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Einleitung 1

A. Einleitung

A.1. Bedeutung glatter Muskelzellen

Die glatte Muskulatur reguliert Gber ihren kontraktilen Tonus viele physiologische Prozesse,
wie z.B. die Durchmischung und den Transport der Nahrung im Magen-Darm-Trakt, die

Urinausscheidung oder den Blutdruck.

Glatte Muskelzellen (smooth muscle cells, SMCs) unterscheiden sich in Aufbau und Funktion
von quergestreifter Muskulatur. SMCs sind einkernig und zeigen ein erhdhtes Aktin zu
Myosin Verhaltnis, wobei diese beiden kontraktilen Proteine nicht, wie im Falle der
quergestreiften Muskulatur, in Sarkomeren organisiert vorliegen. Dadurch wird in glatten
Muskeln eine lange Gleitstrecke der Filamente und somit eine Kraftentwicklung Giber einen
sehr weiten Bereich ermoglicht. Zusatzlich konnen SMCs aufgrund einer geringen ATPase
Aktivitdt erzeugte Kontraktion unter geringem Energieverbrauch aufrechterhalten (Schauf,
1993). SMCs sind daher im Korper Uuberall dort zu finden, wo ein gewisser

Spannungszustand Uber l&ngere Zeit aufrechterhalten werden muss.

Im Unterschied zur Skelettmuskulatur wird die glatte Muskulatur nicht willklrlich, sondern

durch Hormone und das vegetative Nervensystem reguliert.

Neben ihrer Beteiligung an wichtigen physiologischen Vorgéangen, sind SMCs auch in
diverse Krankheitsprozesse involviert. Untersuchungen an Mausmodellen zeigten
beispielsweise, dass Funktionsstérungen von SMCs zu Blaseniuberfunktion (Persson et al.,
2000), Stérungen im Magen-Darm-Trakt (Pfeifer et al., 1998) oder Erektionsstdrungen
(Hedlund et al. 2000) fihren kénnen. Neuere Studien geben Hinweise darauf, dass SMCs
bei Asthmatikern auch an Entzindungsprozessen der Atemwege durch Ausschuattung von
Cytokinen und Chemokinen beteiligt sind (Panettieri et al., 2002). Auch bei Krankheiten des
kardiovaskularen Systems, wie z.B. Bluthochdruck oder Atherosklerose, spielen SMCs eine
Rolle. Dabei kommt es u.a. durch Proliferation, Dedifferenzierung und Migration der SMCs

zu Veranderungen der Gefalle (Ross, 1999; Owens et al., 2004).

Aufgrund der Bedeutung bei der Ausflihrung lebenswichtiger physiologischer Funktionen und
der Beteiligung an unterschiedlichsten Krankheiten, ist die Kenntnis der genauen zellularen
Ablaufe, die zur Steuerung des Tonus des glatten Muskels sowie zur Entstehung von
Funktionsstérungen der SMCs flihren, von groflem Interesse. Ein genaues Verstandnis

dieser Prozesse konnte Ansatze zur Entwicklung neuer Therapiemdglichkeiten liefern.
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A.2. Kalziumregulation und Kontraktion des glatten Muskels

Kalziumionen (Ca**) spielen bei vielen biologischen Vorgdngen als intrazellulares
Signalmolekil eine wichtige Rolle. Neben dem Herzschlag, dem Verarbeiten von
Informationen im Gehirn, Steuerung von Transkription und Proliferation reguliert ein Anstieg
und Abfall der zytosolischen Ca**-Konzentration vor allem die Kontraktion und Relaxierung
der glatten Muskulatur (Berridge et al., 2000). Diese Ca**-abhéngige Kontraktion wird (iber
eine Hormon-Rezeptor-Bindung initiiert, wodurch ein extrazelluldrer Reiz intrazellulare
Signalkaskaden aktiviert. Agonisten, wie z.B. Carbachol, Noradrenalin oder Bradykinin,
aktivieren Uber eine Rezeptorbindung die GTP-bindenden Proteine (G, oder Gi4) und
dadurch die Phospholipase Cp (PLCB). Nach Bildung der sekundaren Botenstoffs
Diazylglyzerol (DAG) und Inositol-1,4,5-triphosphat (IP3), aktiviert DAG die Proteinkinase C
(PKC) und IP; den IP3;-Rezeptor Typ1 (IP3R1), einen Kalziumkanal des Endoplasmatischen
Retikulums (ER). Dies bewirkt den Ca*-Ausstrom aus intrazelluldren Speichern in das
Zytosol. Darauf folgt ein Einstrom extrazelluldren Ca®* durch spannungsabhinige und —
unabhangige Ca?*-Kanale der Zytoplasmamembran. Insbesondere der spannungsabhéngige
Ca,1.2 ist bei diesem Prozess von groRer Bedeutung (Hofmann et al., 1999; Moosmang et
al., 2003; Wegener et al., 2004). Ein Anstieg der zytosolischen Ca?*-Konzentration [Ca?'];
filhrt zur Aktivierung der Ca®*/Calmodulin-abh&ngigen Myosin-Leichte-Ketten-Kinase (MLCK)
und zur Phosphorylierung der Myosin-Leichten-Kette (MLC), wodurch es schlie3lich zur

Kontraktion kommt (Hofmann et al., 2000; Feil et al., 2003).

2+]i

Neben der Kontraktion durch Erhéhung der [Ca”] gibt es Mechanismen, die zu einer

Kontraktion des glatten Muskels bei gleich bleibender [Ca*]

fuhren. Somlyo et al. geben
einen genauen Uberblick iber diesen als Ca**-Sensitisierung bezeichneten Prozess (Somlyo

et al., 2003).

A.3. NO/cGMP/cGKI-Signalweg und Relaxierung des glatten

Muskels

Bewirkt der Anstieg der zytosolischen [Ca*']

eine Kontraktion des glatten Muskels (A.2.),
fihrt eine darauf folgende Absenkung der [Ca®']; zur Dephosphorylierung der MLC durch die
Myosin-Leichte-Ketten-Phosphatase (SMPP-1M flr ,smooth muscle myosin phosphatase®)
und somit zur Relaxierung der glatten Muskulatur. Diese Verminderung der [Ca®*]; kann z.B.

durch Aktivierung des NO/cGMP/cGKI Signalwegs erfolgen.

Das freie Radikal Stickstoffmonoxid (NO) spielt als gasférmiger Botenstoff bei
unterschiedlichsten physiologischen Prozessen wie z.B. bei der Blutdruckregulation, der

Immunantwort oder beim Lernen eine Rolle (Rapoport et al., 1983; Kasperska-Zajac et al.,
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2000; Jacklet, 1997; Feil et al., 2003; Feil et al., 2005 (a)). Seine gefalerweiternde Wirkung
wurde in den 80er Jahren entdeckt (Furchgott et al. 1980; Ignarro et al., 1987) und die
Pionierarbeiten von Murad, Furchgott und Ignarro zur Bedeutung dieses Signalmolekiils
1998 mit dem Nobelpreis flr Physiologie/Medizin ausgezeichnet. Insbesondere die

Bedeutung von NO im kardiovaskularen System wird seitdem eingehend erforscht.

Im Organismus wird NO von NO-Synthasen (NOS) bei der Umwandlung der Aminosaure
L-Arginin zu Citrullin gebildet (Abb. 1). NOS katalysieren dabei die Oxidation des terminalen
Stickstoffs der Guanidinogruppe des L-Arginins zu NO (Loscalzo und Welch, 1995; Lloyd-
Jones und Bloch, 1996). In der Familie der NOS sind bislang drei Isoformen bekannt. Man
unterscheidet die beiden konstitutiv exprimierten, Ca?*/Calmodulin-abhdngigen Isoformen
NNOS/NOS-1 und eNOS/NOS-3, die in Neuronen und Endothelzellen vorliegen, von der
Kalzium-unabhangigen induzierbaren Isoform iNOS/NOS-2, die hauptsachlich in

Makrophagen und Neutrophilen vorkommt.

NO kann leicht durch Zellmembranen diffundieren und in Zellen verschiedenste Reaktionen,
wie z.B. die Entstehung reaktiver Stickstoff- und Sauerstoffradikale oder die ADP-
Ribosylierung von Proteinen, ausldésen. Ebenso aktiviert NO die I6sliche Guanylylzyklase
(sGC) durch Bindung an deren Hamgruppe, woraufhin die Bildung des intrazellularen
sekundaren Botenstoffes zyklisches Guanosin-3°,5 -monophosphat (cGMP) katalysiert wird
(Friebe und Koesling, 2003). cGMP kann auch durch die partikulare Guanylylzyklase (pGC)
generiert werden, deren Isoformen A, B und C u.a. durch natriuretische Peptide (ANP, BNP
und CNP) aktiviert werden (Garbers und Lowe, 1994; Kuhn, 2003).

In eukaryotischen Zellen wurden bisher drei unterschiedliche Zielstrukturen fur cGMP
identifiziert. In der Retina oder im olfaktorischen System werden durch cGMP sog. ,durch
zyklische Nukleotide aktivierbare lonenkanale“ (,cyclic nucleotide gated channels®; CNG
Kanale) gedffnet, ein Vorgang, der fir die Signalverarbeitung im Seh- bzw. Riechprozess
notwendig ist (Biel et al.,, 1998). Ebenso werden cAMP-spezifische Phosphodiesterasen
(PDE) und dadurch die intrazellulare cAMP-Konzentration reguliert (Sonnenburg und Beavo,
1994). Die dritte Zielstruktur sind cGMP-abhangige Proteinkinasen (cGK) (Pfeifer et al.1999;
Ruth, 1999), die u.a. zur Relaxierung des glatten Muskels (Pfeifer et al. 1998; Sausbier et al.,
2000) beitragen. Die Mechanismen cGKI vermittelter Relaxierung werden in Abschnitt A.4.2.

erlautert.
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L-Arginin
lNOS GTP
/ \ { ANP
BNP
NO —— |sGC pGC ‘—\ CNP
+ Citrullin \ / . Guanylin

cGMP
7N

PDE cGK CNG

Abb. 1: Zelluldre Synthesewege von cGMP. Aus L-Arginin wird durch die NO-Synthasen (NOS) NO
und Citrullin gebildet. NO aktiviert die 16sliche Guanylylzyklase (sGC), die die Bildung von cGMP aus
GTP vermittelt. cGMP kann zudem von der partikularen Guanylylzyklase (pGC) nach Aktivierung
durch natriuretische Peptide (ANP, BNP, CNP) oder Guanylin gebildet werden. cGMP-abhangige
Effektoren sind Phosphodiesterasen (PDE), cGMP-abhangige Kinasen (cGK) und Zyklonukleotid-
aktivierte Kationenkanale (CNG-Kanale).
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A.4. cGMP-abhangige Proteinkinasen (cGKs)

A.4.1.  Struktur und Vorkommen der cGKs

Die cGMP-abhangigen Proteinkinasen gehdren zur Familie der Serin/Threonin-Kinasen,
welche die Aminosauren Serin und Threonin eines Substrates spezifisch phosphorylieren. Im
Genom von Vertebraten existieren zwei verschiedene Gene, die fur die cGMP-abhangige
Proteinkinase Typ | (cGKI) und Typ Il (cGKIl) kodieren.

Es handelt sich um Homodimere, deren monomere Untereinheiten ein Molekulargewicht von
76-78 kDa (cGKIl) bzw. von 87 kDa (cGKIl) aufweisen. Sowohl die cGKI als auch die cGKIl
sind aus einer regulatorischen und katalytischen Domane aufgebaut (Abb.2). Die
regulatorische Doméane setzt sich aus einem Aminoterminus, der in eine
Isoleucin/Leucinzipper-Region und eine Linker-Region unterteilt werden kann, und zwei

cGMP-Bindungstaschen zusammen. Der Aminoterminus besitzt drei Funktionen:

1) Dimerisierung durch die Isoleucin/Leucinzipper-Region;

2) Autoinhibierung der katalytischen Doméne bei Abwesenheit von cGMP (Pfeifer et al.,
1999; Hofmann et al., 2000);

3) intrazellulare Lokalisierung des Enzyms (Atkinson et al., 1991; Hofmann et al., 1992).

Durch alternativen Transkriptionsstart zweier fir den Aminoterminus kodierender Exons
entstehen die beiden Isoformen der cGKI: cGKla und cGKI, siehe A.4.3..

Die katalytische Domane enthalt eine ATP- und Substratbindungsstelle, letztere bewirkt das

Ubertragen des y-Phosphatrests von ATP auf ein Serin oder Threonin des Substratproteins.

