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Einleitung

Dieser Bericht soll eine Reflexion meines vierwochigen Praktikums in der AG Neumann der
Universitidt Bonn liefern. Dabei werde ich neben der eigentlichen praktischen Arbeit auch auf
personliche Eindriicke und Erfahrungen wéhrend meiner Tatigkeit eingehen

Wihrend der ersten Woche des Praktikums bestand die Aufgabe fiir mich darin, die wesentlichen
Grundlagen der Arbeit im Labor kennenzulernen. Dazu zéhlte neben dem FEinarbeiten in
verschiedene Protokolle und Arbeitstechniken auch das Verstehen der theoretischen
Hintergriinde derselben. So wurde ich einerseits mit Methoden aus der Molekularbiologie
vertraut gemacht, andererseits musste ich die Erfahrung machen, dass die Zellen fiir die
neurobiologischen Experimente aus Gehirnen von Méusen gewonnen werden miissen.

Diese Woche erlaubte mir auerdem einen ersten Einblick in die Projekte und Zielstellungen der
Wissenschaftler der Arbeitsgruppe. Denn ich durfte verschiedensten Experimenten aller
Wissenschaftler der AG beiwohnen. Die praktische Tétigkeit meinerseits blieb in dieser Woche
relativ beschrinkt, so dass sich langsam eine gewisse Enttduschung diesbeziiglich in mir
aufbaute.

Nach dieser einwochigen Einarbeitungsphase erhielt ich jedoch gliicklicherweise die
Moglichkeit, ein ,eigenes Projekt zu verfolgen und so meinen Wunsch nach praktischer
Titigkeit umzusetzen. Das mir iibergebene Projekt war von einem der Wissenschaftler der AG
einst erdacht und begonnen, allerdings nie fertiggestellt worden. Auf die Arbeit an diesem
Projekt soll im Folgenden etwas genauer eingegangen werden.

Grundlagen und Ziele der Arbeit

Die Arbeit der AG Neumann befasst sich im Wesentlichen mit neuronalen Krankheiten und
deren molekularen Ursachen in den Lebensprozessen neuronaler Zellen.

Dabei geht es unter Anderem auch darum, die Anzeichen solcher Krankheiten moglichst friih zu
erkennen um den Krankheitsverlauf vollstindig erfassen und verstehen zu konnen.

Eine Moglichkeit der Fritherkennung auf zellulirer Ebene wird durch die Mitochondrien
moglich. Denn oftmals ist der Energiestoffwechsel sehr frith im Krankheitsverlauf von
UnregelméiBigkeiten betroffen. Das hier vorzustellende Projekt hat diese Fritherkennung eines
abnormen Energiestoffwechsels zum Ziel.

Um dies zu realisieren muss der Zustand der ATP-Gewinnung in den Mitochondrien messbar
gemacht werden. Dies wird durch eine mutierte Form des GFP (green fluorescent protein)
moglich. Die Fluoreszensaktivitit dieses sogenannten GFPredox ist abhingig vom
Redoxpotential der Membran in die dieses Protein integriert ist.

Die grundlegende Idee besteht also darin, von der Fluoreszensaktivitit des GFPredox auf den
Zustand des Stoffwechsels in den Mitochondrien zu schlieBen.

Dazu miissen aber zwei weitere Probleme geldst werden:

Zum Einen muss das GFPredox irgendwie in die innere Mitochondrienmembran integriert
werden.

Zweitens muss zur Messung der Fluoreszensaktivitit dieses Proteins eine Basis geschaffen
werden auf der vergleichbare Messungen moglich sind.

Um diese beiden Ziele zu erreichen soll das GFPredox mit zwei weiteren Proteinen ,,in fusion®
gebracht, d.h. als eine Aminosdurekette und damit faktisch als ein Molekiil exprimiert werden,
ohne dass Struktur und Aktivitit der drei urspriinglichen Proteine negativ beeintrichtigt werden.
Das erste dieser Proteine (mito) wird nach erfolgter Translation im Cytoplasma in die innere
Mitochondrienmembran transportiert. Durch die Verbindung der Proteine zu einem Molekiil
wird damit auch das GFPredox mit in die innere Membran der Mitochondrien integriert.



Um eine vergleichbare Messung zu ermdglichen wird ein weiteres Fluoreszensprotein (mRFP —
monomeric red fluorescent protein) integriert, welches unabhingig vom Redoxpotential der
Mitochondrienmembran stets die gleiche Fluoreszensaktivitit zeigt. Damit fungiert dieses
Protein als Kontrollméglichkeit. Denn ein Vergleich der Fluoreszensintensitét ist nur zwischen
GFPredox und GFPredox, nicht aber zwischen GFPredox und mRFP moéglich. Somit muss die
Fluoreszensaktivitit des GFPredox der zu untersuchenden Zelle mit dem einer ,,gesunden
verglichen werden. Dabei darf sich die Intensitét der Fluoreszens des mRFP zwischen den beiden
Zellen nicht unterscheiden. Ist dies dennoch der Fall, liegt ein Fehler im Messsystem vor.

Im fertiggestellten System ldsst demnach der Vergleich der Fluoreszensintensitit von GFPredox
zwischen gesunden und erkrankten Zellen einen Riickschluss auf die, eventuell durch die
Krankheit ausgelosten, Storungen im Energiestoffwechsel zu.

Arbeitsweise- und techniken

Die Realisierung des Projekts sollte in drei prinzipiellen Schritten erfolgen:

1. Das Fertigstellen und Vermehren des entsprechenden Plasmiden (Cloning)

2. Einbringung des Plasmiden in neuronale Zellen (Transfektion)

3. Messung der Fluoreszensaktivititen und Vergleichsmessungen (Priifen des Systems)

Auf die praktische Umsetzung dieser Schritte soll im Folgenden etwas niher eingegangen
werden. Zu Allen genannten Arbeitstechniken findet sich ein Protokoll im Anhang.

