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Einleitung 1

A. Einleitung

A.l. Konditionale Mutagenese mit Hilfe des Cre/lox Systems

Die Mdoglichkeit das Mausgenom durch zufdlige Integration von Transgenen oder gezidt
Uber homologe Rekombination in embryonden Stammzelen (ES Zdlen) zu veréndern hat
entscheidend dazu beigetragen, die Funktion von Genen besser zu versehen (Ubersicht:
Jeenisch, 1988; Capecchi, 1989). Da diese Techniken ene permanente genetische
Modifikation in der Keimbahn der Maus erzeugen, fuhrt das konventiondle Ausschdten
enes Gens (,Knockout) in dlen Zdlen des Tieres wéhrend der pr& und postnatden
Entwicklung zum Verlus der Genfunktion (Abb. A-2A). Ein solcher ,chronischer” Gen
Knockout kann zu embryondem Tod oder Mausmutanten mit schweren Defekten und stark
eingeschrankter Lebensfhigkeit fuhren. Inshesondere kann die zeit- und zdltypspezifische
Funktion eines Gens an konventiondlen Nullmutanten nicht andyset werden. Zudem
eignen sch die oben genannten Techniken nicht zur Erzeugung komplexer chromosomaer
Veranderungen, wie groer Deetionen, Duplikationen, Inversonen und Trandokationen.
Deshdb wurden die klassschen Methoden zur Modifiketion von Genen mit Rekombi-
nationssystemen kombiniert, die darauf beruhen, dass Rekombinasen enen Audausch
zwischen zwe  kurzen DNS  Erkennungssequenzen  herbeifihren.  Obwohl  diese
Rekombinasen mikrobidlen Ursprungs snd, kann die Rekombination in  hoheren
Eukaryonten wie Pflanzen, Hiegen und Méausen ddtfinden. Das Crellox Rekombinations-
sysgem hat dch in Saugerzdlen ds sehr effizient erwiesen und wird daher verwendet, um
gezidte genetische Veranderungen in ES Zdlen und in Somazdlen der Maus zu induzieren
(Ubersicht: Sauer, 1994).

Die Cre (,cyclization recombination“) Rekombinase it en 38 kDa Protein des
Bakteriophagen P1. Cre katalysert die Rekombination zwischen zwei 34 bp 1oxP (,locus of
cossng over of P1*) Erkennungssequenzen, ohne dass die Rekombinase hierzu einen
Cofaktor bendtigt. Abhéngig von der Orientierung der [oxP Sequenzen zueinander und dem
Ort ihrer Integration kann man durch Cre-vermittdte Rekombination ene Inverson,
Excisor/integration oder Trandokation von DNS erzeugen (Abb. A-1). Das Creflox
Rekombinationssystem bietet damit eine grof3e Bandbraite an Variationen wie das Genom
modifiziet werden kann. Um Verdnderungen des Genoms in vivo durchzufiihren, wurde
bisher mest das Herausschneiden von |oxP-flankierten (,gefloxten”) DNS  Segmenten
verwendet (Abb. A-1C), zB. um Gene durch Cre-varmittete Excson gefloxter Exons zu
inaktivieren  (Ubersicht:  Sauer, 1998, Metzger & Feil, 1999, Nagy, 2000). Die
Grunddrategie ist, loxP Erkennungssequenzen in das Chromosom entweder gezidt Uber
homologe Rekombination in ES Zdlen oder zufdlig Uber en konventiondles Transgen
enzufihren und dann durch Expresson von Cre eine Rekombination zu verursachen.



2 Einleitung

Rekombination zwischen 1oxP Sequenzen kann man in ES Zdlen (Gu et d., 1993) oder in
befruchteten Eizellen (Araki et d., 1995) Uber transente Cre Expresson genauso wie in
Cre-transgenen Mausen (Lakso et al., 1992; Orban et a., 1992) erhaten. Nach Einkreuzung
von s0g. Cre ,ddete” Mausen, die Cre in einem frihen Entwicklungsstadium und/oder in
Kemzdlen exprimieren, kann die rekombiniete DNS Uber die Keimbahn weitergegeben
werden. Cre ,deeter Mause (z.B. CMV-Cre; Dupé et d., 1997; Schwenk et a., 1995)
werden in erster Linie verwendet, um gefloxte Markergene zu entfernen oder Nullmutanten
zu erzeugen (Ubersicht: Rgjewsky et d., 1996).

S o E—
e o e TR N E—

Inversion lT Excisionlf Integration ¢1 Translokation
_Q ==
——

S'ATAACTTCGTATAATGTATGC TATACGAAGTTAT 3
3 TATTCAAGCATATTACATACGATATECOTTCARTA 5!

Abb. A-1. Das Cre/lox Rekombinationssystem

Cre verursacht die Rekombination zwischen zwei 34 bp langen loxP Erkennungssequenzen
(Dreiecke). (A) Die loxP Sequenz besteht aus zwei 13 bp Palindromen (waagrechte Pfeile), die eine
asymmetrische 8 bp ,core” Region flankieren. Die Phosphodiesterbindungen, die Cre spaltet, sind
durch senkrechte Pfeile gekennzeichnet. (B) Die Rekombination zweier entgegengesetzt
orientierter loxP Sequenzen im selben DNS-Molekil (intramolekulare Rekombination) fihrt zur
Inversion der dazwischenliegenden Region. (C) Die Rekombination zweier gleichgerichteter loxP
Sequenzen in derselben DNS fihrt zur Excision des flankierten Segments. Wenn die loxP
Sequenzen auf unterschiedlichen DNS Molekilen liegen (intermolekulare Rekombination), kann
eine Integration (C) oder Translokation (D) der DNS erreicht werden. Die Lange der Reaktionspfeile
gibt die relative Effizienz jeder Reaktion an.
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In viden Fdlen wae ene Modifikation des Genoms informativer, wenn man Se
konditiond, dh. nur in enem bedimmten Zdltyp und zu enem gewdhlten Zetpunkt
wahrend des Lebens des Tieres induzieren konnte. Derzeitige Strategien zur konditionalen
somaischen Mutagenese in der Maus baseren auf der gewebespezifischen oder induzier-
baren Expresson von Cre Uber geeignete Promotoren (Abb. A-2B) sowie auf der
Verwendung von Liganden-aktivierbaren Cre Rekombinasen (Abb. A-2C).

A koventionell B gewebespezifisch C Liganden-aktivierbar

VERMVENIMVENN

e
P
lLigand‘

Abb. A-2. Konventionelle und konditionale Mutagenese in der Maus

(A) Konventionelle Inaktivierung eines Gens durch Einflhrung eines Neomycinresistenzgens (neo)
in ein Exon (E). (B) Gewebespezifische Inaktivierung eines Gens durch Excision eines loxP-
flankierten (Dreiecke) Exons (E) in allen Cre (C im grinen Kreis) exprimierenden Zellen (graues
Oval). (C) Die Verwendung einer Liganden-aktivierbaren Cre Rekombinase (LC) erlaubt eine
zeitliche Kontrolle der Rekombination. Diese modifizierte Cre Rekombinase ist zunachst inaktiv (LC
im roten Quadrat) und wird erst in Anwesenheit eines synthetischen liganden (*) aktiviert (LC* im
grinen Kreis). Eine ortliche und zeitliche Regulation der Rekombination wird durch die
gewebespezifische Expression einer Liganden-aktivierbaren Cre Rekombinase ermdglicht.

Die Probleme vider transgener Cre Maudinien liegen darin, dass die Rekombinase zu
unerwinschten  Zeitpunkten  und/oder  in unerwinschten  Geweben  gebildet  wird
(»leskiness') oder dass Cre mosaik exprimiert wird. Wenn Cre bereits wahrend der frihen
Embryonadentwicklung ektopisch aktiv igt, kann die DNS in den meisen Zdlen des adulten
Tieres rekombiniert sein. Auch wenn die Rekombination nur in enem Teil der Zdlen enes
bestimmten Gewebes dHattfindet, erschwert dies die Andyse des Phanotyps. Andererseits
konnte sch die Erzeugung von mosaken Mutdionen in bestimmten Fdlen auch zur
Etablierung von Krankheitsmoddlen, z.B. fir Krebs und Atherosklerose eignen.
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Transggene Maudinien, die Cre gewebespezifisch exprimieren (Abb. A-2B), haben bereits
zur Aufkldrung biologischer Fragestellungen beigetragen (z.B. Brining et a., 1998; Chen
et d., 1998; Hirota et d., 1999; Kulkarni et a., 1999). Durch die sdektive Cre-vermittelte
Inaktivierung von Genen in den gewilnschten Geweben konnten  Probleme  der
»chronischen” Genddetion (Abb. A-2A) wie embryonde Letditét umgangen werden. Mit
Hilfe gewebespezischer Knockout-M&use kann man auch unterscheiden, ob sch der
beobachtete Phanotyp aus der primé&en Funktion des Gens im Gendefizienten Gewebe
ergibt, oder ob die Genddetion in diessm Gewebe sekundar auch andere Gewebe
beainfluss.

A.2. Liganden-aktivierbare Cre Rekombinasen

Um den Zetpunkt der Rekombination kontrollieren zu konnen, wurden modifiziete Cre
Rekombinasen entwickdt, die dch durch synthetische Stoffe aktivieren lassen, sog.
Liganden-aktivierbare Cre Rekombinasen (Abb. A-2C). Die Fuson von Cre mit mutierten
Ligandenbindungsdoménen (LBDs) verschiedener Steroidhormonrezeptoren  resultiert  in
chimdren CreLBD Rekombinasen, deren Rekombinasesktivitdt durch synthetische, nicht
aber durch natirliche Liganden des jeweiligen Rezeptors induziert werden kann (Ubersicht:
Metzger & Fell, 1999).

Tamoxifenraktivierbare Cre Rekombinasen (CreER Rekombinasen) wurden durch Fusion
von Cre mit mutieten LBDs des Ostrogenrezeptors (ER) konstruiert (Abb. A-3). CreER
Rekombinasen gnd zundchg inaktiv und konnen durch den patidlen ER-Antagonisten
Tamoxifen bzw. dessen aktiven Metaboliten 4-Hydroxytamoxifen (OHT) aktiviert werden.
Die urspriingliche CreER Rekombinase wird jedoch auch durch das korpereigene Hormon
Odradiol (E2) &ktiviet, was ihre Anwendung in der Maus limitiet. Durch Einfilhrung
sezifischer  Punktmutationen in die ER-LBD entsanden die E2-insengtiven/Tamoxifen
serstiven  CreER-Derivate CreER'  und  CreER'™2, die sich zur  kontrollierbaren
Rekombination im Maussysem egnen. In kultivieten Siugerzdlen last sich CreER'?
durch etwa 5-fach niedrigere Konzentrationen von Tamoxifen aktivieren ds CreER' (Abb.
A-3) (Feil et d., 1997).

Erse Versuche mit transgenen CreER’T Mausen haben demonstriert, dass durch
Verabreichung von Tamoxifen sowohl in Geweben erwachsener Méuse (Feil e d., 1996,
Brocard et a., 1997) as auch in utero wéarend der Embryondentwicklung (Danidlian et
d., 1998) ene zdtlich kontrolliecbare Excison von gefloxten Zidgenen mdglich ig.
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Allerdings waren reativ hohe Dosen von Tamoxifen (ca 1 mg pro Injektion) nétig um die
CreER" Rekombinase in vivo zu aktivieren, was zu unerwiinschten Nebenwirkungen der
Tamoxifenbehandlung  flhren konnte. Waterhin  konnte sdbst be maximader Tamoxifen
doss keine vollgdndige Rekombination in einem ausgewdhlten Gewebe erzidt werden,
was moglicherweise auf ene heterogene und/oder zu schwache Expresson der
Rekombinase zurlickzufihren ist. Diese Ergebnisse haben gezeigt, dass das Tamoxifen-
aktivierbare Rekombinationssysem in der Maus funktioniert, aber auch, dass es beziglich
der Sengtivitét gegentiber Tamoxifen und der Effizienz noch verbessert werden sollte.

E2 OHT
ER DBD
Rekombinaseaktivitat
ohne Ligand E2 OHT
Cre Cre s ot et

CreER %) ot +ot

CreER'

®
o[ G IO @ D

Abb. A-3. Struktur und Eigenschaften von Tamoxifen-aktivierbaren Cre
Rekombinasen

Das Cre Gen (Cre) wurde an die cDNS von unterschiedlich modifizierten Ligandenbindungs-
doménen (LBDs) des humanen Ostrogenrezeptors (ER) fusioniert. Die relativen Aktivitaten von Cre
und der chiméren CreLBD Rekombinasen (CreER, CreER’, CreERTZ) in kultivierten Saugerzellen in
Abwesenheit und Anwesenheit von Liganden (E2, OHT) sind angegeben. Die CreER
Rekombinasen enthalten in ihrer LBD folgende Mutationen (?): CreER, G400V, CreER’, G521R;
CreER', G400V/M543A/L544A (Feil et al, 1997). DBD, DNS Bindungs-Doméane. Weitere
Erklarung im Text.
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A.3. Validierung transgener Cre Mause

Zur Interpretation des durch konditionde Mutagenese entstandenen Phénotyps ist es
notwendig, das Rekombinationsmuster der verwendeten transgenen Cre Maus auf zdlulérer
Ebene zu kennen. Die Detektion von Cre auf Proteinebene wird durch den Mangd an guten
Antikorpern erschwert. Aul3erdem kann ene trandente Cre Expresson in einem friheren
Stadium Rekombination verursacht haben (zB. wdarend der Embryondentwickiung),
obwohl spéter kein Cre Protein mehr nachweisbar ist (z.B. im adulten Tier). Deshdb it es
annvall, direkt die Aktivitt von Cre, dso die Rekombination, zu untersuchen. Nach
Verpaarung ene Cre Maus mit ener Maus, die en gefloxtes Zidgen bestzt, kann durch
PCR oder Southern Blot Anadyse von aus verschiedenen Geweben isolieter DNS die
Rekombinationsrate in jedem Gewebe abgeschétzt werden.

RFE1 RFE2
RNS

l_h-
ACZL — P.. M CAT [pAM{. " dacZ | PA}— keine lacZ Expression
{nicht rekombiniert)
l Cre

RF&1 RF82
—_— —
RNS

facZ Expression in Zellen,
AczLE I welchen P, ativ it

(rekombiniert) (blaue Zellen nach X-Gal Farbung)

Abb. A-4. Das ACZL Rekombinations-Reportertransgen

Die transgene ACZL Mauslinie (Akagi et al., 1997) erlaubt die Detektion von Rekombination auf
zellularer Ebene durch den Nachweis der R-Galaktosidaseaktivitat mittels X-Gal Farbung von
Geweben (Blaufarbung). Die RNS-Synthese vor (ACZL, oben) und nach (ACZL-E, unten) Cre-
vermittelter Excision einer loxP-flankierten (Dreiecke) CAT Genkassette ist angedeutet (Pfeil). Die
Rekombination kann auch direkt auf DNS Ebene durch PCR Analyse detektiert werden (Primer
RF81+RF82; langes Produkt vor und kurzes Produkt nach Rekombination; F.1, F.2). Pcag, »,chicken
B-actin® Promotor; CAT, Chloramphenicol-Acetyltransferase Gen; pA, Polyadenylierungssignal,
laczZ, R-Galaktosidase Gen. Weitere Erklarung im Text.
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Zur Beurtellung der Gewebedektivitdé und Effizienz der Rekombingtion auf zdlul&rer
Ebene werden sog. Rekombinations-Reportermaudinien  eingekreuzt, zB. die ACZL
Maudinie (Akagi et d., 1997). ACZL Méuse enthdten en Transgen, das fur en zdluléres
Markerprotein, die [3-Gaaktosdase, codiert. Die Expresson der (-Galaktosdase ist aber
zunéchgt durch ein gefloxtes DNS Segment blockiert und kann erst nach Cre-vermittelter
Excison dieses Segments ettfinden (Abb. A-4). Durch den histologischen Nachwels der
[3-Gaaktosdaseektivitdt mittels X-Ga Fabung konnen Zedlen, in denen Cre aktiv war,
a@nfach und sendtiv anhand ihrer blauen Farbe identifiziet werden. Man muss aber
beachten, dass mit diessr Methode die Rekombination nur in  denjenigen Zdlen
nachgewiesen wird, in welchen der zur Expresson des Reportergens verwendete Promotor
aktiv ig. Um zu kontrollieren in welchen Geweben der Promotor aktiv bzw. inaktiv i,
kann ene s0g. Excgons-Reporterlinie etabliet werden. So  enthdten ACZL-E
Kontrollméuse das rekombinierte Reportergen (ACZL-E; Abb. A-4) in jeder Zelle, so dass
man durch X-Gd Fabung nachweisen kann, in wechen Geweben die Rekombination
Uberhaupt histologisch detektiert werden kann bzw. der Promotor aktiv ist

A.4. Kalziumregulation im glatten Muskel

Ein Forschungsschwerpunkt in unserem Labor ist die Untersuchung von Proteinen, welche
die zytosolische Kdziumkonzentration im glaten Muskd modulieren. Der intrazdlulare
Kadziumspiegd bednflust nicht nur die Kontraktion und Reaxation der glaten
Muskdzdlen und damit den Tonus von Gefdien und gastrointestinden Organen, sondern
auch ihre Proliferation und Diffeenzieung. Man nimmt an, dass dne gedtorte
Kaziumregulation an der Entstehung von Magen-Darm:Erkrankungen sowie von Gefd3
krankheiten, zB. Atherosklerose und Hypertonie, beteligt ist. Die Hauptentrittspforte fir
Kadziumionen in die glate Muskdzdle ig der L-Typ Kaziumkand (aic) (Ubersicht:
Hofmann e d., 1999), dessen ,chronische® Inaktivierung embryond leta ist (Seisenberger
et d. 2000). Ein weterer potentidl wichtiger Kdziumregulator im glatten Muskd ig die
cGMP-abhangige Proteinkinase Typ | (cGKl), die in diesen Zdlen vide Wirkungen des
Sgndmoleklls  Stickgoffmonoxid  vermittdt, zB. ene Erniedrigung der Kazium-
konzentration (Ubersicht: Pfeifer et d., 1999; Hofmann et d., 2000). M&use mit einer
konventionellen Deletion des cGKI Gens zeigen einen pleotropen Phanotyp und Ieben nur
3 bis 6 Wochen (Pfefer et d., 1998). Aus diesen Grinden kann man mit den berets
etablierten Nullmutanten des aic Gens as auch des cGKI Gens die spezifische Funktion
dieser Geneim glatten Muskd adulter Mause nicht untersuchen.
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A.5. Zielsetzung

Um die physologischen Funktionen des aic und cGKI Gens in adulten Tieren durch
konditionde somatische Mutagenese aufzukléren, wurden an unserem  Indtitut  bereits
Maudinien mit gefloxten Exons des aic Gens (Specht, 2000) und des cGKI Gens (W.
Wolfggruber, SK., R. Fel, F. Hofmann; unverdffentlichte Daten) erzeugt. Zur selektiven
Deetion dieser und anderer Gene im glatten Muske adulter Tiere wurde eine glattmuske-
spezifische Cre Maus bendtigt. Eine solche Maudinie war jedoch nicht beschrieben.

Zid diesr Arbat war es, en glatmuskdspezifisches und zetlich regulierbares Creflox
Rekombinationssysem zu eablieren. Dazu <ollten  transgene  Maudinien  hergestelt
werden, die ene Tamoxifen-aktivierbare Cre Rekombinase (A.2) sdektiv im  glaiten
Muskel exprimieren. Einersdts sollte die CreER’ Rekombinase verwendet werden, da
deren Funktionsfahigkeit in der Maus bereits bekannt war (Feill et a., 1996). Darilber
hinaus sollte die ,senstive® CreER'? Rekombinase, die bisher nur in kultivierten Zellen
untersucht wurde (Fell e d., 1997), ersmds in transgenen Méusen getestet werden. Zur
Steuerung der Expresson der Rekombinasen sollten verschiedene genetische Methoden
(klassisches, zufdlig integriertes Transgen bzw. gezidte Integration durch ,Knock-in®) und
Promotoren, die in glatten Muskelzdlen aktiv snd (cGKI Promotor bzw. SM22 Promotor)
verglichen werden. Die erzeugten Maudinien sollten mit Reporterméusen verkreuzt und
bezliglich ihrer Expressons- und Rekombinationseigenschaften eingehend charakterigert
werden. |dedlerwel se sollte die Rekombination

durch kurzzeitige Verabreichung geringer Dosen von Tamoxifen induzierbar sein
seektiv in glatten Muskel zdlen sattfinden

mit hoher Effizienz (100%) erfolgen

nach ihrer Induktion durch Tamoxifen lange Zeit anhdten
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B. Material und Methoden

B.1. Molekularbiologische Methoden

B.1.1. Konstruktion von Plasmiden

Nahrmedien und L 6sungen:
LuriaBertani- (LB-) Medium

Trypton 109
Hefeextrakt 5¢g
NaCl 59
H.O ad1l
+15gAgar
autoklavieren
+ 100 pg/ml Ampicillin
bei 4°C lagern
1000x Ampicillin 100 mg/ml, sterilfiltrieren und portioniert bei —20°C lagern

Endkonzentration: 100 pg/ml LB-Medium
Zugabe zu LB-Flissigmedium kurz vor dem Animpfen
Zugabe zu LB-Agar nach dem Autoklavieren bei ca. 50°C

10x TBE 05M TrisBase 1089
05M H3BO; 559
0,01 M EDTA 379
bei RT lagern ad1ll H,O
Durchftihrung:

Zur Neukombination von DNS in bakteridlen Vektoren wurden gangige Methoden der
enzymatischen Modifikation von DNS angewendet (Sambrook et al., 1989). Die
Amplifikation von Plasmiden efolgte i.dRin dem Escherichia coli Stamm XL1-blue
(Stratagene) in Gegenwart von Ampicillin. Bakterienkulturen wurden bel 37°C aerob in
flissgem Luwia-Betani- (LB-) Medium oder auf LB-Agaplatten angezogen. Um
Einzdkolonien zu ehdten und zur Kkurzfrigigen Aufbewahrung be  4°C, wurden
Bakteriensuspensonen auf LB-Agaplatten ausgedtrichen. Zur  léngeren  Aufbewahrung
wurden 05 ml ene logaithmisch wachsenden Kultur mit mit 05 ml autoklaviertem
Glycerin gemischt und bel -20°C gelagert.

Pasmid-DNS  wurde  mit  Redriktionsendonukleasen  in Fragmente  zerlegt,
elektrophoretisch in Agarosegelen (0,8-25% Agaose in IXTBE) aufgetrennt und durch
Anfarbung mit Ethidiumbromid (25 pg pro 100 ml Ge) schtbar gemacht. Be Bedaf
wurden die gewinschten DNS-Fragmente aus dem Gd isoliert (,Qiaguick Gel Extraction
Kit, Qiagen), in geeigneten Plasmiden mittedls T4 DNS-Ligase neu kombiniert und durch
Elektroporation in die Bakterien eingeschleust. Rekombinante Bakterienklone wurden nach
Schndlisolierung der Plasmid-DNS durch dkdische Lyse (Birnboim & Doly, 1979) mit
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Hilfe einer Rediktionsandyse identifiziert. Die Gewinnung grolerer Mengen hochreiner
Pasmid-DNS (mg Bereich) efolgte ebenfals durch dkdische Lyse, jedoch mit
anschlieffender  SAulenreinigung (,Nucleobond AX*  Saulen, Macherey-Nagd). Die
Integritét rekombinanter Plasmide wurde durch Sequenzieren (B.1.4) Uberpriift.

B.1.2. Synthese von Oligonukleotiden

Die Hegdlung von enzddrangigen DNS Oligonukleotiden efolgte durch die Firma
MWG-Biotech, Grafing. Die Oligonukleotide wurden ds Primer fUr die PCR oder fUr die
Sequenzierung  verwendet. Die Basensequenzen und  Bindungsstdlen der  eingesetzten
Oligonukleotide sind im Anhang (F.1) angegeben.

B.1.3. Polymerase-Kettenreaktion (PCR) und RT-PCR

Die Polymerase-Kettenresktion (Polymerase Chain Reaction, PCR) i ene enzymatische
Methode zur in vitro-Amplifikation von definieten DNS Segmenten aus e@nem Gemisch
von Nukleinsduren (Saki et da., 1988, Sambrook et d., 1989). Se ig en zyklisch
verlaufender Prozess und berunt auf der Kettenverléngerung zweier  gegenléaufiger
Oligonukleotid-Primer durch ene hitzetabile DNSPolymerase. Durch die mehrfache
Wiederholung enes Resktionszyklus (Denaturierung, Primeranlagerung,  Polymerisation)
wird ene Vevidfdtigung des zwischen den zwea Primern liegenden DNS Abschnittes
erreicht.

Die Anwendungsmoglichkeiten dieser Mehode snd vidfdtig. Im Rahmen dieser Arbet
wurde die PCR zur Kongruktion von Plasmiden sowie zur Amplifikation von genomischer
DNS aus kultivierten Zdlen und Mausgeweben verwendet. Um die Expresson von Genen
auf RNS Ebene zu untersuchen, wurde RNS mit Hilfe der Reversen Transkriptase (RT) in
cDNS umgeschrieben und durch PCR amplifiziert (RT-PCR).

