.
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Fir die Generierung des Targeting-Vektors TV/tag erfolgte die anschlief3ende Klonierung des
3'UTRI Uber Bglll/Smal-Restriktionsschnittstellen, die ebenfalls Gber Mutagenisierungen in
der 3°'UTR von PKC vA eingefithrt worden waren. Die Fertigstellung des Targeting-
Konstrukts for TV/tag wurde mit der BamHI/Bglll-Klonierung der Neomycin-
Resistenzkassette im Anschluss an die 3'UTRi abgeschlossen (Abb. 3.13).

Im Falle des Targeting-Vektors TV/GFP wurde hinter die PKC {-cDNA das IRES-EGFP-
Fragment Uber Smal-Restriktion eingefiihrt und ebenso wie bel TV/tag die Neomycin-
Resistenzkassette tiber eine BamHI/Bgll1-Klonierung angefigt (Abb. 3.13).

Abschlief3end erfolgte die Klonierung der beiden Targeting-Konstrukte in den Vektor
piotaEcoll/-1.2SpeAKpn. Es handelt sich hierbei um das zu Beginn dargestellte Plasmid,
wobe hier das native Spel-Fragment des PKC vA-Locus herausgeschnitten worden war.
Uber die Spel-Schnittstelle wurden nun die jeweiligen Targeting-Konstrukte aus dem
Basisplasmid einkloniert. AulRerhab des Spel-Fragmentes enthdlt dieses Plasmid die
5’ gelegenen 5330 bp umfassenden und die 3' gelegenen 4012 bp grof3en Intronsequenzen, die
als Homologiesequenzen fur eine erfolgreiche homologe Rekombination im PKC vA-Locus
bendtigt werden. Die korrekte Klonierung der beiden Targeting-Verktoren wurde vor der
Transfektion in ES-Zellen anhand mehrfacher Restriktionsanalysen kontrolliert sowie
samtliche DNA-Bereiche (mit Ausnahme der Neomycin-Resistenzkassette) Uber
Sequenzierung Uberpruft.

Eine schematische Ubersicht der linearisierten Targeting-Vektoren und des genomischen
Bereichesist in Abb. 3.13 dargestellt.
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A S B B
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]
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|
\- zeta | GFP |neoR
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Abb. 3.13 Schematische Darstellung der Klonierungsstrategie. Die dicken Linien stellen den Bereich der
EcoRI/Kpnl klonierten Targeting-Vektoren dar. Die gelben Késten entsprechen dem 2. Exon im PKC vA-Locus
bzw. der 3 UTR im Targeting-Vektor TV/tag. Nach der Deletion im Exon 2 von PKC vA wurden in beiden
Targeting-Konstrukten die PKC {-cDNA (blauer Kasten) in frame kloniert. Anstelle der 3UTR wurde im
Targeting-Vektor TV/GFP ein IRES-EGFP Motiv (griner Kasten) eingefigt, das mit der PKC vA-C Sequenz ein
bicistronisches Reporterkonstrukt darstellt, dasin der Lageist, in Zellen die chimére PKC vA-{ Expression unter
der Kontrolle des PKC vA-Promotors tber die griine GFP-Fuoreszenz indirekt zu lokalisieren. Beide Targeting-
Vektoren enthalten zur positiven Selektion transfizierter ES-Zellen eine von loxP Sequenzen flankierte
Neomycin-Resistenzkassette (roter Kasten). Abkirzungen: B, BamHI; Bg, Bglll; E, EcoRl; H, Hindlll; K, Kpnl;
S, Sall; Sm, Smal; Sp, Jel; *, 6 fach Higtitin-tag; Pfeil, blunt end Klonierung.
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3.4.2 Etablierung und Analyseder 4 ES-Zell-Linien mit zielgerichtetem Rescue-Allel

Fir die Transfektion der Targeting-Vektoren in murine embryonale Stammzellen wurden
zwel unterschiedliche ES-Zell-Linien verwendet. Bei der ersten Zell-Linie handelt es sich um
von aus 129/Sv x 129/Sv-CP hervorgegangenen Blastozysten abgeleitete RI-Wildtyp-ES-
Zellen (PKC vA'). Als zweite Zell-Linie wurden E14 ES-Zellen verwendet, die nahezu
isogen mit dem genomischen Hintergrund von 129 SvJ Mausen sind. Letztgenannte ES-Zéll-
Linie ist heterozygot fur eine EcoRV/Bglll-Deletion im PKC vA-Locus, was durch den
Verlust des zweiten Exons eine PKC vA-Defizienz in diesem Allel (PK C vA™) zu Folge hat
(Bandyopadhyay et a., 2004).

Insgesamt wurden so vier ES-Zell-Linien mit unterschiedlichem genetischen Hintergrund
etabliert. Durch die Transfektion mit je einem der beiden linearisierten Targeting Vektoren in
PK C VA" ES-Zellen wurden zwei ES-Zell-Linien generiert, die heterozygot fiir das Rescue
Alledl (PKC vA""*®) waren. Diese enthielten in Abhangigkeit von den transfizierten
Targeting Vektoren die Bezeichnung +/rescue tag (fur TV/tag) bzw. +/rescue GFP (fur
TVIGFP).

Die beiden weiteren ES-Zell-Linien gingen aus der Transfektion der ES-Zell-Linie PKC
VAT mit den beiden Targeting-Vektoren hervor. Zie war es, ES-Zell-Klone zu
identifizieren, die auf beiden Allelen defizient fir PKC vA sind, wobei ein Allel das Rescue-
Allel darstellt. Um dies zu gewdhrleisten, musste der jeweilige Targeting-Vektor in das
Wildtyp-Allel homolog rekombiniert werden. Diese ES-Zéll-Linien wurden alsA/rescue_tag
(fr TV /tag) bzw. \A/rescue_GFP fir (fur TV/GFP) bezeichnet.

Stabil transfizierte ES-Zellen wurden in Gegenwart von G418 selektiert, in 96 Well-
Kulturschalen vereinzelt und mittels Southern Blot-Hybridisierung analysiert. Bel erfolgter
homologer Rekombination konnte das mutante Allel anhand eines Restriktions
Fragmentléngen-Polymorphismus (RFLP) identifiziert werden. Die zu erwartenden
Fragmentlangen fir den PKC vA-Wildtyp-Locus wurden den Sequenzen der Celera
Datenbank entnommen. Fur die Rescue-Allele der vier verschiedenen ES-Zell-Linien ergaben
sich die im folgenden dargestellten unterschiedlichen RFLPs.

Fur die Etablierung der ES-Zéll-Linie +/rescue_tag wurde die DNA nach einem EcoRI-
Verdau mit einer aul3erhalb des Targeting-Vektors gelegenen 3'-Sonde (3'Kpn probe)
hybridisiert. Im mutanten Rescue-Allel verkleinerte sich das Wildtypfragment durch die
zusétzliche Restrikionsschnittstelle an Ende der Neomycin-Resi stenzkassette von 10,936 kb
auf 5,125 kb (Tab. 3.2 und Abb. 3.14). Insgesamt konnte obiger RFLP in transfizierten ES-
Zell-Klonen mit einer Frequenz von 1:3 nachgewiesen werden. Fir eine weltere
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Charakterisierung wurden 13 Klone expandiert, wobei hier exemplarisch nur die beiden ES-
Zell-Klone (Nr. 7 und 9) dargestellt sind, die fur die Etablierung der mutanten Mauslinie mit
dem Rescue-Allel verwendet wurden. Um die Integritét des 5’ -Bereichs der rekombinierenden
Arme zu Uberprifen, wurde der RFLP nach Bglll-Verdau mit einer 5'Hind-Sonde (5 Hind)
Uberpruft. Durch das Fehlen einer Bglll-Schnittstelle wurde fUr das Recue Allel ein Fragment
von 15,280 kb im Vergleich zu dem 8,406 kb grof3en Fragment fur das Wildtyp Allel
erwartet. Als interne Kontrolle diente nach einem BamHI-Verdau eine Sonde (Neo) zur
Identifizierung des Neomycin-Resistenzgens, um mehrfache Integrationen sichtbar zu
machen. Hierbel wurde ein Fragment in der Grof3e von 4,845 kb identifiziert und bestétigte
bei den dargestellten Klonen Nr. 7 und 9 die gezielte Mutation im PKC vA-Locus (Tab. 3.2
und Abb. 3.14).

Zur Charakterisierung der anderen ES-Zell-Linien wurden die gleichen Sonden und RFLPs
verwendet. FUr die Etablierung der ES-Zell-Linie 1A/rescue_tag wurde der korrekte RFLP
EcoRI mit einer Haufigkeit von 1:20 identifiziert. Bel den selektierten Klonen Nr. 85 und 92
wurden die gewtnschten Fragmente in der Grof3e von 3,230 kb fir das PKC v/A-defiziente
Alldl und 5,125 kb fur das Rescue-Allel detektiert. Somit waren diese positiven Klone auf
beiden Allelen defizient fir PKC vA. Im Gegensatz dazu wurde bei den Klonen Nr. 27 und 45
der Targeting-Vektor TV/tag in das PKC vA-defiziente Allel homolog rekombiniert, so dass
diese Klone neben dem Rescue-Allel noch das Wildtyp-Allel enthielten und fir die
Etablierung dieser ES-Zell-Linie nicht in Frage kamen. Die Uberprifung aler vier Klone
durch den RFLP nach Bglll-Verdau mit den erwarteten Fragmentgrof3en von 15,280 kb fir
das Rescue-Allel und 10,375 fir das PKC vA-defiziente Allel bestétigte dieses Ergebnis. Das
im Vergleich zum Wildtyp-Allel (8,406 kb) grof3ere Fragment fur die PKC vA-Defizienz
(10,375 kb) im Bgll1-Verdau resultiert aus dem Verlust einer Bglll-Schnittstelle, so dass eine
weiter 3' lokalisierte Bglll-Stelle fur die Fragmentgrof3e verantwortlich war. Bel allen
dargestellten Klonen dieser ES-Zéll-Linie wurde der Targeting-Vektor nur einmal integriert,
was durch das 4,845 kb grofe Fragment mit Hilfe der internen Neo-Sonde sichtbar gemacht
werden konnte (Tab. 3.2 und Abb. 3.15).

