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1 Einleitung

Seit Beginn des Lebens vor mehreren Millionen Jahren sind die Organis-
men grol3en Mengen von fremder DNA ausgesetzt. Nukleinsduren werden
standig an die Umwelt abgegeben; Pollen im Frihjahr, Frichte im Herbst,
sich zersetzende Organismen, um nur einige zu nennen. Was mit dieser
DNA passiert ist weitgehend ungeklart. Wird ein Organismus konserviert,
sei es durch Zufall im Moor oder im Eis wie der Tiroler Eis-Mann Otzi,
kénnen Nukleinsauren in fragmentierter Form persistieren. Dies beweisen
Untersuchungen an dem Eis-Mann Otzi, der vor tiber 5000 Jahren verstor-
ben ist (Handt et al., 1994).

Aber nicht nur durch die Zersetzung von anderen Organismen kommen
Organismen mit fremder DNA in Kontakt, sondern auch durch Nahrungs-
aufnahme. Durch den Verzehr von Obst, Gemuse und Fleisch ist der Gas-
trointestinaltrakt der Sauger, und natirlich auch der aller anderen Arten,
grofRen Mengen fremder DNA ausgesetzt. Die Konfrontation mit fremder
DNA gehort deshalb zum Tagesablauf eines Menschen.

Die Frage, wie sich diese fremde DNA in den Zellen eines Korpers
verhalt, ist daher von grundlegender biologischer Bedeutung. Sie spielt
auch eine zentrale Rolle bei der Tumorinduktion durch Viren, bei der Er-
zeugung transgener Organismen, in der somatischen Gentherapie und bei
der DNA-Vakzinierung.

Die Persistenz fremder DNA ist besonders gut bei viralen Genomen
erforscht. Nachdem die Viren ihre DNA in die S&ugerzellen eingebracht
haben, wird die DNA in den Kern transportiert und kann dort entweder in
episomaler Form persistieren oder in das Wirtsgenom integriert werden.
Die Genome der Papillomaviren und Eppstein-Barr-Viren zum Beispiel,
persistieren im Nukleus weitgehend in episomaler Form, als zirkulare Su-
perhelices. Im Gegensatz dazu ist fur die retrovirale DNA die Integration
ins Wirtsgenom eine Vorraussetzung fir die eigene Transkription.

Die Integration viraler DNA in ein etabliertes Genom kann weitreichen-
de Folgen haben. Zunachst kann das Integrationsereignis per se tber den
Mechanismus der insertionellen Mutagenese zur Aktivierung von Protoon-
kogenen oder zur Inhibierung von Tumorsuppressorgenen fihren. Deswei-
teren werden integrierte virale Genome nach der Integration in etablierte
Sauger- und Pflanzengenome de novo methyliert. Diese Methylierung fin-
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det in spezifischen Mustern statt und fuihrt zu Veranderungen im Expres-
sionsmuster zellularer Gene (Sutter et al., 1978; Sutter and Doerfler, 1980;
Toth et al., 1989; Selker et al., 1993; Meyer et al., 1994; Hertz et al., 1999).
Die Existenz dieser de novo Methylierung wurde intensiv untersucht und
kann als zellularer Abwehrmechanismus gegen die Integration und Akti-
vitat fremder DNA interpretiert werden (Doerfler et al., 1991; Yoder et al.,
1997).

1.1 DNA-Methylierung in eukaryotischen Zellen

Es ist schon lange bekannt, dass neben den vier Basen Adenin, Gua-
nin, Thymin und Cytosin noch eine weitere Form des Cytosins existiert,
das ,5-Methylcytosin“ (Hotchkiss, 1948). Diese modifizierte Base findet
sich haufig als Desoxycytosin im 5’-CpG-3’-Dinukleotid und wird von zel-
leigenen Methyltransferasen methyliert (Doerfler, 1981; Riggs und Jones,
1983). Wie im vorherigen Kapitel bereits erwahnt, werden die Cytosine in
einem bestimmten Muster methyliert. Das bedeutet, dass nicht jedes in
einer 5’-CpG-3’-Kombination vorliegende Cytosin methyliert wird. Im Sau-
gergenom sind zwischen 2 und 7% aller 5’-CpG-3’-Dinukleotide methyliert,
im Pflanzengenom liegt der Anteil wesentlich héher. Die Verteilung der 5-
Methylcytosine in der DNA verschiedener Gewebe ist unterschiedlich. Die
Methylierungsmuster der DNA dagegen konnen in einem Zellsystem bei
unterschiedlichen Individuen identisch sein (Kochanek et al., 1990; Behn-
Krappa et al., 1991).

Es sind zwei Formen der Methylierung bekannt: Die de novo Methylie-
rung und die ,maintenance” Methylierung. Beide Methylierungsarten wer-
den wahrscheinlich von verschiedenen Methyltransferasen katalysiert (Doer-
fler, 1981, 1983, 1993). Bei der de novo Methylierung handelt es sich um
eine sequenzspezifische Methylierung unmethylierter DNA, zum Beispiel
nach Eintritt fremder DNA in den Nukleus. Ein solcher Mechanismus wur-
de eingehend bei integrierter Virus DNA und bei Transgenen untersucht
(Sutter und Doerfler, 1980; Vardimon et al., 1980; Kruczek und Doerfler,
1982; Hertz et al., 1999). Die DNA des Adenovirus Typ 12 (Ad12) istim Vi-
rion und wahrend der Replikation in infizierten menschlichen Zellen nicht
methyliert (Sutter und Doerfler, 1980). Wird die virale DNA jedoch in die
genomische DNA von Hamstern integriert, wird die integrierte DNA in spe-
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zifischen Mustern de novo methyliert und dadurch inaktiviert (Orend et
al., 1995). Deshalb wird der de novo Methylierung eine wichtige Funkti-
on bei der Steuerung der transkriptionellen Aktivitat zugesprochen (Doerf-
ler, 1983). Haufig fuhrt die Methylierung eines Promotors zur Inaktivierung
des betreffenden Gens, wie es bei der gewebespezifischen Expression
von Globin Genen beobachtet wurde (Verdimon et al., 1982; Langer et
al., 1984; McGhee et al., 1979; Murray und Grosveet, 1987). Es kommt
bei diesem Mechanismus zur Ausbildung neuer Methylierungsmuster, wo-
durch sich Zellen vor der Transkription fremder Gene schitzen kdnnen.
Der Mechanismus, der zur Inaktivierung von Genen, bzw. deren Promo-
toren fuhrt, ist noch nicht vollstandig verstanden. In Untersuchungen wur-
de festgestellt, dass die Methylierung von DNA moéglicherweise mit einer
Deacetylierung von Histonen einhergeht (Eden et al, 1998). Dies kdnnte
maoglicherweise zu einer Veranderung der Chromatinstruktur fihren.

Die maintenance Methylierung dagegen ist fir die Vererbung schon
bestehender Methylierungsmuster von einer Generation zur nachsten ver-
antwortlich.

Die Existenz dieser Mechanismen, die zur Methylierung fremder DNA
fuhren, lasst die Frage nach den Mdglichkeiten zur Aufnahme fremder
DNA in einen Organismus aufkommen. Ein nattrlicher Weg ist die Auf-
nahme fremder DNA (ber die Nahrung. So besteht die Méglichkeit, dass
mit der Nahrung aufgenommene DNA Uber das Darmepithel in den Orga-
nismus gelangen kann.

1.2 Aufnahme fremder DNA Uber den Gastrointestinal-
trakt

1.2.1 Aufbau und Funktion des Verdauungstraktes

Bei nicht wiederkduenden Saugetieren beginnt der Gastrointestinaltrakt
mit dem Magen. Im Magen wird die aufgenommene Nahrung mit dem Ma-
gensaft vermischt, homogenisiert und damit in den Speisebrei (Chymus)
umgewandelt. Die Schleimhautoberflache des Magens ist stark gefaltet. In
den Falten liegen viele salzsdure- und enzymproduzierende Driisen. Die-
se Magendrusen, die im Fundus und im Corpus des Magens besonders
zahlreich vorkommen, sind gestreckt und enthalten drei Zellarten. Die Ne-
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benzellen produzieren den Mucus und sind teilungsféahig. Die Hauptzellen
bilden eine Vorstufe des Enzyms Pepsin, das Pepsinogen, welches durch
die in den Belegzellen gebildete Salzsaure aktiviert wird (Ubersicht in Fal-
ler, 1999).

Der Darm stellt den néchsten Abschnitt des Verdauungstraktes dar.
Der Darm an sich wird wiederum in das kleine Intestinum (Dinndarm)
und das groRRe Intestinum (Dickdarm) unterteilt. Sowohl das kleine als
auch das grof3e Intestinum kénnen weiter differenziert werden. Das klei-
ne Intestinum beginnt mit dem Duodenum (Zwdlffingerdarm), welches die
Bauchspeicheldriise umfasst. Das Duodenum endet mit dem Hauptaus-
fuhrungsgang des Ductus pancreaticus, der zusammen mit dem Ductus
choledochus in den Dinndarm mindet. Auf das Duodenum folgen Jeju-
num (Leerdarm) und lleum (Krummdarm), die beide ohne scharfe Gren-
ze ineinander Ubergehen und das sogenannte Dunndarmkonvolut bilden
(ca. 3/5 Jejunum und 2/5 lleum). Beide Darmabschnitte sind Uber das Me-
senterium an der hinteren Bauchhdhlenwand befestigt. Das Mesenterium
dient der Blut- und Nervenversorgung des Dinndarms. Im Dianndarm fin-
det die Resorption statt. Die Nahrstoffe werden durch Enzyme des Pan-
kreas zu resorbierbaren Bestandteilen abgebaut. Um die Resorption der
Nahrungsstoffe zu erleichtern, ist die Schleimhautoberflache, besonders
im Jejunum, in Falten gelegt und weist eine betrachtliche Oberflachen-
vergrol3erung auf, die durch die Zotten und Krypten verursacht wird. Die
Oberflache des Diinndarms wird so auf ca. 1 m? vergroRert. Die Einsen-
kungen zwischen den Zotten werden als Krypten bezeichnet. Das Zotte-
nepithel ist einschichtig und besteht aus hochprismatischen Saumzellen
und schleimbildenden Becherzellen. Saumzellen sind zur Resorption fa-
hig und besitzen auf ihrer apikalen Oberflache Mikrovilli, die ebenfalls der
OberflachenvergréRerung dienen. So kann der Darm beim Menschen eine
Gesamtoberflache von uber 120 m? aufweisen (Ubersicht in Faller, 1999).

Zur Ermdglichung der Verdauung werden dreierlei Sekrete in das Darm-
lumen abgegeben, der Pankreassaft, der zahlreiche Verdauungsenzyme
enthalt, die Galle und der Darmsaft. Als Darmsaft werden Sekrete zusam-
mengefasst, die einerseits von den in der Submucosa angelegten Duo-
denladrisen (Brunnersche Drisen) und andererseits von den in der Mu-
cosa lokalisierten Lieberkiinschen Driisen gebildet werden (Ubersicht in
Pfeffer, 1987). Die aus diesen Spaltungen resultierenden Verdauungspro-
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dukte kdnnen absorbiert und damit dem Stoffwechsel des Tieres zugeflugt
werden.

Die Absorption wichtiger Stoffgruppen erfolgt Gber verschiedene Me-
chanismen. Die mit der Nahrung aufgenommenen Fette bestehen zum
grof3ten Teil aus Triglyceriden, Cholesterin, Cholesterinestern, Phospholi-
piden und fettléslichen Vitaminen. Die Triglyceride werden vor der Absorp-
tion zunachst mit Hilfe von Lipasen zu freien Fettsauren und Monogly-
ceriden gespalten. Im Darm wird die Fettverdauung von Pancreaslipasen
sowie der Phospholipase A, fortgesetzt. Diese Substanzen kénnen durch
passive Diffusion in die Zellen gelangen (Ubersicht Faller 1999).

Kohlehydrate werden bereits in der Mundhdhle von x-Amylasen in Mono-
und Disaccharide enzymatisch gespalten. Im Dinndarm wird die Verdau-
ung der Kohlehydrate in Gegenwart der Pancreasamylase sowie zahlrei-
cher anderer zuckerspaltender Enzyme (Glycosidasen, Disaccharidasen)
fortgesetzt. Die Endprodukte (Glucose, Galaktose, Fruktose) werden mit
Hilfe aktiver und passiver Transportmechanismen in die Darmzellen ab-
sorbiert.

Die Eiweissverdauung beginnt bereits im Magen. Durch das saure Mi-
lieu des Magensaftes werden die Proteine denaturiert. Dadurch kdnnen
sie von Pepsin, einer Endopeptidase, leichter abgebaut werden. Im Duo-
denum werden die Proteinfragmente durch Trypsin und Chymotrypsin, die
aus dem Pankreas sezerniert werden, weiter zu Tri- und Dipeptiden abge-
baut. Carboxypeptidasen und Aminopeptidasen bauen die kurzen Amino-
saureketten weiter zu einzelnen Aminoséuren ab. Die Aminoséuren, aber
auch Tri- und Dipeptide werden Uber spezielle Rezeptoren aktiv in die Zel-
len des Darms transportiert und in den Blutkreislauf aufgenommen. Die
aufgenommenen Nahrstoffe gelangen ins Blut und werden Uber die Venen
der Pfortader und schliesslich der Leber zugeftihrt.

Das grof3e Intestinum ist ebenfalls noch einmal differenziert. Der Dick-
darm besteht aus Caecum (Blinddarm), Kolon (Grimmdarm) und Rec-
tum (Mastdarm). Hauptaufgabe des Dickdarms ist die RUckresorption von
Wasser und Salzen. Die Schleimhaut des Dickdarms weist eine wesent-
lich geringere Oberflache auf. Sie ist zottenlos, kann aber ebenfalls Sub-
stanzen absorbieren. Die Oberflache wird in diesem Teil des Darms durch
Einsenkungen (Lieberkihn-Krypten) vergrof3ert. Es werden dort vor allem
Cellulose und Hemicellulose verdaut, welches die Bestandteile der Zell-
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wande und der Intercellularsubstanz der Pflanzen sind. Da der Mensch
und hdhere Wirbeltiere nicht Giber Enzyme verfiigen, die diese Polysaccha-
ride spalten kdnnen, gelangen die aufgenommenen Pflanzenteile unange-
griffen bis in den unteren Teil des Darms, wo sie vor allem im Blinddarm
von Bakterien aufgespalten und zu niedrigen Fettsauren, Milchs&aure und
Gasen (H,, CO,, Methan) metabolisiert werden (Gieseke und Hendrichx,
1973). Dieser Prozel3 wird auch als Garung bezeichnet. Ein Teil dieser
Spaltprodukte wird dann je nach Gro3e im Blinddarm resorbiert. Pflan-
zenfresser, die Uber einen gut ausgebildeten Blinddarm verfiigen, kbnnen
pflanzliche Substanzen wesentlich besser verwerten als Carnivoren und
der Mensch. Kaninchen nutzen die Syntheseleistung der Mikroorganis-
men des eigenen Dickdarms in besonderer Weise, indem sie die eigenen
Exkremente verzehren. Dies wird als Koprophagie bezeichnet und ist fur
die Versorgung des Tieres mit wasserloslichen Vitaminen wichtig (Fuller,
1984). Aufgrund der morphologischen Struktur des Kolons bei diesen Tie-
ren kommt es zu einer Phasentrennung. Die Passage der fllissigen Phase,
in der die kleinen Partikel enthalten sind, verzdgert sich im Gegensatz zu
der der groben Partikeln (Ubersicht in Hornicke, 1984).

Im Dickdarm findet bei allen Tieren eine Absorption von Wasser und
einwertigen Elektrolyten statt, wahrend der endgultige Kot eingedickt wird
(Kay und Pfeffer, 1969). Fir die Passage durch den Dickdarm brauchen
kotpflichtige Partikel mindestens die dreifache Zeit gegentber der Passa-
ge durch den Dunndarm. Mit der unterschiedlichen Nahrungsaufnahme
verschiedener Tierarten hat sich im Laufe der Evolution auch die Ausbil-
dung einzelner Abschnitte des Verdauungstraktes geandert. So befindet
sich im Gastrointestinaltrakt von Herbivoren ein Bereich, in dem fur Bakte-
rien besonders gunstige Lebensbedingungen herrschen. Diesem Bereich
kénnen entweder Verdauungsprozesse vorgeschaltet sein wie im Vorma-
gen des Wiederkauers oder auch nachgeschaltet, wie der stark ausgebil-
dete Enddarm des Pferdes (Meyer, 1982; Ubersicht in Pfeffer, 1987).
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Die Bakterienarten des tierischen Gastrointestinaltraktes stellen ein kom-
plexes Okosystem dar. Mehr als 400 Bakterienarten wurden im Kot eines
Menschen identifiziert. Dabei Uberwiegen die anaeroben Bakterien. Der
Magen, Duodenum, Jejunum und das obere Ileum enthalten normalerwei-
se, d. h. wenn keine Infektion vorliegt, eine eher geringe Anzahl an Bak-
terien. Beim Menschen befinden sich weniger als 10* Organismen/ml in
diesem Abschnitt. Die meisten dieser Bakterien werden mit jeder Mahlzeit
aus dem Pharynx mit hinuntergespult.

Im Dickdarm dagegen befinden sich 10! Bakterien/g Kot. Abbildung
?? gibt eine Ubersicht Gber die Bakterienanzahl in den einzelnen Ab-
schnitten des Verdauungstraktes. Bakterien des Verdauungstraktes befin-
den sich im Lumen und an den Zellen des Gastrointestinaltraktes, aber
werden nicht Uber die Mucosa aufgenommen. Bakterien, die durch die
Nahrungsaufnahme hinuntergeschluckt werden, gehen normalerweise im
sauren Milieu des Magens zugrunde. Dadurch wird die normale Darmflora
aufrechterhalten (Ubersicht in Baron, 1996).

Enzyme, die von den intestinalen Bakterien produziert werden, spielen
eine zentrale Rolle im enterohepatischen Kreislauf. Substanzen werden
Uber diesen Kreislauf aufgenommen, in der Leber metabolisiert und in die
Gallenblase transportiert. Danach werden sie zuriick in das intestinale Lu-
men transportiert, wo sie entweder reabsorbiert werden und wieder in die
Leber gelangen kénnen oder ausgeschieden werden. Dabei kbnnen Sub-
stanzen mit polaren Gruppen, wie zum Beispiel Glucuronsauren, Sulfate,
Taurine, Glycine oder Glutathion so gut wie gar nicht mehr vom Darme-
pithel absorbiert werden. Enzyme, wie die 3-Glucuronidase, die Sulfatase
und verschiedene Glycosidasen dekonjugieren diese Substanzen. Die da-
bei entstehenden Produkte kbnnen dann wiederum absorbiert werden. Die
Enzyme, die die Darmbakterien produzieren sind zum Beispiel wichtig fur
den Metabolismus von Vitaminen (Ubersicht in Baron, 1996).

Bakterien kdnnen Nukleinsduren absorbieren. Bei der gro3en Anzahl
von Bakterien im tierischen Intestinum liegt daher die Vermutung nahe,
dass die Darmbakterien in der Lage sein kdnnten, die in der Nahrung ent-
haltene fremde DNA, sowie andere Substanzen, aufzunehmen.
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Abbildung 1: Konzentration der Darmbakterien in den verschiedenen Ab-
schnitten des Gastrointestinaltraktes
aus: S. Baron, Medical Microbiology; fourth edition, 1996

1.4 Aufnahme von Substanzen tber das Darmepithel

Wie im Abschnitt ?? auf Seite ?? schon erwahnt, werden geloste, aber
auch nicht geléste Substanzen tGber das Darmepithel resorbiert. Schon im
19. Jahrhundert wurde beschrieben, dass von einem Hund aufgenomme-
ne Starke in den ersten 3 Stunden unveréndert bleibt. Diese unverander-
ten Starkekorner wurden sowohl im Chymus, als auch im Blut gefunden
(Herbst, 1844). Zu diesem Zeitpunkt wurde zum ersten Mal der Ubertritt
von festen, ungel6sten Partikeln aus dem Darmlumen in den Organismus
beobachtet (Herbst-Effekt). Diese Beobachtung wurde einige Jahre spater
von anderen Gruppen bestatigt (Oesterlen, 1846; Eberhardt, 1851). Diese
Ergebnisse blieben ein halbes Jahrhundert vergessen, bis die Berlinerin
Hirsch sie wieder aufgriff. Sie war die erste, die auch beim Menschen be-
wies, dass nach oraler Verabreichung von Starkekdrnern diese unveran-
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dertim peripheren Blut nachweisbar waren (Hirsch, 1906). Darliber hinaus
beobachtete sie die Ausscheidung von oral applizierten Starkekdrnern im
Harn (Hirsch, 1908). Mit besseren Methoden wurden in jingeren Unter-
suchungen oral verabreichte Starkekdrner zwischen den Enterocyten des
Darmepithels, in Lymphgefassen der Mucosa, der Submucosa und des
Mesenteriums, sowie in Venen nachgewiesen (Volkheimer, 1964). Auch
andere verftterte Partikel wie Pollen, Sporen, Diatomeen, gefarbte Zellu-
losepartikel, Asbestfasern, Eisenpulver und Holzschliff wurden im Chylus
des Ductus thoracicus gefunden. Als Durchtrittsmechanismus fur solide
Mikropartikel wird die parazellulare Passage durch das Darmepithel dis-
kutiert (Ubersicht in Volkheimer, 1993).

Man ging lange Zeit davon aus, dass Nukleinsauren im Darm, die mit
der Nahrung aufgenommen wurden, vollstandig abgebaut wirden. In den
siebziger Jahren wurde eine vollstandige Degradierung oral verabreich-
ter DNA im Pansen von Stieren beschrieben (McAllan, 1982). Auch in vi-
tro wurde ein schneller Abbau von Nukleinsduren beobachtet. Dazu wur-
de DNA mit Extrakten aus den Pansen von Kihen, Schafen oder Stieren
inkubiert. Die Abbauprodukte wurden saulenchromatographisch getrennt
und die verschiedenen Eluate photometrisch quantifiziert. Innerhalb von 4
Stunden wurden die Nukleinsduren sowohl in vivo als auch in vitro zu nur
noch ultrafiltrierbaren Oligo- und Mononukleotiden abgebaut (McAllan und
Smith, 1973a, 1973b). Ebenso liessen sich nach Anwendung derselben
Methode Oligonukleotide und Nukleoside im oberen Abschnitt des Dlnn-
darms von Stieren, allerdings nicht mehr im terminalen lleum nachweisen
(McAllan, 1980). Der Autor ging damals davon aus, dass die im Darm ab-
gebauten Nukleinsauren entweder als Nukleotide absorbiert oder weiter
katabolisiert wirden. Es wurde angenommen, dass die Nukleotide durch
entsprechende Phosphatasen im Darm dephosphoryliert und als Nukleo-
side Uber das Darmepithel transportiert wirden (Centar und Behal, 1966;
McAllan, 1980).

In den 60er Jahren wurde angenommen, dass die im Darm absor-
bierten Purine zur Nukleinséuresynthese in den Geweben dienen kdnnten
(Ellis und Bleichner, 1969). Nach Ftterung von Schafen mit *4C markier-
ter DNA wurden nach 48 Stunden fast 50% der absorbierten markierten
Kohlenstoffatome in Geweben, hauptsachlich in der Leber, Milz, Blut, Thy-
mus und Pankreas wiedergefunden. Uber 40 % der Kohlenstoffatome wur-
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den Uber den Urin als Harnsaure, Allantoin und Harnstoff ausgeschieden.
Ebenso wurde ein Teil der Radioaktivitat in anderen Stoffwechselproduk-
ten nachgewiesen, zum Beispiel im ausgeatmeten CO, (Razzaque et al.,
1981).

Die Frage nach dem Schicksal der mit der Nahrung aufgenommener
DNA wurde wiederum Ende der 80er Jahre in unserem Labor aufgegrif-
fen. Es wurden neue und sensitivere Untersuchungsmethoden wie die
Polymerase-Ketten-Reaktion und die Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung
angewandt. Als Modell-DNA wurde die DNA des Bakteriophagen M13mp18
an Mause verfuttert. Die DNA zeigte keine Homologie zum Mausgenom
und war so im Mausorganismus gut detektierbar. Durch PCR-Analysen
wurde festgestellt, dass Fragmente bis zu 1700 bp 8 Stunden lang im
Dunndarm und bis zu 18 Stunden lang im Blinddarm nachweisbar wa-
ren. Ebenso konnten Fragmente bis zu 1692 bp im Kot detektiert werden
(Schubbert, 1994). Im peripheren Blut der mit M13mp18 DNA geflitterten
Mause wurden mittels Dot blot-Hybridisierungen etwa 0,01% der Modell-
DNA nachgewiesen (Schubbert et al., 1994, 1997).

Durch FISH-Analysen konnte gezeigt werden, dass die verfitterte frem-
de DNA in Zellkernen des Darmepithels und Leukozyten in den Peyer-
schen Plagues bis maximal 8 Stunden, in den Nuklei von Milz- und Le-
berzellen bis zu 24 Stunden nach Verabreichung detektiertbar war. Dies
liess vermuten, dass fremde, mit der Nahrung aufgenommene DNA Uber
das Darmepithel in den peripheren Blutkreislauf und damit in die Organe
gelangen kann. In der Milz konnten weiterhin Fragmente der M13mp18
DNA in kovalenter Bindung an genomische DNA der Maus gefunden wer-
den. Es konnte sich in diesem Fall bei den der fremd DNA benachbarten
genomischen Sequenzen der Maus um Pseudogene der Maus handeln
(Schubbert et al., 1997). Nach Futterung trachtiger Mause mit der Test-
DNA konnte mit Hilfe der PCR- und der FISH-Technik die DNA in den
verschiedenen Organen der Féten oder der neugeborenen Mause detek-
tiert werden. In einigen Foten konnte die M13mp18 DNA in Assoziation mit
Chromosomen und in einigen seltenen Fallen sogar mit beiden Chroma-
tiden eines Chromosoms gefunden werden (Schubbert et al., 1998). Die
an die Mutter oral verabreichte DNA konnte nicht in allen Zellen des Fétus
gefunden werden, sondern nur in einigen Zellgruppen. Diese Ergebnisse
wurden als Hinweis auf einen diaplazentaren Ubertragungsmechanismus
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der verflitterten DNA gedeutet und nicht als einen Transfer Uber die Keim-
bahn.

Ahnliche Ergebnisse wurden nach oraler Verabreichung des Plasmids
pPpEGFP-C1 an Mause erzielt. Dieses Plasmid besitzt ebenfalls keine ho-
mologen Sequenzen zum Mausgenom. Nach Southern-Transfer konnten
Fragmente bis zu 700 bp in einer Zeitspanne von bis zu 8 Stunden de-
tektiert werden. Mittels PCR-Analysen konnten Fragmente bis zu 1277 bp
in Leber, Milz und Niere bis zu 8 Stunden nachgewiesen werden. Im pe-
ripheren Blut wurden mit Hilfe dieser Methode gfp-spezifische Fragmente
mit einer Lange von bis zu 398 bp innerhalb von 3 Stunden detektiert.
Durch FISH-Analysen konnten Fragmente des verfutterten Plasmids bis
zu 8 Stunden in der Darmwand, der Leber, der Milz und der Niere nach-
gewiesen werden. Bei Expressionstudien in den Organen der gefitterten
Tiere wurden keine Hinweise auf eine Expression des ,green flourescent
protein“ gefunden. Wie schon in vorherigen Versuchen gezeigt, fand auch
nach Futterung des gfp Plasmids Uber acht Generationen kein Transfer
Uber die Keimbahn statt (Hohlweg und Doerfler, 2001).

Nach Fltterung von Mausen mit Sojablattern wurden Fragmente des
pflanzenspezifischen Gens fir die Ribulose-1,5-bisphosphatcarboxylase
(Rubisco) in FragmentgrofRen bis zu 2100 bp in den oberen Darminhal-
ten nach Southern-Transfer-Analysen nachgewiesen. In Kotproben konn-
ten bis zu 3 Stunden nach Futterung noch Fragmente mit einer Groi3e
von 1516 bp mit Hilfe der Polymerase-Ketten-Reaktion detektiert werden
(Hohlweg und Doerfler, 2001). Der Nachteil bei diesen Versuchen vergli-
chen mit der Verabreichung der Plasmid DNA ist allerdings, dass sowohl
die aufgenommene Menge des speziellen Gens, als auch der Aufnahme-
zeitpunkt nicht genau bestimmt werden konnten. Auch in verschiedenen
Organen konnte das Rubisco-Gen nachgewiesen werden. Die Detektion
des Rubisco-Gens war nicht in allen Experimenten moglich, da eine viel
kleinere Menge des Gens aufgenommen werden konnte als nach Futte-
rung des Plasmids pEGFP-C1. Ein 337 bp grof3es Fragment konnte mit
Hilfe der PCR-Methode in Leber und Milz nach viertagiger Futterung und
in der Milz nach zweitagiger Futterung mit Sojablattern amplifiziert werden.
Grossere Fragmente waren nicht amplifizierbar. Auch mit der Fluoreszenz-
in situ-Hybridisierung konnten keine Rubisco spezifischen Fragmente im
Darmepithel detektiert werden (Hohlweg und Doerfler, 2001). Diese Er-
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gebnisse zeigen, dass Uber verspeistes Obst und Gemuse aufgenomme-
ne DNA beispielsweise einen langeren Zeitraum benétigt, um in den Orga-
nen angereichert und so detektierbar zu werden als in Puffer geloste oral
verabreichte DNA, da diese in gro3eren Mengen verabreichbar war.

1.5 M-Zellen als Eintrittspforte fir Antigene und Mikro-
organismen in den Organismus

Der Gastrointestinaltrakt der Sauger besitzt ein eigenes Immunsystem, so
dass der Darm einer standigen Kontrolle unterzogen ist. Durch die Nah-
rungsaufnahme wird Pathogenen das Eindringen in den Organismus sehr
leicht gemacht. Eine Schutzfunktion ist demnach von groRer Bedeutung,
da der Darm mit seiner grof3en Oberflache stéandig Kontakt zu Mikroor-
ganismen sowie anderen Antigenen, Nahrungsstoffen und Toxinen hat.
Das sogenannte ,gut associated lymphoid tissue* (GALT) ist das groR-
te lymphatische Organ des Organismus und bildet das immunkompetente
Lymphgewebe der Mucosa des Darms. Es wird aus Lymphozyten und Ma-
krophagen der Peyerschen Plaques, sowie einzelnen Lymphfollikeln gebil-
det (Bienenstock et al, 1978). Die nach ihrem Entdecker Johann Konrad
Peyer benannten Peyerschen Plaques wurden schon vor tber 300 Jahren
als Ansammlung von Lymphfollikeln im Darm beschrieben. Die offizielle
anatomische Bezeichnung lautet ,folliculi lymphatici aggregati®, in der zum
Ausdruck kommt, dass ein Peyerscher Plaque von mindestens zwei, aber
haufig bis zu 100 Lymphfollikeln gebildet wird (Kraehenbuhl und Neutra,
1992).

Antigene, die mit der Nahrung in das Darmlumen gelangen, sind vom
GALT durch eine dunnschichtig epitheliale Barriere getrennt. Um eine Im-
munantwort auslésen zu kénnen, missen die Antigene erst durch das Epi-
thel transportiert werden, bevor sie den Zellen des Immunsystems prasen-
tiert werden kénnen. Die Immunantwort wird von immunkompetenten Zel-
len im lymphoiden Gewebe initiiert, den sogenannten M-Zellen. Diese Zel-
len sind ausschliesslich im Epithel tber dem Mucosa assoziiertem Lymph-
gewebe (FAE: ,follicle associated epithelium®) lokalisiert (Owen, 1977; Ros-
ner und Keren, 1984; Lowden und Heath, 1995).

M-Zellen wurden erstmals im Appendix von Kaninchen (Bockmann und

Cooper, 1973) und in menschlichen Peyerschen Plaques beobachtet (Owen
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und Jones, 1974). Die Bezeichnung der M-Zellen kommt von der Struktur
der gefalteten (= microfold) Oberflachenmembran. Auf der apikalen Mem-
bran besitzt dieser Zelltyp sowohl eine geringere Anzahl und ktirzere Mi-
krovilli als auch eine diinnere Glycocalyx als die benachbarten Enterozy-
ten. Dadurch unterscheiden sich M-Zellen morphologisch von Enterozy-
ten (Ermak und Giannasca, 1998). Die basolaterale Membran ist einge-
stulpt und bildet so eine taschenartige Struktur, in die Lymphozyten und
Makrophagen einwandern konnen (Neutra und Kreahenbuhl, 1996). Da
der cytoplasmatische Bereich zwischen der taschenartigen Struktur und
der apikalen Membran im Lichtmikroskop nur sehr dinn und deswegen
fast nicht erkennbar war, wurde die Bezeichnung der M-Zellen 1977 von
~microfold” in ,membranése” Zellen geandert (Owen, 1977). Aufgrund der
phagocytierenden Eigenschaften der M-Zellen ging man davon aus, dass
es sich um mesenchymale Zellen handelt. M-Zellen sind spater als epithe-
liale Zellen charakterisiert worden, die ,Tight Junctions* und Desmosomen
zu ihren benachbarten Enterocyten ausbilden (Madara et al., 1984; Gebert
und Bartels, 1991).

