Ergebnisse

5 Ergebnisse

5.1 Konstruktion desVektors zur konditionalen I naktivierung des Gnal3
Gens

Zur Kongruktion des ads TV13flox bezeichneten Zielvektors der zu ener konditionaen
Inaktivierung des Gnal3 Gens verwendet werden sollte, wurde der gleiche genomische Klon
wie zur Hedgdlung des Zidvektors fir die klasssche Inaktivierung des Gnal3 Gens
herangezogen. Bei der konditionden Inaktivierung sollte das zweite kodierende Exon des
Gnal3 Gens und nicht wie beim klassschen ,, Knock-out®, das erste codierende Exon deletiert
werden. Zur Hededlung des entgorechenden  Zielvektors wurde zunéchst  ene
Redtriktionskarte des 14.8 kb | Phagen Klons ersdlt. Eine Auswahl des Ergebnisses dieser
Redtriktionskartierung ist in Abbildung 5 dargestdlt.
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Abbildung 5: Redtriktionskarte des Gnal3 Gens. Fiur die Klonierung und nachfolgende Analyse notwendige
Restriktionsstellen wurden als vertikale Striche eingezeichnet und die Restriktionsenzyme mit ihren Anfangs-
buchstaben bezeichnet E: EcoRI; H: Hindlll; K: Kpnl; N: Nhel; S: Sacll; Sp: Spel). Die horizontale Linie

kennzeichnet den genomischen Klon, wahrend Rechtecke das Exon | bzw. |1 desGnal3 Gens symbolisieren.

Die fir das Zidkonsrukt vewendete  Neomycinphosphotransferasekassette  und
Thymidinkinasekassette sowie die fir die konditionde Inaktivierung notwendigen |oxP-
Erkennungssequenzen dammen aus enem ds pHox bezeichngem Plasmid, das
freundlicheeweise von Dr. D. Chui zur Verfigung gestdlt wurde. Die fur die Klonierung von
TV13flox notwendigen Informationen beziglich dieses Plasmides snd in  Abbildung 6
dargestellt.

Abbildung 6; Restriktionskarte und Lage der

| | | | | | | | Sdlektionsmarker. Fir die Klonierung notwendige

0 2 4 6 8 kb  Restriktionsstellen  wurden  as  vertikale  Striche
eingezeichnet und die Restriktionsenzyme mit ihren
Anfangsbuchstaben bezeichnet B: BamHI; H: Hindlll; S:

@ e 65kb Sall; X: Xhol). Die Dreiecke kennzeichnen |oxP-Stellen,
wahrend die Blockpfeile die zwel Selektionskassetten
darstellen (pGKneo: Neomycinphosphotransferase; HSVtk:
Thymidinkinase).
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Abbildung 7: Klonierungsschema zur Herstellung des Zievektors TV213flox zur konditionalen

Inaktivierung des Gnal3 Gens. Restriktionsstellen wurden als vertikale Striche eingezeichnet und die

Restriktionsenzyme mit ihren Anfangsbuchstaben bezeichnet. B: BamHI; E: EcoRIl; H: Hindlll; K: Kpnl; N:
Nhel; Nt: Notl; S: Sacl; 9: Sall; Sc: Sacll; Sp: Spel; Xb: Xbal; X: Xhol). Eingeklammerte Restriktionsenzyme

zeigen, dass durch die Klonierung Restriktionsstellen verloren gegangen sind. Die horizontale Linie

kennzeichnet den genomischen Klon, wéhrend Rechtecke das Exon | bzw. Il des Gnal3 Gens symbolisieren.

Dreiecke stellen die 1oxP-Stellen dar, wahrend die Blockpfeile die zwei Selektionskassetten darstellen (pGKneo:

Neomycinphosphotransferase; HSVtk: Thymidinkinase).

In enem edgen Klonierungsschritt, wurde der genomische Gnal3-Klon  mit

den

Redtriktionsenzymen Kpnl und Nhel verdaut, wéahrend pFlox mit BamHI linearisert wurde.
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Um die fir die Ligation notwendigen ,glatten Enden” zu erzeugen (4.1.4), wurde sowohl fir
den genomischen Gnal3-Klon as auch fir den pFlox-Vektor ene Aufflllresktion mit T4
DNA-Polymerase durchgefiihrt. Nach der Auffillresktion wurden beide Ansdze auf en 1%
Agarosegd  aufgetragen, die entsprechenden Banden exzidiert und entsprechend der Angaben
unter 4.5.1 gereinigt. pFlox wurde dephosphoryliert (4.1.2) und mit dem Kpnl/Nhel Fragment
liget (4.1.5). Die Andyse auf pogdtive Klone efolgte mithilfe @nes Xhol Verdaus der aus
der Miniprégparation (4.10.2) entstandenen DNA. Um den 5Bereich, den so genannten
olahgen Arm* des Zidvektors herzugelen, wurde ein aus der vorhergegangenen Ligation
sammender, ds pHFoxEll bezeichneter, postiver Klon mit Xbal verdaut, dephosphoryliert
und zu enem aus dem genomischen Gnal3 Klon durch einen Nhel/Spel Verdau generierten
Fragment ligiet (4.1.5). Nach Transformation (4.2) und Minipréparation (4.10.2) wurden die
Klone Uber einen Aflll/Sacll Verdau @.1.1) anadysert. In einem dritten Schritt wurde das die
loxP-Sellen, das Exonll, die Seektionskassetten sowie den langen Arm  enthatende
Kongtrukt (pFloxEllla) zunéchs mit Sall  linearidert, e@nem Vedau mit Hindlll (4.1.1)
unterworfen und in enen zuvor mit Xhol und Hindlll verdauten pBluescript-Vektor kloniert
(4.1.5). Die nach der Trandformation (4.2) und Miniprgparation (4.10.2) vorhandenen DNAS
wurden wiederum Uber verschiedene Tesiverdau-Ansdize (4.1.1) auf pogtive Klone
untersucht, die as pBSEllla bezeichnet wurden. Im letzten Klonierungsschritt wurde der
kurze Arm des genomischen Gnal3 Klones in den Zidvektor eingefigt. Dazu wurde der
genomische Klon mit Kpnl und der Vektor mit Notl verdaut @.1.1). Nach dem Kpnl-Verdau
wurden die Enden mit T4 DNA-Polymerase (4.1.4), nach dem Notl-Verdau mit Klenow-
Fragment gegléitet. In beiden Fdlen efolgte ein zweter Verdau (4.1.1) mit Sacll und
anthlieeend die Ligation (4.1.5) der zwe Fragmente. Wiederum wurden die Uber
Trandormation (4.2) und anschliefende Miniprgparation (4.10.2) gewonnenen DNAsS Uber
gedgnete VedarAnsitze (4.1.1) andydet. Um dchezugdlen, dass samtliche
Klonierungen tasichlich  efolgreich  verlafen  sind, wurden die  Ubegdnge der
Klonierungsstdlen des ds TV13flox (Abbildung 7) bezeichneten Zielvektors durch eine
Sequenzierung Uberpruft.

5.2 Homologe Rekombination in embryonalen Stammzellen

Um die Pluripotenz embryonder Stammzelen zu erhdten, wurden diese af enem ds
Feederrasen bezeichnetem Monolayer embryonaler Fibroblasten (4.11.3) kultiviert und das
Medium mit LIF supplementiert (3.13). Der Zidvektor wurde vor der Elektroporation mittels
enes Caesum-Chlorid-Gradienten gerenigt  (4.5.2), mit Sacl lineariset und die
Blektroporation wie unter 4.11.6 beschrieben durchgefihrt. Nach 48h wurde mit 280ug/mi
aktivem G418 ds Sdektiongmittd auf Klone sdektiert, die die Neomycinphosphotrans-
ferasskassette und damit zumindest Tele des Zidvektors homolog wie auch heterolog in ihr
Genom integriert hatten. Nach 10-12 Tagen wurden makroskopisch sichtbare, undifferenzierte
Zdlklone unter e@nem Binokular-Mikroskop mittels ener Mikropipette isoliert (4.11.7) und
auf einer 96well Schde ausplatiert. Der Sdektionsdruck mit G418 wurde bis zum Wegfrieren
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der Origindplatte aufrechterhdten (4.11.8). Die Replikgplate wurde zur Hergelung von
genomischer  DNA  benutzt (4.10.5), um diese auf ene homologe Rekombination der im
Vektor verdnderten Bereiche zu untersuchen. Um dchergdlen zu  kdnnen, dass ene
vollséndige homologe Rekombination des Zidvektors in embryonden Stammzdlen vorliegt,
wurden zunéachst PCR-Andysen fur den 3-Beeich der homolog zu rekombinierenden

Sequenz  durchgefuhrt. Die entsprechenden Primer Kombinationen snd in Abbildung 8
dargestelt.
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Abbildung 8: Aufbau des Zielvektors und Postion der Primer zur Identifikation homolog rekombinierter
Klone via PCR. Durchgéngige, horizontale Linien stellen genomische Bereiche dar, wahrend die gestrichelten
Linien Vektorbereiche markieren. Die vertikalen Linien kennzeichnen Klonierungsstellen bzw. eine Auswahl an
Restriktionsenzymen (S: Sacll; K: Kpnl; N: Notl). Schwarze Balken zeigen die Exons | und Il des Gnal3 Gens.
Dreiecke stellen die loxP-Stellen dar, wahrend Pfeile die Position von Primern markieren. Sequenzen der
verwendeten Primer: TK: CTTCCTCTTGAAAACCACACTGC; 3f: CTGTGCTCTTGTTCCG; 3'I: AGAGGACAGGACA
GGGTGTGTGACAG; loxf: TCACAAGTGACTACTTGAGTCTG; loxr: GCTGTGTTCAGTCTGCCTTAATGC. FGKneo:
Neomycinphosphotransferasekassette; HSVtk: Herpessimpl exvirus-Thymidinkinasekassette.