Reagenzien:
Tag-DNS Polymer ase (5 U/ul, Bohringer)
fir RT-PCR vor Gebrauch 1+9in H,O verdiinnen

,Expand™ Long Template PCR System*
(3,5 U/ul, Bohringer; Gemisch aus Tag und Pwo DNS Polymerase)

M-MLV-Rever se Transkriptase (200 U/ul, GibcoBRL)
vor Gebrauch 1+19 in H,O verdiinnen

10x PCR-Puffer (mit dNTPs) 500 mM KCl
100 mM Tris, pH 8,0
15 mM MgCl,

je2mMm dATP, dCTP, dGTP, dTTP
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Durchfihrung der PCR:

Ansatz:. DNS(ca. 10 ng Plasmid oder 500 ng genomische DNS) 204
Primer A (25 pmol/ul) 0,2l
Primer B (25 pmol/ul) 02ul
10x PCR-Puffer (mit dNTPs) 20u
Tag-DNS Polymerase (5U/ul) 0,2l
H,O 154l
Standardbedingungen fur die Amplifikation (fir DNS-Fragmente bis ca. 1 kby):
initiale Denaturierung A°C,5min
Denaturierung 94°C, 10 sec
Primeranlagerung 55°C, 30 sec 35X
Polymerisation 72°C, 30 sec
finale Polymerisation 72°C,5min

Standardbedingungen je nach GroRe der zu amplifizierenden DNS-Fragmente und Primersequenzen
optimieren; bei DNS-Fragmenten bis zu 2 kb kann Taq DNS Polymerase verwendet werden; fir DNS-
Fragmente (iber 2 kb sollte ein spezielles Gemisch aus Polymerasen (,Expand™ Long Template PCR
System”) benutzt und das Protokoll und die Puffer nach Angaben des Herstellers angepasst werden

amplifiziete DNS-Fragmente, die fir die Konstruktion von Plasmiden eingesetzt werden, nach ihrer
Klonierung sequenzieren (B.1.4), um mdgliche Fehler der Polymerasen zu erkennen.

Durchfuhrung der RT-PCR:

Ansatz: RNS (0,1 pg/ul) 50ul
Primer A (25 pmol/ul) o5ul
Primer B (25 pmol/ul) o5ul
10x PCR-Puffer (mit dNTPs) 50ul
H.O 34l

Reverse Transkription:
Denaturierung A°C,5min
langsam auf 50°C abkiihlen  (von 94°C auf 50°C in 10 min; 0,07°C/sec)
5 pl MMLV-RT (10 U/ul) zugeben
50°C, 20 min
5 pl Tag-Polymerase (0,5 U/ul) zugeben
Amplifikation (Bedingungen wie fur die PCR, siehe oben)
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B.1.4. Sequenzierung von DNS

Die Sequenzierung von DNS efolgte nach dem Prinzip der Kettenabbruch-Methode
(Sanger et d., 1977). DNS-Fragmente wurden mittes , Terminator Cycle Sequencing®
enzymatisch synthetisert und durch den Einbau fluoreszenzmarkierter Didesoxynukleotide
(dINTPs) terminiert. Die Sequenzandyse efolgte mit enem Sequenzierautomaten (,ABI
Prism™  Sequence-Andyser*, Perkin-Elmer Applied Biosystems). Dabei detektiet en
Lasr die Abfolge der fluoreszenzmarkierten DNS-Fragmente, die durch Kapillar-
elektrophorese aufgetrennt werden. Aus den Rohdaten wird von einem Computerprogramm
(Multiscan 100ES, Sony) die DNS-Sequenz errechnet.

Durchfiihrung des,, Terminator Cycle Sequencing”:

Ansatz: DNS (30-90 ng gereinigtes PCR-Produkt oder Plasmid) X
. Terminator Ready Reaction Mix” & 4ul
Primer (0,8 pmol/pl) 4ul
H,O ad 20l

%enthalt ,AmpliTag” DNS Polymerase, Puffer, dNTPs, fluoreszenzmarkierte ddNTPs (Perkin-
Elmer Applied Biosystems)

Synthese der DNS-Abbruchfragmente:

Denaturierung 95°C  2min
Denaturierung 95°C  30sec
Primeranlagerung 50°C 40 sec ] 25
Polymerisation 60°C 4min

Reinigung des Sequenzierproduktes mit ,Centri Sep Spin Columns® (Perkin-Elmer Applied
Biosystems) nach Anweisung des Herstellers

getrocknete DNS in 20 ul ,Template Suppression Reagent” (Perkin-Elmer Applied Biosystems)
suspendieren; vor Analyse im Sequenzierautomaten 3 min bei 95°C denaturieren

B.1.5. Southern Blot Analyse

Als , Southern Blotting” (Southern, 1975) bezeichnet man ein Vefahen, be dem DNS
Fragmente durch Geleektrophorese ihrer Grof3e nach getrennt und anschlief3end aus der
Gdmarix auf ene gedgnete Tragermembran Ubertragen und immobilisert werden. Das im
Gd vorliegende Trennmugter der DNS-Fragmente bleibt erhdten, d.h. auf der Membran
befindet dch eine Kopie des urspriinglichen Gels. Durch Hybridiserung der Membran mit
ener 3?P-markierten DNS-Sonde kénnen DNS-Fragmente lokdisiert werden, die eine zur
Sonde komplementére Region enthaten.
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L Osungen:

Ldsung 1

Ldsung 2

05M TrispH 8,0
15M NaCl

5mM EDTA

bei RT lagern

2x SSC
01% SDS
bei RT lagern

Hybridisierungsdsung

50x PAF

40%  Formamid
09M NaCl

50mM  Phosphatpuffer
2nM  EDTA

ax PAF

5% Dextransulfat
1% SDS

bei RT lagern

1% BSA
1% Ficoll (M.W. 400.000, ICN)
1% Polyvinylpyrrolidone (M.W. 360.000, ICN)

Aliquots 240 ml bei —20°C lagern

0,5M Phosphatpuffer

0,5M NayHPO4x12 H,0 (179,1 g/l H,O)
0,5 M NaH,PO,xH,0 (68,5 g/l H,0)
bei RT lagern

25% Dextransulfat (M.W. 500.000, ICN)

10x TE

50x TAE

20x SSC

Aliquots 450 ml bei —20°C lagern

01M Tris pH8,0
10mM EDTA, pH 8,0
autoklavieren; bei RT lagern

2 M TrisBase

2M HAc

100 MM Na,EDTAX2H,O
bei RT lagern

3M  NeCl
0,3M NagCitratx2H,0
bei RT lagern

250ml (1 M)
150 ml (5 M)
5ml (05 M)
ad 500 ml H,O

50mi (20X)
5ml (10%)
ad 500 ml H,0

400 ml

180 ml (5 M)
100 ml (0,5 M)
4ml (05M)
80 ml (50x)
200 ml (25%)
100 ml (10%)

49
49
49
ad 400 ml H,O

37Bm
625 ml

2509

ad 11 H,0
50 ml (1 M)
10ml (05 M)

ad 500 ml H,O

242 g

57,1 ml (Eisessig)

37,29
ad 11 H,0

1759

889
ad 11 H0
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Durchfuhrung:

DNS mit Restriktionsenzymen fragmentieren, durch Agarosegel-Elektrophorese (i.d.R. 0,8% Agarose in
IXTAE) auftrennen, mit Ethidiumbromid (1 mg/l H,O, Sigma) féarben und mit angelegtem Lineal
fotografieren

ca 20 min in 01 N HCl (20 ml HCln, ad 1 | H,O) schwenken (Verféarbung des Farbmarkers
Bromphenolblau nach gelb), kurz in H,O waschen, ca. 20 min in 0,5 N NaOH (50 ml 10 N NaOH ad 1 |
H,0) schwenken (Verfarbung des Farbmarkers von gelb nach blau)

Uber Nacht auf Tragermembran (, Nytran-Plus®, Schleicher & Schuell) transferieren (Abb. B-1)

?):5? Plexiglasplatte
kg Frischhaltefolie

Agarosegel

| |/
v

j| saugfahiges Filterpapier

z.B. Gel-blotting Papier 001, 003
(Schleicher und Schuell)

Abb. B-1. Aufbau des Southern Blots

Prahybridisierung:
- Blot abbauen, Geltaschen mit Bleistift markieren und Membran wie gewiinscht zuschneiden

- Membran kurz in H,O, dann je 30 min in Losung 1 und Ldsung 2 schwenken (Lésungen 1 und 2
koénnen mehrmals verwendet werden)

- 50 ml Hybridisierungsldsung (ausreichend fur bis zu 4 Membranen im Format 6 x 20 cm) auf 37°C
vorwarmen. 250 pl Lachsspermien-DNS (10 mg/ml, GibcoBRL) 5 min aufkochen und sofort
zugeben

- Membranen in Hybridisierungstaschen (GibcoBRL) mit Hybridisierungsldsung einschweifl3en und 1-
12h bei 42°C schwenken
Herstellung *2P-markierter DNS-Sonden durch ,, RandomPrimed Labeling*:

- DNS-Sonde (ca. 100-1000 bp) durch Restriktionsverdau aus Plasmid oder durch PCR gewinnen;
Uber Agarosegel-Elektrophorese und Gelextraktion (, Qiaquick Gel Extraction Kit“, Qiagen) reinigen

- 200400 ng DNS mit ,NEBIot™ Kit* (New England Biolabs) nach Vorschrift des Herstellers mit
a%?P-dCTP (10 pCi/ul, Amersham Pharmacia Biotech Europe GmbH) markieren

- DNS durch Saulenchromatographie tber eine ,Nick™ Column® (Amersham Pharmacia Biotech
Europe GmbH) nach Herstellerangaben von nicht eingebauten Nukleotiden abtrennen und mit 400 pl
IXTE eluieren

- spezifische Aktivitat der **P-markierten Sonde durch Szintillationszahlung besimmen (ca 1x10°
cpm/pl)
Hybridisierung:

32p.markierte DNS-Sonde 5 min aufkochen, sofort zu den prahybridisierten Membranen in die
Hybridisierungstasche geben (ca. 8x10° cpm/ml Hybridisierungslésung) und tber Nacht bei 42°C
schwenken
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- Membranen aus der Tasche nehmen und mehrmals mit Lésung 2 waschen. Dabei die Temperatur
solange steigern (auf 55-65°C) bis die Membranen nur noch wenig radioaktiv sind (Handmonitor
unter 50, Einheiten®)

- Membranen auf Filterpapier trocknen und in Plastikfolie einschlagen

Die Detektion radioaktiver Signale kann durch ,,Phosphoimaging” (Exposition 4-24 h bei RT) und/oder
durch Autoradiographie (,Hyperfilm“, Amersham Pharmacia Biotech; Exposition 114 d bei -80°C mit
Verstérkerfolie) erfolgen.

B.1.6. Quantifizierung von Nukleinsauren und Proteinen

B.1.6.1. Quantifizierung von Nukleinsauren
Die Konzentration von Nukleinsduren wurde photometrisch bei einer Welenlénge von 260
nm bestimmt. Bel einer Schichtdicke von 1 cm entspricht eine ODygp von 1,0:

50 pg/ml doppelstréngiger DNS

40 pg/ml enzdstrangiger RNS

33 pg/ml enzdsrangigem Oligonukleotid.
Die Reinheit von DNS und RNS wurde aus dem Verhdtnis OD,g0/OD2gp abgeschétzt.
Dieser Quotient sollte Gber 1,7 liegen.

B.1.6.2. Quantifizierung von Proteinen nach Bradford

Die in sarer Lésung vorliegenden Anionen des Farbstoffes Coomasse Blau (braune
Leukoform) werden durch Bindung an podtiv geladene Aminogruppen von Proteinen
wieder in den urspriinglichen blauen Farbgtoff Uberfihrt. Durch Messung der Extinktion
ene ,gefabten” Proteinlosung bel 595 nm lésst dch Uber eine Eichkurve deren Protein-
Konzentration bestimmen (Bradford, 1976).

Farbelésung:
200 mg Coomassie Blue G 250 (Serva) in 100 ml Ethanol |6sen
ad 1,81 mit H,O auffillen
200 ml 85% H3PO, zugeben und Uber Nacht riihren
Losung filtrieren bis ODsgs konstant bleibt (ca. 0,35 gegen H,0), lichtgeschiitzt bei RT
lagern
Durchftihrung:

Proteinprobe in H,O auf eine Konzentration von ca. 0,05 pg/ul verdiinnen

100 pl der Probe in Plagtikklvette (1 cm Schichtdicke) mit 1 ml Farbelésung mischen, 15 min im
Dunkeln inkubieren

ODsgs gegen Referenz-Kivette (100 pl H,O + 1 ml Farbeldsung) messen; Protein-Konzentration tber
Eichgerade (1-10 pg BSA in 100 pl H,O) berechnen
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B.2. Erzeugung genetisch veranderter Mause

Sat ewa 10 Jahren i es moglich durch sogenanntes ,Gene Tageting”  definierte
Mutationen in das Erbgut von Mausen einzufiihren (Cgpecchi, 1989). Diese Technik basert
im wesentlichen darauf, dass man pluripotente embryonde Stammzdlen (ES Zdlen) der
Maus ex vivo kultivieren, gezidt genetisch verdndern und <chliedich wieder in die
Kembahn der Maus enfihren kann. Die enzenen Schritte zur Hergellung einer genetisch
vedndeten Maudinie snd in Abb. B-2 dagesdlt und werden audthrlich in den
folgenden Abschnitten dieser  Arbeit besprochen. Der Zetaufwand betréggt fur die
Kongruktion des , Targeting Vektors® zwischen 6 und 12 Monaten, fir die Durchfiihrung
der homologen Rekombination und ldentifizierung modifizieter ES Zdlen ca 3 Monae
und fir die Generierung chim&e Mause und deren Testung auf Kembahntransmisson
nochmas mindestens 4 Monae Die Heddlung eneg Mausmutante it dso ene
aufwendige und langwierige Prozedur, die etwa 1-2 Jahre dauet. Wetere Ausfiuhrungen
zur Theorie und Praxis des ,Gene Tageding® sSnd der Fachliteratur zu entnehmen
(Wassarmann & DePamphilis, 1993; Hogan et d., 1994; Schenke, 1995; Torres & Kihn,
1997; etc).

B.2.1. Kultivierung embryonaler Stammzellen

Embryonde Stammzdlen (ES Zdlen) snd pluripotente Zdlen, die aus der inneren
Zdlmase von Blagozysen gewonnen werden. Se lassen dch  kultivieren, genetisch
manipulieren und wieder in Ammenmause remplantieren. Allerdings konnen aus den ES
Zdlen nur daon Maudinien eabliet werden, wenn de in der Kembahn der Méause
weitergegeben werden. Um die ,, Kembahngangigkeit® der ES Zdlen zu erhdten bzw. um
ene Differenzirung der Zdlen zu verhindern, muss ihre Kultivierung sehr gewissenhaft
und unter optimaden Bedingungen efolgen. Da die Differenzierung von ES Zdlen in
Anwesenheit des Maus ,Leukémie-inhibierenden Faktors' (LIF) unterdriickt wird, wurde
dem Néahrmedium LIF zugegeben. Dalber hinaus wurden die ES Zdlen auf enem
Zdlrasen embryonder Fibroblasten (,Feederzellen”) kultiviert, die neben anderen
Wachdumsfektoren auch LIF bilden. Dadurch bleiben die ES Zdlen pluripotent und
proliferieren weiterhin ohne zu differenzieren. Eine hohe Zdldichte und Passagenzahl
(>25) sollte vermieden werden, da dadurch die Keimbahngangigkeit beeintréchtigt werden
kann.

In dieser Arbeit wurden R1 ES Zdlen (Nagy e d., 1993) verwendet, die aus Blastozysten
von agouti farbenen Mausen gewonnen wurden (Passage 11 vom 22.01.95). ES wurden
Gefrierkulturen der Passage 12- 15 angdegt und fUr die Zdlkultur eingesetzt.
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B.2.1.1. Losungen und Nahrmedien

PBS

Trypsin

DMEM

FBS

LIF

135 mM NaCl 49

3mM KdC 100mg

8mM Na,HPO,4x2H,0 710 mg

2mM  KH,PO, 120 mg
ad 500 ml H,O

pH 7,4 (mit NaOH einstellen)

autoklavieren

bei RT lagern

9TeilePBS+ 1 Tell 10x Trypsin/EDTA (Gibco-BRL)
Lagerung bei 4°C (maximal 1 Monat)

Dulbecco’s Modifiziertes Eagle Medium (GibcoBRL, Bestell-Nr. 31966)

mit Glutamaxl ™ (Dipeptid L-Alanyl-L-Glutamin), 4500 mg/l D-Glukose und Natriumpyruvat
Lagerung bei 4°C

fotales bovines Serum (GibcoBRL, Bestell-Nr. 10270)

vor Gebrauch hitzeinaktivieren (30 min, 56°C)

Aliquots 250 ml bei —20°C lagern

Eignung fr die ES-Zellkultur testen und gréf3ere Charge reservieren

(in dieser Arbeit wurde die Charge 40F4674K benutzt)

Maus L eukamie-inhibierender Faktor (,ESGRO™", GibcoBRL, 1x10” U/ml)

500x LIF 05x10° U/ml EF Medium
sterilfiltrieren, Aliquotsa 1 ml sterilfiltriert bel 4°C lagern

2-Mer captoethanol (b-ME) (SgmaM-7522)

G418

GANC

500x b-ME 50 mM (70 ul b-ME in 20 ml PBS)
sterilfiltrieren, Aliquotsa 1 ml bei —20°C lagern
Geneticin®/G418-Sulfat (GibcoBRL Bestell-Nr. 11811-064)
100x G418 40 mg/ml PBS
Aliguotsa5 ml bei —20°C lagern
Cymeven®/Ganciclovir-Natrium (Roche)

10*x GANC 20 mM (50 mg/10 ml H,0)
Aliquots a50 pl bei —20°C lagern

Tabelle B-1. Medien fur die ES Zellkultur

Medium Komponente Volumen Endkonzentration
EF-Medium? (fiir Feederzellen) DMEM 450 ml 90%
(bei 4°C max. 1 Monat lagern) FBS 50 ml 10%
ES-Medium? (fir ES-Zellen) DMEM 400 ml 80%
(bei 4°C max. 1 Monat lagern) FBS 100 ml 20%
500x LIF 1 ml 1000 U/ml
500x b-ME 1ml 0,1 mM
zur Selektion zusetzen 100 x G418 5ml 0,4 mg/ml
10"x GANC 50 pl 2 uM

% keine Antibiotika/Antimykotika zusetzen
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Tabelle B-2. GefalRe fir die Zellkultur

Kulturgefald Flache Medium-Volumen Trypsin-Volumen
Flasche 175cm? 20 ml 5ml

Flasche 75cm? 15 ml 3ml

Petrischale 55cm? 10 ml 2ml

Flasche 25cm? 5 ml 2ml

6 Loch Platte 6 x 9 cm®=54 cm? 3 ml/Loch 700 pl/Loch

12 Loch Platte 12 x 3,5 cm? =42 cm? 1,5 ml/iLoch 500 pl/Loch

24 Loch Platte 24 x 2,3 cm*=55 cm? 1 ml/Loch 300 pl/Loch

48 Loch Platte 48 x 0,7 cm? =34 cm” 0,5 ml/Loch 200 pl/Loch

96 Loch Platte 96x 0,32 cm°=29 cm” 200 pl/Loch 30 pl/Loch

B.2.1.2. Gewinnung embryonaler Fibroblasten

Embryonale Fibroblasten (,Feederzellen®) wurden aus Embryos am Tag 14,5 p.c. isolient.
Um die Sdektion rekombinanter ES Zdlen mit G418 zu Uberleben, missen die
Feederzdlen ein Neomycinresstenzgen bedtzen. Fur die Erzeugung der Embryos wurden
Méause, die homozygot en Neomycinresstenzgen enthdten mit Wildtyp Méusen verpaart.
In dieser Arbeit wurden fir die Verpaarung CNG3 (-/-) Mause verwendet (freundlicher-
weise von Herrn Prof. M. Bid, Munchen zur Veflgung gesdlt). Aus enem Embryo
konnten Feederzellen fir die Kultivieung in 2 Zdlkulturflaschen (175 onf) gewonnen
werden. Die Zdlen ener 90-100% konfluent bewachsenen Hasche wurden durch
Bedrahlung mit Rontgendrahlen tellungsunféhig gemecht und bis zur ihrer Verwendung
eingefroren. Jede Préparation von Feederzellen wurde vor Gebrauch auf ihre Eignung fir
die Kultivieeung von ES Zdlen getestet. Je nach Quaditéd und Quantité (Passagenzahl)
konnte der eingefrorene Inhdt ener Zdlkulturflasche (175 cnf) auf 150-300 cn? ausgesit
werden.

B.2.1.2.1. Isolierung der Feederzellen
Verpaarung von 2-4 Mannchen (mit Neomycinresistenzgen) mit je 2 Weibchen (C57BL/6 = 8 Wochen),
Weibchen mit VVaginalpfropf (,Plug*) am Tag 0,5 p.c. separieren

1-3 schwangere Weibchen am Tag 14,5 p.c. tbten, in 80% Ethanol baden, Uterus entnehmen. Embryos
in Petrischale mit PBS legen, den Kopf und blutfiihrende Organe (rot) entfernen. Wahrend der gesamten
Prozedur steril arbeiten

Torsos in kleine Stlicke schneiden, in 50 ml Réhrchen mit Trypsin (1 ml pro Embryo) tberfhren und
10 min bei 37°C inkubieren

Gewebe mit Pipetten (25 ml, 10 ml, 5 ml) mechanisch zerkleinern, 5 min bei 37°C inkubieren und mit
einer 2 ml Pipette gut homogenisieren
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EF-Medium zugeben (2 ml pro Embryo), suspendieren, 5 min absetzen lassen

pro Embryo in 2 Zellkulturflaschen (175 cn?) 20 ml EF-Medium vorlegen, je 1,5 ml aus dem Uberstand
der Zellsuspension dazugeben

bei 37°C und 6% CO; bis zu 90-100% K onfluenz wachsen lassen (4-6 Tage)

B.2.1.2.2. Ernten, Bestrahlen, Einfrieren und Passagieren

Zellen mit 15 ml PBS waschen, mit 5 ml Trypsin ablésen (5-10 min bei 37°C), 6 ml EF-Medium
zugeben und suspendieren

von jeder Flasche 9 ml abnehmen (in 50 ml Réhrchen vereinen); die restlichen 2 ml Zellsuspension ad
20 ml mit EF-Medium auffullen und wieder bis zur Konfluenz wachsen lassen

die 50 ml Rohrchen mit der Zellsuspension zentrifugieren (5 min, 1000 rpm) und Zellen in EF-Medium
suspendieren (4 ml pro geerntete Flasche)

Zellen absinken lassen und mit 5000 Rad bestrahlen (Rontgenquelle im Max-Planck-Institut,
Martinsried; 4.41 min Bestrahlungszeit)

Zéllen zentrifugieren (5 min, 1000 rpm) und in Einfriermedium aufnehmen (90% EF-Medium + 10%
DM SO; frisch ansetzen; 3 ml pro geerntete Flasche)

Aliquots a 1 ml in Kryordhrchen abfillen, bei —80°C (fir kirzere Zeit) oder in flissigem Stickstoff
lagern

diese Prozedur kann mehrmals wiederholt werden (aus einer Préparation von Embryos wurden bis zu 6
Passagen Feederzellen gewonnen)

B.2.1.2.3. Auftauen und Ausséaen von Gefrierkulturen

Kryoréhrchen in 37°C Wasserbad auftauen und Inhalt (1 ml) in 24 ml EF-Medium aufnehmen;
zentrifugieren (5 min, 1000 rpm) und Zellen in EF-Medium suspendieren; der Inhalt eines
Kryorohrchens kann i.d.R. auf 50-100 e ausgesét werden

B.2.1.3. Allgemeines Vorgehen bei der Kultivierung von ES Zellen

B.2.1.3.1. Kultivierung

die Kultivierung erfolgt bei 37°C und 6% CO, in ES-Medium

am Abend vor dem Ausséen der ES Zellen Feederzellen auftauen und in EF- oder ES-Medium aussaen
(B.21.2.3)

am nachsten Morgen ES Zellen in ES-Medium auf die Feederzellen ausséen
jeden Tag Medium wechseln

bei 60-80% Konfluenz Zellen passagieren: Zellen mit PBS waschen, mit Trypsin ablosen (5-10 min bei
37°C), 12 Volumen ES-Medium zugeben, suspendieren, zentrifugieren (5 min, 1000 rpm) und auf das
3-fache der , abgeernteten* Flache ausséen (1:3,, Splitting*)

bei jedem Abldsen mit Trypsin steigt die Passagenzahl

je nach Kulturgefal? bzw. Flache werden verschiedene Volumina an Medium und Trypsin bendtigt
(Tabelle B-2)
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B.2.1.3.2. Anlegen von Gefrierkulturen

Zellen einer ca. 80% konfluenten Zellkulturflasche (75 cm?) mit 3 ml Trypsin ablésen (5-10 min bei
37°C), 3ml ES-Medium zugeben, suspendieren, zentrifugieren (5 min, 2000 rpm)

Zdlen in 6 ml Einfriermedium (90% ES-Medium + 10% DMSO) aufnehmen, Aliquots & 1 ml in
Kryorohrchen abfiillen; bei —80°C einfrieren (ca. 24h) und dannin flissigem Stickstoff lagern

B.2.1.3.3. Auftauen und Aussaen von Gefrierkulturen

Kryoréhrchen in 37°C Wasserbad auftauen und Inhalt (1 ml) in 4 ml ES-Medium aufnehmen;
zentrifugieren (5 min, 1000 rpm) und Zelen in ES-Medium suspendieren; der Inhalt eines
Kryorohrchens (entspricht 12,5 cnt der geernteten 75 cn? Flasche) kann i.d.R. auf 25 cnf ausgesit
werden

B.2.2. Homologe Rekombination in ES Zellen

Das ,Tageing® von chromosomder DNS Uber homologe Rekombingtion in ES Zdlen
ermoglicht die gezidte Einfihrung von Mutationen in das Genom von Mausen. Das Prinzip
des ,Gene Tageting’ i in Abb. B-3 dargestdlt. Mit Hilfe kurzer Hochspannungsmpulse
wird die Permeshilité der Zytoplasmamembran kurzzetig erhoht (Elektroporation), so dass
der ,Tageting® Vektor in das Innere der Zellen eingeschleust wird. Die DNS wird nun
entweder durch zweifaches ,crossng over* homologer Regionen gezidt an  enen
vorbesimmten Genort eingebaut (homologe Rekombination, Abb. B-3A), zufdlig in das
Genom integriert (Abb. B-3B) oder aber Uberhaupt nicht eingebaut. Um digenigen ES
Zdlen anzureichern, die die fremde DNS in ihr Genom integriet haben, enthdlt das
» Tageting-Kongrukt® Selektionsmarker, zB. en Neomycinresisenzgen (neo) und en
Herpes smplex Virus Thymidin Kinase Gen (tk). Nur Zdlen, die das neo Gen enthaten,
konnen in Anwesenheit von G418 wachsen (pogtive Sdektion). Das tk Gen wird aul3erhab
der homologen Region des ,Targeting® Kongrukts platziert, so dass es nach homologer
Rekombination nicht erhdten blelbt, wahrend es be zufdliger Integration der DNS mest
ebenfadls in das Genom eingebaut wird (Abb. B-3). In Gegenwart von Ganciclovir wachsen
nur Zdlen, die das tk Gen nicht enthdten (negative Sdektion), so dass ES Zdlklone mit
homologer Rekombination gegentber Zdlen mit zufdliger Integration des , Targeting®
Vektors angereichert werden. Die Frequenz der homologen Rekombination ist entscheidend
von der Lange und Isogenitdé der zum Zidgen homologen Arme des ,Targeing”
Konstrukts abhangig (langer Arm = 3 kb; kurzer Arm = 1 kb).

