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ZUSAMMENFASSUNG

Im Jahre 2004 wurden in unserem Labor zwei Gerer @i@uen Proteinfamilie kloniert, deren
Charakterisierung seither im Gange ist. Das eineteRr, VKORC1, konnte durch
Mutationsanalysen und biochemische Untersuchunggeeriae zentrale Komponente des so
genannten Vitamin K-Zyklus identifiziert werden.t&min K wird fir diey-Carboxylierung
der Vitamin K-abhangigen Proteine wie z.B. der @Gmungsfaktoren II, VII, IX und X als
Cofaktor dery-Glutamyl-Carboxylase bendtigt. Da Vitamin K essahtist, wird seine
Epoxidform vom Organismus wieder in eine physiadobi aktive Hydrochinon-Form
Uberfuhrt. FUr diese Reaktion wird die Vitamin Kdxpl-Reduktase (VKORC1) bendtigt.
Mutationen in VKORCL1 fuhren einerseits zu einemlielnbbedingten Mangel an Vitamin K-
abhangigen Gerinnungsfaktoren vom Typ 2 (VKCFD2) starken Blutungen durch eine
nicht oder nur unvollstandig ablaufende BlutgermguDas VKORCL1 ist andererseits auch
das Ziel von Medikamenten der Coumaringruppe, dgr ¥itamin K-Antagonisten, die zur
Verhinderung einer unzeitigen Gerinnung eingeseatden. In hoheren Dosen wird diese
Substanzklasse als Rattenbekampfungsmittel eirged®®i manchen Rattenpopulationen,
aber auch bei einigen Patienten, ist die Wirksamkier Coumarine durch bestimmte
Mutationen im VKORCI1-Protein, welche eine Warfaesistenz hervorrufen, erheblich
eingeschrankt. Zu diesem VKORC1 existiert ein payes Protein, das Vitamin K-Epoxid-
Reduktase Komplex 1-like 1 Protein (VKORC1L1), das$unktion bislang unbekannt ist
und welches Gegenstand der vorliegenden Arbeit war.

Es wurden unterschiedliche Methoden angewandt, ums WKORCI1L1-Protein zu
charakterisieren und seine mogliche Funktion(enjzuéren. Zum einen sollte die
Herstellung einer Knockout-Maus dazu dienen, durch den erhaltenen Phé&notyp Hieweis
auf die mdgliche physiologische Aufgabe zu erhalfdierdings gelangten die Versuche nur
bis zur Generierung der Chimaren, so dass diesgedjekt nicht zum Abschluss gebracht
werden konnteDie biochemische Charakterisierungdes Proteins zeigte eine Expression
des VKORCI1L1-Gens in allen untersuchten Gewebebewkeine starke Expression fir ein
bestimmtes Gewebe ermittelt werden konnte. Es leogetzeigt werden, dass das Protein
Vitamin K-Epoxid auf gleiche Weise wie das VKORGcyceln kann und durch Warfarin
gehemmt wird. Einige der in eingefiihrten VKORC1L1itstionen vermitteln dartiber hinaus
eine Warfarinresistenz. Des Weiteren wurden Enzgetkien fur die Spezies Maus und
Ratte sowie fur die Stachelmaus erstellt. Die ¢ehnain Werte fir die Michaelis-Menten-

Konstante und die Maximalgeschwindigkeit sind ueiteainder sehr &hnlich und sprechen fur
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eine Oxido-Reduktase-Aktivitdit des VKORCI1L1-ProteirBioinformatische Analysen
konzentrierten sich auf die Aufklarung von konsertign Aminosaureresten im VKORCI1L1.
Dadurch konnten funktionell wichtige Positionen dPsoteins ermittelt werden. Ein
evolutiver Stammbaum konnte weiterhin zeigen, dhssparalogen Proteine VKORC1 und
VKORC1L1 sehr wahrscheinlich aus einem gemeinsanvemlauferprotein bei der
Entwicklung der Wirbeltiere aus einer Duplikationt&anden sind und nach der Entstehung
der Landwirbeltiere ihre spezifischen Funktionesgabildet haben. Ein Homologievergleich
zwischen den humanen Chromosomen 7 und 16 und eeriligpen Chromosomen
verschiedener Spezies zeigte, dass sich nach gdik&tion die Gene fiur das VKORC1 und
das VKORCI1L1 bei fast allen betrachteten Speziesbliéingig voneinander auf
verschiedenen Chromosomen evolutiv entwickelt haliees ist ein weiteres Indiz dafur,

dass die Duplikation schon sehr lange zuriick liegt.
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SUMMARY

In 2004 two genes of a new protein family were ebbrin our institute. Since then the
characterization of this protein family is in pregs. Through mutation and biochemical
analyses one protein, VKORC1, could be identifisdaacentral component of the so-called
vitamin K cycle. Vitamin K is required as a cofactd they-glutamyl carboxylase for thg
carboxylation of the vitamin K-dependent proteinslsas the coagulation factors Il, VII, IX
and X. As vitamin K is essential, the epoxide fasnagain transferred by the organism into a
physiologically active hydrochinone form. For thisaction vitamin K epoxide reductase
(VKORC1) is necessary. On the one hand mutation& KORC1 lead to a hereditary
combined deficiency of vitamin K-dependent clotthagtors of type 2 (VKCFD2) with heavy
bleedings because of missing or insufficient blocodgulation. On the other hand VKORC1
is also the target of medical treatment with the@ncarin derivative group, the so-called
vitamin K antagonists, which are used for prevantimtimely coagulation. In higher doses
this class of substances is used as rodenticidesorhe rat populations as well as in case of
some human patients the efficiency of the coumasi®nsiderably reduced through specific
mutations in the VKORC1 protein leading to a warfaresistance. There is a paralogue
protein to VKORC1, the vitamin K epoxide reductasemplex 1-like 1 protein
(VKORC1L1), the function of which is not known sarfand which is the subject of this
study.

Different methods have been applied in order taattarize the VKORC1L1-protein and to
explain its potential functions. One the one hahdcreation of a knockout mousewas to
give information on potential physiological taskisraugh its specific phenotype. The
experiments, however, were only successful assféine creation of chimeras was concerned.
Thus, this part of the project could not be conwdettotally. The biochemical
characterization showed an expression of the VKORC1L1-gene inisdlues examined. It
was, however, not possible to find a strong expoas®r a specific tissue. We were able to
show that the protein can recycle vitamin K epoxidéhe same way as VKORC1 and that it
is inhibited by warfarin. Some of the mutationshait the VKORC1L1 lead to a warfarin
resistance. Moreover, enzyme kinetics were apgbedhe mouse, rat angcomysspecies.
The calculated values of the Michaelis-Menten camisand of the maximal speed,¥ are
very similar to each other and support an oxidaicgase activity for the VKORCI1L1-
protein. Bioinformatic analyses were focused on the explanation of the conserveth@a

acids within VKORCI1L1. So, functionally importantogitions could be determined.
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Moreover, an evolutionary life tree showed that theralogue proteins VKORC1 and
VKORCI1L1 have probably been arisen from a commaecymsor protein by duplication
when vertebrates developed and formed its speftifictions after the tetrapod vertebrates
came into being. A homological comparison betwdenhuman chromosomes 7 and 16 and
the corresponding chromosomes of different spestiesved that the duplication of the genes
for VKORC1 and VKORCI1L1 evolved independently ofcleaother on different
chromosomes within all species examined. This farther indication that the duplication

took place a long time ago.
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1 EINLEITUNG

Bei Untersuchungen zur Aufklarung der Blutgerinnskagskade wurde in den 60er Jahren ein
Prothrombin-ahnliches Molekil entdeckt, das keinttd®rinnungsaktivitat und eine
beeintrachtigte Fahigkeit zur Calciumbindung zeigkes wies jedoch ein identisches
Molekulargewicht und die gleiche Aminosaureabfolge Prothrombin auf und konnte als
dessen inaktive Form identifiziert werden. Fir digmwandlung dieses inaktiven
Vorlaufermolekils in seine biologisch aktive Fornst iein Vitamin K-abhangiger
Enzymkomplex notwendig. Vitamin K wurde Dbereits 292als essentieller
Nahrungsbestandteil entdeckt [Dam, 1929], und in d@er Jahren wurde seine Rolle als
Cofaktor der Blutgerinnung aufgeklart. Entscheidemdr dabei die Entdeckung einer
modifizierten Aminosdure Mitte der 70er Jahre, dis y-Carboxyglutaminséaure (Gla)
bezeichnet wird [Nelsestuen, Zytkovicz, 1974; Sterdt al., 1974]. Es zeigte sich, dass
Vitamin K als ein Cofaktor in der posttranslatiaralSynthese von Gla aus Glutamatresten
(Glu), die auch in bestimmten Blutgerinnungsfakowerhanden sind, fungiert [Furie et al.,
1999]. Weiterhin stellte man fest, dass im Gegengatanderen fettloslichen Vitaminen die
Korperspeicher fur Vitamin K sehr klein sind undesk schnell aufgebraucht werden
[Newman, Shearer, 1998; Suttie et al., 1988]. Daain K in sehr niedrigen
Konzentrationen im Gewebe vorhanden ist, aber idée innerhalb eines Tages seiner
Rolle als Cofaktor nachkommen muss, stellte siah Fliage, wie der Vitamin K-Bedarf
ausreichend gedeckt werden kann [Shearer et &4;1%sui et al., 1990]. Die Uberlegungen
fuhrten zur Postulierung eines zyklischen Reakti@ues, der verbrauchtes, inaktives
Vitamin K wieder in seine aktive Form Uberfuhrt.eBer Vitamin K-Zyklus ist ein immer
noch aktuelles Forschungsgebiet im Hinblick auf dietersuchung der beteiligten und
teilweise unbekannten Reaktionskomponenten. Irechedusammenhang stield man auch auf
ein paraloges Protein der Vitamin K-Epoxidredukt@g&ORC1), das Vitamin K-Epoxid-
Reduktase Komplex 1-like Protein 1 (VKORC1L1) [Restal., 2004]. Seine physiologische
Rolle ist noch vollig unbekannt. Die vorliegendebAit konzentriert sich daher auf die
Charakterisierung und die biochemische Beschreilesy VKORC1L1-Proteins, um seine

Funktionen im Organismus verstehen zu kdnnen.

Da die Untersuchungen dieser Arbeit im Zusammenmmagler Blutgerinnung stehen und
das Vitamin K eine spezifische und zentrale Ratleder Funktionalitdt der Blutgerinnung
einnimmt, wird in der Einleitung im ersten Teil entl.1 ,Vitamin K und Blutgerinnung* auf

die Blutgerinnungsfaktoren (1.1.1), das Vitamin K1(2) und die Vitamin K-abhangigen
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Proteine (1.1.3) eingegangen. Weiterhin werden ydi@utamyl-Carboxylase (1.1.4), der
Vitamin K-Zyklus (1.1.5), das VKORCI1-Protein (1.1.@und das Calumenin imy-
Carboxylierungssystem (1.1.7) behandelt. Diese Kmmepten sind fur den Ablauf der
Blutgerinnung unerlasslich. Da bezuglich der Blutggaung Funktionsstérungen bekannt sind
und diese die Identifizierung und Charakterisierdtes VKORC1-Proteins ermdglichten,
schlieBen sich Kapitel zu Vitamin K assoziierteraitheiten (1.1.8), zu den Vitamin K-
Antagonisten (1.1.9) und der Warfarinresistenz bklenschen und bei Nagern (1.1.10 und
1.1.11) an. Die Stachelmaus ist Gegenstand ddsneikapitels im ersten Teil (1.1.12), da sie
zur Betrachtung kinetischer Parameter des VKOR@ielfrs herangezogen wird. Der zweite
Teil der Einleitung ,methodische Voraussetzunger$dhaftigt sich mit den notwendigen
Techniken der vorliegenden Untersuchungen. So weilde Kapitel 1.2.1 zunachst die
Grundlagen der Michaelis-Menten-Kinetik dargestelltm die kinetischen Ergebnisse
diskutieren zu kénnen. Darauf folgen ein Abschaiit Knockout-Technik (1.2.2) und ein
Kapitel zur konditionalen Mutagenese durch dasl@BfRekombinasesystem (1.2.3), da die
Generierung einer Knockout-Maus ein Ziel dieser elrbwar. Im dritten Abschnitt der
Einleitung ,VKORC1L1 - das paraloge Gen mit unbekan Funktion® wird das
VKORCI1L1-Protein vorgestellt, welches Forschungegstand dieser Arbeit ist und
charakterisiert werden soll. Die fur die empiristh&ntersuchungen herangezogenen
Methoden werden im Kapitel 2 ,Material und Methotienldutert. Die Ergebnisse werden
anschlieBend in drei Teilen im Kapitel ,Generieruegner Knockout-Maus fur das
VKORC1L1-Gen* (3.1) und im Abschnitt ,Biochemische&Charakterisierung des
VKORCI1L1-Proteins® (3.2) sowie unter ,Bioinformatise Analysen des VKORCI1L1-
Proteins“(3.3) dargestellt. Im Kapitel 4 werden die erhattefcrgebnisse diskutiert.
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1.1 Vitamin K und Blutgerinnung

1.1.1 Die Blutgerinnung — ein Uberlebenswichtiger fi®zess

Ein Wundverschluss nach Endothelverletzungen und bel3eren Wunden st

lebensnotwendig. Dieser Prozess wird durch die dmemund sekundare Hamostase
eingeleitet. Bei der primaren Hamostase aggregidrermThrombozyten an der beschadigten
Stelle des Blutgefal3es zu einem Pfropf und setzdrst8nzen wie Serotonin frei, die eine
Konstriktion des Gefalies bewirken, so dass es uaer edurzfristigen Verhinderung von

Blutverlust kommt. Der weitaus stabilere Wundvelssdé wird durch die sekundare
Hamostase erreicht, bei der unldsliche Fibrinnetzeeinem dauerhaften Wundverschluss
fuhren [Riddel et al., 2007].

Intravaskulédres System

Kollagenkontakt

Kininogen Kallikrein

Xl u Xlla Extravaskulares System

Xl ——————» Xla
ca? / Gewebslasion
% Freisetzung von Gewebsthromboplastin (l11)
—_— >
IX Iz( a_

y S lCa2+
vih———Z v \\ Via €«— Y v
Caz"\ )
Phospholipid(\ /a N
Phospholipide
A
X » Xa

ca? /// , \

- <«
Phospholipide v v

(Prothrombin) I —————————» || a (Thrombin)
//\
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Weg

— i
A
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Abb. 1: Kaskaden der Blutgerinnung im Menschen (Pexiin, 1996).

Grine Pfeile: Aktivierung durch Proteolyse; schweaRfeile: Transformation des Proenzyms in das ektiv
proteolytische Enzym bzw. Umwandlung von FibrinogerFibrin. Durch das a hinter der rémischen Ziffer
(dem Gerinnungsfaktor) wird die aktive Proteasesgekeichnet.
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Die sekundare Hamostase verlauft in einer kaskatigea Aktivierung von zahlreichen
Faktoren, wobei eine aktivierte Form die Aktiviegutles folgenden Faktors katalysiert (Abb.
1). Am Ende bildet sich ein Stoffkomplex, der aesndaktivierten Faktor X, dem aktivierten
Faktor V', C&*-lonen (Faktor IV) sowie Phospholipiden besteht uddrch seine
proteolytische Aktivitat Faktor 1l (Prothrombin) imhrombin Uberfihren kann [Penzlin,
1996]. Die Phospholipide kdnnen dabei aus zweicheeslenen Wegen resultieren, die als
intrinsisches und extrinsisches System bezeichrestlem. Die Serinproteinase Thrombin
interagiert mit dem hochmolekularen, l6slichen Kibgen (Faktor 1) und fallt es zu
Fibrinmonomeren aus, die anschlieRend unter Eimmgkdes fibrinstabilisierenden Faktors
Xlll, einer durch Thrombin aktivierten Transamidage einem Polymer vernetzt werden.
Durch das stabilisierte Fibrinnetz erfolgen der \@agrschluss und damit die Blutstillung
[Riddel et al., 2007].

Der Ausldser des intravaskularen (intrinsischergt@wys ist der Kontakt des Blutes mit einer
negativ geladenen Oberflache wie dem Kollagen ai#r Basalmembran der Blutgefalle.
Dabei erfahrt der Faktor Xl (Hagemann-Faktor) eik@nformationsanderung, wodurch er
dem aktivierenden proteolytischen Einflul3 des Pstallikreins ausgesetzt wird und selbst
seine enzymatische Aktivitat erhalt [Silverbergkt 1980; Espana, Ratnoff, 1983; Reddigari
et al., 1993; Citarella et al., 1997]. Kaskadegawerden im folgenden Faktor XI und IX
aktiviert [Ratnoff, Davie, 1962]. Mit Hilfe von Far VIII, Ca**-lonen und Phospholipiden
aus den Thrombozyten katalysiert die aktive Forma,I¥ine Serinprotease, wiederum die
Aktivierung von Faktor X. Die Aktivierung des FaksoXIl wird durch das im Plasma
vorhandene Kininogen unterstitzt. Das extravas&uléxtrinsische) System wird durch eine
Gewebsverletzung ausgelost. Dabei wird der in dageRintrazellular vorliegende Faktor Il
(Gewebethromboplastin), ein Lipoproteinkomplex,i ffBenzlin, 1996]. Dieser Komplex
wandelt in Anwesenheit von €alonen den Faktor VIl in seine aktive Form Vlla (ibodds,
1980; Nakagaki et al., 1991]. Faktor Vila aktivienit C&*-lonen und Phospholipiden als
Cofaktoren den Faktor X, der zudem in das introfss System eingebunden ist [Mann,
Lorand, 1993]. An dieser Stelle laufen somit ddranund extravaskulare Weg zusammen.

Fur eine effektive Blutgerinnung sind beide Systarierderlich.

Die Proteine C, S und Z sind als Antikoagulantién die Regulation der Blutgerinnung
wichtig. Thrombin aktiviert Protein C, das darauftéginen Komplex mit Protein S, €a

lonen und Phospholipiden bildet. Das aktivierte t€iro C hemmt durch proteolytische
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Spaltung die aktivierten Faktoren Va und Vllla wmhtrolliert so die Blutgerinnung [Esmon,
2000]. Das Protein Z wirkt als Cofaktor zur Inaktnung von Faktor Xa und ist ebenfalls ein
wichtiger Inhibitor der Blutgerinnung [Sofi et a2Q04].

Stérungen im plasmatischen Gerinnungssystem, di&kahgulopathien bezeichnet werden,
kénnen verschiedene Ursachen haben und beeinfldaserkomplexe Zusammenspiel der
Blutgerinnungsfaktoren erheblich. Die am haufigsgenetisch bedingten Erkrankungen sind
mit einer Inzidenz von 1:5000 Hamophilie A, die dureinen Mangel an Faktor VIII-
Aktivitat verursacht wird, und Hamophilie B mit einH&aufigkeit von 1:20000, bei der ein
Faktor IX-Mangel vorliegt [Bowen, 2002; Bolton-Magiget al., 2003]. Beide Krankheiten
werden X-chromosomal rezessiv vererbt und fluhrereiner verlangsamten Blutgerinnung
und Gelenkeinblutungen. Klinisch auf3ern sich di@skekte durch Blutungen in Gelenke und
Muskulatur sowie in Weichteile und innere OrganeadBhuber et al., 2004]. Solche
rezidivierenden Blutungen fihren ohne Behandlunghiluie Schadigung der Gelenke und
die dadurch bedingten Muskelveranderungen (Atraph#erkirzungen) zu Gehbehinderung
und Invaliditat. Sie kénnen jedoch durch die Substn des jeweils verminderten Faktors
behandelt werden [Graw et al., 2005]. Das von-Wited-Jurgens-Syndrom ist eine weitere
Erkrankung mit einer Inzidenz von 1:10000, ihm fiegn autosomal dominanter Erbgang
zugrunde [Robertson et al., 2008]. Die Ursache $gsdroms ist auf eine quantitative und
gualitative Storung des von-Willebrand-Faktors zudifihren. Dabei ist die primare
Hamostase beeintrachtigt, so dass die AdhasionTHesmbozyten am Subendothel bei
Gefallverletzungen gestort ist [Gill, 2004]. ErwardeKoagulopathien, wie der Vitamin K
Mangel, sind auf verschiedene Grunderkrankungeriickaufiihren und betreffen meist
mehrere Faktoren des Blutgerinnungssystems. EigMaan Vitamin K flhrt beispielsweise
zu einer gestorten Synthese der Vitamin K-abhamgkgktoren II, VII, IX und X sowie der
Proteine C, S und Z [Renz-Polster, Krautzig, 2008].
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1.1.2 Vitamin K — ein essentieller Faktor in der Blitgerinnung

Die Existenz von Vitamin K wurde im Jahre 1929 vdenrik Dam durch Studien zum
Cholesterol-Metabolismus in Huhnern entdeckt [Dab®29]. Er beschrieb ein neues
Mangelsyndrom in jungen Vdogeln, die eine fettarmaatDerhalten hatten. Die
charakteristischen Merkmale waren eine verlang&tatgerinnungsdauer, Anamie und
Blutungen [Dam, 1935]. Zehn Jahre spater gelandddagitsgruppe um Doisy die Isolierung
und chemische Charakterisierung des Vitamins ausahtxtrakten [Binkley et al., 1939].
Das ,K" in der Bezeichnung ,Vitamin K* steht fir Kgulation und unterstreicht seine
essentielle Bedeutung in der Blutgerinnung. Dam Doty erhielten 1943 gemeinsam den
Nobelpreis fur Medizin fur die Entdeckung bzw. Algitung der chemischen Struktur des

Vitamin K.

Das fettlésliche Vitamin K gehdrt zu einer Familien Naphthochinonderivaten. Die drei
verschiedenen Grundformen unterscheiden sich inSé#enkette am C3-Kohlenstoffatom
[Suttie, 1995] (Abb. 2). Das VitaminiKPhyllochinon), welches eine Phytyl-Seitenketts au
20 Kohlenstoffatomen besitzt, wird von griinen Pfkm und Algen unter Lichteinwirkung
produziert und Uberwiegt gegeniber den anderenv@en in Nahrungsmitteln. Es ist in
besonders hohen Konzentrationen in frischem Obdt Gemise, wie z.B. Grinkohl (729
1g/100 g), Broccoli (175 pg/100 g) und Spinat (44¢/100 g), enthalten [Booth, Suttie,
1998]. Die Deutsche Gesellschaft fur Ernahrung eshfif eine tagliche Versorgung mit
Vitamin K von mindestens 65 pg fir Frauen und 80 fiug Manner [Biesalsky, 1999].

Vitamin K, (Menachinon) dagegen tragt eine lange ungesatiigp@renoidkette, wird

hauptsachlich von Darmbakterien synthetisiert umdim sehr geringen Mengen vom Korper
absorbiert [Linnemann, Kuhl, 2004]. Weiterhin gibs das synthetische Vitamins;K

(Menadion), welches bei der kommerziellen Herstgllwon Olen gebildet wird [Booth,

Suttie, 1998].
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Abb. 2: Struktureller Aufbau des Vitamin K ;, K, und K3

Der Hauptort des Vitamin K-Metabolismus ist die eebin der die Vitamin K-abhangigen
Gerinnungsfaktoren synthetisiert werden [Shaw etl8I79]. Die Blutgerinnung kann nur mit
einer Vitamin K-abhangigen posttranslationalen Mi&dtion der Gerinnungsfaktoren I, VI,
IX, X und der antikoagulatorischen Proteine C, Sl uhnormal ablaufen. Einen weiteren
wichtigen Stoffwechsel- und Speicherort fur Vitaninbilden die Knochen, in denen die
Vitamin K-abhéngigen Proteine Osteocalcin und Ma@la-Protein zu finden sind [Shearer,
2000]. Es wird zudem vermutet, dass Vitamin &ne Rolle bei der Regulation des
Knochenmetabolismus spielt und das Risiko von Qtaxse reduziert [lwamoto et al., 2004;
Plaza, Lamson, 2005]. Darlber hinaus ist Vitaminnkit einem verminderten Risiko von
koronaren Herzerkrankungen assoziiert [Geleijnsal.e2004]. Indirekt beeinflusst Vitamin
K die Zellproliferation und die Apoptose [Goruppiad., 1996]. Des Weiteren konnte gezeigt
werden, dass Vitamin K-abhangige Proteine in andei@ogische Prozesse wie die
Arterienverkalkung, Chemotaxis, Phagozytose undn&igansduktion involviert sind
[Schurgers et al., 2001; Berkner, Runge, 2004].
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1.1.3 Vitamin K-abhangige Proteine

Zu den Vitamin K-abhangigen Proteinen gehoéren déeir@ungsfaktoren 11, VII, IX und X
wie auch die regulatorischen Proteine C, S und Zit&khin zahlen das Matrix Gla Protein
(MGP) und Osteocalcin dazu, die beide in der egthal&ren Matrix von Knochen zu finden
sind. MGP ist zusétzlich in anderen Geweben wiegeurtHerz, Nieren und Knorpel prasent
[Fraser und Price, 1988] und verhindert auf nochekiannte Weise die Verkalkung von
Knorpel und Arterien [Luo et al., 1997]. Die gendtnktion von Osteocalcin, welches von
Osteoblasten synthetisiert wird, ist bisher noathniaufgeklart. Man vermutet, dass es an
Umbauprozessen des Knochens wéahrend der Differamgjeeteiligt ist [Ducy et al., 1996].
Es konnte weiterhin nachgewiesen werden, dass widhter Spiegel nicht vollstandig
carboxylierten Osteocalcins mit einer geringereroéfrendichte und einem erhodhten Risiko
fur Knochenbriiche und Huftfrakturen im Alter einhgeht (,Osteoporose”) [Plaza et al.,
2005]. Der Wachstumsfaktor Gas 6 und das Protenn8en als Liganden an spezifische
Rezeptor-Tyrosin-Kinasen und aktivieren diese [Baxet al., 2001]. Uber verschiedene
Transduktionskaskaden werden so Apoptose, Zelvrachsund Zelltransformation
beeinflusst [Goruppi et al., 1996]. Als Gla-Memlpeasteine mit meist noch unbekannter
Funktion wurden die prolinreichen Gla-Proteine PRGRNnd PRGP2 sowie die
Transmembranproteine TMG3 und TMG4 beschriebenritanl et al., 1997; Kulman et al.,
2001]. Das PRGP2-Protein konnte als ein Bindungspar des transkriptionellen
Coaktivators Yes-associated Protein (YAP) iden#fizwerden [Kulman et al., 2007]. Als
eine Besonderheit wurden Vitamin K-abhangige Caxia® in Invertebraten entdeckt
[Stanley et al., 1997; Rigby et al., 1997; Bushlet1999]. Bei diesen Toxinen es handelt sich
um neuroaktive Peptide aus marinen Kegelschnecke®dttungConus die dieses lahmende
Gift in ihre Beute injizieren. Es inhibiert NMDA-Reptoren (NMDA = N-Methyl-D-
Aspartat) und wirkt so auf das zentrale Nervensysten Vertebraten [Clark et al., 1981].
Weiterhin wurden sogar in der Seeschellena intestinalis4 Proteine mit Gla-Domanen
gefunden (Ci-Glal — Ci-Gla4), die wahrend der ganEatwicklung auf einem niedrigen
Level exprimiert werden [Kulman et al., 2006]. Clia® ist homolog zu einer Rezeptor-
Tyrosinkinase mit Gla-Domanen (Gla-RTK) bei der wandten Seescheiddalocynthia
roretzi [Wang et al., 2003]. Ci-Gla2 besitzt strukturelléwichkeiten zu den integralen
Memranproteinen Jagged 1 und 2 bei Vertebratercheelie Kérperentwicklung regulieren.
Ci-Gla4 dagegen ahnelt einer verlangerten VaridegeProteins S und Gas6 [Kulman et al.,
2006]. Diese Ci-Gla Proteine beweisen die evolukwstehung der Vitamin K-abh&ngigen
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Gla-Doméne vor der Divergenz von Vertebraten undhbrdaten und lassen auf neuartige

Funktionen der Gla-Proteine schliel3en.

Alle Vitamin K-abhangigen Proteine (VKD-Proteinekditzen eine sogenannte amino-
terminale Gla-Domane (GLA) (Abb. 3), die drei bieidehn Glutamatreste (Glu) beinhaltet
und in allen VKD Proteinen homolog ist [Stenflo,t8 1977; Berkner, Pudota, 1998]. An
der Gla-Domane findet eine Vitamin K-abhéangige Oayfierung durch diey-Glutamyl-
Carboxylase (GGCX) statt, welche die Glutamatregtesttranslational in vy-
Carboxyglutamatreste (Gla) umwandelt. Eine der @daaane vorgelagerte Propeptidsequenz
(PRO) dient der GGCX zur Erkennung [Jorgensen.efi@B87]. Dieser hoch konservierte und
18 Aminoséauren umfassende Abschnitt wirdya3arboxylase-Erkennungsregion-GRS,y-
carboxylase recognition site) bezeichnet und enth@i hoch konservierte Aminosaurereste.
Mutationen in diesen drei Propeptidresten verringdie Affinitdt des VKD-Proteins zuy-
Glutamyl-Carboxylase. Nach posttranslationaler Mkdiion der VKD-Proteine wird dig-
Carboxylase-Erkennungssequenz im Golgi-Apparat siadeen. Die Blutgerinnungsfaktoren
I, VII, IX und X sowie die antikoagulatorischend®eine C und Z besitzen am N-Terminus
ihrer Vorlauferproteine ein Signalpeptid, welchesasd jeweilige Protein zum
Endoplamatischen Reticulum (ER) dirigiert und demtfernt wird. Weiterhin besitzen diese
Faktoren, bis auf das Prothrombin (Faktor Il), aieei GF- (Growth factor) Doméanen. Das
Prothrombin weist stattdessen an dieser Positiorei zWringeldomanen auf. Die
prokoagulatorischen Faktoren Il, VII, IX und X s@ndas Protein C besitzen weiterhin eine
Serinprotease- (SP-) Domane am C-Terminus und kdsamit enzymatisch aktiv werden.
Protein Z hat eine Pseudo-Serinprotease-Doméane dtatalytische Aktivitat. Das
gerinnungshemmende Protein S und das Gas 6-Pr@mwth arrest specific protein 6),
unterscheiden sich in ihrem Aufbau von den besbhlrien Proteinen. Sie besitzen u. a. vier
GF-Domanen, und statt der SP-Doméne sind zwei ifteonon-Bindungsdoménen (SHBD)
vorhanden [Berkner, Runge, 2004]. Die prolinreicheBla-Proteine und die
Transmembranproteine unterscheiden sich von ddgdibWitamin K-abhangigen Proteinen
und &hneln sich in ihrem Aufbau sehr stark untemsiler. Sie weisen keine GF- und SP-
Domanen auf, sondern besitzen nach der Pro- und Glkequenz jeweils eine

Transmembrandoméne (TM) und eine Cytoplasmadon@vie )(



EINLEITUNG 22

Factor VII FVII PROJEMNNAS] GF [ GF | SP |
Factor IX FIX [PROJEMNAS] GF[ GF[AP | SP |

Factor X FX PROMEWNNAS] GF[ GF[AP | SP |
Protein C PC PEOEYNNAS] GF [ GF [AP] SP |
Protein Z PZ [PFROJEEEMNTH GF] GF] PSP |
Prothrombin PT FROJENINAS] K1 [ KZ ] SP |
Protein S PS [PROMICWNMASILO] GF[GF[GF[GF[  SHBD [ SHBD |
Growth-arrest  Gasé  [PROJJIEIWNMASLO] GF[GF] GFJGF] SHED | SHBD |
specific

Osteocalcin o] PEOEEN @ |

Matrix MGP

Gla Protein

Proline-Rich PRGP1

Gla Proteins PRGP2

Transmembrane TMG3

Gla Proteins TMG4  [PROBRENSE TV VT |

Abb. 3: Der Aufbau von Vitamin K-abhangigen Proteiren (Berkner und Runge, S.2121, 2004).
PRO=Propeptid, GLA=Gla-Doméane, AS=kurze aromatiscBequenzen, GF=Wachstumsfaktor-ahnliche
Doméanen (Growth factor), SP=Serinprotease-Doman&=Aktivierungspeptid, TR=Thrombin-sensitive
Domaéane, K=Kringle Domane, PSP=Pseudo-Serinproteas&oe, LO=Loop, SHBD=Steroidhormonbindestelle,
CRS=Carboxylase Retention Signal, TM=Transmembnandohe, CYT=Cytoplasmadomane.

1.1.4 Diey-Glutamyl-Carboxylase (GGCX) - verantwortlich fir die Aktivierung der
Blutgerinnungsfaktoren

Es handelt sich bei der Vitamin K-abh&ngige®lutamyl-Carboxylase (GGCX) um ein
integrales Membranprotein des rauen Endoplasmatis&eticulums und Golgi-Apparates
[Carlisle, Suttie, 1980; Stanton et al., 1991] eiiter molekularen Masse von 95 kDa [Wu et
al., 1991]. Sie umfasst 758 Aminosauren, besifetamsmembrandoméanen (Abb.4) und wird
in zahlreichen Geweben wie z.B. der Leber, der Hdet Lunge und der Niere exprimiert
[Tie et al., 2000; Stafford, 2005]. Das GGCX-Geffirmet sich auf Chromosom 2p12 [Kuo et
al., 1994] und umfasst 15 Exons auf einer Lange ¥8nkb. Im Jahre 2007 gelang die

zweidimensionale Kristallisation des Enzyms [Schrkitky et al., 2007].
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Abb. 4: Die Struktur der y-Glutamyl-Carboxylase (GGCX) (Stafford, S.1874, 208).
Die schwarzen Kugeln symbolisieren Cysteine. Zweschden Cysteinen 99 und 450 exisitiert eine
Disulfidbriicke. Insgesamt sind finf Transmembrandoem vorhanden.

Das Enzym carboxyliert die Vitamin K-abhangigentBirme, wobei fir die Reaktion Vitamin
K-Hydrochinon als Cofaktor benétigt wird. Diese Baxylierung in der Gla-Doméne der
Vorlauferproteine fiihrt zur Umwandlung des schwacl@*-Chelators Glutamat in den
starkeren C&-Chelator y-Carboxyglutamat. Die verstarkte Taindung erméglicht eine

Proteinkonformationsanderung, so dass sich die et an Phospholipidmembranen
verankern konnen [Borowski et al., 1986]. Hier &gfodie Komplexbildung mit ihren

Aktivatoren, welche die Proteine in ihre katalytisktive Form umwandeln.

Das Vitamin K-Hydrochinon wird wahrend der Carbogglingsreaktion unter Verbrauch von
Sauerstoff zu Vitamin K-2,3-Epoxid oxidiert [Morrist al., 1993]. Als Zwischenprodukt
bildet sich dabei das kurzlebige Vitamin K-Alkoxigvelches als starke Base dem
Kohlenstoff des Glutamatrestes von Vitamin K-abhgeg Proteinen ein Proton entzieht.
Durch die Anlagerung von Kohlenstoffdioxid entstamschlieRend dagCarboxyglutamat
unter der Katalyse der GGCX [Furie et al., 1999wd und Mitarbeiter [Dowd et al., 1995]
postulierten, dass am Anfang dieser Reaktionskatt€ystein der Carboxylase als schwache

Base die erste Deprotonisierung des Vitamin K-Hgthoons katalysiert. (Abb. 5).
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Abb. 5: Mechanismus der Vitamin K-abhangigeny-Carboxylierung von Glutamatresten (Furie et al., S.
1799, 1999).

Ein Cystein (Cys) der GGCX (carboxylase) entziediihdvitamin K-Chinon (vitamin Kl ein Proton, so dass
mit Hilfe von Sauerstoff (§) Vitamin K-Alkoxid (vitamin K alkoxide) entstehDieses Intermediat fungiert als
starke Base (strong base) und deprotoniert diea@latreste (glutamic acid), so dass sich das reaktarbanion
bildet. Die Addition von C® an das Carbanion bildet unter der Katalyse der ®Gias Produkty-
Carboxyglutamat ytcarboxyglutamic acid). Das instabile Vitamin K-Alkid wird in Vitamin K-Epoxid
(vitamin K epoxide) umgewandelt, welches wiederumeiner warfarin-sensitiven Reaktion zu Vitamin K-
Chinon recycelt wird.

Neuere Untersuchungen scheinen allerdings dieseslelMoron Dowd teilweise zu
widerlegen. Sie zeigten Uben vitro Mutagenese und einen Aktivitatsassay, dass eine
Carboxylase, in der alle Cysteine nach Alanin stibstt wurden, weiterhin ihre Aktivitat
behalt und ein aktiviertes Amin fur die Deprotoniey des Vitamin K-Hydrochinons
verantwortlich ist [Rishavy et al., 2004]. Eine dogefiihrte Brgnsted-Analyse, mit welcher
der Effekt von Aminen mit unterschiedlichen pWerten gemessen werden kann, zeigte
daruber hinaus, dass ein Lysin an Position 21&sgentielle Base in derCarboxylase fur

die Initiation der Deprotonierungsreaktion von Wiia K-Hydrochinon ist [Rishavy et al.,
2006].
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1.1.5 Der Vitamin K-Zyklus - ein Recyclingprozessar Bereitstellung von Vitamin K

Seit der Entdeckung der Vitamin K-Epoxid-ReduktBssktion (VKOR) im Jahre 1970
durch Bell und Matschiner [Bell, Matschiner, 197@jurden die Komponenten und
Mechanismen des Vitamin K-Zyklus intensiv untergucbDieser Redoxzyklus wird in
hepatischen Mikrosomen durchlaufen und ermdglidet effiziente Rickgewinnung und
Bereitstellung von reduziertem Vitamin K als essdl@m Cofaktor fur diey-Glutamyl-
Carboxylase (Abb. 6). Dig-Carboxylierung eines Glutamatrestes ist verbunaden der
Bildung eines Molekils Vitamin K-Epoxid. Um eineneiteren Carboxylierungsschritt
durchfuhren zu kénnen, muss das Vitamin K-Epoxidridie Chinon-Form zum Vitamin K-
Hydrochinon recycelt werden. Fir diese Reduktionriten zwei voneinander unabhangige,
dithiol-gekoppelte Enzyme nachgewiesen werden [Weal al., 1987]. Zum einen handelt es
sich um die DT-Diaphorase, eine NAD(P)H-Dehydrogenawelches ausschliel3lich die
Umsetzung von Chinon zu Hydrochinon katalysieremnk@/Vallin et al., 1978]. Da fur seine
Aktivitat unphysiologisch hohe Konzentrationen aitavhin K-Chinon erforderlich sind,
kommt diesem Enzym unter physiologischen Bedingangermutlich jedoch keine
entscheidende Rolle im Vitamin K-Zyklus zu [Furteagé, 1998]. Das zweite Enzym ist in der
Lage sowohl das Vitamin K-Epoxid als auch das Chiza reduzieren und ist bereits bei
niedrigen Vitamin K-Epoxid- und Chinonkonzentragonaktiv [Cain et al., 1998]. Es wird
als Vitamin K-Epoxid-Reduktase bezeichnet und tstdie essentielle Komponente des
Vitamin K-Zyklus dar (vgl. Kap. 1.1.6).
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Abb. 6: Der Vitamin K-Zyklus (nach Wallin und Martin, 1987).

Im Vitamin K-Zyklus wird das Vitamin K-2,3-Epoxidb&r die Chinonform zum Vitamin K-Hydrochinon
recycelt. Dieses reduzierte Vitamin Kvird von dery-Glutamylcarboxylase als Cofaktor neben Q@d G
bendtigt, um die Carboxylierung von spezifischemt&hatresten zu Carboxyglutamat umzusetzen. Digehei
warfarinsensitiven Reduktionsschritte von Vitamin Werden von der Vitamin K-Epoxid Reduktase (VKOR)
katalysiert.

Bis vor kurzem wurde angenommen, dass es sich @eiVdamin K-Epoxid-Reduktase
(VKOR) um einen Multienzymkomplex handelt, der &ecyclingreaktionen des Vitamin K
bewerkstelligt. Cain et al. postulierten ein Modeflach welchem eine mikrosomale
Epoxidhydrolase und ein noch unbekanntes Mitglied @lutathion-S-Transferase (GST-
Familie) die VKOR-Aktivitatt ausmachen [Cain et all997]. Die Klonierung und
Charakterisierung des VKORC1-Proteins stellte dgpothetische Modell in Frage und
bekraftigte die Annahme, dass dieses Protein aflgirdie VKOR-Aktivitat verantwortlich
ist. So zeigen Knockout-Mause ohne mikrosomale kibgxirolasen bzw. ohne Glutathion-
S-Transferasen keine verminderte Blutgerinnung ftéiyet al., 1999; Stafford, 2005]. Des
Weiteren wurde nach Aufreinigung des VKORC1-Praemachgewiesen, dass das Enzym



EINLEITUNG 27

die Reduktion von Vitamin K-Epoxid zum Chinon austii Im Vergleich zur VKOR in

Mikrosomen ist dabei die Aktivitat von aufgereirgt VKORC1 nicht erniedrigt [Chu et al.,
2006]. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass auetReéduktion von Vitamin K-Chinon in
seine Hydrochinonform vom VKORC1 Ubernommen wirch [8t al., 2007]. Ein direkter
Nachweis ist allerdings schwierig, da es sich beéigdrochinon um eine sehr instabile

Verbindung handelt.