Wie bzw. wann M-Zellen gebildet werden, ist nicht bekannt und wird
noch diskutiert. Es gibt zwei Hypothesen: Entweder differenzieren sich M-
Zellen wie alle Zellen von multipotenten Stammzellen oder Zellen aus den
Krypten wandern zum Follikel assoziiertem Epithelium (FAE). Diese Zellen
bilden dann die fur M-Zellen typischen Charakteristika aus (Ermak und Gi-
annasca, 1998). Es gibt noch keine universellen M-Zell-Marker (Sierro et
al., 2000). Allerdings ist es in einigen Spezies moglich M-Zellen durch die
Expression von mesenchymalen intermediéaren Filamenten zu detektieren
(Jepson et al., 1992; Gebert et al., 1992, 1994). Die Hypothese, dass M-
Zellen von Zellen initilert werden, die von den Krypten ins FAE wandern
wird durch Untersuchungen unterstutzt, die zeigen, dass Zellen in den Villi
zu Enterocyten und endokrinen Zellen differenzieren. Zellen auf der Seite
des ,mucosal associated lymphoid tissue* (MALT) differenzieren zu En-
terocyten und M-Zellen (Bye et al,. 1984; Savidge et al., 1995; Karneis
et al., 1996; Gebert et al., 1999; Kraehenbuhl et al., 2000). Weiterhin ist
festgestellt worden, dass die Anzahl der M-Zellen nach Antigen Kontakt
zunimmt (Borghesi et al., 1996; Kernéis et al., 1997). Mesenchymale Zel-
len sind bekannt dafur, dass sie eine grof3e Rolle bei der Differenzierung
von epithelialen Zellen in den Villi spielen (Kedinger et al., 1998).
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Auch andere Experimente unterstitzen die These, dass M-Zellen von
aus den Krypten ins FAE gewanderten Zellen initiiert werden durch die
Beobachtung, dass M-Zellen bei einer Infektion leichter im Follikel asso-
ziiertem Epithelium detektierbar sind (Clark et al., 1993; Bye et al., 1984;
Gebert et al., 1999). Die Anzahl der M-Zellen variiert stark bei unterschied-
lichen Spezies. Beim Menschen sind etwa 5% des FAE M-Zellen, bei der
Maus ca. 10%.

Die Aufgabe der M-Zellen ist die endozytotische Aufnahme, der trans-
cytotische Transport und die exocytotische Freilassung der luminalen Sub-
stanzen in den interzellularen Raum. Mikroorganismen wie Bakterien, He-
fe oder Protozoen werden von den M-Zellen phagozytiert, in die Tasche
entlassen und von den in dieser Tasche befindlichen mononuklearen Zel-
len ,angegriffen”. Viren werden durch rezeptorvermittelte Endozytose auf-
genommen und ebenfalls in der Tasche den Lymphozyten prasentiert (Er-
mak und Giannasca, 1998). Lésliche Substanzen werden von den M-Zellen
pinocytiert (Owen, 1977; Liebler et al., 1995). Die kleinsten Partikel, die
von diesem Zelltyp aufgenommen werden kdénnen, besitzen eine Grol3e
zwischen 20 nm und 200 nm; die grofl3ten Partikel sind bis zu 10 um grof
(Ermak und Giannasca, 1998). An der Bindung der Partikel an M-Zellen
scheinen sowohl unspezifische als auch spezifische Mechanismen betei-
ligt zu sein. Da bei diesen Zellen sowohl die Schleimschicht als auch die
Glycocalyx im Vergleich zu benachbarten Enterocyten deutlich reduziert
ist, wird der Kontakt von luminalen Partikeln zu M-Zellen vereinfacht (Kato
und Owen, 1999). Es konnte auch gezeigt werden, dass inerte Partikel wie
Kohle- und Latexpartikel, vorzugsweise an M-Zellen binden und von die-
sen aufgenommen werden (Pappo und Ermak, 1989; Jepson et al., 1996).
Der Mechanismus der Antigen-M-Zell-Bindung ist in den meisten Fallen
unbekannt. Wahrscheinlich spielen bei diesen Interaktionen die Glycosy-
lierungsmuster auf der apikalen Oberflache von M-Zellen eine wichtige
Rolle, die sowohl von Spezies zu Spezies als auch in unterschiedlichen
Darmabschnitten variieren (Lelouard et al., 1999). Nur die rezeptorvermit-
telte Bindung von Viren ist teilweise untersucht. Einige Reovirustypen zum
Beispiel vermoégen tber das virale Hamagglutintin (o, Protein) an M-Zellen
der Maus in vivo zu binden (Wolf et al., 1983).

Der Transport von Partikeln durch M-Zellen wurde in vitro untersucht.
Gullberg und seiner Arbeitsgruppe ist die Stimulation von CaCo-2-Zellen
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zu M-Zellen in Kultur gelungen (Gullberg et al., 2000). Durch Kokultivie-
rung von CaCo-2-Zellen mit humanen B-Lymphocyten (Raji-Zellen) kén-
nen Zelltypen induziert werden, die morphologisch und funktional &hnlich
den M-Zellen sind (Gullberg et al., 2000; van der Lubben et al., 2002).
Bei Untersuchungen der Transportgeschwindigkeit von Partikeln durch M-
Zellen verglichen mit den CaCo-2-Zellen wurde festgestellt, dass der Trans-
port temperatur- und gré3enabhéangig ist. Allerdings verlief der Transport,
auch von grof3en Molekulen, durch Monolayer, die M-Zellen enthielten,
sehr viel schneller verglichen mit Monolayern, in denen nur CaCo-2-Zellen
enthalten waren (Liang et al., 2001).

1.6 Zielsetzung der Arbeit

Die Aufnahme und das Verhalten fremder DNA in Zellen héherer Euka-
ryonten ist von grundlegender biologischer Bedeutung. Fremde DNA spielt
eine zentrale Rolle bei der Tumorinduktion durch Viren, bei der Erzeugung
transgener Organismen und nattrlich in der Evolution. Es gibt dabei ver-
schiedene Wege flr die fremde DNA in einen Organismus einzudringen.
Ein sehr intensiv untersuchter Weg ist die Infektion mit Mikroorganismen.
Ein weiterer natirlicher Weg fur fremde DNA in den Organismus zu gelan-
gen ist mit der Nahrungsaufnahme. Weitere Mdglichkeiten DNA in fremde
Organismen einzubringen ist die Transfektion von Zellen in Kultur, durch
Injektion von somatischen und generativen Zellen und durch Transplanta-
tionen.

In dieser Arbeit sind verschiedene sensible Methoden angewandt wor-
den, um das Schicksal von mit der Nahrung aufgenommener DNA im S&u-
gerorganismus zu untersuchen.

Anfang der neunziger Jahre konnte erstmals gezeigt werden, dass frem-
de mit der Nahrung aufgenommene M13mp18 DNA nicht vollstandig im
Gastrointestinaltrakt von Mausen degradiert wird. Vielmehr wird sie frag-
mentiert. Von den Fragmenten gelangten ca. 2% Uber das Darmepithel in
den Blutkreislauf und so in die Organe (Schubbert et al., 1994, 1997).

Nach Futterung trachtiger Mause kann mit der Nahrung aufgenom-
mene DNA Uber die Plazenta in die Foten gelangen (Schubbert et al.,
1998). Ahnliche Ergebnisse wurden nach oraler Applikation des Plasmids
pPEGFP-C1 erzielt (Hohlweg und Doerfler, 2000).
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Die Persistenz oral applizierter fremder DNA wie M13mp18, pEGFP-
C1, Ad12-DNA und dem Ribulose-1,5-bisphosphatcarboxylase Gen war
ahnlich. Die Fragmentierung und Aufnahme der fremden DNA ist demnach
vollig unabhéngig von der Form und Gréf3e der DNA.

Aus diesen Beobachtungen ergaben sich folgende Fragestellungen:

 Sind frihere Ergebnisse (Schubbert et al., 1994, 1998; Hohlweg und
Doerfler, 2000) reproduzierbar?

» Kann fremde oral applizierte DNA in den Organismus aufgenommen
werden?

» Wie verlauft die Persistenz oral applizierter Proteine im Gastrointes-
tinaltrakt?

Diese Fragen sollten im Rahmen dieser Arbeit durch verschiedene
sensible Methoden geklart werden. Dazu wurden die Restriktions- und
Southern-Transfer-Methode, die Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR), die
Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung und die Western-transfer-Methode an-
gewandt.
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2 Material

2.1 Tiere

C57BI6/J Harlan-Winkelmann
CB20 hauseigene Zucht

2.2 Zellinien, Bakterien und Plasmide

2.2.1 Zellinien

BHK21 American Type Culture Collection
(Nierenzellen neugeborener Hamster)
CaCo 2 ATCC, Nr. CCL 10
Rockville, USA
Hela ATCC, Nr. CCL 2
Rockville, USA
2.3 Enzyme

2.3.1 Restriktionsendonukleasen

Die in dieser Arbeit verwendeten Restriktionsendonukleasen wurden von
den Firmen Roche Diagnostics, Mannheim, New England Biolabs Inc.,
USA und Fermentas MBI, St. Leon-Roth bezogen Der Restriktionsverdau
erfolgte nach den Angaben des Herstellers in den entsprechenden Reak-
tionspuffern.

2.3.2 Sonstige Enzyme

DNA-Ligase (aus T4 Phagen) New England Biolabs Inc.,Beverly,
USA

DNasel (RNase frei) Qiagen, Hilden

Klenow Polymerase (aus E. Coli) Roche Diagnostics, Mannheim

Lysozym Calbiochem-Behring Corp.
La Jolla, USA

Proteinase K (Tritirachium album) Sigma, Deisenhofen

RNaseA Sigma, Deisenhofen

Taq DNA-Polymerase Promega, Mannheim

Trypsin United States Biochemical Corpo-

ration, USA
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2.3.3 Kits

Biotin-Nicktranslation-Mix
Blood-Kit
QIAquick spin Gelextraction-Kit

2.4 Nukleinsauren

2.4.1 Radioaktiv markierte Nukleotide
Desoxyribonukleosid-5"
[o®?P]Triphosphat
([«*2P]-dNTPS)
spezifische Aktivitat: 3.000 Ci/mM

2.4.2 Sonstige Nukleinsauren

Desoxyribonukleosid-5-Phosphate
Desoxyribooligonukleotid-Primer

Hexa-Oligonukleotide (dNg)
Heringsspermien-DNA
pUC-Mix
DNA-Basepairladder

2.5 Antikorper und Konjugate

Alkalische Phosphatase Avidin D
Avidin-FITC

Biotinyliertes Anti-Avidin

Roche Diagnostics, Mannheim
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden

New England Nuclear,
Du Pont,Dreieich

Promega, Mannheim

Gibco, Paisley, Schottland
Sigma, Deisenhofen

Roche Diagnostics,Mannheim
Sigma, Deisenhofen
Fermentas MBI, St. Leon-Roth
Fermentas MBI, St. Leon-Roth

Roche Diagnostics, Mannheim
Vector Laboratories,Burlingham,
USA

Vector Laboratories,Burlingham,
USA
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2.6 Chemikalien

Alle hier nicht gesondert aufgefihrten Chemikalien wurden von den Fir-
men Merck, Darmstadt und Sigma Chemicals, Deisenhofen in den Rein-
heitsgraden ,p.a.”“ bzw. ,reinst* bezogen.

Acrylamid-L6sung

Agarose

Ammoniumpersulfat (APS)

Bacto-Agar

Bacto-Tryptone

Bacto-Yeast Extract

Bromphenolblau
Calciumchlorid
Casiumchlorid
Chloroform

DABCO
(1,4-Diazobicyclo(2.2.2)octan)

Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dextransulfat
Dodecylsulfat-Na-Salz(SDS)
Essigsaure

Ethanol

Ethidiumbromid

Fetal Calf Serum (FCS)
Ficoll IsopaqueR
Formaldehyd (37%)
Formamid

Glycerin (95%)

Roth, Karlsruhe

Seakem, Biozym Diagnostik, Ha-
meln

Sigma, Deisenhofen

Difco, Detroit, USA
Merck, Darmstadt

Difco, Detroit

Difco, Detroit, USA
Gibco, Paisley, Schottland

Sigma, Deisenhofen
Baker, Deventer, NL
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Sigma, Deisenhofen

Fluka, Buchs AG, Basel,Schweiz
Pharmacia, Uppsala, Schweden
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Calbiochem, Los Angeles, USA

Cytogen, Berlin

Pharmacia, Uppsala, Schweden
Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
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Guanidiniumthiocyanat

Hepes
(N-2-Hydroxyethylpiperazin-N-2-ethan-
sulfonséaure)

Magermilchpulver

-Mercaptoethanol

Methanol

Mineraldl

Natriumhydroxid

NBT (4-Nitro-blue-tetrazolium-chloride)

Phenol

Polyacrylamid

Propidiumiodid

Sehadex, G-50 (medium)
Silikonldsung

Siliziumoxid

TEMED
(N,N,N’,N-Tetramethylethylendiamin)
Triton X-100

Tween 20

Wasser, HPLC-grade

x-Phosphat
(5-Bromo-4-chloro-3-indolylphosphat)

Xylencyanol-Blau

Merck, Darmstadt

Sigma, Deisenhofen

Glucksklee, Hamburg

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Sigma, Deisenhofen

Roth, Karlsruhe

Roche, Diagnostics, Mannheim

Merck, Darmstadt
Fluka, Buchs AG, Basel, Schweiz

Roth, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen
Pharmacia, Uppsala, Schweden
Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Merck, Darmstadt

Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt

Roche Diagnostics, Mannheim

Fluka, Buchs AG, Basel, Schweiz
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2.7 Puffer und Lésungen

Alle Losungen wurden mit doppelt destilliertem Wasser (dH,O) aus einer
Millipore-Super-Q-Filtrationsanlage angesetzt und im Anschluss autokla-

viert oder steril filtriert.

Aufschlusspuffer zur DNA Praparation

Blocking-Ldsung zur in-situ-Hybridisierung

Chloroform

Denaturierungslésung fur in-situ- Hybridi-
sierung

Denaturierungslosung fur Southern Trans-
fer

Denhardt’s Reagenz (50x)

Depurinierungslésung fur Southern Trans-
fer

Desoxyribonukleosid-5"-triphosphate
Dot-Blot Blocking-L6sung
Dot-Blot Puffer 1

Dot-Blot Puffer 2

Dot-Blot Verdinnungspuffer

10 mM Tris-HCL, pH 8
0,2 mM EDTA, pH 7,5
10 mM NacCl

1% SDS
1,33Proteinase K/ml

3% Milchpulver
4xSSC

Chloroform/Isoamylalkohol 24:1
70% Formamid in 2xSSC

0,4 M NaOH

1% Ficoll
1% Polyvinylpyrrolidon
1% BSA

0,2 M HCI

10 mM in dH,O
0,5% Milchpulver in Puffer 1

100 mM NacCl
100 mM Tris-HCI, pH 7,5
2 mM MgCl,

100 mM NacCl
50 mM MgCl,
100 mM Tris-Hcl, pH 9,5

0,1 mg/ml Lachsspermien-DNA in
6xSSC
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Einfriermedium fir Zellen

Ethidiumbromid Stammldsung
Fixierldsung

Hybridisierungspuffer fur in-situ-
Hybridisierung von Gewebeschnitten

Hybridisierungspuffer fur in-situ-
Hybridisierung von Zellpraparationen

Hybridisierungspuffer fir Southern Transfer

IPTG-Stammldsung

Konservierungslésung fir in-situ-
Hybridisierung

LB-Agar

LB-Medium

Lysozym-LOsung

Milchpulver Mix (10x)

15% Glycerin
10% FCS
75% Dulbeccos Medium

10 mg/ml in dH,0O
Methanol/Essigsaure 3:1

50% Formamid (deionisiert)
Dextransulfat

1x Denhardt’s Losung

10 mg/ml Ls-DNA in 4xSSC

10%Dextransulfat

0,1% SDS

2xSSC, pH 7,0

50% Formamid (deionisiert)
0,17 mg/ml Ls-DNA

2% Dextransulfat
10% Milchpulver
2xSSC, pH 7,0
0,17 mg/ml Ls-DNA

0,1 MIPTG in H,O

90% Glycerin
10% PBS
2,3% DABCO

LB-Medium mit 12,5 g/l Bacto-Agar

10 g/l Bacto-Tryptone

5 g/l Bacto Yeast-Extract
5 g/l NaCl

12,5 mg/ml in dH,O

5% Magermilchpulver
10% SDS
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Oligo-Labeling-buffer (5xOLB) 50 mM Tris-HCL, pH 7,5
5 mM MgCl,
5 mM DDT
0,2 M HEPES, pH 7,0
1,25 mg/ml Hexanukleotide d(N)e

PBS (Phosphatgepufferte Kochsalzlosung) 140 mM NacCl,
1 mM KCI
8 mM NaH,PO,4 x 2
H,O
1 mM KH,PO,
1 mM MgCl, x 6 H,O
1 mM CaCl, x 2 H,O

PBS-d PBS ohne CaCl, und MgCl,

Phenol gesattigt mit 100 mM
Tris-HCL, pH 8,0

Prahybridisierungslosung fur Southern 2xSSC

Transfer 1xSDS

0,5% Magermilchpulver
0,5 mg/ml Ls-DNA

Proteinase K-Losung 10 mg/ml in 10 mM
Tris-HCI, pH 7,5

4 x Proteinladepuffer 260 mM Tris-HCI, pH 6,8
45,6% Glycerin
8% SDS

150 mM (-Mercaptoethanol
0,25% Bromphenolblau

Probenauftragspuffer fir Agarose Gele 10 mM EDTA
50% Glycerin
1% SDS
1% Bromphenolblau
0,25% Xylencyanol

RNase A 10 mg/ml RNase A

10 mM Tris-HCI, pH 7,5
15 mM NacCl,
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Saccharose

SDS-Polyacrylamidgel (Sammelgel)

SDS-Polyacrylamidgel (Trenngel)

Silizionoxidlésung

Siliziumoxid-Losungspuffer

Siliziumoxid-Waschpuffer

SSC (20x)

STET-Losung

Sucrose-L6sung

TBE (1x)

1xTBS

TE

25% Saccharose in 0,05 M Tris-
HCI, pH 5

17,5% Acrylamid (30%)
123 mM Tris-HCI, pH 6,8
1% SDS

0,8% APS

0,08% TEMED

41,3% Acrylamid (30%)
370 mM Tris-HCI, pH 8,8
1% SDS

0,7% APS

0,07% TEMED

10 g Siliziumoxid in 50 ml d H,O
suspendieren

12 g Guanidiniumthiocyanat
10 ml 0,2 mM Tris-HCL, pH 6,4
2,2ml 0,2 M EDTA, pH 8,0
0,26 g Triton X-100

12 g Guanidiumthiocyanat in 10 ml
0,1 M Tris-HCL, pH 6,4

150 mM NacCl,
15 mM Na-Citrat

50 mM Tris-HCI, pH 8,0
50 mM EDTA

0,5% Triton X-100

8% Saccharose

25% Sucrose
0,05 M Tris-HCI, pH 8,0
100 mM Tris-HCI, pH 8,0

70 mM Borsaure
25 mM EDTA

10 mM tris-HCI, pH 8,0
0,15 mM NaCl

10 mM Tris-HCL, pH 8,0
1 mM EDTA, pH 8,0
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TES-Puffer

Tris-Saline

Trypsin-L6sung

TSM-Puffer

Western-Blockpuffer (pro 250 ml)

Western-Bltpuffer, pH 8,3

Western-Waschpuffer

100 mM NacCl,
10 mM Tris-HCL, pH 8,0
1 mM EDTA

14 mM NacCl,

5 mM KCI

0,3 mM Na;HPO,

25 mM Tris-HCI, pH 7,4
0,1% Glukose (w/v)
0,03% Penicillin (w/V)
0,02% Streptomycin (w/v)

0,25% Trypsin in PBS-d
1,35 mM EDTA

0,03% Penicillin

0,02% Streptomycin

0,5% NP40 (w/v)

100 mM NacCl,

10 mM Tris-HCI, pH 7,5
2 mM MgCl,

5% Magermilchpulver
1xTBS
0,1% Tween 20

144,19 g Glycin
30,29 g Tris
1xTBS

0,1% Tween 20
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2.8 Labor- und Verbrauchsmaterialien

Cryo-Rdhrchen
Deckglaser
Dialyseschlauche
Einweggefasse, 10 ml

Einweggefasse, 15 ml

Einweggefasse, 50 ml

Einwegspritzen
Farbekuvetten
Filterpipettenspitzen
Fix-O-Gum
Gewebekulturflaschen

(25 cm?, 75 cm?, 175 cm?)

Gewebekulturschalen (60 x 15 cm)

Glaswaren

Hybridisierungsréhren

Kimwipes, Papieriicher
Kleinbilddiafilme (24 x 36), EPL 400 x
Klvetten,(Quarz)
LeucosepR-Zentrifugengefasse

Nylonmembran (positiv geladen)

Objekttrager (Super Frost)

Parafilm ,M*“

PCR Reaktionsgefasse
Petrischalen (Polystyrol)

Pipettenspitzen

Greiner, Frickenhausen
Roth, Karlsruhe
Medicell, London, UK
Greiner, Frickenhausen

Becton Dickinson
(Falcon), Oxnard, USA

Becton Dickinson
(Falcon), Oxnard, USA

Braun, Melsungen
Glaswerk-Wertheim, Wertheim
SLG, Gaufing

Marabu, Tamm

Becton Dickinson

(Falcon), Oxnard, USA

Becton Dickinson
(Falcon), Oxnard, USA

Schott, Mainz

Bachofer, Reutlingen
Kimberly Clark, EEC

Kodak, Stuttgart

Hellma; vonGebr. Faust,Ko6ln
Greiner, Frickenhausen

Qiagen, Hilden
Roche Diagnostics, Mannheim

Roth, Karlsruhe

American Can Comp., Greenwich,
USA

Perkin Elmer, Norwalk, CT, USA
Greiner, Frickenhausen

Greiner, Frickenhausen



2.9 Laborgerate

27

Préaparationsbestecke
Reaktionsgefasse (1,5 ml; 2ml)
Rontgenfilme, X-OMATTMAR 5
Skalpellklingen

Sterilfilter-Aufséatze
(0,22 um und 0,45 um Porengrésse)

Whatman Filterpapier
Zahlkammer (Neubauer)

Zentrifugengefasse

2.9 Laborgerate

Bayha, Tuttlingen
Eppendorf, Hamburg
Kodak, Stuttgart
Bayha, Tuttlingen

Schleicher & Schiill, Dassel
Schleicher & Schill, Dassel
Brand, Wertheim

Nalge, Rochester, USA

Alle hier nicht ndher bezeichneten Gerate entsprechen der Standard-Laboraus-

stattung.
Entwicklermaschine, AGFA Curix 60

Hybridisierungsofen

Inkubator fur Bakterienkulturen

Inkubator, Cytoperm Typ 8080
Mikroskop Typ BHS
PCR-Maschinen

Phasenkontrastmikroskop

Photometer, Beckmann DU 640

Pipetten

Rotationsmikrotom

Sonificator, Branson Sonifier, Modell B-12

AGFA-Gavaert, Mortsel, Belgien
Bachofer, Reutlingen

Nex Brunswick Scientific, Edison,
USA

Heraeus, Dusseldorf
Olympus, Hamburg

Perkin Elmer Cetus DNA Thermal
cycler

Leitz, Wetzlar

Beckmann Instruments Inc., Palo
Alto, USA

Eppendorf, Hamburg
Gilson, Villier-le-Bel, Frankreich

Microm, Heidelberg

Branson Sonic Power, Danbury,
USA
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Sterilbank, Bio Gard Hood, antair BSK 4
Video-Dokumentationssystem (CS1)

Zentrifugen:
Cryofuge 5000

Cytozentrifuge
GLC-2B

Labofuge GL

MC 13

TC6

Ultrazentrifuge L8 55

2.10 Das pEGFP-C1 Plasmid

Baker Company, Stanford, USA
Cybertech, Berlin

Heraeus, Dusseldorf

Shandon, Pittsburg, USA

Sorvall Instruments, Bad Homburg
Heraeus, Dusseldorf

Sorvall Instruments, Bad Homburg
Sorvall Instruments, Bad Homburg

Beckmann Instruments Inc., Palo
Alto, USA
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Abbildung 2: Das Plasmid peGFP-C1

Fur die Experimente wurde das Plasmid pEGFP-C1 verwendet. Es ist
eine Variane des Wildtyp GFP. Dieses Plasmid zeigt ein breites Fluores-
zenzspektrum unter UV-Licht und lasst sich in Sdugerzellen gut exprimie-
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ren. Das Plasmid ist 4,7 kb grol3, doppelstréangig und tragt das Gen fur das
~green flourescent protein“ der Qualle Aequorea victoria unter der Kontrol-
le des Cytomegalie (CMV) Promotors. Die ,, multiple cloning site” liegt zwi-
schen der GFP-codierenden Sequenz und dem Simian Virus 40 (SV40)
poly A-Gen. Das Plasmid enthélt weiterhin ein Kanamycin-Resistenzgen.
Ein bakterieller Promotor 5’ dieses Gens exprimiert die resistenz in E.coli-
Bakterien. Zur Replikation in E.coli-Bakterien enthélt das Plasmid den
pUC 19 origin und einen f1 origin zur Einzelstrang-DNA-Synthese.

2.11 Sequenzenund Lage der verwendeten synthetischen
Oligonukleotide im Gen des ,green flourescent pro-
tein”

Die hier aufgeftihrten einzelstdngigen Oligonukleotide wurden von den Fir-

men Gibco BRL und Sigma Ark bezogen. Sie wurden in 5’ — 3’ Richtung
notiert und als PCR-Primer verwendet.

Primer 42 sense CCC ATA TAT GGA GTT CCG
Primer 1319 anti-sense CGT CCATGC CGAGAG TGATCC
Primer 530 sense CGG TAG GCG TGT ACG GTG GG
Primer 611 sense CCATGG TGA GCA AGG GCG AG
Primer 1077 anti-sense || GGC CAT GAT ATA GAC GTT GTG G
Primer 581 sense CGT CAG ATC CGC TAG CGC TAC
Primer 1299 anti-sense || CCC GGC GGC GGT CAC GAACTCC
Primer 724 sense GCC ACC TAC GGC AAG CTG ACCC
Primer 924 anti-sense GCG CGG GTCTTG TAG TTG CCG

Tabelle 1: Sequenzen der verwendeten Primer

Fur PCR-Analysen wurden die in Tabelle ?? angegebenen Primer ver-
wendet. Die Primer fur den sense-Strang und den antisense-Strang wur-
den untereinander gemischt. Die dadurch entstandenen Primerpaare und
die amplifizierten Fragmentlangen sind in Abildung ?? angegeben. Fur die
Darstellung der Ergebnisse wurde ein grol3es, ein mittleres und ein kleines
Primerpaar ausgewahlt.
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Cmv ‘ GFP ‘

Primer42 | |
| 1277 bp " Primer 1319
Primer 42 ‘4, |
‘ 1257 bp ‘7‘Primer 1299
Primer42 | |
! 1035bp ~— Primer 1077
Primer 530 ‘—> |
! 769 bp ! Primer 1299
Primer 530 I |
! 750 bp — Primer 1319
Primer 611 —— |
‘ 708 bp — Primer 1319
Primer 724 ‘—> |
! 595 bp —Primer 1319
Primer 530 ‘—> |
‘ 547bp —— Primer 1077
Primer 61 1‘—> |
! 466 bp ~——Primer 1077
Primer 530 . (
! 394 bp ;Primer 924
Primer 611 - |
! 313 bp — Primer 924
Primer 724 ‘4' |
' 200bp “ Primer 924

Abbildung 3: Lage aller verwendeten Primerpaare
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3 Methoden

3.1 Arbeiten mit Zellkultur

Alle Zellkulturarbeiten wurden unter einer Sterilbank durchgefihrt. Die fur
diese Arbeiten verwendeten Medien wurden bei 4°C aufbewahrt und vor
Benutzung auf 37°C bzw. Raumtemperatur erwéarmt.

3.2 Passagieren von Zellen

Die verwendeten Zellinien waren ausschliesslich adharent wachsende Zel-
len, die als ,Monolayer“-Kulturen in Dulbecco’s modifiziertem Medium (Ba-
blanian et al., 1965) mit 10% v/v foétalem Kalberserum (FCS) in Gewebe-
kulturflaschen kultiviert wurden. Je nach Art der Zellinie wuchsen die Zel-
len bei 37°C in zwei bis drei Tagen zu einem konfluenten Zellrasen und
wurden dann auf neue Gewebekulturflaschen verteilt. Dazu wurden die
Zellen zweimal mit PBS-d gewaschen und durch Zugabe von 2 ml einer
25%igen Trypsinlosung vom Flaschenboden abgeldst. Die Zellsuspension
wurde anschlielend im Verhaltnis 1:2 bis 1:10 in neue Gewebekulturfla-
schen mit frischem Medium Uberfihrt und bei 37°C, 5% CO, und 95%
Luftfeuchtigkeit inkubiert.

3.3 Kultivierung primarer Milzzellen

Zur Kultivierung primarer Milzzellen wurde eine Maus (Stamm C57BI6/J)
in einer CO,-Atmosphére getotet. Unter einer Sterilbank wurde das Abdo-
men geoffnet und die Milz herausprapariert. Das Organ wurde in PBS-d
gewaschen und die Kapsel mit einer Rasierklinge zerstort. Um die Zellen
zu vereinzeln, wurden die Organe vorsichtig durch ein Zellsieb mit einer
Porengrésse von 7 um in eine Petrischale, die 10 ml Dulbecco’s Medium
mit 10% FCS enthielt, gedriickt. AnschlieRend wurden die Zellen durch
mehrmaliges Auf- und Abpipettieren weiter vereinzelt. Die Zellsuspension
wurde dann in eine Gewebekulturschale mit Dulbecco’s Medium, welches
10% FCS enthielt, tberfthrt und bei 37°C 5% CO, und 95% Luftfeuchtig-
keit inkubiert.
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3.4 Passage priméarer Milzzellen

Primare Milzzellen sind keine adharenten Zellen, sondern verbleiben als
eine Zellsuspension. Nach einer Inkubation von 12 Stunden bei 37°C hat-
te sich die Anzahl der Zellen verdoppelt. Um zu testen, wieviele Zellen
noch lebten, wurden 10 ul der Zellsuspension mit dem gleichen Volumen
Trypanblau gemischt und 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Das
Trypanblau diffundiert durch die Zellmembranen toter Zellen und farbt die-
se blau. Es findet keine Diffusion durch die Zellmembranen lebender Zel-
len statt. Unter dem Mikroskop konnte so die Anzahl der lebenden Zellen
ermittelt werden. Betrug die Anzahl der lebenden Zellen noch mehr als die
Halfte, wurden die Zellen 10 Minuten bei 1.300 rpm bei Raumtemperatur
pelletiert. Das alte Medium wurde verworfen und das Zellpellet in PBS-d
resuspendiert. Die Zellen wurden erneut, wie oben beschrieben, pelletiert.
Der Uberstand wurde wiederum verworfen und die Zellen in frischnem Me-
dium resuspendiert. Die Zellsuspension wurde dann in eine frische Ge-
webekulturschale mit neuem Medium tberfuhrt und erneut bei 37°C inku-
biert. Primare Milzzellen konnten so bis zu 14 Tagen Uberleben.

3.5 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Zur langeren Aufbewahrung wurden die Zellen in flissigem Stickstoff ein-
gefroren. Dazu wurden die Zellen eines konfluent gewachsenen Mono-
layers zweimal mit PBS-d gewaschen und mit einer 25%igen Trypsinlo-
sung vom Flaschenboden abgel6st. Die Zellsuspension wurde mit 2 ml
FCS gemischt, um die Trypsinwirkung zu inhibieren, und 10 Minuten bei
1.300 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Zellen in
Einfriermedium resuspendiert. Die Zellsuspension wurde in verschraub-
bare Kryorohrchen dberfuhrt und tGber Nacht bei -80°C eingefroren. An-
schlielBend wurden die Zellen bei -196°C gelagert.

