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1 Einleitung

Mitochondrien spielen eine wichtige Rolle beim Energie-Stoffwechsel und beeinflussen somit
auch Hirnentwicklung und neuronales Wachstum. Mitochondriale Fehlfunktionen sind die
pathophysiologische Ursache einer kontinuierlich wachsenden Gruppe heterogener Krankhei-
ten und klinischer Syndrome, die meist mit einer Storung der Atmungskette verbunden sind
(Torraco et al. 2009; Ugalde et al. 2009). Mitochondriale Erkrankungen treten bei Lebendge-
burten mit einer Inzidenz von iiber 13,1/100.00 auf (Skladal er al. 2003a). Das klinische Er-
scheinungsbild ist hierbei d@uBerst vielfiltig. Es reicht von letalen, neonatalen Erkrankungen
bis hin zur Neurodegeneration im Erwachsenenalter (Loeffen et al. 2000; Skladal et
al. 2003b; Distelmaier et al. 2009). Einer der hiufigsten klinischen Phinotypen ist das Leigh
Syndrom, eine fortschreitende Neurodegeneration der subkortikalen grauen Substanz, die
durch den Untergang spezifischer Hirnareale, vor allem der Basalganglien, des Putamens, des
Thalamus, des Mesenzephalons und des Hirnstammes charakterisiert ist (Leigh 1951). Die
hiufigste biochemische Ursache fiir das Leigh Syndrom ist ein isolierter Komplex I-Mangel
(Rahman ef al. 1996; Smeitink er al. 2001). Ein besonderes Interesse kommt hierbei dem
NDUFVI-Gen zu, dessen kodiertes Protein als ,,Eingangstor* zum Komplex I angesehen wird
und als hotspot fiir Mutationen in diesem gilt (Schuelke ef al. 1999, 2002; Benit et al. 2001).
Bislang existieren keine Tiermodelle fiir einen isolierten NDUFVI-Defekt, mit denen man
Einblicke in die molekulare Pathogenese und die Stérung der Gehirnentwicklung gewinnen
konnte.

Zunachst mochte ich einen Einblick in den Aufbau und die Funktionsweise des Komplexes I
der mitochondrialen Atmungskette geben und die daraus resultierenden Verianderungen eines
Komplex [-Mangels beschreiben. Als Grundlage fiir die Untersuchungen an transgenen Tier-
modellen hinsichtlich der Hirnentwicklung am knockout-Mausmodell habe ich in der Folge
zunichst die mRNA-Expression der Komplex I-Gene in der normalen Mausentwicklung un-

tersucht und diese mit dem Menschen verglichen.

1.1 Die oxidative Phosphorylierung

Zelluldre Energie in Form von ATP fiir anabole oder katabole Prozesse wird in den Mito-
chondrien durch oxidative Phosphorylierung erzeugt. Dies ist ein Prozess, bei dem durch die
konzertierte Aktion mehrerer Multi-Enzym-Komplexe die Oxidation von NADH-H* und
FADH, an die Phosphorylierung von ADP zu ATP gekoppelt ist. Die bei der Oxidation frei-
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werdenden Elektronen werden iiber mehrere Stufen (Atmungskettenenzym-Komplexe) auf
molekularen Sauerstoff iibertragen. Ein Teil der bei der stark exergonen Reaktion freiwerden-
den Energie wird zum Aufbau eines Protonengradienten iiber der inneren Mitochondrien-
membran genutzt, der als Triebkraft fiir die ATP-Synthese durch Komplex V (F;FyATPase)
dient (Mitchell 1961). Das erzeugte ATP wird dann in einer energieabhingigen Reaktion im
Austausch gegen ADP durch die ADP-ATP-Translokase (Adenin-Nukleotid Carrier) aus der
mitochondrialen Matrix in das Zytosol transportiert (Saraste und Walker 1982). Die At-
mungskette besteht aus fiinf Multi-Enzym-Komplexen (Komplex I-V), die in der inneren Mi-
tochondrienmembran integriert sind, sowie den zwei in der inneren Mitochondrienmembran

beweglichen Ubertrigermolekiilen Ubiquinon (CoenzymQ,) und Cytochrom c¢ (Hatefi 1985).

Zytosol

OOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOO"OBOORA
aubere
OC00000O0O0O0OOOOOOOOOOOLOOOLOOOOLOOOLOOOOLOLOOOLOOOOO

Intermembranraum  Protonentranslokation
H+ H+ H+

%OOO 0000000000

o) o
itochondrienmembran
0000000000000 0O0

00C P 9 e 2 O Caln ¢ 20000 000000000
inn@re Mitochondrienmembran

[oNe] TL0g ] Q 'cvtc 200000000
Komplex | Komplex I Kompliex Il Komplgx IV Komplex V

Elektronentransport '
H+
NADH—NAD + FADH,—FAD s Gy DB D AT

«

Matrix

Abb. 1.1: Schematische Darstellung der mitochondrialen Atmungskette. Elektronen von NADH-H* und
FADH, werden iiber die Komplexe I-IV und die beiden loslichen Ubertragermolekiile Ubiquinon (Q) und
Cytochrom ¢ (Cyt c) auf molekularen Sauerstoff iibertragen. Die Komplexe I, III und IV transportieren gleich-
zeitig Protonen in den Intermembranraum. Der auf diese Weise generierte Protonengradient dient als Antriebs-
kraft fiir die ATP-Synthese durch Komplex V.

Mit Ausnahme des Komplexes II, dessen Untereinheiten ausschlieBlich kernkodiert sind,
werden die Untereinheiten der iibrigen Enzym-Komplexe sowohl durch das nukleére als auch

durch das mitochondriale Genom kodiert. Die mitochondriale DNA (mtDNA) ist ein
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16.569 bp groBles doppelstringiges, zirkuldres Molekiil, das sieben Untereinheiten des Kom-
plexes I, eine Untereinheit des Komplexes III, drei Untereinheiten des Komplexes IV und
zwei Untereinheiten des Komplexes V kodiert. Zusitzlich finden sich auf der mtDNA die
Gene fiir 22 tRNAs und zwei rRNAs (Anderson et al. 1981). An der Proteinausstattung der
Atmungskette sind neben den genannten 13 mitochondrialen Proteinen etwa 70 nukleér-
kodierte Strukturproteine beteiligt. Zusitzlich finden sich als proteingebundene Redox-
Kofaktoren die Flavine FMN und FAD, verschiedene Eisen-Schwefel-Cluster, sowie Him-

Gruppen.

1.1.1 Komponenten der mitochondrialen Elektronentransportkette

Komplex I der mitochondrialen Atmungskette, die NADH-Ubiquinon-Oxidoreduktase, be-
steht aus 45 Untereinheiten, von denen sieben durch die mtDNA kodiert werden, sowie meh-
reren proteingebundenen Komponenten, darunter Flavin-Mononukleotide, acht Eisen-
Schwefel-Cluster und Phospholipide (Chomyn et al. 1985, 1986; Walker 1992; Efremov et
al. 2010). Er katalysiert die Oxidation von NADH-H". Die freiwerdenden Elektronen gelan-
gen iiber FMN und Eisen-Schwefel-Cluster zum Ubiquinon und reduzieren dieses zu Ubiqui-
nol.

Komplex II, die Succinat-Ubiquinon-Oxidoreduktase, besteht aus vier kernkodierten Unter-
einheiten, die neben kovalent gebundenem FAD drei Eisen-Schwefel-Cluster, einen Him b-
Ring und eine Ubiquinon-Bindestelle aufweisen. Der Komplex katalysiert die Oxidation von
Succinat. Die Elektronen werden von enzymgebundenem FAD auf Ubiquinon iibertragen
(Kita et al. 1990; Hirawake et al. 1994a, 1994b; Morris et al. 1994).

Komplex III, die Ubiquinol-Cytochrom c-Reduktase, umfasst elf Untereinheiten, von denen
nur das Cytochrom b durch die mtDNA kodiert wird. Dieser Komplex katalysiert die Oxidati-
on von Ubiquinol zu Ubiquinon (Schigger et al. 1995). Die Elektronen werden dabei in ei-
nem als Q-Zyklus bezeichneten Mechanismus von zwei enzymgebundenen Him b-Gruppen
aufgenommen und iiber einen Eisen-Schwefel-Cluster und Him c; auf Cytochrom c {iibertra-
gen (Trumpower 1990).

Komplex IV, die Cytochrom c-Oxidase, besteht aus 13 Untereinheiten, von denen die drei
mit dem hochsten Molekulargewicht durch das mitochondriale Genom kodiert werden. Das
Enzym enthilt als redoxaktive Gruppen zwei Kupfer-Zentren Cus und Cug und die Him a-
und as3-Gruppen, von denen die Elektronen von Cytochrom c auf molekularen Sauerstoff

ibertragen werden (Grossman und Lomax 1997).
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Bei den Komplexen I, III und IV ist der Elektronentransport an einen Protonentransport ge-
koppelt. Dabei werden Protonen aus der Matrix in den Intermembranraum transportiert, was
zum Aufbau eines Protonengradienten fiihrt. Die daraus resultierende protonenmotorische
Kraft dient als Triebkraft fiir die ATP-Synthese durch Komplex V.

Komplex V, die F,FyATPase, katalysiert iiber Anderung der Enzymkonformation die Bildung
von ATP aus ADP und P;. Sie ist aus 16 Untereinheiten aufgebaut, von denen zwei durch das
mitochondriale Genom kodiert sind (Walker und Dickson 2006). Die im Protonengradienten
gespeicherte freie Energie wird fiir die Konformationsinderung des Enzyms und somit letzt-
lich fiir die ATP-Bildung eingesetzt. Die Translokation dreier Protonen aus dem Intermem-
branraum in die Matrix fiihrt dabei zur Synthese eines Molekiils ATP (Senior 1988, 1990;
Brand 1994).

1.2 Komplex I der mitochondrialen Elektronentransportkette

1.2.1 Funktion

Komplex I initiiert den Elektronentransport, indem er NADH-H" oxidiert und das 16sliche
Ubertrigermolekiil Ubiquinon als Elektronenakzeptor nutzt. Der Transfer zweier Elektronen
von NADH-H" auf Ubiquinon ist an die Translokation von vier Protonen aus der negativ ge-
ladenen Matrix in den positiv geladenen Intermembranraum gekoppelt. Die Elektronen wer-
den auf den primédren Akzeptor, nicht-kovalent gebundenes FMN, iibertragen und nachfol-
gend iiber acht Redoxzentren, die aus den zwei binukledren Eisen-Schwefel-Clustern N1a und
N1b und den sechs tetranukledren Eisen-Schwefel-Clustern N2, N3-N6a, N6b bestehen, auf

den finalen Akzeptor Ubiquinon iibertragen, der zu Ubiquinol reduziert wird.

NADH-H* + Q + 4 H* Matrix

— NAD* + QH, + 4 H* intermembranraum

4H+

!

NADH-H* — FMN — 8 FeS-Cluster — Ubiquinon Q

Abb.1.2: Katalytische Reaktion des Komplexes I. Bei der Oxidation von NADH-H" gelangen Elektronen
iiber FMN und mehrere Eisen-Schwefel-Cluster (FeS) zum Ubiquinon (Q), welches zu Ubiquinol (QH,) redu-
ziert wird. Dieser Elektronentransport ist an die Translokation von vier Protonen aus der Matrix in den Inter-
membranraum gekoppelt.
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1.2.2 Aufbau und Struktur

Der humane Komplex I ist aus 45 Untereinheiten aufgebaut, von denen sieben durch das mi-
tochondriale Genom kodiert sind. Er weist eine L-formige Struktur auf, die aus einem hydro-
phoben Arm besteht, der in der Lipid-Doppelschicht verankert ist, und einem hydrophilen,
peripheren Arm, der in die mitochondriale Matrix hineinragt (Walker 1992; Grigorieff 1999;
Sazanov et al. 2000b, 2006; Friedrich und Bottcher 2004; Efremov et al. 2010). Die struktu-
relle Integritiit wird durch fest gebundenes Cardiolipin aufrechterhalten, wohingegen schwach
gebundenes Phosphatidylcholin und Phosphatidylethanolamin fiir die katalytische Aktivitit
wichtig sind (Sharpley et al. 2006). Mittels milder chaotroper Reagenzien kann Komplex I in
die vier Subkomplexe Ia, 1B, Iy, IL gespalten werden (Sazanov und Walker 2000a; Carroll et
al. 2002, 2003). Subkomplex Io. umfasst den hydrophilen, peripheren Arm und Teile des
Membranarms, wihrend der Hauptteil der Proteine des Membranarms im Subkomplex I lo-
kalisiert ist. Untereinheiten, die sich weder in Subkomplex Ia noch in If finden, werden als
Subkomplex Iy zusammengefasst. Unter definierten Bedingungen dissoziiert Subkomplex Ia
und bildet einen Subkomplex IA aus, der den hydrophilen Arm représentiert und alle Redox-

zentren enthalt.

NDUFV1*
NDUFV2*
NDUFV3
NDUFS1*
I}\- NDUFS2*
NDUFS3*
NDUFS4*
NDUFS6*
NDUFS7*
NDUFS8*
NDUFA2*
NDUFAS
NDUFA7
NDUFA12

\ Hydrophiler,
peripherer Arm

NDUFA13

i 4 Hydrophober
la- A NDUFA3 NDUFA4 Membranarm
a- NDUFAG NDUFAB1 A
NDUFA8 NDUFB4 ld ™

NDUFB1 Iﬁ
O0000 ONDUF52
NDUFB3
NDUFB5
NDUFB6
NDUFB7

NDI FAg
oonooounn 0000

NDUFA10
NDUFA11*
ND&*
NDUFC1
ND1*®

IY NBoecoco000000000000000000000000000000000O00O0C0O0O00OOOO00O0O NDUFBS
ND3* NDUFB9
ND4L* NDUFBE10

NDUFB11
NDUFC2
ND4*
NDS™

Abb.1.3: Komplex I-Topologie. Der L-formige Enzym-Komplex wird in einen hydrophilen, peripheren Arm
und in einen hydrophoben Membranarm unterteilt. Die Einteilung der 45 Untereinheiten erfolgt in die Subkom-
plexe Ia, IB, IA und Iy. Untereinheiten, von denen Mutationen beschrieben sind, die zu einem Komplex I-Defekt
fithren, sind mit einem Sternchen versehen.
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Funktionell lassen sich die Proteinuntereinheiten in drei Gruppen unterteilen: die FP (Fla-
voprotein)-Fraktion, die fiir die FMN- und NADH-H"-Bindung verantwortlich ist, die IP
(Eisen-Schwefel)-Fraktion, die in Redoxreaktionen involviert ist und die HP (hydrophobe)-
Fraktion, die eine Rolle bei der Protonentranslokation iibernimmt und den Komplex in der
inneren Mitochondrienmembran verankert. Untereinheiten der FP- und IP-Fraktionen sind
hydrophil und daher im peripheren Arm des Komplexes lokalisiert, wihrend die Untereinhei-
ten der HP-Fraktion im membranstindigen Arm liegen und wasserunlosliche Aggregate bil-
den (Galante und Hatefi 1979; Ohnishi et al. 1985; Ragan 1987; Belogrudov und Hatefi
1994).

In Escherichia coli (E. coli) existiert eine trunkierte Form des Komplexes I, bestehend aus
14 evolutiondr stark konservierten Untereinheiten, welche Homologe unter den Komplex I-
Untereinheiten der eukaryontischen Zelle haben. Die Gene sind im sogenannten Nuo-Operon
(NADH-Ubiquinon-Oxidase) organisiert, das als Minimalstruktur angesehen wird, die fiir die
Funktionalitit des Enzyms notwendig ist (Friedrich et al. 1993; Leif et al. 1993). Diese
14 mitochondrialen Homologe werden als core-Untereinheiten bezeichnet und sind essentiell
fiir die Katalyse des Elektronentransfers von NADH-H* auf Ubiquinon sowie die Proto-
nentranslokation. Die restlichen 31 Untereinheiten mit teils noch unbekannter Funktion wer-
den als accessory-Untereinheiten bezeichnet (Carroll et al. 2003; Hirst et al. 2003; Efremov et
al. 2010).

Die core-Untereinheiten selbst werden in sieben hydrophobe Untereinheiten unterteilt, die
durch die mtDNA kodiert werden, und sieben hydrophile Untereinheiten, die kernkodiert
sind. Zu den hydrophoben core-Untereinheiten gehoren die Proteine ND1-6 und ND4L
(NADH-Dehydrogenase). Sie sind im Membranarm lokalisiert und durchspannen die Lipid-
Doppelschicht mit mehreren Transmembranhelizes. Sequenzvergleiche zeigen, dass die Un-
tereinheiten ND2, ND4 und ND5 eng mit der Familie der Na*/H" Antiporter verwandt sind,
so dass die Vermutung nahe liegt, dass die hydrophoben core-Untereinheiten hauptsichlich
fiir die Protonentranslokation tiber die Mitochondrienmembran verantwortlich sind (Fearnley
und Walker 1992; Friedrich 2001; Mathiesen und Higerhill 2002). ND1 weist eine Ubiqui-
non-Bindestelle auf und scheint somit an der Ubiquinon-Bindung beteiligt. Zusétzlich spielen
die hydrophoben core-Untereinheiten eine wichtige Rolle beim Aufbau und der Stabilitédt des
Enzym-Komplexes.

Die sieben nukleir-kodierten core-Untereinheiten NDUFS1-3, NDUFS7-8, sowie NDUFV1-2
sind hydrophil und somit im peripheren Arm gelegen. Sie weisen Bindemotive fiir Re-

doxgruppen und das Substrat NADH-H" auf. Als katalytisches Zentrum sind sie fiir den
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Elektronentransfer von NADH-H" auf Ubiquinon verantwortlich. AuBerdem iibernehmen sie
Funktionen in der Ubiquinon-Bindung und dem Aufbau und der Stabilitit des Enzym-
Komplexes (Hirst et al. 2003).

Die Eintrittspforte fiir den Elektronentransport liegt in der NDUFV 1-Untereinheit. Sie weist
eine NADH-H"-Bindestelle auf, die das Substrat bindet. Elektronen werden direkt auf
NDUFV1-gebundenes FMN iibertragen. Uber vektoriellen Transport iiber die FEisen-
Schwefel-Cluster N3-N1b-N4-N5-N6a-N6b-N2 werden die Elektronen dann auf Ubiquinon
tibertragen (Brandt et al. 2003). Der Eisen-Schwefel-Cluster N2 der NDUFS7-Untereinheit ist
der letzte in der Elektronentransportkette und weist im Gegensatz zu den anderen Isopotenti-
al-Clustern ein positives, pH-abhingiges Redox-Potential auf. Durch seine rdumliche Nihe
zum Membranarm scheint er einen kritischen Teil zur Protonenpumpe beizutragen (Ingledew
und Ohnishi 1980; Brandt 1997; Ohnishi 1998). Der Eisen-Schwefel-Cluster N1a nimmt nicht
am Elektronentransfer teil. lhm wird eine Rolle als Antioxidans zugeschrieben, indem er
Elektronen von FMN iibernimmt und so die Bildung von ROS (reactive oxygen species) re-

duziert (Sazanov und Hinchliffe 2006).

NDUFV2
Nia
—_
N3
NDUFV1 N1ib
N5 N7
NDUFS1
N6a/b
NDUFS8
N6a/b
N2 NDUFS7

Abb. 1.4: Vektorieller Elektronentransport iiber Eisen-Schwefel-Cluster. Dargestellt sind die Redoxzentren
(rot), die eine kontinuierliche Elektronentransportkette durch den Komplex I bilden. Nla (blau) nimmt nicht
direkt am Transport teil. N7 ist nur in Prokaryonten zu finden. Die Zugehorigkeit der Redoxzentren zu den
einzelnen Untereinheiten (gelb) ist ebenfalls angegeben.

Die Reduktion von Ubiquinon zu Ubiquinol verlduft iiber ein Semiquinon-Zwischenprodukt.

Man geht davon aus, dass der Komplex I mehrere Ubiquinon-Bindestellen besitzt. An der
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Ubiquinon-Bindung sind die kernkodierten Untereinheiten NDUFS2 und NDUFS7 (Kashani-
Poor et al. 2001), sowie die mtDNA-kodierte Untereinheit ND1 beteiligt (Earley et al. 1987).

Ubiquinon-

Bindestellen

NADH-H*
QH,

| ]
oo
yd Q

NADH-H*

B

Abb. 1.5: Ubiquinon-Reduktion. (A) Ubiquinon-Bindestellen im Komplex 1. (B) Katalytischer Zyklus der
Ubiquinon-Reduktion. Das erste Elektron von NADH-H" reduziert ein schwach gebundenes Ubiquinon an der
Bindestelle B, wodurch ein Semiquinon-Zwischenprodukt gebildet wird. Das zweite Elektron von NADH-H*
wird an ein weiteres Molekiil Ubiquinon gebunden, das in den Komplex an der hydrophoben Bindestelle A
eintritt. Dieses zweite gebildete Semiquinon bildet mit dem ersten an Bindestelle C das Ubiquinol-Produkt,
welches den Komplex schlieBlich verldsst. Oxidiertes Ubiquinon verbleibt an Bindestelle B und reinitiiert den
katalytischen Zyklus (Degli Esposti und Ghelli 1994).

Wihrend die Funktion der 14 core-Untereinheiten relativ gut untersucht ist, ist sie fiir die rest-
lichen 31 accessory-Untereinheiten teilweise noch ungeklirt. Generell scheinen sie Aufgaben
beim Aufbau und der Stabilitit des Komplexes zu iibernehmen und Schutzfunktionen gegen
oxidative Schiden auszuiiben (Schulte et al. 1999; Hirst et al. 2003; Efremov et al. 2010).
Auch werden in ihnen regulatorische Funktionen vermutet und sie scheinen am Import kern-

kodierter Untereinheiten durch die mitochondriale Doppelmembran teilzunehmen. Die acces-
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sory-Untereinheiten sind alle kernkodiert und weisen unterschiedliche Modifikationen auf.
Untereinheiten mit einer Transmembranhelix (single transmembrane domain, STMD) konn-
ten an der Organisation der sieben mtDNA-kodierten ND-Untereinheiten in der Membran
beteiligt sein (Abdrakhmanova et al. 2004). Vier accessory-Untereinheiten besitzen mehrere
konservierte Cysteine, so dass sie wahrscheinlich am Zusammenbau (assembly) der Eisen-
Schwefel-Cluster beteiligt sind (Videira 1998; Cardol et al. 2004). Mehrere Untereinheiten
unterliegen einer reversiblen Phosphorylierung, die bei der Regulation der Enzymaktivitit
eine Rolle spielt und den Elektronentransfer und die ROS-Produktion beeinflusst (Schilling ef
al. 2005). Einige Untereinheiten zeigen besondere Charakteristika. So findet sich bei
NDUFAI11 eine Homologie zu TIM-Proteinen der Translokase der inneren Mitochondrien-
membran, die eine Rolle beim Proteinimport spielen. (Carroll et al. 2002; Gabaldon et al.
2005). NDUFA13, auch bekannt als GRIM-19 (gene associated with retinoid-interferon-
induced mortality 19 protein), fungiert unter anderem als proapoptotischer Faktor und spielt
eine Schliisselrolle in der Apoptose-Induktion (Fearnley er al. 2001; Angell et al. 2002;
Huang et al. 2004). Moglicherweise konnte dieses Protein die mitochondriale Atmungskette
mit apoptotischen Prozessen verkniipfen (Hirst et al. 2003). NDUFA10 zeigt eine Homologie
zur mitochondrialen Thymidin-Kinase, so dass hier eine mogliche Verbindung zwischen
Komplex I und der mitochondrialen Proteinsynthese besteht (Gabaldon et al. 2005).
NDUFABI ist mit einer Phosphopantethein-Gruppe modifiziert. Es ist eng verwandt mit den
Acyl-Carrier-Proteinen, so dass ihm neben seiner Rolle im Komplex I eine Funktion bei der
de novo Fettsiure-Synthese zukommt (Cronan et al. 2005). Ein Uberblick iiber die einzelnen
Untereinheiten des Komplexes I und ihre Charakteristika findet sich im Anhang (Tabelle A.7,
in Anlehnung an Janssen et al. 2006).

Komplex I liegt in der Elektronentransportkette nicht isoliert vor, sondern bildet mit den
Komplexen III und IV einen sogenannten Superkomplex, ein Respirasom (Schigger und
Pfeiffer 2000; Schigger 2002). Solch ein Respirasom besteht aus einem monomerem Kom-
plex I, einem dimerem Komplex III und bis zu vier Kopien des Komplexes IV (I;II,1V;.4).
Die Signifikanz der Respirasome liegt in der Erhohung der katalytischen Aktivitidt durch Ver-
ringerung der Diffusionszeit der Substrate und durch Abschirmung konkurrierender Enzyme,
sowie der besseren Stabilisierung der einzelnen Subkomplexe (Schigger et al. 2002, 2004;

Acin-Perez et al. 2004).
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1.2.3 Biogenese

Die Biogenese und das assembly des Komplexes I unterliegen einem komplizierten Prozess,
bei dem die Bildung von peripherem Arm und Membranarm iiber mehrere Intermediate er-
folgt. Die beiden Arme werden dabei nicht unabhiingig voneinander gebildet, sondern iiber
eine konzertierte Aktion der Membranverankerung eines Intermediats des peripheren Arms
mit einem Intermediat des Membranarms und die Erweiterung beider Arme mit weiteren Un-
tereinheiten zum vollstindigen Komplex I (Antonicka et al. 2003). Ein Konsensus-Modell fiir
das assembly des humanen Komplexes I beschreibt folgende Schritte: Ein erstes Intermediat
des peripheren Arms besteht mindestens aus den nukledren core-Untereinheiten NDUFS2 und
NDUFS3, die durch die mitochondriale Untereinheit ND1 in der Membran verankert werden.
Dieser Pri-Komplex wird dann um ein vorgefertigtes Membran-Intermediat aus den restli-
chen ND-Untereinheiten, sowie ein vorgefertigtes Intermediat aus den Untereinheiten
NDUFS1, NDUFS7 und NDUFSS8 des peripheren Arms erweitert. Nach dem assembly der
beiden peripheren und Membran-Intermediate wird die Struktur um die Untereinheiten des
Membranarms NDUFA9, NDUFA10 und NDUFBS8 und des peripheren Arms NDUFV1,
NDUFV2, NDUFV3, NDUFS4 und NDUFS6 erweitert, um schlieBlich vollstindig zum
Komplex I aufgebaut zu werden (Antonicka et al. 2003; Ugalde et al. 2004; Lazarou et al.
2007; Vogel et al. 2007a).

NDUFS2, NDUFS1, NDUFS7,

NDUFS3 NDUFS8
P P NDUFS4, NDUFS6, NDUFV1,
- — W NDUFV2, NDUFV3

S g
ND1 . )

ND2, ND3, ND4,
ND4L, ND5, ND6 NDUFA9, NDUFA10, NDUFB8

Pra-Komplex des ,
. Membran-Insertion
peripheren Arms Erweiterung beider Arme

Pra-Komplex des Erweiterung des peripheren  zum volistiandigen Komplex |
Arms
Membranarms

Abb. 1.6: Schematische Darstellung des assembly-Prozesses des Komplexes I. Der Zusammenbau beginnt
mit der Bildung von Pri-Komplexen aus nukleir-kodierten Untereinheiten (orange, gelb) und mtDNA-kodierten
Untereinheiten (griin). Nach Verankerung beider Pria-Komplexe in der Membran erfolgt die Erweiterung um
weitere nukledr-kodierte Untereinheiten (blau) bis hin zum vollstindig zusammengesetzten Komplex 1.
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Um den Aufbauprozess des Komplexes I zu koordinieren, sind Chaperone notig, die am as-
sembly beteiligt sind, ohne selbst Bestandteil der finalen Komplex I-Struktur zu sein. Als am
Aufbau des Sduger-Enzyms beteiligten Chaperone wurden bislang NDUFAFI1 (Vogel et
al. 2005), Ecsit (Vogel et al. 2007b), Mimitin (Ogilvie et al. 2005, Tsuneoka et al. 2005), AIF
(Vahsen et al. 2004, Joza et al. 2005), C6orf66 (Saada et al. 2008), C8orf38 (Pagliarini et al.
2008) und C20orf7 (Sugiana et al. 2008) identifiziert.

1.2.4 Inhibition des Komplexes I und seine Beteiligung an der Bildung reaktiver Sau-

erstoffspezies (ROS)

Komplex I kann von mehr als 60 verschiedenen organischen Verbindungen inhibiert werden.
Diese konnen sowohl natiirlich vorkommen als auch synthetisch erzeugt sein. Diese Inhibito-
ren wirken zum Grofteil auf die NADH-Ubiquinon-Reduktase-Aktivitit ein. Sie lassen sich
anhand ihrer Enzymkinetik in drei Gruppen einteilen. Gruppe I sind direkte Antagonisten des
Ubiquinon-Substrats. Prototyp dieser Gruppe ist Piercidin A. Gruppe II, zu denen der klassi-
sche Komplex I-Inhibitor Rotenon zihlt, sind Antagonisten des enzymgebundenen Semiqui-
non-Derivats. Gruppe III fungieren als Antagonisten des Produkts Ubiquinol und umfassen
die Familie der Vanilloide (Degli Esposti 1998; Okun et al. 1999). Wihrend Gruppe II-
Inhibitoren nicht kompetitiv binden, zeigen Gruppe I-Inhibitoren einen kompetitiven Hemm-
typ gegeniiber endogenem Ubiquinon und eine teilweise kompetitive Hemmung in Bezug auf
exogene Ubiquinon-Analoga (Friedrich et al. 1994). Gruppe IlI-Inhibitoren interagieren ent-
weder direkt mit der Ubiquinol-Freisetzungsstelle oder aber beeintrachtigen die Disproportio-
nierung der beiden Semiquinon-Derivate, so dass keine vollstandige Reduktion zu Ubiquinol
stattfindet (Degli Esposti 1998).

Neben seiner Redox-Funktion in der Elektronentransportkette wird Komplex I auf der ande-
ren Seite auch selbst als eine Hauptquelle der ROS (reactive oxygen species)-Bildung angese-
hen (Fridovic 1978; Turrens 2003). Alle Kofaktoren, die auch am Elektronentransport betei-
ligt sind, scheinen eine Rolle bei der Bildung der reaktiven Sauerstoffspezies zu spielen: Fla-
vine (Liu et al. 2002; Galkin und Brandt 2005; Vinogradov und Grivennikova 2005; Kuss-
maul und Hirst 2006), Eisen-Schwefel-Cluster (Genova et al. 2001; Kushnareva et al. 2002),
sowie enzymgebundenes NAD (Krishnamoorthy und Hinkle 1988). Auch die Semiquinon-
Zwischenprodukte gelten als Erzeuger von ROS (Lambert und Brand 2004; Ohnishi et
al. 2005). Der Hauptdonor fiir Elektronen zur ROS-Generierung ist aber reduziertes FMN
(Galkin und Brandt 2005; Kussmaul und Hirst 2006). Der Hauptvertreter der von Komplex I
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gebildeten ROS ist das Superoxid-Anion Radikal O, (Kussmaul und Hirst 2006). Da die Bil-
dung von Sauerstoffradikalen beim Komplex I-Mangel erhoht ist, scheinen strukturelle Modi-
fikationen des Enzyms eine entscheidende Rolle fiir den Prozess der ROS-Bildung bei nicht
korrekt zusammengebautem Komplex I zu spielen. So hat vermutlich ein Teil der accessory-
Untereinheiten einen Einfluss auf die ROS-Produktion (Raha und Robinson 2000). Kom-
plex I-Inhibitoren der Gruppen I und II induzieren eine erhohte ROS-Produktion, da sie den
Zugang von Ubiquinon zu seiner Reduktionsbindestelle blockieren und so die Abgabe der
Elektronen an molekularen Sauerstoff ermoglichen (Lenaz et al. 2006; Fato et al. 2009). Inhi-
bitoren der Klasse III dagegen verhindern die ROS-Bildung. Sie erlauben die Ubertragung
von Elektronen auf Ubiquinon, wodurch sich das Semiquinon-Zwischenprodukt bildet und
Elektronen nicht an molekularen Sauerstoff abgegeben werden konnen. Die weitere Redukti-

on zu Ubiquinol wird jedoch verhindert (Lenaz et al. 2006; Fato et al. 2009).

1.3 Die Struktur des NDUFVI-Gens

Das humane NDUFVI-Gen ist rund 6 kbp grofl und auf dem Chromosom 11ql13 lokalisiert
(Ali et al. 1993; Schuelke et al. 1998). Es besteht aus zehn Exons mit Groflen von 72-213 bp

und neun Introns mit Gréfen von 73-1320 bp.

1320bp 730p 730bp 7450p 424bp 195bp  327bp 141bp 108bp
|||/\|v/\v/\v| V“/\E}/\IX}
720p 830p 170bp 184bp 1900p 213op  167bp 82bp 146bp 84bp

Abb. 1.7: Genomische Struktur des humanen NDUFVI-Gens. Die zehn Exons (orange Kisten) werden
durch romische Zahlen beziffert. Die GroBe der Exons und Introns (durchgezogene Striche) sind jeweils ange-
geben. Die genomische Sequenz wurde von GenBank (accession number AF053069) bezogen.