Fir die Etablierung der ES-Z€ll-Linie +/rescue_GFP wurde der Targeting-Vektor TV/GFP
mit einer Frequenz von 1:3 homolog rekombiniert. Bel allen exemplarisch dargestellten
Klonen Nr. 3, 8, 10, 14 und 29 (Abb. 3.15) konnten die beiden RFLPs nach EcoRlI- und Bglll-
Verdau korrekt nachgewiesen werden. Allerdings betrug die errechnete Fragmentgrofde for
das Rescue-Allel im EcoRI-Verdau durch das im Vergleich zur 3'UTR von PKC vA kleinere
IRES-EGFP-Motiv im Targeting-Vektor TV/GFP in diesem Fall 14,358 kb (Tab. 3.2 und
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Abb. 3.15), wobei der GrolRenunterschied von 922 bp durch die schwierigere Separierung
grol3er Fragmente im Agarosegel nicht unmittelbar im Blot abgebildet werden konnte. Die
Uberpriifung mit der internen Sonde ergab fur den Klon Nr. 3 ein multiples Bandenmuster, so
dass dieser Klon fur die Etablierung dieser ES-Zédll-Linie nicht verwendet wurde. Alle
anderen Klone zeigten nur ein Fragment mit einer Grof3e von 3,718 kb (Tab. 3.2 und Abb.
3.15).

Bel der ES-Zell-Linie 1A/rescue GFP wurde der Targeting-Vektor TV/GFP mit einer
Haufigkeit von 1:20 integriert. Von den beispielhaft dargestellten Klonen wiesen nur die
Klone Nr. 22 und 27 fir das Rescue- wie fur das PKC vA-defiziente Allel die erwarteten
RFLPs auf. Klon Nr. 41 kam aufgrund der nicht gewiinschten Rekombination des Targeting-
Vektors in das PKC vA-defiziente Allel fir diese ES-Zéll-Linie nicht in Frage. Bei Klon Nr.
11 fand kein Rekombinationsereignis im PKC vA-Locus stett, jedoch waren Uber den
Nachweis mit der internen Sonde Mehrfachintegrationen an weiteren Positionen des Genoms
erkennbar (Tab. 3.2 und Abb. 3.15).

Tab. 3.2 Beschreibung der vier generierten ES-Zell-Linien und ihrer RFLPsin der Southern-Analyse.

ES-Zell-Linie EcoRl [kb] 3 Balll [kb] & BamHI [kb] Neo | Charakterisitik
+/rescue_tag 10,936 (wt) 8,406 (wt) 4,845 heterozygot flr
5125 (rescue) | 15,280 (rescue) | (Rescue-Alld) Rescue-Alléel
1A/rescue tag 3,230 (1A) 10,375 (1A) 4,845 PKC 1 defizient
5125 (rescue) | 15,280 (rescue) | (Rescue-Alld) mit Rescue-All€l
+/rescue GFP | 10,936 (wt) 8,406 (wt) 3,718 heterozygot fir
5125 (rescue) | 14,358 (rescue) | (Rescue-Alld) Rescue-Alléel
W/rescue GFP | 3,230 (1A) 10,375 (1A) 3,718 PKC 1 defizient
5125 (rescue) | 14,358 (rescue) | (Rescue-Alld) mit Rescue-All€l
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Abb. 3.14 Schematische Dar stellung der Southern Blot-Analyse der vier ES-Zéll-Linien. Das Wildtyp-Allel
sowie die beiden mutanten Allele sind wie in Abb. 3.13 skizziert. Zusétzlich sind die RFLPs fir das PKC vA-

defiziente Allel  (iota del)

beschrieben. Die hellgriin

unterlegten Bereiche kennzeichnen die

Hybridisierungsregionen der jeweiligen Sonden. Abkirzungen: B, BamHI; Bg, Bglll; E, EcoRl; H, Hindlll; K,

Kpnl; RV, EcoRV; Sp, Spel.
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Abb. 3.15 Southern Blot Analyse von ES-Zell-Klonen. Fur die Uberprifung der korrekten Integration der
jeweiligen Targeting-Vektoren wurde die DNA von stabil transfizierten ES-Zell-Klonen mit den Enzymen
EcoRl, Bglll oder BamHI verdaut, gelelektrophoretisch aufgetrennt, auf einer Nylonmembran immobilisiert und
mit den Sonden 3', 5" und Neo hybridisiert. Die resultierenden Banden korrespondieren mit den in Tabelle 3.2
und Abb. 3.13 dargestellten Fragmentgrofien fir die verschiedenen ES-Zell-Linien. Die positiven Klone mit
korrektem Bandenmuster aus jeder Zell-Linie sind mit einem Stern (*) gekennzeichnet. Abkiirzungen: 1A, PKC
VA-defizientes Allel; M, Marker; res, rescue-Allel; resGFP, Fragmentgrof3e bel der Verwendung der internen
Neo-Sonde fir den Targeting-Vektor TV/GFP; res/tag, FragmentgroRe bel der Verwendung der internen Neo-
Sonde fur den Targeting-Vektor TV /tag; wt, Wildtyp-Allel.

Zum Nachweis der Expression des chimaren PKCv{-Proteins wurden Extrakte ausgewahlter
Klone, die mit dem Targeting Vektor TV/tag transfiziert worden waren, durch eine Western-
Analyse mit einem Antikorper gegen den eingefuhrten 6-fach Histidin-Marker tUberpruft. Bel
allen getesteten Klonen beider Zell-Linien, Nr. 7 und 9 der ES-Z€ll-Linie +/rescue_tag und
Nr. 27, 45, 85 und 92 der ES-Z€ll-Linie 1A/rescue_tag, wurde ein Protein mit dem erwarteten
Molekulargewicht von ca. 70 kDa nachgewiesen. Als Negativkontolle dienten Proteinextrakte
der ES-Zell-Linie RI und 15 (Wildtyp), sowie 1136 (PKCVA"), in denen keine Signale zu
detektieren waren. Zur Verifizierung der korrekten Laufhohe des chiméren PKCvA-C Proteins
im Blot wurden bei allen Zell-Klonen durch Verwendung eines Antikorpers, der beide aPKC
Isoformen erkennt, Signale in Hohe des putativen Molekulargewichts zwischen 67,2 (PKCr)
und 67,7 kDa (PKC() identifiziert (Abb. 3.16).
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Abb. 3.16 Expression des chimdren PKC vA-{-Proteins in Klonen der ES-Zédll-Linien +/rescue_tag und
1A/rescue_tag. (A) Uber den 6-fach Histidin-tag konnte das Protein (68,5 kDa) in allen rekombinanten ES-Zell-
Klonen nachgewiesen werden. Die im Southern Blot positiv selektierten Klone sind mit einem Stern (*)
markiert. Bel den Klonen Nr. 27 und 45 war die Integration des Targeting-V ektors TV/tag unerwiinschterweise
in das PKC vA-defiziente Allel erfolgt, was die Proteinexpression nicht beeinflusste. Als Negativ-Kontrollen
wurden zwel Wildtyp-ES-Zdll-Linien (RI und I5) und eine PKC vA-defizientes Zell-Linie (1136) verwendet. Die
Banden be 60 und 80 kDa stellen unspezifische Signadle in ES-Zell-Proteinextrakten dar. (B) In alen
dargestellten ES-Zell-Klonen wurden mit Hilfe eines Antikérpers, der beide aPKC-Isoformen erkennt, Signae
identifiziert (67,2-67,7 kDa), was zur Verifizierung der korrekten Laufhthe des chiméren PKC vA-(-Proteins
herangezogen wurde. Abkiirzungen: a-aPKC, Antikorper gegen beide aPK C-1soformen; a-His, Antikdrper gegen
den 6-fach Histidi-tag im Targeting-Vektor TV/tag.

Die Proteinexpression der mit dem Targeting-Vektor TV/GFP transfizierten ES-Zell-Klone
konnte indirekt anhand der GFP-Fluoreszenz nachgewiesen werden. Am Beispiel von Klon
Nr. 10 der ES-Zell-Linie +/rescue GFP konnte nach dem Expandieren der Zellen auf
Glasplatten die grine Floureszenz im zellularen Zytoplasma sichtbar gemacht werden (Abb.

3.17).
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Abb. 3.17 Expresson des chiméren PKC vA-(-Proteins der ES-Zel-Linie +/rescue GFP. Der
Proteinnachweis erfolgte indirekt Uber die zytoplasmatische GFP-Fluoreszenz des im Anschluss an das PKC v/A-
(-Fusionsgen klonierten GFP-Gens im Targeting-Vektor TV/GFP. Abkirzung: GFP, grines fluoreszierendes

Protein.

3.4.3 Etablierung und Zucht der mutanten Mauslinie

Die Blastozysteninjektion mit den ES-Zell-Klonen Nr. 7 und 9 der generierten ES-Zell-Linie
+/rescue_tag und die Gewinnung chimérer Tiere wurde nach Standardprotokollen am Max-
Planck-Institut fur biophysikalische Chemie in Gottingen durchgefihrt (Robertson, 1987;
Tesar, 2005). Bel insgesamt drei chimaren Mannchen, die mit Wildtyp-C57BL/6J-Weibchen
verpaart wurden, konnte eine Kembahntransmission mit der gezielten Mutation
nachgewiesen werden. Nachkommen mit durchgehend rotbrauner Fellfarbe wurden mittels
PCR genotypisiert. Flr insgesamt 17 heterozygote Nachkommen wurde die Transmission
Uber eine Southern Blot-Analyse verifiziert (Daten nicht gezeigt), die wie fur die
Charakterisierung der ES-Zell-Linien beschrieben durchgefuhrt wurde (Kapitel 3.4.2). Die
heterozygoten Tiere aus der Filialgeneration wurden as Grindertiere (Founder) fur die
welitere Zucht und die nachfolgenden Experimente verwendet.

Zusatzlich wurde eine Mausdlinie generiert, bel der die Neomycinresistenz-K assette aus dem
mutanten Allel Gber die Kreuzung mit einem konstitutiv Cre-Rekombinase exprimierenden
C57BL/6-Weibchen (Deleter) entfernt wurde. Anschlieffend wurde das Cre-Gen durch
Verpaarung mit fir das Cre-Gen heterozygoten Tieren wieder ausgekreuzt. Mit dieser

Mauslinie wurden im Rahmen dieser Arbeit aus Zeitgrtinden nicht mehr gearbeitet.
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3.5 Untersuchung des Phanotyps der PKC vA Knockout /PKC { cDNA

Knockin-M aus (Rescue-M aus)

3.5.1 Untersuchungen wahrend der Embryogenese

Um zu Uberprifen, ob die beiden atypischen PKCs wéahrend der Embryogenese funktionell
redundant sind und so der embryonal |etale Phanotyp der PKC vAi-defizienten Maus durch die
Insertion des PKC (-Gens kompensiert werden kann, wurden Embryonen verschiedener
Embryonal stadien prapariert, die aus Heterozygotenverpaarungen hervorgegangen waren. Die
Genotypen wurden mittels PCR bestimmt und morphologisch analysiert.