Zum Auftauen der Zellen wurde 1 ml 37°C warmes Medium mit 20%
FCS zu den gefrorenen Zellen pipettiert und die Zellen durch vorsichtiges
Auf- und Abpipettieren aufgetaut. Sobald die Zellen aufgetaut waren, wur-
den sie in frisches Medium mit 20% FCS Uberfuhrt und bei 37°C inkubiert.
Am né&chsten Tag wurde das Glycerin-haltige Medium gegen frisches Me-
dium ausgetauscht, dem nur noch 10% FCS zugesetzt wurden.
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3.6 Transfektion von Zellen

(Graham uns van der Eb, 1973; Southern und Berg, 1982)

Fur alle Transfektionsexperimente wurden ausschliesslich gut gewachse-
ne Zellen verwendet, die zum Zeitpunkt der Transfektion semikonfluent ge-
wachsen waren. Einen Tag vor der Transfektion wurden 2x10° Zellen pro
60 mm Gewebekulturschalen ausgeséat. Zur Transfektion wurden 15 ug
des zu testenden Plasmids in sterilem Wasser gel6st. Das Endvolumen
betrug 64 ul. Danach wurden 36 ul einer 2 M CaCl,-Ldsung dazupipettiert
und gut gemischt. Die DNA-Lsung wurde in 200 ul HBS-L6sung getrop-
felt und 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Wahrend dieser Zeit
bildeten die DNA und das CaCl, in Anwesenheit des Phosphats Komple-
xe, die Uber die Zellmembranen endozytiert wurden. Nach Ablauf der In-
kubationszeit wurde die Lésung in das Medium getropfelt. Zwei bis drei
Stunden danach wurde das Medium gewechselt und die Zellen mindes-
tens 16 Stunden bei 37°C inkubiert. Zur Kontrolle wurden je eine negative
Kontrolle (nicht-transfizierte Zellen) und eine positive Kontrolle (dazu wur-
den Zellen mit schon getestetem Plasmid transfiziert) angesetzt.

3.6.1 Inkubation von priméaren Milzzellen mit Plasmid-DNA

Um die Bereitschaft von primaren Milzzellen zur Aufnahme fremder DNA
zu testen, wurden 25 ug des Plasmids pEGFP-C1 zu 5 ml Medium pipet-
tiert. Alle 30 Minuten wurde der Monolayer vorsichtig geschdttelt, um ei-
ne gleichmassige Verteilung der DNA zu gewahrleisten. Nach definierten
Zeitpunkten wurden die Zellen bei 1.300 rpm 10 Minuten bei RT zentri-
fugiert. Das Zellpellet wurde in 5 ml PBS resuspendiert, 20 ug/ml DNase
zugesetzt und 30 Minuten bei RT inkubiert. Nach Ablauf der Zeit wurde die
DNase mit 20 mM EDTA inhibiert und die Zellen erneut wie oben beschrie-
ben zentrifugiert. Danach wurde direkt eine Kernextraktion durchgefuhrt.

3.6.2 Extraktion der Zellkerne

Zur Extraktion der Zellkerne aus den Milzzellen wurden diese 5 Minuten
bei RT und 1.300 rpm zentrifugiert. Die Zellen wurden in 5 ml Tris-saline
resuspendiert und 10 Minuten bei 4°C bei 1.300 rpm zentrifugiert. Die-
se Prozedur wurde noch zweimal wiederholt. Danach wurden die Zellen



3.7 Arbeiten mit Bakterien

34

in 10 ml TSM-Puffer resuspendiert und 5 Minuten bei RT inkubiert. NP40,
das dem TSM-Puffer zugesetzt war, wirkt als Detergens und zerstort Lipid-
schichten. Dabei werden ausschliesslich die Zellmembranen, aber nicht
die Kernmembranen angegriffen. Wahrend der Inkubationszeit wurde das
Reaktionsréhrchen mehrere Male invertiert, um zu gewahrleisten, dass al-
le Zellen gleichmassig von Puffer umgeben sind. Nachdem die Zellmem-
branen zerstort waren, wurde das Gemisch 5 Minuten bei 4.000 rpm und
4°C zentrifugiert. Die Zellkerne wurden in 1 ml TES-Puffer resuspendiert.
Durch den hohen Salzgehalt in dem Puffer wurden die Kerne stabilisiert.
Zur Analyse wurden die Kerne auf einen Objekttrager aufgespritzt und mit
der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (Abschnitt ?? auf Seite ??) unter-
sucht.

3.7 Arbeiten mit Bakterien
3.7.1 Kultivierung und Aufbewahrung von Bakterien

Zur Vermehrung von Plasmid-transformierten Bakterien wurden Einzelko-
lonien oder wenige Mikroliter einer Glycerinkultur in 2 ml LB-Medium, wel-
ches das zur Selektion notwendige Antibiotikum enthielt (30 pg/ml Kana-
mycin) angeimpft und 16 Stunden lang bei 37°C unter standigem Schutteln
inkubiert. Von dieser Ubernachtkultur konnte eine Glycerinkultur angelegt
werden, indem die Bakterienkultur mit 80% Glycerin im Verhaltnis 1:1 ver-
setzt und in Cryordhrchen bei -80°C tiber Monate hinweg aufbewahrt wur-
de.

3.7.2 Herstellung kompetenter Bakterien

(Hanahan, 1983)

Zur Herstellung von kompetenten Bakterien wurden 1 bis 2 ml einer Uber-
nachtkultur in 25 ml vorgewarmtem SOB-Medium angeimpft und solange
bei 37°C inkubiert, bis eine optische Dichte bei A=600 nm von 0,7 erreicht
wurde. Dann wurde die Bakteriensuspension 15 Minuten auf Eis inku-
biert und anschlieBend bei 2.500 rpm und 4°C 10 Minuten zentrifugiert
(Heraeus Labfuge GL). Das Bakteriensediment wurde in 8,3 ml kaltem
TFB-Puffer aufgenommen und 10 Minuten auf Eis inkubiert. Die Bakterien
wurden wiederum wie oben beschrieben zentrifugiert und in 2 ml kaltem
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TFB-Puffer aufgenommen, so dass etwa eine Konzentration von 1x10°
Bakterien pro ml erreicht wurde. AnschlieRend wurde die Bakteriensus-
pension mit 70 ul DnD-L6sung versetzt und 10 Minuten auf Eis inkubiert,
bevor nochmals 70 ul DnD-Lésung hinzugefigt wurde, um eine Endkon-
zentration der DnD-L6sung von 7% zu erreichen. Entweder wurden die
Bakterien direkt zur Transformation verwendet oder aliquotiert und bei -
80°C gelagert.

3.7.3 Transformation kompetenter Bakterien

Unter einer Transformation versteht man das Einbringen nackter DNA in
kompetente Bakterien. 100 pg Plasmid-DNA wurden mit 200 ul kompe-
tenten Bakterien 30 Minuten auf Eis inkubiert. Anschlie3end wurden die
Bakterien fur 90 Sekunden auf 42°C erwarmt (Hitzeschock) und sofort wie-
der auf Eis abgekuhlt. Die Zellen wurden dann mit 800 wl 37°C warmen
SOC-Medium versetzt und 45 Minuten bei 37°C unter Schditteln inkubiert.
Jeweils 200 ul des Transformationsansatzes wurden auf antibiotikahalti-
gen LB-Agarplatten ausgestrichen und Gber Nacht bei 37°C inkubiert.

3.8 Praparation von Plasmid DNA
3.8.1 Schnellpraparation von Plasmid DNA durch Kochlyse

(Holmes und Quigley, 1981)

Um zu testen, ob Bakterien, die auf einer alteren LB-Platte mit dem ent-
sprechenden Antibiotikum immer noch das zuvor transformierte Plasmid
enthielten, wurde ein schneller Test durchgefuhrt. Dazu wurde eine Bakte-

rienkolonie gepickt und in 1,5 ml LB-Medium mit dem Antibiotikum (25 pg/ml)

Uber Nacht auf einem Schittler bei 37°C inkubiert. Am néchsten Tag wur-
den die Bakterien 1 Minute in einer Tischzentrifuge bei 13.000 rpm zen-
trifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Zellsediment wurde
zum Zellaufschluss in 400 pl STET-Losung und 30 ul Lysozym-L&sung
(10 mg/ml) vollstandig resuspendiert. Nach dreimindtiger Inkubation bei
96°C im Wasserbad wurde die Zellsuspension bei 13.000 rpm fur 10 Mi-
nuten bei RT zentrifugiert, um chromosomale DNA und Zelltrimmer von
der Plasmid DNA zu trennen. Die im Uberstand enthaltene DNA wurde
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mit 1/10 Vol. 3 M Natriumacetat und 0,6 Vol. 100% Isopropanol prazipi-
tiert. Das Gemisch wurde bei 13.000 rpm 15 Minuten zentrifugiert. Das
Sediment wurde mit 70% Ethanol gewaschen, getrocknet und in 30 ul
Nuklease-freiem Wasser resuspendiert. Die DNA wurde zum Test mit Re-
striktionsendonukleasen geschnitten und auf ein Agarosegel aufgetragen.
Die gereinigten Plasmide konnten dann bei 4°C gelagert werden.

3.8.2 Praparation von Plasmid DNA uber CsCI-Dichtegradienten

(Clewell und Helsinki, 1972)

Wenn die oben beschriebene Kochlyse bestatigte, dass die Bakterien noch
das gewiinschte Plasmid enthielten, wurde eine Plasmidpraparation mit
Hilfe eines CsCl-Gradienten durchgefiihrt. Diese Methode erlaubte es,
eine grossere Menge Plasmid DNA zu isolieren, als durch die Kochly-
se moglich war. Zur Plasmidpraparation wurde eine Bakterienkolonie ge-
pickt und in 30 ml LB-Medium, dem 30 pg/ml Kanamycin zugesetzt war,
16 Stunden lang bei 37°C inkubiert. Von dieser Vorkultur wurden 10 ml in
1 L LB-Flussigkultur mit 30 pg/ml Kanamycin tUberfihrt und erneut

16 Stunden lang bei 37°C inkubiert. AnschlieRend wurden die Bakterien
durch Zentrifugation in einer Sorvall RC 3 B Plus sedimentiert und der
Uberstand verworfen. Das Sediment wurde in 30 ml TE-Puffer, pH 7,5
gewaschen und unter gleichen Bedingungen erneut zentrifugiert. Danach
wurde das Zellpellet in 11 ml eiskalter 25% Saccharoselésung und 2 ml Ly-
sozymlosung (20 mg/ml) resuspendiert. Das Gemisch wurde 10 Minuten
auf Eis inkubiert. Durch die Saccharose wurde ein osmotischer Gradient
aufgebaut, wodurch Wasser in die Bakterien diffundierte und sie platzen
liess. Das Lysozym, eine Muramidase, baut die Bakterienwande durch Hy-
drolyse des Mureinsacculus ab. Im Anschluss wurden 5 ml einer 0,25 M
EDTA-LOsung, pH 8,0 zugesetzt und weitere 10 Minuten auf Eis inkubiert.
Danach wurden 17 ml Tritonlésung hinzupipettiert und 30 Minuten auf Eis
inkubiert. Dadurch wurden die zellularen Proteine denaturiert und konnten
mit der bakteriellen DNA durch 45-mindtige Zentrifugation in einem SW-28
Rotor bei 25.000 rpm bei 4°C sedimentiert werden. Die Plasmid DNA be-
fand sich danach im Uberstand. Das Volumen des Uberstandes wurde be-
stimmt und mit 0,94 g/ml CsCI versetzt. Nach Zugabe von 1 ml Ethidium-
bromid (10 mg/ml) wurde der Ansatz in ein VTI-50-Rohrchen tberfuhrt und
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in dem dazugehdrigen Rotor bei 40.000 rpm 18 bis 22 Stunden lang zen-
trifugiert. Hierbei bildete das CsCI einen Dichtegradienten, der die noch
verbliebene Bakterien DNA von den Plasmiden trennte. Nach Beendigung
der Zentrifugation hatten sich zwei DNA-Banden gebildet. Unter UV-Licht
wurde die untere Bande, die die geschlossenen Plasmide enthielt, nach
Anstechen des Rohrchens mit einer 0,9 x 40 mm Kandle in eine 5 ml Sprit-
ze abgezogen. In der oberen Bande befanden sich genickte Plasmide, d.
h. zirkulare Plasmide mit Einzel- oder Doppelstrangbrichen. Da sich in
der abgenommenen Fraktion noch Bakterien DNA mit dem gleichen spe-
zifischen Gewicht befinden konnte, wurde diese in einem VTI-65-Rotorbei
45.000 rpm bei 20°C 18 bis 22 Stunden lang zentrifugiert. Es wurde wie-
derum die untere Bande unter UV-Licht abgezogen. Zum Entfernen des
Ethidiumbromids wurde die DNA-haltige L6sung zwei- bis dreimal mit ei-
ner CsCl-gesattigten Isopropanol-Lésung ausgeschiittelt. Zur Entfernung
von Salzresten wurde die DNA-haltige Lésung abschliessend mindestens
48 Stunden lang gegen TE-Puffer, pH 7,5 dialysiert. Der TE-Puffer wurde
zwei- bis dreimal ausgetauscht. Nach Prazipitation (Abschnitt ?? auf Sei-
te ??) wurde die DNA in TE-Puffer bei 4°C aufbewahrt, nachdem sie in
einem Agarosegel nach Restriktion mit entsprechenden Restriktionsendo-
nukleasen auf ihre Reinheit getestet worden war.

3.9 Quantitative Bestimmung von DNA

Die Purin- und Pyrimidinbasen der DNA absorbieren ultraviolettes Licht bei
einem Maximum von A= 258 bis A= 260 nm. Diese Eigenschaft wurde fur
die quantitative Bestimmung von Nukleinsduren benutzt. Bei einer Mes-
sung in einer Quarzkluvette mit einer Schichtdicke der DNA-LAsung von
1 cm gilt: eine OD,g= 1 entspricht einer DNA-Konzentration von 50 ug/ml
(Kaiser und Hogness, 1960). Proteine absorbieren UV-Licht bei einer Wel-
lenlange von A= 280 nm. Der Reinheitsgrad der Nukleinsdure-haltigen L6-
sung kann daher durch den Extinktionsquotienten R=0D57:0D g ermittelt
werden. Reine Nukleinsdurepraparationen besitzen einen Quotienten von
R= 1,8 bis 2,0 in 10 mM Tris-HCI, pH 7,5. Bei diesem Quotienten kann
man von einer nahezu proteinfreien Losung ausgehen.
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3.10 Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen

(Nathans und Smith, 1975)

Restriktionsendonukleasen (RE) sind Enzyme, die aus Bakterien isoliert
werden und deren Funktion in der Zerstérung artfremder DNA liegt. Die-
se Enzyme werden in der Molekularbiologie zum gezielten Spalten von
DNA verwendet. Die Spaltung der DNA erfolgt durch gezielte Hydrolyse
der Phosphodiesterbindung zwischen zwei Basen. Man unterscheidet drei
Arten von RE: Typ |, Il und lIl. Typ | besitzt sowohl hydrolysierende als auch
methylierende Aktivitat und schneidet nicht direkt an der Erkennungsse-
guenz des Enzyms, sondern an einer in der N&he gelegenen Sequenz.
Typ lll Enzyme schneiden eine spezifische Sequenz, die nicht mit der Er-
kennungssequenz des Enzyms tbereinstimmt. Typ Il Enzyme sind der am
haufigsten verwendete Typ. Er erkennt Tetra-, Penta- oder Hexanukleotid-
sequenzen in Form von Palindromen und schneidet innerhalb der von ihm
erkannten Sequenz. Dabei kdnnen ,blunt ends* oder ,sticki ends” entste-
hen. Die Aktivitat von RE wird in Units (U) angegeben, wobei 1 U eines
Enzyms 1 ug Lambda DNA unter optimalen Bedingungen in einer Stun-
de fragmentiert. Wie in Abschnitt ?? auf Seite ?? und Abschnitt ?? auf
Seite ?? bereits erwahnt, wurden die aufgereinigten Plasmide zur Cha-
rakterisierung mit RE gespalten. Dazu wurden die RE so gewahlt, dass
sie das Plasmid entweder linearisierten oder es in ein charakteristisches
Fragmentmuster spalteten. Pro Ansatz wurden 1 pug Plasmid DNA mit 10
U RE und 2 ul des vom Hersteller mitgelieferten 10 x Puffers in einem Re-
aktionsvolumen von 20 ul 1 Stunde lang bei 37°C inkubiert. AnschlieRend
wurden die RE durch Zugabe von 2 mM EDTA (pH 7,5) oder fiinfzehnmi-
natiger Inkubation bei 68°C inaktiviert.

In den Versuchen wurde genomische DNA nicht gespalten. Um geno-
mische DNA zu spalten, kénnen 10 pg bis 30 pg mit 7 U bis 10 U der
jeweiligen RE pro ug genomischer DNA 5 bis 8 Stunden lang bei 37°C
inkubiert werden.
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3.11 Gelelektrophoretische Trennung von DNA-Fragmenten

Nach der Spaltung der DNA mit Restriktionsendonukleasen wurden die
entstandenen DNA-Fragmente zur Trennung, ldentifizierung und Reini-
gung elektrophoretisch in einem Agarosegel getrennt. Dabei wurden je

nach Grosse der zu erwartenden DNA-Fragmente Agarosegele unterschied-

licher Prozentigkeit gewahlt. Hohere Agarosekonzentrationen ermdglich-
ten hierbei eine bessere Trennung von DNA-Fragmenten im niedermoleku-
laren Bereich. Die Elektrophoresen wurden entweder in Minigelkammern
(86,3 cm x 10 cm) oder in Flachbettkammern (,Submarines* (20 cm x 20
cm)), mit 1 x TBE-Puffer als Laufpuffer durchgefiihrt. Die Proben wurden
mit 1/10 Volumen Probenauftragspuffer versehen und in die Taschen des
Agarosegels pipettiert. Die Elektrophorese erfolgte bei genomischer DNA
bei 20—-40 Volt 16 Stunden lang, bei Plasmid DNA in Minigelkammern bei
70-90 Volt fur 1-2 Stunden. Nach Beendigung der Elektrophorese wurde
das Gel drei bis funf Minuten in Ethidiumbromidlésung (1 ng/ml) inkubiert
und anschliel3end gewassert. Das Ethidiumbromid interkaliert dabei zwi-
schen die Basen der Nukleinsaure und emmitiert nach Anregung im UV-
Bereich orangefarbenes Licht. Die gefarbten Gele wurden im UV -Licht
fotografiert.

3.12 Southern-Transfer-Hybridisierung

(Southern, 1975; Kotsier et al., 1993)

Beim DNA-Transfer nach Southern werden die gelelektrophoretisch ge-
trennten DNA-Fragmente auf eine geeignete Matrix, wie beispielsweise
auf eine Nylonmembran, tGbertragen. Die fixierte DNA wird dann mit ei-
ner einzelstrangigen oder denaturierten Probe hybridisiert. Somit kdnnen
gelelektrophoretisch getrennte DNA-Sequenzen identifiziert werden. Die
Technik kombiniert das Auflosevermdgen der Agarose-Gelelektrophorese
und die Nachweisempfindlichkeit der Nukleinsaure-Hybridisierung.

3.12.1 Transfer

Nach der elektrophoretischen Trennung der DNA-Fragmente im Agaro-
segel wurde das Gel zunachst 20 Minuten unter leichtem Schwenken in
0,25 M HCI-L6sung inkubiert. Dieser Schritt erhdhte die Transfergeschwin-
digkeit und Effizienz von grol3en DNA-Molekiilen, da durch das partiel-
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le Depurinieren Einzelstrangbriche in die Doppelhelix eingefihrt wurden.
AnschlieRend wurde das Gel zur Denaturierung der DNA 20 Minuten unter
leichtem Schwenken in 0,4 M NaOH inkubiert. Der DNA-Transfer wurde
dann nach der von Kotsier et al. (1993) modifizierten Methode durchge-
fuhrt. Dabei wurde die DNA durch Kapillarkrafte mit Hilfe der Schwerkraft-
von oben nach unten auf die Membran transferiert. Nach 4 bis 16 stundi-
gem Transfer wurde die Nylonmembran kurz in 2 x SSC geschwenkt und
zur Fixierung der DNA je nach Herstellerangaben der Nylonmembranen
30 bis 60 Minuten bei 80°C oder 120°C inkubiert. Anschliel3end wurde die
Membran bei RT gelagert oder direkt prahybridisiert.

3.12.2 Radioaktive Markierung von DNA-Sonden

(Feinberg und Vogelstein, 1983)

Fur die radioaktive Markierung von DNA wurde die Methode des ,Oligo-
labeling” angewendet. Hierbei wird die zu markierende DNA zunéachst de-
naturiert. AnschlielRend werden Oligodesoxyribonukleotide mit ,zufalliger®
Sequenz hinzugegeben. Diese Oligomere binden an ,zuféllige* Stellen im
jeweiligen DNA-Molekil und dienen als Primer fiir die DNA-Synthese des
Gegenstranges durch das Klenow-Fragment der DNA-Polymerase |. Bei
der Gegenstrangsynthese kommt es zum Einbau der Desoxyribonukleo-
sidtriphosphate (dNTPs), wobei radioaktiv markierte DNA-Molekile ent-
stehen. Zunachst wurden 50 ng der zu markierenden DNA in einem Vo-
lumen von 10 ul Wasser geldst, 2 Minuten bei 100°C denaturiert und so-
fort auf Eis abgekihlt, um ein Renaturieren zu verhindern. Durch Zugabe
von 5 x OLB-Puffer, 400 ug/ml BSA, 50 uCi [« *P]-dCTP, je 400 uM der
unmarkierten dATP, dGTP, dTTP sowie 2 U Klenow-Polymerase wurde die
Synthese von komplementarer radioaktiver DNA begonnen. Dabei dienten
die im OLB-Puffer enthaltenen Hexanukleotide statistischer Zusammen-
setzung als Primer fur die DNA-Synthese des Gegenstranges. Der Ansatz
wurde 2 bis 3 Stunden bei 37°C inkubiert und anschlieRend uber eine
Sephadex-Saule zentrifugiert, um die nicht eingebauten radioaktiv mar-
kierten Desoxyribonukleosidtriphosphate durch Gelfiltration abzutrennen.
Die markierte DNA, die sich im Eluat befand, wurde dann der Hybridisie-
rungslosung zugesetzt.
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3.12.3 Hybridisierung mit [ o—32P]-markierten Sonden

(nach Rigby et al., 1922)

Die an eine positiv geladene Membran gebundene einzelstrangige DNA
konnte durch Hybridisierung mit homologer radioaktiv markierter DNA cha-
rakterisiert werden. Zunachst wurde die Membran prahybridisiert, um un-
spezifische Bindungsstellen abzuséttigen. Dazu wurde die Membran in ei-
ner Hybridisierungsrohre mit 15 ml Prahybridisierungslésung 1 bis 3 Stun-
den lang in einem Rollschrank bei 68°C inkubiert. Anschlie3end wurde die
Préahybridisierungslosung durch Hybridisierungslosung ersetzt, die die ra-
dioaktiv markierte DNA-Sonde enthielt. AnschlielRend wurde die Membran
16 bis 22 Stunden lang bei 68°C im Rollschrank inkubiert. Prahybridisie-
rungs- und Hybridisierungslésung wurden vor dem Gebrauch 10 Minuten
gekocht und dann auf Eis 5 Minuten abgekihlt. Um unspezifisch gebun-
dene DNA zu entfernen, wurde die Membran nach der Inkubation mit der
radioaktiv markierten DNA zweimal 20 Minuten in 2 x SSC/0,1% SDS und
zweimal 20 Minuten in 0,2 x SSC/0,1% SDS bei 68°C gewaschen. An-
schlieBend wurde die Membran in Frischhaltefolie verpackt und in Ront-
genfilmkassetten bei -80°C auf Kodak X-OMAT-Filmen exponiert.

3.13 Analyse der DNA mit der Polymerase-Ketten-Reak-
tion (PCR)

Durch die PCR ist es mdglich, ein DNA-Fragment enzymatisch in vitro zu
vermehren. Man nutzt dabei die Eigenschaft von DNA-Polymerasen aus,
DNA-Einzelstrange zu Doppelstrangen zu synthetisieren, sofern ihnen ein
kurzer doppelstrangiger Bereich als Primer zur Verfigung steht. Dabei
wurde die Polymerase des thermostabilen Bakteriums Thermus aquati-
cus eingesetzt, deren Aktivitat bei ca. 72°C ihr Maximum hat und die auch
bei 95°C noch aktiv ist. Fur jeden Reaktionsansatz wurden 100 bis 300 ng
genomische DNA mit 100 ng der beiden Oligonukleotidprimer (21-22 bp),
1,5 mM MgCl,, 2 U Tag-Polymerase (Promega, Mannheim), vom Herstel-
ler mitgelieferten 10 x Puffers in einem Volumen von 50 ul (Perkin Elmer
DNA Thermal cycler PE 480, mit Mineral6l beschichtet) eingesetzt. Die
Reaktion wurde nach folgendem Programm durchgefihrt:
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Schritt 1: Denaturierung bei 95°C 4 Minuten
Schritt 2: Denaturierung bei 95°C 90 Sekunden
Schritt 3:  Primerannealing bei 67°C 1 Minute

Schritt 4:  Elongation bei 72°C 1 Minute
Schritt 5:  Elongation bei 72°C 5 Minuten
Schritt 6: 4°C

Tabelle 2: Programm der PCR

Die Schritte 2—4 wurden 30 bis 35 mal wiederholt. AnschlieRend wur-
den die PCR-Produkte elektrophoretisch auf einem Agarosegel (1-1,5%)
getrennt.

3.14 Tierexperimenteller Teil
3.14.1 Tierhaltung

Fur die Versuche wurden weibliche und méannliche C57BI/6 und CB20
Méause im Alter von 8 Wochen verwendet. Die C57BI/6 wurden bei der Fir-
ma Harlan und Winkelmann, Mannheim bestellt, die CB20 stammten aus
der hauseigenen Zucht und wurden in Makrolonkafigen der Normgrosse
Typ Il (bis zu 4 Tiere) oder Typ Il (bis zu 12 Tiere) unter sterilen Bedingun-
gen gehalten. Die M&ause erhielten bestrahlte Mausfutterpellets (Altromin
1314, Lage) und hatten wahrend der gesamten Versuchszeit freien Zu-
gang zu Wasser.

3.14.2 Verfutterung des Plasmids pEGFP-C1

Den Méausen wurde jeweils 50 ug Plasmid DNA, die in 20 ug Wasser ge-
|6st war, mit Hilfe einer Gilson Pipette oral appliziert. Kontrolltiere erhielten
die gleiche Menge DNA-freies Wasser. Um die Effekte, die wahrend der
Darmpassage einwirken, zu untersuchen, wurde nackte DNA verfittert.
Zu definierten Zeitpunkten nach Verabreichung der fremden DNA wurden
die Tiere in einer CO,-Atmosphére getotet und die Organe und die Inhalte
des Gastrointestinaltraktes entnommen.
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3.14.3 Verfutterung des Proteins Glutathion-S-Transferase

CB20 Méausen wurden je 300 pg des ,green flourescent protein®, das in
70 ul Tris, pH 8 gelost war oral appliziert. Kontrolltiere erhielten die glei-
che Menge proteinfreien Tris-Puffer. Nach definierten Zeitspannen wurden
die Tiere durch CO,-Begasung getdtet und die Organe und Inhalte des
Magen-Darmtraktes entnommen.

3.14.4 Injektion des Plasmids pEGFP-C1 in die verschiedenen Darm-
abschnitte

C57BI/6 Méause wurden in einer CO,-Atmosphéare getétet und das Abdo-
men geodffnet (Abschnitt ?? auf Seite ?7?). Die einzelnen Darmabschnitte
Magen, Duodenum, Jejunum, lleum, Caecum und Kolon wurden mit ei-
nem Stlck Bindfaden abgebunden. 2 ug des Plasmids wurden in 50 pl
Wasser gel6st und mit Hilfe einer 1 ml Einmalspritze in die verschiedenen
Darmabschnitte injiziert. Das Abdomen wurde wieder geschlossen und die
Tiere fur 1 Stunde, 3 und 5 Stunden bei 37°C inkubiert. Danach wurden
die Inhalte der Darmabschnitte extrahiert und sofort in flissigem Stickstoff
schockgefroren, um Nukleasen zu inhibieren. Danach wurden die Proben
bis zur DNA-Préparation bei -80°C gelagert.

3.14.5 Entnahme der Organe und Darminhalte

Nachdem die Tiere durch CO,-Begasung getotet worden waren, wurden
sie in Rickenlage auf dem OP-Tisch fixiert und das Fell mit Ethanol ge-
reinigt. AnschlieBend wurde die Bauchhaut geéffnet und von der Abdo-
minalmuskulatur getrennt. Nach Absetzen der Haut wurde das Abdomen
mit einem neuen Satz steriler Praparationsbestecke vollstéandig geoffnet.
Danach wurde das Zwerchfell durchtrennt und das Blut durch Punktion
des Herzens mit einer 0,9 x 40 mm Einmalkanile in eine 5 ml Einmal-
spritze entnommen und sofort in flissigem Stickstoff schockgefroren. Zur
Hemmung der Blutgerinnung wurde vor der Punktion des Herzens 10 ul
0,5 M EDTA, pH 8,0 vorgelegt. Im Anschluss wurden die anderen Organe
in folgender Reihenfolge entnommen: Leber (ohne Gallenblase), Milz und
Niere. Auch die Organe wurden sofort in flissigem Stickstoff eingefroren,
um die nach dem Zelltod einsetzenden Abbauvorgange durch zelleigene
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DNasen zu verhindern. AnschlieRend wurden die Inhalte des Gastrointes-
tinaltraktes (Magen, Dunn-, Blind- und Enddarm) mit jeweils frischen ste-
rilen Einmalskalpellklingen durch Herauspressen aus den Darmhillen ex-
trahiert und ebenfalls sofort schockgefroren. Dinn- und Blinddarmwéande
wurden in Wasser gewaschen und dann in 4% Formaldehyd-Ldsung tber
Nacht bei RT fixiert. Das fixierte Gewebe wurde in der Pathologie in Paraf-
fin gegossen und konnte so mittels der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung
(Abschnitt ?? auf Seite ??) analysiert werden.

3.14.6 Praparation genomischer DNA

(modifiziert nach Stafford, 1976, Boom et al., 1989, Hoss et al., 1992)

Die extrahierten Organe und Inhalte der Gastrointestinaltrakte nach Fut-
terung und nach Injektion des Plasmids wurden auf die gleiche Weise
behandelt, wie in Abschnitt ?? auf Seite ?? beschrieben. Um die Zellen
aufzuschlieen wurden die einzelnen Proben 16 Stunden lang in je 3 ml
Aufschlusspuffer bei 37°C auf einem Rotor zentrifugiert. Die in dem Puffer
enthaltene Proteinase K baute die Proteine ab und das enthaltene SDS
zerstorte die Zellmembranen und die Kernhllen.

3.14.7 DNA-Extraktion aus Organen und Darminhalten

Nachdem die Zellen der Organe und aus den Darminhalten mit Hilfe des
Aufschlusspuffers zerstdrt worden waren, konnten die Nukleinsduren ex-

trahiert werden. Zur Entfernung der Proteine wurde eine Phenol/Chloroform-

Extraktion durchgefuhrt. Das Prinzip basiert auf einer Trennung in eine
organische proteinhaltige und eine wassrige nukleinsaurehaltige Phase.
Das Volumen der zu reinigenden DNA-LOsung wurde dabei einmal mit
dem gleichen Volumen Phenol, einmal mit dem gleichen Volumen Phe-
nol/Chloroform (1:1) und einmal mit dem gleichen Volumen Chloroform
versetzt. In jedem Schritt wurde das Gemisch 20 Minuten unter Rota-
tion bei RT inkubiert und anschlieRend zur Phasentrennung bei 4.000
rpm und RT 10 Minuten lang zentrifugiert. Die nukleinsdurehaltige obe-
re Phase wurde vorsichtig abgenommen und in ein neues Reaktionsgefald
Uberfuhrt. Nach dieser ersten Extraktion wurde die wéassrige Phase mit
RNase A behandelt, um die noch in der Phase befindlichen RNA abzu-
bauen. Dazu wurden 1/10 Volumen RNase A (10 mg/ml) zugesetzt und
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30 Minuten bei 37°C inkubiert. Anschlie3end wurden noch eine weite-
re Phenol/Chloroform-Extraktion und eine Chloroform-Extraktion durchge-
fuhrt, um sowohl die RNase A als auch die freigewordenen Ribonukleotide
aus der wassrigen Losung zu extrahieren. Dann wurde die in der wassri-
gen Phase befindliche DNA mit Ethanol gefallt (Abschnitt ?? auf Seite ??)
und anschlie3end in Wasser aufgenommen. Nach der Phenol/Chloroform-
Extraktion befanden sich immer noch Verunreinigungen in den DNA-Proben
der Gastrointestinaltrakte, die eine Untersuchung der DNA durch eine Po-
lymerase-Ketten-Reaktion (PCR) verhinderten. Deswegen wurde die DNA
zusétzlich Gber Siliziumoxid gereinigt (Boom et al., 1989). Dabei binden
sich Nukleinséauren an Silikaoberflachen in Gegenwart von hohen Konzen-
trationen von chaotrophen Salzen, wie z. B. Guanidiniumsalz. Die DNA (30
ug) wurde mit 900 ul Lésungspuffer gemischt und nach Zugabe von 40 pl
wassriger Siliziumoxid-Losung 10 Minuten bei RT inkubiert. Nach kurzer
Zentrifugation bei 13.000 rpm wurde der Uberstand mit den Verunreini-
gungen verworfen und das Sediment einmal mit Waschpuffer und zweimal
mit 70% Ethanol gewaschen. Nach dem Trocknen wurde das Sediment
in 1 ml TE-Puffer resuspendiert und die DNA bei 56°C 10 Minuten lang
eluiert. Nach einer Zentrifugation wurde die wéassrige DNA-haltige Losung
abgenommen und die DNA mit Ethanol gefallt (Abschnitt ?? auf Seite ??).