Die Primer zur ldentifikation homolog rekombinieter Klone wurden so gewdhlt, dass am
3 Ende des zu rekombinierenden Bereiches en Primer innerhab, der andere auflerhab der
homologen, Uber den Zidvektor in die embryonden Stammzellen eingebrachten Sequenz lag.
Mit dem Primetrio TK,3f/3r (Abbildung 8) wurde in homolog rekombinierten Klonen ene
3.2kb grofe Bande, die dem Amplifikat des Primerpaares TK/3'r entspricht sowie eine 550bp
Bande, die mithilfe der Primer 3f/3r die Wildtypsequenz amplifiziet, erzeugt. Klone, in
denen keine homologe Rekombination datgefunden hat, zegten ausschliefdich die
Wildtypsequenz. Das entsprechende PCR-Ergebnisseist in Abbildung 9 dargestelit.
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S\ &\? \l—é Abbildung 90 PCR-Analyse zur Identifikation homolog

SQ‘ Q\Q @é rekombinierter Klone. Das Primertrio TK, 3'f/3'r fihrt in

homolog rekombinierten Klonen zur Amplifikation einer 550bp

3.2kb —» m = Wildtypbande (Wt) sowie zu einer 3.2kb Bande, die dem

homolog rekombinierten Allel (TA) entspricht. In nicht homolog
: rekombinierten Klonen (Wt;Wt) kann nur die Wildtypbande
;-- detektiert werden.

550bp —»

Da ene homologe Rekombination haufig unter
Verlug der externen 5 loxP-Sele erfolgt, wurde mit
dem Primerpaar loxf/loxr (Abbildung 10) eine PCR Uber die extene 5-loxP-Sdle
durchgefiihrt. Wéahrend an dem genomischen Klon sowie in wildtypischen embryonden
Stammzdlen auschliedich die Wildtyp Bande und keine zusdizlichen 480bp grolen
Amplifikate nachgewiesen werden konnten, it in Abb. 3.3A das Bandenmuster vier loxP
positiver Klone exemplarisch dargestellt. Neben dem 220bp grofRen wildtypischen Fragment
zdagt sch eine weitere Bande bel 480bp, die der Lange der durch die Klonierung entstandenen
modifizieten Sequenz um die loxP Sele herum entspricht. Um die Richtigkeit der
Amplifikete zu Uberprifen, wurde das Ge auf ene Nylonmembran geblottet und mit ener
loxP-Sonde, die eine Tellsequenz der loxP-Stdle enthdt, hybridisert. Wie erwartet kommt es
in den Spuren, die dem genomischen Klon sowie der wildtypischen ES-Zdl DNA
entsorechen, aufgrund des Fehlens der  loxP-Stele zu  keiner  Schwérzung  des
Autoradiogrgphiefilms, wahrend im Zidvektor sowie in den in Abbildung 10 A dargestellten
homolog rekombinierten Klonen die loxP-Stele endeutig nachgewiesen werden konnte
(Abbildung 10 B).
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Abbildung 10: PCR und Olighybridiserung zur Uberprifung der Integration der 5 loxP-Stelle in
homolog rekombinierten Klonen. A) PCR-Ergebnis mittels die 5 loxP-Stelle flankierenden Primern (oxf/loxr;
Abb. 8) B) Hybridisierung des auf eine Membran Ubertragenen PCR Ergebnisses mittels einer fir die loxP-Stelle
spezifischen Sonde.
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Tas&chlich enthidten nur 9% der Uber die 3- PCR ds homolog rekombiniert identifizierten
Klone die externe loxP-Stelle. Diese postiven Klone wurden zusdtzlich Uber Southernblotting
(4.3) mithilfe éner 5-, einer 3- sowie ene internen Sonde verifiziet (Abbildung 12). Ein
Schema zur Identifikation homolog rekombinierter Klone via Southernblot ist in Abbildung
11 dargestdlt.
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Abbildung 11. Schema zur Identifikation homolog rekombinierter Klone via Saouthernblotting.
Durchgangige, horizontale Linien stellen genomische Bereiche dar, wéahrend die gestrichelten Linien
Vektorbereiche markieren. Die vertikalen Linien kennzeichnen Klonierungsstellen bzw. fur die Identifikation
von homolog rekombinierten Klonen notwendige Restriktionsenzyme (A: Aflll; B: BamHI; Ecol: EcoRI; Hd;
Hindlll; K: Kpnl; N: Notl Sp: Spell; St: Stul). Mithilfe der Sonde A und EcoRI-Verdau der genomischen DNA
wurde der 5-Bereich der homolog rekombinierten Klone auf seine Vollstdndigkeit hin Gberprift. Foir die
Uberprifung des 3'-Bereiches wurde Hindlll verdaute DNA mit der Sonde B hybridisiert. Um
M ehrfachintegrationen des Zielvektors auszuschlief3en, wurden Sonden aus der Sonde C angesetzt und gegen
Spel verdaute DNA hybridisiert. Schwarze Balken zeigen die Exons | und Il des Gnal3 Gens. Dreiecke stellen
dieloxP-Stellen dar.

Fur die Southernblot Anadyse wurden verschiedene Sonden ausgewdhlt, die Uber enen
entsorechenden Verdau Aussagen dartber ermdglichten, ob eine homologe Rekombination
des Zidvektors in embryonden Stammzdlen datgefunden hat. Die Redriktionsstdlen
wurden moglichst nahe der loxP-Stellen gewdhlt, um so das Vorhandensain der loxP-Stellen
auch Uber Southernblot zu bedtétigen. Die Sonde A wurde aus einem PCR-Amplifikat
hergestellt (Primer: PfI13A/Pfl13B), wéahrend Sonde B und C lber einen Verdau der cDNA
des genomischen Gnal3 Klones mit BamHI/Spel (Sonde B) bzw. Aflll/Stul (Sonde C)
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entdanden. Durch die Wahl ene inteenen Sonde C, konnten Mehrfachintegrationen
ausgeschlossen werden. Nur 1% der Uber PCR ds homolog rekombiniert identifizierten Klone
zeigten das im Southernblot erwartete Bandenmugter. In den anderen Klonen fand, Uber PCR-
Andysen nicht erkennbar, entweder nur ene patiele homologe Rekombination des
Zidvektors oder aber mehr ds ene Integration der zu rekombinierenden Sequenz in das
Genom Htatt.

(g?‘ <X (g?‘
Q& ’bgb Q&
A N ¢ B S ¢
& & N SR
7.8kb | 8.8kb—>
4,7kb:t
3,8kb r 52kb—>| "N S |
' 6,8kb —
Sonde A Sonde C Sonde B

Abbildung 12: ldentifikation homolog rekombinierter Klone Uber Southernblotting. A) Genomische DNA
wurde mit EcoRI verdaut und der Sonde A (Abbildung 11) hybridisiert. B) Die genomische DNA wurde mit
Spel verdaut und Sonde B (Abbildung 11) hybridisiert. C) Die genomische DNA wurde mit Hindlll verdaut und
der Sonde C Abbildung 11) hybridisiert. Wt bezeichnet wildtypische DNA, wahrend Gnal3™ das homolog
rekombinierte Allel darstellt.

53 Cre-mediierte Rekombination in embryonalen Stammzellen

Die ds homolog identifizieten Klone wurden aufgetaut, unter den in 4.11.5 beschriebenen
Bedingungen kultiviert, bis zu einer Dichte von 5x10°-Zellen/10er Schae herangezogen und
mit variierenden Konzentration (1pgml-20ug/ml) des Cre-Expressionsvektors pl85-Cre
elektroporiert (4.11.6). Die Zdlen wurden nach 48h ener Einfachsdektion mit 0,2uM
Gancyclovir (4.11.7) unterworfen, sodass nur Klone die Sdektion Uberleben konnten, in
denen die Thymidinkinasekassette durch die Rekombinase Cre exzidiet wurde. Die zwe
verschiedenen, normaderweise aus dieser Exzison resultierenden Deetionstypen werden ds
Typl- bzw. Typll-Deetion bezeichnet (Abbildung 13). Die Typl-Ddetion entspricht
funktiondl dem klassschen Gnal3 ,Knock-out*, wahrend die Typll-Deetion die fur die
konditionale Geninaktivierung erwtinschte Konfiguration représentiert (Abbildung 15).