1. Cloning

Wie bereits erwihnt handelt es sich um die Fortsetzung eines bereits begonnen Projektes. Daher
verfiigte ich zu Beginn der Arbeit bereits iiber einen viralen Plasmiden (pLenti-CMV-mito-
mRFP) in dem sich die Proteine mito und mRFP ,,in fusion* befanden.

Bael - 106 - AChnGT Ay Cnnnnnnn_nnnom'
BSeel - 139 - GrTACnnnnGTnnnnomnnnn_nnnnm'

Peil - 7310 - A'CATG_T

Aecel - 738 - GT'mk_AC

Notl - 920 - GC'GGCC_GC
E¢aNI- 942 - CCTon'n_nnAGG
Mfel - 961 - C'AATT G

BinvCI-1196 - CC'TCA GC
Bpulll - 1196 - CC'TnA_GC

SerDI - 1706 - GG'GwC_CC

Clal - 1795 - AT'CG_AT

Ndel - 1989 - CA'TA TG

SnaBI - 2095 - TAC'GTA

BsmBI - 2344 - CGTCTCn'nnnm_
Spel - 2406 - A'CTAG T

Scal - 5041 - AGT'ACT
Begl - 5918 - GCAnmnnnn T C Gumnonnmnnnn_nn"
Begl - 5884 - CGAnnmmnn T GCnnmmnmmnnn_nn'
Nhel - 2520 - G'CTAG_C
Xeml - 2522 - CCAnmum._n'nnnnTGG
Bmfl - 2524 - G_CTAG'C
FspAl - 2574 - rTGC'GCAy
SH1 - 2866 - CC_TGCA'GG
Psi] - 2866 - C_TGCA'G
BsXI - 3068 - CCAn_nmmn'nTGG
SgrAl - 3192 - Cr'CCGG_yG
PspXI- 3201 - vC'TCGA_GCh
Xhal - 3201 - C'TCGA G
PspOMI - 3213 - G'GGCC_C
Apal - 3217- G_GGCC'C
Sacll - 3220 - CC_GC'GG
BstBI- 3224 - TT'CG_AA
Ml - 3168 - A'CGCG_T
SexAl - 3304 - A'CCwGG_T - dem methylated!
Xmal - 3648 - C'CCGG_G
Smal - 3650 - CCC'GGG
Bell - 3678 - T'GATC_A - dam methylated!
Pl - 3687 - CAC'GTG
Hincll - 3692 - GTy'tAC

Diralll - 5282 - CAC_mn'GTG
NNeel - 5176 - GCC'GGC
NgoMIV - 5174 - G'CCGG_C

821 - 4794 - GGCCn_nnn'nGGCC

Kpnl -4174 - G_GTAC'C
Acc651-4170 - G'GTAC C

Blpl - 4151 - GC'TnA_GC

BsaBI - 4054 - GATin'timATC - dam methylated!

Abbildung 1: pLenti-CMV-mito_mRFP_[]_END




Die Aufgabe bestand nun darin, auch GFPredox, welches sich ebenfalls innerhalb eines
Plasmiden befand, in dieses Konstrukt einzufiigen und zwar so, dass sich auch dieses Protein ,,in
fusion mit den anderen beiden befand.

Um die ersten Arbeitsschritte ausfithren zu konnen, wurden die Sequenzen von GFPredox und
des pLenti benotigt:

Ausschnitt aus pLenti-CMV-mito-mRFP:

ATG TCC GTC CTG ACG CCG CTG CTG CTG CGG GGC TTIG ACA GGC TCG
GCC CGG CGG CTC CCA GTG CCG CGC GCC AAG ATC CAT TCG TTG GGG
GAT CCA CCG GTC GCC ACC

CTC GAG TCT AGA| GGG CCC GCG GTT CGA AGG

Der graue Bereich des pLenti ist die Sequenz des Proteins mito. Griin markiert folgen sechs
Nukleotide, welche die Erkennungssequenz des Restriktionsenzyms Nhel darstellen. Der rot
markierte Bereich ist die Sequenz des mRFP. Die nachfolgende, gelb markierte Sequenz ist die
Erkennungsstelle fiir das Restriktionsenzym Xhol. Tiirkis markiert ist die Erkennungssequenz
fiir Apal, ein weiteres Restriktionsenzym. Der rot markierte Codon am Ende ist der Stopcodon.
Die Erkennungssequenzen fiir Xhol und Apal treten im gesamten pLenti nur an der hier
gezeigten Stelle auf, so dass eine Verwendung dieser Enzyme zur Integration des GFPredox
passend schien.

GFPredox:

BB G TGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCATCCTGGTCGAGCTGGACGGCGACGTAAACGGCCA
CAAGTTCAGCGTGTCCGGCGAGGGCGAGGGCGATGCCACCTACGGCAAGCTGACCCTGAAGTTCATCTCCACCACCG
GCAAGCTGCCCGTGCCCTGGCCCACCCTCGTGACCACCCTGTCCTACGGCGTGCAGTGCTTCAGCCGCTACCCCGAC
CACATGAAGCAGCACGACTTCTTCAAGTCCGCCATGCCCGAAGGCTACGTCCAGGAGCGCACCATCTTCTTCAAGGA
CGACGGCAACTACAAGACCCGCGCCGAGGTGAAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGGGCA
TCGACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTACAACTACAACTGCCACAACGTCTATATCATG
GCCGACAAGCAGAAGAACGGCATCAAGGTGAACTTCAAGATCCGCCACAACATCGAGGACGGCAGCGTGCAGCTCGC
CGACCACTACCAGCAGAACACCCCCATCGGCGACGGCCCCGTGCTGCTGCCCGACAACCACTACCTGAGCACCTGCT
CCGCCCTGAGCAAAGACCCCAACGAGAAGCGCGATCACATGGTCCTGCTGGAGTTCGTGACCGCCGCCGGGATCACT
CTCGGCATGGACGAGCTGTACAAGHEH

Die Sequenz des GFPredox unterscheidet sich durch vier Punktmutationen von der des Wildtyp -
GFP. Rot markiert sind Start- und Stopcodon.