3.14.8 Ethanolfallung

Die in einer L6sung enthaltene DNA wurde préazipitiert, indem die Losung
mit 1/10 Volumen 3 M Natriumacetat, pH 5,2 und dem 3-fachen Volumen
an absolutem eiskaltem Ethanol versetzt und anschlieBend Uber Nacht
bei -20°C inkubiert wurde. Der Alkohol entzieht dabei den Nukleinsauren
die Hydrathulle und setzt damit das Ldslichkeitsprodukt des entstandenen
Salzes herab. Die DNA fallt dann als Natriumsalz aus. Das Prazipitat wur-
de bei 4°C und 13.000 rpm 30 Minuten lang zentrifugiert, einmal mit 70%
Ethanol gewaschen und getrocknet. Anschliel3end wurde die DNA in Was-
ser resuspendiert und konnte bei -20°C gelagert werden.
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3.15 Elution von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Nachdem die genomische DNA aus den Darminhalten préazipitiert worden
war, wurden 20 ug mit Stoppuffer versetzt und elektrophoretisch getrennt.
Zur Charakterisierung der DNA wurde diese auf eine positiv geladene Ny-
lonmembran transferiert und gegen das gfp-Gen hybridisiert. Dazu wurde
das Gen mit der Polymerase-Ketten-Reaktion (Abschnitt ?? auf Seite ?7?)
amplifiziert und aus dem Agarosegel eluiert. Die DNA-Fragmente wurden
elektrophoretisch getrennt und mit einer Skalpellklinge aus dem Gel ge-
schnitten. Die DNA wurde mit Hilfe von QIAquick Zentrifugationssaulchen
nach Herstellerangaben (Qiagen, Hilden) gereinigt. Das Prinzip beruht da-
bei auf der Auflosung der Agarose mittels Nal und der anschlieBenden
pH-abhangigen Bindung der DNA an eine elektrisch geladene Matrix. Die
DNA wurde schliesslich in 30 ul Wasser eluiert und bei -20°C gelagert,
bis sie zur radioaktiven Markierung eingesetzt wurde.

3.16 Fluoreszenz- in-situ -Hybridisierung
3.16.1 Herstellung von biotinylierten Hybridisierungsproben

(Rigby et al., 1977)

Die biotinylierten Hybridisierungsproben wurden mittels der Nick- transla-
tions-Reaktion unter Verwendung des Biotin-Nick-Translation-Mix der Fir-
ma Roche Diagnostics (Mannheim) hergestellt. In einer Standartreaktion
wurden 2 ug DNA markiert, indem die entsprechende DNA-Menge mit
Wasser auf ein Volumen von 16 ul gebracht wurde. Nach Zugabe von 4 pul
Biotin-Nick-Translation-Mix wurde der Ansatz 60 bis 90 Minuten bei 16°C
inkubiert. Anschlie3end wurde die Grésse der entstandenen Fragmente
auf einem 1,5% Agarosegel kontrolliert. Hierzu wurden 2 ul des Ansatzes
mit Probenauftragspuffer versetzt, 2 Minuten bei 100°C denaturiert und auf
das Minigel aufgetragen. Betrug die Grésse der Fragmente 200 bis 500 bp,
so wurde die Reaktion durch Zugabe von 1 ul 0,5 M EDTA, pH 8,0 abge-
stoppt. Waren die Fragmente noch zu grof3, wurde der Reaktionsansatz
weitere 20 Minuten bei 16°C inkubiert. Die markierte DNA wurde durch
Zugabe der 50fachen Menge an tRNA und hochreiner gescherter unspezi-
fischer DNA (Lachsspermien-DNA) mit Ethanol prazipitiert und nach dem
Trocknen des DNA-Pellets in 20 ul Wasser resuspendiert.
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3.16.2 Dot-blot Analyse der biotinylierten DNA

Die Effizienz des Biotineinbaus in die DNA-Sonde wurde durch einen Dot-
blot quantifiziert. Von der markierten DNA wurden zuné&chst vier Verdin-
nungen in 10er Schritten (1 ng/ul, 100 pg/ul, 10 pg/wl, 1 pg/ul) herge-
stellt. Je 1 ul der Verdinnungen wurde auf eine ungeladene Nitrozellulo-
semembran aufgetropft, die zur Fixierung der DNA anschlieBend 1 Stun-
de lang bei 80°C inkubiert wurde. Die Membran wurde dann 30 Minuten
in Blocking-Ldsung inkubiert, um unspezifische Antikdrper- Bindungsstel-
len abzudecken. Nach kurzem Waschen der Membran in Dot-blot Puffer
1 wurde die Membran 30 Minuten mit dem Antikérper Anti-Biotin alkali-
sche Phosphatase hybridisiert, der 1:5000 in Dot-blot Puffer 1 verdinnt
war. AnschlieBend wurde die Membran 2 x 15 Minuten in Dot-blot Puffer
1 gewaschen und 2 Minuten in Dot-blot Puffer 2 aquilibriert. Fir die an-
schlieBende Farbreaktion wurde die Membran in Farblésung (200 wl NBT
in Dot-blot Puffer 2) einige Stunden im Dunkeln inkubiert. Dabei wurde
das NBT von einem Enzym, das an den Antikdrper gekoppelt war, gespal-
ten und verursachte eine blaue Farbung. Bei erfolgreicher Biotinylierung
sollten sdmtliche Verdinnungen auf der Membran zu erkennen sein.

3.16.3 Anfertigung von Paraffin Gewebeschnitten

Wie schon in Abschnitt ?? auf Seite ?? erwédhnt, wurden die Dinn- und
Blinddarmwéande in 4%iger Formaldehyd-Ldsung fur 24 Stunden fixiert.
Im Anschluss wurde das Gewebe mit Hilfe eines vollautomatischen Fi-
xierungsautomaten (Tissue Tek VIP, Vogel) wie folgt behandelt: Zunachst
wurde das Gewebe in Formalin (4%iges Formaldehyd) 1 Stunde bei 40°C
fixiert, dann in einer aufsteigenden Ethanolreihe entwassert, mit Xylol er-
neut fixiert und schliesslich in flissigem Paraffin eingebettet. Das fllissige
Paraffin lagert sich dabei Uberall dort ins Gewebe ein, wo vorher Wasser
war, so dass die ursprungliche Morphologie des Gewebes erhalten bleibt.
Zuletzt wurde das Gewebe in frischen Paraffin ausgegossen und auf ei-
ner Kihlplatte bei -15°C erhartet. Von dem in Paraffin-Bléckchen einge-
betteten Gewebe wurden dann mit einem Rotationsmikrotom 3 um dicke
Schnitte gefertigt. Die Schnitte wurden zunachst auf einem Wasserbad
(55°C) gestreckt und dann auf einen Polylysinbeschichteten Objekttrager
aufgezogen.
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3.16.4 Fluoreszenz- in-situ -Hybridisierung an Dinnschnittpraparaten

Die Objekttrager mit den Gewebeschnitten wurden zunéachst 30 Minuten
bei 58°C getrocknet. Durch die folgende 10-minutige Xylolbehandlung wur-
de das Paraffin aus dem Gewebe entfernt. Dann wurde das Gewebe durch
jeweils 2-mindtige Inkubation in einer absteigenden Ethanolreihe (100%,
95%, 90%, 80%, 70%, 50%, 30%) rehydriert und anschlie3end je 5 Mi-
nuten in einer 0,86%igen NaCl-Lésung und in einer 1 x PBS-LOsung in-
kubiert. Danach wurden die Schnitte in einer 4%igen Paraformaldehyd-
Losung 20 Minuten fixiert, zweimal 5 Minuten in 1 x PBS gewaschen und
35 Minuten mit Proteinase K-Losung (20 ug/ml) behandelt. Die Protein-
ase K baute dabei Proteine der Zellmembran ab, so dass die Hybridi-
sierungssonde in die Zellen gelangen konnte. AnschlieRend wurden die
Schnitte 5 Minuten in 1 x PBS gewaschen und dann 5 Minuten in Para-
formaldehyd fixiert. Das Gewebe wurde dann wiederum in 1 x PBS ge-
waschen, in 0,86%iger NaCl-Losung inkubiert und in einer aufsteigenden
Ethanolreihe (30%, 50%, 70%, 80%, 90%, 95%, 100%) jeweils 2 Minu-
ten dehydriert. Nachdem das Gewebe an der Luft getrocknet war, wur-
den 50 bis 100 ng der biotinylierten Sonde, die zuvor in Hybridisierungs-
puffer aufgenommen worden war, in einem Volumen von 20 ul aufge-
tragen. Auf das Gewebe wurden silikonisierte Deckglaser luftblasenfrei
aufgelegt und die genomische DNA zusammen mit der DNA-Sonde auf
einem Heizblock 6 Minuten bei 96°C denaturiert. Anschlie3end wurden
die Préparate sofort auf einer -20°C kalten Platte abgekuhlt und tber
Nacht in einer feuchten Kammer bei 42°C inkubiert. Am nachsten Tag
wurde das Gewebe nach Entfernen der Deckglaschen zweimal 5 Minuten
in 2xSSC bei 20°C und einmal 5 Minuten in 0,1 x SSC bei 42°C gewa-
schen. Um unspezifische Bindungen der nachfolgend verwendeten Anti-
korper zu vermeiden, wurden die Schnitte mit 100 ul ,Blocking“-Lésung
unter einem Deckglaschen bei 37°C in einer feuchten Kammer inkubiert.
Im Anschluss wurde 30 Minuten unter gleichen Bedingungen mit Avidin-
DCS-FITC inkubiert, der 1:400 in ,,Blocking-Lésung” verdinnt wurde. Nach
Entfernung der Deckglaschen wurden die Schnitte dreimal je 5 Minuten in
4 x SSC/0,1% Tween bei 42°C gewaschen. Zur Signalverstarkung wur-
de zunachst 1:40 verdinntes biotinyliertes Anti-Avidin in Blocking-Lésung
aufgetragen und die Préaparate 30 Minuten bei 37°C in einer feuchten Kam-



3.16 Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung

49

mer inkubiert. Nach den gleichen Waschschritten wie oben wurde erneut
1:400 verdunntes Avidin-DCS-FITC aufgetragen und das Gewebe erneut
inkubiert. Nachdem ein letztes Mal wie oben beschrieben gewaschen wur-
de, wurden 20 ul Konservierungslosung (DABCO) auf die Gewebeschnit-
te aufgebracht, die dann mit einem Deckglaschen und Nagellack luftdicht
verschlossen wurden. Der Konservierungslésung wurde zuvor Propidiu-
miodid (200 pg/ul) zugesetzt, das ahnlich wie Ethidiumbromid in die DNA
interkaliert und nach Anregung orangefarbenes Licht emittiert. Es diente
hier zur Gegenfarbung der Zellkerne. Die Gewebeschnitte wurden in ei-
nem Olympus BH-2 Fluoreszenzmikroskop unter Verwendung eines FITC-
Filterblocks oder in einem LSM- Mikroskop betrachtet und photographiert.

3.16.5 Floureszenz- in-situ -Hybridisierung an Metaphasechromoso-
men

Die Zellkerne der gefltterten Milzzellen (Abschnitt ?? auf Seite ??) wur-
den 2 Stunden bei 58°C getrocknet und anschlieRend 1 Stunde mit 150
wl RNaseA-Losung (100 ug/ml in 2xSSC) unter einem Deckglaschen bei
37°C in einer feuchten Kammer inkubiert. Anschlie3end wurden die Ob-
jekttrager viermal in 2xSSC je 3 Minuten bei RT gewaschen und durch
jeweils 3-mindtige Inkubation in einer aufsteigenden Ethanolreihe (70%,
80%, 90% und 100%) dehydriert. Nachdem die Objekttrager an der Luft
getrocknet waren, wurde die DNA denaturiert, indem die Objekttrager in
einer 70%igen Formamidlésung (in 2xSSC) 2 Minuten bei 80°C inkubiert
wurden. Im Anschluss wurden die Kerne in einer aufsteigenden Ethanol-
reihe (s. 0.) dehydriert und wieder an der Luft getrocknet. Gleichzeitig
wurde die Hybridisierungsprobe vorbereitet, indem 20ul der biotinylierten
DNA-Sonde in der entsprechenden Menge Hybridisierungspuffer aufge-
nommen wurden, so dass die biotinylierte Probe in einer Konzentration
von 50-100 ng/20ul Hybridisierungspuffer vorlag. Nachdem die Hybridi-
sierungslosung 10 Minuten bei 100°C denaturiert worden war, wurde sie
nach kurzem Abkuhlen auf Eis auf die getrockneten Objekttrager pipettiert
und luftblasenfrei mit einem Deckglaschen bedeckt. Die Hybridisierung er-
folgte Uber Nacht in einer feuchten Kammer. Am nachsten Tag wurden die
Kerne nach Entfernen der Deckglaschen dreimal in 50%iger Formamid|o-
sung (in 2 x SSC) bei 42°C 5 Minuten lang gewaschen. Der pH-Wert der
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Waschlésung wurde zuvor mit HCI auf pH 7,0 eingestellt. Im Anschluss
wurden die Objekttrager dreimal in 2 x SSC bei 42°C 5 Minuten lang ge-
waschen. Nach Inkubation mit der Blocking-L6sung erfolgte die weitere
Behandlung parallel zur in-situ-Hybridisierung an Diannschnittpraparaten,
wie unter Abschnitt ?? auf Seite ?? beschrieben.

3.17 Resistenztest der E.coli -Bakterien des Darms nach
Futterung

Im Laufe der Arbeit stellte sich die Frage, ob die Bakterien der Darmflora
von Mausen das Plasmid ebenfalls aufnahmen und so eventuell gegen ein
oder mehrere bestimmte Antibiotika resistent wurden. In dem Plasmid, das
an Mause des Stammes C57BI6/J verfittert wurde, war ein Kanamycin-
Resistenzgen integriert, das in E.coli-Bakterien exprimiert werden konnte.
Nachdem die Mause geflttert und getdtet worden waren (Abschnitt ?? auf
Seite ?? und Abschnitt ?? auf Seite ??), wurden die Inhalte des Gastro-
intestinaltraktes prapariert. Eine Héalfte des Dunndarms, des Blinddarms
und des Enddarms wurde je in 1 ml LB-Medium aufgenommen, gemischt
und ein paar Minuten auf Eis inkubiert. 200 pl des Gemisches wurde dann
auf LB-Agarplatten, die 30 ug/ml Kanamycin enthielten ausgestrichen und
mindestens 16 Stunden lang bei 37°C inkubiert. Danach wurden die Bak-
terienkolonien gezahlt. AnschlieRend wurden vermeintlich resistente Ko-
lonien sowohl auf frische LB-Agarplatten mit 30 ng/ml Kanamycin tber-
fuhrt, als auch Filterabztige gemacht (Abschnitt ?? auf Seite ??). Die
frischen LB-Agarplatten wurden erneut mind. 16 Stunden lang bei 37°C
inkubiert. Waren wiederum Bakterienkolonien gewachsen, wurden diese
in LB-Medium, das ebenfalls 30 ug/ml Kanamycin enthielt, verdiinnt und
Uber Nacht bei 37°C in einem Schiittler inkubiert. Die andere Halfte der
Darminhalte wurde wie in Kapitel behandelt. Nach DNA-Extraktion wur-
de diese auf ein 1%iges Agarosegel aufgetragen, anschliel3end auf eine
positiv geladene Nylonmembran transferiert und mit einer radioaktiv mar-
kierten Sonde hybridisiert.
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3.17.1 Koloniehybridisierung von Bakterien

Um zu analysieren, ob die Bakterien, die auf den kanamycinhaltigen Plat-
ten gewachsen waren, auch das Kanamycingen enthielten, wurden Fil-
terabzlige gemacht. Dazu wurde eine ungeladene Nylonmembran in der
Grolie der Petrischale 2 Minuten lang auf die Bakterien gelegt. In der Zwi-
schenzeit wurden Saugpapiere mit 2 x SSC/5% SDS getrankt. Nach Ab-
lauf der Zeit wurden die Nylonmembranen vorsichtig abgezogen und mit
der bakterienbehafteten Seite nach oben 5 Minuten lang auf die feuch-
ten Saugpapiere gelegt. In dieser Zeit wurden die Bakterienmembranen
durch das SDS aufgebrochen. Um die genomische DNA der Bakterien zu
fixieren, wurde die Membran 1 Minute in der Mikrowelle bei 450 Watt in-
kubiert. Danach konnten die Filter zur Hybridisierung verwendet werden.
Dazu wurden die Membranen in 2 x SSC angefeuchtet und in eine Hybri-
disierungsrohre gebracht. Die Hybridisierung erfolgte wie in Abschnitt ??
auf Seite ?? und in Abschnitt ?? auf Seite ?? beschrieben. Als radioaktiv
markierte Sonde diente hier das Kanamycingen, das zuvor durch Restrik-
tionsendonukleasen aus dem Plasmid herausgeschnitten worden waren.
Nach einer elektrophoretischen Trennung erfolgte eine Extraktion des DNA
Fragmentes aus dem Agarosegel (Abschnitt ?? auf Seite ?7?).

3.18 Nachweis der Glutathion-S-Transferase in Mausen
3.18.1 Uberexpression in BL21-Zellen

Zur Uberexpression der Glutathion-S-Transferase wurde der Vektor pGEX-

3Xin kompetente BL21-Bakterien transformiert (Abschnitt ?? auf Seite ?7?).

Nachdem die Zellen auf LB-Platten, denen das Antibiotikum Ampicillin zu-
gesetzt worden war, gewachsen waren, wurde eine Kolonie des E.coli-
Stammes BL21-Zellen gepickt und tGber Nacht in 3 ml LB-Medium, das
Ampicillin (100 pg/ml) enthielt, bei 37°C inkubiert. Am nachsten Tag wurde
die Kultur 1:10 in LB-Medium, ebenfalls mit 100 pg/ml Ampicillin versetzt,
verdunnt. Dieser Ansatz wurde fir 1 Stunde bei 37°C auf dem Bakterien-
schattler inkubiert und danach mit 5 mM IPTG 2,5 Stunden lang ebenfalls
bei 37°C induziert. Nach Ablauf der Zeit wurden die Zellen auf Eis abge-
kihlt und 10 Minuten lang bei 5000 rpm und 4°C zentrifugiert.



3.18 Nachweis der Glutathion-S-Transferase in Mausen

52

Der Uberstand wurde vorsichtig abgegossen und konnte dann entweder
bei -80°C gelagert oder direkt einer Proteinreinigung unterzogen werden.

3.18.2 Reinigung des Proteingemisches

Das Protein wurde mit Hilfe von Glutathione Sepharose 4B (Pharmacia
Biotech) gereinigt. Das Prinzip beruht hierbei auf der Bindung des GST an
die Sepharose. Das geschieht wahrend eines Inkubationsschrittes 30 Mi-
nuten lang bei RT. Danach wurde die Saule 5 Minuten lang bei 500 x g
zentrifugiert, um die bakterieneigenen Proteine zu entfernen. Das Protein
wurde dann dreimal mit PBS gewaschen und zwischen den Waschschrit-
ten wie oben beschrieben zentrifugiert. Um das GST zu eluieren, wurde
der vom Hersteller mitgelieferte Puffer (10 mM Glutathion in 50 mM Tris-
HCI, pH 8.0) verwendet. Wahrend einer Inkubationszeit von 10 Minuten
bei RT konnte sich das GST dann an das Glutathion in dem Puffer binden
und wurde bei einer Zentrifugation bei 500 x g fur 5 Minuten von der S&u-
le 16sen. Der Elutionsschritt wurde ebenfalls insgesamt dreimal durchge-
fuhrt. Danach konnte die Konzentration, wie im Abschnitt ?? auf Seite ??
beschrieben, gemessen werden.

3.18.3 Konzentrationsbestimmung von Proteinen

(Bradford, 1976)

Wie Nukleinséauren absorbieren auch Proteine UV-Licht. So kann die Kon-
zentration einer Proteinldsung ermittelt werden. Dazu wurden 5 ul der
Proteinlésung in 795 ul Wasser verdinnt und mit 200 ul Bradfordlésung
versetzt. Durch Invertierung des Reaktionsgefal3es wurde das Gemisch
homogenisiert und 5 Minuten lang bei RT inkubiert. Als Nullwert diente
eine Probe, die anstelle des Proteins 50 mM Tris-HCI, pH 8,0 enthielt. Die
Messung der Extinktionswerte erfolgte bei A=595 nm. Da die gemessenen
Werte nicht identisch zur Proteinmenge sind, musste vorher eine Eichkur-
ve erstellt werden. Dazu wurde eine Verdinnungsreihe von BSA erstellt,
die in einem Bereich von 0,5 bis 25 pg pro Ansatz lag. Aus der erstellten
Eichkurve konnten dann die ermittelten Extinktionen eingetragen und so
die Proteinmengen abgelesen werden.
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3.18.4 Praparation eines Polyacrylamidgeles

Proteinfragmente kdnnen je nach Fragmentgrof3e in Polyacrylamidgelen
unterschiedlicher Konzentrationen getrennt werden. Zur Auftrennung der
Fragmente des GST-Proteins wurde ein 12,5%iges Gel gegossen. Dazu
wurden zwei Glasplatten, eine 18 cm lang, die andere 23 cm lang, mit
70%igem Ethanol gesaubert. Zwischen die beiden Glasplatten wurden
drei 1 mm dicke Abstandshalter gelegt und mittels Klemmspangen fixiert.
Die Rander wurden mit einer Mixtur aus 8 ml 30%igem Acrylamid, 100 ul
Ammoniumpersulfat und 10 ul TEMED abgedichtet. Zur Trennung der Pro-
teinfragmente wurde zunachst nach Polymerisieren des Abdichtungsgemi-
sches ein Trenngel (siehe Abschnitt ?? auf Seite ?7?) luftblasenfrei bis zu
2/3 der Plattenlange vorsichtig eingefillt. Um eine Abgrenzung des Trenn-
gels zu erreichen, wurde die Lésung nach dem Einfullen vorsichtig mit
einem diunnen Wasserfilm tberschichtet. Nach Polymerisation des Trenn-
gels wurde das Wasser abgeschuttet und ein Sammelgel (siehe Abschnitt
?7? auf Seite ??) vorsichtig bis zum Rand der kleineren Glasplatte einge-
fullt. Danach wurde der Gelkamm luftblasenfrei eingesteckt. Nachdem das
Sammelgel ebenfalls polymerisiert war, wurden die Klammern und der un-
tere Abstandshalter entfernt. Danach wurden die Platten mit dem Gel in
die Gelkammer eingespannt und die obere Kammer mit Laufpuffer ge-
fullt. War die Kammer dicht, wurde der Kamm vorsichtig herausgezogen
und die untere Kammer der Gelkammer ebenfalls mit Laufpuffer gefullt.
Die sich dabei bildenden Luftblasen wurden vorsichtig mit Hilfe einer Ein-
malspritze entfernt. Nachdem die Proteinproben mit Probenauftragspuffer
versetzt worden waren, wurden sie 10 Minuten gekocht, um die Protein zu
denaturieren, und in die Taschen pipettiert.

3.18.5 Western-Transfer

Wie Nukleinsauren konnen ebenfalls Proteinfragmente auf eine positiv ge-
ladene PVDF-Membran mit Hilfe elektrischer Spannung transferiert wer-
den. Durch eine Antikoérperreaktion kénnen die Proteinfragmente dann
identifiziert werden.
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3.18.6 Transfer

Der Westernblot-Transfer fand bei 4°C statt. Dazu wurde eine Schaum-
stoffunterlage in Westernblotpuffer getrankt und in eine Halterung gelegt.
Danach wurde ein Saugpapier in der Grol3e des Gels ebenfalls in Western-
blotpuffer angefeuchtet und auf die Schaumstoffunterlage gelegt. Darauf
wurde das Gel plaziert. Die Membran wurde luftblasenfrei auf das Gel ge-
legt, die zuvor 10 Sekunden in Methanol aktiviert und anschlieRend 5 Mi-
nuten in Wasser inkubiert wurde. Danach wurde ein weiteres Saugpapier
und eine zweite Schaumstoffunterlage aufgelegt. Die Halterung wurde ge-
schlossen und in eine Kammer gehéangt, die mit Westernblotpuffer gefillt
war. Die Blotdauer betrug 3 bis 4 Stunden bei einer Spannung von 30
bis 40 Volt. Das in dem Blotpuffer enthaltene SDS setzte sich dabei an
die Proteine, die dadurch eine negative Ladung erhielten. So erfolgte der
Transfer in Richtung Kathode. In der Blotkammer war ein Magnetrihrstab
enthalten, der wahrend des Blotvorgangs die Pufferkonzentration homo-
gen hielt.

3.18.7 Nachweis der Proteine

Nach dem Blotvorgang wurde die Membran 1 Stunde in einem Puffer, der
Milchpulver enthielt, inkubiert. Das Milchpulver sattigte unspezifische Bin-
dungsstellen des Antikorpers ab. Der Anti-GST-HRP Antikorper (Amers-
ham Pharmacia Biotech) wurde 1:5000 in Blockinglosung verdiinnt und die
Membran 30 Minuten in dieser Losung inkubiert. Damit alle Bindungsstel-
len abgedeckt werden konnten, wurde die Inkubation auf einem Schttler
durchgefuhrt. Danach wurde die Membran 3 mal in Waschpuffer (siehe
Material) gewaschen, wobei der Puffer alle 30 Minuten gewechselt wur-
de. Nach Beendigung der Waschschritte wurde die Membran in Frisch-
haltefolie verpackt und in eine Rontgenfilmkassette geklebt. Danach wur-
de ein Rontgenfilm aufgelegt und die Proteine konnten durch eine ECL-
Lichtreaktion (Abschnitt ?? auf Seite ??) sichtbar gemacht werden.

3.18.8 ECL-Lichtreaktion

Um die zu identifizierenden Proteine durch die ECL-Lichtreaktion sicht-
bar zu machen, wurde die Membran 5 Minuten lang in einem Puffer nach
Angaben des Herstellers inkubiert. Danach wurde die Membran, wie im
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Abschnitt ?? auf Seite ?? bereits erwahnt, in Frischhaltefolie eingepackt.
Fur die dann folgende Lichtreaktion ist eine Peroxidase notwendig, die be-
reits an den Anti-GST-HRP Antikorper gebunden war. Peroxidasen sind
Hamenzyme und katalysieren eine Reaktion, bei der Wasserstoffperoxid
durch ein Reduktionsmittel (AH;) zu Wasser reduziert wird. Die bei der
Peroxidasereaktion freigesetzten lonen schossen durch den aufgelegten
Rontgenfilm und machten so die zu identifizierenden Proteine erkennbar.

3.18.9 Futterung des Proteins GST an Mause

Wie schon in Abschnitt ??auf Seite ?? beschrieben, wurden den Tieren
300 ug des GST Proteins oral appliziert. Nach 10, 15 und 30 Minuten wur-
den die Mause durch CO,-Begasung getotet und die Organe Leber, Milz,
Niere und Gehirn, sowie das Blut und die Inhalte aus Magen, Dinndarm,
Blinddarm und Enddarm extrahiert. Die Organe und Darminhalte wurden
sofort nach der Praparation in flissigem Stickstoff gefroren, um die kor-
pereigenen Proteasen zu inhibieren. Um die Proteine zu extrahieren, wur-
den die Organe zu einem feinen Pulver gemdrsert, das dann mit Lysispuf-
fer gemischt und 30 Minuten lang bei 0°C inkubiert wurde. Das Blut wurde
direkt mit Lysispuffer versetzt und sonifiziert. Mit den Darminhalten wurde
ebenfalls so verfahren. Nach der Inkubation wurde das Gemisch 10 Minu-
ten lang bei 10.000 x g zentrifugiert. Die Proteine befanden sich danach im
Uberstand, der entweder direkt auf ein Polyacrylamidgel (Abschnitt ?? auf
Seite ??) geladen und auf eine Nitrocellulosemembran transferiert wurde
oder erneut gereinigt wurde, um das GST Protein anzureichern.

3.18.10 Anreicherung des GST Proteins

Nach Futterung des GST Proteins wurden die gesamten Proteine der Or-
gane und der Inhalte des Gastrointestinaltraktes gereinigt. Um unspezi-
fische Bindungen des spater verwendeten Antikorpers (Abschnitt ?? auf
Seite ??) zu vermeiden, wurde das schon gereinigte GST Protein noch
einmal angereichert. Dazu wurde die Fahigkeit des GST zur Bindung an
Glutathione Sepharose 4B genutzt (Abschnitt ?? auf Seite ??). Nachdem
das Protein wieder eluiert war, wurde es auf ein Polyacrylamidgel (Ab-
schnitt ?? auf Seite ??) geladen und auf eine PVDF-Membran transferiert
(Abschnitt ?? auf Seite ??).
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4 Ergebnisse

4.1 Schicksal von oral verabreichter DNA

4.1.1 Das pEGFP-C1 Plasmid zeigt keine Homologie zum Mausge-
nom

Die Ergebnisse dieser Arbeit kdnnen in zwei Abschnitte unterteilt werden.
Im ersten Teil wurde die Persistenz von oral verabreichter DNA in Mau-
sen untersucht. Friihere Untersuchungen mit der DNA des Bakteriopha-
gen M13mpl8 zeigten, dass verfiutterte DNA wahrend der Passage durch
den Gastrointestinaltrakt nicht komplett degradiert wird. Weiterhin wurde
gezeigt, dass die DNA Uber das Darmepithel und die Peyerschen Plaques
aufgenommen wird und in periphere Lymphozyten und innere Organe ge-
langen kann (Schubbert et al., 1994, 1997).

Neuere Ergebnisse mit einer anderen Test DNA, dem Plasmid pEGFP-
C1 bestatigen dies. Das Plasmid wurde wie in vorangegangenen Expe-
rimenten oral an Mause verabreicht. Auch hier konnten bis zu 1277 bp
grof3e Fragmente der DNA im Gastrointestinaltrakt und in einigen Orga-
nen detektiert werden (Hohlweg und Doerfler, 2001).

In dieser Arbeit wurde ebenfalls das pEGFP-C1 Plasmid als Test DNA
gewabhlt. Dieses Plasmid tragt das Gen fur das ,green flourescent prote-
in“ der Qualle Aequorea victoria. Fur die Experimente wurde dieses Gen
gewahlt, um nach Fragmenten des verfutterten Plasmids zu suchen.

Vorraussetzung zur Durchfiihrung der Experimente war, dass die zu
verfutternde DNA weder Homologien zum Mausgenom (Mus musculus)
noch zu den Genomen der Darmbakterien, z. B. E. coli, aufwies. Seit Ok-
tober 1999 wurde das Mausgenom sequenziert. Ein Vergleich von NCBI-
Datenbank-Sequenzanalysen (Altschul et al., 1997) mit diesen Sequen-
zen und der Sequenz des ,green fluorescent protein“(750 bp), konnten
keine signifkanten Homologien zwischen der Sequenz des Gens aus der
Qualle Aequorea victoria und dem Mausgenom zeigen. Vergleicht man
jedoch die Sequenz des Gens des ,green fluorescent protein* mit EST-
Mausdatenbanken (GeneBank Mouse EST entries), so ist eine Sequenz
von 274 bp mit einer Ahnlichkeit von 99% zu finden. Als Referenz diente
der Mausstamm C57BI6/J, welcher ebenfalls fiur die Experimente dieser
Arbeit verwendet wurde. Die Arbeitsgruppe (Dr. M. Bento Soares, Univer-
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sity of lowa), die die Sequenz fur die GeneBank Mouse EST-Datenbank
(Altschul et al., 1997) zur Verfigung gestellt hatte, arbeitet ausschliess-
lich mit GFP-transgenen Mausen. Es ist demnach denkbar, dass es sich
bei der Sequenz um eine eventuelle Kontamination mit dem gfp-tragenden
Vektor handelt oder GFP-transgenes Gewebe zur Sequenzierung verwen-
det wurde. Im Rahmen dieser Arbeit wurde das Mausgenom mit verschie-
denen Methoden auf diese Ahnlichkeit hin untersucht. Die angebliche Ho-
mologie zwischen dem Gen des ,green fluorescent protein“ und dem Maus-
genom des Stammes C57BI6/J konnte jedoch nicht bestatigt werden. Zur
Analyse dieser Homologie wurden Southern-Transfer-Analysen durchge-
fuhrt, bei denen das gfp Gen gegen genomische Maus-DNA hybridisiert
wurde (Abbildung ??). Mit Hilfe dieser Autoradiographien konnten keine
Homologien nachgewiesen werden.
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Abbildung 4: Fehlende Homologie zwischen dem Maus-Genom und dem
Plasmid pEGFP-C1 nach Southern-Transfer-Analysen

C57BI6/J Mause wurden mit TE-Puffer gefiittert. Die Tiere wurden nach Fitterung getotet
und die DNA aus den Darminhalten extrahiert. Nach Trennung der DNA-Fragmente im
Agarosegel und Transfer auf eine positiv geladene Nylonmembran wurden sie gegen das
radioaktiv markierte gfp Gen hybridisiert. Als Marker diente das mit Eco RI, Hae 1l und
Rsa | gespaltene pEGFP-C1 Plasmid. Die Grof3en der entstandenen Marker-Fragmente
werden jeweils links neben dem Autoradiogramm angegeben.
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Weiterhin wurden PCR-Analysen (Abschnitt ?? auf Seite ??) durchge-
fuhrt, wobei genomische DNA der Méause aus den Magen- und Darmin-
halten (Abbildung ??) und den Organen (Abbildung ??) als Target und
Primer fur das gfp Gen verwendet wurden (Abbildung ?? auf Seite ??).
Zur weiteren Kontrolle wurde auch dieses Ergebnis auf eine positiv ge-
ladene Nylonmembran transferiert (Abschnitt ?? auf Seite ??) (Abbildun-
gen ?? und ?? auf Seite ??). Nach Hybridisierung der Membran mit dem
radioaktiv markierten Gen des ,green flourescent protein* konnten keine
Homologien entdeckt werden.
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Abbildung 5: Fehlende Homologie zwischen dem Maus-Genom und dem
Plasmid pEGFP-C1 nach PCR-Analysen
Mit der extrahierten DNA der Kontrollmause wurden PCR-Analysen durchgefuhrt.
Das Ergebnis wurde auf eine positiv geladene Nylonmembran transferiert und ge-
gen das radioaktiv markierte gfp Gen hybridisiert. Als Marker diente das mit Eco
RI, Hae Il und Rsa | gespaltene pEGFP-C1 Plasmid. Die GréRen der entstande-
nen Marker-Fragmente werden jeweils links neben dem Autoradiogramm angegeben.
(@ und (b) Amplifikation eines 750 bp Fragmentes (entspricht der kompletten Lange
des gfp Gens)
(c) Lage der verwendeten Primer im gfp Gen
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Abbildung 6: Fehlende Homologie zwischen dem Maus-Genom und dem
Plasmid pEGFP-C1 nach PCR-Analysen
Zu dieser Abbildung gilt die gleiche Legende wie zu Abbildung ?7?

