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6.1 Homologe Rekombination in embryonalen Stammzellen

Die G-Proteine Ga 12 und Ga 13 werden ubiquitdr exprimiert und kondituieren zusammen die
Ga 12-Familie. Funktiondle Unterschiede zwischen Ga12 und Gaq13 sSnd neben verschie-
denen in vitro Moddlen (L.5) aus Studien an G 12- und Ga 13-defizienten Mausen abzuleten.
Waéhrend an Gnal2 Null-Mutanten keine offendchtlichen Defekte beobachtet werden
konnten, derben Gaiz-defiziente Embryonen am Tag 95 der Embryondentwickiung
(Offermanns et d., 1997d). Daher wurde mittels des Cre loxP-Systems Uber homologe
Rekombination in ES-Zelen ene Maudinie generiert, die ene zeit- und gewebespezifische
Inaktivierung des Gnal3Gens emoglicht und so funktiondle Andysen zu diesr G-Protein
a-Untereinheit erleichtert.

Um die Vorraussstzung fir eine Cre-gerichtete Mutagenese zu schaffen, wurde das fir en
funktionsféhiges Gnal3-Gen essentidle Exon [l sowie die Neomycinphosphotransferase-
kasstte und die Thymidinkinasskassette mit je zwe gleichgerichteten loxP-Stdlen flankiert
(5.2). Entsprechend wurden in enem erden Rekombinationschritt insgesamt dre  loxP-
Sdlen sowie o0.g. Sdektionsmarker in das Genom embryonder Stammzelen integriert.
Insgesamt konnte Uber dieses erste Rekombinationsereignis in ca 0,1% der andydSerten
Klone (5.2) ene vollgandige homologe Rekombinaion Uber Southernblotting (4.3) bzw.
PCR (4.4) nachgewiesen werden. Mit einer Rekombinationsfrequenz von 0,1% wurden eher
niedrige Rekombinationshéufigkeiten erreicht, die Sch in der Literatur zwischen 25%-0,05%
bewegen (Zhang et d., 1994). Die Rekombinationsfrequenzen snd vor alem von der Lange
der Homologiearme (Deng & d., 1992) sowie dem Genlocus abhdngig. Wie am HGPRT-
Genlocus gezeigt werden konnte, steigt die Frequenz der homologen Rekombination mit
zunehmender Homologidange des Zidvektors (Hasty e d., 1991). Durch Verwendung
isogener DNA wird die Rekombinationsfrequenz pogtiv beainflusst (te Ride et d., 1992).
Dieses scheint aber eine weltaus weniger wichtige Rolle zu spidlen ds der Genlocus sdber, da
auch verenzdt bel Verwendung von Vektoren mit kurzen Homologien nicht isogener DNA
gute Rekombinationsraten beobachtet werden konnten (Holtschke et d., 1996). Da der 5
Homologiearm des Zidvektors mit 1,2 kb bis zur externen loxP-Stelle sehr kurz ist, waren
geringe Rekombinationsfrequenzen zu vermuten.

6.2 Cre-mediierte Rekombination in embryonalen Stammzellen

Zwe dear ds homolog identifizieten embryonden Stammzdlklone wurden fir den zweiten
Rekombinationsschritt, die Cre-vermittdte Rekombinaion im Genom der ES-Zdlen, genutzt
(5.3). Unter ca. 5000 untersuchten Klonen konnte mit dem gewéhiten Cre-Plasmid p185Cre
lediglich in 01% der Fdle ene Typl-Deetion identifiziert, nie aber ene Typll-Deetion
nachgewiesen werden. Da in enem Grofdell der Uberlebenden Klone ken
Rekombinationsereignis  dattgefunden  hatte, wurde ein anderes Cre-Plasmid gewdhlt, das
zusdtzlich zum Cre-Gen das Pac-gen tragt. Dieses Gen kodiert fir eine N-Acetyltransferase
(pac) und ermdglicht die Anreicherung Cre-exprimierender Klone durch Sdektion mit
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Puromycin (Taniguchi et d., 1998). Tatséchlich flhrte die Elektroporation des ds plC-Cre-
Pac bezeichneten Plasmids zu einer deutlich geteigerten Effizienz beziiglich der Generierung
von Typl- (20%) bzw. Typll-Deetionen (4%). Laut Literatur wurde unter Verwendung von
plC-Cre-Pac in Abhangigkeit vom Genlocus Rekombinationsraten zwischen 6% und 11% fir
Typll-Deletionen gefunden (Taniguchi et d., 1998).