Wird nun der oben gezeigte pLenti mit Xhol und Apal verdaut erdffnet sich die Moglichkeit, die
Sequenz des GFPredox zu integrieren. Dafiir miisste diese aber iiber die gleichen



Erkennungssequenzen verfiigen, um eine Ligation mit Hilfe der ,klebrigen Enden“ zu
ermoglichen. Dies war nicht der Fall.

Und an dieser Stelle war ich das erste (aber garantiert nicht das letzte) Mal wihrend des
Praktikums richtig iiberrascht:

In der Schule hatte sich mir die ganze Sache so dargestellt:

Wenn das zu integrierende Gen und der Plasmid zufillig an einer Stelle die gleichen
Erkennungssequenzen fiir Restriktionenzyme aufweisen, kann sich der Forscher freuen und
weiterarbeiten. Ist dies nicht so, hat er Pech gehabt und macht sich auf die Suche nach einem
neuen Plasmiden.

Die Losung ist dahingegend verbliiffend einfach: Das Zauberwort heifit ,,Primer”. Genauer
gesagt: die Primer, die fiir eine PCR (Polymerasekettenreaktion — Protokoll im Anhang) bendtigt
werden.:

Um das GFPredox aus dem Plasmiden herauszuldsen wurde eine PCR angesetzt, die die Sequenz
des GFPredox als Zielsequenz hatte. Aber nicht nur das:

Durch das Design der Primer war es moglich, vor bzw. hinter die Sequenz des eigentlichen
GFPredox die Erkennungssequenzen von Restriktionsenzymen zu platzieren. So wurden an den
,forward*“-Primer des GFP (rosa markiert) die Erkennungssequenzen fiir Xhol (gelb markiert)
und Bgl II (griin markiert) vorn angefiigt:

w200 EENEEATGGTGAGCAAGGGCGAG

Die zusitzlich eingefiigte Erkennungssequenz fiir Bgl II dient als “Platzhalter”. Denn wie gesagt
befinden sich die drei Proteine ,,in fusion®, d.h. sie sind verbunden. Je weiter sie jedoch
innerhalb dieser Fusion rdumlich voneinander entfernt sind umso wahrscheinlicher ist es, dass
sie ihre urspriingliche Konformation und damit eine nicht beeintrichtigte Aktivitit aufweisen.

Ebenso wurde mit dem “reverse”-Primer verfahren; hier wurde die Erkennungssequenz fiir Apal
(tiirkis markiert) angefiigt (ein Platzhalter wird hier nicht benétigt, da das Ende der Sequenz
erreicht ist):

GGCATGGACGAGCTGTACAAGTAAGGGCCC

Da es sich hier um den reverse-Primer, also den riickwirts gerichteten Primer handelt musste die
gezeigte Sequenz noch umgekehrt und komplementiert werden, um an die entsprechende DNA-
Sequenz binden zu kdnnen:

GGGCCCTTACTTGTACAGCTCGTCCATGCC

Nach erfolgreicher PCR erhielt ich somit die vervielfiltigte Sequenz des GFPredox, die nun tiber
die entsprechenden Erkennungssequenzen fiir Xhol und Apal verfiigte.

Die Analyse des fertigen PCR-Gemisches mit Hilfe eines 1%igen Agarosegels zeigte, dass eine
Sequenz von ca. 700bp Linge vervielfiltigt worden war: mit sehr hoher Wahrscheinlichkeit
handelte es sich um die DNA-Sequenz des GFPredox.

Als nichster Schritt wurde eine sogenannte Gel-Extraktion durchgefiihrt. Dabei wurde die Bande
des Gels in welcher sich die DNA des GFPredox befand entnommen und die DNA wurde isoliert
und gereinigt.

Im nédchsten Schritt wurde die aufbereitete GFPredox — DNA mit den Restriktionsenzymen Apal
und Xhol geschnitten (,,Restriction Digestion*). Damit wurden die bendtigten klebrigen Enden
fiir die spitere Ligation erzeugt. Nach einem weiteren Reinigungsschritt (Clean-up) war die



GFPredox — DNA fertig fiir die Ligation mit dem pLenti. Dieser wurde parallel zu den
beschriebenen Schritten ebenfalls fiir die Ligation vorbereitet.

Dazu wurde auch hier eine Restritionsverdauung mit Xhol und Apal vorgenommen.
Nachfolgend wurde eine Gel-Analyse verbunden mit einer Gel-Extraktion durchgefiihrt um zum
Einen das kurze herausgeschnittene Stiick DNA, aber auch Puffer und Proteine der Restriktion
zu beseitigen und die DNA somit zu reinigen.

Nun wurde die Ligation angesetzt, d.h. pLenti und GFPredox-Sequenz sollten mit Hilfe einer
DNA - Ligase zu einem Plasmiden verschmolzen werden.

Als Nichstes musste ein Selektionsprozess folgen, denn im DNA-Gemisch befianden sich neben
dem gewiinschten Plasmiden eine grofle Zahl ungewollter DNA-Verbindungen. (z.B. der
unverdnderte pLenti oder die GFPredox-Sequenz).