Die Identifikation der Typl- bzw. Typll-Deetion erfolgte Uber eine PCR-Andyse. In 0,1%
der ca 5000 untersuchten Klone konnte neben dem Wildtyp Alld mittds PCR eine Typl-
Deeion (Primer: 13Seqll; Lox 3.2, Abbildung 13) identifiziet werden, wéhrend die zur
Hergdlung des konditionden Gnal3 ,Knock-outs’ notwendige Typll-Deetion (Primer
13Seql; Lox 3.2, Abbildung 13) nicht nachweisbar war. Um den Sdektionsdruck auf Klone
zu ehbhen, in denen tatsichlich ein  Rekombindionsereignis durch Expresson der
Rekombinase Cre dattgefunden hat, wurden die homolog rekombinierten Klone mit einem
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Cre-Konstrukt  elektroporiert, das zusdzlich zu dem Gen, dass fir die Cre-Expresson
verantwortlich ig, en Puromycin N-Acetyltransferase (pac) Resstenz-Gen trégt (Yagi e 4.,
1998) und dieses mit Cre koexprimiert. So kommt es nach Elektroporation dieses ds plC-Cre-
Pac bezeichneten Kongruktes innerhadb der ersen 24h zu ener trandenten Expresson der
Puromycin Ressenz. Durch Gabe von 1ug/ml Puromycin zu dem ES-Zdlmedium serben
vor dem egenlichen Sdektionsbeginn mit Gancyclovir bereits dle Klone, die nicht
puromycinresstent snd und entsprechend nicht die Rekombinase Cre exprimieren. Unter 100
der auf Typl- bzw. Typll-Ddetionen untersuchten Klone, trugen 20% die Typl-Deetion
(Primer: 13Seqll; Lox 3.2, Abbildung 14) und 4% die Typll-Ddetion (Primer 13Seql; Lox
3.2, Abbildung 14). Zusdtzlich wurde das Vorhandensaein der loxP-Stellen Uber eine weltere
Hyhbridiserung mit einem die loxP- Sequenz tragendem Oligonukleotid gesichert.

13Seqll  13Seql
—>

32
Afl Stu Sp B

Wildtyp 5 |
Allel !

homolog 5
rekombiniertes
Allel

135eq11 Cre

Lox 3.2

|
Sp AflStu  Sp
Typl .
e TR 3
Deletion 1 w
13301
Lox3.2
' Sp Aflstu  spB .
Typll s b | N L 3
Deletion a

Abbildung 13; Postion der Primer zur ldentifikation von Typl bzw. Typll Deetionen. Durchgangige,
horizontale Linien stellen genomische Bereiche dar. Die vertikalen Linien kennzeichnen Klonierungsstellen bzw.
eine Auswahl an Restriktionsenzymen (K: Kpnl; N: Notl; S: Sacll; Sp: Spel). Schwarze Baken zeigen die
Exons | und Il des Gnal3 Gens. Dreiecke stellen die |oxP-Stellen dar, wéhrend Pfeile die Position von Primern
markieren. Sequenzen der verwendeten Primer: 13Seql: GCA CTC TTA CAG ACT CCC AC; 13Seqll: CTG AGT GGT
TAA GGA GTC ACC; Lox 3.2 GCC ACA GAG GGA TTC AGC AC
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2.2kb —»
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Abbildung 14: PCR und Oligohybridiserung zur Identifikation von Typl bzw. Typll Deeionen. A)
Amplifikate der Primerkombination 13Seql: Lox3.2. sowie die entsprechende Oligohybridisierung mit einer
loxP-Stellen spezifischen Sonde. Wt: Wildtyp. B) Amplifikate der Primerkombination 13Segll:Lox 3.2. sowie
die entsprechende Oligohybridisierung mit einer |oxP-Stellen spezifischen Sonde. Wt: Wildtyp.
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Die zunéchst Uber PCR identifizierten Typl und Typll-Ddetionen wurden mithilfe eines Spel
Verdaus und einer internen Sonde (Sonde C) im Southernblot bestétigt.

| 7.8kb |
_ S 1o Kk LN AflSuSg
Wildtyp 5 | II | | 1 3
Alld | NN BLPRN
o prﬁ)ec
S | —68Kh
g Mg ¥ ' Afl Stu aDB
homolog s e —H—H ’
rekombiniertes ! '
Allel probeC
Cre
2.7kb
| |
|
Typl . S Af|| lStU |S)| 3
Deletion }’ i 1 I
prla)ec
| 6.6 kb |
' > n AflStu B
Typll 5 N 3
Deletion H I
pr%oec

Abbildung 15. Schema zur Identifikation homolog rekombinierter Klone via Southernblotting.
Durchgangige, horizontale Linien stellen genomische Bereiche dar. Die vertikalen Linien kennzeichnen
Klonierungsstellen bzw. fiur die Identifikation von homolog rekombinierten Klonen notwendige
Restriktionsenzyme (A: Aflll; B: BamHI; K: Kpnl; N: Notl; S Sacll; Sp: Spel; St: Stul). Mithilfe der Sonde C
und Spel-Verdau der genomischen DNA wurden Typl- bzw. Typll-Deletionen identifiziert. Schwarze Balken

zeigen die Exons | und Il desGnal3 Gens. Dreiecke stellen die loxP-Stellen dar.

S
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Abbildung 16;  Southernblot
Analyse zur Identifikation von
Typl- bzw. Typll-Deletionen.
— Wt: Wildtyp Allel; Die geno-
“ PR——
78kb — mische DNA wurde mit Spel
6.6kb —» verdaut und mit der internen
Sonde C hybridisiert (Abbildung
2,7kb —» 15).
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54 Generierung und Identifizierung von Keimbahntransmittern

In pardlden Ansdizen wurden sowohl vier verschiedene homolog rekombinierte Klone (A10,
G8, H2, H6) ds auch vier verschiedene, die Typll-Deletion tragende Klone (B3, C7, F9, G2)
in nach Superovulation (4.12.1) aus C57BI/6 Webchen gewonnene Blastozysten injiziert
(4.12.3) ud in 8-16 Wochen dte MF1 Ammenmiitter trandferiert (4.12.4). Die aus diesem
Trander resultierenden  Chiméen wurden mit C57BI/6 Méausen gekreuzt und deren
Nachkommen anhand der Fdifégbung auf Kembahntransmitter untersucht.  Wéhrend
Kembahntransmitter eine Agouti Fdlfarbung aufweisen, zeigen Tiere, die die verdnderte
Information ausschlielich in somaischen Zelen tragen, ene dunkle, den C57BI/6 Tieren
entsorechende  Felfabung  (4.12.5). Ledigich mit enem Klon (H6) konnte ene
Kembahntransmisson nachgewiesen werden. Wéahend 2zwe der  Nachkommen nur
wildtypische Allde trugen, konnte in enem weteren Kembahntransmitter das homolog
rekombinierte Alle nechgewiesen werden (Abbildung 17).
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Abbildung 17: Southernblot Analyse zur Identifikation
von  Kembahntransmittern, die die genetische
Modifikation tragen. Wt: Wildtyp Alle; Gna13™:

7,8 —»

Keimbahntransmission des homolog rekombinierten Klons

6,8 —»

H6. Die genomische DNA wurde mit Spel verdaut und der

Blot mit der internen Sonde C hybridisiert.

Um zu Uberprifen, ob Méuse, die zusitzlich zu den das Exonll flankierenden loxP-Selen
noch die Neomycinphosphotrandferase- sowie die Thymidinkinasekassette tragen, Uberhaupt
lebensfahig sind, oder ob durch die Insartion der beiden Sdektionsmarker in das Gnal3 Gen
en trunkiertes Protein gebildet, und die Tiere wie im klassschen Gnal3 ,, Knock-out® in utero
serben, wurden die ds Gnal3"W'™ Mause bezeichneten Tiere bis zur Homozygotie,
(Gnal3"™/TA)  gekreuzt. Die Genotypiserung efolgte via PCR und Southernblotting
(Abbildung 18).
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480bp >
220bp >

Abbildung 18: Identifikation von flur die Mutation homozygoten Keimbahntransmittern Uber PCR bzw.
Southernblotting. A) Wt: Wildtyp Allel; Gna13™V': homolog rekombinierter Klon. Zur Amplifikation wurden
die Primer loxf/loxr (Abbildung 8) genutzt. B) Wt: Wildtyp Allel; Gna13™"'; homolog rekombinierter Klon.
Die genomische DNA wurde mit Spel verdaut und der Blot mit der internen Sonde C hybridisiert.

Gnal3™™ Mause snd lebensfzhig und zeigen auler einer reduzietten Fertilitit der
Mannchen, die auf das Vorhandensain der Thymidinkinasekassette zuriickzufthren it (Braun
et d., 1990), keine phanotypischen Auffaligkeiten (Abbildung 19).

Abbildung 19: Gna13™/™ Mause zeigen keine phanotypischen Auffalligkeiten.