Bei alen fur das Rescue-Allel homozygoten Embryonen an dem fir die PKC vA-Defizienz
kritischen Embryonaltag E7.5 wurde im Vergleich zu den Wildtyp- und heterozygoten
Embryonen eine normale Morphologie des auféerlich sichtbaren Phanotyps beobachtet. Diese
Beobachtung wiederholte sich in den Stadien E8.5, E10.5, E14.5 und E18.5. Eine statistische
Auswertung der Genotyp-Verteilung ergab keine signifikanten Abweichungen von der
erwarteten Verteilung (1:2:1) Uber die gesamte Embryogenese (Tab. 3.3). Die Rescue-Maus
ist somit embryonal Uberlebensfahig.

Tab. 3.3 Genotypen-Haufigkeiten embryonaler Nachkommen aus Heter ozygotenver paarungen der
Rescue-Maus.

E-Stadium Gesamt (%) | Wildtyp (%) | reshetero (%) | reshomo (%)
E7.5 47 (100) | 8 (17) | 28 (59.6) | 11 (23.4)
E8.5 11 (100) | 1 91 | 7 (636) | 3 (27.3)
E10.5 8 (100) | 2 (25) | 4 (50) | 2 (25)
E14.5 77 (100) | 18 (23.4) | 42 (545) | 17 (22.1)
E18.5 26 (100) | 9 (346) | 9 (346) | 8 (30.8)

3.5.2 Statistische Vertellung bei juvenilen Nachkommen

Fir die statistische Analyse der Genotypenverteilung nach der Geburt wurden Nachkommen
aus Heterozygotenverpaarungen im Alter von 4 Wochen genotypisiert. Von insgesamt 387
untersuchten Tieren wurden 63,3 % heterozygote (245) und 35,7 % Wildtyp-Tiere (138)
identifiziert. Nur vier homozygote Tiere konnten identifiziert werden (1%). Ein Ménnchen
mit &ul3erlich unauffalligem Phanotyp starb am postnatalen Tag P32. Ein im Phanotyp normal
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erscheinendes weibliches Tier verstarb im Alter von 14 Wochen ebenfalls aus ungeklarter
Ursache.

Ein welteres, in dieser Statistik nicht aufgeftihrtes homozygotes weibliches Tier starb 3
Wochen nach der Geburt (P20). Es wirkte schwach, war im Gegensatz zum Wildtyp deutlich
kleiner und hatte eine Vergrof3erung der frontalen Schédelregion. Neben der generellen
Bewegungsarmut, die auch auf eventuelle Schmerzen hindeutete, wurden Anomalien in der
Motorik festgestellt. Im Vergleich zu der gegengleichen Fortbwegungsart der Vorder- und
Hinterlaufe beim Wildtyp stellte das homzygote Tier zuerst die Vorderlaufe parallel auf und
nachfolgend die Hinterlaufe (hUpfend). Zusétzlich konnten die Zehen nicht vollstandig

ausgestreckt werden.

3.5.3 Analyseder neonatalen Nachkommen

Bei insgesamt 32 untersuchten neugeborenen Mausen wurden gemdald der Mendelschen
Verteilung 50 % heterozygote (16), 28 % Wildtyp- (9) und 22 % homozygote Tiere (7)
festgestellt. Aufgrund der geringen Uberlebensrate bei den juvenilen Nachkommen wurde die
Uberlebenszeit von 13 Neugeborenen zweier Wiirfe tiber einen Zeitraum von 38,5 h postnatal
per Videokamera Uberwacht. Alle Tiere lebten zunéchst, wurden von den Mittern gesdugt
und lief3en keine aul3erlich sichtbaren Anomalien erkennen. Alle Wildtyp- und heterozygoten
Nachkommen (berlebten den Beobachtungszeitraum, wahrend alle (funf) homozygoten
Nachkommen innerhalb von 38,5 h gestorben waren (nach 2,5; 7; 23; 32 und 38,5 h) (Abb.
3.18). Die mittlere Uberlebenszeit betrug 23 h.
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Abb. 3.18 Uberlebenskurve zweier Wiirfe doppelt-heterozygoter Verpaarungen. Wahrend alle Wildtyp-
und heterozygoten Nachkommen Uberlebten, starben alle 5 homozygoten Neugeborenen innerhalb der ersten 2
Lebenstage. Die mittlere Uberlebenszeit betrug dabei 23 h.

3.5.4 Anomalien bei adulten Homozygoten

Nur zwei homozygote, in der phanotypischen Erscheinung zunéchst vollig normale, Tiere (ein
Méannchen und ein Weibchen) erreichten das fortpflanzungsfahige Alter. Im Alter von vier
Wochen zeigten sie ein normales Fress- und Sozialverhalten. Bereits im Alter von 9 Wochen
postnatal wurde eine Veranderung im Bewegungsablauf beobachtet. Im Fuf3abdruck-Test
konnte neben der normaen Fortbewegungsart, bei der die Vorder- und Hinterlaufe
gegengleich aufgestellt werden, erste Anzeichen einer hiipfenden Laufbewegung festgestellt
werden (s.0.). Im Alter von 6 bis 7 Monaten wurden jeweils die Vorder- und Hinterlaufe
ausschliefdlich parallel aufgesetzt (Abb. 3. 19 und 3.20). Dies ging in zunehmendem Mal3e mit
einem generellen Mangel an Bewegung einher. Das Weibchen war fertil und hat in der
Verpaarung mit einem heterozygoten Mannchen insgesamt 3 Wurfe mit jewells drel
Nachkommen hervorgebracht. Aussagen Uber diese Nachkommen und ihren Genotyp konnten
nicht gemacht werden, da die Neugeborenen kurz nach der Geburt starben. Das mit
heterozygoten Welbchen verpaarte Mannchen hat keine Nachkommen gezeugt. Sein
Fertilitatsstatus ist nicht geklart.
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Abb. 3.19 FuRabdriicke der beiden homozygoten adulten Nachkommen im Vergleich zu Wildtyp-
Geschwistern. Bel den Wildtyp-Tieren (3 und @) wurden beim Laufen die Vorder- und Hinterldufe gegengleich
aufgestellt. Beim homozygoten Méannchen (28 Wochen alt) war die abnorme Laufbewegung voll entwickelt. Die
Vorder- und Hinterldufe wurden parallel aufgesetzt bzw. nachgestellt. Das 9 Wochen alte Weibchen wies sowohl

die normale als auch die abnorme Fortbewegungsart auf, die sich spéter aber voll manifestierte.

Wildtyp Rescue
&
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Abb. 3.20 Schematische Darstellung der FulRabdriicke adulter Tiere. Die Nummern kennzeichnen die

Reihenfolge der aufgesetzten Vorder- bzw. Hinterlaufe.
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4 Diskussion

Obwohl die beiden atypischen Protein Kinase C-l1soformen PKC vA und { an einer Vielzahl
biologischer Prozesse beteiligt sind, existieren nur unzureichende Kenntnisse hinsichtlich
ihrer spezifischen in vivo-Funktionen. Erste Hinweise auf spezifische Funktionen wurden
durch die Generierung von aPKC-knockout-Mausen erbracht, die zu deutlich
unterschiedlichen Phénotypen fuhrten (Leitges et a., 2001; Bandyopadhyay et al., 2004;
Soloff et al., 2004). Auf der anderen Seite konnten den strukturell sehr homologen aPKC-
Isoformen bislang keine Unterschiede in ihren biochemischen Eigenschaften nachgewiesen
werden (Uberall et al., 1999; Diaz-Meco and Moscat, 2001). Dariiber hinaus deuten
zahlreiche Uberexpressionsstudien in Saugerzellen darauf hin, dass beide aPK C-lsoformen
sich insbesondere bel der Regulierung der epithelalen Zellpolaritét gegenseitig funktionell
substituieren kdnnen (Tabuse et al., 1998; Yamanaka et al., 2003). Im lebenden Organismus
setzt diese funktionelle Redundanz allerdings voraus, dass beide Isoformen im gleichen
Gewebetyp exprimiert sind.

Um Kenntnisse hinsichtlich ihres mdglichen Zusammenwirkens innerhalb eines bestimmten
Zell- oder Gewebetyps in vivo zu erhalten, wurde die spatio-temporale Expression der aPK C-
Isoformen wahrend der Embryonalentwicklung der Maus untersucht. Nach Untersuchungen
zur Charakterisierung des embryonal letalen Phanotyps der PKC vA-defizienten Maus konnte
Uber die Analyse der generierten PKC /A knockout /PKC (-cDNA knockin -Mauslinie gezeigt
werden, dass die embryonale Sterblichkeit in der PKC vA-Defizienz durch das funktionell-
redundante Zusammenwirken der aPK C-1soformen aufgehoben werden kann.