Alle Exon-Intron Ubergiinge gehorchen in ihrem SpleiBverhalten der AG...GT-Regel. Die
1.540 bp lange cDNA des single copy Gens kodiert fiir ein Protein mit einer Masse von
50,8 kb, bestehend aus 464 Aminosduren. Die ersten 20 Aminosduren bilden dabei die putati-
ve Mitochondrien-Import-Sequenz. Innerhalb der Aminosduresequenz wurden Motive fiir die
Bindestellen von FMN, der Eisen-Schwefel-Cluster und von NADH-H" identifiziert (Wieren-
ga et al. 1986; Walker 1992; Schuelke ef al. 1998, sieche Anhang, Abb. A.2). Die NDUFV1-
Untereinheit ist hoch konserviert und zeigt eine hohe Homologie innerhalb verschiedener pro-

und eukaryontischen Spezies (Patel et al. 1991).
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1.4 Patienten mit Komplex I-Mangel

Erkrankungen des mitochondrialen Energiestoffwechsels treten bei Lebendgeburten mit einer
Inzidenz von iiber 13,1/100.00 auf (Skladal er al. 2003a). Ein isolierter Komplex I-Mangel
gehort dabei zu den hdufigsten Auslosern von Mitochondriopathien (Robinson 1998). Kom-
plex I-Defekte konnen dabei sowohl durch Mutationen der mtDNA- und nukledr-kodierten
Strukturgene zustande kommen, als auch durch Mutationen in Nicht-Strukturgenen, die am
assembly, der Regulation von Trankription und Translation, dem Proteinimport und der Prote-
infaltung, sowie an der Regulation der katalytischen Aktivitét beteiligt sind (van den Heuvel
und Smeitink 2001; Distelmaier et al. 2009; Willems et al. 2009). Mutationen wurden in allen
sieben mtDNA-kodierten Untereinheiten, sowie in folgenden nukledr-kodierten Strukturgenen
beschrieben: NDUFV1 (Schuelke et al. 1999; Benit et al. 2001), NDUFV2 (Benit et al. 2003),
NDUFSI (Martin et al. 2005), NDUFS2 (Loeffen et al. 2001), NDUFS3 (Benit et al. 2004),
NDUFS4 (van den Heuvel et al. 1998), NDUFS6 (Kirby et al. 2004), NDUFS7 (Triepels et
al. 1999), NDUFSS8 (Loeffen et al. 1998; Procaccio und Wallace 2004), NDUFAI (Fernan-
dez-Moreira et al. 2007), NDUFA2 (Hoefs et al. 2008) und NDUFAII (Berger et al. 2008).
Ebenfalls wurden Mutationen in den assembly Genen NDUFAF2 (Ogilvie et al. 2005),
C200rf7 (Sugiana et al. 2008), NDUFAF3, NDUFAF4 (Saada et al. 2009), NUBPL und
FOXREDI (Calvo et al. 2010), sowie in mitochondrialen tRNAs beschrieben, die einen
Komplex I-Defekt nach sich ziehen (Zeviani ef al. 1998).

Patienten mit Komplex [-Mangel sind bezogen auf ihren Krankheitsverlauf und ihren klini-
schen und biochemischen Phinotyp duflerst heterogen (Robinson 1993; Pitkanen et al. 1996;
Kirby et al. 1999; Loeffen et al. 2000). Bei einem GrofBteil der Patienten zeigen sich die ers-
ten Symptome hiufig nach der Geburt oder innerhalb der ersten fiinf Lebensjahre. Klinisch
manifestieren sich mitochondriale Krankheiten meist innerhalb der ersten 15 Lebensmonate.
Neben einem Krankheitsverlauf mit einer milden Myopathie (Pitkanen et al. 1996) ist der
weitaus hiufigere Phinotyp durch eine Multi-Systemerkrankung gekennzeichnet, bei der vor
allem Gewebe und Organe mit einem hohen Energiebedarf wie Gehirn, Skelett- und Herz-
muskulatur, Leber und Bauchspeicheldriise betroffen sind (Loeffen et al. 2000). Phinotypisch
zeigt sich dies anhand von Enzephalo- und Kardiomyopathien, Leukodystrophie, Epilepsie
und Ataxie. Biochemische Charakteristika sind neben einer verminderten ATP-Produktion
erhohte Konzentrationen von Laktat, Alanin und Ketonkorper in den Korperfliissigkeiten,
sowie ein erhohtes Laktat/Pyruvat Verhiltnis (Munnich et al. 1992; Trijbels et al. 1993).

Ebenso konnen abnormale Konzentrationen von Prolin und Zitrullin beobachtet werden (Ra-
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bier et al. 1998). Des Weiteren wurde in Geweben mit Komplex I-Mangel eine erhohte Pro-
duktion von ROS festgestellt (Balaban et al. 2005; Koopman et al. 2005) und damit zusam-
menhédngend eine Verdnderung des Membranpotentials (Nicolls 2004; Distelmaier et
al. 2009), sowie die Induktion und Vermehrung apoptotischer Prozesse (Green 2005). In Fol-
ge des gestorten Aufbaus eines Protonengradienten wurden in diesem Zusammenhang auch
Storungen in der Kalzium-Homoostase gefunden (Brini ef al. 1999; Visch et al. 2004; Tavi et
al. 2005).

Der hiufigste Phianotyp der Patienten mit einem Komplex I-Defekt ist das Leigh Syndrom.
Hierbei handelt es sich um eine fortschreitende Neurodegeneration, die durch meist bilateral
symmetrische Verdnderungen im Gehirn gekennzeichnet ist (Leigh 1951; Finsterer 2008).
Charakteristisch ist eine Degeneration der Basalganglien, besonders des Putamens, des Tha-
lamus und Hirnstammes, des Kleinhirns und Dienzephalons, sowie der weilen und grauen
Substanz. Dementsprechend zeigt der GroBteil der Patienten einen neuronalen Funktionsver-
lust, der sich in psychomotorischer Regression, einzelnen zerebralen Krampfanfillen bis hin
zu Epilepsie, Dystonie, Ataxie, Ldhmung der Sehnerven und einer Storung der Atemregulati-
on (Hypopnoe) manifestiert. Symptome der Erkrankung treten fiir gewohnlich im Sduglings-
und Kleinkindalter auf (Loeffen er al. 2000; Ostergaard et al. 2007). Die Erkrankung verlduft
meist sehr schwer und ein Grofteil der Patienten verstirbt vor Vollendung des fiinften Le-

bensjahres (Benit ef al. 2004).

1.5 Gehirnentwicklung

Da ich mit meiner Dissertation die Expression des mitochondrialen Komplexes I wihrend der
embryonalen und postnatalen Entwicklung des Gehirns untersuchen mochte, beschreibe ich
im Folgenden kurz die Hirnentwicklung in dem hier betrachteten Modellorganismus, der

Maus.

1.5.1 Die embryonale Gehirnentwicklung der Maus

Zur Beurteilung des Entwicklungsstadiums der Maus dienen Einteilungsschemata nach Emb-
ryonaltag (E) oder die Einteilung nach Theiler (Theiler-Stadium TS, Theiler 1972). Der Mor-
gen nach der plug-positiven Verpaarung wird dabei als EQ.5 festegelegt, was dem Theiler-
Stadium 1 (TS1) entspricht.
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Nach der Befruchtung der Eizelle bildet sich iiber kleinere Furchungszellen (Blastomere) und
das Morula-Stadium die Blastozyste aus, die sich in der Gebdrmutter einnistet (E3-E4). Die
eigentliche Entwicklung des Embryos beginnt am Tag E6.5 mit der Gastrulation (Kaufman
und Bard 1999). Nach erfolgter Implantation entwickelt sich aus der Blastozyste der Embryo-
blast, der zunichst aus zwei Keimblittern, dem Endoderm (Hypoblast) und dem Ektoderm
(Epiblast) besteht. Aus letzterem entwickelt sich unter anderem das Zentralnervensystem
(ZNS). Im Gegensatz zum Menschen sind bei der Maus die Keimblitter umgekehrt angeord-
net: Das Endoderm legt sich nach au3en, das Ektoderm nach innen. Durch Zelleinwanderung
aus dem Ektoderm zwischen beide Keimblitter bildet sich als drittes Keimblatt das Mesoderm
aus. Die mesodermalen Zellen bilden zunichst einen Primitivstreifen, welcher zur Chorda
dorsalis, dem Vorlaufer der Wirbelsidule, differenziert. Es schlieit sich am Tag E7.5 die Neu-
rulation an, womit die frithe Organogenese beginnt. Durch Induktion aus dem Chorda-
Mesoderm proliferiert das dariibergelegene Ektoderm zum Neuroektoderm, welches die Neu-
ralplatte bildet. Durch Furchung entsteht die Neuralrinne, welche sich nach kranial und kaudal
verldngert. Seitlich der Neuralrinne bilden sich aus dem Neuroektoderm Neuralfalten, die
iber der Neuralrinne fusionieren und so das Neuralrohr bilden. Aus dem rostralen Ende des
Neuralrohrs entwickelt sich das Gehirn, aus dem kaudalen Ende das Riickenmark. Der Hohl-
raum differenziert zum Ventrikelsystem (Jacobsen 1991). Durch Einstiilpungen im rostralen
Bereich bilden sich ab dem Embryonaltag E9 drei primire Gehirnbldschen aus: Prosenzepha-
lon (Vorderhirn), Mesenzephalon (Mittelhirn) und Rhombenzephalon (Hinterhirn). Das Pros-
enzephalon differenziert weiter in das Dienzephalon mit der Augenanlage und zwei telen-
zephale Bldschen. Aus letzteren entwickeln sich nach lateral die zerebralen Kortizes und nach
rostral das olfaktorische System. Aus dem Dienzephalon entwickeln sich Thalamus, Epitha-
lamus und Hypothalamus. Das Mesenzephalon stellt die Verbindung zwischen Vorder- und
Hinterhirn dar. Das Rhombenzephalon differenziert seinerseits in das Metenzephalon und das
Myelenzephalon. Wihrend der Bildung dieser fiinf Gehirnabschnitte wird die urspriinglich
rohrenformige Gestalt des Gehirns stark verdndert, da die verschiedenen Areale unterschied-
lich schnell an Volumen zunehmen. Der grof3te Hirnabschnitt ist das Telenzephalon, der sich
ab dem Embryonaltag E10 in zwei Hemisphéren separiert. Rostral bildet sich um den Zeit-
punkt E12.5 der olfaktorische Kortex, der zwei paarige Bulbi olfactorii (Riechkolben) formt.
Verbunden werden die beiden Hemisphiren durch das Corpus callosum (Balken). Der Balken
dient dem Informationsaustausch und der Koordination zwischen beiden Hemisphdren. An
ihrer Oberflidche sind sie durch den Cortex cerebri (GroBhirnrinde) bedeckt. Die Kortikogene-

se ist ein sukzessiver Prozess. Der Kortex entwickelt sich aus den beiden telenzephalen Bls-
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chen, die anfangs aus einer Schicht undifferenzierter Neuroepithelzellen bestehen, der ventri-
kuldren Zone. Etwa ab dem Tag E10 wandern postmitotische Zellen radidr aus der ventrikulé-
ren Zone aus und bilden die erste sichtbare Kortexschicht, die Marginalzone. Die Wanderung
wird durch radiale Gliazellen unterstiitzt (Rakic 1971, 1972, 1974; Edmondson und Hat-
ten 1987). Die Zellen differenzieren weiter und bilden synaptische Verbindungen aus. Durch
das Einwachsen afferenter Axone aus dem Dienzephalon bildet sich zwischen der ventrikula-
ren Zone und der Marginalzone eine intermedidre Zone aus. Aus der ventrikuldren Zone wan-
dern weitere Neurone in die Marginalzone und bilden die kortikale Platte, welche die Margi-
nalzone in einen duBeren Teil, die spdtere Lamina 1 (Molekularschicht), und einen inneren
Teil (Sub-Platte), die spitere Lamina VI (multiforme Schicht), teilt (Allendoerfer und Shatz
1994). Wihrend bei Nagern die Sub-Platte relativ diinn ist, bildet sie beim Menschen die
markanteste transiente Zellschicht (Kostovic und Rakic 1990; Uylings und van Eden 1990).
Die Bildung der kortikalen Platte setzt etwa zum Zeitpunkt E13-E14 ein (Super et al. 1998).
Durch weiteres Einwandern von Neuronen aus der ventrikulidren Zone entstehen innerhalb der
kortikalen Platte die Laminae 11-V, wobei sich zuerst die Zellen der spiteren Lamina V (inne-
re Pyramidenzellschicht) entwickeln, dann die der Lamina IV (innere Kornerzellschicht), der
Lamina 111 (duBere Pyramidenzellschicht) und schlieBlich die der Lamina 11 (duBlere Korner-

zellschicht).

=
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Abb. 1.8: Schematische Darstellung der Kortikogenese. Aus dem Neuroepithel der ventrikuldren Zone (VZ)
wandern postmitotische Zellen in die Marginalzone (MZ). Unterhalb der MZ bildet sich eine intermediéire Zone
(IZ) aus. Aus dieser wandern Neurone in die MZ und bilden die kortikale Platte (KP), die die MZ in die Mole-
kularschicht (MS, spitere Schicht I) und die Sub-Platte (SP, spitere Schicht VI) teilt. Durch die Zellmigration
nach dem inside-out-Prinzip bilden sich innerhalb der kortikalen Platte die kortikalen Schichten II-V aus.
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Da die Entwicklung einem von innen nach auflen gerichteten Reifungsgradienten folgt, wird
sie auch als inside-out-layering bezeichnet (Angevine und Sidman 1961; Berry und Ro-
gers 1965; Rakic 1974). Die neuronale Migration ist etwa zum Zeitpunkt E18 abgeschlossen.
Postnatal folgen weitere morphologische und funktionelle Differenzierungsprozesse der ein-
gewanderten Zellen. Anders als beim Menschen, bei dem die meisten Neurone der Sub-Platte
nach abgeschlossener Entwicklung verschwinden (Kostovic und Rakic 1980; Luskin und
Shatz 1985; Allendoerfer und Shatz 1994), bilden sie bei Nagern die kortikalen Laminae VIb
und VII (Valverde et al. 1989; Uylings et al. 1999).

Das Telenzephalon besteht aus der Substantia grisea (graue Substanz) und der innen liegen-
den Substantia alba (weille Substanz). Die graue Substanz besteht vorwiegend aus Nerven-
zellkorpern. Sie umfasst den Kortex und die subkortikalen Kerne. Thren Namen trigt sie da-
her, weil diese Zellstrukturen im Formalin-fixierten Pridparat grau erscheinen. Die weille, zell-
arme Substanz besteht aus Nervenfasern. Die Axone der Nervenfasern werden durch Myelin-
scheiden elektrisch isoliert. Da Myelin einen sehr hohen Lipidanteil besitzt, erscheinen mye-
linreiche Strukturen makroskopisch wei3, woher die weille Substanz ihren Namen bezieht.
Das Myelin wird von Gliazellen, den Oligodendrozyten, gebildet. Die Mehrheit der Gliazellen
im Zentralnervensystem der Sduger wird jedoch von Astrozyten gebildet. Man unterscheidet
zwel Arten von Astrozyten: die protoplasmatische Glia, die sich vor allem in der grauen Sub-
stanz findet und die fibrillenreiche Faserglia, die in der weilen Substanz lokalisiert ist. Der
Mensch besitzt im Gegensatz zur Maus sehr viel mehr weifle Substanz. Im Bereich der Basal-
ganglien bildet die weile Substanz die Capsula interna, welche kortikospinale Projektions-
bahnen (Pyramidenbahn) enthilt. Dem Kortex angeschlossen sind der Palaeokortex, der das
Rhinenzephalon (Riechhirn) enthélt, und der Archiokortex, der den Hippokampus formt, wel-
cher eine zentrale Rolle beim Lernen und Gedichtnisprozessen spielt. Zur hippokampalen
Formation zdhlen der Gyrus dentatus, das Cornu ammonis (Ammonshorn), das in die Regio-
nen CA1l und CA3 (distaler und proximaler Teil) unterteilt wird, sowie als Ubergang zum
zerebralen Kortex das Subiculum. Im Gyrus dentatus finden sich hauptsidchlich Kornerzellen,
in den Regionen des Ammonshorns exzitatorische Pyramidenzellen (Lorente de No 1934).
Der Gyrus dentatus ist das wichtigste afferente System des Hippokampus, wihrend das Subi-
culum einen GroBteil des efferenten Systems bildet. Im Gegensatz zum sechsschichtigen Kor-
tex 1st der Hippokampus nur dreischichtig. Der Entwicklungsprozess, der etwa ab dem Emb-
ryonaltag E14 beginnt, ist aber sehr dhnlich. Die Schichtung erfolgt ebenfalls nach dem Prin-
zip des inside-out-layerings (Caviness 1973; Marin-Padilla 1978; Altman und Bayer 1990). In

dem sich entwickelnden Hippokampus wird die Marginalzone in eine innere und eine dullere
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Marginalzone unterteilt. Aus der inneren Marginalzone entwickelt sich das Stratum radiatum,
aus der duBeren das Stratum lacunosum. Beide Schichten gehdren zum Stratum moleculare
(Molekularschicht), der duBleren der drei Hippokampusschichten. Die mittlere Schicht, das
Stratum pyramidale (Pyramidenschicht), entwickelt sich aus der kortikalen Platte, die im Ge-
gensatz zum zerebralen Kortex nicht mehrschichtig wird, sondern nur diese eine Schicht bil-
det. Die innerste Schicht, das Stratum oriens (Korbzellschicht), entwickelt sich aus der Sub-
Platte, welche im Vergleich zum Neokortex schwach entwickelt ist (Soriano e al. 1994; Su-
per et al. 1998). Im Gyrus dentatus ist das Stratum pyramidale durch das Stratum granulare

ersetzt. Der Gyrus dentatus bildet zeitlebens neue Nervenzellen (Altman und Das 1965).

Abb. 1.9: Adulte Hippokampusformation. Darstellung einer in sifu Farbung des Hippokampus der adulten
Maus. Der Gyrus dentatus (GD) bildet zusammen mit den Cornu ammonis Schichten CA1 und CA3 (distaler
und proximaler Teil), sowie dem Subiculum (SUB) die Hippokampusformation. Der Hippokampus zeigt den
dreischichtigen Aufbau aus Stratum oriens, Stratum pyramidale und Stratum radiatum lacunosum moleculare.

Ab dem Embryonaltag E12 differenziert sich das Dienzephalon in Thalamus, Hypothalamus
und Epithalamus. Der Thalamus, der grofite Anteil des ehemaligen Dienzephalons, ist fiir die
Verarbeitung sensorischer Impulse verantwortlich und somit an der Generation von Emotio-
nen, Schmerz, Gedéchtnis und instinktivem Verhalten beteiligt. Er besteht aus zwei Hilften,
die sich zum Embryonaltag E17 soweit vergrofert haben, dass sie sich unterhalb der Commis-
sura anterior treffen und voneinander durch die Massa intermedia getrennt werden. Vom
Hypothalamus, dessen Differenzierung ab dem Embryonaltag E12.5 beginnt, wird er durch
den Sulcus hypothalamicus getrennt. Der Hypothalamus kontrolliert alle vegetativen Funktio-
nen wie Nahrungsaufnahme, Wasserhaushalt und Koérpertemperatur. Mit der benachbarten
Hypophyse bildet er ein iibergeordnetes neuroendokrines Zentrum. Der Epithalamus wird ab
dem Zeitpunkt E13.5-E14.5 sichtbar. Er fungiert als Verbindung zwischen Projektionsbahnen

aus dem Riechhirn, dem Hirnstamm und der Zirbeldriise. Uber den Sulcus epithalamicus ist er
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mit dem Hypothalamus verbunden. Zum Zeitpunkt E12 entwickelt sich der Plexus choroi-
deus, der den Liquor cerebrospinalis (Riickenmarksfliissigkeit) bildet. Ab E13.5 bildet sich
der Nucleus caudatus (Schweifkern) und ab E16.5 der Nucleus lentiformis (Linsenkern), der
in das Putamen und den Globus pallidus unterteilt wird. Nucleus caudatus und Putamen wer-
den zwar durch die Capsula interna voneinander getrennt, bleiben aber durch einen Streifen
grauer Substanz miteinander verbunden und werden deshalb als Corpus striatum (Streifen-
korper) bezeichnet. Zusammen mit der Substantia nigra (schwarze Substanz), die ein wichti-
ges Kerngebiet der Motorik darstellt und durch seinen hohen Anteil an Eisen und Melanin
dunkel erscheint, und dem Nucleus subthalamicus, der fiir die Steuerung der Grobmotorik
verantwortlich ist, werden diese Strukturen auch als Basalganglien bezeichnet. Sie sind fiir die
Kontrolle willkiirlicher Bewegungen verantwortlich.

Das Mesenzephalon (Mittelhirn) ist der kleinste Teil des Gehirns. Es verbindet das Dien-
zephalon des Vorderhirns mit der Briicke des Hinterhirns. Zum Zeitpunkt E17.5 ist seine
GroBenentwicklung vollstindig abgeschlossen. Es ist unter anderem an der Regulation der
Augenbewegung beteiligt.

Das Metenzephalon entwickelt sich zum Cerebellum (Kleinhirn) und zur Pons (Briicke). Das
Myelenzephalon entwickelt sich zur Medulla oblongata (verldngertes Riickenmark). Die Ge-
webe des Mittel- und Hinterhirns werden als Hirnstamm bezeichnet. Sie kontrollieren essen-
tielle Funktionen wie Herzschlag, Blutdruck und Atmungsfrequenz.

Das Kleinhirn besteht aus zwei Hemisphéren, die durch den Vermis (Kleinhirnwurm) vonein-
ander getrennt sind. Wie im Kortex des GroBhirns umgibt die graue Substanz die innen lie-
gende weille Substanz, zu welcher das Kleinhirnmark mit den Laminae medullares zihlt.
Funktionell erfiillt das Kleinhirn wichtige Aufgaben bei der Steuerung und Feinabstimmung
der Motorik (Feinmotorik). Seine Entwicklung beginnt etwa ab dem Embryonaltag E14 und
ist in der dritten postnatalen Woche abgeschlossen. Der zerebelldre Kortex entwickelt sich aus
zwel Proliferationszonen: der Ventrikelzone, aus der das Stratum ganglionare (Purkinjezell-
schicht) hervorgeht, und einer Proliferationszone im Bereich der Rautenlippe (Altman 1982;
Altman und Bayer 1985). Mitotisch aktive Neurone aus diesem Bereich bilden zeitgleich zur
Entstehung der Purkinjezellschicht eine externe Kornerzellschicht, die den Hauptteil der Kor-
nerzellen sowie auch Gliazellen beinhaltet (Hausmann und Sievers 1985; Goldowitz und
Hamre 1998). Diese externe Kornerzellschicht besteht wiederum aus einer dufleren prolifera-
tiven Zone und einer inneren pridmigratorischen und migratorischen Zone postmitotischer
Zellen. Postnatal verlassen die Kornerzellen die externe Kornerzellschicht und wandern ent-

lang der Bergmann-Gliafasern durch die Purkinjezellschicht hindurch, unterhalb derer sie die
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innere Kornerzellschicht bilden. Nach weiteren Differenzierungsprozessen zeigt das Kleinhirn
den typischen dreischichtigen Aufbau aus Stratum moleculare (Molekularschicht), Stratum

ganglionare (Purkinjezellschicht) und Stratum granulosum (Kornerzellschicht).
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Abb. 1.10: Schematische Darstellung der Kleinhirnentwicklung. Neben der Ventrikelzone (VZ) entsteht im
Bereich der Rautenlippe (RL) eine zweite Proliferationszone. Wihrend die Purkinjezellen (PZ ®) postmitotisch
werden und sich aus der VZ entwickeln, wandern Vorldufer-Zellen der Kornerzellen (€) aus der RL in die
externe Kornerzellschicht (EKZ), welche aus einer dufleren proliferativen Zone (Prol. Z.) und einer inneren
pramigratorischen und migratorischen Zone (Prid./Migr. Z.) besteht. Aus dieser wandern postmitotische Korner-
zellen (+) entlang von Bergmann-Gliafasern (5) durch die PZ und bilden die innere Kornerzellschicht (IKZ).
Am Ende der Entwicklung zeigt das Kleinhirn den typischen dreischichtigen Aufbau aus Molekularzone (MZ),
Purkinjezellzone (PZ) und Kornerzellzone (KZ).

Bis zur Geburt der Maus um den Tag E20 und postnatal bis P10 finden weiterhin Wachstums-

und Differenzierungsprozesse im gesamten sich entwickelnden Gehirn statt.

1.5.2 Vergleich der Gehirnentwicklung zwischen Maus und Mensch

Der Ablauf der Entwicklung des Nervensystems in Sdugern ist sehr stark konserviert (Finlay
und Darlington 1995; Darlington et al. 1999). Um den zeitlichen Ablauf der Gehirnentwick-
lung zwischen Labortieren und dem Menschen vergleichen zu konnen, haben Clancy et
al. (2007) ein statistisch-basiertes Modell entworfen, mit dem es moglich ist, wichtige neuro-
logische Entwicklungsstadien in unterschiedlichen Spezies zu korrelieren (Clancy et
al. 2007). Wihrend friihe Entwicklungsereignisse wie Einnistung, Gastrulation und Differen-
zierung der Keimblitter in Sdugern ungefihr die gleiche Zeit beanspruchen (Finlay und Dar-
lington 1995), ergeben sich im weiteren Verlauf der Entwicklung aufgrund der unterschiedli-
chen GroBe des Gehirns (z.B. limbische Regionen und kortikale Gebiete) sowie Spezies-

spezifischen Eigenheiten groBere zeitliche Unterschiede. Nachfolgend schlieBt sich ein Uber-
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blick iiber die Spezies-spezifische Gehirnentwicklung der Maus und der des Menschen an
(Caviness 1982; Rice et al. 1985; Robinson und Dreher 1990; Bayer et al. 1993; Finlay und
Darlington 1995; Clancy et al. 2007). Die Darstellung beruht auf der statistisch-basierten Me-
thode von Clancy et al. (2007).
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Abb. 1.11: Vergleichende Hirnentwicklung bei Maus und Mensch. Dargestellt sind die wichtigsten Ereig-
nisse der neuronalen Entwicklung bei der Maus (gelb) und beim Menschen (griin). Der rote Balken markiert das
Ende der Gestationszeit mit der Geburt. Die grauen Lingsbalken repridsentieren diejenigen Zeitpunkte, zu denen
ich die Expression der Komplex I-Untereinheiten in den einzelnen Hirnregionen in der Maus untersucht habe.
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Die Maus zihlt mit einer Gestationszeit von 18,5 Tagen zu einer sich schnell entwickelnden
Spezies. Der Mensch hat eine vergleichsweise lange Gestationszeit von 270 Tagen. Im Ge-
gensatz zur Maus zeigt der Mensch einen etwas anderen zeitlichen Verlauf der Gehirnent-
wicklung. In Primaten (einschlieBlich des Menschen) ist der zerebrale Kortex sehr viel grofler
und das limbische System mit den Riechkolben verhiltnisméfBig sehr viel kleiner ausgepragt
als bei anderen Sdugern mit dhnlichem Hirnvolumen. Kortikale Entwicklungsstufen treten
daher etwas friither auf und sind verldngert, wihrend die Entwicklung des limbischen Systems
in komprimierter Form etwas spéter einsetzt (Finlay et al. 1998, 2001; Clancy et al. 2000). Im
Gegensatz zur Maus ist das menschliche Gehirn zum Zeitpunkt der Geburt relativ weit entwi-
ckelt. Bereits schon zwei Monate vor der Geburt entspricht die Hirnentwicklung des Men-
schen derjenigen einer etwa zwei Wochen alten Maus. Dies ldsst sich damit erkldren, dass
beim Menschen etwa 88% der neuronalen Entwicklungsereignisse im ersten Drittel der Gesta-
tion stattfinden. Nur 1% finden im letzen Drittel statt (Lemire ef al. 1975). Bei der Maus hin-
gegen sind zum Zeitpunkt der Geburt noch nicht alle Differenzierungsprozesse abgeschlossen

und auch die Augenlieder 6ffnen sich erst am Tag P10-P11.

1.6 Knockout-Modelle: Gezieltes Ausschalten von Genen durch homologe
Rekombination

Tiermodelle eignen sich sehr gut, um Gendefekte im Rahmen eines komplexen Modellorga-
nismus zu untersuchen. Durch gezieltes Ausschalten von Genen in sogenannten knockout-
Mausen lassen sich Kenntnisse iiber die Pathogenese bestimmter Krankheiten gewinnen, die
durch in vitro Systeme nur unzuldnglich aufgeklart werden konnen und fiir die keine bekann-
ten genetischen Krankheiten beim Menschen existieren.

Konventionelle knockout-Verfahren fithren zum gezielten Ausschalten von Genen oder Gen-
abschnitten. Durch homologe Rekombination zwischen einem linearisierten Konstrukt und
einer homologen Genregion konnen Genabschnitte durch genetisch manipulierte Genloci aus-
getauscht und somit inaktiviert werden (Smithies et al. 1985; Capecchi 1989a, 1989b). Der
genetisch verdnderte Sequenzabschnitt (targeting vector) wird iiber Elektroporation in emb-
ryonale Stammzellen der Maus eingeschleust, wo er in seltenen Fillen iiber homologe Re-
kombination in das Zielgen inseriert wird. Die erforderliche Selektion der Zellen nach homo-
loger Integration erfolgt mittels eines Selektionsmarkers, der beispielsweise eine Resistenz
der Zellen gegen ein bestimmtes Antibiotikum (z.B. Neomyzin) vermittelt. Positive Zellen, in

denen eine homologe Rekombination stattgefunden hat, werden in Blastozysten injiziert. Dort
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integrieren sie sich in die embryonale Zellmasse und tragen zur Entwicklung des Embryos
bei. Die genetisch verdnderten ES-Zellen konnen eine Keimbahntransmission durchlaufen,
und durch die Verkreuzung von Tieren der F;-Generation kann man in der F,-Generation eine
homozygote Mauslinie mit der gewiinschten Mutation erzeugen. Nachteilig bei der konventi-
onellen knockout-Strategie wirkt sich aus, dass das Zielgen von der Embryonalentwicklung an
in allen Zellen des Organismus inaktiviert ist. Zum einen kann diese ubiquitdre Geninaktivie-
rung bei homozygoten Tieren schon im Embryonalstadium letal sein, so dass man keine Ef-
fekte in spdteren Entwicklungsstadien oder am adulten Tier untersuchen kann. Zum anderen
konnen die Effekte der Geninaktivierung in den einzelnen Zellsubpopulationen interferieren,
so dass sich fiir gewisse Fragestellungen die Funktion des zu untersuchenden Gens in speziel-
len Zelltypen nicht genau definieren ldsst.

Um eine weitgehend gewebsspezifische Geninaktivierung zu erzielen, werden konditionelle
knockout-Verfahren eingesetzt, die auf der Cre/loxP-Technologie basieren (Gu 1993; Kuhn et
al. 1995; Nagy 2000). Diese Technik nutzt das Cre/loxP-Rekombinasesystem des Bakterio-
phagen P1. Das 38 kDa grofle Rekombinase-Protein Cre bindet spezifisch an eine 34 bp lange
Erkennungssequenz (loxP-Stelle). DNA-Abschnitte zwischen zwei flankierenden, gleichge-
richteten loxP-Stellen (,,gefloxt*) kénnen auf diese Weise eliminiert werden, wodurch eine
der beiden loxP-Stellen im Genom verbleibt (Abremski und Hoess 1984; Hoess und
Abremski 1985). Zur Aktivierung des knockouts werden die ,,gefloxten Mause mit Miusen
gekreuzt, die das Cre-Gen unter einem gewebsspezifischen Promotor exprimieren. Das auszu-
schaltende Gen mitsamt dem Resistenzmarker wird somit nur in der gewiinschten Region,
bzw. dem gewiinschten Zelltyp entfernt. Durch die Verwendung induzierbarer Cre-
Expressionssysteme (z.B. Tet-on) kann man auBlerdem einen relativ genauen Startzeitpunkt
der Cre-Expression definieren (Hayashi und McMahon 2002).