55 Analysevon Gnal3®Y;Ella®"®* Mausen

Da Mause, die heterozygot firr die Mutation im klassischen Gnal3 ,Knock-out* Gna13W'")
snd, lebensfaghig und fertil sind, wurden zundchst Gnal3™ W' Mause mit Gnal3™'" Tieren
verpaart. In aus diesen Verpaarungen resultierenden Gnal3™/" Mausen muite demnach nur
noch eén Gnal3 Alle durch die Rekombinase Cre deletiert werden. Um zu Uberprifen, ob die
durch die Bakteriophage P1 Cre Rekombinase mediierte Resktion in Gnal3'™/~ Mausen zu
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den glechen phénotypischen Konsequenzen wie im klassschen Gnal3 ,, Knock-out® flhrt,
wurden Gnal3™/" Mause zundachst mit El1a®®* postiven Tieren gekreuzt. Die aus dieser
Verpaaung resultierenden  Gnal3™/*:El1a®®" Mause wurden mit ebenfdls aus diesen
Verpaarungen stammenden Gnal3™";Ella“"®* Mausen verpaart. Da es sich bei El1a°™®" Tieren
wie unter 1.8 beschrieben um enen so genannten ,,generd deleter”, der Cre vor Implantation
des Embryos exprimiert, handet, <ollte die Expresson der Rekombinase Cre in der
Generierung  von  Null-Mutanten  resultieren.  Unter  @nhundertundzwel genotypisierten
Nachkommen konnten keine Tiere mit enem Gnal3™/Ella“®" Genotyp identifiziert
werden. Um 95 Tage dte Embryonen auf ihren Phénotyp hin untersuchen zu kénnen, wurden
Verpaarungen aus Gnal3™ ™ :Ela®" und Gnal3™ Ella®®" Mausen angesetzt und die
Weibchen télich auf enen Vagndplug hin untersucht. 95 Tage p.c. wurden die
entsprechenden Welbchen  getGtet, die Embryonen aus dem Uterus isoliet sowie
photographiert und die Dottersicke via PCR genotypisert. 3/16 der Embryonen sollten
Gna13®Y:Ella®™®" stin und einen zum klassischen Gnal3 , Knock-out* identischen Phanotyp
aufweisen. Tatsachlich wurden dle stark retardierten Embryonen nach der Genotypisierung
ds Gnal13®:Ella®™®" Embryonen identifiziet (Abbildung 20). In der Tat fihrt folglich die
durch Ella-Cre hervorgerufene Rekombination im konditionden Gnal3 ,Knock-out® zur
Generierung von Null Allden.

Abbildung 20: Photographien 9.5 Tagealter Embryonen. A) Wildtyp B) Gnal3”" C) Gna13PY";Ella®®*

5.6 Generierung von Gnal3">"* Mausen

Um Méuse zu generieren, die ausschlieldich das durch loxP-Stelen flankierte Exon und nicht
zusitzlich die Sdektionsmarker tragen, wurden Gnal3dVV™ Tiere mit Ella®®* Méausen
verpaart. Von acht Nachkommen wiesen in der PCR und im Southernblot zwe Ella-Cre
postive Tiere én Mosaik aus Wildtyp, Gnal3'™, Typl- und Typll- Deletionen auf. Die das
Mosak tragenden Tiere wurden mit C57bl/6 Mausen verpaat und deren Nachkommen
andyset. Unter inggesamt 51 Nachkommen wurde in der PCR in einem Cre postiven Tier
ene Konfiguration des Gnal3 Gens nachgewiesen, die der Typll-Deetion entspricht. Die
PCR Daten wurden im Southernblot Uberprift (Abbildung 21) und die Wildtyp; Typll
podtiven Tiere mit Wildyp; Typll postiven Tieren gekreuzt. Die aus diesr Kreuzung unter
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anderem resultierenden  Gna13"®/M*  (Abhildung 22) Méause wurden fir dle weiteren
Untersuchungen genutzt.

Abbildung 21: Southernblot Analyse von
Wt;Gna13™, Wt;Gna13®', Wtwt und  Wi;
7.8kb— Gnal3®? Mausen. Die genomische DNA wurde
| mit Spel verdaut und mit der Sonde C hybridisiert.
g-gig% Wt: Wildtyp Allel; Gnal3™: homolog rekom
' binierter Klon; Gna13™: Typl Deletion; Gna13":
Typll Deletion
2.7kb —»
.&\o'" .&\6"
X & ~ &
N > N i
N\ & N &

Abbildung 22: Southernblotanalyse von
Nachkommen aus Wt;Gna13?? Ver-
7.8Kkb—F [ s Rl o paarungen. Die genomische DNA wurde
6.6kb—> . T mm— mit Spel verdaut und mit der Sonde C
hybridisiert. Wt: Wildtyp Allel;

Gna13"M% = Gna13P?: Typll Deletion

5.7 Analysevon Gnal3"®"*:M|c2a“"®* Tieren

Um die Auswirkung ener kadiomyozytengpezifischen Gaq3-Defiziienz  auf  die
Herzentwicklung bzw. die aus diessr Defizienz resultierenden Veranderungen auf  den
Organismus untersuchen zu konnen, wurden MLC2a-Cre transgene ,Knock-in“ Méuse, die
Cre ab Tag €85 kardiomyozytenspezifisch exprimieren (1.8) zunéchst in Gnal3"M* Mause
und pardld in die unter 1.8 beschriebene Rosa26'*Z-Reporter Maus eingekreuzt. Uber eine b-
Gaactosidase Farbung an Herz und Leber MLC2a%"®*:Rosa26'*? postiver Tiere sollte die
Spezifitét der Cre-Linie Uberprift werden (Abbildung 23).
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Lunge

Herz
Abbildung 23: b-Galactosdase
B 3
Q ' a e Farbung ML C2a-CreRosa26'®
j negativer und positiver Organe.
MLC2aCre - + - +
Rosa26lacZ + + + +

Nach kurzer Zeit konnte an Herzen aus MLC2a“"¥*;Rosa26®? postiven Tieren eine
eindeutige Blaufarbung beobachtet werden, wahrend die Leber sowie diverse andere Organe,
keine b-Gaactosdase-Farbung erkennen  lief Um die kardiomyozytenspezifische
Rekombination im Herzen zu Uberprifen, wurde ene Herzperfuson durchgefiihrt,
Kardiomyozyten isoliert (4.17) und diee im Wedernblot andysert. Tatsachlich zeigt der
Westernblot  in - aus  Gnal3"™M:MIc2a®®* Mausen isolieten  Kardiomyozyten eine
vollgtandige Deletion des Ga 13-Proteins.

Kardiomyocyten

G kD Abbildung 24: Westernblot an Gna13""M|c2a®®" und
a —
13-P] 42 Gna13/oMo% M c2aCre Kardiomyazyten, Der Westernblot

wurde mit einem Anti-Gais- bzw. einem Anti-Gag-Antikorper

Gay pf — ~—|| 22
! durchgefihrt.

MLC2aCre - +

Als Beadungskontrolle wurde mit enem Anti-Ga g-Antikorper inkubiert. Dazu wurde der
Anti-Ga 13-Antikorper  zundchst  vom  Westernblot  heruntergewaschen  und  der  Blot
anchlieffend mit einem  Anti-Ga g-AntikOrper inkubiert. Da in einem von 70 untersuchten
Nachkommen nur en Tier mit enem Gnal3"®M%:MIc2a“®* Genotyp gefunden wurde,
wurden schwangere Weibchen zu definierten Zeitpunkten der Schwangerschaft getttet und
die Embryonen isoliert. Dazu wurden die Weibchen der entsprechenden Verpaarung morgens
und abends auf Vagindplugs untersucht und so der Zeitpunkt der Konzeption festgelegt. Nach
12,5, 15 bzw. 185 Tagen wurden die Welbchen getttet, die Embryonen isoliert und anhand
des Dottersackes der Genotyp der Embryonen bestimmt. Diese Andyse ergab, dass zu jedem
der untersuchten  Zeitpunkte ~ Embryonen mit dem  gewinschten  Genotyp
Gna13"/Mo*:MIc2a""®" nachgewiesen werden konnten. Manche dieser Embryonen waren in
den untersuchten Entwicklungsstadien stark retardiert, wahrend andere, auch kurz vor der
Geburt, keine phanotypischen Veranderungen aufwiesen. Dieser variable Phanotyp deutet auf
ene ungpezifische Cre-Expresson oder ene zetlich nicht genau  determinierte
Rekombination hin. Es wurde daher en Southernblot an verschiedenen Organen eines der
tiberlebenden Gna13">/M%%:MIc2a"®* Tiere durchgefiihrt.
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6,6kb —»
2,7kb —»

Abbildung 25: Southernblot verschiedener Organe einer Gnal3"®/%M|c2a"®* Maus. Als Sonde wurde

nach einem Spel-Verdau dieinterne Sonde C genutzt.