Damit der Vitamin K-Recyclingprozess ablaufen kamwerden Elektronen fur die Reduktion
des Vitamin K-Epoxids am Redoxzentrum der VKOR hignoBislang wurde angenommen,
dass Lipoamid [Thijssen et al., 1994] oder das rfEudoxinsystem [Soute et al., 1992] ais
vivo Reduktionsmittel fungieren. Die Arbeitsgruppe umalid vermutet, dass die
Reduzierung von Vitamin K-Epoxid mit der dithiolabigigen oxidativen Faltung von
Proteinen im ER an die Protein-Disulfid-IsomeraB®I) gekoppelt ist [Wajih et al., 2007].
Bei der PDI handelt es sich um eine thioredoxink&ha Oxidoreduktase, welche in hohen
Konzentrationen im Lumen des endoplasmatischercietns vorkommt und finf Doméanen
(a, @, b, b’, c¢) besitzt. In den Domanen a undiradet man das CXXC-Motiv als CGHC-
Motiv (Cystein-Glycin-Histidin-Cystein), welches slaThiol-Redoxzentrum des Enzyms
ausmacht. Hier wird die thiolabhangige oxidativétdray von neu synthetisierten Proteinen
katalysiert. Die b-b’-Domane stellt die hydrophdtiedungsstelle fur die PDI-Substrate dar,
mit der auch die VKOR interagieren konnte. Das hlypische Modell fur die
Elektronenbereitstellung nach Wajih ist in Abb. argestellt. Die PDI Ubertragt Elektronen
im PDI-VKORC1-Komplex an das CXXC-Motiv der VKOR, owdie Reduzierung von
Vitamin K-Epoxid zu Vitamin K-Chinon stattfindet.i®bereitgestellten Elektronen stammen
aus der oxidativen Faltung von neu synthetisieRmgteinen, die im Thiol-Redoxzentrum der
PDI ablauft. Bei dieser Reaktion wird die PDI selbsduziert. Die Reoxidation des
Redoxzentrums der PDI ist an die Reduktion der Bladonatischen-Retikulum-Oxidase 1
(ERO 1) gekoppelt. Um diese wiederum fur einen eveit Durchlauf zur Verfigung zu

stellen, ist ihre Oxidation an die Bildung voa(®4 aus Sauerstoff gebunden.
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Abb. 7: Das Modell des Enzymkomplexes (Wajih et al.S. 2633, 2007).

Elektronenbereitstellung fir das CXXC-Motiv des VRO1-Proteins durch die PDI.

ERO1 = Endoplasmatische-Retikulum-Oxidase 1, neotepnrs = neu synthetisierte Proteine, PDI = Pretein
Disulfid-Isomerase, e Elektronen

1.1.6 Die Vitamin K-Epoxid Reduktase (VKORC1) - daszentrale Protein im Vitamin
K-Zyklus

Das VKORC1-Gen, das fur die Vitamin K-Epoxid-Redageé codiert, konnte durch eine
Kopplungsanalyse auf Chromosom 16p12-q21 idergifizverden [Fregin et al. 2002, Rost et
al. 2004]. Zeitgleich beschaftigte sich die Arbgitgppe von Stafford ebenfalls mit der
Identifizierung des Gens [Li et al., 2004]. Der Raeis von Mutationen im VKORC1-Gen
bei Patienten mit VKCFD2 und Warfarin-Resistenzl.(\Wgap. 1.1.8 und 1.1.10) sowie bei
warfarinresistenten Ratten zeigte die Bedeutungedid’roteins im Vitamin K-Stoffwechsel.
Das VKORCI1-Protein stellt somit die zentrale Komgate im Vitamin K-Zyklus beim
Recycling des Vitamin K-Epoxids dar [Jin et al.,0Z0 Das VKORC1-Gen erstreckt sich
Uber einen genomischen Bereich von 5126 bp, waleeittkons die codierende Sequenz von
492 bp umfassen. Das exprimierte Protein setzt 3ih163 Aminosauren zusammen und
besitzt eine molekulare Masse von 18 kDa. Die dildaee Lokalisation des VKORC1 im
endoplasmatischen Reticulum konnte Uber immunfemesende Antikbrper nachgewiesen
werden [Rost, Fregin, 2004]. Weiterhin lassen sithh das Enzym drei bis vier

Transmembrandomé&nen vorhersagen [Rost et al., 200ddstadt, Ponting, 2004]. Dabei
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sind im Modell mit drei Transmembrandoménen di¢eetsid zweite Transmembrandomane
durch einen langen cytoplasmatischen Loop und weite und dritte Domane durch einen
lumenalen Loop von 7 Aminoséuren verbunden. DasrhMinale Ende ist im Lumen des ER
zu finden, das C-terminale Ende der Aminosaureseqquean dem sich ein ER-

Retentionssignal befindet, ist cytosomal lokalisigkbb. 8). Uber Northern Blot Analysen

konnte des Weiteren gezeigt werden, dass die r&dhsgpression des VKORC1-Gens in
fotaler und adulter Leber zu finden ist, gefolghvétalem Herzen sowie von adulter Niere,

Lunge und Pankreas.

Cytoplasma — CCRE®,  COOOEOOEMID Ry

s s

ol e
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ER Lumen () O ER retention signal

@eo @ Redoxzentrum
NHAMESEDW) @ Warfarinbindungsstelle @ VKCFD2 Mutation

@ Konservierte Reste {® WR Mutationen

Abb. 8: Die Struktur von VKORCL1 im endoplasmatischen Reticulum (nach Tie et al., 2005; Oldenburg et

al., 2006).

Fir das 163 Aminoséauren umfassende VKORC1-Proteinlen 3 Transmembrandoménen vorhergesagt. Das
C-terminale Ende mit dem ER-Erkennungssignal befirgich im Cytoplasma. Das CXXC-Motiv stellt das
Redoxzentrum dar, das TYA-Motiv wird als Warfarinhiingsstelle angenommen. Die grau hinterlegten
Mutationen vermitteln eine Warfarinresistenz, dermarkierte Aminosaureaustausch wurde fiir die d&kung
VKCFD2 gefunden. Die Aminosauren sind im Ein-Bualhsin-Code aufgefiihrt.

Um Aufschlisse Uber die Struktur der VKOR und diml&ion der einzelnen Aminosauren
im Protein zu bekommen, wurde zielgerichtete Muteage angewandt und die Homologie

zwischen verschiedenen Spezies untersucht. Flgeeidiminosauren konnte eine 100%ige
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Konservierung in Genen aus Archaebakterien, Eubakteund Metazoa nachgewiesen
werden, so dass man eine essentielle Rolle diasanadsauren fur die enzymatische Aktivitat
des VKORC1 annehmen kann [Goodstadt, Ponting, 2004bei konnten die hoch
konservierten Cysteine an den Positionen 43, 52 ,ub8l 135 sowie ein Serin an der Position
57 identifiziert werden. Ein AminosaureaustauschPasition 57 fihrt zum fast vollstandigen
Verlust der VKOR-AKktivitat, so dass vermutet wirdass dieses Serin ein Bestandteil des

aktiven Zentrums ist [Rost et al., 2005].

Weiterhin ist ein sogenanntes CIVC-Motiv im VKOR®@1etein vorhanden, das allgemein
auch als CXXC-Motiv bezeichnet wird. CIVC stehtbdafur Cystein an Position 132,
Isoleucin 133,Valin 134 und Cystein 135. Das CXXC-Motiv kommt auch in der
hochkonservierten bakteriellen Proteinfamilie vonADH-Ubichinon-Oxidoreduktase-
Komplexen (NqgrC) vor und erfillt dort die Funktides katalytisch aktiven Redoxzentrums.
Daher nimmt man an, dass auch das CIVC-Motiv de®©RK1 eine ahnliche Funktion wie
das CXXC-Motiv ausubt und die Reduktion von VitankrEpoxid zu Vitamin K-Chinon
katalysiert. Ein weiteres charakteristisches Metknst das hydrophobe TYA-Motiv
(Threonin 138, Tyrosin 139, Alanin 140), welchesmetlich fur die Warfarinbindung
verantwortlich ist [Rost et al., 2005]. Dabei scttelas Tyrosin an Position 139 direkt an der
Bindung von Warfarin beteiligt zu sein [Pelz et 2D05]. In der Warfarin-sensitiven Chinon-
Oxidoreduktase NQOR konnte dieses Motiv als Dicurtémdungsstelle identifziert werden
[Hall et al., 1972; Myszka et al., 1991; Ma et 4992]. Die Sequenzhomologie zur NQOR
und der Verlust der Warfarinbindung bei einem nrtgie TYA-Motiv sprechen flir eine
direkte Beteiligung dieser Aminosaurereste an dearfdvinbindung im VKORCL1. Ein
Arginin an Position 58 scheint fur die Tertiarstukdes VKORC1-Proteins essentiell zu
sein. Durchin vitro Mutagenese konnte ein kompletter Verlust der Erafgtivitat erreicht
werden, der vermutlich auf die Veranderung der édnédltung zurtickzufiihren ist [Rost et
al., 2005]. Untersuchungen von Jin et al. konntgen, dass die konservierten Cysteine 43
und 51 im VKORC1-Protein nicht fur die Umsetzungiwditamin K-Epoxid zu Vitamin K-
Chinon und fir die Reduktion von Vitamin K-Chinon Yitamin K-Hydrochinon notwendig
sind. Dagegen sind die Cysteine des CXXC-Motiv$asition 132 und 135 fir diese beiden
Reaktionen essentiell [Jin et al., 2007]. Es korimeeits nachgewiesen werden, dass die
Mutation dieser beiden Cysteine zu einem kompletteriust der Enzymaktivitat fihrt [Rost
et al., 2005; Wajih et al., 2005].
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1.1.7 Das Calumenin imy-Carboxylierungssystem — ein Inhibitor der VKOR?

Calumenin gehért zu einer Unterfamilie von®Ghindenden Proteinen, von welchen die
meisten Chaperone sind [Honore, Vorum, 2000]. Seammutete Rolle in der Blutgerinnung
ruhrt von Untersuchungen der Arbeitsgruppe Raidaliwher, die eine Hochregulierung des
Calumenins als molekularen Mechanismus der Warksistenz eines amerikanischen
Rattenstamms beschrieben haben [Wallin et al., 20C&alumenin soll regulatorische
Funktionen auf die VKOR und dieCarboxylase ausiiben, die Teile eines Enzymkomplexe
in der Membran des endoplasmatischen Reticulumd. SBalumenin bindet nach dem
hypothetischen Modell von Wajih et al. an gi&lutamyl-Carboxylase und inhibiert so die
VKOR und die Carboxylase als Chaperon. Es kann tdasie Aktivitat und die
Warfarinsensitivitdt der VKOR beeinflussen (Abb. B)ne Behandlung des Calumenin-Gens
mit SiRNA resultierte in einer funffachen Erhohumigr y-Carboxylase-Aktivitat. Eine
Uberexpression von Calumenin in Hepatozyten deteRféhrte dagegen zur Verminderung
der Aktivitat der Carboxylase. Desweiteren sprechieinformatische Sequenzanalysen fir

eine Interaktion von Calumenin und deGlutamyl-Carboxylase [Wajih et al., 2004].
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Abb. 9: Ein molekulares Modell desy-Carboxylierungssystems
(Wajih et al., S. 25281, 2004).

Inhibierung der VKOR und der GGCX durch die Bindues
Calumenins an die beiden Komponenten.
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1.1.8 Erblich bedingter Mangel an Vitamin K-abh&nggen Gerinnungsfaktoren

Bei dem erblich bedingten kombinierten Mangel an tamin K-abhangigen
Koagulationsfaktoren 11, VII, IX, X, Protein C urérotein S handelt es sich um eine seltene
hereditare Gerinnungsstérung, von der weltweit &leFoekannt sind. Bei der Erkrankung
liegt eine autosomal rezessive Vererbung vor, veelaline unterschiedlich starke
phanotypische Auspragung des Krankheitsbildes heritqdVKCFD = combined deficiency
of vitamin K dependent clotting factors). Je nachdewie viel funktionsfahige
Blutgerinnungsfaktoren noch vorhanden sind, kanziesinterschiedlich stark auftretenden
Blutungen und vereinzelt auch zu Skelettanomaliemrken [Zhang et al., 2004]. Eine
Behandlung dieses kombinierten Mangels an VitamabKangigen Proteinen ist durch orale
Verabreichung von Vitamin K moglich, wobei bei ggjen Patienten die Krankheitssymptome
selbst durch hohe intraventse Dosen von Vitaminidhtnvollstandig aufgehoben werden
konnten [Oldenburg et al., 2007].

Diese Erkrankung kann verschiedene Ursachen haladmer wird zwischen zwei Subtypen
unterschieden. VKCFD vom Typ | (VKCFD1) wird dureinen Defekt in dey-Carboxylase
verursacht, so dass infolge einer unzureichenden fethlenden Carboxylierung der Vitamin
K-abhangigen Gerinnungsfaktoren spontane Blutungeitreten [Rost et al., 2004]. Zur
Funktionsstbrung kann es kommen, wenn Mutationedeny-Carboxylase vorliegen. So
wurden Defekte unter anderem in der katalytischemé@ne, in der Region mit Epoxidase-
Aktivitat und in der Propeptid-Bindungsstelle naetviesen. In zwei VKCFD1-Patienten
wurde die Mutation L394R im Exon 9 bzw. W501S imoBx11l gefunden, die eine
vermindertey-Carboxylase-Aktivitat bewirken [Brenner et al.,989 Spronk et al., 2000].
Weiterhin wurde eine Splice-site Mutation von ExX®ieschrieben, die zu der Erkrankung
VKCFD1 fuhrt [Rost et al., 2004]. Bei zwei deutsotatienten wurde eine Punktmutation in
Exon 11 als Founder-Effect ausfindig gemacht, dhere Aminosdureaustausch von Arginin
nach Prolin an Position 485 bewirkt [Rost et aDQ&]. In einem der beiden Patienten ist die
zusatzliche Mutation His404Pro im GGCX-Gen vorhanffost et al., 2008].

Beim Typ Il der VKCFD-Erkrankung (VKCFD?2) ist derntedmin K-Zyklus betroffen. Hier ist

die Bereitstellung des Vitamin K-Hydrochinons fiie €arboxylierungsreaktion gestort [Rost
et al., 2006]. Ursachlich fur den Mangel diesesaktrs ist ein auf einer homozygoten
Mutation basierender Defekt in dem Gen VKORCL1 figr ditamin K-Epoxid-Reduktase, so

dass die Umwandlung des Vitamin K-Epoxids in diedidghinon-Form nicht regular
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ablaufen kann. Bis heute wurden drei nicht verwandEamilien mit einem
Aminosaureaustausch von Arginin nach TryptopharPasition 98 des VKORC1-Proteins
identifiziert [Oldenburg et al., 2000; Rost et @004; Marchetti et al., 2008].

1.1.9 Vitamin K-Antagonisten - Therapeutika bei Thomboembolien sowie Mittel zur
Nagerbekampfung

Ein naturlich vorkommender Antagonist zum Vitamin #as Dicoumarol, konnte durch
Stahmann et al. 1941 als 3-3’-methyl-bis-4-(hydemgmarin) isoliert werden [Stahmann et
al.,, 1941]. Diese Substanz war fur die ,sweet efodisease” in den 20er Jahren
verantwortlich, an der Rinder in den USA und Kanadah Verzehr von verdorbenem Klee
erkrankten. Symptome waren lebensgefahrliche Bge#an die durch erniedrigte
Prothrombinaktivitdt ausgelést wurden, aber durcluttBansfusionen behoben werden

konnten.

Inzwischen kommen zahlreiche synthetische 4-Hydraryarinderivate fir die Therapie und
Prophylaxe von Beinvenenthrombosen und Lungenembol.B. nach kinstlichem
Herzklappenersatz und Vorhofflimmern, zum Einsat3utfie, 1994]. Verwendete
Antikoagulantien sind z.B. Warfarin (Coumadin®), dAabrocoumon (Marcumar®) oder
Acenocoumarol (Sintrom®), deren Einnahmedosis édei Patienten individuell eingestellt
sein muss. Eine zu hohe Dosierung des AnticoagWtann innere Blutungen verursachen,
die bis zum Tode fuhren kénnen. Oral verabreicWesfarin wird zu 98% an Plasmaproteine
wie Serumalbumin gebunden und tber den Blutkrefiglansportiert. Nur ein kleiner Anteil
an freiem Warfarin inhibiert die VKOR in der Le&age, Lesko, 2008].

Die Cumarinderivate wirken auf den Vitamin K-Zyklusndem sie die Vitamin K-
Epoxidreduktase nicht-kompetitiv inhibieren und dimwandlung von Vitamin K-Epoxid zu
Vitamin K-Hydrochinon blockieren [Begent et al.,((. Als Folge konnen die Vitamin K-
abhangigen Gerinnungsfaktoren von geglutamyl-Carboxylase nicht carboxyliert werden,
da Vitamin K-Hydrochinon fur diese Reaktion als &ldbr benétigt wird. Eine verstarkte

Blutungsneigung ist die Folge.
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Abb. 10: 4-Hydroxycoumarin und seine Derivate.

Hoch dosierte Cumarinderivate und Indan-1,3-diondéz, eine weitere Gruppe von Vitamin
K-Antagonisten, werden auch als Rodentizide gegéndd und Ratten eingesetzt [Jackson et
al., 1988]. Man unterscheidet zwischen Antikoagtdender ersten Generation, welche u.a.
Warfarin, Chlorphacinon und Diphacinon umfassend uintikoagulantien der zweiten
Generation mit Difenacoum, Bromadiolon, Brodifacoumd Flocoumafen (Tab. 1). Im
Gegensatz zu friher eingesetzten Akutgiften wieeAysThallium oder Strychnin tritt die
Wirkung der Antikoagulantien verzogert ein, so daés Tiere nicht in der Lage sind,
Vergiftungssymptome der Artgenossen in eine urséduohlVerbindung mit dem Kdder zu
bringen [Joermann et al., 2001]. Die Entwicklung g¢mtenteren Antikoagulantien der
zweiten Generation wurde notwendig, da sich inevieRattenpopulationen Resistenzen

gegenuber Warfarin ausbreiteten.
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Antikoagulantien Warfarin, Chlorphacinon, Diphacinon,
der ersten Generation Coumatetralyl

Antikoagulantien Difenacoum, Bromadiolon, Brodifacoum,
der zweiten Generation | Flocoumafen, Difethialon

Tab. 1: Ubersicht zu rodentiziden Wirkstoffen.

1.1.10 Warfarinresistenz beim Menschen

Das Medikament Marcumar® (in England und den USAka das verwandte Warfarin zum
Einsatz) wird zur Prophylaxe und Behandlung von offtsosen sowie Schlaganfallen,
Gefallverschlissen und nach Herzoperationen eirgedates als Antagonist von Vitamin K
die Blutgerinnung verlangsamt . Allerdings tretenmier wieder Falle auf, in denen die
Patienten unempfindlich gegeniber dem Coumarinderisind und erheblich hdhere
Dosierungen benotigen. Bei der Standard-Therapie Amtikoagulantien erhalten die
Patienten 2 bis 15 mg Marcumar pro Tag, bei Paremhit Warfarinresistenz liegt die
verabreichte Dosis zwischen 30 und 150 mg pro Tag.

Fur die stark variierende Empfindlichkeit auf Waifiagibt es mehrere Griinde. Zum einen
kann durch eine hohe Vitamin K-Aufnahme Uber diehiMag die Wirksamkeit des

Medikamentes herabgesetzt werden, zum anderendverdalbwertszeit von Warfarin durch

enzym-induzierende Mittel wie Barbiturate verkirzauch bewirken eine verringerte

Aufnahme des Medikaments im Darm sowie eine autasalmminant vererbbare Warfarin-
Unempfindlichkeit beim Menschen eine verandertekiRea auf die Vitamin K-Antagonisten

[Keréveur et al., 1997]. Bei einigen Patienten nginer Marcumarresistenz treten
heterozygote Mutationen im VKORC1-Gen auf [Rostaét 2004]. Bisher wurden vier

unterschiedliche Missense-Mutationen gefunden (V2845A, R58G, L128Q), die jeweils

eine verschiedene Sensitivitdt gegentber dem Condeaivat aufweisen. Die Patienten mit
den Mutationen V29L und L128Q reagieren nicht aohdr Dosen Warfarin und scheinen
daher eine vollstdndige Resistenz zu besitzen.dBai Mutationen V45A und R58G wird

dagegen eine 5- bzw. 10-fache Warfarindosis behf@igst et al., 2004].

Weiterhin konnten Polymorphismen im VKORC1-Gen gelen werden, die zwar keine
ausgepragte Resistenz hervorrufen, aber einernuEméuf die bendtigte Warfarindosis haben.
Es handelt sich bei den Polymorphismen zum einerdienTransition 1173C>T in Intron 1

[Rieder et al., 2005]. Der homozygote Genotyp 1II7B&naotigt signifikant weniger Warfarin
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als der CC oder CT Genotyp. Dieser Polymorphismstisnit einem SNP an Position 6484
assoziiert, welcher in einem regulatorischen Béredes VKORC1-Gens liegt. Diese
regulatorische Sequenz kann Transkriptionsfaktdrigaen, und ein vorhandener SNP in
diesem Bereich beeinflusst Uber die mRNA-Expressgie des Gens die bendtigte
Warfarindosis. Zum anderen ist eine Transition &38 in der 3'UTR bekannt [D’Andrea
et al., 2005]. Der 3730AA-Genotyp erfordert deltllmdhere Warfarindosen als der GA und
der GG-Genotyp. Die zugrunde liegenden Prozess@/idt&ungsweise konnten bis jetzt noch
nicht identifiziert werden. Zwei weitere SNPs imtrbn 2 sind stark in der weil3en
Bevolkerung mit dem Warfarinbedarf assoziiert. B& Genotyp des Polymorphismus 1542
G>C und der TT Genotyp fur den SNP 2255 T>C beedtigine signifikant niedrigere
Warfarindosis als die jeweils anderen beiden Haplent [Li et al., 2006]. Weiterhin konnte
fur den Polymorphismus -1639 G>A im Promoter desORC1-Gens ebenfalls ein Einfluss
auf den Warfarinbedarf nachgewiesen werden. Der Geénotyp erfordert hdhere
Warfarindosen als der GA und der AA Genotyp. Daobieint dieser SNP einen Einfluss auf
die Chromatinmodifikation und damit auf die Regidatder VKORC1-Expression zu haben
[Wang et al., 2008].

Weitere Polymorphismen, welche die Warfarindosigifitussen, sind im CYP2C9-Gen
lokalisiert. Dieses Gen befindet sich auf Chromosdig24.2, gehért zur Cytochrom P450-
Familie und wird in der Leber exprimiert. Das Pnotest flr die oxidative Metabolisierung
verschiedener Arzneistoffe, wie auch fir das S-EHoarer von Warfarin, zustandig [Taube et
al., 2000]. Mittlerweile sind 14 SNPs bekannt, dimen Einfluss auf den Warfarin-
Metabolismus haben [Yin, Miyata, 2007]. Der Polyplasmus C144R in Exon 3
(CYP2C9*2) beispielsweise fuhrt zu einer erniedngEnzymaktivitat von 12%, ein zweiter
Polymorphismus L3591 im Exon 7 (CYP2C9*3) senkt dimzymaktivitat auf 5% des
Wildtyps. Die Aktivitdtsminderungen fuhren aufgruedher verlangsamten Metabolisierung
des Warfarins zu einer deutlich niedrigeren bemétdVarfarindosis [D’Andrea et al., 2005].

1.1.11 Warfarinresistenz bei Nagern

Bei schottischen RattenRattus norvegicys und bei HausmausenM(s musculus in

GroRbritannien konnte bereits im Jahre 1958 bzw6118ine Resistenz gegeniber den
Antikoagulantien der ersten Generation beobachéstien [Boyle, 1960; Dodsworth, 1961].
Zehn bis zwanzig Jahre spater traten auch Resgsteigegen die starker potenteren

Rodentizide der zweiten Generation auf [Desideale1978; Rowe et al. 1981; Greaves et al.
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1982; Pelz 1990; Pelz et al., 2005]. Falle der Rudel-Resistenz gibt es mittlerweile
weltweit, und sie stellen ein grof3es Problem bei Blekampfung der Nagetiere dar. Eine
Bekdmpfung ist notwendig, da neben betrachtlichabd@deschaden sowie Fressen und
Verunreinigen von Nahrungs- und Futtermitteln diaghr Ubertrager von Krankheits- und

Tierseuchenerregern sind.

Es konnte relativ bald nach dem ersten Auftretenr dResistenzen durch
Zichtungsexperimente nachgewiesen werden, das§ai@rinresistenz der Ratten auf einen
monogenen autosomal-dominanten Erbgang zuriickzrilist [Greaves, Ayres, 1967]. Eine
Kartierung lokalisierte das Gen fiir die Resisteaz@hromosom 1 der Ratte (Rw), bzw. auf
Chromosom 7 der Maus (War) [Wallace, MacSwiney,6194&Is von Rost et al. im Jahr 2004
das VKORC1 als Warfarin-Bindeprotein identifizieverden konnte, wurden auch weltweite
Wwildfange und warfarin-resistente Laborstamme voag®in gezielt auf Mutationen im
VKORC1-Gen untersucht. Bislang konnten die folgenutationen im VKORC1-Gen der

Ratte bzw. der Maus identifiziert werden:

Herkunft Mutation
England/ Cambridge A26T, Y39N, F63C
Frankreich/ Eure-et-Loire R35P
Munsterland S56P
Argentinien/ Buenos Aires W59R
Japan E67K
Indonesien, USA/ Santa Cruz, Argentinien 190L
Buenos Aires
England/ Hampshire + Berkshire L120Q
Schottland, England/ Yorkshire L128Q
Munsterland, Danemark, England/ Yorkshire Y139C
Wales Y139S
Korea, Belgien, Frankreich/ Loire-et-Cher| + Y139F
Eure-et-Loire + Burgund
Indonesien Al143V

Tab. 2: Ubersicht der gefundenen Mutationen im VKORC1-Gen beiRattus norvegicus (Pelz et al., 2005).
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Herkunft Mutation
Minsterland R12W, A26S, A48T, R58G, R61L
England/ Yorkshire A21T, L128S
Zoo Berlin, Verden E37G
England/ Berkshire Y139C

Tab. 3: Ubersicht der gefundenen Mutationen im VKORC1-Gen beiMus musculus (Pelz et al., 2005).

Es zeigte sich, dass die Positionen 128 und 139G@®s einen Hotspot fur Mutationen in
Mausen und Ratten darstellen [Pelz et al., 2008. Ndutationen wurden in einem vitro
VKOR-AKktivitdtsassay mit menschlichen embryonaleneriinzellen (HEK293-Zellen)
untersucht. Besonders aufféllig ist dabei das Cadtlzh welches Teil des TYA-Motifs und
somit der angenommenen Warfarinbindungsstelléviatationen an dieser Position (Y139C,
Y139F, Y139S) bewirken unterschiedlich ausgepradytefarinresistenzen. Die Mutationen
R35P, S56P, L128S und L128Q manifestieren sichinerestark herabgesetzten VKOR-
Aktivitat. Eine Warfarinresistenz konnte fur dieBtutationen inin vitro Untersuchungen

nicht nachgewiesen werden [Pelz et al., 2005].

1.1.12 Die StachelmausAcomys) — ein Nager mit nattrlicher Warfarinresistenz?

Neben Ratten und Mausen sind zudem Populationewaofarin-resistenten Stachelmausen
bekannt [Mahmoud, Redfern, 1981]. Die Stachelmamoihy$ gehort zur Ordnung der
Nagetiere (Rodentia) und ist eine Gattung in denika der Langschwanzmause (Muridae).
Sie ist somit mit der Hausmadus musculusind der Ratt®attus norvegicuserwandt. Die
Stellung der Stachelmause im System der Nageseranstritten. Wilson und Reeder ordnen

sie in die Unterfamilie der Deomyinae ein [Wilséteeder, 2005].

Abb. 11: Die dunkle NilstachelmaugAcomys cahirinus cahirinlis
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Stamm Chordatiere (Chordata)
Unterstamm Wirbeltiere (Vertebrata)

Klasse Saugetiere (Mammalia)
Ordnung Nagetiere (Rodentia)
Unterordnung Mauseverwandte (Myomorpha)
Uberfamilie Mé&useartige (Muroidea)
Familie Langschwanzmause (Muridae)
Unterfamilie Deomyinae

Gattung StachelméauseAcomy3

Tab. 4: Die Systematik der Stachelmaus (Wilsoireeder, 1993).

Die 14 verschiedenen Arten der Stachelméuse gima €0 grol3 wie Hausmause, und ihre
Oberseite zeigt eine gelbliche, braune oder grairbung. Auf dem Rlcken besitzen sie
charakteristische grobe Borstenhaare, die sogema@tacheln, deren evolutionsbiologischer
Nutzen bisher nicht geklart ist. Die kleinen Stdot@ise sind im wesentlichen Unterschied
zu Hausmausen Nestfliichter, die einschlie3lichBiestenhaare schon voll behaart sind und
mit bereits durchgebrochenen Schneidezdhnen untingegn Augen zur Welt kommen.

Stachelméause bewohnen in zahlreichen Arten undréité® sandige und felsige Regionen in
Klein- und Westasien bis nach Pakistan, Afrika aodl Kreta und Zypern. Die meisten der
Arten lassen sich je nach Herkunftsort bedingt keauund die zahlreichen Unterarten bilden
Mischformen. Die Stachelmauscomys cahirinugst eine hauptsachlich kommensal lebende
Spezies, die vorwiegend in landwirtschaftlich getert Bereichen entlang des fruchtbaren
Nils und am Nildelta vorkommt [Setzer, 1959]. Sexwsacht Schaden in Getreidelagern und
zerstort die Gemuise- und Fruchternten in diesere@mn. lhre wirkungsvolle Bekampfung

ist daher von grol3em Interesse.

Im Gegensatz zu anderen Nagetieren Reg¢tus rattusund Rattus norvegicyamit denen die
Stachelmaus in Dorfern und stadtischen Gebietestrmesammen vorkommt, besitzt sie eine
sehr starke natlrliche Resistenz gegen die RoddmtixVarfarin, Difenacoum und
Brodifacoum [Mahmoud, Redfern, 1981]. Eine Bekamgfuder Acomysim natirlichen
Lebensraum mit angemessenen Dosen der Rodentzidaher nicht wirksam und ineffektiv.
Obwohl es auch sensitivere Tiere in der Populatgiot, wirde eine unvollstandige
Behandlung nur die Toleranz der Gesamtpopulatitibreen und die Rodentizide weniger

effektiv machen.
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1.2 Methodische Voraussetzungen

1.2.1 Michaelis-Menten-Kinetik

Um die Funktion von Enzymen wie dem VKORC1 bzw. MROLL1 aufzuklaren, sind
kinetische Untersuchungen unerlasslich. Mit dem &llodon Leonor Michaelis und Maud
Menten aus dem Jahre 1913 lassen sich auf einfafise die kinetischen Eigenschaften
vieler Enzyme erklaren [Stryer, 2003]. Von gro3edButung ist die Annahme, dass bei der
Katalyse ein spezifischer Enzym-Substrat-Komple$)(&ls Zwischenprodukt ausgebildet
wird. Die Reaktionsgleichung lautet:

kl
E+S .- ES 0%~ E+P (1)

Bei einer charakteristischen Enzymreaktion wird $urbstrat S von einem entsprechenden
Enzym E mit der Geschwindigkeitskonstantenakn aktiven Zentrum gebunden, so dass
zunachst ein Enzym-Substrat-Komplex ES entstehesdi Komplex kann nach einer
bestimmten Zeit wieder mit der Geschwindigkeitskanten k; in E und S zerfallen oder mit
der Konstanten kin ein Produkt P bzw. mehrere Produkte P umgeseatrdien, wobei das
Enzym E wieder frei wird.
Die Katalysegeschwindigkeitergibt sich aus dem Produkt vop knd der Konzentration
des ES-Komplexes:

Vo = ko X [ES] (2)

Da es sich um ein FlieRgleichgewicht handelt, slied Geschwindigkeiten der Bildung und
des Zerfalls von ES gleich grof3, und die Konzemmnaties Zwischenprodukts ES bleibt damit
konstant. Es &ndert sich nur die Konzentrationkbhrkte und Produkte. Daraus ergibt sich
folgende Gleichung:

kix [E] X [S] = (k1 + ko) X [ES] 3)

Dabei entspricht kx [E] x [S] der Bildungsgeschwindigkeit fir ES ufid; + k) x [ES] der
Zerfallsgeschwindigkeit fur ES.
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Die Michaelis-Menten-KonstanteKlasst sich aus der Gleichung 3 wie folgt ableiten:

_[EIfS] _ ka *k
C[ES K

(4)

Kwm ist ein MaR fur die Stabilitat des Enzym-Subskatnplexes. Je kleiner ist, desto
groRer ist die Konzentration an ES und desto smhdt der Enzym-Substrat-Komplex.
Weiterhin ist sie ein Mal3 fur die Affinitdt des Bmzs zum Substrat, da sie die
Substratkonzentration angibt, bei der die Halftead@iven Zentren besetzt ist. Ein hohgf K
-Wert bedeutet eine geringe Affinitat des Enzymdh. derst bei einer relativ hohen
Substratkonzentration ist die Halbsattigung erteictEin niedriger Wert zeigt
dementsprechend eine hohe Affinitat an, d.h. w&uigstrat ist zur Sattigung noétig. DegK
Wert eines Enzyms ist abhangig vom jeweiligen Sabsind den Umgebungsbedingungen

wie Temperatur, pH-Wert und lonenstarke.

Liegt die maximale Reaktionsgeschwindigkeit,y vor, kann durch eine weitere Zugabe an
Substrat keine Steigerung der Reaktionsgeschwiedigkzielt werden. ¥ax wird erreicht,
wenn am Enzym alle Bindungsstellen mit Substrat ageg sind. Diese
Sattigungskonzentration ist bei den einzelnen Emzymnd den verschiedenen Substraten
unterschiedlich. Da sich die Reaktionsgeschwindiglkesymptotisch mit zunehmender
Substratkonzentration \x né&hert, kann die Sattigungskonzentration nur schHvestimmt
werden. Deshalb geht man von %Y aus und ermittelt die dazugehdrige
Substratkonzentration [S] Yan¥x
Vmaxist definiert als:

Vmax = k2 X [Eg] 5)

Dabei ist [E5] die Gesamtkonzentration des Enzyms.

Aus der Maximalgeschwindigkeit l&sst sich auchWiechselzahl l; eines Enzyms herleiten.
Sie ist definiert als die Anzahl von Substratmolehiidie pro Zeiteinheit von einem aktiven
Zentrum in das Produkt umgewandelt werden, wenrEdaym mit Substrat gesattigt ist. Die
Wechselzahl entspricht der kinetischen Konstantgrurdd liegt fir die meisten Enzyme
zwischen 1 und TOpro Sekunde. Aus dem Verhaltnis vopdkKy lasst sich das MaR der

Enzymaktivitat ablesen.



EINLEITUNG 42

Die Michaelis-Menten-Gleichung ist definiert als:

(6)

Aus der Michaelis-Menten-Gleichung lasst sich adabes dass bei sehr Kkleinen
Substratkonzentrationen - wenn [S] sehr viel kleads Ky ist - Vo = [S] (Vmax/Kwm) gilt. Die
Geschwindigkeit ist dabei der Substratkonzentratidinekt proportional. Bei hohen
Substratkonzentrationen - wenn [S] viel grol3erkals- ist Vo = Vimax Die Geschwindigkeit
ist dann unabhangig von der Substratkonzentratiaxinmal. Bei [S] = Ky gilt Vo = Vimax/ 2
(Abb. 12).
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Abb. 12: Das Michaelis-Menten-Diagramm.

Vmax it die Maximalgeschwindigkeit eines Enzyms; s drreicht, wenn alle Enzymmolekile mit Substrat
beladen sind. Sie gibt die Effizienz der Katalyse l§, ist die Substratkonzentration, bei der die hallimale
Reaktionsgeschwindigkeit erreicht wird. Sie zeiigt Alffinitat eines Substrats zum Enzym an.
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1.2.2 Die Knockout-Technik zur Generierung einer VFORC1L1-Knockout-Maus

Eine weitere Methode zur Aufklarung der Funktiomnvimoch unerforschten Genen bzw.
Proteinen, wie dem VKORCI1L1, ist die Knockout-Te&ghrzur Analyse der Funktion von
Genen im Saugetierorganismus ist seit Ende degddthunderts das gezielte Ausschalten
von Genen in der Maus die Methode der Wahl. Dusdgenannte&ene Targetingnittels
homologer Rekombination in ES-Zellen ist es mdglidie Funktion von Genen gezielt
auszuschalten [Jaenisch, 1988; Cappecchi, 198%edat al., 1993]. Der entsprechenden
Mausmutante, der sogenannten ,Knock-out* Maus feéas spezifische Genprodukt, so dass

der resultierende Phanotyp Aufschluss uber dierunggpiche Genfunktion geben kann.

Die Isolierung muriner embryonaler Stammzellen @&flen) aus der inneren Zellmasse von
Blastozysten und deren Nachweis zur Pluripotenzwaer Grundstein fir die Entwicklung
des Gene Targeting [Evans und Kaufman, 1981; Mad®81]. 1985 konnte dann von
Smithies et al. gezeigt werden, dass die Aufnahrae Fremd-DNA durch homologe
Rekombination ins Genom von Saugetierfibroblastéglioh ist. Durch Cappecchi wurde die
homologe Rekombination von Fremd-DNA in ES-Zelleacimgewiesen [Cappecchi, 1989],
und erste Anwendungen dieser Technik fanden sicbrsm den folgenden Jahren [Zijlstra et
al., 1990; McMahon et al., 1990; Joyner, 1991]. Die Fremd-DNA modifizierten ES-Zellen
werden in eine Empfangerblastozyste injiziert, dieeh nach Implantation in ein
scheinschwangeres Empfangertier zusammen mit dengsch veréanderten Zellen zu einem
chimaren Embryo entwickelt. Die ausgetragene Maesitit einen bestimmten Grad an
Chimaritat, der dem Anteil der injizierten embrytara Stammzellen entspricht und der
anhand der Fellfarbe abgeschatzt werden kann.igiesdglich, weil die Blastozyste mit dem
rezessiven Gen fir die schwarze Fellfarbe und dtewvendeten ES-Zellen mit dem
dominanten Agouti-Gen fir braune Fellfarbe von sdkiedlichen Mausstammen
abstammen. Je hoher der Anteil der braunen Fedifarler chimaren Maus ist, desto mehr
embryonale Stammzellen sind im Organismus vorhanderpaart man nun das chimére Tier
mit einer schwarzen Wildtyp-Maus, kénnen brauner aidawarze Nachkommen entstehen,
wenn die embryonalen Stammzellen auch in die Kdisem eingewandert sind
(Keimbahntransmission). Nur die braunen Tiere stamwon den injizierten ES-Zellen ab
und sind fir das mutierte Allel heterozygot. Aus ¥erpaarung der heterozygoten Mause

gehen zu 25% homozygot mutierte Nachkommen (Knatk4zervor.
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Homologous Recombination
E.S C.ells Targeting Construct
... 8 > —

Wildtype Allele (gene X)
129/sv I
Agouti Rocumbimng 2 Picking Clones
(AAXX) v

Screening by
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C57BL/63 s‘(‘;‘:;:)r"
(aaxX) -
Uterine Transfer into
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CD1 female f,_) )
» ;
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Vasectomized o =y
male {J‘/ T P
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Genotyping @ ) or
(PCR or Southern) ﬁ/ t;/ #
AaXX AaXx aaxXX

Abb. 13: Die Generierung einer Knockout-Maus (Sunget al., S. 123, 2004).

Embryonale Stammzellen (ES cells), die das domiakgouti-Gen fiir braune Fellfarbe (AA) und das
Wildtypallel fir das zu untersuchende Gen (XX) tmsi, werden mit dem Targetingvektor (Targeting
Construct) transfiziert. Nach Selektion mit Genetiand Gancyclovir werden die Klone gepickt und auf
homologe Rekombination mittels PCR oder Southeot Béscreent. Positiv getestete, rekombinante BRI
werden in C57BL/6J-Blaystozysten injiziert und ichsinschwangere Mause transferiert. Die ausgeteagen
chimaren Mause werden mit Wildtyp-Mausen vom Stam@b67BL/6J gekreuzt, um sie auf
Keimbahntransmission zu tiberpriifen. Die Nachkomeied entweder schwarz (aa) und somit wildtypiscérod
von brauner Fellfarbe (Aa). Die braunen Tiere kdnrentweder das rekombinante Allel (Xx) oder das
wildtypische Allel (XX) fur das ,auszuknockende" Géesitzen. Der Genotyp wird durch PCR oder Souather
Blot Uberprift. X=Zielgen, A=Agouti-Gen, Neo=Neoniy«Resistenzgen als positiver Selektionsmarker, TK
bzw. DTA=Thymidinkinase-Gen bzw. Diphtheria Toxin &s negativer Selektionsmarker.