(@ und (b) Amplifikation eines 750 bp Fragmentes

(c) Lage der verwendeten Primer im gfp Gen

Zur Vervollstandigung dieser Tests wurden mehrere PCR-Analysen durch-
gefuhrt, bei denen als Target ebenfalls genomische Maus-DNA eingesetzt
wurde. Die Primer waren so konstruiert worden, das sie genau das Frag-
ment amplifizierten, welches die Homologie aufweisen sollte. Auch hier
konnten im Agarosegel keine DNA-Amplifikationen detektiert werden (Ab-
bildung ?? auf Seite ??). Diese Tests wurden freundlicherweise von Hol-
ger Brondke durchgefihrt.

Auch nach Transfer der eventuell nicht sichtbaren PCR-Produkte auf
eine positiv geladene Nylonmembran und anschlieRender Hybridisierung
mit dem radioaktiv markierten Gen des ,green flourescent protein“, wur-
den keine gfp-spezifischen Fragmente nachgewiesen (Ergebnis nicht dar-
gestellt). Eine Ahnlichkeit von 274 bp zwischen dem Gen des GFP und
dem Mausgenom ist lang genug, dass sie mit Hilfe der angewendeten Me-
thoden detektierbar ist. Aufgrund dieser Ergebnisse kann eine Homologie
zwischen der Sequenz des Gens des ,green flourescent protein“ und der
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Abbildung 7: PCR-Analysen des homologen 274bp-Fragmentes des

Mausgenoms
Zur Untersuchung, ob das in der EST-Mausdatenbank aufgefiihrte homologe Fragment

zum gfp Gen tatsachlich existierte, wurden PCR-Analysen von DNA ungefltterter Tiere
durchgefiihrt. Dazu wurden Primer verwendet, die genau das eventuell homologe Frag-
ment amplifizierten.

(b) Lage des verwendeten Primerpaares im gfp Gen

genomischen Sequenz der Mause des Stammes C57BI6/J ausgeschlos-
sen werden.

Zwischen dem E.coli-Genom und dem gfp Gen fanden sich bei NCBI-
Datenbank-Sequenzanalysen Homologien von weniger als 20 bp (Altschul
et al., 1997). Homologien dieser Gro3enordnung sind weit verbreitet und
sollten keinen Einflu® auf die folgenden Untersuchungen haben. Aufgrund
dieser Ergebnisse konnte das gfp Plasmid nach Fitterung eindeutig als
Fremd-DNA im Mausorganismus erkannt werden.

4.1.2 Persistenz des pEGFP-C1 Plasmids im Gl-Trakt der Maus

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, in welchen Fragmentgrof3en
mit der Nahrung aufgenommene DNA im Saugerorganismus persistieren
konnte. Fir die Experimente wurden 8 Wochen alte C57BI6/J-Mause ein-
mal mit 50 ug des Plasmids pEGFP-C1 geflttert. Zu unterschiedlichen
Zeitpunkten nach der Futterung wurden die Inhalte des Gl-Traktes ent-
nommen, die DNA durch eine Phenol/Chloroform Behandlung extrahiert
und 20 ug der gesamten DNA elektrophoretisch getrennt. Die DNA wurde
nicht mit Restriktionsendonukleasen geschnitten, um die Fragmentgré3en
der Plasmid DNA, die natirlicherweise im Darm entstanden waren, nicht
zu verandern. Nach elektrophoretischer Trennung im Agarosegel wurden
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die DNA-Fragmente auf eine positiv geladene Nylonmembran transferiert
und gegen das radioaktiv markierte Gen des ,green fluorescent protein®
hybridisiert. In den Abbildungen ?? und ?? (Seite ??) sind die Ergebnisse
einer einmaligen Futterung mit 50 pg Plasmid DNA dargestellt. Die Tiere
wurden 1 Stunde, 3 Stunden (Abbildung ??) sowie 6 Stunden und 18 Stun-
den (Abbildung ?? auf Seite ??) nach oraler Applikation der fremden DNA
getotet. Die Ergebnisse der Southern-Transfer-Analysen sind noch einmal
in den Abbildungen ?? auf Seite ?? (1 Stunde nach Futterung) und ?? auf
Seite ?? (3 Stunden nach Futterung), sowie in den Abbildungen ?? auf
Seite ?? (6 Stunden nach Futterung) und ?? auf Seite ?? (18 Stunden
nach Futterung) zusammengefasst.
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Abbildung 8: Fragmentierung fremder mit der Nahrung aufgenommener
DNA im GI-Trakt von Mausen

C57BI6/J Mause wurden mit 50 ug pEGFP-C1 DNA gefiittert. Die Tiere wurden 1 h (a und
b) und 3 h (c und d) nach Fiitterung getotet und die DNA aus den Darminhalten extra-
hiert. Nach Trennung der DNA-Fragmente im Agarosegel und Transfer auf eine positiv
geladene Nylonmembran wurden sie gegen das radioaktiv markierte gfp Gen hybridi-
siert. Als Marker diente das mit Eco RI, Hae Il und Rsa | gespaltene pEGFP-C1 Plasmid.
Die GrolRen der entstandenen Marker-Fragmente werden jeweils links neben dem Auto-
radiogramm angegeben. Kontrolltiere hatten nur DNA-freie Pufferldsung erhalten.
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Abbildungen ?? a und ?? b zeigen die Degradierung der Plasmid DNA
eine Stunde nach oraler Applikation. Es wurden mehrere Tiere gefittert
und jeweils nach der gleichen Zeitspanne getotet. Fragmente des verfiit-
terten Plasmids konnten bei allen Tieren in verschiedenen Abschnitten
des Gastrointestinaltraktes nachgewiesen werden. Im Magen der Maus
M 1.1 in Abbildung ?? a konnten Fragmente entdeckt werden, die eine
GroRe zwischen 100 bp und 800 bp aufwiesen. Ahnliche FragmentgroRen
wurden im Mageninhalt der Maus M 1.3 gefunden. Hier zeigten sich Frag-
mente der fremden DNA mit einer Grof3e bis zu 1000 bp. Bei Maus M 1.2
allerdings konnten Fragmente zwischen 100 bp und bis zu mehr als 4731
bp persistieren. Im darauffolgenden Abschnitt des Verdauungstraktes der
Tiere, dem Dinndarm, konnten ebenfalls gfp-spezifische Fragmente nach-
gewiesen werden. In Maus M 1.1 wurden Fragmente mit einer Grol3e zwi-
schen 100 bp und 500 bp, in Maus M 1.2 bis zu 400 bp und in Maus M 1.3
bis zu 300 bp der verfutterten Fremd-DNA detektiert.

Die bei der Persistenz durch den Gastrointestinaltrakt entstandenen
Fragmente sind in Abbildung ?? auf Seite ?? zusammengefasst. Bei dem
direkten Vergleich der Fragmentlangen, die in den verschiedenen Tieren
nach Futterung gefuden werden konnten, wird die Variabilitdt der Frag-
mentierung deutlich.

Diese Ergebnisse deuteten darauf hin, dass der Hauptanteil der DNA
schon im Magen degradiert wurde. Die Degradierung der fremden DNA im
Magen kann auf dessen saures Milieu zurtickgefuhrt werden, das je nach
Nahrungszusammensetzung zwischen pH 1,8 und 4 liegt (Pfeffer, 1987).
Bei naherer Betrachtung der Ergebnisse wurde deutlich, dass die Menge
der fremden DNA in den verschiedenen Tieren erheblich variierte. Maus M
1.1 wies im Magen den geringsten Anteil der Plasmid DNA auf, im Dunn-
darm dagegen den grof3ten. Maus M 1.2 wies den hdchsten Anteil der
gfp-spezifischen DNA im Magen auf, im Dinndarm den niedrigsten. Bei
Maus M 1.3 befand sich mehr fremde DNA im Magen als bei Maus M 1.1,
aber weniger als bei Maus M 1.2. Im Dunndarm wiesen die Ergebnisse
weniger DNA-Fragmente auf als bei Maus M 1.1 und erheblich mehr als
bei Maus M 1.2. Im Blinddarm (Abbildung ?? b auf Seite ??) der Tiere
konnten nur noch sehr wenige Fragmente bei Maus M 1.3 nachgewiesen
werden. Im Enddarm waren keine Fragmente der fremden DNA zu finden.
Nach einer langeren Zeitspanne zwischen oraler Verabreichung und T6-
ten der Tiere wurde die mit der Nahrung aufgenommene DNA sehr oft in
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Fragmentierung der DNA 1 h nach Ftterung
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Abbildung 9: Futterung des Plasmids pEGFP-C1
Zu dieser Abbildung gilt die gleiche Legende wie zu Abbildung??. Die 1 h nach Fitterung
entstandenen Fragmentlangen sind im Diagramm durch die Lange der Balken wieder-
gegeben. In mit TE-Puffer gefltterten Mausen konnten keine Fragmente der applizierten
DNA detektiert werden.

Blind- und Enddarm nachgewiesen.

Im Magen- und im Dunndarminhalt konnten 3 Stunden nach Applikati-
on der gfp DNA bei allen drei Tieren keine Fragmente der fremden DNA
gefunden werden (Abbildung ?? ¢ und ?? d auf Seite ??). Auch im Blind-
darm zeigten sich nur in einer der gefltterten Mause die fremde DNA. In
Maus M 3.2 wurden wenige Fragmente mit einer Gro3e zwischen 100 bp
bis 200 bp detektiert. Im Enddarm tUberlebten bei Maus M 3.2 Fragmente
der verfutterten DNA zwischen 100 bp und 400 bp (Abbildung ?? c auf
Seite ??). Weitere gfp-spezifische Fragmente persistierten im Enddarm
der Maus M 3.3 mit einer GroRe zwischen 100 bp und 300 bp. Die nach
der Fitterung im Gastrointestinaltrakt entstandenen Fragmentléangen sind
in Abbildung ?? auf Seite ?? zusammengefasst. Bei einem Vergleich der
Abbildungen ?? auf Seite ??, ?? auf Seite ?? und den Abbildungen ??
auf Seite ?? und ?? auf Seite ?? ist erkennbar, daf} die Degradierung
der oral verabreichten DNA drei Stunden nach Applikation sehr viel weiter
fortgeschritten war als eine Stunde nach Fitterung.
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Fragmentierung der DNA 3 h nach Futterung
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Abbildung 10: Futterung des Plasmids pEGFP-C1
Fur dieses Diagramm trifft die Legende zu Abbildung ?? ebenfalls zu.

Die Persistenz des Plasmids pEGFP-C1 im Gastrointestinaltrakt der
Mause wurde weiterhin sechs Stunden nach Verabreichung untersucht
(Abbildung ?? a und b auf Seite ??). Das Autoradiogramm der DNA aus
den Mageninhalten zeigte, dass sich sehr wenig gfp-spezifische DNA mit
einer GréfRe von 200 bp bei den Mausen M 6.1 und M 6.4 nachweisen
lie3 (Abbildung ?? auf Seite ??). Ebenfalls im Dinndarminhalt der Maus
M 6.2 lieBen sich noch wenige Fragmente mit einer GroRe bis zu 200
bp entdecken. Eine grol3ere Menge an fremder DNA liel3 sich, genau wie
3 Stunden nach Applikation der fremden DNA, in den Blind- und Enddar-
minhalten zeigen (Abbildung ?? b auf Seite ??). Im Blinddarm der Maus M
6.2 wurden Fragmente bis zu 400 bp autoradiographisch nachgewiesen,
im Blinddarm der Maus M 6.4 Fragmente bis zu 200 bp. Im Enddarminhalt
der Maus M 6.1 konnten gfp-spezifische Fragmente bis zu 200 bp persis-
tieren, wahrend im Enddarminhalt der Maus M 6.2 Fragmente bis zu 700
bp Uberlebten. Im Magen- und Dinndarminhalt der Maus M 6.2 konnte
keine fremde DNA entdeckt werden. Bei einem Vergleich der Ergebnisse
aus Blinddarm und Enddarm allerdings liel3 sich eine Anreicherung der
DNA im Enddarm feststellen.

Bei Mausen, die 18 Stunden nach Verfitterung des Plasmids getotet
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Abbildung 11: Fragmentierung fremder mit der Nahrung aufgenommener
DNA im GI-Trakt von Mausen

Zu dieser Abbildung gilt die Legende wie zu Abbildung ?? Die Tiere wurden 6 h (a und
b) und 18 h (c und d) nach Fitterung getétet.

worden waren, konnte nur in einer einzigen Maus (M 18.2) die fremde DNA
im Mageninhalt nachgewiesen werden. Die DNA war hier auf Fragment-
grolRen von bis zu 300 bp degradiert worden (Abbildung ?? c). In ande-
ren Abschnitten des Gastrointestinaltraktes konnte keine gfp-spezifische
DNA nachgewiesen werden. Bei Betrachtung der Diagramme wird auch
hier eine Variation der Fragmentgrof3en, die in den Gastrointestinaltrakten
der Tiere entstanden sind, deutlich. Die Ergebnisse der Southern-transfer-
Analysen sind noch einmal in den Abbildungen ?? auf Seite ?? und ?? auf
Seite ?? zusammengefasst.
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Abbildung 12: Fitterung des Plasmids pEGFP-C1
Fur dieses Diagramm trifft die Legende zu Abbildung ?? ebenfalls zu.

Fragmentierung der DNA 18 h nach Fitterung
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Abbildung 13: Futterung des Plasmids pEGFP-C1
Fur dieses Diagramm trifft die Legende zu Abbildung ?? ebenfalls zu.
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4.1.3 Orale Applikation des Plasmids pEGFP-C1 fur einen langeren
Zeitraum

Wahrend der Experimente kam die Frage auf, wie sich fremde, mit der
Nahrung aufgenommene DNA verhielt, wenn diese mehr als einmal appli-
ziert wurde. Daraufhin wurden Mause wie folgt gefittert:

24 h-Maus: einmalige Gabe von 50 ug gfp DNA
Totung nach 24 h

48 h-Maus: zweimalige Gabe von 50 ug gfp DNA
2. Applikation 24 h nach der ersten
Totung 24 h nach 2. Applikation

3 Tage-Maus: dreimalige Gabe von 50 pg gfp DNA
Applikation je 24 h nach der vorherigen
Totung 24 h nach letzter Applikation

4 Tage-Maus: viermalige Gabe von 50 ug gfp DNA
Applikation je 24 h nach der vorherigen
Totung 24 h nach letzter Applikation

5 Tage-Maus: funfmalige Gabe von 50 ug gfp DNA
Applikation je 24 h nach der vorherigen
Totung 24 h nach letzter Applikation

Tabelle 3: Orale Applikation fremder DNA

Mit Hilfe von Southern-Transfer-Analysen konnte nicht ermittelt werden,
ob die fremde DNA in den Gastrointestinaltrakten der Tiere persistieren
konnte (Abbildung ?? auf Seite ??). In Kontrolim&usen, die mit DNA-freier
Pufferlésung gefuttert worden waren, konnte die gfp DNA zu keiner Zeit
und in keinem Abschnitt des Gastrointestinaltraktes gefunden werden.

Die in Abschnitt ?? ab Seite ?? dargestellten Ergebnisse zeigten, dass
Fragmente des oral applizierten Plasmids pEGFP-C1 DNA bis zu 6 Stun-
den im Blinddarminhalt und Enddarminhalt nachweisbar waren. Die ge-
zeigten Fragmente wiesen Grof3en von bis zu 700 bp auf. Demzufolge
wurde die DNA im Blinddarm nicht wesentlich weiter degradiert. Diese
Beobachtung korrelierte mit in vitro Experimenten, in denen gezeigt wur-
de, dass im Dickdarminhalt von Ratten Gber mehrere Stunden inkubierte
DNA nur noch zu 90% abgebaut wird (Maturin und Curtiss, 1977). Im Ge-
gensatz zum Blinddarm des Menschen ist der einer Maus, wie allgemein
bei Herbivoren, gut ausgebildet. In ihm werden grol3e Teile pflanzlichen
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Abbildung 14: Fragmentierung fremder mit der Nahrung aufgenommener
DNA im GI-Trakt von Mausen

C57BI6/J Mause wurden mit 50 ug pEGFP-C1 DNA gefittert. Die Tiere wurden 24 h
bis 5 Tage nach Futterung getdtet und die DNA aus den Darminhalten extrahiert. Nach
Trennung der DNA-Fragmente im Agarosegel und Transfer auf eine positiv geladene Ny-
lonmembran wurden sie gegen das radioaktiv markierte gfp Gen hybridisiert. Als Marker
diente das mit Eco RI, Hae Il und Rsa | gespaltene pEGFP-C1 Plasmid. Die Grol3en
der entstandenen Marker-Fragmente werden jeweils links neben dem Autoradiogramm
angegeben. Kontrolltiere hatten nur DNA-freie Pufferlésung erhalten.

Materials von Mikroorganismen abgebaut. Etwa 85% der aus dem gesam-
ten Darm extrahierten DNA wurden aus dem Blinddarm isoliert. Vielleicht
scheint der Blinddarm eine Art Speicherfunktion zu erfillen.

Insgesamt wurden die Inhalte des Gastrointestinaltraktes von 32 Tie-
ren, die mit dem Plasmid pEGFP-C1 gefittert worden waren, untersucht.
Die Degradierung der verfutterten Fremd-DNA sowie die Darmpassage-
zeit variierten dabei von Maus zu Maus (Abbildungen ?? auf Seite ?? und
?7? auf Seite ??). Geschlecht, Alter und Stamm der Tiere sowie Tageszeit
der DNA-Verabreichung hatten keinen sichtbaren Einflul3 auf die Ergeb-
nisse.

Bei einem Vergleich der Autoradiographien wurde deutlich, dass die
DNA im Laufe der Zeit mehr und mehr in Blind- und Enddarm persistieren
konnte. Die Fragmentgro3en in Blind- und Enddarm zeigten 3 Stunden
und 6 Stunden nach oraler Applikation keine erkennbaren Unterschiede.

Ein sehr gutes Beispiel fur die nattrliche Variabilitat bei diesen Experi-
menten mit lebenden Organismen gab der Vergleich der Abbildungen ?? ¢
auf Seite ?? und ?? a auf Seite ??. Abbildung ?? c auf Seite ?? zeig-
te, dass 3 Stunden nach Verabreichung der gfp DNA keine DNA in den
Magen- und Dunndarminhalten detektierbar war. Jedoch konnten wenige
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Fragmente 6 Stunden nach oraler Applikation in den Magen- und Dinn-
darminhalten zweier gefitterter Tiere gefunden werden. Spéater als 6 Stun-
den nach Futterung konnte die Test-DNA nur in einem untersuchten Tier,
18 Stunden nach Fitterung im Inhalt des Magens mittels der Southern-
Transfer-Analyse nachgewiesen werden.

Um zu untersuchen, ob die DNA zu spéateren Zeitpunkten komplett de-
gradiert und/oder ausgeschieden worden war, oder ob die Methode des
Southern-Transfers nicht sensitiv genug war, um die verbliebene fremde
DNA nachzuweisen, wurden sensitivere Methoden wie z. B. die PCR-
Analyse (Abschnitt ?? auf Seite ??) durchgefihrt.

4.2 PCR-Analysen der persistierten DNA-Fragmente der
Darminhalte

Um die Degradierung der fremden, mit der Nahrung aufgenommenen DNA
weiter zu analysieren, wurde die aus den Darminhalten extrahierte DNA
mit Hilfe der PCR-Methode untersucht. In Vorversuchen konnte gezeigt
werden, dass die extrahierte DNA aus den Darminhalten noch Substanzen
aus den Inhalten des Gastrointestinaltraktes enthalten konnte, die die PCR
inhibieren konnten. Um dies zu vermeiden wurde die DNA zunachst tber
Siliziumoxid aufgereinigt (Abschnitt ?? auf Seite ?7?).

Fur die PCR-Analysen wurden Primer gewabhlt, die Fragmente des Gens
des ,green fluorescent protein“ unterschiedlicher Gré3e amplifizierten (sie-
he Tabelle ?? auf Seite ?? und Abbildung ?? auf Seite ??). Die PCR-
Produkte wurden auf einem 1%igen Agarosegel elektrophoretisch getrennt,
auf eine positiv geladene Nylonmembran transferiert und gegen das ra-
dioaktiv markierte gfp Gen hybridisiert, um die Spezifitat der amplifizierten
Produkte zu bestatigen.

Die extrahierte genomische DNA wurde auf das Vorhandensein grol3er
gfp-spezifischer Fragmente getestet. Dazu wurden Primer gewahlt, die
ein 1277 bp grolRes Fragment amplifizierten (Abbildung ?? auf Seite ??).
Es wurden Fragmente dieser Grof3e in den Inhalten des Magens 3 und
6 Stunden, sowie im Dunndarminhalt 3 Stunden nach Futterung gefun-
den. Weitere Fragmente mit einer Gr6l3e von 1277 bp konnten nicht am-
plifiziert werden. Daraus liel3 sich schlie3en, dass das 4731 bp groR3e Plas-
mid schon innerhalb der ersten 3 bis 4 Stunden zu kleineren Fragmenten
degradiert wurde.
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Abbildung 15: PCR-Analysen des gfp Plasmids im GI-Trakt von Mausen
Die aus zu den angegebenen Zeitpunkten extrahierte DNA aus den entnommenen Dar-
minhalten wurde mittels der PCR-Methode untersucht. Die Tiere wurden mit 50 ug
pEGFP-C1 DNA geflttert. Die amplifizierten Produkte wurden gegen das radioaktiv
markierte Gen des ,green flourescent protein“ hybridisiert. Die DNA der TE-Puffer ge-
futterten Tiere wurde ebenfalls analysiert. Es konnten keine gfp-spezifischen Frag-
mente amplifiziert werden. Als Positivkontrolle (pEGFP-C1) wurden einem Ansatz statt
der genomischen DNA 20 pg des pEGFP-C1 Plasmids zugesetzt. Als GréRenmar-
ker diente das mit Eco RI, Hae Il und Rsa | geschnittene Plasmid pEGFP-C1.
(&) und (b) Amplifikation des 1277 bp Fragmentes

(c) Lage des verwendeten Primerpaares im gfp Gen

Um die Fragmentgréf3en besser einschatzen zu kdénnen, wurden Pri-
mer eingesetzt, die kleinere Fragmente des Gens des ,green fluorescent
protein® amplifizierten. Gfp-spezifische Fragmente mit einer Grél3e von
750 bp wurden 3 Stunden nach Verfiutterung des fremden Plasmids in
den Inhalten des Magens, des Dinndarms und des Kots amplifiziert. Wei-
tere Fragmente derselben Grél3e konnten 6 Stunden nach Applikation der
fremden DNA im Inhalt des Magens und nach einer weiteren PCR-Analyse
im Blinddarm und Enddarm (Abbildung ?? auf Seite ??) gefunden werden.
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Abbildung 16: PCR-Analysen des gfp Plasmids im GI-Trakt von Mausen
Es gilt die gleiche Legende wie zu Abbildung ??.

(@) und (b) Amplifikation des 750 bp Fragmentes

(© Lage des verwendeten Primerpaares im gfp Gen

Diese Ergebnisse korrelierten mit der Detektion der fremden DNA nach
Southern-Transfer-Analysen (Abbildung ?? b auf Seite ??). Ebenfalls konn-
te ein 750 bp groRes Fragment im Blinddarm nach 5 Tagen (Abbildung ??
auf Seite ??) amplifiziert werden.

Es wurde ein weiteres Primerpaar gewahlt, welches ein gfp-spezifi-
sches Fragment in einer Grol3e von 466 bp amplifizieren konnte. Es konn-
ten bei dieser PCR-Amplifikation Fragmente in den Inhalten des Magens,
des Dunndarms und des Enddarms sowie im Kot 3 Stunden nach Fiitte-
rung nachgewiesen werden. Weiterhin wurden Fragmente dieser Grolie
6 Stunden nach Applikation im Magen- und im Dunndarminhalt gefunden
(Abbildung ?? auf Seite ??). In den Darminhalten der mit TE-Puffer gefut-
terten Kontrollmause konnten zu keiner Zeit und mit keinem der benutzten
Primerpaare Fragmente amplifiziert werden.
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Abbildung 17: PCR-Analysen des gfp Plasmids im GI-Trakt von M&ausen
Es gilt die gleiche Legende wie zu Abbildung ?? beschrieben.

(@) amplifizierte Produkte der DNA extrahiert aus Magen und Dinndarm
(b) amplifizierte Produkte der DNA extrahiert aus Blinddarm und Enddarm
(c) Lage des verwendeten Primerpaares im gfp Gen
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Abbildung 18: PCR-Analysen des gfp Plasmids im GI-Trakt von Mausen
Es gilt die gleiche Legende wie zu Abbildung ??.

(@) und (b) Amplifikation des 466 bp Fragmentes

(©)

Lage des verwendeten Primerpaares im gfp Gen
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Die Ergebnisse zeigten, dass oral verabreichte pEGFP-C1 DNA im
Gastrointestinaltrakt der Mause nicht vollstandig zu niedermolekularen Mo-
nonukleotiden abgebaut wurde, sondern dass Fragmente von bis zu 1277
bp (28% der PlasmidgrofRe) noch 3 Stunden nach oraler Applikation im
Gastrointestinaltrakt der Mause persisitiert haben (siehe auch Tabelle ??).

Fragmente von 466 bp konnten bis zu 6 Stunden nach Fitterung nach-
gewiesen werden (siehe auch Tabelle ?? auf Seite ??).

Amplifikationen von gfp-spezifischen Fragmenten 18 Stunden nach Ver-
abreichung der fremden DNA konnten nicht detektiert werden. Daraus liel3
sich schliel3en, dass die DNA wahrscheinlich schon zu kleineren Frag-
menten degradiert worden war. Die Ergebnisse der PCR-Analysen sind in
den Tabellen ?? auf Seite ?? bis ?? auf Seite ?? zusammengefasst. Die
hier beschriebenen Ergebnisse bestéatigen die Ergebnisse friherer Arbei-
ten (Schubbert et al., 1994, 1997; Hohlweg, 2001).

Magen | Dinndarm | Blinddarm | Enddarm | Kot

1h - - - - -
3h + + - - -
6h + - - - -
18 h - - - - -
24 h - - - - -
48 h - - - - -
3 Tage — — — — —

4 Tage - - - - -

5 Tage - - — - -

Tabelle 4: PCR-Analysen der DNA aus den Darminhalten
Die amplifizierten Produkte haben eine GréR3e von 1277 bp.
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Magen

Dinndarm

Blinddarm

Enddarm

Kot

1h

3h

6 h

=+

+

18 h

24 h

48 h

3 Tage

4 Tage

5 Tage

+

Tabelle 5: PCR-Analysen der DNA aus den Darminhalten
Die amplifizierten Produkte haben eine Grof3e von 750 bp.

Magen

Dinndarm

Blinddarm

Enddarm

Kot

1h

3h

6 h

18 h

24 h

48 h

3 Tage

4 Tage

5 Tage

Tabelle 6: PCR-Analysen der DNA aus den Darminhalten
Die amplifizierten Produkte haben eine GroRRe von 466 bp.
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4.2.1 Aufnahme von oral applizierter fremder DNA in Korperzellen

Im Verlauf dieser Arbeit wurde weiterhin untersucht, ob fremde, mit der
Nahrung aufgenommene DNA in den Organismus aufgenommen und zu
Organen transportiert werden kann. Da im Gastrointestinaltrakt der Mau-
se noch Fragmente (466 bp bis 1277 bp) des Plasmids pEGFP-C1 nach-
weisbar waren, wurde die DNA der Leber, Milz, der Nieren und des Blutes
extrahiert und mit Hilfe der PCR-Methode (Abschnitt ?? auf Seite ??) ana-
lysiert.

Abbildung ?? auf Seite ?? zeigt PCR-Analysen der genomischen DNA
aus den Organen Leber, Milz und Nieren sowie aus dem entnommenen
Blut. Bei diesen Experimenten wurden die schon erwahnten Primerpaare
(Abschnitt ?? ab Seite ??) eingesetzt. Nach Einsetzen des Primerpaares,
welches ein 1277 bp groRes Fragment amplifizieren konnte, wurden in der
Leber 3, 6 und 18 Stunden nach Futterung gfp-spezifische DNA gefunden.
Diese Fragmente enthielten sowohl den CMV Promotor als auch das gfp
Gen. Die Intensitat der Banden impliziert, dass die Menge der DNA in
der Leber im Laufe der Zeit abnimmt. Desweiteren wurden Fragmente der
entsprechenden Grol3e in der Milz 6 Stunden und im Blut 3 und 6 Stunden
nach oraler Applikation nachgewiesen (Abbildung ?? b).
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Abbildung 19: Nachweis des gfp Plasmids in Organen und im Blut

Méause des Stammes C57BI6/J wurden mit 50 ng pEGFP-C1 DNA gefittert. Die zu den
angegebenen Zeitpunkten extrahierte DNA aus den Organen und dem enthommenen
Blut wurde mittels der PCR-Methode untersucht. Als Positivkontrolle (b EGFP-C1) wurde
einem Ansatz statt der genomischen Maus-DNA 20 pg des pEGFP-C1 Plasmids zu-
gesetzt. Die amplifizierten Produkte wurden gegen das radioaktiv markierte Gen des
~green flourescent protein“ hybridisiert. Die DNA der mit TE-Puffer gefiitterten Tiere wur-
de ebenfalls analysiert. Als GroRenmarker diente das mit Eco RI, Hae Il und Rsa |

Amplifikation eines 1277 bp Fragmentes 3 h bis 18 h nach Fitterung

(@), (b)

(c) Lage des verwendeten Primerpaares im gfp Gen
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Ein 750 bp grofRes Fragment konnte in Leber, Milz und Niere 3 Stunden
nach Verabreichung der gfp DNA amplifiziert werden (Abbildung ??). In
dieser Autoradiographie wurde ebenfalls eine Abnahme der DNA-Menge
von Leber zu Nieren innerhalb derselben Maus beobachtet. Abbildung ?7?
b zeigt, dass die DNA mit einer Gr63e von 750 bp, das nur das gfp Gen
beinhaltet, in den Nieren noch nach 48 Stunden nachweisbar war. Eben-
falls konnte im Blut fiinf verschiedener Tiere, die 24 Stunden bis 5 Tage
lang gefuttert worden waren, ein 750 bp Fragment amplifiziert werden.
Die Intensitat dieser Banden nahm bis zu 3 Tagen zu und danach wie-
der ab. Auch hier wurde wiederum die Individualitat der Tiere und dem-
nach die Variabilitat des Verbleibs der mit der Nahrung aufgenommenen
DNA deutlich. Die Ergebnisse zeigten, dass oral verabreichte DNA Uber
die Blutbahn in den Organismus gelangen und nach mehrmaliger Applika-
tion langer im Korper nachweisbar war.
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Abbildung 20: Nachweis des gfp Plasmids in Organen und im Blut
Zu dieser Abbildung gilt die gleiche Legende wie zu Abbildung ?7.
(&) Amplifikation eines 750 bp Fragmentes 3 h nach Futterung

(b) Amplifikation eines 750 bp Fragmentes nach mehrmaliger Applikation von 50 ug
des pEGFP-C1 Plasmids

(c) Lage des verwendeten Primerpaares
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Ein kleineres Fragment mit einer Grol3e von 466 bp, welches ein Teil
des Gens des ,green flourescent protein“ darstellte, konnte in Leber, Milz,
Nieren und im entnommenen Blut 3 Stunden nach Futterung nachgewie-
sen werden (Abbildung ??). Weiterhin zeigt diese Abbildung eine Amplifi-
kation eines Fragments derselben Gré3e sowohl in Milz und Blut 6 Stun-
den nach Gabe der fremden DNA, als auch in Nieren und Blut 18 Stunden
nach Verabreichung. Au3er dem oben schon erwahnten Fragment (1277
bp, Abbildung ?? auf Seite ??) in der Leber ist das 466 bp grol3e Fragment
in den Nieren das einzige gfp-spezifische Fragment, welches 18 Stunden
nach Futterung in einem Organ nachgewiesen werden konnte.