Dieser Southernblot zeigt eindeutig, dass in alen untersuchten Geweben ene durch die
Rekombinase Cre hervorgerufene Rekombination vorliegt (Abbildung 25), sodass der
variable Phanotyp sowie die geringe Uberlebensrate der Gnal3!o/Mox: Mgl Mase
wahrschenlich auf das Rekombinationsereignis in anderen Organen und nicht -oder
zumindest nicht ausschlidich auf die Ga13-Defizienz in Kardiomyozyten zurlickzufiihren
ist. Die tberlebenden Gnal13"/M*:MIc2a®"®* Méause zeigen im Vergleich zu Wildtyp Tieren
keine phénotypischen Vednderungen, snd fertil und Sehen fir wetere Andysen zur
Verflgung. Um untersuchen zu koénnen, ob Ga 12 den Velust von Ga 13 kompenderen kann,
bzw. ob ene kadiomyozytensgpezifiscche Ga13-Defizienz in  @nem Ga 12-Oefizientem
Hintergrund zu dsérkeren phanotypischen Auswirkungen fihrt ds die Ga 13-Einfachdefizienz,
wurden zunéchst Gnal13"/" Mause mit den klassschen Gnal2” Mausen (1.5) verpaart. Die
aus diessm Verpaarungsschritt resultierenden  Gnal2’*;Gnal3"®* Mause wurden mit
MIc2a"®* Tieren gekreuzt um Gnal2’*;Gnal3"®*: MIc2a®®* zu ezeugen. Gnal2’;
Gna13"%*; MIc2a“"®* wurden wiederum mit Gnal2”";Gna13"/"°* Tieren verpaart. Aus dieser
Verpaarung sollten 125% der Nachkommen folgenden Genotyp aufweisen: Gnal2”;
Gna13"/Mo*:MIc2a""®*. Wie aus den Ergebnissen des kardiomyozytenspezifischen Gnal3-
,Einzelknock-outs' bereits zu erwarten war, konnte der Gnal2”’;Gna13"™M*:Mic2a""®*
Genotyp nicht in der ewateten Frequenz nachgewiesen werden. Tabdle 3 gdlt die
Genotypisierungsdaten der Verpaarung Gnal2”’*;:Gna13"™*;MIc2a""®*xGnal12";Gna13" /M
dar.
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Tabelle 3. Genotypen der Nachkommen aus Gnal2™™';Gna13"*V';MIc2a®"®* x Gnal2’;Gna13">/M>
Verpaarungen

Gaq2 Gnal3 MIc2a®®* | Anzahl der  Tiere | Wahrscheinlichkeit % der Anzahl
der Genotypen

+/- floxfflox |+ 19 12,5% 9.22

+/- floxWt |+ 33 12,5% 16.01

+/- floxfflox |- 30 12,5% 14.56

+/- floxWt | - 33 12,5% 16.01

-/- floxfflox |+ 2 12.5% 0.97

-/- floxWt |+ 27 12.5% 13.10

-/- flox/flox |- 34 12.5% 16.50

-/- floxWt | - 28 12.5% 13.59

Gesamt 206 100% 100%

Diese Daten zeigen, dass nur ein geringer Prozentsatiz der Gnal2”’;Gna13"o/Mox:Mic2a° "
Tiere die Embryondentwicklung  tberlebt.  Interessanterweise  sterben Gnal2™”;
Gna13"M:M(c2a®®*  Tiere mit dner noch hoheren Frequenz ds der  konditionde
kardiomyozytenspezifische  Gnal3  Knock-out®. Zur Zeit werden die Uberlebenden,
phanotypisch unauffaligen Gnal2”;Gna13"®/Mo*:MIc2a""®* Mause miteinander verpaart, um
dne  kadiomyozytenspezifiche  Ga 1o-;Ga 13-defizienteMIc2a“®*  postive  Kolonie
aufzubauen und die Auswirkungen dieser kardiomyozytenspezifiscchen Doppedefizienz  auf
die Herzfunktion und den Gesamtorganismus untersuchen zu konnen.

flox/-

5.8 Leberregeneration an Gnal3™", tiel Cre Tieren

Das tieel Gen codiet fir ene Rezeptortyrosnkinase, die bereits wéahrend der frihen
vaskuld&ren Entwicklung Endothdzdl-spezifisch  exprimiet  wird. Am Tag 8 der
Embryondentwicklung i die Tyrodnkinase in Angioblagen, im Kaopfmesenchym, in
Endothelzellen der dorsden Aorta sowie in Blutinseln des Dottersackes nachzuweisen
(Korhonen et a., 1994). In tiel Cre transgenen Mausen ist die Expresson der Cre-
Rekombinase Uber den Maus tie-l Promotor fast ausschlieldich auf Endothelzellen begrenzt
(Gustafsson et d., 2001) und sollte damit nach Verpaarung mit Gnal3"®M% Tieren zu ener
konditionden Gas-Defizienz in Endothdzdlen filren. Gnal3"*’tiel Cre Tiere sind
phdnotypisch unauffdlig und werden mit ener normden Frequenz geboren. Um  die
Auswirkung einer konditionden Gais-Defizienz in Endothdzdlen auf die Leberegeneraion
Uberprifen zu konnen, wurde an Gnal3"®tiel Tieen ene patielle Hepatektomie
durchgeftihrt. Die Daten zu diesem Versuch sind in Tabdle 4 zusammengefasst.
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Tabelle 4: Leberregeneration in % nach partieller Hepatektomiean Gna13"®/" tie-1 Mausen

T h r% m b o z y t e n

Im Vergleich zu den ds Kontrollgruppe genutzten Gnal3"®;tie-1 negativen Tieren, konnte
in den entsorechenden Gnal3"itiel Cre Mausen keine reduzierte Leberregeneration
gezeigt werden. Auch lasst die Lebermorphologie auf  ein normaes Regenerationsverhaten
schliefen. Um  Uberprifen zu  kénnen, ob ene volgéndige Deetion von Gajz in
Endothdzdlen efolgt i, wurden mithilfe der ,Primay Explant Technique® Endothelzelen
aus der thorekaden und abdominaen Aorta prépariet (4.16.1). Durch ene immun-
hisochemische Fabung wurde en Endothdzdl-spezifischer Marker -der von Willebrandt-
Faktor- auf den isolierten Zdlen nachgewiesen (4.16.3), und damit eindeutig gezeigt, dass es
dch ba diesen Zdlen in der Tat um Endothelzelen handdlt.

Primary explant technigque B C
e = _ — ———

Abbildung 26: Endothelzell-Préparation aus der thorakalen und abdominalen Aorta der Maus. A)
»Primary explant technique® (aus Suh et al., 1999), B) Kontrollfarbung zu C, C) von Willebrandt-Faktor Farbung
an Wildtyp Endothelzellen)

Da mit diessr Methode nicht ausreichend Materid gewonnen werden konnte, um enen
Westernblot an  Endothelzellen aus Gnal3' tiel Cre postiven Tieren durchzufihren,
wurden nach dem Tod der Tiere verschiedene Organe entnommen und en Southernblot
durchgeftihrt. Der Verdau erfolgte mit Spel, die Hybridiserung mit der internen Sonde C.
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Abbildung 27: Southernblot an
Geweben aus Gnal3'®/“tiel Cre
Tieren. Die 7,8 kb Bande reprasentiert
das Wildtyp-Allel aus dem klassischen
Gnal3 “Knock-out*, 6,6kb das durch
loxP-Stellen flankierte Allel und 2,7kb
die Typl-Deletion.

Mithilfe des Southernblots konnte gezeigt werden, dass in verschiedenen Geweben aus
Gnal13"®"itiel Cre Tieren en Rekombinationsereignis stattgefunden hat und dass stark
endothelzellhaltige Gewebe, wie z.B. Aorta und Leber, ene hohere Rekombinationsfrequenz
aufweisen ads Gewebe mit einem geringeren Antell an Endothelzellen. Um zu untersuchen, ob
Gnal2”;Gna13">/M°*tie-1 Cre Tiere, ebenso wie die Gnal3"*tie-1 Cre Tiere tiberleben,
wurden entsprechende Verpaarungen angesetzt. Die Auswertung der Genotypiserung aus
diesen Verpaarungen istin Tabdlle 5 gezegt.

Tabelle 5 Genotypen von Nachkommen aus Gnal2’;Gnal3"™~tiel Cre x Gnal2’;Gna13!o¢/flox

Verpaarungen

Gnal2 |Gnal3 |[tie-lCre Anzahl der Tiere | Wahrscheinlichkeit % der Anzahl
der Genotypen

+/- flox/flox 12 12.5% 15

+/- flox/Wt 11 12.5% 13.75

+/- flox/flox |- 9 12.5% 11.25

+/- floxWt | - 12 12.5% 15

-/- floxfflox |+ 2 12.5% 2.5

-/- flox\Vt |+ 10 12.5% 125

-/- floxfflox |- 11 12.5% 13.75

-/- floxWt | - 13 12.5% 16.25

Gesamt 80 100% 100

Diese Daten zeigen, dass Gnal2”:Gnal3"™"%:tie-1 Cre Tiere, im Gegensaz zu Gna13"%;
tieel Cre Tieren, zu enem grol¥en Prozentsatz embryond Letdmutanten darstellen, oder
perinatal sterben. Firr weitere Analysen wird zur Zeit zusidzlich zu den Gnal3"*:tie-1 Cre
Tieren eine Gnal2”";Gna13"M*tje-1 Cre Kolonie aufgebatt.