Fir das ,Tageting® von ES Zdlen muss en Zetraum ca 4-5 Wochen veranschlagt
werden. Die Frequenz, mit der man korrekt modifiziete ES Zdlklone erhdt, betrégt je
nach Ziegen, DNS Kongrukt und Selektionsmethode ca. 0,1-10%, d.h. man sollte etwa
300 bis 1000 Klone isolieren (sehe unten) und analyseren (B.2.3).
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A homologe Rekombination B zufallige Integration
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G418" / GANCR G418~ / GANC®

Abb. B-3. Prinzip des , Gene Targeting*

(A) Homologe Rekombination. Kreuze deuten das ,crossing over‘ homologer Regionen von Genom
und ,Targeting” Konstrukt an. (B) Zuféllige Integration. Unterbrochene Linien deuten die nicht
homologe Rekombination an. Durch positiv/negativ Selektion werden ES Zellen mit homologer
Rekombination angereichert. G418%, resistent gegeniber G418; GANCR, resistent gegeniber
GANC; GANC®, sensitiv gegenuber GANC. Weitere Erklarung im Text.

B.2.2.1. Vorbereitung der DNS
25-50 ug des , Targeting” Vektors durch Restriktionsverdau linearisieren

DNS mit Ethanol fallen, unter Sterilbank trocknen und in 100 pl PBS lésen (kann bei —20°C gelagert
werden); mit Hilfe eines Agarosegels DNS-K onzentration abschéatzen

2-5 pmol (entspricht ca. 20-50 pg eines 15 kb Konstrukts) linearisierte DNS fur die Elektroporation
(B.2.2.3) einsetzen

B.2.2.2. Vorbereitung der ES Zellen

wie unter B.2.1.3 beschrieben ES Zellen auftauen, auf 25 cnt Flasche aussden (Passagenzahl notieren),
auf 75 cnf Flasche passagieren und bis 60-80% Konfluenz wachsen lassen (dauert 3-6 Tage); die Zellen
einer 75 e’ Flasche sind fiir 1-2 Elektroporationen ausreichend

Zellen 2x mit PBS waschen, mit 3 ml Trypsin abldsen (5-10 min bei 37°C), suspendieren, 7 ml ES-
Medium zugeben, zentrifugieren (5 min, 12000 rpm) und Zellenin 10 ml PBS suspendieren

Zellen in einer Neubauer Zéhlkammer zdhlen; Vitalitét durch Ausschlul® von Trypanblau bestimmen
(sollte >95% sein)

zentrifugieren (5 min, 1000 rpm) und Zellen in einer Dichte von 5x10°-1x10"/ml in PBS suspendieren
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B.2.2.3. Elektroporation

1 ml Zellsuspension 8.22.2) mit DNS (20-50 pg, B.2.2.1) mischen wnd in Elektroporationskiivette
(Peglab, Elektrodenabstand 4 mm) transferieren

El ektroporationsbedingungen (, Gene Pulser™* ohne , Pulse Controller”, BIO-RAD):
Spannung: 0,23kV
Kapazitéat: 500 uFD
es sollte sich eine Zeitkonstante von ca. 5 ms ergeben

Zellen 5 min bei RT stehen lassen, in 9 ml ES-Medium Uberfihren, suspendieren und je 1 ml auf 10
Petrischalen (55 cn?) mit Feederzellen in ES-Medium verteilen

B.2.2.4. Selektion
Zéellen ca. 24 h nach Elektroporation (10-20% konfluent) in ES/G418-Medium kultivieren

Zellen ca. 48 h nach Elektroporation (20-30% konfluent) bel Bedarf in ES/G418/GANC-Medium
kultivieren; téglich Medium wechseln

massives Absterben der nicht resistenten Zellen setzt i.d.R. 46 Tage nach der Elektroporation ein;
G418/GANC resistente Zellklone sind leicht an ihren klaren Umrissen zu erkennen

B.2.2.5. Isolierung von ES Zellklonen

Je nach Zidgen und Kongrukt erhdt man 300-1000 G418/GANC-resstente Klone. Das
Vorgehen zur Isolierung von ES Zdlklonen ig in Abb. B-4 gezeigt. Die Klone werden
isoliert (,gepickt*) und auf zwel 96 Loch Platen (A, B) dupliziet. Plaite A wird be 70
80% Konfluenz eingefroren, Plaite B wird vervidfdtigt (Platen B, C, D). Aus diesen
Matten wird DNS isoliet und andyset um Klone mit korrekt integriertem Konstrukt zu
identifizieren  (B.2.3). Die gewlnschten ES Zdlklone werden <chliefdich aus der
eingefrorenen Platte A wieder in Kultur genommen und fir die Injektion in Blastozysten
verwendet (B.2.4).

die ersten Klone kénnen 79 Tage nach der Elektroporation gepickt werden; je nach Wachstum der
Zellen kann man das Picken alle 1-2 Tage wiederholen (bis zu 3 Mal); Klone sind mit bloRRem Auge auf
dem Boden der Petrischalen zu erkennen; pro Tag kénnen 100-300 Kloneisoliert werden

morgens Feederzellen in ES/G418-Medium in 96 Loch Platten aussden (150 pl); 2 Platten pro 96
gepickte Klone vorbereiten (Platte A und B)

zum Picken der Klone 96 Loch Platten mit PBS (30ul) vorbereiten

Klone mit 20 pl Rpette (auf 2 pl eingestellt) vom Boden der Petrischalen ablésen® und in je ein Loch
der Platte mit PBS geben bisdie Platte voll ist (Abb. B-4)

30 ul 2x Trypsin dazugeben, 10 min bei 37°C inkubieren, suspendieren, 60 ul ESG418-Medium
zugeben und nochmal's suspendieren

je 60 pl suspendierte Zellen auf die zwel Platten mit Feederzellen (Platte A und B) verteilen und
wachsen lassen (Abb. B-4), am néchsten Tag Medium wechseln

bei 60-80% Konfluenz (3-4 Tage nach dem Picken) Platte A einfrieren B8.2.2.6) und Platte B auf 3
weitere 96 Loch Platten (B, C, D) passagieren (B.2.2.7 und Abb. B-4)
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%eim Picken sollte folgendes beachtet werden:

Stereomikroskop (,Stemi SV6“, Zeiss) unter Sterilbank aufbauen; Klone konnen am besten im
Dunkelfeld bel etwa 25-facher VergroflRerung gepickt werden

auszuwdahlende Klone: mit bloRem Auge erkennbar, mit klar umrissenem, hellem Rand, nicht
ausgefranst (differenziert), deutlich vereinzelt (keine Mischklone)

mit Pipettenspitze Kreis um Klon ziehen; mdglichst gesamte Zellen eines Klons mit der Pipette
aufnehmen, sonst wéchst der gleiche Klon erneut an

fur jeden Klon neue Pipettenspitze verwenden

resistente Klone

Isolierung von ES Zellklonen

. B.2.25
o yPicken v ( )
PBS/Trypsin
i -
Kultivieren
Flatte A Platte B (Duplikat vbn A)
Einfrieren v i P;sgazg;eren
(B.2.28) _ggoc v i S e
Kultivieren
Plate B PlatteC Platte D

DNS Isolierung (B. 2.3.1)

Abb. B-4. Vorgehen zur Isolierung von ES Zellklonen
(Erklarung im Text)

B.2.2.6. Einfrieren

Medium von Platte A abkippen, Zellen mit PBS waschen (180 pl), mit 30 pl Trypsin abldsen (10 min
be 37°C), 180 pl Einfriermedium (90% ES-Medium + 10% DMSO, frisch ansetzen) zugeben und

suspendieren

Platte mit Autoklavierband verschlieRen, langsam einfrieren (1-3h bel -20°C) und bei —80°C lagern
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B.2.2.7. Passagieren
in zwel 96 Loch Platten (Platte C und D, ohne Feederzellen) je 150 ul ES-Medium vorgelegen

Medium von Platte B abkippen, Zellen mit PBS waschen (180 pl ), mit 30 pl Trypsin ablésen (10 min
bei 37°C), 120 pl ES-Medium zugeben und suspendieren

je 50 pl aus Platte B in Platte C und D geben; Platte B mit 150 pl ES-Medium auffillen (Abb. B-4); bis
zu 100% Konfluenz wachsen lassen (3-4 Tage)

Medium von Platten B, C und D abkippen, Zellen 2x mit PBS waschen und trocknen; DNS sofort
isolieren (B.2.3.1) oder Platten bei —20°C lagern

B.2.3. Identifizierung genetisch modifizierter ES Zellen

Die korrekte Integration des DNS Kongrukts wurde mit Hilfe von Southern Blot B8.2.3.2)
oder PCR Analyse (B.2.3.3) Uberprift. Der Zetaufwand von der Isolierung der DNS
(B.2.3.1) bis zur ldentifizierung der korrekt modifizieten ES Zedlklone betrégt je nach
Anzahl der gepickten Klone 2-4 Wochen.

B.2.3.1. Isolierung von DNS aus 96 Loch Platten

L Osungen:
Lysepuffer fir 96 Loch Platten 10 mM NaCl 1ml (5M)
10 mM Tris, pH 7,4 5ml (1 M)
10mM EDTA 10 ml (0,5 M)
05% Sarcosyl 259
bei RT lagern ad 500 ml H,O
+ 0,25 mg/ml Proteinase K (immer frisch zugeben)
Proteinase K (Bohringer) 50 mg/ml IXTE (B.1.5)
Aliquotsa 1 ml bei -20°C lagern
EtOH/NaCl pro Platte 10 ml 100% EtOH (eiskalt) + 150 pl 5M NaCl
Durchftihrung:

96 Loch Platte 8.22.7) mit 50 pl Lysepuffer Gber Nacht bei 55°C inkubieren; Platte mit Parafilm und
Frischhaltefolie verschlieffen (V erdunstungsgefahr)

Platte nach dem Abklhlen auf RT &ffnen und DNS durch Zugabe von 100 ul EtOH/NaCl 1h bel RT
fallen (DNS haftet an der Plastikoberflache); Platte vorsichtig aber zligig Uber eine Ecke abkippen

2-3x mit 70% Ethanol (100 pl) waschen, schrag mit der Offnung nach unten aufstellen und ca. 1h bei
RT trocknen

fur Southern Blot Analyse Restriktionsverdau durchfihren (B.2.3.2) bzw. fir PCR Analyse DNS in H,O
|6sen (B.2.3.3)

die getrocknete oder gel 6ste DNS kann bei —20°C gelagert werden
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B.2.3.2. Southern Hybridisierung

Restiktionsverdau direkt in den 96 Loch Platte (B.2.3.1) durchfiihren; dazu Enzymmix auf die
getrocknete DN'S geben und Uber Nacht inkubieren

Restriktionsverdau in 96 Loch Platte

Enzymmix (pro Loch): Puffer 50u
100x BSA o5ul
Restriktionsenzym (10-50 U/ul) 10u
H,O 435ul

Southern Blot und Hybridisierung wie unter B.1.5 beschrieben durchfiihren

B.2.3.3. PCR Analyse

DNSin 96 Loch Platte (B.2.3.1) in 40 pl H,O l6sen

je ein Aliquot der DNS (5 pl pro Loch) aus 8 Lochern in Reagiergefald (1,5 ml Sarstedt) vereinen (40 pl
Gesamtvolumen)

5 ul des DNS-Gemisches (pools) fur PCR Analyse einsetzen B.1.3); bei positivem Ergebnis PCR mit
DNS (2 pl) jedes einzelnen Klons, der im Pool enthalten war, wiederholen

B.2.4. Injektion von Blastozysten und Reimplantation

B.2.4.1. Material und Losungen

EF-Medium, ES-Medium (B.2.1.1)
M2 Medium (, Embryo tested”, Sigma M -7167)
Minera 6l (, Embryo tested”, Sigma M -8410)

Transferpipette, angefertigt aus einer Glaskapillare (1,5 mm O.D. x 1,17 mm |.D., Clark Electromedical
Instruments), die Gber dem Bunsenbrenner auf ca. 200 UM Innendurchmesser ausgezogen wurde, einem
Schlauch mit Filter und einem Mundstiick (Abb. B-5B)

Préparierbesteck (2 Pinzetten, Schere, Nadel halter; autoklaviert)
Stereomikroskop (, Stemi SV6*, Zei ss)

Injektionsstand (Abb. B-5A)

I njektionskammer (Abb. B-5C)

Halte- und Injektionspipetten (, Sterile VacuTips', , Sterile TransferTips (ES)“, Eppendorf, Bestell-Nr.
5175 108.000 und 5175 107.039-00)

Spritzen, Kantilen (, Sterican®, 27x1%/5, 22Gx1%/4, Braun)
Nahtmaterial (, Ethilon™ 11 5/0%, FS-3 45 cm EH7823H, Ethicon)
Plastikschalen (35 mm, Nunc), Deckglé&ser (24x40 mm, Roth)

Xylazin/K etamin Narkotikum 1ml  Xylazinhydrochlorid 2% (Rompun®, Bayer)
2ml Ketaminhydrochlorid 50 mg/ml (Curamed)
7m 0,9% NaCl

bei RT fir biszu 4 Wochen lagern
fir Maus (ca. 30 g) 0,2-0,25 ml i.p. einsetzen (entspricht 15
mg/kg Xylazinhydrochlorid, 40 mg/kg K etaminhydrochlorid)
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B.2.4.2. Verpaarung der Mause fir die Generierung von Chiméaren

Die ES Zdlen wurden in Blastozygen injiziet, die am Tag 35 p.c. aus C57BL/6
Spendertieren gewonnen wurden. Daftir wurden 4 Tage vor jedem Injektionstag am Abend
je zwei C57BL/6 Weibchen ¢ 8 Wochen alt) zu ca. 30 C57BL/6 Mannchen ¢ 8 Wochen
at) gesetzt. Am néchgen Morgen wurde das Vorhandensein eines Vaginadpfropfs (,plug*)
mittels einer Sonde Uberprift und die ,plug* positiven Weibchen separiert (Tag 0,5 p.c.).

Als Ammenmiuitter (,foster”) zum Audragen der injizierten Blagtozysden eignen sich Mause
mit guten Mutteringtinkten, wie z.B. der Auszuchtdamm CD-1 (Hogan et a., 1994). Eine
Scheinschwangerschaft der CD-1 Waelbchen (3 12 Wochen dt) wurde durch die
Verpaarung mit vasektomieten FVB/N Méannchen (3 10Wochen alt, Iffa Credo, Lyon)
erecht. Die Vepaaung fand nach dem gleichen Schema wie ba den C57BL/6
Spendertieren dtatt (Sehe oben), jedoch jewells einen Tag spéter, s0 dass sich die ,plug”
podtiven CD-1 Webchen am Injektionstag im Scheinschwangerschaftsstadium Tag 2,5
p.c. befanden.

Fir enen Injektionstag bendtigt man 6-8 ,plug® podtive C57BL/6 Spenderwelbchen
(ergeben ca 30-40 Blastozysten) und 3-4 ,plug® podtive CD-1 Ammenmiitter (10-15
Blastozysten pro Reimplantation)

B.2.4.3. Blastozystenpréaparation

am Morgen des Injektionstages Plastikschalen (35 mm) mit 23 ml EF-Medium flllen und ca. 30 min
bei 10% CO, und 37°C equilibrieren (1 Schale fir zwei Spenderweibchen)

zusdtzlich ES-Medium (2-3 ml) in 2 weiteren Schalen equilibrieren

die Weibchen durch Genickbruch tten, die Bauchdecke nach Desinfektion mit 80% Ethanol &ffnen,
Uterus herauspraparieren und an den Enden der beiden Uterushorner durch Abschneiden der Ovare
offnen

je zwei Uteri in eine Schale mit EF-Medium geben und die Blastozysten mit Hilfe einer Spritze mit ca.
45° gebogener Kanile (22G) von der Gabelung in Richtung der beiden Uterushdrner mit EF-Medium
herausspuilen

nachdem sich die Blastozysten in den Schalen abgesetzt haben, mit der Transferpipette (Abb. B-5B)
unter dem Stereomikroskop (10-fache VergrofRerung) aufsammeln, in eine Schale mit ES-Medium
Uberfiihren und bei 10% CO, und 37°C fur 1-3h inkubieren

die Ausbeute betragt durchschnittlich 5 Blastozysten pro Spendertier
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B.2.4.4. Vorbereitung der ES Zellen fir die Injektion

ES Zdlen 7-9 Tage vor Injektion in Kultur nehmen (B.2.1.3)

eingefrorene 96 Loch Platte mit ES Zellklonen @bb. B-4, Platte A) in Plastikfolie verpacken und im
Wasserbad bei 37°C auftauen; den Inhalt aus jedem Loch, das einen korrekten ES Zellklon enthélt,
direkt in ein Loch einer 24 Loch Platte ausséden und in ES-Medium auf Feederzellen wachsen lassen;
nach 1-2 Tagen Medium wechseln

bei 60-80% Konfluenz (nach 3-5 Tagen) die Zellenin 6 Loch Platte passagieren (B.2.1.3.1)

bei 60-80% Konfluenz der 6 Loch Platte (nach ca. 3 Tagen) die Zellen in unterschiedlicher Dichte (1:3
und 1:10 , Splitting“) in 6 Loch Platten passagieren (B.2.1.3.1) um sicher zu gehen, dass zum Zeitpunkt
der Injektion gentigend Zellen zur Verfiigung stehen

von den restlichen Zellen Gefrierkulturen anlegen (pro Loch einer 60-80% konfluenten 6 Loch Platte 2-
3 Kryorohrchen, B.2.1.3.2)

am Injektionstag die Zellen aus einem Loch einer 6 Loch Platte (ca. 60% konfluent, nicht differenziert)
mit Trypsin ablésen und in 35 ml ES-Medium aufnehmen; 11,5 ml davon wird fur die Injektion
bendtigt (B.24.5); Rest fir DNS Praparation verwenden 8.3.2.1) um den Genotyp der ES Zellen
nochmals Uberprifen zu kénnen.

ES Zédllen fir die Injektion (1-1,5 ml) in ein Reagiergefal tberfihren, zentrifugieren (2 min, 1000 rpm),
Uberstand bis auf ca. 50 pl abheben und die Zellen in den verbleibenden 50 pl gut suspendieren; die
Zéellen sollten am besten sofort injiziert werden; wenn nétig fir maximal 1-2 h bel 4°C lagern

B.2.4.5. Injektion

Injektionskammer vorbereiten; an die Rickseite eines Aluminiumrahmens (80 x 25 mm) ein Deckglas
(24 x 40 mm) mit Vasdine so fixieren, dass eine Injektionskammer entsteht Abb. B-5C); zwei Tropfen
M2 Medium auf die Glasoberflache auftragen und mit einer Spritze (Kanlle 22G) mit Mineraldl
Uberschichten; den einen Tropfen zum Spllen der Injektionspipetten verwenden, in den zweiten,
groleren Tropfen mit der Transferpipette sowohl die Blastozysten (ca. 30-40) as auch die ES Zellen
(nicht zu dicht) geben (Abb. B-5C)

die Halte- und Injektionspipetten mit Hilfe der Druckdosierer (,Cell Tram Oil“, Eppendorf, Abb. B-5A)
so mit Mineral 6l fullen, dass keine Luft mehr enthalten ist

die Injektionskammer auf dem gekihlten (10°C) Objekttragertisch des Mikroskops platzieren; die
Schérfe auf die am Boden liegenden Zellen einstellen und die Halte- sowie die Injektionspipette korrekt
ausrichten (Vergrof3erung x50)

mit der Haltepipette aus dem kleineren Tropfen Medium aufnehmen (ca. 1 cm) und anschlief3end beide
Pipetten in dem grollen Tropfen Medium versenken; in die Injektionspipette nur wenig Medium
einsaugen, so dass die Medium/Ol Grenze noch im Mikroskop sichtbar ist

mit der Injektionspipette die ES Zellen vom Boden aufsammeln, jeweils 10-15 Zellen in eine an der
Haltepipette angesaugte Blastozyste injizieren® (VergroRerung 100x) (Abb. B-5D); die injizierten
Blastozysten an geeigneter Stelleinnerhalb des Tropfens ablegen

Blastozysten nach Beendigung der Injektion mit der Transferpipette in eine mit ES-Medium befiilite
Plastikschale (B.2.4.3) Uberfiihren und bis zur Reimplantation inkubieren bei 10% CO, und 37°C (ca. 1-
6 h)
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% r eine erfolgreiche Injektion ist folgendes zu beachten:

in den Plastikschalen kdnnen die Blastozysten am besten bei einer 10- bis 20-fachen Vergréf3erung im
Dunkelfeld (Stereomikroskop) gefunden werden. Das vorherige Einsaugen von 1-2 Luftblasen
verlangsamt die Beweglichkeit der aufgenommenen Blastozysten in der Transferpipette und verhindert
so den Verlust durch eine ruckartige ungewollte Bewegung (Abb. B-5B).

in eine Injektionskammer sollten je nach Routine nur so viele Blastozysten (ca. 30-40) gefillt werden,
dass die Injektion nicht langer als 2 h dauert. Bel grélRerem Bedarf sollten die ES Zellen frisch aus einer
6 Loch Platte isoliert und die | njektionskammer neu befiillt werden.

nur ,,gesund“ aussehende ES Zellen (nicht die groReren Feederzellen) sollten perlschnurartig aneinander
gereiht, d.h. ohne viel dazwischenliegendes Medium aufgesammelt werden (Abb. B-5D). Es kdnnen je
nach Pipette und Ubung auch ES Zellen fiir mehrere Injektionen angesaugt werden. Sie sollten jedoch
nicht mit dem Ol in Kontakt kommen, da sie sonst lysieren und die Pipette verkl ebt.

beim Ansaugen an die Haltepipette sollte die Blastozyste solange gedreht werden bis sie in geeigneter
Position fur die Injektion liegt (Abb. B-5D). Dann sollte der Rand der Blastozyste mit den
Einschnirungen zwischen den Trophoblasten scharf gestellt werden. Die I njektionspipette befindet sich
erst in der richtigen Ebene, wenn sie genau so fokussiert ist wie der Rand der Blastozyste. Es kann dann
ganz leicht an @ner Einschnirung in die Blastozyste eingestochen werden. Jeder Blastozyste sollten 10-
15 ES Zellen mit moglichst wenig Medium in die Hohle injiziert werden. Die Injektionspipette nicht zu
tief in die Blastozyste eingefiihren, da sie sonst leicht an der Haltepipette abbrechen oder die innere
Zellmasse verletzen kann. Die Blastozyste kann beim Herausziehen der Pipette oder durch Kontakt der
ES Zellen mit der inneren Zellmasse kollabieren, expandiert aber i.d.R. wieder nach 13 Stunden im
Inkubator.