Uber homologe Rekombination ist es mdglich, geAitationen in das Genom von Mausen
einzufihren oder das Gen zu inaktivieren. Dazu wigdin einen Vektor einklonierte DNA
mit Hilfe kurzer Hochspannungsimpulse in die ESl&teleingebracht. Durch das Anlegen
einer Spannung wird die Permeabilitat der Zytopksmmbran kurzzeitig erhdht und so das
Eintreten des Targetingvektors ins Innere der ZAeliebglich (Elektroporation). Durch
zweifaches Crossing over homologer Regionen wird filemde DNA gezielt an den
vorbestimmten Genort eingebaut (homologe Rekomibimgtzuféllig in das Genom integriert

oder gar nicht eingebaut.
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Das Vektorkonstrukt besteht aus zwei zur genomiscBelsequenz homologen DNA-
Sequenzen, welche die Rekombination ermoéglichewjeseinem positiven und negativen
Selektionsmarker. Als positive Selektionskassetted vimndufig das bakterielle Neomycin-
Resistenzgen (N&p eingesetzt. Es gewahrleistet die Selektion vaabikttransfizierten
Klonen mit Geneticin (G418). Da es allerdings niambglich ist, mit G418 zwischen der
unspezifischen Integration des Vektors in einedbédje Stelle des Genoms und dem seltenen
homologen Rekombinationsereignis zu differenziergntd ein zusatzlicher negativer
Selektionsmarker verwendet. Dazu dient das Thyrkidase-Gentk-Gen) aus dem Herpes
Simplex Virus. Es befindet sich auf dem Targetigoe aul3erhalb der homologen Region,
so dass es nach homologer Rekombination nichtterhbleibt. Bei zufalliger Rekombination
wird es ebenfalls ins Genom eingebaut, die ES-Aditinnen in Anwesenheit des Gens und
Gancyclovir nicht wachsen. Gancyclovir ist ein Naodid-Analogon, das zum Kettenabbruch
bei der DNA-Replikation fuhrt. Es wird nur von denymidinkinase aus dem Herpes simplex
Virus phosphoryliert und fuhrt nur bei den Zellamz Absterben, die das Thymdinkinasegen
integriert haben. So werden uber die positive uedative Selektion die ES-Zellen mit
homologer Rekombination gegenlber den Zellen miélkzg integrierten Targetingvektor
angereichert. Die Rekombinationswahrscheinlichkeiingt vom DNA-Konstrukt, dem
Zielgen, der Lange der homologen Arme sowie deek@einsmethode ab und betragt 0,1 bis
10%.
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Abb. 14: Die Doppelselektion bei der homologen Rekabination (Docherty, S. 614, 1996).

Der linearisierte Targetingvektor mit der Neomyefistenzkassettte und deiResistenzgen wird in ES-
Zellen transfiziert. Nur bei Integration an eingeszifischen Stelle im Genom durch homologe Rekoatinn
kommt es zum Verlust dek-Gens. Dies fuhrt zu einer Resistenz gegenuber ygénar. Bei nicht-homologer
Rekombination sind die ES-Zellen sensitiv gegeni@encyclovir und sterben ab. Das Neomycingen véethit
eine Resistenz gegenuber G418.

1.2.3 Konditionale Mutagenese durch das Cre/LoxP-R@mbinasesystem

Ein Nachteil der Knockout-Technik besteht darinsslaas Ausschalten essentieller Gene
nicht mit dem Leben vereinbar ist und daher ineneFallen die homozygoten KO-Mause
bereitsin utero absterben, was eine detaillierte Untersuchunghersit. Als Ausweg wurde
der sogenannte konditionale Knockout entwickeltinB&onventionellen Knockout ist das
Zielgen in_allenZellen der homozygoten Tiere von Anfang an audgdtst, so dass — je nach
Funktion des Zielgens - schon die Embryogenese iaedijgh gestért sein kann. Beim
konditionalen Knockout wird nun die Rekombinatiatie zur Ausschaltung des Zielgens
fuhrt, nicht in den ES-Zellen vorgenommen, sondemer die Kontrolle eines gewebe-
spezifischen und/oder induzierbaren Promotors Hiesi2er Rekombinationsvorgang und

damit der Knockout des Zielgens kénnen dadurch liégbhmnd zeitlich kontrolliert werden.

Zur Generierung einer Knockout-Maus sind ein gestign Targetingvektor und ein
Rekombinasesystem notwendig. Das Cre/LoxP-Systesndau HefeS. cerevisiadst das
heutzutage am haufigsten verwendete RekombinasesySauer et al., 1987], es erlaubt das

zielgerichtete und gewebespezifische Ausschaltem @enen in der Maus. Bei der Cre
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Rekombinase_{lization reeombination)handelt es sich um ein Enzym von 38kDa aus dem
P1 Bacteriophagen, das die Rekombination zwisched Bp langen loxP-
Erkennungssequenzen (locus of crossing over ofkBtHlysiert [Guo et al., 1997]. Bei der
cre-vermittelten Rekombination kommt es in Abhakgig von Ort und Orientierung der
loxP-Sequenzen zur Deletion oder zur Inversiondiesvischen liegenden DNA-Abschnitts
[Austin et al., 1981]. Im Vektorkonstrukt sind Teeiles zu untersuchenden Gens ,gefloxt®, so
dass eine spatere Deletion die Inaktivierung deasGesrursacht. Eine dritte loxP-Seite

flankiert die Ne8-Kassette.

Die ,gefloxten® und homozygoten Tiere werden mit Wén verpaart, welche die Cre
Rekombinase transgen exprimieren [Gu et al., 19| Nachkommen dieser Kreuzung wird
das zu untersuchende Gen in Abhangigkeit von pdiér gewebespezifscher Expression der
Cre Rekombinase durch Verwendung geeigneter Proerotoaktiviert. Es handelt sich dabei
um die sogenannte konditionale Mutagenese. Auclesstnoéglich, durch Verpaarung mit
einer sogenannten Cre-deleter Maus, die Cre im &lkelen exprimiert, Nullmutanten zu
erzeugen [Dupé et al., 1997; Schwenk et al., 19BBlen Nachteil stellt hierbei die haufige
Letalitdt des Nullallels dar, wenn das zu untersancle Gen vor allem in sehr friihen Stadien

der Embryonalentwicklung essentiell ist.
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1.3 VKORCIL1 - das paraloge Gen mit unbekannter Fuktion

Das VKORC1L1-Gen (VKORCI1L1 = Vitamin K-Epoxid-Redake Komplex 1-like 1) war
Forschungsgegenstand der vorliegenden Arbeit. Mitergleich von Sequenzhomologien
im Zusammenhang mit dem paralogen VKORC1-Gen imeJ2b04 wurde das VKORC1L1-
Gen entdeckt [Rost et al., 2004]. Dies gab den gmlasich mit der Funktion dieses
unbekannten Gens auseinanderzusetzen. Besondé#fligauét die hohe Homologie von
VKORCI1L1-Proteinen in zahlreichen Spezies. Es istuaehmen, dass ein solch hoch
konserviertes Protein eine bedeutende und esderelle in der Entwicklung und in der
Aufrechterhaltung des Organismus einnimmt. Dieshhas als Forschungsgegenstand sehr
attraktiv. So weist das VKORC1L1 im Menschen, dexusl und der Ratte eine ldentitat von
97% auf [Rost et al., 2004]. Es ist somit konsetereals die VKORCL1-Proteine unter den
Vertebraten, welche eine Homologie von 79 bis 84%itben. Das menschliche VKORC1L1-
Gen befindet sich auf Chromosom 7, bei der Maugt ks auf Chromosom 5. Es setzt sich
aus 3 Exons zusammen und umfasst 531 bp als codeef@equenz. Das Protein besitzt eine
molekulare Masse von etwa 19,8 kDa. Die Proteiksiiru konnte bislang noch nicht
aufgeklart werden. Das CXXC-Motiv ist auch im VKORI1-Protein hoch konserviert. Dies
lield vermuten, dass dieses Protein ebenfalls eidetige Funktion im Vitamin K-Recycling
einnimmt. Yin et al. untersuchten, ob ein Zusamna@ghvon den acht betrachteten SNPs und
Haplotypen fir VKORC1L1 mit der Variabilitat derglich bendtigten Warfarindosis in der
japanischen Bevolkerung besteht. Eine Assoziatmmie aber nicht nachgewiesen werden
[Yin et al., 2008]. Uber die Funktion des VKORC1Pteteins war zum Zeitpunkt der
Entdeckung des Gens nichts bekannt. Im RahmenrdBasidorarbeit wurden verschiedene

Untersuchungen zur Erforschung der Proteinfunktiorchgefuhrt.
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1.4  Zielsetzung der Arbeit

Gegenstand dieser Arbeit war die Untersuchung umdrakterisierung des paralogen
VKORC1L1-Gens, welches im Zusammenhang mit dem RKQ-Protein im Jahre 2004
entdeckt wurde und dessen Funktion noch vollig kabet ist. Es weist eine hohe

Konservierung durch zahlreiche Spezies auf.

Ein Ziel dieser Arbeit war die Generierung einerokkout-Maus fur das VKORC1L1-Gen,
um einen spezifischen Phanotyp bei Inaktivierung WEKORC1L1-Gens zu erhalten. Dies
bietet die Mdglichkeit Rickschlisse auf die Funktides zu untersuchenden Proteins zu
ziehen. Dazu wurde zunachst ein Vektorkonstruktniklid, welches anschlieRend in
embryonale Stammzellen transfiziert wurde. Nache&uwen der erhaltenen Klone durch
Southern Blots und PCR konnten die positiv getestdflone in Blastozysten injiziert
werden. Die daraus resultierenden chiméren Tienelevumit Wildtyp-Mausen gekreuzt, um
homozygote Tiere zu erhalten. Die verwendeten eamaden Stammzellklone wurden

dartuiberhinaus mittels SKY-Analyse auf inren Karyoityperpruft.

Der zweite Teil der Arbeit beschaftigt sich mit déharakterisierung und biochemischen
Beschreibung des Proteins. Dazu wurden zur Exmesasnalyse Northern Blots
durchgefuhrt. Enzymkinetische Messungen zur Bestimgnder Maximalgeschwindigkeit
(Vmax und der Michaelis-Menten-Konstantey(Kdes VKORC1L1 fur verschiedene Spezies
sollten Aufschlisse Uber die kinetischen und kédiien Eigenschaften des Proteins geben.
Mittels positionsabhangigen vitro Mutagenesen, rekombinanter Expression in HEK293-
Zellen und anschlielenden Warfarinhemmstudiengidalie Untersuchung der Funktion von
Aminosaureresten, die fir das VKORCL1L1 eine enigemele Rolle spielen konnten. Fir die
Auswahl der zu mutierenden Positionen wurden fami wichtige Aminosaurepositionen
im paralogen VKORCI1-Protein herangezogen. Des \Mgite wurde eine
Warfarinhemmstudie zum jeweiligen Wildtyp-VKORC1Pretein der Spezies Maus, Ratte
und der Stachelmaus durchgefuhrt. Phylogenetisciady8en wie Sequenzalignments und ein
rekonstruierter evolutiver Stammbaum sollten Infationen Uber wichtige strukturelle und
funktionelle Positionen im VKORC1L1 geben und kidrauf welche Weise und zu welchem
Zeitpunkt der Evolution das VKORC1- und das VKORQ@1Rrotein entstanden sind. Daran
schlieBen sich Homologievergleiche zwischen deno@bsomen der Spezies an, um die
evolutive Entstehung der beiden zugehorigen Geranalysieren.
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2 MATERIAL UND METHODEN
2.1 Material

2.1.1 Reagenzien, Chemikalien und Enzyme

Die verwendeten Chemikalien, Enzyme und Kits wurdem folgenden Firmen bezogen:

Bezeichnung

Agar

Agarose

QiaexIl Agarose Gel Extraction Kit
Ammoniumsulfat

Ampicillin

Ampuva ddHO

agua ad injectabila
Assistent-Histokitt
Bacto-Tryptone (=Pepton)
Bacto-Yeast-Extract

Betain

Bromphenolblau

BSA

Colcemid

100 bp DNA Ladder

1 kb DNA-Ladder

DC Protein Assay Kit
Dextransulfat

Diethylether

DMEM (hohe Glucose mit Natriumpyruvat)
DMEM (hohe Glucose mit Natriumpyruvat; mit
Glutamax)

DMSO

DTT

EDTA

Essigséaure

Ethanol

Ethidiumbromid
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
FCS (Fotales Kalberserum)
Fixogum

Formamid

Gancyclovir

Gelatine 2% Solution
Geneticin (G418) (50 mg/ml)
Giemsa Stain Solution
Glucose

Glycerol

Isopropanol

Kaliumacetat

Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat

Hersteller/ Bezugsquelle

Invitrogen
Biozym
Qiaex
Merck
Roth
Fresenius
Delta-Pharma GmbH
Assistent
Invitrogen
Invitrogen
Fluka
Sigma
Merck
Gibco
Invitrogen
New England Biolabs
Bio-Rad
Sigma
Roth
Gibco/BRL
GibB&IL

Sigma
Sigma
Applichem
Roth
Roth
Roth
Serva
Gibco, PAA
Marabu
Sigma
Sigma
Sigma
Gibco/ BRL
PAA
Merck
Roth
Roth
Merck
Merck
Merck
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Ladderman Labelling Kit
L-Glutamin 100x

Ligase-Puffer

Magermilchpulver
Magnesiumchlorid
Magnesiumsulfat
2-Mercaptoethanol

MEM

Methanol

Microspin S 200 HR Columns
MiracleHyb hybridization solution
MiracleHyb probe preparation buffer
Mitomycin C

Natriumazid

Natriumcarbonat

Natriumcitrat

Natriumchlorid

Natriumhydroxid
Natriumhydrogenphosphat
Natriumpyruvat 100x
Natriumsulfat

Nicht-essentielle Aminosauren 100x
Nonident P 40

NucleoSpin Extract Kit
Nukleotide

10x PCR-Enhancer

10x PBS

PCR Product Pre-Sequencing Kit

(Exonuklease | und Shrimp Alkaline Phosphatase)

PCR-Master-Mix
Plasmid-DNA Purification-Kit
Proteinkinase K

Quick Start Sequencing Kit
Red Taqg Polymerase mit 10x Puffer
Restriktionsendonukleasen
RNAse

RNeasy Mini Kit

Saccharose

Salzsaure

SKY-Sonde
Sodiumdodecylsulfat (SDS)
Spermidin

Tag-Polymerase

T4-Ligase

TA Cloning Kit
Trishydroxymethylaminomethan (TRIS)
TritonX100

Trypsin

Tween 20

Vitamin Kx-Chinon
Wasserstoffperoxid

Takara
Gibco/BRL
Invitrogen
Biorad
Invitrogen
Merck
Merck
PAA
Merck
Amersham Biosciences
Stratagene
Stratagene
Sigma
Merck
Merck
Applichem
Merck
Merck
Merck
Gibco/BRL
Merck
Gibco/BRL
Fluka
Macherey-Nagel
Invitrogen
Invitrogen
Gibco

BUS
Promega
Macherey-Nagel
Merck
Beckman Coulter
Segenetic
New England Biolabs
Fermentas
Qiagen
Fluka
Merck
Spectral Imaging
USB, Applichem
Roth
Invitrogen bzw. TaKaRa
Invitrogen
Invitrogen
USB bzw. Apbem
Applichem
Gibco/BRL
Sigma
Sigma
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2.1.2 Arbeitsgerate und sonstige Materialien

Die Arbeitsgerate und sonstigen Materialien stamumnfolgenden Firmen:

Bezeichnung

Autoklav (Bioklav)

Brutschrank fur die Zellkultur
Einfriercryoréhrchen

DNA-Tubes

Einfrierbox Cryo-1°C/ min
Eismaschine (AF-10)
Elektrophoresekammern fur horizontale
Agarosegele (Horizon 14), (PS9009)
Fluoreszenzmikroskop

Gene Pulser

Gewebe-Kulturschalen (100/20 mm)
Glasgefalle

Hybridisierungsofen
Hybridisierungsréhren

Magnetruhrer

Mikropipetten

Mikrotiterplatten

Minimagnetruhrer
Neubauerzahlkammer

Netzgerate

Nitrilhandschuhe
Nylontransfermembran (positiv geladen)
PCR-Reaktionsgefalie

Petrischalen 15 cm

Petrischalen 6 und 10 cm

pH-Meter (pH 537)
Phosphoimager-Entwicklermaschine
Photopapier (K65HM)

1x Pipetten (1, 5, 10, 25 ml)

Pulse Controller

Quarz-Kuvetten (101 R-QS 10 mm, 90° verspiegelt)
Radioaktivitdtscounter
Rotationsverdampfer

Scheidetrichter

Sequenziergerat CEQ 8000 und CEQ 8800
Spektralphotometer

Sterilbank

Sterilbank fur die Zellkultur
Thermocycler

T3-Thermocycler

Tierfutter

Tierhaltungskafige, Typ Il long, 514 ém
UV-Transilluminator

Video-Kamera

Video-Printer

Hersteller/ Bezugsquelle

Schutt
Heraeus
Nunc

Nunc
Merck
Scotsman

Gibco BRL
Zeiss, Axiophot
Bio-Rad
Cellstar Grelme-one
Schott
Hybaid, Techne
Techne
Ika
Eppendorf, Gilson
Nunc
Variomag
Superior
Gibco BRL
Roth
Amershdos@iences
Eppendorf
TPP

Greiner/Cellstar bzalcon

WTW
Fujix BAS 1000

Mitsubishi

Costar

Bio-Rad

[Irkke

Berthold

Roth

Roth

BeckmahedCZou

Pharmacia Biotech
Scholzen

Kendro

Biomed

Biometra
Ssniff

Technik Plast

Bachhofer
Herolab
Mitsubishi
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Vortex Ika

Waage (Modell Delta Range PE 3600) Mettler

Waage Sartorius
Wasserbad Lauda
Whatmanpapier (Gelblottingpapier) Schleicher Betuell
Well-Platten (96, 48, 24) flat bottom Costar
6-Well-Platten Falcon

X-ray Rontgenfilme X-Ray Retina
Zentrifuge (Mikro 20) Hartenstein
Zentrifugenréhrchen Falcon

2.1.3 Oligonukleotide

Die Oligonukleotide wurden mit Hilfe des Primer3sBrammes im Internet entworfen
(http://bioinformatics.weizmann.ac.il/cgi-bin/primierimer3.cgi) und von der Firma MWG
und Metabion synthetisiert (Tab. 5 - 13).

Primer- Sequenz Ann.-
Bezeichnung Temp.
Fr 1-Notl-F ATAAGAATGCGGCCGCCTGTTGGTTATGGCGGACTT 58°C
Fr 1Sadl-R TCCCCGCGGAGGACTTGTGAGGCTCTGGA 58°C
Fr 2-Asd-F CGGCGCGCCTACCACAGAGAACTACCTAG 58°C
Fr 2Fsd-R ATAATAGGCCGGCCCAGTAGAGAAATAGACATGCT 58°C
Fr 3-11-Xhol-F CCGCTCGAGACCTGTCCTTCCTTGAATTATCTCC 58°C
Fr 3-11-Pad-R CCTTAATTAAAAGCAGCAGAAGTCTTAGCGAGTAG 58°C
Fr 1-nested-F GTGTGCAGAAAGGCAACTGA 59°C
Fr 1-nested-R TGAGGCCATAATGACAACCA 59°C
Fr 3-nested-F GTGTCTGGGCATTTCAGGTT 58°C
Fr 3-nested-R GGAGGGAACCCTCTCACATT 58°C

Tab. 5: Primer zur Einfihrung der Restriktionsschnittstellen in das PCR-Produkt fir den Targeting-
Vektor.
Abkirzungen: Ann.-Temp.: Annealingtemperatur Fadgment, F: Forward-Primer, R: Reverse-Primer
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Primer- Sequenz Ann.-

Bezeichnung Temp.
Fr 1-Fla CGCGCAATTAACCCTCACTA 58°C
Fr 1-R1 ACGGTGGATGGAAAGAACTG 58°C
Fr 1-F2 ATAAGGCAGGGGCTCAATG 58°C
Fr 1-R2 TTTCAGGAAAATAACACCCAAG 58°C
Fr 1-F3 AAGTGCATTTAACTTTGAGGGC 58°C
Fr 1-R3 CTCACAGATGGAGCATGCAG 58°C
Fr 1-F4 TGATCATATCCTCCTTCCTAGCTC 58°C
Fr 1-R4 ACCAGACATTTATATGATTCACAGTC 58°C
Fr 1-F5 CAACTGCCTCTGCTTCCTG 58°C
Fr 2-Fla AATTCCATCAGAAGCTGACTCT 58°C
Fr 2-R1 AGACACAAGCACTGAATGGG 58°C
Fr 2-F2 GGGTTACTGGTTTTCCTTATTTTAC 58°C
Fr 2-R2a TTTAAACGGGACCCTGTACATT 58°C
Fr 3-11I-Fla ATGATGTCCAGAAACCCAGC 58°C
Fr 3-R1 TCCACACCTTCCTATCTCTGC 58°C
Fr 3-F2 CAGCTCTTCTGTACAGTCATTGG 58°C
Fr 3-R2 TCAGCAAAGGTAAGTGGGTC 58°C
Fr 3-F3 TCAGGGAGCAGTCATCTTCC 58°C
Fr 3-R3 GGGAAAATTGTGGACTTTTATAATG 58°C
Fr 3-F4 AAATGCTGTGTTCCCTGTCC 58°C
Fr 3-R4 TCTGAATAATTAGTGATGACACCTTG 58°C
Fr 3-F5 AACATTTATCATTCTTAGCCTTGC 58°C
Fr 3-R5 GAGAGAGAGAACACGCTGACAC 58°C
Fr 3-F6 CCAGTCTGAGCTTCTGCCTC 58°C
Fr 3-R6 TCTCAACTGACAAGTGACAGGC 58°C
Fr 3-F7 TGCACACTTCCTTGTGCAG 58°C
Fr 3-R7 GAAATAGCTAGGGCCCCTTC 58°C
Fr 3-F8 ATCTCCACCCAACCGTCTC 58°C
Fr 3-R8 CCCAAGATGTTCTGTTTGCC 58°C
Fr 3-F9 TTAGAGTCCATTTGTGTGATATTTG 58°C
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Fr 3-R9 TCAGCAAACAGTTTCTCCCG 58°C
Fr 3-F10 GCAGTATTATGACTGAAGCAGGC 58°C
Fr 3-R10 AGGCCAGAAATCCTATGGTG 58°C
Fr3-F11 GCCATTTTATTCCTTGGGTG 58°C
Fr 3-1-R11a CCCTGTTATCCCTAGCGTA 58°C

Tab. 6: Sequenzierungsprimer fur die 3 Fragmente deTargeting-Vektors.
Abkirzungen: Ann.-Temp.: Annealingtemperatur Fadgment, F: Forward-Primer, R: Reverse-Primer, esali
Primer binden in der multiple cloning site des \tektaulRerhalb der Fragmente

Primer- Bezeichnung PCR-Zusatz
Fr 3-nested-F und 2,5 ul Betain (5M)
Fr 3-nested-R
Fr 3-1I-Xhd-F und 2,5 ul Betain (5M)
Fr 3-1I-Pad-R
Screen-NEU-Frl1-F1 und 0,5 ul Betain (5M)
hR-Vektor-R3

Tab. 7: Zusatze fir die PCR.

Primer- Sequenz Ann.-

Bezeichnung Temp.

MVKORC1L1 Notl_F ATAAGAATGCGGCCGCGAAGATGGCGGCGCCCGTCCT| 58°C

MVKORC1L1 Xhd_R CCGCTCGAGTTGGGTGGAGATCCGCTGGCCAT 58°C

Tab. 8: Primer mit Restriktionsschnittstellen fir die Northern Blot Sonde.

Primer- Sequenz Ann.-
Bezeichnung Temp.
Neo-Sonde-F TGAATGAACTGCAGGACGAGGCA 60°C
Neo-Sonde-R GCCGCCAAGCTCTTCAGCAATAT 60°C
BamH-Sondel-F CAAGAACAGTCGGGGTTCAT 60°C
BamH-Sondel-R GCAGCGGTAAGATGTCCATT 60°C

Tab. 9: Primer fir die Sonden fiir den Southern Blot
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Primer- Sequenz Ann.-
Bezeichnung Temp.
M13-65°C-F CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC 60°C
M13-65°C-R AGCGGATAACAATTTCACACAGGA 60°C
pCep4-F AGCAGAGCTCGTTTAGTGAACCG 58°C
pCep4-R TGTGGTTTGTCCAAACTCATC 58°C

Tab. 10: Primer fur den TA/ TOPO Cloning Kit und den pCep4-Vektor.

Primer- Sequenz Ann.-
Bezeichnung Temp.

Screen-NEU-Fri1-F1 CTCCATGGAAACAGTTGCATA 58/59°C
Screen-NEU-Fr1-F4 TCCAGAGCCGCCTCACAAGTCCT 58°C
Screen-hR-F2 CCAGTCTTGCTTGTGAGCTT 58°C
Screen-hR-R2 ATTAACCTCATGCGTGGAAA 58°C
hR-Vektor-R3 CTTCCTGACTAGGGGAGGAG 59°C
hR-genom-3'-R CAGCCAAACCCTGCTTCTTC 58°C
Screen-hR-Vektor-F2 GCCTCGACATAACTTCGTATA 58°C

Tab. 11: Primer fur das Screenen der ES-Klone aufdémologe Rekombination und loxP-sites.

Primer- Sequenz Ann.-
Bezeichnung Temp.
Y146C-E TCATCTGCATCGTCACGTGCGTGCTGAACTTC 58°C
Y146C-R AGTTCAGCACGCACGTGACGATGCAGATGATG 58°C
Y146F-F TCATCTGCATCGTCACGTTCGTGCTGAACTTC 58°C
Y146F-R AGTTCAGCACGAACGTGACGATGCAGATGATG 58°C
R65G-F CGCCCTTGCCTCCGGATGGGGTCGAGGATTTG 58°C
R65G-R AAATCCTCGACCCCATCCGGAGGCAAGGGCGG 58°C
V36L-F ATCTACGCCTACCACCTGGAGCGGGAGAAGGAG 58°C
V36L-R CTCCTTCTCCCGCTCCAGGTGGTAGGCGTAGAT 58°C
L135R-neu-F ATTCTGTACTTTGTGCGGAAGGAGTTCTGCATC 58°C
L135R-neu-R TGCAGAACTCCTTCCGCACAAAGTACAGAATG 58°C

Tab. 12: Primer fur die VKORC1L1-Mutagenese im pCepl-Vektor.
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Primer- Sequenz Ann.-
Bezeichnung Temp.
mL1-Hindll-F ACATAAGCTTAAGATGGCGGCGCCCGTCCT 58°C
mL1-Xha-R AGAACTCGAGGAGACGGTTGGGTGGAGAT 58°C
r'VKORC1L1NheF TGAGCTAGCAAGATGGCGGCGCCCGTCCTG 58°C
rVKORC1L1-Xhad-R AAGACTCGAGGGAGACAGTTGGGTGGAGAG 58°C
aVKORC1Kpnl-F CGGGGTACCATAATGGGCACCACCTGGAGGAG 58°C
aVKORC1Not-R TATTCTTACGCCGGCGTCAGTGCTTTTTGGCCTTGT 58°C

Tab. 13: Primer fir die Klonierung von VKORC1L1 der Spezies in pCep4.

2.1.4 LoOsungen, Puffer und Medien

2 X BBS-L6sung:

Churchpuffer:

Denaturierungslésung:

50 mM BES (0,533 g)

280 mM NaCl (0,818 g)

1,5 mM NaHPO, (0,0106 g)
ad 50 ml ddHO

pH mit NaOH auf 6,95 einstellen

steril filtrieren, aliquotieren und bei -20°C lager

175 ml 20% SDS (1% =1 g auf 100 ml)
250 ml 1 M NgHPO, od. NaHPO, H,O
0,186 g EDTA

auf 500 ml mit aqua dest auffillen

1 M NaHPO, mit Phosphorséure

1 M NaHPO, - HO mit NaOH-Platzchen
auf pH 7,2 titrieren

438,2 ¢ NaCl (Endkonz. 1,5 M)
100 g NaOH (Endkonz. 0,5 M)
Ad 5 | aqua dest
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Depurinisierungslésung:

120 ml 32% HCI (Endkonz. 0,25 M)
Ad 5 | agua dest

Formamid-Ansatz fir SKY:70 ml Formamid
20 ml HO
10 ml 20x SSC
pH 7,0 (HCI)
Hybridisierungspuffer: 2,25 ml 20x SSPE
0,mb 20% SDS
0,75 ml 10% Magermilchlosung
Ad 10 ml aqua dest
5ml Dextransulfat (20%)
LB-Medium: 10 g Bacto-Trypton (=Pepton)
59 Bacto-Yeast-Extrakt
109 NacCl
ad 1 |1 ddHO, mit NaOH auf pH 7 einstellen
LB-Platten 500 ml LB-Medium
750 Agar
autoklavieren und abkuhlen lassen
100 mg/ml  Ampicillin (Endkonz. 100 pg/ml)
dNTP-Mix: 12,5 pl dATP(100 mM)
12,5 pl dCTP (100 mM)
12,5 pl dGTP (100 mM)
12,5 pl dTTP (100 mM)
950 pl ddHO
10x PCR-Puffer: 2429 Tris/HCI (pH 8,4)
3,729 KCI

ad 100 ml ddkD



MATERIAL UND METHODEN 59

1x PCR-Puffer: 100 pl 10x PCR-Puffer
160 pl dNTP-Mix
30 ul MgCd (50 mM)
610 pl ddHO
10x Pfu-Puffer: 0,746 g KCI (Endkonz. 10 OmM)
1,32¢g (NH).SO, (Endkonz. 100 mM)
0,493 MgSQ (Endkonz. 20 mM)
20 ml 1M Tris-HCI pH 8,8 (Endkonz. 200 mM)
1 mi TritonX 100 (Endkonz. 1%)
100 mg BSA (Endkonz. 1 mg/ml)

ad 100 ml aqua dest.

1x Pfu-Puffer: 100 pl 10x Pfu-Puffer
160 pl Nukleotid-Stammldsung
640 pl ddHO

Phosphatpuffer flr 18 g KHPO,

Giemsaférbung: 20,79 NagHPO, x 2 H,O

Ad 10 | HO, pH 6,88

PN-Puffer:
LOosung A: 71,29 N#&PO, x 2 H,0
Ad 4000 ml  HO
L6sung B: 6,909 NaiP O, x H,O

Ad 500 ml HO

Losung A mit Losung B bis pH 8,0 titrieren
Anschliel3end werden 0,1% Nonident P 40 zugeben., lvénn das Endvolumen des pH

eingestellten Puffers 8,480 ml betragt, werden &4 Nonident P 40 zugegeben und
homogenisiert.



MATERIAL UND METHODEN 60

PNM-Puffer (Phosphat-Nonidet P40- Magermilch):
5% Magermilchpulver
0,02% Natriumazid

Mit PN-Puffer auf 100 ml auffillen, auf 37°C Ubeadht erwarmen, fir einige Stunden bei
Raumtemperatur stehen lassen; feste Bestandtedentmfugieren (3000x g, 10 min),
Uberstand sterilfiltrieren (0,45 pm-Filter), porieren und bei -20°C lagern

Puffer B: 5ml 250 mM Imidazol (Endkonz. 25 mM) (pH 7,6)
12,5 mi 2% CHAPS (Endkonz. 0,5%)
ad 50 ml ddHO
20%iges SDS: 200¢ electrophoresisgrade SDS
900 ml ddyO

auf 68°C erhitzen und mit konzentrierter HCll pd 7,2
einstellen, ad 1 | ddj®

SE-Puffer: 4,39 g NaCl (Endkonz. 75 mM)
8,41¢g N&EDTA (Endkonz. 25 mM)
ad 1 | ddHO, pH auf 8,0 mit NaOH einstellen, autoklavieren

20x SSC: 179,3 g NaCl
88,2 ¢ Na-Citrat
ad 1 | ddHO, pH auf 7,0 mit NaOH einstellen

2x SSC, 0,1% SDS: 1g SDS
100 ml 20x SSC
ad 1| ddHO
20x SSPE: 175,3 g Nag|
27,6 g NaPO; - H,0
7,4 g EDTA

Ad 1 | ddHO, pH auf 7,4 mit NaOH einstellen
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SOC-Medium 20¢ Pepton
59 Hefeextrakt
0,59 NaCl
0,29 KCI
ad 11ddHO
10 ml 40%ige Glucose
10x Stopp-Puffer: 50% Saccharose
0,1% Bromphenolblau
0,1 M NaEDTA
Stripplésung: 20 ml 20% SDS (Endkonz. 0,1%)
2 mi 20x SSC (Endkonz. 0,1x SSC)
378 ml ddpO
50x TAE-Puffer: 42 ¢ Tris/HCI (pH 8,3)
55,1 ml Essigsaure
100 ml 0,5M N&DTA
ad 11 ddHO
Tail-Lysis-Puffer: 50 ml 1 M Tris pH 8,5 (Endkonz. 100 mM)
10 mi 250 mM EDTA (Endkonz. 5 mM)
10 mi 10% SDS (Endkonz. 0,2%)
20 ml 5 M NaCl (Endkonz. 200 mM)
410 ml ddsO
TE-Puffer: 1,219 Tris (Endkonz. 10 mM)
0,37 g N&EDTA (Endkonz. 1 mM)

ad 1 | ddHO, pH auf 8,0 mit HCI einstellen, autoklavieren

1 M Tris-HCI: 1211 g Tris
ad 1 | ddHO, pH auf 8,5 mit konz. HCI einstellen
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Waschpuffer 1: 50 ml 20x SSC (Endkonz. 2x SSC)
2,5 ml 20% SDS (Endkonz. 0,1% SDS)
ad 500 ml aqua dest.

Waschpuffer 2: 12,5 ml 20x SSC (Endkonz. 0,5x SSC)
2,5 ml 20% SDS (Endkonz. 0,1% SDS)
ad 500 ml aqua dest.

2.1.5 Losungen und Medien fir die Zellkultur

EF-Medium: 500 ml DMEM (hohe Glucose mit Natriumpyruvatjtm
Glutamax)
60 ml FCS
6 ml Natriumpyruvat 100x
ES-Medium: 500 ml DMEM (hohe Glucose mit Natruiumpyruvat)
90 mi FCS
6 ml Natriumpyruvat 100x
6 ml L-Glutamin 100x
6 ml nicht-essentielle Aminosauren 100x
1,2 ml LIF (Uberstand einer Zellinie)
0,6 ml 0,1 M 2-Mercaptoethanol
1x Trypsin: 5 mi Trypsin 10x
45 ml PBS
Mitomycin C: 2 mg Mitomycin C
200 ml ES-Medium
2-Mercaptoethanol 0,1 M: 50 pl 2-Mercaptoethanol
7 ml PBS

steril filtrieren; 0,6ml Aliquots
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1x Einfriermedium:

DNA-Lysispuffer:

PBS-L6sung:
(Phosphate-Buffered

Saline)

Zellmedium fiur HEK:

9ml FCS
1ml DMSO
0,5 ml Aliquots
2 mi 5 M NaCl (Endkonz.10 mM)
10 ml 1 M TrisHCI pH 7,5 (Endkonz.10 mM)
20 ml 0,5 M EDTA (Endkonz.10 mM)
50 0,5% Sarcosyl

137 mM NaCl (8 9g)

2,7mM KCI (0,2 g)
10 mM N#HPO, (1,44 g)
1,8 mM KHPO, (0,24 g)

in 800 ml ddHO Iosen

pH mit HCI auf 7,4 einstellen

ad 1 | ddHO und fir 20 min autoklavieren
Lagerung bei 4°C

500 ml MEM
60 ml FKS
2,75 mi G418

5ml non-essential AS
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2.2 Methoden

2.2.1 Isolierung genomischer DNA aus Mausgewebe diir Phenol/Chloroform-

Extraktion

Zur Gewinnung von isogener DNA aus einer C57BL/6usladie als Grundlage der
Klonierung dienen soll, wird zunachst 1 g Geweber@d Lunge, Oberschenkel) mit dem
Skalpell entfernt, klein geschnitten und in einrBDFalcongefal? tberfuhrt. 4 ml SE-Puffer
und 150 pl Proteinase K werden nacheinander darbgeg Nach jeder Zugabe wird das
Gemisch gut gemischt. Nach Zusetzen von 1 ml 2066i§®OS wird durch Invertieren die
Losung vermischt und bei 37°C auf dem Schiuttlerd2hte inkubiert. Nach einigen Stunden
wird nochmals Proteinase K hinzugefligt. Altern&i@ann die Inkubation auch bei 55°C Uber
Nacht erfolgen. Fur die anschlieende Phenol/Cldareextraktion sollten sich alle
Gewebestlcke vollstandig aufgeldst haben. Als ensied die Gewebesuspension mit 4 ml
Phenol versetzt und durch vortexen und schuttetrvgumischt. Nach 5 min Zentrifugieren
bei 2000 U/min wird die obere wassrige Phase vbtigjan ein neues Falcongefald Gberfuhrt.
Die weildliche Interphase mit den Proteinbestareteilvird grof3zigig verworfen. Die
Phenolextraktion wird wiederholt. Danach erfolgtr d€organg mit einem Phenol-
Chloroform-Gemisch (1:1) und mit Chloroform. Isiedivassrige Phase noch sehr verfarbt,
wird die Extraktion mit Chloroform ein zweites Mdurchgefiihrt. Die farblose wassrige
Phase wird vorsichtig abgenommen und ihr werdel Yidlumen 3 M Kaliumacetat-Losung
(pH 5,2) zugesetzt. Nach mehrmaligem Invertieremdwder DNA-Faden sichtbar. Das
gebildete DNA-Knauel wird mit einem Glashackcherraisgefischt, kurz in 70%iges
Ethanol getaucht und anschlielend trocknen gelagienrDNA wird in 1 ml 1x TE-Puffer

Uberfuhrt und auf dem Schattler tber Nacht gelost.

2.2.2 DNA-Konzentrationsbestimmung

Mit Hilfe eines UV-Spektralphotometers lasst sicle ¢€onzentration isolierter DNA aus
Geweben, Blut und Hefekulturen sowie von Oligonakilden ermitteln. Die Messung wird
bei einer Wellenlange von 260 nm durchgefuhrt, dazed und doppelstrédngige
Nukleinsduren bei dieser Wellenlange ein Absorgtioaximum aufweisen. Fir die Messung
wird die DNA im Verhaltnis 1:100 mit 0 verdinnt und in eine gereinigte Quarzkivette
Uberfuhrt. Die Absorption wird gegen,® als Referenzwert bestimmt. Da eine Absorption
AzsonmVvon 1,0 einer Konzentration an doppelstrangigejOd#\ von 50 pg/ml entspricht,
kann die DNA-Konzentration wie folgt berechnet wend
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AzsonmX Verdinnungsfaktor x 50 = dsDNA-Konzentration m§

Durch eine weitere Messung bei 280 nm, dem Absampthaximum von Proteinen, kann die
Reinheit der DNA-Praparation bestimmt werden. Denitelte Quotient Asonm ZU Apgonm
sollte in etwa bei 1,85 liegen. Deutlich niedrigevéerte als 1,85 weisen auf eine

Verunreinigung der DNA-LOsung mit Proteinen hin.

2.2.3 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Methode der PCR (polymerase chain reaction)dghicht eine gezieltein vitro
Amplifikation von spezifischen genau definierten AMXbschnitten [Mullis et al. 1987]. Der
PCR-Prozess besteht aus einer Serie von etwa 3@rZ\jkder Zyklus untergliedert sich in
die 3 folgenden Schritte: Denaturierung, Annealingd Elongation. Wahrend der
Denaturierung wird durch Erhitzen auf 95°C die delpppangige DNA aufgeschmolzen, so
dass Einzelstrange, die als DNA-Matrize fur diead&folgenden Reaktionen dienen, gebildet
werden. In dem als Annealing bezeichneten Vorgangbritisieren zwei
Oligonukleotidprimer, die zu den Enden von Strand Gegenstrang komplementar sind, mit
einem der beiden Strdnge des Templates. Die Piegen damit Anfang und Ende des zu
vervielfaltigenden DNA-Abschnitts fest. Die Annewjtemperatur ist primerspezifisch und
liegt meist zwischen 50 und 60°C. Eine hitzestalillA-Polymerase aus thermophilen
Bakterien (in dieser Arbeit wird die Pfu-PolymeramesPyrococcus furiosusind die Tag-
Polymerase ausThermus aquaticuseingesetzt) verlangert die Primer entlang der
einzelstrangigen Matrize und synthetisiert mit &liffon vier Desoxynucleosidtriphosphaten
(dATP, dCTP, dGTP, dTTP), ausgehend von den 3’-QtiBen der Primer, den jeweiligen
komplementaren Strang in-5 3’ Richtung. Diese Elongation erfolgt bei einer fiie
Polymerase spezifischen Temperatur (72°C bei deruirfd der Tag-Polymerase). Die beiden
entstandenen DNA-Strange bilden die Vorlage fur déohsten Durchlauf, die Menge an
DNA verdoppelt sich somit mit jedem neuen Zykluscim n Zyklen erhalt man ein

theoretisches Maximum vor! 8oppelstrangigen Kopien der Zielsequenz.