Fiir einen isolierten Komplex I-Mangel existieren bislang nur knockout-Modelle fiir das Gen
Ndufs4 (Kruse et al. 2008; Ingraham et al. 2009). Ein Defekt dieses Gens, das fiir eine acces-
sory-Untereinheit des Komplexes I kodiert, fiihrt beim Menschen zu einem Leigh-dhnlichen

Syndrom (van den Heuvel et al. 1998).
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2 Zielsetzung

Der GroBteil mitochondrialer Dysfunktionen wird durch Defekte in der mitochondrialen At-
mungskette verursacht (Filosto et al. 2007; Torraco et al. 2009). Der hiufigste klinische Phé-
notyp ist hierbei das Leigh Syndrom, eine progressive Neurodegeneration der subkortikalen
grauen Substanz, dem hiufig ein isolierter Komplex I-Mangel zu Grunde liegt (Rahman et
al. 1996; Smeitink ef al. 2001). Aus klinischer Sicht manifestiert sich das Leigh Syndrom
innerhalb der ersten zwei Lebensjahre (Finsterer 2008). Es gibt aber auch Studien, die bele-
gen, dass Atmungskettendefekte bereits antenatal auftreten konnen (von Kleist-Retzow et
al. 2003). Die Neuropathologie mitochondrialer Krankheiten ist dabei oft sehr regionenspezi-
fisch, wie am Beispiel der Hypoplasie des Corpus callosum bei einem Pyruvat-
Dehydrogenase-Komplex-Mangel (PDHc) oder der beidseitigen Gewebsunterginge des Hirn-
stammes, des Striatums und des Kleinhirns bei einem Komplex I-Mangel (Lebre et al. 2010)
deutlich wird. Meine Promotionsarbeit beschiftigt sich daher mit der Fragestellung, ob das
Auftreten solch charakteristischer regionaler Muster betroffener Hirnstrukturen durch den
gewebsspezifischen zeitlichen Verlauf der Genexpression wichtiger funktioneller Komponen-
ten der Atmungskette wihrend der embryonal-fetalen Entwicklung erkliirt werden kann. Uber
die antenatale Genexpression der Atmungskettenkomponenten in Mensch und Tier ist wenig
bekannt. Auf enzymatischer Ebene haben Minai ef al. (2008) die Aktivitidten der Atmungsket-
tenkomplexe I-V in verschiedenen Geweben abgetriebener menschlicher Feten untersucht. Sie
konnten zeigen, dass bereits in den frithen Stadien der fetalen Entwicklung die Atmungsket-
tenkomplexe enzymatisch aktiv sind, obwohl die absoluten Aktivititen niedriger als nach der
Geburt sind (Minai et al. 2008). Verschiedene tierexperimentelle Studien belegen eine erhoh-
te Regulierung mitochondrialer Biogenese und Genexpression im postnatalen Stadium
(Izquierdo et al. 1990; Kim et al. 1995). Im Gegensatz zu diesen hauptsidchlich biochemi-
schen Untersuchungen und globalen Genexpressionsstudien wurden dem Entwicklungsver-
lauf und der Regionenspezifitit der Komplex I-Genexpression bisher kaum Beachtung ge-
schenkt. Daher wollte ich mit Hilfe der in situ Hybridisierung (ISH) die entwicklungsspezifi-
sche Expression der Strukturgene des mitochondrialen Komplexes I untersuchen, um einen
moglichen Zusammenhang zwischen dem Genexpressionsmuster der Komplex I-
Untereinheiten in der Maus und der Neuropathologie zu finden, die im Gehirn der Patienten
mit einem Komplex I-Mangel zu beobachten ist. Der mitochondriale Komplex I-Mangel beim

Menschen verlduft zu einem hohen Prozentsatz letal. Bisher existieren keine evaluierten The-
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rapien, deren Wirksamkeit in einer doppel-blind-kontrollierten Studie nachgewiesen wire.
Um den Effekt einer nukledren Komplex [-Mutation auf den klinischen Phinotyp zu untersu-
chen und um verschiedene kausale und palliative Therapieschemata am lebenden Organismus
zu testen, wire ein konditionelles Mausmodell fiir einen ZNS-spezifischen isolierten Kom-
plex I-Mangel hilfreich. Ich habe mich entschlossen, fiir dieses Projekt das NdufvI-Gen zu
inaktivieren, da dieses als hotspot fiir Mutationen gilt, die bei Patienten zu einem isolierten
Komplex [-Mangel fiihren. In meiner Arbeit wollte ich daher eine Maus generieren, bei der
das Exon 5 des Ndufvi-Gens von zwei loxP-Stellen flankiert ist (,,gefloxte* Maus). Das
Exon 5 kann dann nachfolgend durch Verpaarung mit Méusen, welche die Cre-Rekombinase

gewebsspezifisch, z.B. im ZNS exprimieren, entfernt werden.
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3 Material

3.1 Gerite

3.1.1 Gerdite fiir molekularbiologische und biochemische Arbeiten

Brutschrank

Elektrophoresekammern

Elektroporator

Filmentwicklermaschine X-OMAT

Geigerzihler

Hybridisierungsofen Personal Hyb
Kapillarsequenzierungsgerit ABI PRISM 3100, bzw.
3730

Kiivetten

Magnetriihrer

Mikrowellengerét
Pipetten

Rotationsschiittler

Schiittelinkubator

Spannungsgerite

Spektrometer NanoDrop
Spektrophotometer Helios a
Sterilbank HeraSafe

Thermocycler Mastercycler Gradient
Thermocycler T3000

Thermomixer compact

Vortexer

Waage BP 3100 S
Zentrifuge 5804R, 5415C
Zentrifuge Avanti J-20

3.1.2 Geriite fiir histologische Arbeiten

Chirurgische Scheren

Gekiihlte CCD-schwarz-weif} Digitalkamera
SPOT RT3

Kryostat

Aufrechtes Fluoreszenz- und Durchlichtmikroskop
Leica DMLB

Pinzetten

3.1.3 Geriite fiir zellbiologische Arbeiten

CO;,-Inkubator Hera cell
Einfriergerit Nalgene®Mr. Frosty
Elektroporator

Invertmikroskop TELAVAL 31
Kiivetten

Wasserbad

Heraeus, Hanau, Deutschland

Gibco BRL, Karlsruhe, Deutschland

BioRad, Miinchen, Deutschland

Kodak, Stuttgart, Deutschland

EG&G Berthold, Bundoora, Australien
Stratagene, Amsterdam-Zuidoost, Niederlande
Applied Biosystems, Weiterstadt, Deutschland

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Janke & Kunkel GmbH & Co. KG - IKA-
Labortechnik, Staufen, Deutschland

Bosch Hausgerite GmbH, Miinchen, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Gilson, Bad Camberg, Deutschland

Finnpipette, Dreieich, Deutschland

Heidolph Instruments GmbH, Schwabach, Deutsch-
land

Edmund Biihler GmbH, Hechingen, Deutschland
BioRad, Miinchen, Deutschland

Thermo Scientific, Dreieich, Deutschland
Thermo Spectronic, Wuppertal, Deutschland
Heraeus, Hanau, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Biometra, Gottingen, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Janke & Kunkel GmbH & Co. KG - IKA-
Labortechnik, Staufen, Deutschland

Sartorius, Gottingen, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Beckman Coulter GmbH, Krefeld, Deutschland

World Precision Instruments, Berlin, Deutschland
Visitron Systems, Puchheim, Germany

Microm International GmbH, Walldorf, Deutschland
Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland

World Precision Instruments, Berlin, Deutschland

Heraeus, Hanau, Deutschland

Thermo Scientific, Dreieich, Deutschland
BioRad, Miinchen, Deutschland

Zeiss, Jena, Deutschland

BioRad, Miinchen, Deutschland

GFL, Burgwedel, Deutschland
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3.2 Chemikalien

2-Propanol

ADP

Agarose

Albumin aus Rinderserum
Ampizillin Natriumsalz
Antimyzin A

Arabinose

Askorbat

Azeton

BM Purple

Borsidure
Bromphenolblau
Chloroform

DAPI

DEPC
di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat
DMEM

DMSO

EDTA

Essigsdure
Essigsdureanhydrid
Ethanol

Ethidiumbromid

Fikoll 400

FKS

Formamid

Gelatine

Genetizin (G418)

Glukose

Glutamat

Glyzerin
Glyzerin-3-Phosphat
Glyzin

Hefeextrakt
Heringsspermien-DNA
Hydro-Matrix Eindeckelmedium
Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Kaliumzyanid

Kanamyzin
LB-Agar-Medium
LB-Medium

LIF

Lithiumchlorid
Magnesiumchlorid-Hexahydrat
Magnesiumsulfat

Malat

Mannitol

MEM

B-Merkaptoethanol
Mitomyzin C
Natriumazetat-Trihydrat
Natriumchlorid
Natriumzitrat
Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat
Natriumhydroxid

NES

Paraformaldehyd

Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Roche, Grenzach-Wyhlen, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Applichem, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Roche, Grenzach-Wyhlen, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Gibco BRL, Karlsruhe, Deutschland
Applichem, Darmstadt, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Applichem, Darmstadt, Deutschland
PAA Laboratories GmbH, Célbe, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Applichem, Darmstadt, Deutschland
Gibco BRL, Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Micro Tech Lab, Graz, Osterreich

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Fluka, Deisenhofen, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Gibco BRL, Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Gibco BRL, Karlsruhe, Deutschland
Gibco BRL, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Applichem, Darmstadt, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

Gibco BRL, Karlsruhe, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
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PBS Dulbecco
Penizillin/Streptomyzin
Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol
PVP

RNaseZap

Rotenon

Salzsédure

Sarkosyl (N-Lauroylsarkosin)
SDS

Sephadex G-50

Succinat

Sukrose

TMPD

Triethanolamin

Tri Reagent™

Tris-Base

Tris-HCI

Trypton

Tween 20

Ziegenserum

3.3 Enzyme und Kitsysteme

BigDye® Terminator vi.1 Cycle Sequencing Kit
DIG RNA Labeling Kit

DNeasy Tissue Kit

DNasel

GenScript TissueDirect™ Multiplex PCR System
GoTaq™ DNA-Polymerase

HiSpeed Plasmid Midi Kit

LigaFast™ Rapid DNA Ligation System
Phusion™ DNA-Polymerase

Proteinase K

QIAprep® Spin Miniprep Kit

QIAquick® Gel Extraction Kit

QIAquick® PCR Purification Kit
Rediprime™ II Labeling System
Restriktionsendonukleasen

Riboprobe® in vitro Transcription System
RNase

RNasin Ribonuklease Inhibitor

Shrimp alkalische Phosphatase

SP6 RNA-Polymerase

T4 DNA-Ligase

T7 RNA-Polymerase

TaqMan® Kit

ThermoScript™ RT-PCR System
Trypsin-EDTA

3.4 Antikorper

anti-Digoxigenin-AP, Fab Fragment

Gibco BRL, Karlsruhe, Deutschland
Gibco BRL, Karlsruhe, Deutschland
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Applichem, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

GE Healthcare, Miinchen, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

Fluka, Deisenhofen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Applichem, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Applied Biosystems, Weiterstadt, Deutschland
Roche, Grenzach-Wyhlen, Deutschland
Qiagen, Hilden, Deutschland

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

GenScript Corporation, Piscataway, NJ, USA
Promega, Mannheim, Deutschland

Qiagen, Hilden, Deutschland

Promega, Mannheim, Deutschland
Finnzymes, Espoo, Finnland

Applichem, Darmstadt, Deutschland

Qiagen, Hilden, Deutschland

Qiagen, Hilden, Deutschland

Qiagen, Hilden, Deutschland

GE Healthcare, Miinchen, Deutschland

New England Biolabs, Frankfurt, Deutschland
Promega, Mannheim, Deutschland

Roche, Grenzach-Wyhlen, Deutschland
Promega, Mannheim, Deutschland

Roche, Grenzach-Wyhlen, Deutschland
Roche, Grenzach-Wyhlen, Deutschland
Promega, Mannheim, Deutschland

Roche, Grenzach-Wyhlen, Deutschland
Applied Biosystems, Weiterstadt, Deutschland
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
PAN-Biotech GmbH, Aidenbach, Deutschland

Roche, Grenzach-Wyhlen, Deutschland
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3.5 Molekulargewichtsstandards

1 kb-DNA-Leiter
100 bp-DNA-Leiter
MHindlII-DNA-Leiter
SmartLadder®-DNA-Leiter

3.6 Nukleotide

dNTPs (je 100 mM)

[o*P]dCTP (3.000 Ci/mmol)

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Gibco BRL, Karlsruhe, Deutschland

Eurogentec, Koln, Deutschland

Promega, Mannheim, Deutschland
Hartmann Analytic GmbH, Braunschweig, Deutsch-

land

3.7 Verbrauchsmaterialien

Plastik-Einwegmaterialien fiir die Zellkultur wurden iiber die Firma BD Bioscience (Heidel-

berg, Deutschland) bezogen. Verbrauchsmaterialien fiir molekularbiologische Arbeiten wie

Pipettenspitzen, Reaktionsgefile, Handschuhe, etc. wurden iiber die Firma VWR (Darmstadt,

Deutschland) bezogen.

Deckgldschen

Hybond-XL™ Transfermembran

Objekttriger Superfrost®

Sephadex-Saulen ProbeQuant G-50 Micro Columns

Rontgenfilm Super RX
Whatman Filterpapier

3.8 Plasmide

pCR-Script-AMP SK (+)
pGEMP®-T Easy

PLA451

PLA452

Menzel, Braunschweig, Deutschland

GE Healthcare, Miinchen, Deutschland

Menzel, Braunschweig, Deutschland

GE Healthcare, Miinchen, Deutschland

FUJIFILM Europe GmbH, Diisseldorf, Deutschland
Whatman GmbH, Gottingen, Deutschland

Stratagene, Amsterdam-Zuidoost, Niederlande
Promega, Mannheim, Deutschland

National Cancer Institute, Rockville, MD, USA
National Cancer Institute, Rockville, MD, USA

3.9 Bakterienstaimme

E. coli IM109

E. coli SW105

E. coli SW106

endAl recA gyrA thi hsdR17 (ri-, my+) relAl supE44
A(lac-proAB, [F’, traD36, pro AB laql'ZAM15]
mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) AlacX74 deoR endAl
araD139 A(ara, leu) 7697 rpsL recAl nupGe
80dlacZAM15 galU galK [Ac1857 (cro-bioA)<>Tet]
galK*gal490 (cro-bioA)<>araC-PyspFlpe gal* AgalK
mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) AlacX74 deoR endAl
araD139 A(ara, leu) 7697 rpsL recAl nupGe
80dlacZAM 15 galU galK [Ac1857 (cro-bioA)<>Tet]
galK gal490 (cro-bioA)<>araC-PgapCre gal” AgalK

Promega, Mann-
heim, Deutschland
National Cancer
Institute, Rockville,
MD, USA

National Cancer
Institute, Rockville,
MD, USA
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3.10 Zelllinien

El4.1

ICSBP"-MEF (mouse embryonic fibroblasts)

3.11 Mausstimme
C57BL/6]

129/p20laHsd

BDF |

NMRI

FLPe-deleter

3.12 Primer

ES-Zelllinie aus Blastozysten des 129/p20laHsd-

Mausstammes

Inzuchtstamm, schwarz
Inzuchtstamm, agouti
Hybridzuchtstamm, schwarz
Auszuchtstamm, albino

Inzuchtstamm mit 129/p20laHsd-
Hintergrund

Neomyzin-resistente Mausfibroblasten-Zellen

Charles River Laboratories, Sulz-
feld, Deutschland

Charles River Laboratories, Sulz-
feld, Deutschland

Charles River Laboratories, Sulz-
feld, Deutschland

Charles River Laboratories, Sulz-
feld, Deutschland

AG Birchmeier, MDC-Berlin,
Deutschland

Alle verwendeten Oligonukleotid-Primer wurden von der Firma MWG Biotech AG (Ebers-

berg, Deutschland) oder TIB Molbiol (Berlin, Deutschland) synthetisiert. Eine Ubersicht aller

verwendeten Primer findet sich im Anhang (Tabelle A.1-A.S).

3.13 Oligonukleotidsonden

Eine Ubersicht aller generierten Oligonukleotidsonden findet sich im Anhang (Tabelle A.6).

3.14 Software

Programm
ABI PRISM Sequencing Analysis

Gene Cluster v3.0
ImageJ v1.14

Lasergene6
SDS v1.9.1

MS Office

SPOT RT3

StatView v5.0
TreeView v1.1.3
Vector NTI

Hersteller

Applied Biosystems, Weiterstadt,
Deutschland

Michiel de Hoon

Rasband, W.S., ImagelJ, U.S. Na-
tional Institute of Health

DNA Star, Madison, USA
Applied Biosystems, Weiterstadt,
Deutschland

Microsoft, Redmond, USA

Visitron Systems, Puchheim,
Deutschland

SAS Institute Inc., Cary, USA
Alok Saldanha

Invitrogen Karlsruhe, Deutschland

Verwendungszweck
Sequenzierungsauswertung

Clusteranalyse
Quantifizierung von Bilddateien

Sequenzierungsauswertung
quantitative PCR

Textverarbeitung, Tabellenkalkula-
tion, Priasentation, Datenbankver-
waltung

Kamerasoftware

Statistik
Dendrogramme
Klonierungen
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4 Methoden

4.1 Methoden zur Untersuchung der Expression nukleirer Komplex I-
Gene in unterschiedlichen Hirnregionen der Maus

Die Untersuchung der entwicklungsspezifischen mRNA-Expression der 33 Strukturgene des
mitochondrialen Komplexes I der Atmungskette der Maus umfasste folgende Arbeitsschritte:
(1) Herstellung Digoxigenin-markierter RNA-Sonden fiir die einzelnen Komplex I-
Untereinheiten; (2) in situ Hybridisierung (ISH) der Sonden auf Schnittpréparaten von muri-
nen Gehirnen unterschiedlichen Alters; (3) mikroskopische Aufnahme der Hybridisierungsin-
tensitidten mit einer schwarz-weill Kamera; (4) statistische Auswertung der Expressionsergeb-

nisse.

4.1.1 Herstellung Digoxigenin-markierter RNA-Sonden

Die Arbeitsschritte fiir die Generierung der zur ISH eingesetzten RNA-Sonden umfassten:
(1) RNA-Extraktion aus der Mausleber; (2) Aufarbeitung, sowie die Herstellung der DNA-
Matrizen mit spezifischen Primern fiir die einzelnen Komplex I-Untereinheiten; (3) Klonie-
rung in einen entsprechenden Vektor als Ausgang fiir die in vitro Transkription, die als Mar-
kierung der Sonden mit Digoxigenin dient; (4) Aufreinigung der generierten RNA-Sonden.

Als Ausgangsmaterial diente Gesamt-RNA aus dem Lebergewebe des Mausstammes
C57BL/6J, die in cDNA umgeschrieben wurde. Die cDNA wurde zur PCR-Amplifikation der
etwa 300 nt langen templates fiir die ISH-Sonden mit spezifischen cDNA-Primern der jewei-
ligen Komplex I-Gene eingesetzt. Die PCR-Produkte wurden in den Vektor pGEM®-T Easy
(Promega, Mannheim, Deutschland) unter Kontrolle des starken Bakteriophagen-Promotors
T7, bzw. SP6 eingebracht. Es folgte die Identifizierung der Klone, welche die inserierte DNA
in antisense-Orientierung aufgenommen hatten. Das 5° Ende wurde dabei durch den Promotor
definiert und am 3’ Ende befand sich eine singulire Restriktionsstelle, welche fiir die Lineari-
sierung des Plasmids zur in vitro Transkription benutzt wurde. Die entsprechenden Klone
wurden kontrollsequenziert, linearisiert, zur Entfernung moglicher kontaminierender RNasen
mit Phenol-Chloroform extrahiert, gefillt und in vitro transkribiert. Die entstandenen RNA-
Sonden wurden aufgereinigt und anschlieBend fiir die in situ Hybridisierung auf murinen Ge-

hirnschnitten eingesetzt.
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4.1.1.1 Isolierung der RNA

Die Isolierung der RNA erfolgte nach dem Protokoll des Tri Reagents™ der Firma Sigma-
Aldrich (Taufkirchen, Deutschland). 50-100 mg zerkleinertes Gewebe wurden unter Zugabe
von 1 ml Tri Reagent™™ homogenisiert. Um eine vollstindige Dissoziation der Nukleoprotein-
Komplexe zu gewihrleisten, wurde das Homogenat 5 min bei 4°C inkubiert und anschlieBend
5 min bei 14.000 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit 0,2 ml Chloroform versetzt und
nach 15-minutiger Inkubation bei Raumtemperatur 15 min bei 14.000 x g zentrifugiert, wobei
sich drei Phasen ausbildeten: eine organische Protein-haltige Phase, eine DNA-haltige Inter-
phase und eine RNA-haltige wissrige Phase. Letztere wurde abgenommen, mit einem Volu-
men Isopropanol versetzt und fiir 2 h bei -20°C gefillt. Nach Zentrifugation wurde die sedi-
mentierte RNA mit 70%igem Ethanol gewaschen und in 100-200 ul DEPC-H,O resuspen-
diert. Der Einsatz von DEPC-H,O beim Arbeiten mit RNA dient der Eliminierung von
RNasen. Zur Herstellung wurde 0,1%ige DEPC-Losung zu ddH,O gegeben und iiber Nacht
schiittelnd inkubiert. Das giftige DEPC wurde durch anschlieendes 20-miniitiges Autokla-

vieren zerstort, was dessen Hydrolyse bewirkte.

4.1.1.2 Reverse PCR (RT-PCR)

Die aufgereinigte RNA wurde durch das Enzym reverse Transkriptase (RT) in cDNA umge-
schrieben und diese anschlieBend iiber PCR mit fiir die einzelnen Komplex I-Untereinheiten
sequenzspezifischen Primern amplifiziert. Die RT-PCR wurde mittels ThermoScript RT-
PCR System der Firma Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland) nach Angaben des Herstellers
durchgefiihrt.

Im ersten Schritt erfolgte die Denaturierung der RNA und Anlagerung von random Hexamer-
und Oligo (dT)-Primern fiir 5 min bei 65°C in folgendem 10 pl-Reaktionsansatz: Primer: je
100 ng; RNA: 10 pg-5 pg; DEPC-H>0: ad 10 pl.

Im zweiten Schritt erfolgte die cDNA-Synthese. Den Proben wurde folgender Synthese-Mix
zugesetzt und erst fiir 60 min bei 55°C, anschlieBend fiir 5 min bei 85°C inkubiert: 5x cDNA-
Synthesepuffer: 4 pl; 0,1 M DTT: 1 pl; RNaseOUT™ (40U/ul): 1 ul; 10 mM dNTP-Mix: 2 pl;
ThermoScript™ RT (15 U/ul): 1 ul; DEPC-H,0: 1 pl.

Im dritten Schritt wurde zur Entfernung der RNA-Matrize 1 pl RNase H zugegeben und der
Ansatz fiir 20 min bei 37°C inkubiert.

Die cDNA wurde als Matrize fiir die nachfolgende PCR-Reaktion eingesetzt.
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4.1.1.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die PCR dient der exponentiellen Amplifikation von DNA-Abschnitten. Im ersten Schritt
(Denaturierung) wird die DNA in Einzelstringe getrennt. Es folgt das annealing, wobei sich
die Primer sequenzspezifisch an die freigelegten DNA-Stringe anlagern. Eine hitzestabile
DNA-Polymerase synthetisiert von der Matrize ausgehend nun komplementédre Doppelstringe
(Elongation). Als Polymerase wurde die Phusion™ DNA-Polymerase (Finnzymes, Espoo,
Finnland) mit Korrekturlesefunktion (proof-reading Polymerase) verwendet oder die
GoTag™ DNA-Polymerase (Promega, Mannheim, Deutschland) ohne Korrekturlesefunktion.
Ein Standard-Reaktionsansatz in einem 25 pl-Reaktionsvolumen zur Amplifikation der Maus-
cDNA beinhaltete folgende Komponenten: 5x Puffer: 25 ul; MgCl,: 1-4 mM; dNTPs:
0,2 mM; forward und reverse Primer: 0,1-1 puM; Polymerase: 1,25 U; template-DNA: 0,5-
100 ng; ad 25 pl mit ddH,O.

Die PCR-Reaktion wurde unter folgenden Bedingungen durchgefiihrt: 95°C, 5 min; 25-35 x
(95°C, 30-60 sec; 42-65°C, 30-60 sec; 72°C, 1 min/kb); 72°C, 10 min.

4.1.1.4 Gelelektrophoretische Auftrennung der Nukleinsduren

Die Auftrennung der PCR-Fragmente erfolgte in einem horizontalen Agarosegel. Dazu wurde
ja nach GroBe der zu trennenden Fragmente 0,8-1,5% Agarose in 0,5x TBE-Puffer (1x TBE-
Puffer: 10,78 g Tris-Base; 5,5 g Borsaure; 0,75 g EDTA; ad 1 1 mit H,O; pH 8,0) durch Auf-
kochen vollstiandig gelost. Nach Abkiihlen auf etwa 50°C wurde der Agaroselosung Ethidi-
umbromid in einer Endkonzentration von 0,3 pg/ml zugesetzt und die Losung in einen
Gelschlitten gegossen. Die Nukleinsidure-Proben wurden mit 1/6 Volumen 6x DNA-
Ladepuffer (0,25% Bromphenolblau; 15% Fikoll 400) versetzt und auf das Gel aufgetragen.
Parallel wurde ein GroBenstandard mitgefiihrt. Die Proben wurden bei 80-120 V in 0,5x TBE-
Puffer aufgetrennt. Die aufgetrennten Nukleinsdure-Fragmente wurden durch die Fluoreszenz
des interkalierten Ethidiumbromids nach Anregung mit UV-Strahlung detektiert und zur Do-

kumentation fotografiert.

4.1.1.5 DNA-Extraktion aus Agarosegelen

Um die gewiinschten DNA-Fragmente aus dem Agarosegel zu extrahieren, wurden diese bei
einer Wellenldnge von 366 nm visualisiert und das Gelstiick mit dem entsprechenden Frag-

ment mit einem Skalpell aus dem Gel ausgeschnitten. Die Aufreinigung erfolgte mit dem
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QIAquick® Gel Extraction Kit der Firma Qiagen (Hilden, Deutschland) nach Angaben des

Herstellers.

4.1.1.6 Konzentrationsbestimmung der Nukleinsduren

Vor dem Einsatz der Nukleinsduren fiir Klonierungsreaktionen oder fiir die in vitro Transkrip-
tion wurde ihre Konzentration bestimmt. Dies erfolgte spektrometrisch iiber die Messung der
optischen Dichte (OD) bei einer Wellenldnge von 260 nm. Eine OD,¢ = 1 entspricht dabei
einer Konzentration von 50 pg/ml doppelstrangiger DNA, bzw. 40 ng/ml RNA. Zur Konzent-
rationsbestimmung wurde die Probe 1:50-1:100 mit ddH,O verdiinnt und die Absorption in
einer Quarzkiivette in einem UV/VIS Spektrometer bei 260 nm vermessen. Die Konzentration
wurde folgendermallen berechnet: ¢ = ODygp x V X F (c: Konzentration der Probe (pg/ml);
ODy¢0: optische Dichte bei 260 nm; V: Verdiinnungsfaktor; F: Multiplikationsfakor, 50 fiir
dsDNA, 40 fiir RNA).

4.1.1.7 Klonierung der DNA-Fragmente

Die aufgereinigten DNA-Fragmente wurden zur Generierung der ISH-Matrizen in den Vektor
pGEM® -T Easy (Promega, Mannheim, Deutschland) iiber die sogenannte TA-Klonierung
eingebracht. Hierunter versteht man die Klonierung von PCR-Fragmenten mit einem Adeno-
sin-Uberhang in einen Vektor mit einem Thymin-Uberhang. Die blunt end PCR-Fragmente,
die durch die proof-reading Polymerase Phusion™ DNA-Polymerase (Finnzymes, Espoo,
Finnland) generiert wurden, wurden mittels GoTaqTM DNA-Polymerase (Promega, Mann-
heim, Deutschland) und dATP durch zwolfminiitige Inkubation bei 72°C mit einem Adeno-
sin-Uberhang versehen und dann direkt mit dem Vektor pGEM®-T Easy, der einen Thymin-
Uberhang triigt, ligiert. Dazu wurden in einem 10 pl-Reaktionsvolumen Vektor-DNA und das
zu klonierende DNA-Fragment in einem molaren Verhiltnis von 1:3 mittels LigaFast'™ Ra-
pid DNA Ligation System (Promega, Mannheim, Deutschland) nach Angaben des Herstellers
ligiert. Die Ligation erfolgte dabei fiir 1 h bei Raumtemperatur oder speziell bei grofleren
Fragmenten iiber Nacht bei 4°C. Fiir die anschlieende Transformation wurden 50 pl kompe-
tente Bakterienzellen E. coli JM109 auf Eis aufgetaut und mit 5 pl des Ligationsansatzes ver-
mischt. Der Reaktionsansatz wurde fiir 30 min auf Eis inkubiert, fiir 45 sec einem Hitze-
schock von 42°C unterzogen und dann 2 min auf Eis abgekiihlt. AnschlieBend wurden 900 pl
SOC-Medium (0,5% Hefeextrakt; 2% Trypton; 10 mM NaCl; 2,5 mM KCI; 10 mM MgCly;
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10 mM MgSOy; 20 mM Glukose) zugegeben und fiir 1 h bei 37°C unter Schiitteln inkubiert.
50-200 pl des Transformationsansatzes wurden auf LB-Agarplatten mit dem entsprechenden

Antibiotikum ausplattiert und bei 37°C iiber Nacht inkubiert.

4.1.1.8 Kolonie-PCR

Zur Uberpriifung, ob der Vektor das inserierte DNA-Fragment in antisense-Orientierung auf-
genommen hat, wurde eine Kolonie-PCR mit den entsprechenden richtungssensitiven Primern
durchgefiihrt. Diese Art der PCR dient der direkten Amplifikation der DNA aus einer ge-
wachsenen Bakterienkultur. Dabei wurden mit einem Zahnstocher Bakterienzellen aus der
Kolonie entnommen, in 16,4 pl ddH,O resuspendiert und zu den Komponenten eines Stan-
dard-Reaktionsansatzes pipettiert. Um eine vollstindige Denaturierung der DNA in den Bak-
terienzellen zu erlangen, wurde der initiale Denaturierungsschritt der PCR-Reaktion auf

10 min verlingert. Positive Klone wurden in einer Ubernachtkultur angezogen.

4.1.1.9 Isolierung der Plasmid-DNA

Analytischer MaBstab (,,Minipriparation‘)

Zur Isolierung der Plasmid-DNA aus Bakterienkulturen wurde das QIAprep® Spin Miniprep
Kit der Firma Qiagen (Hilden, Deutschland) verwendet. Die zu Grunde liegende Methode
basiert auf der alkalischen Lyse der Bakterienzellen (modifiziert nach Birnboim und
Doly 1979), Neutralisierung des Lysats und anschlieBender Aufreinigung iiber Silika-Gel-
Sdulchen. Die Isolierung erfolgte dabei aus einer 5 ml Ubernachtkultur nach Angaben des

Herstellers.

Priaparativer MaBstab (,,Midipriparation®)

Zur Isolierung grolerer DNA-Mengen wurde das HiSpeed Plasmid Midi Kit der Firma Qia-
gen (Hilden, Deutschland) verwendet. Die Isolierung und Aufreinigung erfolgte durch alkali-
sche Lyse und Bindung der Plasmid-DNA an Anionen-Austauscher-Siulen unter Niedrigsalz-
Bedingungen. Nach einem Waschschritt erfolgte die Elution der gebundenen Plasmid-DNA in
einem Hochsalz-Puffer. Nachfolgend wurde die DNA durch Isopropanol-Prizipitation kon-
zentriert und entsalzt. Die Isolierung erfolgte aus einer 100-150 ml Ubernachtkultur nach An-

gaben des Herstellers.
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4.1.1.10 DNA-Sequenzierung

Die korrekte Sequenz der Klone wurde durch die nach Sanger und Mitarbeitern (Sanger et
al. 1977) modifizierte Sequenzierung verifiziert. Die Methode beruht auf der Verwendung
fluoreszenzmarkierter Didesoxynukleotide im Reaktionsansatz, die zu einem basenspezifi-
schen Kettenabbruch bei der DNA-Synthese fithren. Die daraus resultierenden unterschiedlich
langen DNA-Fragmente konnen getrennt und dem entsprechenden Didesoxynukleotid zuge-
ordnet werden. So ldsst sich die Abfolge der Nukleotide eines DNA-Abschnittes ermitteln.
Die Sequenzierung erfolgte mit dem BigDye®Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit der Fir-
ma Applied Biosystems (Weiterstadt, Deutschland) nach Angaben des Herstellers. Die Reak-
tionsansitze enthielten 1 pl BigDye® Mix, 200-400 ng DNA, 25 ng Primer und 2 ul 5x Se-
quenzierungspuffer in einem Reaktionsvolumen von 10 pl. Das PCR-Programm fiir die Se-
quenzierung sah folgendermallen aus: 32 x, 1°C/sec (96°C, 10 sec; 50°C, 5 sec; 60°C, 4 min).
Die aufgereinigten Produkte wurden an den Kapillarsequenzierungsgeriten ABI 3100 oder

ABI 3730 (Applied Biosystems, Weiterstadt, Deutschland) analysiert.