In der aus Organen extrahierten DNA von mit TE-Puffer gefitterten
Tieren konnte keine DNA amplifiziert werden.
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Abbildung 21: Nachweis des gfp Plasmids in Organen und im Blut
Fur diese Abbildung gilt die gleiche Legende wie zu Abbildung ??.

(a), (b) Amplifikation eines 466 bp Fragmentes 3 h bis 18 h nach Futterung
(c) Lage des verwendeten Primerpaares
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Die Ergebnisse der PCR-Analysen sind noch einmal in den folgenden
Tabellen zusammengefasst.

Leber | Milz | Niere | Blut
1lh — - - -
3h + - - +
6 h + — + +
18 h + - - -
24 h — - - -
48 h — - - -
3 Tage — - - -

4 Tage — - — —

5 Tage — — - -

Tabelle 7: PCR-Analysen der DNA aus den Organen
Die amplifizierten Produkte haben eine Grolie von 1277 bp.

Leber | Milz | Niere | Blut
1lh — - - -
3h + + + +
6h + - + -
18 h + — — -
24 h — — -
48 h — — +
3 Tage — — —

4 Tage — - -

+ [+ |+ [+ |+

5 Tage - - —

Tabelle 8: PCR-Analysen der DNA aus den Organen
Die amplifizierten Produkte haben eine GrofRe von 750 bp.
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Leber | Milz | Niere | Blut
1h — - - -
3h + + + +
6 h — + - +
18 h — - + +
24 h — - - -
48 h — - - -
3 Tage — — — —

4 Tage - - - -

5 Tage — - - -

Tabelle 9: PCR-Analysen der DNA aus den Organen
Die amplifizierten Produkte haben eine Grél3e von 466 bp.

4.3 Fluoreszenz- in situ -Analysen von Blinddarmwanden

Um den Weg der DNA-Aufnahme in den Organismus zu rekonstruieren,
wurde die Darmwand als moglicher Eintrittsort fur die fremde DNA mit der
Fluoreszenz-in situ-Hybridisierungsmethode (FISH) analysiert. Dazu wur-
de die Blinddarmwand von gfp gefitterten Tieren zu unterschiedlichen Zei-
ten nach Applikation enthommen, in Formalin fixiert und in Paraffin einge-
bettet. Die 3 um dicken Gewebeschnitte wurden mit Biotin-markierter gfp
DNA hybridisiert. Parallel dazu wurden Gewebeschnitte durch die Darm-
wand von Kontrolltieren, die mit TE-Puffer gefuttert worden waren, ana-
lysiert (Tabelle ?? auf Seite ??). In den mit gfp DNA geflitterten Tieren
zeigten einzelne Zellen des Darmepithels, das direkt an das Darmlumen
grenzte, spezifische Signale der Test-DNA. Dabei ist die nachgewiesene
DNA als gelb-fluoreszierendes Signal in den mit Propidiumiodid geféarb-
ten Zellkernen erkennbar. In Gewebeschnitten von Kontrolltieren konnten
derartige Signale nicht nachgewiesen werden.
Die Ergebnisse sind nochmals in Tabelle ?? zusammengefasst.

3h|6h|18h | 24h
2 1 0 1

Tabelle 10: Aufnahme der pEGFP-C1 DNA in Zellen der Villi des Caecums
Die gelb fluoreszierenden Signale des an den Antikdrper gekoppelten FITC wurden ge-
zéhlt und sind durch die Zahlen in der Tabelle angegeben. Die Zahlen zeigen die Anzahl
der gfp-spezifischen Signale innerhalb von 2100 Okularfeldern.
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4.3.1 Persistenz oral aufgenommener DNA nach Komplexierung mit
einem Protein

Nach Verabreichung nackter gfp DNA konnten ist zu 1277 bp lange Frag-
mente mit der PCR-Methode im Gastrointestinaltrakt nachgewiesen wer-
den. Nun stellte sich die Frage, wie weit DNA-Protein-Komplexe im Ga-
strointestinaltrakt degradiert werden. Unterliegt diese DNA der gleichen
Degradierung oder kbnnen grol3ere Fragmente im Gl-Trakt persistieren?

Zur Komplexierung der DNA wurde das Protein ,Protamin® gewahlt,
welches Nukleinsduren unspezifisch und gut bindet. Protamin ist ein 4,2
kDa grol3es Protein. Es beinhaltet sehr viel Arginin und komplexiert die
DNA in Spermien vieler Spezies. Das Protein ist kleiner als Histone. Die
Protein-DNA-Bindung wurde in HNDG-Puffer
(H. Deissler et al., 1996) durchgefuhrt. Dabei wurden 10 ug der gfp DNA
mit 1 mg Protamin gemischt. Das Gemisch wurde 30 Minuten bei RT in-
kubiert, so dass das Protamin an die fremde DNA binden konnte und mit
einer Pipette oral an C57BI6/J Méause verabreicht. Die Tiere wurden 3, 6
und 18 Stunden nach Gabe der Komplexe in einer CO,-Atmosphéare geto-
tet. Die Organe und Darminhalte wurden entnommen, und die DNA extra-
hiert. Zur Analyse wurden 20 ug der genomischen DNA in einem Agarose-
gel getrennt und auf eine positiv geladene Nylonmembran transferiert. Um
feststellen zu kénnen, in welchem Verhaltnis das Protein sdmtliche DNA
komplexieren kann, wurde eine Gelretardierungs Analyse (nicht gezeigt)
durchgeflhrt.

Abbildung ?? auf Seite ?? zeigt die Autoradiographie der Southern-
Transfer-Analysen. Es konnten bei diesen Analysen Fragmente 3 Stunden
nach Futterung gezeigt werden. Im Inhalt des Magens fanden sich Frag-
mente mit einer Gré3e von 100 bp bis hin zu 4731 bp Fragmenten. Wei-
terhin ist eine Bande von einer wahrscheinlichen Grof3e von 5000 bp zu
erkennen. Diese Bande |3t vermuten, dass sich das Protamin im Magen
mit DNA, die sich in den Futterpellets befand, komplexiert hat. Im Dunn-
darminhalt konnten Fragmente von 100 bp bis zu 1700 bp nachgewiesen
werden. Weder in anderen Darmabschnitten noch nach weiteren Zeitpunk-
ten konnte gfp-spezifische DNA nachgewiesen werden.

Die Ergebnisse der Southern-Blot-Analysen sind noch einmal in dem
nachstehenden Diagramm (Abbildung ?? auf Seite ??) zusammengefasst.
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Abbildung 22: Fragmentierung fremder DNA im GI Trakt von M&usen nach
Komplexierung mit Protamin

C57BI6/J Mause wurden mit 10 png pEGFP-C1 DNA, die mit 1 mg Protamin komplexiert
wurde, gefuttert. Die Tiere wurden 3 h, 6 h und 18 h nach Futterung getétet, und die DNA
aus den Darminhalten extrahiert. Nach Trennung der DNA-Fragmente im Agarosegel und
Transfer auf eine positiv geladene Nylonmembran wurden sie gegen das radioaktiv mar-
kierte gfp Gen hybridisiert. Als Marker diente das mit Eco RI, Hae Il und Rsa | gespaltene
pEGFP-C1 Plasmid. Die Gr6Ren der entstandenen Marker-Fragmente sind jeweils links
neben dem Autoradiogramm angegeben. Kontrolltiere hatten nur DNA-freie Pufferlésung
erhalten.

Fragmentierung der DNA nach Ftterung von gfp + Protamin
5000

4500 +—

4000 +—

3500 +—

1000 ~

500

0

o

@© 3000

g

c 2500 1+ [ Magen

g [l Dinndarm

3 2000 []Blinddarm
1500 41— [C]Enddarm

3h

6h

18h

Abbildung 23: Fltterung des gfp/Protamin-Komplexes
ZU dieser Abbildung gilt die gleiche Legende wie zu Abbildung ??. Die Fragmentlangen
sind im Diagramm durch die Lange der Balken angegeben. In mit TE-Puffer gefutterten
Mausen konnten keine Fragmente der pEGFP-C1 DNA detektiert werden.
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Nach Applikation des unkomplexierten Plasmids pEGFP-C1 waren klei-
nere Fragmente mit Hilfe der Southern-Transfer-Analyse zu finden. Um
die Darmabschnitte weitergehend zu untersuchen, wurden PCR-Analysen
durchgefuhrt (Abbildung ?? auf Seite ??). Dazu wurden die gleichen Pri-
merpaare gewabhlt, die schon in den vorherigen Versuchen eingesetzt wor-
den waren.

In Abbildung ?? a ist zu erkennen, dass ein Fragment mit einer Gro-
3e von 1277 bp nur im Mageninhalt 3 Stunden nach oraler Applikation
detektierbar war.

Nach einer Amplifikation eines 750 bp grol3en Fragments waren Frag-
mente des Gens des ,green fluorescent protein“ in den Inhalten des Ma-
gens, des Blinddarms und des Kots 3 Stunden nach Fitterung amplifizier-
bar (Abbildungen ?? c und d).

Weiterhin konnten Fragmente im Magen 6 Stunden nach Applikation
und im Magen- und Enddarminhalt 18 Stunden nach Verabreichung der
Plasmid DNA amplifiziert werden.

Zuletzt wurde ein 466 bp groRRes Fragment im Magen- und Blinddar-
minhalt sowie im Kot 3 Stunden nach Aufnahme der verfutterten DNA am-
plifiziert. Ebenso konnten sowohl im Mageninhalt 6 Stunden und 18 Stun-
den, als auch im DUinndarminhalt 18 Stunden nach Applikation Fragmente
derselben GrofRe nachgewiesen werden (Abbildung ?? auf Seite ?7?).

In mit TE-Puffer gefutterten Tieren konnte weder nach Southern-Transfer-

Analysen noch nach PCR-Analysen gfp-spezifische DNA gefunden wer-
den.
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Abbildung 24: PCR-Analysen der gfp-spezifischen Fragmente im GI Trakt
von Méausen nach Komplexierung der DNA mit Protamin
Méause des Stammes C57BI6/J wurden mit 10 ug pEGFP-C1 DNA, die mit 1 mg Prota-
min komplexiert wurde, gefiittert. Die zu den angegebenen Zeitpunkten extrahierte DNA
aus den Organen und dem entnommenen Blut wurde mittels der PCR-Methode unter-
sucht. Als Positivkontrolle (b EGFP-C1) wurden einem Ansatz statt der genomischen DNA
der Mause 20 pg des pEGFP-C1 Plasmids zugesetzt. Die amplifizierten Produkte wur-
den gegen das radioaktiv markierte Gen des "green flourescent protein"hybridisiert. Die
DNA der mit TE-Puffer gefutterten Tiere wurde ebenfalls analysiert. Als Positivkontrolle
(PEGFP-C1) wurden einem Ansatz statt genomischer Maus DNA 20 pg des pEGFP-C1
Plasmids zugesetzt. Als GroRenmarker diente das mit Eco RI, Hae Il und Rsa | geschnit-
tene Plasmid pEGFP-C1.

(@) Amplifikation eines 1277 bp Fragmentes 3 h nach Applikation

(b) Lage des verwendeten Primerpaares im gfp Gen

(c),(d) Amplifikation eines 750 bp Fragmentes 3 h, 6 h und 18 h nach Applikation

(e) Lage des verwendeten Primerpaares im gfp Gen
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Abbildung 25: PCR-Analysen der gfp-spezifischen Fragmente im GI Trakt
von Mausen nach Komplexierung der DNA mit Protamin
Fur diese Abbildung gilt die gleiche Legende wie zu Abbildung ??.

(a),(b) Amplifikation eines 466 bp Fragmentes 3 h, 6 h und 18 h nach Applikation

(©)

Lage des verwendeten Primerpaares im gfp Gen

Die Ergebnisse der PCR Analysen sind noch einmal in den Tabellen
??— ?? zusammengefasst.

Magen | Dunndarm | Blinddarm | Enddarm | Kot
3h + - - - -
6 h - - - - —
18 h — — - - -

Tabelle 12: PCR-Analysen der DNA aus den Darminhalten

Die amplifizierten Produkte haben eine Gré3e von 1277 bp.
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Magen | Dinndarm | Blinddarm | Enddarm | Kot
3h + + + + +
6 h + - - - -
18 h + - - + -

Tabelle 13: PCR-Analysen der DNA aus den Darminhalten

Die amplifizierten Produkte haben eine Grof3e von 750 bp.

Magen | Dinndarm | Blinddarm | Enddarm | Kot
3h + - + - +
6 h + - - - -
18 h + + — _ _

Tabelle 14: PCR-Analysen der DNA aus den Darminhalten
Die amplifizierten Produkte haben eine Grof3e von 466 bp.

4.3.2 Aufnahme oral applizierter DNA-Protein-Komplexe in Korper-

zellen

Nach oraler Verabreichung des Plasmids pEGFP-C1, welches mit dem
Protein Protamin komplexiert war, wurden ebenfalls Leber, Milz, Niere so-
wie das Blut auf das Vorhandensein von Fragmenten des Gens des ,green
fluorescent protein“ untersucht. Es konnte jedoch keine gfp-spezifische
DNA in den Organen nachgewiesen werden. Bei diesen Experimenten
wurde ebenfalls das Darmepithel als mdglicher Eintrittsort der Komple-
xe in den Organismus untersucht. Wie bei vorherigen Versuchen wurden
die Blinddarmwand in Formalin fixiert, in Paraffin eingebettet und zu 3 um
dicken Schnitten verarbeitet. Als Sonde wurde das mit Biotin markierte
Plasmid pEGFP-C1 eingesetzt und gegen die DNA in den Gewebeschnit-
ten hybridisiert (Tabelle ?? auf Seite ??). Zur Kontrolle wurden ebenfalls
Gewebeschnitte von TE-gefutterten Tieren analysiert.

Tabelle ?? zeigt die Zusammenfassung der Ergebnisse, die mit der
FISH-Methode erzielt worden sind. Aul3er 6 Stunden nach Verabreichung
von 50 ug des gfp Plasmids konnten nach Gabe der Komplexe in mehreren
Schnitten Signale detektiert werden. Sogar 18 Stunden nach Applikation
zeigten sich Signale in Form einer gelben Fluoreszenz in den Kernen des
Gewebes, das an das Lumen des Blinddarms grenzte. Bei dem Gewebe
handelte es sich um die Villi des Darms, die die Oberflache des Darmepi-
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thels vergrdl3ern, um eine hohe Substrataufnahme zu gewéhrleisten.
Die Ergebnisse sind noch einmal in Tabelle ?? zusammengefasst.

3h|{6h|18h|24h
1 0 3 0

Tabelle 15: Aufnahme der DNA-Protamin-Komplexe in Zellen der Villi des
Caecums

Die gelb fluoreszierenden Signale des an den Antikdrper gekoppelten FITC wurden ge-
zé&hlt und sind durch die Zahlen in der Tabelle angegeben. Die Zahlen zeigen die Anzahl
der gfp-spezifischen Signale innerhalb von 2100 Okularfeldern.
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4.3.3 Orale Applikation des Proteins Glutathion-S-Transferase

Nachdem die Persistenz fremder, mit der Nahrung aufgenommener DNA
im Saugerorganismus in dieser und in friheren Arbeiten (Schubbert et al.,
1994, 1997; Hohlweg, 2001) untersucht worden war, stellte sich die Frage
nach der Persistenz von mit der Nahrung aufgenommenen Proteinen im
Gastrointestinaltrakt. Durch die Nahrungsaufnahme ist der Verdauungs-
trakt neben vielen anderen Substanzen auch einer grof3en Anzahl kérper-
fremder Proteine ausgesetzt.

Eine gute Detektierung des fremden oral applizierten Proteins wurde
mit der Glutathion-S-Transferase (GST) festgestellt. GST ist ein
26 kDa groR3es Protein, welches haufig zur Herstellung von Expressions-
markern verschiedener Fusionsproteine verwendet wird. Das Protein wur-
de urspringlich aus dem Organismus Shistosoma japonicum extrahiert,
was freundlicherweise von Marianna Hosel durchgefuhrt wurde. Das GST
wurde durch Transformation des pGEX-3X-Vektors in BL21 Bakterien tber-
exprimiert und mit Hilfe von Glutathione Sepharose 4 B (Abschnitt ?? auf
Seite ??) gereinigt. Dabei wurde eine Gesamtkonzentration des Prote-
ins von 25 mg aus einer 750 ml Bakterienkultur gewonnen. Das Protein
wurde dann in Tris-Puffer, pH 8,0 aufgenommen, und wies eine Endkon-
zentration von 3 bis 4 ug/ul auf. Nach Reinigung des GST wurden 300 ug
des Proteins an 8 Wochen alte Mannchen des Stammes CB20 verabreicht
(Abschnitt ?? auf Seite ??). Die gefutterten Tiere wurden dann nach 10,
15, 30, 40 und 60 Minuten in einer CO,-Atmosphéare getotet und sowohl
die Darminhalte als auch einige Organe (Leber, Milz, Niere und Gehirn)
entnommen. Das GST wurde gereinigt, auf ein Polyacrylamidgel aufge-
tragen und mit Hilfe eines Western-Transfers (Abschnitt ?? auf Seite ?7?)
analysiert.

Um die Stabilitat des GST zu prufen,wurde ein Trypsinverdau durch-
gefuhrt. Dazu wurde das Protein mit Trypsin in folgenden Verhéltnissen
gemischt: 1:100, 1:10 und 1:1. Die Gemische wurde 5 und 15 Minuten
lang bei RT inkubiert, danach auf ein Polyacrylamidgel aufgetragen und
auf eine PVDF-Membran transferiert. Zur Kontrolle wurden zusatzlich
50 ng des GST Proteins aufgetragen. Nach einer 15-minitigen Inkubation
mit Trypsin in einem Verhaltnis von 1:10 konnte das GST noch nachgewie-
sen werden (Abbildung ?? auf Seite ??).
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Abbildung 26: Prifung der Stabilitdt der Glutathion-S-Transferase
Das Protein GST wurde mit Trypsin in den Verhaltnissen 1:100, 1:10 und 1:1 gemischt
und 5 und 15 Minuten lang bei RT inkubiert. Die Gemische wurden auf ein Polyacrylamid-
gel aufgetragen und auf eine PVDF-Membran transferiert. Zur Kontrolle wurden 50 ng des
Proteins aufgetragen.

Dadurch wurde gezeigt, dass das GST ein sehr stabiles Protein ist.
NCBI-Datenbank-Sequenzanalysen ergaben, dass die Nukleotidsequenz
des zu verfutternden GST keine Homologien zum Mausgenom aufwies.
Zur Detektion des GST in den Darminhalten und Organen gefitterter Tiere
wurde der HRP (= horse raddish peroxidase)-Antikérper eingesetzt und
die Proteine auf einem Rontgenfilm durch eine ECL-Lichtreaktion sichtbar
gemacht (Abschnitt ?? auf Seite ??).

Zur Durchfihrung der Versuche wurden 300 pg des Proteins an Mause
des Stammes CB20 verfuttert. Diese Konzentration wurde in einem Volu-
men von 70 ul verabreicht. Dieses Volumen konnte nur langsam appliziert
werden, so dass die zu verabreichenden 300 pg nicht auf einmal in den
Magen gelangen. Bei Vorversuchen konnte das Protein mit Hilfe des HRP-
Antikorpers nicht eindeutig identifiziert werden. Daraufhin wurde aus den
schon extrahierten Proteinen aus den Inhalten des Gastrointestinaltrak-
tes und der Organe das GST Uber Glutathione Sepharose angereichert
(Abschnitt ?? auf Seite ??). Abbildung ?? auf Seite ?? zeigt, dass das
mit der Nahrung verabreichte GST Protein nach dieser Behandlung nach-
weisbar war. Das oral applizierte GST konnte im Dinndarm 10, 15, und
30 Minuten nach Futterung in fragmentierter Form Uberleben (Abbildung
?? a). Es ist zu erkennen, dass die Grol3en der Fragmente im Laufe der
Zeit in geringem Mal3 abnehmen. Durch die Fragmentierung des oral ap-
plizierten Proteins im Dunndarm wird impliziert, dass das Protein schon im
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Dunndarm stark abgebaut wird. Dieser Befund wird ebenfalls dadurch un-
terstitzt, dass in den nachfolgenden Darmabschnitten wie Blinddarm und
Enddarm keine GST-spezifischen Fragmente nachgewiesen werden konn-
ten. Diese Ergebnisse konnten in 3 anderen Versuchen bestatigt werden
(Daten nicht gezeigt). Abbildung ?? b auf Seite ?? zeigt die Detektierbar-
keit des fremden Proteins im Magen nach 10, 15 und 30 Minuten. Im Ma-
geninhalt ist noch deutlich eine zweite Bande geringerer Grél3e erkennbar.
Es handelt sich hier sehr wahrscheinlich um ein Abbauprodukt des GST.
Sowohl im Mageninhalt als auch im Dinndarminhalt ist eine deutliche Zu-
nahme der GST-Menge 15 Minuten nach oraler Applikation erkennbar.

Um den Proteinabbau in vitro zu untersuchen, wurden Mageninhalte
frisch getoteter Mause mit 300 ug GST gemischt und 15 und 30 Minuten
bei 37°C inkubiert (Abbildung ?? b auf Seite ??). Die Proteine wurden wie
oben beschrieben extrahiert und analysiert. Bei einem Vergleich mit der
Degradierung in vivo ist deutlich erkennbar, dass der Verdau des fremden
Proteins in vitro schneller verlauft, da ausschliesslich GST Fragmente ge-
ringerer Gro3e als 26 kDa zu erkennen waren. Bei allen Versuchen wur-
den ebenfalls 50 ng des GST Proteins zur Kontrolle aufgetragen. Nach
einer Wartezeit von 40 und 60 Minuten nach Verabreichung des Proteins
waren keine Fragmente der Glutathion S Transferase mehr detektierbar.
Kontrolltiere wurden mit der gleichen Menge Tris-Puffer, pH 8,0 geflttert.
In den Inhalten des Gastrointestinaltraktes dieser Tiere wurden keine GST-
spezifischen Fragmente nachgewiesen.

Nachdem nach 30 Minuten noch GST-spezifische Fragmente nachge-
wiesen werden konnten, lag die Vermutung nahe, dass das Protein wie die
verfutterte DNA in den Organismus gelangen kdnnte. Abbildung ?? c zeigt,
dass Fragmente des GST 15 und 30 Minuten nach Applikation in den Nie-
ren nachweisbar waren. Die Intensitat der Banden lassen auf eine Anrei-
cherung des Proteins in den Nieren schliel3en, da die GST-Konzentration
nach 30 Minuten ein wenig hdher zu sein scheint. Die Organe der Kontroll-
tiere wiesen keine GST-spezifischen Fragmente auf.
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Abbildung 27: Nachweis des GST Proteins nach Protein-Anreicherung

CB20 Méause wurden mit 300 ug GST gefittert und zu den angegebenen Zeitpunkten
getdtet. Nach Proteinextraktion wurde das GST Protein angereichert, um die Detekti-
on zu erleichtern. Die extrahierten Proteine aus den Darminhalten und Organen, so-
wie dem entnommenen Blut wurden in einem Polyacrylamidgel getrennt und auf eine
PVDF-Membran transferiert. Zum Nachweis der Persistenz der Proteine wurde der HRP-
Antikorper eingesetzt. Als GrolRenmarker wurde das 26 kDa groRe GST Protein aufge-

tragen.
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4.3.4 Aufnahme fremder, mit der Nahrung aufgenommener DNA in
die Darmbakterien

Wie im Abschnitt ?? auf Seite ?? bereits erwdhnt, kann oral applizier-
te fremde DNA Uber die Darmwand in den Organismus gelangen. Durch
diese Tatsache kommt folgende Frage auf: Kann die in der Nahrung vor-
kommende DNA ebenso von den Darmbakterien aufgenommen und auch
eventuell integriert und exprimiert werden?

Das pEGFP-C1 Plasmid beinhaltet ein Kanamycinresistenzgen, das in
E.coli Bakterien exprimiert werden kann. Deshalb wurden nach Fitterung
der fremden DNA die Darminhalte entnommen, in 1 ml LB-Medium auf-
genommen und gemischt. Ein Teil des LB-Mediums wurde dann auf LB-
Kanamycin-Platten ausgestrichen (Abschnitt ?? auf Seite ??). Nachdem
die Platten bei 37°C inkubiert worden waren, wurden die Bakterienkoloni-
en gezahlt.

Die Tabellen ?? auf Seite ?? und ?? auf Seite ?? fassen die Ergeb-
nisse zusammen. Tabelle ?? zeigt die Anzahl der Kolonien, nachdem die
Inhalte von Gastrointestinaltrakten ungefutterter Tiere auf LB-Platten aus-
gestrichen worden waren, die verschiedene Antibiotika enthielten.

In Tabelle ?? ist zu erkennen, dass auf den Platten, die kein Kanamy-
cin enthielten, mehr Kolonien gewachsen waren. Auch auf den Platten, die
Kanamycin enthielten, waren Kolonien gewachsen, was aber keine Folge
einer durch die Aufnahme des pEGFP-C1 Plasmids erworbene Resistenz
der Bakterien gegen das Antibiotikum sein musste. Daher wurden Filterab-
zuge gemacht, die gegen das radioaktiv markierte Kanamycingen hybridi-
siert wurden. Zusatzlich wurden Stempelabziige gemacht und auf frische
LB-Kanamycin-Platten tUberstempelt. Zuletzt wurden die vermeintlich po-
sitiven Kolonien isoliert und in flissigem LB-Medium, dem, wie den LB
Platten, ebenfalls 30 ug/ul Kanamycin zugesetzt war, inkubiert. Ebenso
wurde mit den Inhalten des Gastrointestinaltraktes TE-Puffer gefitterter
Tiere verfahren. Bei einigen Versuchen waren auf den kanamycinhaltigen
Platten auch Kolonien gewachsen, auf denen die Inhalte des Gastrointes-
tinaltraktes ungefutterter Tiere ausgestrichen worden waren (Tabelle ?7?
auf Seite ??).

Die Hybridisierung der Filter mit dem radioaktiv markierten Kanamycin-
gen ergab kein hilfreiches Ergebnis. Es ist also wahrscheinlich, dass das
Kanamycingen in den Bakterien nicht vorhanden war (Ergebnisse nicht
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Mause Dinndarm Blinddarm Enddarm

-Kan | +Kan | -Kan | +Kan | -Kan | +Kan
3h 47 0 500 50 500 71
6 h 18 0 500 0 300

18 h 200 0 50 20 100 2
24 h 200 5 100 31 102

24 h 110 10 110 5 100 15
48 h 50 1 20 0 10
48 h 113 16 141 100 4 1
3Tage || 10 1 552 | 106 | 150 | 40
3 Tage || 1000 | 100 | 300 10 23 0

4 Tage 0 0 4000 | 1000 | 250 | 100
4 Tage | 21 0 732 | 200 15 7
5 Tage || 100 10 0 0 200 50
5 Tage 71 39 168 | 100 2 1

Tabelle 17: Aufnahme fremder DNA in die Darmbakterien
Die Bakterien aus dem Darm gefutterter Mause wurden auf LB-Platten, denen 30 pug/ml
Kanamycin zugesetzt worden waren, ausgestrichen. Die Kolonien wurden gezé&hlt und
die Anzahl in der Tabelle angegeben. Zur Kontrolle wurde ein Teil der Bakterien auf LB-
Platten ohne Antibiotikum ausgestrichen.

dargestellt). Auch nach den Stempelabziigen wuchsen nur noch sehr we-
nige Kolonien. Nachdem die Kolonien gepickt und in Flissigkulturen tber-
tragen worden waren, gab es keine Vermehrung der Bakterien wahrend
der Inkubationszeit. Die Ergebnisse lassen vermuten, dass das Kanamy-
cingen entweder nicht endozytiert oder nicht exprimiert wurde.
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Antibiotikum Dunndarm Blinddarm  Enddarm
-AB | +AB | -AB | +AB | -AB | +AB
Kanamycin 30 ug/mi 200 | 109 | 50 4 500 0
Kanamycin 30 ug/mi 41 0 1129 | 1 1 0
Kanamycin 30 pg/ml 34 6 57 | 13 13 0
Kanamycin 30 pg/ml 100| O 1 0 200 0
Kanamycin 30 pg/ml 0 0 [228]| O 35 0
Kanamycin 30 pg/ml 150 | O 19 0 55 0
Chloramphenicol 30 ug/ml | 53 0 [159| O 2 0
Penicillin 30 png/ml 0 O [800| O |1000| 3
Streptomycin 30 pg/mi 50 0O [130| O 70 0
Ampicillin 30 pg/ml 2 1 (20| O 72 0
Neomycin 30 pg/ml 45 0O | 552 106 | 52 40

Tabelle 18: Antibiotika-Test
Die Bakterien aus dem Darm ungefitterter Mause wurden auf LB-Platten, denen
30 ug/ml Antibiotikum zugesetzt waren, ausgestrichen, um zu testen, ob nach Zusatz
eines bestimmten Antibiotikums Bakterien wuchsen. Die Kolonien wurden gezahlt. Zur
Kontrolle wurde ein Teil der Bakterien auf LB-Platten ohne Antibiotikum ausgestrichen.

4.4 Schicksal injizierter DNA in Gl-Trakt
4.4.1 Degradierung fremder DNA im GI-Trakt

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurde folgende Fragestellung untersucht: Wie
hoch ist der Einfluss der Nukleasen im Gastrointestinaltrakt von Saugern
auf fremde DNA?

Dazu wurden 2 pg des gfp-Plasmids in die folgenden Darmabschnit-
te injiziert: Magen, Duodenum, Jejunum, lleum, Caecum und Kolon. Zu-
vor wurden die verschiedenen Darmabschnitte nach Eintreten des Todes
durch CO,-Begasung der Mause mit einem Bindfaden abgebunden. Das
Abdomen wurde nach der Injektion wieder geschlossen und die Tiere
in Dulbecco’s Medium bei 37°C inkubiert. Nach unterschiedlichen Zeit-
punkten wurden die Inhalte des Magen- Darmtraktes prépariert, die DNA
durch eine Phenol/Chloroform-Behandlung extrahiert und 10 ug der geno-
mischen DNA in einem Agarosegel getrennt. Die separierten DNA Frag-
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mente wurden auf eine positiv geladene Nylonmembran transferiert und
mit dem radioaktiv markiertem gfp Gen hybridisiert (Abschnitt ?? auf Sei-
te ??). Durch die Ergebnisse nach Verfltterung von fremder DNA wurde
durch frihere Arbeiten (Schubbert et al., 1994, 1997; Hohlweg 2001) und
diese Arbeit gezeigt, dass in der Nahrung vorkommende Nukleinséduren
nicht vollstdndig zu niedermolekularen Nukleotiden degradiert werden.

Die Abbildungen ?? a und b auf Seite ?? stellen die Ergebnisse nach
Southern Transfer und anschlieRender Hybridisierung der extrahierten DNA
gegen das radioaktiv markierte gfp Gen dar. Es konnten gfp-spezifische
Fragmente im Mageninhalt eine Stunde nach Injektion detektiert werden.
Die Fragmente weisen Grofl3en zwischen 100 bp und bis zu tber 4731
bp auf. Weitere Fragmente bis zu 200 bp konnten im Duodenum, Cae-
cum und Kolon nachgewiesen werden. Weiterhin waren Fragmente des
injizierten Plasmids 3 Stunden nach Injektion im Mageninhalt nachweis-
bar. Sowohl in nachfolgenden Darmabschnitten des gleichen Zeitpunktes
nach Applikation, als auch im Magen und den Darmabschnitten 5 Stunden
nach Injektion, war keine fremde DNA zu finden. Wahrscheinlich ist, dass
im Magen nur eine Degradierung durch den sauren pH-Wert des Magens
stattfindet (Pfeffer, 1987). Ab dem Duodenum allerdings scheint in vitro
eine starke Degradierung der Nukleinsauren durch korpereigene Nuklea-
sen stattzufinden. Der Dunndarm ist derjenige Abschnitt des Verdauungs-
traktes, in dem der gro3te Teil der durch tiereigene Verdauungsenzyme
bewirkten hydrolytischen Spaltung stattfindet (Pfeffer, 1987). DNA Frag-
mente scheinen im Caecum und Kolon nicht weiter degradiert zu werden,
da ihre Gr63e nicht weiter abnimmt.