Die Effizienz der PCR ist unter anderem abhangigh veingesetzten Template, von der
Stabilitat der Polymerase und der Primer, der MdgQnzentration des Puffers sowie der

Annealing-Temperatur.
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PCR-Reaktionsansatz fir die Einfiihrung der Restnkischnittstellen:

50 ul  1x Pfu-Puffer
1,2 pl F-Primer mit Restriktionsschnittstell® omol/ul)
1,2 pl R-Primer mit Restriktionsschnittstell® (omol/ul)
1 ul C57BL/6- Maus-DNA
1 pl Pfu-Polymerase

first delay 95°C 3 min

Denaturierung 95°C 30 sec

Annealing primerspezifisch 1 min

Elongation 72°C 5 min (Fr 1) 33 Zyklen
2 min (Fr 2)
11 min (Fr 3)

last delay 72°C 3 min

Tab. 14: PCR-Reaktionsbedingungen fir die Einfihrumy der Restriktionsschnittstellen.

Bei dieser PCR entstehen unterschiedlich lange WAehnitte, die flr die Klonierung in
den pEasyflox-Vektor benétigt werden. Die Lange \Emagment 1 betragt 2195 bp, von
Fragment 2 840 bp und von Fragment 3 5003 bp. Jeagegnent weist an den Enden eine
Restriktionsschnittstelle auf.

Fur die Fragmente 1 und 3 missen vor der EinfuhaergRestriktionsschnittstellen eine
nested-PCR durchgefihrt werden. Bei dieser PCRemeb pl 1x Pfu-Puffer, je 1 pl des

nested-Primers und jeweils 1 pl der Pfu-Polymeusseder Maus-DNA eingesetzt.

PCR-Ansatz mit den Sequenzierungsprimern zur Ubiairpg der Bakterienklone:

25 ul 1x PCR-Puffer
1 pl F-Seq-Primer (10 pmol/ul)
1 pl R-Seq-Primer (10 pmol/ul)
0,25 ul Tag-Polymerase
1,5 pl Bakterienkultur
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first delay 95°C 3 min
Denaturierung 95°C 30 sec
Annealing primerspezifisch 30 sec
. . 30 Zyklen
Elongation 72°C 2,5 min (Fr 1) y
1 min (Fr 2)
6 min (Fr 3)
last delay 72°C 3 min

Tab. 15: PCR-Reaktionsbedingungen fiir die Uberpriifng der Bakterienklone mit Sequenzierprimern.
Es werden die aueren mit einem ,a“ gekennzeichn&emer fir das Screening der positiven Klone
verwendet.

2.2.3.1 Nachweis der homologen Rekombination bei E&llen mittels PCR

Zum Screenen der 400 erhaltenen embryonalen Staltkloae aus der Transfektion mit dem
klonierten Vektor wurde eine PCR-Strategie erstellber die sich zum einen das
Vorhandensein der loxP-sites Uberprifen sowie dimdioge Rekombination nachweisen
l&sst.

Bedingungen der PCRSs:

95°C 5 min
95°C 30 sec
58 bzw. 59°C Zeit siehe Tabelle 30 - 35 Zyklen

72 bzw. 68°C Zeit siehe Tabelle
72°C 5 min
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Primerpaar Annealing- | Elongations- | Erwartete Bandengrol3e
Temp./Zeit | Temp./Zeit
Screen-NEU-Frl1-F1 und - 59°C 72°C WT keine Bande
hR-Vektor-R3 30 sec 2.45 min KO 2620 bp
Screen-hR-F2 und 58°C 72°C WT 401 bp
Screen-hR-R2 1 min 1 min KO 237 bp
Screen-NEU-Fr1-F4 und 58°C 72°C WT keine Bande
hR-Vektor-R3 1 min 1 min KO 393 bp
Screen-hR-Vektor-F2 und 58°C 68°C WT keine Bande
hR-genom-3'-R 30 sec 6 min KO 5233 bp
Neo-F und Neo-R 58°C 72°C WT keine Bande
30 sec 30 sec KO 532 bp

Tab. 16: PCR-Bedingungen und erwartete Banden fiiri@ homologe Rekombination der ES-Klone.

Die Zusatze fir die PCRs wie Betain sind in Tabélleusammengestellt. Alle PCRs wurden
mit 1x Puffer und Taqg/Pfu-Polymerase durchgefihbis, auf die in der obigen Tabelle als
letzte angegebene mit dem Primerpaar Screen-hRelERY hR-genom-3’-R. Hierfur wurde

die Tag-Polymerase mit dem dazugehdrigen PufferhaitaRa verwendet. Die Primerpaare
Screen-NEU-Fr1-F4/ hR-Vektor-R3 und Screen-hR-E2é&n-hR-R2 wurden zum Nachweis
der loxP-sites eingesetzt. Eine Bande mit 2620 bpte sich bei einer homologen
Rekombination an der 5'-site mit den Primern Sci&t-Frl-F1 und -hR-Vektor-R3. An

der 3'-site wurde die homologe Rekombination mih d&imern Screen-hR-Vektor-F2 und
hR-genom-3’-R Uberprift, wobei die PCR bei den ékirintegrierten Klonen eine 5233 bp
gro3en Bande zeigte. Als weitere Kontrolle dientee @CR mit den Neo-Primern, um die

Neo-Kassette in den Zellen nachzuweisen.

2.2.4 Agarose-Gelelektrophorese

Eine der haufigsten Methoden zur Auftrennung vdadgnen Makromolekilen, wie Proteine
und Nukleinsauren ist die Elektrophorese. Wegeer iinterschiedlichen Gré3e und Struktur
wandern die Moleklle mit unterschiedlichen Gesclaligkeiten im elektrischen Feld durch
ein Netzwerk eines polymeren Zuckergerustes Rightdmode. Die Konzentration des
Agarosegels richtet sich dabei nach der Grol3e Wienennenden DNA-Fragmente. Es werden
hier 1 bis 2%ige Agarosegele verwendet, da die P@Rlukte von Fragment 1, 2 und 3 eine
Grol3e von 800 bis 5000 bp besitzen und der Vel&asspflox 7 kb grof3 ist.
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Zur Herstellung eines 2%igen Gels werden 2 g Aganed.00 ml 1x TAE-Puffer aufgekocht,
bis sich eine klare Losung bildet. Nach Abkuhles @emisches auf ca. 50°C werden 10 pl
Ethidiumbromidlésung (10 mg/ml 4@) zugegeben, und das noch flissige Gel wird ie ein
horizontale Elektrophoresekammer mit eingesetzteamid gegossen. Das Gel wird nach
seinem Aushéarten mit 1x TAE-Puffer Gberschichted dier Kamm vorsichtig entfernt. Die
PCR-Produkte werden mit 1/10 Volumenanteil 10x $tBpffer vermischt und in die
Geltaschen pipettiert, um den Verlauf der Elektapbe zu kontrollieren. Bromphenolblau
wandert etwa mit DNA-Fragmenten von 10 — 100 bp @rdund markiert daher die
Elektrophorese-Front. Je nach FragmentgroRe diaet 0 bp oder eine 1 kb Ladder als
Molekulargewichtsmarker zur Bestimmung der Grol3ed uKonzentration der zu
untersuchenden DNA-Moleklle. Bei einer Gleichspamghwon etwa 130 V wird die
Gelelektrophorese fur ca. 30 min durchgefiuihrt.  Durcinterkalation des
Fluoreszenzfarbstoffes Ethidiumbromid kénnen didgregten Nukleotid-Fragmente mit

Hilfe eines UV-Transilluminators bei 302 nm alskilete Banden sichtbar gemacht werden

2.2.5 Klonierungsstrategie fur das VKORC1L1-Gen inpEasyflox-Vektor

Um das VKORC1L1-Gen zu inaktiveren und somit sdiumktion im Gesamtorganismus
Uberprufen zu kénnen, wurde in der vorliegenderefrttas Exon 2 in spezifischen Geweben
der Mause ausgeknockt. Dazu wurde zunachst einovekioniert, der einen langen
homologen Arm von 5 kb aufweist, einen kurzen hageh Arm von 2,2 kb besitzt und in
dem das Exon 2 von loxP- sites flankiert ist. Danlologen Arme wurden tUber PCR und
Spaltung mit Restriktionsenzymen in den Vektor knlert (vgl. Abb. 20). Zusatzlich
befinden sich im pEasyflox-Vektor als Selektionskearein Neomycinresistenzgene@© und
ein Herpes simplex Virus Thymidin Kinase GéiS{V-tk.

2.2.6 Spaltung des PCR-Produktes und des  pEasyfldektors — mit
Restriktionsendonukleasen

Bei Restriktionsendonukleasen handelt es sich umyifa, welche Teil eines bakteriellen
Restriktions- und Modifikationssystems sind und z$igche, vier bis acht Basen lange,
Erkennungssequenzen spalten. Diese Erkennungszequstellen oft Palindrome dar, die
eine zweifache Symmetrieachse ir63’ Richtung mit identischer Basenabfolge auf beide
Strangen besitzen. Die mehr als 250 bekannten ikestsenzyme werden in drei Klassen
unterteilt, von denen fur die Molekulargenetik wiig Enzyme der Klasse Il interessant sind.

Sie binden sequenzspezifisch und hydrolysieren an Bindungsstelle, so dass ein
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Doppelstrang in Restriktionsfragmente zerlegt wirel.nach Enzym erfolgt die Hydrolyse der
Phosphorsaurediesterbindung entweder symmetrisshuomd mehrere Nukleotide versetzt. So
entstehen DNA-Fragmente mit doppelstréangigen Erfdiemt ends) oder einzelstrdngige 3'-
bzw. 5’-Enden (sticky ends). Um ein DNA-Fragmenteinen Vektor inserieren zu kdnnen,
missen beide Komponenten zueinander passendeduaantsticky ends aufweisen. Hierzu
wird der Vektor mit ein oder zwei Restriktionsenamlinearisiert und das DNA-Fragment

mit denselben Enzymen geschnitten.

Fur die Spaltung werden 2 - 5 Units Enzym pro pgADihgesetzt. Die in dieser Arbeit fur
die Klonierung eingesetzten Enzyme sMdtl und Sadl fur Fragment 1Fsd und Asd flr
Fragment 2uind Xhd und Pad fur Fragment 3. Bei allen Enzymen muss zusatzB&A fur

die Enzymaktivitat zum Ansatz zugegeben werden.

PCR-Produkt: 45 nul PCR-Produkt
10 ul  Puffer
1pul Enzym1
1pul Enzym 2
1ul BSA

42 pl aqua dest.

Vektor Ansatz A: 4 ul  pEasyflox-Vektor
10 ul  Puffer
1ul Enzym 1
1ul BSA

84 ul  aqua dest.

Vektor Ansatz B: 4 ul  pEasyflox-Vektor
10 ul Puffer
1ul BSA
1ul Enzym 2

84 ul  aqua dest.
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Die Ansatze werden insgesamt fir mehrere Stundereiber fiir das Restriktionsenzym
spezifischen Temperatur, die meist 37°C betradtubrert. Nach den ersten 30 Minuten
werden die Ansatze des Vektors mit 1 pul Enzym uesl RICR-Produkt mit jeweils 1 pl beider
Enzyme nachgespalten. Nach einer halben Stundeewegmlveils 3 pl des gespaltenen
Vektors auf ein Agarosegel aufgetragen, um zu ubiéep, ob der Vektor linear ist. Als
Vergleich werden 3 pl des ungespaltenen Vektors lauten gelassen. Danach wird der
Ansatz A mit 1 pl Enzym 2 und Ansatz B mit 1 pl Bmez1 gespalten. Nach 30 Minuten
erfolgt das Nachspalten mit 1 gésselben Enzyms. Die Ansétze werden eine weitered8
bei 37°C inkubiert. Im Anschluss werden zur Ubefpnig der FragmentgroRen und zum
Abschatzen des Verhaltnisses von Vektor und PCHRitRtgeweils 3 pl der Anséatze auf ein
1,5%iges Agarosegel aufgetragen.

Kloniertes Fragment Verwendete Enzyme NEB-Puffer
Fragment 1 Notl und Sadl 2 + BSA
Fragment 2 Asd undFsd 4 + BSA
Fragment 3 Pad und Xhad 4 + BSA

Tab. 17: Eingesetzte Enzyme und Puffer fur die Klorerung der Fragmente in den Targetingvektor.

2.2.7 Aufreinigung von PCR-Produkten

PCR-Produkte, die fur Klonierungen eingesetzt werdmissen von Salzen, Primern,
Nukleotiden und Polymerasen gereinigt werden. FIP€CR-Produkt-Aufreinigung wird das
NucleoSpin Extract Kit von Macherey-Nagel verwendet

Zunachst wird ein Anteil PCR-Reaktionsprodukt mérvAnteilen an Puffer NT2 vermischt
(50 pl PCR-Produkt und 200 ul Puffer NT2). Diesereinigende Ansatz wird auf eine Saule
gegeben und fiir eine Minute bei 11000 U/min zamgigrt. Der Uberstand wird verworfen
und die an die Membran gebundene DNA mit 600 pdmthaltigem Puffer NT3 gewaschen
sowie fUr eine Minute bei 11000 U/min zentrifugidnh zweiten Waschschritt werden 200 pl
Puffer NT3 verwendet, und es wird bei 11000 U/niinZwei Minuten zentrifugiert. Fir die
Eluierung der DNA werden 25 — 50 pl 70°C warmes Milthuf die Membran der Saule
gegeben. Nach einer Inkubation von einer Minutedvaei 11000 U/min flr eine Minute

zentrifugiert.
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2.2.8 Ligation von DNA-Fragmenten

Fur die Ligation werden Vektor und PCR-Produktiimeen Verhaltnis eingesetzt, das von der
Konzentration der beiden Komponenten abhangigestsollte jedoch immer die eingesetzte
Konzentration des PCR-Produktes Uberwiegen, so dassLigation mit dem Vektor
gewahrleistet ist. Bei Ligation kohasiver Endenti€lsy ends”) sollten die zu ligierenden
gespaltenen DNA-Fragmente in einem Verhaltnis v@rbis 1:10 (Vektor : Insert) vorliegen.
Wahrend der Reaktion verknlUpft nun die T4-Ligaseiefr3'-Hydroxylenden mit 5°-
Phosphatenden des Inserts und des Vektors.

Liegen Vektor und PCR-Produkt in etwa identischeonkentrationen vor, setzt sich der

Ansatz wie folgt zusammen:

Ligationsansatz: 1 ul  pEasyflox-Vektor (gespalten und gereinigt)
4 ul  PCR-Produkt
4 ul  Ligase-Puffer

1pul  T4-Ligase
10 ul ddikD

Der Ansatz wird fir etwa 20 Stunden bei 15°C ligieso dass anschlielend die

Elektrotransformation durchgefuhrt werden kann.

2.2.9 TA-/TOPO Cloning Vektor (Invitrogen)

Um ein DNA-Fragment in den TA Cloning Vektor pCRL2:on Invitrogen einzubringen,
wird zunachst ein Poly A-Schwanz an das 5’- undE3ide der Sequenz angehéngt, damit das
PCR-Produkt mit dem Vektor ligieren kann. Dazu veerd zu 20 pl PCR-Produkt 1,1 pl
dATP-Nukleotide und 0,5 pl Tag-Polymerase gegebem.Reaktionsansatz wird fir 30 min
bei 72°C inkubiert.

Der Ligationsansatz setzt sich wie folgt zusammen:
1 pl PCR-Produkt
1 pl 10 x Ligase Puffer
2 ul pCR 2.1 Vektor (25 ng/ul)
1 pl T4-Ligase
4 ul aqua dest.
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Die Ligation erfolgt bei 14°C Uber Nacht. Der Ligatsansatz wird irE.coli (X L1 blue)
Zellen transformiert und auf Amp-LB-Platten mit g0 40 mg/ml X-Gal (3%) ausplattiert.
Dadurch ist eine Blau-Weil3-Selektion der Klone nagl Die weilRen Klone sind werden

Uber M13-Primer auf das integrierte PCR-Stlck Utigrpind anschlie3end sequenziert.

Verwendete Losungen des TA Cloning Kits von In\den:

10 x Ligationspuffer: 60 mM Tris-HCI (pH 7,5)
60 mM MgC}
50 mM NaCl
1 mg/mi Bovine Serum Albumin
70 mM B-Mercaptoethanol
1mM ATP
20 mM Dithiothreitol
10 mM Spermidin

2.2.10 Transformation
2.2.10.1 Herstellung kompetenteE. coli Zellen (X L1 blue)

Die meisten Bakterien, darunter au€ehcoli, nehmen unter normalen Bedingungen DNA nur
in begrenztem Umfang auf. Um diese Bakterien wirksau transformieren, muissen die
Zellen physikalisch und/ oder chemisch behandetde® So wird ihre Fahigkeit verstarkt,
DNA aufzunehmen. Zellen, die eine solche Behandunghlaufen haben, bezeichnet man

als kompetent.

Fur die Herstellung kompetent&:. coli Zellen werden zunachst 10 ml LB-Medium mit
Zellen angeimpft und tUber Nacht inkubiert. 4 misgieKultur werden mit 400 ml des 37°C
warmen LB-Mediums 1:100 verdiinnt. Nach etwa zwein8én wird die optische Dichte
ODeoo bei einer Wellenlange von 600 rgemessen (Referenz: LB-Medium). Liegt der Wert
zwischen 0,5 und 0,9 wird das Kulturmedium in einErmwasserbad fur 15 min bei 4°C
kaltgestellt und im Anschluss in einer vorgekuhl@&mtrifuge (4°C) fur 15 min bei 4000
U/min zentrifugiert. Der Uberstand wird moglichstilgtandig abgenommen und das Pellet in
eiskaltem ddHO gel6st. Die Suspension wird fur weitere 15 mini 4400 U/min
zentrifugiert. Der zweite Zentrifugationsschrittrdiiwiederholt und das danach vorhandene

Pellet in sehr wenig ddiD resuspendiert. Die Zellsuspension wird anschiid(3eit 87%igen
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Glycerol auf insgesamt 10% Endkonzentration an &lylceingestellt, gut gemischt und

jeweils als 50 pl Aliquots bei -70°C eingefroren.

2.2.10.2 Elektrotransformation von Plasmid-DNA in lompetente Zellen vorE. coli

Um DNA in E. coli Zellen einzubringen, muss die Zellmembran fir Nakoleklle
permeabel gemacht werden. Dies kann Uber die ZugabePolyethylenglykol oder von
hohen Konzentrationen an CaGbei 0°C oder aber auf physikalischem Wege mittels
Elektroporation durch kurze Elektroimpulse erfolgkndieser Arbeit wurde letztere Methode
angewendet. Die Selektion von transformierten Zellerfolgt im Anschluss Uber
ampicillinhaltige LB-Agarplatten. Die aufzunehmerfelasmid-DNA beinhaltet zusatzlich ein
Gen, das eine Resistenz gegen das AntibiotikumemerlAusschlie3lich Zellen, die diese
genetisch determinierte Resistenz Uber die AufnatiesePlasmids erworben haben, kdnnen

auf dem Selektionsmedium wachsen.

Zunachst werden auf Eis 50 pl kompetente eingefeor&ellen mit 0,85 pl der zu

transformierenden Plasmid-DNA gemischt und in ge&uhlte Kuvette, die zuvor auf dem
UV-Transilluminator fur 15 min bestrahlt wurde, ifigrt. Die Kivette wird in den Schlitten

des Genepulsers gestellt, und es wird ein Spanpufggson 2,5 V angelegt (Zeitkonstante
4,5 msec), so dass die Zellmembran fur die DNA ldéssig wird. Nach Zugabe von 600 pl
SOC-Medium zu den Zellen werden diese in 1,5 misO@perfihrt und fir eine Stunde bei
37°C geschdttelt. Die transformierten Zellen werdaschlieRend auf ampicillinhaltigen LB-

Agarplatten ausplattiert und Gber Nacht bei 37 Kuert.

Einstellung am Puls Generator (Bio-Rad Gene Pulser)

set volts raise to 2,5 kV

Kapazitat 25 uFD

pulse controler 200 Ohm

2.2.10.3 Transformation mit chemokompenterk.coli Zellen

Bei dieser Art der Transformation werden 1 - 2,5d@$ Ligationsansatzes vorsichtig zu den
chemokompetenten Zellen gegeben. AnschlieRendgeréahe 30 mindtige Inkubation auf
Eis. Danach werden die Zellen fur 30 sec in einCA®asserbad gehalten und dann wieder

fur 2 min auf Eis gestellt. Nach Zugabe von 25@@IC-Medium lasst man die Zellen 1 Std.
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bei 37°C und 200 rpm schitteln. Die Zellen werdah Eis gestellt und 50 — 200 pl des
Ansatzes auf Amp-LB-Platten mit 40 pl 3% X-Gal Blau-Weil3selektion ausplattiert. Es
wird tUber Nacht bei 37°C inkubiert.

2.2.11 Picken von Bakterienklonen

Um die Klone auf den Amp-LB-Agarplatten mittels P@R Uberprifen, werden einzelne
Klone gepickt. Dazu werden in jede Vertiefung eiBérWell-Mikrotiterplatte 10 pl ddpD
gegeben, in welcher der Bakterienklon gut gelosdw2 pl der Bakterienkultur werden fir
die PCR entnommen. Auf die verbleibenden 8 pl wer2@0 pl LB-Medium pipettiert, das
mit 1/1000 Ampicillin (100 mg/ml; EndkonzentratiortO0 pg/ml) versetzt ist. Die
Bakterienklone werden Uber Nacht bei 37°C wachselasgen und anschlieRend mittels

Sequenzierung und mit den entsprechenden Primempiiikft.

2.2.12 DNA-Sequenzierung nach Sanger

Die Sequenzierung nach Sanger wird auch als Kdtlgnahmethode oder
Didesoxynukleotidverfahren bezeichnet [Sanger et 18177]. Bei dieser PCR-Reaktion
werden zusatzlich zu den herkdmmlichen NukleotidédNTPs) basenspezifische
Didesoxynukleotide (ddNTPs) eingesetzt, welche iregéhsatz zu den dNTPs keine
Hydroxylgruppe am 3’-Kohlenstoff aufweisen. Died kar Folge, dass ein ddNTP nach der
Bindung seines 5’-Kohlenstoffatoms an die sich a&mgernde DNA-Sequenz keine
Phosphodiesterbindung an seinem 3’- Ende ausbkdan. Die DNA-Synthese wird damit
abgebrochen. Heutzutage wird die automatische $ewrang mit fluoreszenzmarkierten
ddNTPs durchgefihrt. Dabei kénnen im Gegensatz eu wispringlichen Methode mit
Radioaktivmarkierung alle vier Reaktionen in einBmsatz erfolgen. Neben den vier dNTPs
enthalt der Ansatz zusétzlich eine geringe Mengdeamvier fluoreszenzmarkierten ddNTPs.
Da die Konzentration der ddNTPs im Vergleich zu aBMiTPs niedriger ist, findet der
Kettenabbruch nur partiell statt. Auf diese Weiststehen DNA-Fragmente unterschiedlicher
GroRRen, die das gleiche durch den Primer festgel®gtEnde aufweisen. An den variablen
3’-Enden befinden sich die jeweiligen ddNTPs. Diegebauten Didesoxynukleotide werden
durch einen Laserstrahl angeregt und entsendetgenfiter Fluoreszenz-Markierung Licht
verschiedener Farbe. Die Fluoreszenzsignale wetdbai mit einem Detektor gemessen und

aufgezeichnet.
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Fur die Sequenzierung mussen die PCR-Produkte kshadurch den Abbau von
Uberschussigen Primern und Nukleotiden mittels ifpelzaer Enzyme gereinigt werden.
Dabei werden zu 20 pl PCR-Produkt 0,55hkimp Alkaline Phosphatag8AP, 2 U/ul), 0,5

Ml Exonukleasd (10 U/ul) und 4 pl ddkD gegeben. Fiur die Reinigung wird der Ansatz 15
min bei 37°C inkubiert und anschlieRend zur Inakting der Enzyme 15 min auf 80°C

erhitzt.

Die Sequenzierung wurde anschlielend mit Hilfe Qagk Start Sequencing Kits und des

Sequenziergerates der Firma Beckman Coulter dutichige

Zusammensetzung des Sequenzieransatzes:

1,5 ul gereinigtes PCR-Produkt

5 ul DTCS Quick Start Mastermix
0,5 ul F- bzw. R-Seqg-Primer (10 pmol/ul)
13 ul ddHO

Die Ansatze werden gut gemischt und kurz abzegieftt Das anschlieBende Cycle-

Sequencing wird nach folgendem Programm (Tab.8)hermocycler durchgefihrt:

first delay 96°C 3 min

Denaturierung 96°C 20 sec

Annealing primerspezifisch 20 sec 30 Zyklen
Elongation 60°C 4 min

Tab. 18: Bedingungen fir das Cycle-Sequencing.

Die Proben werden nach der Fallung auf eine Mitegtlatte (CEQ sample plate) pipettiert
und mit einem Tropfen Paraffin Gberschichtet. Im@EErogramm wird die Reihenfolge der
Proben in eine Tabelle eingegeben. Die Mikrotittel wird in das Sequenziergerat
eingesetzt, und die Proben werden bei 4,2 V je radgmentgrofle 50 bis 120 min

aufgetrennt.

Wahrend des Sequenzierlaufes regt ein Laserstiahhddie DNA-Fragmente eingebauten

Fluoreszenzfarbstoffe an. Da die Emissionsspektien fluoreszenzmarkierten ddNTPs
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Maxima mit unterschiedlichen Wellenlangen aufwejdassen sich die Basen anhand ihrer
spezifischen Fluoreszenzfarbe identifizieren. Demgssenen Daten werden elektronisch
erfasst, gespeichert und in eine Basensequenz uangelt. Die Analyse der Rohdaten und
die Auswertung der Sequenzen erfolgt mit dem CEQpRmMm 2000 der Firma Beckman

Coulter (Abb. 15).

AV N PVAVAUN

Abb. 15: Basensequenz im CEQ-Auswertprogramm nactier Sequenzierung.
Die blaue Kurve symbolisiert Thymin (T), die rotelénin (A), die schwarze
Cytosin (C) und die griine Guanin (G).

2.2.13 Plasmid-Isolierung

Fur die Plasmid-Isolierung wird das Plasmid-DNA-4Rcation Kit von Macherey-Nagel
(Nucleobond AX Midi 100) eingesetzt. Um die gewiltten Plasmide aus den uber
Sequenzierung positiv getesteten Bakterienzellen igolieren, werden 5 pul einer
Glycerinstockkultur bzw. Kultur des gepickten posgetesteten Klons in 50 ml LB-Medium
(mit 50 pl 100 mg/ml Ampicillin) tber Nacht bei 3Z%ermehrt und anschlieRend bei 4°C
mit 6000 U/min zentrifugiert. Der Uberstand wirdwerfen und das Pellet vorsichtig in 4 ml
Puffer S1 resuspendiert. Nach Zugabe von 4 ml P&fewird die Suspension leicht gemischt
und far zwei bis drei Minuten bei Raumtemperatduinert. Im Anschluss werden 4 ml des
4°C kalten Puffers S3 hinzugefugt. Die Losung wgemischt, bis weil3e Flockenbildung
einsetzt, welche die Proteinausfallung anzeigt. Rispension wird fiir 5 min auf Eis gestellt,
und man lasst sie anschlieBend Uber einen Fatemifilufen, so dass die Proteine abgetrennt
werden. Danach wird die klare Suspension auf eindeSgegeben, die einen mit 2,5 ml des
Puffer N2 angefeuchteten Filter enthalt. An diekéter kann die Plasmid-DNA binden, so
dass sie von den Ubrigen Bestandteilen der Bakizgile getrennt wird. Nach zweimaligem
Waschen der Saule mit 5 ml des Puffers N3 wirdgeieundene DNA mit 5 ml des Puffer N5
eluiert, und es werden 3,5 ml Isopropanol zur eélereDNA hinzugegeben. Die Losung wird
im Anschluss eine Stunde bei 6000 U/min zentriftigidlach Verwerfen des gebildeten
Uberstandes und Trocknen des Pellets wird dastPell&0 pl ddHO gut resuspendiert. Die
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Konzentrationsbestimmung der Plasmid-DNA erfolgterilalie optische Dichte am UV-

Spektralphotometer.

Verwendete Losungen des Plasmid-DNA-Purificatiots Kibn Macherey-Nagel:

Puffer S1:

Puffer S2:

Puffer S3:

Puffer N2:

Puffer N3

Puffer N5:

2.2.14 Glycerinstocks

50 mM
10 mM

100 pg/mi

200 mM
1%

28 M

100 mM
15%
900 mM
0,15%

Tris-HCI (pH 8)
EDTA
RNase A

NaOH
SDS

Kaliumacetat (pH 5,1)

Tris

Ethanol

KCI

Triton X-100

mit HP O, eingestellt auf pH 6,3

100 mM
15%
1,15 M

Tris
Ethanol
KCI

mit HP Oy, eingestellt auf pH 6,3

100 mM
15%
1M

Tris
Ethanol
KCI

mit HP Oy eingestellt auf pH 8,5

Zur langfristigen Lagerung von Bakterienkulturenrelen Glycerinstocks angelegt. In dieser

Arbeit wurden 800 pl des Bakterienklons, der denagylox-Vektor mit integrierten

Fragmenten enthalt, mit 200 pl 87%iger Glycerintiggun einem 1,5 ml Eppendorff-

Reaktionsgefald gut vermischt und bei -70°C gelagédr Herstellung einer neuen
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Bakterienkultur werden bei Bedarf 10 pl der gefnere Bakterien-Glycerinsuspension zu 100
ml LB-Medium, das mit 100 pl Ampicillin (100 mg/m¥ersetzt ist, pipettiert und tber Nacht
bei 37°C geschiittelt. Aus dieser Ubernachtkultumkeine DNA-Plasmidisolierung erfolgen.

2.2.15 Der Targetingvektor
2.2.15.1 Testverdau des klonierten pEasyflox-Vektsr

Um zu Uberprifen, ob die richtigen Fragmente in WeRtor kloniert worden sind, werden
zwei Testverdaus angesetzt. Die dabei verwendeteynie sindHindlll und Xcm.

Hindlll Xcml

Puffer NEB 2 2 ul Puffer NEB 2 2 ul
Hindlll (100.000U/ml) 1 pl Xcml 2ul
Vektor 0,5 pl Vektor 0,5 pl
H,O 16,5 pl HO 16,5 pl

Beim Verdau miHindlll werden folgende Fragmentgro3en erwartet: 380049 bp, 3418
bp, 10618 bp. Die FragmentgrofRen Xuaim sind 1127 bp, 1726 bp, 4788 bp, 7694 bp. (Abb.
16)
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Abb. 16: Testverdau des Targeting-Konstrukts

Mit den EnzymenXcm (Spur 1 und 2) undHindIll (Spur 9) wurde ein Testverdau des Kklonierten
Vektorkonstrukts durchgefihrt, der in 5 bzw. 4 ebisdenen Fragmenten resultiert. Die Linearisierdeg
Vektors erfolgte miNotl (Spur 3, 4 und 7). Als Kontrolle wurde unverdawektor eingesetzt (Spur 5 und 6)
Als GréRenstandard wurde der 1 kb-Marker verwendet.
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2.2.15.2 Linearisierung des pEasyflox-Vektors fur & Transfektion in ES-Zellen

100 pg des Vektors mit den einklonierten Fragmeniiech mit Notl linearisiert (Abb. 16,
Spur 4 und 7). Dazu wird der folgende Ansatz vedetn

300 pl-Ansatz: Puffer NEB 3 30 ul
Notl (10.000U/ml) 18 pl
BSA 3l
Vektor X ul (100 pog)
HO X ul (auf 300 ul auffillen)

2.2.15.3 Phenol-Chloroform Aufreinigung des Targetig-Konstrukts

Fur die Transfektion muss der linearisierte Velaofgereinigt werden. Dazu wird das gleiche
Volumen Phenol zugegeben, gevortext und 5 min degiert. Die obere wassrige Phase
wird in gleichem Volumen Phenol aufgenommen undderegevortext und zentrifugiert. Der
Ablauf wird zweimal mit Chloroform wiederholt. Ansiee3end wird die Probe 5 min bei
Raumtemperatur stehengelassen, damit das Chloradbdampfen kann. Im letzten Schritt
wird gleiches Volumen Isopropanol zur oberen Phgesgeben, gut geschittelt und nach
Zentrifugieren das Isopropanol vorsichtig abgekidpte DNA wird in 200 pl 70%igem

Ethanol aufgenommen und bei -20°C eingefroren.

2.2.16 ES-Zellkultur
2.2.16.1 Auftauen von embryonalen Feederzellen

Fur das Ausplattieren von EF-Zellen auf drei 15 @ewebekulturplatten wird ein Tube mit
eingefrorenen EF-Zellen, die in einem halben bishizga Milliliter Einfriermedium
aufgenommen sind, verwendet. Zunachst werden diddfeellen auf Eis langsam aufgetaut.
Ein Tube an EF-Zellen wird in 9 ml EF-Medium aufgermen und 5 min bei 1200 U/min
abzentrifugiert. Der Uberstand wird abgegossenaine Einzelzellsuspension hergestellt, die
mit 3 ml EF-Medium gemischt wird. 19 ml EF-Mediunemlen zunachst jeweils auf eine 15
cm-Platte vorgelegt, bevor 1ml der Zellen draufgeftr werden. Fir das Ausplattieren von
ES-Zellen werden EfZellen bendtigt, die man nach dem dritten Splitemélt.
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2.2.16.2 Auftauen von ES-Zellen

Um ES-Zellen von einer 96er Well-Platte erneutKuitur zu nehmen, wird die Platte, die in
Stickstoff eingefroren war, auf Trockeneis gelegi. dem entsprechenden Well wird ES-
Medium pipettiert und die Zellen werden darin volngig resuspendiert und in ein Falcon
uberfuhrt. Es folgt Zentrifugation fir 5 min bei@-°nd 1200 rpm. Der Uberstand wird
abgenommen, und die Zellen werden in 1 ml ES-Mediasuspendiert und auf eine 24er
Well-Platte, auf der sich MMC behandelte s&2ellen befinden, ausplattiert. Die ES-Zellen
werden nach 3 - 4 Tagen auf 6-Well Platten unde@ht¢h auf 10er Platten gesplittet.

2.2.16.3 MMC-Behandlung von Feederzellen

Nachdem das Medium abgesaugt worden ist, werderZelien einmal mit 15 ml PBS
gewaschen. 7 ml Mitomycin C werden auf die Zellegapen, die Inkubation erfolgt fiir zwei
bis vier Stunden bei 37°C. Danach werden die ZeHemimal mit 15 ml PBS gespdult.
Entweder werden die so behandelten Feederzellgefeimen oder auf neue Gelatineplatten

gesplittet.

2.2.16.4 Einfrieren von Feederzellen

Zunachst wird das Medium von der 15er Kulturschatbgesaugt, und die Zellen werden
einmal mit PBS gewaschen. Eine Platte wird mit 5Tmypsin flr 3 min bei 37°C behandelt.
Die Reaktion wird mit 10 ml EF-Medium abgestoppt @dellen werden gut resuspendiert.
Die Zellsuspension wird fir 5 min bei 4°C und 1200min zentrifugiert, so dass der
Uberstand vorsichtig abgenommen werden kann. DdletReird resuspendiert, so dass
schlie3lich eine Einzelzellsuspension vorliegt.I&®kiner 15 cm-Platte werden daftr in 1 ml
1x Einfriermedium (10% DMSO, 90% FCS) aufgenommed in Cryoréhrchen bei -80°C

und spéter in flissigem Stickstoff eingefroren.

2.2.16.5 Splitten von ES- und Feederzellen

Fur das Splitten missen die Zellen zunachst minlLBBS gespuilt werden und in 1x Trypsin
(10er Platte 3 ml, 15er Platte 5 ml) 3 min inkubererDanach wird das Trypsin mit Medium
abgestoppt (10er Platte 7 ml, 15er Platte 10 n)Zellen gemischt, von der Platte abgespult
und 5 min bei 4°C und 1200 U/min zentrifugiert. Digberstand wird verworfen und das
Pellet in ES- bzw. EF-Medium resuspendiert. Dazuwl Wi ml pro neue Platte verwendet. Ein
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Milliliter der Zellen wird auf die mit Medium beraen Platten (18 ml fur 15er Platte, 8 — 9
ml fur 10er Platte) getropft.

2.2.16.6 Elektroporation von embryonalen Stammzelfe

Das linearisierte und aufgereinigte Targeting-Kamdgtwird fur die Elektroporation zunachst
15min abzentrifugiert, so dass anschlieRend daanBtrabgeschuittet werden und die DNA
trocknen kann. Inzwischen werden die zu elektra@eriden embryonalen Stammzellen der
Linie V6.5 pro 10 cm-Platte mit 10 ml PBS gut ge@@n, mit 3 ml Trypsin behandelt und
fur 5 min bei 37°C inkubiert und anschlieBend inm3 Medium aufgenommen. Nach
Abzentrifugation der ES-Zellen fir 5 min bei 1200/nmih werden die entstandene
Einzelzellsuspension und die getrocknete Vektor-DiMeils in 800 ul Transfektionspuffer
aufgenommen und miteinander vermischt. Jeweils 8Ddes Gemisches werden in eine
Elektroporationskivette Uberfihrt. Fur die Elektaion ist der Genepulser wie folgt
eingestellt: 240 V (0,24), 500 uFD (Ext. 500), ticmnst. 7 - 11. Nach dem Pulsen werden
die Zellen 5 min stehen gelassen und danach imjenk ES-Medium (keine Selektion!)
Uberfuhrt. 10 ml werden jeweils auf eine Gewebekplatte ausplattiert und im Brutschrank

bei 37°C und wachsen gelassen. Der erste Mediunsgéelfolgt ohne, der zweite mit G418.

2.2.16.7 Picken von ES-Zellklonen

Um Klone zu picken, wird in eine 96er KulturplajeeWell 25 pl Trypsin vorgelegt. Die ES-
Zellen einer 10 cm-Kulturschale werden einmal nBSRyewaschen und anschlielend mit 13
ml PBS Uberschichtet. Die Klone werden mit 40 ut einer Pipette von der Kulturschale
entfernt und in ein Well einer vorbereiteten 96eitlrplatte tGberfuhrt. Pro Platte sollten fir
das Picken nicht mehr als 30 min verwendet werblach dem Picken inkubieren die Zellen
bei 37°C fur 5 min. In der Zwischenzeit werden [E&-Kulturplatte drei EfPlatten
vorbereitet, die mit 150 pul ES-Medium Uberschichtetden. Zu den Klonen werden 100 pl
ES-Medium pro Well gegeben, so dass jeweils 50anlzatllsuspension auf die EPlatten
verteilt werden konnen. Das Medium wird jeden Tawechselt, bis an Tag 3 und 4, je nach
Zustand der Zellen, eine 96er Platte eingefrorenl.wbie dritte Platte wird zur Gewinnung

von DNA auf drei Gelatineplatten gesplittet.
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2.2.16.8 Einfrieren von gepickten Klonen

Je nach Zustand der ES-Zellen wird an Tag 3 und dine Platte mit gepickten Klonen
eingefroren. Dazu werden die Zellen mit zweimal 200PBS gewaschen. Danach wird auf
jedes Well 50 pl Trypsin gegeben und fur 5 min $EC inkubiert. Danach gibt man 50 pl
2x Einfriermedium (20% DMSO, 80% FCS) pro Well Zdie Zellen werden auf Eis gut

gemischt, die Platte wird mit Parafilm abgedichietl bei -80°C eingefroren.

2.2.16.9 DNA-Gelatine-Platten

Die dritte Platte der gepickten Klone wird auf d@slatineplatten gesplittet, um DNA fiir den
Southern Blot zu gewinnen. Die Klone werden mit 200PBS gewaschen und mit 50 pl
Trypsin fur 5 min bei 37°C inkubiert. Danach werde®0 pl ES-Medium zugegeben und
jeweils 50 pl auf die gelatinierten 96er Kulturpdet verteilt, in denen 100 ul ES-Medium
pro Well vorgelegt sind.

2.2.16.10 DNA-Extraktion aus gepickten ES-Zellklone

Nachdem die ES-Zellen auf den Gelatineplatten dyeimug gewachsen sind, werden sie fur
die DNA-Gewinnung zweimal mit 200 ul PBS gewascheri die Zellen wird dann 50 pl
DNA-Lysispuffer gegeben, der mit 1/25 Proteinaseefsetzt ist. Die Platten mit den Klonen
lasst man, mit Parafilm und Klarsichtfolie abgedsthund in einer mit feuchten Tuchern
ausgelegten Plastikbox verschlossen, Uber Nach6®¥ im Wasserbad stehen. Danach
mussen die Platten auf Raumtemperatur abkihlergrise eine Minute bei 3200 U/min
zentrifugiert werden und je Well 100 pl 100%igeddftol zugegeben wird. Die Platten
inkubieren fur eine Stunde, anschlieend werdenmld bei 3200 U/min zentrifugiert.
Danach werden sie nochmals 1 - 2 Std. stehen gelaBss Ethanol wird vorsichtig mit der
Pipette abgezogen und 150 pl 70%iges Ethanol fiimrbzugegeben. Nach zehnmindtiger
Zentrifugation bei 3200 U/min und Abnehmen des Etigwird die DNA trocknen gelassen.
Die DNA wird in 30 pl TE-Puffer und 70 ulJ@ Gber Nacht gelost.