. regulatorische Domane . katalytische Domane .
I 1 1
Amino -
cGKI o s cGMP A | cGMP B| ATP Substrat COOH 671 AS
Amino -
cGKI 3 : cGMP A | cGMP B| ATP Substrat COOH | 686AS
terminus
Amino -
cGKill 1 cGMP A | cGMP B| ATP Substrat COOH | 763AS
terminus

Abb. 2: Schematische Struktur der cGMP-abhangigen Proteinkinasen.
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Wahrend sich cGKI und cGKIll strukturell sehr ahnlich sind, unterscheiden sie sich jedoch in
ihrer subzellularen Lokalisation, Gewebeverteilung und Funktion (Hofmann et al., 1992 und
2000).

Die membrangebundene cGKIl wird im Thalamus, Bulbus olfactorius, Cortex, in
Chondrozyten, in der Niere und im Birstensaumepithel des Dinndarms exprimiert (El-
Husseini et al., 1995; Markert et al., 1995; Pfeifer et al., 1996; Gambaryan et al., 1996). Die
cGKIl wird durch Myristoylierung in der Plasmamembran verankert. Nur die
membrangebundene cGKIll kann den CFTR Chloridkanal (zystische Fibrose Transmembran-

Leitfahigkeitsregulator) phosphorylieren (Vaandrager et al., 1998).

Die Expression der loslichen cGKI erfolgt insbesondere in Thrombozyten (Waldmann et al.,
1986), in Purkinjezellen des Kleinhirns (Lohmann et al.,, 1981) und in visceralen und
vaskularen glatten Muskelzellen (Keilbach et al., 1992). AulRerdem wird die cGKI auch in
Endothelzellen von BlutgefaRen (Draijer et al., 1995), im Herz (Kumar et al., 1999), in Zellen
der Nierengefalle (Joyce et al.,, 1986), in Spinalganglien (Qian et al., 1996), in
neuromuskularen Endplatten (Chao et al., 1997) und in neutrophilen Granulozyten und
Makrophagen (Pryzwansky et al., 1995) sowie im Hippocampus (Kleppisch et al., 1999),
exprimiert. Eine neue Studie zeigt, dass die cGKI in weiteren Hirnregionen sowie der Retina
gebildet wird (Feil et al., 2005 (c)).
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A.4.2. Wirkmechanismen der cGKs

Die cGKs regulieren eine Vielzahl physiologischer Mechanismen. Die cGKIll ist an der
Regulation der intestinalen Chlorid/Wasser-Sekretion durch die Phosphorylierung des CFTR
Chloridkanals (Vaandrager et al., 1997; Pfeifer et al., 1996), der enchondralen Ossifikation
des Knochenwachstums (Pfeifer er al., 1996) und der Reninfreisetzung in der Niere (Wagner

et al., 1998) durch die Phosphorylierung noch unbekannter Proteine beteiligt.

Die cGKI, die u.a. die Aggregation von Thrombozyten hemmt (Horstrup et al., 1994;
Massberg et al., 1999) sowie im Nervensystem viele Effekte von NO vermittelt (Feil et al.,
2005 (a)), ist insbesondere zur Relaxierung des glatten Muskels wichtig (Pfeifer et al., 1998;
Sausbier et al., 2000). Einige Mechanismen, die unter Beteiligung der cGKI zur Relaxierung

fuhren, sind nachfolgend beschrieben und in Abb. 3 zusammengefasst:

Durch Phosphorylierung der Kalzium-aktivierten Kaliumkanale (BKc,) wird deren
Offnungswahrscheinlichkeit erhdht. Dies fiihrt zu einer Hyperpolarisation der Membran und
damit zum SchlieRen der spannungsabhangigen Ca®"-Kandle (z.B. der L-Typ
Kalziumkanale), wodurch die [Ca2+]i sinkt (Alioua et al., 1998; Fukao et al, 1999).

Neuere Studien haben gezeigt, dass die cGKI durch eine direkte Bindung RGS-2
phosphoryliert (RGS flr ,Regulator of G-protein signaling“), was zu dessen Bindung an das
Gq-Protein fiihrt (Tang et al., 2003). Dadurch erhoht sich die GTPase Aktivitdt des G-Proteins
um ein Vielfaches (100-1000-fach), wodurch die Halbwertszeit des an das G-Protein
gebundenen GTPs wiederum verringert wird (Hepler, 1999). Dies flhrt zur Hemmung des
IP3/Ca2+-SignaIweges (Yan, et al., 1997; Neill et al., 1997).

Durch Phosphorylierung des IP3;-Rezeptor assoziierten cGMP-Kinase Substrates (IRAG) wird
die [Ca?"]; ebenfalls reguliert. IRAG bildet zusammen mit der cGKIB und dem IPs-Rezeptor 1
einen trimeren Komplex an der Membran des ERs (Schlossmann et al., 2000; Ammendola et
al.,, 2001). Die Phosphorylierung von IRAG durch die cGKIp inhibiert den Kalziumausstrom

aus den intrazellularen Speichern des ER.

Ein weiterer Mechanismus der cGKl-abhangigen Relaxierung glatter Muskeln ist die
Phosphorylierung der regulatorischen Untereinheit (MYPT1 flir ,myosin targeting subunit) der
SMPP-1M (Surks et al.,, 1999). Diese Phosphorylierung unterbindet eine weitere
Phosphorylierung der SMPP-1M durch die MYPT1K (MYPT1K fir ,MYPT1 kinase*), welche
die SMPP-1M deaktivieren wirde. Durch verhinderte Deaktivierung der SMPP-1M erfolgt
eine verstarkte Dephosphorylierung der MLC, wodurch eine Kontraktion unterbunden wird
(Wooldridge et al., 2004).

Weitere Studien lieferten Hinweise einer Regulation der IP3-Synthese durch die cGKI Uber

Inaktivierung der Gog oder Phosphorylierung der Phospholipase CB; (Ruth et al., 1993; Xia
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et al., 2001; Tang et al., 2003). Dass diese Phosphorylierung fir die Relaxierung der glatten

Muskulatur von Bedeutung ist, konnte bisher nicht gezeigt werden.

Hormon

Rezeptor

Rho=—¥ Rho-Kinase

MYPT1/MLCP |
———

e ] m—]

L-Typ

c G KI Akt.n.rMyoém | Ca*-Kanal

2{-
IP;RI C G MP Hyper-
polarisation

C

NO

Abb. 3: Schema der cGKl-abhingigen Relaxierung der glatten Muskulatur. BKc,, RGS-2, IRAG,
MYPT1 und PLCB3 sind Substratproteine der cGKI. Die Phosphorylierung dieser Substrate bewirkt
eine Relaxierung der glatten Muskulatur. Weitere Erklarungen im Text.

A.43. Isoformen der cGKI (cGKla/pB)

Durch alternativen Transkriptionsstart zweier fir den Aminoterminus kodierender Exons
entstehen die beiden Isoformen der cGKI: cGKla und cGKIf. Beide Isoformen werden in
einzelnen Geweben unterschiedlich stark exprimiert. Die Expression der la-lIsoform erfolgt
insbesondere in Herz, Lunge und Cerebellum, die IB-Isoform wird in Neuronen des
Hippocampus, des Olfaktorischen Bulbus und in Thrombozyten gebildet. Beide Isoformen
werden in glatten Muskelzellen exprimiert. In Uterus, Aorta und Trachea erfolgt eine leicht
erhdhte Expression der cGKIp im Vergleich zur cGKla (Keilbach et al., 1992; Geiselhéringer
et al., 2004 (a)).

cGKla und cGKIB unterscheiden sich lediglich in ihren ersten ca. 100 Aminosauren (AS),
wahrend eine sonstige Sequenzidentitat beider Enzyme vorliegt (Wernet et al., 1989, Ruth et
al., 1997). Da der Aminoterminus der cGKIl u.a. die Affinitdt und das Zusammenwirken der
beiden cGMP-Bindungsstellen und somit die Kinaseaktivitat der Enzyme reguliert, bestehen

zwischen den beiden Isoformen Unterschiede in ihrer Aktivierbarkeit. So bendtigt die cGKIp
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zur Aktivierung in vitro eine 15-fach héhere Konzentration an cGMP als die cGKla (Ruth et
al., 1991). Die Regulation der Substraterkennung erfolgt ebenfalls durch den Aminoterminus
der cGKl (Lohmann et al., 1997), weshalb unterschiedliche Substratproteine beider
Isoformen zu vermuten sind. Bisher konnte gezeigt werden, dass der Aminoterminus der
cGKla spezifisch mit der Myosin-Bindungsstelle der Myosin-Phosphatase (Surks et al., 1999)
und der Aminoterminus der cGKI spezifisch mit IRAG interagiert (Ammendola et al., 2001).

Die relative Bedeutung beider Isoformen bei der Regulation der [Ca*]

in glatten
Muskelzellen konnte bisher nicht eindeutig geklart werden. Schlossmann et al. hemmten in
einem in vitro Modell an transfizierten COS-7 Zellen die Kalziumfreisetzung aus
intrazellularen Speichern durch Aktivierung der cGKIf und Phosphorylierung von IRAG. Dies
deutete auf eine wichtige Rolle der cGKIp bei der Regulation der [Ca®] hin (Schlossman et
al., 2000). Feil et al. zeigten, dass in Primarkulturen glatter Muskelzellen eine Hemmung der
Hormon-induzierten Ca®'-Freisetzung durch Aktivierung der cGKlo. nicht aber der cGKIp

erfolgte (Feil et al., 2002).

Wahrend die Biochemie beider Isoformen der cGKI erforscht ist, sind die jeweiligen

zellularen in vivo Funktionen in glatten Muskelzellen noch immer weitgehend ungeklart.

A.4.4. Konventionelle cGKI Knockout Miuse (cGKI™ Miuse)

Die Inaktivierung der cGKI (cGKI™) fiihrte in Mausen zu einem multiplen Phénotyp (Pfeifer et
al., 1998). cGKI” Mause besitzen eine massiv reduzierte Lebenserwartung. Ca. 50% der
Tiere sterben bereits innerhalb von 6-8 Wochen nach der Geburt. In cGKI” Tieren ist die
Passagezeit der Nahrung gegenuber Kontrolltieren (CTR) stark verlangert. Zusatzlich weisen
cGKI"™ Méause eine starke Dehnung von Magen und Darm und Anzeichen einer
Pylorusstenose auf. Experimente mit Muskelpraparaten aus Magen und Pylorus haben
gezeigt, dass die NO/cGMP-abhangige Relaxierung der intestinalen glatten Muskulatur
gestort ist (Pfeifer et al., 1998). Die beeintrachtigte Relaxierung vaskularer glatter Muskulatur
in cGKI™ Mausen erzeugt bei jungen Tieren transient einen erhdhten basalen Blutdruck
(Pfeifer et al., 1998). Ebenso ist die Fortpflanzungsfahigkeit mannlicher cGKI™ Tiere, die das
Erwachsenenalter erreichen, aufgrund von Erektionsstérungen stark eingeschrankt (Hedlund
et al., 2000). cGKI" Mause zeigen zudem eine gestdérte Thrombozytenaggregation und
Entziindungsantwort (Massberg et al. 1999, Werner et al., 2005). Aufgrund dieses multiplen
Phanotyps ist die genaue Ursache der geringen Lebenserwartung der cGKI” Mause bislang

unbekannt.
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A.5. Ziel dieser Arbeit

Das Ziel dieser Doktorarbeit war die Generierung neuer in vivo Systeme zur Untersuchung

der Funktion der cGKI-Isoformen (cGKla/p) im glatten Muskel.

Zum einen sollten transgene Mauslinien erzeugt werden, die entweder die cGKla- oder die
cGKIp-Isoform selektiv in glatten Muskelzellen Gberexprimieren (SM-loo und SM-IB Linien).
Zum anderen sollten transgene Mauslinien auf der Basis der cGKI™ Mause (A.4.4.) generiert
werden, bei denen die Expression jeweils einer Isoform der cGKIl in glatten Muskelzellen
wiederhergestellt ist. An diesen Mausen sollte die relative Bedeutung der jeweiligen Isoform

im glatten Muskel, u.a. bei der cGMP-vermittelten Relaxierung, geklart werden.
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B. Material und Methoden

B.1. Bakterien und Plasmide

Die Amplifikation von Plasmiden erfolgte in den Escherichia coli Stdammen XL1-blue (recA1
endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 lac [F'proAB lacl"ZAM15 Tn10 (Tet®)]) und XL1-
blue MRF" (4(mcrA)183 A(mcrCN-hsdSMR-mrr)173 endA1 supE44 thi-1 recA1 gyrA96 relA1
lac [F'proAB lac'ZAM15 Tn10 (Tet)]) (Stratagene). Die Abkilirzungen fiir Geno- und

Phanotyp entsprechen der Nomenklatur von Bachmann und Low (1990).
Verwendete Plasmide:

Die zur Klonierung der ,Targeting“-Vektoren verwendeten Plasmide sind mit ihnrem jeweiligen
Verwendungszweck in Tabelle 1 zusammengefasst. Diese Plasmide waren alle bereits in der
Arbeitsgruppe vorhanden und wurden freundlicherweise von Herrn Prof. Dr. Feil zur
Verfugung gestellt. Die genaue Vorgehensweise der Vektorkonstruktion ist in Abschnitt
C.1.1. dargestellt.