6.3 Generierung und ldentifizierung von Keimbahntransmittern sowie
Gnal3™™ Mausen

Vier homolog rekombinierte Klone sowie vier die Typll-Deletion tragende ES-Zdlklone
wurden in Blastozygen injiziet (4.12.3) und diee in scheinschwangere Lehmtter
remplantiert  (4.12.4). Lediglich mit enem homolog rekombinieten Zdlklon konnte ene
Kembahntranamisson erzidt werden. Ein kritischer und fir die Erzeugung von Mausen mit
gezidter  Kembahntransmisson essantidler  Paameter  id4 die  Aufrechterhdtung  des
pluripotenten  Status der  embryonden  Stammzdlen  wdhrend des  gesamten
Zdlkulturprozesses.  Auschliefdich  unter  optimaen Bedingungen blelbt die  Pluripotenz
sowie die Euploidie (Pandolfi et d., 1997) der ES-Zdlen erhdten, sodass nach Injektion in
Blastozysen hochchimére Tiere generiert werden konnen, die zur Kembahntranamisson des
ES-Zdlgenoms féhig snd (Evans et d., 1989; Longo e d., 1997). Von den erzeugten 10
Chimé&en war lediglich en Tier in der Lage, die gewlnschte Modifikation des Gnal3 Gens
Uber die Kembahn an die ndchse Generation welterzugeben. Vier der Chiméden waren
infertil, wobel zwel ene aberrante Entwicklung der Geschlechigtelle aufwiesen. Diese rdativ
geringe Kembahntransmisson konnte auf suboptimae Zdlkultur und/oder
Injektionsbedingungen zuriickzufiihren sein. Fir die Mutation heterozygote Tiere (Gnal3™ /™)
wurden  unteréinander  verpaat, um  zu  untersuchen, ob  die Insation  der
Neomycinphosphotransferasekassette und der  Thymidinkinasekassette in  Intronbereiche des
Gnal3-Gens zu ene Unterbrechung oder Modifikation des Gaiz-Proteins fuhrt, eventudl
zum Uberleben notwendige Funktionen eingeschrankt sind oder aber wie in der Literatur
beschrieben, die Reproduktion bedintrachtigt ist (Remirez-Solis et a., 1993). Gnal3™/™A
Weibchen sind im Gegensatz zu Gnal3™/™ Mannchen phanotypisch unauffalig (Abbildung
19); ca. 50% der Gnal3™/™ Mannchen sind steril. Die Sterilitét der Mannchen ist vermutlich
auf die Integration der Thymidinkinasekassette zurlickzufiihren, da in anderen Studien durch
higologische Andysen ene Vednderung der Morphologie dongierter  Spermatiden
nachgewiesen werden konnte, die vermutlich durch hohe Expressondevel des HSV-TK Gens
in diesen Zellen ausgel 6t wird (Braun et d., 1990).

6.4 Analysevon Gnal3"™:Ella“"¥* Mausen

Da beschrieben worden ist, dass Kreuzungen zwischen Welbchen, die das , Zidkonstrukt* in
homolog rekombinierter Form tragt, und Ella®®* Méannchen, ener as ,genera-deleter
bezeichneten Cre-tranggenen Linie, in 40% der Nachkommen, Mischungen aus dlen dre
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moglichen Deletionstypen ergeben (Xu et a., 1998), wurden Gnal3™ /™ Weibchen mit
El1a“®* Mannchen verpaart, um auf diesem Weg die Sdektionsmarker zu entfernen und ein
Gnal3 Alld herzugtdlen, das abgeschen von den zwel 34bp langen loxP-Sequenzen dem
Wildtyp-Alle entspricht. In 25% der untersuchten Tiere konnte in der Tat ein Mosaik aus den
drei verschiedenen Deletionstypen nachgewiesen werden (5.5). Durch die direkte Injektion
der homolog rekombinierten Klone, konnte letztendlich die gewiinschte Keimbahngangigket
ezidt werden. Nachtelig an diessm Vefdwren ig generdl die bendtigte hohe Anzahl an
Mausen, da nur zu einem bestimmten Prozentsatz (hier 25%, laut Literatur ca 40%) in den
Nachkommen aus Gnal3™/™ x Ella®®* dn Mosaik vorhanden ist. Eindeutige Vorteile sind
dlerdings offenschtlich:

1. Es liegt ene hohe Zetersparnis gegentiber einer zweten Runde Zdlkultur vor, da die
Injektion der embryonden Stammzdlen in Blagozysten direkt nach der Identifikation
homolog rekombinierter Klone erfolgt.

2. Grundsdtzlich birgt das wiederholte Auftauen und Einfrieren von homolog rekom:
binieten ES-Zdlklonen die Gefahr, dass die ES-Zdlen ihre Pluripotenz und Euploidie
velieren und somit keine Kembahntransmisson mehr ezidt werden kann bzw. ene
eventudle Aneuploidie zu unerwinschten Nebeneffekten fuhrt (Liv e d., 1997,
Longo et d., 1997).

Die aus weteren Verpaarungen resultierenden, ds Gnal3"®M% pezeichneten Tiere sind
phénotypisch unauffdlig und fertil. Pardld wurden Gnal3™/ Mause mit Ela“®* Tieren
verpaart, um zu zeigen, dass eine Cre-mediierte Rekombination des ,gefloxten” Alldes in der
Genaierung enes Null-Alldes reaultiert. Tatséchlich konnte durch die Reproduktion des
klassischen Phéanotypes in Gnal3™/El1a®®* Tieren (Abbildung 20) die Funktionsfahigkeit
des Cre/loxP-Systems bestétigt werden.