B.2.4.6. Reimplantation der Blastozysten in Ammenmitter

ca. 30 g schweres, scheinschwangeres CD-1 Weibchen (Tag 2,5 p.c., B.24.2) durch i.p. Injektion
(Kanile 27x1%s) von 200-250 pl Xylazin/Ketamin Narkotikum (B.2.4.1) betauben; bis die Narkose
wirkt (1-3 min), mit der Transferpipette 8-12 Blastozysten aufsammeln (u.U. auch nicht injizierte
Blastozysten beimischen)

die Maus unter dem Stereomikroskop ablegen, eine Flanke mit 80% Ethanol desinfizieren und durch
einen kleinen Schnitt zwischen Oberschenkel und letzter Rippe 6ffnen

mit einer Pinzette Ovar und Uterus am Fett herausziehen und festhalten; mit einer Spritze (Kanile 22G)
ein Loch in den Uterus machen

die Blastozysten mit der Transferpipette durch die Offnung in den Uterus iibertragen und den Uterus
wieder in die urspriingliche Lage bringen (Vergréf3erung ca. x5)

Muskelschicht und Haut vernghen, die Maus bis zum Erwachen (10-30 min nach Narkotisierung) unter
eine warmende Rotlichtlampe legen

bei erfolgreicher Blastozysteninjektion und Reimplantation befinden sich Chiméren unter den
Nachkommen; Der Grad des Chimérismus (Verhdltnis von agouti farbenem zu schwarzem Fell) kann
bereits 7-14 Tage nach der Geburt abgeschétzt werden
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B.2.5. Testen von chimaren Mausen auf Keimbahntransmission

Chimé&re Mause bedtzen einen Antell von Zdlen, der aus den Blastozysten der schwarzen
C57BL/6 Spendertiere stammt und enen Antell von Zelen, der aus den injizieten ES
Zdlen hervorgegangen ig (Abb. B-2, S.17). Da die ES Zdlen von agouti farbenen 129/Sv
Mausen abstammen, kann deren Antell leicht am Fell abgeesen werden (Abb. B-6A). Um
ene genetisch verdnderte Maudinie zu etablieren, muss das mutierte Alld von der Chimére
welter vererbt werden, d.h. die genetisch modifizieten ES Zdlen missen zur Bildung von
Kemzdlen der Chimée betragen bzw. ,kembahngdngig® sein. Méannliche Chiméren mit
enem hohen Antel an agouti farbenem Fdl (60-90%) werden mit schwarzen C57BL/6
Weibchen verpaart. Da agouti dominant Uber schwarz vererbt wird, kann das modifizierte
Gen nicht an die Nachkommen mit schwarzem Fel Ubertragen worden sein. Dagegen sind
agouti  farbene  Nachkommen  beziglich des ES Zdl Genoms heterozygot
(129/Sv/C57BL/6), d.h. je ein Alld stammt aus dem 129/Sv bzw. C57BL/6 Genom (Abb.
B-6B). Das Genom jeder agouti farbenen Maus muss daraufhin andysiert werden, ob
beziiglich der eingeflihrten genetischen Verénderung das Wildtyp (+) oder das mutierte (m)
Alld von der Chimére weitergegeben wurde.

Schwanzbiopsie von agouti farbenen Tieren entnehmen und DNSisolieren (B.3.2.1)

mittels PCR B8.1.3) und/oder Southern Analyse B8.1.5) Tiere identifizieren, die auf einem Allel die
genetische Mutation enthalten (+/m)

die heterozygoten (+/m) Tiere untereinander verpaaren um zu homozygoten (m/m) Tieren zu gelangen

Abb. B-6. Chimére Mause und Keimbahntransmission

(A) Chimaren; der Anteil von agouti farbenem Fell spiegelt den Beitrag der injizierten ES Zellen
wieder. (B) Wurf (oben rechts) einer C57BI/6 Mutter (nten links), die mit einer Chimare verpaart
wurde. Agouti farbene Nachkommen demonstrieren die erfolgreiche Keimbahntransmission des ES
Zell Genoms. Weitere Erklarung im Text.
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B.2.6. Haltung und Zucht der Mause

Die Mause wurden in enem dafir gedgneten Tieddl den Anforderungen nach in
Makrolon K&figen gehdten (bis zu 5 adulte Tiere in enem Typ Il K&fig, bis zu 12 adulte
Tiere oder 2 Welbchen mit ihren Wirfen in enem Typ Il K&ig). Als Eingeu wurden
autoklavierte Spane  (Altromin) verwendet, die bei Bedaf noch mit Nigmaterid
(,Nedlets', Emsicon) ergdnzt wurden. Die Fitterung (,Zuchtdidé — Ratten und Mause',
Altromin 1314) und Wasserversorgung efolgte ad libidum. Zur Zucht wurden i.d.R.
jewells zwei Welbchen im paarungsféhigen Alter (5-30 Wochen) zu einem Mannchen (6
Wochen-1'/, Jahre) gesetzt. Die Nachkommen wurden mit 10-14 Tagen durch PCR
Andyse (B.1.3) von Schwanzbiopsen (B.3.2.1) genotypiset und im Alter von 3-4
Wochen von der Muitter abgesetzt und Mannchen und Weibchen getrennt.

Die Inzuchttémme C57BL/6 (C57BL/6N Crl BR) und FVB/N (FVB/N Crl BR) sowie der
Auszuchtstamm CD-1 [Crl:CD®-1(ICR) BR] wurden von der Firma Charles River, Sulzfdd
bezogen. Die Vasektomie von FVB/N Mannchen wurde von der Fa Iffa Credo, Lyon
durchgefiihrt. Die 129/Sv Inzuchtméuse dammten aus dem Max Planck Inditut fir
Biochemie, Matingied (Dr. A. Pfefer, persinliche Mittelung). Die verwendeten
tranggenen Maudinien, deren Kennzeichen und Herkunft and im Anhang (F.5) audfthrlich
beschrieben.

B.3. Analyse genetisch veranderter Mause

B.3.1. Praparation und Verabreichung von Liganden

100 mg Tamoxifen free Base (Sigma T-5648) oder 4-Hydroxytamoxifen (OHT, Minimum
70% Z lsomer, Sigma H-6278) wurde in 0,5 ml 100% EtOH aufgenommen und dann 9,5
ml  Erdnussdl ergénzt (im Ultrachdlbad |6sen). Die Stammlésungen (10 mg/ml)  und
Verdinnungen in Erdnussdl (1 mg/ml oder 0,1 mg/ml) wurden mehrere Wochen bel —20°C
gelagert und vor Gebrauch bel 37°C aufgetaut. I.d.R. wurde 48 Wochen aten Mausen an 5
aufeinanderfolgenden Tagen je 100 pl der Stammlésung (1 mg), einer Verdinnungen (0,1,
0,01 mg) oder renes Erdnussdl (Vehikd zur Kontrolle) i.p. injiziet. 1.dR. wurden die
Mause 3 Tage nach der letzten Injektion durch Genickbruch getttet und anaysiert.

Die Behandlung kultivierter Zdllen mit Liganden efolgte i.dR. fir 2-4 Tage wie in Tabdle
B- 3 angegeben.
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Tabelle B-3. Liganden fur die Zellkultur

Ligand Stammlésung® Endkonzentration
im Medium

Tamoxifen freie Base (Sigma T-5648) 1 mM 1uM

4-Hydroxytamoxifen (OHT; Minimum 70% 1 mM 1uM

Z-Isomer, Sigma H-6278)

17-R-Ostradiol (E2, Sigma E-2758) 1 mM 100 nM

all-trans Retinsaure (t-RA, Sigma R-2625) 6,4 mM 1uM

% in EtOH; Lagerung bei —20°C

B.3.2. Isolierung von DNS und RNS aus Mausgewebe

B.3.2.1. Isolierung von DNS

L Osungen:
Lysepuffer fir Mausgewebe und ES Zellen
50mM Tris, pH 7,4 25ml (1 M)
5mM EDTA 5ml (0,5M)
1%  SDS 50ml (10%)
02M NaCl 20ml (5 M)
bei RT lagern

+0,5mg/ml Proteinase K
(immer frisch zugeben)

Proteinase K (Béhringer): 50 mg/ml TE (B.1.5)
Aliquotsa 1l ml be -20°C lagern

Dur chfiihrung:

ca. 2 mm des Schwanzes von 10-14 Tage alten Mausen (zur Genotypisierung) oder 50-100 mg Gewebe
adulter M&use oder pelletierte ES Zellen Uber Nacht in Lysepuffer (0,5-0,7 ml) bei 55°C inkubieren

mit einem Volumen Phenol:Chloroform (1:1) extrahieren und zentrifugieren (5 min, 13.000 rpm bei
RT); die obere wéssrige Phase abnehmen, mit 100% Ethanol (1 ml) 5 min bei RT féllen und 2x mit 70%
Ethanol (1 ml) waschen; DNS bei 37°C lufttrocknen und in 50 pl (Schwanzbiopsien, kleinere
Gewebeproben / ES Zellen) bis 300 pl (groflere Gewebeproben) H,O [6sen; DNS bei —20°C lagern

ca 1:100 Verdunnung fur die Quantifizierung einsetzen (B.1.6.1)

je nach Gewebe konnen 0,5-10 ug DNS pro mg eingesatzten Gewebes gewonnen werden
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B.3.2.2. Isolierung von RNS

alle bendtigten Losungen in H,Opepc (0,05% Diethylpyrocarbonat in H,O; gut schitteln, 1 h bei RT
inkubieren und autoklavieren) herstellen

Gewebe (50-100 mg) in 1 ml ,pegqGold RNAPure™« (Peglab) mit einem UltraTurrax (IKA Werk)
homogenisieren, 0,2 ml Chloroform zugeben, schitteln, zentrifugieren (5 min, 13.000 rpm, RT), obere
waéssrige Phase mit 0,5 ml Isopropanol 5 min bel RT fallen, zentrifugieren (5 min, 13.000 rpm, 4°C)

2x mit 1 ml 75% Ethanol waschen, die RNS kurz Iufttrocknen und in 50-300 pl H,Opgpc |6sen; RNS bei
—80°C lagern

ca 1:100 Verdunnung fur die Quantifizierung einsetzen (B.1.6.1)

je nach Gewebe kénnen 0,5-10 pg RNS pro mg eingesetzten Gewebes gewonnen werden.

B.3.3. Isolierung von Proteinen aus Mausgewebe

L Osungen:
Extraktionspuffer 20 mM Tris, pH 8,0 1219
100 mM NaCl 2929
ad 500 ml H,O
bei RT lagern

+ Protease-Inhibitoren
wie in Tabelle B-4 angegeben immer frisch zugeben)

Tabelle B-4. Protease-Inhibitoren

inhibitor Stammldsung Menge aus Stammlésung je ml  Endkonzentration im

Extraktionspuffer Extraktionspuffer
DTT 100 mm*° 25 i 2,5 mM
EDTA 500 mM" 5l 2,5 mM
Benzamidin 200 mM°® 12,5 pl 2,5 mM
PMSF 100 mm® ¢ 25 pl 2,5 mM
Leupeptin 1 mg/ml* d 1u 1 pg/ml

%in EtOH; b Lagerung bei RT; ¢ Lagerung bei 4°C, d Lagerung bei —20°C

Dur chftihrung:

Gewebe (ca 100 mg) auf Eis mit UltraTurrax (IKA Werk) in 0,5-1,0 ml Extraktionspuffer/Protease-
Cocktail homogenisieren

zentrifugieren (5 min, 13000 rpm, 4°C) und Uberstand (= Proteinextrakt) abheben; Proteinextrakt bei
—80°C lagern

ca. 1:50 Verdinnung fur die Quantifizierung einsetzen (B.1.6.2)

je nach Gewebe kénnen 10-100 pg Protein pro mg eingesetzten Gewebes gewonnen werden.
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B.3.4. Kultivierung glatter Muskelzellen aus Mausaorta

Vaskuldre glatte Muskdzelen (VSMCs) wurden durch enzymatischen Verdau aus Aorten
isoliert (modifizietes Protokoll nach Kleppisch & Nelson, 1995) und Kkultiviert. Die
Identitdt der Zdlen wurde immuncytochemisch mit enem  Antikbrper  gegen

dattmuskulares a-Aktin Uberprift (F.3), wobae mehr as 90% de kultivieten Zdlen
angefarbt wurden. Experimente wurden entweder direkt mit der Primérkultur oder der 1.
Passage durchgefirt.

L ésungen und Nahr medien:

PBS(B.21.1)
Trypsin(B.2.1.1)

Pen/Strep Penicillin/Streptomycin (GibcoBRL, 10.000 U/ml)
Aliquotsa5 ml bei —20°C lagern

VSVIC-Medium DMEM (B.21.1)
10% FBS (B.2.1.1)
100 U/ml Pen/Strep
bei 4°C fur max. 4 Wochen lagern

Ca’*-freiesMedium 10 mM HEPES 2389
60 mM NaCl 359
85 mM Na-Glutamat 14,379
56 mM KCl 04179
20mM MgCl, 04069
ad11H,0
pH 7,4 mit NaOH einstellen
bei 4°C lagern
Enzymlésung 1 1,0 mg/ml BSA (Roth, Art.8076.2)
1,0mg/ml DTT (Roth, Art. 6908.2)
0,7 mg/ml Papain (Sigma P-4762)
frisch in Ca®*-freiem Medium herstellen und sterilfiltrieren
(2ml fur 3-6 Aorten)
Enzymldsung 2 1 mg/ml BSA (Roth, Art.8076.2)
1 mg/ml Hyaluronidase (Sigma H-3506)
1 mg/ml Collagenase (Sigma C-7926)
frisch in Ca*-freiem Medium herstellen und sterilfiltrieren
(2ml fir 3-6 Aorten)



36 Material und Methoden

Isolierung der VSMCs:
wahrend der gesamten Prozedur md glichst steril arbeiten

Aorten (3-6 Stiick) in Petrischale mit PBS tiberfiihren, Fettgewebe entfernen, in Ca®*-freiem Medium
mit einer Schere zerkleinern und fr ca. 10 min bel RT inkubieren

mit einer Pinzette die Aortenstlicke in Enzymldsung 1 (2 ml) Uberfihren, bei 37°C inkubieren bis
leichte Zersetzung des Gewebes einsetzt (ca. 30 min)

Aorten zentrifugieren (5 min, 1000 rpm), Uberstand vorsichtig abheben und Gewebe in Enzymlésung 2
(2 ml) suspendieren; bei 37°C inkubieren, zwischendurch suspendieren, bis einzelne Zellen vorhanden
sind (nach ca. 25 min; nicht zu lange verdauen, da sonst die Zellen zerstort werden)

VSMC-Medium (6 ml) zugeben, zentrifugieren (5 min, 1000 rpm), Uberstand vorsichtig abheben und
Zdlenin VSMC-Medium (2,5 ml) suspendieren

Zellen in einer Neubauer-Zahlkammer zéhlen und Vitaitét durch Trypanblau-Ausschluss bestimmen;
pro Aortawerden 2-3x10° Zellen mit einer Vitalitat von >90%.gewonnen

Kultivierung der VSMCs:
ca 1x10* Zellen/cn? ausséen und bei 37°C und 6% CO, in VSMC-Medium inkubieren (Primarkultur)

die Zellen konnen bei Bedarf einmal passagiert werden: Zellen bei ca. 90% Konfluenz (nach 6-8 Tagen)
mit Trypsin abldsen und im Verhéltnis 1:3 passagieren (1. Passage)

B.3.5. Histochemische Methoden und Immunfarbung

B.3.5.1. Fixierung von Zellen und Mausgeweben

Zellen (10 min bei 4°C), Mausgewebe (1 h bel RT) in 2% Formaldehyd, 0,2% Glutaraldehyd (in PBS;
B.2.1.1) fixieren

fixierte Zellen bzw. Mausgewebe 2x mit PBS waschen; in PBS bel 4°C lagern

B.3.5.2. X-Gal-Farbung

Zdlen und Gewebe, die b-Gaaktosdase exprimieren, konnen durch Anfarbung mit dem
chromogenen b-Gaaktosidase Substrat X-Ga detektiert werden. Nach Hydrolyse und
Luftoxidetion entsteht aus X-Gd en blauer, schwer |6dicher Indigofarbgtoff, der nicht aus
den Zdlen herausdiffundiert (Ibelgaufts, 1990).

L 6sungen:
PBS(B.2.11)

X-Gal Stammldsung (5-Bromo-4-Chloro-3-indolyl 3-D-Galactosid, Roth):
40 mg/ml DMSO
Aliquotsa 1 ml bei -20°C lagern
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X-Gal Férbedsung (in PBS) 20mM MgCl, 1ml (1 M)
2,5 mM K3Fe(CN)g 083¢g
25mM K4Fe(CN)g 1079

ad 500 ml PBS, pH 7,4
bel RT lagern
+ 1 mg/ml X-Ga (immer frisch zugeben)

Durchftihrung:

fixierte Zellen B.35.1) bei 37°C bzw. fixiertes Mausgewebe 8.35.1) bei RT Uber Nacht in XGa
Farbel 6sung schwenken

mit PBS waschen und in PBS bei 4°C lagern

B.3.5.3. Anfertigung von Paraffin Gewebeschnitten

fixiertes (B.3.5.1) und u.U. X-Gal geférbtes (B.3.5.2) Mausgewebe dehydratisieren
aufsteigende Ethanolreihe

70% EtOH 30-60 min (Lagerung moglich)
80% EtOH 30-60 min
90% EtOH 30-60 min
96% EtOH | 30-60 min
96% EtOH 11 30-60 min
100% EtOH | 30-60 min
100% EtOH I1 30-60 min

100% EtOH/Toluol (1:1) 1x15min
100% Toluol (Roth) 3x10 min (Vorsicht: X-Ga-Farbung wird durch Toluol ausgewaschen)

dehydratisierte Gewebe in fllissigem Paraffin (60°C, , Paraplast”, Sigma) einlegen

Paraplast | ca 30min
Paraplast I ca 30min
Paraplast I11 ca 60 min

in Paraplast |11 einbetten und erkalten lassen

Schnitte (8-12 um) mit eéinem Microtom (Microm HM 335 E) anfertigen, auf Objektrager platzieren und
2-12 h bei 37°C trocknen

Schnitte auf Objekttrégern entparaffinisieren und rehydratisieren

Entparaffinisieren; 100% Toluol 2x1min
Rehydratisieren: 100% EtOH ca2min
96% EtOH ca 2min
90% EtOH ca2min
70% EtOH ca 2min

2x mit H,O waschen und lufttrocknen
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B.3.5.4. Histologische Farbungen

Kernférbung mit SafraninO: Entparaffinisierte und rehydratisierte Schnitte auf Objekttrégern 10-30 sec
mit 0,01% SafraninO (Sigma) in 40% Ethanol farben, Iufttrocknen

Kernfarbung mit Hoechst Nr.33258 (Sigma): 1 pg/ml in 80% Glycerol auf die entparaffinisierten und
rehydratisierten Schnitte geben, Deckglas auflegen (Stammldsung 1 mg/ml H,0)

B.3.5.5. Immunfarbung

Die Anwesenheit bestimmter Proteine in Zdl- und Gewebeextrakten wurde durch Western
Blot Analyse nachgewiesen (Sambrook et ., 1989). Dazu wurden die Proteinproben durch
SDS-PAGE aufgetrennt und dekirophoretisch vom Gd auf ene Polyvinylidendifluorid
(PVDF)-Membran tranderiert. Die Bindung spezifischer Antikdrper an die Membran
wurde durch Enzym-gekoppdte Sekundérantikérper und anschlieflende Enzymsubstrat-
vermittelte  Farbresktion (adkaische Phosphatase-Technik) detektiet. Die  Bindung
gezifischer  Antikorper  an fixiete Zdlen (B.3.5.1) wurde durch fluoreszenzmarkierte
Sekundérantikorper  nachgewiesen. Eine Aufstdlung der verwendeten Antikdrper it im
Anhang zu finden (F.3).

B.3.6. Bestimmung der Rekombinationseffizienz

Um den Antell an ,rekombinierten* Zdlen in eénem Gewebe zu bestimmen, wurden X-Ga
gefabte Paraffingewebeschnitte mit Hoechst Nr.33258 gefarbt (B.3.5). Ein Beobachter,
dem die Genotypen der Tiere nicht bekannt waren, zéhlte be 400-facher Vergrof3erung
sowohl die X-Gad gefarbten Zelen (Helfeldmikroskopie) as auch die Hoechst Nr.33258
gefabten Zelkerne (Fluoreszenzmikroskopie) aus. Der Antell an X-Ga gefabten Zdlen
ener ausgewdhiten Population wurde fir jedes Geschtsfeld bestimmt [(X-Gad geférbte
Zdlen/Zdlkerne) x 100]. Gewebeschnitte wurden von verschiedenen Regionen der Organe
angefertigt und mindestens 6 Gedchtsfdlder ausgezéhlt. Um den Antel an Zdlen zu
emitteln, der in doppdt heterozygoten SM-KI/ACZL Méausen das rekombinierte
Reportertransgen enthielt, wurde die Fraktion X-Gad gefarbter Zdlen auf die Fraktion X-
Ga gefabter Zdlen vegleichbarer Schnitte von heterozygoten ACZL-E Méusen
normdisert, die gleich 100% gesetzt wurde (C.2.3, S.58, S.60).
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B.3.7. Dokumentation

Die Organpréparate  wurden mit enem Stereomikroskop (,Stemi  SV6*, Zess
Vergrof¥erung x8-x50) fotografiet (Kamera: Contax 167 MT, automatische Bedichtung;
Film: Kodak EPY 64 T).

Zdl- und Schnittprdparste wurden mit enem ,Axioskop” (Zess) im Hdlfdd (X-Gd
Fabung und Safraninfarbung) oder bel Fuoreszenzbdeuchtung (Hoechst Farbung und
Immunfluoreszenz, Tabdle B-5) bel einer Vergrofderung von 100-400x ausgewertet und
fotografiet (Kameras Contax 167 MT). Be Hedlfddmikroskopie wurde mit enem
Kodakfilm (EPY 64 T) fotografiet und die Bdichtung auf Automatik eingestdlt. Fir
fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen wurde en empfindlicher FIm (Kodek Sdect Elite
Chrome 400) verwendet und manuell 20-60 sec belichtet.

Tabelle B-5. Filtersatze fur die Fluoreszenzmikroskopie

Filtersatz#  Anregungsfilter Strahlenteiler Sperrfilter Fluorochrom
(Zeiss) [nm] [nm] [nm]

02 G 365 395 LP 420 Hoechst #33258
09 BP 450-490 510 LP 520 FITC

15 BP 540/12 580 LP 590 Cy3
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C. Ergebnisse

C.1. Expression von CreER" unter der Kontrolle des cGKI
Promotors

C.1.1. Herstellung von GK-KI M&ausen

Eine efolgreiche Expresson der CreER' Rekombinase (A.2; Abb. A-3, S5) unter der
Kontrolle des CMV Promotors und eine zeitliche Regulierbarkeit der Rekombination durch
den Liganden Tamoxifen in transgenen Méusen konnte erdmas von Fell und Kollegen
gezeigt werden (Feil et d., 1996). Durch die Expression von CreER' unter der Kontrolle
des endogenen Promotors des Gens der cGMP-abhdngigen Proteinkinase Typ | (cGKI)
konnten zatlich reguliert, spezifisch in dlen cGKI exprimierenden Zdlen (zB. in glatten
Muskelzellen; Kelbach e d., 1992) gefloxte Gene (zB. cGKI, Kdziumkand; A.4)
inaktiviert werden.

&

cGKI
Wildtyp
Allel

alternatives “Splicing”

B
Protein
RNS | >
cGKI

P
Knockin LS 13 FH 17 9] oaJneo)
Allel

ATS  ATG TGA ATG

Abb. C-1. Strategie zur Erzeugung der cGKI Knock-in Mauslinie GK-KI
(Erklarung im Text)

Be der Transkription des cGKI Gens entstehen zwe ,Spliceprodukte’ (Wernet e 4.,
1989), die entweder Exon la oder Exon 1b mit dem jewelligen Trandationsstartcodon
enthdten (Abb. C-1A). Aufgrund der Anwesenheit zweier dternativer cGKI Transkripte
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mit Startcodons war die direkte Fusion der CreER' Sequenz an @n Startcodon ungiinstig.
Um die Rekombinase dennoch unter der Kontrolle des endogenen cGKI Promotors zu
exprimieren, llten die Sequenzen, welche fir ene ,Internd Ribosoma Entry Site'
(IRES), fir die CreER' Rekombinase (Fel et d., 1996), ein ,smian virus 40° (SV40)
Polyadenylierungssgnad und fir ein Phosphoglycerat Kinase (PGK) Promotor gesteuertes
Neomycinresstenzgen (neo) codieren, in Exon 10 des cGKI Gens eingebaut werden (Abb.
C-1B). Die IRES emoglicht ene ,cap*-unabhangige Initistion der Trandation an internen
Startcodons polycistronischer Transkripte in eukaryotischen Zelen (Mountford et a., 1994;
Ubersicht: Mountford & Smith, 1995). Die IRES-CreER' Konfiguration sollte es dso
erlauben, dass von der mRNS, die unter Kontrolle des endogenen cGKI Promotor
transkribiert wurde, das CreER' Protein korrekt trandatiert werden kann @Abb. C-1B). Die
Funktionditét der verwendeten IRES-CreER' Genkassette wurde durch Transfektion in
kultivierte Saugerzellen best&tigt (Daten nicht gezeigt).

Zur homologen Rekombination in ES Zdlen wurde der Tageting Vektor pGK-KI
konstruiert B8.1.1) (Abb. C-2A). Der 5 homologe (6,8 kb) und 3 homologe (4,5 kb) Arm
wurde aus einer genomischen Genbark aus Mausgewebe (Pfeifer et a., 1998) subkloniert.
Die IRES-CreER"-neo Kassette wurde so in Exon 10 des cGKI Gens integriert, dass
enesdats die native ,Splice’-Akzeptorgelle erhdten blieb und andererseits die Trandation
eines potentielen cGKI Proteins vorzatig terminiert wurde (Abb. C-1B, Abb. C-2A). Fir
die negative Sdektion wurde 3 termina des 3 homologen Arms ein PGK Promotor
gesteuertes Thymidinkinasegen (tk) platziert. Die Integritée des Konstrukts wurde durch
Redtriktionsandyse (B.1.1) und Sequenzierung (B.1.4) Uberpriift.