Plasmid Verwendungszweck

pUCla cassette Aminoterminus der cGKla; Common-Region der
cGKI

pcDNA3/IP Aminoterminus der cGKIj

pCreER(GR)L Vektorbackbone; pA Rest

pCMV-cGKlaFL-EGFP Common-Region der cGKI mit EGFP fusioniert

pUC18-SMcentral 5°Arm des SM22a-Genortes

pSM3’(pBR322) 3’Arm des SM22a-Genortes sowie Resistenz-
Gene

Tabelle 1: Verwendete Plasmide.

B.2. Anzucht und Stammbhaltung

B.2.1. Nahrmedium
Die Kultivierung von Bakterien wurde in dem Vollmedium Luria-Bertani (LB-Medium)
durchgefiihrt, welches zuvor 20 min bei 120°C und 1 bar autoklaviert worden war. Zur

Herstellung von Festmedium wurden pro Liter LB-Medium 16 g Agar zugesetzt und ebenfalls
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autoklaviert. Die Zugabe Temperatur-empfindlicher Zuséatze erfolgte nach Sterilfiltration und

Abkuhlen des Mediums auf 50°C (Festmedium) oder vor Inokulation (Flissigmedium).

Luria-Bertani Medium (LB-Medium); pH=7,4

Trypton 10¢
Hefeextrakt 59
NaCl 59
H2Opigest ad 1l

B.2.2. Durchfiuhrung der Bakterienkultur

Zur Neukombination von DNS in bakteriellen Vektoren wurden gangige Methoden der
enzymatischen Modifikation von DNS angewendet (Sambrook et al., 1989). Die Amplifikation
von Plasmiden erfolgte i.d.R. in dem Escherichia coli (E. coli) Stamm XL1-blue (Stratagene)
in Gegenwart von Ampicillin. Die Anzucht der Bakterienkulturen erfolgte bei 37°C aerob in
LB-Medium oder auf Festmedium-Agarplatten. Um Einzelkolonien zu erhalten, wurden
Bakteriensuspensionen auf Agarplatten ausgestrichen. E. coli Stamme konnen bei 4°C etwa
4 bis 6 Wochen lang aufbewahrt werden. Zur langeren Aufbewahrung wurden 0,5 ml einer
logarithmisch wachsenden Kultur mit 0,5 ml autoklaviertem Glycerin (80%) gemischt und bei
-80°C gelagert.

B.2.3. Transformation von Bakterien

B.2.3.1. Transfer von DNS in E. coli

Unter Transformation versteht man das Einschleusen von Plasmid-DNS in Bakterienzellen.
Dazu mussen kompetente Zellen eingesetzt werden, die in der Lage sind, exogene DNS
aufzunehmen. In dieser Arbeit wurde die Methode der Elektroporation durchgefuhrt. Hierbei
kénnen durch einen kurzen Hochspannungspuls lokale Perforationen der Zellhulle erreicht
werden, wodurch die Transformation mdglich ist. Unter geeignetem Selektionsdruck
(Antibiotikazugabe) wird das in die Zelle eingeschleuste Plasmid stabil an Tochterzellen

weitergegeben.

B.2.3.2. Herstellung elektrokompetenter Zellen (Hanahan, 1983, modifiziert)

500 ml LB Medium wurden mit 5 ml einer Ubernachtkultur des gewlnschten E. coli
Stammes angeimpft und bis zu einem OD-Wert (optische Dichte) zwischen 0,5-0,7 unter
leichtem Schitteln (175 rpm) angezogen. Die Bakterien wurden fir 30 min auf Eis gekihlt
und danach geerntet. Es folgten insgesamt drei Waschschritte, wobei das Zellpellet zunachst

in 450 ml und 250 ml eisgekuhltem Wasser, dann in 10 ml gekuhltem 10%igem Glycerol
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resuspendiert wurde. Nach dem letzten Abzentrifugieren wurde das Pellet je nach GroRe in
ca. 10 ml kaltem 10%igem Glycerol resuspendiert. 50 pul Aliquots der Zellsuspension wurden

in vorgekuhlte Eppendorfgefalie pipettiert und nach Schockgefrieren bei -80°C gelagert.

B.2.3.3. Durchfiihrung der Elektroporation

Aliquots der eingefrorenen kompetenten Zellen wurden auf Eis aufgetaut und mit 10 ng
Plasmid-DNS oder 100-500 ng aufgereinigtem Ligationsansatz (B.3.7.) vorsichtig gemischt,
10 min auf Eis inkubiert und in eine Elektroporationskiivette (berfiihrt. Die Elektroporation
erfolgte mit dem GenePulser™ und dem Puls Controller der Firma BioRad, wobei folgende

Gerateeinstellungen vorgenommen wurden:

Spannung 2,5kV
Kapazitat 25 uF
Widerstand 200 Q

Die durchschnittliche Zeitkonstante sollte bei 4,5 ms liegen. Nach der Transformation wurden
die Bakterien in LB-Medium Uberfihrt und i.d.R. 60 min bei 37°C inkubiert. Ein Teil der
Bakteriensuspension wurde auf selektiven LB-Platten ausplattiert und tber Nacht bei 37°C
angezogen. Erhaltene Klone wurden nach Plasmid-Isolierung (B.3.1.) durch geeignete

Restriktions-Analyse (B.3.4.) auf Anwesenheit des rekombinanten Plasmids Uberprift.

B.3. Molekularbiologische Methoden zur Neukombination von
DNS

B.3.1. Isolierung von Plasmid-DNS

Fur die Gewinnung hochwertiger Plasmid-DNS fir praparative Zwecke (Klonierung und
Sequenzierung) wurden die kommerziell verfugbaren Plasmid-Isolierungskits Plasmid
Miniprep Kit (Peqlab) und Plasmid Maxi Kit (Qiagen) verwendet. Alle bendtigten Puffer und
Lésungen werden vom Hersteller gebrauchsfertig mitgeliefert. Prinzip  dieser
Isolierungsmethode ist der Zellaufschlu® durch alkalische Lyse (Birnboim & Doly, 1979) und
eine anschlieRende DNS-Aufreinigung mittels Saulenchromatographie. Die Praparation

erfolgte nach den Vorgaben des Herstellers.

B.3.2. Reinigung und Konzentration von DNS-Fragmenten

Mittels EtOH-Fallung erfolgte die Reinigung, Aufkonzentration und Umpufferung DNS-
haltiger Lésungen. Ca. 50 ul der zu fallenden Probe wurden mit 5 ul einer Na-Acetat Losung
(3 M) versetzt, optional tRNS zugegeben und das 2,5 fache Volumen an 100%igem EtOH
zugegeben. Die DNS wurde bei -80°C fur 15 min prazipitiert und danach abzentrifugiert (4°C,
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15 min, 18.000xg). Die gefallte DNS wurde mit 70%igem EtOH gewaschen. Nach Trocknen

in der Speed Vac wurde die DNS in 20 pl H2Opigest aufgenommen.

Die Abtrennung amplifizierter PCR-Fragmente von Agenzien der PCR-Reaktion sowie die
Extraktion von DNS-Fragmenten aus Agarosegelen erfolgte durch Verwendung des

QlAquick Gel Extraction-Kit (Qiagen) nach Angaben des Herstellers.

B.3.3. Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Die Konzentration von Nukleinsduren wurde photometrisch bei einer Wellenldnge von
260 nm bestimmt. Bei einer Schichtdicke von 1 cm entspricht eine OD,g, von 1,0:

- 50 ug/ml doppelstrangiger DNS

- 40 ug/ml einzelstrangiger RNS
- 33 ug/ml einzelstrangigem Oligonukleotid

Die Reinheit von DNS und RNS kann aus dem Verhaltnis OD,50/OD2gy abgeschatzt werden.

Dieser Quotient sollte Gber 1,7 liegen.

B.3.4. Spaltung von DNS mittels Restriktionsenzymen

Restriktionsendonukleasen (auch Restriktionsenzyme genannt) bilden eine Klasse
bakterieller Enzyme, die Nukleinsduren sequenzspezifisch spalten. Die Restriktionsendo-
nukleasen lassen sich in drei Gruppen unterteilen, wobei in dieser Arbeit nur Enzyme des
Typs-ll  verwendet wurden. Diese Enzyme schneiden DNS innerhalb der
Erkennungssequenz von vier bis acht Basen, die palindromisch aufgebaut ist. Je nach
Enzym entstehen bei der Spaltung DNS-Fragmente mit Einzelstrangiberhangen oder
Fragmente mit komplett basengepaarten glatten Enden. Restriktionsfragmente mit
Einzelstranglberhangen koénnen durch Basenpaarung mit Fragmenten, die durch das
gleiche Restriktionsenzym entstanden sind, assoziieren, wodurch eine enzymatische

Neuverknulpfung (Ligation) moglich ist.

Die in dieser Arbeit eingesetzten Enzyme und Erkennungssequenzen sind in Tabelle F.2.

zusammengefasst.

Restriktionsansatze wurden bei 37°C durchgefiihrt, wobei die Verdauzeit eines analytischen
Ansatzes 1,5-2 h und eines praparativen Verdaus 8-10 h betrug. Je nach Ansatz und Enzym
wurden zwischen 3 bis 10 Einheiten (U) Enzym eingesetzt. Ein U Restriktionsendonuclease
entspricht der Menge an Enzym, die nétig ist, um 1 pg Substrat-DNS in einer Stunde unter

optimalen Bedingungen vollstandig zu schneiden.

Restriktionsansatze wurden gelelektrophoretisch auf Korrektheit und Vollstandigkeit hin
untersucht (B.3.8.).
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B.3.5. T4-Polish

Um DNS Fragmente mit Einzelstrangiberhdngen (B.3.4.) in Fragmente mit komplett
basengepaarten glatten Enden zu Uberfihren, wurde die T4-Polymerase verwendet. Zu der
geschnittenen DNS wurden 5 ul 2 mM dNTPs und 2 ul T4-Polymerase gegeben und 20 min
bei RT inkubiert. Danach wurde das Enzym durch Erhitzen (75°C, 15 min) inaktiviert.

B.3.6. Dephosphorylierung linearer DNS durch alkalische Phosphatase
Alkalische Phosphatase aus Kalberdarm (CIP “calf intestine phosphatase”) spaltet
endstandige 5°-Phosphatgruppen von DNS-Molekilen ab. Durch ein Restriktionsenzym
linearisierte Vektoren wurden dephosphoryliert, um einen intramolekularen Ringschluss
(Religation) wahrend der Ligation zu verhindern und so die Klonierungseffizienz von Fremd-
DNS zu erhéhen. Mit der gereinigten, linearisierten DNS (ca. 5 pmol) wurde 1 U CIP (Roche)
und dazugehdriger Puffer fir 1h bei 37°C inkubiert. Danach wurde eine Hitzeinaktivierung
des Enzyms durchgefuhrt (75°C, 10 min).

B.3.7. Verknuipfung von DNS-Fragmenten durch T4-DNS-Ligase

Die T4-DNS Ligase (NEB) katalysiert ATP-abhangig die Bildung einer Phosphodiester-
bindung zwischen einem 5°-Phosphat- und einem 3’-Hydroxylende doppelstrangiger DNS
oder RNS. Als Substrat dienen sowohl iberhangende als auch glatte Enden. Die Ligase
wurde verwendet, um Fremd- und Vektor-DNS kovalent zu rekombinanter Plasmid-DNS zu
verknupfen. Ligase, linearisierter Vektor und Fremd-DNS wurden in Ligasepuffer gemischt
und Uber Nacht bei RT inkubiert. Der Ligationsansatz wurde anschlieffend durch
Gelelektrophorese analysiert und durch EtOH-Fallung (B.3.2.) in Anwesenheit von t-RNS zur

nachfolgenden Transformation gereinigt.