Hierfiir wurde eine Transformation durchgefiihrt, d.h. die DNA wurde durch Hitzeschock in
E.coli — Bakterien eingeschleust.

Die Inkubation dieser E.coli auf einer Agarplatte mit dem Antibiotikum Ampicillin stellte den
ersten Selektionsschritt dar. Denn der pLenti enthielt neben den bereits angesprochenen Genen
auch die Sequenz fiir eine Resistenz gegen Ampicillin. Somit konnten nur solche Bakterien
Kolonien bilden, die den Plasmiden (und damit faktisch die ,,Resistenz‘‘) aufgenommen hatten.
Ein zweiter Selektionsschritt wurde auf zwei Wegen abgesichert:

Von den sich entwickelnden Klonen wurden acht mit Hilfe einer Impfschlinge aufgenommen
und je in ein seperates Fliissigmedium iiberfiihrt. Nach 8h Inkubationszeit wurde eine sogenannte
Minipreparation von DNA durchgefiihrt. Dabei wurden die Plasmide aus den Bakterien der acht
Klone einzeln isoliert und gereinigt.

Ein erster Weg zur Uberpriifung, ob einer oder mehrere der Klone ,,positiv* waren, d.h. den
Plasmiden mit dem GFPredox aufgenommen hatten, stellte wiederum eine PCR dar. Mit den
bereits vorgestellten Primern wurde eine solche PCR angesetzt. Befand sich GFPredox im
Plasmiden, so wurde es vermehrt. Sichtbar wurde das Ergebnis dieser PCR wiederum durch
Analyse in einem Agarosegel.

Abbildung 2: Gelanalyse der Plasmid-DNA von Kolonien von E.coli nach Transfektion mit pLenti mito-mRFP-
GFPredox Plasmid und nachfolgender PCR mit GFPredox-Primern.
M: Marker; 1-8: zu untersuchende Klone; -c: Negativkontrolle (kein Zusatz von DNA bei der PCR)

Hier sind bei den Klonen 1 und 2 deutlich Banden von DNA der Linge 700bp zu erkennen. Dies
lasst auf positive Klone schlieBen. Die Linge der DNA der Banden lésst sich anhand des




Markers (hier ganz links, mit ,,M* bezeichnet) ablesen. Jede Bande auf der Linie der Marker-
DNA entspricht, von unten beginnend, 250bp. Die deutlich sichtbaren Banden der Klone 1 und 2
befinden sich knapp unter der 750bp-Bande des Markers und haben somit eine Lénge von ca.
700bp.

Um das Ergebnis der Klone 1 und 2 zu iiberpriifen wurde die restliche DNA der dieser Klone
nochmals einer Restriktion mit Xhol und Apal unterzogen. Die nachfolgende Gel-Analyse sollte
fiir einen positiven Klon wiederum eine Bande DNA der Linge 700bp liefern, da GFPredox aus
dem Plasmiden herausgeschnitten wird:

Abbildung 3: Gelanalyse der Plasmid-DNA von Kolonien von E.coli nach Transfektion mit pLenti mito-mRFP-
GFPredox Plasmid und nachfolgender Restriktion mit Xhol und Apal..

M: Marker; 1-3: zu untersuchende Klone; -c: Negativkontrolle (Restriktion eines Plasmiden ohne
Erkennungssequenzen von Xhol und Apal)

Wie zu erkennen ist, zeigt sich jedoch nur bei Klon 2 eine solche Bande. Dies lédsst darauf
schlieBen, dass das scheinbar positive Resultat von Klon 1 im ersten Uberpriifungsschritt auf
eine Kontamination zuriickzufiihren ist. Denn schon eine minimale, ungewollte Verunreinigung
des PCR-Gemisches mit der GFP-Sequenz geniigt, um das oben gezeigte ,,positive Resultat der
PCR hervorzurufen.

Aber Klon 2 war auch dieser Analyse zufolge positiv, so dass mit diesem weitergearbeitet
werden konnte. Die verbliebenen Bakterien wurden wiederum in Fliissigmedium {iiberfiihrt und
vermehrt. Eine Maxipreparation von DNA lieferte eine ausreichend gro3e Menge des Plasmiden
fiir die weitere Arbeit.

Damit war die Prozedur des Klonens abgeschlossen. Die entsprechende Sequenz des pLenti sah
nun wie folgt aus:

ATG TCC GTC CTG ACG CCG CTG CTG CIG CGG GGC TTG ACA GGC TCG
GCC CGG CGG CTC CCA GTG CCG CGC GCC AAG ATC CAT TCG TTG GGG
GAT CCA CCG GTC GCC ACC




GGG CCC GCG GTT CGA AGG

Hier befinden sich nun im sonst unverdnderten pLenti zwischen den Erkennungssequenzen von
Xhol (gelb) und Apal (tiirkis) die Erkennungssequenz von Bgl II (dunkelgriin) und die Sequenz
des GFPredox (rosa). Demzufolge befanden sich nun alle drei gewiinschten Proteine ,,in fusion*

im pLenti.