Die Erzeugung von GK-KI Mausen efolgte wie unter B.2 beschrieben tber homologe
Rekombination in ES Zdlen (Knock-in). Nach Lineariserung mit Ascl wurde der pGK-KI
.1ageing’ Vektor in Rl ES Zdlen dektroporiert. In zwe , Targetings® wurden 816
G418/Ganciclovir-ressente ES Zdlklone analysert. Durch Southern Blot Andyse konnte
be sechs unabhdngigen ES Zdlklonen ene korrekte Integration nachgewiesen werden
(Abb. C-2A, B). Zwa Klone wurden in Blastozysten injiziert. Von dra Chiméen, welche
die genetische Verdnderung in der Keimbahn weitergaben wurden drel GK-KI Maudinien
etabliert (Tabdle C-1). Da ewartungsgemd? dle drei Linien die gleichen phanotypischen
Eigenscheften zeigten (Daten nicht gezeigt), wurde nur mit ener Linie, der GK-KI 1
Maudinie, weitergearbeitet. Die GK-KI 1 Linie wurde sowohl auf einem renen (129/Sv)
as auch auf einem gemischten (129/Sv / C57BL/6) genetischen Hintergrund gezlichtet, was
sich jedoch nicht auf die Eigenschaften der Méuse auswirkte (Daten nicht gezeigt). Fur die
Versuche wurden i.dR. GK-KI 1 Mause mit gemischtem genetischen Hintergrund (129/Sv
/ C57BL/6) verwendet.
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A “Targeting” Strategie

Sonde
Mc Mh B H MNhE
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Abb. C-2. Erzeugung von GK-KI Mausen

(A) ,Targeting” Strategie. Dargestellt ist der cGKI Wildtyp Genort, der ,Targeting” Vektor pGK-KI
und der modifizierte Genort nach korrekter Integration (Knock-in Allel). Die Southern Blot Strategie
zum Nachweis der korrekten Integration mittels einer 0,4 kb EcoRI-Hindlll Sonde und einige
Restriktionsenzym-Schnittstellen sind gezeigt. Nc, Ncol; Nh, Nhel; B, BamHI; H, Hindlll; As, Ascl;
(B) Southern Blot Analyse (B.1.5) von DNS des ES Zellklons #34 und der Schwanz DNS von

Mause mittels PCR (B.1.3) mit den Primern
RF53+RF88+1108 (F.1, F.2). Weitere Erklarung im Text.

Mausen (B.3.2.1).

(C) Genotypisierung der
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Tabelle C-1. Ausbeute bei der Etablierung der GK-KI Mauslinie

reimplantierte

ES Zellklon Blastozysten Nachkommen Chimaren GLT* Mauslinie

#34 35 8 3 2 GK-KI 1
GK-KI 2

#331 42 6 1 1 GK-KI 3

# Chiméaren mit Keimbahntransmission (,germ line transmission®)

Die Anwesenheit des cGKI Knock-in Allds in den Méausen wurde mittels Southern Blot
(Abb. C-2B) und PCR (Abb. C-2C) Andyse der Schwanz DNS Uberprift. Die Erzeugung
von homozygoten (-/-) Tieren nach Verkreuzung heterozygoter (+/-) Méuse bestétigte, dass
CreER" im cGK| Genort integriert war.

C.1.2. Expression von CreER' und Rekombination in GK-KI M&usen

Die Expresson von CreER" unter der Kontrolle des endogenen c¢GKI Promotors wurde
durch RT-PCR (B.1.3) andyset. Mit spezifischen Primern wurde die mRNS des cGKI
Wildtyp Allds bzw. des Knock-in Allds nachgewiesen. Die mRNS der Wildtyp cGKI
konnte in dlen untersuchten Organen detektiert werden, wobe in den glatmuskularen
Geweben wie Aorta, Lunge, Dam und Uterus die sté&rkste Expresson vorhanden war
(Daten nicht gezeigt). Im Gegensatz dazu war die vom Knock-in Alld transkribierte RNS,
die die IRES-CreER' Sequenz enthidt, nur in sehr geringen Mengen und nur in den
Organen nachzuweisen, in welchen das cGKI Wildtyp Gen in hohen Mengen exprimiert
wird (Abb. C-3A). Nach Amplifikation der mRNS im Bereich zwischen Exon 7 und Exon
11 durch RT-PCR wurde aus Gewebe von heterozygoten (+/-) und homozygoten ¢/-) GK-
Kl Mausen, nicht aber aus Gewebe von Wildtyp (+/+) Mausen, eine cDNS Spezies mit
reaiv geingem Molekulargewicht erhdten (Abb. C-3B). Dies wies auf en unerwartetes
»Herausplicen* bzw. ,exon <kipping® des modifizieten Exon 10 mitsamt der IRES-
CreER"-ne0 Kassette hin. Die Sequenzierung (B.1.4) dieser vom Knock-in Alld
transkribierten RNS Spezies bedtétigte, dass hier Exon 9 direkt auf Exon 11 ,gespliced”
wurde (Daten nicht gezeigt).
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Abb. C-3. RT-PCR Analyse der Expression von CreER" in GK-K| Mausen

(A) Nachweis der CreER' mRNS in verschiedenen Organen einer heterozygoten (+/-) GK-KI Maus
(Primer VS172+SC135, F.1). (B) Nachweis der mRNS des cGKI Gens im Bereich zwischen Exon 7
und Exon 11 in der Lunge von Wildtyp (+/+) sowie heterozygoten (+/-) und homozygoten  (/-) GK-
KI Mausen (Primer 796+1248; F.1). Die potentiell amplifizierten Exons sind angegeben. Die RNS
wurde wie unter B.2.2.2 und B.1.3 angegeben isoliert und durch RT-PCR amplifiziert.

Um die Rekombinationseigenschaften der GK-KI Mause zu untersuchen, wurden se mit
transgenen ACZL Reporterméusen (Akagi et a., 1997) gekreuzt, die ein loxP-flankiertes
Zidgen tragen. Durch PCR Anadys von DNS, die aus verschiedenen Organen von
GK-KI/ACZL Maéusen isoliert wurde, konnte mit demselben Primerpaar (RF81+RF82)
sowohl das nicht rekombinierte (ACZL) ds auch das rekombinierte (ACZL-E) Reportergen
nachgewiesen werden (Abb. A-4, S.6). Als Pogtivkontrollen fir Rekombination wurden
zwel weltere transggene Cre Maudinien mit ACZL Méusen verkreuzt. Die eine Linie, CMV-
Cre (F.5; Dupé e d., 1997), exprimiert die Cre Rekombinase, die zweite Linie, CMV-
CreER" (F.5; Feil et d., 1996), exprimiert die Tamoxifen-aktivierbare CreER" Rekombi-
nase unter Kontrolle des CMV Promotors in vielen Geweben.

Erwartungsgemd? wurde in dlen untersuchten Geweben von CMV-Cre/ACZL Méusen
(Abb. C-4A) sowie in dnigen Geweben von Tamoxifen-behandelten CMV-CreER'/ACZL
Méusen (Abb. C-4B) gsarke Rekombination nachgewiesen. Dagegen konnte nach intraperi-
toneder (i.p.) Injektion von t&glich 1 mg Tamoxifen fir 5 Tage in keinem der untersuchten
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Organe von GK-KI/ACZL Méusen die Excison des Reportergens detektiert werden Abb.
C-4C). Auch nach taglicher i.p. Injektion von bis zu 2 mg Tamoxifen oder OHT fir bis zu
10 Tage oder nach peroraler (p.0.) Gabe der Liganden konnte in GK-KI/ACZL Méusen
keine Rekombination nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Das Fehlen ener
Rekombination korreliete mit der geringen Expresson von CreER' in der GK-KI
Maudinie (Abb. C-3A).

J‘P
A cwmv-cre/aczL o 55 o @ s

- - AC7| - —p—

B cwmv-creErACZL SRS s @0
LF LSS
- nﬂ!' | ACZL —p—
—_— e i = = = ACZL-E =
&x1mg tamoxifen
C o 1}\
GK-KI/ACZL F B @
o2 2&5@ & @i@“%@%@%@d‘
— e LACZL —E—
N B
—rilp— o> ~ACZL-E =—p—
7] -
&x1mg tamoxifen

Abb. C-4. PCR Analyse der Rekombination in GK-KI Mausen

Nachweis der nicht rekombinierten (ACZL) und rekombinierten (ACZL-E) DNS des ACZL Reporter-
gens |n verschiedenen Geweben von doppelt heterozygoten (A) CMV Cre/ACZL Mausen, (B) CMV-
CreER'/ACZL Mé&usen und (C) GK-KI/ACZL Méausen. CMV-CreER "/ACZL und GK-KI/ACZL Méause
wurden wie unter B.3.1 beschrieben mit Tamoxifen behandelt. Die DNS von Schwanz | wurde vor
Gabe von Tamoxifen, die DNS von Schwanz Il und der anderen Gewebe in (B) und (C) nach Gabe
von Tamoxifen isoliert. Die DNS wurde wie unter B.3.2.1 angegeben isoliert und mittels PCR (B.1.3)
mit den Primern RF81 und RF82 (Abb. A-4, S.6; F.1) amplifiziert.
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C.1.3. Expression der cGKI in GK-KI Mausen

Durch die Integration (Knock-in) der IRES-CreER'-neo Kassette in den cGKI Lokus wurde
der Leserahmen des cGKI Gens unterbrochen (Abb. C-1B). In homozygoten (-/-) GK-KI
Tieren konnte mittels Western Blot Andyse kein cGKI Protein nachgewiesen werden (Abb.
C-5), d.h. eswurde eine cGKI-defiziente Maudinie etabliert.

Lunge Migre Kleinhim

— e e — — cGK]

Abb. C-5. Western Blot Analyse der cGKI Expression in GK-KI Mausen

Aufgetragen wurden jeweils 50 pg Protein aus Geweben von Wildtyp (+/+) M&ausen sowie von
heterozygoten (+/-) und homozygoten (-/-) GK-KI Mausen. Die Membranen wurden mit einem
polyklonalen Kaninchenantikdrper gegen die cGKIl (cGKlcommon Antikérper, F.3) inkubiert. Die
Position des cGKI Proteins (ca. 75 kDa) ist angedeutet. Zur Durchfihrung der Proteinisolierung und
des Western Blots siehe B.3.3 und B.3.5.

Heterozygote (+/-) GK-KI Méause verhidten sch wie Wildtyp (+/+) Mause, d.h. Se zegten
keine offengchtlichen Defekte. Dagegen fiden die cGKI-defizienten homozygoten (-/-)
GK-KI Méuse berdts in den esen Tagen nach ihrer Geburt durch ihre sgnifikant
geringere Korpergrole auf. Die magen (-/-) GK-KI Mause sarben in enem Alter von 3
bis 6 Wochen. Bel der Nekropsie zeigten sch ein sark vergrofierter Blinddarm und weltere
Anomdien im MagenDarm-Trakt (Daten nicht gezeigt). Die geringe Lebenserwartung und
die scheinbar gestorte Relaxation glattmuskuldrer Organe in (-/-) GK-KI Mausen entspricht
dem Phéanotyp einer anderen cGKI-ddfizieten Maudinie, die durch Integration einer neo
Kasstte in Exon 10 hergestdlt wurde (Pfefer et d., 1998). Eine Auswertung der
Genotypen der Nachkommen aus Verpaarungen heterozygoter (+/-) GK-KI Eltern ig in
Abb. C-6 dargestdlt. Daraus ergibt sich, dass die Lebensféhigkeit von cGKI-defizienten
Embryonen bis zum Tag 13 p.c. nicht ggnifikant beantrachtigt i (Abb. C-6A). Zum
Zatpunkt der Genotypiserung in einem Alter von 10-14 Tagen sind die ¢/-) GK-KI Tiere
gegentber (+/+) Geschwistern jedoch deutlich unterreprésentiert (Abb. C-6B). Bis zum
Absetzen in einem Alter von 34 Wochen nimmt die Anzahl der ¢/-) GK-KI Nachkommen
gegentber (+/+) Wildtyp Geschwistern nur noch geingfiigig & (Abb. C-6C). Die
Lebensarwartung wurde weder vom Geschlecht (Abb. C-6) noch vom genetischen
Hintergrund (Daten nicht gezeigt) der Tiere beeinflust. Da die Sterblichkeit der cGKI-
defizienten Méuse nach dem Absetzen von der Mutter stark zunahm (Daten nicht gezeigt),
wurden die Méusei.d.R. im Alter von 3-6 Wochen getétet und fir Versuche verwendet.
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Abb. C-6. Genotypen der Nachkommen heterozygoter (+/-) GK-KI Eltern

Der prozentuale Anteil der Genotypen von Nachkommen aus Verpaarungen heterozygoter
(+/-) GK-KI Eltern zu drei verschiedenen Zeitpunkten wahrend der pra- und postnatalen Entwicklung
ist angegeben. (A) Embryonalstadium Tag 13 post coitum (p.c.), (B) 10-14 Tage nach der Geburt
(post partum, p.p.), (C) 21-28 Tage nach der Geburt (p.p.). In die Auswertung ging die Zucht auf
reinem (129/Sv) als auch auf gemischtem (129/Sv / C57BL/6) genetischen Hintergrund ein. Die
Zahlen in den Saulen geben die jeweilige Anzahl der genotypisierten Tiere an.

C.2. Expression von CreER™ unter der Kontrolle des SM22
Promotors

Wihrend fir den unter C.1 beschriebenen Knock-in in den cGKI Genort die CreER"
Rekombinase eingesetzt wurde, wurde fir weitere Versuche die CreER'? Rekombinase
(A.2; Abb. A-3, S5) verwendet. CreER™2 kann in kultivierten Saugerzellen durch relaiv
geringe Mengen an Tamoxifen aktiviert werden (Feil et d., 1997), wurde aber bisher noch
nicht in transgenen Mausen exprimiet. Um dne durch CreER™? verursachte Rekombi-
nation spezifisch im glaten Muskd zu erreichen, wurde diese Rekombinase in transgenen
Mausen unter der Kontrolle des SM22 Promotors exprimiert. Das SM22 Gen Abb. C-7)
wird sark und sdektiv in vaskulé&ren und viszerden glaten Muskezellen adulter Mause
exprimiert (Solway et d., 1995; Li et d., 1996a).

Zur Hergdlung transgener Mause wurden zwe Ansdize verfolgt. Zum einen wurden durch
Transgenese in ES Zdlen Maudinien erzeugt, in welchen das SM-CreER'? Transgen
zufdlig in das Gerom integriert war (SM-TG Mause, Abb. C-8). Zum anderen wurde die
CreER™ Sequenz (iber homologe Rekombination in ES Zellen (Knock-in) in das endogene
SM22 Gen eingefuhrt (SM-KI1 Mause, Abb. C-9).
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C.2.1. Herstellung von SM-TG und SM-KI Mausen

C.2.1.1. Isolierung der genomischen SM22 DNS

Da die Sequenz des murinen SM22 Gens bekannt war (GenBank accesson number
Z68618), konnte die genomische SM22 DNS durch PCR isoliert werden. Dazu wurden aus
genomischer DNS von R1 ES Zédlen drei Uberlappende Fragmente des SM22 Gens durch
,Long-Range PCR amplifiziet (B.1.3) und subkloniert (B.1.1). So konnte die DNS des
SM22 Gens von nt 656 bis nt 8334 mit dlen funf Exons, den dazwischenliegenden Introns
und 1,8 kb der 5 ,upstream” Region des Gens isoliet werden (Abb. C-7). Die klonierte
DNS wurde im Bereich der Exons und Exortintron Grenzen sequenziert (B.1.4) um
potentielle Fehler der DNS Polymerase wahrend der PCR auszuschliel3en.

RF59 RF60
' RF&1 RF&2
—
RFST RF58
B El El S Nh H A B EV B
| L1 Ir7] | |
5
_ i
Promotor LRNS ATG TAG pA
I 7.7 kb i

Abb. C-7. Schematische Darstellung des SM22 Gens

Drei Uberlappende Fragmente des SM22 Gens wurden aus R1 ES Zell DNS mit dem ,,ExpandT'VI
Long Template PCR System“ in Puffer S1 amplifiziert 8.1.3). Das 5’ Fragment (2,1 kb) wurde mit
den Primern RF59+RF60, das mittlere Fragment (4,5 kb) mit RF57+RF58 und das 3’ Fragment (2,1
kb) mit RF61+RF62 amplifiziert £.1). So wurden insgesamt 7,7 kb des SM22 Gens isoliert. Die
potentielle Promotorregion, die RNS Startstelle, die Translationsinitiations- (ATG) und Translations-
terminationsstelle (TAG) sowie das pA-Signal und die Exons (Vierecke) sind angedeuted. Einige
Restriktionsenzym-Schnittstellen sind angegeben: B, BamHI; El, EcoRIl; EV, EcoRV; S, Sphl; Nh,
Nhel; H, Hindlll; X, Xbal
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C.2.1.2. Erzeugung von SM-TG Mausen

Fir die Erzeugung transgener SM-TG Maudinien wurde der Vektor pSM-TG kongruiert
(Abb. C-8A). Er enthidt en 55 kb Fragment des SM22 Gens (nt 1152 bis nt 6613)
enschliedich der 1,3 kb langen unmittdbaren 5, updream” Region, die die Expresson
der CreER™? Rekombinase steuern <ollte. Durch die Verwendung enes hnlichen SM22
Promotorfragments konnte ein lacZ Transgen efolgreich in glatten Muskdzelen adulter
Mause exprimiert werden (Li et d., 1996b; Moesder et d., 1996). Die Sequenz fur die
CreER™? Rekombinase (Feil e d., 1997) gefolgt von enem SV40 Polyadenylierungssignd
wurde direkt an das SM22 Trandaionsstartcodon im Exon 2 fusioniert. Dabei wurde das
Serin an Aminosiureposition 2 der CreER™? Rekombinase zu einem Histidin mutiert (S2H-
Mutation). Das Konsrukt wurde durch Redriktionsandyse (B.1.1) und Sequenzierung
(B.1.4) auf saine Richtigket Gberpruift.

RFE7 SC135
A Sl
A S A
swie  L—] -
1,3 kb ATG TAG

B RF74 RF2d

TS78 VIS8 y

— M

N Y
LacZ(LNL) LI Pew, JaTG| neo P dacz ' el

Crel

RFTE RFED

" v G T S ki ;
— e ﬂktlv

nach X-Gal Farbung)

Abb. C-8. Erzeugung von SM-TG Mausen

R1 ES Zellen wurden mit den Transgenen SM-TG (A) und LacZ(LNL) (B) cotransfiziert. Nach
zufalliger Integration beider Transgene wurden ES Zellklone fiir die Generierung von Mauslinien
ausgewahlt (siehe Text). Die Integration in das Genom bzw. der Genotyp der Mause wurde durch
PCR Analyse mit den Primern RF67+SC135 (A) und RF79+RF80 (B) Uberprift ¢.1; F.2). (A) Das
SM-TG Transgen enthielt ein 1,3 kb Promotorfragment, Exon 1, Intron 1 und einen Teil von Exon 2
des SM22 Gens. Die CreER™ Sequenz wurde direkt an das SM22 Startcodon in Exon 2 fusioniert.
(B) Das LacZ(LNL) Transgen diente als Rekombinations-Reporter. Die Cre-vermittelte Excision der
Neomycinresistenzkassette (neo) kann durch PCR (Primer TS78+VI58, F.1) analysiert werden.
Einige Restrinktionsenzym-Schnittstellen sind angegeben: A, Asel; S, Sphl; N, Nsil. ATG,
Translationsstartcodon; TAG, Stopcodon; pA, SV40 pA-Signal; Pcyy, Cytomegalovirus Promotor;
lacZ, R-Galaktosidasegen; Intron, SV40 ,small t intron“; rote Dreiecke, loxP Sequenz. Weitere
Erklarung im Text.
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Das 89 kb Asal Fragment des Plasmids pSM-TG wurde zusammen mit dem Uber NSl
lineariserten Rekombinations-Reporterplasmid pLacZ(LNL) (Fell et d., 1997) in R1 ES
Zdlen dektroporiert. Das LacZ(LNL) Tranggen enthdt en lacZ Gen, dessen Leserahmen
durch ene loxP-flankierte neo Kassette unterbrochen it (Abb. C-8B). Ers nach dem
Herausschneiden der neo Kassette durch die Cre Rekombinase wird der lacZ Leserahmen
wiederhergestellt. Die Rekombination kann durch PCR Andyse (B.1.3) oder den Nachweis

der b-Gaaktosidaseaktivitét mittels X-Ga Férbung (B.3.5) nachgewiesen werden.

Das LacZ(LNL) Reportertransgen wurde aus zwel Grinden cotrandfiziert. Ersens konnten
0 Zdlen sdektioniet werden, die das/die Transgen(e) in das Genom integriert hatten
(G418-Resistenz). Zweitens konnte (berpriift werden, ob die CreER'? Rekombinase
funktiondl exprimiet wurde, indem die Zdlen mit OHT behanddt wurden und
anchliefend die Rekombination des Reportertransgens mittels X-Ga  Farbung nachge-
wiesen wurde. Nach zufdlliger Integration der Transgene in das Genom der ES Zdlen
wurden G418-ressente ES Zdlklone isoliert (B.2.2). Da anzunehmen war, dass der SM22
Promotor in undifferenzierten ES Zdlen nicht aktiv ist, wurden Duplikate der Klone unter
Bedingungen kultiviet, weche die Diffeeenzirung in glatmuskuldre Zdlen forden
(Blank et d., 1995; Drab et d., 1997). Dazu wurden die ES Zdlklone ohne Feederzellen fir
vier Tage in EF-Medium in Anwesenheit von 1 pM dl-trans Retinsdure (B.3.1) kultiviert.
Es wurden mehrere ES Zdlklone identifiziert, die sch nach Behandlung mit 1 pM OHT
(B.3.1) und X-Gd Farbung (B.3.5) blau férbten (Daten nicht gezeigt).

Zwe pogtive ES Zdlklone (#53 und #61), die sowohl das LacZ(LNL) ds auch das SM-TG
Tranggen zufdllig in ihr Genom integriet haiten, wurden in Blagozyden injiziet um
chimdre Mause zu erzeugen, weche die verdnderte DNS in die Kembahn weitergaben
(B.24, B.25; Tabdle C-2). Es wurden zwe unabhdngige SM-TG Maudinien etabliert
(SM-TG 53 ag und SM-TG 61), die sich jedoch beziiglich der CreER"2 Expression und
Rekombinationseffizienz  nicht  unterschieden  (Daten  nicht  gezeigt). Waeitere  Unter-
suchungen wurden mit der SM-TG 53 Maudinie af enem gemischten genetischen
Hintergrund (129/Sv / C57BL/6) durchgefiihrt. Die Genotypiserung der Mause erfolgte
mittels PCR Andyse der Schwanz DNS (Abb. C-8, F.2). Heterozygote SM-TG Tiere
zeigten keine phanotypischen Veranderungen im Vergleich zu Wildtyp Méausen.
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Tabelle C-2. Ausbeute bei der Etablierung der SM-TG Mauslinie

reimplantierte Nach-

ES Zellklon Blastozysten kommen Chimaren  GLT® Mauslinie
#53 79 32 19 7 SM-TG 53 a-g
#61 73 27 7 1 SM-TG 61

# Chiméaren mit Keimbahntransmission (,germ line transmission®)

C.2.1.3. Erzeugung von SM-KI Mausen

Zur Erzeugung der Knock-in Maudinie SM-KI wurde der ,Targeting” Vektor pSM-KI
kongruiert (Abb. C-9A). Er enthidt die SM22 Genfragmente von nt 2268 bis nt 6613 und
nt 6698 bis nt 7896 ds 5 und 3 homologe Arme. Die Region zwischen nt 6614 und nt
6697 des SM22 Gens wurde durch die CreER"? Sequenz (S2H-Mutation, sehe C.2.1.2), @n
SV40 pA-Signd und ene neo Kassette ersatzt. Die Rekombinasesequenz wurde damit
direkt an das SM22 Trandationsstartcodon fusioniert. Fir die negative Sdektion wurde 3
teemind des 3 homologen Arms ein PGK Promotor gesteuertes tk Gen eingebaut. Die
Integritdt des Plasmids wurde durch Redtriktionsandyse (B.1.1) und Sequenzierung (B.1.4)
Uberpruift.

Nach Elektroporation des Uber Ascl lineariserten ,Targeting” Vektors pSM-KI in R1 ES
Zdlen wurden 960 G418/Gancicdovir-ressente ES Zdlklone andyset (B.2.2, B.2.3).
Mittels PCR (Abb. C-9B) und Southern Blot (Abb. C-9C) Andyse wurde ein Klon mit
korrekter Integration im SM22 Genort identifiziert. Diessr ES Zedlklon (#220) wurde
verwendet, um SM-KI Knock-in Méuse zu generieren B.2.4, B.2.5, Tabelle C-3). Die SM-
Kl Maudinie wurde sowohl auf reinem (129/Sv) ds auch auf gemischtem (129/Sv /
C57BL/6) gendtischen Hintergrund geziichtet. Fir Versuche wurden i.d.R. Tiere mit
gemischtem genetischen Hintergrund verwendet.