2.2.17 Haltung und Zucht von Mausen

Die Mause wurden in einem klimatisierten Tierstadl 19 - 23°C und einer Luftfeuchte von
55 - 65% mit einem Tag/ Nachtrhythmus von jeweiks Stunden in Makrokolon Kafigen
gehalten (bis zu 5 adulte Tiere in einem Typ ligdtéfig mit 514 cm). Als Einstreu wurden

autoklavierte Spane verwendet, die noch mit Niseémalt erganzt wurden. Die Futterung mit
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Futterpelets von der Firma Ssniff und die Wasseorgung erfolgten nach Bedarf. Zur Zucht
wurden in der Regel jeweils 2 - 3 Weibchen im pagsfidhigen Alter von 5 - 30 Wochen zu
einem Mannchen von 6 Wochen bis 1,5 Jahren gegstzerhaltenen Nachkommen wurden
mit etwa 3 Wochen durch PCR-Analyse von Schwandrpgenotypisiert. Das Absetzen
der Jungtiere erfolgte mit einem Alter von 3 - 4 &Nen, dabei wurden die Mannchen und

Weibchen voneinander getrennt.

2.2.18 DNA-Extraktion aus ES-Zellen und Mausschwarspitzen

Fur die DNA-Gewinnung werden trypsinisierte ES-2ell5 min abzentrifugiert und der
Uberstand verworfen. Das Pellet bzw. die Schwatmspi werden in 1 ml Lysispuffer
aufgenommen, der mit 1/25 Proteinase K (19,7 mgveriyetzt ist. Die ES-Zellen werden fur
die Lyse 2 Std., die Schwanzspitzen tUber Nacht56&C schiitteln gelassen. Anschliel3end
werden 1 ml Isopropanol zu den lysierten Zellen b@ashwanzspitzen gegeben, gut gemischt
und fir 5 min bei 13000 U/min zentrifugiert. Danagiid der Uberstand abgenommen und
das Pellet mit 300 pl 70%igem Ethanol vermischt ab@érmals 5 min zentrifugiert. Der
Uberstand wird verworfen und das DNA-Pellet etwan80 trocknen gelassen. AnschlieRend

wird das Pellet in 300 pl TE-Puffer, der mit RNasesetzt ist, gelost.

2.2.19 Southern Blot
2.2.19.1 Sondenherstellung

Fur die Herstellung der Sonde wird zunéchst einB R@ Amplifikation der entsprechenden
Sequenzen durchgefihrt. Nach dem Auftragen des IPGRukts auf ein 2%iges Gel, wird
die entsprechende Bande ausgeschnitten und dusckeelalutionskit von Macherey-Nagel
aufgereinigt. Fir 100 mg Agarose werden 200 plRig$er NT zugegeben und 10 min bei
50°C inkubiert, damit sich die Agarose auflost. AR min wird die Losung vorsichtig
geschiuttelt. AnschlieBend wird das NucleoSpin Ext&aule beladen und 1 min bei 11000
U/min zentrifugiert. Der Durchfluss wird verworfellit 600 pl Puffer NT3 wird gewaschen
und ebenfalls 1 min bei 11000 U/min zentrifugiéer Durchfluss wird verworfen und die
Séaule nochmals fur 2 min bei 11000 U/min zentriéugiUm die DNA zu eluieren, wird 17 pl
H,0 auf die Saule gegeben, fir 1 min bei Raumtemyenaitubiert und ftr 1 min bei 11000

U/min zentrifugiert.
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2.2.19.2 Verdau genomischer DNA

Fur den Verdau wird folgender 60 pl Ansatz erstdidir auf die geféllte DNA gegeben wird:
51,4 ul  ES-DNA
2ul EnzynBamH
6 ul  Puffer
0,6 ul BSA

Nach einer halben Stunde Inkubationszeit bei 37/@ mit 2 pl des Enzyms nachgespalten.
Zur Uberprifung des Verdaus werden 3 pl des Spataes auf ein 0,8%iges Gel

aufgetragen.

2.2.19.3 Southern Blot-Gel, Blotaufbau und -abbau

Fur das Southern Blot Hauptgel werden 100 ml O,&%id\garosegel verwendet. Die
Geltaschen werden mit den Proben und mit 6 pl lagmliffer sowie mit 15 pl désMarker
beladen. Das Gel wird bei 20 V Uber Nacht laufelaggen. Zur Vorbereitung des Hauptgels
wird das Agarosegel mit Schlitten fur ca. 20 mireinem Ethidiumbromidbad (TAE-Puffer
aus der Gelelektrophorese mit 60 pl Ethidiumbrowasetzt) angefarbt, um die Auftrennung
auf dem Transilluminator zu Uberprifen und zu do&ntieren. AnschlielRend wird das Gel
fur 10 min unter Wippen in 0,25 M HCI depurinisiétbsung 1). Zur Denaturierung wird das
Gel danach ca. zweimal 10 min in der Denaturierl@sgsg (0,5 M NaOH, 1,5 M NaCl)
(Losung 2) auf der Wippe inkubiert. Fur den Aufliles Semi-dry Kapillar-Blots wird eine
Blotschale mit Blotpuffer (0,4 M NaOH) gefullt uraine Bricke aus 3 mm Chromatography
Paper (2 dicke uUbereinander, ca. 35 x 22 cm, miDMaangefeuchtet) Uber eine
Plexiglasplatte gelegt, so dass die Enden in ddfeiPreichen. Das Hauptgel wird auf die
Brucke gelegt und mit Plastikabgrenzungen an dend&& abgedichtet. Die Hybond-
Membran (trocken), die die gleichen MalRe wie das ligsitzt, wird luftblasenfrei auf das
Hauptgel gelegt und mit Chromatography Paper (2 ndin angefeuchtet mit
Denaturierungslosung - + 3 dicke — trocken -) bktddaer Aufbau wird mit einem ca. 10 cm
hohen Zellstoffstapel sowie einer Plexiglasplatéeldrkt und mit einem Gewicht (0,5 kg)
beschwert. Das Blotten erfolgt bei RT fur 12 - 2d.$Ur den Abbau des Southern Blots wird
die Nylonmembran mindestens zweimal 10 min in 2xXCS&f der Wippe gewaschen,
zwischen Chromatography Paper bei RT getrocknet inmdKihlschrank zur weiteren

Verwendung aufbewahrt.
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Abb. 17: Aufbau des Southern Blots.

2.2.19.4 Prahybridisierung, Labeln von Sonden und ¥bridisierung

Zunachst wird die Membran prahybridisiert, indemmDdes vorgewarmten Churchpuffers
auf die Membran gegeben wird. Die Inkubation etfolg Hybridisierungsréhren im

Hybridisierungsofen bei 62 bis 65°C fur vier Stunde

Der Ansatz fur das Labeln der tGiber PCR hergesteBtande setzt sich wie folgt zusammen:
Sonden-DNA X ul (20 - 30 ug)
TE-Puffer ad 45 ul

Dieser Ansatz wird vorsichtig gemischt, fur 5 me B5 - 100°C inkubiert und 5 min auf Eis
gestellt. Anschlie3end wird die Sonde kurz anzergiert und in das Reaktionsgefald aus dem
Kit ohne zu mischen gegeben. Als nachstes werdeéru5?P dCTP zugegeben, gemischt und
fur 75 min bei 37°C in einer Bleikugel im Wasserlaklbiert. Nach dem Labeln werden zur
Erhdhung des Volumens 50 ul TE-Puffer zur Sondetpgrt. Um die Sonde aufzureinigen,
muss zunachst die dabei verwendete S&ule vorbensgeden. Dazu wird eine 1 ml
Einwegspritze mit Glaswolle verschlossen und mtaelex G50 als Saulenmaterial befullt.
Es wird fur 2 min bei 3000 U/min zentrifugiert. $aplex wird so lange dazu gegeben, bis
nach der Zentrifugation die Einwegspritze nahe4llbest. Anschlie3end wird die S&ule mit

jeweils 100 ul TE-Puffer aquilibriert. Der Durchéisi wird verworfen. Die Saule wird in ein
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1,5 ml Eppendorfgefald gestellt, mit der gelabefende beladen und 2 min bei 3000 U/min

zentrifugiert.

Zur Absattigung wird die Sonde und 500 pl Herings$Afur jeweils 10 min bei 95 - 100°C
auf dem Heizblock denaturiert. Der Churchpuffer dvourch den auf 65°C erwéarmten
Hybridisierungspuffer ersetzt. Die Sonde und dieitgs-DNA werden hinzu pipettiert. Die
Hybridisierung erfolgt Uber Nacht bei 65°C unter anstigem Rotieren im

Hybridisierungsofen.

2.2.19.5 Southern Blot waschen und Film auflegen

Nach der Hybridisierung wird die Hybridisierungsidg bei -20°C eingefroren und die
gelabelte Membran mit 2x SSC 0,1% SDS- Losung (Wasifer 1) fur etwa 8 min und

danach mit 0,5x SSC 0,1% SDS (Waschpuffer 2) fivae6 min bei 62 - 65°C im

Hybridisierungsofen gewaschen. Die Radioaktivitdatdwmit dem Counter tUberpruft und
sollte bei 60 - 100 uCi liegen. AnschlieRend wird Membran in Folie eingeschweil3t und
mit der DNA-Seite nach oben in eine Rontgenfilmk#igseingelegt. In der Dunkelkammer
wird auf die eingeschweil3te Membran ein Réntgenélmgelegt und die Kassette bei -70°C

Uber Nacht inkubiert.

2.2.19.6 Filmentwicklung
Nach einer Expositionszeit 24 Std. bis 3 Tagen wlied aufgelegte Réntgenfilm von einer

Entwicklermaschine entwickelt.

2.2.19.7 Strippen der Membran

Um einen radioaktiv markierten Blot ein weiteres|Mda labeln, muss zunachst die vorherige
Radioaktivitat entfernt werden. Dazu werden 400emeér Stripplosung (1% SDS, 0,1x SSC)
dreimal aufgekocht. Die heil3e Lésung wird auf dienMbran gegossen und fir 15 min unter
Schwenken auf einer Wippe inkubiert. Mit dem Rakiinvatatscounter wird die Membran auf
noch vorhandene Restradioaktivitat getestet. WemmekStrahlung mehr messbar ist, wird die
Membran zweimal mit 2x SSC fir jeweils 10 min gegvees.
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2.2.20 Karyotypbestimmung von ES-Zellklonen durch BY Hybridisierung nach
Spectral Imaging
2.2.20.1 Vorbereitung der Objekttrager

In der vorliegenden Arbeit wurde der Karyotyp daizierten ES-Zellklone bestimmt. Dazu
werden die ES-Zellen zunachst auf einer 10 cm élatt einer Konfluenz von etwa 80%
herangezogen. In das Medium (10 ml) werden 90 |ldgdaid gegeben, und es wird fir 3 Std.
bei 37°C inkubiert. Danach wird das Medium abgenemmnd verworfen, 8 ml Trypsin
werden auf die Platte gegeben. Nach einer Inkubatim 5 min bei 37°C werden die Zellen
im Trypsin resuspendiert, 2 ml trypsinisierte Zellgerden in ein 15 ml Falcon Uberfihrt, in
dem sich 3 ml MEM + FCS + Pen/ Strep befinden. Za#en werden fur 8 min bei 1400 rpm
zentrifugiert. Der Uberstand wird abgenommen urslEcon mit 0,8% NaCitrat bzw. 0,075
M KCI-Lésung auf 15 ml aufgefillt. Das Pellet widirin resuspendiert, und es folgt eine
Inkubation fur 35 min bei 37°C fir die NaCitrat-ligy und flr 7 min bei 37°C fir die KCI-
Lésung. Die Zellen werden danach 8 min bei 1400 apaentrifugiert, so dass der Uberstand
abgenommen werden kann. Das Falcon wird mit kakemtiv (Eisessig bei -20°C) auf 15
ml aufgefullt, das Pellet wird im Fixativ geldshdi tiber Nacht bei 4°C gelagert. Am
nachsten Tag werden die Zellen fir 8 min bei 1400 abzentrifugiert und das Pellet in etwa
1,5 ml Fixativ resuspendiert. Drei bis funf Tropfear milchigen Lésung werden auf einen
Objekttrager getropft und mit Pusten verteilt. [@apjekttrager wird trocknen gelassen. Es
kann nun eine Giemsa-Farbung oder eine SKY-Hyhedisg nach Spectral Imaging

erfolgen.

2.2.20.2 Giemsa-Farbung

Fur eine 5%ige Giemsa-Losung werden 5 ml Giemsa Salution Uber ein Filterpapier
filtriert und mit 95 ml Phosphatpuffer gemischt. tMiinem Filterpapier wird die oberste
Schicht abgesaugt, um Klumpen durch Oxidation zfeeren. Die Objekttrager werden in
der Giemsa-Ldsung 5 min angefarbt. Zum Spulen wertle Objektréager kurz in Wasser
geschwenkt, danach werden sie 20 min getrocknedi Dropfen des Assistent-Histokitts
werden auf den Objekttrager getropft, ein Deckgtad aufgelegt und der Objekttrager wird
einen Tag bei Raumtemperatur getrocknet. Die Metsgi konnen am Mikroskop analysiert

werden.
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2.2.20.3 Praparation der Proben

Die vorbereiteten Objekttrager mit den aufgetrapfroben werden eine Std. bei 95°C auf
einer Heizplatte gebacken. Danach wird die Heigplauf 90°C gebracht, auf die Slides
werden 200 pl Thiocyanat gegeben, ein Deckglas waintbelegt und es wird 10 min
inkubiert. Es wird immer wieder mit Thiocyanat npigettiert, so dass die Objekttrager nicht
austrocknen. Danach werden sie 2 x 5 min in aqsa giewaschen bis sich das Deckglas
ablost. Die Slides werden dann direkt im Anschhiis min bei Raumtemperatur in 2x SSC
gegeben. 100 pl RNAselosung und eine Plastikfolierden Iluftblasenfrei auf den
Objekttrager gegeben und in einem Brutschrank BEC3fur 8 min inkubiert. In der
Zwischenzeit wird pro Slide jeweils 8 pl der Sor{@pectral Imaging) in ein gemeinsames
Eppi pipettiert und dieses fiur 7 min bei 76°C aamdHeizblock inkubiert. Fur die weitere
Praparation wird nach der Inkubation im Brutschralk Folie mit einer Pipette vorsichtig
von den Objekttragern abgezogen. Die Slides wembegimal fir 3 min mit 2x SSC bei
Raumtemperatur gewaschen. Nach dem Abtropfen westefir 8 min bei 74°C in 70%
Formamid/ 2x SSC (Ansatz s.u.) denaturiert. Danndes@ die Objekttradger 2 min in 70%
Ethanol (-20°C), 2 min in 90% Ethanol (4°C) und &xim 100% Ethanol gehalten. Die Slides
lasst man abtropfen, mit etwas Druckluft wird dieuEhtigkeit eventuell noch abgeblasen.
Die Objekttrager werden bei 37°C auf eine Heizplatlegt, jeweils 8 pl der vorbereiteten
Sonde wird aufgetragen, ein Deckglas wird aufgelegt es wird mit Fixogum abgedichtet.
Nach 10 bis 15 min Trocknen werden die Objekttragesiner Metallbox fur 48 Stunden im
Wasserbad bei 37°C im Dunkeln schwimmen gelassaoh @ Tagen wird das Fixogum mit
der Pipette entfernt und das Deckglas in 0,5x S&@ ©@bjekttrager gelost. Es erfolgt eine
Inkubation fur 5 min in 0,5x SSC bei 72°C und amefend fir 2 min in 4x SSC 0,1%
Tween bei Raumtemperatur. Zum Blocken wird PNM dief Slides gegeben, es wird mit
Folie abgedeckt und fir 20 min bei 37°C im Brutsetkr inkubiert. Es erfolgt kein
Waschschritt, sondern die Slides werden zum Abgnopiur kurz aufgestellt, sie durfen dabei
nicht austrocknen. Fur die 1. Schicht Antikorperrdem 150 pl Anti Dig (=Monoclonal
Antibody Digoxin, produced in mouse) (VerdinnungilfAntikérper und 1245 pl PNM) auf
den Objekttrager gegeben, er wird mit Folie abgkidecd fir 45 min im Dunkeln bei 37°C
Brutschrank inkubiert. Danach wird fur zweimal 2nnim PN Puffer bei Raumtemperatur im
Dunkeln ohne Schitteln gewaschen, indem die Wasetidiin Alufolie eingewickelt wird.
Fur die 2. Schicht Antikorper werden 5 pl von Cyrd 5 pl von Cy 5.5 zu 990 pl PNM
gegeben. Von diesem Gemisch werden 150 pl auf dgek@ager getropft, der Objekttrager

wird mit Folie abgedeckt und wieder fir 45 min B&C im Brutschrank inkubiert. Danach
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wird zweimal 2 min in PN Puffer im Dunkeln gewasoh Die Slides dirfen dabei nicht
austrocknen. AnschlielBend werden die Objekttragar \factashield eingedeckelt. Dazu
werden ca. 180 pl aufgetropft, das Deckglas schwiawhder Probe. So kdnnen die Proben

bis zu einem halben Jahr aufgehoben werden.

Bei den Maus-Sonden verwendeten Fluoreszenz-Fédistoeandelt es sich um Rodamin (A),
Texas-Rot (B), Cy5 (C), FITC (D) und Cy5.5 (E) nidlgenden Absorptions- bzw.

Emissionsspektren:

Label A-Rhodamine | B-Texas-Red C-Cy5 D-FITC E-Cy5.5
Absorption 550 596 650 495 675
(nm)

Emission 570 620 670 525 694
(nm)

Tab. 19: Absorptions- und Emissionsspektren der Floreszenz- Farbstoffe bei den Maus- Sonden (Applied
Spectral Imaging (ASI), 2000).

Entsprechend sind die einzelnen Chromosomen des haspezifischen Kombinationen der

funf verwendeten Farbstoffe gelabelt:

Chromosom Label Chromosom Label Chromosom Label
1 ACD 9 E 17 BCD
2 CE 10 C 18 B
3 AE 11 BC 19 DE
4 ABD 12 CD X ABC
5 AC 13 D Y ADE
6 BE 14 ACE
7 BD 15 AD
8 AB 16 A

Tab. 20: Fluoreszenz-Farbstoff Codenit dem die Chromosomen jeweils markiert wurdenRAhodamine (A),
B- Texas- Red (B), C- Cy5 (C), D- FITC (D), E- C§HE) (Applied Spectral Imaging (ASI), 2000).
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2.2.20.4 Visualisierung und Auswertung der Proben

Unter einem Phasenkonstrastmikroskop werden dieekiibhger nach Metaphasen
durchsucht, und nach Auffinden werden diese aufsttdigkeit tberprift. Die Koordinaten
der Metaphasen werden notiert, so dass ihr Auffindater dem Fluoreszenzmikroskop

einfacher ist.
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Abb. 18: Aufbau und Funktionsweise der SKY-Analys€Schrock et al., 1996).

Die Auswertung erfolgt mit dem SKY-System (SD20@apal imaging system (ASI, Ltd.,
Israel)), das sich aus einem inversen MikroskopereQuecksilberlampe, einem speziellen
Tripleband Filter (SKY Cub@', ASI), einem Interferometer und einer CCD (chargepled-
device)-Kamera zusammensetzt. Weiterhin wird epezielle Software benétigt (Sky View
von Applied Spectral Imaging). Durch die Aufnahmeit neinem angeschlossenen
Fluoreszenzmikroskop wird das gesamte Spektrum deshts, welches vom
Chromsomenpréaparat ausgesandt wird, fir jeden @ilkipgleichzeitig erfasst. Das Signal
passiert dabei einen Triple-Pass-Filter und gelébgt die Mikroskopopktik und ein Sagnac-
Interferometer zur digitalen CCD-Kamera. Wahrend Blessung wird flr jeden erfassten
Pixel ein Interferogramm erstellt, aus dem das gen&pektrum mittels Fourier-
Transformation [Malik et al., 1996] berechnet wiidie Darstellung der Bilder erfolgt an

einem Computer durch das Softwareprogramm, woleeiSgiektraldaten als Rot-Grin-Blau
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(RGB)-Bild gezeigt werden [Schrock et al. 1996]s4tzlich wird ein Bild der DAPI (4'-6'-
Diamino-2-Phenylindol)-Gegenfarbung aufgenommen, mitla die  Zuordnung der
Chromosomen erleichtert wird. Es handelt sich dabri eine Q-Banderung, die der G-
Banderung sehr &hnlich ist. Eine Klassifizierung d@@hromosomen kann mittels eines
Algorithmus vorgenommen werden, der den Bildpunktg@hidentischer Spektralfarbe eine
entsprechende Falschfarben zuordnet [Kdhler, Gra@899]. AnschlieRend koénnen die
Chromosomen in einer Karyotyptafel angeordnet wsdjewertet werden.

2.2.21 Northern Blot
2.2.21.1 Herstellung der Northern Blot Sonde

Fur die PCR mit Einfuhrung von Restriktionsschiéien zur Sondenherstellung wurde
cDNA von Mus musculus als Template verwendet. AlsBbend wurde das PCR-Produkt
Uber Notl- und Xhd-Schnittstellen in den TA-Cloning Vektor einklonie Nach
Transformation in E.coli wurde der Vektor isoliemd die Sonde aus dem TA-Vektor mit
Notl und Xhd ausgeschnitten, auf ein praparatives Gel aufgetrasowie mit dem

NucleoSpin Kit von Macherey und Nagel aufgereinigt.

PCR: 25 ul 1x Puffer Bedingungef5°C 5 min
1pul je Primer 95°C 30 sec
0,3 ul Taqg/Pfu 58°C 30 sec 32 Zyklen
1pul cDNA 72°C 1 min
72°C 5min

2.2.21.2 Northern Blot — Prahybridisierung und Hybiidisierung

Der Northern Blot (Stratagene) wird nach dem Prollokes Southern Blots mit einigen
Veranderungen durchgefuhrt (siehe 2.2.19). Fir Brahybridisierung werden 5 ml
MiracleHyb hybridization solution (Stratagene) aiegtzt, als Sonde wird VKORC1L1-
cDNA bzw. B-Actin-DNA (Stratagene) verwendet. Das Labeln uag &einigen der Sonde
erfolgt nach dem Southern Blot Protokoll. Die Somdesl anschliel3end zu 50 pl MiracleHyb
probe preparation buffer (Stratagene) gegeben endtdriert. Fir die Hybridisierung wird
der Sonden-/ MiracleHyb probe preparation bufferix Mur Prahybridisierungslésung und

dem Blot pipettiert, nach der Hybridisierung wirerdBlot zweimal jeweils mit 7 ml
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Waschpuffer 1 15 min bei Raumtemperatur gewascben.dritte Waschschritt erfolgt bei
65°C fur 20 min mit 7 ml Waschpuffer 3. Der Rontfglem wird flr 24 Stunden aufgelegt.

2.2.22 RNA-Isolierung aus tierischem Gewebe

Fur die RNA-Isolation wurde das RNeasy Mini Kit v@iagen verwendet. Zunachst werden
10 - 30 mg Gewebe der Stachelmaus bzw. von Mus utussén 600 pl RLT-Puffer mit
einem Mixer 20 - 40 sec zerkleinert, wobei 1@iMercaptoethanol in 1 ml RLT hinzugeflugt
ist. Das Lysat wird 3 min bei 13000 rpm zentrifugi®em Uberstand werden 600 pl Ethanol
zugegeben und anschlieRend wird mit der Pipettsiatliirg gemixt. Das Gemisch wird auf
ein RNeasy Saulchen gegeben und 15 sec bei 1000Qeptrifugiert. 700 ul des Puffers
RW1 werden auf das Saulchen gegeben und nochmial0660 rpm 15 sec zentrifugiert.
Das Saulchen wird in ein neues 2 ml Cap gestd, 5l RPE Puffer werden dazu gegeben,
und es wird 2,5 min bei 10000 rpm zentrifugiertsC&Aulchen wird in ein neues 1,5 ml Tube
aus dem Kit gestellt, 40 ul RNase freies Wasserelzeg und 1 min bei 10000 rpm
zentrifugiert. Im Anschluss findet eine cDNA-Syntbestatt.

2.2.23 cDNA-Synthese

Um cDNA aus RNA zu synthetisieren, wird das Kit 8tfcript | RNase HReverse
Transcriptase von Invitrogen verwendet. Der Realsimsatz setzt sich zusammen aus:

1 ul oligo (dT)-Primer, 1 ng bis 5 pg total RNA ode- 500 ng mRNA, 1 pl 10 mM dNTP
Mix und 13 pl destilliertes Wasser. Das Gemischdv@min bei 72°C erhitzt und dann sofort
auf Eis gestellt. Nach kurzem Abzentrifugieren veerdzum Ansatz 4 pl 5x First-Strand
Puffer, 2 ul 0,1 M DTT und 1 pl RNase OUT RecomhirRRibonuclease Inhibitor zugegeben
und vorsichtig gemischt. Es folgt eine Inkubatia #2°C fur 2 min. AnschlieBend wird 1 pl
der Superscriptll RT hinzugegeben und vorsichtigcdWPipettieren gemischt. Es wird 50 min
bei 42°C inkubiert. Die Reaktion wird durch Erhiizauf 70°C fur 15 min inaktiviert. Die
gebildete cDNA kann nun als Amplifikationstemplatelie PCR eingesetzt werden.

2.2.24 Mutagenese

Die in vitro Mutagenese wird dazu verwendet, um gezielt spehé Basenveranderungen in
bestimmte Gene einzufiihren. Solche kinstlichen tPuutiationen konnen die Struktur und
Funktion des Proteins beeinflussen. Aus den Veramgen in der Physiologie der Mutante

kann man unter Umstanden auf die normale Funkties Broteins schlieRen und die
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Auswirkungen der eingefuhrten Mutationen untersaclidei der Mutagenese wird zunachst
das Wildtyp-Allel in ein Plasmid oder einen andeggeigneten Vektor eingebaut und die
Hybrid-DNA kloniert. In dieser Arbeit wird das pCEHfPlasmid von 10,2 kb verwendet,
welches u. a. einen CMV Promotor, eine multiplengig site, einen Origin OriP und ein

Ampicillinresistenzgen beinhaltet.

Nach der Klonierung wird das doppelstrangige Pldsd@naturiert, um die einzelstrangige
DNA als Vorlage zu erhalten, welche die Wildtypsem des Allels tragt. Ein mutagener
Primer wird an diese einzelstrangige Matrize antoy&iert, wobei er zwei zu der Plasmid
DNA komplementéare Sequenzabschnitte beinhaltetchveeldie gewlnschte einzufiihrende
Mutation flankieren. Der Bereich mit der mutiertdfrimersequenz kann dabei keine
Basenpaarungen mit der DNA-Vorlage eingehen. Di&3&rder Oligonukleotidprimer sollte
zwischen 25 und 45 Basen liegen und ihre Schmepsestur sich ca. 10°C Uber der
Elongationstemperatur von 68°C befinden. Die Motadstelle sollte in etwa in der Mitte des
Primers lokalisiert sein und auf beiden Seiten el@a 15 Basen besitzen. Eine zugegebene
DNA-Polymerase synthetisiert in der Folgereaktioen dcKomplementarstrang, indem der
Primer verlangert wird (fur die Elongation sollte ¢Pfu-Polymrase verwendet werden, da sie
eine geringere Fehlerquote als die Tag-Polymerasgzb). Somit wird ein doppelstrangiges
Plasmid erzeugt, das einen DNA-Strang mit der ursglichen genetischen Information und
einen Strang mit dem mutierten Allel enthalt. Ardsfbend wird die nicht mutierte,
methylierte DNA des Ausgangsplasmids durch einehgplierungs-abhangige Restriktion
zerstort. Dazu wird der Reaktionsansatz nach Zugabe 1 pl des Enzym®pnl aus
Diplococcus pneumoniaeine Stunde bei 37°C inkubiert. Mit 0,85 pl deasiiid-Vektors
werden Bakterienzellen (hier werdencoli Zellen verwendet) transformiert (vgl. 2.2.10), die
beide Strange des Plasmids replizieren. Die Seleliuf transformierte Kolonien kann tber

eine Ampicillinresistenz erfolgen, die durch deadphid-Vektor vermittelt wird.

In der vorliegenden Arbeit wurden Mutagenesen is H¥KORC1L1-Gen eingefihrt und

anschlieBend im VKOR-Assay analysiert. Es handel dabei um folgende Mutationen:
Y146C, Y146F, R65G, V36L und L135R. Diese sind htwgau den bereits bekannten und
in der freien Wildbahn vorkommenden Rattenmutationend Mutationen in warfarin-

resistenten Patienten Y139C, Y139F, R58G, V29L, liZBR.
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2.2.25 HEK293-EBNA-Zellkultur
2.2.25.1 Langzeit-Zellkultur

Angewachsene transformierte  HEK293-EBNA-Zellen werdin 25 bzw. 75 cf
Zellkulturflaschen gezichtet, wobei das Volumen déEM-Mediums in den kleinen
Flaschen 5 ml und das der grof3en 15 ml betragéte.sbivei bis dreimal in der Woche wird
das Medium gewechselt, indem das alte Medium dinisethes vorgewarmtes MEM-Medium
ersetzt wird. Der Mediumwechsel sollte spatestesrsnderfolgen, wenn sich das Medium
durch Anhaufung von Stoffwechselprodukten durch lbelikator gelb verfarbt hat und somit
zu sauer fur die Zellen geworden ist. Des Weitestres notwendig, die Zellen zu splitten
oder einen Teil zu verwerfen, wenn die Zellkultimeehohe Dichte erreicht hat. Generell ist
bei Zellkulturen darauf zu achten, dass der Medientsel, das Splitten und die Transfektion
der Zellen steril erfolgt, um eine Kontaminationr deulturen bzw. des Brutschranks zu

vermeiden.

2.2.25.2 Transfektion von HEK-Zellen

Fur die Transfektion sollten die HEK-Zellen ca. [#6 30% konfluent sein (ca. ein Tag nach
dem Splitten), damit etwa zwei bis drei weitere |Umjen der transformierten Zellen
gewahrleistet sind. Die Zellzahl wird am Mikroskapsgezahlt und sollte pro Schale 2,2 x
10° Zellen betragen.

Zunachst werden 12 pg des isolierten DNA-Konstsikie ddBO geldst. 62 ul steril
filtriertes 1 M CaC4 sowie 500 pl 2x BBS werden vorsichtig unter legchtSchuitteln zur
gelésten DNA hinzugetropft. Das Gemisch wird iniegtt fir 20 min bei Raumtemperatur
inkubiert und anschlieBend tropfenweise gleichméfi§ die Zellen verteilt. Die Zellen
werden bei 35°C und 3% Gankubiert. Nach 12 Stunden erfolgt ein Mediumwesthg/obei
die Zellen mit etwa 6 ml PBS gewaschen werden undl9frisches MEM-Medium
hinzugefigt wird. Nach weiteren 36 Stunden bei 3706d 5% CQ@ koénnen die

transformierten Zellen geerntet werden.
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2.2.25.3 Ernten der HEK-Zellen

Um die transfizierten Zellen zu ernten, werden si¢ 10 ml Medium abgespilt und in
Falconréhrchen tberfuhrt. Die Zellen werden ans@®and bei 0°C fur 3 min mit 2000 U/min
zentrifugiert. Danach wird das Pellet mit 5 ml 1BS resuspendiert und nochmals
zentrifugiert. Nach Verwerfen des Uberstandes wiad Pellet 400 pl Endvolumen CHAPS
und Imidazol aufgenommen. Das Pellet wird zundcmst 100 pl 2%igen CHAPS
resuspendiert und fur 15 min auf Eis gestellt. NAagabe von 40 pl 250mM Imidazol wird
das Gemisch fur weitere 15 min auf Eis inkubielie Bich ausbildende schleimige und tribe
Losung zeigt die Lyse der Zellen an, welche fur Eigssetzen der zu untersuchenden VKOR
und den Nachweis des Enzyms notwendig ist. Je GadRe des Pellets wird eventuell 30 pl
H,0 hinzugefiigt. AnschlielRend wird zu dem Zellgemi&80 ul 87% Glycerin gegeben, so
dass die Zellen bei -20°C eingefroren werden kénnen

2.2.26 Epoxidierung von Vitamin K>-Chinon

Da Vitamin K-Epoxid nicht kduflich zu erwerben ist, muss eirm¥dierung von Vitamin
K,-Chinon vorgenommen werden. Dazu werden 1 g desmiiit K;-Chinon, das in Form
eines gelben Pulvers vorliegt, in 50 ml 100% Et@#ist und rihrend in einem Wasserbad
auf 75°C erwarmt. Dann erfolgt die Zugabe von 23@l- 35%iger HO, und von 2 ml
50%iger Natriumcarbonatldsung. Das Gemisch wirctiuRtiihren 1 Std. bei 75°C inkubiert,
bis ein Farbumschlag von gelb zu blassrosa zu edteist. AnschlieRend wird flr 24 Std. bei
Raumtemperatur gerthrt. Danach wird das ausgeéaléatriumcarbonat abfiltriert und das
Ethanol mit einem Rotationsverdampfer in einem 5&/&men Wasserbad fast vollstandig
eingedampft. Der Rest aus der Rotationsverdampiuind) mit Wasser verdinnt. Nun wird
mit Diethylether im Scheidetrichter extrahiert, asvwasserfreies Natriumsulfat wird zur
besseren Phasentrennung hinzu gegeben. Die otiexpEase wird aufgefangen, die untere
Wasserphase wird nochmals mit Ether extrahiert. g@@onnene Etherphase wird unter N
auf einem Heizblock bei 50°C verdampft. Man erhdtamin K,-Epoxid als gelbliches Ol,

welches bei 4°C gelagert werden kann.
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2.2.27 VKOR-AKktivitatsmessung bei Warfarinhemmung

Fur die Nachweisreaktion der VKOR werden auf Eisdanst zu 470 ul Puffer B 30 pl der
transformierten, geernteten HEK-Zellen pipettiédach der Zugabe von 20 pl 125 mM
Dithiothreitol (DTT) (Endkonzentration: 5 mM) wirder Reaktionsansatz gut gemischt und
fur 1 min bei Raumtemperatur inkubiert. Das DTT di@mt in der Reaktion des VKO zum
Chinon als Reduktionsaquivalent, indem es Uberes8if-Gruppen Protonen zur Verfigung
stellt. Nach Abgabe der Protonen sind in der nudierten Form des DTT Disulfidbriicken
vorhanden. Nach Zugabe von 5 pl 400 mM Ga@ndkonzentration 5 mM) zu den
Reaktionsansatzen auf Eis werden unterschiedliahezé&ntrationen an in DMSO geléstem
Warfarin hinzu pipettiert (0; 0,25; 0,5; 1; 2; 3;%mM). Zum Schluss werden 10 ul des 400
UM Vitamin Ky-Epoxids (Endkonzentration 8 uM) dazu gegeben. Asay wird flr eine
Stunde bei 30°C inkubiert und die Reaktion der VK@#®Rchliel3end durch Zugabe von 1 ml
3:2 Isopropanol/Hexan-Gemisch gestoppt. Nach gitimein Mischen und kurzen
Abzentrifugieren werden 300 ul von der oberen HeRRhase, welches u. a. das VKO als
auch das Chinon enthalt, abgenommen und im Vakuuned. 15 min eingetrocknet. Das
Pellet wird in 50 pul Methanol gelést und kann aef HHPLC analysiert werden.

2.2.28 VKOR-AKktivitatsmessung bei verschiedenen Sslratkonzentrationen

Fur die Aktivitatsmessung bei unterschiedlichen satkonzentrationen wird derselbe
Ansatz wie bei der Warfarinhemmung verwendet. Edigleh wird das Warfarin
weggelassen, und das Vitamin-Epoxid wird in Konzentrationen von 0,5 bis 254 uM

zugegeben. Die weitere Praparation erfolgt wieu2t@.27 beschrieben.

2.2.29 High performance/pressure liquid chromatograhy HPLC

Die HPLC ist eine geeignete Methode, um eine gel&itbstanzmischung mit Hilfe eines
Flussigkeitsstromes in die einzelnen Bestandteilzudrennen und diese zu quantifizieren.
Die Auftrennung kann dabei nach GroRRe, Basizitégdrbiphobizitdt oder Chiralitat der

Substanzen erfolgen. Eine Pumpe erzeugt den Fasstalifmittels, hier Methanol, Uber die
Séaule mit einer konstanten Geschwindigkeit von rhj3pro Minute. Die Detektorsignale

werden in elektrische Signale umgewandelt, die gorem Integrator verarbeitet und von
einem Schreiber in Abhangigkeit von der Zeit algddiatogramm registriert werden. Das
Laufmittel stellt die mobile Phase dar und agidg @rager fur die Probenlésung. Nach

Einspritzen der Probe in die HPLC fliel3t diese én chobilen Phase Uber eine Saule, die eine
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stationare Phase beinhaltet. Die chemischen nmbdiknten Interaktionen der mobilen Phase
und der Probensubstanzen mit der stationdren Hbesiaflussen die Migrationsrate und
fuhren so zu einer Auftrennung der Komponentensdik in der Probe befinden. Bildet eine
Substanz stérkere Interaktionen mit der mobilersPlads mit der stationaren Phase aus, wird
sie schneller Uber die Saule laufen und friher kiiei@ werden. Bei gréf3eren
Wechselwirkungen mit der stationaren Phase ist_diggeschwindigkeit der Substanz Uber
die Séaule verlangsamt, so dass die Detektion smfelgt. Die Retentionszeit ist damit

verlangert.

Fur diese Arbeit wurde eine C18-S&ule eingesets, alls stationare Phase langkettige
Kohlenstoffatome enthalt. So ist es mdglich, diealR®nskomponenten nach ihrer
Hydrophobizitat aufzutrennen. Lipophile Substanzeie das nachzuweisende Vitamin K-
Chinon, bilden starke Wechselwirkungen mit deristatren Phase aus und werden spater als
das Vitamin K-Epoxid detektiert. Das Epoxid intasagaufgrund seiner Hydrophilitat starker
mit dem verwendeten Laufmittel Methanol. So weist\ditamin K,-Epoxidform eine kirzere
Laufzeit auf und wird bereits nach etwa drei Mimutietektiert. Das Chinon kann nach ca.
vier Minuten nachgewiesen werden. Das kurzlebige lwydrophobe Hydrochinon kann mit
der HPLC nicht erkannt werden, da es wohl zum eisgfort in das Vitamin K-Chinon
zerfallt und andererseits wegen seiner kurzen Reteszeit nicht oder nur sehr schwer

detektiert werden kann.

Als Detektoren lassen sich UV-Photometer, Fluoneadetektoren sowie elektrochemische
Detektoren einsetzen. Der Nachweis erfolgte hiet emem UV-Photometer bei einer
Wellenldnge von 254 nm. Durch die eingesetzte UNMfBting lassen sich relativ energiearme
Elektronen, wie n-Elektronen von Doppelbindungen und Benzolringenerodreie
Elektronenpaare von funktionellen Gruppen, anreBas Absorption A durch die Substanzen
entspricht dem Logarithmus der Intensitatswerte eegestrahlten Lichtes ofl und des

absorbierten Lichtes (1):

Der Photodetektor misst folglich das absorbiertht.i durch die Substanz, wobei das Signal

in eine logarithmische Beziehung umgewandelt wingtiche zu der Konzentration der
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Substanz proportional ist. Je hoher also die Kamagan der Substanz in der Probe ist, desto
grolRer ist die Absorption des UV-Lichtes und desgftifier ist der aufgezeichnete Peak durch
den Schreiber. Der Schreiber errechnet Gber matisrha Integration die Flache unter dem
Peak, so dass man mit Hilfe der Steigung einerdeidde fir das Vitamin K-Chinon die

Konzentrationen und Stoffmengen von Chinon in dexb@n ermitteln kann.

2.2.30 Proteinmengenbestimmung nach Lowry

Die Methode der Proteinmengenbestimmung dient dembnfetrischen Nachweis der
Proteinkonzentration einer Lésung. Der Nachweisuleauf der Reaktion der Proteine mit
Kupfer in einem alkalischen Medium (dieses Reag€rsetzt sich zusammen aus Reagenz S
und Reagenz A) und der darauf folgenden Reduktemkblin-Reagenz (Reagenz B) durch
die kupferhaltigen Proteine. Die Farbentwicklung désung ist dabei in erster Linie auf die
Aminosauren Tyrosin, Tryptophan und in einem gexreg Mal3e auf Cystin, Cystein und
Histidin zurtickzufihren. Diese Aminosauren bewirl@ne Reduktion des Folin-Reagenz.
Die Reaktion fuhrt zur Bildung von verschiedenerduaerten Proteinen, welche die
charakteristische Blaufarbung der Lésung bewirkad ain Absorptionsmaximum bei 750

nm aufweisen.