59 Leberresektion an Gnal3"™ :Mx1-Cre Tieren
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Ebenso wie fir Gnal3"®:tie-1 Cre Tiere, wurde an Gnal3"®/:Mx1-Cre Tiere eine patielle
Hepatektomie durchgeftihrt. Um ene Aussage darlber treffen zu konnen, ob eine Gaiz-
Defizienz in der Leber zu ene gestorten Leberregeneration fuhrt, wurden PI-PC induzierte
Gna13"%":Mx1-Cre Tiere einer patiellen Leberresektion unterzogen. Als Kontrolltiere
wurden Méause gewdhlt, die ebenfdls einen Gnal3"™" Genotyp aufweisen, PI-PC
(Polyinoginic-Polycytodylic Acid) induziet wurden, aber Mx1-Cre negativ Snd. Durch eine,
im Abgtand von zwe Tagen durchgefihrte, sechamdige intrgperitonede (i.p.) Injektion von
je 250ug PI-PC, enem Interferon Induktor, kommt es zu ener Aktivierung des induzierbaren
Promotors des Mx1-Cre Gens, sodass es in Méusen, die ein durch [oxP-Stdlen flankiertes Gen
sowie das Mx1-Cre Tranggen tragen, zu einer inaktivierenden Mutation des durch loxP-Stellen
markieten Gens kommt. Um die Rekombinationsfrequenz in PI-PC induzierten Gna13"°"
,Mx1-Cre Tieren zu Uberprifen, wurden Cholatextrekte (4.9) aus verschiedenen Organen
hergestellt und ein Westernblot durchgefiinrt (4.7). In PI-PC induzierten Gnal3"°*"; Mx1-Cre
Tieren kommt es zu ener vollgdndigen Ddetion des Ga 13 Proteins in der Leber, wie durch
den Wegternblot mit dem Anti-Ga 13 Antikorper gezeigt werden konnte (Abbildung 28). Um
gleiche Bdadung mit Ga13"®:Mx1-Cre und Wildtyp Cholaten nachzuweisen, wurde die
Membran gewaschen, um den gebundenen Antikdrper zu entfernen (Abbildung 28) und mit
enem Anti-Ga g Antikorper inkubiert. In verschiedenen anderen Organen wie z.B. im Gehirn
konnte hingegen keine Reduktion des Gaq3 Proteins nachgewiesen werden. Auch hierfr
wurde ein Anti-Gaiz- bzw. ds Beladungskontrolle ein Anti-Gag Westernblot durchgefuihrt
(Abbildung 20).

| L eber | | L eber |
\:g\* «\;O@ \:5\\ o Abbildung 28  Wegternblot
X @/\ % @"“ g‘ Analyse mit Leber Cholat-
| extrakten aus PI-PC induzierten
42kDa—>» W [42kDa—> | e - Gna13""; Mx1-Cre sowie Wildtyp
Tieren. Als Antikorper wurden
anti 'Gals anti -Gaq Anti-Gaq3 bzw. Anti-Gaq
Antikorper verwendet.
| Gehirn | | Gehirn |
S 30
RXT $& X" s\ Abbildung 29: Westernblot

Analyss  mit Leber  Cholat-
extrakten aus PI-PC induzierten
Gna13"";Mx1-Cre sowie Wildtyp
42 kDa—> Wi el | 22Da—>| DY . .
Tieren. Als Antikdrper wurden
Anti-Gais bzw. Anti-Gag

Antikorper verwendet.

anti-Ga anti-Ga,
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Nachdem eindeutig gezeigt werden konnte, dass PI-PC induziete Gnal3"®;Mx1-Cre Tiere
in der Leber Gaqa-defizient sind, wurden je 5 Gnal3" Tiere und 5 Gna13"®;Mx1-Cre
Mause mit PI-PC behandelt und ener partiellen Hepaektomie (4.15) unterzogen. Nach 72h
wurden die Tiere getttet, die Leber entnommen und gewogen. Um ene Aussage Uber die
Regenerationstahigkeit der Leber von Wildtyp- bzw. konditiona Ga 13-defizientenTieren
treffen zu konnen, wurden Tiere dhnlichen Alters und ahnlichen Koérpergewichts fur die
Versuchsrelhe gewéhit (Tabelle 6).

Tabelle 6: Leberregeneration in % nach partieller Hepatektomie an Gnal13"";Mx1-Cre Mausen

Genotyp  Geschlecht Geburtsdatum Gewicht Gewicht Resektat Lebergewicht Leberregeneration  x

[d] [d] [9] 72hp.OP %
13flox/-;Mx+/- f 30.09.2000 32,2 1.0 0.9 52,4
13flox/-;Mx+/- f 24.09.2000 26,3 0.9 0.9 57,1
13flox/-;Mx+/- f 24.09.2000 23,2 0.8 0.7 51 53
13flox/-;Mx+/- m 21.09.2000 27,2 1.0 0.9 52,4
13flox/-;Mx+/- m 21.09.2000 28,3 1.0 0.9 52,4
13flox/-;Mx-/- f 30.09.2000 30,8 0.9 0.8 51,7
13flox/-;Mx-/- f 24.09.2000 27,6 0.9 1.0 61,4
13flox/-;Mx-/- f 24.09.2000 22,2 1.0 0.9 52,4 57
13flox/-;Mx-/- m 21.09.2000 25,3 0.8 0.8 57,1
13flox/-;Mx-/- m 21.09.2000 30,3 0.9 1.0 61,4

Zwischen Gnal3"%;Mx1-Cre sowie Wildtyp Mausen konnte kein signifikenter Unterschied
in der Leberegeneration beobachtet werden (Tabdle 6). Auch konnte anhand der
Lebermorphologie kein Unterschied zwischen Wildtyp und Tieren beobachtet werden. Um
die Rekombinationsfrequenz in verschiedenen Organen zu untersuchen, wurden nach dem
Tod der Tiere verschiedene Organe entnommen und ein Southernblot durchgefihrt. Der
Verdau efolgte mit Soel, die Hybridiserung mit der internen Sonde C (Abbildung 30).

N
) Abbildung 30: Southernblotanalyse an

verschiedenen Organen aus Gnal3"®/:Mx1-Cre

Tieren. Die 7.8kb Bande reprasentiert das

7.8kb—> [ W e Wildtyp-Alled aus dem klassischen Gnal3
6.6b—>- - - “Knock-out, 6.6kb das durch loxP-Stellen

flankierte Allel und 2.7kb die Typl-Deletion.
27kb—p |4 W W -

Sowohl in Leber ds auch in der Milz fihrt die Induktion des Mx1-Cre Transgens zu einem
vollgdndigen Rekombinationsereignis Wéahrend im Thymus ene Rekombinaionsrequenz
von ca 75% vorliegt, werden in Niere und Lunge Frequenzen von ungeféhr 50% erreicht. In
Geweben wie Gehirn oder Herz scheint keine nachweisbare Rekombination  stattzufinden
(Abhildung 30).
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5.10 Immunolgische Analysen an Gnal3"®:Mx1-Cre Tieren

Um veschiedense Untersuchungen an  Gnal2”’:Gna13"™"%*:Mx1-Cre postiven Tieren
durchfihren zu  konnen, wurde die entsprechende Linie durch  verschiedene
Verpaarungschritte hergestellt. Da der Southernblot gezeigt hat, dass neben der Leber auch
in der Milz eine sarke Rekombination Hattfindet, wurde ein Westernblot an Cholatextrakten
der Milz durchgefiihrt, um in Gnal3"®:Mx1-Cre, PI-PC induzierten (Abbildung 31) sowie
Gnal2”;:Gna13"*/M*:Mx1-Cre positiven und PI-PC induzierten Mausen (Abbildung 32) die
Menge an Ga 13- bzw. Ga 12- und Ga 13-Protein zu Uberprifen.

. . @
ag“,c}e (g‘;\;c} Abbildung 31: Wegternblotanalyse an
&@'\5' A @ Ny & , flox/-.

C; Q © N der  Milz Gna13"®";Mx1-Cre, PI-PC
induzierter Mause. Die Membran wurde
mit Anti-Ga;3 Antikdrper bzw. Anti-Gai,

42kDa —> | 42kDa — I Antikérper hybridisiert.

Als Bdadungskontrolle wurde der

anti-Ga, ; anti-Gag Wesgternblot gewaschen, um den

gebundenen Antikorper zu entfernen

und mit enem Anti-GagAntikorper inkubiert. Der Westernblot mit dem  Anti-Ga13

Antikorper zeigt eindeutig eine massve Reduktion an Ga13-Protein in der Milz im Verglech
zur Wildtypkontrolle,
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Um Aussagen dartiber treffen zu konnen, ob Ga 13 in immunologische Prozesse invalviert i,
wurden erste Anadysen an Gnal3"®/M*:Mx1-Cre, PI-PC induzierten Tieren durchgefiihrt.
Dazu wurden Zdlen aus verschiedenen Geweben (Milz, Knochenmark, Lymphknoten,
Peyer’ sche-Plagques, Thymus) bzw. peripherem Blut isoliet (4.14.1), diese mit Ublichen
immunologische Markern (3.10) markiet und FACS-Andysen  (4.14.2) durchgefihrt. In
simtlichen FACS-Andysen wurden as Kontrollméuse zu den Gna13"®/"%*:Mx1-Cre, PI-PC
induzierten Tieren, Gnal3"*/"*:Mx1-Cre negative, PI-PC induzierte Tiere verwendet. Erste
Untersuchungen wurden mit den T-Zdl-spezifischen Markern CD4 und CD8 erhoben. T-
Zdlen lassen sich baderend auf der Expresson von CD4- oder CD8- Membranmolekiilen in
zwel  Gruppen untertellen. Die CD4+ T-Zdl-mediiete Antigen Erkennung efolgt in
Asozigtion der Klasse Il MHC Molekile, wahrend CD8+ T-Zdlen ene Assoziation der
Klase II MHC-Molekile (Mgor Histocompatibility Complex) enschliefien. CD4+ T-Zdlen
wirken in ede Linie ds T-Hdfer-Zdlen; CD8+ T-Zdlen fungieren hingegen prim& ds
zytotoxische Zellen. Wahrend im Knochenmark, in  Lymphknoten, Peyer’ schen-Plagues,
Thymus bzw. peripherem Blut keine Unterschiede zwischen den zwe  untersuchten
Mausgruppen gemessen wurden, nimmt in der Milz die Zahl der CD4+-Zdlen (T-Hdfer
Zdlen) ab, die Zahl der CD4-/CD8- Zdlen zu und die Zahl der CD8+, sowie CD4+/CD8+
Zdlen bleibt kongtant (Abbildung 32).