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

Die Uberexpression von Gais in Kardiomyozyten in vitro lost eine Hypertrophieresktion aus
und seuert die entsprechenden transkriptionden Effekte moglicherweise Uber einen Rho-
abhéngigen Mechanismus (Finn et d., 1999). Dass das RhoA neben den bereits gut dokumen
tierten zytoskelettdren Veranderungen fir herzspezifische Funktionen verantwortlich i, geht
ebenfdls aus Studien mit Mausen die RhoA-transgen sind hervor. In diesen Tieren fuhrt die
Uberexpresson von RhoA zu einer Hypertrophie-Resktion und as Folge darauf zu ener
Dysfunktion des Artrioventrikularknotens sowie Kontraktionsdefekten (Sah et ., 1999).
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Abbildung 47: Die Aktivieeung der  G-Proteine
Gagii1 und Gajyy3 Uber den Endothein (ET-1)
Rezeptor bzw. Angiotensn |1- (ATq1) Rezeptor fuhrt zu

ener Aktivierung der klenen GTPase Rho und damit

RhoA

verbundenen ,, downstream” Effekten.

Hypertrophe Cytoskelettare
Genexpression Veranderungen

Da &er die phénotypischen Veranderungen diessr Méuse von ener  kompenderten
Hypertrophie sehr verschieden dnd, it es nur schwer mdglich schere Aussagen Uber die
tatsachliche Rolle von RhoA in der Hypetrophie-Resktion zu treffen (Clerk et d., 2000).
Mithilfe des konditionden Gnal3 ,Knock-out® bestent nun die Moglichkeit Uber ene
herzpezifische  Inaktivierung durch  ene entsprechende Cre-Linie die Beeligung der
Mitglieder der Gio-Familie an der myokardiden Hypertrophie zu untersuchen. Als Cre-Linie
wurde en ads Mic2a-Cre bezeichneter ,,Knock-in“ (1.8) gewdhlt. In der Tat konnte in
Kardiomyozyten von Gnal3/%/M*:MIc2a®®* Mausen eine vollstzndige Deletion des Gais-
Proteins gezeigt werden (Abbildung 24). Da nur 13% der Tiere das Embryonasadium
Uberleben, scheint die Betelligung von Gaiz an der Herzentwicklung essentidl zu sein. Um zu
Uberprifen, ob der vorzeitige Tod Gnal3"™M:MIc2a“®* Tiere auschlielich auf ene
myokardiyle Gai3—Defizienz zurickzufihren und nicht mit ener extrekardiden Cre
Rekombination in Zusammenhang zu bringen is, wurden Embryonen zu verschiedenen
Entwicklungsstadien (12,5, 15, 185 Tage p.c) isoliert und ihr Genotyp bestimmt. Zu jedem
der untersuchten Zeitpunkte konnten stark retardierte Embryonen mit dem gewiinschten
Genotyp nachgewiesen werden. Da aber kein spezifisches Entwicklungsstadium beim Tod der
Embryonen festgelegt werden konnte, schien eine unspezifiche Mic2a“®* Rekombination
wahrscheinlich. Diese Vermutung wurde durch einen Southernblot an Gnal3M/floX: M| c2a e+
Geweben bestétigt (Abbildung 25). In verschiedenen Organen bzw. Geweben (Leber, Milz,
Muskel, Niere) wurde ene hbis zu 50%ige Deetion des Gaiz-Protein nachgewiesen.
Aufgrund der unspezifischen Cre-Rekombination, [&sst sch nicht Scher sagen, ob der
intrauterine Tod der Gnal3"™/M%:MIc2a“®* Tiere ausschlielich auf eine Ga13-Defizienz in
Kardiomyozyten zuriickzufiihren ist. Interessanterweise sterben aber Gnal3"®/"**:Gna127;
MIc2a""®* Mause mit einer deutlich hoheren Frequenz ds Gnal3"™/M*:Mic2a“®* Tiere in
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utero. Lediglich ca 1% der Mause mit entsprechendem Genotyp Uberleben die ersten drel
Wochen nach der Geburt. Auch bei Gnal3"®/M*:Gna12"";MIc2a“"®* ist die Uberlebensrate
mit ca 9% im Verglech zu Gnal3"*/M*:MIc2a“®* noch stark reduziert. Momentan werden
die Hezen neugeborener Tiere morphologisch und hisologisch  untersucht, um  zu
untersuchen ob die Mitglieder der Gio-Familie ene essentidle Rolle in der Aufrechterhdtung
normaer Herzfunktionen spidlen. Um ebenso wie fir Gnag/®"®:Gna11™”; MIc2a“®* Tiere
(Wettschureck et d., personliche Mittellung) genaue Aussagen Uber die Betelligung von Gaiz
und Gaiz an de Hypetrophieresktion treffen zu konnen, werden zur Zet sowohl
Gna13"/Mo*:MIc2a""®" Tiere ds auch Gnal3"*/M*:Gna12”:MIc2a“"®* einer Aortenbanding-
Operation unterzogen und die Regulation hypertrophiespezifischer Marker untersucht.