4.1 Die Expression von PKC VA und { in der Embryogenese der Maus

Die Analyse der Expresson hat gezeigt, dass beide aPKC-lsoformen en sehr
unterschiedliches spatio-temporales Expressiosprofil wahrend der Embryogenese der Maus
aufweisen. Bemerkenswert dabel ist, dass sich das bel beiden Isoformen in den frihen
Embryonalstadien festgestellte ubiquitédre Expressionsmuster um den Embryonaltag 12.5 in
ein sehr differenziertes, aber komplexes Expressionsprofil Ubergeht. Dabel ist festzustellen,
dass PKC VA wéhrend der gesamten Embryonalentwicklung die vorherrschend exprimierte
aPK C-Isoform darstellt, wahrend die Transkription von PKC { im Vergleich zu PKC VA an

alen untersuchten Embryonal stadien schwécher ausféllt.
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PKC VA und PKC { verfugen in den frihen Stadien E7.5 bis E10.5 tber ein tGberlappendes
Expressionsprofil, wobei beide Gene ubiquitér in alen Epithelien und Gewebetypen des sich
entwickelnden Embryos exprimiert sind. Dabei wurde die Uber quantitative PCR ermittelte
aullerst schwache PKC {-Expression auch auf Translationsebene durch Western Blot-Analyse
mit spezifischen Antikorpern gegen PKC vA und { an den Embryonalstadien E8.5 und 9.5
bestétigt (Kapitel 3.2.1). In den spéteren Stadien, von E12.5 bis E16.5, bleilbt PKC VA
ebenfalls stark exprimiert, jedoch nimmt die mRNA-Gesamtkonzentration ab, wobei die
Expression in bestimmten Gewebetypen eindeutiger abgegrenzt werden kann. Ab E12.5 wird
die PKC {-Expression sehr spezifisch mit einer ausgepragten Regionalisierung im Gehirn und
Korper des Embryos. Die Unterscheidung spezifischer Expressionsdomanen wurde besonders
am Embryonaltag E16.5 deutlich. Wahrend PKC vA weitlaufig exprimiert ist, existiert eine
transkriptionelle PKC (-Aktivitdt nur im olfaktorischen Epithel, in der Hypophyse, im
Choroid plexus, in der Lunge, in den medullaren Regionen der Niere und im Epithel des
Darms. Im Gegesatz dazu ist PKC VA weder im Choroid plexus noch in der Hypophyse
exprimiert. Eine epidermale Expression wurde nur fir PKC A gefunden (Siehe Kapitel 3.2.4).
Passend dazu konnte auch nur fir PKC vA eine Bedeutung in der TJ-Bildung nachgewiesen
werden (Judith A Tunggal, 2005). Fir beide Isoformen konnten ebenfalls unterschiedliche
Funktionen in der Lunge zugeordnet werden. So ist PKC vA Uber den Ras/Rac-Signalweg an
der Entstehung von Tumoren bei der Maus und beim Menschen beteiligt (Murray et al., 2004,
Regala et a., 2005), PKC ( dagegen ist in die Jak1/Stat6 regulierte Asthmaentwicklung
involviert (Martin et al., 2005). Die unterschiedliche Auspragung in der Expression von PKC
U\ and  zu den spéteren Stadien der Embryonalentwicklung stimmt mit bereits publizierten
|SH-Anaysen am Gehirn adulter M&use (Oster et al., 2004) sowie Northern Blot-Daten aus
verschiedenen Geweben adulter Mause und Zell-Linien Uberein (Akimoto et a., 1994), liefert
aber zusétzliche Details hinsichtlich der zelluléren Expressionsdomanen.

Im Hinblick auf die wichtigen Funktionen der aPKCs in zahlreichen biologischen Prozessen
wahrend der Embryogenese, wie Zellproliferatuin und Zelltberleben (Diaz-Meco et d.,
1996), Apoptose (Chang et a., 2002), epithelialer Polarisierung (Suzuki et al., 2001) und
Zellmigration (Etienne-Manneville and Hall, 2001), kdnnen diese Daten eine Hilfestellung bel
der Unterscheidung der spezifischen Beteiligung beider aPKC-lIsoforms in definierten

physiologischen Prozessen darstellen.
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4.2 Der Einflussvon PKC vi wahrend der Gastrulation

Die Deletion des PKC vA-Gens fuhrt zu einer embryonalen Sterblichkeit in der sich
entwickelnden Maus zum Zeitpunkt der Gastrulation (Bandyopadhyay et al., 2004; Soloff et
a., 2004). Vorlaufige Untersuchungen an in der Arbeitsgruppe Leitges generierten PKC VA-
defizienten Embryonen bestdtigen diese frihe embryonale Letditdt. Embryogenetische
Defekte werden bereits um E7.0 herum beobachtet. Lichtmikroskopische Untersuchungen
zeigen, dass durch Umklappen am anterioren Ende das embryonae Epithel
zuammenhangend, aber abnorma mehrschichtig vorliegt. Eine apikale Orientierung des
Epithels ist Uber die Préasenz der tight junction- (TJ) Komponente ZO-1 identifizierbar.
Wichtige Musterbildungsgene sind im mutanten Embryo um E7.5-8.5 korrekt exprimiert und
werden offensichtlich unabhéngig von PKC VA reguliert (M. Leitges, personliche Mitteilung).
Die in dieser Arbeit durchgefuhrte Analyse hat im Gegensatz zu obigen Untersuchungen
gezeigt, dass die embryonalen Epithelzellen nicht fest miteinander verbunden sind.
Stattdessen sind  se  irreguld&  in der abnormal  verkleinerten  Amnionhdhle
Ubereinandergeschichtet. In der elektronenmikroskopischen Analyse sind interzelluldre
Kontakte und die selektive Barrierefunktion des embryonalen Epithels im PKC vA-defizienten
Embryo sowie eine epitheliale apiko-basale Zellpolaritét nicht festzustellen. Adherens
junctions (AJ), TJs und Desmosomen fehlen vollig. Weiterhin existiert keine klare
Abgrenzung der irregulé abgerundeten Zellen des Ektoderms von denen des Mesoderms.

Der Phénotyp des PKC vA-defizienten Embryos erinnert an den der aPKC-Defizienz in D.
melanogaster, wo ebenfals zum Zeitpunkt der Gastrulation die Entwicklung abbricht
(Wodarz et d., 2000). Bel homozygoten DaPKC-defizienten Embryonen von heterozygoten
M Uttern wurde zudem eine abnorma vielschichtige Struktur des embryonalen Epithels sowie
das Fehlen von Zonula adherens-Strukturen (AJ bel Vertebraten) und der apiko-basalen
Membranpolaritét beobachtet (Wodarz et a., 2000). Bei C. elegans wurde die weitere
Embryonalentwicklung der Mutanten aufgrund von Polaritdtsdefekten bereits vor der
Epithelbildung gestoppt (Tabuse et al., 1998). Daneben konnte in zahlreichen Studien in
Saugerepithelzellen die Betelligung von aPKCs in der Bildung von TJs und be der
Etablierung epithelialer Zellpolaritét Uber die Regulierung des terndren Par-6/aPK C/Par-3-
Komplexes nachgewiesen werden (Joberty et al., 2000; Ohno, 2001; Suzuki et a., 2001;
Yamanaka et al., 2001; Hirose et a., 2002; Wodarz, 2002; Henrique and Schweisguth, 2003;
Hurd et a., 2003; Yamanaka et al., 2003).

Erste Untersuchungen des PKC vA-defizienten Maus-Embryos deuteten darauf hin, dass in

einem fruheren Zeitpunkt der Embryonaentwicklung eine epithelartige Struktur ausgebildet
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wird. Zusétzlich konnte die TJ-assoziierte Komponente ZO-1 an der apikalen Zellmembran
identifiziert werden. Dies fuhrte zu der Hypothese, dass TJs zwar gebildet werden, jedoch ihre
physiologischen Funktion als selektive Barriere und zur Abdichtung des Epithels
(Kovbasnjuk et al., 1998; Balda and Matter, 2000; Anderson, 2001; Tsukita et al., 2001) nicht
mehr oder nur vermindert austiben konnen. Der Verlust von membranstandigen TJ
Komponenten fihrt zur Undichtigkeit des Epithels und bewirkt eine erhthte permeable
Diffusion léslicher lonen durch die Membran (Van Itallie and Anderson, 2006). Fur den PKC
UA-defizienten Embryo wirde das bedeuten, dass der Turgor in der Amnionhohle durch die
Durchlassigkeit des Epithels nicht mehr aufrechterhalten werden kann und somit die
proliferierenden Epithelzellen des PKC JA-defizienten Embryos wéhrend der Gastrulation
nicht apikalwérts wandern (Keller, 2005), sondern in der Amnionhohle zu einer
mehrschichtigen Epithel struktur kollabieren.

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass in den untersuchten mutanten E7.5 Maus-Embryonen
keinerlel durch AJs vermittelte Zellkontakte, keine TJs sowie keine Polaritédt der Zellmembran
festgestellt werden konnten. Zur eindeutigen Klarung der Prasenz von epithelialer
Zellpolaritdt und um den Einfluss von PKC VA auf die Etablierung der Zellpolaritat ndher zu
definieren, sollten weiterfihrende Untersuchungen an friheren Embryonalstadien (um E6.0-
7.0) der PKC vA-defizienten Maus durchgefiihrt werden. So kann festgestellt werden, an
welchem Stadium die Storung auftritt und worin sie begrindet liegt. Dabel sollte zunéachst die
Uberprifung des Epithels auf das Vorhandensein von AJs sowie TJ-bildenden Komponenten
wie die membransténdigen Occludine und Claudine (Furuse et a., 1993; Furuse et a., 1998)
sowie die mit ihnen assozierten peripheren Membranproteine ZO-1/2 (Stevenson et a., 1986;
Anderson, 2001) Uber immunhistochemische Untersuchungen im Vordergrund stehen, um
einen Hinweis auf eine mogliche Regulierung der Polaritdts-abhangigen Rekrutierung
definierter TJ}Komponente zu erhalten. Begleitend dazu sollte die Epithelmorphologie und
auf die Anwesenheit von AJs und Desmosomen geprft werden.