Tabelle C-3. Ausbeute bei der Etablierung der SM-KI Mauslinie

reimplantierte Nach-

ES Zellklon Blastozysten kommen

Chimaren GLT® Mauslinie

#220 34 9 5 2 SM-KI 57
SM-KI 59

# Chiméaren mit Keimbahntransmission (,germ line transmission®)
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A “Targeting” Strategie
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Abb. C-9. Erzeugung von SM-KI Mausen

(A) ,Targeting” Strategie. Dargestellt ist der SM22 Wildtyp Genort, der ,Targeting” Vektor pSM-KI
und der modifizierte Genort nach korrekter Integration (Knock-in Allel). Die PCR und Southern Blot
Strategie zum Nachweis der korrekten Integration und einige Restriktionsenzym-Schnittstellen sind
gezeigt. As, Ascl; El, EcoRI; EV, EcoRV; S, Sphl; (B) PCR Analyse von ES Zellklonen (B.2.3.3). Mit
den Primern QY83+RF85 §.1) wurde in Pool 3 und 4 ein positives Signal (1,6 kb) erhalten (links).
Das positive Signal in Pool 4 konnte auf den Klon E (entspricht #220) zurlickverfolgt werden
(rechts). (C) Southern Blot Analyse B.1.5) der DNS von Wildtyp ES Zellen (+/+), von ES Zellklon
#220 und von Schwéanzen der SM-KI Mause B.3.2.1). Als Sonde wurde ein 0,13 kb Pstl Fragment
des SM22 Gens verwendet. Weitere Erklarung im Text.
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Die Genotypiserung der SM-KI Mause efolgte mittddls PCR Anayse (Abb. C-10). Nach
Verpaarung heterozygoter (+/-) SM-KI Tiere wurden homozygote (+/+ und -/-) und
heterozygote (+/-) Nachkommen im Menddschen Verhdinis geboren (Daten nicht gezeigt).
Die Erzeugung von homozygoten ¢/-) SM-KI Tieren bestétigte, dass das CreER"2 Transgen
im SM22 Genort integriert war. Heterozygote (+/-) und homozygote (-/-) SM-KI Tiere
zegten keine offenschtlichen phdnotypischen Verdnderungen im Vegleich zu Wildtyp
Mausen.

Sciwvanz DNS

REST RE0

7 Wildtyp {-
-\ REST su3s

Abb. C-10. PCR Genotypisierung von SM-KI Mausen

Die Genotypisierung der SM-KI Mause erfolgte mittels PCR Analyse 8.1.3) der Schwanz DNS
(B.3.2.1) mit den Primern RF67+RF90+SC135 (F.1, F.2).

C.2.2. Vergleichende Analyse von SM-TG und SM-KI Mausen

Durch RT-PCR konnte die Expression von CreER'? sowohl in SM-TG ds auch in SM-K|
Mausen in glattmuskuldren Geweben nachgewiesen werden (Abb. C-11). In beiden Fdlen
wurde die Rekombinase sowohl im vaskul&ren (Aorta) ds auch im viszerden (Magen)
glaten Muskd exprimiet. Um die rdative Menge an CreER'? mRNS abschdizen zu
konnen, wurde die cDNS enes ,housskesping® Gens, der Hypoxanthin  Phosphoribosyl-
tranferase  (HPRT), coamplifiziet. Die CreER'> mRNS wurde in SM-KI Mausen
gonifikant sarker exprimiert ds in SM-TG Mausen (Abb. C-11). Die Sequenzandyse der
Amplifikate zeigte in beiden Fdlen, dass korrektes ,Splicing® von Exon 1 auf Exon 2
dattfand (Daten nicht gezeigt).
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MRNS
RFlES ‘123
—HPRT

Abb. C-11. RT-PCR Analyse der Expression von CreER™ in SM-TG und SM-KI
Mausen

Nachweis der CreER'® mRNS in verschiedenen Organen von heterozygoten (+/-) SM-TG und
SM-KI Mausen (Primer RF103+VZ3, F.1l). Als interne Kontrolle diente ein ,houskeeping“ Gen
(HPRT, Primer QG197+QG198, F.1). Die RNS wurde wie unter B.3.2.2 angegeben isoliert und
durch RT-PCR (B.1.3) amplifiziert.

Um die Rekombination in glaten Muskdzdlen von SM-TG und SM-KI Méusen zu
vergleichen, wurden diese Linien mit der ACZL Rekombinations-Reportermaus (A.3, Abb.
A-4, S.6) gekreuzt. Die ACZL Maus exprimiet die b-Gaaktosdase nach Cre-vermittdter
Excigon enes |loxP-flankieten CAT Gens in ener grofen Anzahl von Geweben inklusve
dem glatten Muskd (Akagi et d., 1997). Die b-Gaaktosdasesktivité und damit indirekt
die Rekombination kann durch X-Ga Farbung auf zdluldrer Ebene nachgewiesen werden.

Aus den Aorten von doppdt heterozygoten SM-TG/ACZL und SM-KI/ACZL Maéusen
wurden Zdlkulturen von vaskuldren glatten Muskdzdlen (VSMCs) angdegt (B.3.4). Dass
es dch ba den kultivieten Zdlen zu Uber 90% um glate Muskelzdlen handdte, wurde
durch Anfarbung der Zdlen mit enem Antikdrper gegen das glattmuskulae a-Aktin
bestéigt (B.3.5, F.3); (Daten nicht gezeigt). Wahrend die mit Vehike behanddten Zelen
nach X-Ga Fabung kene Blaufé&bung zegten, konnte in OHT-behanddten Zelen
b-Galaktogdaseaktivitét nachgewiesen werden (Abb. C-12A). Der Antell blauer, d.h.
.rekombinierter* Zelen war ba SM-KI/ACZL Mausen deutlich hther ds bei SM-TG/
ACZL Méausen, was mit der starkeren Expression von CreER'? in der SM-KI Maudinie
(Abb. C-11) korrdlierte.
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Die Immunfabung von VSMCs as SM-KI Mausen mit enem Cre-gezifischen
Antikorper zeigte, dass die CreER"? Rekombinase in diesen Zdlen hoch exprimiert war
(Abb. C-12B). Die Lokdisation der Immunférbung wies darauf hin, dass die Rekombinase
zunéchgt im Zytosol vorhanden war und erst nach Verabreichung des Liganden OHT in den
Kern trand ozierte um Rekombination auszulGsen (Abb. C-12A).

Waeitere Untersuchungen ergaben, dass die Aktivitit der CreER'? Rekombinese in den
kultivierten VSMCs nicht nur durch OHT (1 pM), sondern auch durch Tamoxifen (1 pM),
dlerdings weniger dfizient, induziet werden konnte. Die gleichzatige Anwesenheit von
E2 (100 nM) bedanflusste die OHT- oder Tamoxifen-induzierte Rekombination nicht. Nach
Behandlung der Zdlen mit E2 (100 nM) dlene wurde keine Rekombination detektiert
(Daten nicht gezeigt).

A B

X-Gal Farbung Cre-Immunfarbung

SM-TG SM-KI SM-KI

-OHT -OHT

«OHT | o e +OHT

Abb. C-12. Rekombination und CreER'? Expression in kultivierten VSMCs
von SM-TG und SM-KI Mausen

(A) Detektion der Rekombination in VSMCs von doppelt heterozygoten SM-TG/ACZL und
SM-KI/ACZL Méusen. Die VSMCs wurden aus Aorten von 57 Wochen alten Mausen isoliert und
kultiviert (B.3.4), fir 3 Tage mit Vehikel (-OHT) oder 1 uM OHT (+OHT) behandelt %.3.1) und
danach mit XGal gefarbt B.3.5.2). OrginalvergroéRerung x100. (B) Nachweis des GeER “ Proteins
in VSMCs von SM-KI Mausen durch Immunfarbung B.3.5.5) mit einem Cre-spezifischen Antikdrper
(F.3) vor (-OHT) und 3 Stunden nach (+OHT) Zugabe von OHT. Orginalvergrof3erung x400.
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Die geinge Rekombingtionseffizienz in kultivieten VSMCs dar SM-TG Maudinie wies
bereits auf ene niedrige in vivo Effizienz der Tamoxifentaktivierbaren Rekombination in
diesen Méausen hin. Tatschlich wurden in X-Ga gefarbten glattmuskul&en Organen von
Tamoxifenrbehandelten SM-TG/ACZL Maéusen weniger ds 5% blaue Zdlen detektiert,
wobe sowohl vaskuldre ds auch viszerde glatte Muskdzdlen gefarbt wurden (Daten nicht

gezeg).

Es ig bekannt, dass eine hohe Kopienzahl des Transgens dessen Expresson unterdriicken
kann (,Slencing®, Garrick et d., 1998). Durch PCR und Southern Blot Analysen der DNS
aus SM-TG Mausen wurde eine mehrmaige Integration der Transgene SM-TG und
LacZ(LNL) (Abb. C-8, S.49) sowie deren reative Orientierung festgestellt Abb. C-13). Da
das LacZ(LNL) Transgen loxP Sequenzen enthidt, konnte nun mit Hilfe des Creflox
Sysems die Kopienzahl reduziet und damit die Expresson der CreER'? Rekombinase
maoglicherweise verbessert werden (Garrick et a., 1998). Die Vepaaung von SM-TG
Mausen mit CMV-Cre ,ddeter Mausen (F.5; Dupé e d., 1997) fihrte zum Heraus-
schneiden |oxP-flankierter DNS, s0 dass die Anzahl von Transgeneinheiten bis auf ene
Einhet reduziet wurde (Abb. C-13). Das ,reduzierteé® SM-TG Transgen wurde in der
Kembahn weitergegeben und damit ene SM-TG ,Excddons’ Maudinie (SM-TG-E)
generiert. Jedoch konnte in SM-TG-E Mausen nach Verpaarung mit ACZL Reporter-
mausen und Tamoxifenbehandlung keine gedeigerte Rekombinaionseffizienz  detektiert
werden (Daten nicht gezeigt).

“aure. [ eimebenie H i e -

* x CMV-Cre (Keimbahn)

SM-TG-E {i'-)i}l

B

Abb. C-13. Transgen-Integrationsmuster in SM-TG Mausen und Herstellung
von SM-TG-E Mausen

(A) Schematische Darstellung des Integrationsmusters und der Orientierung (Pfeile) der
cointegrierten Transgene SM-TG (Cre in grinem Viereck) und LacZ(LNL) (blaues Viereck;
Dreiecke, loxP Sequenzen) in SM-TG Mausen. Die genaue Struktur der Transgene ist in Abb. C-8
(S.49) gezeigt. Die Transgeneinheit ([ ]) ist mehrmals hintereinander (N) integriert. (B) Die SM-TG-E
Mauslinie wurde durch Transgen-Excision mittels CMV-Cre Mausen aus SM-TG Mausen erzeugt.
SM-TG-E Méuse enthalten nur noch eine Kopie der Transgeneinheit.
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SM-TG Maéuse konnten ds Rekombinations-Reporterméuse genutzt werden, da sie das
LacZ(LNL) Reportertransgen (Abb. C-8B, S.49) enthidten. Die X-Gd Féarbung von
Organen aus SM-TG und SM-TG-E Mausen zeigte, dass SM-TG Méuse nach Cre
vermittdter Rekombination des LacZ(LNL) Transgens die [R-Gaaktosdase in
verschiedenen Organen exprimierten  (Kleinhirn, Herz, Skeettmuskel, Niere, Pankress,
Darmepithel, Haut ), insbesondere auch in Geweben, die von ACZL Reporterméusen nicht
oder nur tellwese efasst werden, wie Pankreas, Niere und Darmepithd (Daten nicht
gezeigt).

Fur weitere Untersuchungen wurden die SM-KI Méause ausgewdhlt, da se im Vergleich zu
SM-TG Méusen und SM-TG-E Mé&usen ene hohere Rekombinationssffizienz in glatten
Muske zdllen aufwiesen (Abb. C-12A).

C.2.3. Expression von CreER™ und Rekombination in SM-KI Mausen

Zur genaueren Charakteriserung der Expresson von CreER'? in verschiedenen Geweben
der SM-KI Maudinie wurde die mRNS der CreER™? Rekombinase und des SM22 Gens
durch RT-PCR coamplifiziet (Abb. C-14). Eine starke CreER'? Expresson war in
Geweben mit enem groien Antel an glaten Muskdzdlen wie Aorta, MagenDarmtrakt
und Uterus zu erkennen, wahrend in anderen Geweben eine geringere oder gar keine
Expresson (zB. im Gehirn) nachzuweisen war. Dieses Expressonsmugter korrelierte gut
mit der Expresson des endogenen SM22 Gens (Abb. C-14), in welches das CreER'?
Transgen durch Knock-in integriert worden i<t

Abb. C-14. RT-PCR Analyse der Expression von CreER'™ und SM22 in SM-K|
Mausen
Nachweis der CreER™ und SM22 mRNS in verschiedenen Organen einer heterozygoten (+/-) SM-

Kl Maus (Primer RF103+RF85, F.1). Die RNS wurde wie unter B.3.2.2 angegeben isoliert und
durch RT-PCR (B.1.3) amplifiziert.
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Zur Anadyse der Rekombination wurden doppet heterozygote SM-KI/ACZL Mause
intrgperitoned (i.p.) entweder mit Vehikd oder mit 1 mg Tamoxifen an funf aufeinander-
folgenden Tagen injiziet (B.3.1). Nach Verdoreichung von Tamoxifen konnten keine
pathol ogischen Veranderungen an den Mausen beobachtet werden.

Zunéchg wurde die Rekombination mittels PCR in Geweben von nicht behandelten und
Tamoxifen-behanddten Mausen andydet (Abb. C-15). Wéhrend in  unbehandelten
Mausen in keinem der untersuchten Gewebe Rekombination detektiert wurde, konnte in der
Aorta, dem Magen-Darmtrekt und Uterus von Tamoxifenrinjizieten Mausen ene rdativ
darke Rekombination nachgewiesen werden. In enigen anderen Geweben (z.B. Schwanz)
wurde eine relativ schwache Rekombination detektiert, die moglicheweise auf den Antel
an vaskuldren glatten Muskelzdlen bzw. Gefdlien in diesen Geweben zurlckzufihren war
(sehe auch S.60). Die Rekombination im Schwanz konnte in dersdben Maus vor Injektion
von Tamoxifen nicht nachgewiesen werden (Abb. C-15, +Tam; vgl. Schwanz | und
Schwanz Il1). Das glaitmuskd-sdektive Rekombinationsmugter Kkorrdlierte gut mit  dem
Expressionsprofil der CreER" 2 Rekombinase (Abb. C-14).
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Abb. C-15. PCR Analyse der Rekombination in SM-KI Mausen

Nachweis der nicht rekombinierten (ACZL) und rekombinierten (ACZL-E) DNS des ACZL
Reportergens in verschiedenen Geweben von doppelt heterozygoten SM-KI/ACZL Mausen. Die
Mause wurden wie unter B.3.1 beschrieben 5 Tage mit Vehikel ¢Tam) oder mit 1 mg Tamoxifen
(+Tam) i.p. injiziert. Die DNS von Schwanz | wurde unmittelbar vor der ersten Injektion, die DNS
von Schwanz Il und der anderen Gewebe 3 Tage nach der letzten Injektion isoliert 8.3.2.1) und
mittels PCR (B.1.3) mit den Primern RF81+RF82 (F.1, F.2) amplifiziert.
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Die Effektivitdt und Spezifitdt der Rekombination in SM-KI/ACZL Méusen auf zdluléarer
Ebene wurde durch X-Ga Fabung von Organen untersucht (B.3.5.2). Um die potentiele
Expresson der b-Gaaktosdase in ACZL Reportermausen abzuschézen, wurde die
ACZL-E Kortrdlline generiet. ACZL-E Mause enthdten das rekombiniertte
Reportertranggen in dlen Zdlen und zeigen deshdb in welchen Organen bzw. in welchem
Prozentsatz der Zellen eines Gewebes das rekombiniete ACZL Transgen (ACZL-E)
exprimiert werden kann. Um die ACZL-E Linie zu erzeugen, wurden ACZL Méuse (F.5;
Akagi e d., 1997) mit CMV-Cre ,ddeter* Méusen (F.5; Dupé et d., 1997) gekreuzt, so
dass durch Cre-vermittdte Excison des ACZL Transgens das ACZL-E Transgen entstand
(Abb. A-4, S6) und in dar Keimbahn weitergegeben wurde. Die X-Gd Farbung von
Organen der ACZL-E Mause zeigte, dass die b-Gaaktosdase in viden Geweben
reproduzierbar exprimiert wurde, z.B. im Gehirn, in der Herz und Skeettmuskulatur sowie
in viden vaskuldren und viszerden glatten Muskdzdlen (Abb. C-16A und Daten nicht

gezeig).

A

ACZL-E

B

SM-KIACZL

-Tam

+Tam

Abb. C-16. Histochemische Analyse der Rekombination in Organen von
SM-KI Mausen

X-Gal Farbung (B.3.5.2) von Organen (A) einer heterozygoten ACZL-E Kontrollmaus sowie (B)
doppelt heterozygoter SM-KI/ACZL Mause, die mit Vehikel (Tam) oder mit 1 mg Tamoxifen (+Tam)
behandelt worden waren (B.3.1). Weitere Erklarung im Text.
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Organe von SM-KI/ACZL Mausen, die mit Vehike behanddt worden waren, zeigten keine
X-Gd Farbung (Abb. C-16B, -Tam). Die grin-blaue Farbe des Magen-Darmtrakts wurde
durch endogene b-Gaaktosdaseaktivitét der Mukosa verursacht. Die glatten Muskelzellen
waren nicht geférbt. Dagegen wurden im Fdle von Tamoxifen-behandelten SM-KI/ACZL
Mausen Aorta, Magen und Darm (Abb. C-16B, +Tam), sowie die vaskulare und viszerde
glatte Muskelschicht verschiedener anderer Gefd3e und Organe (Daten nicht gezeigt) blau
gefarbt. Im Gehirn, Herzz und Skeettmuskd (Abb. C-16B, +Tam) sowie in dlen anderen
untersuchten nicht  glatmuskuldren Geweben (Daen nicht gezeigt) konnte keine
Blaufarbung nachgewiesen werden. Dass das ACZL Reportertranggen nach Rekombination
in diesen Organen exprimiet werden kann, zeigte die Blaufarbung der Organe von
ACZL-E Kontrollméusen (Abb. C-16A). Diese Ergebnisse wiesen darauf hin, dass die
geringe Expresson von CreER'? (Abb. C-14) und die geringe Rekombinationsrate (Abb.
C-15, +Tam), die in enigen Organen (z.B. Herz, Niere, Skelettmuskel) detektiert wurde,
auf den Antell an Geféd2en in diesen Organen zuriickzufUhren war.

B

Uterus Arteria saphena Aorta
(Hinterschenkel)

Abb. C-17. Rekombination im vaskularen und viszeralen glatten Muskel von
SM-KI Mausen

VergroBerungen von X-Gal gefarbten (B.3.5.2) glattmuskularen Geweben doppelt heterozygoter,
Tamoxifen-behandelter (B.3.1) SM-KI/ACZL Mause. (A) Uterus, (B) Arteria saphena des
Hinterschenkels, (C) Aorta, (D) glatte Muskelschicht des Diinndarms. Orginalvergréf3erung x12-x32
(A-C) sowie x100 (D)

Sowohl die mikroskopische Betrachtung (Abb. C-17) ds auch Paraffingewebeschnitte
(Abb. C-18) der X-Gd gefabten Organe von Tamoxifen-behanddten SM-KI/ACZL
Mausen zeigten, dass es sch bel den blau gefarbten Zdlen um vaskulae und viszerde
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glate Muskdlzdlen handdte. Blaufarbung konnte in den kleinen Gefé3en des Uterus, in der
Arteria saphena des Hinterschenkels und in der Aorta (Abb. C-17A-C) sowie in viden
anderen Gefdllen (zB. Hezkranzgefdde, Hirngefdde, Daten nicht gezeigt) nachgewiesen
werden. Die viszerde glatte Muskdschicht des Darms (Abb. C-17D; sowohl die zirkulére
ds auch die longitudinde glaite Muskelschicht ist blau), des Magens und der Blase (Daten
nicht gezeigt) wurde deutlich mit X-Ga angeférbt.

Um die Gewebesdektivitd und Effizienz der Rekombination auf zdlulé&er Ebene zu
bestimmen, wurden Paaffinschnitte der X-Gad gefarbten Organe angefertigt (B.3.5) und
andydet (B.3.6). Gewebeschnitte von Tamoxifen-behandeten SM-KI/ACZL Mausen
wurden mit dnlichen Schnitten aus ACZL-E Kontrollmdusen verglichen. Letztere dienten
as Pogstivkontrolle fir 100% Rekombination (Sehe S59) und zeigten, wievid Prozent der
.rekombinierten” Zdlen ener Population (zB. glatte Muskdzdlschicht des Dams) die
b-Gaaktosdase Uberhaupt exprimieren konnen. Die Auswertung von Schnitten der Aorta
von ACZL-E Méusen ergab, dass nur 65 = 6% der glatten Gefdlimuskelzdlen blau gefarbt
waren (Abb. C-18B), obwohl 100% der Zdlen ,rekombiniert” waren. Dieses Ergebnis wies
ausf ene mosake Expresson des rekombinieten ACZL Reportergens in glatten
Muskdzdlen hin. In Aortaschnitten von SM-KI/ACZL Mausen waren 19 + 2% der glaten
Muskelzdlen blau gefarbt (Abb. C-18A). Berlicksichtigt man, dass in ACZL-E Méausen nur
ca 65% der ,rekombinierten* Gefadmuskezelen blau gefarbt wurden, ergibt sch fur die
glatten Muskezdlen der Aorta von SM-KI/ACZL Méusen ene tatsichliche Rekombi-
nationseffizienz von 29% (B.3.6). Scheinbar war die durch den endogenen SM22 Promotor
gesteuerte Expresson von CreER'? zum Zetpunkt der Tamoxifenbehandlung in viden
Aortenzdlen zu gering um Rekombination zu verursachen. Kleine Gefde des Uterus von
SM-KI/ACZL Maéusen (Abb. C-18C) waren dnlich gark blau gefarbt wie in ACZL-E
Kontrollméusen (Abb. C-18D), was auf ene redativ hohe Rekombinationsrate in diesem
Gefdtyp hinweist. Aufgrund der geringen Grofe der Uterusgefdlle konnte die Fraktion
goefabter Einzdzdlen und damit die genaue Rekombinationseffizienz hier nicht bestimmt
werden. Die X-Ga Farbung der Schnitte von ACZL-E Méausen (Abb. C-18D) zeigte auch,
dass die [-Gaaktosdase im glatten Muskel des Uterus der ACZL Reportermaus nicht
exprimiert werden kann. In der glatten Muskelschicht des Darms von SM-KI/ACZL und
ACZL-E Mausen wurde eine starke und homogene Blauférbung nachgewiesen. Der Antel
an X-Gd gdabten glaten Muskdzdlen im Dickdarm (Abb. C-18E-H) war in SM-KI/
ACZL Mausen 46 = 4% bzw. in ACZL-E Méusen 40 £ 3%. Im Dinndarm betrugen die
Werte 82 + 8% bzw. 76 £ 10%. Dieses Ergebnis wies darauf hin, dass die Verabreichung
von Tamoxifen an SM-KI/ACZL Méuse in 100% der glatten Muskelzellen des Darmtrakts
eine Rekombination auddgte.
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SM-KI/ACZL ACZL-E

Aorta
quer

Uterus
quer

Dickdarm
quer

Dickdarm
langs

Abb. C-18. Zellulére Spezifitdt und Effizienz der Rekombination in SM-KI
Mausen

Paraffingewebeschnitte (B.3.5.3) von X-Gal gefarbten Organen (B.3.5.2) einer doppelt
heterozygoten, Tamoxifen-behandelten (B.3.1) SM-KI/ACZL Maus (A, C, E, G) und einer
heterozygoten ACZL-E Maus (B, D, F, H). (A, B), Querschnitte durch die Aorta; (C, D),
Querschnitte durch den Uterus; (E, F), Querschnitte durch den Dickdarm; (G, H), Langsschnitte
durch den Dickdarm. Die Schnitte (8-12 pm) wurden mit SafraninO gegengefarbt (B.3.5.4).
Originalvergrof3erung x400.
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Die hohe Effizienz der Rekombination in intesinden glatten Muskdzelen Tamoxifen
behandelter SM-KI Mause konnte gut reproduziert werden. Durch i.p. Injektion unter-
schiedlicher  Mengen an Tamoxifen konnte die Effizienz der Rekombination variiert
werden, wobel eine Doss von 0,1 mg bereits augreichte um in nahezu 100% der Zdlen
Rekombination auszulésen (Abb. C-19, links F.4). Bereits 3 Tage nach Tamoxifengabe
war die maximde Rekombinaionseffizienz erecht und der hohe Antel ,rekombinierter”
Zdlen blieb fir mindestens 4 Monate erhdten (Abb. C-19, rechts; F.4). In unbehandelten
oder in mit Vehikel behanddten SM-KI Mausen konnte auch in eéinem Alter von 9 Monaten
keine Rekombination detektiert werden (F.4).