Bacl - 106 - ACnnanGTAyCannnnnn _nnnn'
T acL- 139 - GrIACnannCInnnnnnnann_nnnnn®
Peil- 8030 - A'CATG_T O b
2 3l 609 - TCC'CCA - dam mothylatod!
1852 - CTATCCrnnnn_n' socl - 738 - Gl'mk_AC

M- CTCCA L . Sapl- 878 - GCTCTICA'nn_
. -m- Holl - 920 - GC'GECC_GC
o h‘ Zagl- 930 C'CECC_C

‘ EzoNI - 942 - CCTn;n‘n_nnACC
FHI- 7310 - TCATC_A ’

el - 961 - C'AATT G
Hehlesnsan /

£/

/4

FByCL- 1196 - CCTCA_CC

Bowl - 1366 - CAATC_Cn'

PruMI- 1706 - xG'GwC_Cy
SanDI- 1706 - CC*GwC_CC
Clal - 1795 - AT'CC_AT
NZeI- 1989 - CATA_TG
SraBl - 2095 - TAC'GTA
EomBI - 2344 - COTCTCn'nnnn,_
¥pal- 2394 - T'CTAG_A
FamHI - 2400 - C'GATC_C
Spel - 2406 - A'CTAG_T
FMI- 2495 - CCAn nnn'nTGG
FarcHI- 2501 - C'GATC_C
421 2807 - A'CCGC_T

AclT- 6913 - AA'CC_TT

Seal - 6661 - ACT'ACT
Bagl - 6638 - CCAnnnnnnTCCRRnnnnnAnn_nn"
Fogl- 6604 - CCAnnannnTCCnnnnannnnn_nn'

Aell - 6340 - AX'CE.

Apall- 6470 - CTCCA_C

kel - 28I0 - C'CTAC_C
Yem - 2522 - CCAnnan_n'nanTGC
Fmel - 2524 - G_CTAG'C

FspAL- 2674 - fIGC'GCAY

FoEIL - 2666 - C'CTnAC_C

Aol - 6070 - CCAnnRARACTICnnnannn_nnnnn’ - .h , w// BT - 2837 - G'CTaAC_C
41 6038 - GAACnRnARRTCCannnann_annnn’ /
Dralll - 6002 - CAC ann'GTG
Hael- 5896 . GCC'CEC
HzoMIV - 5894 - G'CCGG_C

1- 6337 - AATATT
BoiV1- 6305 - GIATC Cannnn_n"
HI. 6302 - TCATC_A

SpI- 6207 - AATATT

pLENTI-CMV-mitoRFP1-GFPredox-END
8440 bp

St - 2866 - CC_ICCA'GE
P21- 2866 - C_TCCA'C.
4lo] - 2891 - CCARRRRARCTTCRRNARANR_Anann’
/ "IN - 2850 - CCAn_nnn'nTGG
“AXI- 3068 - CCAn_nnnn'nTGC

40ll- 661 - C'CTAC_G
SFL-8514- CCCCn_nannCOCC
o346 - CAATC,_Cn’
45077 - CTTAR_G
Jom- 4894 - €_GTAC'C
“eBFL- 4890 G'GTAC_C
Epl- 4871 CCTnA_CC
55aBI 4774 - CATAR'nATC - dam methylated!
- 4707 - TCG'CCA - dam medhylated!
‘oM - 4635 - £G*GuC_Cy
Eagl- 4692 C'CGCC_G
el 4479 - TCGCCA .
Finell- 412 - CTy'eAC , | S
Pl 407 - CAC'CTC S
Boll- 4398 - TGATC_A - dam methyloted!
AL AT CLeeSe i - 4099 . CCAnnnnnnTCCannnnnnnnn_nn
e ik SerAl- 4114 - ACOWGE_T- dem methylated!
- B 4167 - ATG'CAT

el 4169 - A TCCAT

441- 4171 - CCAnnnannICCanannannnn_nn'

Apal- 3937 - G_CGCC'C
SacTl - 3940 - CC_CC'GC

Abbildung 4: pLenti-CMV-mito_mRFP_GFPredox-END




2. Transfektion von neuronalen Zellen

Im zweiten Abschnitt der Arbeit bestand das Ziel nun darin, den erzeugten und vermehrten
Plasmiden in neuronale Zellen einzubringen.
Hierbei wurden prinzipiell drei Transfektionsexperimente durchgeﬂihrtlz

Im ersten dieser Experimente wurden Neuroblastomazellen (Zellen eines Gehirntumors bei
Miusen) mit dem geklonten Plasmiden (pLenti-CMV-mito-mRFP-GFPredox-END) transfiziert.
Damit sollte zunichst Gewissheit iiber die Expression der Gene des Plasmiden gewonnen
werden. Nach einer Inkubationsphase von drei Tagen und nach erfolgter Fixierung der Zellen mit
4% Paraformaldehyd waren mit Hilfe des Fluoreszensmikroskopes tatsichlich eine groBe Anzahl
transfizierter Zellen zu erkennen, welche die Fluoreszensmuster von GFPredox und mRFP wie
erwartet in den Mitochondrien zeigten.

A B C D
Abbildung 5:
Neuroblastomazellen der Zelllinie NIE drei Tage nach Transfektion mit pLenti-CMV- mito_mRFP_GFPredox-END
Plasmid. Fixiert mit 4% Paraformaldehyd. Aufnahmen durch konfokales Mikroskop.
A: GFP - Signal; B: RFP-Signal; C: Kolokalisation von GFP und RFP Signal D: Transmissionslichtbild der
untersuchten Zellen.

Das zweite Experiment wurde ebenfalls mit den angesprochenen Neuroblastomazellen
durchgefiihrt. Allerdings wurden diese nicht mit dem neu erzeugten Plasmiden (pLenti-CMV-
mito-mRFP-GFPredox-END) sondern mit dem, zu Beginn der Arbeit vorhandenen Plasmiden,
ohne integriertes GFPredox (pLenti-CMV-mito-mRFP-[]-END) transfiziert. Dies war notwendig
um eine Negativkontrolle zu erzeugen.