Es werden die Reagenzien A, S und B aus dem DCeiRfAssay-Kit von Bio-Rad
verwendet, sie missen auf Raumtemperatur vorgewsemt Die zu untersuchende Probe
wird 20fach verdinnt fur den Assay eingesetzt. dqrlZellen werden in 76 pl Puffer B des
VKOR-Assays aufgenommen, und davon werden 20 pl19@ pl Reagenz A’ versetzt
(Reagenz A’ = 2 ul Reagenz S + 100 pul Reagenz A)gemischt. Als nachstes werden 800
pl Reagenz B zugegeben Die Probe wird gemischtlinchin bei Raumtemperatur stehen
gelassen. Danach kann die Absorption bei 750 nmemém Photometer gemessen werden.
Fur die Proteinmengenbestimmung muss weiterhin &B8&- (Bovin Serum Albumin)
Konzentrationsreihe aus Verdinnungen von 0,2; @&und 1,6 mg/ml mit Puffer B erstellt
werden, so dass die gemesssenen Werte der Probeliesel Eichgerade bezogen werden

kdnnen.
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2.2.31 Berechnung der Proteingesamtmenge

Fur die Berechnung der Proteingesamtmenge in mg rdigs Proteinkonzentration (pg/ml)

fur jede durchgefuhrte Transfektion bestimmt werdebies geschieht dber die

Proteinmengenbestimmung nach Lowry (siehe unter3@)2 wobei die am Photometer

gemessene Absorption bei einer Wellenlange von m&0durch die Steigung der BSA-

Eichgeraden dividiert wird. Die BSA- Eichgeradedvivei jeder Messung am Photometer neu
bestimmt.

Proteinkonz. ¢ (ng/ml) = Aonm/ Steigung der Eichgeraden

Durch Multiplikation der Proteinkonzentration mierd Volumen der eingesetzten Zellen (30

pl) erhalt man die Proteingesamtmenge:

Proteingesamtmenge = Proteinkonz. ¢ (ug/mBene¥
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3 ERGEBNISSE

3.1 Generierung einer Knockout-Maus fur das VKORC1L1-Gen

Mit Hilfe von genetisch veranderten Tieren wie d&aius kbnnen biologische Mechanismen
und Funktionen von Proteinen untersucht werden.efd#8n eignen sich Knockout-Mause als
Modelle fur menschliche Erkrankungen oder fur phaltologische Fragestellungen. Da Uber
das VKORC1L1-Protein funktionell noch nichts bekiaist, ist eine Phanotyp-Untersuchung
nach Inaktivierung des VKORC1L1-Gens in der Mauseeigeeignete Methode zur
Charakterisierung der Genfunktion. Der erste Schut Erzeugung einer Knockout-Maus ist
die Klonierung eines Targeting-Vektors. Dafir mimssainachst passende genomische
Bereiche im zu untersuchenden Gen ausgewahlt uschbel3end in das Vektor-Konstrukt
eingebracht werden (Abb. 19).

Exon 1 Exon 2 Exon 3
[ Intron1 B nton2 |
| [=—r==| ]
altes Fragment 1 Frag 1 Frag 2 Frag 3

Abb. 19: Genomische Karte des VKORC1L1-Gens mit deausgewahlten zu klonierenden Regionen.

Die genomische Sequenz (gelb) des VKORC1L1-Gensistseinen drei Exons (schwarz) und den Introns
dargestellt. Die verwendeten Fragmente 1, 2 undir3dfe Klonierung des Targeting-Vektors sind inbla
markiert. Dabei beinhaltet das Fragment 2 (Fraga®) Exon 2 und das Fragment 3 (Frag 3) das Ex@as.
urspringliche Fragment 1 (rot) lag im Bereich dgeris 1. Da keine positiven transfizierten Klone digsem
Konstrukt hervorgingen, wurde das alte Fragmengd \dektors umkloniert. Der neue Genabschnitt ,Arapt
blau markiert. Frag = Fragment

Ein typischer Vektor besteht aus zwei zum Genomdiogen DNA-Sequenzen, wie dem
Fragment 1 und 3 in der vorliegenden Arbeit. Eireitere Sequenz (hier Fragment 2) umfasst
einen funktionell essentiellen Bereich des Gens,inleKonstrukt von loxP-sites flankiert
wird. Ein positiver und ein negativer Selektionskea sind fiur die Anreicherung der
erfolgreich transfizierten embryonalen Stammzetielobei denen homologe Rekombination

stattgefunden hat, notwendig.
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3.1.1 Klonierung des Targeting-Vektors

Die Lange der homologen Sequenz im  Targetingvektdreeinflusst die
Rekombinationsfrequenz [Thomas, Cappecchi, 1988t\Het al., 1991]. Sie ist dabei umso
hoher je langer die homologe Sequenz ist. Generall eine Sequenzlénge von 5 - 10 kb bei
der Generierung eines Targetingkonstrukts angdstidb Targetingvektor wurde in der
vorliegenden Arbeit der pEasyflox-Vektor vom Ingtifiir Genetik aus Koln verwendet (Abb.
20). In diesen wurde in die erste Multiple Clonfage (MCS) der kurze homologe Arm von
2,2 kb an der 5’-site einkloniert, in die zweite B@urde ein etwa 1 kb-Fragment eingeflugt,
welches das Exon 2 enthélt. Dieses Fragment isthdiaxP-sites flankiert, so dass in der
spateren Knockout-Maus dieses Stick durch die @@Rbinase entfernt werden kann.
Dies bedingt eine Leserasterverschiebung und semin vorzeitigen Abbruch in der
Transkription und Translation der Proteinsynthess d/KORC1L1. Es resultiert ein
verkirztes VKORC1L1-Protein, das seine Funktiorhnimehr ausiben kann. In die dritte
MCS wird ein 5 kb Fragment als langer Homologieater 3'-site eingefuhrt. Die drei
Fragmente wurden mittels PCR amplifiziert und UBestriktionsenzyme in den Zielvektor
einkloniert. Des Weiteren befinden sich im pEasyiektor das gefloxte
Neomycinresistenzgemé¢qg als positiver Selektionsmarker und das Herpesp&ixVirus

Thymidin Kinase GenHSV-tk als negative Selektionskassette.
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Notlf1z)

VYHKORCIL1 Fragment 1
Sacllizelid)

Thymidinkinase Meo-Resistenz

pEasyflox Vektor

15335 bp
Ascl{4262)

\\\ . _VKORC1L1 Fragment 2
Freli{5115)

Facl{10195)

Xhol(5182)

YKORC1L1 Fragment 3

Abb. 20: Vektorkonstrukt pEasyflox mit den einklonierten Fragmenten des VKORC1L1-Gens.

Das Fragment 1 wurde mit den Enzynidotl und Sadl, das Fragment 2 mAsd und Fsd und das Fragment 3
mit Xhd und Pad in den pEasyflox-Targetingvektor einkloniert. §naent 1 und 3 vermitteln die homologe
Rekombination, das gefloxte Fragment 2 beinhaltet &xon 2 des VKORC1L1-Gens. Die Neomycin-
Resistenzkassette und das Thymidinkinase-Gen dieshen Doppelselektion der ES-Zellen nach der
Transfektion.

Insgesamt fanden am Institut fir Genetik in Kdlnezwransfektionen mit unterschiedlichen
Vektorkonstrukten fir das VKORCI1L1 statt. Da nadr drsten Transfektion in mehreren
Versuchen nur 200 ES-Klone gepickt werden konntba, alle negativ getestet wurden,
wurde der ursprungliche Targetingvektor tber Klamig am homologen Arm des 5-Endes
verandert. Der urspringliche Genabschnitt fir darzén Arm im Vektorkonstrukt ist in

Abbildung 19 als ,altes Fragment® in rot gekennbeiet und wurde fir das zweite Konstrukt
ausgetauscht. Dazu wurde ein anderer Homologiaibergn intronischen Bereich des
VKORC1L1-Gens (blaues Fragment 1 in Abb. 19) Ubee ¢ &nge von 2,2 kb ausgewabhlt,
damit eine bessere Anlagerung und so eine effizierttomologe Rekombination zwischen
dem genomischen Zielbereich und dem Vektorkonstemigicht werden sollte. Mit diesem
zweiten Konstrukt (Abb. 20) konnten letztlich Chim@éd generiert werden. Fur die

Transfektionen wurden embryonale Stammzellen deel\V6.5 verwendet.
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3.1.2 Uberprifung der transfizierten embryonalen Shmmzellklone

3.1.2.1 Nachweis der homologen Rekombination beimlié¢ransfizierten ES-Zellen mittels
PCR

Aus der Transfektion mit dem zweiten, verandertaktgrkonstrukt gingen insgesamt 400
ES-Zellklone hervor, die anschlieRend tUber PCR Simathern Blot analysiert wurden. Dabei
wurden Uber PCR die loxP-Sequenzen auf ihr Vorhesela getestet sowie die 5'- und 3'-
Sequenzen auf korrekte Integration ins Mausgenotarsurcht (Abb. 21). Dabei fanden sich
zwei positiv getestete ES-Zellklone, welche fir denerierung einer Knockout-Maus

verwendet wurden.

5’-site 3’-site
= e
= - =) =) ¢m <=
genomischer Bereich I Fragment 1 - Frag. 2 . Fragment 3 I genomischer Bereich
loxP loxP loxP

=> LoxP-site 1: WT = 401 bp HR =237 bp
=> | oxP-site 2: WT keine Bande HR = 393 bp
=> Neo-Kassette: 532 bp

=> 5-site: WT keine Bande HR = 2620 bp

=> 3'site: WT keine Bande HR = 5233 bp

Abb. 21: PCR-Strategie fir Screening der embryonale Stammzellklone nach der Transfektion.

Das Vektorkonstrukt ist linear mit den einkloniertéragmenten (gelb) und der Neomycinresistenzkasset
(Neo, rot) dargestellt. Diese und das Fragmenn@ durch loxP-sites (loxP) flankiert. Die Primendifir die
jeweiligen PCRs mit Pfeilen farblich gekennzeichiizie erwarteten Bandengréf3en sind fur den Wildid)
und fur die homologe Rekombination (HR) angegeben.

Bei den loxP-sites handelt es sich um 34 bp langgquénzen, die flr eine spatere
Inaktivierung des VKORC1L1-Gens in der Maus notwgngind. Sie flankieren das
Fragment 2 des Targetingkonstrukts, so dass diesds gewebespezifischer Behandlung mit
der Cre-Rekombinase herausgespleil3t wird. Es kamit &ein funktionsfahiges Protein mehr
im entsprechenden Gewebe gebildet werden. Das Xdemsein dieser loxP-sites in den
embryonalen Stammzellklonen bestatigt die Integraties Vektors ins Genom. Die loxP-site
1 wurde mit dem Primerpaar Screen-NEU-Fr1-F1 ung@&chR-Vektor-R3 amplifiziert, die
loxP-site 2 mit Screen-hR-F2 und Screen-hR-R2.Mimer der ersten loxP-site sind als lila
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farbene Pfeile in der oberen Abbildung dargestelie Primer der loxP-site 2 sind rot
markiert. Als Wildtyp-Bande fuir die loxP-site 1-PGKrd ein 401 bp Fragment sichtbar.
Wenn homologe Rekombination stattgefunden hat, eise zweite Bande von 237bp
vorhanden. Fur die loxP-site 2-PCR ist nur beilgrischer homologer Rekombination eine
Bande von 393 bp zu sehen, der Wildtyp weist ké3aade auf. Als Kontrollen wurden
sowohl der Wildtyp, das Vektorkonstrukt als auah leeerwert mitgefuhrt (Abb. 22).

0Q§3 W >
«° %$§§5' W:on .;6
X &
Q (¥ & ¥
e O

500bp
400bp

300bp
200bp

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Abb. 22: PCR zum Nachweis der loxP-sites.

Die erwarteten Banden fur die loxP-site 1 betrad@én den Wildtyp (WT) 401 bp und fur homologe
Rekombination (HR) 237 bp. Die loxP-site 2 weist fden Wildtyp keine Bande auf, bei homologer
Rekombination wird ein 393 bp gro3es Stiick amjpdifiz Als Positivkontrolle wurde der Targetingvekto
mitgefihrt.

Die Neomycinkassette des Targetingvektors ist figr positive Selektion der homolog
rekombinanten embryonalen Stammzellklone nach deansFektion notwendig. Ihr
Vorhandensein ist ein Nachweis fur eine erfolgrei@titegration des Vektorkonstrukts in das
Genom der embryonalen Stammzellen. Die Niéassette wurde mit den Neo-Primern (blaue
Pfeile in Abb. 21) amplifiziert. Ein PCR-Produktrv@®32 bp erscheint nur bei Klonen mit
integriertem Vektor (Abb. 23). Der PCR-Ansatz ménd Vektorkonstrukt (Spur 3 und 7)
diente als positive PCR-Kontrolle.
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@3&

¥ o
700bp —
$2bp = = HE

400bp —

I 2 3 4 5 6 7 8

Abb. 23: PCR fiur die Neo-Kassette.

In Spur 1 und 2 sind die beiden homolog rekombiarerKlone aufgetragen. Sie zeigen ebenso wie das
Vektorkonstrukt), das als Positivkontrolle fiir diemologe Rekombination (HR) dient, eine 532 bp-Rarier
Wildtyp zeigt keine Bande. Als GréRenstandardeist100bp-Marker aufgetragen.

Um die Integration des Targeting Konstrukts anrddrtigen Stelle im Genom nachzuprtfen,
werden die 5-site und 3'’-site des Vektors mittdlfCR mit entsprechenden Primern
kontrolliert (vgl. Abb. 21). Nur bei korrekter Reakdbination sind PCR-Produkte der
erwarteten Bandengrof3e sichtbar. Eine positive #datist bei diesen beiden PCRs nicht
maoglich. Die verwendeten Primer flr die 5-site &siBcreen-NEU-Fr1-F1 und Screen-hR-
Vektor-R3. Diese Primer sind in der Abbildung 2ligmarkiert. Das erwartete PCR-Produkt
besitzt eine Grol3e von 2620 bp (Abb. 24).

< Abb. 24: PCR fur die
N a0 QG X 5'-site.

@Xk i @0“ \oi‘\ QX\\éﬁQ ee,&‘ﬂe Klon 3D und Kion

» = v 10G (Spur 1 und 2)

zeigen eine 2620 bp

3054bp Bande fir erfolgte
2620b s homologe
2026bp e Rekombination (HR).
1636bp — Beim  Wildtyp st
— keine Bande sichtbar.

1018bp Eine Positivkontrolle
ist fir diese PCR nicht

maoglich. Als
GroRenstandard wurde

1 2 3 4 ein 1kb-Marker

verwendet.

Die Amplifikation der 3'-site erfolgte mit dem Prarpaar Screen-hR-Vektor-F2 und hR-
genom-3’-R mit Hilfe der TaKaRa-Polymerase. Dieni&r sind in Abb. 21 als orange farbene
Pfeile dargestellt. Das amplifizierte Fragment tat®ine Gro63e von 5233 bp (Abb. 25).
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Abb. 25: PCR fir die 3'-site.

et In Spur 1 und 2 sind die beiden

'i\& QY p
o > 0&\"30 \OQ\Q ,\&SQ eeﬁ‘ﬂe homolog rekombinanten Klone
WY Y T 3D und 10G aufgetragen. Bei

homologer Rekombination (HR)
erscheint eine Bande der GroRRe
von 5233 bp. Bei wildtypischer
DNA erscheint kein PCR-

5233bp == |
- Produkt.

4072bp
3054bp =—

2026bp =
1636bp =—

1018bp =

3.1.2.2 Nachweis der homologen Rekombination beinl&S-Zellen mittels Southern Blot

Als weitere Screening-Methode flr die transfiziertES-Zellklone zur Bestatigung der
homologen Rekombination wurde der Southern Blogesetzt (Abb. 26). So kénnen grolRe
Fragmente detektiert und auf ihre richtige GroRerpitiift werden. Das verwendete Enzym
BamH schneidet im wildtypischen Genom im zu klonierendBereich des VKORC1L1-
Gens an zwei Stellen. Eine Schnittstelle befindeh sor dem Exon 1 im intronischen
Bereich, die andere liegt im Intron zwischen Exoongl Exon 3 (griine Pfeile in Abb. 26).
Die radioaktiv markierteBamH-Sonde bindet am kurzen Arm vor dem Exon 1 des
VKORCI1L1, so dass sich ein 7,8 kb grof3es Fragnmiendén Wildtyp detektieren lasst. Hat
eine homologe Rekombination des Targetingvekt@sgefunden, verschwindet déamH-
Schnittstelle zwischen Exon 2 und 3 und zwei necienftstellen entstehen. Sie liegen vor
der Neo-Resistenzkassette im Vektor und hinter &sion 3. Mit derBamH-Sonde lassen
sich daher fir die Klone mit erfolgter homologerkBmbination nun ein zusétzliches 4,9 kb
gro3es Fragment nachweisen (Abb. 27). Mit der Nexds, welche in der Neomycin-
Selektionskassette bindet, kann das durch homoRgkombination entstandene 6,5 kb
Fragment detektiert werden (Abb. 28).
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Kurzer Arm Langer Arm

BamHI
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BamHI BamHI BamH|
4,9 kb Fragment 6,5 kb Fragment

Abb. 26: Southern Blot-Strategie fir das Screeningder embryonalen Stammzellklone nach der
Transfektion.

Der Wildtyp (WT) zeigt im Southern Blot nach Verdmit dem EnzymBamH und nach Hybridisierung mit
einer radioaktiv-markierteBamH-Sonde (rot) ein 7,8 kb Fragment. Die jeweiligerhfittstellen des Enzyms
sind mit griinen Pfeilen gekennzeichnet. Nach erfoldomologer Rekombination (HR) verschwindet die
urspringlicheBamH-Schnittstelle und zwei neue Schnittstellen eihiste Mit derBamH-Sonde wird eine 4,9
kb groRRes Fragment detektiert, die Neo-Sonde, welcherhalb der Neomycinresistenzkassette (Neageja
bindet, macht ein 6,5 kb gro3es Fragment auf dentgeafilm sichtbar.

Die BamH-Sonde fir die 5’-site wurde Uber PCR hergesteiid anschlieBend fur die
Hybridisierung der mit BamH-verdauten genomischen DNA verwendet. Auf dem
entwickelten Rontgenfilm lassen sich fur den Wifdgine Bande von 7,8 kb erkennen, bei
den homolog rekombinanten Klonen erscheint einéeneeBande von 4,9 kb (Abb. 26).
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Abb. 27: Southern Blot fur die 5'-site mit einerBamHI-Sonde.

Die erwartete Bande fiir den Wildtyp betragt 7,8 kbi homologer Rekombination erscheint eine weiter
Bande von 4,9 kb. Die Klone 3D, 8G und 10G sind olmg rekombinant. WT = Wildtyp, HR = homologe
Rekombination

Um die Integration der 3’-site zu Uberprifen undhsrzustellen, dass das Konstrukt nur
einmal im Genom vorhanden ist, wird ein Southerot Bhit der Neo-Sonde durchgefuhrt.
Diese Sonde bindet in der Neomycinresistenz-Kassits Vektorkonstrukts (Abb. 26). Bei
einmaliger Rekombination an der richtigen Posigoscheint eine Bande von 6,5 kb auf dem
Rontgenfilm (Abb. 27). Fur Klon 8G, welcher (ber RCpositiv auf homologe
Rekombination getestet wurde, ist eine zweite Baclgbar. Dies spricht fiir eine mehrfache
Integration der Neomycin-Kassette, so dass diesen Kicht fur die Blastozysteninjektion

verwendet werden kann.
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9,4kb =—

6.6kb — - 6, 5kb

Abb. 28: Southern Blot mit einer Neo-Sonde.

Spur 1 mit Klon 3D und Spur 3 mit Klon 10G zeigdneeeinzige Integration der Neomycinresistenzkasset
Klon 8G in Spur 2 weist eine mehrfache Integratater Neo-Kassette auf und kann daher nicht fur die
Blastozysteninjektionen verwendet werden.

3.1.3 Transferierte Blastozysten und erhaltene Mau€himaren

Insgesamt wurden 400 ES-Zellklone nach der Tratistekind der Doppelselektion mit G418
und Gancyclovir gepickt und anschlieRend Uber PG& Southern Blot analysiert. Bei den
fur die Transfektion verwendeten ES-Zellen handslsich um V6.5-Zellen, die ein 129/Sv-
Genom besitzen, so dass eine Identifizierung den@iitatsrate Gber die Fellfarbe der Mause
maoglich ist. Die 129/Sv-Zellen besitzen das Agdeén fur braune Fellfarbe, welches
dominant gegentber dem wildtypischen Gen fur scheviellfarbe vererbt wird. Je héher der
Anteil des 129/Sv-Genoms ist, desto starker isedale braune Farbung bei den Chiméren
vertreten. Unter den gepickten Klonen befanden dielbeiden positiv getesteten Klone 3D
und 10G, die jeweils eine einzige homologe Rekomtimn aufwiesen und in Kdéln am
Institut fur Genetik in CB20 Blastozysten injizieserden konnten. Nach Injektion von 44
Blastozysten des Klons 3D und anschlieBendem Teansh den Uterus von
pseudoschwangeren Weibchen vom Stamm C57BL/6J éonummter 12 Nachkommen 6
mannliche Chimaren Uber die braune Fellfarbe idiergit werden. Die Chimaritatsrate
betrug bei den einzelnen Tieren ca. 15, 30, 50,800und 90%. Aus der Injektion von 37
Blastozysten des Klons 10G war unter 5 Nachkommenein mannliches chimares Tier
vorhanden, welches kurz nach der Geburt verstodieBDie sechs mannlichen Chiméaren des
Klons 3D wurden mit jeweils zwei bis drei C57BL/Jeibchen verpaart. Aus den
Verpaarungen der Mannchen hat lediglich die 15%¥@ne¢ von Juni 2007 bis Dezember
2007 insgesamt 52 Nachkommen produziert, die afigsdalle wildtypisch waren. Dies war
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zum einen anhand der Fellfarbe erkennbar, zushtglierde eine spezifische PCR mit der

DNA aus den Schwanzspitzen der Mausnachkommen gleifighrt (Abb. 29).

2 () Q
O Y O
M N ¥
2 2
*o“‘*& X\*“&e N s x\“& \\@Q&
S 9 f Q R o
Q’\Pé @(b\» » Q\‘Z’\\ o é\%\}% S @ﬁ\) ¥ * &
QQ\0 $(§/ &/ Q&«z QX&’ 0%\\’ @6@
600bp —
500bp —
300bp —
237bp =»> <= HR
200bp =—
1 2 3 4 5 6

Abb. 29: Test-PCR der loxP-sites mit den Primern hR=2 und hR-R2 zum Screenen der Nachkommen aus
den Verpaarungen mit den Chimaren.

In Spur 1 - 4 sind Wildtyp-Mause mit schwarzer fegbe getestet worden. Es ist nur die wildtypisBaade
von 401 bp fir die loxP-site 1 zu erkennen. In Spuist DNA der verstorbenen 90% Chimare als
Positivkontrolle eingesetzt worden. Hier ist eineitere Bande von 237 bp ist fiir die homologe Rekioatimn
detektierbar. Als Standardmarker wurde eine 100 dgider verwendet. WT = Wildtyp, HR = homologe
Rekombination.

Weitere Blastozysteninjektionen haben in der SchereFirma ,PolyGene Transgenetics”
stattgefunden, nachdem die Verpaarungen der KoéMéuse nicht den erwlnschten
transgenen Nachwuchs erzeugten. Es wurden ebediallslone 3D und 10G verwendet. In
zwei Injektionsrunden wurden insgesamt 70 Blastiezysn 5 Fostertiere vom Stamm
C57BL/6J transferiert, allerdings wurden die meisdachkommen direkt nach der Geburt
von den Muttertieren gefressen. Aus der zweiteeklipnsrunde haben 2 Chiméaren, die vom
Klon 3D stammen und die jeweils eine Chimaritat veiwa 20% zeigten, Uberlebt. Diese
beiden Mannchen wurden mit C57BL/6J-Weibchen vetp&&ur eine der beiden Chimaren
hat Nachkommen produziert. Insgesamt sind 85 Naohken im Zeitraum von April 2008

bis Oktober 2008 aus der Verpaarung hervorgegangen.

Die Chimaren in den folgenden Abbildungen stammes @en Blastozysteninjektionen des
Klons 3D, die am Institut fir Genetik in Kéln dugdftuhrt worden sind (Abb. 30 - 32). Die
Mause mit 55%, 80% und 90% sind hier nicht gezégt. die Maus mit 15% Chimaritat hat

Nachkommen hervorgebracht. Die Mause mit einer @higit von 70 und 90% sind nach 5
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bzw. 3 Monaten verstorben. Die 15%-Chimare wurdghreanem Jahr wegen einer Krankheit
getobtet, die 80%-Chimare verstarb nach 17 Monddes.55%-Chiméare lebte insgesamt 19
Monate. In Abbildung 33 ist eine 20%-Chimare aus Blastozysteninjektion mit dem Klon

3D der Schweizer Firma Polygene zu sehen.

Abb. 30: 15%-Chimére aus dem Klon 3D fiir VKORC1L1.

Abb. 31: 30%-Chimére aus dem Klon 3fir VKORC1L1.



ERGEBNISSE 113

Abb. 32: 70%-Chimare aus dem Klon 3D fir VKORC1L1.

Abb. 33: 20%-Chimare aus dem Klon 3D fir VKORCI1L1. Sie stammt aus
der Blastozysteninjektion der Schweizer Firma Pehgy

Insgesamt haben von den 8 chimdren mannlichen rlierdie aus zwei
Blastozysteninjektionen des Klons 3D hervorgegangemen, nur zwei insgesamt 114
Nachkommen erzeugt, die jedoch alle ein nicht-rekoantes Wildtypgenom aufwiesen.
Auffalliger Weise waren die beiden Tiere, die sfoitgepflanzt haben, diejenigen mit dem
niedrigsten Chimaritatsgrad (15 bzw. 20%). Aller&ienit einer hdheren Chimaritatsrate sind
ohne Nachkommen vorzeitig verstorben. Von Klon I¥@&nte in zwei Injektionsversuchen
gar keine lebensfahige Chimare erhalten werdendibaCharakterisierung der Targeting-
Konstrukte keine offenkundigen Fehler erkennen (igf}. Kap. 3.1.1 und 3.1.2), wurden die
verwendeten ES-Zellen mittels SKY-Analyse naheersucht.
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3.1.4 Karyotypbestimmung der injizierten ES-Zellklone mittels SKY-Analyse

Die neuentwickelte, molekular-zytogenetische Teklu@dr spektralen Karyotypisierung nutzt
eine kombinatorische Fluoreszenzmarkierung chromesespezifischer Genbanken, welche
die simultane und farblich differenzierte Darstefju aller Chromosomen eines
Chromosomensatzes ermdglicht. Auf diese Weise kdr@leromosomen sehr einfach mit
fluoreszenzmarkierten DNA-Sonden Kkaryotypisiert,skdete Umlagerungen detektiert,
komplexe Verdnderungen aufgeklart und Markerchrames identifiziert werden [Schrock
et al., 1996; Liyanage et al., 1996]. Fur die Ddiibihung einer SKY-Analyse sind qualitativ
hochwertige Metaphase-Chromosomen in ausreichenQaantitéat erforderlich. Die
Chromosomen werden nach Praparation Uber das Bhewemikroskop sichtbar gemacht
(val. Kap. 2.2.20.4).

Da aus den Verpaarungen mit den chiméren Mausei@uasmit C57BL/J6-Weibchen nur

eine Chimare Nachkommen produziert hat und aus ddom 10G keine lebenden

rekombinanten Tiere hervorgegangen sind, wurderewfieryonalen Stammzellen der Klone
3D und 10G erneut in Kultur genommen und anschiidf®irch SKY-Analyse und durch das
Spectra Cube System (Applied Spectral Imaging) laaf ihren Karyotyp untersucht [Garini

et al., 1996; Melcher et al., 2000].
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Abb. 34: Spectral Karyotyping-Analyse von Metaphase des ES-Zellklons 3D fir VKORC1L1.

Bilder der oberen Reihe von links nach rechts: R&IB-der Metaphase, Falschfarbenbild, DAPI-Farbung.
Unteres Bild: Karyogramm mit den Chromsomen der DR&bung und dem Falschfarbenabgleich. Das
Isochromosom 8 ist mit Pfeilen gekennzeichnet.
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Abb. 35: Spectral Karyotyping-Analyse von Metaphase des ES-Zellklons 10G fur VKORC1L1.

Bilder der oberen Reihe von links nach rechts: R&B-der Metaphase, Falschfarbenbild, DAPI-Farbung.
Unteres Bild: Karyogramm mit den Chromsomen der DR&bung und dem Falschfarbenabgleich. Das
Isochromosom 8 ist mit Pfeilen gekennzeichnet.

Die Ergebnisse der Spectral Karyotyping-Analyseidvsaa auf der Auswertung von 10
Metaphasen pro Klon. Mit dem Fluoreszenzmikroskapden ein Rot-Grin-Blau-(RGB)-
Bild und eine Aufnahme der DAPI (4’-6’-Diamino-2-&ylindol)-Gegenfarbung gemacht,
welche die Zuordnung der Chromosomen erleichteurcb die erhaltenen Karyogramme
(Abb. 34 und 35) wird ersichtlich, dass in den gsi@rten Metaphasen jeweils 41
Chromosomen inklusive der Geschlechtschromosomémaléen sind, dies entspricht nicht
dem normalen Karyotyp der Maus mit 2n = 40 Chroma=we. Es konnte sowohl fir den Klon
3D als auch fur den Klon 10G eine Trisomie des @fwsoms 8 identifiziert werden, die
durch eine Translokation zweier Chromosomen 8 ami&n ist. Neben einem freien
Chromosom 8 liegt zuséatzlich ein Isochromosom 8 e Fusion der zwei Chromosomen
am Centromer lasst sich sowohl im RGB-Bild als auckler DAPI-Farbung gut erkennen.
Die ubrigen Chromosomenpaare der beiden ES-Zebkleind strukturell unauffallig und

zeigen keine abnormen Verédnderungen.
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3.2 Biochemische Charakterisierung des VKORC1L1-Pr@ins

Das VKORCI1L1-Protein ist bisher biochemisch nichher charakterisiert worden. Es ist
weder die physiologische katalytische Reaktion ndeh Stoffwechselweg bekannt, an dem
das Protein beteiligt ist. Als erster Schritt deha@kterisierung wurde daher das

Expressionprofil anhand eines Northern-Blots uniens

3.2.1 Northern Blot

Fir den Northern Blot wurde eine Membran mit mRNds averschiedenen Geweben der
Maus (nummeriert mit 1 - 8 in Abb. 36) von Stratageanit einer radioaktiv markierten
cDNA-Sonde fur VKORCI1L1 hybridisiert. Die Membramtkielt mMRNA von folgenden
Geweben: Gehirn, Herz, Niere, Leber, Lunge, Skaletkel, Milz und Testes. Als
Expressions- und Ladekontrolle wurde dieselbe MamkanschlieRend mit ein@rActin-
Sonde hybridisiert.p-Actin gilt als Haushaltsgen mit einer weitgehenkighférmigen
Expression in allen Gewebetypen. Ist @aActin-Signal fir einen Gewebetyp sehr stark,
befindet sich im Verhaltnis zu den anderen ProbehrrmRNA auf der Membran. Die Bande
fur dasp-Actin erscheint bei einer Grof3e von 1,9 kb (Abb). Die zusatzliche untere Bande
reprasentiert dag-Actin mit 1,46 kb. Diep-Actin-Sonde bindet auch an dieActin-Form.
Da a-Actin im Herz- und Skelettmuskel vorhanden singigen diese Gewebe im Northern
Blot mit derf-Actin-Sonde ein deutliches Signal bei 1,46 kb.

Auf dem entwickelten Rontgenfilm, der mit der VKORI-cDNA-Sonde hybridisiert
wurde, entspricht die unterste Bande mit einer &rdin 1,1 kb der VKORC1L1-mRNA.
Diese Bande ist in allen untersuchten Gewebenlmchl{Abb. 36). Des Weiteren tauchen bei
einer GroRe von etwa 4 kb und 5,5 kb zusatzlichedBa auf, welche die gleiche
Expressionsstarke wie die jeweilige Bande fir diKORC1L1-mRNA besitzen. Diese
banden wurden bisher nicht ndher charakterisigwag stéarker ist das VKORC1L1-Gen in
Gehirn und Leber (Spur 1 und 4) exprimiert. Diet€sg{Spur 8) zeigen ebenfalls eine starke

Expressionsrate im Vergleich zu den tbrigen Geweben
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9,49kb =—
7,46Kb ==

4,4kb —

2,37kb =—

1,1kb mp <= VKORCILI

Abb. 36: mVKORC1L1-cDNA-Sonde.

Fir den Northern Blot wurden Gewebe der Maus ausirGeHerz, Niere, Leber, Lunge, Skelettmuskel, Vil
und Testes verwendet. Die mMRNA von mVKORCI1L1 ist Bl kb Bande sichtbar. Zusatzlich erscheinen noch
zwei weitere Banden mit GroRen von 4 und 5,5 kb.
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<= Alpha-Actin

1 2 3 4 5 6 7 8

Abb. 37: B-Actin cDNA-Sonde zur Expressionskontrolle.

Zur Expressionskontrolle wurde der verwendete Bidteinerp-Actin cDNA-Sonde gelabelt. Als 1,9 kb-Bande
ist dasp-Actin sichtbar, die untere Bande von 1,46 kb reendiert diea-Actin-Form, welche auch von der
Sonde erkannt wirdr-Actin ist vor allem im Herz- und Skelettmuskelfauden.

Ahnlich wie das paraloge Gen VKORC1, zeigt VKORCHin breites Expressionprofil ohne
deutliche Bevorzugung oder Aussparung eines GewpebeAus dem Northern-Blot kdnnen
daher wenige Ruckschlisse auf eine mogliche geweb#sche Expression gezogen
werden. Lediglich in der Leber ist die Expressidmoét.
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3.2.2 Messung der enzymatischen Aktivitat von VKORCL1 mit Vitamin K »-2,3-
Epoxid als Substrat

Da das paraloge Gen VKORCL1 als Oxido-Reduktas&/damin K-2,3-Epoxids fungiert und
beide Gene eine hohe Sequenzhomologie aufweisérK@g.1.1.5 und 1.3), lag es nahe, die
Funktion des VKORCI1L1 in diesem Stoffwechselweg testen. Die beiden
Reduktionsschritte, die VKORC1 Kkatalysieren kanngl.(vAbb. 6), kdnnen durch
Cumarinderivate, z.B. Warfarin, gehemmt werden.aDarasiert die Verwendung dieser
Substanzgruppe fir die Antikoagulation in der The&raund Prophylaxe humaner
Thomboembolien ebenso wie der Einsatz als Roddetiaviutationen in VKORCL1 sind als
die genetische Grundlage fir die Resistenzentwickigegentber Cumarinen bei Menschen,
Ratten und Mé&usen beschrieben worden (vgl. Kap.1Q.und 1.1.11). Fur das hier
untersuchte Protein VKORC1L1 liegen entsprechendteniduchungen bisher nicht vor, da

dessen physiologische Rolle bisher nicht bekannt is

3.2.3 Quantifizierung der VKOR-Reaktionsprodukte

Zur Quantifizierung des enzymatischen Umsatzes\itamin K-2,3-Epoxid musste zunachst
eine quantitative Bestimmung der Produktmenge vwgenen werden. Fir die
Chinoneichgerade  wurden  Messungen an der HPLC  mierschiedenen
Chinonkonzentrationen durchgefihrt. Mit dem sicgebenden Wert von 0,0967 fur die
Steigung der Eichgeraden wurden die folgenden Berwgwgen durchgefihrt. Um die
Stoffmenge Chinon in nmol pro mg Protein bestimraerkénnen, ist es zunachst notwendig,
die molare Chinonkonzentration zu ermitteln. Daasst sich Uber die Formel fur Geraden x =
y / m die Chinonkonzentration (x) aus dem Quotiertter gemessenen Chinon-HPLC-Flache
(y) und der Steigung der Chinoneichgeraden (mxhrren.

Chinonkonz. ¢ (uM) = Chinon-HPLC-Flache/ 0,0967
Die Chinonstoffmenge n in Mol wird Uber die Beziagun = c * V ermittelt, wobei c die

errechnete Chinonkonzentration und V das einges&tatumen des Reaktionsansatzes (500

ul) darstellt.
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3.2.4 Berechnung der Enzymaktivitat

Um zu berechnen wie viel Prozent des eingesetzitamih K-Epoxids durch die VKOR in
Vitamin K-Chinon umgesetzt wurde, wird die gemesskEiPLC-Chinonflache ins Verhaltnis
zur Chinon- und Epoxidflache gesetzt. Dabei wurtie Kbnzentration an Epoxid bei allen

Experimenten dieser Serie konstant bei 10 uM gehalt

ChinonHPLC - Flache
Chinon(HPLC - Flache + Epoxid(HPLC - Flache

Aktivitat [%] =

Uber die relative Aktivitat des Enyms lasst sicindo@inen, in welchem Verhaltnis der Umsatz
der mutierten VKOR-Proteine bzw. der Umsatz der \W@us unterschiedlichen Spezies
zum Umsatz der Wildtyp-VKOR ohne Warfarin stehtbBawird die Aktivitat des Wildtyps

in Abwesenheit von Warfarin auf 100% normiert, ufid anderen Ergebnisse werden dazu

ins Verhaltnis gesetzt:

Relative Aktivitat [%] = (Aktivitat / Aktivitat desVildtyps ohne Warfarin) * 100

Bei der spezifischen Aktivitat wird die gebildetehi@onmenge auf die jeweilige

Proteingesamtmenge der Probe bezogen. Sie wirtbigteberechnet:

Spezifische Aktivitat [nmol/mg] = Chinonmenge [nihbProteingesamtmenge [mg]

3.2.5 Bestimmung der enzymatischen Reaktionskonstem von VKORC1L1

Neben den VKORCI1L1-Wildtyp-Proteinen der SpeziesuMand Ratte wurde auch das
VKORC1-Protein der Stachelmau&comys spef im enzymatischen Assay untersucht, da

Stachelmause eine natirliche Resistenz gegen Wahf@ben sollen (vgl. Kap. 1.1.12).

Fur die Aktivitatsmessung bei unterschiedlichen shwabkonzentrationen wurden die
VKORC1L1-Gene der verschiedenen Spezies in den $8ejtor eingebracht, die Anfangs-
PCR fur die Klonierung erfolgte mit den entsprea@mPrimern und der bereits vorhandenen
cDNA von Maus und Ratte. Die cDNA der Stachelmaf@soMmy3 wurde Uber mRNA-
Isolation und cDNA-Synthese selbst hergestellt saquenziert, da das Genom noch nicht
veroffentlicht und bekannt ist. Die klonierten Veidn wurden in E.coli-Bakterien

transformiert und die erhaltenen Klone Uber Seqgeemzg auf das gewinschte Plasmid
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Uberpruft. Die richtige Plasmid-DNA wurde aus demisprechenden Bakterienklon isoliert
und uber Transfektion in HEK-293-EBNA-Zellen eingatht, die das mutierte Protein
exprimierten. Nach dem Ernten und Lysieren deretedrfolgten der VKOR-Aktivitatsassay
und die Proteinkonzentrationsbestimmung. Die Megsaordes Assays wurden mit Vitamin
K.-Epoxid durchgefuihrt, da die Basisaktivitat desorekinanten Proteins hoher als bei
Vitamin K;-Epoxid ist. Das Vitamin KkEpoxid wird in den Konzentrationen von 0,5 bis 254
UM zugegeben. Nach einstiindiger Inkubation wurde Aesay mit einem Isopropanol-
Hexangemisch abgestoppt. Vitamin-Epoxid und das Produkt der Enzymreaktion Vitamin
K,-Chinon konnten Uber eine HPLC-Saule aufgetrenndl wguantifiziert werden. Die
spezifische Aktivitdt wurde gegen die unterschgtn Vitamin k-Epoxidkonzentrationen
aufgetragen, und mit Hilfe Computer-Software Kad€idaph wurden die Werte funKund
Vmax flr das VKORC1L1 der unterschiedlichen Speziegsdianet.

3.2.6 Kinetiken verschiedener Spezies — Berechnurgn Ky und Vmax

Fiur die Berechnung von\Kund Vphax wurde die Computer-Software KaleidaGraph hinzu
gezogen. Es ergaben sich die folgenden Werte &umliersuchten Spezies:

Vimax K
hVKORC1L1 (hL1) 0,231 0,933
m VKORC1L1 (mL1) 0,267 0,897
r VKORC1L1 (rL1) 0,247 0,961
m VKORC1 (mC1) 0,141 0,871
r VKORCL (rC1) 0,161 0,897
aVKORC1 (aC1) 0,200 0,781

Tab. 21: Errechnete Werte flr V. und Ky, fur die Proteine VKORC1L1
und VKORC1 zum Vergleich.