Durch umfangreiche Untersuchungen wurden die Rekombinationseigenschaften  von
SM-KI Mausen weter andyset. Auch ene i.p. Vedreichung von OHT oder ene
perorde (p.0) Gabe von Tamoxifen bewirkte ene effiziente Rekombination (F.4). Die
Effektivitt der Tamoxiferrinduzieten Rekombination variierte leicht von Tier zu Tier. Der
genetische Hintergrund und das Geschlecht sowie das Alter der Mause zum Zetpunkt der
Injektion (1-7 Monae) bedanflusste die Rekombinationsrate nicht dgnifikent. Durch
wiederholte Tamoxifengabe (2 Injektionszyklen mit 5xImg im Abstand von 5 Wochen)
konnte die Rekombination in der Aortaleicht verbessert werden (Daten nicht gezeigt).
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Abb. C-19. Sensitivitat und Persistenz der Rekombination in SM-KI Mausen

Die Rekombinationseffizienz in glatten Muskelzellen des Darms von Tamoxifen-behandelten @.3.1)
heterozygoten SM-KI/ACZL Méausen wurde an XGal gefarbten Gewebeschnitten 8.3.5.2, B.3.5.3)
wie unter B.3.6 beschrieben bestimmt. Grine Saulen (links) geben die Rekombinationsrate nach
i.p. Injektion unterschiedlicher Dosen von Tamoxifen an. Blaue Saulen (rechts) zeigen die
Rekombinationsrate zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach der i.p. Injektion von 5 x 1 mg
Tamoxifen. Die Originaldaten sind im Anhang (F.4) angegeben.
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C.2.4. Expression von SM22 in SM-KI Mausen

Die Expresson der SM22-RNS in verschiedenen Geweben heterozygoter (+/-) SM-KI
Mause wurde durch RT-PCR untersucht (Abb. C-14, S.57). Das glatmuskd-spezifische
Expressonsmugter des SM22 Gens wurde durch den Nachweis des SM22 Proteins mittels
Western Blot Andyse bedtétigt (Abb. C-20 und Daten nicht gezeigt). In Geweben aus
homozygoten (-/-) SM-KI Tieren konnte im Gegensatz zu Wildtyp (+/+) Tieren kein 3122
Protein nachgewiesen werden. Dies zeigte, dass die Integration der CreER'?—neo Kassette
in den SM22 Genort (Abb. C-9A, S52) die korrekte Expresson des SM22 Gens
verhinderte und damit eine SM22-defiziente Maudinie (SM-KI -/-) erzeugt werden konnte.
Heterozygote (+/-) und homozygote (-/-) SM-KI Mause zegten keine offengchtlichen
phanotypischen Verénderungen gegeniiber Wildtyp (+/+) Méausen.
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Abb. C-20. Western Blot Analyse der SM22 Expression in SM-KI Mausen

Aufgetragen wurden 100 ng gereinigtes rekombinantes SM22 Protein (Geschenk von J.V. Small
und M. Gimona, Salzburg) und jeweils 50 pg Protein aus Geweben (30 pg aus Aorta) von Wildtyp
(+/+) Mausen sowie von homozygoten (-/-) SM-KI Mausen. Die Membranen wurden mit einem
polyklonalen Kaninchenantikérper gegen das SM22 Protein (F.3) inkubiert. Die Positionen des
SM22 Proteins (potentiell zwei Banden bei 20-30 kDa) sind durch Pfeile angedeutet. Zur
Durchfiihrung der Proteinisolierung und des Western Blots siehe B.3.3 und B.3.5.5.
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D. Diskussion

Im Rahmen diesr Arbet wurde en Mutagenesesysem etabliert, das ene zaitlich
regulierbare  Cre/lox-vermittdte Rekombination sdektiv im glaten Muskd der Maus
emdglicht. Dazu wurden unter Verwendung unterschiedlicher Expressonsstrategien und
Promotoren mehrere transgene Maudinien hergestellt, die eine Tamoxifen-aktivierbare Cre
Rekombinase (CreER" oder CreER'% A.2) spezifich in glatten Muskelzellen exprimieren
sllten. Die Expressons- und Rekombindionseigenschaften der erzeugten Maudinien
wurden eingehend untersucht und verglichen. Eine Auflisung der verwendeten transgenen
Maudinien und deren Eigenschaften ist dem Anhang (F.5) zu entnehmen.

D.1. Expression von CreER" unter der Kontrolle des cGKI
Promotors

Ein Ansaz zur Expresson der Tamoxifen-aktivierbaren CreERT Rekombinase (A.2; Abb.
A-3, S5) in glaten Muskdzdlen war der Knock-in in den cGKI Genort Uber homologe
Rekombination in ES Zelen. Da der cGKI Promotor, d.h. die DNS Region, welche die
cGKIl Expresson deuert, noch nicht identifiziet i, konnte hier nicht mit enem
klassschen, zufdlig integrierten Transgen gearbeitet werden. Durch den Knock-in sollte
CreER" unter der Kontrolle des endogenen cGKI Promotors und somit in alen cGKI
postiven Zelen exprimiert werden. Diese Strategie erschien snnvoll, well das cGKI Gen
enersats gark im glatten Muske exprimiert wird (Kellbach et d., 1992) und andererseits
spédter selbst konditiond inaktiviet werden sollte. Das cGKI Gen besitzt zwe  dternative
5 teminde Exons (la und Ib, Wernet et d., 1989) mit jewells einem Trandationsstart-
codon. Es igt nicht bekannt, ob im glatten Muskel enes der beiden RNS ,, Spliceprodukte”
préferentidl exprimiert wird. Deshalb wurde CreER' nicht direkt an en ATG-Startcodon
sondern an en internes Exon (Exon 10) des cGKI Gens fudsoniet. Um dennoch ene
korrekte Trandation der CreER’ Rekombinase zu erreichen, wurde ihr eine IRES Sequenz
vorangedtdlt, die in Saugerzdlen ene ,cgp’-unabhdngige Trandation intener ATG-
Startcodons ermdglicht (C.1.1).

In der GK-KI Knock-in Maudinie wurde CreER™ nur in sehr geringen Mengen exprimiert
und verursschte keine nachweishare Rekombination nach Tamoxifengabe (C.1.2). Eine
Ursache flr die geringe Expresson der Rekombinase war sog. ,exon skipping“, d.h. das
modifiziete Exon 10 wurde mitsamt der integrierten IRES-CreER'-neo Kassette aus der
RNS , herausgespliced” (Abb. C-3B, S.44), obwohl die native , Splice® Akzeptorgelle des
Exon 10 vorhanden war. Moglicherweise behindert die Fusion fremder DNS an en internes
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Exon das korrekte ,,Splicen” der RNS eher ds die direkte Fuson an eén ATG-Startcodon
(seheauch D.2).

Anderersaits fihrte die Modifikation des Exon 10 zur Inaktivierung des cGKI Gens (C.1.3).
Die offengchtlich gedtorte Relaxaion glatmuskul&er Organe und die geringe Lebens-
ewartung homozygoter (-/-) GK-KI Tiere bestétigt den Phanotyp einer anderen cGKI
Mausnullmutante, die durch Integration ener neo Kassette in Exon 10 hergestdlt wurde
(Pfeifer et d., 1998). Die Auswertung der Genotypen von Nachkommen aus der
Verkreuzung heterozygoter (+/-) GK-KI Eltern welst darauf hin, dass die cGKiI
mdglichewese schon  wahrend der  spdten  Embryonaentwicklung  und/oder  friihen
postnatalen Entwicklung (zwischen Tag 13 pc. und Tag 10-14 pp.) ene essentidle
Funktion n der Maus hat (Abb. C-6, S.47). cGKI-defiziente GK-KI Méause werden derzeit
fir verschiedene Untersuchungen zur weteren Aufkldrung von physiologischen Funktionen
der cGKI verwendet.

D.2. Expression von CreER™ unter der Kontrolle des SM22
Promotors

Alternativ. zum Knock-in in den cGKI Genort (D.1) wurden transgene Méuse hergestdlt,
welche die CreER"? Rekombinase (A.2; Abb. A-3, S5) unter der Kontrolle des SM22
Promotors exprimieren sollten. Das SM22 Gen codiert fir ein Protein mit unbekannter
Funktion, das as Marker fir glate Muskezdlen gilt. SM22 wird in adulten Mausen
sektiv in vaskuldren und viszerden glatten Muskelzdlen exprimiet (Solway et d., 1995,
Li et a., 1996a). Es wurde bereits gezeigt, dass die Promotorregion des SM22 Gens zur
glatmuskd-spezifischen  Expresson enes zufdlig integrierten lacZ Transgens verwendet
werden kann (Li et al., 1996b; Moesder et d., 1996). Daher erschien der SM22 Promotor
gut gesignet um ene Tamoxifenaktivierbare Cre Rekombinase sdektiv im glatten Muske
zu exprimieren. Im Gegensaiz zur Strategie beim cGKI Knock-in (D.1) wurde diesmd die
CreER"? Rekombinase verwendet und diese direkt an das ATG-Startcodon des SM22 Gens
fusoniet (C.2.1). Verglichen mit CreER" besitzt CreER'? in kultivieten Saugerzdlen ene
etwa 5-fach hohere Tamoxifensengtivitét (Fel e d., 1997). Die Hesdlung transgener
CreER™? Méuse olite esmas dne Untersuchung der  Funktionsfahigkeit dieser
Rekombinase in vivo ermiglichen. Um die Expression von CreER'? unter die Kontrolle des
SM22 Promotors zu dellen, wurden zwel verschiedene genetische Methoden angewendet;
zum enen die zufdlige Integration enes klassschen Transggens in das Mausgenom
(SM-TG Maudinien) und zum anderen der Knock-in in das endogene SM22 Gen Uber
homologe Rekombination in ES Zdlen (SM-KI Maudinie) (C.2.1).
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D.2.1. Vergleichende Analyse von SM-TG und SM-KI Mausen

Sowohl das in SM-TG Mé&usen zufdlig integriete CreER'? Transgen ds auch das in
SM-KI Mé&usen in den SM22 Genort eingebaute CreER'? Transgen wurde selektiv in
glaten Muskdzdlen exprimiet. Die Expresson und die Tamoxiferrinduzierte
Rekombination waren jedoch in glaten Muskdzdlen von SM-TG Mausen dgnifikant
geringer ds in SM-KI Mausen (C.2.2). Um auszuschliel¥en, dass die geringe Expresson
von CreER™? in SM-TG Méausen durch mehrmdige Integration des Transgens und damit
verbundenem ,repeat-induced gene slencing® bedingt war (Garrick e a., 1998), wurde
egne SM-TG ,Excigons' Maudinie (SM-TG-E) hergestelt. Obwohl die Anzahl der
integrieten  Tranggeneinheiten in SM-TG-E Mdausen bis auf ene Einhet reduziet war,
konnte dadurch die Effizienz der Rekombination nicht verbessert werden (C.2.2). Da die
SM-TG Linie auch en co-integriertes lacZ Rekombinations-Reportertransgen enthdt (Abb.
C-8B, S.49), kan man diese Linie nutzen, um die Rekombinationseigenschaften transgener
Cre Mause auf zdlularer Ebere zu untersuchen. Die X-Ga Farbung von Organen aus SM-
TG und SM-TG-E Méusen ergab, dass das Reportertransgen [LacZ(LNL)] nach Cre
vermittelter Rekombination in enigen Geweben exprimiert wird, die von der ACZL
Reportermaus nicht erfasst werden wie Pankreas, Darmepithdl und Niere (C.2.2).

Trotz der geringen Expresson und Rekombinationsrate in SM-TG Mausen war der zufdlig
integrierte SM22 Promotor (Abb. C-8A, S.49) eindeuig im vaskul&ren ds auch im
viszerden glatten Muskd aktiv Abb. C-11, S.54). Dieser Befund war Uberraschend, da ein
lacZ Transgen unter der Kontrolle von dnlichen SM22 Promotorfragmenten lediglich im
ateidlen Gefddmuskd, nicht aber in viszerden glaten Muskdzelen exprimiet wurde
(Li et d. 1996b; Moeder e d., 1996). Andererseits wurde die Expresson enes
vergleichbaren adenovirden SM22-lacZ Transgens im vaskuléren und im viszerden glatten
Muske detektiert (Kim et a., 1997). Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass die Aktivitét
des SM22 Promotors in verschiedenen Typen von glatten Muskezellen einer komplexen
Regulation unterliegt und moglicherweise sark vom Integrationsort des Transgens abhangt.
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde estmas ein Transgen, die CreER'?
Rekombinase, unter der Kontrolle des endogenen SM22 Promotors exprimiert (SM-KI
Mause) und dessen Expresson mit enem zufdlig integrierten Transgen (SM-TG Méuse)
verglichen. Diese Andlyse zeigte, dass eine Kopie des in den endogenen SM22 Genort
integrierten  CreER"? Transgens weitaus stérker und/oder homogener im glatten Muske
exprimiert wird as das in hoher oder niedriger Kopienzahl zufdlig integrierte Transgen
(C.2.2). Fur zukinftige Ansdize zur glattmuskd-spezifischen Expresson von Transgenen
waére deshalb der Knock-in in den SM22 Genort der klassischen Transgenese vorzuziehen.
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Der immuncytochemische Nachweis der CreER'? Rekombinase in kultivierten glatten
Gefaimuskdzdlen von SM-KI Mausen zeigte nicht nur, dass die Rekombinase in diesen
Zdlen gak exprimiert wird, sondern gab auch wichtige Hinwese auf die Funktionswveise
Liganden-aktivierbarer Cre Rekombinasen Die Rekombinase war vor Tamoxifen-
behandlung im Zytoplasma der Zdlen und nach Tamoxifenbehandiung im Zelkern
lokaisert (Abb. C-12B, S.55). Demnach kdnnte man folgendes Moddl fir die Aktivierung
von CreER Rekombinasen durch Tamoxifen postulieren (Abb. D-1): Die Rekombinase
wird zunéchs, u.U. durch Interaktion mit ,heat-shock” Proteinen (Picard et d., 1994), im
Zytoplasma zurlckgehdten. Die Bindung von Tamoxifen an die LBD fihrt zur
Dissoziation des Proteinkomplexes und erlaubt damit die Trandokation der Rekombinase
in den Zdlkern, wo Seihr loxP Subsirat umsetzen kann.

e
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Zytoplasma Hsp 90
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Abb. D-1. Modell der Aktivierung von CreER Rekombinasen durch Tamoxifen

Das CreER Fusionsprotein (CreLBD) wird zunédchst durch Bindung eines ,heat-shock” Proteins
(Hsp 90) im Zytoplasma zuriickgehalten. Die Anlagerung von Tamoxifen an die Liganden-
bindungsdoméane (LBD) der Rekombinase fuhrt zur Dissoziation des Proteinkomplexes. Die
Jreigesetzte” Rekombinase kann nun in den Zellkern gelangen, wo sie ihr DNS-Substrat, die loxP
Sequenzen (Dreiecke) umsetzen kann.
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D.2.2. Gewebeselektivitat und Effizienz der Rekombination in SM-KI Mausen

Die audihrliche Chaakterisierung der SM-KI Méuse (C.2.3) =zeigte, dass das
Expressonsmuster der CreER'? Rekombinase gut mit dem des endogenen SM22 Gens
Ubereingimmt und dass durch die kurzzeitige Behandlung der Mause mit Tamoxifen (i.p.
Injektion von bis zu 1 mg Tamoxifen taglich fir 5 Tage) reproduzierbar ene Rekombi-
nation in glaten Muskdzdlen induziet werden kann. Dabe korrdiete die Gewebe-
sdektivitt der Rekombination gut mit dem Expressonsprofil von CreER™2  In
unbehanddten SM-KI/ACZL Mausen konnte keine Hintergrund-Rekombination detektiert
werden. Dagegen wurde nach Verdbreichung von Tamoxifen an die Mause sowohl durch
PCR Analyse der DNS (Abb. C-15, S.58) ds auch durch X-Ga Férbung der Gewebe (Abb.
C-16, S.59; Abb. C-17, S.60; Abb. C-18, S.62) ene effektive Rekombination des ACZL
Reportergens in Organen mit enem hohen Antel an glatten Muskedzelen nachgewiesen.
Die higologische Andyse der X-Gd Féarbungen ergab, dass Tamoxifen die Rekombination
in den glatten Muskezellen der Aorta und verschiedener anderer groferer und kleinerer
Gefdlle sowie im glaten Muskd des MagenDarm+ und Urogenita-Trakts induzierte, nicht
aber im Hezmuskd, Skdettmuskd und dlen anderen untersuchten nicht glattmuskuléren
Geweben. In enigen nicht glattmuskulaen Organen wurde durch RT-PCR Andyse ene
niedrige Expresson von CreER' (Abb. C-14, S.57) und durch PCR Andyse eine sehr
geringe Rekombination nach Tamoxifengabe (Abb. C-15 +Tam, S58) detektiert. Diese
Befunde snd angesichts der negativen X-Gal Farbung dieser Organe (Sehe oben) sowie der
gut dokumentierten glattmuske-spezifischen Expresson des SM22 Gens (Solway et d.,
1995, Li et d., 1996a) hochswahrschenlich auf den Antel von Gefdien in den
untersuchten Gewebeproben  zurlickzufUhren. Insgesamt weisen diese Ergebnisse  darauf
hin, dass die Rekombination in SM-KI Maéausen durch Tamoxifen induziebar is und
sektiv im vaskulden und viszerden glaten Muskd datfindet. Da das rekombinierte
ACZL Reportetransggen zwar in viden &er nicht in dlen Geweben und glaten
Muskdtypen exprimiet wird (C.2.3), konnte man durch die Vewendung anderer
Reportermaudinien (Lobe et a., 1999; Mao et d., 1999; Soriano, 1999) das glattmuske-
sdektive Rekombinationsmuster der SM-KI  Maudinie besédtigen und beziglich  der
Spezifitét fur verschiedene Typen von glaiten Muskdzdlen (zB. ateridl, arterioldr, vends)
welter aufkl&ren.

Durch den Vergleich der Fraktion X-Gd gefarbter Zelen auf Gewebeschnitten von SM-KI
Mausen und ACZL-E Kontrollméusen wurde die Effizienz der Rekombinaion in SM-KI
Mausen bestimmt (B.3.6; Abb. C-18, S.62). Nach Tamoxifenbehandlung waren etwa 29%
der glaten Muskdzdlen in der Aorta und etwa 100% der glaiten Muskdzellen im Dam
.rekombiniet. Doss-Wirkungs-Versuche zeigten, dass die Rekombinaionsrate durch
Vaidion der Tamoxifendoss reguliet werden kann und dass bereits mit ener reativ
geringen Dogs von 01 mg Tamoxifen die maximae Effizienz erdcht wird (Abb. C-19
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links, S.63; F.4). Eine effektive Rekombination konnte sowohl durch intraperitonede (i.p.)
as auch perorde Gabe von Tamoxifen oder durch i.p. Injektion von OHT ausgelést werden
(F.4). Ahnliche Befunde wurden von Indra und Kollegen beschrieben, die CreER'? selektiv
in Kerainozyten exprimierten (Indra et d., 1999). Diese Ergebnisse demondrieren, dass die
CreER™? Rekombinase in vivo durch etwa 10-fach geringere Dosen von Tamoxifen
(0L mg) ektiviet werden kann as CreER', wodurch potentielle Neberwirkungen der
Tamoxifenbehandlung limitiet werden <oliten. In der hier vorgdegten Arbeit wurde
welterhin gezeigt, dass in SM-KI M&usen die maximae Rekombinationseffizienz beraits 3
Tage nach Tamoxifenbehandlung ereicht wird und der hohe Antel ,rekombinierter”
glatter Muskelzdlen mindestens vier Monate erhdten bleibt (Abb. C-19 rechts, S.63; F.4).
Eine lange Parssenz der Rekombination ist Uberaus wichtig wenn man gefloxte Zidgene
mit Hilfe aner Liganden-aktivierbaren Cre Rekombinase ausschdten will. Man nimmt an,
dass ,rekombinierte® Zdlen nur wédrend der kurzzetigen Gabe des Liganden (z.B.
Tamoxifen) entsehen. Ein Effekt der Rekombination bzw. Gendeletion ist aber erst zu
ewarten, nachdem die mRNS sowie das entsprechende Protein abgebaut wurden. Erfolgt
die Rekombination nicht oder nur tellweise in den Stammzdlen des Gewebes, O werden
die ,rekombinierten” Zelen durch nachwachsende Wildtyp Zelen erneuert, bevor der
Phanotyp der Genddetion ausgeprégt i, Dieses Problem wird in einem  rasch
proliferierenden Gewebe wie der Haut besonders deutlich (Brocard et d., 1997).

D.2.3. Vergleich von SM-KI Mausen mit konventionellen , glattmuskel-
spezifischen* Cre Mausen

Mittlerwelle wurden von anderen Arbetsgruppen transgene Cre Maudinien hergestelt,
welche die ,normdae*, d.h. konditutiv aktive Cre Rekombinase unter der Kontrolle des
»amooth muscle myosn heavy chain“ (SMMHC) Promotors (Regan et d., 2000) oder des
SM22 Promotors (M. Gotthardt, J. Herz, Ddlas, personliche Mitteilung) exprimieren. Im
Gegensatiz zu SM-KI Méusen wurde in adulten SMMHC-Cre und SM22-Cre Mausen
Rekombination nicht nur in glaten Muskdzdlen, sondern auch in Herzmuskdzdlen
festgestdlt. Die unerwinschte ektopische Rekombination im Herzen dieser konventiondlen
Cre Méuse ig wahrscheinlich dadurch bedingt, dass die zur Cre Expresson verwendeten
Promotoren wéahrend der Embryondentwicklung transent im Herzen aktiv snd (Madsen et
a. 1998, Franz et d., 1999; Li & 4d., 1996a). Die kurzzeitige Cre Aktivitéa fuhrt zu
rekombinierter DNS, die an dle Tochterzdlen weitergegeben wird und deshdb auch im
adulten Herzen vorhanden i, obwohl Cre im Herzen adulter Tiere nicht mehr exprimiert
wird (Abb. D-2A). Da noch kein ,glatmuskd-spezifischer* Promotor bekannt ist, der
wéahrend der Embryogenese nicht auch im Herz, und/oder Skelettmuskd aktiv i, kann
man das Problem der ektopischen Rekombinaion in ,glattmusked-spezifischen” Cre
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Mausen nur durch die Vewendung ener Ligandenaktivierbaren Cre Rekombinase
umgehen. In dieser Arbeit konnte klar gezeigt werden, dass weder im Herzmuskel noch im
SKdettmuskd  adulter Tamoxifen-behanddter SM-KI Méuse Rekombination dtattfindet
(Abb. C-16B, S.59). Da die CreER"? Rekombinase in Abwesenheit von Tamoxifen inaktiv
is, wird wéhrend ihrer Expresson im embryonden Herzen keine Rekombination ausge6st
(Abb. D-2B). Dass CreER"? im Herzen von SM-KI| Embryos exprimiert wird, wurde durch
Behandlung schwangerer M&use mit Tamoxifen gezeigt. Tasichlich konnten in den
Nachkommen ,rekombinierte® Herzmuskelzdlen nachgewiesen werden (SK., F. Hofmann,
R. Fal; unverdffentlichte Daten). Dies zeigt auch, dass SM-KI Mause zur zatlich kontrol-
lierten Mutagenese von Embryonen in utero verwendet werden kdnnen.

A B

“glattmuskel-spezifisch” glattmuskel- und zeitspezifisch
(SMMHC-Cre und SM22-Cre Maus) (SM-KI Maus)

Abb. D-2. Konditionale Mutagenese im glatten Muskel der Maus

(A) Konventionelle ,glattmuskel-spezifische* Cre Mause exprimieren Cre (C im grinen Kreis)
wahrend der Embryogenese auch transient im Herzmuskel. Demnach ist in adulten Tieren die
Excision eines loxP-flankierten (Dreiecke) Exons (E) nicht nur im glatten Muskel (graues Oval),
sondern auch im Herz (weilRes Oval) nachweisbar. (B) SM-KI Mause erlauben eine zeitlich
kontrollierbare Gendeletion selektiv im glatten Muskel adulter Tiere. Die Liganden-aktivierbare
CreER'® Rekombinase ist zunachst inaktiv (LC im roten Quadrat), so dass trotz ihrer Expression
wahrend der Entwicklung (z.B. im Herz) und im adulten Tier keine Rekombination ausgeldst wird.
Die Rekombinase wird erst durch Behandlung der Maus mit Tamoxifen (*) aktiviert (LC* im grinen
Kreis). Da CreER™ im adulten Tier nur im glatten Muskel exprimiert wird, findet die Gendeletion
selektiv im glatten Muskel (graues Oval), nicht aber im Herzmuskel (weiBes Oval) statt. Im
Gegensatz zu konventionellen Cre Mausen, in denen Cre kontinuierlich aktiv_ist (A), kommt es in
SM-KI Mausen nur in denjenigen Zellen zur Rekombination, die CreER™ zum Zeitpunkt der
Tamoxifengabe exprimieren (B).
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Die zdtliche Regulierbarkeit der Rekombination in SM-KI Méausen hat wichtige Vortele
gegenuber  konventiondllen  gewebespezifischen Cre Mausen, insbesondere wenn  man
gefloxte Zidgene ausschdten will. Vide transgene Cre Méuse exprimieren Cre berets
wéahrend der Embryogenese, 0 dass es bereits frih zur Geninaktivierung kommt, und zwar
je nach Expressonsmuger von Cre im gewinschten und/oder ungewinschten Gewebe
(sehe oben). Dies kann zur pré& oder perinatalen Letditét oder zur Kompensation der
Genfunktion durch die Hochregulation anderer Gene im adulten Tier fihren. Die
Interpretation des Phénotyps solcher gewebespezifischer Knockout Mause wird auch
dadurch erschwert, dass die zum Zetpunkt der Andyse ,rekombinierten® Zelen ene
Summierung der zatlichraumlichen Cre Aktivitét Uber den gesamten Lebenszetraum des
Tieres dargelen; d.h. esig a priori unbekannt ,wann und wo" das Zielgen in jeder Zdle
auggeschatet worden is. Dagegen kan man mit Hilfe Liganden-aktivierbarer Cre
Rekombinasen das zetlich-raumliche Fendter, in dem das Gen ausgeschdtet wird, reativ
exakt durch den Zeitpunkt der Gabe des Liganden (z.B. Tamoxifen) festlegen.