B.3.8. Auftrennung von DNS-Fragmenten durch Agarose-
Gelelektrophorese

Nukleinsauren sind aufgrund ihres Zucker-Phosphat-Riickgrats negativ geladen, weshalb sie
im elektrischen Feld zur Anode wandern. Diese Eigenschaft macht man sich bei der
Gelelektrophorese zu Nutze. DNS-Fragmente werden im elektrischen Feld in Agarosegelen
nach Masse und Konformation (linear, offenzirkular und superhelikal) aufgetrennt, wobei
Fragmente umgekehrt proportional zum log der Fragmentldange wandern. Durch Interkalation
des Fluoreszenzfarbstoffes Ethidiumbromid kénnen getrennte Nukleotidfragmente im UV-
Licht (302 nm) als diskrete Banden sichtbar gemacht werden. Zum GréRenvergleich diente
ein DNS-Standard (1 kb Ladder, Gibco-BRL). Um den Verlauf der Elektrophorese zu
kontrollieren, wurden dem Auftragspuffer die Farbmarker Bromphenolblau und Xylencyanol

zugegeben.
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Die zu isolierende DNS-Bande wurde méglichst rasch im UV-Licht sichtbar gemacht, der
entsprechende Gelbereich ausgeschnitten und in ein Eppendorf-Reagenzgefald tberflhrt.
Die DNS wurde anschlieend mittels QlIAquick Gel Extraction-Kit (Qiagen) isoliert (B.3.2.).

verwendete Losungen:

10x TBE Elektrophoresepuffer

Tris 09M 1x TBE (10x TBE mit H;Opgest Verdiinnt)
Borséure 0,9M

EDTA, pH 8,0 20 mM

Auftragspuffer (6x dye) Ethidiumbromidstammlésung

Ficoll Typ 400 18% (w/v) 10 mg/ml, wassrig

EDTA, pH 8,0 0,12 mM

TBE 6x

Bromphenolblau 0,1% (w/v)

Xylencyanol FF 0,1% (w/v)

Zur Auftrennung von DNS-Fragmenten im Bereich von 0,1 bis 15 kb wurde die horizontale
Agarosegelelektrophorese (Sambrook et al., 1989) verwendet. 1-2% (g/v) Agarose
(SeakemLE, Biozym) wurden in 1x TBE im Mikrowellenherd geschmolzen. Vor dem Gielen
des Gels in einer horizontalen Kammer wurde Ethidiumbromid zugegeben (finale
Konzentration im Gel: 300 ng/ml). Die Elektrophorese erfolgte in 1x TBE als Laufpuffer bei
150 V.



Material und Methoden 17

B.4. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (,Polymerase Chain Reaktion“, PCR) ist eine enzymatische
Methode zur in vitro-Amplifikation definierter DNS-Segmente aus einem Gemisch von
Nukleinsduren an einem DNS-Template (Saiki et al., 1988). Sie ist ein zyklisch verlaufender
Prozess und beruht auf der Kettenverlangerung zweier gegenlaufiger Oligonukleotid-Primer
durch eine hitzestabile DNS-Polymerase (Taqg-Polymerase). Durch die mehrfache
Wiederholung eines Replikationszykluses (Denaturierung, Primeranlagerung, Poly-
merisation) wird eine exponentielle Vervielfaltigung des zwischen den beiden Primern
liegenden DNS-Abschnittes erreicht. Durch Basenaustausch in den Sequenzen verwendeter
Primer ermoglicht die PCR-Analyse es auch gerichtet Mutationen in der Sequenz des
Produktes einzufuhren. Dadurch  kdnnen z.B. neue Erkennungsstellen fir

Restriktionsenzyme generiert werden (C.1.1.).

B.4.1. PCR-Primer

Die in dieser Arbeit verwendeten Primer wurden von der Firma MWG-Biotech synthetisiert.
Sequenzen und Genlokalisation sind in Tabelle F.1. zusammengefasst. Die lyophilisierte
Primer-DNS wurde in H;Opigest aufgenommen und Lésungen der Konzentration 100 pmol/ul
hergestellt. Arbeitslésungen der Konzentration 25 pmol/ul und 0,8 pmol/ul wurden durch

Verdiinnung mit H2Opigest hergestellt.

B.4.2. Reagenzien

Folgende Polymerasen wurden verwendet:
Taq DNS Polymerase (5 U/ul, Roche) zur Amplifikation kurzer Fragmente.

‘Expand™ Long Template PCR System” (3,5 U/ul; Roche) Gemisch aus Taq und Pwo
DNS Polymerase.

Die Reaktionsansatze wurden gemal® den Angaben des Herstellers vorbereitet. Die
Arbeitslésung der dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP [NEB]) wurden auf 10 mM eingestellt.

B.4.3. Standard-PCR
(fir DNS-Fragmente bis ca. 1,5 kb)

10x PCR Puffer (mit dNTPs)

KCI 500 mM
Tris-HCI 100 mM, pH 8,0
MgCl, 15 mM

dNTPs je2mM
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Ansatz:

DNS (ca. 10 ng Plasmid oder 500 ng genomische DNS)
Primer A (25 pmol/pul)

Primer B (25 pmol/pul)

evtl. Primer C (25 pmol/pul)

10x PCR-Puffer (mit dNTPs)

Taqg-DNS Polymerase (5 U/ul)

HZObidest

Standardbedingungen der Ampilifikation:
initiale Denaturierung

Denaturierung

Primeranlagerung (Annealing)
Polymerisation (Elongation)

finale Polymerisation (Elongation)

2l
0,25 pl
0,25 ul
0,25 ul
2,5l
0,25 ul
ad 25 pl

94°C, 5 min
94°C, 15 sec
55°C, 30 sec
72°C, 30 sec
72°C, 5 min

35x

Die Standardbedingungen wurden je nach Grolke des zu amplifizierenden DNS-Fragmentes

und in Abhangigkeit der verwendeten Primer optimiert. Amplifizierte DNS-Fragmente, die zur

Konstruktion von Plasmiden eingesetzt wurden, sind sequenziert worden, um mdgliche

Fehler der Polymerasen zu erkennen (B.5).

B.4.4. Long-Template-PCR (“Long Range PCR”)

(fur Amplifikate groRer als 1,5 kb)

Ansatz:

Mix 1:

DNS 2-5 ul
dNTPs (10 mM) 2,5l

Primer | (25 pmol) 0,6 ul
Primer Il (25 pmol) 0,6
DMSO 0,5 ul
H2Opigest ad 25 ul

Mix 2:

10xPuffer

Taq +Pwo (Roche)
HZObidest

Mix 1 und Mix 2 zusammen geben und PCR Reaktion durchfihren.

5 ul
0,8 ul
ad 25 pl
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B.4.5. RT-PCR

Die RT-PCR (RT fir ,Reverse Transcription®) wird zur Herstellung von cDNS aus mRNS
eingesetzt. Diese Methode besteht aus zwei Einzelschritten. Der erste Schritt macht sich die
Fahigkeit viraler Reverser Transkriptasen zu nutze, RNS in DNS zu transkribieren. Diese
kann dann durch eine PCR Strategie amplifiziert werden. Um bei der RNS-Gewinnung
(B.7.10.2.) evtl. verschleppte DNS zu entfernen, muss vor der RT-PCR ein DNAse-Verdau

durchgefuhrt werden.
DNAse-Verdau

Zur Durchfihrung der RT-PCR wurde die gewonnene RNS zunachst mit DEPC-
(Diethylcarbonat)-Wasser ohne dNTPs auf 0,1 pg/ul eingestellt. DEPC hemmt durch
Modifizierung von Histidinresten zu N-Carbethoxyhistidin Enzyme, unter anderem auch
RNAsen. Danach wurde die RT-PCR-Reaktion durchgefiihrt.

RT-PCR-Ansatz

RNS (0,5 pug) 5 ul

10x RT-Puffer (mit dNTPs) 5 ul
Primer A (0,25 pmol/ul) 0,5 ul
Primer B (0,25 pmol/ul) 0,5 ul
H2Obigest ad 45

Standardbedingungen zur Reversen Trankskription

Denaturierung 94°C, 5 min
auf 50°C abkulhlen lassen (von 94°C auf 50°C in 10 min; 0,07 °C/sec)
5 ul MMLV-RT (10 U/ul) zugeben 50°C, 20 Minuten

Taq Polymerase zugeben, 2,5 U
Danach PCR unter Standardbedingungen (siehe B.4.3.) durchfilihren
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B.5. Sequenzierung von DNS

Die Sequenzierung von DNS erfolgte nach dem Prinzip der Kettenabbruch-Methode (Sanger
et al.,, 1977). DNS-Fragmente werden dabei mittels “Terminator Cycle Sequenzing®
enzymatisch synthetisiert und durch den Einbau verschiedener, fluoreszensmarkierter
Didesoxynukleotide (ddNTPs) terminiert. Nach Einbau eines solchen markierten Didesoxy-
nukleotids kommt es zu einem Kettenabbruch, wodurch Fragmente verschiedener Lange
entstehen. Die Sequenzanalyse erfolgte mit einem Sequenzierautomaten (“ABI Prism™
Sequence-Analyser”, Perkin-Elmer Applied Biosystems). Dabei erkennt ein Laser die Abfolge
fluoreszensmarkierter DNS-Fragmente, die durch Kapillarelektrophorese aufgetrennt worden
sind. Mittels Computer wird die Sequenz aus den Rohdaten errechnet (Multiscan 100ES,

Sony).

Durchfiihrung des “Terminator Cycle Sequenzing”:

Ansatz

DNS (50-500 ng) 2 ul
Ready Reaction Mix® (RRM) 4l
Primer (0,8 pmol/ul) 4 ul
H2Obigest ad 20 pl

? enthalt AmpliTag DNS Polymerase, Puffer, dNTPs, fluoreszenzmarkierte ddNTPs (Perkin
Elmer Applied Biosystems)

Synthese der DNS-Abbruchfragmente

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

Die Reinigung der Sequenzierprodukte erfolgte mit “Centri Sep Spin Columns” (Perkin-Elmer

Applied Biosystems) nach Vorgaben des Herstellers.

Die getrocknete DNS wurde in 20 ul “Template Suppression Reagent” (Perkin-Elmer Applied

Biosystems) geldst und vor der Analyse 3 min bei 95°C denaturiert.
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B.6. Radioaktive Southernblot-Analyse

Als “Southernbloting” (Southern, 1975) bezeichnet man ein Verfahren, bei dem DNS-
Fragmente durch Gelelektrophorese nach ihrer Grofe aufgetrennt und anschlieend aus der
Gelmatrix auf eine geeignete Tragermembran Ubertragen und dort immobilisiert werden. Das
im Gel vorliegende Trennmuster der DNS-Fragmente bleibt dabei erhalten. Durch
Hybridisierung der Membran mit einer *P-markierten DNS-Sonde kénnen DNS-Fragmente

lokalisiert werden, die eine zur Sonde komplementare Region enthalten.

In dieser Arbeit wurde das ,Southernbloting” zum Nachweis korrekt rekombinierter ES-Zell-

Klone eingesetzt.

B.6.1. Isolierung von DNS aus 96 Loch Platten

Losungen

Lysepuffer fiir 96 Loch Platten Proteinase K (Roche)

NaCl 10 mM 50 mg/mlin 1x TE

Tris-HCI 10 mM, pH 7,5

EDTA, pH 8,0 10 mM

N-Laurylsarcosine 0,5% (w/v)

bei RT lagern EtOH/NaCl

+25 mg/ml Proteinase K (immer frisch zugeben) 10 ml 100% EtOH
+150 ul 5 M NaCl

Durchfiihrung

In jedes Loch einer 96 Loch Platte wurden 50 ul Lysepuffer pipettiert und die Platte tber
Nacht bei 59°C inkubiert (Platte wegen Verdunstungsgefahr mit Parafiim umkleben, in
Frischhaltefolie einwickeln und in einem geschlossenen Gefal inkubieren). Am nachsten
Morgen wurde die Platte auf RT abgekihlt und die DNS durch Zugabe von je 100 ul EtOH/
NaCl (150 ul 5 M NaCl in 10 ml 96% EtOH) pro Loch gefallt, wobei die DNS an der
Plastikoberflache haftete. Nach vorsichtigem Abkippen des Fallungsreagenz wurde zweimal

mit 70%igem EtOH gewaschen, danach die Platte schrdg zum Trocknen aufgestellt.

Fir die Southernblot-Analyse wurde ein Restriktionsverdau (B.6.2.) durchgefthrt, zur
Analyse mittels PCR wurde die DNS in H,Opigest geldst. Getrocknete oder geléste DNS kann
bei -20°C gelagert werden.
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B.6.2. Restriktionsverdau

Der Restriktionsverdau der isolierten DNS erfolgte direkt in der 96 Loch Platte. Der
Enzymmix wurde auf die getrocknete DNS gegeben und tber Nacht bei 37°C inkubiert.