A B
<« <
[a)
8 )
10° 10t 102 108 104 100 10t 102 108 10t
CDS8 CD8

Quadrant % Gated % Total Quadrant % Gated % Total

UL 27.02 16.07 UL 18.13 10.35

UR 0.13 0.08 UR 0.06 0.03

LL 62.87 37.33 LL 7177 40.97

LR 10.06 5.98 LR 10.04 5.73

Abbildung 32: Splenozyten von Wildtyp (A) bzw. Gna13"®/M°:Mx1-Cre PI-PC induzierten Mausen (B)
wurden mit den TZdl-spezifischen Markern CD4 und CD8 markiert und ihre Verteilung auf den Zelen
Uber FACS-Analysen bestimmt.
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UL 54.85 32.61 UL 62.44 35.64
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LR 26.52 15.77 LR 17.84 10.19

Abbildung 33 Splenozyten von Wildtyp (A) bzw. Gnal3"®"®Mxi1-Cre PI-PC induzierten Mausen (B)
wurden mit TcR- sowie B-Zell-spezifischen Antikérpern markiert und Uber ene FACS-Analyse das
Verhéltnisvon B- zu T-Zelen auf der Splenozytenaberflache bestimmt.

Um das Verhdtnis von B zu T-Zdlen zu untersuchen, wurden B220 und TcR as Marker fur
die FACS-Andyse genutzt. Ba B220 handdt es sch um den frihesten Marker der B-Zdl
Linie, der wéhrend der Refung der Vorlaufer B-Zdle zum erden Md nachgewiesen werden
kann und Uber die gesamte Lebensdauer ener B-Zdle erhdten bleibt. Der T-Zel Rezeptor
(TcR) wird zuers wéahrend der Refung der T-Zdlen im Thymus  exprimiet und
unterscheidet sich von membrangebundenen Antikorpern auf B-Zdlen dahingehend, dass Tc-
Rezeptoren ausschliefdich Antigene erkennen  konnen, die mit MHC-Molekilen assoziiert
and. In der Milz, nicht aer in den anderen untersuchten Organen, bzw. im peripheren Blut,
konnte ein Unterschied im Verhdtnis von B zu T-Zdlenin Gnal3"®/1°:Mx1-Cre negativen,
PI-PC induzieten Tieren im Vergldch zu Gnal3"®/"%*:Mx1-Cre, PI-PC induzierten Tieren
gezeigt werden. Wahrend der prozentuale Anteil der B-Zdlen in Gnal3"®/"*:Mx1-Cre, PI-
PC induzierten Tieren andteigt, snkt die Menge an TcR postiven Zdlen im Vergleich zu der
Kontrollgruppe (Abbildung 33).

Da Daten aus anderen Arbeitsgruppen daraufhindeuten, dass Gai, und/oder Gajis an der
Migration von B-Zdlen in die Randzone der Milz involviert snd, und/oder deren Reifung
bednflussen (Girkontaite et a., 2001), wurde in Gnal3"®/M°:Mx1-Cre, PI-PC induzierten
Tieren sowie der entsprechenden Kontrollgruppe eine FACS-Andyse mit CD21/35 bzw.
CD23 durchgefiihrt. Die Andyse der Zdloberflachenexpresson von CD21/35 und CD23
unterscheidet  zwischen unréfen  B-Zelen (CD21/35"9CD23™), follikulé&ren B-Zdlen
(CD21/35™CD23"") und B-Zellen der Randzone (CD21/35™"CD23™9). In der Tat konnte
durch eine Splenozyten-Andyse von Gnal3"*/":Mx1-Cre, PI-PC induzierten Tieren eine B
ZdI-Reduktion in der Randzone der Milz gezeigt werden (Abbildung 34).
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A | a0, B 11
103
Q ™
fa N 107
o 3)
104
10°] -
10 10t 107 10° 10*
CD21 CcD21
Rahmen %Gated % Total Rahmen %Gated % Total
R3 18.63 5.95 R3 23.79 8.80
R4 63.76 23.58 R4 63.76 23.58
R5 8.92 2.58 R5 2.08 0.77

Abbildung 34: Analyse der Splenocyten von Gnal3"®"°:Mx1-Cre PI-PC induzierten Tieren (B) im
Vergleich zu Wildtyp Tieren (A) in der Randzoneder Milz

5.11 Untersuchungen an Thrombozyten aus Gnal3"*;Mx1-Cre und
Gnal2”:Gna13"™"™;:Mx1-Cre Tieren

Da ebenso wie in Leber und Milz ene nahezu vollgandige Rekombination in Zdlen des
hématopoetischen Systems beschriecben wurde (Betz e d., 1998), sollte mit dem im
Folgenden dargestditen Moddl die Rolle von Ga12 und Gaq13 in Thrombozyten untersucht
werden. Um die Effizienz der Rekombinase-Cre im konditiondem System in Thrombozyten
zu Uiberprifen, wurde zundchst der konditionale Gag ,Knock-out* (Gnag'>/") mit Mx1-Cre
Méausen verpaart. Da in Studien am klassschen Gnag ,,Knock-out®  eindeutig gezeigt werden
konnte, dass Gaq-Oefiziente Tiere einen Aggregationsdefekt aufweisen (1.4), milte im Fdle
dner maximaen Rekombination von Cre in Gnag'®/"®*:Mx1-Cre Tieren ein entsprechender
Defekt zu beobachten sein. In der Tat konnte an Thrombozyten aus Gnag/'®/"*:Mx1-Cre
Tieren im Verglech zu ener entsorechenden Wildtyp Kontrolle sabst nach Gabe von 30uM
U46619, einem Thromboxan-A, Mimetikum, keine Aggregation beobachtet werden.
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Abbildung 35: Aggregationsmessung an Wildtyp sowie Gnag'®/"®:Mx1-Cre Tieren, nach Stimulation mit
30uM U46619.

Da mithilfe diesss Vorversuches eine hohe Effizienz der Rekombinase Cre in Thrombozyten
nachgewiesen werden konnte, wurden Gnal3"®:Mx1-Cre Tiere sowie der Gnal3Mox/flox;
Gnal2’;Mx1-Cre konditionale , Doppelknock-out* hergestellt und ebenso wie der klassische
Gnal2 ,Knock-out* fir weitere Aggregationsversuche (4.13.4) genutzt. Um scherzugelen,
dass in Thrombozyten aus Gnal3":Mx1-Cre bzw. Gnal3"®/"*:Gna12” ;Mx1-Cre kein
Ga12 und Ga13 Protein mehr vorhanden ist, wurden Thrombozyten isoliert (4.13.1) und en
Westernblot durchgefiihrt (4.6.2). Die Wedternblots wurden mit Anti- Ga 12 bzw. Anti-Ga 13
Antikorpern inkubiert und mit Anti-Ga g auf ahnliche Beladung der Spuren Uberpruift.

A B Thrombozyten

42kDa —p —

42kDa — —
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Abbildung 36. Westernblotanalyse an Wildtyp, Gnal2”~ (A) und Gna13"®"*Mx-1 Cre (B) sowie
Gnal12”;Gna13"*/"°* Mx-1 Cre Thrombozyten (C).

Durch die Westernblots konnte gezeigt werden, dass die G-Protein a-Unterheiten Ga 12 und
Ga13 in den entgrechenden Thrombozyten nicht mehr exprimiet werden (Abbildung 36).
Samtliche Aggregationsversuche wurden sowohl in An- bzw. in Abwesenheit von Apyrase,
enem ,,ADP-Scavenger”, durchgefiihrt. Durch den Zusatz von Apyrase wird ADP zu AMP
umgesetzt und damit nachfolgenden Prozessen entzogen. Um schergtdlen zu konnen, dass
die eingesetzte Menge an Apyrase augreichend i um endogenes ADP abzufangen und somit
indirekt  durch  Gji-mediiete  Signdtransduktionsvege  auszuschliellen,  wurde  @n
Aggregationsversuch  durchgefihrt, indem Wildtyp Thrombozyten 3min vor Agonisten Gabe
mit 2wml Apyrase versetzt wurden. Als Agonist wurde ADP (30uM) verwendet. Wie in
Abbildung 37 dargestdlt g, konnte sdbst mit 30uM ADP in Anwesenhet von 2u/ml
Apyrase keine Aggregation gemessen werden, wéhrend in den entsprechenden Kontroll-
Thrombozyten ohne Apyrase nach Gabe von 30uM ADP eindeutig ene Aggregation
nachzuweisen ig.

75



Ergebnisse

30uM ADP

c
9
k)
&
5
k=
©
-l

- P
T
w
[
<

I I I I I ]

2 4 6 8 10

Zeit [min]

Abbildung 37: Wildtyp Thrombozyten wurden in An- und Abwesnheit von Apyrase mit 30uM ADP
stimuliert.