4.1.1.11 Restriktionsverdau der DNA

Die kontrollsequenzierte DNA der positiven Klone wurde fiir die in vitro Transkription line-
arisiert, indem die 3’ vom insert liegende Restriktionsstelle benutzt wurde. Die Spaltung (Re-
striktion) der DNA erfolgt dabei durch Restriktionsendonukleasen. Diese erkennen spezifi-
sche DNA-Sequenzmotive und spalten sie hydrolytisch. Als Restriktionsenzyme wurden Spel,
Sall und Ncol eingesetzt, wobei zuvor sicher gestellt wurde, dass die gewihlten Enzyme nicht
im zu transkribierenden insert, sondern nur im Vektor schnitten. Die Restriktionsbedingungen
fiir die jeweiligen Restriktionsenzyme entsprachen den Angaben des Herstellers New England
Biolabs (Frankfurt, Deutschland). Ein analytischer Restriktionsverdau wurde in einem Volu-
men bis 20 pl durchgefiihrt. Pro ug eingesetzter DNA wurden 2-10 U Enzym zugesetzt, sowie
der entsprechende Restriktionspuffer in 1x Endkonzentration und je nach Enzym BSA in 1x
Endkonzentration. Der Ansatz wurde fiir 1-2 h bei 37°C inkubiert und die entstandenen DNA-
Fragmente gelelektrophoretisch aufgetrennt. Der priparative Verdau erfolgte in einem Volu-
men von bis zu 200 pl mit DNA-Mengen bis 25 pg. Die vollstindige Restriktion erfolgte iiber
Nacht bei 37°C.
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4.1.1.12 Phenol-Chloroform-Extraktion

Zur Entfernung von Proteinverunreinigungen, insbesondere von RNasen, wurden die ge-
schnittenen DNA-Fragmente mittels Phenol-Chloroform-Extraktion aufgereinigt. Die Nuk-
leinsdureldsung wurde dazu nacheinander mit jeweils einem Volumen Phenol-Chloroform-
Isoamylalkohol und Chloroform ausgeschiittelt. In den dazwischen liegenden Zentrifugations-
schritten wurde die obere wissrige Phase, welche die Nukleinsduren enthielt, in ein neues
GefiB tiberfiihrt und somit von Verunreinigungen, die sich in der organischen Phase und der
Interphase ansammelten, getrennt. Verbleibende Phenolreste wurden mit einer Alkoholfdllung

entfernt.

4.1.1.13 Fillung der Nukleinsiuren

Zur Féllung der Nukleinsduren verwendet man ein monovalentes Salz und Alkohol. Als Salz
wurde 0,1 Volumen 3 M Natriumazetat-Losung oder 4 M Lithiumchlorid-Lésung zu der Nuk-
leinsdurelosung gegeben und mit 2,5 Volumen Ethanol oder einem Volumen Isopropanol ver-
setzt. Die Fillung erfolgte fiir 1 h bei -20 °C. Die durch die Zentrifugation sedimentierten
Nukleinsduren wurden durch Waschen mit 70%igem Ethanol von Salz- und Alkoholresten

gereinigt. Die so aufgereinigte DNA konnte fiir die in vitro Transkription eingesetzt werden.

4.1.1.14 Quantitative PCR

Die quantitative PCR wurde zur relativen Quantifizierung der mtDNA-Kopienzahl eingesetzt.
Die Durchfiihrung erfolgte nach Amthor et al. (2007). Die mtDNA wurde aus schockgefrore-
nem Gewebe mittels Phenol-Chloroform-Extraktion nach Proteinase K-Verdau isoliert und
mit 1x TE-Puffer (10 mM Tris; 1 mM EDTA; pH 7,5) auf eine Konzentration von 10 ng/pl
eingestellt. Die relative Quantifizierung der mtDNA-Kopienzahl erfolgte iiber eine verglei-
chende Quantifizierung des mtDNA-kodierten Gens Mtcol (GenBank accession number
NC_001807) mit dem kernkodierten Gen Ndufvl (GenBank accession number NM_133666)
mit Hilfe des TagMan® Kits (Applied Biosystems, Weiterstadt, Deutschland). Die Amplifika-
tionskurven wurden mit der Software SDS v1.9.1 (Applied Biosystems, Weiterstadt, Deutsch-
land) analysiert. Die Darstellung der Ergebnisse erfolgte als Verhiltnis der absoluten Kon-
zentrationen der [mtDNA]/[nukledren]-Gene, welche aus den Standardkurven der Messung

mit bekannten DNA-Konzentrationen abgeleitet wurden.
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4.1.1.15 In vitro Transkription der DNA in RNA

Die in vitro Transkription der DNA in RNA erfolgte mit dem DIG RNA Labeling Kit der Fir-
ma Roche (Grenzach-Wyhlen, Deutschland) nach Angaben des Herstellers. Die Methode ba-
siert auf dem Einbau Digoxigenin (DIG)-markierter Nukleotide wihrend der Neusynthese
eines RNA-Stranges, wobei linearisierte, gereinigte DNA als Matrize dient. Die DIG-
Markierung kann nach Bindung eines markierten Antikorpers und anschlieender Farbreakti-
on nachgewiesen werden. Der Reaktionsansatz beinhaltete folgende Komponenten: 1 pg line-
arisierte, gereinigte Matrizen-DNA; 2 ul 10x NTP labeling-Mix (10 mM ATP, CTP, GTP;
6,5 mM UTP; 3,5 mM DIG-11-UTP); 2 pl 10x Transkriptionspuffer; 1 pl RNase-Inhibitor
(10 U); 2 ul T7 RNA-Polymerase (40 U); ad 20 pl mit DEPC-H,O.

Der Reaktionsansatz wurde fiir 2 h bei 37°C inkubiert. Zum Abbau der DNA-Matrize wurden
2 ul DNase (20 U) hinzugegeben und fiir weitere 15 min bei 37°C inkubiert. Die Reaktion
wurde durch Zugabe von 2 ul 0,2 M EDTA gestoppt und durch Zugabe von 100 ul DEPC-
H,0, 10 ul 4 M LiClI und 300 pl 100%igem Ethanol iiber Nacht bei -20°C gefillt. Nach Wa-
schen mit 70%igem Ethanol wurden die Sonden in 100 pl DEPC-H,0 resuspendiert und bei
-80°C gelagert.

4.1.2 In situ Hybridisierung auf Schnittpriparaten

Die in situ Hybridisierung dient dem direkten Nachweis der RNA in Gewebeschnitten. Hier-
bei wird die mit Digoxigenin markierte antisense-RNA als Sonde eingesetzt. Diese bindet an
die entsprechende homologe kodierende sense-mRNA im Gewebeschnitt. Die an die RNA
gekoppelten Digoxigeninmolekiile konnen mit Hilfe eines Enzym-gekoppelten Antikorpers
sichtbar gemacht werden. Als Enzym wurde die alkalische Phosphatase (AP) benutzt. Diese
setzt ein zugegebenes farbloses Substrat in einen blau-violetten Farbstoff um, der kovalent im

Gewebe gebunden bleibt und dort die entsprechende mRNA sichtbar macht.

4.1.2.1 Gewebepriparation

Fiir die in situ Hybridisierung wurden Kryostatschnitte von Mausgehirnen und Mausembryo-
nen des Stammes C57BL/6]J (Charles River, Sulzfeld, Deutschland) verschiedener Altersstu-
fen eingesetzt. Fiir eine zeitlich festgelegte Verpaarung wurden acht Wochen alte C57BL/6J-
Mause verkreuzt und der Morgen des vaginalen plugs als E0.5 gezihlt. Tragende Weibchen

wurden zum Zeitpunkt E11.5, bzw. E17.5 durch atlantoaxiale Dislokation getdtet und die
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Embryonen entfernt. Postnatale Tiere wurden durch atlantoaxiale Dislokation zu den Zeit-
punkten P1, P11, P28 und adult (zwolf Wochen) getotet. Die Gehirne wurden sofort entfernt,
in 1x PBS (10x PBS: 80 g NaCl; 2 g KCI; 18,05 g Na,HPO, x 2H,0; 2,4 g KH,POy; ad 11
mit H,O; pH 7,2) gewaschen und danach direkt bei -80°C eingefroren. Von den Geweben
wurden axiale Kryoschnitte einer Dicke von 20 pm angefertigt und auf Superfrost® Objekt-
triger (Menzel, Braunschweig, Deutschland) aufgefroren. Diese wurden bis zum Gebrauch
bei -20°C gelagert. Die Objekttriger wurden fiir die ISH-Fiarbungen, sowie die DAPI-
Gegenfirbungen der Zellkerne eingesetzt. Die Tiere wurden in Ubereinstimmung mit den
Richtlinien der Europdischen Kommission und des LaGeSo (Tierversuchsgenehmigung

G0040/05) gehalten und getotet.

4.1.2.2 In situ Hybridisierung

Fiir die in situ Hybridisierung wurden die Gewebeschnitte aufgetaut und fiir 20 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Es folgte eine zehnminiitige Fixierung in 4%iger Paraformalde-
hyd-Losung und dreimaliges Waschen in 1x PBS. Als néchstes schloss sich ein Azetylie-
rungsschritt an, um eine unspezifische Bindung der Probe zu verhindern. Hierzu wurden die
Schnitte 10 min in Azetylierungspuffer (4 ml Triethanolamin; 0,5 ml 37% HCI; 0,75 ml Es-
sigsaureanhydrid; ad 300 ml mit DEPC-H,O) geschwenkt und anschlieend dreimal in
1x PBS gewaschen. Die Schnitte wurden mit 700 pl Hybridisierungspuffer (5 ml 100% Form-
amid; 25 ml 20x SSC (3 M NaCl; 0,3 M Na-Zitrat; pH 7,0); 10 ml 50x Denhardts Losung
(1% BSA; 1% Polyvinylpyrrolidon; 1% Fikoll 400); 1,5 ml tRNA (10 mg/ml); 0,5 ml He-
ringssperma-DNA (10 mg/ml); ad 100 ml mit DEPC-H,0) fiir 3-4 h bei Raumtemperatur in
einer feuchten Kammer prihybridisiert. Wihrenddessen wurden die DIG-markierten RNA-
Sonden fiir die Hybridisierung vorbereitet, indem sie in Hybridisierungspuffer (1 pg Son-
de/100 pl Hybridisierungspuffer) verdiinnt und fiir 5 min bei 80°C denaturiert wurden. Nach
Abkiihlen auf Eis wurden 150 pl Sondengemisch auf die Schnitte pipettiert und iiber Nacht
bei 60°C in einer feuchten Kammer hybridisiert. Alle oben aufgefiihrten Schritte wurden un-
ter RNase-freien Bedingungen durchgefiihrt. Um unspezifisch gebundene Sonden zu entfer-
nen, wurden die Schnitte wie folgt gewaschen: 5x SSC: 5 min bei Raumtemperatur;
0,2x SSC: 4 x 5 min bei 60°C, 1 x 5 min bei Raumtemperatur; Puffer B1 (0,1 M Tris, pH 7,5;
0,15 M NaCl): 5 min bei Raumtemperatur. Die Schnitte wurden anschliefend 3-4 h bei
Raumtemperatur mit 1 ml Blockierlosung (5% NGS in Puffer B1) inkubiert. Dann wurden
150 pl anti-DIG-Antikorper (1:2.500 in Puffer B1) auf die Schnitte pipettiert und iiber Nacht
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bei 4°C in einer feuchten Kammer inkubiert. Die Schnitte wurden am folgenden Tag dreimal
5 min in Puffer B1 und fiir weitere 5 min in NTMT (0,1 M Tris, pH 7,5; 0,1 M NaCl;
0,05 M MgCl,; 0,1% Tween) gewaschen. Die Enzym-katalysierte Farbereaktion erfolgte
durch Inkubation mit 200 ul BM Purple Reagenz (Roche, Grenzach-Wyhlen, Deutschland)
fiir 24-48 Stunden. Die Schnitte wurden nach Detektion des Signals zweimal kurz in H,O
gewaschen und mit DAPI gegengefirbt. Dazu wurden sie 5 min bei Raumtemperatur in
DAPI-Losung (DAPI-Stocklosung: 1 mg/ml in H,O, verdiinnt 1:2.000 in 1x PBS) inkubiert
und anschlieend dreimal in 1x PBS gespiilt. Die gefiarbten Schnitte wurden in Hydro-Matrix
Eindeckelmedium (Micro Tech Lab, Graz, Osterreich) eingedeckelt und mikroskopisch aus-
gewertet. Die Computer-gestiitzte Analyse erfolgte mit dem Programm ImageJ v1.14

(http://rsb.info.nih.gov/ij/).

4.1.3 Statistische Methoden

Zur Auswertung und Analyse der Komplex I-Expressionsdaten kamen folgende unten aufge-

fiihrte statistische Methoden zum Einsatz:

4.1.3.1 Z-Transformation

Anhand statistischer Kennwerte kann man die allgemeinen Eigenschaften von Variablen mit-
einander vergleichen. Z-Transformation bezeichnet in der mathematischen Statistik die Trans-
formation einer Zufallsvariablen. Sie dient der Standardisierung von Messwerten, so dass die
resultierende Variable den mittleren Erwartungswert von null und die Varianz von eins be-
sitzt. Diese Standardisierung ist notwendig, um unterschiedlich verteilte Zufallsvariablen mit-
einander vergleichen zu konnen. Die Verwendung von Standardabweichungen zur Standardi-
sierung von Messwerten wird herangezogen, um einen Messwert relativ zu seiner Verteilung
als hoch oder niedrig einzustufen, je nachdem wie viele Standardabweichungen er iiber oder
unter dem Durchschnitt liegt. Dabei gilt: Zi = X; - MW / SD (Z;: standardisierter Messwert;
Xi: Messwert; MW: Mittelwert; SD: Standardabweichung).

Ein Z;-Wert ist demnach ein standardisierter Messwert und gibt an, wie viele Standardabwei-
chungen und in welche Richtung ein Messwert X; in einer Stichprobe vom Mittelwert ab-
weicht. Im Falle der Expressionsstudien der Komplex I-Untereinheiten in verschiedenen
Hirnregionen zu unterschiedlichen Entwicklungsstufen wurden die Messwerte fiir die Expres-

sionsstirke Z-transformiert, um vergleichende Aussagen iiber relative Intensitdtsunterschiede
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in verschiedenen Hirnregionen innerhalb eines Schnittes zu ermoglichen. Diese Methode er-
gibt Maflzahlen, die unabhingig von der absoluten Firbeintensitéit des Schnittes sind, welche
von zahlreichen, zum Teil unbeeinflussbaren oder schwer konstant zu haltenden Faktoren

abhéngt.

4.1.3.2 Hierarchische Clusteranalyse

Die Clusteranalyse dient der Analyse von Daten ohne Klassenzugehorigkeit. Objekte, deren
Eigenschaften bestimmte Ahnlichkeiten aufweisen, werden dahingehend zu Gruppen
(Clustern) zusammengefasst, dass die Objekte innerhalb eines Clusters moglichst dhnlich und
zwischen den Clustern moglichst undhnlich sind. Das hierarchische Clusterverfahren nutzt die
schrittweise Aggregation von Objekten zu Clustern und diese dann zu groeren Gruppen. Die
Darstellung der Ergebnisse erfolgt in Dendrogrammen. Die zu untersuchenden Objekte wer-
den als Zufallsvariablen aufgefasst und in Form von Vektoren in einem n-dimensionalen
Raum dargestellt. Die Gruppierung erfolgt iiber Ahnlichkeitsmerkmale, welche in der Regel
Abstandsdaten sind. Die Ahnlichkeit ist hoch, wenn die Objekte in dem n-dimensionalen
Vektorraum einen moglichst geringen Abstand voneinander haben. Als MaB fiir den Abstand
wurden Euklidische Distanzvektoren benutzt. Mit Hilfe der Clusteranalyse wurden die Ex-
pressionsdaten der Komplex I-Expressionsstudie zu Gruppen geordnet, um allgemeine Ten-
denzen zu finden und hervorzuheben. Fiir die Clusteranalyse wurde die Software Gene
Cluster v3.0 (Michiel de Hoon, http://bonsai.ims.u-tokyo.ac.jp/~mdehoon/software/cluster)
verwendet. Die Darstellung der Dendrogramme erfolgte mit dem Programm TreeView v1.1.3

(Alok Saldanha, http://jtreeview. sourceforge.net).

4.1.3.3 Mann-Whitney U-Test

Der Mann-Whitney U-Test ist ein parameterfreier Signifikanztest zum Vergleich der Mediane
zweier Stichproben auf ordinalem Skalenniveau. Voraussetzung zur Anwendung ist zwar kei-
ne GauBverteilung, aber eine stetige Verteilung. Zur Berechnung werden die Einzelwerte der
Stichproben in eine Reihenfolge gebracht und jedem Einzelwert entsprechend seiner Position
in der Reihenfolge ein Rang zugeordnet. Die Rénge werden fiir die einzelnen Stichproben
gesondert summiert (Rangsumme) und der Priifwert U berechnet. Ist der Priifwert U kleiner
als der kritische Wert fiir die Verteilung der Teststatistik U, wird die Nullhypothese zuguns-
ten der Arbeitshypothese abgelehnt. Dabei gilt fiir die Signifikanzwerte p: 0,01<p<0,05: ,,sig-
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nifikant*; 0,001<p<0,01: ,;hoch signifikant*; p<0,001: ,,sehr hoch signifikant“. Liegen zwei
Stichproben x;,1=1,2, .., mund y;,j=1,2, ...,nvor, gilt: Uy=mxn+ 1/2 (m (m + 1)) - R;
und Uy=mx n+ 1/2 (m (m + 1)) — Ry (U: PriifgroBe; m, n: Einzelmesswerte; R: Rangsum-
me). Der Mann-Whitney U-Test wurde angewandt, um die Signifikanz der Unterschiede der
relativen Komplex I[-Expressionsintensititen wihrend des Entwicklungsverlaufs in den ein-
zelnen Hirnregionen zu bestimmen. Ein parameterfreier Test war notig, da nicht zwangsladufig
von einer Normalverteilung der ermittelten Expressionsdaten ausgegangen werden konnte.
Der Mann-Whitney U-Test fiir die Z-transformierten Expressionsintensitdten wurde mit dem

Programm StatView v5.0 (SAS Institute Inc., Cary, USA) durchgefiihrt.

4.2 Methoden zur Herstellung einer ,,gefloxten‘‘ Ndufvi-Maus fiir einen
gewebsspezifischen konditionellen knockout

Um die entwicklungsspezifischen Aspekte eines ZNS-spezifischen isolierten Komplex I-
Mangels in vivo untersuchen zu kénnen, habe ich eine Maus generiert, bei der das Exon 5 des
Ndufvi-Gens von zwei loxP-Sequenzen flankiert ist (,,gefloxtes® Allel). Fiir die Erzeugung
des targeting vectors wurde ein genomischer Klon des NdufvI-Gens der Maus aus einer A51.1
Phagenbibliothek isoliert und ein 10 kbp groB3es Genfragment in einen Bluescript Vektor klo-
niert. Uber die Methode des recombineering wurde Exon 5 des NdufvI-Gens mit zwei loxP-
Stellen flankiert und eine Neo-Selektionskassette eingefiihrt (Ndufvlﬂ"X5 ), die wiederum von
zwel frt-Erkennungssequenzen flankiert war. Nach Identifizierung positiver Klone, welche
den targeting vector trugen, wurde das linearisierte und aufgereinigte fargeting Konstrukt in
SV129/0OLA-ES-Zellen elektroporiert und positive Klone iiber einen Southern Blot mit einer
5’ und einer 3’ Sonde analysiert. Die Neo-Selektionskassette wurde durch Verpaarung derje-
nigen Tiere, bei denen das ,,gefloxte* Allel in die Keimbahn aufgenommen worden war, mit
FLPe-deleter-Miusen, welche die FLP-Rekombinase konstitutiv ubiquitdr exprimieren, ent-
fernt. FLPe-deleter-Stimme zeigen sowohl in Keim- als auch in somatischen Zellen eine hohe
Effizienz bei der Exzision des rargeting Konstrukts (Rodriguez et al. 2000). Die FLPe-
Rekombinase, die sich gegeniiber der Wildtyp-FLP-Rekombinase um vier Aminosduren un-
terscheidet, zeigt dabei eine vier- bis zehnfach hohere Aktivitit als der Wildtyp (Buchholz e?
al. 1998). Um letztlich eine ZNS-spezifische Inaktivierung des NdufvI-Gens zu erzielen, kon-
nen die Ndufvl"™°-Miuse mit NEX-Cre-Miusen gekreuzt werden. Diese exprimieren die
Cre-Rekombinase unter Kontrolle der regulatorischen Sequenzen des Nex-Gens, welches fiir

ein neuronales basisches Helix-loop-Helix (bHLH) Protein kodiert, das an der neuronalen
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Entwicklung beteiligt ist. Ein hohes Expressionsniveau der NEX-Cre-Rekombinase findet
sich vor allem in den glutamatergen Prinzipalneuronen des dorsalen Telenzephalons. Dazu
zahlen pyramidale Neuronen, Moosfaserzellen des Hilus und Kornerzellen des Gyrus denta-
tus (Goebbels et al. 2006). Fiir einen muskelspezifischen knockout koénnen die Ndufv1"*-
Maiuse mit Myf5-Cre-Miusen verpaart werden, die Cre unter dem skelettmuskelspezifischen

Promotor des Myf5-Gens (myogenic factor 5) exprimieren (Braun et al. 1992).

4.2.1 Herstellung des fargeting vectors

4.2.1.1 Recombineering

Die Erzeugung des targeting vectors erfolgte iiber recombineering (Copeland et al. 2001;
Muyrers et al. 2001; Liu et al. 2003). Dazu wurden eine Neomyzin-Selektionskassette (Neo-
Kassette) und loxP-Stellen an geeigneter Stelle in einen Vektor, der die genomische Sequenz
des Ndufvi-Gens trug, eingebracht. Recombineering (recombination-mediated genetic engi-
neering) ist eine innovative Methode zur gezielten in vivo Manipulation der DNA in E. coli.
Sie dient unter anderem der Konstruktion von DNA-Vektoren fiir Manipulationen im Maus-
genom und in Zellkultur-Experimenten. Die Problematik der Erzeugung des fargeting vectors
nach herkommlichen Klonierungsmethoden, bei denen Selektionskassette und loxP-Stellen
iiber sequenzspezifische Restriktion und nachfolgende Ligation eingefiigt werden, besteht in
der Limitierung passender Restriktionsschnittstellen, so dass besonders bei langen Konstruk-
ten loxP-Stellen oft nicht an beliebiger Stelle eingefiigt werden konnen. Das recombineering
nutzt die homologe Rekombination in E. coli zur Einfiihrung linearer DNA in ein Zielplas-
mid, sofern eine ausreichende Homologie zum 5’ und 3’ Ende der Ziel-DNA vorliegt (Cope-
land et al. 2001; Muyrers et al. 2001; Liu et al. 2003). Selektionskassetten und loxP-Stellen
konnen auf diese Weise sehr effizient in den fargeting vector eingebracht werden. Die fiir die
Rekombination verantwortlichen Proteine werden von einem replikationsdefektiven A Phagen
zur Verfiigung gestellt, der in das Bakteriengenom integriert ist. Die durch die Red-Gene exo,
bet und gam kodierten Proteine erlauben die Insertion doppelstringiger DNA-Fragmente in
Plasmide, BACs (bacterial artificial chromosomes) oder PACs (P1-derived artificial chromo-
somes) iiber homologe Rekombination (Zhang et al. 1998; Muyrers et al. 1999; Yu et
al. 2000; Lee et al. 2001). Exo kodiert fiir eine 5°-3" Exonuklease, welche Doppelstrangbrii-
che in linearisierter DNA erkennt und die DNA-Stringe an den 5’ Enden abbaut. An die ent-

standenen 3’ Einzelstrang-Uberhiinge bindet das durch bet kodierte Einzelstrang-bindende
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Protein, welches die Zusammenlagerung von homologen DNA-Stringen fordert, was zur ho-
mologen Rekombination fiithrt (Stahl 1998; Poteete 2001). Das durch gam kodierte Protein
nimmt an dem Rekombinationsereignis selbst nicht teil, verhindert aber die Degradation line-
arer DNA, indem es die bakterieneigene RecBCD-Exonuklease-Aktivitit inhibiert. Dies ist
notwendig, da die iiber recombineering zu integrierende DNA meist in Form linearer PCR-
Fragmente vorliegt, die in E. coli durch das RecBCD-System sofort abgebaut werden wiirden.
Die Expression der Red-Gene unterliegt der Kontrolle des starken AP Promotors, der sich
selbst wiederum unter der Kontrolle des temperatursensitiven AcI857 Repressors befindet. Bei
einer Temperatur von 32°C wird die Expression der Red-Gene unterdriickt, erst bei einer
15-miniitigen Erhéhung auf 42°C kommt es zu einer Induktion der Expression. Die Herstel-
lung des Vektors mit der genomischen Ndufvi-Sequenz erfolgte iiber Standard-
Klonierungsmethoden. Die Selektion positiver Klone wurde mittels Kolonie-
Filterhybridisierung durchgefiihrt. Die dafiir notwendigen Sonden, die definierte DNA-
Bereiche sequenzspezifisch erkennen, wurden iiber PCR hergestellt, radioaktiv markiert und
fiir die Hybridisierung eingesetzt. Die Homologiebereiche des targeting vectors zur Ziel-
DNA wurden iiber Standard-PCR-Methoden (s. 4.1.1.3) und Ligation der aufgereinigten,
restringierten PCR-Fragmente hergestellt. Der linarisierte und aufgereinigte targeting vector
wurde zur homologen Rekombination in ES-Zellen eingebracht. Die einzelnen Klonie-
rungsschritte zur Herstellung des rargeting vectors sind im Ergebnisteil detailliert beschrie-

ben.

4.2.1.2 Herstellung der Kolonie-Filter

Transformierte Bakterienzellen wurden unter Selektionsdruck mit dem entsprechenden Anti-
biotikum auf LB-Agarplatten ausgestrichen und iiber Nacht bei 37°C inkubiert. Fiir die Hybri-
disierung wurde eine Nylonmembran auf die Bakterienkolonien gelegt und asymmetrisch im
Verhiltnis zur Kulturplatte markiert. Die mit den Kolonien hybridisierte Membran wurde
nach erneuter Inkubation fiir 6-12 h bei 37°C fiir 10 min in Denaturierungslosung (0,5 M
NaOH; 1,5 M NaCl) geschwenkt, anschlieBend 10 min in Neutralisationslésung (0,5 M Tris-
HCL, pH 7,4; 1,5 M NaCl) inkubiert und danach 5 min in 2x SSC gespiilt. Anschlieend
wurde sie getrocknet und fiir die Hybridisierung bei 4°C aufbewahrt. Die Kolonie-
Filterhybridisierung kommt hdufig dann zum Einsatz, wenn eine grofle Zahl von Bakterienko-

lonien iiberpriift wird.
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4.2.1.3 Herstellung radioaktiv markierter DNA-Sonden

Die radioaktive Markierung der DNA-Fragmente erfolgte mit dem Rediprime™ II Labeling
System (GE Healthcare, Miinchen, Deutschland) nach Angaben des Herstellers. Random He-
xamere dienen dabei als Primer fiir die DNA-Synthese an denaturierter Matrizen-DNA. Der
sich bildende Primer-template-Komplex bildet das Substrat fiir das Klenow-Fragment der
DNA-Polymerase I. Durch den Einbau radioaktiv markierter Nukleotide ([a**P]dCTP) aus
dem Reaktionsgemisch wird der gesamte neu synthetisierte DNA-Strang radioaktiv markiert.
In einem 50ul-Reaktionsvolumen wurden 10-25 ng DNA fiir 5 min bei 95°C denaturiert, zum
Rediprime™ Mix zugesetzt und 50 pCi [a**P]dCTP zugegeben. Der Reaktionsansatz wurde
fiir 1 h bei 37°C inkubiert. Die Aufreinigung der markierten DNA erfolgte tiber Sephadex-
Saulen (ProbeQuant G-50 Micro Columns, GE Healthcare, Miinchen, Deutschland). Fiir die
Hybridisierung wurde die markierte Sonde mit 10 pg genomischer Maus-DNA versetzt, um

unspezifische Bindungen zu verhindern, und bei 95°C denaturiert.

4.2.1.4 Hybridisierung radioaktiv markierter DNA-Sonden

Zur Detektion spezifischer DNA-Fragmente wurde die Membran mit der entsprechenden
[a’”P]-markierten DNA-Sonde hybridisiert. Dazu wurde die Membran in 30 ml Hybridisie-
rungspuffer fiir 1 h bei 65°C im Hybridisierungsofen préainkubiert. Die markierte Sonde wur-
de nach ihrer Denaturierung mit 1 ml Hybridisierungspuffer (nach Church und Gilbert, 1984:
0,4 M Na,HPO, x 2H,0; 0,1 M NaH,PO, x H,O; 1 mM EDTA; 1% BSA; 7% SDS; pH 7,2)
versetzt und ebenfalls fiir 1 h bei 65°C inkubiert. AnschlieBend wurde 1 ml spezifische Son-
den-DNA zu der Membran pipettiert und iiber Nacht bei 65°C hybridisiert. Die Membran
wurde bei 60°C je nach Stéirke der radioaktiven Signale nach folgendem Ablauf gewaschen:
Ix SSC/1% SDS: 5 min; 1x SSC/0,1% SDS: 30 min; 0,5x SSC/0,1% SDS: 15 min;
0,5x SSC/0,1% SDS: 15 min; 2x SSC/0,1% SDS: 15 min; 0,1x SSC/0,1% SDS: 15 min. Die
verbleibende Radioaktivitidt wurde per Handmonitor vermessen. Das Waschen wurde beendet,
als die gebundene Radioaktivitit nur noch unwesentlich iiber der radioaktiven Hintergrund-
strahlung lag. Die Membran wurde luftdicht in Folie verpackt und mit einem Rontgenfilm bei

-80 °C mit Verstédrkerfolien exponiert.
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4.2.1.5 Ligation restringierter DNA-Fragmente

Fiir die Ligation wurden DNA-Fragmente und Vektoren restriktionsenzymatisch gespalten
und aufgereinigt. Um die Religation des Vektors nach dem Restriktionsverdau zu verhindern,
wurden pro pg Vektor-DNA 10 U Shrimp alkalische Phosphatase (Roche, Grenzach-Wyhlen,
Deutschland) eingesetzt und der Reaktionsansatz fiir 1 h bei 37°C inkubiert. Die Inaktivierung
des Enzyms erfolgte fiirr 15 min bei 65°C. Die Ligationsreaktion mittels LigaFast™ Rapid
DNA Ligation System (Promega, Mannheim, Deutschland) erfolgte wie unter 4.1.1.7 be-

schrieben.

4.2.1.6 Herstellung kompetenter Bakterienzellen fiir das recombineering

Zur Herstellung elektrokompetenter Zellen fiir das recombineering wurden 10 ml einer Bakte-
rien-Ubernachtkultur (E. coli SW105 und E. coli SW106) in 500 ml LB-Medium inokuliert
und bei 32°C bis zu einer ODgg = 0,5 inkubiert. Zur Aktivierung der Rekombinationsenzyme
wurden die Zellen fiir 15 min bei 42°C inkubiert und anschlieBend durch vorsichtiges
Schwenken auf Eis abgekiihlt und fiir weitere 10 min auf Eis inkubiert. Die Zellen wurden
Smin bei 5.300 x g zentrifugiert, dreimal mit eiskaltem H,O und einmal mit eiskaltem
15%igem Glyzerin gewaschen. AnschlieBend wurden sie in 4 ml 15%igem Glyzerin re-
suspendiert, als 50 pl-Portionen in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gela-
gert. Die Expression der Cre-Rekombinase zur Exzision der loxP-flankierten Neo-
Selektionskassette wurde durch Wachstum der Bakterien in Arabinose-haltigem Medium in-
duziert. Dazu wurden 10 ml einer Ubernachtkultur in 500 ml LB-Medium inokuliert und bei
32°C bis zu einer ODgyy = 0,4 inkubiert. AnschlieBend wurde Arabinose in einer Endkonzent-
ration von 0,1% zugegeben und fiir 1 h bei 32°C inkubiert. Die Zellen wurden wie oben be-

schrieben weiterbehandelt.

4.2.1.7 Elektroporation kompetenter Bakterienzellen

Fiir das Einbringen der DNA in elektrokompetente Zellen wurde das Bakterien-DNA-
Gemisch in eine vorgekiihlte Elektroporationskiivette (Breite: 0,1 cm) iiberfithrt und die
Elektroporation unter folgenden Bedingungen durchgefiihrt: Spannung: 1,65 kV; Kapazitit:
25 pF; Widerstand: 200 Q. Anschlieend wurde der Reaktionsansatz mit 1 ml LB-Medium
versetzt, 1h bei 32°C inkubiert und auf LB-Platten mit dem entsprechenden Antibiotikum

ausgestrichen. Fiir die Einfithrung der Selektionskassette in den zu generierenden fargeting
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vector wurden 10 ng Plasmid-Vektor-DNA und 100 ng linearisierte DNA zu 50 pl hitzeindu-
zierten, elektrokompetenten Zellen gegeben. Fiir die Exzision der Selektionskassette wurde

1 ng Plasmid-DNA zu 50 ul Arabinose-induzierten, elektrokompetenten Zellen gegeben.