Denn bei diesen Zellen sollte zwar eine rote Fluoreszens (durch das vorhandene mRFP), nicht
aber eine griine (denn GFPredox war nicht im Plasmiden integriert) zu erkennen sein. Diese
Kontrolle sollte ausschlieen, dass die rote Fluoreszens des mRFP durch die entsprechenden

! Dazu wurde eine Form der Transfektion (effectene - transfection) genutzt, die den Plasmiden in die Zellen einschleust, aber
nicht ins Genom integriert. Im Gegensatz dazu steht die stabile Transfektion die durch die Verwendung von Viren das
gewiinschte genetische Material ins Genom der Zelle einfiigt. Die stabile Transfektion, die eine ldngerfristige
Fluoreszensaktivitit der Zellen zur Folge gehabt hitte, wire in diesem Fall durch die Verwendung des viralen pLenti — Plasmiden
moglich gewesen. Unter Beachtung des zeitlichen Rahmens sowie der Ziele der Arbeit schien dies jedoch nicht sinnvoll.




Filter des Mikroskops auch als griine sichtbar wurde und somit félschlicherweise auf GFPredox
geschlossen wurde.

Nach drei Tagen wurden die so transfizierten Zellen fixiert und auf ihre Fluoreszens gepriift. Wie
erwartet wurde, war lediglich eine rote, nicht aber eine griine Fluoreszens innerhalb der
Mitochondrien zu erkennen. Demnach beruht die griine Fluoreszens der Zellen des ersten
Experiments nicht auf fehlerhafter Interpretation oder Kontamination der Filter des Mikroskops,
sondern tatsdchlich auf der Aktivitit des integrierten GFPredox.

A B C D
Abbildung 6:
Neuroblastomazelle der Zelllinie NI1E drei Tage nach Transfektion mit pLenti-CMV- mito_mRFP_[ ]-END Plasmid.
Fixiert mit 4% Paraformaldehyd. Aufnahmen durch konfokales Mikroskop.
A: GFP - Signal; B: RFP-Signal; C: Kolokalisation von GFP und RFP Signal D: Transmissionslichtbild der
untersuchten Zelle.

Im dritten Experiment wurden schlielich Neuronen mit dem gewonnen Plasmiden transfiziert.
Denn Neuroblastomazellen eignen sich aufgrund ihrer hohen Transfektionsrate und ihrer
relativen Unempfindlichkeit gegeniiber verschiedenen Umwelteinfliissen zwar sehr gut fiir erste
Kontrollen nach einem Cloning, um aussagekriftige Ergebnisse zu erhalten ist es aber generell
notwendig, sich ,,gesunder Neuronen zu bedienen. Denn schlieBlich handelt es sich bei
Neuroblastomazellen um Tumorzellen. In diesen Zellen sind auf Grund verschiedener
Mutationen nahezu alle Lebensprozesse in irgendeiner Art und Weise abnorm, so dass
allgemeingiiltige Aussagen nahezu unmoglich sind.

Die Transfektion der Neuronen verlief leider nicht erfolgreich. Der Grund hierfiir lag in einer
Kontamination der entsprechenden Petrischale mit Bakterien, so dass die transfizierten Neuronen
abstarben bevor eine Untersuchung der Fluoreszensaktivititen moglich wurde. Eine erneute
Transfektion lie der begrenzte zeitliche Rahmen des Praktikums leider nicht zu, da eine
Transfektion von Neuronen nur einmal wochentlich moglich war, wenn die Zellen aus
Mausembryos gewonnen wurden.

3. Ausblick: Entwickeln eines Arbeitsablaufes zu Messung und Eichen des Systems

Die bisherigen Ergebnisse lieferten nur die Grundlage fiir die eigentliche Arbeit bei der
Entwicklung des gewiinschten Messsystems. Denn in weiteren Schritten miissten transfizierte
Neuronen bestimmten Umwelteinfliissen ausgesetzt werden, um die Sensitivitit und
Funktionalitit des Messsystems zu priifen, da bisher die Reaktion des GFPredox auf verdnderte
Redoxpotentiale der inneren Mitochondrienmembran nicht erprobt werden konnte. Weiterhin
miissten quantitative Messungen beziiglich der Fluoreszensintensitit von gesunden und
erkrankten Neuronen durchgefiihrt werden, um eine Art Eichung des Systems vorzunehmen, d.h.
um herauszufinden in welchem MaBe sich die Fluoreszensintensitit des GFPredox unter
bestimmten Umwelteinfliissen @ndert.




Fiir diese Schritte blieb im vierwochigen Praktikum verstidndlicherweise nicht ausreichend Zeit.
Dennoch wurden durch die Arbeiten des Cloning und der ersten Transfektionen die Grundlagen
fiir die beschriebenen weiteren Schritte gelegt, die in der Arbeit der AG Neumann auf Grund der
wichtigen Rolle der Mitochondrien in Stoffwechsel und Transportvorgingen der Neuronen
durchaus Teil eines Projektes werden kdnnen.

Schluss

Zum Abschluss dieses Berichtes werde ich nun versuchen, meine personlichen Eindriicke noch
einmal zu sammeln und kurz festzuhalten.

Ich durfte vier Wochen lang die Arbeitsatmosphire einer wissenschaftlichen Arbeitsgruppe auf
dem Feld der Neurobiologie verfolgen. Dies allein sollte schon fiir sich sprechen. Denn diese
Zeit hielt fiir mich viele neuartige Erfahrungen bereit, die mich in vielerlei Hinsicht beeindruckt
haben. Die neuen, ungewohnten Problemstellungen der praktischen Anwenung der, in der Schule
vermittelten, Theorie und deren anschauliche Umsetzung waren spannende und sehr interessante
Erfahrungen.

Weiterhin musste ich jedoch auch die Erfahrung machen, dass Geduld eine der wichtigsten
Tugenden eines Wissenschaftlers ist. Denn oftmals schrieb das entsprechende Protokoll lange
Wartezeiten vor, die mit dem Wissen um die zeitliche Begrenztheit des Praktikums und dem
Zweifel beziiglich des Erfolges der Experimente oftmals nur schwer zu ertragen waren.