Enzymmix (je Loch)

10x Puffer 5ul
100x BSA 0,5u
Restriktionsenzym (10-50 U/pul) 1-3 ul
H,Obigest ad 50 ul

B.6.3. Durchfiihrung des Southernblots

Losungen

Hybridisierungslosung (Church-Puffer)

BSA 1%
Na-Phosphat-Puffer 05M;pH7,4
SDS 10% 7%
EDTA, 1 mM; pH 8,0
ssDNS (Sigma) 0,1 mg/mli
bei RT lagern
10x SSC; pH 7,0 10x TE
NaCl 1,5M Tris-HCI 0,1 MpH 8,0
Natriumcitrat 0,15 M EDTA 10 mM; pH 8,0
bei RT lagern autoklavieren
bei RT lagern
Waschloésung
SSC 0,4x bis 2x
SDS 0,1%
bei RT lagern

Die mittels Restriktionsverdau fragmentierte DNS wurde durch Agarosegelelektrophorese
(i.d.R. 0,8% Agarose in 1x TBE) aufgetrennt, mit Ethidiumbromid gefarbt und mit angelegtem

Lineal fotografiert.

Zur Depurinierung wurde das Gel nach Elektrophorese 15 Minuten lang in 0,4 M HCI
geschwenkt (Verfarbung des Farbmarkers nach gelb) und kurz in H,O gewaschen. Die

Denaturierung der DNS erfolgte durch Schwenken in einer Mischung aus 0,5 M NaOH/1,5 M
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NaCl fur 30 Minuten (Verfarben des Farbmarkers nach blau). AbschlieRend wurde das Gel in
einem Bad aus 0,5 M Tris (pH 7,5)/3 M NaCl fiir 45 Minuten neutralisiert. Uber Nacht erfolgte
der Transfer der DNS aus dem Gel auf die Tragermembran (“HybondTM-N", Amersham

Biosciences).
Aufbau des Southernblots:

In einer mit 10x SSC geflillten Metallwanne wurde ein Schwamm gelegt, der etwas grolier
als das Gel und die Tragermembran war. Nachdem der Schwamm gut mit 10x SSC getrankt
war, wurden drei Lagen Gelblottingpapier (Whatman GB002) darauf platziert, diese ebenfalls
mit 10x SSC getrankt und nun das Gel luftblasenfrei aufgelegt. Die in H2Opigest getrankte und
auf Gelgrofie zurechtgeschnittene Membran wurde luftblasenfrei aufgelegt und mit drei

Lagen 10x SSC getranktem Gelblottingpapier bedeckt.

Durch Auflegen einer dicken Lage Zellstoff, welche durch ein Gewicht beschwert wurde,

erfolgte der Transfer der DNS durch Kapillarkrafte auf die Tragermembran.
Prahybridisierung:

Nach dem Transfer (12-16 h) wurde der Blot abgebaut, die Geltaschen mit Bleistift markiert
und die Membran zurechtgeschnitten. Zur Immobilisierung der DNS auf der Membran wurde
diese mit UV-Licht bestrahlt (Stratalinker, Stratagene) und 1 h bei 80°C getrocknet. Die
Membran mit der immobilisierten DNS wurde mit 50 ml vorgewarmter Hybridisierungsldsung
in einem Hybridisierungsbeutel (Research Product International Corp.) eingeschweif3t und im
Wasserbad flr 4 h bei 60°C prahybridisiert.

Herstellung *P-markierter DNS-Sonden durch ,,Random-Primed Labeling“:

Die DNS-Sonde (ca. 130 bp) wurde durch Restriktionsverdau aus dem Plasmid (pSM3") aus-
geschnitten (B.3.4.) und mittels Polyacrylamidgelelektorphorese und Elektroelution
aufgereinigt. Etwa 100 ng Sonden-DNS dienten als Matrize zur Markierung mit dem
,NEBIot™ Kit* (New England Biolabs) nach Vorschrift des Herstellers mit a**P-dCTP (10
MCi/ul, Amersham Pharmacia Biotech Europe GmbH). AnschlieRend wurde die gelabelte
DNS durch Saulen-chromatographie (ber eine ,Nick™Column* (Amersham Pharmacia
Biotech Europe GmbH) nach Herstellerangaben von nicht eingebauten Nukleotiden
abgetrennt und mit 500 pl 1x TE eluiert. Die Messung der spezifischen Aktivitat der *?P-
markierten Sonde erfolgte durch Szintillationszahlung (ca. 1x10° cpm/ul). AnschlieRend
wurde die DNS-Sonde 10 Minuten lang aufgekocht und bis zur Hybridisierung auf Eis

aufbewahrt.
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Hybridisierung:

Zur Hybridisierung wurde die Sonde auf eine Konzentration von 5x10° cpm/ml in
Hybridisierungslésung verdinnt und diese dann in einer Hybridisierungstasche auf die
prahybridisierte Membran gegeben. Die Inkubation erfolgte ber Nacht in einem Schiittel-
Wasserbad bei 60°C. Am nachsten Tag wurde die Membran aus der Tasche genommen und
mehrfach mit Waschlésung im Wasserbad gewaschen. Dabei wurde die Stringenz
schrittweise durch eine Erniedrigung des Salzgehaltes der Waschlésung und durch eine
Temperaturerhohung bis auf 72°C gesteigert. Es wurde solange gewaschen, bis die
Radioaktivitat des Blots unter 50 Raten pro Sekunde gefallen war. Die Membranen wurden
auf Filterpapier getrocknet und in Plastikfolie eingeschlagen. Die Detektion der radioaktiven
Signale erfolgte durch Erstellen eines Autoradiogramms. Dazu wurden die Membranen auf
Phosphoimagerplatten (BAS-MP) gelegt und zwischen 24-72 h exponiert. Die Auswertung
erfolgte mit einem Phosphoimager der Firma Raytest (BAS-1500).
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B.7. Erzeugung genetisch veranderter Mause

1989 beschrieb Capecci die Methode des ,Gene Targeting“, die es erlaubt, definierte
Mutationen in das Erbgut von Mausen einzubringen (Capecci, 1989). Seit dieser Zeit hat sie
sich zu einem wichtigen Werkzeug der Generierung genetisch veranderter Mause etabliert.
Die Technik des ,Gene Targeting® beruht im wesentlichen darauf, dass pluripotente
embryonale Stammzellen (ES-Zellen) der Maus ex vivo kultiviert, gezielt genetisch verandert
und wieder in die Keimbahn der Maus eingebracht werden. Die notwendigen Schritte zur
Herstellung einer genetisch veranderten Mauslinie sind in Abb. 3 dargestellt. Die detaillierte
Methodik wird in den nachfolgenden Kapiteln genauer dargestellt. Die Generierung einer
Mausmutante ist sehr zeitaufwendig und benétigt ca. 2-3 Jahre. Genauere Ausfiihrungen zur
Theorie und Praxis des ,Gene Targeting“ sind der Fachliteratur zu entnehmen (Wassermann
& DePamphilis, 1992; Hogan et al., 1994; Schenkel, 1995; Torres & Kiihn 1997; etc).

B.7.1. Losungen und Nahrmedien

DMEM

Dulbecco’s Modifiziertes Eagle Medium (Gibco-BRL), mit GlutamaxITM (Dipeptid L-Alanyl-L-
Glutamin),4500 mg/I D-Glukose und Natriumpyruvat,

Lagerung bei 4°C

FBS

fotales Rinderserum (Gibco-BRL), Eignung fur die ES-Zellkultur testen und gréf3ere Charge
reservieren vor Gebrauch hitzeinaktivieren (30 min, 56°C)

Aliquots a 50 ml bei —20°C lagern

LIF

Maus ,Leukamie-inhibierender Faktor* (,ESGRO™, Chemicon, 1x10” U/ml)
Arbeitslésung: 0,5x 10° U/ml EF-Medium, steriffiltrieren,

Aliquots a 1 ml bei 4°C lagern

2-Mercaptoethanol (B-ME) (Sigma)
Arbeitsldsung: 50 mM, Endkonzentration: 0,1 mM, sterilfiltrieren,
Aliquots a 1 ml bei —20°C lagern

G418

Geneticin®/G418-Sulfat (Gibco-BRL)
Endkonzentration: 0,4 mg/ml
Aliquots a 5 ml bei —20°C lagern,

GANC

Cymeven®/Ganciclovir-Natrium (Roche)
Endkonzentration: 2 uM

Aliquots a 50 ul bei —20°C lagern,

EF-Medium (Feederzellen) ES-Medium (ES-Zellen)

DMEM 450 ml DMEM 400 mi

FBS 50 mi FBS 100 mi
500x LIF 1ml

500x B-Me 1ml
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Selektionsmedien
ES/G418-Medium: ES-Medium + Zusatz von 5 ml 100x G418 (Endkonzentration 0,4 mg/ml)
ES/G418/GANC-Medium: ES/G418-Medium + Zusatz von 50 pl 10*x GANC (Endkonzentration 2M)

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

Flasche 75 cm? 15 ml 3ml

Petrischale 55 cm® 10 ml 2 ml

Flasche 25 cm® 5 ml 2 ml

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

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

96 Loch Platte 96x 0,32 cm®=31 cm? 200 pl/Loch 30 pl/Loch

Tabelle 2: Zellkultur Parameter.

B.7.2.  Kultivierung embryonaler Stammzellen (ES-Zellen)

ES-Zellen sind pluripotente Zellen, die aus der inneren Zellmasse von Blastozysten
gewonnen werden. Sie lassen sich kultivieren, genetisch manipulieren und wieder in
Ammenmause reimplantieren. Allerdings kénnen aus ES-Zellen nur dann Mauslinien
etabliert werden, wenn sie in der Keimbahn der Mause weitergegeben werden. Um die
.,Keimbahngangigkeit* der ES-Zellen zu erhalten bzw. um eine Differenzierung der Zellen zu
verhindern, muss ihre Kultivierung unter optimalen Bedingungen erfolgen. Da die
Differenzierung von ES-Zellen in Anwesenheit des Maus ,Leukamie-inhibierenden Faktors*
(LIF) unterdriickt wird, wurde dem Nahrmedium LIF zugegeben. Darliber hinaus wurden die
ES-Zellen auf einem Zellrasen embryonaler Fibroblasten (,Feederzellen®) kultiviert, die
neben anderen Wachstumsfaktoren auch LIF bilden. Dadurch bleiben die ES-Zellen
pluripotent und proliferieren weiterhin ohne zu differenzieren. Eine hohe Zelldichte und
Passagenzahl (>25) sollte vermieden werden, da dadurch die Keimbahngangigkeit

beeintrachtigt werden kann.

In dieser Arbeit wurden R1 ES-Zellen (Nagy et al., 1993) verwendet, die aus Blastozysten

von agouti-farbenen 129/Sv Mausen gewonnen wurden (Passage 15 vom Februar 1999).
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Abb. 4: Herstellung genetisch verdnderter Mause. Modifiziert nach Strachan und Read, 1996;

weiter Erlauterungen im Text.

B.7.3. Gewinnung embryonaler Fibroblasten

Embryonale Fibroblasten (,Feederzellen®) wurden aus Embryos am Tag 14,5 p.c. isoliert.

Um die Selektion rekombinanter ES-Zellen mit G418 zu Uberleben, miissen die Feederzellen

ein Neomycinresistenzgen besitzen. Flur die Erzeugung der Embryos wurden Mause, die

homozygot ein Neomycinresistenzgen enthalten, mit Wildtyp Mausen (WT) verpaart. In

dieser Arbeit wurden fiir die Verpaarung CNG3

-

Mause verwendet (freundlicherweise von

Herrn Prof. M. Biel, Department Pharmazie, LMU Muinchen zur Verfugung gestellt). Aus

einem Embryo konnten Feederzellen fiir die Kultivierung in 2 Zellkulturflaschen (175 cm?)



Material und Methoden 28

gewonnen werden. Die Zellen einer 90-100% konfluent bewachsenen Flasche wurden durch
Bestrahlung mit Réntgenstrahlen teilungsunfahig gemacht und bis zur ihrer Verwendung
eingefroren. Jede Praparation von Feederzellen wurde vor Gebrauch auf ihre Eignung fur die
Kultivierung von ES-Zellen getestet. Je nach Qualitat und Quantitat (Passagenzahl) konnte
der eingefrorene Inhalt einer Zellkulturflasche (175 cm?) auf 100-200 cm? ausgebracht

werden.