Trotz der postulierten Rolle der aPKCs in der Regulierung von Proliferation und Apoptose
(Berra et d., 1995, Bjorkoy et a., 1997) wurden keine Verdnderungen in der
Proliferationsfahigkeit oder zellapoptotische Prozesse im PKC vA-defizienten Embryo
nachgewiesen. Diese Prozesse konnen deshalb mit hoher Wahrscheinlichkeit als Ursache fiir

die embryogeneti schen Defekte ausgeschl ossen werden.
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4.3 Die PKC VA knockout/PK C {-cDNA knockin-M aus (Rescue-M aus)

Bisang konnten fur die aPKC-lIsoformen keine biochemischen Unterschiede sowie
Unterschiede in der Regulierung von Zellpolaritdt in Epithelzellen nachgewiesen werden
(Joberty et al., 2000; Lin et al., 2000; Suzuki et a., 2001). Weitere Indizien fur eine
funktionelle Austauschbarkeit wurden auch in der Regulation der Zellproliferation sowie der
Polymerisierung des Aktin-Zytoskeletts gezeigt (Uberall et al., 1999; Diaz-Meco and Moscat,
2001). Fur verschiedene biologische Prozesse, wie beipielsweise in der Embryogenese, der
Hamatopoese sowie bei verschiedenen neurobiologischen Prozessen wurde ein funktionell-
redundanter Regulationsmechanismus fir verschiedene Gene bereits nachgewiesen (Wang et
a., 1996; De Franceschi et al., 1997; Grifman et a., 1998; Sacher, 2004). Im Fall der
Inaktivierung eines von zwei redundant wirkenden Genen bt dies keinen oder nur einen
geringen Effekt auf die betreffende biologische Funktion in einem bestimmten Zelltyp aus
(Nowak et al., 1997). Defizienzen des aPKC-Gens bei Invertebraten fuhrten zu einer sehr
frihen embryonalen Sterblichkeit, die auf Defekte in der zelluléren Polaritét zurtickzufihren
waren (Tabuse et al., 1998; Wodarz et a., 2000). Es wurde die Hypothese aufgestellt, dass die
funktionellen Unterschiede, die fir PKC vA und { durch die Analyse der mutanten Maus
beobachtet worden waren, auf ihre unterschiedliche Expression und damit auf eine
unterschiedliche Regulation ihrer transkriptionellen Aktivitét zurtickzufihren sein kénnten.
PKC ( ist zum Zeitpunkt der embryonalen Letalitét in der PKC vA-defizienten Maus nicht
bzw. in nur sehr schwach im embryonalen Epithel exprimiert. Das kdnnte zur Folge haben,
dass PKC ¢ im Fall der PKC vA-Defizienz durch Ausfall zu diesem Zeitpunkt der
Embryonalentwicklung entweder gar nicht oder nur in geringem Mal3e kompensieren kann.
Um dies zu Uberprifen und neu zu kléaren, ob die in Sdugerzellen beschriebene Redundanz
auch in der Embryogenese vorliegt, wurde eine Mauslinie generiert, bei der in die kodierende
PKC vA-Sequenz die PKC {-cDNA in das Genom integriert und damit unter die Regulation
durch den endogenen Promotor gestellt ist (PKC vA knockout / PKC (" knockin; Rescue-
Maus).

Die  Untersuchungen der embryonalen Stadien E7.5-18.5 haben gezeigt, dass die
homozygoten Embryonen wahrend der gesamten Embryonaentwicklung keine &uferlich
sichtbaren phanotypischen Aufféligkeiten aufweisen. DarUber hinaus gibt es keine
signifikanten Abweichungen in der erwarteten mendelschen Verteilung (1:2:1) nach doppelt
heterozygoter Verpaarung. Die Rescue-Maus ist demnach embryonal voll Iebensfahig. Mit
diesem Befund kann zum ersten Mal in vivo bestétigt werden, dass aPKC-Isoformen in der
Embryogenese funktionell redundant wirken. Es kann zum gegenwartigen Zeitpunkt jedoch
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keine Aussage dartber getroffen werden, ob diese Redundanz Uber die gesamte
Embryonalentwicklung oder nur auf den Zeitpunkt des Phanotyps der PKC vA-defizienten
Maus in E7.5 festgelegt ist. Die Expressionsanalyse hat gezeigt, dass beide Isoformen von
E7.5 bis 10.5 ubiquitdr innerhalb des Embryos exprimiert sind (siehe Kapitel 3.2.1). Diese
Uberlappende Expression beider Gene kann ein Indiz dafir sein, dass sie in allen
Gewebetypen wahrend diese Zeitraums der Organogenese redundant agieren kénnten. Ein
konzentrationsabhangiger Einfluss redundant wirkender Gene wurde z.B. fur die TJ
Komponeten ZO-1 und ZO-2 (zonula occludens) nachgewiesen. Die verzogerte Bildung der
TJsin ZO-1-defizienten Epithelzellen der Maus konnte darauf zuriickgefuhrt werden, dass die
Z0O-Gesamtkonzentration durch endogenenes ZO-2 fur die temporal abgestimmte TJ
Formierung nicht ausreichend ist (Umeda et al., 2004). Die Quantifizierung der RNA-
Transkripte hat ergeben, dass die Aktivitét von PKC { am kritischen Stadium E7.5 nur ein
Drittel von der von PKC vA betrégt (siehe Kapitel 3.2.1). Zusammen mit dem normalen
Phénotyp der E7.5-Rescue-Maus deutet dies darauf hin, dass die spezifische aPK C-Funktion
Uber die Regulation ihrer Transkription erfolgt. Zu diesem Zeitpunkt der
Embryonalentwicklung ist es demnach nicht entscheidend, welche aPK C-1soform exprimiert
ist, sondern, dass eine atypische Isoform die physiologische Funktion austbt.
Uberraschenderweise wurde eine hohe Letalitdt nach der Analyse der Genotypenverteilung
der juvenilen Rescue-Nachkommen festgestellt. Vier homozygote Tiere erreichten das Alter
von 4 Wochen (~ 1x). Die Tiere waren jedoch phanotypisch unaufféllig. Ein Mé&nnchen und
ein Weibchen starben nach 32 Tagen bzw. 14 Wochen aus nicht geklarten Grinden. Einindie
statistischen Untersuchungen nicht mit einbezogenes weibliches Tier zeigte eine vergrofierte
frontale Schadelregion, allgemeine Schwache und Stérungen in der Motorik. Es starb am
postnatalen Tag 20 (sehe Kapitel 3.5.2). Um den Zeitpunkt der Letalitdt ndher eingrenzen zu
koénnen, wurden zwei Wirfe ab dem Tag der Geburt Gberwacht. Es stellte sich heraus, dass
alle homozygoten Rescue-Tiere im Gegensatz zu den Wildtypen und Heterozygoten innerhalb
der ersten beiden Tage postnatal starben. Die Tiere waren bis dahin phanotypisch unauffalig
und wurden von den MUttern normal gesaugt (sehe Kapitel 3.5.3). Zwei homozygote Tiere,
die zunéchst phéanotypisch normal erschienen und das fortpflanzungs-féhige Alter erreichten,
entwickelten ab dem zweiten Lebensmonat Defekte in ihrer Motorik mit fortschreitender
Ausprégung (siehe Kapitel 3.5.4).

Zusammenfassend ist die Rescue-Maus postnatal zu 99% letal. Nur zwei der insgesamt vier
zum Zeitpunkt der Genotypisierung identifizierten Tiere sind adult geworden, zeigen aber
schwere motorische Defekte. Es stellt sich die Frage, welche Ursachen die postnatale L etalitéat
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der Rescue-Maus bedingen. Die phanotypische Analyse hat gezeigt, dass die physiologische
Kompensation von PKC vA durch PKC { nicht vollstandig ist. Die konnte allerdings auf die
chimére Struktur des aus dem PKC vA-Locus exprimierten PKC -Proteins zurtickzufthren
sein. In der Rescue-Maus ist keine vollsténdige Substitution von PKC vA durch PKC C erfolgt,
da der N-Terminus des chiméres Proteins noch 28 Aminosauren des endogenen PKC vA-
Proteins enthélt. Zusétzlich wurden drei Aminosduren durch die fur die Klonierungsstrategie
der PKC (-cDNA notwendige Einfuhrung der Sall-Schnittstelle mutiert. Das bewirkte eine
Inversion der Aminosduren Threonin und Serin sowie eine Mutation von Isoleucin zu
Methionin (siehe Kapitel 3.4.1). Letztgenannte Aminosauren sind unpolar, so dass das Protein
in seinen physikalisch-chemischen Eigenschaften unverandert bleiben sollte. Es ist daher
unwahrscheinlich, dass die Konformation des Proteins beeintrachtigt ist. Die chiméare Region
des PKC vA-{ Fusionsproteins betrifft die fur die Regulierung von aPKCs wichtige PB1-
Domane (Sanchez et al., 1998; Joberty et a., 2000; Moscat and Diaz-Meco, 2000). Am
aulBersten N-terminalen Ende wird die PB1-Funktion Uber einen Lysinrest innerhalb einer
basischen Region vermittelt, der in beiden aPKC-Proteinen konserviert ist. Das fur die
Protein-Protein-Interaktion mit anderen Signalmolekilen essentielle OPCA-Motiv innerhalb
dieser Doméne ist ebenfalls hochkonserviert. Der Bereich fur die Par-6-Bindung innerhalb
dieses Motivs wie auch die Aminosduren fir die elektrostatisch vermittelten Protein-
Interaktionen sind bei beiden aPKC-Proteinen zu 100% identisch (Noda et a., 2003; Hirano
et a., 2005). Es ist gezeigt worden, dass nach der Bindung und Phosphorylierung von Par-3
durch aPKCs die Lokalisation des Par-6/aPKC/Par-3 an die apikale Membran fur die
Formierung der TJ vermittelt wird (Izumi et al., 1998; Hirose et a., 2002; Nagai-Tamai et al.,
2002; Henrique and Schweisguth, 2003). Die postulierte Rolle der aPKCs in der Regulation
epitheliadler Zellpolaritét wird im chiméaren Protein mit hoher Wahrscheinlichkeit deshalb
nicht beeintréchtigt. Sollten weiterfihrenden Studien der PKC vA-defizienten Maus
(diskutiert in Kapitel 4.2) einen aPK C-abhangigen Defekt in der Bildung/Funktion von TJsin
vivo bestétigen, wirde dies zusammen mit der Aufhebung des letalen Phanotyps in der
Rescue-Maus wéahrend der Embryogenese das redundante Wirken der aPKCs in der
Regulierung von Zellpolaritét durch aPK Cs bestétigen.

Die Regulierung des Zellzyklus' beider aPK Cs Uber Bindung ihrer OPCA-Motive an MEK-5
und p62 (Diaz-Meco and Moscat, 2001; Wooten et al., 2001) sollte auch im chiméren Protein
gewdhrleistet sein. Trotz der hohen Konservierung in der PB1-Doméane beider aPKS kann
alerdings nicht vollsténdig ausgeschlossen werden, dass in der chiméren PB1-Doméne des
Rescue-Proteins bislang nicht bekannte Bindungsdoméanen zerstort wurden, die ene
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reduzierte Interaktion mit ihren Regulatoren und damit verbundene verminderte Aktivierung
bedingen konnen. Denkbar ist auch, dass neue Domanen geschaffen wurden, die zu einer
Aktivierung durch neue im Wildtyp normalerweise nicht aPK C-aktivierende Proteine fihren
konnen. Allerdings konnten in heterozygoten Tieren keine Defekte beobachtet werden, die auf
einen gain of funktion-Defekt zurtickzuf ihren wéren.