Die errechneten Werte fir¥x und Ky sind in den Abbildungen 38 und 39 nochmals
graphisch zusammengefasst. Dabei lassen sich waikkch groRen Unterschiede zwischen
den Spezies feststellen. Fir die VKORC1L1-Werte Makimalgeschwindigkeit Wax lasst
sich feststellen, dass sie insgesamt Uber den VKO®Erten liegen. Dabei erreicht das
MVKORCI1L1 den hochsten Wert von 0,267, gefolgt vMKORC1L1 mit 0,247 und
hVKORC1L1 mit 0,231. Unter den VKORC1-Proteinengtalie Acomysdie héchste ¥ax
mit 0,2 und die Maus die niedrigste Maximalgescluigkeit mit 0,141. Der Wert des
r'VKORC1 liegt mit 0,161 zwischen diesen beiden.
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Abb. 38: Vergleich von Vay.
hL1=humanes VKORCI1L1, mL1=VKORC1L1 der Maus, rLIK®RC1L1 der Ratte,
mC1=VKORCI1 der Maus, rC1=VKORder Ratte, aC1=VKORC1 der Stachelmaus
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Abb. 39: Vergleich von K.
hL1=humanes VKORC1L1, mL1=VKORC1L1 der Maisl=VKORCI1L1 der Ratte,
mC1=VKORC1 der Maus, rC1=VKORder Ratte, aC1=VKORC1 der Stachelmaus

Die Ky-Werte von VKORC1L1 und VKORC1 schwanken bei derZgs zwischen 0,897
und 0,961 und weisen daher keine deutlich grol3eterSchiede untereinander auf. Das
VKORC1L1-Protein der Maus besitzt einen Wert fle dilichaelis-Menten-Konstante von
0,897, gefolgt von dem humanen VKORC1L1 mit 0,9B8r hochste kg des L1-Proteins
konnte fir die Ratte mit 0,961 bestimmt werden. Derte der Michaelis-Menten-
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Konstanten fur das VKORCL1 liegen so wie auch dig,\Werte des C1 unter denen des
VKORCI1L1. Dabei weist die Stachelmaus fur das VKQR®&otein den kleinsten Wert mit
0,781 auf. Das VKORCL1 der Ratte und das VKORC1L1Maus haben den gleichen,K
Wert von 0,897. Unter den C1-Proteinen ist diesegrtWder hochste gemessene. Der
Michaelis-Menten-Konstante von 0,871 fur die Maiegtl zwischen denen von Stachelmaus
und Ratte.

3.2.7 Invitro Mutagenese des hVKORC1L1-Proteins

Wie oben beschrieben, ist die Empfindlichkeit desafpgen VKORC1-Proteins gegeniber
Warfarin von groBer medizinischer Relevanz. Nattirlientstandene Mutationen dieses
Proteins verleihen der VKOR-Reaktion eine partielter vollstandige Warfarin-Resistenz.
Nachdem die kinetischen Parameter von VKORC1 umd dier untersuchten VKORC1L1

sich weitgehend &hnlich sind, sollte daher untéisweerden, ob sich die aus VKORC1
bekannten Mutationen in das L1-Protein projizierédassen und dort dieselben

Resistenzphanomene hervorrufen.

Die Mutagenese-Experimente wurden mit der humanBNAc des VKORCI1L1-Gens
durchgefuhrt. Neben der Basisaktivitdit der mutanBmoteine wurde jeweils auch die
Inhibition des VKORC1L1-Proteins durch Warfarin ergucht (Abb. 40 - 42). Fur die
Warfarinmessung wurden zum einen das wildtypisaimadane VKORC1L1-Protein und zum
anderen funf Mutationen (Y146C, Y146F, V36L, R63G35R) untersucht, die Resistenz-
Mutationen im VKORC1-Gen (Y139C, Y139F, V29L, R58G]128R) entsprechen. Die
Mutationen wurden Ubein vitro Mutagenese in das pCep4-hVKORC1L1-Vektorkonstrukt
eingefugt. Die klonierten Vektoren wurden if.coli-Bakterien transformiert und die
erhaltenen Klone Uber Sequenzierung auf das gewten®lasmid Uberprift. Die richtige
Plasmid-DNA wurde aus dem entsprechenden Baktddengoliert und Gber Transfektion in
HEK-293-EBNA-Zellen eingebracht, die das mutiertetBin exprimierten. Nach dem Ernten
und Lysieren der Zellen erfolgten der VKOR-Aktitgdssay und die
Proteinkonzentrationsbestimmung. Im Assay wurdandién Wildtyp und die Mutationen
jeweils unterschiedliche Warfarinkonzentrationen5010, 20, 40, 60, 80, 100 uM) bei gleich
bleibender Vitamin K-Epoxid Konzentration (8 uM) zum Zelllysat zugegebeDie
Messungen wurden mit Vitamin KEpoxid durchgefiihrt, da die Basisaktivitat der beno
hoher als bei Vitamin KEpoxid ist. Nach einstindiger Inkubation wurde dessay mit

einem Isopropanol-Hexangemisch abgestoppt. VitakjrEpoxid und das Produkt der
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Enzymreaktion Vitamin KChinon konnten Uber eine HPLC-Séaule aufgetrennd un
quantifiziert werden. Alle Messwerte wurden aus dreabhéngigen Transfektionen ermittelt,
wie im Folgenden beschrieben, ausgewertet und @iezifssche Aktivitdt gegen die
Warfarinkonzentration aufgetragen. Fir den Wildtger Spezies Maus, Ratte und
Stachelmaus wurde das VKORC1L1-Protein ebenfalld\ktivititsassay in Anwesenheit von

Warfarin untersucht (Abb. 43).

3.2.8 Warfarinhemmstudien fir das hVKORC1L1-Protein und die eingefuhrten
Mutationen

In den folgenden Diagrammen ist die spezifischevitit des Wildtyps und der untersuchten
Mutationen [in nmol/mg Protein] gegen die eingesetWarfarinkonzentration aufgetragen.
Die Abbildung 40 zeigt zur Ubersicht alle gemesseherte. In den beiden weiteren
Diagrammen (Abb. 41 und 42) sind die Messungenragpait Standardabweichung, die aus

Ubersichtsgriinden nur nach oben eingezeichnet waldgbildet.

hVKORC1L1-Mutationen - Ubersicht

0,8
‘K —— hL1-WT
0,7 —=—Y146C |
\ Y146F

0,6 R65G
—%— V36L

0,5 |
—»—L135R

o
~
|

o
w
|

spezifische Aktivitat [nmol/mg]

0,0 T T T T T 1

0 20 40 60 80 100
Warfarin [uM]

Abb. 40: Enzymaktivitdt und Sensitivitdt gegenuberWarfarin der hVKORC1L1-Mutationen Y146C,
Y146F, R65G, V36L und L135R sowie des Wildtyps
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hVKORC1L1-Mutationen mit Standardabweichung

—e—hL1-WT

—=—V36L
Y146C

—<—Y146F

spezifische Aktivitat [nmol/mg]

0 20 40 60 80 100
Warfarin [uM]

Abb. 41: Enzymaktivitdt und Sensitivitat gegentuberWarfarin der hVKORC1L1-Mutationen Y146C,
Y146F und V36L sowie des Wildtyps

hVKORC1L1-Mutationen mit Standardabweichung

spezifische Aktivitat [nmol/mg]

0 20 40 60 80 100
Warfarin [uM]

Abb. 42: Enzymaktivitat und Sensitivitdt gegenliberWarfarin der hVKORC1L1-Mutationen R65G und
L135R sowie des Wildtyps.
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Die Ausgangsaktivitat des hVKORC1L1-Wildtyps isttneiner spezifischen Aktivitat von
0,75 nmol/mg am hochsten, gefolgt von der MutatRBbG mit knapp 0,5 nmol/mg und
V36L mit 0,4 nmol/mg. Die Mutationen Y146C, Y146kdiL135R weisen dagegen eine
deutlich niedrigere Aktivitat auf, die sich im Bee zwischen 0,1 und 0,25 nmol/mg
befindet. Der Wildtyp lasst sich mit 100 uM Warfaauf eine spezifische Aktivitat von 0,1
nmol/mg hemmen, und bereits mit 10 uM Warfarin kal Aktivitdt auf die Halfte des
Ausgangswerts erniedrigt werden. Die Mutationen ®6ihd V36L zeigen eine gewisse
Resistenz gegen Warfarin. Ihre Aktivitdt bleibt b&nwesenheit von Warfarin trotz
niedrigerer Ausgangsaktivitat Uber der des Wildityse werden zudem bei hdéchster
Warfarinkonzentration nur auf etwa die Halfte despggungswerts gehemmt. Die spezifische
Aktivitat der tbrigen drei Mutationen Y146C, Y146Rd L135R wird mit Warfarin bei einer
Konzentration von 100 uM auf 0,1 bzw. 0,05 nmol/getnemmt. Die Hemmkurven befinden

sich damit unter der des Wildtyps.
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3.2.9 Warfarinhemmung fir verschiedene Spezies

Des Weiteren wurde die Aktivitdt des VKORC1L1-Pmosefur die Maus und die Ratte in
Anwesenheit von unterschiedlichen Warfarinkonzeiumgn gemessen. Ebenso wurde das
VKORC1-Protein der Stachelmauscomy$ untersucht, da natirliche Resistenzen fir sie
beschrieben wurden, welche auf molekularer Ebeleedaigs noch nicht untersucht worden

sind. Als Vergleichswert wurde das humane VKORGCHEI&tein herangezogen.

Vergleich Spezies - Wildtyp

—e—hL1I-WT |+
—a— mL1-WT
rL1-WT |
aC1-WwT

spezifische Aktivitat [nmol/mg]

Warfarin [uM]

Abb. 43: Enzymaktivitat und Sensitivitat gegentibeMarfarin der VKOR-Proteine verschiedener Spezies.
hL1=humanes VKORC1L1, mL1=VKORC1L1 der Maus, rL1=URC1L1 der Ratte, aCl=VKORC1 der

Stachelmaus

Das hVKORC1L1-Protein besitzt die hochste Ausgakipatit mit 0,75 nmol/mg, es folgen
das mVKORC1L1 mit knapp 0,7 nmol/mg und das rVKORCinit etwa 0,65 nmol/mg. Das
VKORC1-Protein vorAcomyserreicht eine Aktivitat in Abwesenheit von Warfasion etwa
0,45 nmol/mg. Es lasst sich in allen drei Speziégs €fas Wildtypprotein keine
Warfarinresistenz nachweisen. Das jeweilige Prd#gsst sich gut hemmen, die Werte fir die
spezifische Aktivitat liegen bei einer Konzentration 100 uM Warfarin zwischen 0 und 0,1

nmol/mg.
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3.3 Bioinformatische Analysen des VKORC1L1-Proteins

Mit Hilfe von speziellen computergestitzten Progmaen lassen sich fur Sequenzen von
Genen und Proteinen Aussagen uber ihre Homolodereinander treffen. Weiterhin kénnen
mit ihnen strukturelle Eigenschaften und funktideeBereiche von Proteinen erkannt und
verglichen werden. Das VKORCI1L1-Protein wird in déwigenden bioinformatischen
Untersuchungen im Vergleich zum homologen VKORCAtéin betrachtet, um so

Unterschiede und Gemeinsamkeiten aufzuspuren.

3.3.1 Multiple Alignments und evolutiver Stammbaum

Fur die Untersuchung des Konservierungsgrades demdsauresequenzen der beiden
Proteine VKORC1 und VKORCI1L1 in verschiedenen Speriurde ein Multiple Alignment
mit den entsprechenden Sequenzen aus der Ensendribaak
(http://www.ensembl.org/index.html) und dem Progmam Multalin
(http://prodes.toulouse.inra.fr/multalin/cgi-bin/talin.pl) durchgefihrt (Abb. 44) [Corpet,
1988]. Aminosauren, die sich evolutiv nicht verdmdeaben und in den Spezies hoch
konserviert sind, sind rot markiert. Die Positionemelche blau gekennzeichnet sind,
markieren Aminosauren, die sich in vielen Spezidsléeen haben aber keine so starke
Konservierung aufweisen. Das VKORC1 von Maus, Rattd Mensch weist eine Identitat
von etwa 85% auf, das VKORC1L1 zwischen diesen i&pdgt bis zu 97% identisch. Die
beiden Proteine sind zu etwa 50% zueinander homolog
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1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130

I I

Savignyi NSNIQKHLGAVRYFYCTYGIILSFYAYYVEHIKSDDYNYEALCDINEYYSCSAYFSSSYGKGFGLIQHILGEDHYLNOPNSYFGYLFFLYOLLGLSKKNORLSKLLYYLSGIGILGCIYLAYL
Rat HGTTHRSPGRLRLALCLAGLALSLYALHYKARRARNEDYRALCDYGTAISCSRYFSSRHGRGFGLYEHYLGADSILNOSNSIFGCHFYTIOLLLGCLRGRHASILLILSSLYSYAGSLYLAHL
House HGTTHRSPGLYRLALCLAGLALSL YALHYKARRARDENYRALCDYGTAISCSRYFSSRHGRGFGLYEHHLGADSYLNASNSIFGCLFYTLOLLLGCLRGRHASILLYLSSLYSYAGSYYLANL
Hunan HGSTHGSPGHYRLALCLTGLYLSL YALHYKARRARDRDYRALCDYGTAISCSRYFSSRHGRGFGLYEHYLGADSILNASNSIFGCIFYTLOLLLGCLRTRHASYLHLLSSLYSLAGSYYLAHL
Pongo HGSTHGSPGHVRLALCLTGLYLSLYALHYKARRARDRDYRALCDYGTAISCSRYFSSRHGRGFGLYEHYLGODSILNQSNSIFGCIFYTLOLLLGCLRTRHASYLHLLSSLYSLAGSYYLANL
Cat HGATHKNPGHYRLALCLAGLYLSLYSLHYKARRARDADYRALCDYGTAISCSRYFSSRHGRGFGLYEHYLGLDSILNASNSIFGCIFYTLOLLLGCLRARHASILLYLSSLYSLAGSYYLAHL

Dog HSATHGNPGHYRLALCLAGLYLSLYALHYKARRARDRDYRALCDYGTAISCSRYFSSRHGRGFGLVEQYLGQDSILNASNSIFGCIFYTLOLLLGCLRARHASILLYLSSLYSLIGSYYLAHL
Horse HGASHRSPGHYRLALCLAGLHLSL YALHYKARRARDKDYRALCDYGTAISCSRYFSSRHGRGFGLYEHYLGRDSILNOSNSIFGCIFYTLOLLLGCLOGRHASTLLLLSSLYSLAGSLYLAHL
Cou HGATHRSPGHYRLALCLAGLYLSLYALHYKARRARDRDYRALCDYGTAISCSRYFSSRHGRGFGLVEHYLGKDSILNASNSIFGCIFYTLOLLLGCLOQGRHASYLLRLSCLYSLAGSYYLANT
Tetraodon LETAMANPTHERKARTFLCYLGLGLSYYALHYELSREKNPDYRANCDLGESYSCSRYFSSRHGRGF GLLAYFYDKENPLNOPNSYLGIIFYSLOMYLGLSLSRKARYFLYFSSHYSYAGSLYLARL
Fugu HAIPTHERKYRIFLCYFGLLLSYYALHVELSRERNPDYRAHCDLGESYSCSKYFSSRHGRGFGLYQYFYDKDSPLNQPNSYLGIIFYTLOHCLGLSLSRKAALFLYFSSHYSYAGSLYLAST
Oryzias QAMPAHERKARYFLCFFGLYLSYYALHVELSRERDPDYRAHCDLGEAYSCSKYF TS-HGRGFGLYQYFYGTDSLLNOPNSILGIIFYTLOLGL-LSLSKKAALALYLSSHYSLAGSLYLAST
Danio SGYPKHEFRVRLILCILGLYLSYYALHYELSRENNPEYRAHCDLGNSYSCSKYF TS-HGRGFGLYQIFTSKDSYLNQPNSYLGIIFYTLOLGL-QTYSSRAGFFLYNSSHYSYAGSYYLAST

L1_Xenopus HAAPYH-RYSYPRHESGARYAVCYLGIVLSIYAFHVEREKERDPGYKAICDFHEHVHCSTYLSSRHGRGF GHLGSIFGKDSLLNOPNSYFGLYFYLLOMLLGHTYSAYARLYLHTSSIVSYYGSYYLAYI
L1_Honodel HARPYL-RYSYPRHERAARCAYCARGILLSLYAYHVEREKEQDPKAQALCDLGAHVRCSARLLSRHGAGFGLLGSIFGKDSAINOPNSYFGLTFYILOLLLGHTASAYARLILHTSSIVSVLGSLYLAYT
L1_Rat HAAPYLL-YSYPRHERYARYAVCAAGILLSIYAYHVEREKERDPEHRALCOLGPHYKCSARLASRHGRGFGLLGSIFGKDGYLNOPNSYFGLIFYILOLLLGHTASAYAALYLHTSSIVSYVGSLYLAYL
L1_House HAAPYLLRYSYPRHERVARYAYCARGILLSIYAYHVEREKERDPEHRALCDLGPHYKCSAARLASRHGRGFGLLGSIFGKDGYLNOPNSYFGLIFYILOLLLGHTASAYAALYLHTSSIVSYVYGSLYLAYL
L1_Hunan HAAPYLLRYSYPRHERVARYAYCARGILLSIYAYHYEREKERDPEHRALCDLGPHYKCSARLASRHGRGFGLLGSIFGKDGYLNOPNSYFGLIFYILOLLLGHTASAVARLILHTSSINSYVGSLYLAYL
L1_Pan HAAPYLLRYSYPRHERYARYAYCARGILLSIYAYHVEREKERDPEHRALCDLGPHYKCSARLASRHGRGFGLLGSIFGKDGYLNOPNSYFGLIFYILOLLLGHTASAYARLILHTSSIHSYVGSLYLAYL
L1_Hacaca HAAPYLLRYSYPRHERYARYAVCAAGILLSIYAYHYEREKERDPEHRALCDLGPHYKCSAALASRHGRGFGLLGSIFGKDGYLNOPNSYFGLIFYILOLLLGHTASAYARLILHTSSIHSYVGSLYLAYT
L1_Chick HAAPYLLRYSYPRHERYARSAYCARGILLSLYACHLEREKGRDLHYQALCDLSERVRCSARITSRHGRGFGLLGSIFGKDSAINOSNSYFGLYFYILOHLLGHTASAYAALILHTSSIVSYYGSLYLAYL
L1_Oryzias HAAPYL-RYSTPRHERIARLLYCLLGILLSLYAFHYEREKARDPNYKAYCDYSSSISCSKYFTSRHGRGFGLLGSIFGNDSALNOPNSYYGIVFYAFOLLLGHTYSAMARLFLHTTSILSYVGSLYLGYT
L1_Fugu HAAPYL-RYSTPRMERIARYLYCLLGILLSLYAFHYEREHARDPSYKALCDYSSSISCSKYFGSRHGRGFGLLGSIFGNDSALNOPNSYYGIVFYAFOLLLGHTYSANAALILHTTSINSYYGSLYLGYL
L1_Tetraodon HAAPYL-RYSTPRHERIARYLYCLLGILLSLYAFHYERENARDPSYKALCDYSSSISCSKYFSSRHUGRGFGLLGSIFGNESALNOPNSYYGIVFYAFOLLLGHTYSAMARLILHTTSIHSYVGSLYLGYI
L1_Danio HAAPYL-RVSTPRHERIVRLLYCLSGILLSLYSFHYEREKTRDANYRAHCDLSSSISCSKYFTSRHGRGFGLLGSIFGNDSAYNOPNSYYGIFFYVFOLLLGLTASANAALILHTTSIASYHGSLYLGYL
CONSensusS ..cceccccesl p.ve,.vR,alC, . G1.LS1YAlhVe,.r.r#. . YrA$CD. g, . !sCS . vfsSruGrGFGLv. ...g.Ds . INOpNS ! fG.iFZt1Q¢11lg...s..a...L..sS.vsvaGslYLa.I

131 140 150 160 170 176
1 1

Savignyi LIYVLKDLCILCYSTYYLTHILHYLNYRAINKISLKTKKH

Rat LFFYLYDFCIVCITTYAINAGLHLLSFQKY--PEHKVKKP

House LFFVLYDFCIVCITTYAINYGLHLLSFOKY--PEHKTKKH

Hunan LFFVLYDFCIVCITTYAINYSLHHLSFRKYQEPQGKAKRH

Pongo LFFVYLYDFCIVCITTYAINYSLHHLSFRKYQEPQGKAKRH

Cat LFFYLYDLCIVCITTYAINYGLYYLSFRKYQEPQGKYKGH

Dog LFFYLYDFCIVCITTYAINYGLYYLSFRKYQEPQGKVKGH

Horse LFFVLYDFCIVCITTYAINYGLHILSFREVQGPQGKYKGH

Cow LFFYLYDFCIVCITTYAINYGLTYLSFREVQGPQGKYKGH

Tetraodon LAFVLGDLCYVCVSTYYYNFALLFTNLKRORAIEGHKEKS

Fugu LAFYLGDFCHYCYSTYLYNFYLLFTNLKRRRATEGLKEKSG

Oryzias LAFVLGDFCHYCYSTYYINFALFYTNLKRRRAVEAIKKKAG

Danio LAFVLGDFCYYCYSTYIINFALLYTNLKRRTGLEARLKKGK
L1_Xenopus LYFVLKDFCYICYTTYLLNFILLIINYKRLYYLNEAHKRQLQDKQE
L1_Honodel LYFVLKEICILSFYTYLLNFILLIVNYKRLYYLNEAHKROLHYKQH
L1_Rat LYFVLKEFCIICYTTYYLNFLLLIINYKRLYVYLNEAHKRQLAQPKED
L1_House LYFVLKEFCIICYTTYYLNFLLLIINYKRLVYLNEAHKRQLAQPKED
L1_Hunan LYFVLKEFCIICIVTYYLNFLLLIINYKRLYYLNEAHKRALOPKQD
L1_Pan LYFVLKEFCIICIVTYYLNFLLLIINYKRLVYLNEAHKRQLQPKQD
L1_Hacaca LYFVLKEFCIICVYTYYLNFLLLIINYKRLYVYLNEAHKRQLQPKQD
L1_Chick LYFVLKEFCIVCVITYLLNFILFIINYKRLVYLNEAHKRALAQPKQE
L1_Oryzias LYFVLKDFCVICITTYYLNFILFTLNYKRLYYLNEAHKQQLQAKQD
L1_Fugu LYFVLKDLCVICYTTYALNFILFYLNYKRLYYLNEAHKQKLOAKQD
L1_Tetraodon LYFVLKDLCYICYTTYALNFILFVLNYKRLYYLNEAHKQQLOAKQD
L1_Danio LYFVLKDFCYICITTYALNFILFYLNYKRLYYLNEAHKQQLOQAKRD
Consensus L. ZVL,#fCivCILTY,.nf. L. Inkreececeeckerooonns

Abb. 44: Multiple Alignment der Aminosauresequenzendes VKORC1- und VKORC1L1-Proteins
verschiedener Spezies mit Hilfe des Multalign-Progimms. Das VKORC1L1-Protein ist mit L1 vor der
Speziesbezeichnung gekennzeichnet. Bei allen tibAgeinosduresequenzen handelt es sich um das VKORC1
Die Aminosauren sind im Ein-Buchstaben-Code aufgefiDie hoch konservierten Aminosauren sind in rot
markiert.

Aus Sequenzvergleichen der VKORC1- und VKORCI1L1t#tne verschiedener Spezies
wurde weiterhin ein evolutiver Stammbaum ersteifh zu klaren, wann die beiden Proteine
im Lauf der Evolution aus einem gemeinsamen Vodfubtein entstanden sind. Der
phylogenetische Baum wurde mproml des PHYLIP-Programms (Phylogeny Inference
Package) kalkuliert [Felsenstein 1989, 2005]. EBn&equenzen mussten dubdemldes
PAML-Programms (Phylogenetic Analysis by Maximunkélihood) rekonstruiert werden
[Yang 1997, 2007]. Als urspringlichste eukaryotes@pezies mit einer verfligbaren Sequenz
wurde die Seescheid€iona savignyifur die Analysen herangezogen. Weiterhin wurden
Sequenzen verschiedener Fischarten Wedraodon, Fugu, Oryziasind Danio sowie
zahlreicher Vertebraten verwendet. Fur das VKORG@&idmh des Krallenfroschesenopus
konnte die Sequenz aus den Datenbanken nicht éiBeiechnungen verwendet werden, da
ein Einschub von zusatzlichen Sequenzabschnittesém vorliegt. Dies konnte allerdings
auf Fehler wahrend des Sequenzierungsprozesséskzufihren sein. So lasst sich leider

keine Analyse fir die Proteine bei einem Amphibials Ubergangsglied vom Wasser- zum



ERGEBNISSE 129

Landleben erstellen. Fur Bakterien konnten keinpassten Sequenzen fiur das VKORC1 und
VKORC1L1 ermittelt werden, sie besitzen ein VKORifthes Protein, welches das
gemeinsame Vorlauferprotein von VKORC1 und VKORC1&din konnte. Beispielhaft

wurde in der Abbildung 45 fir die evolutive Entwikckg der Aminosauresequenz die

vermutete Warfarinbindungsstelle, das TYA-Motiwyggzeichnet.

VKORC1

Ciona savignyi
ny Tetraodon

TYV

TYV 82

TYV

L1_Fugu
L1_Tetraod
L1_Oryzias
L1_Danio

L1_Human
TYV L1_Pan
L1_Macaca
] L1_Rat
L1_Mouse
L1_Monodelphis

L1_Chick ~
L1_Xenopus

VKORC1L1

Abb. 45: Evolutiver Stammbaum fur die VKORC1- und VKORC1L1-Proteine. Als Ein-Buchstaben-Code
sind die Aminosauren des angenommenen Warfarinbioghentrums als Beispiel angegeben (TYV, TYL,
TYA). Die blauen Zahlen an den jeweiligen Verzweigan des Stammbaums sind die Scores fiir den
Konservierungsgrad der Proteine. Die Spezies simdiem lateinischen oder englischen Namen ben&iaha
savignyi= Seescheideletraodon= Kugelfisch,Fugu = Kugelfisch,Oryzias= Reisfisch,Danio = Zebrafisch,
Human = MenschPan = SchimpanseMacaca = Rhesusaffe, Rat = Ratte, Mouse = Magnodelphis=
Spitzmausbeutelratté?ongo= Orang-Utan, Cow = Rind, Cat = Katze, Dog = HuHdyse = Pferd, Chick =
Huhn, Xenopus= Krallenfrosch.

Der evolutive Stammbaum der VKOR-Proteine lasstmnien, dass sich die VKORCI1-
Proteine und die VKORC1L1-Proteine aller rezentamt®braten in zwei getrennte Familien
einordnen lassen und daSm®na savignyaul3erhalb dieser beiden Gruppen liegt. Die Pretein
zeigen einen sehr hohen Konservierungsgrad, welcer den Verweigungen des
phylogenetischen Baums zwischen 80 und 100% libué Zahlen in Abb. 45). Der
Stammbaum legt weiterhin nahe, dass das VKORC1 dasl VKORC1L1 aus einer
Duplikation eines Vorlauferproteins hervorgegangem mussen und dass die Aufspaltung
der beiden Proteine mit der Entstehung der Vertebram Kambrium vor 542 bis 488
Millionen Jahren einher geht. Auffallig in dieseta@mbaum ist die Position der Fische. Sie
zeigen fur das VKORC1 und das VKORCI1L1 jeweils eBmnderstellung innerhalb der

jeweiligen Proteingruppe. Interessanterweise ahte$t VKORC1 der Fische an mehreren
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Aminosaurepositionen der Sequenz der VKORCI1L1-Rrefeobwohl es insgesamt ganz
eindeutig der VKORC1-Gruppe zugeordnet werden kdres TYV-Motiv veradndert sich
beispielsweise neben anderen Aminosaurebereichem fi@nnung des VKORC1 und des
VKORCI1L1. Innerhalb der VKORC1-Gruppe zeigen digtébraten die Aminoséuresequenz
TYA, bei den Fischen bleibt das TYV-Motiv bestehémden VKORC1L1-Proteinen findet
eine Veranderung dieser Sequenz erst etwas spditese Vertebraten entwickeln dabei das
TYL-Motiv, die Fische weisen die TYA-Sequenz aufinEweiteres Beispiel ist die
konservierte Aminosaureabfolge EHVL an der Positbh — 70 im VKORCI1-Protein,
wohingegen fur die L1-Gruppe ein GSIF-Motiv zu famdist. Im Gegensatz dazu besitzen die

Fische - bis auDanio mit QIFT — an dieser Stelle eine QYFV-Abfolge tias C1-Protein.
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3.3.2 Ein Proteinmodell fir das VKORC1L1-Protein

Aus dem Vergleich zwischen der Aminosauresequesz\M€ORC1 und des VKORC1L1

wurden diejenigen konservierten Positionen im VKARGProtein ermittelt, welche vom

VKORC1 abweichen und damit spezifisch fur das VKARC sind. Weiterhin konnten

Aminosauren identifiziert werden, die spezifischr filas VKORC1 der Fische und das
VKORC1L1-Protein sind. In der folgenden Abbildungibp. 46) sind diese konservierten
Positionen farblich kenntlich gemacht und die vegiten Aminoséuren aufgefuhrt. Fur die
Abbildung wurde das Proteinmodell fir das VKORChzu gezogen [Tie et al., 2005; vgl.
auch Kap. 1.1.6].
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Spezifische Aminosauren fir das VKORCI1L1 sind Ubess gesamte Protein verteilt,
konzentrieren sich aber in der zweiten und drifteansmembrandoméane sowie in der Grenze
zwischen dem Cytoplasma und den Transmembrandomanen der ersten
Transmembrandomane sind an den Positionen 15 ur@n2Deucin (L) nach Isoleucin (1)
und ein Leucin nach Valin (V) veréndert. Diese Aosauren sind alle unpolar. An der
Grenzflache zwischen erster TransmembrandomaneQytablasma befinden sich an der
Position 30 - 33 vier vom VKORC1 abweichende Améwren. Statt Lysin (K), zweimal
Alanin (A) und Arginin (R) kommen dort eine Glutaméaure (E), die auch fir das VKORC1
der Fische spezifisch ist, Arginin (R), eine westeGlutaminsaure und Lysin (K) vor.
Auffallig ist hierbei, dass im VKORC1L1 die vier Anosauren polar sind, im VKORC1 die
beiden Alanine dagegen unpolar. Die nachsten @mander liegenden Aminoséuren, die
alle nur im L1-Protein zu finden sind, liegen imtaylasmatischen Teil des VKORC1L1 an
den Positionen 66 - 70. Valin (unpolar), Glutamimsé (polar), Histidin (polar), Valin
(unpolar) und Leucin (unpolar) sind im VKORC1L1 gegLeucin (L, unpolar), Glycin (G,
unpolar), Serin (S, polar), Isoleucin (I, unpoland Phenylalanin (F, unpolar) ausgetauscht.
Im Hinblick auf die Polaritaten ist hier nur durdas Glycin eine Veranderung von einer
polaren zu einer unpolaren Aminosaure entstanderes DMNeiteren folgen im
cytoplasmatischen Bereich zwischen erster und eweillransmembrandomane zwei
Aminosauren, die fir das VKORC1L1 und das VKORCI Hesche spezifisch sind. Es
handelt sich zum einen um ein unpolares Prolin\)ches ein polares Serin an Position 79
ersetzt. Zum anderen ist an Position 82 ein unpsl¥alin (V) statt eines ebenfalls unpolaren
Isoleucins zu finden. Drei L1-spezifische Aminosiurdiegen am Ubergang der zweiten
Transmembrandomédne zum Cytoplasma. Es handeldaiobi um ein unpolares Methionin
(M) und ein polares Threonin (T) an den Stelleru@@ 97. Im VKORC1-Protein sind hier die
Aminosauren Cystein (polar) und Leucin (unpolaryhamden. Die Polaritdten an diesen
beiden Stellen sind somit vertauscht. Die Aminosér der Stelle 100 ist von einem polaren
Arginin im C1-Protein zu einem unpolaren Alanin (Agrandert. Ein weiteres Alanin
innerhalb der zweiten Transmembrandoméne, welch€®RC1L1- und Fisch-VKORC1-
spezifisch ist, befindet sich statt eines polarens (S) an Position 103. Es folgen in der
zweiten Transmembrandomane vier L1-spezifische As#aren, die auf derselben Hohe des
TYA- und des CIVC-Motivs der dritten Transmembramdme liegen. Es handelt sich dabei
um den Austausch Leul07Met, Leul08Thr, LeullOlie¢ Alal14Val. Dies sind bis auf das
Isoleucin (I) durchweg unpolare Aminosauren, scsdag das Isoleucin anstelle des Leucins

eine Polaritatsveranderung verursacht. Die Pogtioh22, 125 und 129 weisen die polaren
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Aminosauren Tyrosin (Y) und Lysin (K) im VKORC1LLf& im VKORC1 sind stattdessen
Tryptophan (W, polar), Phenylalanin (F, polar) uhgrosin (Y, unpolar) vertreten. Eine
weitere Veranderung in der Aminosauresequenz de=eidt sich an Position 141. Hier ist ein
Isoleucin nach Leucin (L) ausgetauscht, beide gingolar. Zwei Aminosauren weiter
befindet sich ein VKORC1L1- und Fisch-VKORC1-spexihes, unpolares Phenylalanin (F),
welches ein Valin, ebenfalls unpolar, in den VKORRYbteinen der tbrigen Spezies ersetzt.
Am Ubergang der dritten Transmembrandomine dewiRsotns Cytoplasma liegen fiinf
Aminosaureaustausche hintereinander (Position 15064), wovon drei nicht nur im
VKORC1L1 sondern auch im VKORC1 der Fische vorhandend. Dies sind die
Aminosauren Asparagin (N, polar), Tyrosin (Y, pgldrysin (K, polar), Arginin (R, polar)
und Leucin (L, unpolar). Sie ersetzen Serin, Pradagin, Arginin, Lysin und Valin des
VKORCI1. Die Polaritat ist damit durch die Austausdryrl51Phe und Arg1l54Val verandert.

3.3.3 Die menschlichen Chromosomen 7 und 16 im Hologievergleich zu den
Chromosomen von verschiedenen Spezies

Mit der Stammbaumanalyse konnte gezeigt werders d@sEntstehung der beiden Proteine
VKORC1 und VKORCI1L1 mit gro3er Wahrscheinlichkeiufadie Duplikation eines
Vorlauferproteins zurtckzufiuhren ist. Um festzustel ob sich die Duplikation heute immer
noch durch eine Lokalisation der beiden Gene anfsé¢ben Chromosom widerspiegelt oder
ob sich die Gene getrennt voneinander auf unteediibhen Chromosomen weiterentwickelt
haben, wurden die chromosomalen Positionen des VBDRNd des VKORC1L1-Gens bei

verschiedenen Spezies analysiert (Tab. 22).
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Spezies VKORC1 | VKORCI1L1 VKORC1 VKORC1L1
Chromosom |  Chromosom Mensch Mensch
Mensch 16 7 16 7
Maus (us musculys 7 5 16 7
Ratte Rattus norvegicys 1 12 16 7
Pferd Equus caballus 13 13 16 7
Hund Canis familiarig 6 6 16 7
Katze Felis catu3 ? ? 16 7
Orang-Utan Pongo pygmaeis 16 ? 16 ?
SchimpanseRan troglodytes 16 7 16 7
RhesusaffeNlacaca mulatth 20 3 16 7
Rind (Bos tauru} 25 1 16 7
Huhn Gallus gallu3 ? 19 ? 7
Kugelfisch [Takifugu rubripe} ? ? ? 7
Reisfisch Qryzias latipe} 19 14 16 7
Kugelfisch [Tetraodon nigroviridiy 15 7 16 7
Zebrafisch Danio rerio) ? 5 ? 7
Krallenfrosch Kenopus tropicalis ? ? 16 7

Tab. 22: Lokalisation des VKORC1- und des VKORCIlL1Gens auf den Chromosomen von
verschiedenen Spezies.

In der ersten und zweiten Spalte der Tabelle siadCtiromosomen bei den verschiedenen Spezies miégel
auf denen das VKORC1- und das VKORC1L1-Gen zu findimd. Bei einigen Tierarten konnte zwar eine
genomische Sequenz fir das entsprechende Gen gefwmil zugeordnet werden, allerdings waren die
Chromosomenlokalisationen in der verwendeten Daekicht aufgefuhrt. Fir einige Spezies liel3erh sic
keine Gensequenzen finden. Diese Gene ohne Zuaydsimad mit einem Fragezeichen gekennzeichnet. In
Spalte 3 und 4 ist die Zuordnung des jeweiligenoGtosoms der Tierart zum menschlichen Chromosom
angegeben. Die genomischen Sequenzen wurden aus deatenbank Ensembl
(http://www.ensembl.org/index.htinbezogen.

Fur die Spezies Maus, Ratte, Schimpanse, Rhesugiffd, Reisfisch, Kugelfisch konnten
sowohl das VKORCI1- als auch das VKORC1L1-Gen zwsisehiedenen Chromosomen
zugeordnet werden. FUr einige Spezies wie Orang;Utauhn und Zebrafisch konnte nur
eines der beiden Gene eindeutig einem Chromosomvzegen werden. Fir die Katze, den
Kugelfisch und den Krallenfrosch lie sich fur ei@ene Uber die verwendete Datenbank
kein entsprechendes Chromosom ermitteln. Der Hogneergleich der nicht chromosomal
zuzuordnenden genomischen Sequenz mit der merfsehl8equenz konnte allerdings diese
Genabschnitte dem Bereich des humanen VKORC1 (Gisom 16) und dem VKORC1L1

(Chromosom 7) zuweisen. Das Pferd und der Hunceretine Lokalisation der beiden Gene
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auf jeweils demselben Chromosom (rot markiert ib.T22). Beim Pferd handelt es sich um

das Chromosom 13 und beim Hund um das Chromosom 6.

In Abbildung 47 ist eine schematische Ubersicht ldemologiebereiche fir das VKORC1-
und das VKORC1L1-Gen beispielhaft zwischen dem Mees und dem SchimpansdPaf
troglodyte$, dem Rind Bos tauru} und der MausMius musculusdargestellt.
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Abb. 47: Homologien zwischen dem humanen Chromosori6 und 7 und den Chromosomen von
Schimpanse Pan troglodytes), Rind (Bos taurus) und Maus (Mus musculus).

Auf der linken Seite ist in der Mitte das mensdmicChromosom 16 mit dem VKORC1-Gen dargestelltdauf
rechten Seite befindet sich das menschliche Chromo§ mit dem VKORCI1L1-Gen (jeweils weil3e
Ideogramme). Rechts und links vom Chromosom 16 unsind die jeweiligen Chromosomen mit den
homologen Bereichen fur die ausgewahlten Speziksngeeichnet. Der rote Balken im Chromosom 16 und 7
symbolisiert die Lage des VKORC1- bzw. des VKORCA&Ans. Die Abbildung wurde mit Hilfe der

Datenbank Ensembl (http://www.ensembl.org/indexiherstellt.
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Aus der Abbildung 47 ist ersichtlich, dass bei dgmomisch mit dem Menschen nah
verwandten Spezies, wie dem Schimpansen, fastediangten Chromosomen 7 und 16 den
humanen Chromosomen 7 und 16 entsprechen. Nur eieidd um das Centromer bleibt
davon jeweils ausgespart. In dieser centromerisdRegion liegt auf dem menschlichen
Chromosom 16 konstitutives Heterochromatin vor, clves kurze DNA-Sequenzen in
Millionen von Kopien umfasst. Auf Grund dieser kemzSequenzen befinden sich keine Gene
in diesem Bereich. Beim Rind dagegen sind die Abstehdes humanen Chromosoms 16 auf
2 Chromosomen verteilt, das Chromosom 7 findet isichChromosomen des Rindes wieder.
Den Chromosomen der Maus lassen sich jeweils nurrzeku menschliche
Chromosomenbereiche zuordnen. Die Bereiche deebdidmanen Chromosomen sind auf 4
bzw. sogar 7 Maus-Chromosomen verteilt.

Aus der Tabelle 22 ist ersichtlich, dass die Ge®RC1 und VKORC1L1 bei Hund und
Pferd beide auf dem gleichen Chromosom liegen. tBlt sich die Frage, ob bei diesen
Spezies die Gene in Folge der Duplikation noch Ineileinander liegen oder ob sie durch
Chromosomenumlagerungen zuféllig auf dem gleichémo@osom zu liegen gekommen
sind. FUr diese Analyse wurden die jeweiligen Chweomen von Pferd und Hund und die
Lokalisation der Gene dargestellt (Abb. 48). Wialar Abbildung 48 zu erkennen ist, liegen
das VKORC1- und das VKORC1L1-Gen auf dem Chromos®nieim Hund Canis
familiaris) nicht nebeneinander, sondern sind durch einea @8Mb grof3en chromosomalen
Bereich voneinander getrennt. Beim Pfeldjjus caballusdagegen liegen die beiden Gene
auf Chromosom 13 sehr nah beisammen. Zwischen itweéndet sich nur ein 0,9 Mb

umfassender Chromosomenabschnitt.
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Abb. 48: Lokalisation des VKORC1- und des VKORC1L1Gens auf den Chromosomen des Hundes
(Canisfamiliaris) und des Pferds Equus caballus).