Durchfiihrung

= Verpaarung von CNG3” Mannchen mit je 2 C57BL/6 Weibchen; Weibchen mit Vaginalpfropf
(Plug) am Tag 0,5 p.v. separieren

= 1-3 schwangere Weibchen am Tag 14,5 p.c. téten, in EtOH baden und Uterus entnehmen,
Embryos in Petrischale mit PBS legen, den Kopf und alle blutfihrenden Gewebe entfernen

= Torso in kleine Stlicke schneiden und mit 1 ml Trypsin pro Embryo 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

= Pro Embryo 2 Zellkulturflaschen (175 cm?) ansetzen; bei 37°C und 6% CO, bis zu 90-
100%iger Konfluenz wachsen lassen (4-6 Tage)

= Zellen trypsinieren, ca. 80% der Zellsuspension entnehmen, den Rest weiter kultivieren
(steigende Passagezahl)

=  Entnommene Zellen zur Teilungsinhibition mit 5000 Rad bestrahlen

= Zellen zentrifugieren (RT, 5 min, 180xg) und in 3 ml Einfriermedium (90% EF-Medium + 10%
DMSO) pro geernteter Flasche aufnehmen, Aliquots von 1 ml in flissigem Stickstoff lagern

Es kdnnen bis zu 6 Passagen gewonnen werden.

B.7.4. Allgemeines Vorgehen bei der Kultivierung von ES-Zellen

B.7.4.1. Auftauen und Aussaen von Gefrierkulturen

Eingefrorene, in Kryordhrchen gelagerte Kulturen wurden im Wasserbad bei 37°C schnell
aufgetaut. Der Inhalt (1 ml) wurde in 4 ml ES-Medium aufgenommen, zentrifugiert (RT,
5 min, 180xg) und die Zellen in ES-Medium suspendiert. Der Inhalt eines Kryoréhrchens

konnte i.d.R. auf eine Flache von 50 cm? ausgesét werden.

B.7.4.2. Kultivierung

Die Kultivierung erfolgte bei 37°C und 6% CO, in ES-Medium. Am Abend vor dem
Ausbringen der ES-Zellen wurden Feederzellen aufgetaut und in ES-Medium ausgebracht.
Am nachsten Morgen wurden ES-Zellen in ES-Medium auf die Feederzellen ausgebracht.

Jeden Tag erfolgte ein Mediumwechsel.

Bei 60-80% Konfluenz wurden die Zellen passagiert. Dazu wurden die Zellen zweimal mit
PBS gewaschen, mit Trypsin abgelost (5-10 min bei 37°C), das Trypsin durch Zugabe des
ein- bis zweifachen Volumens ES-Medium deaktiviert, suspendiert, zentrifugiert (RT, 5 min,
180xg) und auf das 3-fache der urspriinglichen Flache ausgesat (1:3 ,Splitting“). Bei jedem

Ablésen mit Trypsin stieg die Passagenzahl.
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Je nach Kulturgefa® bzw. Flache wurden verschiedene Volumina an Medium und Trypsin
bendtigt (Tabelle 2).

B.7.4.3. Anlegen von Gefrierkulturen

Die Zellen einer ca. 80% konfluenten Zellkulturflasche (75 cm?) wurden mit 3 ml Trypsin
abgelést (37°C, 5-10 min), 10 ml ES-Medium zugegeben, suspendiert und zentrifugiert (RT,
5 min, 180xg). Das Zellpellet wurde in 6 ml Einfriermedium (90% ES-Medium + 10% DMSO)
aufgenommen, Aliquots a 1 ml in Kryoréhrchen abgeflillt, bei -80°C eingefroren (ca. 24h) und

in flissigem Stickstoff gelagert.

B.7.5. Homologe Rekombination in ES-Zellen

Das ,Targeting“ chromosomaler DNS Uber homologe Rekombination in ES-Zellen ermdglicht
die gezielte Einfuhrung von Mutationen in das Genom von Mausen. Das Prinzip des ,Gene
Targeting® ist in Abb. 5 dargestellt. Mit Hilfe kurzer Hochspannungsimpulse wird die
Permeabilitdt der Zytoplasmamembran kurzzeitig erhdht (Elektroporation), so dass der
»1argeting“-Vektor in das Innere der Zellen eingeschleust wird. Die DNS wird nun entweder
durch zweifaches ,crossing over‘ homologer Regionen gezielt an einen vorbestimmten
Genort eingebaut (homologe Rekombination; Abb. 5A), zufallig in das Genom integriert (Abb.
5B) oder aber Uberhaupt nicht eingebaut. Um diejenigen ES-Zellen anzureichern, die die
fremde DNS in ihr Genom integriert haben, enthalt das ,Targeting“-Konstrukt
Selektionsmarker, z.B. ein Neomycinresistenz-Gen (neo) und ein Herpes simplex Virus
Thymidinkinase-Gen (tk). Nur Zellen, die das neo-Gen enthalten, kénnen in Anwesenheit von
G418 wachsen (positive Selektion). Das tk-Gen wird auRerhalb der homologen Region des
»1argeting“-Konstrukts platziert, so dass es nach homologer Rekombination nicht erhalten
bleibt, wahrend es bei zufalliger Integration der DNS meist ebenfalls in das Genom
eingebaut wird (Abb. 5B). In Gegenwart von Ganciclovir wachsen nur Zellen, die das tk-Gen
nicht enthalten (Negativselektion), so dass ES-Zell-Klone mit homologer Rekombination
gegenlber Zellen mit zufalliger Integration des ,Targeting“-Vektors angereichert werden. Die
Frequenz der homologen Rekombination ist von der Lange und Isogenitat der zum Zielgen
homologen Arme des ,Targeting“-Konstrukts abhangig (langer Arm = 3 kb; kurzer Arm = 1
kb).

Fur das ,Targeting® von ES-Zellen muss ein Zeitraum von ca. 4-5 Wochen veranschlagt
werden. Die Frequenz, mit der man korrekt modifizierte ES-Zell-Klone erhalt, betragt je nach
Zielgen, DNS-Konstrukt und Selektionsmethode ca. 0,1-10%, d.h. man sollte etwa 500 bis
1000 Klone isolieren (B.7.5.6.) und analysieren (B.7.6.)).
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Abb. 5: Homologe Rekombination und zufillige Integration. (A) Homologe Rekombination.
Kreuze deuten das ,crossing over* homologer Regionen des Genoms und ,Targeting“-Vektors an. (B)
Zufallige Integration. Linien deuten nicht homologe Integration an.

B.7.5.1. Vorbereitung der DNS

25-50 pg der ,Targeting“-Vektor-DNS wurden durch Restriktionsverdau mit Ascl linearisiert,
mit EtOH gefallt (B.3.2.) und unter einer Sterilbank getrocknet. Nach Ldésen in 100 ul PBS
wurde mit Hilfe eines Agarosegels die DNS-Konzentration abgeschatzt. 2-5 pmol (entspricht
ca. 20-50 pg eines 15 kb Konstrukts) linearisierte DNS wurde fir die Elektroporation
(B.7.5.3) einsetzt.

B.7.5.2. Vorbereitung der ES-Zellen

Wie unter 7.4.1 beschrieben, wurden ES-Zellen aufgetaut, in 25 cm? Flaschen ausgebracht
(Passagenzahl dokumentiert), bei 60-80% Konfluenz auf eine 75 cm? Flasche passagiert und
erneut bis 60-80% Konfluenz kultiviert (3-6 Tage). Die Zellen einer 75 cm? Flasche waren fiir
eine Elektroporation ausreichend. Die Zellen wurden zweimal mit PBS gewaschen, mit 3 ml
Trypsin abgelést (37°C, 5-10 min), suspendiert, nach Zugabe von 7 ml ES-Medium
zentrifugiert (RT, 5 min, 180xg) und in 10 ml PBS resuspendiert. Die Zellsuspension wurde
ein letztes Mal zentrifugiert (RT, 5 min, 180xg). Das Pellet wurde in 0,9 ml PBS

resuspendiert.

B.7.5.3. Elektroporation
Der linearisierte, in 0,1 ml PBS gel6ste ,Targeting“-Vektor, wurde der Zellsuspension

zugegeben. Die Suspension wurde gemischt und in eine Elektroporationskiivette gegeben.
Elektroporationsbedingungen (,Gene Pulser™* ohne ,Pulse Controller’, BIO-RAD):

Spannung: 0,23 kV
Kapazitat: 500 pF

Es sollte sich eine Zeitkonstante von ca. 6 ms ergeben.
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Nach 5 min bei RT, wurden die Zellen in 9 ml ES-Medium suspendiert und je 1 ml auf 10

Petrischalen (55 cm?) mit Feederzellen in ES-Medium verteilt.

B.7.5.4. Selektion mit G418

24 h nach der Elektroporation wurde mit der Neomycinselektion begonnen. Dem Na&hr-
medium wurde ab diesem Zeitpunkt G418 mit einer finalen Konzentration von 400 pg/ml
zugesetzt. Nur Zellen, welche den ,Targeting“-Vektor in ihr Genom integriert hatten, sollten

weiterhin wachsen kénnen. Das Medium wurde taglich gewechselt.

B.7.5.5. Selektion mit G418/Ganc

Weitere 24 h spater erfolgte die zusatzliche Negativselektion mit Ganciclovir auf das tk-Gen.
Dazu wurde dem G418-Selektionsmedium zusatzlich Ganciclovir in einer Endkonzentration
von 2 uM zugesetzt. Ganciclovir, ein Nucleosidanalogon, ist fur Zellen toxisch, welche das tk-
Gen tragen und die Thymidinkinase exprimieren kdénnen. Die Thymidinkinase katalysiert die
Umwandlung des Ganciclovirs zum entsprechenden Triphosphat, welches bei der DNS-
Replikation anstelle des physiologischen Substrates Desoxyguanosin in die DNS eingebaut
werden kann. Dadurch erfolgt ein Kettenabbruch der schlieRlich zum Zelltod fuhrt. Mit dieser
Negativselektion werden ES-Zellen abgetoétet, bei denen ein Einbau des ,Targeting®“-Vektors
nicht Uber Homologe Rekombination stattgefunden hat. Das Medium wurde taglich
gewechselt. Das Absterben nicht resistenter Zellen setzte i.d.R. 4-6 Tage nach der
Elektroporation ein. G418/Ganc resistente Zellklone waren an ihren klaren Umrissen zu

erkennen.

B.7.5.6. Isolierung von ES-Zell-Klonen

Je nach Zielgen und Konstrukt erhalt man 300-1000 G418/Ganc resistente Klone. Das
allgemeine Vorgehen zur Isolierung von ES-Zell-Klonen ist in Abb. 5 gezeigt. Die Klone
werden isoliert und auf zwei 96 Loch Platten (A, B) aufgeteilt. Platte A wird bei 70-80%
Konfluenz eingefroren (in Nahrmedium + 10% DMSO), Platte B wird vervielfaltigt (Platten B,
C, D). Aus diesen Platten wird DNS isoliert und analysiert, um Klone mit korrekt integriertem
Konstrukt zu identifizieren (B.7.6). Diese ES-Zell-Klone werden schlielllich aus der
eingefrorenen Platte A wieder in Kultur genommen und zur Injektion in Blastozysten (B.7.7)

verwendet.

Die ersten Klone konnten 7-9 Tage nach der Elektroporation gepickt werden. Je nach
Wachstum der Zellen konnte das Picken alle 1-2 Tage wiederholt werden (insgesamt bis zu
3 Mal). Die Klone waren mit blolem Auge auf dem Boden der Petrischalen zu erkennen. Pro
Tag konnten 100-300 Klone isoliert werden. Dazu wurden am Morgen Feederzellen in
ES/G418-Medium in 96 Loch Platten ausgebracht (150 ul pro Loch) und pro 96 gepickten

Klonen zwei Platten vorbereitet (Platte A und B). Ebenso wurden weitere 96 Loch Platten
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vorbereitet, in die PBS vorgelegt wurde (30 pl pro Loch). In diese Platten wurden die
gepickten Klone Uberfihrt. Das Picken der Klone erfolgte mit einer 20 ul Pipette (auf 2 ul
eingestellt) durch Abkratzen der Klone vom Boden der Petrischale. Zum Vereinzeln der
Zellen einer gepickten Kolonie wurden 30 ul 2x Trypsin in jedes Loch gegeben, 10 min bei
37°C inkubiert, suspendiert, 60 pl ES/G418-Medium zugegeben und nochmals suspendiert.
Je 60 pul suspendierte Zellen wurden auf die zwei Platten mit Feederzellen (Platte A und B)
verteilt und kultiviert. Am nachsten Tag erfolgte ein Mediumwechsel. Bei 60-80% Konfluenz
(3-4 Tage nach dem Picken) wurde die Platte A eingefroren (B.7.5.7) und Platte B auf 3
weitere 96 Loch Platten (B, C, D) passagiert (B.7.5.8).