Dies mindert jedoch keineswegs den absolut positiven Eindruck, den ich wihrend des
Praktikums gewonnen habe. Diese vier Wochen waren unglaublich interessant und #uferst
beeindruckend. Neben der spannenden Titigkeit in einer sehr angenehmen Atmosphire durfte
ich auch viele aufgeschlossene, freundliche Menschen aus aller Welt kennenlernen, die mir auch
auflerhalb des Instituts das Gefiihl gaben, fiir vier Wochen ein Teil ihrer Gruppe zu sein.

Deshalb mochte ich mich an dieser Stelle nochmals bei allen Mitgliedern der AG Neumann,
besonders natiirlich bei Philipp, meinem Betreuer, recht herzlich fiir ihre Offenheit und ihre
Anstrengungen beziiglich meines Praktikums bedanken. Dies gilt ebenso fiir den IBO — Verein
und insbesondere fiir Dennis, welcher sich um die Organisation des Praktikums kiimmerte.



Anhan

Protokolle

PCR (Polymerase Chain Reaction)

Place clean paper on bench surface.

Take aliquot of H,O.

Take 10xPCR Buffer, dNTPs, Primers, cDNA from freezer and place on ice.
Label PCR tubes and stack in 96-well plate (eg. 4 for sample, 4 for control)

Prepare master mix:

1 Tube 2 Tubes 3 Tubes 5 Tubes

H,0 (ul) 41 82 123 205
10x Buffer (uI) 5 10 15 25
dNTPs (pl) 1 2 3 5
Polymerase (ul) | 0.5 1 1.5 2.5
Total (ul) 475 95 142.5 237.5

Add 47.5u] master mix to each tube.

Add 1l of appropriate cDNA (nothing to negative control).

Mix forward and reverse primers in the ratio 0,5 ul of each primer for each tube.
Put reaction tubes into PCR machine, choose program, run.

Gel analysis

Dilute 0,5g of agarose in S0ml of 1x TBE Buffer. Add 1,25l of Ethidium Bromide (should be
5 ul/ 100ul of solution). Set in gel apparatus with comb(s).

Remove comb(s), add TBE Buffer to cover surface of gel.

For each sample take an eppendorf tube. Add 3ul loading dye and 6l sample to each. Load into gel.
For ladder - mix 2ul loading dye with 1ul ladder DNA and make up to 9ul with TBE Buffer.

Connect to power supply (black:-ive, red:+ive, black at start of DNA). Set to 120V, 110mA for 30min.
Run.

Place gel onto white tray and bring to camera. Remove gel and place on photo-tray. Adjust zoom, print.

Gel extraction
For DNA range 70 bp to 10000 bp. Maximum amount of gel slice is 400 mg.
Make a Gel with Gel Star (4 ul for 50 ml of 1% agarose). Run the gel.

Cut the DNA fragment from the agarose gel with a clean sharp scalpel. Minimize the size of gel
slice by removing extra agarose. Weight the gel slice in a colorless tube.



Add 3 volumes of Buffer QG (from Qiagen) to 1 volume of gel (100 mg of gel — 100 pl) (or
usually you can put 450 ul). Incubate and increase to 50 °C for 10 min while the gel is
completely dissolved, vortexing the tube every 2 min to help gel get dissolved.

Check that the color of the mixture is yellow, approximately like the Buffer QG.

Add 150ul of isopropanol to the sample mix.

Replace mix to the QIAquick spin column in a provided collection tube; ,,;. Centrifuge for 1
min 13000 rpm. Discard flow-through.

Add 0,5 ml of Buffer QG. Centrifuge for 1 min.

To wash, add 750 pl of Buffer PE, centrifuge for 1 min. Discard flow-through and centrifuge
empty spin column for an additional 1 min.

Replace spin column into a clean microfuge tubej spy .

To elute DNA, add 10 to 20 pl of H,O (Aqua purificata) to the center of spin membrane, wait

1-3 minutes and centrifuge the column for 1 min.

In some cases you can make Clean up instead of Gel extraction.

Restriction digestion

Mix:

2-2,5 pg Plasmid 17 ul PCR product (after Gel extraction)
2 ul Buffer 2 pl Buffer

0,5 ul Enzime 1 0,5 pl Enzime 1

0,5 ul Enzime 2 0,5 pl Enzime 2

16 ul H,O (Aqua purificata)

>=20ul >=20pul

Leave at 37°C in water bath for 2 - 2,5 hours. Use later or store samples at -20°C.

Clean up

Add 300 pl of Buffer ERC in each sample. Put a new mixture in 2 different kinds of centrifuge
tubes. Centrifuge 1 min 13000 rpm. Discard the flow-through. Add 750 ul of Buffer PE.
Centrifuge 1 min. Discard the flow-through. Centrifuge 1 min again with empty columns.
Replace spin column into a clean microfuge tube;sm . Add 10 pl H,O (Aqua purificata).
Stand 2-5 min. Centrifuge 1 min. Use the sample or keep it at the 4°C.



Ligation

Mix:

10 ul cDNA

5 pl plasmid

2 ul Ligation Buffer
3 ul T4 ligase

> =20ul

Leave at 13-15°C overnight

Transformation

Thaw chemical competent cells on ice. Add in eppendorf cup 100 ul of chemical competent
cells and 5-20 pl of ligation mixture. Incubate for 30 min on ice. Heat shock at 42 OC for 45 sec
(water bath 42,8 0). Cool on ice for 2-3 min.