Die Fragmentlangen sind noch einmal im Diagramm Abbildung ?? auf
Seite ?? zusammengefasst.
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Abbildung 28: Injektion des gfp Plasmids in verschiedene Darmabschnitte
In die abgebundenen Darmabschnitte (Magen, Duodenum, Jejunum, lleum, Caecum und
Kolon) wurden 2 ng des pEGFP-C1 Plasmids injiziert. Die Tiere wurden bei 37°C in Dul-
becco’s Medium inkubiert. Nach den angegebenen Zeiten wurden die Inhalte der Dar-
mabschnitte prapariert und die DNA extrahiert. Nach elektrophoretischer Trennung wur-
den die Fragmente auf eine positiv geladene Nylonmembran transferiert und mit dem
radioaktiv markierten Gen des ,green flourescent protein* hybridisiert. Als Marker diente
das mit Eco RI und Hae Il gespaltene pEGFP-C1 Plasmid. Die Grof3en der entstandenen
Markerfragmente sind links neben dem Autoradiogramm angegeben. In die verschiede-
nen Darmabschnitte der Kontrolltiere wurde DNA freie Puffer-Lésung injiziert.

Injektion des pEGFP-C1 Plasmids
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Abbildung 29: Injektion des Plasmids pEGFP-C1 in die verschiedenen
Darmabschnitte

Fur dieses Diagramm gilt die Legende zu Abbildung ??. Zum Vergleich wurden die ent-
standenen Fragmentldngen noch einmal in dem Diagramm zusammengefasst.
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Zur weiteren Analyse der Fragmente des Plasmids pEGFP-C1, die
wahrend der Inkubation entstanden waren, wurden PCR-Analysen durch-
gefuhrt. Die Ergebnisse der PCR-Analysen (Abbildungen ?? a und b) mit
dem Primerpaar, welches das 1277 bp gro3e Fragment amplifiziert, zeig-
ten, dass sich DNA Fragmente im Kolon 1 Stunde nach Injektion befunden
haben, welche durch die Southern-Transfer-Analyse nicht detektierbar wa-
ren. Weiterhin konnte ein PCR Fragment derselben Gréf3e im Dinndarm
5 Stunden nach Injektion amplifiziert werden.

In Kontrolltiere wurde DNA-freier TE-Puffer injiziert. In keinem Darmab-
schnitt dieser Tiere konnte das Plasmid nachgewiesen werden.
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Abbildung 30: PCR-Analysen der injizierten gfp DNA
In die abgebundenen Darmabschnitte Magen, Duodenum, Jejunum, lleum, Caecum
und Kolon wurden 2 ug des pEGFP-C1 Plasmids injiziert. Die zu den angegebenen
Zeitpunkten extrahierte DNA aus den Inhalten der Darmabschnitte wurde mit Hilfe von
PCR-Analysen untersucht. Als Positivkontrolle (pEGFP-C1) wurden einem Ansatz statt
genomischer Maus DNA 20 pg des pEGFP-C1 Plasmids zugesetzt. Die amplifizierten
Produkte wurden gegen das radioaktiv markierte Gen des "green flourescent prote-
in"hybridisiert. Die DNA der mit TE-Puffer gefutterten Tiere wurde ebenfalls analysiert.
(&) und (b) Amplifikation eines 1277 bp Fragmentes

(c) Lage des verwendeten Primerpaares im gfp Gen
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Die Ergebnisse der PCR-Analysen sind noch einmal in der Tabelle ??

zusammengefasst.
Magen | Duodenum | Jejunum | lleum | Caecum | Kolon
1h + - + - - +
3h — + + — — —
5h + + + + — +

Tabelle 19: PCR-Analysen der DNA aus den Darminhalten
Die amplifizierten Produkte haben eine Grof3e von 1277 bp.

4.4.2 Injektion des DNA-Protamin-Komplexes in den GI-Trakt

Nachdem festgestellt worden war, dass injizierte DNA in den verschiede-
nen Darmabschnitten stark degradiert wurde, stellte sich die Frage, in-
wieweit die DNA, welche mit Protamin komplexiert war, vor den Angriffen
der organismuseigenen Nukleasen geschitzt war. Es wurden 2 pg des
Plasmids pEGFP-C1 mit Protamin in einem Verhaltnis 1:100 komplexiert
und nach Abbinden des Magens, des Duodenums, des Jejunums, des
lleums, des Caecums und des Kolons in die jeweiligen Darmabschnitte
injiziert. Die zuvor durch CO,-Begasung gettteten Tiere wurden, wie im
oberen Kapitel bereits erwéahnt, in Dulbecco’s Medium bei 37°C inkubiert
(Abschnitt ?? auf Seite ??). Nach Praparation der Darminhalte zu ver-
schiedenen Zeitpunkten und anschliel3ender Extraktion der DNA, wurden
10 ug in einem Agarosegel elektrophoretisch getrennt und auf eine positiv
geladene Nylonmembran transferiert. Die DNA wurde gegen das radioak-
tiv markierte gfp Gen hybridisiert.

Nach einer Inkubationszeit von einer Stunde lasst sich gfp-spezifische
DNA im Duodenum mit einer Fragmentgrof3e zwischen 100 bp und bis zu
mehr als 4731 bp nachweisen (Abbildung ?? auf Seite ??). Im lleum wa-
ren nur noch Fragmente bis zu 200 bp zu finden, wahrend im Caecum und
Kolon wie im Duodenum Fragmente zwischen 100 und mehr als 4731 bp
nachweisbar sind. Das Duodenum ist derjenige Abschnitt, der vom Pylo-
rus bis zum Eingang des Ductus choledochus verlauft. Nukleasen werden
mittels Gallenflissigkeit durch den Gallengang in den Dinndarm sezer-
niert. Durch die Ergebnisse wird impliziert, dass im Duodenum getoteter
Tiere keine Nukleaseaktivitat statt zu finden scheint. Danach allerdings ist
eine starke Degradierung der DNA im Jejunum und lleum nachweisbar.
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Nach einer Inkubation von 3 Stunden wurde die Persistenz von Frag-
menten mit einer Grol3e zwischen 100 bp bis zu mehr als 4731 bp der
injizierten DNA im Magen, Duodenum und Kolon nachgewiesen.

In einem weiteren Experiment konnten Fragmente der fremden DNA
derselben GréRRen im Magen, Duodenum, Jejunum und Kolon 5 Stunden
nach Applikation nachgewiesen werden. Vergleiche dieser Ergebnisse mit
denen nach gfp-Injektion ergeben, dass mit Protamin komplexierte DNA
vor den Angriffen von Nukleasen geschitzt wurde. Die Fragmentlangen
wurden in dem folgenden Diagramm (Abbildung ?? auf Seite ??) zusam-
mengefasst.

“ pEGFP-C1 x Eco Rl
PEGFP-C1 x Hae Il
pEGFP-C1xRsal

denum
m
m
denum
m
m
PEGFP-C1 x Eco RI
EGFP-C1 x Hae Il
pEGFP-C1xRsa |

PEGFP-C1

mmmmm

—‘
4731 bp -
(linear) 4731bp @D

1675 bp . 1675 bp -

502 bp i 502 bp
@ -
282 bp . g b 282 bp -

Abbildung 31: Injektion von gfp-Protamin-Komplexen

In die abgebundenen Darmabschnitte (Magen, Duodenum, Jejunum, lleum, Caecum und
Kolon) wurden 2 pg des pEGFP-C1 Plasmids, das mit 200 pug Protamin komplexiert wur-
de, injiziert. Der Gastrointestinaltrakt wurde bei 37°C in Dulbecco’s Medium inkubiert.
Zu den angegebenen Zeiten wurden die Inhalte der Darmabschnitte prapariert und die
DNA extrahiert. Nach elektrophoretischer Trennung wurden die Fragmente auf eine po-
sitiv geladene Nylonmembran transferiert und mit dem radioaktiv markierten Gen des
~green flourescent protein“ hybridisiert. Als Marker diente das mit Eco RI, Hae 1l und Rsa
| gespaltene pEGFP-C1 Plasmid. Die Grofl3en der entstandenen Markerfragmente sind
links neben dem Autoradiogramm angegeben. In die verschiedenen Darmabschnitte der
Kontrolltiere wurde DNA freie Puffer-Losung injiziert.
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Injektion von pEGFP-C1 und Protamin
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Abbildung 32: Injektion des gfp/Protamin-Komplexes in die verschiedenen
Darmabschnitte

Fur dieses Diagramm gilt die gleiche Legend wie zu Abbildung ??. Zum Vergleich wurden
die entstandenen Fragmentlangen noch einmal im Diagramm zusammengefasst.

Southern-Transfer-Analysen zeigten, dass an ein Protein komplexierte
DNA vor Nukleasen geschuitzt werden kann. Dieses Ergebnis wurde durch
PCR-Analysen bestatigt. Bei Amplifikation des 1277 bp grof3en Fragmen-
tes 1 Stunde nach Injektion konnten Fragmente im Duodenum, Caecum
und Kolon detektiert werden (Abbildung ?? a auf Seite ??). Weitere Frag-
mente dieser GroRe wurden 3 Stunden nach Injektion im Magen, Duode-
num, Jejunum, lleum und Kolon nachgewiesen. Die Intensitat der PCR-
Fragmente im Jejunum und lleum sind sehr viel schwacher als im Ma-
gen und Duodenum. Diese Tatsache laf3t darauf schlieen, dass die DNA-
Konzentration in diesen Abschnitten weitaus geringer ist als im Magen,
Duodenum und Kolon. Nach Southern-Transfer-Analysen konnten in Jeju-
num und lleum keine gfp-spezifischen Fragmente nachgewiesen werden.
Funf Stunden nach Injektion der gfp DNA konnten in allen Abschnitten,
aulR3er im Caecum, Fragmente nachgewiesen werden (Abbildung ?? b auf
Seite ??). Wie bei vorherigen Versuchen konnte in Kontrolltieren, denen
TE-Puffer injiziert worden war, keine gfp-spezifische DNA nachgewiesen
werden.
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Die Ergebnisse der PCR-Analysen sind in den Tabellen ?? und ??
zusammengefasst.

Magen | Duodenum | Jejunum | lleum | Caecum | Kolon
1h - + - — + +
3h + + + + — +
5h + + + + — +

Tabelle 20: PCR-Analysen der DNA aus den Darminhalten
Die amplifizierten Produkte haben eine Gré3e von 1277 bp.

Magen | Duodenum | Jejunum | lleum | Caecum | Kolon
1h - + - + + +
3h + + + + - +
5h + + + + — +

Tabelle 21: PCR-Analysen der DNA aus den Darminhalten
Die amplifizierten Produkte haben eine GrofRe von 750 bp.
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Abbildung 33: PCR-Analysen der injizierten Komplexe

Die zu den angegebenen Zeiten extrahierte DNA aus den Inhalten der Darmabschnit-
te wurde mit Hilfe von PCR-Analysen untersucht. In die abgebundenen Darmabschnitte
Magen, Duodenum, Jejunum, lleum, Caecum und Kolon wurden 2 ng des pEGFP-C1
Plasmids, nachdem es mit 200 pg Protamin komplexiert worden war, injiziert. Die amplifi-
zierten Produkte wurden gegen das radioaktiv markierte Gen des "green flourescent pro-
tein"hybridisiert. Die DNA der mit TE-Puffer gefiitterten Tiere wurde ebenfalls analysiert.
Als Positivkontrolle (pEGFP-C1) wurden dem Ansatz 20 pg des pEGFP-C1 Plasmids zu-

gesetzt.
(a), (b) Amplifikation eines 1277 bp Fragmentes
(© Lage des verwendeten Primerpaares im gfp Gen
(d), (e) Amplifikation eines 750 bp Fragmentes

) Lage des verwendeten Primerpaares im gfp Gen
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4.5 DNA-Aufnahme primarer Milzzellen

In einem weiteren Teil dieser Arbeit wurde die Aufnahme fremder DNA
durch primare Milzzellen in Kultur untersucht. Es sollte folgende Fragestel-
lung analysiert werden: Wie hoch ist die Aufnahmefahigkeit von fremder
DNA in priméare Zellen?

In vorherigen Arbeiten (Schubbert et al., 1994, 1997) wurde gezeigt,
dass oral applizierte DNA des Bakteriophagen M13mpl18 sehr oft in den
Milzen zu finden war. Daher sollte die Aufnahmefahigkeit primarer Milzzel-
len untersucht werden.

Dazu wurden Mause des Stammes C57BI6/J in einer CO,-Atmosphare
getotet und die Milzen entfernt. Das Organ wurde vorsichtig durch ein Zell-
sieb gedruckt, so dass die Zellen isoliert wurden. Die Zellen wurden in Dul-
becco’s Medium aufgenommen und bei 37°C inkubiert (Abschnitt ?? auf
Seite ??). Nach einer Erholungszeit der Zellen von 24 Stunden, wurden
5 ug/ml des gfp Plasmids in das Medium pipettiert. Nach einer Inkubati-
onszeitvon 1, 3, 5, 6, 12 und 18 Stunden wurden die Zellen gewaschen,
mit DNase behandelt, und die Kerne wurden prapariert. Mit Hilfe der FISH-
Methode wurden die Zellkerne auf das Vorhandensein der fremden DNA
untersucht. Der DNase-Verdau sollte gewéahrleisten, dass auf der Oberfla-
che der Zellen mdglichst keine fremde DNA gebunden war und die Ergeb-
nisse verfalschen konnte.

Tabelle ?? auf Seite ?? zeigt die Ergebnisse der FISH-Analysen 5 Stun-
den nach Zugabe der gfp DNA zum Medium. Die fremde DNA wird auch
hier durch die gelbe Fluoreszenz in dem mit Propidiumiodid rot gefarb-
ten Zellkern sichtbar gemacht. Zu keinem anderen Zeitpunkt konnten der-
artige Signale detektiert werden. In Zellkernen von Zellen, zu denen nur
TE-Puffer gegeben wurde, konnten keine Signale nachgewiesen werden.

Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass in Zellkultur gehaltene Milz-
zellen die DNA innerhalb der ersten 5 Stunden aufnehmen kdnnen. Sou-
thern-Transfer-Analysen (hier nicht gezeigt) zeigen, dass die DNA in den
Zellen degradiert war. Daher ist anzunehmen, dass die DNA nach 5 Stun-
den aufgrund der Degradierung zu zu kleinen Fragmenten nicht mehr
nachweisbar war. Die Zellkerne wurde zur Kontrolle unter einem Laser
scan Mikroskop untersucht. Durch ein Scannen durch die Nuklei hindurch
wurde gewabhrleistet, dass sich die Signale wirklich im Kern befanden.
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4.5 DNA-Aufnahme primarer Milzzellen
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5 Diskussion

5.1 Schicksal fremder DNA im Gastrointestinaltrakt von
Mausen nach oraler Applikation

5.1.1 Untersuchung einer Homologie zwischen dem pEGFP-C1 Plas-
mids und dem Mausgenom

Mit jeder Mahlzeit nehmen wir fremde DNA mit der fur uns notwendigen
Nahrung auf. Schatzungsweise verzehren wir taglich je nach Nahrungszu-
sammensetzung 1 g DNA mit der Nahrung. Um das Schicksal von DNA-
Molekulen im GI Trakt zu untersuchen, wurden Méause als Modellorganis-
men mit 50 pug fremder DNA gefittert. Es wurde zunachst ungeschutzte
DNA verwendet, um diese den Faktoren auszusetzen, die auf die in der
Nahrung enthaltene DNA einwirken.

Als Modell-DNA wurde das Plasmid pEGFP-C1 gewahlt. Zunachst wur-
den Experimente durchgefihrt, die klaren sollten, ob dieses Plasmid eine
Homologie zum Mausgenom aufwies. So wurden Mause des Stammes
C57BI6/J mit DNA-freiem TE-Puffer gefittert, in einer CO,-Atmosphéare
getotet, und die DNA der Darminhalte und der Leber, Nieren und Milz wur-
de extrahiert. Nach der DNA-Extraktion wurden 20 pg in einem 1%igen
Agarosegel getrennt (Abschnitt ?? auf Seite ??), auf eine positiv gela-
dene Nylonmembran transferiert und gegen das radioaktiv markierte gfp
Gen hybridisiert (Abschnitt ?? auf Seite ??). Wie Abbildung ?? auf Sei-
te ?? zeigt, konnte keine Homologie detektiert werden.

Um dieses Ergebnis zu bestéatigen wurden sensitivere PCR-Analysen
(Abschnitt ?? auf Seite ??) durchgefihrt, das Ergebnis ebenfalls auf ei-
ne positiv geladene Nylonmembran transferiert und gegen das radioaktiv
markierte gfp Gen hybridisiert. Abbildungen ?? auf Seite ?? und ?? auf
Seite ?? beweisen, dass auch hier keine Homologie zu finden war.

Bei einem Vergleich der Sequenz des gfp Gens mit NCBI-Datenbank-
Sequenzanalysen (Altschul et al., 1997) der EST-Bank (Maus-Datenbank)
wurde ein Hinweis auf eine 99%ige Homologie zwischen dem gfp Gen und
dem Mausgenom mit einer LAnge von 274 Basenpaaren entdeckt. Durch
PCR-Analysen dieser Region konnte die Homologie jedoch nicht bestétigt
werden (Abbildung ?? auf Seite ??), so dass das Plasmid pEGFP-C1 als
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Fremd-DNA geeignet war. Die PCR-Analysen dieses Fragmentes wurden
an genomischer DNA vorgenommen, die aus verschiedenen Inhalten des
Gl-Traktes und Organen TE-Puffer gefltterter Mause extrahiert worden
war. Es konnten jedoch nach keiner der Analysen homologe Fragmente
zwischen dem Mausgenom und den gfp Gen nachgewiesen werden.

Bei einem Vergleich anderer NCBI-Sequenzdatenbanken mit dem gfp
Gen wurden keine signifkanten Homologien entdeckt, so dass die Homo-
logie der Maus-EST-Datenbank der einzige Hinweis blieb.

Wie in Abschnitt ?? auf Seite ?? bereits erwahnt, wurde das 274 bp
Fragment, welches die Homologie zum gfp Gen besitzen sollte, von einer
Gruppe entdeckt, die mit gfp-transgenen Tieren arbeitete. Daher ist eine
Kontamination der Probe bei der Sequenzierung nicht ausgeschlossen.
Weiterhin ist es mdglich, dass ein Gewebe einer gfp transgenen Maus mit
dem Gewebe einer nicht-transgenen Maus vertauscht wurde und so eine
Homologie zum gfp Gen angenommen wurde.

Bei den Experimenten in der vorliegenden Arbeit sollte ein Fragment
dieser Grolenordnung durch eine PCR-Analyse wie sie Abbildung ?? auf
Seite ?? zeigt, detektierbar sein. Da aber eine bestehende Homologie zwi-
schen dem Mausgenom und dem Plasmid pEGFP-C1 von uns nicht be-
statigt werden konnte, konnten die Experimente weitergefthrt werden.

5.1.2 Oral verabreichte DNA kann im Gastrointestinaltrakt in frag-
mentierter Form persistieren

Die Menge der verabreichten DNA wurde so gewahlt, dass sie die na-
turlichen Abbaumechanismen im Darm der Maus nicht Gberséattigte. Eine
Maus nimmt je nach Grof3e 4 bis 5 g Futterpellets zu sich, in denen et-
wa 15 bis 19 mg DNA enthalten sind (Charles River, 1993). Demnach
entsprechen 50 pug Plasmid DNA weniger als 1% der normalerweise von
einer Maus am Tag aufgenommenen DNA-Menge.

Nach einmaliger Futterung von Mausen mit 50 ug pEGFP-C1 DNA
konnten Fragmente der Test-DNA im Darm durch Southern-Transfer-Ana-
lysen bis zu 18 Stunden (Abbildungen ?? auf Seite ?? und ?? auf Sei-
te ??) und mit Hilfe der PCR-Technik bis zu 5 Tagen nachgewiesen werden
(Abbildungen ?? bis ?? auf den Seiten ?? bis ?7?).
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Nach Futterung von fremder DNA waren der Blinddarm und der End-
darm diejenigen Abschnitte, in denen diese am langsten persistierte. Die-
ses Ergebnis deutet auf eine Speicherfunktion des Blinddarms der Maus
sowie auf eine geringe Nukleaseaktivitat in den beiden Darmabschnitten
hin. Im Darm vorkommende Nukleasen werden entweder aus Zellen des
Darmepithels sezerniert oder gelangen zusammen mit anderen proteolyti-
schen Enzymen Uber den Ductus pancreaticus aus dem Pankreas in den
Darm (Price et al., 1969; Azhar et al., 1974). Da der Ductus pancreaticus
in das Duodenum miundet, ist anzunehmen, dass dort in vivo die héchs-
te Nukleaseaktivitat stattfindet, die dann im weiteren Verlauf des Darms
abnimmt. Somit wird im Dinndarm die fremde DNA schnell abgebaut. Da
aber noch Fragmente im Blinddarm und auch im Enddarm nachweisbar
waren, schien die gfp DNA den enzymatisch hoch aktiven Dinndarm der
Mause entweder schnell zu passieren oder durch unspezifische Bindung
an Proteine aus der Nahrung geschiitzt zu sein. Durch die geringe Nu-
kleaseaktivitat im Blinddarm werden die Fragmente dann nicht weiter de-
gradiert und sind so im Blind- und Enddarm langer nachweisbar. Ahnliche
Ergebnisse wurden durch in vitro Experimente erzielt. Wurde nackte DNA
mit Extrakten des Dinndarms von Ratten inkubiert, so war die DNA in-
nerhalb von 15 Minuten komplett abgebaut. Im Gegensatz dazu konnten
nach 4 Stunden 10% der mit dem Dickdarminhalt inkubierten DNA noch
nachgewiesen werden (Maturin und Curtis, 1977).

Die Abbildungen ?? a und ?? b auf Seite ?? zeigen, dass die fremde,
mit der Nahrung aufgenommene DNA schon innerhalb von einer Stun-
de im Dunndarm sehr stark abgebaut wird. Nach einer Zeitspanne von
3 Stunden nach Ftterung kdnnen die meisten Fragmente der applizierten
DNA nur noch in den Inhalten des Blind- und des Enddarms nachgewie-
sen werden.

Diese Ergebnisse bestatigen und vervollstandigen die friiheren Unter-
suchungen. Die DNA des Bakteriophagen M13mp18 wurde an Mause ver-
futtert und konnte mit Hilfe der PCR-Technik in Fragmentgréf3en von 1700
bp bis zu 18 Stunden im Blinddarm nachgewiesen werden (Schubbert et
al., 1994).

Auch in friheren Experimenten konnten nach Futterungen des Plas-
mids pEGFP-C1 Fragmente der DNA nach PCR-Analysen in Fragment-
grélRen bis zu 1277 bp 8 Stunden nach Futterung im Gastrointestinaltrakt
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von Mausen detektiert werden (Hohlweg und Doerfler, 2001).

Im Vergleich zu nackter DNA konnte an ein Protein gebundene DNA
wesentlich besser nachgewiesen werden. Dazu wurden 10 pg des gfp
Plasmids mit 1 mg Protamin, ein 4,2 kDa grof3es Protein, komplexiert und
oral appliziert. Die Proben wurden wie nach der Futterung unkomplexierter
DNA behandelt.

Abbildung ?? auf Seite ?? stellt das Ergebnis der Southern-Transfer-
Analysen dar. Das Plasmid pEGFP-C1 wurde bis zu 3 Stunden nach Ver-
abreichung nachgewiesen. Zum Vergleich wurden in anderen Experimen-
ten 10 ug des Plasmids pEGFP-C1 an Mause verfittert und zu den glei-
chen Zeitpunkten nach Verabreichung analysiert (Daten nicht gezeigt). Die
fremde DNA konnte mit Hilfe der angewandten Methoden nicht nachgewie-
sen werden. Nach oraler Applikation der pEGFP-C1-Protamin-Komplexe
konnte diese Menge der DNA sehr gut nachgewiesen werden. Durch die-
se Experimente konnte gezeigt werden, dass komplexierte DNA gegen die
Angriffe der organismuseigenen Nukleasen geschutzter ist als unkomple-
xierte DNA, da noch eine sehr geringe Menge nachweisbar war.

In weiteren Versuchen wurden 2 ug des Plasmids pEGFP-C1 an Li-
pofektin gebunden. Diese Komplexe wurden an Mause verfittert und die
DNA der Darminhalte und Organe wie schon beschrieben (Abschnitte ?7?
ab Seite ??) analysiert (Daten nicht gezeigt). Es wurden Fragmente bis
zu 500 bp 3 Stunden nach Applikation in den Blind- und Enddarminhalten
nachgewiesen.

Diese und die zuvor genannten Ergebnisse dieser Arbeit bestatigen,
dass mit der Nahrung aufgenommene unkomplexierte DNA, obwohl sie
den Verdauungsprozessen im Gastrointestinaltrakt von Saugern ausge-
setzt ist, in Fragmenten persistieren kann. Nach Komplexierung der frem-
den DNA mit einem Protein ist diese noch geschutzter. Die Fragmente, die
nach der Passage der KOmplexe durch den Verdauungstrakt entstanden
waren, entsprachen in ihrer GréRe denen, die nach Verabreichung des
ungeschitzten Plasmids detektiert wurden.

Die bei der Verfutterung von DNA-Protein-Komplexen erzielten Ergeb-
nisse korrelieren mit friheren Ergebnissen. Mit SuperFect komplexierte
DNA konnte bis zu 18 Stunden im Magen wiedergefunden werden (Uber-
sicht Hohlweg, 2000). Auch hier zeigte sich eine starke Protektion der oral
applizierten DNA durch Proteine.
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Es konnte weiterhin eine ahnliche Persistenz im Magen nach oraler
Applikation von in Mikrospharen verpackter DNA beobachtet werden, was
mit einer hohen Adhasion der Molektle an das Magenepithel erklart wur-
de (Chickering et al., 1995; Mathiowitz et al., 1997). Dabei war die Degra-
dierung der DNA im Magen von der chemischen Zusammensetzung der
Mikrosphéaren abhangig.

PCR-Analysen ergaben, dass die fremde, mit der Nahrung aufgenom-
mene DNA im Gastrointestinaltrakt von Mausen nicht vollstandig abgebaut
wird (Abbildungen ?? bis ?? auf den Seiten ?? bis ??). Nach einer mehr-
maligen Fatterung von DNA ist diese sogar noch nach 5 Tagen im Blind-
darm zu finden (Abbildung ?? auf Seite ??). Dieses Ergebnis kann die
Vermutung bestatigen, dass der Blinddarm der Mause eine Speicherfunk-
tion Gbernimmt.

5.1.3 Aufnahme fremder mit der Nahrung aufgenommener DNA in
den Saugerorganismus

Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass oral verabreichte DNA in den Orga-
nismus eines Saugers aufgenommen werden kann. Durch PCR-Analysen
der DNA aus den Organen und dem Blut wurde bewiesen, dass die oral
applizierte DNA in die Organe gelangen kann (Abbildungen ?? bis ?? auf
den Seiten ?? bis ??). Es konnten Fragmente bis zu 1277 bp in Leber,
Nieren und Blut bis zu 18 Stunden nach Fltterung nachgewiesen werden.
Diese Fragmente enthielten die komplette Promotor-gfp-Sequenz (Abbil-
dung ?? auf Seite ??). In friheren Arbeiten konnte die fremde DNA nur
bis zu 8 Stunden in den Organen nachgewiesen werden (Schubbert, 1994;
1997; Hohlweg und Doerfler, 2001).

Durch die Intensitat der Banden in den Abbildungen ??a und ??a wird
bestatigt, dass der Weg der DNA zunachst durch die Leber, dann durch die
Milz und dann durch die Nieren verlauft. Wahrscheinlich wird ein Teil der
DNA mit anderen Stoffen mit dem Entero-hepatischen-Kreislauf zunachst
in die Leber und dann mit dem Blutkreislauf in andere Organe (hier: Milz
und Nieren) transportiert. Die Nieren sind diejenigen Organe, in denen
gfp-spezifische Fragmente am haufigsten nachgewiesen werden konnten.
Daher liegt die Vermutung nahe, dass fremde, mit der Nahrung aufgenom-
mene DNA, die in den Organismus gelangt, auf keinen speziellen Trans-
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portmechanismus angewiesen ist, um aus dem Korper ausgeschieden zu
werden. Diese Annahme wird dadurch bestétigt, dass bei den Experimen-
ten von Rainer Schubbert (Schubbert, 1994;1997) die Milz dasjenige Or-
gan war, in dem die oral applizierte DNA oft nachweisbar war.

Fluoreszenz-in situ-Hybridisierungen beweisen, dass die fremde DNA
in die Zellen des Blinddarms aufgenommen werden kann (Abbildung ??
auf Seite ??). Die gfp DNA wurde dabei immer in den Kernen der Zel-
len nachgewiesen, was durch die Laser scan Mikroskopie bestétigt wurde.
Diese Beobachtung deutet auf einen Transportmechanismus hin, der die
fremde DNA in den Nukleus transportieren kann. Zusatzlich kénnten auch
intrazellulare Desoxyribonukleasen fir einen raschen Abbau der fremden
DNA wahrend des Transports zum Nukleus im Cytoplasma verantwortlich
sein, die ebenfalls eine grofRe Rolle bei apoptotischen Prozessen spielen
(Ubersicht in Counis und Torriglia, 2000) und durch die lebende Zellen vor
dem Eindringen fremder, z. B. viraler DNA, geschutzt werden.

Die gfp DNA wurde sowohl in den Kryptenzellen als auch in Zellen ge-
funden, die direkt an das Darmlumen grenzen. Es konnte sich dabei um
Enterocyten handeln. Nach dem Eintreten der verabreichten DNA in die
Zellen des Darmepithels kann diese mit dem Blutkreislauf in den Orga-
nismus transportiert werden. Das sehr umfangreiche Lymphsystem des
Darms ist direkt tber den Ductus thoracicus mit dem Blutkreislauf verbun-
den.

Die mit Hilfe der Fluoreszenz-in situ-Hybridisierungs-Methode erzielten
Ergebnisse bestéatigen und vervollstandigen wiederum friihere Ergebnis-
se. Sowohl die verfitterte DNA des Bakteriophagen M13mp18 als auch
das Plasmid pEGFP-C1 konnten mit Hilfe derselben Technik bis maxi-
mal 8 Stunden in den Nuklei der Darmzellen detektiert werden (Schub-
bert, 1994, 1997). In Leberzellen konnte das pEGFP-C1 Plasmid bis zu
24 Stunden nachgewiesen werden (Hohlweg und Doerfler, 2001). In die-
ser Arbeit konnte die verfutterte DNA bis zu 18 Stunden nach Komplexie-
rung mit Protamin (Abbildung ?? auf Seite ??) und bis zu 24 Stunden nach
Verabreichung des unkomplexierten Plasmids in den Zellen des Gastroin-
testinaltraktes nachgewiesen werden (Abbildung ?? auf Seite ??).

Weiterfiihrende Experimente sollten die Aufnahme der oral applizierten
DNA in die Zellen des Darmepithels untersuchen. Uber den Mechanis-
mus, der zur DNA-Aufnahme tber das Darmepithel fuhrt, ist bisher nichts
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bekannt. Bei Untersuchungen von Peyerschen Plaques (Schubbert et al.,
1997) konnte auch hier die fremde DNA gefunden werden. Diese Beob-
achtung fuhrt zu der Frage, ob ein bestimmter Zelltyp fur die Aufnahme
von Nukleinsauren aus dem Darmlumen verantwortlich ist oder ob alle
Zellen des Darms die Fahigkeit haben, Nukleinsauren zu endozytieren.

Die Detektierung der verfutterten DNA in den Peyerschen Plaques ist
ein moglicher Hinweis auf die Beteiligung von M-Zellen an der Aufnah-
me fremder DNA. M-Zellen sind bekannt fir die endozytotische Aufnah-
me, den transcytotischen Transport und die Exocytose von Substanzen.
In den letzten Jahren ist es gelungen M-Zell-ahnliche Zelltypen zu kultivie-
ren (Gullberg et al., 2001; Liang et al., 2001; van der Lubben et al., 2001,
2002; Tyrer et al., 2002; Yamanaka et al., 2003). Dabei wurden CaCo-
2 Zellen mit humanen B-Lymphocyten, sog. Raji-Zellen, kokultiviert und
so Zellen induziert, die morphologisch und funktional M-Zellen sehr ahn-
lich sind. Durch diese Mdglichkeiten wurde die Untersuchung der DNA-
Aufnahme Uber M-Zellen etwas vereinfacht. Die spéateren Ergebnisse der
in vitro Untersuchungen kénnten dann einen Hinweis auf den Aufnahme-
mechanismus in vivo geben.