4.2.2 Methoden der ES-Zellkultur

Embryonale Stammzellen (ES-Zellen) sind pluripotente Zellen, die aus der inneren Zellmasse
von Blastozysten gewonnen und dann in permanente Zellkultur iiberfiihrt werden. Fiir die
Kultivierung von ES-Zellen ist es wichtig, diese in einem undifferenzierten Zustand zu halten.
Dies wird durch Zugabe von LIF (leukemia inhibitory factor) und Kultivierung auf sogenann-
ten feeder-Zellen erreicht. Mittels ES-Zellen konnen spezifische Mutationen gezielt in das
Mausgenom eingebracht werden. Dazu wird ein targeting vector mit der gewlinschten Muta-
tion mittels Elektroporation in ES-Zellen eingeschleust. Als seltenes Ereignis kann es dabei
zur homologen Rekombination zwischen Mausgenom und Vektor kommen. Die genetisch

verdnderten ES-Zellen dienen der Erzeugung mutanter Méause.

4.2.2.1 Feeder-Zellkultur

Als feeder-Zellen dienten murine embryonale Fibroblasten (E10.5-E14.5) aus dem Maus-
stamm ICSBP™”". Diese sind Neomyzin-resistent, so dass eine Selektion der ES-Zellklone iiber
ihre Neo-Kassette erfolgen konnte, ohne dass die feeder-Zellen ebenfalls abstarben. Die Kul-
tivierung erfolgte im feeder-Medium (500 ml 1x DMEM; 60 ml FKS; 5,7 ml 100x MEM,;
5,7 ml 100x Pen/Strep; 1,2 ml 50 mM Merkaptoethanol) auf mit 0,1%iger Gelatine-Losung
beschichteten Platten. Die auf 15 cm-Kulturschalen konfluent gewachsenen Fibroblasten wur-
den mit 1x PBS gewaschen, mit 4 ml Trypsin-EDTA-Losung (0,05% Trypsin; 0,02% EDTA
ad 1 1 mit ddH,O) 5 min bei 37°C inkubiert und die Reaktion durch Zugabe von 10 ml feeder-
Medium gestoppt. Die Zellen wurden 5 min bei 270 x g abzentrifugiert, in 9 ml feeder-
Medium resuspendiert und im Verhiltnis 1:3 aufgeteilt. Fiir die Inaktivierung der feeder-
Zellen wurden diese fiir 2 h bei 37°C in feeder-Medium inkubiert, dem Mitomyzin C in einer
Endkonzentration von 10 pg/ml zugesetzt worden war. Die Verhinderung der Zellteilung der
Fibroblasten war erforderlich, damit diese nicht in die ES-Zellen iiberwuchsen. Nach der In-
kubation wurden die Zellen mit 1x PBS gewaschen, mit Trypsin-EDTA-L6sung vom Zellkul-
turplattenboden abgelost und auf neue Zellkulturplatten ausgesit, bzw. fiir die spitere Ver-

wendung eingefroren.
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4.2.2.2 ES-Zellkultur

Die Kultivierung der ES-Zellen erfolgte auf Zellkulturschalen mit inaktivierten feeder-Zellen
in ES-Medium (500 ml 1x DMEM; 90 ml FKS; 6 ml 100x MEM; 6 ml 100x Pen/Strep;
1,2 ml 50 mM Merkaptoethanol; 180 pul LIF). Dazu wurde das feeder-Medium von den Zell-
kulturschalen abgesaugt und durch ES-Medium ersetzt. Die aufgetauten ES-Zellen wurden
4 min bei 270 x g zentrifugiert, in 2 ml ES-Medium resuspendiert und auf vorbereitete feeder-
Schalen ausplattiert. Das ES-Medium wurde tiglich gewechselt. Bei Bedarf wurden die Zel-
len im Verhiltnis 1:3 aufgeteilt. Hierzu wurden die Zellen in 1x PBS gewaschen, mit Trypsin-
EDTA-Losung vom Zellkulturplattenboden gelost, in frischem ES-Medium vereinzelt und auf
neue feeder-Schalen aufgeteilt. Die Zellen wuchsen zwei bis drei Tage, ehe sie erneut geteilt
oder elektroporiert wurden. Alle Zelllinien wurden im Brutschrank bei 37°C und 5% CO,

kultiviert.

4.2.2.3 Einfrieren und Auftauen von Zellen

ES-Zellen wurden zur Lagerung eingefroren. Dazu wurden die Zellen mit 1x PBS gewaschen,
mit Trypsin-EDTA-L6sung vom Zellkulturplattenboden abgelost und 4 min bei 270 x g
zentrifugiert. Die Zellen wurden in 1 ml Einfriermedium A (feeder- oder ES-Medium;
20% FKS) resuspendiert und anschlieBend mit 1 ml Einfriermedium B (feeder- oder ES-
Medium; 20% DMSO) vermischt. Die Zellen wurden auf Kryorohrchen verteilt und im Ein-
friergerit Nalgene® Mr.Frosty (Thermo Scientific, Dreieich, Deutschland) bei -80°C eingefro-
ren. Nach 24 h wurden die Zellen zur Lagerung in fliissigen Stickstoff iiberfiithrt. Zum Auf-
tauen wurden die Zellen schnell bei 37°C im Wasserbad erwirmt, in ES-Medium resuspen-

diert und auf feeder-Zellkulturschalen ausgesit.

4.2.2.4 Elektroporation der ES-Zellen

Fiir die Elektroporation wurden ES-Zellen einer dicht bewachsenen 10 cm-Kulturschale ein-
gesetzt. Die Zellen wurden mit Trypsin-EDTA-L6sung vom Zellkulturplattenboden abgelost
und anschliefend mit 5 ml ES-Medium versetzt. Nach Waschen mit 1x PBS und Zentrifugati-
on bei 270 x g fiir 4 min wurde das Zellpellet in 1x PBS resuspendiert und auf eine Konzent-
ration von 1,2 x 107 Zellen/800 pl eingestellt. Zu der Zellsuspension wurden 20-30 pg lineari-
sierter targeting vector gegeben, gemischt und in eine Elektroporationskiivette iiberfiihrt. Die

Elektroporation fand unter folgenden Bedingungen statt: Impulsdauer: 2 ms; Kapazitit:
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1.200 pF; Spannung: 300 V. Nach der Elektroporation wurden die Zellen zur Erholung auf
Eis inkubiert, anschlieend in 10 ml ES-Medium tiiberfiihrt und auf drei 10 cm-Kulturschalen

ausgesat.

4.2.2.5 Selektion der ES-Klone
Die Selektion der ES-Klone erfolgte 24-48 Stunden nach der Elektroporation durch Zugabe

von ES-Medium, dem das Antibiotikum G418 in einer Endkonzentration von 400 pg/ml zu-
gesetzt war. Nur Zellen, die das durch den rargeting vector eingebrachte Neomyzin-

Resistenzgen trugen, sollten unter diesen Bedingungen iiberleben. Die Selektion erstreckte

sich iiber 8-14 Tage.

4.2.2.6 Ernten der ES-Klone

G418-resistente ES-Zellklone, die im Selektionsmedium groBle, scharf begrenzte Kolonien
gebildet hatten, wurden geerntet. Dazu wurden die Zellen in 1x PBS gewaschen und in eine
96-Loch-Mikrotiterplatte iiberfiihrt. Zu jedem Einzelklon wurde 30 pl Trypsin-EDTA-L6sung
gegeben und die Zellen fiir 5 min bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurde die Reaktion durch
Zugabe von 100 pl ES-Medium gestoppt und die Zellen auf feeder-Platten ausgesit. Zwei bis
drei Tage nach dem Ernten wurden die Zellen geteilt. Ein Teil wurde zum Erhalt der Zelllinie
auf feeder-Platten umgesetzt und weggefroren. Die restlichen Zellen wurden zur DNA-
Extraktion auf Gelatine-beschichtete 96-Loch-Mikrotiterplatten tiberfiihrt und 7-10 Tage kul-

tiviert.

4.2.2.7 DNA-Extraktion aus ES-Zellen

Fiir die DNA-Extraktion wurden die ES-Zellen zweimal mit 1x PBS gewaschen und mit 50 pl
Lysis-Puffer (10 mM Tris, pH 7,5; 10 mM EDTA; 0,5% Sarkosyl (N-Lauroylsarkosin);
10 mM NaCl), dem Proteinase K in einer Konzentration von 200 ug/ml zugesetzt wurde, iiber
Nacht bei 60°C inkubiert. Die Prizipitation der DNA erfolgte durch Inkubation mit 100 pl
Ethanol-Salz-Losung (1,5 ml 3M Natriumazetat, ad 100 ml mit 96%igem Ethanol) fiir min-
destens 3 h bei 4°C. Die DNA wurde anschlieBend dreimal mit 70%igem Ethanol gewaschen,
getrocknet und bei 4°C gelagert. Sie wurde eingesetzt, um mittels Southern Blot eine erfolg-

reiche homologe Rekombination des Vektors an der gewiinschten Stelle zu detektieren.
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4.2.3 Southern Blot Analyse

Der Southern Blot ist eine Methode, bei der DNA-Fragmente, die zuvor durch Gelelektropho-
rese aufgetrennt wurden, auf einer Membran fixiert werden, um anschlieend durch Hybridi-
sierung mit markierten Sonden spezifisch nachgewiesen zu werden. Das Agarosegel mit der
aufgetrennten DNA wurde 10 min in Depurinierungslosung (250 mM HCl) geschwenkt, wo-
durch lingere DNA-Stringe in kleinere Fragmente zerbrachen. Es folgte eine 30-miniitige
Inkubation in Denaturierungslosung (0,5 M NaOH; 1 M NaCl), wobei beide DNA-Stringe
voneinander getrennt wurden. Das Gel wurde dann auf eine in Denaturierungslosung getrank-
te Filterpapierbriicke gelegt. Darauf wurde luftblasenfrei eine Nylon- oder PVDF (Polyvinyl-
idenfluorid)-Membran, drei in Denaturierungslosung getrinkte Whatman-Filterpapiere und
mehrere Lagen trockener Zellstoff gelegt und der Aufbau mit einem Gewicht beschwert. Auf-
grund der durch Kapillarkréfte entstehenden Fliissigkeitsstromung gelangt die DNA an die
geladene Membran und bindet dort. Nach 12-16 Stunden wurde die Blotapparatur abgebaut
und die Memban zweimal fiir 5 min in 2x SSC-Puffer gespiilt. AnschlieBend wurde die
Membran getrocknet und bis zur Hybridisierung mit spezifischen radioaktiv markierten Son-
den (siehe 4.2.1.4) bei -20°C aufbewahrt. Die Hybridisierung wurde mit 1 pl spezifischer
Sonde und 60 ul Marker-spezifischer Sonde (A Phagen-DNA) durchgefiihrt.

4.2.4 Blastozysteninjektion und Herstellung chimérer Miuse

Embryonale Stammzellen sind pluripotente Zellen, die nach Injektion in Blastozysten und
Integration in deren innere Zellmasse an der Entwicklung des entstehenden Embryos beteiligt
sind. Da die eingesetzten ES-Zellen und die Blastozysten aus unterschiedlichen Mausstdm-
men kommen, setzt sich die entwickelnde Maus aus Zellen zweier unterschiedlicher Orga-
nismen zusammen und wird deshalb als Chimére bezeichnet. Durch die Wahl zweier Maus-
stimme mit unterschiedlicher Fellfarbe konnen die Chiméren anhand ihres unregelmifig ge-
fleckten Fells erkannt werden (Fellfarbenchimiren). Positive ES-Klone, die durch die Sou-
thern Blot Analyse verifiziert worden sind, wurden drei bis vier Tage vor der Injektion aufge-
taut und auf feeder-Zellen bis zur Konfluenz kultiviert. Am Injektionstag wurden die Zellen
mit 1x PBS gewaschen, mit Trypsin-EDTA-L6sung vom Zellkulturplattenboden abgelst und
fiir 4 min bei 270 x g zentrifugiert. Die Zellen wurden in 500 pl ES-Medium resuspendiert, in
einer Vertiefung einer 12-Loch-Mikrotiterplatte ausplattiert und fiir 30-45 min bei Raumtem-
peratur inkubiert. Dieser Schritt war notig, um ES-Zellen von feeder-Zellen zu trennen, wel-

che sich innerhalb von 30 min am Boden absetzen. Der Uberstand mit den ES-Klonen wurde
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vorsichtig abgenommen, mit 1x PBS gewaschen und bis zur Injektion auf Eis gehalten. Die so
vorbereiteten ES-Klone wurden in Blastozysten der superovulierten C57BL/6]J-
Spendermiuse, die mit BDF 1-Minnchen verpaart worden waren, injiziert. Als Ammentiere
wurden NMRI-Miuse eingesetzt. Die Mikroinjektion wurde von Frau Katja Becker (Small

Animal Facility, MDC-Berlin) durchgefiihrt.

4.2.5 Generierung ,,gefloxter‘‘ NdufvI-Méiuse

Die chimiren Tiere wurden zur Keimbahntransmission des ,,gefloxten Allels mit Médusen des
Stammes C57BL/6J verpaart. Tiere der F;-Generation mit brauner Fellfarbe, die das Allel in
ihre Keimzellen integriert hatten, wurden einerseits zur Riickkreuzung mit 129/p20laHsd-
Maiusen verpaart, andererseits mit FLPe-deleter-Mdusen. Letztere exprimieren die FLPe-
Rekombinase konstitutiv in allen Korperzellen, so dass im Genom der Nachkommen die Neo-
Selektionskassette entfernt wurde. Alle Nachkommen der F;- und F,-Generation wurden mit-

tels Schwanzspitzenbiopsie genotypisiert.

4.2.6 Genotypisierung der Miuse

Die zur Genotypisierung eingesetzte genomische DNA wurde aus den Schwanzspitzenbiop-
sien der Miuse gewonnen. Die Isolierung aus dem Gewebe erfolgte tiber das GenScript Tis-
sueDirect™ Multiplex PCR System (GenScript Corporation, Piscataway, NJ, USA) nach An-
gaben des Herstellers. Durch Lyse wurde die genomische DNA dabei direkt aus dem Gewebe
freigesetzt und konnte ohne weitere Aufreinigungsschritte fiir die PCR-Amplifikation mit den

entsprechenden sequenzspezifischen Primern eingesetzt werden.
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5 Ergebnisse

5.1 Untersuchung der Expression nukleirer Komplex I-Gene in unter-
schiedlichen Hirnregionen der Maus

Das Expressionsmuster aller bekannten kernkodierten Strukturuntereinheiten des murinen
Komplexes I wurde mittels in situ Hybridisierung in verschiedenen Hirnregionen zu den Ent-

wicklungszeitpunkten E11.5, E17.5, P1, P11, P28 und adult (zwolf Wochen) untersucht.

5.1.1 Generierung Komplex I-spezifischer mRNA-Sonden

Fiir die in situ Expressionsstudien wurden antisense-RNA-Sonden generiert, die durch in vitro
Transkription fiir den spezifischen Nachweis der jeweiligen mRNA mit Digoxigenin markiert
wurden (Abb. 5.1). Die antisense-Orientierung ist ausschlaggebend dafiir, dass die Sonde an
die entsprechende mRNA-Sequenz, die in situ in sense-Orientierung vorliegt, hybridisieren
kann. Der Einsatz von RNA-Sonden bietet gegeniiber DNA-Sonden den Vorteil, dass RNA-
RNA-Komplexe eine hohere Stabilitit aufweisen, was letztlich zu einer besseren und spezifi-
scheren Signaldetektierbarkeit fithrt. Um sowohl eine addquate Spezifitit, als auch eine gute
Hybridisierungseffizienz und Gewebepenetranz zu gewihrleisten, wurden Sonden mit einer
Liange von etwa 300 Nukleotiden generiert. Die detaillierte Vorgehensweise zur Sondenher-

stellung findet sich im Methodenteil dieser Arbeit.

5.1.2 Expression der kernkodierten Untereinheiten des Komplexes I

Die entwicklungsspezifische Expression der 33 kernkodierten Untereinheiten des mito-
chondrialen Komplexes I wurde in verschiedenen Hirnregionen der Maus mittels in situ
Hybridisierung (ISH) untersucht. Dazu wurden Gehirnschnitte von C57BL/6J-Miusen der
Entwicklungsstufen E11.5, E17.5, P1, P11, P28 und adult mit spezifischen RNA-Sonden
hybridisiert (Abb. 5.2). Das Vorhandensein der entsprechenden spezifischen mRNA kann
durch einen Farbniederschlag detektiert werden. Die Firbeintensitit der Schnitte war somit

ein Mab fiir die Menge spezifischer mRNA der jeweiligen Komplex I-Untereinheiten.
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Abb. 5.1: Herstellung Komplex I-spezifischer mRNA-Sonden. (A) Flussdiagramm zur Generierung der ISH-
Sonden. (B) Schematische Darstellung des Klonierungsvektors pGEM®-T Easy mit insert jeweils in antisense-
und sense-Orientierung, Bindungsstellen der Primer T7, SP6 und des insert-spezifischen Primers P1, sowie der
fiir die in vitro Transkription notwendigen Restriktionsschnittstelle. (C) Kolonie-PCR zur Uberpriifung der
insert-Orientierung am Beispiel von Klonen mit dem Ndufvi-insert. 5 pl PCR-Produkt wurden in einem
1,5%igem Agarosegel aufgetrennt. Spur 1: 3 ul SmartLadder®-DNA-Leiter; Spur 2-11: NdufvI-Klone. Wurde
das insert in antisense-Orientierung eingebaut, zeigt sich mit den Primern P1 und T7 eine Bande (obere Spur),
wurde es in sense-Orientierung eingebaut, zeigt sich mit den Primern P1 und SP6 eine Bande (untere Spur). Fiir
die nachfolgende in vitro Transkription wurden nur Plasmide eingesetzt, die das insert in antisense-Orientierung
trugen. (D) Darstellung des fiir die in vitro Transkription linerarisierten Vektors, sowie des entstandenen
Transkripts (RNA-Sonde), welches fiir die ISH eingesetzt wurde.
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E11.5 E17.5

P11 P28 adult

Abb. 5.2: Komplex I-Expression wihrend der murinen Hirnentwicklung. ISH-Firbungen der Ndufa9-
Untereinheit an murinen Hirnschnitten zu den Entwicklungszeitpunkten E11.5, E17.5, P1, P11, P28 und adult.

5.1.3 Bestimmung der Expressionsstirke der Komplex I-Untereinheiten anhand der

relativen ISH-Intensitéiten

Zur Bestimmung der relativen Expressionsintensititen der Komplex I-Untereinheiten wurden
die angefirbten ISH-Gewebeschnitte im Durchlicht als schwarz-weill Bilder mit einem
x 63 Objektiv fotografiert und die Graustufen als Dichten iiber densitometrische Messung mit
Hilfe des Programms ImageJ quantifiziert. Zur sorgfiltigen Quantifizierung wurden fiir alle
Schnitte die duBeren Rahmenbedingungen wie optische Einstellungen und Belichtungszeiten
konstant gehalten. Im Programm ImageJ wurden die Bilder weitergehend prozessiert. Die
schwarz-weif3 Bilder wurden invertiert und die entsprechenden, zu untersuchenden Hirnregio-
nen (ROIs, regions of interest) markiert. Die mittleren Dichten der Fiarbungen in der jeweili-

gen Fliche wurden densitometrisch vermessen und die integrierten ISH-Dichten bestimmit.
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Die integrierte Dichte eines ungefidrbten Gewebeschnittes bei identischer Belichtung wurde
als nicht-spezifische Hintergrundintensitit abgezogen. Um die relativen Expressionsintensiti-
ten der ISH-Signale (ISH-Signal pro Kern) in verschiedenen Hirnregionen miteinander ver-
gleichen zu konnen, mussten die ISH-Signale zur Normalisierung auf die nukledre Packungs-
dichte bezogen werden. Eine Normalisierung war deshalb notwendig, da kernreichere Regio-
nen, die automatisch mehr mRNA aufwiesen, auch ein stirkeres Signal zeigten, ohne dass
tatsidchlich eine erhohte Expression des Proteins in den Zellen der jeweiligen Region vorlag.
Zur Bestimmung der nukledren Packungsdichte wurde die DNA der Zellkerne in den einzel-
nen Regionen durch den Fluoreszenzfarbstoff DAPI (4’,6-Diamidino-2-phenylindol) visuali-
siert, die Signale unter UV-Beleuchtung bei einer Anregung von 380+10 nm fotografiert und
die entstandenen Bilder in ImageJ prozessiert. Fiir die Auswertung der relativen Signalinten-
sititen und der nukledren Packungsdichte wurden zwei alternative Methoden angewandt:
(1) Zum einen wurde eine Bildanalyse durchgefiihrt, bei der die Ermittlung der nukledren
Packungsdichte iiber eine direkte Zihlung der Zellkerne erfolgte (Abb. 5.3 A-E). Diese wur-
den dabei entweder manuell oder mit Hilfe des watershed Algorithmus des Programms
ImageJ ausgezihlt, welcher einzelne Kerne voneinander separieren kann, auch wenn diese
sehr nahe beieinander lokalisiert sind oder sich teilweise iiberlappen. (2) Zum zweiten wurde
eine Bildanalyse durchgefiihrt, welche die Packungsdichte densitometrisch iiber die Intensitit
der DAPI-Signalstirke in exakt derselben ROI wiedergab, in der die ISH-Signale gemessen
wurden (Abb. 5.3 F-J). Da die ISH-Signaldichten nicht linear skalieren, wurden die relativen
Signalintensitidten Z-transformiert und die Z-Werte als heat scale Abbildungen dargestellt, bei
denen die Expressionsintensitdten und ihre Extrema farblich kodiert sind. Hohe Z-Werte ste-
hen fiir eine hohe Expression und sind in rot dargestellt, niedrige Werte stehen fiir eine nied-
rige Expression und sind in blau dargestellt (Abb. 5.3 und Abb. 5.4). Aufgrund der vermute-
ten natiirlichen Abweichungen der Expressionsintensititen einzelner Untereinheiten wéhrend
einer einmaligen Messung und der Ungenauigkeit der semi-quantitativen Densitometrie wur-
den fiir die statistische Analyse nur die gemittelten Durschnittsintensititen (arithmetisches

Mittel) aller kernkodierten Untereinheiten gemeinsam betrachtet.
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Abb. 5.3: Densitometrische quantitative Auswertung der ISH-Signale und Normalisierung auf die nukle-
dre Packungsdichte. (A) Invertiertes Bild des ISH-Signals einer DIG-markierten Sonde (Ndufa2) zur Bestim-
mung der integrierten lokalen ISH-Dichte. (B) Gleiche ROI mit dem DNA-spezifischen Farbstoff DAPI zur
Bestimmung der nukledren Packungsdichte angefirbt. (C) Bild B nach automatischer Bildprozessierung mit
dem Programm ImageJ zur Zellzdhlung. (D) Ergebnisse des watershed Algorithmus zum automatischen Zihlen
nah beieinander liegender Zellen. Bild D entspricht dem rot markierten Bereich in B und C. (E) Heat scale
Abbildung der spezifischen Ndufa2-Signalintensitit, bezogen auf die nukledren Dichten im gesamten Gehirn.
Die Signalintensitiiten sind farbkodiert. Die Zahlen beschreiben die Extrema der Z-transformierten Signalinten-
sitditen im Kleinhirn. Bildmathematisch-densitometrische Analyse und Normalisierung. (F) ISH-Signal der
DIG-markierten Ndufa2-Sonde im Kleinhirn. (G) Gleiche ROI mit DAPI angefirbt. (H) Bild F nach Inversion
und Interpolation der Dichte von 20 Pixeln. (I) Bild G nach Interpolation der Dichte von 20 Pixeln. (J) Ergebnis
der mathematischen Bildberechnung (Division von Bild H durch Bild I). Die Grauwerte des resultierenden
schwarz-weif} Bildes wurden mit der gleichen Farbgebung wie in E kodiert (Wirtz und Schuelke 2011).

5.1.4 Entwicklungsabhingige Unterschiede in Expressionsmustern

Die ISH-Studien zeigten ein hoch regionalisiertes Expressionsmuster der einzelnen Kom-
plex I-Untereinheiten, welches sich nach Z-Transformation bis zu vier Standardabweichungen
zwischen den einzelnen Hirnregionen unterschied. Die durchschnittlichen Dichten aller 33
ISH-Sonden in den untersuchten Stadien der pra- und postnatalen Gehirnentwicklung wurden
als heat scale Abbildungen dargestellt (Abb. 5.4). Die heat scale Grafiken der durchschnittli-

chen Expression aller einzelnen Komplex I-Untereinheiten zu den jeweils fiinf verschiedenen
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Untersuchungszeitpunkten finden sich im Anhang (Abb. A.3). Wie anhand der Zunahme der
untersuchten Strukturen deutlich wird, unterliegen die einzelnen Hirngebiete einer altersab-
hingigen Entwicklung von Vorldufer-Regionen zu differenzierteren Strukturen (Jacobowitz
und Abbott 1998, s. Abb. 5.5). Fiir eine detaillierte graphische Darstellung der Signaldichten
der einzelnen Sonden wurden zusitzlich Clustergramme (heat maps) angefertigt (Abb. 5.6).

Eine rote Einfidrbung signalisiert hierbei eine hohe Expressionsintensitit, griin eine niedrige.
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Abb. 5.4: Arithmetischer Mittelwert der Expressionsintensitiiten der 33 strukturellen Komplex I-
Untereinheiten wihrend der murinen Gehirnentwicklung. (A-F) Farblich kodierte mittlere Expressionsin-
tensititen fiir die Zeitpunkte der prénatalen (E11.5, E17.5) und postnatalen (P1, P11, P28, adult) Hirnentwick-
lung. Die Farbskalierung stellt die Abweichungen zwischen den Extrema der Z-transformierten Intensititen (als
Zahlen angegeben) dar. Eine rote Farbgebung gibt ein hohes Expressionsniveau wieder, eine blaue Farbgebung
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Abb. 5.5: Entwicklungsschema der untersuchten Hirnregionen zu verschiedenen Zeitpunkten der muri-
nen Hirnentwicklung. Abkiirzungen (in alphabetischer Reihenfolge): CA1, CAl Region; CA3_dis, distaler
Teil der CA3 Region; CA3_prox, proximaler Teil der CA3 Region; CC, Corpus callosum; CI, Capsula inter-
na; CGI, Cortex granular insular; Co, Kortex; COM, Commissura anterior; CTA, Cortex temporal anterior,
EML, Eminentia lateralis; EMM, Eminentia medialis; GD, Gyrus dentatus; HIPP, Hippokampusanlage; HYP,
Hypothalamus; KH, Kleinhirnanlage; KH_GANGL, Kleinhirn, Stratum ganglionare; KH_GRAN, Kleinhirn,
Stratum granulosum; KH_LAM, Kleinhirn, Laminae medullares; KH_MOL, Kleinhirn, Stratum moleculare;
MA, Matrix; MES, Mesenzephalon; NC, Nucleus caudatus; NTri, Nucleus trigeminalis; OB, Bulbi olfactorii,
PC, Plexus choroideus; Po, Pons; Sep, Septum; SepMA, Matrix des Septums; StMed, Striae medullares;
Str.rad., Hippokampus, Stratum radiatum lacunosum moleculare; STR, Striatum; SUB, Subiculum; TH, Tha-

lamus (Wirtz und Schuelke 2011).
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Abb. 5.6: Clustergramme fiir alle 33 kernkodierten Untereinheiten des Komplexes I wihrend der pri-
und postnatalen murinen Hirnentwicklung. (A-F) Dendrogramme der Z-transformierten Expressionsintensi-
tiaten zu den Entwicklungszeitpunkten E11.5, E17.5, P1, P11, P28 und adult. Eine rote Farbgebung signalisiert
eine hohe Expression, eine griine Farbgebung eine niedrige. Griin: Untereinheiten der Flavoprotein-Fraktion
(FP), orange: Untereinheiten der Eisen-Schwefel-Fraktion (IP), schwarz: Untereinheiten der hydrophoben Frak-
tion (HP). Die Abkiirzung der Hirnstrukturen entspricht derjenigen aus Abb. 5.5 (Wirtz und Schuelke 2011).
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Nachfolgend werden die Expressionsmuster der nukledren Komplex I-Untereinheiten beson-
ders in denjenigen Hirnregionen betrachtet, die bei Mitochondriopathien hauptsichlich betrof-
fen sind und signifikante entwicklungsspezifische Besonderheiten aufzeigen. Dies sind Hip-
pokampus, Kleinhirn, zerebraler Kortex and Mesenzephalon. Abb. 5.7 zeigt den zeitlichen
Verlauf der wichtigsten neuronalen Entwicklungsschritte wie Neurogenese, Differenzie-
rung/Migration, Synaptogenese und Reifung in den jeweiligen Hirnregionen (Pokorny und
Yamamoto 1981a, 1981b; Allendoerfer und Shatz 1994; Del Rio 1996; Del Rio et al. 2000;
Matoba et al. 2000; Mody et al. 2001; Lim et al. 2004; Ullian et al. 2004; Rakic 2006; Han et
al. 2009; Yin et al. 2009). Der Zeitverlauf aller Z-transformierten relativen Signalintensitéiten
in den obengenannten Regionen wurde fiir jede Probe und Region gegen das Alter des Tieres

aufgetragen (Abb. 5.8; Abb. 5.10-Abb. 5.12).
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Abb. 5.7. Zeitschema der neuronalen Entwicklung. Dargestellt sind die wichtigsten Ereignisse in der neuro-
nalen Entwicklung des Hippokampus, Kleinhirns, Kortex und Mesenzephalons: Neurogenese (gelb), Neuronen-
differenzierung und Migration (orange), Synaptogenese (blau), Reifung (griin). Die grauen Liangsbalken repri-
sentieren diejenigen Zeitpunkte, zu denen ich die Expression der Komplex I-Untereinheiten in den einzelnen
Hirnregionen untersucht habe.
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5.1.5 Komplex I-Genexpression im Hippokampus

Der Hippokampus zeigt ein hoch spezifisches Expressionsmuster wihrend der Hirnentwick-
lung fiir alle Komplex I-Untereinheiten in den vier untersuchten hippokampalen Regionen:
CA1 Region, distaler und proximaler Teil der CA3 Region und Gyrus dentatus (Abb. 5.8).
Um den Embryonaltag E11.5 werden die hochsten Intensitdten im distalen Teil der CA3 Re-
gion gefunden, gefolgt vom proximalen Teil der CA3 Region und der CA1 Region. Die rela-
tiven Expressionsintensititen aller drei Cornu ammonis Regionen haben ihr Maximum bei
P11 (p<0,0001), was in die Zeit intensiver Synaptogenese fillt (Pokorny und Yamamoto
1981a, 1981b; Mody et al. 2001). Dariiber hinaus findet man um den Embryonaltag E17.5 im
distalen Teil der CA3 Region ein zusitzliches Expressionsmaximum, was mit einer Zeit in-
tensiver Neurogenese zusammenfillt (Pokorny und Yamamoto 1981a, 1981b; Mody et
al. 2001). Der Gyrus dentatus dagegen zeigt ein vollig anderes Expressionsmuster mit niedri-
gen relativen Expressionsintensititen und ohne signifikante Anderungen des Expressionsni-
veaus wihrend der Entwicklung, abgesehen von einem leichten Abfall der Expressionsinten-

sitdten zwischen den postnatalen Tagen P1 und P11 (p<0,001).