Add LB-medium up to 1 ml/ tube. Transfer to culture tube. Shake for 1 h at 250 rpm at 37°C.
Transfer in 2ml - eppendorf tube. Spin at 5000 rpm for 3 min. Remove 900 pl of supernatant.
Resuspend and transfer 100 pl on LB-Agar plate with the antibiotic. Incubate at 37° C,
overnight.

Minipreparation of DNA

Put each clone into the tube with 5 ml of LB medium with the antibiotic (33 pg/ul). Put the
tube into the incubator 37° C, 250 rpm for growing for at least 8 hours (but not more then 18 h).

Put 2 ml of culture solution into the tube; . Centrifuge for 1 min, 13000 rpm. Discard flow-
through. Add another 1-2 ml of the culture solution. Centrifuge and discard flow-through.
Remained 1-2 ml of the culture put into the refrigerator on +4°C,

Add to the cells 250 pl of Buffer P1 (resuspension Buffer) (ensure that RNAse A has been
added to Buffer P1). Add 250 ul of Buffer P2 (lysis Buffer) and gently invert the tube 4-6 times
to mix (do not vortex). Do not allow the lysis reaction to proceed for more than 5 min.

Add 350 pl of Buffer P3 (N3) (neutralization Buffer) and invert the tube immediately but gently
4-6 times. The solution should become cloudy.

Centrifuge 10 min, 13000 rpm. During centrifugation, prepare QIAprep spin columns and
labeled it. Apply the supernatants to the QIAprep column. Centrifuge 1 min. Discard the flow-
through. Add 750 pl of Buffer PE (wash Buffer) for washing the columns. Centrifuge 1 min.
Discard flow-through and centrifuge empty spin column for an additional 1 min.

Put the columns into the new tubes;s . Add 30-50 pl of HO (aqua purificata), and leave
minimum 5-10 min. After, centrifuge 1 min for elution of DNA. Use the samples or store at
-20°C.



Maxi prep

Dayl
Take a conical 500-ml flask and put inside 250 ml of LB medium and 0,5 ml of antibiotics. Put

30 ul of cell solution from 10-ml tube. Mix. Incubate flask 37° C, 250 rpm, 12-16 hour
(overnight).

Day2
Put the cell solution into four 50-ml tubes. Harvest the bacterial cells by centrifugation at 5000

rpm for 15 min, 4° C. Resuspend the pellet in one tube with 10 ml of Buffer P1. Then take this
solution and put into the second tube, resuspend. And do so, until the fourth.

Add 10 ml of Buffer P2, mix gently but thoroughly by inverting 4-6 times. Leave for 5 min (not
more), room temperature.

Meanwhile, prepare the QIAfilter Cartridge: screw the cup onto the outlet nozzle of the
QIAfilter Maxi Cartridge. Put it into the new 50-ml tube.

Add 10 ml of chilled Buffer P3 to the lysate, and mix immediately but gently by inverting 4-6
times. Immediately after put the solution into the barrel of the QIAfilter Cartridge. Incubate 10
min at room temperature (do not insert the plunger).

Remove the cup from the QIAfilter outlet nozzle. Gently insert the plunger into the QIAfilter
Maxi Cartridge and filter the cell lysate into a 50-ml tube.

Add 2,5 ml of Buffer ER to the filtered lysate , mix by inverting the tube approximately 10
times, and incubate on ice for 30 min. The solution becomes clear. Meanwhile prepare the
QIAGEN-tip 500: Equilibrate it by applying 10 ml Buffer QBT, and allow the column to empty
by gravity flow.

Put the filtered lysate to the QIAGEN-tip and allow it to enter the resin by gravity flow. Discard
the flow-through. Wash QIAGEN-tip two times with 30 ml of Buffer QC.

Put the QIAGEN:-tip into the new 50-ml tube. Elute the DNA with 15 ml of Buffer QN (collect
the solution). Add 10,5 ml (0,7 volumes) of room-temperature isopropanol (2-propanol) for
precipitate DNA. Mix and centrifuge immediately at 5000 rpm, 8% C, 60 min.

Carefully decant the supernatant. Wash DNA pellet with 5 ml of endotoxin-free, room-
temperature 70% ethanol. Centrifuge at 5000 rpm, 8° C, 15 min. Carefully decant the
supernatant without disturbing the pellet.

Air-dry the pellet for 5-10 min, and redissolve the DNA in a 100 pl of endotoxin-free Buffer
TE. Wait 2-3 min. Replace the solution into the new 1,5-ml eppendorf tube. Measure the
concentration. Put it on -20°C.



Effectene-Transfection of neuroblastoma cells

Day 1

Aspirate the medium from the flask. Take 10 ml of the culture medium and resuspend cells
fast up and down several times (about 7-10) using 10 ml pipette — to separate, to get away cells
from the plastic. Than put this cell solution into the 15 ml tube. Take one drop for counting the
cells. Meanwhile centrifuge cells 7 min, 2500 rpm, 4°C. Aspirate the medium. Dilute in the new
medium.

Take a new dish. Put 0,2-0,5 million neuroblastoma cells in 4 ml of culture medium into the
dish. Put in incubator (37O C, 10% CO,) for one day. Put the rest cells with a 10 ml of culture
medium into the new flask.

Day2

Put 85 ul of EC-Buffer into an eppendorf-cup.

Add 0,5 pg of plasmid.

Add 4 pl of Enhancer (ratio 4:1 Enh:DNA), vortex 1 sec. Leave for 2-5 min at room
temperature.

Add 10 pl of Effectine, vortex 10 sec, leave for 5-10 min at room temperature.

Add 100 pl of culture medium, mix (shake).

Drop carefully the Effectine reaction mixture on the Neuroblastoma cell culture (cultured for
one day), shake carefully.

Put into incubator (370 C, 10% CO,).