Erste Aggregationsstudien wurden mit dem Thromboxan-A, Mimetikum U46619 an Gnal2”,
(Ga 1o-Ofizienten), Gnal3"®:Mx1-Cre (konditiona Gais-Oefizienten) sowie Gnal3Mox/flox;
Gnal2” ;:Mx1-Cre (konditiona Ga 12,Ga 13-doppeldefizienten) Thrombozyten in Anwesenheit
von 2U/ml Apyrase durchgefuhrt. Wéhrend zwischen wildtypischen und Ga 1o-defizienten
Thrombozyten  keine  dgnifikanten  Unterschiede  im  ,shape-change’ bzw. im
Aggregationsverhadten gemessen werden konnten (Abbildung 38), zeigen konditiond Gais-
defiziente  (Abbildung 39) sowie konditiond Ga 12:Ga 13-doppeldefiziente  Thrombozyten
eindeutige Defekte (Abbildung 40).

| 0,00011M U46619 | | 0,001uM U46619

Anstieg der Lichttransmission
Anstieg der Lichttransmission
Angtieg der Lichttransmission

Zeit [min]

Abbildung 38: Stimulation von Wildtyp sowie Ga i,-defizienten Thrombozyten (Ga 12 KO) mit steigenden

U46619 K onzentrationen, in Anwesenheit von 2u/ml Apyrase.
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Anstieg der Licht transmission

Abbildung 39: Stimulation von Wildtyp sowie konditional Ga is-defizienten
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Abbildung 40: Stimulation von Wildtyp sowie konditional Ga1,;Ga 3-doppeldefizienten (Ga12/Ga13 KO)

Thrombozyten mit steigenden U46619 K onzentrationen, in Anwesenheit von 2u/ml Apyrase.

Im Veglech zu Wildtyp- und Ga 12-defizienten Thrombozyten setzt der ,,shape-change® bel

ene konditionden Gaq13-Defizienz  sowie

in konditiond Ga 12;Ga 13-doppeldefizienten
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Thrombozyten bel etwa 100-fach hoheren U46619 Konzentrationen ein. Be intermediaren
U46619 Konzentrationen liegt in  wildtypischen, sowie Gaio-defizienten Thrombozyten
bereits eine vollgandige, irreversble Aggregation vor, wéahrend konditiond Ga 13-defiziente
sowie konditiond Ga 12;Ga 13-doppedefiziente Thrombozyten in Anwesenheit von Apyrase
auch bea hohen U46619 Dosen [30puM] nicht vollsandig und irreversbel aggregieren.
Entsprechende Versuche wurden ebenfals ohne den Zusaiz des ,, ADP-Scavengers' Apyrase
durchgefihrt. Wéahrend Ga 12-defiziente  Thrombozyten ebenso wie in Anwesenhat von
Apyrase wie wildtypische Thrombozyten auf Gabe des Agonisten U46619 reegieren, konnte
in konditiond Gai3- bzw. konditiond Ga 12;Ga 13-doppeldefizienten Thrombozyten en
deutlicher Unterschied im  Aggregationsverhdten nach  Agonigengebe in An- bzw.
Abwesenheit von Apyrase beobachtet werden. Sowohl in konditiona Ga 13- wie auch in
Ga 12;Ga 13-doppeldefizienten Thrombozyten wurde ohne den Zusaiz von Apyrase mit 1uM
U46619 ene lecht verzogete, &ber berets vollgandige und irreversble Aggregation
gemessen (Abbildung 41).

4| 0.001uM U46619 | A | 01uM U46619 Y

I

Anstieg der Lichttransmission
Anstieg der Lichttransmission
Anstieg der Lichttransmission

10

Ga,J/Ga,,
Kﬁ
1T 77 | I D
4 6 0 2 4 6 8 10 0 2 4 6 8
Zeit [min] Zeit [min] Zeit [min]

Abbildung 41. Simulation von Wildtyp sowie Gai,;Ga3-doppddefizienten Thrombozyten (Ga12/Gai13
KO) mit steigenden U46619 Konzentr ationen, ohne Zusatz von 2u/ml Apyrase.

Ebenso wie in Anwesenheit von Apyrase setzt der ,shape-change® ohne Zusatz des ,ADP-
Scavengers' in konditiond Gaiz- bzw. konditiond Ga 12;Ga 13-defizienten Thrombozyten
s verzoget mit ca 100fach hoheren Konzentrationen U46619 ein. Um Uberprifen zu
konnen, ob es dsch be dem ,shape-change’ Defekt taisichlich ausschliefdich um Gais
getragene  Effekte handelt oder ob die Gag-vermittelte Signdtransduktion ebenfdls in die
Induktion des ,shape-changes’ involviert ist, wurden Gag-defiziente Pléttchen sowie Wildtyp
Fétchen mit geringen Dosen U46619 simuliet und die ,,shgpe-change’ Resktion untersucht.
Zwischen Gag-defizienten und Wildtyp Pléitchen konnte bei niedrigen Konzentrationen
U46619 kein Unterschied im Einsaz der ,shape-change’® Resktion beobachtet werden.
Sowohl in Gag ,Knock-out‘- ds auch in Wildtyp-Thrombozyten setzt der , shape-change!
be gleichen Agonisten Konzentrationen ein.
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Abbildung 42: Stimulation von Wildyp sowie Gag-defizienten Thrombozyten (Gag KO) mit steigenden
U46619 K onzentrationen, ohne Zusatz von 2u/ml Apyrase.

Mithilfe diesr Versuchgrehe konnte gezeigt werden, dass sch Ga1o-Oefiziente Thrombo-
zyten nach Gabe unterschiedlicher Konzentrationen U46619 &hnlich wie  Wildtyp
Thrombozyten verhdten. Im Gegensaiz dazu zeigen konditiond Gaq3- sowie konditiond
Ga12,Ga 13-defiziente Thrombozyten sowohl ohne ds auch nach Gabe von Apyrase und
Simulation mit U46619 einen massven Defekt in der Induktion des Thrombozyten ,,shape-
changes’. Aggregationsdefekte in Gaj13- sowie konditiond  Gaqp,Ga 13-dfiziente
Thrombozyten konnten ausschliefdich unter Betelligung von Apyrase beobachtet werden.

Um die Role veschiedenar andeer Simuli auf die Gaqp und Gaq3z veamittdte
Sgndtransduktion zu untersuchen, wurden ADP, Collagen und Thrombin ads Agonigen in
Aggregationsexperimenten mit Ga1p-, konditiond Ga13- und konditiond Ga12;Ga 13-
defizienten Thrombozyten untersucht.  Grundsdtzlich wurde in dlen mit Ga 1o-ddfizienten
Thrombozyten durchgeflihrten Experimenten  kein  Unterschied zu den  entsprechenden
Wildtyp-Kontrollen gefunden (Daten nicht gezeigt). Konditiond Gaq13- und konditiona
Ga 12;Ga 13-0Oefizienten  Thrombozyten hingegen zeigen mit Collagen und Thrombin ene
defekte ,shape-change® Resktion, resgieren auf ADP dlerdings dnlich wie Wildtyp-
Thrombozyten. Im Gegensaiz zu U46619 ds Agonist konnte dlerdings auch nach Inkubation
mit  Apyrase und anschliefender  Stimulation mit  Collagen  und  Thrombin  kein
Aggregationsdefekt  beobachtet werden. Da zwischen konditiond Ga 13- und konditiond
Ga 12;Ga 13-defizienten Thrombozyten nach Gabe dieser verschiedenen Stimuli, ebenso wie
nach Gabe von U46619, keine Versté&rkung der Defekte gemessen werden konnte, stellen
Abbildung 43, Abbildung 44 und Abbildung 45 exemplarisch die Aggregationskurven nach
Simulation mit ADP, Collagen und Thrombin an konditiond Ga13-defizienten
Thrombozyten dar.
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Abbildung 43: Stimulation von Wildtyp sowie konditional Ga is-defizienten Thrombozyten (Ga 13 KO) mit

steigenden ADP Konzentrationen.
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Abbildung 44: Stimulation von Wildtyp sowie konditional Gais-defizienten Thrombozyten (Ga 13z KO) mit
steigenden Collagen K onzentrationen, ohne Zusatz von Apyrase.
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Abbildung 45: Stimulation von Wildtyp sowie konditional Ga 13-defizienten Thrombozyten mit steigenden

Thrombin K onzentrationen, ohne Zusatz von Apyrase.

Um den in den Aggregationsexperimenten mit U46619 beobachteten Aggregationsdefekt in
konditiond Ga 13-defizienten sowie konditiond Ga2;Ga 13-doppeldefizienten Thrombozyten
zu Uberpriffen, wurden die Blutungszeiten von Gnal3"®/!%:Mx1-Cre Mausen im Vergleich zu
Wildtyp Tieren untersucht. Die Tiere wurden wie unter 4.12.4 beschrieben andsthesert und
die Blutungszeit wurde bestimmt. Der Versuch wurde nach maxima 20min beendet. Wahrend
die Blutung in Wildtyp Mé&usen nach 35-55min zum Stllsand kommt, bluten konditiond
Ga 13-ddfiziente Tiere noch nach 20min. Abbildung 46 gdlt graphisch das Ergebnis dieses

Versuches dar.

20_

Wildtyp Ga,, KO

Abbildung 46: Die Blutungszeiten wurden an Wildtypen
bzw. konditional Gais-defizienten Tieren bestimmt. Der
Versuch wurde be anhaltender Blutung nach 20min
beendet.

Die velangerte Blutungszeit in konditiond Ga 13-defizienten Tieren zeigt, dass der in vitro in
Thrombozyten beobachtete Defekt offens chtlich auch in vivo von Bedeutung i<
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