Beim Picken wurde auflierdem auf folgendes geachtet:

Das verwendete Stereomikroskop (,Stemi SV6“, Zeiss) wurde unter einer Sterilbank
aufgebaut, wobei Klone am besten im Dunkelfeld bei etwa 25facher Vergrofierung gepickt
werden konnten. Die ausgewahlten Klone waren mit blolem Auge erkennbar, mit klar
umrissenem, hellem Rand, nicht ausgefranst (differenziert) und deutlich vereinzelt (keine
Mischklone). Um jeden Klon wurde der Feederzellrasen mit der Pipette abgelost und
moglichst die gesamten Zellen eines Klons mit der Pipette aufgenommen, um ein erneutes
Anwachsen des gleichen Klons zu verhindern. Fur jeden Klon wurde eine neue

Pipettenspitze verwendet.

. ——__resistente Klone

: —- Isolierung von ES Zellklonen
v Picken

PBS/Trypsin

 PlatteA Platte B (Duplikat von A)
Einfrieren — , ~ Passagieren
-80°C —

Kultivieren

Plate B PlatteC Platte D

DNS Isolierung

Abb. 6: Vorgehensweise zur Isolierung von ES-Zell-Klonen. Resistente ES-Zell-Klone werden
isoliert und auf zwei 96 Loch Platten (A, B) dupliziert. Platte A wird bei 70-80% Konfluenz eingefroren
(in Nahrmedium + 10% DMSO) und Platte B wird zur DNS Isolierung vervielfaltigt (Platten B, C, D).
Weitere Erklarung im Text.
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B.7.5.7.  Einfrieren

Das Medium der Platte A, deren Klone eventuell zur spateren Injektion verwendet werden
sollten, wurde abgekippt, die Zellen mit PBS gewaschen (180 ul pro Loch), mit 30 ul Trypsin
pro Loch abgelést (10 min, 37°C), 180 pl Einfriermedium pro Loch (90% ES-Medium + 10%
DMSO, frisch angesetzt) zugegeben und suspendiert. Anschliellend wurde die Platte mit

Autoklavierband verschlossen, langsam eingefroren (1-3 h, -20°C) und bei -80°C gelagert.

B.7.5.8. Passagieren

Von der Platte B, welche ein genaues Duplikat der Platte A darstellt, wurden zwei weitere
Kopien erzeugt, um identische DNS und somit mehr Moéglichkeiten der Analyse der Klone zu
erhalten. Dazu wurden in zwei 96 Loch Platten (Platte C und D, ohne Feederzellen) je 150 pl
ES-Medium pro Loch vorgelegt, das Medium der Platte B abgekippt, die Zellen mit PBS
gewaschen (180 pul pro Loch), mit 30 yl Trypsin abgeldst (10 min, 37°C), 120 ul ES-Medium
zugegeben und suspendiert. Danach wurden je 50 ul aus Platte B in Platte C und D
Uberfihrt. Die Platte B wurde mit 150 yl ES-Medium aufgefiillt und die Zellen bis zu 100%
Konfluenz wachsen gelassen (3-4 Tage). Das Medium von Platten B, C und D wurde dann
abgekippt, die Zellen 2x mit PBS gewaschen und getrocknet. Die DNS lIsolierung erfolgte
sofort oder die Platten wurden bei -20°C gelagert.

B.7.6. Identifizierung genetisch modifizierter ES-Zellen

Die korrekte Integration des DNS-Konstrukts wurde per PCR-Analyse (B.4.) Uberpruft.
Erfolgreich modifizierte Klone wurden auch mittels Southernblot-Analyse Utberprift (B.6.) Der
Zeitaufwand von der Isolierung der DNS bis zur Identifizierung der korrekt modifizierten ES-

Zell-Klone betrug je nach Anzahl der gepickten Klone 2-4 Wochen.

B.7.7. Injektion genetisch modifizierter ES-Zellen in Blastozysten

Zur Generierung genetisch veranderter Mause mussen genetisch modifizierte ES-Zellen in
Blastozysten injiziert und diese in Ammentiere implantiert werden. Die Vorgehensweise ist in
Abb. 4. schematisch dargestellt. In dieser Arbeit verwendete ES-Zellen stammten aus dem
Mausstamm 129/Sv (Tiere dieses Stammes tragen ein agouti-farbenes ,gelbes® Fell).
Korrekt getargetete ES-Zellen wurden in Blastozysten schwarzer C57BL/6 Mause injiziert,
die am Tag 3,5 p. c. aus Weibchen isoliert worden waren. Zur Erzeugung dieser Blasto-
zysten wurden C57BL/6 Weibchen mit C57BL/6 Mannchen verpaart. Am nachsten Morgen
wurden die Weibchen auf einen sichtbaren vaginalen Pfropf (plug) hin untersucht. War dieser
Pfropf vorhanden, befand sich das Weibchen im Falle einer Befruchtung am Tag 0,5 der
Schwangerschaft. 3 Tage spater konnten aus diesen positiven Weibchen die Blastozysten

isoliert werden und die Injektion der modifizierten ES-Zellen erfolgen.
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Die veranderten Blastozysten wurden anschlielend in scheinschwangere Weibchen, die als
Ammenmutter (foster) fungierten, reimplantiert. Diese scheinschwangeren Weibchen erhielt
man durch Verpaaren mit vasektomierten Mannchen. Sowohl die Blastozysteninjektion als
auch die Reimplantation wurde von Frau Dr. Susanne Feil durchgefihrt. Als Leihmutter
wurden Weibchen des Mausstammes CD-1 verwendet. Um die veranderten Blastozysten
austragen zu koénnen, mussten die Leihmutter vor der Reimplantation im richtigen
Schwangerschaftsstadium, d.h. Tag 2,5 p.c., sein. Dazu wurden sie mit vasektomierten FVB
Mannchen verpaart, am nachsten Morgen dem ,plug check® unterzogen und ,plug-positiven®
Weibchen wurden ungefahr 2,5 Tage spater die Blastozysten in den Uterus eingesetzt.
Befanden sich unter den Nachkommen chimare Tiere, deren Fellfarbe gelb und schwarz
gemischt war, so war die Injektion der modifizierten ES-Zellen und die Reimplantation der

Blastozysten erfolgreich.
Vorbereitung der ES-Zellen fur die Injektion

Die ES-Zellen wurden 7-9 Tage vor Injektion in Kultur genommen (B.7.4). Dazu wurden die
eingefrorenen 96 Loch Platten mit ES-Zell-Klonen (Platte A) bei 37°C aufgetaut, der Inhalt
aus jedem Loch, das einen korrekten ES-Zell-Klon enthielt, direkt in ein Loch einer 24 Loch
Platte ausgesat und in ES-Medium auf Feederzellen kultiviert. Nach einem Tag wurde das
Medium gewechselt. Bei 60-80% Konfluenz (nach 3-5 Tagen) wurden die Zellen in 6 Loch
Platten passagiert (B.7.4.2). Bei 60-80% Konfluenz der 6 Loch Platten (nach ca. 3 Tagen)
wurden die Zellen in unterschiedlicher Dichte (1:3 und 1:10 ,Splitting“) in 6 Loch Platten
passagiert (B.7.5.8.), um sicher zu gehen, dass zum Zeitpunkt der Injektion genligend Zellen
zur Verfugung standen. Von den restlichen Zellen wurden Gefrierkulturen angelegt (pro Loch
einer 60-80% konfluenten 6 Loch Platte 2-3 Kryordhrchen, (B.7.5.7.)).

Am Injektionstag wurden die Zellen aus einem Loch einer 6 Loch Platte (ca. 60% konfluent,
nicht differenziert) mit Trypsin abgeldst und in 3-5 ml ES-Medium aufgenommen. 1-1,5 ml
davon wurde zur Injektion bendétigt (B.7.7.), der Rest zur DNS Praparation verwendet (um

den Genotyp der ES-Zellen nochmals Gberprifen zu kénnen).

ES-Zellen zur Injektion (1-1,5 ml) wurden in ein 1,5 ml Reaktionsgefal} tberflihrt, zentrifugiert
(RT, 2 min, 180xg), der Uberstand bis auf ca. 50 ul abgehoben und die Zellen in den
verbleibenden 50 pl gut suspendiert. Die Zellen sollten am besten sofort injiziert werden,

wenn notig fur maximal 1-2 h bei 4°C gelagert werden.
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B.7.8. Testen chimarer Mause auf Keimbahntransmission

Chimare Mause besitzen einen Anteil an Zellen, der aus den Blastozysten der schwarzen
C57BL/6 Spendertiere stammt und einen Anteil an Zellen, der aus den injizierten ES-Zellen
hervorgegangen ist. Da die ES-Zellen von agouti-farbenen 129/Sv Mausen abstammten,
kann deren Anteil leicht am Fell abgelesen werden. Um eine genetisch veranderte Mauslinie
zu etablieren, muss das mutierte Allel von der Chimare weiter vererbt werden, d.h. die
genetisch modifizierten ES-Zellen muissen zur Bildung von Keimzellen der Chimare
beitragen bzw. ,keimbahngangig“ sein. Alle mannlichen Chimare wurden mit schwarzen
C57BL/6 Weibchen verpaart und die Fellfarbe der Nachkommen udberpruft. Da agouti
dominant Gber schwarz vererbt wird, kann das modifizierte Gen nicht an die Nachkommen
mit schwarzem Fell Ubertragen worden sein. Dagegen sind agouti-farbene Nachkommen
bezlglich ihres Genoms heterozygot (129/Sv/C57BL/6), d.h. je ein Allel stammt aus dem
129/Sv bzw. C57BL/6 Genom. Das Genom jeder agouti-farbenen Maus muss daraufhin
analysiert werden, ob bezlglich der eingeflihrten genetischen Veranderung das Wildtyp (+)

oder das mutierte (m) Allel von der Chimare weitergegeben wurde.

Fir diese Analyse wurden Schwanzbiopsien von agouti-farbenen Tieren entnommen und
DNS isoliert. AnschlieRend wurden mittels PCR (B.4.) die Tiere identifiziert, die auf einem

Allel die genetische Mutation enthielten (+/-).

B.7.9. Haltung und Zucht der Mause

Die Mause wurden in einem dafiur geeigneten Tierstall den Anforderungen nach in Makrolon
Kafigen gehalten (bis zu 5 adulte Tiere in einem Typ Il K&fig, bis zu 12 adulte Tiere oder 2
Weibchen mit ihren Wurfen in einem Typ Il Kafig; Tierversuchsgenehmigung AZ: 211-2531-
120/99 vom 10.02.04). Als Einstreu wurden autoklavierte Spane (Altromin) verwendet, die
bei Bedarf noch mit Nistmaterial (,Nestlets“, Emsicon) erganzt wurden. Die Fitterung
(,Zuchtdiat—Ratten und Mause®) und Wasserversorgung erfolgte ad libidum. Zur Zucht
wurden i.d.R. jeweils zwei Weibchen im paarungsfahigen Alter (5-30 Wochen) zu einem
Mannchen (6 Wochen—1"/, Jahre) gesetzt. Nachkommen wurden durch PCR-Analyse von
Schwanzbiopsien genotypisiert (B.7.10) und im Alter von 3-4 Wochen von der Mutter

abgesetzt. Dabei erfolgte eine Trennung von Mannchen und Weibchen.

Die Inzuchtstamme 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, Sulzfeld
bezogen. Die Vasektomie von FVB/N Mannchen wurde von der Fa. Iffa Credo, Lyon
durchgefiihrt. Die 129/Sv Inzuchtmause stammten aus dem Max Planck Institut fir

Biochemie, Martinsried (Prof. Dr. A. Pfeifer, personliche Mitteilung).
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B.7.10. Isolierung von DNS/RNS aus Mausgewebe

B.7.10.1. Isolierung von DNS

Zur Genotypisierung wurde 7-14 Tage alten Mausen ca. 2 mm des Schwanzes
abgeschnitten (tail) und ber Nacht in 50 ul Lysepuffer unter Zusatz von Proteinase K lysiert.
Am nachsten Tag wurde das Lysat kurz bei 18.000xg abzentrifugiert, die flissige Phase von
verbliebenem Gewebe abgehoben, in PCR-Reaktionsgefalle Uberfihrt und 15 Minuten bei
95°C denaturiert. Diese DNS-LOsungen wurden entweder sofort zur Analyse mittels PCR

eingesetzt (siehe B.4.3.) oder bei -20°C gelagert.