Die unspezifische Cre-Expression in MIc2a®*  Knock-in* Mausen wirft die generelle Frage
nech der Spezifitd und Effizienz von Cre-Maudinien auf. Durch b-Galactosdase Férbungen
an MLC2a""®* Rosa26®Z postiven Tieren konnte zB. gezeigt werden, dass bel langerer
Inkubation in der b-Gaactosdase-Farbddsung die Spezifitét der MLC2a-Cre Expression nur
bis Tag €105 erhdten bleibt und in spdteren Entwicklungsstadien auch in anderen Organen
ene MLC2a-Cre Expresson nachgewiesen werden kann (Chen et d., unpubliziete Daten).
Das Expressonsmuser der verwendeten Promotorregion ist sowohl verantwortlich fir den
Beginn der Expresson ds auch fur die Spezifitdt der Cre-mediierten Genmodifikation,
wahrend die Expressondevd die Effiziienz dar Genmodifikation in einem besimmten Zdltyp
determinieren. Abhangig von der Zahl der Integrate und der Podtion der Integration variiert
die Effizienz und Spezifitdt der transgenen Linien massv (Pdmiter & d., 1986). Bis heute
exidgtieren aber keine genauen Studien Uber das Verhdtnis zwischen der Anzahl der
notwendigen Cre-Molekile in ener Zdle und dem Ausma? der Ddetion enes ,gefloxten”
Gensegments. Darlber hinaus scheint die Effizienz einer Cre-mediieten Rekombination von
der chromosomalen Lage der zu deletierenden Sequenz abzuhdngen (Sauer, 1993).

6.6 Leberregeneration an Gnal3">", tie'l Cre Tieren

Eine fUr Endothdzdlen spezifische Expresson wird durch ene transgene Cre-Linie erecht,
die Cre unter der Kontrolle des tie-l Promotors exprimiert. Das tie-Gen codiert fUr ene
Rezeptor-Tyrodn-Kinase, die in frihen Stadien der Blutgeféildung exprimiert wird. Um die
Effizenz und Endothdzdl-Spezifitd verschiedener ES-Zelklone zu Uberprifen, wurde die
embryonde Stammzdl- sowie die Embryoidkérpertechnologie genutzt (Gudafsson et d.,
2001). Mit enem effizient und <gpezifisch rekombinierendem ES-Zdlklon  wurden
Kembahntransmitter  hergestelt. Uber b-Gaactosidase Farbungen konnte gezeigt werden,
dass Uber die generierte tie-l Cre-tranggene Linie ene effiziente, Endothdzdl-spezifische
Deletion ,gefloxter” Allde ermdglicht wird. Lediglich in adulten erythroiden myeoiden
und lymphoiden-Zdlen sowie in Gehirnregionen wurde ene 12-20% ektopische Cre-
Expresson gefunden (Gustafsson et a., 2001). Um zu zeigen, dass in Gnal3"®tie-1 Cre
Mausen ebenfdls eine Endothelzdl-pezifische Dedetion von Gaq13 efolgt, wurde versucht
mithilfe der ,primary-explant-technique® ene fir Westernblotting ausreichende Zelmenge zu
generieren (Abbildung 26). Da &er nicht genligend Zelmateria isoliet werden konnte,
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wurde zumindest Uber Southernblotting gezeigt, dass en  Rekombinationseragnis
dattgefunden hat  (Abbildung 27). Die hochgen Rekombinaionsfrequenzen wurden wie
ewartet in endothezellhdtigen Geweben wie Aorta und Leber nachgewiesen. Da fur den
intrauterinen  Tod der klasssch  Gnal3-defizienten Méause am Tag 95 der
Embryondentwicklung eine schwere Storung der Blutgefdildung wahrend der Angiogenese
im dch entwickdnden Embryo verantwortlich ist  (Offermanns e d., 1997), die
vorhergegangene vaskulogenetische Blutgefddildung aber intekt zu san schent, liegt die
Vemutung nahe, dass Gai3 kene essentidle Bedeutung wéhrend der Vaskulogenese
Ubernimmt. Da Cre-exprimierende Linien en limitierender Faktor in der  Andyse
konditionaler ,,Knock-outs' sind, wurde trotz der frihen Cre-Expresson (Gustafsson e d.,
2001) die tiel Cre Maus as Cre-transgene Linie gewahlt. Gnal3"™/M%:tie1 Cre Mause
Uberleben die Embryonaentwicklung, obwohl die Cre-Expresson bereits zu einem spéen
Stadium der Vaskulogenese bzw. zu Beginn der Angiogenese einsetzt. Bis die Cre-Expresson
dledings zu dner volgéndigen Deetion von Gnal3 gefthrt hat, konnte das
Entwicklungsstadium, in dem Ga 13 fir die Blutgefaoildung essentidll ist, Uberschritten sein.