5.1.6 Expressionsunterschiede innerhalb der hippokampalen Subregionen

Aufgrund des interessanten Expressionsverlaufs im Hippokampus wurden die relativen Inten-
sitdten in den CA Regionen und im Gyrus dentatus im adulten Gehirn noch einmal gesondert
betrachtet und nur auf die Hippokampusformation bezogen ausgewertet, ohne die Expressi-
onsintensitidten der restlichen Gehirnstrukturen mit einzubeziehen. Abb. 5.9 zeigt das Ergeb-
nis der Komplex I-Expression im adulten Hippokampus. Der Vollstindigkeit halber ist die
gesamte Hippokampusformation einschlieBlich des Subiculums und des Stratum radiatum
lacunosum moleculare dargestellt. Fiir die meisten der 33 Untereinheiten zeigt sich folgendes
Verteilungsmuster (von hoher zu niedriger Intensitit): CA3 (distaler Teil) > CA3 (proximaler
Teil) = CA1 > Gyrus dentatus. Beispiele fiir in der CA3 Region besonders hoch exprimierte
Untereinheiten sind die Flavoproteine Ndufvl und Ndufv2, die Eisen-Schwefel-Proteine
Ndufs1-Ndufs8, sowie Ndufal, Ndufa2, NdufalO und Ndufb7 aus der Gruppe der hydropho-
ben Proteinfraktion. Parallel zur Expressionsstudie der kernkodierten Untereinheiten des
Komplexes I wurde die Anzahl der zelluldaren mtDNA-Kopien in den entsprechenden Hippo-
kampus Regionen iiber quantitative PCR-Methoden bestimmt. Dabei zeigten sich keine signi-
fikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Bereichen, so dass die gemessenen hohen Sig-

nalintensitédten, vor allem im distalen Teil der CA3 Region, ausschlieflich auf eine erhohte
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mRNA-Expression zuriickzufiihren sind und sehr wahrscheinlich nicht auf eine Zunahme der

Mitochondrienzahl oder der mitochondrialen Masse (Kann et al. 2011a).
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Abb. 5.8: Komplex I-Expression im murinen Hippokampus. (A) ISH-Bilder der Komplex I-Sonde Ndufb2
im Hippokampus wéhrend der prd- und postnatalen Entwicklung. Die Bilder wurden mit einer x 10 Vergrofe-
rung aufgenommen. Zum Zeitpunkt E11.5 haben sich die hippokampalen Substrukturen noch nicht abgegrenzt,
weshalb hier die Expression fiir die gesamte Hippokampus Region untersucht wurde. (B) Die Z-transformierten
Expressionsintensititen wurden fiir jede Sonde in den vier hippokampalen Subregionen gegen das Entwick-
lungsalter aufgetragen. Die rautenformigen Farbfelder veranschaulichen die regionenspezifischen Stadien der
neuronalen Entwicklung. Signifikante Anderungen des Expressionsniveaus zu den einzelnen Entwicklungszeit-
punkten sind durch das Signifikanzniveau p bezeichnet (*** = p<0,0001; ** = p<0,001) (Wirtz und
Schuelke 2011).
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Abb. 5.9: Komplex I-Expression im adulten murinen Hippokampus. (A) ISH-Durchschnittsintensititen,
sowie Expressionsintensititen der Komplex I-Untereinheiten, in denen beim Menschen Mutationen im Zusam-
menhang mit einem Komplex [-Mangel gefunden wurden. Fiir alle Untereinheiten sind die relativen Signalin-
tensitdten im distalen Teil der CA3 Region am hochsten. (B) Dendrogramm der lokalen Intensititen aller 33
Komplex I-Untereinheiten. Griin: Untereinheiten der Flavoprotein-Fraktion (FP), orange: Untereinheiten der
Eisen-Schwefel-Fraktion (IP), schwarz: Untereinheiten der hydrophoben Fraktion (HP), blau: DS = Durch-
schnittsintensitidt (Kann et al. 2011a).

5.1.7 Komplex I-Genexpression im Kleinhirn

Im Kleinhirn wurde die Komplex I-Expression im Stratum ganglionare (Purkinjezellschicht),
dem Stratum granulosum (Kornerzellschicht), den Laminae medullares (Kleinhirnmark) und
dem Stratum moleculare (Molekularschicht) untersucht (Abb. 5.10). Da diese einzelnen
Kleinhirnstrukturen nicht vor dem postnatalen Tag P1 unterschieden werden konnen, beziehe
ich mich bei meiner Expressionsanalyse im prinatalen Entwicklungszeitraum auf die Klein-
hirnanlage (KH) im Allgemeinen. In der Purkinjezellschicht findet sich ein Expressionsma-
ximum bei P28, einer Zeit hoher Synaptogenese und Reifungsprozesse im Kleinhirn (Alt-
man 1972a, 1972b, 1972c; Goldowitz und Hamre 1998). Interessanterweise sind dies die

hochsten relativen Intensitdten, nicht nur im Kleinhirn, sondern im gesamten Gehirn, selbst
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im Vergleich mit denen im distalen Teil der hippokampalen CA3 Region. Im Gegensatz dazu
fallen die Expressionsintensititen in der Kornerzellschicht und dem Kleinhirnmark kontinu-
ierlich ab und zwar in dem Male, in dem sich diese Strukturen aus der undifferenzierten
Kleinhirnanlage entwickeln. Die Expressionsintensitdten bleiben die niedrigsten im gesamten
Gehirn. Die Molekularschicht zeigt einen groBtenteils konstanten Expressionsverlauf. Auf-
grund der geringen Zahl an Zellkdrpern variieren die Expressionsintensititen der einzelnen

Sonden stark.

5.1.8 Komplex I-Genexpression im zerebralen Kortex

Im Cortex granular insular und im Cortex temporal anterior werden die hochsten Expressi-
onsintensitdten in den frithen Stadien der zerebralen Entwicklung um den Embryonaltag
E11.5 verzeichnet (Abb. 5.11). Hierbei handelt es sich um die hochsten Intensititen im ge-
samten Gehirn iiberhaupt. Danach fillt die Expressionskurve ab und unterliegt bis zur adulten

Phase keinen grofleren Schwankungen.

5.1.9 Komplex I-Genexpression im Mesenzephalon

Die Expressionsintensititen der Komplex I-Untereinheiten haben im Mesenzephalon ihr Ma-
ximum in der spidten embryonalen und frithen postnatalen Phase. Die hochsten Intensitéiten
werden dabei zwischen E17.5 und P1 gefunden. Bei E17.5 sind die relativen Komplex I-
mRNA-Niveaus im Mesenzephalon die hochsten im gesamten Gehirn. Kurz nach der Geburt

nehmen die Signalintensitéiten ab und bleiben bis zum Erwachsenenalter konstant (Abb. 5.12).
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Abb. 5.10: Komplex I-Expression im murinen Kleinhirn. (A) ISH-Bilder der Komplex I-Sonde Ndufb2 im
Kleinhirn wihrend der pri- und postnatalen Entwicklung. Die Bilder wurden mit einer x 2,5 VergroBerung, in
den detaillierten Ausschnitten mit einer x 10 VergroBerung aufgenommen. Die romischen Zahlen bezeichnen
die einzelnen Kleinhirnschichten: (I) Laminae medullares, (II) Stratum granulosum (Kornerzellen), (II) Stra-
tum ganglionare (Purkinjezellen) und (IV) Stratum moleculare. Zwischen E17.5 und P1 wurde die Genexpres-
sion nur in der Kleinhirnanlage (KH) beobachtet, bei E11.5 im dorsalen Bereich der Rautengrube. (B) Die Z-
transformierten Expressionsintensititen wurden fiir jede Sonde in den vier Kleinhirnschichten, bzw. in der
Kleinhirnanlage gegen das Entwicklungsalter aufgetragen. Die rautenférmigen Farbfelder veranschaulichen die
regionenspezifischen Stadien der neuronalen Entwicklung. Signifikante Anderungen des Expressionsniveaus zu
den einzelnen Entwicklungszeitpunkten sind durch das Signifikanzniveau p bezeichnet (*** = p<0,0001;
** = p<0,001) (Wirtz und Schuelke 2011).
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Abb. 5.11: Komplex I-Expression im murinen zerebralen Kortex. (A) ISH-Bilder der Komplex I-
Sonde Ndufb2 im zerebralen Kortex wihrend der prid- und postnatalen Entwicklung. Die Bilder wurden mit
einer x 10 VergroBerung bei E11.5 und danach mit einer x 2,5 Vergroferung aufgenommen. (B) Die Z-
transformierten Expressionsintensititen wurden fiir jede Sonde in zwei Abschnitten des zerebralen Kortex ge-
gen das Entwicklungsalter aufgetragen. Die rautenféormigen Farbfelder veranschaulichen die regionenspezifi-
schen Stadien der neuronalen Entwicklung. Signifikante Anderungen des Expressionsniveaus zu den einzelnen
Entwicklungszeitpunkten sind durch das Signifikanzniveau p bezeichnet (*** = p<0,0001;
** = p<0,001) (Wirtz und Schuelke 2011).
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Abb. 5.12: Komplex I-Expression im murinen Mesenzephalon. (A) ISH-Bilder der Komplex I-Sonde
Ndufb2 im Mesenzephalon wihrend der prd- und postnatalen Entwicklung. Die Bilder wurden mit einer
x 10 VergroBerung bei E11.5 und danach mit einer x 2,5 Vergroerung aufgenommen. Bei E11.5 ist die Ex-
pression im Thalamus und in der Pons, den Vorldufern des Mesenzephalons, gezeigt. (B) Die Z-transformierten
Expressionsintensititen wurden fiir jede Sonde gegen das Entwicklungsalter aufgetragen. Die rautenformigen
Farbfelder veranschaulichen die regionenspezifischen Stadien der neuronalen Entwicklung. Signifikante Ande-
rungen des Expressionsniveaus zu den einzelnen Entwicklungszeitpunkten sind durch das Signifikanzniveau p
bezeichnet (*** = p<0,0001; ** = p<0,001) (Wirtz und Schuelke 2011).
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5.2 Herstellung einer ,,gefloxten‘‘ Ndufv1-Maus fiir einen gewebsspezifi-

schen konditionellen knockout

Die einzelnen Schritte zur Herstellung einer ,,gefloxten* NdufvI-Maus werden nachfolgend
genauer dargestellt (Abb. 5.13). Die experimentelle Vorgehensweise findet sich im Metho-
denteil dieser Arbeit. Abb. 5.14 zeigt die Klonierungsstrategie fiir einen gewebsspezifischen
konditionellen knockout des Ndufvi-Gens. Die Vektorkarte des generierten targeting vectors

findet sich im Anhang dieser Arbeit (Abb. A.1).

Klonierung der genomischen Ndufv1-Sequenz
(Vektor 170-1)

!

EinfGhrung der 1. loxP-Stelle 5° von Exon 5 des Ndufv1-Gens
(Ndufv1_ko Konstrukt 1)

!

Einflhrung der 2. loxP-Stelle 3' von Exon 5 des Ndufv1-Gens,
von zwei frt-Stellen und der Neomyzin-Selektionskassette
(Ndufvi_ko targeting vector)

!

in vitro Tests der Rekombinationsstellen

!

Linearisierung des targeting vectors,
Aufreinigung Uber Phenol-Chloroform-Extraktion

!

Elektroporation in ES-Zellen

!

Selektion positiver ES-Klone

!

Southern Blot zur Analyse homolog rekombinanter ES-Klone

!

Blastozysteninjektion homolog rekombinanter Klone
(Generierung von Chimaren)

!

Nachweis der Keimbahntransmission,
Genotypisierung der F;-Generation

!

Generierung und Charakterisierung homozygot mutanter Nachkommen

Abb. 5.13: Flussdiagramm zur Generierung einer ,,gefloxten* Ndufvi-Maus zum Zwecke eines konditio-
nellen gewebsspezifischen knockouts. Eine detaillierte Beschreibung der Vorgehensweise zur Erzeugung der
,.gefloxten* NdufvI-Maus findet sich im nachfolgenden Textabschnitt.
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5.2.1 Klonierung der genomischen NdufvI-DNA in einen Bluescript Vektor

Fiir die Erzeugung des Plasmids mit der genomischen Sequenz von Ndufvl, in die iiber re-
combineering die Neo-Selektionskassette und loxP-Stellen eingefiihrt werden sollten, wurde
der entsprechende A51.1 Klon restringiert und in den Vektor pCR-Script-AMP SK (+) (Strata-
gene, Amsterdam-Zuidoost, Niederlande) kloniert. Da die Klonierung von sehr groBen DNA-
Sequenzen problematisch ist, erfolgte die Herstellung in zwei Schritten. (1) Zum einen wurde
der A51.1 Klon mit dem Restriktionsenzym BamHI geschnitten und das Genfragment, wel-
ches die Exons 1-5 des NdufvI-Gens umfasst (linker Arm des Konstrukts), in pCR-Script-
AMP SK (+) subkloniert (Vektor 395, Abb. 5.15 A). (2) Des Weiteren wurde der A51.1 Klon
mit den Enzymen BamHI und EcoRV geschnitten und das entstandene Genfragment, welches
die Exons 6-10 des Ndufvi-Gens umfasst (rechter Arm des Konstrukts), ebenfalls in pCR-
Script-AMP SK (+) subkloniert (Vektor 396, Abb. 5.15 B). Beide Teilvektoren standen mir zu
Beginn meiner Arbeit zur Verfiigung.

Fiir die Klonierung des Vektors, der die gesamte genomische Sequenz des NdufvI-Gens ent-
hilt, wurde aus dem als Spenderplasmid fungierenden Vektor 395 das insert (linker Arm des
Konstrukts) mit BamHI ausgeschnitten und itiber Phenol-Chloroform-Extraktion aufgereinigt.
Der als Empfinger dienende Vektor 396 wurde mit BamHI linearisiert und anschlieBend mit
dem insert aus 395 ligiert, so dass ein Vektor entstand, der die gesamte genomische Sequenz
von Ndufvl (rechter und linker Arm) enthielt (Vektor 170-1, Abb. 5.15 C).

Da die Transformationseffizienz groBer Konstrukte meist sehr gering ist, musste eine grofle
Anzahl von Kolonien untersucht werden. Die Analyse erfolgte {iber Kolonie-
Filterhybridisierung mit radioaktiv markierten Sonden, die sowohl gegen das insert, als auch
gegen das Empfingerplasmid gerichtet waren. Nur bei Klonen, die gegeniiber beiden Sonden
ein Signal zeigten, ist das insert erfolgreich in das Empfangerplasmid inseriert worden
(Abb. 5.15 D, markierte Kolonien). Da die Klonierung iiber die Restriktionsschnittstelle
BamHI ungerichtet erfolgte, wurde die richtige Orientierung des inserts iiber PCR kontrolliert
(Abb. 5.15 E, Spur 2, 5-8, 12, 14, 15). Der generierte Vektor 170-1 diente als Ausgangskon-
strukt fiir die Herstellung des targeting vectors Ndufvl_ko.
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Abb. 5.14: Klonierungsstrategie zur Generierung einer ,,gefloxten‘‘ Ndufvi-Maus zum Zwecke eines kon-
ditionellen gewebsspezifischen knockouts. Schematisch dargestellt sind die Struktur des targeting vectors, des
Ndufvi-Wildtyp-Gens, sowie des Allels nach erfolgter homologer Rekombination mit dem targeting vector.
Exons sind als Rechtecke dargestellt, loxP- und frt-Stellen als Dreiecke. Der Selektionsmarker Neomyzin wird
durch die FLPe-Rekombinase entfernt. Das Exon 5 kann dann durch Verpaarung mit den entsprechenden ge-
websspezifisch Cre-exprimierenden Méusen z.B. im ZNS entfernt werden.
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Abb. 5.15: Klonierung der genomischen NdufvI-Sequenz. (A) Spenderplasmid 395. Das insert (linker Arm)
wurde aus dem Vektor 395 iiber eine BamHI-Schnittstelle entfernt und mit dem geschnittenen Vektor 396 li-
giert. In gelb dargestellt ist die genomische DNA-Sonde fiir die Kolonie-Filterhybridisierung. (B) Empfan-
gerplasmid 396 und cDNA-Sonde fiir die Kolonie-Filterhybridisierung (griin). (C) Vektor 170_1 mit der voll-
stindigen genomischen NdufvI-Sequenz und den Bindestellen fiir die Primer S1403 und S1404 zur Uberprii-
fung einer erfolgreichen Ligation iiber PCR. (D) Filterhybridisierung. In Falschfarben sind diejenigen Kolonien
dargestellt, die gegeniiber der insert-Sonde ein positives Signal zeigen (griin), sowie die Kolonien, die gegen-
iiber der Vektorsonde ein positives Signal zeigen (rot). Es wurden jeweils 250 ng Sonde eingesetzt. Nur diejeni-
gen Kolonien, die gegeniiber beiden Sonden ein Signal zeigen, enthalten die vollstindige NdufvI-Sequenz
(Uberlagerung, gelb). Die richtige Orientierung des inserts wurde mittels PCR untersucht. (E) PCR zur Uber-
priifung der insert-Orientierung. Es konnen nur Banden bei Klonen detektiert werden, bei denen das insert aus
dem Vektor 395 in der richtigen Orientierung eingebracht wurde. Mit den Primern S1403 und S1404 entsteht
dabei ein Produkt der Grof3e von 208 bp. 5 pl PCR-Produkt wurden in einem 1,5%igem Agarosegel aufgetrennt.
Spur 1: 3 pl 100 bp-DNA-Leiter; Spur 2-15: 170-1 PCR-Produkte; Wildtyp-DNA als Positivkontrolle (+); Leer-
wert (@)



Ergebnisse 80

5.2.2 Herstellung des Ndufvi_ko targeting Konstrukts

Fiir die Generierung des Ndufvl_ko targeting Konstrukts wurde 5’ von Exon 5 des Ndufvi-
Gens eine einzelne loxP-Stelle in den Vektor 170-1 eingefiihrt. Am 3’ Ende des Exons 5 wur-
de eine Neo-Selektionskassette, die von zwei frt-Stellen flankiert war, und eine zweite loxP-
Stelle eingefiihrt. Die Selektionskassetten, sowie die Erkennungssequenzen wurden von den
Plasmiden PL451 und PL452 bezogen. Die dazugehorigen Vektorkarten befinden sich im
Anhang (Abb. A.1).

5.2.3 Einfiihrung der ersten loxP-Stelle

Der erste Schritt bei der Konstruktion des fargeting vectors bestand in der Einfiihrung einer
loxP-Stelle 5 von Exon 5. Dies erfolgte iiber die Insertion einer ,gefloxten Neo-
Selektionskassette aus dem Plasmid PL452 {iber homologe Rekombination in den Vektor
170-1 und anschlieBender Entfernung der Neo-Kassette iiber Cre-Rekombinase, so dass eine

einzelne loxP-Erkennungssequenz an der Zielstelle iibrig blieb (Abb. 5.16).

Sall Notl
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1. loxP-Stelle

Abb. 5.16: Schematische Darstellung zur Einfiihrung der ersten loxP-Stelle. Die loxP-Stellen sind als griine
Dreiecke dargestellt, die Homologiebereiche zur Rekombination zwischen Selektionskassette 1 und dem Vektor
170-1 als schraffierte Boxen.
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Fiir die Generierung der Selektionskassette (Abb. 5.17) wurden ausgehend von der ES-DNA
der Zelllinie E14.1 aus dem Mausstamm 129/p20laHsd zur Ndufvi-Zielsequenz homologe
Arme iiber PCR-Amplifikation hergestellt, die eine Lange von 200-350 bp hatten. Der 5° Arm
wurde mit einer Sall- und einer EcoRI-Schnittstelle versehen, der 3° Arm mit einer Bg/II- und
einer NotI-Schnittstelle. Uber Restriktion und anschlieBende Ligation wurden die homologen
Arme in den Vektor PL452 derart eingefiihrt, dass sie die Neo-Selektionskassette mit den
loxP-Stellen flankierten (Mini targeting vector 1). Die Selektionskassette wurde mit Sall und
Notl aus dem Vektor PL452 ausgeschnitten, iiber Gelextraktion aufgereinigt und mit dem
Vektor 170-1 in zehnfachem Uberschuss in elektrokompetente E. coli SW106 Zellen ko-
elektroporiert, die zuvor durch 15-miniitiges Wachstum bei 42°C fiir die Rekombination in-

duziert wurden (Abb. 5.16).

Sal EcoRI BamHI Notl

A T

/ ‘ééﬂ'l"n-..__, Notl
San EcoRI

5 Arm 3' Arm

l Restriktion,
Ligation

Sal Notl

Mini targeting
vector 1

l Restriktion

Sall Noil

Selektions-
kassette 1

Abb. 5.17: Herstellung der Selektionskassette 1. Erlduterungen siehe Text. Die loxP-Stellen sind als griine
Dreiecke dargestellt, die zum Zielgen NdufvI homologen Arme als schraffierte Boxen.

Die Selektion der Klone, welche die Neo-Selektionskassette iiber homologe Rekombination
aufgenommen hatten, erfolgte iiber Kanamyzin-Resistenz. Positive Klone wurden tiber PCR
und nachfolgende Sequenzierung bestitigt und aus Griinden der Stabilitit in E. coli IM109
Zellen umtransformiert. Zur Exzision der Neo-Kassette wurde die DNA in elektrokompetente
E. coli SW106 Zellen transformiert, bei denen zuvor die Cre-Expression durch Wachstum in
Arabinose-haltigem Medium induziert worden war. Das resultierende Konstrukt enthielt die

erste loxP-Sequenz an der gewiinschten Stelle (NdufvI_ko Konstrukt 1, Abb. 5.16).
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5.2.4 Einfithrung der zweiten loxP-Stelle und der Neo-Selektionskassette

Die Einfiihrung der zweiten loxP-Stelle 3° von Exon 5 in das NdufvI_ko Konstrukt 1 erfolgte
iiber homologe Rekombination einer weiteren Neo-Selektionskassette aus dem Plasmid

PLA451, die zusitzlich von zwei frt-Stellen flankiert war und eine weitere loxP-Stelle aufwies.

(Abb. 5.18).

San Nofl
Selektions-
kassette 2
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bereich >< bereich
Ex4 Ex5 Ex6

Ndufvi_ko ::;:“:J_| nm: q_

Konstrukt 1

homologe
Rekombination
Ex4 Ex5 Ex6
Ndufvi_ko l ‘ - ﬂ ‘ I
targeting vector I_<}

Abb. 5.18: Schematische Darstellung zur Einfiihrung der zweiten loxP-Stelle. Die loxP-Stellen sind als
griine Dreiecke dargestellt, die frt-Stellen als gelbe Dreiecke und die Homologiebereiche zur Rekombination
zwischen Selektionskassette 2 und dem Ndufv1_ko Konstrukt als schraffierte Boxen.

Analog zur Einfithrung der ersten loxP-Stelle wurde ein zweiter Mini fargeting vector gene-
riert, der homologe Arme zur Ndufvi-Zielsequenz aufwies. Die Herstellung der Arme erfolgte
iiber PCR-Amplifikation, wobei der 5 Arm mit einer Sall- und einer HindIII-Schnittstelle
versehen wurde, der 3> Arm mit einer Bg/II- und einer Notl-Schnittstelle. Die Arme wurden in
den Vektor PL451 ligiert, die Kassette mit Sall und Notl ausgeschnitten und iiber Gelextrakti-
on aufgereinigt (Abb. 5.19). Die Einfiihrung der Kassette in das NdufvI_ko Konstrukt 1 er-
folgte iiber Koelektroporation in hitzeinduzierte E. coli SW106 Zellen und Selektion iiber
Kanamyzin. Im resultierenden Ndufv1_ko targeting vector ist somit das Exon 5 ,,gefloxt* und
enthilt eine Neo-Selektionskassette, die von zwei frt-Stellen flankiert ist. Dieser Vektor wur-

de fiir die Elektroporation in ES-Zellen eingesetzt.
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Abb. 5.19: Herstellung der Selektionskassette 2. Erlduterungen siehe Text. Die loxP-Stellen sind als griine
Dreiecke dargestellt, die frt-Stellen als gelbe Dreiecke und die homologen Arme als schraffierte Boxen.

5.2.5 Funktionelle Tests des Ndufvl_ko targeting Konstrukts in vitro

Die Flankierung der Neo-Kassette mit frt-Stellen erlaubt nach Selektion mit Kanamyzin die
Entfernung der Kassette iiber die FLPe-Rekombinase, ohne dass die loxP-Stellen zerstort
werden. Hierbei verbleiben beide loxP-Stellen und eine frt-Stelle im Genom (funktioneller
Test 1, Abb. 5.20). Die nachfolgende Exzision durch die Cre-Rekombinase entfernt das kom-
plette Exon 5 zwischen den loxP-Stellen, so dass nur eine einzige loxP-Stelle im Genom ver-
bleibt (funktioneller Test 2, Abb. 5.20). Da die Exzision sowohl durch die FLPe- als auch
durch die Cre-Rekombinase erst nach Rekombination in den Keimzellen, bzw. nur in be-
stimmten somatischen Zellen der Maus stattfindet, ist es notwendig, die Erkennungssequen-
zen vorher in vitro zu testen. Zum Test auf die Funktionalitdt der frt-Stellen wurde der
Ndufvl_ko targeting vector in E. coli SW105 Zellen elektroporiert, bei denen zuvor die
FLPe-Expression durch Wachstum in Arabinose-haltigem Medium induziert wurde. Zur Ana-
lyse wurden die Klone iiber PCR auf die richtige GroBe hin iiberpriift. Die Funktionalitét der
loxP-Stellen wurde durch Elektroporation in E. coli SW106 Zellen iiberpriift, bei denen die
Cre-Expression durch Wachstum in Arabinose-haltigem Medium induziert wurde. Die Analy-
se erfolgte ebenfalls iiber PCR. Nach Bestitigung der Funktionalitdt der Erkennungssequen-
zen wurde der Ndufvl_ko targeting vector kontrollsequenziert, fiir die Elektroporation in ES-

Zellen mit Notl linearisiert und iiber Phenol-Chloroform-Extraktion aufgereinigt.
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Abb. 5.20: Funktionelle Tests zur in vitro Uberpriifung der Funktionalitit von frt- und loxP-Stellen.
(A) Schematische Ubersicht. Dargestellt sind die Plasmide nach erfolgter Exzision der Neo-Selektionskassette
iiber FLPe-Rekombinase, wodurch zwei loxP-Stellen und eine frt-Stelle im Plasmid verbleiben (funktioneller
Test 1). Nach darauffolgender Exzision von Exon 5 iiber Cre-Rekombinase verbleibt eine singulire loxP-Stelle
im Plasmid (funktioneller Test 2). (B) PCR zur Uberpriifung der Funktionalitdt von frt- und loxP-Stellen. Funk-
tioneller Test 1 (Uberpriifung der frt-Stellen): Die PCR auf die NdufvI_ko targeting vector-DNA mit den Pri-
mern S1732 und S1733 ergibt bei erfolgreicher Exzision der Neo-Kassette eine Bande in Hohe von 896 bp.
Verbleibt die Neo-Kassette im Vektor, findet sich eine Bande von 2.688 bp. Spur 1: 3 ul 100 bp-DNA-Leiter;
Spur 2: 3 pl 1 kb-DNA-Leiter; Spur 3-8: 5 ul Ndufvl_ko targeting vector-DNA nach FLPe-Exzision; Spur 9:
5 ul Ndufvl_ko targeting vector-DNA als Negativkontrolle (N). Funktioneller Test 2 (Uberpriifung der loxP-
Stellen): Die PCR auf die Ndufvl_ko targeting vector-DNA mit den Primern S1733 und S1734 ergibt bei er-
folgreicher Exzision von Exon 5 eine Bande in Hohe von 886 bp. Verbleibt Exon 5 im Vektor, findet sich eine
Bande von 3.230 bp. Spur 1: 3 pul 100 bp-DNA-Leiter; Spur 2: 3 ul 1 kb-DNA-Leiter; Spur 3-8: 5 pl Ndufvi_ko
targeting vector-DNA nach Cre-Exzision; Spur 9: 5 ul Ndufvl_ko targeting vector DNA als Negativkontrolle
M.
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5.2.6 Elektroporation embryonaler Stammzellen und Selektion homolog rekombinan-

ter Klone

Die Einfithrung des targeting vectors in ES-Zellen erfolgte durch Elektroporation. Dabei
wurde fiir einige Millisekunden ein starker Strom durch die DNA-haltige Zellsuspension ge-
leitet, so dass sich die Oberfliche der Zellmembran verinderte und kleine reversible Poren
entstanden. Durch diese konnte der linearisierte Vektor in die Zellen eindringen.

Als embryonale Stammzellen wurde die ES-Zellline E14.1 verwendet, die aus der Mauslinie
129/p20laHsd isoliert wurde (prédpariert von Ralf Kithn, AG Carmen Birchmeier, MDC-
Berlin). Die positive Selektion rekombinanter Klone erfolgte durch Zellwachstum in G418-
haltigem Medium, in dem alle Zellen abstarben, denen eine durch die Selektionskassette ein-
gefiihrte Neomyzin-Resistenz fehlte.

500 Klone wurden isoliert, in 96-Loch-Mikrotiterplatten kultiviert und die DNA iiber die Me-
thode des Southern Blots auf eine erfolgreiche homologe Rekombination an der gewiinschten

Stelle hin untersucht.

5.2.7 Southern Blot Analyse homolog rekombinanter ES-Klone

Fiir die Southern Blot Analyse wurden mittels PCR jeweils eine Sonde fiir das 5’ und das
3’ Ende des homolog rekombinanten Konstrukts generiert (Abb. 5.21). Beide Sonden lagen
auferhalb des Konstrukts, nutzten aber interne Schnittstellen fiir die Analyse. Fiir die 5° Son-
de (Abb. 5.21 A) wurde eine EcoRV-Schnittstelle genutzt, die im Falle einer homologen Re-
kombination ein 9.923 bp groBles Fragment ergibt, fiir den Wildtyp ein 7.915 bp groBes Frag-
ment. Fiir die 3° Sonde (Abb. 5.21 B) wurde eine BamHI-Schnittstelle genutzt, die im Falle
einer homologen Rekombination ein 6.937 bp grofles Fragment ergibt, fiir den Wildtyp ein
5.027 bp groBles Fragment.
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Abb. 5.21: Schematische Darstellung zum Nachweis der homologen Rekombination mittels screening-
Sonden. (A) Die 5’screening-Sonde bindet 5° von Exon 1 und erkennt ein EcoRV-Fragment, was bei erfolgrei-
cher homologer Rekombination eine Grof3e von 9.923 bp aufweist. (B) Die 3’ screening-Sonde bindet 3° von
Exon 10 und erkennt ein BamHI-Fragment, was bei erfolgreicher homologer Rekombination eine Grofle von
6.937 bp aufweist.

Alle 500 geernteten ES-Klone wurden auf homologe Rekombination an der gewiinschten
Stelle hin zuerst mit der 3’ Sonde untersucht. 10 ug ES-DNA wurde im 30 pl-Reaktionsansatz
mit dem Enzym BamHI verdaut, gelelektrophoretisch aufgetrennt und auf eine Nylonmemb-
ran transferiert. Die Detektion erfolgte mit der [oc3 2P]—malrkierten 3’ Sonde. Da die homologe
Rekombination nur auf einem Allel erfolgt, zeigt sich im Southern Blot neben der Bande fiir
das verédnderte Allel (6.937 bp) auch eine Bande fiir den Wildtyp (5.027 bp). Drei Klone (S2,
S6, S12) zeigten das gewiinschte Bandenmuster (Abb. 5.22 A, Spur 3, 6, 8). Um das Ergebnis
zu verifizieren, wurden die Klone im Southern Blot zusitzlich mit der 5° Sonde untersucht.
Dazu wurde die genomische DNA in einem analogen Reaktionsansatz mit dem Enzym
EcoRV verdaut und nach Transfer auf eine Nylonmembran mit der [a32P]—markierten 5’ Son-
de hybridisiert. Neben der Wildtyp-Bande von 7.915 bp sollten positive Klone zusitzlich eine
Bande von 9.923 bp fiir das veridnderte Allel zeigen. Insgesamt konnten die drei Klone S2, S6,
S12 bestitigt werden, die das gewiinschte Bandenmuster zeigten (Abb. 5.22 B, Spur 3, 6, 8).
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Abb. 5.22: Nachweis der homologen Rekombination mittels Southern Blot. 10 ng restriktionsverdaute ge-
nomische ES-DNA wurde iiber ein 0,8%iges Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt und auf eine Nylon-
membran transferiert. (A) Detektion der spezifischen Fragmente tiber die [a32P]-markierte 3’ screening-Sonde.
Bei erfolgreicher homologer Rekombination tritt neben der Wildtyp-Bande (5.027 bp) eine Bande fiir das gene-
tisch verdnderte Allel in Hohe von 6.937 bp auf. Spur 1: 5 ul AHindlll-Marker; Spur 3, 6, 8: ES-Klone, bei
denen eine homologe Rekombination stattgefunden hat (Klone S2, S6 und S12); Spur 2, 4, 5, 7: Wildtyp-ES-
Klone. (B) Detektion der Fragmente iiber die [o’*P]-markierte 5 screening-Sonde. Bei erfolgreicher homologer
Rekombination tritt neben der Wildtyp-Bande (7.915 bp) eine Bande fiir das genetisch verénderte Allel in Hohe
von 9.923 bp auf. Spur 1: 5 ul AHindlll-Marker; Spur 3, 6, 8: ES-Klone, bei denen eine homologe Rekombina-
tion stattgefunden hat (Klone S2, S6 und S12); Spur 2, 4, 5, 7: Wildtyp-ES-Klone.

5.2.8 Generierung chimirer Miuse durch Blastozysteninjektion homolog rekombinan-
ter ES-Klone

Die homolog rekombinanten Klone S2, S6 und S12 aus der embryonalen Stammzelllinie

E14.1 wurden in Blastozysten der Mauslinie C57BL/6J injiziert. Pro Blastozyste wurden
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zwOlf ES-Zellen injiziert. 12-14 Blastozysten wurden jeweils in ein Ammentier transferiert.
Pro Klon wurden zwei bis drei Transfers durchgefiihrt. Es wurden elf Chimiren geboren, de-
ren Organismus zum Teil aus 129/p20laHsd-Stammzellen (agouti Fellfarbe), zum Teil aus
C57BL/6J-Stammzellen (schwarze Fellfarbe) hervorgegangen ist. Aus den Klonen S2 und S6
gingen jeweils drei Chiméren hervor, aus dem Klon S12 fiinf Tiere. Die Fellfarbenchiméren

(Abb. 5.23) wurden mit C57BL/6J-Méusen zwecks Keimbahntransmission weiterverpaart.