Das chimére Protein wurde durch die Insertion der PKC (-cDNA in das Exon 2 des PKC vA-
Lokus generiert, an die direkt der 3'UTR kloniert wurde. Das Protein wurde somit unter die
Regulation des endogenen Promotors gestellt, um die transkriptionelle Aktivitét durch PKC
VA zu gewéhrleisten (siche Kapitel 3.4.1). Die transkriptionelle Aktivierung und Modulierung
kann aber auch durch verschiedene DNA-Elemente innerhalb und aufBlerhalb der
Promotorregion durch Bindung von Transkriptionsfaktoren erfolgen. Enhancer-Elemente
finden sich im core-Promotor oder sind bis zu mehreren Megabasen upstream des Promotors
lokalisiert und verstérken als positive Regulatoren die Transkription eines Gens (Blackwood
and Kadonaga, 1998). Insulator-Elemente (Bindungselemente) sind ebenfalls upstream der
kodierenden Sequenz eines Gens lokalisiert und kénnen als positive oder negative
Regulatoren die spatio-temporale Expression von Genen regulieren (Geyer, 1997). Eine
besondere Situation stellen die Slencer dar. Sie sind positionsunabhangig und kénnen oft
auch in Exons und Introns eines Genes auftreten und wirken inhibitorisch auf die Expression
eines Gens (Ogbourne and Antalis, 1998). Weiterhin werden durch alternatives Spleil3en oder
durch interne Promotoren unterschiedliche Transkripte hervorgebracht, wie beispielsweise fur
die PKC-Isoformen B und { gezeigt werden konnte (Ono et al., 1986; Ono et al., 1987,
Marshall et al., 2000). Regulatorische Elemente innerhalb eines Gens konnen auch fir die
Regulierung eines anderen Gens eine grof3e Rolle spielen. Am Beispiel des fur die
Entwicklung der Vorderextremitédten erforderlichen Formin-Gens wurde gezeigt, dass
frameshift-Mutationen keine Entwicklungsdefekte in der Maus erzeugten. Jedoch erzeugte die
Deletion der vollstandigen kodierenden Region desselben Gens den selben phanotypischen
Defekt, der bei Gremlin-defizienten M&usen beobachtet worden war. Aufgeklart wurde dieses
Phanomen durch die Entdeckung, dass durch die Deletion ein fir die Regulation des Gremlin-
Gens essentielles cis-aktives Element entfernt wurde (Zuniga et a., 2004).

Weltere regulatorische Einflisse kdnnten durch die fir die positive Selektion rekombinanter
ES-Zédll-Klone eingefiihrten Neomycin-Resi stenzkassette bedingt sein (Thomas and Capecchi,
1987), die in der Recue-Maus im Genlokus enthalten ist. Der Promotor dieser Kassette kann
inhibitorische al's auch aktivatorische Effekte auf die Expression anderer Gene austiben. Eine
reprimierende Wirkung auf die Expression eines excitotoxisch wirkenden knockin-Gens
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bewirkte, dass die neonatale Letalitét dieser Maus aufgehoben wurde und |ebensfahige und
fertile Tiere hervorgegangen sind (Schwarz et al., 2006). Ein aberrant durch den Promotor der
Neomycin-Resistanzkassette erzeugtes neues Transkript flhrte in einem anderen Fall zu
einem embryonal letalen Phanotyp (Scacheri et a., 2001). Deshalb kann nicht ausgeschlossen
werden, dass klonierungsbedingte Positionseffekte am Phanotyp der Rescue-Maus beteiligt
sind. Um einen moglichen regulatorischen Einfluss durch die interne Neomycin-Resistenz-
Kassette in der Rescue-Maus auszuschlief3en, wurde diese durch Verpaarungen mit einer Cre-
Rekombinase exprimierenden Maus entfernt. Eine phénotypische Charakterisierung dieser
Mausdlinie ist jedoch aus Zeitgrinden nicht erfolgt.

Weiterhin stellt sich die Frage, warum es so grof3e Varianzen im Phanotyp der posnatalen
Rescue-Maus gibt. Die untersuchten Neugeborenen starben innerhalb der ersten beiden
L ebenstage aus nicht geklarten Grinden. Zwel junvenile Nachkommen starben ebenfalls ohne
erkennbare Ursache, wahrend die beiden adulten Tiere eine nomale Lebenszeit hatten und
fortschreitende Defekte in ihrer Motorik entwickelten (siehe Kapitel 3.5.2 und 3.5.4).
Mutationsstudien des embryonalen zeta-Globin-Gens stellten eindrucksvoll dar, dass
somatisch mitotische Rekombinationsereignisse zu einer genetischen Varianz und damit zu
unterschiedlicher phanotypischen Penetranz fuhrten (Leder et al., 2005). Zusétzlich wurden
Varianzen durch den genetischen Hintergrund der Maus bedingt. Dabel zeigte die C57BL/6-
Mauslinie eine deutlich schwereren Phanotyp als es in der 129/SvEv-Mauslinie der Fall war
(Leder et al., 2005). Die Rescue-Maus ist aus RI-ES-Zellen und einer C57BL/6J-Spender-
Blastozyste hervorgegangen und stellt somit einen Hybrid dar (siehe Kapitel 2.7.8). Daher
konnte die beobachtete phanotypische Varianz sowohl auf diesen Hybridhintergrund als auch
auf somatische Rekombinationsereignisse zurtickzufihren sein. Trotz des Sonderfalls, den das
Globin-Gen darstellt, kénnen durch den Hybridhintergrund bedingte Varianzen umgangen
werden, indem die Rescue-Mause Uber mehrere Generationen in den C57BL/6J-Hintergrund
zurtickgekreuzt werden.

Einen weiteren Aspekt konnen durch , Uberexpression” von PKC { vermittelte Gendosis-
Effekte darstellen, da in der Rescue-Maus neben den beiden Wildtyp-Allelen noch die beiden
zusétzlichen Allele im PKC vA-Lokus exprimiert werden. Beim Menschen sind zahlreiche
Hinweise auf den pathogenen Einfluss Uberexprimierter Gene belegt. Zu den bekanntesten
Krankheiten z&hlen die Charcot-Marie-Tooth-Erkrankung und das Down-Syndrom
(Yamakawa et al., 1998; Perea et a., 2001). Eine autoreaktive Immunantwort wurde durch die
Genduplikation des TLR7-Gens (toll-like receptor 7) hervorgerufen (Pisitkun et a., 2006).
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Die Existenz von zwei atypischen PKCs bei Sdugern l&sst darauf schlief3en, dass neben den
Uberlappenden Funktionen auch isoformspezifische Funktionen eine wesentliche Rolle
spielen mussen. Eine vollstdndige Redundanz zweler Gene hétte zur Folge, dass sich im
Laufe der Evolution aufgrund des Selektionsdruckes in mindestens einem der Gene
Mutationen anh&ufen konnten, die zum Funktionsverlust dieses Gens fiihren wirden. Deshalb
wird davon ausgegangen, dass die Konservierung in einem biologischen Bereich stattfindet,
der nicht redundant zwischen den Genen ist und die spezifische Funktion des Gens ausmacht
(Nowak et a., 1997). Die wichtigsten Hinwel se spezifischen Wirkens wurde durch die aPK C-
defizienten Méause erbracht. Demnach konnte fir PKC ( die Regulierung des NFxB-Signal-
weges hinsichtlich zellapoptotischer und immunologischer Prozesse nachgewiesen werden
(Leitges et al., 2001; Martin et al., 2002; Angeles Duran, 2004; Martin et al., 2005), wahrend
PKC vA den Insulinsignalweg reguliert (Bandyopadhyay et al., 2004). In Zellkulturstudien
wurde fir PKC vA das regulatorisch wirkende Protein LIP (lambda-interacting protein)
nachgewiesen, das spezifisch mit der C1-Doméne dieser atypischen Isoform interagiert und
dadurch eine mitogene Signalkaskade induziert (Diaz-Meco et a., 1996). Zusétzlich ist diese
Isoform in die Regulation zellprotektiver Signalwege nach UV-Bestrahlung oder Induktion
durch chemische Agenzien involviert (Huang et a., 1996; Murray and Fields, 1997). Im
Gegensatz dazu wurde nur fur PKC ( eine Ras-abhangige Aktivierung der ERKsS
(extracellular signal-regulated kinases) zu der den Zellzyklus regulierenden Cyclin-
abhangigen Kinase Cyclin D1 gezeigt (Kampfer et a., 2001). Eine weitere PKC {-Spezifitét
ist fur die Regulierung der Migration von Astrozyten belegt worden (Etienne-Manneville and
Hall, 2001).

Waéhrend das Pseudosubstrat der beiden aPKCs identisch ist, sind die meisten
Sequenzunterschiede in der cystinreichen Cl-Doméne anzutreffen (Selbie et al., 1993;
Akimoto et al., 1994). Moglicherweise wird eine grof3e Anzahl spezifischer Funktionen Uber
die Regulation dieser Doméane gewahrleistet. Aufgrund der geringen Kenntnisse hinsichtlich
spezifischer Aktivatoren und Signalwege ist zum gegenwdrtigen Zeitpunkt schwer zu
beurteilen, welche aPKC-spezifischen Signalmechanismen fir den Phénotyp der Rescue-
Maus in Frage kommen. Dieser Effekt sollte demnach in einem Gewebetyp/Organ zum
Tragen kommen, in dem beide Isoformen nicht redundant wirken. Daher kénnten PKC vA-
spezifische Signalwege, die eine wichtige physiologische Funktion in bestimmten Organen
der Rescue-Maus innehaben, aufgrund des Verlustes dieses Gens nicht mehr aktiviert werden.
Die Aufklarung aPK C-spezifischer Funktionen wird durch eine umfangreiche phénotypische
Charakterisierung der Rescue-Maus eine grofde Herausforderung zukinftiger Analysen sein.
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Neuronale, metabolische sowie funktionale Defekte konnten als Ursache fur eine neonatale
Letalitat in der Maus bereits nachgewiesen werden (Li et a., 2003; Peters et al., 2003;
Ohtoshi and Behringer, 2004). Durch die Anayse der PKC (-defizienten Maus muss auch ein
Zusammenhang einer moglichen Autoimmunerkrankung in Erwdgung gezogen werden. Die
Expressionsanalyse hat gezeigt, dass beide Isoformen in der zweiten Schwangerschaftshélfte
ein aulerst spezifiziertes Expressionsprofil entwickeln (siehe Kapitel 3.2.2-3.2.4). Falls ein
Defekt bereits in der Embryogenese auftritt, kann dies erst nach der Geburt Konsequenzen
haben und auf spezifische Funktionen der aPK Cs hinweisen. Phénotypische Untersuchungen
um den Zeitpunkt der Geburt konnten daher Hinweise auf betroffene Organe und mdgliche

Funktionsstérungen liefern.