Der Pras fiur diese Kontrollmoglichkat i u.U. ene im Vergleich zu konventiondlen Cre
Méausen geringere Rekombinationseffizienz, da die Rekombination nur wéhrend des kurzen
Zatraums der Ligandengabe daitfinden kann. Moglicheweise ig die rddiv geinge
Rekombinationsrate in der Aorta von SM-KI Mausen (ca 29%) darauf zurlickzufUhren,
dass die Expresson von CreER'? zum Zetpunkt der Tamoxifeninjektion in den meisten
Gadinuskdzdlen zu schwach war um ene Rekombination auszulésen. Es ig von
verschiedenen Genen bekannt, dass se im Gefdimuske heterogen exprimiert werden
(Bochaton-Pidlat et d., 1998). Dies konnte auch fir das SM22 Gen gdten, in das die
CreER' 2 Rekombinase integriert wurde.

Auch wenn die Rekombinaion in der Aorta adulter SM22-Cre Mause nicht genau
quantifiziet wurde (M. Gotthardt, J. Herz, Ddlas, personliche Mitteilung), so erschent die
Rekombinationgate in dieser Linie hoher ds in der Aorta von SM-KI Maéusen. Dies
widerspricht nicht der Hypothese von einer heterogenen Expression des SM22 Promotors,
da dch die Rekombinationseffizienz in SM22-Cre Mausen aus der Uber die gesamte
Lebenszeit der Tiere integrierten Expresson von Cre ergibt (Sehe oben). Vidmehr weisen
diese Ergebnisse auf eine stochastische Aktivitét des SM22 Promotors im Gefd3muske hin,
d.h. der Promotor it zu jedem beliebigen Zeitpunkt nur in ener klenen Fraktion der
Zdlen, Uber enen langeren Zetraum gesehen aber ddidisch in fast dlen Zdlen aktiv.
Diese These wird durch den Befund unterstiitzt, dass sch die Rekombination in der Aorta
von SM-KI Méausn durch mehrmdige Tamoxifeninjektion im Abgand von enigen
Wochen verbessern lasst (C.2.3). Ob man die Rekombinationsrate im Gefd3 durch die
lokde Applikation von Tamoxifen erhdhen kann, muss noch untersucht werden. Momentan
ig davon auszugehen, dass man mit Hilfe der SM-KI Maus in bis zu 100% der viszerden
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glaten Muskezdlen (zB. im Darm) genetische Modifikationen induzieren kann, wéhrend
man in vaskuldren glatten Muskelzdlen (z.B. in der Aorta) eén mosakes Rekombinations-
muster erhdt. Mosak-Mutanten konnten sch aber gut dafir eignen, die pathophysio-
logischen Eigenschaften von sporadisch auftretenden Krankheiten wie etwa Krebs und
Atherosklerose zu smulieren.

D.2.4. Vergleich von SM-KI Mausen mit anderen Liganden-aktivierbaren Cre
Mausen

Vor ewa 4 Jadhren wurde ersmals gezeigt, dass Liganden-aktivierbare Cre Rekombinasen
zur zetlich kontrollierbaren somatischen Mutagenese in der Maus verwendet werden
konnen (Fal et d., 1996). Inzwischen wurden mehrere transgene Maudinien beschrieben,
wdche dne Tamoxifen-aktiviebare CreER' oder eine CreER' #hnliche Rekombinase
soezifisch in B-Zdlen (Schwenk et d., 1998), Keratinozyten (Vasioukhin et d., 1999; Indra
et a., 1999) oder Hepatozyten (Ima et d., 2000) exprimieren. Eine RU486-aktivierte Cre
Rekombinase wurde im Gehirn (Kellendonk et al., 1999; Tauijta et d., 1999) und in der
Haut (Berton et da. 2000) transgener Méuse exprimiert. Diese Studien bestdtigten die
Eignung von Liganden-aktivierbaren Cre Rekombinasen zur konditionden Mutagenese in
der Maus, zeigten aber auch, dass die Methode beziiglich der Ligandensenstivité und
Rekombinationseffizienz noch verbesserungswirdig i, Zum enen mussten die Méause zur
Auslosung der Rekombination mit hohen Dosen (Milligramm Mengen) von Tamoxifen
oder RU486 behanddt werden, was zu unerwinschten Nebenwirkungen fihren kénnte.
Zum anderen konnte sdbst durch die maximae Ligandendoss keine komplette
Rekombination in ener ausgesuchten Zelpopulaion erreicht werden, wahrschenlich well
die Rekombinase zu schwach und/oder mosak exprimiert wurde. Interessanterweise
wurden dle diese Maudinien durch Vorkerninjektion befruchteter Oozyten und
anchlie}ende zufdlige Integration des Rekombinase Transgens in das Genom hergestdlt.
Es i bekannt, dass diese Methode haufig zu einer varigblen und heterogenen Expression
des Transgens fuhrt (Dobie et d., 1997).

Im Rahmen diesr Arbet wurde egmds en gewebe und zetgpezifisches
Rekombinationssystem flr den glatten Muske etabliet und untersucht, ob sch dazu der
gezidte Knock-in oder die zufdlige Integration des Rekombinase Transgens besser eignet.
Die Ergebnisse zeigen klar, dass die Expresson von CreER™? unter der Kontrolle des SM22
Promotors nach Knock-in stérker und/oder homogener ist ds nach zufdliger Integration
des Tranggens und dementsprechend zu ene hoheren Rekombinationseffizienz  fhrt
(C.2.2; F.4). Wedterhin erwies sich die CreER™? Rekombinase in ihrer Tamoxifen
sengtivité der , klassschen® CreER' Rekombinase (berlegen (C.2.3; F.4). Zur Hersidlung
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gewebespezifischer, Tamoxifen-induzierbarer Cre Méuse sollte demnach en Knock-in der
CreER"? Rekombinase ds Alternative zur Oozyteninjektion des CreER' Transgens in
Betracht gezogen werden. Ein Vortel von Knock-in Mausen wie der SM-KI Linie
gegentber klassischen transgenen Méausen id, dass man estere leicht auf dem gleichen
genetischen Hintergrund zlichten kann wie die Maudinien mit gefloxten Zielgenen. Sowohl
Knock-in ds auch gefloxte Méuse werden durch homologe Rekombingion in ES Zelen
aus 129/Sv Méusen erzeugt, wahrend klasssche transgene Mause meist durch Injektion von
Oozyten aus Mausen anderer Stdmme etabliert werden. Somit bleibt der reine genetische
Hintergrund auch nach Verkreuzung ener Knock-in Cre Maus mit einer gefloxten Maus
erhaten, was die Analyse des Phanotyps konditionaler Mausmutarten erleichtert.

D.3. Zukunftsperspektive

Mit Hilfe der SM-KI Maudinie kann man zatlich kontrolliert somatische Mutationen
sdektiv im glatten Muskd erzeugen. Durch kurzzetige Behandiung der Méause mit ener
relativ geringen Dods von Tamoxifen (t&glich 0,1 mg fir 5 Tage) lassen dch in bis zu
100% der glatten Muskezdlen vorbestimmte genetische Modifikationen induzieren, die
Uber mehrere Monate und moglicheweise auch langer anhdten. Aufgrund dieser
Eigenschaften sollte d9ch die SM-KI Maudinie gut egnen, um gefloxte Zidgene zu
definierten Zetpunkten wahrend der pré und postnatden Entwicklung sdektiv im glatten
Muskd auszuschdten. Dadurch konnte die glattmuske-spezifische Funktion verschiedener
Gene aufgeklat werden, deren ,chronische® Deetion zu embryonder Letdité (zB. aic
Kalziumkana, Seisenberger et d., 2000) oder zu ener stark reduzierten Lebenserwartung
(z.B. cCKIl, Pfafer et d., 1998) fuhrt. Erste Versuche mit gefloxten cGKI Mausen weisen
darauf hin, dass das cGKI Gen nach Tamoxifeninjektion sdektiv und effektiv im glaten
Muskd inaktiviert wird (W. Wolfsgruber, SK., R. Fdl, F. Hofmann; unvertffentlichte
Daten). Die SM-KI Maus sollte auch entscheidend zur Aufkl&rung der Funktion des aic
Kadziumkandgens im glaiten Muskd beitragen. Es ig anzunehmen, dass die Verkreuzung
gefloxter aic Méuse mit konventiondlen , glattmuskd-spezifischen* Cre Méausen (z.B.
SMMHC-Cre, SM22-Cre) auch zur Genddetion im embryonden Herzen fihrt (D.2.3), sO
dass diese Mausmutanten madglicherweise nicht lebensféghig snd (Sdsenberger e 4.,
2000). Dass man durch Tamoxiferrinduzierbare Mutagenese die Funktion ,echter* Gene
untersuchen kann, wurde kirzlich von der Arbetsgruppe um Pierre Chambon ersmals
demondtriert (Li et &., 2000).
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Die Anwendungsmoglichkeiten der SM-KI Maus beschrénken sch aber nicht nur auf die
konditionde Inaktivierung von Genen. Prinzipiel konnen mit diesr Maudinie dle Genom-
modifikationen, die das Crellox Rekombinationssystem erlaubt, im glaten Muskd induziert
werden, wie die Inverson, Excison/Integration und Trandokation von DNS (Abb. A-1,
S.2; Ubersicht: Metzger & Feil, 1999).

Eine interessante Anwendung der SM-KI Maus wére das sog. ,cdl fate mapping* (Zinyk et
al., 1998). Die Expresson des SM22 Gens gilt as einer der frihesten Marker wahrend der
Embryondentwicklung dler glatter Muskdtypen (Li e d., 1996a). Da die CreER'?
Rekombinase in SM-KI Mausen ein dhnliches Expressonsprofil wie das endogene SM22
Gen aufweist (Abb. C-14, S.57), konnte man durch Tamoxifenrinduzierte Rekombination
in Embryos (D.2.3) SM22 exprimierende Zdlen und deren Tochterzelen permanent
genetiscch markieren. Durch  Tamoxifeninjektion tragender Mditter zu  unterschiedlichen
Zeitpunkten wéhrend der Embryogenese kann man unterschiedliche Zetfenster der SM22
Expresson untersuchen. Wird ds Rekombinationssubstrat ein lacZ Reportergen verwendet,
0 lésst sch spédter durch X-Ga Farbung von Geweben der Nachkommen leicht erkennen,
in  wechen Zdlen da SM22 Promotor im  jeweligen Zetfender  der
Embryondentwicklung aktiv war bzw. welche Typen von glaten Muskdzdlen sch aus
den makierten Vorlauferzellen entwickdt haben. Deratige Untersuchungen konnten dazu
beitragen, die kompliziete und weitgehend unverstandene Genee des glaiten Muskes
naher aufzukléren (Carmeliet, 2000).

Waterhin kann die SM-KI Maus zur Gewinnung von Primérkulturen glaiter Muskelzdlen
genutzt werden. Da auch in den kultivieten Zdlen durch Tamoxifenbehandlung
Rekombination ausgelést werden kann (Abb. C-12A, S55), egnen de sch zur zatlich
kontrollierten Durchfihrung Cre/lox-vermittelter Resktionen in vitro, z.B. zur Aktivierung
von Transggenen oder zur Inaktivierung von endogenen Genen. Schliefdich kann in
homozygoten (-/-) SM-KI Mausen die noch unverstandene physologische Funktion des
SM22 Gens sdbst untersucht werden, da der Knock-in der CreER'? Rekombinase zur
Inaktivierung des SM22 Gensfuhrte (C.2.4).

Insgesamt haben die Ergebnisse dieser Arbeit demondriert, dass es dlgemein schwieriger
ig ene geneisch verdndete Maudinie herzugdlen, die en Tranggen sdektiv in eénem
gewinschten Gewebe exprimiert, ds ene Maudinie zu erzeugen, die ,nur‘ en integriertes
Transgen trégt, ohne dass dieses exprimiert werden muss, was z.B. zur Inaktivierung enes
Gens augreicht. So filhrte der Knock-in der CreER" Rekombinase in den cGKI Genort zwar
zur Inaktivierung des cGKI Gens, nicht aber zur gewlinschten Expresson der Rekombinase
(C.1). Nur durch die Vewendung verschiedener genetischer Methoden und Expressons-
drategien konnte schliefdich eéne Maudinie etabliet werden, die SM-KI Linie, die das
Rekombinase Tansgen in ausreichender Menge exprimiet um eine effiziente Tamoxifen



76 Diskussion

induziete Rekombination zu ereichen. Im Veglech zu konventiondlen Cre Méusen
scheinen die Anforderungen an die Expressonseigenschaften von  Liganden-aktivierbaren
Cre Rekombinasen besonders hoch zu sain. Dies konnte daran liegen, dass die
Rekombination nur wéahrend der kurzen Phase moglich id, in der die Maus mit dem
aktivierenden Liganden behanddt wird (ca 5 Tage). Dagegen findet die Rekombination in
konventiondlen Cre M&usen zdtlebens dso sozusagen ,kontinuierlich® gat (D.2.3). Die
Liganden-aktivierte Rekombination konnte moglicherweise  weiter  verbessart  werden,
indem man die Rekombinasen mit sog. Trandokationspeptiden ausdattet, die enen
interzellul&ren Transport von Proteinen ermoglichen (Schwarze et d., 1999; Ubersicht:
Schwarze & Dowdy, 2000). In transgenen Maéusen, die ene solche modifizierte
Rekombinase mosak exprimieren, wirden dann die Rekombinasgproteine aus den
exprimierenden Zellen auch in benachbarte nicht exprimierende Zelen gelangen, was die
Effizienz der Rekombination erhdhen konnte.

Abschliellend ist anzumerken, dass ein Knock-in in den SM22 Genort generdl zur
glatmuskd-spezifischen  Expresson  von  Transgenen  gedigngd s@in ollte zumd
heterozygote (+/-) SM22 Knock-in Mause kene offenschtlichen phanotypischen
Veranderungen zegen (C.2.4). Beigpidsvease konnte man ein ¢cGKI Transgen unter die
Kontrolle des endogenen SM22 Promotors stellen und so die cGKI Expression sdektiv nur
im glatten Muskd von cGKI Knockout Mausen wiederherstdlen. Dadurch konnte
untersucht werden, welche Defekte der cGKI Nullmutante auf ener zelautonomen
Funktion der cGKI im glatten Muskel beruhen.
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E. Zusammenfassung

In einer konventionellen Knockout Maus it das Zielgen berets in der Kembahn zerstért,
was haufig zu embryonder Leditd oder dak engeschrankter Lebensfahigkeit der
Mausmutante fuhrt. Aber sdbst wenn man lebensfdhige Nullmutanten erhdlit, so i das
Zidgen in diessn Mausen ,chronisch”, dh. in jeder Korperzelle bereits von Beginn der
Embryordlentwicklung an inektiviert, so dass die spezifische Funktion des Gens in einem
bestimmten Gewebe nicht untersucht werden kann. Die Probleme der |, chronischen®
Gendeletion konnen durch die Methode der konditionden somatischen Mutagenese unter
Einstiz des Cre/lox Rekombinationssysems umgangen werden. Mittels  transgener
Maudinien, die die Cre Rekombinase gewebespezifisch exprimieren, konnen |oxP-
flankierte (,gefloxte’) Zidgene oHektiv nur in @nem bestimmten Zdltyp aus dem
Chromosom herausgeschnitten und damit  inektiviet werden. Die Vewendung von
Liganden-aktivierbaren Cre Rekombinasen ermdglicht zusiizlich eine zetliche Kontrolle
der Rekombination bzw. Gendeletion.

Zid diesr Arbeit war es transgene Maudinien herzugtdlen, die ene Tamoxifer
aktivierbare Cre Rekombinase (CreER' oder CreER'?) sdektiv in glaten Muskezdlen
exprimieren. SO konnte die Rekombination und damit die Inaktivierung von gefloxten
Zidgenen zat- und gewebespezifisch durch Verdoreichung von Tamoxifen an die Mause
sektiv im glatten Muskd induziet werden. Zur Expresson der Rekombinasen in
transgenen Méusen wurden verschiedene Strategien  (klasssches, zufédllig  integriertes
Transggen bzw. geziete Integration des Transgens durch ,,Knock-in®) und Promotoren, die
im glaten Muskd aktiv snd (cGKI bzw. SM22), verwendet. Die erzeugten Maudinien
wurden mit Reporterméusen  verkreuzt und ihre Expressons- und Rekombingations-
elgenschaften eingehend untersucht.

Sowohl der Knock-in von CreER' in den cGKI Genort (GK-KI Maudinie) ds auch die
zufdlige Integration eines SM22-CreER'? Transgens (SM-TG Maudinien) filhrten nur zu
ene geingen Expresson der Rekombinase, 0 dass die Effizienz der Tamoxifen+
induzierten Rekombinaion in diesen Maudinien ewartungsgemd? nicht befriedigend war.
Dagegen konnte durch den Knock-in von CreER™2 in den SM22 Genort (SM-KI Maudinie)
ene reaiv dake Expresson der Rekombinase und Tamoxifen-induziete Rekombination
in glatmuskul&ren Geweben ereicht werden. Daher wurde die SM-KI  Maudinie
audiihrlich charakterisert.
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Wéhrend in unbehanddten SM-KI Mausen keine Hintergrund-Rekombination detektierbar
war, konnte durch kurzzeitige Behandlung adulter Mause mit ener reativ niedrigen Doss
von Tamoxifen (t&glich 0,1 mg fir 5 Tage) ene effiziente und persstente Rekombination
sektiv in glaten Muskdzdlen ausgdés werden. Rekombination wurde sowohl im
vaskularen ds auch im viszerden glatten Muskd nachgewiesen, nicht aber im Herz und
SKedettmuske sowie in dlen anderen untersuchten nicht glattmuskuldren Geweben. Durch
Tamoxifengabe lield sSch die Rekombinasesktivitdt in 100% der glatten Muskelzelen des
Dams und in etiwa 30% dear Gefdimuskelzdlen der Aorta induzieren. Insgesamt weisen
diese Ergebnisse darauf hin, dass man mit Hilfe der SM-KI Maudinie sometische
Mutationen

durch kurzzeitige V erabreichung geringer Dosen von Tamoxifen
sektiv im glatten Muske
mit bis zu 100% Effizienz und

langer Persstenz

induzieren kann. Daher <ollte Sch diee Maudinie gut eignen, um gefloxte Zidgene zu
definierten  Zeitpunkten  spezifisch  in  glaiten Muskedzdlen auszuschdten.  Inshesondere
kann die Funktion des L-Typ Kaziumkands und der cGMP-abhangigen Proteinkinase
Typ |, deren ,chronischer* Gen-Knockout zu embryonder Letaitét bzw. stark reduzierter
Lebensarwartung fihrt, in adulten Tieren untersucht werden. Ein wichtiger Vortell der
Liganden-aktiviertbaren  Rekombination  gegeniber  herkdmmlichen |, glattmuske- spezi-
fischen Cre Mausen i, dass edere eine wirklich sdektive Genddetion nur im glaten
Musked emmoglicht. Da die ,glatmuskd-spezifiscchen® Promotoren  wahrend  der
Embryondentwicklung auch im Herz und/oder Skelettmuskel aktiv sind, kommt es in
konventionellen Cre Mausen auch in diesen Muskdtypen zur Gendeetion, was zu Letditét
oder schwierig zu interpretierenden Phanotypen fiihren kann.

Im Rahmen desr Arbet wurde edgmds en gewebe und zetgpezifisches
Mutagenesesystem fir den glaten Muskd entwickdt. Die SM-KI Maudinie sollte sehr
hilfreich sain, um die Funktion bestimmter Gene im glatten Muske zu untersuchen und um
Mausmodele fir wichtige Krankheiten des Menschen, zB. Atherosklerose und
Hypertonie, zu etablieren. Eine wetere Anwendung dieser Maudinie wére das sog. ,,cell
fate mapping‘ zur Aufklaung der komplizieten Genese verschiedener Typen des glatten
Muskels. Schliefdich wurden sozusagen as Nebenprodukte dieser Arbeit auch Knockout
Maudinien generiert, die eine Funktionsandyse des cGKI Gens (GK-KI Maudinie) und
des SM22 Gens (SM-KI Maudinie) eemdglichen.
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F. Anhang

F.1. Verwendete Oligonukleotide

Primer Sequenz in 5'-3' Richtung Gen/Bindungsstelle®
796 GTGAATGTTACTCGAGAAGACT cGKI Exon 7 v
1108 CAGCTCTACTCGTCCGAAACC cGKI Exon 10 r
1248 CTCACAATGAAGTCAGAATGA cGKIExon11r
QG197 GTAATGATCAGTCAACGGGGGAC HPRT v

QG198 CCAGCAAGCTTGCAACCTTAACCA HPRT r

QY83 ATTCGCAGCGCATCGCCTTC neov

RF53 CCTGGCTGTGATTTCACTCCA cGKil Intron 10 v
RF57 CTAGAATGCCTCCCCCTTTC SM22 vor Exon 1v
RF58 TTGTTATGCATGCTTGAGGCAGAGCTAAAG SM22 Intron 1 Exon 2 r (Sphl)
RF59 TAAACATGTGACCCTTGCTCC SM22 vor Exon 1 v
RF60 ACATAGCCCATACACCTATGGG SM22 Intron 2 r
RF61 TGTCAAAATAGTCCACAGGCC SM22 Intron 2 v
RF62 GGAAAAGATGTAGAGGCTGGG SM22 pAr

RF67 CTCAGAGTGGAAGGCCTGCTT SM22 Intron 1 v
RF79 CGCCGACGGCACGCTGATTG lacZ v

RF80 GTTTCAATATTGGCTTCATC lacZr

RF81 CTGCTAACCATGTTCATGCC Pcac v

RF82 GGCCTCTTCGCTATTACG lacZr

RF85 TCGCCCATAGCCTGTCAT SM22 Exon 5r
RF88 ACACATTCCACAGCTGGTTCT “IRES"r

RF90 CACACCATTCTTCAGCCACA SM22 Exon 2 r
RF103 GACACCGAAGCTACTCTCCTT SM22 Exon 1v
SC135 GGCGATCCCTGAACATGTCC Crer

TK140 ATCCGAAAAGAAAACGTTGA Crev

TK142 ATCCAGGTTACGGATATAGT Crer

TS78 GGGCGGTAGGCGTGTACGGT Pcmvv

VI58 CGCCATTCAGGCTGCGCAAC lacZr

VZ3 ATTGAACGAACCTGGTCGAA Crer

% v, vorwarts; r, riickwarts

F.2. PCR Genotypisierung

Mauslinie Primer GrolRe des Amplifikats
ACZL RF79+RF80 0,30 kb

RF81+RF82 ~2kb
ACZL-E RF81+RF82 0,58 kb
CMV-Cre TK140+TK142 0,63 kb
CMV-CreER’ TK140+TK142 0,63 kb
GK-KI RF53+RF88+1108 0,60 KiI

0,55 WT

SM-TG RF79+RF80 0,30 kb lacz

TK140+TK142 0,63 kb Cre
SM-TG-E VI58+TS78 0,35 kb
SM-KI RF67+SC135+RF90 0,22 kb KI

0,30 kb WT
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F.3. Verwendete AntikGrper

Antikérper Herkunft Anwendung / Referenz
Verdinnung

cGKlcommon Kaninchen Western Blot / P. Ruth, F. Hofmann,
polyklonal 1:1000 Munchen

Cre Kaninchen Immuncytochemie / F. Tronche, G. Schitz,
polyklonal 1:1000 Heidelberg

SM22 Kaninchen Western Blot / V.J. Small, M. Gimona,
polyklonal 1:1000 Salzburg

a Smooth Muscle Actin Maus Immuncytochemie / Sigma #A-2547
monoklonal 1:400

Anti-Kaninchen / Schaf Western Blot / Boehringer #1214632

Alkalische Phosphatase polyklonal 1:5000

Anti-Kaninchen / Cy3 Ziege Immuncytochemie / Dianova #111-165-144
polyklonal 1:300

Anti-Maus / FITC Ziege Immuncytochemie / Dianova #115-095-146
polyklonal 1:300

F.4. Analyse der Rekombination in SM-KI Mausen

Verabreichungsform des
Liganden

Zeit zwischen der letzten
Verabreichung des Liganden
und der Analyse

Effizienz der
Rekombination?
(untersuchte Tiere)

5x0.01 mg Tam" i.p.
5x 0.1 mg Tam i.p.
5x1mg Tam i.p.
5x 1 mg Tam p.o.
5x 0.1 mg OHT i.p.
5x 1 mg OHT i.p.
5x1mg Tam i.p.
5x1mg Tam i.p.
5x1mg Tam i.p.
5x1mg Tam i.p.

5 x Vehikel i.p.

3 Tage
3 Tage
3 Tage
3 Tage
3 Tage
3 Tage

2 Wochen
4 Wochen
8 Wochen
16 Wochen
32 Wochen

»7% (2)
»92% (3)
»100% (9)
»96% (2)
»88% (2)
»99% (2)
»96% (2)
»100% (2)
»93% (11)
»85% (2)
0% (2)

# an Schnitten des Diinndarms und Dickdarms bestimmt (B.3.6); ® Tamoxifen
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