In verschiedenen zdluldren Systemen konnten Hinweise darauf erhoben werden, dass

Rho-mediierte Prozesse an der Regulation des Zdlwachstums beteiligt snd (Sah et d., 2000).
Die Aktivierung von Rho und seinen ,downstream” Effektoren wird wiederum u.a durch die
G-Proteine Ga12 und Ga 13 vemittdt (1.5). Eine Involvierung von Rho-mediierten Prozessen
an der Leberregeneration nach partieller Hepatektomie erscheint daher wahrscheinlich.
Die Leberegeneration nach partidler Hepatektomie berunt auf der Proliferation dler
exidierenden, reifen Zdlen in der Leber. Das schlidd Hepatozyten, biliare Epithelzdlen,
fenestrierte Endothelzellen, Kupfferzdlen und Itozellen ein. Gnal3"™/M™tie1 Cre Mause
wurden ener patidlen Hepatektomie unterzogen, um im adulten Organismus den Effekt
eng Gai3-Defizienz in Endothdzdlen auf die Leberegeneraion zu untersuchen. Im
Veglech zu Wildyptieeen konnte nach 72h post OP kene dgnifikant verminderte
Leberregeneration beobachtet werden. Da eine Aktivierung von RhoA und damit die
Regulation der DNA-Synthese nicht ausschliefdich Uber Ga 13 sondern auch Uber Ga 12 und
die heterotrimeren G-Proteine Gag und Gaip efolgt, kdnnte es sein, dass die Ubrigen G-
Proten a-Untereinhaten den Velus von Gai3z kompenseren. Waeiterhin  liegt die
Vemutung nahe, dass prim& andere, in der Leber vorkommenden Zdltypen fur die
gesteigerte DNA-Synthese und die damit verbundene Leberregeneration verantwortlich sind.
In der Tat setzt die DNA-Synthese zunéchgt in Hepatozyten und anderen Zellen ein, wéahrend
snusoidde Endothdzelen es nach 9%6h ene maximde DNA-Syntheserate erreichen
(Abbildung 49).
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Abbildung 48: Kinetik der DNA-Synthese verschiedener Leberzel-Typen wahrend der Leberregeneration
nach partidler Hepatektomie (aus: Michalopoulos G. K., DeFrances M. C. (1997) Liver regeneration. Science.
4;276(5309):60-6. Review.)

Der zum intrauterinen Tod fihrende angiogenetische Defekt in Gnal3” Mausen, wirft die
Frage auf, ob das Fehlen von Ga13 in Endothelzellen oder den umgebenden mesenchymaen
Zdlen fir den Defekt verantwortlich ist. Dain Gnal3"®"%tie-1 Cre Méausen kein Defekt in
der Leberregeneration beobachtet werden konnte, besteht die Mdglichkelt, dass tatsachlich die
umgebenden mesenchymden Gewebe fir den angiogenetischen Defekt in Ga 13-defizienten
Mausen verantwortlich snd. Um die durch die Gqo-Familie mediiete Signdtransduktions-
kaskade vollstandig zu unterbrechen, wurden Gnal3"®/M%*tie1 Cre Méuse mit Gnal2™
Tieren verpaat, um eine Maudinie zu erhdten, die ene konditionde Inaktivierung von
Gnal3 in Endothdzdlen in @nem Gaio-defizientem Hintergrund erlaubt. Interessanterweise
tiberleben nur 2,5% der Gna13"®"*:Gna12”tiel Cre Mause die Embryondentwickiung,
sodass bisher keine Leberregenerationsstudien an den  entsprechenden ,, Doppel knock-out*
Tieren durchgefihrt werden konnten. Wenn man bel diesen Uberlebenden Tieren von ener
reduzierten Effizienz der Rekombinase-Cre in Endothezdlen ausgeht, zeigt dieser Befund,
dass die mit Einsatz der Vaskulogenese beginnende Cre-Expresson in Endothezdlen, und
die damit verbundene Deetion von Gnal3 in enem Gaqo-Oefizientem Hintergrund zu
massven Entwicklungsstorungen fihrt. Dieses wirde zu der These fuhren, dass bereits ene
Ga13-Defizienz zu angiogendtischen Defekten wie im klassschen Gnal3 ,,Knock-out® fuhren
wilrde, um Stérungen in der Vaskulogenese hervorzurufen, aber beide Mitglieder der Gio-
Familie bendtigt werden. Allerdings wére auch vorselbar, dass ebenso wie be Mlc2a“®*
Tieren, trotz der sorgfdtigen Andyse der tie-l transgenen Linie, keine spezifische Cre-
Rekombination efolgt und auch in anderen Geweben ene Ddetion des Gnal3 Gens
hervorgerufen wird. In Kombinaion mit dem Ga1o-defizienten Hintergrund konnte dieser
Effekt zu ener embryonden Leditéd flihren. Um die Effizienz und Spezifitdé der Cre
mediierten Rekombination beurtellen zu konnen, werden zur Zet immunhistochemische
Anadysen an verschiedenen Geweben von (berlebenden Gnal3"®/"%*:Gna12”:tiel Cre
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Tieren durchgefiihrt. Pardld  werden Gnal3"®/"%*:Gnal2”:tiel Cre Embryonen zu
verschiedenen  Entwicklungsstadien prépariet um  an ihnen ene hisgologische Andyse
durchzuftihren und eventuel le vaskul ogenetische Defekte zu untersuchen.

6.7 Leberresektion an Gnal13"™: Mx1-Cre Tieren

Um Uberprifen zu konnen, ob der Verlust von Ga 13 in Hepatozyten zu ener Siérung der
Leberregeneration fiihrt, wurde die durch Interferon induzierbare Mx1-Cre-Liniein Gnal3°"
Tiere eingekreuzt. Anhand eines Wedernblots konnte die nahezu vollstdndige Deetion von
Ga13 in der Leber gezeigt werden. Allerdings konnte auch in diesen Tieren keine defekte
Leberregeneration nach partieller Hepatektomie beobachtet werden. Dieses deutet draufhin,
dass Ga 13 keine essentidlle Rolle wahrend der Leberregeneration Ubernimmt oder aber andere
G-Protein a Untereinhaten den Verlus von Gai3 kompenderen konnen. Welterhin wéare
vorgellbar, dass G-Protein-unabhdngige Signdtransduktionswege flr enen entsprechenden
Regenerationsmechanismus  verantwort-lich sind. Untersuchungen an  Gnal13"¥"%:Gna12™"-
;Mx1-Cre Mausen konnten bisher aufgrund zu geringer Tierzahlen nicht durchgeftinrt werden.