In der linken Spalte ist das VKORC1-Gen und in gmthten Spalte das VKORC1L1-Gen als roter Balken au
dem mittigen Chromosom von Hund bzw. Pferd dardjest@ie farblich markierten Balken seitlich des
mittleren Chromosoms kennzeichnen die homologerchititte zu den humanen Chromosomen, die links und
rechts von jeder Abbildung zu sehen sind. Die Ahbig wurde mit Hilfe der Datenbank Ensembl
(http://www.ensembl.org/index.htinérstellt.
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4 DISKUSSION

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden verschmeddntersuchungen zum Vitamin K-
Epoxid-Reduktase Komplex 1-like 1 Protein (VKORC])ldurchgefihrt, dessen Funktion
bisher noch nicht geklart werden konnte und da$ aaader Literatur bis jetzt noch nicht
charakterisiert wurde. Ein Schwerpunkt dieser Arbieegt daher zum einen in der
Generierung einer Knockout-Maus fiur das VKORC1LIrGend zum anderen in der
biochemischen Charakterisierung des Proteins mitfelvebespezifischer Expressionsstudien,
enzymkinetischer Betrachtungen und positionsabigéngin vitro Mutagenesen sowie
Warfarinhemmstudien. Die erhaltenen Daten sollerfs¢hliisse Uber die Funktion des
Proteins und die Stoffwechselwege geben, in dieneslviert sein konnte. Des Weiteren
werden Uber Aminosauresequenz-Alignments und Uinenegphylogenetischen Stammbaum
bioinformatische Analysen zur evolutiven Entstehungd Entwicklung des VKORCI1L1
durchgefuhrt. Homologievergleiche zwischen dem rollichen Chromosom 7, auf dem das
VKORC1L1-Gen lokalisiert ist, sowie dem Chromosofiriit dem VKORC1-Gen und den
jeweiligen Chromosomen verschiedener Spezies salléiaren, ob sich die Duplikation der
beiden Gene noch in einer benachbarten Lokalisatidneinem gemeinsamen Chromosom

zeigt.

4.1 Generierung einer Knockout-Maus fur das VKORC1L1-Gen

4.1.1 Die chimaren Mause

Mit Hilfe des in vivo Mausmodells, der homologen Rekombination in ESedelund des
Cre/loxP-Systems sollte die physiologische Rolle WKORC1L1-Gens untersucht werden.
Dabei konnte der Phanotyp einer gewebespezifischORK1L1-defizienten Maus
Ruckschlisse auf die Aufgaben des Proteins zulag¥@ru wurde zunéchst ein geeigneter
Targetingvektor (Abb. 20) kloniert, der in embryt&tammzellen transfiziert wurde. Zum
Screenen der Klone wurde eine passende Screematgg#t entwickelt (vgl. Abb. 21 und
Abb. 26). Die zwei mittels PCR und Southern Blositig getesteten ES-Klone wurden in
Blastozysten injiziert und von scheinschwangerenmf@mmausen ausgetragen. Die daraus
hervorgegangenen sechs chimaren Mause wurden ien ¥dh 8 Wochen mit wildtypischen
C57BL/6J-Weibchen verpaart. Auffallig war, dass eime 15%ige Chimare Nachkommen
hervorgebracht hat, die anderen funf mannlichenm@hen schienen steril zu sein. Eine

andere Erklarung fur das Ausbleiben von Nachwuchis diesen funf Tieren kénnte in
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frihzeitigen Aborten der Embryonen liegen. Allegingab es auf solche Abgénge keine

Hinweise, wie z.B. Blut im Kafig.

Die 52 Nachkommen der 15% Chimaére, die innerhaliesehalben Jahres geboren wurden,
waren alle durchweg wildtypisch, so dass anzunehisterdass bei dieser chimaren Maus
keine Keimbahntransmission des Vektorkonstruktggagunden hat. Da die Chimaritat sehr
gering ist, kann es allerdings auch sein, dass nattt gentigend Nachwuchs geboren wurde.
Die Testes besitzen so wie der restliche Organisgers Chimare ein Mosaik aus den
genetisch veranderten Zellen und den wildtypischelten. Aus Erfahrung weil3 man, dass
mutierte Keimzellen, wie die Spermien der chim@viiuse, weniger lebensfahig sind als die
nicht-mutierten und ein Agouti-Nachwuchs daher erst einer zeitlichen Verzdgerung
geboren wird [Olds-Clarke, 1989; Silver, 1995]. faliig war allerdings bei der 15%igen
Chimére, dass nach einem halben Jahr selbst mienneugesetzten jungen Wildtyp-
Weibchen keine weiteren Jungtiere geboren wurdenkdante daher sein, dass bei diesem
Mannchen eine frihzeitige Alterung oder eine vdigetinsetzende Sterilitdt Ursache fur das

Ausbleiben der Nachkommen sind.

Da die Verpaarungen mit den sechs Chimaren nidbtgeeich verlaufen sind, wurde nach
einem halben Jahr Zichtungsversuch ein weiterer aldnl mit einer erneuten
Blastozysteninjektion unternommen. Diese wurde den Firma Polygene in der Schweiz
durchgefuhrt und brachte zwei mannliche Tiere nmiee Chimaritat von jeweils etwa 20%
hervor. Auch diese Mause wurden im Alter von 6 Wathmit jeweils drei 6-wochigen
C57BL6/J-Weibchen verpaart. Eine Chimére blieb oNaehwuchs, das andere Ma&nnchen
hat innerhalb von 19 Monaten 85 Nachkommen prodyziée allesamt wildtypisch waren.
Auch hier lassen sich die gleichen Uberlegungenaie15% Chimare anstellen. Entweder
liegt bei dieser Maus aus der Schweiz keine Keimtrahsmission vor oder der Agouti-
Nachwuchs lasst noch auf sich warten. Weiterhin zist erwahnen, dass eine geringe
Chimaritat der Mause generell nicht gegen eine Kainmtransmission sprechen muss. Es
lasst sich beobachten, dass Tiere mit einer holmemaZitat oft nicht voéllig genetisch gesund
sind und/oder Fertilitatsprobleme aufweisen [SilvE®95]. Daher ware eine Sterilitat bei
diesen Mausen nichts Ungewohnliches. In vieleneRatiehen gerade aus den Tieren mit
geringer Chimaritatsrate die Agouti-Nachkommen benda sie insgesamt fitter zu sein

scheinen.
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Betrachtet man die Chiméren genauer, fallt aufs dias 90% Chimare (hier nicht gezeigt),
die bereits nach drei Monaten verstorben ist, inggbsatz zu den Geschwistern sehr klein
und zurtckgeblieben war. Sie zeigte kein Grol3enstach und war korperlich sehr schwach.
Die 30% Chimére dagegen wirkte sehr adipds und ediilig (Abb. 31). Auch ihre
Verpaarungen waren ohne Nachwuchs. Die Ubrigen &emaus Koln und der Schweiz
schienen dagegen ohne &ul3erlich sichtbare gestidteeiBeeintrachtigungen zu sein.
Dennoch ist anscheinend aufgrund des frihen Tooegee Tiere die allgemeine Fitness
herabgesetzt, beziehungsweise tritt eine vorzeWilgerung ein. Dies kénnte daran liegen,
dass die chimaren Méause eine reduzierte Gendosi3/H®ORC1L1-Proteins besitzen. Der
Uber homologe Rekombination in die ES-Zellen eiiigak Targetingvektor tragt noch die
Neomycin-Selektionskassette, die unter Umstdndem HMroduktion des VKORCI1L1-
Genprodukts storen kann. Wenn nun das VKORC1Ll1eiRrajrundlegende Funktionen in
der Embryonalentwicklung einnimmt oder im adulterg@ismus fur bestimmte Prozesse
und Signalwege von grol3er Wichtigkeit ist, dannrkahe Entwicklung der Embryonen
gestort sein bzw. gar nicht ablaufen. Eine redtziBosis des VKORC1L1-Proteins kdnnte
nicht ausreichen, um den Organismus der Chimamgmaefunktionieren zu lassen. Defekte
in der Fortpflanzung, in der Alterung, in der Belgiong des oxidativen Stresses oder im
Fettstoffwechsel wéren beispielsweise madgliche sciwegende gesundheitliche

Konsequenzen.

4.1.2 Die SKY-Analyse zur Karyotypbestimmung der ifizierten ES-Zellklone

Um der Frage nachzugehen, ob ein Chromosomendéfekien fur die Transfektion

verwendeten embryonalen Stammzellen ursachlich die schlechte Effizienz der

Blastozysteninjektionen sein konnte, wurde eine Sk¥lyse zur Bestimmung des
Karyotyps der verwendeten ES-Zellklone 3D und 1@Eggnommen. Wie im Ergebnisteil
erlautert, gingen aus mehrfachen Injektionsversucdes Klons 3D nur insgesamt 8
Chiméaren hervor, aus dem Klon 10G konnten gar k€henéren produziert werden. Wie
sich in den erstellten Karyogrammen (Abb. 34 undb ARb) zeigte, wiesen sowohl Klon 3D
als auch der Klon 10G eine Trisomie des Chromos@mauf. Es handelt sich um

Translokation zweier Chromosomen 8 zu einem Isonbsmm mit einem zusatzlichen freien
Chromosom 8. Der Karyotyp war mit 41 Chromosomegrtamnt im Vergleich zum normalen
Karyotyp der Maus mit 2n = 40 Chromosomen. Die Adgeuppe um Jaenisch stellte fest,
dass ein haufiges Problem bei der Generierung vackout-Mausen eine niedrige Effizienz

oder sogar das Ausbleiben der KeimbahntransmisgbrLiu et al., 1997]. In diesen
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Untersuchungen zeigte sich, dass eine Beziehungchem der Wachstumsrate und dem
Karyotyp der ES-Zellen und ihrer Keimbahngangighesteht. Liu et al. wiesen nach, dass
chromosomale Veréanderungen haufiger in embryorfatammzellen vorkommen. Zellen, die
eine verénderte Zahl an Chromosomen, insbesonderéridomie 8, aufweisen, wurden in
drei unabhéngig voneinander erhaltenen Zellliniefugden. Diese Veranderung geht einher
mit einem selektiven Wachstumsvorteil der Zellere Belektion der abnormen Zellen fihrt
zu einer Dezimierung oder einem kompletten Vertlet normalen ES-Zellen wahrend der
fortlaufenden Zellpassagen. Des Weiteren konnteigewverden, dass es mit einer Trisomie
8 seltener zu einer Keimbahntransmission kommtirDden untersuchten Klonen 3D und
10G die Trisomie 8 bestatigt werden konnte, kondieser Befund die verminderte
Keimbahntransmission der embryonalen Stammzellehdem ausbleibenden heterozygoten
Nachwuchs fur den VKORC1L1-Knockout erklaren. Awesnhdn dieser Arbeit verwendeten
Stammzellen der Linie V6.5 werden allerdings antituisfir Genetik in Kéln routinemanig
Chiméaren produziert, die rekombinanten Nachwuchd letztlich auch die jeweiligen
Knockout-Mause hervorbringen (G. Spohn und J. Brginpers. Mitteilung).

Eine japanische Studie aus dem Jahre 2006 berigh¢etdie chromosomale Analyse von 540
embryonalen Stammzelllinien der Maus, die im Zeinavon 2001 bis 2004 in japanischen
Instituten verwendet wurden. Dabei zeigten 66,5% ugersuchten Linien einen normalen
Chromosomensatz, der Rest wies eine veranderten@sammenanzahl von n = 39, 41 oder
42 auf. 35 ES-Zellinien zeigten den abnormen Kagyahit einer Trisomie 8. Ein normaler

diploider Chromosomensatz konnte lediglich fur 88,8er Zellinien, die aus 129Sv-Zellen
gewonnen wurden, bestimmt werden [Sugawara eP@D6]. Diese Untersuchungen zeigen
eine relativ grofRe Verbreitung der VeranderungeteinChromosomenzahl und im Karyotyp
von ES-Zelllinien, die in Japan eingesetzt wurdeéine chromosomale Analyse der ES-Zellen
scheint fur eine erfolgreiche Schaffung von neuen audModellen durch

Keimbahntransmission daher wichtig und sinnvoll.

Leider konnte bis zum jetzigen Zeitpunkt nicht gekiverden, ob der ausbleibende Erfolg bei
der Generierung einer VKORC1L1-Knockout-Maus awd d@irisomie 8 der ES-Zellen und/

oder auf andere Faktoren zuriick zu fuhren ist.
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4.2 Biochemische Charakterisierung des VKORC1L1-Pr@ins

4.2.1 Northern Blot Analysen

Zur Untersuchung eines noch unbekannten Proteietest zahlreiche biochemische
Verfahren zur Verfiigung, die Aussagen zu seineralisétion und Funktion erlauben. Da fir
das VKORCI1L1-Protein bis jetzt keine spezifischemtikorper existieren - einige wurden
ohne Erfolg wahrend dieser Arbeit ausgetestet ewammunhistologische Untersuchungen
wie z. B. Wholemount-Antikbrperfarbungen an Mausgmbhen zur Analyse der
gewebespezifischen Expression nicht mdglich. Dertidon Blot, der fir diese Arbeit
herangezogen wurde, ist eine alternative molekidbirgische Methode zur Untersuchung der
Expressionsrate von Genen in verschiedenen Gewdbendie jeweilige relative mRNA-
Menge. Auf der verwendeten Membran ist die speziBsMarkierung von RNA-Sequenzen
durch die Hybridisierung mit komplementdren Gensondmoglich. Im Falle des
VKORCI1L1-Proteins zeigte sich eine starke Bande ¥dnkb fir Mausgewebe aus Gehirn,
Leber und den Testes. Dies spricht fur eine erhBRpession in diesen Geweben. Aber auch
in anderen Geweben wird das VKORC1L1 auf niedrigeteevel exprimiert, so dass keine
genaue Aussage Uber eine spezifische Expressiosamd tber eine konkrete Funktion des
Proteins getroffen werden kann. Das Vorhandenseis Eroteins in der Leber kdnnte
Ruckschlisse auf seine Beteiligung im Vitamin K-Engk geben, da hier die Vitamin K-
abhangigen Blutgerinnungsfaktoren gebildet werded diese eine Carboxylierung fir ihre
Aktivierung durchlaufen mussen, die Vitamin K edert. Northern Blot Studien zum
VKORC1-Protein zeigten in der Leber ebenfalls dérkste Expression [Rost et al., 2004].
Da das VKORCI1L1 auch im Gehirn exprimiert wird, ke eine Teilnahme am oxidativen
Stressabbau angenommen werden. Die durch die rerBtaffwechselaktivitat erzeugten
freien Radikale sind im Gehirn besonders schéadlsih,dass Reaktionen, die Radikale
unschadlich machen kénnen, besonders wichtig &lbdr Reduktionsvorgange, wie sie auch
im Vitamin K-Zyklus stattfinden, wirde das VKORCZHProtein als Oxidoreduktase
potentiell dafiir in Frage kommen. In den Testesewgine Involvierung des Proteins in die
Keimzellentwicklung wie beispielsweise bei derfeg der Spermien denkbar. Damit hatte
es wesentlichen Einfluss auf die Fertilitat und Bieproduktion. Ein defektes VKORC1L1
oder eine zu geringe Dosis des Proteins in denefdginnte eventuell eine Sterilitat des
Tieres bedingen. Betrachtet man die erhaltenen aleimMause, in denen unter Umstéanden

eine verringerte Dosis des VKORC1L1-Proteins vgtlievenn die Selektionskassette des
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Targetingvektors die Expression des Gens behindslite, konnte dies eine weitere

Erklarung fur das Ausbleiben des Nachwuchses dergaten Chiméren sein.

Des Weiteren tauchen im Northern Blot zwei zusétidiBanden bei einer Hybridisierung mit
der VKORC1L1-cDNA-Sonde auf. Sie besitzen eine @roBn etwa 4 kb und 5,5 kb und
sind in ihrer Expressionstarke jeweils mit der &kl Bande identisch. Dies lasst vermuten,
dass es vielleicht noch weitere Isoformen des VKQ@RIEProteins gibt, die zum Teil
identische Sequenzabschnitte zum L1-Protein auémeigber bisher noch nicht entdeckt
wurden und moglicherweise auf SpleiR3varianten d&ORC1L1-Gens zurlck zu fuhren
sind. Diese Splei3varianten oder Vorlauferprotemiéssten allerdings in etwa denselben
Mengen wie das L1-Protein in den Geweben vorliegeas wiederum unwahrscheinlich ist.
In Datenbanken sind Isoformen dieser Grol3e bisicét merdffentlicht worden. Ein Northern
Blot fur das menschliche VKORC1L1, der im Rahmenm &atdeckung des VKORCI1-
Proteins im Jahre 2004 durchgefihrt worden ist €éudifentlicht), zeigte allerdings ebenfalls
eine Zusatzbande bei 5 kb und bestétigt somitdiBegen Banden aus dem Northern Blot fur
das VKORC1L1 der Maus.

4.2.2 Enzymkinetiken

VKORCL1 und das hier bearbeitete paraloge ProteirDRK1L1 gehéren zu einer neuen
Familie von Proteinen, die zwar in Pro- und Eukatgo weit verbreitet sind (vgl. Kap. 1.1.6
und 3.3.1), bisher aber nur unvollstandig charaditaet werden konnten. VKORCL1 ist die
lange gesuchte Oxdioreduktase des Vitamin K-Zykldig, fir die Rickgewinnung von
Vitamin KH, sorgt, welches im Zuge der posttranslationalerb@ailierung von Proteinen
verbraucht wird [Rost et al. 2004; Li et al. 20@hu et al., 2006; Jin et al., 2007]. Seine
naturlichen Substrate sind die Epoxide von Vitalirnund K. Die physiologische Rolle des
paralogen VKORCI1L1 ist bisher nicht untersucht veordWegen der hohen Homologie auf

Proteinebene lag es nahe, zunachst auf die SubdeatvVKORC1 zurlick zu greifen.

Im Rahmen der enzymkinetischen Untersuchungen wuwttgieMaximalgeschwindigkeit WVax

und die Michaelis-Menten-KonstanteyKfir das VKORC1 und VKORC1L1 der Spezies
Mensch Maus, Ratte und Stachelmaus bestimmt. Desidegen sollten Aufschluss tber die
enzymatische Aktivitat der Proteine und so Ubee iRunktionsweise geben. Auffallig ist,
dass sich die gemessenen Aktivitditen und mit dempler-Software KaleidaGraph

berechneten enzymkinetischen Werte untereinandegeringfiigig unterscheiden. Ein grofer
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Unterschied zwischen den Werten dep.und der K, fir das VKORC1 und fur das
VKORCI1L1 lasst sich nicht feststellen. LediglicrsddKORC1 der Maus besitzt eine halb so
grolle \hax wie ihr VKORCI1L1-Protein. Insgesamt erreicht dasKORC1 seine
Maximalgeschwindigkeit bei niedrigeren Konzentrago von Vitamin K-Epoxid als das
VKORCI1L1. Dies zeigt, dass auch das VKORC1L1-Proteit beinahe gleicher Effizienz
wie das homologe VKORC1-Protein die Umsetzung vaarkin Kx-Epoxid zu Vitamin K-
Chinon bewerkstelligen kann. Die Daten wirden sdarieine Oxidoreduktase-Aktivitat des
VKORCI1L1 im Vitamin K-Zyklus sprechen. Ein weiter@eleg fir diese Annahme ist das im
Protein vorhandene CXXC-Motiv, welches als Redokzen fungiert [Tie et al., 2005;
Oldenburg et al., 2006; Wajih et al., 2007]. Wditer besitzen das C1- und L1-Protein
ahnliche Werte fir die Michaelis-Menten-Konstantg, Mvelche ein Mal3 fur die Affinitat des
Enzyms zum Substrat Vitamin,kepoxid ist. Ein niedriger Wert zeigt dementsprexheine
hohe Affinitat an, d. h. wenig Substrat ist zur tlgéing notig. Auch diese Beobachtung
spricht fUr eine effiziente Aktivitat beider Prateibei der Reduktion von VitaminHpoxid.
Messungen an Lebermikrosomen von warfarinsensitMénsen ergaben einen doppelt so
gro3en VhaxWert flr die Vitamin K-Epoxid-Reduktase [Lasseurat., 2006]. Allerdings
kann mit diesen Werten kein direkter Vergleich atgit werden, da die Ergebnisse auf der
Verwendung von Mikrosomen und von Vitamin-Epoxid beruhen. In dieser Arbeit wurden
dagegen HEK-Zelllysate eingesetzt, die das jeweiligrotein Uberexprimierten. Die

Messungen wurden dartber hinaus mit VitamprEgpoxid durchgefuhrt.

4.2.3 Warfarinhemmestudien fir Mutationen im humanenVKORC1L1-Protein

Eine charakteristische Eigenschaft des paralogefOR&1-Proteins ist seine Sensitivitat
gegeniber dem Antikoagulanz Warfarin. MutationeRatienten und Rattenpopulationen, die
zu einer Resistenz gegen Warfarin fuhrten, warem wesentlicher Schritt bei der
Identifizierung des Proteins [Rost et al. 2004]ridetlich unter dem Selektionsdruck der weit
verbreiteten Bekampfung mit Antikoagulantien sindutBtionen bei warfarinresistenten
Ratten haufig anzutreffen [Pelz et al., 2005]. 8pdblgten dann systematisclie vitro

Mutagenesen an interessanten AminosaurepositiceeNIJORC1 [Rost et al., 2005].

Da das VKORC1L1-Protein die Umsetzung von VitamkEpoxid zum Vitamin K-Chinon
fast ebenso gut wie das VKORCL1 durchfiihren kanh gap. 3.2.6), stellte sich die Frage,
ob das VKORCI1L1-Protein ebenfalls sensitiv gegenub®arfarin ist und durch

entsprechende Mutagenese resistent gemacht wedthernek Zu diesem Zweck wurden flnf
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Mutationen ausgewahlt, die im paralogen VKORC1-@lrokzur partiellen Warfarinresistenz
fuhren, und im Aktivitdtsassay in Anwesenheit voar¥érin gemessen. Bei der Messung mit
Warfarin ist auffallig, dass zwei Mutationen einedistenz zeigten, die fur das VKORC1-
Protein nicht nachgewiesen werden konnte. Es handeth dabei um die
Aminosaureaustausche R65G und V36L im VKORCI1L1étnotDiese Mutationen scheinen
eine andere Funktion zu Ubernehmen als die Amimeadstausche R58G und V29L im
VKORC1-Protein. Beide VKORC1-Mutationen wurden inmssay sensitiv auf Warfarin
getestet und waren nicht resistent, obwohl siedtieRten mit Warfarinresistenz gefunden
wurden [Rost et al.,, 2004]. Die menschliche Mutatibl28R im VKORC1 und die
warfarinresistenten Rattenmutationen Y139C und Yl3@aren im VKORC1L1-Protein
warfarin-sensitiv, im Aktivitatsassay fur das VKOR®rotein war dagegen eine Resistenz
nachweisbar. Zudem zeigten die drei VKORC1L1-Motain L135R, Y146C und Y146F
eine sehr niedrige Basisaktivitdt. Es scheint dtetz hoher Homologie zwischen beiden
Proteinen und gleicher Vitamin K-Recyclingfahigkeiéinen Unterschied in der
Funktionsweise des VKORC1L1 zu geben, da die gdeanMutationen eine andere

Warfarinempfindlichkeit zeigen als die entspreai@mMutationen in VKORC1.

Mehrere Daten sprechen fir die Beteiligung des VIKQRL-Proteins im Vitamin K-Zyklus.
Es besitzt zum einen die Fahigkeit, das Vitamin g&Ed zum Vitamin K-Chinon zu
reduzieren, zum anderen lasst es sich durch Warktstenso wie das VKORC1-Protein
hemmen. Die nahe liegende Annahme, dass es sich W&ORC1L1-Protein um ein
.Backup-Protein* handeln kdnnte, welches beim Alisfas VKORC1-Proteins ,einspringt*
und seine Funktion dbernimmt, widerlegen dagegaigeiBeobachtungen. Patienten, die
eine Warfarinresistenz aufweisen beziehungsweiseima@m erblich bedingten Mangel an
Vitamin K-abhangigen Gerinnungsfaktoren (VKCFD2)jdén, zeigen eine Stdrung im
Vitamin K-Zyklus (vgl. Kap. 1.1.8 und 1.1.10), deaf Mutationen im VKORCZ1-Protein
zurick zu fuhren sind. Das VKORCI1L1 ist bei diedeatienten voll funktionsfahig.
Mutationen in VKORC1 konnen zur klinischen Resigtegegentber Warfarin fihren,
wahrend die ,paralogen” Mutationen in VKORC1L1 zmehestin vitro diesen Effekt nicht
zeigen (vgl. Kap. 3.2.8). Ein intaktes L1-Proteank ein mutiertes Cih vivo nicht ersetzen.
Bei der Erkrankung VKCFD vom Typ 2 liegen Mutationien VKORC1-Protein vor, die zu
einem kompletten Ausfall der Enzymaktivitat fuhrekuch bei diesen Patienten kann das
intakte VKORC1L1 diesen Funktionsverlustvivo nicht ersetzen. Wirde das VKORC1L1
bei einem Ausfall des VKORCL1 als Backup-Enzym sehuégabe Gbernehmen, musste bei
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den Patienten der Recyclingprozess des Vitamin & foiglich die Blutgerinnung dennoch
geregelt und ohne Komplikationen ablaufen. Dariineaus misste dieser Prozess auch
weiterhin in Patienten, die eine Warfarinresisteeanmittelnde Mutation im VKORC1-Protein
besitzen, warfarin-sensitiv sein, wenn das VKORCZHeneinsam mit dem VKORCL1 die
Bereitstellung von Vitamin K-Chinon gewahrleistéine weitere Beobachtung an Knockout-
Mausen fir das VKORC1-Protein bestatigt die Vermgiudass das VKORC1L1 nicht als
Backup-Protein im Vitamin K-Zyklus fur das VKORCH1rfgiert. Diese Mause weisen bei
einem inaktivierten VKORC1-Gen und weiterhin intatkt VKORC1L1-Gen eine gesttrte
und unvollstdndig ablaufende Blutgerinnung auf. Méuse zeigen starke Blutungen und
versterben bereits bei der Geburt, wenn sie niaghtvitamin K zusatzlich gefiuttert werden
(G. Spohn, Daten unverdéffentlicht).

4.2.4 Warfarinhemmstudien fir das VKORC1- und VKORCI1L1-Protein
verschiedener Spezies

Neben der klinischen Bedeutung des VKORCL1 bei dentiblle der Blutgerinnung durch
Antikoagulantien des Warfarin-Typs, spielt die Remnz gegeniber diesen Substanzen eine
okonomisch wichtige Rolle bei der Bekdmpfung vorg&téerplagen. Es wurden daher auch
die VKORC1L1-Proteine der Maus und der Ratte fireriVergleich mit dem menschlichen
Protein herangezogen, um die Warfarinsensitivitit den Nagern zu analysieren. Im
Warfarinassay zeigte sich, dass die beiden Kurvéinvie der Warfarinhemmung bei den
Nagern sehr dem Verlauf des menschlichen VKORCIiriekn. Lediglich die Basisaktivitat
ist bei Maus und Ratte etwas geringer. Eine Wanfasistenz ist fur die wildtypischen
VKORCI1L1-Proteine in keiner Spezies nachzuweisariber hinaus wurde das VKORC1-
Protein der Stachelmaus betrachtet, dessen Seaquehzunverdffentlicht ist. Die Sequenz
wurde mit Hilfe eines in einer Zoohandlung gekaufiéeres ermittelt, daher ist seine genaue
Herkunft nicht bekannt. Die Stachelmaus ist in @ilessZusammenhang von besonderem
Interesse, da durch Untersuchungen an WildfangenAayypten eine Resistenz gegeniiber
Warfarin, Difenacoum und Brodifacoum gezeigt wer#ennte [Mahmoud, Redfern, 1981].
Erstaunlicherweise weist did&comysim durchgefiihrten Assay eine Sensitivitat gegentbe
dem eingesetzten Antikoagulanz Warfarin auf, disigktivitat ist dabei im Vergleich zum
Wildtyp der Maus und der Ratte erniedrigt. Es kaom einen sein, dass die Stachelmaus,
aus der die DNA gewonnen wurde, und die wiederurs @&rundlage fur die
Sequenzierungsanalyse diente, keine natirlichesiRegi aufweist und aus einer Population

stammt, die sensitiv auf Antikoagulantien reagi@rndererseits ist es denkbar, dass weitere
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Mechanismen oder noch unbekannte Enzyme in derh&8taaus existieren, die eine

Warfarinresistenz vermitteln. Es existieren momeriteine Projekte, in denen Stachelmause
systematisch gefangen und auf Resistenzen Ubenpgifien, wie es bei den Ratten und
Mausen der Fall ist. Daher ware die ErweiterungAigsnspektrums auf die Stachelmaus zur

Untersuchung des VKORC1-Gens sicherlich sinnvoll.

4.3 Bioinformatische Analysen des VKORC1L1-Proteins

4.3.1 Sequenzvergleiche des VKORC1- und VKORC1L1-Bteins

Uber ein Multiple Alignment von Aminosauresequenzis VKORC1- und VKORC1L1-
Proteins verschiedener Spezies lieRen sich nichit hmhe Homologien innerhalb der
jeweiligen Proteine, sondern auch zwischen VKOR@d WKORC1L1 nachweisen. Da die
Proteinstruktur des VKORC1L1-Proteins noch unbekastnstellte sich die Frage, wie viele
Transmembrandoménen in diesem Protein vorliegehaAa von Computerprogrammen wie
z. B. Feature Aligner lassen sich unter anderemaiSmembrandomanen vorhersagen. Dabei
wuirde die erste Transmembrandomane die Aminosduter87, die zweite die Aminosauren
92 - 112 umfassen, und die dritte Domé&ne wére aiti®o 114 - 134 zu finden. Die vierte
Transmembrandoméne wirde von den Aminosauren 13%5- gebildet. Ein anderes
Berechungsprogramm z. B. TMHMM nimmt drei Transmeanblomanen an, wobei im
Vergleich zum VKORC1, fur das drei Domanen bestéatigrden [Tie et al., 2005], diese in
den Aminosaurepositionen leicht verschoben sindesDiiegt unter anderem an den
hydrophilen Eigenschaften der konservierten undspézifischen Aminosauren, die sich in
der zweiten und dritten Transmembrandoméane befindefigrund der hohen Homologie
zwischen den beiden Proteinen und der experimentd&kestatigung von drei Doménen im
VKORCL1 ist die Annahme von ebenfalls drei Transmemtoménen fir das VKORC1L1
und deren Lokalisation an den entsprechenden Bwsiti sehr wahrscheinlich. Dartber
hinaus sprechen auch die konservierten Aminosalge’/KORC1L1 und des VKORC1 von
Fischen an der Grenze zwischen Cytoplasma und dsnbven fir die Position der drei
Transmembrandoméanen wie sie in Abbildung 46 gezstigBei zufélliger Mutation und ohne
Selektion ware zu erwarten, dass die konservieted die VKORC1L1-spezifischen
Aminosauren auf das gesamte Protein verteilt siDds Alignment und das daraus
resultierende Proteinmodell (vgl. Abb. 46) zeigeagehen, dass die L1-spezifischen
Aminoséauren sich auf spezielle Positionen wie Wienaauf den Ubergangsbereich zwischen

Cytoplasma und Transmembrandomé&ne und innerhalbzderten und dritten Domane
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konzentrieren. Des Weiteren sind die L1-spezifischminosauren haufig unmittelbar
hintereinander angeordnet. Die Grenzbereiche 3DdeB ersten Transmembrandoméne, 96 -
100 der zweiten und 150 - 154 der dritten Transmandomane in der Abbildung 46
kénnten dartber hinaus ein Hinweis sein, dass dmage Lokalisation dieser Grenzflachen
zwischen Cytoplasma und Membran funktionell wichigg. Die Aminosauren, die im
cytoplasmatischen Teil des Proteins an der Posii®n70 liegen und ebenfalls L1-spezifisch
sind, konnten flr eine weitere Bindung und Fixigrales Substrats zustandig sein, so dass es
in den Bereich zwischen zweiter und dritter Transimendomane eingebracht wird.
Innerhalb der hydrophoben Membran befinden sich dasireaktive Redoxzentrum mit dem
CIVC-Motiv, sowie die angenommene Warfarinbindungls, das TYA-Motiv. Diesen
wichtigen Positionen direkt gegentuber liegen Ulmeneder gelagert vier Aminosauren in der
zweiten Domane, die VKORCI1L1-spezifisch sind undvegids im Abstand von vier
Aminosauren auftreten. Geht man von einer Helix#8nang der Aminosauren aus, wirden
die jeweils vierten Aminosauren das Rickgrat di€seuktur bilden. Dies spricht fur eine
wichtige funktionale Aufgabe der Aminoséuren bei ensetzung des Substrats in diesem
Bereich. Zum anderen konnte dieser Abschnitt gesa@nmit den katalytischen Einheiten in
der dritten Transmembrandomane zusammenwirken andies enzymatische Aktivitat des

Proteins unterstitzen und gewahrleisten.

4.3.2 Evolutiver Stammbaum

Fur die Erstellung eines evolutiven Stammbaums emrdie Aminosauresequenzen des
VKORC1- und des VKORCI1L1-Proteins verglichen. Ubehlgorhithmen von
Computerprogrammen (z. B. CAMA) kann die evolutkenservierung und Entwicklung
dieser Proteine nachvollzogen werden. Mittels daylggenetischen Analysen konnte
aufgeklart werden, dass das VKORC1- und das VKOREGRIotein in aller
Wahrscheinlichkeit aus einem gemeinsamen Vorlaubsgpy durch eine Duplikation
entstanden sind, als sich die Vertebraten im Kambrvor 488 - 542 Millionen Jahren
entwickelt haben. Bei den rezenten Spezies sind Glle und L1-Familien klar zu
unterscheiden (Abb. 45). Interessant ist die Satedung der Fische innerhalb beider
Familien. Sie besitzen ein VKORC1-Protein, welcaessehr vielen Positionen Aminosauren
aufweist, die dem VKORC1L1-Protein der tbrigen ¥braten entsprechen. Bei Betrachtung
der Gesamtsequenz ist dennoch die Zuordnung ziCilezw. L1-Famlie unzweideutig.
Dies deutet darauf hin, dass bei den Fischen da®R@®&LL1- und das VKORC1-Protein

nach der Duplikation noch keine jeweils spezifistheunktionen tGbernommen haben,
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sondern eventuell gemeinsam eine Aufgabe wahrnehmaoh ein Gen-Dosiseffekt ist
denkbar. Erst mit dem Landgang der Vertebrater38ar Millionen hat sich anscheinend mit
der Zeit die spezifische Funktion des VKORC1-Priteausgebildet, die in den im Wasser

lebenden Lebewesen noch nicht erforderlich war.

Die essentielle Rolle des VKORC1 im Vitamin K-Zy&lund damit in der Blutgerinnung ist
eine hoch spezialisierte Funktion, die vor der Ecitlung eines zirkulierenden Blutes nicht
erforderlich war. Nahezu alle untersuchten Prokatgo und viele Invertebraten weisen aber
ein VKOR-ahnliches Gen auf [Goodstadt und Pont2@§)4]. Es kann vermutet werden, dass
die VKORC1L1-Proteine eher die urspriingliche Fumktiieser Proteine beibehalten, die sie
bereits vor der Duplikation ausgefiihrt haben. ErleB dafir ist die - im Vergleich zu
VKORC1 - hohere Konservierung des VKORC1L1-Proteimsschen den Spezies und die
hohe Homologie des VKORC1L1 zum prokaryotischenr|&aferprotein“. Somit scheint das
VKORCI1L1-Protein essentielle Funktionen im Organisnzu tUbernehmen, die bereits vor
der Entstehung der Landvertebraten von groRer Bedgufir das Uberleben der

verschiedenen Spezies waren.

4.3.3 Homologievergleich von Chromosomen verschietgr Spezies zum Menschen

Es konnte durch bioinformatische Analyse gezeigtrdee, dass der Entstehung von
VKORC1 und VKORC1L1 hochstwahrscheinlich eine Dkation eines Vorlaufergens
zugrunde liegt. Um nun zu untersuchen, ob siched@&snduplikation noch in einer rezenten
Spezies durch der Lokalisation der beiden Genedaunfiselben Chromosom fassen lasst,
wurde die Homologie der Chromosomen analysiertmBdienschen liegt das VKORC1-Gen
auf Chromosom 16 und das VKORC1L1-Gen auf Chromogofflr fast alle untersuchten
Spezies liegen die beiden Gene auf unterschiedlicBdromosomen, die jeweiligen
Chromosomenabschnitte und genetischen Kopplungggruentsprechen den VKORC1- und
VKORC1L1-Genbereichen beim Menschen (vgl. Kap. 3.3Eine Genduplikation muss
demnach vor langer Zeit stattgefunden haben undicet mehr in der Anordnung der Gene
auf den Chromosomen erkennbar. Interessanter Wiiden sich bei Hund und Pferd
dagegen die beiden Gene auf dem gleichen ChromoSomfestzustellen, ob die beiden
Gene durch zufadllige Chromosomenumlagerungen umaidpavon der Duplikation des
Vorlaufergens auf demselben Chromosom zu finderd, siwurde die chromosomale
Umgebung der Gene naher analysiert. Beim Pferd diedbetrachteten Gene sehr nah

beieinander lokalisiert und nur durch einen 0,9 gv3en Chromosomenbereich voneinander
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getrennt (vgl. Abb. 48). Beide Gene sind aber TaiNeier verschiedener groRRerer
Chromosomenabschnitte, die sich ,en bloc” bei agnl€@pezies unverandert wieder finden.
Man kann also davon ausgehen, dass sie sich imelLadef Evolution durch Fusion der
Chromosomenabschnitte zuféllig auf dem Chromosomwli8dergefunden“ haben. Beim
Hund liegen beide Gene zwar auf demselben Chromo8pmsind aber durch 16,4 Mb
voneinander getrennt. Wie aus Abb. 48 ersichtlish,das C1-Gen (weiterhin) Teil eines
grof3eren konservierten Blocks, wahrend das L1-Gdigusoliert liegt. Auch das spricht fur
eine zufallig, sekundare Syntenie, die nicht mit degenommenen Genduplikation zu tun
hat. In den betrachteten rezenten Spezies findetadso kein chromosomaler ,Ful3abdruck®

der postulierten Genduplikation.
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4.4  Ausblick

Kenntnisse Uber den Vitamin K-Zyklus, seine begédihn Komponenten sowie deren
Reaktionsmechanismen und die Aufklarung der dredgionalen Struktur des VKORC1
eroffnen die Mdglichkeit, neue fir die Gerinnungsineung effektivere Medikamente mit
weniger starken Nebenwirkungen als die momentagesetzten Vitamin K Antagonisten zu
entwickeln. Auch koénnten langfristig Coumarindetevageneriert werden, die eine
vereinfachte Dosierung und so eine bessere Einsteldes Patienten auf das Praparat
ermdglichen. Im Zusammenhang mit der Proteinaufyaimg des VKORC1-Proteins lie3en
sich auch Bindungsstudien des Warfarins an dagakisserte und reine VKORC1 mit
anschlieBender Rontgenstrukturanalyse durchfuhres konnte dazu dienen, die
Charakterisierung der exakten Bindungsstellen voimarMn K aufzuklaren und den
Wirkmechanismus der Coumarine als Vitamin K-Antagtem auch auf molekularer Basis
besser zu verstehen. Dazu wurde in Zusammenarbéitdem Max-Planck-Institut far
Biophysik in Frankfurt am Main der Versuch einerfingung und der Kristallisation des
VKORC1- und des VKORC1L1-Proteins unternommen. Pim®teine konnten bereits in
groBen Mengen in der HefRichia pastorisrekombinant exprimiert werden. Allerdings
erwies sich die Aufrechterhaltung der Reduktasekfon bzw. die Solubilisierung der
integralen Membranproteine als sehr schwierig. Bimukturaufklarung des VKORC1L1-
Proteins kdnnte Hinweise auf Substratbindungsparind so auf seinen Wirkungsort geben.
Weiterhin wére die Aufreinigung der beiden homolodioteine wichtig fir die Herstellung
von Antikorpern gegen spezifische Epitope, so d&smmunoprazipitationen die
Identifizierung weiterer Bindungspartner fir das ®RC1 und das VKORC1L1 mdglich
machen. Die Interaktionspartnersuche ist besonde&ish fir das VKORCI1L1-Protein
interessant, da seine Funktionen und die Stoffwedalegye, in welche es involviert ist, noch
nicht aufgeklart werden konnten. Der Phanotyp eit€ORC1L1-Knockout-Maus kénnte im
Hinblick darauf ebenfalls Aufschluss geben, so dlissGenerierung dieser Maus weiterhin
ein wichtiges Ziel ist. Da eine VKORC1-Knockout-Matbereits existiert, ware eine
Kreuzung der beiden transgenen Tiere zur Schaffemgr Doppelknockout-Maus ein
weiteres interessantes Forschungsgebiet. So kortitdslicke gewonnen werden, ob die

beiden Proteine miteinander interagieren und sicghrer Funktion beeinflussen.
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