Abb. 5.23: Fellfarbenchimiire. Dargestellt ist eine chimdre Maus im Alter von sechs Wochen. Die Chiméren
wurden mit C57BL/6-Médusen verpaart, um eine Keimbahntransmission zu erreichen.

5.2.9 Nachweis der Keimbahntransmission: Genotypisierung der F{-Generation

Die homolog rekombinanten ES-Zellen, die zur Erzeugung der chimédren Miuse gefiihrt ha-
ben, konnen in deren Keimbahn iibergehen. Die in die ES-Zellen eingebrachte Mutation kann
so an die Nachkommen weitergegeben werden. Zur Analyse der Keimbahntransmission wur-
den sechs Wochen alte Chiméren mit C57BL/6J-Miusen verpaart. Anhand der Fellfarbe der
Nachkommen kann auf eine Keimbahnbeteiligung der injizierten ES-Zellen geschlossen wer-
den. Wenn sich die genetischen Hintergriinde der Mausstamme 129/p20laHsd und C57BL/6J
in den Nachkommen vereint haben, entstehen Jungtiere mit brauner Fellfarbe. Hat keine
Keimbahntransmission stattgefunden, haben die Nachkommen eine schwarze Fellfarbe. Die
braunen Jungtiere sollten im Verhiltnis 1:1 entweder Wildtyp oder fiir die targeting Neo-
Selektionskassette heterozygote Tiere sein. Zur Uberpriifung einer Keimbahntransmission

wurden die Jungtiere mittels Schwanzspitzenbiopsie und PCR genotypisiert. Heterozygote
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Nachkommen sollten in der PCR neben der Wildtyp-Bande von 478 bp eine Bande in Hohe
von 1.388 bp fiir das targeting Allel aufweisen (Abb.5.24). Eine Keimbahntransmission fand

nur bei Tieren statt, die aus dem ES-Klon S12 hervorgegangen sind.
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Abb. 5.24: Genotypisierung der F;-Generation auf erfolgte Keimbahntransmission. (A) 3-Primer-PCR mit
den Primern S2280, S2281, S2282. Primer S2280 und S2282 befinden sich aullerhalb der Selektionskassette,
Primer S2281 bindet im Neo-Resistenzgen. Bei Wildtyp-Tieren wird ein Fragment von 478 bp generiert, bei
heterozygoten F;-Tieren findet sich zusitzlich zur Bande des Wildtyp-Fragments eine Bande bei 1.388 bp.
(B) Gelelektrophoretische Auftrennung der PCR-Fragmente in einem 1%igem Agarosegel. Aufgetragen wurden
jeweils 5 ul PCR-Produkt. Spur 1: 3 pl 100 bp-DNA-Leiter; Spur 2, 3: heterozygoter Genotyp (+/-); Spur 4:
Wildtyp (WT); Spur 5: Wildtyp-Kontrolle (WT); Spur 6: ES-DNA als Positivkontrolle (+/-).

5.2.10 Entfernung der Neo-Selektionskassette: Genotypisierung der F,-Generation

Tiere, bei denen das rargeting Konstrukt in die Keimbahn eingebracht worden war, wurden
mit FLPe-deleter-Miusen verpaart. Diese exprimieren ubiquitdr die FLPe-Rekombinase, die
in den Nachkommen ab dem Entwicklungszeitpunkt E10.5 die Gensequenzen zwischen zwei
frt-Stellen entfernt (Rodriguez et al. 2000). In den fiir den NdufvI-knockout relevanten Nach-

kommen wurde die Neo-Selektionskassette auf diese Weise entfernt und verlieb nicht weiter
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im Genom. Zur Uberpriifung wurden die Jungtiere mittels Schwanzspitzenbiopsie und PCR
genotypisiert. Tiere, bei denen die Selektionskassette entfernt wurde, zeigten neben dem
Wildtyp-Allel (478 bp), eine Bande in Hohe von 594 bp. Dies entspricht dem Allel, bei wel-
chem die Neo-Kassette zusammen mit einer frt-Stelle entfernt wurde. Zusitzlich lieferte die
PCR eine dritte Bande in Hohe von 1.388 bp, welche dem vollstindigen fargeting Konstrukt
(Neo-Selektionskassette mit zwei frt- und zwei loxP-Stellen) entspricht (Abb. 5.25). Diese
Mosaikstruktur ldsst sich dadurch erkldren, dass die Expression der FLPe-Rekombinase erst
um den Embryonaltag E6-E10 angeschaltet wird und deshalb nicht in allen Korperzellen die
Neo-Selektionskassette entfernt wurde. Das Exon 5 kann dann nachfolgend durch Verpaarung

mit Médusen, welche die Cre-Rekombinase gewebsspezifisch exprimieren, entfernt werden.

Ex5 Ex6
. . Wildtyp-Allel
o -
52280 s228p
478 bp
Ex5 Ex6
— — - ——— — M
L Selektionskassette
'“ A— —
152280 S2281 S2282
b 1.388 bp >
Ex5 Ex6
’ l P~ ’ l Allel ohne Neo-
— v Selektionskassette nach FLPe-
| _ Rekombination
52280 S2282 |
A ) 594 bp "

2072—
1500— - ; i -
800— = - e
600— el e e T
400— - -

o+ +/- WT  +/-

B

Abb. 5.25: Genotypisierung der F,-Generation nach erfolgter Entfernung der Neo-Selektionskassette.
(A) 3-Primer-PCR mit den Primern S2280, S2281, S2282. Primer S2280 und S2282 befinden sich auflerhalb der
Selektionskassette, Primer S2281 bindet im Neo-Resistenzgen. Bei Wildtyp-Tieren wird ein Fragment von
478 bp generiert, bei heterozygoten F,-Tieren, bei denen die Neo-Selektionskassette mitsamt einer frt-Stelle
entfernt wurde, entsteht eine Bande bei 594 bp. Die Bande bei 1.388 bp reprisentiert das komplette targeting
Konstrukt. (B) Gelelektrophoretische Auftrennung der PCR-Fragmente in einem 1%igem Agarosegel. Aufge-
tragen wurden jeweils 5 ul PCR-Produkt. Spur 1: 3 pl 100 bp-DNA-Leiter; Spur 2, 6: heterozygoter F,-Genotyp
(+/-); Spur 3-5, 7-9: Wildtyp; Spur 10: Wildtyp-Kontrolle (WT); Spur 11: Positivkontrolle fiir das gesamte
targeting Konstrukt (+/-).
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6 Diskussion

6.1 Untersuchung der Expression nukleirer Komplex I-Gene in unter-
schiedlichen Hirnregionen der Maus

In meiner Promotionsarbeit habe ich die entwicklungsspezifische Expression der 33 kernko-
dierten Untereinheiten des mitochondrialen Komplexes I im Gehirn der Maus mittels in situ
Hybridisierung untersucht und beschrieben. Das Expressionsniveau der Komplex I-
Untereinheiten erfahrt im Verlauf der Entwicklung in Abhingigkeit von der untersuchten
Hirnregion starke Verdnderungen. Die neuronale Entwicklung im Gehirn durchlduft mehrere
Stadien: (1) Neurogenese, (2) neuronale Differenzierung und Migration, (3) Synaptogenese
und (4) Reifung. Der Zeitablauf der einzelnen Stadien ist dabei zwischen den einzelnen Hirn-
regionen sehr unterschiedlich (Finlay und Darlington 1995). Um diese wichtigen Stationen
der neuronalen Entwicklung abzudecken, hatte ich fiir meine Untersuchungen die Zeitpunkte

El11.5, E17.5, P1, P11, P28 und adult (zwo6lf Wochen) gewihlt.

6.1.1 Quantifizierung der ISH-Signale

Die nicht-radioaktive in situ Hybridisierung ist eine leistungsfihige Methode zur Bestimmung
unterschiedlicher Expressionsniveaus von mRNAs (Larsson ef al. 1991; Larsson und Hou-
gaard 1993). Im Gegensatz zu mRNA-array Analysen sind ISH-Signale bekanntermalen
schwierig zu quantifizieren, da eine Reihe von Storfaktoren die Signalstirke negativ beein-
flussen konnen (Kimura et al. 2004). Andererseits bietet die ISH den groflen Vorteil, die Gen-
expression auf zelluldrer Ebene zu beurteilen. Ein Problem bei der Quantifizierung der ISH-
Signale ist die Nicht-Linearitit zwischen Signalstirke und mRNA-Konzentration. Larsson
und Hougaard (1994) haben sich eingehend mit dieser Problematik beschiftigt. Dazu haben
sie Oligonukleotide auf Aminoalkylsilan-beschichteten Glasobjektrigern immobilisiert und
mit Hilfe dieses ,,idealen‘ Modellsystems ein annidhernd logarithmisches Verhiltnis zwischen
der optischen Dichte der Sonde und der zu bestimmenden Oligonukleotidkonzentration im
Bereich von zwei bis drei GréBenordnungen gefunden (Larsson und Hougaard 1994). Ein
weiterer Punkt, der bei der Quantifizierung der ISH-Signale beriicksichtigt werden muss, ist
die unterschiedliche zelluldre Packungsdichte in den einzelnen Hirnregionen, die in der adul-
ten Maus zwischen 0,381 relativen Einheiten (Kleinhirn, Stratum moleculare) und 4,453 rela-

tiven Einheiten (Hippokampus, Gyrus dentatus) variiert. Aus diesem Grund habe ich die An-
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zahl der DAPI-markierten Zellkerne in jeder ROI bestimmt und deren ISH-Signalintensitit
durch die nukledre Packungsdichte dividiert. Alle korrigierten Signalintensititen eines Gewe-
beschnittes wurden Z-transformiert, um dem Problem der Nicht-Linearitit und einer fehlen-
den Normalverteilung gerecht zu werden, was es mir letztlich erméglichte, die verschiedenen
Hirnregionen auf einem Schnitt miteinander zu vergleichen. Eine Alternative zur kernbezoge-
nen Standardisierung beschreiben Tsukasaki ef al. (2000). Hierbei wird das Verhiltnis spezi-
fischer mRNA-Kopien zur 28S rRNA bestimmt. 28S rRNA ist ubiquitidr in allen Zellen
exprimiert und ihre Anzahl variiert zwischen den verschiedenen Zellen recht wenig
(de Leeuw et al. 1989). Die 28S rRNA-Menge dient somit als interner Marker fiir die Menge
an zu detektierender mRNA. Man darf jedoch nicht auBBer Acht lassen, dass ISH-Signale nur
relative Anderungen in den mRNA-Kopienzahlen widerspiegeln und daher nur eine relative
Beurteilung der Signalstirke in jedem Schnitt erlauben (Kimura et al. 2004). Meine Studie ist
daher nicht geeignet, eine Gesamtzunahme der mitochondrialen Genexpression nach der Ge-
burt nachzuweisen, wie sie bereits von anderen Wissenschaftlern beschrieben wurde (Izquier-
do et al. 1990; Kim et al. 1995; Minai et al. 2008). Die Stirke der von mir verwendeten Me-
thode besteht aber darin, bestimmte relative hotspots der Genexpression wihrend der Emb-
ryogenese nachzuweisen. Auflerdem sollte man bei der Interpretation von Expressionsstudien
die Tatsache beriicksichtigen, dass die mRNA-Konzentrationen nicht zwangsldufig mit den
Proteinkonzentrationen korrelieren miissen, welche oftmals den physiologischen Zellstatus

besser widerspiegeln (Zhang et al. 2002).

6.1.2 Komplex I-Genexpression im Hippokampus

Die Neurone des Hippokampus proliferieren préinatal, gefolgt von Wachstum und Differen-
zierung in der neonatalen Phase, sowie gesteigerter Synaptogenese in der ersten postnatalen
Woche. In der zweiten postnatalen Woche werden erste synaptische Verbindungen gebildet.
Die dritte postnatale Woche ist gekennzeichnet durch gesteigerte synaptische Aktivitit. Am
Ende des ersten Lebensmonats findet eine weitere Reifung der Neuronen statt (Isaacson und
Pribram 1975; Pokorny und Yamamoto, 1981a, 1981b; Jacobson 1991; Mody et al. 2002).
Die Differenzierung der hippokampalen Neuronen ist dabei durch Anderungen der Gen-
expression charakterisiert. In meiner Arbeit habe ich die unterschiedlichen Expressionsmuster
und -dynamiken im Hippokampus zwischen (1) den Cornu ammonis (CA) Regionen und
(2) dem Gyrus dentatus beschrieben. Unterschiedliche Expressionsniveaus in den hippokam-

palen Subregionen sind durchaus zu erwarten, da zwischen den einzelnen Regionen anatomi-
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sche, zytoarchitektonische und neurochemische Unterschiede bestehen (Tole er al. 1997;
Grove und Tole 1999).

Die hohe Expressionsintensitit in der CA3 Region, besonders um den postnatalen Tag P11
herum, konnte den erhohten Energiebedarf der Pyramidenneuronen aus der CA3 Region, den
grofiten Neuronen im Hippokampus mit ihren zahlreichen synaptischen Kontakten, im Ver-
gleich zu den wesentlich kleineren Neuronen der anderen Subregionen erkldren (Zhao et al.
2001; Lein et al. 2004). Interessanterweise geht auch in adulten Miusen eine Ubungs-
induzierte Entstehung von Synapsen der dendritischen spines im Stratum radiatum der CA1
Region mit einer Hochregulation der Mitochondrienanzahl und oxidativen Kapazitit in diesen
Neuronen einher (Dietrich et al. 2008). Ubereinstimmende Beobachtungen wurden von Lein
et al. (2004) gemacht, die mittels mRNA-Expressionsstudien und high-throughput in situ
Hybridisierung zeigen konnten, dass sechs von sieben exemplarisch ausgewéhlte Gene, die
am hippokampalen Energiemetabolismus beteiligt sind, hauptsidchlich in der CA3 Region
angereichert sind. Dariiber hinaus zeigten genomweite mRNA-Expressionsstudien im sich
entwickelnden Hippokampus eine erhohte Expression von Genen, die an der Glykolyse, dem
oxidativen Metabolismus und der Fettsdure-Synthese beteiligt sind. Darunter befinden sich
auch die Komplex I-Untereinheiten Ndufb2 und Ndufs2, deren Expressionsmuster mit demje-
nigen von Proteinen, die eine Rolle bei der synaptischen Funktion, Signaltransduktion und
Ionenkanal-Aktivititen spielen, korreliert (Mody et al. 2001). Einige Komplex I-
Untereinheiten, die fiir den reinen Elektronen- und Wasserstoffionentransport entbehrlich
scheinen (Janssen et al. 2006), konnten somit eine funktionelle Verbindung zu anderen Ener-
gie-erzeugenden Stoffwechselwegen liefern. Ndufabl beispielsweise ist mit den Acyl-Carrier-
Proteinen eng verwandt und kann so eine Verkniipfung zwischen der Atmungskette und der
de novo Fettsaure-Synthese herstellen (Cronan er al. 2005). Die distale CA3 Region weist ein
weiteres frithes Expressionsmaximum um den Embryonaltag E17.5 auf, welches mit einer
Phase aktiver neuronaler Proliferation einhergeht (Isaacson und Pribram 1975; Pokorny und
Yamamoto 1981a, 1981b; Jacobson 1991; Mody et al. 2001). Damit scheint sich die distale
CA3 Region hinsichtlich ihrer Entwicklungsdynamik und ihres Energiemetabolismus von den
anderen Subregionen des Cornu ammonis abzugrenzen.

Das mRNA-Expressionsmuster der Komplex I-Untereinheiten im Gyrus dentatus ist gleich-
miBig, abgesehen von einem leichten Abfall der Expressionsintensititen um den postnatalen
Tag P11, der bis zur adulten Phase anhilt. Die Unterschiede zu den CA Regionen konnten
sich dadurch erklédren lassen, dass beide Regionen unterschiedliche Neuronentypen ausbilden,

die ihrerseits eine unterschiedliche Entwicklungsdynamik aufweisen. Wihrend das Ammons-
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horn hauptsichlich aus exzitatorischen Pyramidenneuronen besteht, finden sich im Gyrus
dentatus Kornerzellen (Lorente de No 1934; Lein et al. 2004), welche zeitlebens in geringem
Male neue Neuronen bilden konnen (Altman und Das 1965; Kempermann et al. 1997; Zhao
et al. 2001). Aus diesem Grund gibt es vermutlich kein Expressionsmaximum, welches auf
eine Phase besonders starker Neurogenese beschrinkt ist (Altman und Das 1965; Zhao et
al. 2001).

Den Expressionsabfall um den postnatalen Tag P11 konnte man durch die besondere Mor-
phogenese des Gyrus dentatus erklaren (Li und Pleasure 2005). Neurogenese und Neuronen-
migration erfolgen in zwei Schritten. Wahrend der ersten Migrationswelle (E14.5-P5) wan-
dern erste mitotische und postmitotische Zellen in die Anlage des Gyrus dentatus ein und dif-
ferenzieren zu reifen Kornerzellen. Wihrend der zweiten Migrationswelle wandern die Neu-
ronen auch in die Hilus Region und bilden eine sogenannte sekundire neurogene Nische. Die-
se wird spétestens bis zum postnatalen Tag P10 reorganisiert, wodurch sich die Lage der Pro-
genitorzellen aus der Hilus Region in die Subgranularschicht verschiebt, in der die Prolifera-
tion undifferenzierter Vorlduferzellen erhalten bleibt (Li und Pleasure 2005). Hier findet dann

bis in die adulte Phase hinein in geringem Maf3e weiterhin Neurogenese statt.

6.1.2.1 Die Stirke der Komplex I-Genexpression im Hippokampus korreliert mit der

power der Gamma-OsZzillationen

Gamma-Oszillationen sind schnelle, neuronale Netzwerk-Oszillationen in einem Frequenzbe-
reich zwischen 30 und 90 Hz, die der Synchronisation rdumlich getrennter neuronaler Netz-
werke dienen. Sie wirken damit als temporale Matrix fiir komplexe Gehirnfunktionen wie
Schmerzwahrnehmung, Gedéchtnisbildung und kognitive Funktionen (Buzsaki und Draguhn
2004; Uhlhaas et al. 2008). Im Hippokampus entstehen Gamma-Oszillationen durch Aktions-
potentiale, ausgeldst durch das genaue Zusammenspiel von exzitatorischen, glutamatergen
Pyramidenneuronen und inhibitorischen GABAergen Interneuronen (Hajos et al. 2004; Glo-
veli et al. 2005; Bartos et al. 2007). Na*/K* ATPasen sind notwendig, um den Ionengradien-
ten wieder aufzubauen und somit die Erregbarkeit aufrechtzuerhalten (Attwell und
Iadecola 2002). Dieser Prozess benotigt ATP, das durch mitochondriale Atmungskettenenzy-
me bereitgestellt wird. Interessanterweise sind Gamma-Oszillationen hochst sensitiv gegen-
iiber dem hochspezifischen Komplex I-Inhibitor Rotenon. In Zusammenarbeit mit der Ar-
beitsgruppe Kann (Institut fiir Neurophysiologie, Charité Berlin) untersuchten wir im Rahmen

eines gemeinsamen SFB 665 Projekts (A6) diesen Zusammenhang eingehender und konnten
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eine Assoziation persistierender Gamma-Oszillationen mit einer erhohten Komplex I-
Expression nachweisen. Die Expressionsstirke der Komplex I-Untereinheiten im adulten
Hippokampus entsprach dabei exakt der oOrtlichen Verteilung der power der Gamma-
Oszillationen, die im Hippokampus vier Wochen alter Miuse gemessen wurden: Die hochste
power fand sich im distalen Teil der CA3 Region, gefolgt vom proximalen Teil und der CA1
Region. Die Verteilung in den einzelnen Subregionen reflektiert vermutlich Unterschiede in
der Spontanaktivitit und damit verbunden im Energiebedarf (Kann er al. 2011a, 2011b). Die
besonders hohe Genexpression in der CA3 Region kann daher fiir eine schnelle neuronale
Netzwerk-Aktivitit relevant sein. Gamma-Oszillationen scheinen sich demnach vornehmlich

in der CA3 Region zu finden und nach CA1 auszubreiten (Fishan er al. 1998).

6.1.3 Komplex I-Genexpression im Kleinhirn

Die Kleinhirnentwicklung der Maus beginnt mit der Neurogenese der Purkinjezellen um den
Embryonaltag E10.5, deren Proliferation kurz nach der Geburt endet. Postnatal finden weite-
res Wachstum, Synapsenbildung und Reifung statt. Der zweite vorherrschende Zelltyp im
Kleinhirn sind die Kornerzellen. Thr Proliferationsmaximum wird in der ersten postnatalen
Woche verzeichnet, Zellmigration und Elongation schlielen sich in der darauffolgenden Wo-
che an. Die dritte postnatale Woche ist durch Synapsenbildung gekennzeichnet, gefolgt von
weiteren Reifungsprozessen (Altman 1972a, 1972b, 1972c; Goldowitz und Hamre 1998). In
meiner Studie habe ich stark abweichende Expressionsniveaus in den einzelnen Kleinhirn-
schichten und unterschiedliche Expressionsdynamiken zwischen Purkinje- und Kérnerzellen
gefunden.

In den Purkinjezellen zeigen nahezu alle Komplex I-Untereinheiten einen starken Anstieg der
Expressionsintensitidten um den postnatalen Tag P28 herum. Wie in den CA1 und CA3 Regi-
onen auch fillt das Maximum der Komplex I-Genexpression mit einer Phase intensiver
Synaptogenese und synaptischer Plastizitét in der zweiten und dritten postnatalen Woche zu-
sammen. Diese Schlussfolgerung wird zum einen durch life cell imaging Experimente ge-
stiitzt, welche die Bedeutung von Mitochondrien in den dendritischen spines fiir die synapti-
sche Plastizitit hervorheben (Li ef al. 2004). Weitere Hinweise bieten Genexpressionsstudien
wihrend der Entwicklung des gesamten Kleinhirns, bei denen eine erhohte Expression von
Genen gefunden wurde, die fiir die synaptische Aktivitidt und Plastizitit unentbehrlich sind
(Lim et al. 2004). Im Gegensatz zu Expressionsstudien am gesamten Kleinhirn bietet die ISH

die Moglichkeit, Unterschiede in der Expression auf zelluldrer Ebene zu bestimmen. Hier
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konnte ich einen beachtlichen Unterschied zwischen Purkinje- und Kornerzellen feststellen.
Die Purkinjezellen besitzen aufgrund ihres weitverzweigten Dendritenbaumes eine au3eror-
dentlich groBe Anzahl synaptischer Verbindungen, welche einen verhdltnisméfig hohen
Energiebedarf fiir die Bildung exzitatorischer und inhibitorischer Synapsen und fiir die nach-
folgende Aufrechterhaltung ihrer Ionengradienten haben. Ein hoher Energiebedarf fiir die
Funktionalitit der Mitochondrien geht konform mit einer hohen Spontanaktivitit dieser Zellen
(Womack und Khodakhah 2002). Die Bedeutung der mitochondrialen Funktion fiir die Ent-
wicklung der Purkinjezellen zeigt sich auch in der pcd (Purkinje cell degeneration)-Maus, die
eine Mutation im Gen der mitochondrialen Zink-Carboxypeptidase Nnal trigt. Homozygote
Mutanten verlieren >99% ihrer Purkinjezellen zwischen den postnatalen Tagen P15 und P35
(Mullen et al. 1976). Dieser zeitliche Ablauf entspricht exakt der Hochregulation der Kom-
plex I-Gentranskripte wéahrend der postnatalen Entwicklung (Abb. 5.10).

6.1.4 Komplex I-Genexpression im zerebralen Kortex

Die prinatale Phase der kortikalen Entwicklung der Maus ist gekennzeichnet durch Neuroge-
nese, Proliferations- und Differenzierungsprozesse, sowie Neuronenmigration. Die postnatale
Phase ist geprdgt durch Axon- und Dendritenwachstum, sowie Synaptogenese und Reifung
(Semeralul et al. 2006). In der vierten postnatalen Woche hat der Kortex schlieBlich sein adul-
tes Profil erreicht (Semeralul er al. 2006; Han er al. 2009). In meiner Studie habe ich die
hochsten Expressionsintensitidten zu Beginn der kortikalen Entwicklung um den Embryonal-
tag E11.5 herum gefunden, was in eine Zeit intensiver Neurogenese féllt und dann wiederum
spiter beim Ubergang in den adulten Zustand (Abb. 5.11). Die Komplex I-Genexpression in
den kortikalen Regionen ist signifikant niedriger als in den CA1 und CA3 Regionen des Hip-
pokampus und der Purkinjezellschicht des Kleinhirns, was einen kontinuierlicheren und eher

verldangerten Verlauf der synaptischen Reifung und Plastizitdt vermuten 14sst.

6.1.5 Komplex I-Genexpression im Mesenzephalon

Das Mesenzephalon und der Hirnstamm sind diejenigen Strukturen, die beim Leigh Syndrom
und anderen mitochondrialen Erkrankungen am héaufigsten und stédrksten betroffen sind
(Leigh 1951). Die zentralen Strukturen dieser Hirngebiete sind die mesenzephalen
dopaminergen (mDA) Neurone der Substantia nigra, die selektiv bei der Parkinsonschen

Krankheit degeneriert sind, und die mDA Neurone der Nuclei ruber, pontinus und olivaris,
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welche héaufig beim MELAS oder Leigh Syndrom betroffen sind (Onishi e al. 1998; Devi et
al. 2008). Die Entwicklung des murinen Mesenzephalons und des Hirnstammes beginnt um
den Embryonaltag E8.5 herum mit der Bildung von mDA Vorlduferneuronen. Es schlielen
sich Spezifizierung, frithe Differenzierung und Migration der Neurone an (E10.5-E12.5). Die
spiate Entwicklungsphase (E12.5-E14) ist gekennzeichnet durch endgiiltige Differenzierung,
Synaptogenese und Reifungsprozesse (Prakash und Wurst 2006; Yin et al. 2009). Eine beson-
ders hohe Komplex I-Genexpression habe ich zwischen dem Embryonaltag E17.5 und der
Geburt beobachten konnen. Danach fillt das Expressionsniveau ab und erfidhrt bis zur adulten
Phase keine grofleren Schwankungen. Gestiitzt werden meine Beobachtungen durch mehrere
genomweite Genexpressionsstudien, die erhohte Expressionsintensititen ebenfalls zumeist
pranatal detektieren konnten (Greco et al. 2009; Yin et al. 2009).

ErwiesenermaBen schidigen Komplex I-Inhibitoren wie Rotenon oder MPP* selektiv mDA
Neurone und fiithren zur Parkinsonschen Krankheit (Singer et al. 1993). Der resultierende
Riickgang an Dopamin beruht dabei vermutlich auf einer energieabhingigen Storung in den
prasynaptischen Endigungen der mDA Neurone und ihrer Dendriten (Alam und
Schmidt 2002; Cannon et al. 2009). Diese Hypothese wird durch Forschungsergebnisse ge-
stiitzt, die nach Gabe von Komplex I-Inhibitoren eine Hochregulation von Genen nachwiesen,
welche an der oxidativen Phosphorylierung und der Glykolyse beteiligt sind. Vermutlich ant-
worten mDA Neurone auf eine Rotenonzugabe mit einer Expressionserhohung als Kompensa-
tionsmechanismus ihres Energiemetabolismus (Greene et al. 2010). Diese selektive Sensitivi-
tat der Neuronen des Mesenzephalons und des Hirnstammes gegeniiber einer Komplex I-
Inhibition konnte das erhohte Vorkommen des Leigh Syndroms bei Patienten mit einer gene-

tischen Komplex I-Defizienz erkldaren (Rahman et al. 1996).

6.1.6 Schlussfolgerung

Entgegen meiner Ausgangshypothese, dass eine generell hohe Komplex I-Expression vor al-
lem in denjenigen Hirnstrukturen auftritt, die beim Leigh Syndrom hauptséachlich betroffen
sind, trifft dies nur fiir das Mesenzephalon zu. Die Expressionsintensitidten im Striatum und
den Basalganglien lagen nur im Durchschnitt und blieben im Entwicklungsverlauf relativ
konstant, so dass die Expressionsunterschiede keine allgemeine Erkldrung fiir die aulleror-
dentliche Anfilligkeit dieser Strukturen gegeniiber mitochondrialer Defekte liefern konnten.
Beziiglich des Entwicklungsverlaufs und der relativen Intensititen der Komplex I-

Genexpression habe ich sehr unterschiedliche Expressionsmuster im sich entwickelnden mu-
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rinen Gehirn gefunden. Hohe durchschnittliche Komplex I-Genexpressionsniveaus wurden
dabei in Phasen intensiver Neurogenese beobachtet (Finlay und Darlington 1995). Ein weite-
res Expressionsmaximum wurde in den Purkinjezellen des Kleinhirns und den hippokampalen
CA1 und CA3 Regionen wihrend der Synaptogenese und Reifung gefunden, was die Tatsa-
che verdeutlicht, dass 81% des zerebralen Energieverbrauchs auf Aktionspotentialen und
postsynaptischen Effekten des Neurotransmitters Glutamat beruhen (Attwell und Laugh-
lin 2011). Allerdings sind weitere Studien notig, um die Funktion des mitochondrialen Kom-
plexes I auf die Gehirnentwicklung und Funktionalitit, besonders im Striatum und den Basal-

ganglien, aufzukléren.

6.2 Herstellung einer ,,gefloxten‘‘ Ndufvi-Maus fiir einen gewebsspezifi-
schen konditionellen knockout

Ein weiteres Ziel meiner Promotionsarbeit war die Generierung einer ,,gefloxten* Ndufvi-
Maus, die fiir einen gewebsspezifischen konditionellen knockout eingesetzt werden soll. Hier-
zu habe ich das Exon 5 des Ndufvi-Gens mit zwei loxP-Stellen flankiert. Die Exzision des
Exons 5 des Ndufvi-Gens kann nun nachfolgend mittels gewebsspezifischer Cre-
Rekombinase erfolgen, was einen konditionellen knockout nach sich zieht, der sich nur in

einem bestimmten Gewebe manifestiert.

6.2.1 Konditioneller knockout fiir eine gewebsspezifische Geninaktivierung

Der konditionelle knockout hat gegeniiber dem konventionellen knockout den Vorteil, dass die
gewiinschte Geninaktivierung gewebsspezifisch erfolgt. Dies ist besonders dann wichtig,
wenn die auf konventionellem Wege hergestellte knockout-Maus aufgrund einer in allen Ge-
weben auftretenden kompletten Geninaktivierung nicht lebensfidhig ist. Vorversuche unserer
Arbeitsgruppe haben gezeigt, dass die Einfithrung einer homozygoten Punktmutation in das
Ndufv1-Gen, welches beim Menschen einen klinisch auffilligen, aber durchaus lebensfahigen
Phénotyp aufweist, bei der Maus letal verlduft (Brinckmann 2011). Die fiir die Ndufvi-
Mutation homozygoten Embryonen wurden bereits am Embryonaltag E9 resorbiert. Aufgrund
dieses Ergebnisses habe ich mich entschieden, eine ,,gefloxte* Maus zu generieren, bei der
durch Exzision des Exons 5 des NdufvI-Gens dieses konditionell im ZNS, bzw. im Skelett-
muskel ausgeschaltet werden kann, um so eine Moglichkeit zu erhalten, den Funktionsausfall

des Gens dennoch im Tiermodell untersuchen zu konnen. Fiir eine ZNS-spezifische Entfer-



Diskussion 99

nung des Exons 5 wiirden Méuse, bei denen zuvor die in die Keimzellen eingebrachte Neo-
Selektionskassette entfernt wurde, mit Tieren verpaart werden, welche die Cre-Rekombinase
in den Neuronen des GroBhirns und des Hippokampus unter dem Promotor des Nex-Gens
exprimieren. Diese kann in den Tieren der F3-Generation die Gensequenzen zwischen zwei
loxP-Stellen entfernen, wodurch das Exon 5 des Ndufvi-Gens eliminiert wird (Goebbels et
al. 2006). Alternativ konnte man das Exon 5 des NdufvI-Gens auch spezifisch im Skelett-
muskel entfernen. Dazu wiirde man Méiuse einsetzen, welche die Cre-Rekombinase im Mus-
kel unter dem Promotor des Myf5-Gens exprimieren. Ein weiterer Vorteil des konditionellen
knockouts besteht neben dem gezielten Ausschalten in einem bestimmten Gewebe oder in
einem bestimmten Zelltyp auch darin, dass man den Zeitpunkt in der Entwicklung, zu dem
das Gen ausgeschaltet werden soll, durch Wahl eines geeigneten Promotors, unter dem die
Cre-Rekombinase exprimiert wird, bestimmen kann (Hayashi und McMahon 2002). Neben all
den positiven Aspekten, die ein konditioneller knockout aufweist, muss man aber auch fest-
stellen, dass diese Art der Geninaktivierung gegeniiber dem konventionellen Verfahren mit
einem deutlich hoheren Zeit-, Zucht- und Arbeitsaufwand verbunden ist. Eine weitere
Schwierigkeit besteht darin, dass der Promotor, unter welchem die Cre-Rekombinase expri-
miert wird, meist nicht zu 100% fiir das entsprechende Zielgewebe spezifisch ist und es dem-
nach auch in anderen Geweben zu Effekten kommen kann (off-target Effekte) oder die
Geninaktivierung im Zielgewebe nicht vollstindig ist und man eine gewisse Restaktivitit
(hypomorphe Phinotypen) nachweisen kann (Hirasawa ef al. 2001). Auflerdem konnen Mosa-

ikstrukturen aus Zellen auftreten, die teils Wildtyp sind und teils den Gendefekt aufweisen.