6.8 Immunolgische Analysen an Ga 13"®; Mx1-Cre Tieren

Da im Wedenblot neben der Leber auch in der Milz eine nahezu vollsdndige Gaqz-
Defizienz gezeigt werden konnte, wurden immunologische Untersuchungen an  Splenozyten
von Gna13"/o%:\x1- Cre Tieren durchgefiihrt.

Interessanterweise it das Verhdtnis von B- zu T-Zdlen im Vegleich zu entsprechenden
Wildtypkontrollen zugungten der B-Zdlen verandert (Abbildung 33). Untersuchungen des T-
Zdlkompartiments mit CD4 und CD8 ds Oberflachenmarker haben gezeigt, dass die Zahl der
T-Hefazdlen (CD4+-Zdlen), nach Deetion von Gaji3z animmt. Die Rho-Familie der
kleinen GTPasen spidt ene kritische Rolle fir die zytoskeettérerOrganisationen und die
ZdImatilitdt in verschiedenen Zdlsysemen (Drubin et d., 1996; Drgonova et d., 1996;
Zipkin e d., 1997), wie auch warend der Lymphozyten Polariserung und Migraion
(Borroto et d., 2000). Da unter anderem die G-Proteine der Gqo-Familie fir ene Rho-
Aktivierung verantwortlich snd, kénnte durch das Fehlen von Ga 13 die Wanderung CD4+ T
Lymphozyten aus dem Thymus in die Peripherie verandert und reduziert sein. Neben einem
T-Zdl-spezificchen Defekt konnte in Gnal3"®/M:Mx1-Cre Tieren aber auch ein B-Zdl-
spezifischer Defekt beobachtet werden. So wurde in der Randzone der Milz im Vergleich zu
Wildtyp Zdlen eine Reduktion der B-Zelen beobachtet. Guinamard et d. konnten zeigen,
dass in Mausen, die ene Ddfizienz fir die Tyrognkinase Pyk-2 aufweisen, B-Zdlen in der
Randzone der Milz sdektiv fehlen (Guinamard et d., 2000). Pyk-2 fuhrt zur Aktivierung
enes ,Serum response dement” (SRE) Reporter Gens, ,,downstraem” von Ga 13, Uber einen
Rho-abhéngig Signdtransduktionsveg. Pyk-2 wird durch Ga 13 und weniger stark auch durch
Ga 2 ativiert (Shi et d., 2000). Die RGS Doméane des Guaninnukleotidaustauschfaktors Lsc
hingegen, blockiet ene durch Gaqo/Gaz-mediiete Pyk-2 Aktivierung. Rho  liegt
2upstream” ener NF-kB Aktivierung und ebenso wie Pyk-2 defiziente Mause zeigen NF-kB—
defiziente Tiere einen sdektiven Verlus von B-Zedlen in der Randzone der Milz (Carigppa et
a., 2000). Auch im klassschen Lsc ,Knock-out® kommt es interessanterweise zu ener
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Reduktion der B-Zellen in der Randzone der Milz (Girkontaite et d., 2001). Verschiedene
Guaninnukleotidaustauschfektoren  (GEFs), ua pll5Rho-GEF, zegen ene endeutige
Spezifitét fir Rho (Aashem et da., 1997; Glaven et d., 1996; Hart et a., 1996; Hat et 4d.,
1998; Fukuhara et d., 2000). Verschiedene Arbeiten haben gezeigt, dass Rho-pezifische
GEF's Signde von der Gpo-Familie heterotrimerer G-Proteine zu Rho tansduzieren konnen.
Die Aktivierung von Ga12 und Ga13 durch verschiedene Agonisten fuhrt danach, wie unter
1.6.2 beschrieben zu ener Interaktion mit den LH/RGS Doménen von pll15Rho-GEF, dem
humanen Homolog zu Lsc. Diesss wiedeeum fihrt zu dner  Aktivierung der
Guaninnukleotidaustauschfektoren und dem GDP/GTP Augausch an der klenen GTPase
Rho, was in der Aktivieeung Rho abhéngiger Signatransduktionsvege resultiert. Demnach
beseht in lymphozytaren Systemen mdglicheweise ene Signdtransduktionskaskade, die aus
Ga12/Ga13, Pyk-2, Lsc und NF-kB besteht und die Migration der BZdlen in die Randzone
der Milz beanflusst. Als mogliche diesen Signdweg regulierende Rezeptoren kommen solche
der Edg-Familie (Kranenbourg et d., 2001; Fukushima et d., 2001) oder G2A in Betracht
(Kabarowski et d., 2000). Im Fdle ener Gajo> /Gai3-Defizienz wirde die dargestdlte
Interektion mit pll5 Rho-GEF und eventudlen anderen Guaninnukleotidaustauschfaktoren
nicht mehr datfinden und ene Aktivierung der kleinen GTPase Rho verhindert werden. Das
wiederum wirde die deutliche Reduktion der B-Zdlen in der Randzone der Milz erkl&ren.
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6.9 Untersuchungen an Thrombozyten Gnal3">"; Mx1-Cre Tieren
Die meisen der physologischen Aktivatoren von Thromboyzten, wie ADP, Thromboxan A:
und Thrombin wirken Uber ihre G-Protein gekoppelten Rezeptoren, die wiederum zu ener

Aktivierung von G, Gg, G12 und G13 fihren.