Elektronenmikroskopische Untersuchungen zeigten, dass M-Zellen we-
niger und kurzere Mikrovilli besitzen als die benachbarten CaCo-2 Zellen.
Durch frihere Arbeiten ist bekannt, dass dieser Zelltyp ebenfalls eine we-
nig ausgebildete Glykocalyx und keine schitzende Schleimschicht besitzt.
Daher wird verschiedenen Substanzen, wie Makromolekilen, z. B. Nukle-
insauren oder Proteinen, die Bindung an diese Zellen erleichtert. Bei Ver-
suchen, die die Aufnahmefahigkeit der Zellen in vitro testen sollten, wurde
festgestellt, dass die Aufnahme von Polycystren-Molekilen und Dextra-
nen bei physiologischer Temperatur von der Gré3e der Molekile abhing
und schneller stattfand als bei den CaCo-2 Zellen. Der Transport des Dex-
trans durch die M-Zellen war ebenfalls temperatur- und konzentrations-
abhangig (Liang et al.,2001). M-Zellen kénnen Mikropartikel kleiner als
10 Mikrom aufnehmen (van der Lubben, 2001). Das gfp Plasmid ist we-
sentlich kleiner und wird wahrscheinlich nur in fragmentierter Form aufge-
nommen. Dadurch kommt die Frage auf, ob es durch die Fragmentierung
der DNA wahrscheinlicher wird, dass diese von M-Zellen aufgenommen
werden kann. Alle Signale, die in dieser Arbeit detektiert wurden, wurden
in den Nuklei von Enterozyten oder Kryptenzellen nachgewiesen.
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Um die Aufnahme fremder DNA Uber M-Zellen in vivo besser untersu-
chen zu kdénnen, mussen die M-Zellen eindeutig und leicht identifizierbar
sein. Dies koénnte durch spezielle M-Zell-Marker geschehen. Lektine sind
Molektle, die sehr gut an M-Zellen binden kénnen. Durch die Expression
des adhesion molecule-1 und dem vascular cell adhesion molecule auf der
apikalen Oberflache von M-Zellen kénnen Lektine wie das WGA (wheat
germ agglutinin) und das Lektin aus der Erdnuf3 an diesen Zelltyp binden.
Durch diese Bindung der Lektine wurde ein Anstieg des Partikeltransports
um das 40-fache beobachtet. Der Transport konnte durch Abkihlung der
Temperatur auf 4°C oder durch den Austausch der Raji-Zellen durch Jur-
kat T-Zellen inhibiert werden (Gullberg et al.,2001). Durch diese Ergeb-
nisse kann es moglich werden, die Aufnahme von Makromolekilen tber
das Darmepithel in vivo zu untersuchen. Man kdnnte z.B. stabil markierte
Lektine futtern und sie in M-Zellen in situ auffindbar machen. So kdnn-
te man feststellen, ob vermehrt DNA oder Proteine durch diesen Zelltyp
endozytiert werden.

Einen weiteren Hinweis auf den Aufnahmemechanismus der DNA in
die Darmzellen zeigen frihere Arbeiten. Sowohl unkomplexierte als auch
mit Proteinen komplexierte DNA kann Uber Rezeptoren auf der Zellmem-
bran in die Zelle hineintransportiert werden. Es wird vermutet, dass die
fremde DNA nach Bindung an Anti-DNA-IgG Antikorper in B-Zellen aufge-
nommen werden kénnen (Bankhurst and Williams, 1975). Okudaira und
Mitarbeiter haben dokumentiert, dass anti-DNA Antikorper der Maus DNA-
Molekule auf der Oberflache von Thymocyten der Maus und humanen
Lymphocyten binden kénnen und dass dieser Komplex durch eine rezep-
torvermittelte Endozytose in die Zellen aufgenommen werden kann (Oku-
daira et. al., 1987). Fremde Plasmide konnten in kultivierten DC2.4 Zellen,
dendritische Zellen von Mausen, aufgenommen werden, indem die DNA
an Rezeptoren bindet. Dadurch wird die fremde DNA Uber einen Mecha-
nismus aufgenommen, der typisch fir die Aufnahme von Polyanionen ist
(Yoshinaga et al., 2002).

Weiterhin wurde von der gleichen Arbeitsgruppe gezeigt, dass fluores-
zierende Plasmid DNA in Endosomen und Lysosomen in Makrophagen
nachgewiesen werden kann.

Durch die oben angesprochenen Versuchsergebnisse werden die Er-
gebnisse und Hinweise dieser Arbeit unterstitzt. Es werden sehr viele Zell-
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typen aufgezahlt, die zur Aufnahme organismusfremder DNA fahig sind. In
dieser Arbeit wurden ebenfalls mehrere Zelltypen untersucht, die Entero-
zyten und Kryptenzellen des Darmepithels, Milz-, Leber- und Nierenzellen
und Leukozyten (Daten nicht gezeigt), die zur Aufnahme fremder DNA fa-
hig sind. Daher liegt die Vermutung nahe, dass es verschiedene Mechanis-
men geben kann, die zur Endozytose fremder, nicht viraler DNA beitragen
konnen.

5.1.4 Aktivierung des Immunsystems nach oraler Applikation frem-
der DNA

Vergleicht man die Ergebnisse, die mit gfp erzielt wurden mit den Ergeb-
nissen nach Verfitterung von der DNA des Bakteriophagen M13mp18 und
DNA des Adenovirus Typ 12, korrelieren alle Ergebnisse sehr gut miteinan-
der. Das Plasmid pEGFP-C1 hat eine Grof3e von 4,7 kb, die DNA des Bak-
teriophagen M13mp18 7,2 kb und die DNA des Adenovirus Typ 12 35,9 kb
(Palka-Santini et al. 2003, MGG in press). Trotzdem sind die Fragmentgro-
3en nach oraler Applikation der DNA an Mausen sehr @hnlich. Demzufolge
scheint das Schicksal von fremder mit der Nahrung verabreichter DNA im
Gastrointestinaltrakt von Mausen unabhangig von der Grol3e der Modell-
DNA zu sein. Diese Folgerung trifft dann ebenfalls auf die Aufnahme der
fremden DNA in Zellen des Darmepithels und in Zellen von Organen zu.

Im Rahmen dieses Projekts konnte die fremde oral applizierte DNA
nach einmaliger Gabe 24 Stunden nach Futterung nicht mehr nachgewie-
sen werden. Dieses Ergebnis deutet daraufhin, dass die fremde DNA, die
sich noch im Organismus befand, unterhalb der Nachweisgrenze lag.

Die applizierte DNA wurde in Leukozyten und Zellen der Leber, Milz
und Nieren gefunden. Da alle drei Organe eine Rolle bei der Immunab-
wehr spielen, kann man schlieen, dass das Immunsystem bei der Elimi-
nierung der DNA beteiligt sein kdnnte. Im Rahmen dieser Arbeit wurden
deswegen immundefiziente Mause von zwei verschiedenen Stammen auf
die gleiche Weise wie in dieser Arbeit beschrieben gefuttert (Daten nicht
gezeigt). Es wurden Mause gefittert, bei denen das ,recombination acti-
vation gene 1 (RAG 1) deletiert wurde. Dieses Gen kodiert fur einen Tell
einer Rekombinase, die die Rekombination der V(D)J-Segmente kataly-
siert. Der zweite Teil der Rekombinase wird vom ,recombination activation
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gene 2“ codiert, so dass nur die beiden Genprodukte zusammen eine akti-
ve Rekombinase bilden kdnnen (Mombaerts et al., 1992; Kim et al., 1999).
Durch die Deletion des RAG-1-Gens wurde die Reifung der Lymphozyten
unterdriickt und so das Immunsystem ausgeschaltet.

Der zweite immundefiziente Mausstamm, bei dem die Persistenz oral
verabreichter DNA untersucht wurde, ist ein Stamm alymphoider Tiere.
Diese Tiere kdnnen keine Lymphknoten und deshalb auch keine Peyer-
schen Plaques entwickeln.

Die Ergebnisse dieser Versuche zeigten allerdings keinen Unterschied
zu denen, die in dieser Arbeit beschrieben werden. Sowohl die Fragment-
groéfRen als auch die DNA-Menge waren nach Southern-Transfer- und PCR-
Analysen &hnlich. Auch nach Fluoreszenz-in situ-Hybridisierungen wurde
die DNA in den Enterozyten des Darmepithels detektiert. Es deutet nichts
darauf hin, dass das Immunsystem bei der Eliminierung der DNA eine Rol-
le spielt.

Allerdings ist bekannt, dass CpG-Dinukleotid-reiche Sequenzen im-

munstimulierende Wirkungen im Saugerorganismus haben (Ubersicht Krieg

et al., 2000). CpG-Dinukleotid enthaltende Motive kbénnen B-Zellen zur
Proliferation und Antikdrpersekretion aktivieren (Cardon et al., 1994; Krieg
et al., 1995). Diese Sequenzen kénnen darlber hinaus Antigen-prasentie-
rende Zellen, wie z. B. Makrophagen und dendritische Zellen, stimulieren.
Diese sezernieren Cytokine, was zur Aktivierung von Killerzellen fihren
kann (Stacey et al., 1996; Jakob et al., 1998; Cowdery et al., 1996). Mog-
licherweise spielt die Menge der aufgenommenen DNA eine Rolle, wobei
die verabreichte Menge von 50 ng vielleicht zu gering war, um eine Stimu-
lation des Immunsystems hervorzurufen.

5.2 Schicksal fremder oral verabreichter Proteine im Sau-
gersystem

Der Verdauungstrakt ist mit der taglichen Nahrung auch einer grol3en An-
zahl fremder Proteine ausgesetzt. Um die Persistenz von mit der Nahrung
aufgenommener Proteine zu untersuchen, wurde das Protein Glutathion-
S-Transferase des Nematoden Shistosoma japonicum als Test-Protein ge-
wahlt. Bei der Durchfiihrung der Experimente wurden 300 pug des GST
oral an Mause verabreicht. Die Tiere wurden 10, 15, 30, 40 und 60 Mi-
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nuten spater getotet. Spuren des 26 kDa grofRen Proteins konnten nach
Anreicherung des GST in den Inhalten des Magens und des Dunndarms
bis zu 30 Minuten detektiert werden. Dariber hinaus wurde das oral ver-
abreichte Protein 15 und 30 Minuten nach Futterung in den Nieren einiger
Tiere nachgewiesen (Abbildung ?? auf Seite ??).

Das GST wird nach oraler Verabreichung im intestinalen System sehr
schnell abgebaut. Schon innerhalb von 40 Minuten liegt die Menge des
GST in den Inhalten des Gastrointestinaltraktes unter der Nachweisgren-
ze.

Durch in vitro Rekonstitutionsversuche, bei denen frischer Mageninhalt
mit 300 ug GST gemischt wurde und 15 und 30 Minuten bei 37°C inku-
biert wurde, wurde gezeigt, dass das Protein schneller abgebaut wird als
in vivo (Abbildung ?? b auf Seite ??). Zur Durchfiihrung dieses Versuchs
wurde die Maus getotet, wodurch mdglicherweise schon sehr viele Nu-
kleasen und Proteasen aktiviert wurden, was zu einem schnelleren Abbau
des Proteins in vitro fuhrte.

Wie oben schon erwahnt, wurde das Protein aul3er im Magen- und
Dunndarminhalten 15 und 30 Minuten nach Fitterung auch in den Nieren
gefunden (Abbildung ?? c auf Seite ??). 30 Minuten nach Fitterung ist
das Signal starker, was bedeutet, dass sich das mit der Nahrung aufge-
nommene Protein wahrscheinlich in den Nieren anreichert.

Durch diese Ergebnisse wurde wahrscheinlich gemacht, dass fremde
Proteine wie mit der Nahrung aufgenommene DNA Uber das Darmepithel
in den Korper aufgenommen werden und andere Organe erreichen kén-
nen. Im Blut und in anderen Organen gefutterter Tiere konnte das oral ver-
abreichte GST bisher nicht nachgewiesen werden. Ebenfalls wurde kein
GST in den Inhalten des Blind- und Enddarms gefunden. Dieses Ergebnis
und die Tatsache, dass das Protein nach 30 Minuten nicht mehr zu finden
war, deuten darauf hin, dass mit der Nahrung aufgenommene Proteine im
Gastrointestinaltrakt von Mausen sehr schnell abgebaut werden.

Durch Vorversuche wurde gezeigt, dass GST ein relativ stabiles Pro-
tein ist (Abbildung ?? auf Seite ??). Dazu wurde das Protein mit Trypsin
in verschiedenen Verhaltnissen fur verschiedene Zeitspannen bei 37°C in-
kubiert. Dabei stellte sich heraus, dass das Protein nach einer Inkubation
von 10 Minuten in einem Verhéaltnis 1:10 mit Trypsin noch detektierbar war.
Ob diese Konzentration allerdings der Saurekonzentration im Magen na-
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he kommt, ist fraglich. Allerdings wird die Aussage, dass GST ein stabiles
Protein ist, dadurch bestatigt, dass das GST bis zu 30 Minuten nachweis-
bar bleibt.

Diese Ergebnisse lassen darauf schlie3en, dass noch viel stabilere
Proteine, wie z. B. Prione viel langer im Gastrointestinaltrakt und nach
Uber das Darmepithel im Organismus persistieren kbnnen.

5.3 Injektion fremder DNA in den Gastrointestinaltrakt

Mit der Nahrung aufgenommene Nukleinsduren und Proteine sind im Ma-
gen- und Darmtrakt der Spaltung durch in den Duodenum sezernierte Nu-
kleasen unterworfen. Um die Nukleaseaktivitat in situ zu untersuchen, wur-
den 2 ng der Plasmid DNA oder 10 ug der gfp DNA komplexiert mit 1 mg
Protamin in die abgebundenen Darmabschnitte (Magen, Duodenum, Jeju-
num, lleum und Kolon) injiziert und 1 bis 5 Stunden bei 37°C inkubiert. Die
Ergebnisse der Southern-Blot-Hybridisierungen zeigen, dass die DNA im
Duodenum, im Jejunum, im lleum, im Caecum und im Kolon sehr schnell
abgebaut wird. Im Magen dagegen sind Fragmente von 100 bp bis zu
4731 bp detektierbar. Dies deutet daraufhin, dass fremde DNA im Magen
nur durch dessen sauren pH-Wert degradiert wird.

Uber den Ductus pancreaticus werden Nukleasen in das Duodenum
sezerniert. Im Vergleich zu den Fragmenten im Magen ist nach einer Stun-
de Inkubation kaum noch gfp-spezifische DNA detektierbar (Abbildung ??
auf Seite ?7?). Zu spateren Zeitpunkten ist die Plasmid DNA nur noch im
Magen nachweisbar, was auf eine sehr starke Nukleaseaktivitat in den
restlichen Darmabschnitten in situ hinweist (Abbildung ?? b auf Seite ??).
PCR-Analysen zeigen, dass auch hier Fragmente von bis zu 1277 bp
bis zu 5 Stunden in den meisten Darmabschnitten nachweisbar sind. Die
gfp-spezifische DNA ist in samtlichen Darmabschnitten, ausgenommen im
Blinddarm, zu finden (Abbildung ?? auf Seite ??). Dieses Ergebnis kdonn-
te auf eine sehr hohe Nukleaseaktivitat im Blinddarm nach dem Tod einer
Maus hinweisen.

Bei den Southern-Blot-Hybridisierungen nach Injektion der Komplexe
ist deutlich zu erkennen, dass die gfp DNA durch das Protamin gegen
den Nukleaseangriff geschiitzt ist (Abbildung ?? auf Seite ??). Es sind
Fragmente bis zu 4731 bp im Duodenum, Caecum und Kolon 1 Stunde
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nach Inkubation, im Magen und Kolon 3 und 5 Stunden nach Inkubati-
on detektierbar. Das lleum und das Jejunum sind diejenigen Abschnitte,
in denen mit der Southern-Transfer-Methode keine gfp-spezifische DNA
mehr nachweisbar ist. Demnach scheint in diesen beiden Darmabschnit-
ten die Nukleaseaktivitdt am starksten. Auch nach PCR-Analysen ist im
Jejunum und lleum die geringste DNA-Menge zu finden. Maturin und Cur-
tiss zeigten in in vitro Experimenten, dass mit dem Dickdarminhalt von
Ratten Gber mehrere Stunden inkubierte DNA nur zu 90% abgebaut wur-
de (Maturin und Curtiss, 1977). Auch im Kolon der Mause konnte nackte
DNA bis zu 5 Stunden und wahrscheinlich noch langer persistieren. Durch
Vergleich der Fragmentierung der DNA in vivo und in situ wird deutlich,
dass die Fragmentierung in situ wesentlich schneller ablauft als in vivo.
Diese Beobachtung wurde auch schon bei der Fragmentierung des Pro-
teins Glutathion S Transferase gemacht. Sie unterstitzt die Vermutung,
dass mdoglicherweise eine grof3ere Anzahl an Nukleasen und Proteasen
aktiviert werden, sobald ein Organismus durch experimentelle Bedingun-
gen gestresst wird.

5.4 Aufnahme fremder DNA in Kultur

Sowohl durch frihere Arbeiten, die die Aufnahme fremder DNA mit der
Nahrung charakterisierten, als auch durch diese Arbeit wurde gezeigt,
dass DNA uber das Darmepithel in den Blutkreislauf aufgenommen und
so in die Organe des Modelltieres transportiert werden kann (Schubbert
et al., 1994, 1997; Hohlweg und Doerfler 2001). Sowohl nach Futterung
der 7,2 kb gro3en DNA des Bakteriophagen M13mp18 (Schubbert et al.,
1994, 1997) als auch nach oraler Verabreichung des 4,7 kb grol3en Plas-
mids pEGFP-C1 (Hohlweg und Doerfler, 2001) konnten Fragmente der
DNA haufig in der Milz nachgewiesen werden.

Durch die haufige Detektion der M13mp18 DNA in der Milz wurde an-
genommen, dass diese Zellen besonders pradestiniert sind, fremde DNA

aufzunehmen. Daher wurden Milzen von C57BIl/6J Mausen prapariert, durch

ein Zellsieb gepresst, um die Milzzellen zu vereinzeln und in Dulbecco’s
Medium mit 20 % FCS bei 37°C inkubiert. 24 Stunden spater wurde das
Volumen des Mediums reduziert und 5 pg/ml des peEGFP-C1 Plasmids
hinzupipettiert.
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Mit Hilfe der Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung wurden die praparier-
ten Nuklei analysiert. Es wurden nur FITC-spezifische Signale nach einer
funfstiindigen Inkubation nachgewiesen (Abbildung ?? auf Seite ??). Vor
und nach dieser Zeit konnten keine Signale nachgewiesen werden. Mit Hil-
fe der Laser scan Mikroskopie wurde Uberprift, ob die Signale im Nukleus
und nicht eventuell auf der Kernmembran zu finden waren.

Durch die Southern-Transfer-Methode (hier nicht gezeigt) wurde fest-
gestellt, dass schon innerhalb von 30 Minuten die DNA im Medium stark
degradiert wird. Nach dieser Zeit konnte, wie schon erwéhnt, ebenfalls kei-
ne gfp-spezifische DNA detektiert werden. Dies kdnnte auf einen raschen
intrazellularen Abbau fremder DNA in primaren Milzzellen hinweisen.

Es ist schon gezeigt worden, dass sowohl nackte als auch an das ter-
minale Protein gebundene Ad12 DNA in Zellen etablierter Zellkulturen auf-
genommen wurden (Schréer, 1997). Die Aufnahme der DNA mit dem ter-
minalen Protein war sehr viel effizienter als die Aufnahme nackter DNA.

Die Endozytose fremder DNA in Kulturen kann bei primaren Zellen an-
ders ablaufen, so dass die Ergebnisse, die Jorg Schrber (Schréer, 1997)
erzielte, nicht vergleichbar sind. Bei den Ergebnissen dieser Arbeit deu-
tet alles auf eine sehr gute Aufnahme des Plasmids pEGFP-C1 durch die
primaren Milzzellen hin. Mit Hilfe der Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung
konnten die gfp-spezifischen Signale gut detektiert werden. Es wurden 5
Signale in 500 Nuklei nach einer Inkubationszeit von 5 Stunden detektiert.

Weiterhin wurde nach Expression der gfp DNA gesucht. Es konnte
keine Expression der gfp DNA festgestellt werden. Wie schon erwahnt,
wurde dem Medium zugegebene DNA sehr schnell degradiert, so dass
nur Fragmente von den Zellen aufgenommen werden konnten. Mit diesen
Fragmenten war vermutlich keine Expression moglich. Weiterhin kénnte
es sein, dass zuwenig DNA aufgenommen wurde, um die Expression des
~green flourescent protein“ im Fluoreszenzmikroskop sichtbar zu machen.

Durch die Untersuchungen, die in Kultur méglich sind, kann auch auf
die DNA-Aufnahme in vivo geschlossen werden. Haufig wird die Aufnah-
me von Substanzen an schon etablierten Zellkulturen analysiert. Vielleicht
kommen aber die Untersuchungen der Aufnahme fremder DNA in primare
Zellen, wie in dieser Arbeit durchgefuhrt, den Bedingungen in vivo weitaus
naher.
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Durch die erzielten Ergebnisse wird deutlich, dass die Zellen der Milz
fremde DNA gut endozytieren kdnnen.

Die in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse zeigen, dass oral applizierte
Plasmid DNA, wie die lineare DNA des Bakteriophagen M13mp18 und des
Adenovirus Typ 12, in fragmentierter Form die Passage durch den Gastro-
intestinaltrakt von Saugern Ubersteht. Dabei spielt auch der Zustand des
Magens (voll - leer) eine Rolle. Je geflllter der Magen, desto langer dauert
natirlich die Passage durch den Darmtrakt und desto langsamer wird die
DNA fragmentiert. Allerdings hat die Fille des Magens keinen Einfluss auf
die FragmentgrofRen. Die Fragmente kdnnen in Zellen des Darmepithels
aufgenommen und durch den Blutkreislauf in andere Organe transportiert
werden. Durch die Ergebnisse dieser Arbeit werden friihere Arbeiten be-
statigt und erganzt.

Auch Proteine werden im Gastrointestinaltrakt fragmentiert und in den
Organismus aufgenommen. Weiterfiihrende Experimente sollten analysie-
ren, ob auch Proteine in den Zellen des Darmepithels nachweisbar sind.

Zusatzlich sollten die Aufnahmemechanismen fremder DNA und Pro-
teine in die Zellen untersucht werden. Das Augenmerk sollte dabei auch
auf die Beteiligung der M-Zellen an der DNA-, bzw. Protein-Aufnahme ge-
richtet werden.
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6 Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurde das Schicksal fremder mit der Nahrung
aufgenommener DNA und Proteine in zwei unterschiedlichen Ansatzen
untersucht: Nach oraler Applikation in Mausen sowie nach Injektion von
Plasmid DNA in die verschiedenen Darmabschnitte in situ.

6.1 Orale Applikation von fremder DNA

Die Persistenz und Verteilung fremder oral applizierter DNA wurde im
Mausorganismus analysiert. Das Plasmid pEGFP-C1 wurde als Modell-
DNA gewabhlt. Bei einem Vergleich der genomischen Maus-DNA mit dem
Plasmid in EST-Mausdatenbanken ergab sich ein Hinweis auf eine 99%ige
Homologie zwischen der genomischen DNA und der Sequenz des Gens
des ,green flourescent protein®“. Diese Homologie konnte durch Vorversu-
che nicht bestatigt werden. Weiterhin konnte eine Homologie zu der DNA
der Darmbakterien ausgeschlossen werden und das verfltterte Plasmid
konnte als ,fremd" erkannt werden.

Das Schicksal der verabreichten pEGFP-C1-DNA wurde mit verschie-
denen Standardmethoden der Molekularbiologie in den Tieren verfolgt. Mit
Hilfe der PCR-Analysen konnten Fragmente bis zu 1277 bp des oral appli-
zierten Plasmids im Magen- und Dunndarminhalt 3 Stunden und im Ma-
geninhalt 6 Stunden nach Verabreichung amplifiziert werden. Ein 750 bp
grofRes Fragment der verfutterten DNA konnte bis zu 5 Tagen im Blind-
darminhalt nachgewiesen werden. Dies gibt einen Hinweis auf eine nicht
vollstandige Degradierung der DNA im Gastrointestinaltrakt der Maus.

Fluoreszenz-in situ-Hybridisierungen von Blinddarmgewebeschnitten
zeigten Signale der verfutterten DNA in den Nuklei von Epithelzellen (Kryp-
tenzellen und Enterozyten) bis zu 24 Stunden nach Applikation. Bei der
Analyse der DNA aus Leber, Milz, Niere und Blut mit Hilfe der PCR-Technik
wurden Fragmente der gfp DNA bis zu 1277 bp in der Leber bis 18 Stun-
den und in Niere und Blut bis zu 6 Stunden nach Verabreichung detektiert.
Ein 750 bp grolRes Fragment des Gens des ,green flourescent protein®
konnte bis zu 5 Tagen im Blut und in der Niere nachgewiesen werden.
Dadurch konnte gezeigt werden, dass oral aufgenommene DNA uber das
Darmepithel in verschiedene Organe gelangen kann.
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In Kontrollmausen, die mit DNA-freiem Puffer gefittert worden waren,
konnte zu keinem Zeitpunkt und mit keiner der verwendeten Methoden die
gfp DNA nachgewiesen werden.

Desweiteren wurde die Verteilung und Persistenz von DNA-Protein-
Komplexen im Mausorganismus untersucht. Dazu wurde das Plasmid
pEGFP-C1 mit dem Protein Protamin komplexiert, oral appliziert und mit
Hilfe der gleichen Methoden wie nach Ftterung unkomplexierter DNA
analysiert.

Dabei konnten mit Hilfe der PCR-Technik Fragmente des Plasmids bis
zu 1277 bp im Mageninhalt 3 Stunden nach Fitterung detektiert werden.
Fragmente bis zu 750 bp konnten im Magen- und Enddarminhalt bis zu
18 Stunden nach Futterung amplifiziert werden. In den Inhalten des Dinn-
darms, des Blinddarms und des Kots konnten Fragmente dieser Grol3e bis
zu 3 Stunden detektiert werden. Bei diesen Experimenten wurde 1/5 der
Menge der DNA verfuttert, die bei Futterung unkomplexierter DNA appli-
ziert worden war. Es wurden keine grof3en Unterschiede zu den vorherigen
Ergebnissen entdeckt. Dies beweist, dass die DNA durch die Komplexie-
rung stark geschatzt wurde.

Bei Analysen von Gewebeschnitten des Blinddarms mit Hilfe der Fluo-
reszenz-in situ-Hybridisierung konnten Signale der fremden DNA bis zu 18
Stunden nach oraler Applikation nachgewiesen werden. In Kontrolltieren,
die mit DNA-freiem Puffer geflttert worden waren, konnte die fremde DNA
nicht nachgewiesen werden.

6.2 Orale Applikation fremder Proteine

Mit der Nahrungsaufnahme ist der Gastrointestinaltrakt auch einer Vielzahl
fremder Proteine ausgesetzt. Um die Verteilung und Persistenz fremder
Proteine zu untersuchen, wurde das Protein Glutathion S Transferase oral
an Mause appliziert.

Die Proteine wurde aus den Darminhalten sowie Organen extrahiert
und mit Hilfe der Western-blot-Methode analysiert. Das GST Protein konn-
te bis zu 30 Minuten im Inhalt des Magens und des Dunndarms detektiert
werden. Weiterhin konnte das oral applizierte Protein in Nieren 15 und
30 Minuten nach Verabreichung nachgewiesen werden. Dieses Ergebnis
zeigt, dass auch mit der Nahrung aufgenommene Proteine fahig sind, in
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den Organinsmus aufgenommen zu werden.

Sowohl zu spateren Zeitpunkten nach Verabreichung des Proteins als
auch in Kontrollmé&usen, die mit Protein-freiem Puffer gefittert worden wa-
ren, konnten keine Fragmente des GST nachgewiesen werden.

6.3 Aufnahme oral applizierter DNA in Darmbakterien

Um das Schicksal oral applizierter DNA weiter zu analysieren wurden die
Bakterien des Gastrointestinaltraktes von Mausen untersucht. Das Plas-
mid pEGFP-C1 trug das Kanamycinresistenzgen, welches in E.coli-Bak-
terien exprimiert werden kann. Die Bakterien wurden daher auf eine Ka-
namycinresistenz analysiert. Mit Hilfe der Southern Blot- Analyse konnte
in den Bakterien keine Kanamycinresistenz nachgewiesen werden.

6.4 Injektion des pEGFP-C1 Plasmids in die verschiede-
nen Darmabschnitte

Um die Degradierung der in anderen Experimenten oral applizierten DNA
besser analysieren zu kénnen, wurde das Plasmid pEGFP-C1 in die ver-
schiedenen abgebundenen Darmabschnitte von Mausen injiziert. Mit Hilfer
von Southern-Transfer- und PCR-Analysen wurde die DNA nach verschie-
denen Inkubationszeiten in situ analysiert.

Mit Hilfe der PCR-Methode konnten Fragmente bis zu 1277 bp im Ma-
gen, Duodenum, Jejunum, lleum und Kolon bis zu 5 Stunden detektiert
werden. Dies zeigt, dass auch in situ fremde DNA nicht direkt zu nieder-
molekularen Nukleotiden abgebaut wird.

Desweiteren wurde die Degradierung der DNA nach Komplexierung
an Protamin untersucht. Durch die PCR-Methode konnten Fragmente des
Plasmids mit einer Grol3e von 1277 bp in sdmtlichen Darmabschnitten
amplifiziert werden. Dies zeigt eine sehr starke Protektion der fremden
DNA durch die Komplexierung an Protamin.

Auch in diesen Experimenten wurden in Kontrolltieren, in deren Dar-
mabschnitte DNA-freier Puffer injiziert worden war, keine gfp spezifische
DNA detektiert.
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Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass DNA im Gastrointestinal-
trakt von Mausen nicht vollstdndig abgebaut wird. Sowohl fremde mit der
Nahrung aufgenommene DNA als auch Proteine kdnnen die Darmwand
passieren und in den Organismus gelangen.
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Kurzzusammenfassung

Nach oraler Applikation des Plasmids pEGFP-C1 an Mause persistieren
kleine Mengen dieser DNA in Form von Fragmenten im Gastrointestinal-
trakt. Die fremde DNA kann mit Hilfe der PCR-Methode in Leber, Milz,
Niere und Blut nachgewiesen werden.

FISH-Analysen weisen die fremde DNA in Zellen des Blinddarmepi-
thels nach und zeigen so einen moéglichen Eintrittsort fir die fremde DNA
in den Organismus.

Nach Komplexierung des Plasmids mit Protamin konnten im Gastro-
intestinaltrakt die gleichen Fragmentgrof3en detektiert werden wie nach
Futterung unkomplexierter DNA. Eine Protektion der fremden mit der Nah-
rung aufgenommenen DNA durch Protamin gegen organismuseigene Nu-
kleasen konnte durch die Detektion der geringeren applizierten Mengen
nachgewiesen werden.

FISH-Analysen der Blinddarmwande zeigen eine Aufnahme der Plas-
mid DNA in die Zellen der Villi.

Eine Aufnahme der verflitterten DNA in die Darmbakterien wurde nicht
nachgewiesen.

Das Protein Glutathion S Transferase konnte nach oraler Applikation an
Mause im Magen- und Dinndarminhalt detektiert werden. Weitere Analy-
sen der extrahierten Proteine aus Organen zeigten, dass das Protein in
den Organismus aufgenommen wurde. Das GST Protein konnte in den
Nieren nachgewiesen werden.

Nach Injektion des Plasmids pEGFP-CL1 in die verschiedenen Darmab-
schnitte in situ wurde das Plasmid wie bei den in vivo-Versuchen nicht
vollstandig abgebaut. Die Versuche zeigen eine hohe Nukleaseaktivitat in
Jejunum, lleum und Caecum. Verglichen mit den Versuchen in vivo wurde
im Caecum keine so hohe Nukleaseaktivitat festgestellt.

Eine starke Protektion des Plasmids wurde nach Injektion von gfp-
Protamin-Komplexen in die verschiedenen Darmabschnitte festgestellt. Die
starke Nukleaseaktivitat im Caecum wurde bei diesen Experimenten be-
statigt.
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Abstract

The uptake and distribution of food-ingested foreign DNA have been inves-
tigated in model experiments with mice. The DNA of the cloned gene for
the green flourescent protein (GFP) from the jelly fish Aequorea victoria
was used as a test gene. Fragments of the DNA could be traced from the
intestinal contents, via the gut wall and the blood circulation to liver, spleen
and kidney. FISH-analysis detected the orally applicated DNA in the nuclei
of crypt cells and enterocytes of the cecum wall.

Complexation of the DNA with protamine revealed the same fragment
sizes compared to unprotected DNA. With these experiments a protection
of the foreign DNA has been proofed, especially smaller amount of DNA
was detectable.

An uptake of the food ingested DNA into gut bacteria could not be
detected with the used techniques.

Furthermore the uptake and distribution of food ingested proteins have
been investigated. The glutathione S tranferase have been chosen as test
protein. Traces of this protein were detectable in the contents of stomach
and small intestine as well as in kidneys. These results have shown the
ability of proteins to enter the organism.

The influence of gut nucleases was ingested DNA was investigated
in situ by injection of the plasmid into the different gut segments. A high
nuclease activity was detectable in Jejunum, lleum and Cecum. Similar
results were obtained by injecting DNA-Protamine complexes in the same
way. A high nuclease activity in the cecum could be detected.