4.3.1 DasPotential der ES-Zell-Linien 1A/rescue_tag und 1A/rescue_GFP

Diese ES-Zéll-Linien gingen aus der Transfektion mit den Targeting-V ektoren TV/tag bzw.
TVIGFP in PKCVA"-ES-Zellen hervor. Sie sind auf beiden Allelen defizient fiir PKCuA,
wahrend ein Allel das rescue-Allel darstellt. Die Zell-Linie iA/rescue GFP unterscheidet sich
von der anderen dadurch, dass sie einen GFP- (griines fluorszierendes Protein) Marker
anstelle der 3’UTR von PKCvVA enthdlt (sieche Kapitel 3.4.2). Die Zell-Linien stellen
Werkzeuge dar, die zur Unterscheidung aPKC-spezifischer Funktionen hilfreich sein kdnnen.
Aufgrund ihrer Pluripotenz haben ES-Zellen die Fahigkeit, zu vielen Zell- und Gewebetypen
zu differenzieren. Es gibt inzwischen gut etablierte Methoden, aus ihnen beispielsweise
neuronale, Herz-, Bauspeicheldriisen- und Leberzellen, die Derivate des FEktoderms,
Mesoderms und Endoderms darstellen, in vitro abzuleiten (Enzmann et al., 2006; Saldeen et
a., 2006; Tsutsui et al., 2006; Wang et a., 2006; Wiese et al., 2006). Fur den Zebrafisch
wurde beispielsweise die polaritétsabhéngige Regulierung von Has/PKCt (heart and soul) im
Epithel wahrend der Herzmorphogenese, der Retina, des Neuralrohrs und des Verdauungs-
traktes nachgewiesen (Horne-Badovinac et al., 2001; Rohr et al., 2006). Unter Verwendung
der in dieser Arbeit etablierten ES-Zell-Linien konnten funktionelle Unterschiede der aPKCs
im Vergleich mit PKCvA-defizienten (Bandyopadhyay et a., 2004) und Wildtyp- ES-Zellen
in vivo identifiziert werden. In ihre Charakterisierung konnte die Untersuchung auf mdagliche
Interaktionpartner, ihr Phosphorylierungsstatus und hinsichtlich ihrer Kinase-Aktivitét auch
potentielle Substrate mit einschlossen werden. Ferner kann Uber den Vergleich der aus den
verschiedenen ES-Zell-Linien abgeleitete Epithelzellen die Rolle der aPKCs in der

Etablierung von Zellpolaritét Gber endogen exprimierte aPK Cs Uberprift werden, und wirde
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damit ein zuverlassigeres Modell darstellen als die Uberexpressionsanalysen in Saugerzellen
(Linetal., 2000; Nodaet al., 2001; Suzuki et a., 2001; Yamanakaet a., 2001).
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6 Anhang

Anhang

6.1 PKC vA- und PKC {-Aminosaur esequenz-Alignment

Mit Hilfe des Programms CLUSTAL W (1.81; Multiple sequence alignment) wurde bel den
Aminosdresequenzen von PKC vA (586 Aminosduren, untere Reihe) und PKC { (592

Aminosauren, obere Reithe) eine Homologie von 73% festgestellt.

MPSRTDPKVDR- SGGRVRLKAHYGGDI LI TSVDAMT TFKDL CEEVRDMCG
VBHTVACGGGGDHSHQVRVKAYYRGDI M THFEPSI SFEGLCSEVRDMCS

* Ckk e kke ok kkke kk - ke kk kkkkkx

L HQOHPL TL KW/DSEGDPCTVSSQVEL EEAFRLVCQGRDEVLI | HVFPSI
FDNEQPFTMVKW DEEGDPCTVSSQLEL EEAFRLYELNKDSEL LI HVFPCV

Sk ke ke ok kkkkkkkkkk . kkkkkk kK ok ke kkkkx

PEQPGVPCPGEDKS| YRRGARRWRKL YRANGHL FQAKRFNRGAYCGQCSE
PERPGVPCPGEDKSI YRRGARRWRKL YCANGHTFQAKRFNRRAHCAI CTD

Kk kkkkkkkkkhhkkkhhhhkkkhkk Kkkk Khkkkkkk K-k k. .

RI WGL SRQGYRCI NCKL L VHKRCHVL VPL TCRRHVDSVMPSQEPPVDGKN
RI WGL GRQGYKCI NCKLLVHKKCHKLVTI ECGRH- - SLPPEPMVPVDQTM

Kkkkk kkhk- kkkkhkkkkk-kk Kk - Kk k% k. *x * %

DGVDLPSEETDG AYl SSSRKHDNI KDDSEDLKPVI DGVDG Kl SQGLGL
H- - - - PDHTQTVI PYNPSS- - HESL DQVGEE- KEAMNTRESGKASSSLGL

*. o R S S T P
QDFDLI RVI GRGSYAKVLLVRLKKNDQ YAMKWKKEL VHDDEDI DW/QT
QDFDLLRVI GRGSYAKVLLVRLKKTDRI YAMKVWWKKEL VNDDEDI DW/QT

Kk kkk - kk kK kkkhkhkkkhhhhk K- khhkhkhhhhk k. kkhkkhkkkk

EKHVFEQASSNPFLVGLHSCFQTTSRLFLVI EYVNGGDL MFHVORQRKL P
EKHVFEQASNHPFLVGLHSCFQTESRLFFVI EYVNGGDL MFHVORQRKL P

Kkkkkhkhkh - kkkkhkkkhhkh khkhk- kkkkhkhhkhkkkkkkk ok k kK

EEHARFYAAEI Cl ALNFLHERG | YRDLKLDNVLLDADGH KLTDYGMCK
EEHARFYSAEI SLALNYLHERG | YRDLKLDNVLLDSEGH KLTDYGMCK

Kkkkkkk - kkk - kkk. kkkkkhkkkhkhhkkkhk ko - kkkkhkkk ok k kK

EGLGPGDTTSTFCGTPNYI APEI LRGEEYGFSVDWAAL GVL MFEMVAGRS
EGLRPGDTTSTFCGTPNYI APEI LRGEDYGFSVDWAAL GVL MFEMVAGRS

Kkk Kk kkh Kk khkhkkkkkkhkkk k- hhkkkhkhkkkkkkkk ok k kK kK

PFDI | - - TDNPDMNTEDYLFQVI LEKPI RI PRFLSVKASHVLKGFLNKDP
PFDI VGSSDNPDONTEDYLFQVI LEKQ RI PRSLSVKAASVLKSFLNKDP

Kok k- Ckkkk kkkkkkkhkkkkk Kkkkk kkkkk. kkk kkkkkk

KERLGCRPQTGFSDI KSHAFFRSI DWDL L EKKQTLPPFQPQI TDDYGLDN
KERL GCHPQT GFADI QGHPFFRNVDWDIMVEQKQVVPPFKPNI SGEFGLDN

Kkkkkk . kkkkk - kk. Kk kkk o kkke ko kk - kkko ko ko . kkkk

FDTQFTSEPVQLTPDDEDVI KRI DQSEFEGFEYI NPLLLSAEESV
FDSQFTNEPVQLTPDDDDI VRKI DQSEFEGFEYI NPLLNVSAEECV

Kk kkk Kkkkkkkkko ko oo kkkkkkkh Kk kAR ARk Kk kK *

* - vollstéandi g konservierte Am nosauren
- Konservierung starker G uppen
— Konservi erung schwacher G uppen
- kein Konsensus
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6.2 Nukleotid- und Aminosauresequenzbereiche fir die Generierung

isofor mspezifischer polyklonaler aPK C-Antikor per

Die isoformspezifischen Aminosdure-Sequenzbereiche der aPKC-Peptide sind in blau
dargestellt. Das jeweilige Molekulargewicht umfasst 5,71 kDa (PKC v/A) bzw. 6,47 kDa (PKC
(). Die korrespondierenden Nukleotidsequenzen wurden fiir die gerichtete Klonierung in den
Expressionsvektor pGex-6P an den unterstrichenen Nukleotid-Positionen modifiziert. Dabei
wurden fur PKC vA die Restriktionsschnittstellen BamHI/Sall und fir PKC £ Smal/Xhol

eingefihrt.

PKC vA

aact gcaaact gct ggt t cat aagaagt gccacaagct ggt cacaat t gagt gt ggggga
NCKLLVHIKI KT CHIEKTLVTI ETCGG

ttctctttgccaccggaacccat gat gccaat ggaccagaccat gcat ccagaccacaca
F S L PPEPMMPMDOQTMHUPDMHT
cagacagt aat t ccat at aat cctt caagt cat gagagt t t ggaccaagt t ggt gaagaa
QT VI PYNWPSSHESL DOQV G E E
aaggaggcaat gaacaccagggagagt ggt aaagcgt cgt cgagt ct aggt ct gcaggat
K EAMNTRESGIKASSSL GL QD

PKC ¢

gt cct cgt cccget gacct gccecggggeat at ggat t ct gt cat gcct t cccaagagcect
v L VPL T CPGHMMMD SV MPS QE P
ccagt agat ggcaagaacgat ggt gt agacct t cct t cagaagaaact gat ggaat t gct
P Vv DGKNDUGVDULWPSEETUDGI A
tatatttcttcatctcggaaacat gat aat at caaagat gatt ct gaggacct t aagcct

Y I S S S RKMHUDNI KDWDSZEUDIL K P
gt cat cgat ggggt ggat gggat caaaat ct ct caggggct ggggct gcaagact t cgac
v I DGV DG GI KI S EGLGL QDFD
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Anhang