Tabelle 7: G-Protein gekoppelte Rezeptoren, diedie Thrombozytenakti-
vierung ver mitteln

Rezeptor Stimulus G-Protein

PAR-1/3 Ga, Ga, Gajy;
Thrombin

PAR-4 Ga, Ga, Gayy;

P2Y, ADP Ga, (Gayy)

P2Y ,, Ga,

TPa Ga, Ga
Thromboxan A, g — 1213

TPb Ga, Ga,y;

Da Untersuchungen an Ga g-defizienten Thrombozyten auf eine Involvierung der G-Proteine
Ga12 und Gaq3 in frihe Prozesse der Thrombozytenaktivierung, nach Gabe des Thromboxan
Az Mimetikums U46619, das neben Gq ausschlieldich zu einer Aktivierung von Gi2 und Gi3
fuhrt, hindeuteten (Klages e d., 1999), wurden sowohl Gajpo-, konditiond Gaiqz-
enzdddfiziente und konditiond Ga1o/Ga 13-doppeldefiziente Thrombozyten fir die
entorechenden  Analysen  genutzt. Im  Veglech zu  Wildtyp- und Ga1o-Oefizienten
Thrombozyten setz# der ,shape-change® in konditiond Ga13-defizienten und konditiond

Ga12;Ga 13-doppeldefizienten Thrombozyten be ca  100-fach héheren  U46619
Konzentrationen ein. Durch diese Versuche konnte gezeigt werden, dass vornehmlich Ga i3

und nicht Gaqp in die Indktion des durch U46619 mediierten ,shape-changes® in
Thrombozyten involviert ist. Diese Befunde bestétigen die Daen aus Gag-defizienten
Thrombozyten, die af ene Involvieeung der Gqo-Familie in die frihe Aktivierung der
Thrombozyten hinweisen (Klages et al., 1999).

Die diskoide Form ruhender Thrombozyten wird durch Mikrotubuli, die ringférmig an der
Peripherie der Thrombozyten angeordnet snd, aufrechterhdten. Nach ihrer Aktivierung
ordnen gch die Mikrotubuli um und ermdglichen eine Zentrdiserung der Granulae, die der
eigentlichen Sekretion vorausgeht (Escolar et d., 1987). Wahrend der Sekretion fusonieren
die Membranen der Granulae mit den Invaginaionen der Thrombozytenmembran. Pardld
dazu kommt es zur Flopodienbildung und im Fdle ener Adhdson zum ,Spreading” der
Thrombozyten. Sowohl in  konditiond Ga13-einzddefizienten ds auch in  konditiond
Ga 12;Ga 13-doppeldefizienten  Thrombozyten konnte bel  geringen U46619 Konzentrationen
ein Kontraktionsdefekt vorliegen, der die Zentrdisierung der Granulae und damit den ,, shape-
change® verzogert. Diessr Vorgang konnte ebenso wie andere kontraktorische Prozesse
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(Suzuki et d., 1999) Uber enen Rho/Rhokinase-abhdngigen Mechanismus reguliert werden
(Klages et d., 1999).

Interessanterweise wurde neben dem bereits erwarteten |, shape-change® Defekt in Gais-
defizienten Thrombozyten in Anwesenheit von Apyrase en massver Aggregationsdefekt
beobachtet (Abbildung 39). Be intermedidren U46619 Konzentrationen liegt in wildtypischen
sowie Gaqp-Oefizienten Thrombozyten bereits ene vollséndige, irreversble Aggregation
vor, wdarend konditiond  Gaqz-enfachdefiziente sowie konditiond Ga12;Gaz-
doppeldefiziente Thrombozyten in Anwesenheit von Apyrase, enem ADP , scavenger, auch
be hohen U46619 Dosen [30uM] nicht vollsandig und nur irreversbe  aggregieren
(Abbildung 40). Da der Defekt in konditiona Ga 12/Ga 13-doppeldefizienten Thrombozyten
nicht verstakt wurde und Gajp-defiziente Thrombozyten wie Wildtyp-Zellen reagieren
(Abbildung 41), konnte auch hier endeutig gezeigt werden, dass Gajiy nicht in de
Aktivierungskaskade der Thrombozyten, die zur Aggregation fihrt, involviet is. Erde
Untersuchungen deuten daraufhin, dass in  konditiond Ga q3-einfachdefizienten sowie
konditiond Ga 12,Ga 13-doppeldefizienten Thrombozyten ene reduziete Sekretion sowie
eine verminderte Fibrinogenrezeptor Aktivierung sattfindet (Daten nicht gezeigt).