6.2.2 Auswirkungen eines Ndufvl-knockouts
Das Ndufvi-Gen kodiert fiir die NADH-H"-bindende Untereinheit des Komplexes I und ist

somit das ,,Eingangstor* zur mitochondrialen Atmungskette. Ein Defekt dieses Gens manifes-
tiert sich bei Patienten in Form einer zystischer Leukodystrophie oder einem Leigh Syndrom
(Schuelke et al. 1999, 2001; Benit ef al. 2001). Durch das Ausschalten des Exons 5 im Maus-
modell wird die FMN-Bindestelle des Proteins vollstindig entfernt und das Leseraster ver-
schiebt sich, da die Anzahl der in Exon 5 vorhandenen Nukleotide mit 190 bp kein Vielfaches
von drei ist. Daher kann man in Folge eines knockouts des Exons 5 von einem vollstindigen
Funktionsverlust der Ndufv1-Untereinheit ausgehen.

Mit allen Vorbehalten beziiglich einer Parallelisierung der Phinotypen des Menschen und der

Maus gehen wir davon aus, dass die Maus wahrscheinlich eine dhnliche Symptomatik des
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Gendefekts aufweist. Diese umfasst eine wahrscheinliche Degeneration der Basalganglien
und der Substantia alba, sowie schwere Epilepsie und eventuelle zerebrale Anfille
(Leigh 1951; Tsuji et al. 2003). Bei der muskelspezifischen Mausvariante erwarten wir eine
generalisierte Muskelschwiche und eine Kardiomyopathie. Den phénotypischen Auswirkun-
gen liegt dabei eine Minderung der Enzymaktivitit des Atmungskettenkomplexes I zugrunde
(Rahman et al. 1996). Einen knockout-Phianotyp kann man sehr wahrscheinlich erst im homo-
zygot deletierten Tier sehen, da sowohl in der Maus als auch beim Menschen heterozygot
mutierte Individuen vollstindig normal sind (klinische Daten der Arbeitsgruppe Schiilke,
NeuroCure Clinical Research Center, Charité Berlin). Es ist anzunehmen, dass eine Gendosis
von 50% zur Kompensation des Gendefekts ausreicht. Unklar ist bisher, bis auf welche Akti-
vitdten die normale Funktion des Komplexes I reduziert werden muss, bis klinische Sympto-
me in Erscheinung treten. Polarographische Untersuchungen der oxidativen Phosphorylierung
erlauben die Untersuchung des Einflusses jedes einzelnen Komplexes der mitochondrialen
Atmungskette auf die Gesamtaktivitidt der oxidativen Phosphorylierung (Villani und Attardi
1997; Villani et al. 1998). Demnach hat der Defekt eines einzelnen Atmungskettenkomplexes
erst dann einen Einfluss auf die Abnahme der endogenen Atmung, wenn dessen Aktivititsver-
lust einen bestimmten Schwellenwert {iberschritten hat (Villani und Attardi 2001). Somit l4sst
sich eventuell die Tatsache erkldren, dass heterozygote Trager einer Komplex I-Mutation
phéanotypisch gesund erscheinen, da die Funktionsfihigkeit der Atmungskette durch nur eine
fehlerhafte Kopie des betroffenen Gens nicht dramatisch herabgesetzt wird. Inwieweit aller-
dings dieses Erscheinungsbild beim Menschen auf die Maus iibertragbar ist, ldsst sich natiir-

lich nicht sicher vorhersagen.
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7 Zusammenfassung

Mitochondriale Dysfunktionen bilden die pathophysiologische Grundlage einer duflerst hete-
rogenen Gruppe verschiedener Krankheitsbilder und werden oftmals durch Defekte in der
mitochondrialen Atmungskette verursacht. Der hidufigste klinische Phénotyp ist das Leigh
Syndrom, eine fortschreitende neurodegenerative Erkrankung, die durch den Untergang spezi-
fischer Hirnareale (Basalganglien, Putamen, Thalamus, Mesenzephalon und Hirnstamm) cha-
rakterisiert ist. Aus biochemischer Sicht liegt dem Leigh Syndrom meist ein isolierter Kom-
plex I-Mangel (NADH-Ubiquinon-Oxidoreduktase) zu Grunde. Die Ursache der Regio-
nenspezifitit dieser Verdnderungen ist bislang ungeklért. In meiner Arbeit habe ich daher die
Fragestellung untersucht, ob ein solch charakteristisches Muster spezifisch betroffener Hirn-
regionen durch den gewebsspezifischen zeitlichen Verlauf der Genexpression wichtiger funk-
tioneller Komponenten der Atmungskette wihrend der embryonal-fetalen Entwicklung erklért
werden kann. Mittels ISH habe ich die relative Expression der 33 nukleédr-kodierten Unterein-
heiten des Komplexes I in verschiedenen Hirnregionen der Maus zu den Zeitpunkten E11.5,
E17.5, P1, P11, P28 und adult (zwolf Wochen) untersucht. Ich konnte zeigen, dass die relati-
ven Expressionsintensitidten der Komplex I-Untereinheiten wihrend des Entwicklungsverlaufs
in Abhéngigkeit der untersuchten Hirnregion starke Verdnderungen erfahren. Hohe durch-
schnittliche Expressionsintensitidten konnte ich in Zeiten intensiver Neurogenese nachweisen.
In den Purkinjezellen des Kleinhirns und in den hippokampalen CA1 und CA3 Pyramiden-
neuronen konnte ich ein weiteres Expressionsmaximum wéhrend der Synaptogenese und
Neuronenreifung nachweisen. Die Bedeutung dieser Strukturen fiir die Komplex I-Aktivitit
wihrend der Synaptogenese deckt sich mit neueren Forschungsergebnissen, dass Gamma-
Oszillationen, die mit hoheren kognitiven Funktionen des Sdugergehirns assoziiert sind, stark
von der Komplex I-Aktivitdt abhingig sind. Mit Ausnahme des Mesenzephalons lagen die
Expressionsintensititen des Striatums und der Basalganglien allerdings nur im Durchschnitt
und konnen demnach keine Erkldrung fiir die deutliche Anfilligkeit dieser Strukturen gegen-
iber mitochondrialen Erkrankungen liefern.

Ein weiteres Ziel meiner Arbeit war die Generierung eines konditionellen Mausmodells fiir
einen gewebsspezifischen Komplex I-Mangel zur in vivo Untersuchung der Pathogenese von
Atmungskettendefekten. Uber die Methode des recombineering habe ich das Exon 5 des
Ndufvl-Gens mit zwei loxP-Stellen flankiert (,,gefloxtes Allel”) und eine Neomyzin-

Selektionskassette eingefiihrt. Bei denjenigen Mausmutanten, die das ,,gefloxte Allel* in die



Zusammenfassung 102

Keimbahn aufgenommen hatten, wurde die Selektionskassette durch Verpaarung mit FLPe-
deleter-Mdausen entfernt. Die Exzision des Exons 5 kann bei diesen ,,gefloxten* Miusen nun
nachfolgend mittels gewebsspezifisch exprimierter Cre-Rekombinase erfolgen, die entweder
in den Neuronen des GroBhirns und Hippokampus unter dem Promotor des Nex-Gens expri-
miert wird oder muskelspezifisch unter dem Promotor des Myf5-Gens. Durch das Ausschalten
des Exons 5 im Mausmodell wird die FMN-Bindestelle des Ndufv1-Proteins vollstindig ent-
fernt. AuBlerdem verschiebt sich das Leseraster, so dass als Folge des knockouts von einem

vollstandigen Funktionsverlust der Ndufv1-Untereinheit ausgegangen werden kann.
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8 Summary

Dysfunction of the mitochondria is the pathophysiological basis of a heterogeneous group of
different diseases, most of them caused by malfunction of the respiratory chain. The most
frequent clinical phenotype is Leigh syndrome, a progressive, neurodegenerative disorder,
characterized by bilateral symmetric brain lesions, particularly in the basal ganglia, putamen,
thalamus, mesencephalon and brainstem. The most common biochemical defect leading to
Leigh syndrome is isolated complex I (NADH:ubiquinone oxidoreductase) deficiency. Little
is known about the cause of this region specificity. This work is about the question whether
such characteristic lesional patterns could be explained by the tissue specific time course of
gene expression for important functional components of the respiratory chain during the
embryonic-fetal period. Using ISH I investigated the relative expression of 33 nuclear en-
coded complex I subunits in different brain regions in mice at E11.5, E17.5, P1, P11, P28 and
adult (12 weeks). With respect to timing and relative intensity of complex I gene expression I
found a highly variant pattern in different regions during development. High average expres-
sion levels were detected in periods of intense neurogenesis. In cerebellar Purkinje and in
hippocampal CA1 and CA3 pyramidal neurons I found a second expression peak during the
period of synaptogenesis and maturation. The dependence of these structures on the complex 1
gene expression during synaptogenesis is in accord with recent findings that gamma oscilla-
tions, known to be associated with higher cognitive functions of the mammalian brain,
strongly depend on complex I activity. Except of the mesencephalon the expression intensities
of the striatum and the basal ganglia were only average, so they cannot explain the vulnerabil-
ity of these structures in mitochondrial diseases.

Another aim of this work was the generation of a conditional mouse model for tissue specific
inactivation of the Ndufvi-gene to study the pathogenesis of complex I deficiency in vivo. By
recombineering I generate a construct by flanking exon 5 of the Ndufvi-gene with two loxP
sites (“floxed” allele) and inserting a neomycin cassette. Mouse mutants which inserted the
construct by germline transmission were mated with FLPe-deleter mice to remove the selec-
tion cassette. In order to obtain tissue specific excision of exon 5 the Ndufv1™™ mice will be
crossed with transgenic mice which express the Cre recombinase either in the neurons of the
telencephalon and the hippocampus under the promotor of the Nex-gene or in muscle under
the promotor of the Myf5-gene. The knockout of exon 5 in the mouse model leads to a frame
shift and the total removal of the FMN binding site of the Ndufv1-protein. Thus I can assume

a complete loss of function of the Ndufv1-subunit.
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10 Abkiirzungsverzeichnis

Neben den gingigen Abkiirzungen der deutschen Sprache und naturwissenschaftlichen Mal3-

einheiten wurden folgende Abkiirzungen benutzt:

Abb.
AP
ADP
AG
Amp
AS
ATP
BAC
bHLH
bp
BSA
CA
CAl
CA3_dis
CA3_prox
CcC
cDNA
CGI
CI

Co
COM
CTA
DAPI
dCTP
DEPC
ddH,O
DIG
DMEM
DMSO
DNA
DNase
dNTP
DTT
ds

E

E. coli
EDTA
EKZ
EML
EMM
ES-Zellen
et al.
Ex

Abbildung

alkalische Phosphatase
Adenosin-5’-diphosphat
Arbeitsgruppe

Ampizillin

Aminosdure
Adenosin-5’-triphosphat
bacterial artificial chromosome
basisches Helix-loop-Helix Motiv
Basenpaare
Rinderserumalbumin (bovine serum albumin)
Cornu ammonis

CAI1 Region

distaler Teil der CA3 Region
proximaler Teil der CA3 Region
Corpus callosum
komplementire DNA

Cortex granular insular
Capsula interna

Kortex

Commissura anterior

Cortex temporal anterior

4’ ,6-Diamidino-2-phenylindol
Desoxycytidin-5’-triphosphat
Diethylpyrocarbonat

doppelt destilliertes Wasser
Digoxigenin

Dulbecco’s Modified Eagle Medium
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsédure (deoxyribonucleic acid)
Desoxyribonuklease
Desoxyribonukleosidtriphosphat
Dithiothreitol

doppelstriangig

Embryonaltag

Escherichia coli
Ethylendiamintetraazetat
externe Kornerzellschicht
Eminentia lateralis

Eminentia medialis

embryonale Stammzellen

et alii (und andere)

Exon
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FAD

FKS

FMN

FP

8

G418

GD

h

HIPP

HP

HYP

IKZ

IP

ISH

|V4

kb

kDa

KH
KH_GANGL
KH_GRAN
KH_LAM
KH_MOL
ko

KP

KZ
LaGeSo
LB

LIF

MA

mDA Neurone
MDC
MEF
MELAS

MEM
MPP*
MERFF
MES
min
mRNA
MS
mtDNA
MZ
NADH-H*
NC

Neo
NES
NGS

nt
NTMT

Flavin-Adenin-Dinukleotid

fotales Kélberserum
Flavinmononukleotid
Flavoprotein-Fraktion
Erdbeschleunigung

Genetizin 418

Gyrus dentatus

Stunde

Hippokampus

hydrophobe Fraktion

Hypothalamus

innere Kornerzellschicht
Eisen-Schwefel-Fraktion

in situ Hybridisierung

intermediédre Zone

Kilobasen

Kilodalton

Kleinhirnanlage

Kleinhirn, Stratum ganglionare
Kleinhirn, Stratum granulosum
Kleinhirn, Laminae medullares
Kleinhirn, Stratum moleculare
knockout

kortikale Platte

Kornerzellzone

Landesamt fiir Gesundheit und Soziales
lysogeny broth

leukemia inhibitory factor

Matrix

mesenzephale dopaminerge Neurone
Max-Delbriick-Centrum fiir Molekulare Medizin
mouse embryonic fibroblast
Mitochondriale Enzephalomyopathie, Laktatazidose und Schlag-
anfall-dhnliche Episoden

Minimum Essential Medium
1-Methyl-4-phenyl-pyridin
Myoklonus-Epilepsie mit ragged red fibres
Mesenzephalon

Minute

messenger RNA (Boten-RNA)
Molekularschicht

mitochondriale DNA

Marginalzone, Molekularzone
Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid
Nucleus caudatus

Neomyzin

nicht-essentielle Aminosduren
Ziegenserum (normal goat serum)
Nukleotid
Natriumchlorid-Tris-Magnesiumchloridlésung mit Tween 20
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NTri

OB
OD260, 600
PAC
PBS

PC

PCR
Pen/Strep
Po
Pra./Migr. Z
Prol. Z.
PVDF
PVP

Pz

RL
RNA
RNase
ROI
ROS
rRNA
RT
RT-PCR
sec

Sep
SepMA
SOC
SSC
SDS
SFB

SP
STMD
StMed
STR
Str.or.
Str.pyr.
Str.rad.
SUB

TE

TBE

TH
TMPD
Tris
tRNA
TS
Tween 20
U
UV/VIS
VZ

WT
ZNS

Nucleus trigeminalis

Bulbi olfactorii

optische Dichte bei einer Wellenlidnge von 260, 600 nm
Pl-derived artificial chromosome
NaCl-Phosphatpuffer (phosphate-buffered saline)
Plexus choroideus

Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction)
Penizillin/Streptomyzin

Pons

pramigratorische und migratorische Zone
proliferative Zone

Polyvinylidenfluorid

Polyvinylpyrrolidon

Purkinjezellen, Purkinjezellzone

Rautenlippe

Ribonukleinsiure (ribonucleic acid)
Ribonuklease

relevante Bildbereiche (region of interest)
reaktive Sauerstoffspezies (reactive oxygen species)
ribosomale RNA

reverse Transkriptase

reverse PCR

Sekunde

Septum

Matrix des Septums

Super Optimal Broth

Zitratpuffer (saline sodium citrate)
Natriumdodecylsulfat (sodium dodecyl sulfate)
Sonderforschungsbereich

Sub-Platte

Transmembranhelix (single transmembrane domain)
Striae medullares

Striatum

Stratum oriens

Stratum pyramidale

Stratum radiatum lacunosum moleculare
Subiculum

Tris-EDTA-Puffer

Tris-Borsdure-EDTA-Puffer

Thalamus

Tetramethylphenyldiamin
2-Amino-2-hydroxymethyl-1,3-propandiol
Transfer-RNA

Theiler-Stadium
Polyoxyethylen-sorbitan-monolaurat

Einheit (unit)

Ultraviolettes/sichtbares (visible) Licht
ventrikuliare Zone, Ventrikelzone

Wildtyp

Zentralnervensystem
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11 Anhang

11.1 Primer

Tabelle A.1: Primer fiir die Herstellung der antisense-Sonden zum Einsatz fiir die ISH

Bezeichnung Sequenz 5’-3’

Ndufal-f GGAAGAGAGGTAAAGCCGGGT
Ndufal-r TCAGCCAGGAAAATGCTTCCT
Ndufa2-f TTCACTTATGCCAGCGTTCC
Ndufa2-r CCTCAGTGTTGCGCAGTAAG
Ndufa3-f CCGCCAAGAACAAGATGG
Ndufa3-r ATTGGAGAGCAACAGGGAAG
Ndufa4-f CTCAGCCAGGTTGCAGAAG
Ndufa4-r AGTGGAAAATTGTGCGGATG
Ndufa5-f GGTTGGAGCCAAGAGTGTTC
Ndufa5-r TCAACATTTTCCTTGCCAGA
Ndufa6-f CAGCCAGTACCTCGGTGAAG
Ndufa6-r GGGTCATGGCCCATATAGAA
Ndufa7-f CCAGTCACAAGCTGTCCAAC
Ndufa7-r TTAGGTCACACTCTCCCCAGA
Ndufa8-f TGGAGGAGGTGAAAGTCAGC
Ndufa8-r CTCTGGCCTTGCTCTTGAGT
Ndufa9-f AGCTGGGGTTGAGAGATTCA
Ndufa9-r TAAGGGATGAAGGTCCGATG
NdufalO-f AGGCCCCTCGACATAGAGTT
NdufalO-r CCTGGAGATAGGCAGAGGTG
Ndufabl1-f GGAAGACGAATTTGGGTTTG
Ndufabl-r ACGCATCCAGAGTGATGTGA
Ndufb2-f TGGGAACTGCAGTCTTGCTA
Ndufb2-r ATCAGGAGGGATTCCCAGTT
Ndufb3-f GTCTCCGGCTGTAAGGTTGA
Ndufb3-r ATCACCATTCTGGGAATCCA
Ndufb4-f CAAGATGTCGGGTTCCAAGT
Ndufb4-r TTTCCTTTCTGTCCCTGTCTG
Ndufb5-f CTCCAAAGGCAACTCCTGAC
Ndufb5-r GTCCCAAATAAGCCCCATCT
Ndufb6-f AGTGACCGGTCCTGTGTAGG
Ndufb6-r TATCCTGGGCTTCGAGCTAA
Ndufb7-f TGACCCCGGCTACTAAAGAA
Ndufb7-r CGCTCACGTTCAAACTCCTT
Ndufb8-f CGGAGAGCCTTCCATATGAC
Ndufb8-r TGAAAACCATGAAAGCCACA
Ndufb9-f GCCCGGTTTGAAGAACATAA
Ndufb9-r GCAAGTCACCTTCCCTTCTG
Ndufb10-f CTACGACCTCGTCGTGGACT
Ndufb10-r ATAGGCTCCCAGGTCCAAGT
Ndufcl-f AGCCTGCGGAACAAGATGG
Ndufcl-r CGTCACTGAGGGTGAATCCAG
Ndufc2-f CTGCCTCAAGATGATGAACG
Ndufc2-r ACTGGATGGAATGGCTCAAG
Ndufs1-f CATGCAAATCCCTCGATTCT
Ndufs1-r TGCAATCTCACTTGCAAACC
Ndufs2-f CAGGCCCTTCCATACTTTGA
Ndufs2-r GTCAGCATCTCCTCCACCTC
Ndufs3-f GATGAGCTGACACCCATTGA

Ndufs3-r CCTTAGGTGAGGCCTTTTCC
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Ndufs4-f AAGCTGGCAGACAACCAGAC

Ndufs4-r CTTGGGTTTCGGAACCTTCT

Ndufs5-f ACAGAAAAAGCTGGGCATCA

Ndufs5-r TCTCTCCAGGGGAAAACAGA

Ndufs6-f GGAAAAGATCACGCATACCG

Ndufs6-r CACCATTCACAGAGCAGTGG

Ndufs7-f CCAGGCTGATGTGATGATTG

Ndufs7-r TCACAAGGGATTCTGGGATT

Ndufs8-f AATGCAGCTCGGATTCTGAT

Ndufs8-r CTCCACAATGGCATCAACAG

Ndufv1-f ATCGCTCGACAGACATTGTG

Ndufvl-r TGGAGAGTGGACAGCACTTG

Ndufv2-f CTACCCAGAAGGGCATCAAG

Ndufv2-r TCCTTGGGTGTCAGATCCTC

Ndufv3-f GACTCTGATGGGGAGGAACA

Ndufv3-r CGCTTTCCTTTCCTGTCTTG

Tabelle A.2: Primer fiir die Klonierung der genomischen NdufvI-Sequenz (Herstellung des Vektors 170-1)

Bezeichnung Sequenz 5°-3’ Verwendungszweck

Ndufv1-44-f GGATCAGACCCTGCACAGG Vektorsonde for

Ndufv1-56-r ACTTCGATGCACTGGTGCAGGC Vektorsonde rev

Ndufv1-1403-f GGGCCTACATCTGTGGAGAA insert-Orientierung

Ndufv1-1404-r CTCCAAAGGGCACAGAAAAA insert-Orientierung

Ndufv1-1470-f CCGGATCTTTACCAACCTGT insert-Sonde for

Ndufv1-1471-r TGCCATCTGAGGGCTTATTC insert-Sonde rev

Tabelle A.3: Primer fiir die Herstellung des fargeting vectors

Bezeichnung Sequenz 5’-3’ Verwendungszweck

S1697 GGAGGAGTCGACGAGGCCTCCAATTTGCAGG Mini targeting vector 1,
5" Arm (PL452)

S1698 GGAGGAGAATTCTTGTTGATGGATGCAGGAATG Mini targeting vector 1,
5’ Arm (PL452)

S1699 GGAGGAAGATCTCATGACCTGGGCCCAGAGTT Mini targeting vector 1,
3’ Arm (PL452)

S1700 GGAGGAGCGGCCGCCCTTCAATGGATTCAATAAGTGCC Mini targeting vector 1,
3’ Arm(PL452)

S1701 GGAGGAGTCGACCCTTGTCCCACAGGTAGCTATCC Mini targeting vector 2,
5’ Arm (PL451)

S1702 GGAGGAAAGCTTAAAAATACTGCAAGAACCACCCAG Mini targeting vector 2,
5" Arm (PL451)

S1703 GGAGGAAGATCTCTGTGCCCTTTGGAGAGGAG Mini targeting vector 2,
3’ Arm (PL451)

S1704 GGAGGAGCGGCCGCTCCTGGCCCACACTGTACC Mini targeting vector 2,
3’ Arm (PL451)

S1711 CGGCCAGTGAATTGTAATACG Uberpriifung Ligation der
Arme

S1712 CGGTGGATGTGGAATGTGT Uberpriifung Ligation der
Arme

S1713 GGGAGGATTGGGAAGACAAT Uberpriifung Ligation der
Arme

S1714 TGTGGAATTGTGAGCGGATA Uberpriifung Ligation der
Arme

S1732 ACAGTAGGGCTGGGGAACTT 2. loxP-Stelle
Funktioneller Test 1

S1733 GGCATCCAAACACTCCTTCA 2. loxP-Stelle
Funktioneller Test 1, 2

S1734 ACAGGCCCAAGTATCTGGTG 1. loxP-Stelle
Funktioneller Test 2

S1735 ACTGCAAGAACCACCCAGAA 1. loxP-Stelle
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Tabelle A.4: Primer fiir die Herstellung der Southern Blot-Sonden

Bezeichnung Sequenz 5°-3’ Verwendungszweck
Ndufvl-851-f TTTGTTCTAGAGCTGGGTTCTGAAG 5’ Sonde
Ndufvl-852-r GAGAAAATTAGTTGGACTACAGCGGA 5’ Sonde
Ndufvl-853-f TCCACTGCCTGGCAGACCATC 3’ Sonde
Ndufvl-854-r CACGCACTGTTCGAGGCACC 3’ Sonde

Tabelle A.5: Genotypisierungsprimer

Bezeichnung Sequenz 5’-3’ Verwendungszweck

S2280 TCTGTGGGATCCTGGATC Genotypisierung der F;-Generation
und F,-Generation

S2281 GCCACAGTCGATGAATCCAG Genotypisierung der F;-Generation
und F,-Generation

S2282 GACTGGTGGATTTCCAGGAA Genotypisierung der F;-Generation

und F,-Generation

Fiir Sequenzierreaktionen wurden oben genannte Primer als Sequenzierprimer in einer 1:40-Verdiinnung einge-

setzt.

11.2 Oligonukleotidsonden

Tabelle A.6: Ubersicht der in dieser Arbeit eingesetzten DNA-Sonden, sowie der jeweiligen Primer zu ihrer
Generierung und der Sondenldnge

Name Primer Linge Funktion

Ndufal-Sonde Ndufal-f 303 nt ISH-Sonde
Ndufal-r

Ndufa2-Sonde Ndufa2-f 400 nt ISH-Sonde
Ndufa2-r

Ndufa3-Sonde Ndufa3-f 314 nt ISH-Sonde
Ndufa3-r

Ndufa4-Sonde Ndufa4-f 394 nt ISH-Sonde
Ndufa4-r

Ndufa5-Sonde Ndufa5-f 397 nt ISH-Sonde
Ndufa5-r

Ndufa6-Sonde Ndufa6-f 349 nt ISH-Sonde
Ndufa6-r

Ndufa7-Sonde Ndufa7-f 299 nt ISH-Sonde
Ndufa7-r

Ndufa8-Sonde Ndufa8-f 404 nt ISH-Sonde
Ndufa8-r

Ndufa9-Sonde Ndufa9-f 399 nt ISH-Sonde
Ndufa9-r

Ndufal0O-Sonde NdufalO-f 403 nt ISH-Sonde
NdufalO-r

Ndufab1-Sonde Ndufab1-f 400 nt ISH-Sonde
Ndufabl-r

Ndufb2-Sonde Ndufb2-f 328 nt ISH-Sonde
Ndufb2-r

Ndufb3-Sonde Ndufb3-f 357 nt ISH-Sonde
Ndufb3-r

Ndufb4-Sonde Ndufb4-f 344 nt ISH-Sonde

Ndufb4-r
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Ndufb5-Sonde

Ndufb6-Sonde

Ndufb7-Sonde

Ndufb8-Sonde

Ndufb9-Sonde

Ndufb10-Sonde

Ndufs1-Sonde

Ndufs2-Sonde

Ndufs3-Sonde

Ndufs4-Sonde

Ndufs5-Sonde

Ndufs6-Sonde

Ndufs7-Sonde

Ndufs8-Sonde

Ndufc1-Sonde

Ndufc2-Sonde

Ndufv1-Sonde

Ndufv2-Sonde

Ndufv3-Sonde

5’ Sonde

3’ Sonde

Vektorsonde

insert-Sonde

Ndufb5-f
Ndufb5-r
Ndufb6-f
Ndufb6-r
Ndufb7-f
Ndufb7-r
Ndufb8-f
Ndufb8-r
Ndufb9-f
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11.3 Vektorkarten
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Abb. A.1: DNA-Vektorkarten. Dargestellt sind die in der Promotionsarbeit eingesetzten DNA-Vektoren. In
blau dargestellt sind die fiir die Vektoren spezifischen Antibiotika-Resistenzen, in gelb frt-Stellen, in griin loxP-
Stellen. Im fargeting vector sind zusétzlich die Positionen der Exons 1-10 des Ndufvi-Gens aufgefiihrt. Bei den
Plasmiden PL451 und PL452, von denen die Selektionskassetten fiir die Herstellung des targeting vectors be-

zogen wurden, sind zusitzlich die Schnittstellen fiir die Erzeugung der zur Ndufvl-Zielsequenz homologen
Arme eingezeichnet.
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11.4 Untereinheiten des mitochondrialen Komplexes I

Tabelle A.7: Ubersicht der einzelnen Untereinheiten des humanen mitochondrialen Atmungskettenkomplexes I

Gen E. coli Zugehorigkeit Funktio- Sub-  biochemische Merkmale
Homolog nelle kom-
Gruppe plex

NDI nuoH hydrophobe core-Untereinheit ~ HP Iy Ubiquinon-Bindestelle

ND2 nuoN hydrophobe core-Untereinheit ~ HP Iy

ND3 nuoA hydrophobe core-Untereinheit ~ HP Iy

ND4 nuoM hydrophobe core-Untereinheit ~ HP B

NDA4L nuok hydrophobe core-Untereinheit ~ HP Iy

ND5 NuoL hydrophobe core-Untereinheit  HP 1B

ND6 nuoJ hydrophobe core-Untereinheit ~ HP Ia

NDUFVI nuokF hydrophile core-Untereinheit FP Ve NADH-H"-Bindestelle
FMN; [4Fe-4S] (N3)

NDUFV2 nuoE hydrophile core-Untereinheit FP Ve [2Fe-2S] (N1a)

NDUFV3 accessory-Untereinheit FP vy

NDUFS1 nuoG hydrophile core-Untereinheit 1P L [2Fe-2S] (N1b); [4Fe-4S]
(N4); [4Fe-4S] (N5)

NDUFS2 nuoCD hydrophile core-Untereinheit Ip n Ubiquinon-Bindestelle

NDUFS3 nuoCD hydrophile core-Untereinheit 1P V8

NDUFS4 accessory-Untereinheit Ip n reversible Phosphorylie-
rung

NDUFS5 accessory-Untereinheit 1P Ia Cystein-reiches Motiv

NDUFS6 accessory-Untereinheit 1P vy

NDUFS7 nuoB hydrophile core-Untereinheit 1P Ve [4Fe-4S] (N2)

NDUFS8 nuol hydrophile core-Untereinheit 1P 1A [4Fe-4S] (N6a); [4Fe-4S]
(N6b)

NDUFAI accessory-Untereinheit HP Ta STMD, reversible
Phosphorylierung

NDUFA2 accessory-Untereinheit HP Ve

NDUFA3 accessory-Untereinheit HP Ia STMD

NDUFA4 accessory-Untereinheit HP STMD

NDUFA5 accessory-Untereinheit HP Ve

NDUFA6 accessory-Untereinheit HP Ia

NDUFA7 accessory-Untereinheit HP vy

NDUFAS8 accessory-Untereinheit HP Ia Cystein-reiches Motiv

NDUFA9 accessory-Untereinheit HP Ia reversible Phosphorylie-
rung, NADPH-H*-
Bindestelle

NDUFAI0 accessory-Untereinheit HP Ia Homologie zur mito-
chondrialen Thymidin-
Kinase

NDUFAII accessory-Untereinheit HP o Homologie zu TIM-
Proteinen

NDUFAI2 accessory-Untereinheit HP Ve

NDUFAI3 accessory-Untereinheit HP IA STMD, Homologie zu

(GRIM-19) proapoptotischen Faktoren

NDUFBI accessory-Untereinheit HP 1B STMD

NDUFB2 accessory-Untereinheit HP 1B STMD

NDUFB3 accessory-Untereinheit HP 1B STMD

NDUFB4 accessory-Untereinheit HP Io + STMD

1p

NDUFB5 accessory-Untereinheit HP B STMD

NDUFB6 accessory-Untereinheit HP B STMD

NDUFB7 accessory-Untereinheit HP B Cystein-reiches Motiv

NDUFBS8 accessory-Untereinheit HP B STMD

NDUFB9 accessory-Untereinheit HP 1B

NDUFBI0 accessory-Untereinheit HP 1B Cystein-reiches Motiv
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NDUFBI1
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STMD

11.5 Aminosiauresequenz des humanen NDUFV1-Proteins
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Abb. A.2: Aminosiuresequenz des humanen NDUFV1-Proteins. Die in gelb eingerahmten Aminosduren
bezeichnen die putative Mitochondrien-Import-Sequenz. In griin dargestellt sind die fingerprint Motive fiir die
putativen Bindestellen von NADH-H", in rot fiir FMN und in blau fiir die Eisen-Schwefel-Cluster. Grau hinter-
legt ist die Aminosiduresequenz des Exons 5. Die Nummern indizieren die jeweilige Position der Aminoséiure.
Die Aminosiduresequenz wurde von GenBank (accession number NP 009034.2) bezogen.
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11.6 Heat scale Abbildungen der Komplex I-Expressionsintensitiiten
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adult

Ndufab1

Abb. A.3: Heat scale Abbildungen der Komplex I-Expressionsintensitiiten. Die heat scale Grafiken zeigen
die Intensititsverteilung der Z-transformierten Intensititen in rdumlicher Auflosung fiir alle einzelnen Sonden
wihrend der untersuchten Stadien pré- und postnataler Entwicklung (Wirtz und Schuelke 2011).
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