6.3 AbkuUrzungsverzeichnis

Average Mittelwert

°C Grad Celcius

Hg Mikrogramm

pl Mikroliter

pm Mikrometer

UM Mikromol pro Liter

Abb. Abbildung

AP alkalische Phosphatase

A/P anterior/posterior

ATP Adenosintriphosphat

BSA Rinderserum-Albumin

bp Basenpaare

bzw. beziehungsweise

ca circa

cDNA komplementére DNA

cm Centimeter

CTP Cytosintriphosphat

DAB Diaminobenzamidin

DAG sn-1,2-Diacylglycerin

d.h. das heil3

DEPC Diethylpyrocarbonat

Dig Digoxygenin

DMEM Dulbecco’ s modified Eagle’ s medium
DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinséure
DNase Desoxyribonuklease

dNTP Desoxynukl eotidtriphosphat
dsDNA doppelstrangige DNA

DTT Dithiothreitol

E embryonaler Tag

EDTA Ethylendiamintetraacetat
EFla Elongationsfaktor 1a

EGTA Ethylenglycol -bis-(2-Aminoethylether)-N,N,N’,N’ - Tetraessigsaure
EtOH Ethanol

FCS fetales Kélberserum

Fitz Fluoreszeini sothiozyanat
GFP Grin fluoerszierendes Protein
GST Glutathion-S-Transferase

h hour; Stunde

HRP horseradish peroxidase, Meerrettich-Peroxidase
IF Immunfluoreszenz

lgG Immunglobulin G

IHC Immunhistochemie

IPTG | sopropylthiol-B-D-Galactosidase
ISH in situ-Hybridisierung

IHC Immunhistochemie

IP3 1,4,5-myo-Inositol triphosphat
kb Kilo-Basen

kDa Kilo-Dalton

KI knock-in

KO knock-out

kb Kilobasenpaare

M Mol pro Liter

MAPK Mitogen Activated Protein Kinase
MG Molekulargewicht

MeOH Methanol

min Minuten
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ml
mM

N
NaOAc
N-Cadherin
NP
oD

p
PAA
PBS
p.c.
PCR
PFA
pH
PKC
PKD
PMA
PMSF
PS
Rack
RNA
Rnase
rpm
RT
RTK
RT-PCR
358
S.0.
Sp6
S.uU.
SD
SDS
SDS-PAGE
SEC
SH2
SSC
T7
TBS
TdT
TE
TEA
TGF
TRIS
ua

]
UTR
uv

V
VE-Cadherin
WB
z.B.
ZNS

Anhang

Milliliter

Millimol pro Liter

Anzahl

Natrium-Acetat

neuronales Cadherin

Neuropelin

Optische Dichte

postnataler Tag

Polyacrylamid

Phosphatpuffer, salzhaltig

post coitum; Zeitpunkt nach der Befruchtung
Polymerase-K etten-Reaktion

Paraformal dehyd

potentia hydrogenium; pH-Wert

Protein Kinase C

Protein Kinase D

Phorbol 12-myristat 13-Acetat
Phenylmethylsulfonylfluorid
Phosphatidylserin

Rezeptor fur aktivierte C Kinasen
Ribonukleinséure

Ribonuklease

rounds per minute; Umdrehungen pro Minute
Raumtemperatur
Rezeptor-Tyrosin-Kinase

Reverse Transkription-Polymerase-K etten-Reaktion
Schwefelisotop 35

siehe oben
Sp6-Bakteriophagen-Promoter

siehe unten

standard deviation; Standardabweichung
Natrium-Dodecylsulfat
Natrium-Dodecylsulfat Polyacrylamid Gelelektrophorese
Sekunden

Src-homologe Doméne 2
Natrium-Citratpuffer, salzhaltig
T7-Bakteriophagen-Promoter
Tris-Puffer, salzhaltig

Terminale Deoxynukleotidyl-Transferase
TrisEDTA-Puffer

Triethanolamin

tumor growth factor
Trighydroxymethyl]aminoethan

unter anderem

Unit (Einheit)

untranglatierte Region

ultraviolett

Volt

vaskuléres Endothel-Cadherin

Western Blot

zum Beispiel

Zentralnervensystem

105



Erkl&rung

Erklarung

Hiermit versichere ich, dass ich die vorgel egte Dissertation selbststandig und nur unter
Verwendung der angegebenen Hilfsmittel verfasst habe. Ich habe die Dissertation nicht
als Diplomarbeit oder ahnliche Arbeit verwendet und, abgesehen von den angegebenen

Teilverdffentlichungen, nicht zuvor publiziert.

Hannover, 29. Juni 2006
(Judit Kovac)

106



Danksagung

Danksagung

An erster Stelle danke ich Herrn Prof. Dr. Gregor Eichele dafr, dass er mir die Gelegenheit
gegeben hat, meine Arbeit unter den hervorragenden Laborbedingungen seines Instituts
anfertigen zu koénnen. Dariliber hinaus danke ich fur seine Diskussionsbereitschaft bei
wissenschaftlichen Fragestellungen sowie fir seine bedingungslose Unterstitzung, die
wesentlich zum Gelingen meiner Doktorarbeit beigetragen hat.

Herrn Dr. Michael Leitges danke ich fir die Uberlassung des interessanten Themas und fir
sein Interesse an den Ergebnissen meiner Arbeit.

Herrn Prof. Dr. Walter Mller danke ich herzlich fir seine freundliche Unterstiitzung sowie
fur die Ubernahme des Korreferats.

Mein besonderer Dank geht an Dr. Henrik Oster, der mir mit seiner wissenschaftlichen
Kompetenz zur Seite stand. Aul3erdem danke ich fir das &uf3erst konstruktive Korrekturlesen
meines Manuskripts sowie fir seine freundschaftliche und unermudliche Hilfsbereitschaft.

Frau Dr. Gudrun Brandes danke ich fir die sehr gute Zusammenarbeit bei der Erstellung der
elektronenmikroskopischen Daten und bei deren Interpretation.

Den Dres. Frank Sacher, Diya Abraham, Vladimira Jakubcakova und Lars Geffers danke ich
fur die vielen hilfreichen Diskussionen bei wissenschaftlichen Fragestellungen. Danke auch
fUr die vielen geselligen und schénen Stunden.

Meiner ehemaligen Kollegin Marion Heuer danke ich fur ihr Engagement bel der
Elektroporation und der Kultivierung von ES-Zellen. Monika Schindler danke ich fur die
Durchfihrung der Blastozysteninjektion, die am MPI fir biophysikalische Chemie in
Gottingen durchgefihrt wurde.

Alexandra Menneking und Nadine Naujokat danke ich fur die liebevolle und zuverlassige
Pflege meiner Mause sowie fir die freundschaftliche Zusammenarbeit.

Weiterhin danke ich allen Kollegen fur ihre Hilfsbereitschaft und das angenehme
Arbeitsklima, allen voran: Pablo Szendro, Ina Klebba, Stephan Busche, Heike Krause, Sabine
Bergmann, Markus Uhr, Jens Mittag, Marija Trajkovic, Sarah Herzog, Maren Birsing, Sarah
Schubert, Alexander Prokscha, Axel Visel, Miki Tsukada, Marei Warnecke, Carsten Mdller,
Polina Spiess und Andreas Riechel.

Herrn Prof. Dr. Karl Bauer und seiner gesamten Arbeitsgruppe danke ich fir das gewéhrte
Asyl im zweiten Stock. Vielen Dank fur die Unterstiitzung in der heiffen Phase meiner
Doktorarbeit.

Nicht unerwahnt bleiben durfen meine Eltern, denen ich viel zu verdanken habe. AulRerdem
bedanke ich mich beim Rest meiner grof3en Familie und bei meinen Freunden dafir, dass sie
flr mich dawaren und mit mir mitgefiebert haben.

Mein liebevoller Dank gilt Jens Meyer fir seine Liebe, Toleranz und Unterstiitzung, auf die
ich mich immer verlassen kann.

107



Publikationen

Publikationen

Veroffentlichungen

M. Leitges, J. Kovac, M. Plomann, D. Linden.

A unique PDZ ligand in PKCalpha confers induction of cerebellar long-term synaptic
depression.

Neuron. 2004 Nov 18;44(4):585-94.

Pilar Martin, Ricardo Villares, Sandra Rodriguez-Mascarenhas, Angel Zaballos, Michael
Leitges, Judit Kovac, Irene Sizing, Paul Rennert, Gabriel Marquez, Carlos Martinez-A, Maria
T. Diaz-Meco, and Jorge Moscat.

Control of T helper 2 cell function and allergic airway inflammation by PKCzeta.
Proc Natl Acad Sci U S A. 2005 Jul 12;102(28):9866-71. Epub 2005 Jun 29.

Violetta Karwacki, Judit Kovac, Grazia Mauceri, Arne Backhaus, Lisa Fohse, Jorg Schmidtke
and Stephanie Schubert.
Tspy is nonfunctional in the Mongolian gerbil but functional in the Syrian hamster.
Genomics. 2006 Apr 18

Judit Kovac, Henrik Oster, Michael Leitges.

Expression of the atypical protein kinase C (aPKC) isoforms vA and { during mouse
embryogenesis.

Gene Expr Patterns. Received 5 April 2006; revised 26 May 2006; accepted 12 July 2006.
Available online 15 July 2006.

Konferenzbeitrage

Kovac Jand Leitges M.
Atypical Protein Kinase C (aPKC) in Murine Development.
Presentation and Abstract, GfE school 2004, Ulm
108



L ebendauf

Name
Geburtsdatum
Geburtsort
Familienstand

Adresse

Schulabschluss

Berufsausbildungen

Promotion

L ebend auf

Judit-Elisabeth Kovac

20.03.1965

Hildesheim

ledig

Kleine Pfahlstral3e 7, 30161 Hannover

e-mail: judit.kovac@mpihan.mpg.de

1984  Abitur an der Marienschule Hildesheim

1985-1987

Ausbildung zur PTA an der Pharmazieschule Dr. K. Blindow in Hannover
1987-1988

Ausbildungsbezogenes Praktikum in der Zentral apotheke Hannover

Juli 1988

Abschlussexamen

Erlaubnis zum Fuhren der Berufsbezeichnung "Pharmazeutisch

Technische Assistentin®

1997-2002

Studium der Biologie (Diplom) an der Universitdt Hannover mit

abgeschlossener Diplomprifung im Januar 2002.

Hauptfach: Genetik Nebenfécher: Mikrobiologie, Spezielle Physiologie
Februar bis Oktober 2002

Biologische Diplomarbeit im Institut fir Humangenetik der

M edizinischen Hochschule Hannover

Thema der Diplomarbeit: "M olekulargeneti sche Untersuchungen zur evolutionéren

Konservierung von tspy bei der Familie Cricetidae"

seit Januar 2003

Max-Planck-Ingtitut fur experimentelle Endokrinologie in Hannover
Abteilung Prof. Dr. Gregor Eichele

AG Leitges

109



110