Eine vollgéndige ThrombozytertAggregation besteht aus der  Degranulation, der
Fibrinogenrezeptor-Aktivierung sowie dem ,indde out dgndling® des ajuybs Fbrinogen
Rezeptors. Wahrend die Freisetzung des ,dense-granuld’ Inhdtes bereits be  niedrigen
Agonisten Konzentrationen einsetzt, wird fir die Sekretion der ,a-Granulag® eine hohe
Agonigen Konzentraion bendtigt. ,,Dense-granula’ sind  kaziumreich, enthdten anorganische
Phosphate und aktivierende Substanzen wie Serotonin oder ADP (Mannel et d., 1997). a-
Granulae hingegen enthdten hauptséchlich Proteine, die fir Coagulationsprozesse  und

Aggregationsvorgange von Bedeutung sind. Nach Gabe von U46619 as Agonidt, kommt es
es in Folge der Degranulation zur Freisetzung von ADP und anderen Mediatoren, was in der

weteren Thrombozytenaktivieeung und damit ener  Aggregaion und Thrombenbildung
resultiet (Huang et al., 1980). Durch den Zusatz von Apyrase wird endogenes ADP
abgefangen, sodass G- sowie Gg-mediierte Signatransduktionsprozesse  ausgeschaltet  bzw.
nur bedingt Uber die Freisstzung des Granula-Inhdtes aktiviert werden. In Anwesenheit von
Apyrase werden offendgchtlich keine Substanzen freigesetzt, die zu ener fir eine Aggregation
ausreichenden Aktivierung des Fibrinogenrezeptors fihren, sodass auch bel hohen U46619
K onzentrationen keine vollstdndige Aggregation beobachtet werden kann.
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Abbildung 49: Thrombozytenaktivierung durch G-Protein gekoppelte Rezeptoren

Entsporechende Versuche wurden ebenfals ohne den Zusatz des ,,ADP-Scavengers’ Apyrase
durchgefiihrt.  In konditiond Gaq13- bzw. konditionad Ga 12,Ga 13-doppe defizienten
Thrombozyten wurde unabhangig von der Gabe von Apyrase en ,shape-change® Defekt
gemessen, aber kein massver Aggregationsdefekt mehr beobachtet. So wurde ohne den
Zusatz von Apyrase mit 1uM U46619 ene lecht verzogerte, aber berets vollsdndige und
irreversble Aggregation in  konditiond Gaq13- bzw. konditiond Ga 12,Ga 13-defizienten
Thrombozyten gemessen (Abbildung 45).

Diese Daten zeigen, dass Ga 13 essatidl fur die Auddsung der ,shape-change® Reektion
durch niedrige Agonisten Konzentrationen ist. Dieser deutliche ,,shape-change® Defekt wurde
in konditiond Gaq13- und konditiond Ga 12;Ga 13-0Oefizienten Zdlen ebenfdls nach Gabe von
Thrombin und Collagen in An- und Abwesenheit von Apyrase beobachtet. Ga 13 ig folglich
nicht nur in den durch Thromboxan A. induzierten ,shgpe-change® involviet, sondern it
generel der entscheidende Mediator fur die Induktion des , shape-changes'. Da bel htheren
U46619-Konzentrationen aber auch in  konditiond Gaq3-defizienten und  konditiond
Ga 12;Ga 13-doppeldefizienten Zdlen ene ,shgpe-change® Resktion efolgt, muss neben
Ga13, Gagq in diesn Vorgang involviert sein. Vermutlich werden aufgrund  unterschiedlicher
Affinitéen, die G-Proteine Ga12 und Ga13 be niedrigen U46619 Konzentrationen aktiviert,
wahrend hohe U46619 Konzentrationen bendtigt werden, um zu einer Aktivierung von Gag
zu fuhren (Offermanns et d., 1994). Dass es nach Gabe von Thrombin zu einer Aggregetion
kommt, die kaum durch den Verlust von Ga 13 beanflusst wird, kbnnte darauf beruhen, dass
die durch Thrombin aktivierten PAR-Rezeptoren 1 und 3 zu ener Aktivierung von Gaij und
Gaq fuhren (Nakanishi-Matsui et d., 2000; Sambrano et d., 2001). Offensichtlich reicht die
Aktivierung von Gaj und Gagq flr die effiziente Auddsung ener Aggregationsresktion aus.
Nach Gabe von Collagen kommt es prim& zu ener Aktivierung der Collagen-Rezeptoren
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GPVI und ajiby und damit zundchst zu G-Protein unabhdngigen Prozessen (Clemetson et d.,
2001; Nieswandt et a., 2001; Watson 2000).

Da ADP zu ener Aktivieung von Gj und Ggq flhrt, aber nur zu einer sehr schwachen
Aktivierung von Gip3, konnte nach Gabe von ADP kein ,shape-change® Defekt beobachtet
werden (Ohlmann et d., 2000). Offengchtlich muid die Induktion des , shape-changes' nach
Gabe von ADP durch bisher unbekannte Mechanismen erfolgen.

Thrombin
ADP TXA,

/(pi?:/m 12,P i f C‘:{"agm \/
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Sekretion

’ CAMP  IP/DAG ? |
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Abbildung 50: Thrombozytenaktivierung durch G-Protein gekoppelte Rezeptoren und Involvierung von
Ga 12 und Ga 13in, shape-change’ und Aggregationspr ozesse.
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