Lysepuffer (pro tail)

H,O 44
PCR-Puffer (Promega) 5 ul
Proteinase K (50 mg/ml in 1xTE) 1 ul

B.7.10.2. Isolierung von RNS
Zur Durchfiihrung von RT-PCR-Analysen wurde RNS aus verschiedensten Geweben

gewonnen.
Durchfiihrung

=  Gewebe (50-100mg) in 1 ml ,peqGold RNSPure™« (Peglab) mit einem UltraTurrax (IKA Werk)
homogenisieren, kurz abzentrifugieren, um nicht homogenisierte Gewebestlicke abzutrennen,
Uberstand (iberfilhren, 0,2 ml Chloroform zugeben und vortexen, zentrifugieren (RT, 5 min,
18.000xg), obere wassrige Phase abheben und mit 0,5 ml Isopropanol RNS uber Nacht bei
4°C fallen

= am nachsten Morgen zentrifugieren (4°C, 5 min, 18.000xg) und zweimal mit je 1 ml 75%igem
EtOH waschen, die RNS kurz lufttrocknen und je nach Gewebe in 30-300 pl H,Opgpc 16sen,
RNS bei -20°C lagern

= 1:50 Verdlnnungen zur Quantifizierung (B.3.3.) einsetzen

= alle bendtigten Losungen wurden mit H,Opepc (0,05% Diethylpyrocarbonat in H,O, gut
schitteln, 1 h bei RT inkubieren und autoklavieren) hergestellt.

Die Durchfuhrung der RT-PCR-Analyse ist in Abschnitt B.4.5. dargestellit.

B.7.11. Isolierung von Protein aus Mausgewebe

Die Isolierung von Proteinen verschiedenster Mausgewebe erfolgte durch Zerkleinerung der
Gewebe mit dem Ultra Turrax in Lysepuffer. Nach 10 minltigem Erhitzen auf 95°C und
kurzem Vortexen wurde das Lysat abzentrifugiert und bis zur weiteren Verwendung bei

-80°C weggefroren.
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Lysepuffer

1M Tris/HCI, pH 8,3 210 ul
SDS, 10% 670 pl
B-Mercaptoethanol 170 pl
PMSF (100 mM in 100% EtOH) 20 ul
H2Obidest ad. 10 ml

Der Lysepuffer wurde stets frisch hergestellt und zur spateren Proteinbestimmung

aufbewahrt.

B.7.12. Konzentrationsbestimmung von Protein (nach Lowry)

Die Bestimmung der Proteinkonzentrationen erfolgte mittels der Lowry-Methode, welche auf
der Kombination der Biuret-Reaktion mit dem Folin-Ciocalteu-Reagenz basiert. In
alkalischem Milieu bilden sich durch Anlagern von Cu®*-lonen an Proteine Cu®*'-Protein-
Komplexe, welche das zugegebene Folin-Ciocalteu-Reagenz reduzieren. Dabei werden

Molybdat bzw. Wolframat-Komplexe reduziert.

Zur Proteinbestimmung wurde der Protein Assay Kit P 5656 der Firma Sigma verwendet,
vorhandene Reagenzien nach Anleitung eingesetzt, wobei die Verbrauchsmengen auf 1/5
der angegebenen Mengen reduziert werden konnten. Bei jeder Proteinbestimmung wurde

eine neue Eichkurve mit dem Standardprotein BSA hergestellt.

Durchfiihrung:

= Herstellung der Standardlésungen: Es wurden BSA-Stammlésungen der Konzentrationen
12,5 pg/ml, 25 pg/ml, 50 pg/ml, 100 pg/ml und 200 pug/ml verwendet. Davon wurden je 200 ul
mit HyOpigest auf 1 ml verdiinnt

= von den zu bestimmenden Proben wurden je nach Ursprungsgewebe und geschéatztem
Proteingehalt 2-30 ul eingesetzt und auf 1 ml mit H,Oyi4est aufgefiillt, davor wurden die Proben
5-10 Minuten bei 95°C erhitzt und anschlielend abzentrifugiert

= als Referenzwert diente eine entsprechende Verdiinnung des verwendeten Lysepuffers mit
HZObidest

= Zugabe von 100 p ,DOC Solution“ (Deoxycholat hilft beim Prazipitieren kleiner
Proteinmengen) -gut mischen- 10 Minuten bei RT inkubieren

= Zugabe von 100 pl Trichloressigsaure (TCA, 72%)- mischen

= 10 Minuten bei RT mit 18.000xg zentrifugieren

= Uberstand verwerfen und Pellet mit 200 pl Lowry-Reagenz resuspendieren

= Zugabe von 200 pl HyOpigest, gut mischen, 20 Minuten bei RT inkubieren

= Zugabe von 100 pul ,Folin-Ciocalteu’s Phenol Reagent Working Solution“ sofort gut mischen-
30 Minuten bei RT inkubieren; Blaufarbung sollte erkennbar sein

= Proben in Kivetten tberfuhren (Einmalkivetten aus Plastik)

= Absorption bei 750 nm im Photometer bestimmen, Proben innerhalb von 30 Minuten
vermessen

= Erstellen einer Standardkurve und Berechnen der jeweiligen Proteinkonzentration
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B.7.12.1. Proteinfidllung (nach Wessel und Fliigge)
Vor der Westernblot-Analyse erfolgte eine Fallung der zu analysierenden Proteine durch

Methanol-Chloroform-Fallung und Aufnahme der gefallten Proteinpellets in 2x Probenpuffer.

Durchfiihrung:

= 150 pl Probe

= Zugabe von 600 pl Methanol (Roth)

= Zugabe von 150 ul Chloroform (Roth)

Kraftiges Vortexen

Zugabe von 450 pl HyOpigest

Kraftiges Vortexen

Probe zentrifugieren (RT, 1 min, 18.000xg)

Obere organische Phase abziehen und verwerfen

Zugabe von 450 pul Methanol

Vortexen

Zentrifugieren (RT, 2 min, 18.000xg); Pellet befindet sich am Boden
Uberstand verwerfen und Pellet ca. 10 Minuten trocknen lassen
Pellet in entsprechendem Volumen 2x Probenpuffer aufnehmen, um gewinschte End-
konzentration zu erhalten

6x Probenpuffer

4x Tris HCI/SDS, pH 6,8 7 ml
Glycerol (Roth) 3,6 mi
SDS 19
DTT (Roth) 093¢
Bromphenolblau 1,2 mg

H,Opigest ad. 10 ml
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B.7.13. Westernblot

Zur Expressions-Analyse der cGKIl auf Proteinebene wurden Westernblot-Analysen
durchgefiihrt. Dabei wurden Proteine zunachst mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
(SDS-Page) nach ihrer GroRe aufgetrennt (Laemmli, 1970) und danach die aufgetrennten
Proteine auf eine Polyvinylidendifluorid-Membran (PVDF, Millipore) tUberfiihrt, d.h. ,geblottet®.

Dazu wurde folgender Blotaufbau durchgefiihrt:

= 2 in Anodenpuffer | getrankte Filterpapiere

= 2 in Anodenpuffer Il getrankte Filterpapiere

= PVDF Membran ( zuerst mit Methanol und dann mit Anodenpuffer Il befeuchtet)
=  SDS-Polyacrylamidgel

= 4 in Kathodenpuffer getrankte Filterpapiere

Nach dem Blotten wurden die Membranen flr eine Stunde in 5%iger Magermilchlésung (MP,
Roth) in 1x TBST geschwenkt, um freie Bindungsstellen zu blockieren. Nach dreimaligem
Waschen mit 1x TBST wurden die Membranen zurechtgeschnitten und in Lésungen der
entsprechenden Antikdrper Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Am nachsten Tag wurde zweimal
mit 1x TBST und einmal mit 1% MP in 1x TBST bei RT gewaschen, bevor die Membranen
mit dem in 1% MP in 1x TBST verdiinntem sekundaren Antikorper fiir eine Stunde bei RT
inkubiert wurden. Nach dreimaligem Waschen mit 1x TBST wurde durch die ,Enhanced

chemiluminescence“ (ECL)-Methode die Blots entwickelt und Banden sichtbar gemacht.

Dazu wurde eine 1:1 Mischung der beiden Lésungen des ECL-Kits (Amersham) Uber die
Membran gegeben, und Signale auf einem Roéntgenfilm festgehalten. Das Prinzip der ECL-
Methode beruht auf der Kopplung des sekundaren Antikérpers mit einer Meerrettich-
Peroxidase (,horse radish peroxidase, HRP). Die Peroxidase katalysiert die Oxidation von
Luminol (5-Amino-2,3-dihydro-1,4-phtalazidion) zu 5-Aminophtalsaure durch H,O,. Die dabei
freiwerdende Energie wird durch Chemilumineszenz abgegeben und wird durch chemische

Verstarker, meist Phenole, vergrofiert.

4x Tris HCI/SDS, pH 8,8
Tris-Base 18,2g

SDS 0449
H2Obidest ad.100 ml
pH auf 8,8 mit HCI einstellen

Filtrieren

4x Tris HCI/SDS, pH 6,8
Tris-Base 6g

SDS 0449
H20bigest ad. 100 mi
pH auf 6,8 mit HCI einstellen

Filtrieren
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8% 9% 1% 12%
30% Acrylamid 0,8% Bisacrylamid

4 ml 4.5 ml 5,5 ml 6 ml
(Roth)
4x Tris HCI/SDS, pH 8,8 3,75 ml 3,75 ml 3,75 ml 3,75 ml
Hzobidest 7,25 ml 6,75 ml 5,75 ml 5,25 ml
APS (30%) 50 ul 50 pl 50 ul 50 ul
TEMED (Roth) 10 wl 10 pl 10 wl 10
Tabelle 3: Angaben zur Herstellung von Trenngelen.
30% Acrylamid 0,8% Bisacrylamid 0,65 ml
(Roth)
4x Tris HCI/SDS pH 8,8 1,25 ml
H2Opigest 3,05 ml
APS (30%) 12,5 ul
TEMED (Roth) 5ul
Tabelle 4: Angaben zur Herstellung des Sammelgels.
10x SDS-Laufpuffer Kathodenpuffer, pH 7,6
Tris HCI, pH 8,3 250 mM 2g e-Aminohexansaure (Roth) 529
Glycin (Roth) 1,92 M Tris 3,04 g
SDS 1% (w/v) techn. Methanol (Roth) 200 ml

H2Obidest ad. 11
pH mit HCI auf 7,6 einstellen

Anodenpuffer I, pH 10,4 Anodenpuffer Il, pH 10,4
Tris 36,39 Tris 3,029
techn. Methanol 200 ml techn. Methanol 200 ml
Hzobidest ad. 1l Hzobidest ad. 11

pH mit HCI auf 10,4 einstellen

10x TBST

Tris/HCI, pH 8,0 100mM
NaCl 1,5M
Tween 20 0,05% (v/v)

pH mit HCI auf 10,4 einstellen
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B.8. Kraftmessung am glatten Muskel

Die isometrische Kraftentwicklung von Muskelpraparaten wurde mit induktiven Kraftmessern
(Myograph601, Danish Myo Technology www.dmt.dk) und Datenerfassungssystemen
durchgefuhrt. Unter isometrischen Bedingungen kann keine Verschiebung der
Myosinfilamente erfolgen und das Verengen des Gefalllumens der Ringmuskelpraparate

oder die Verklrzung des Muskels wird verhindert.
Es wurden sowohl Messungen an der Aorta thoracalis als auch am Jejunum durchgefuhrt.

Alle Versuche wurden an adulten Tieren im Alter von 6-10 Wochen, im Falle der ,Rescue”

Linien im Alter von 6-8 Wochen, durchgefiihrt.

B.8.1. Praparation

Mause wurden durch transzervicale Dislokation euthanasiert, und auf dem Rucken fixiert.
Die Aorta thoracalis bzw. das Jejunum wurde unter Vermeidung von Zug und Druck
entnommen und in einer mit Tyrode-Pufferlosung (auf 37°C vorgewarmt) geflllten
Petrischale von umgebenden Fett- und Bindegewebe befreit. Uber eine Kanlle wurde die
freipraparierte Aorta mit der Pufferldsung durchgesplilt und das Gefald in etwa 5 mm lange
Ringsegmente geschnitten. Das Endothel wurde durch mechanische Einwirkung zerstort,
indem eine gebogene KanUllenspitze vorsichtig entlang der inneren Gefalwand gezogen
wurde. Das Jejunum wurde mittels einer Spritze mit Tyrode durchspilt und in etwa 5 mm
lange Segmente geschnitten. An diese Segmente wurden zwei Schlaufen in Langsrichtung,

jeweils an gleicher Position am Anfang und Ende eines Segmentes, angenaht.

mM g/L
NaCl 137 8
KCI 5,4 0,4
CaCl, 1,8 0,265
MgCl, 1 0,2
NaHCO; 12 1
NaH,PO, 0,42 0,058
Glucose 5,6 1

Tabelle 5: Angabe zur Herstellung der Tyrode-L6sung zur Kontraktionsmessung. pH 7,4 (4°C).
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B.8.1.1.  Durchfiihrung der Versuche

Die Aortenpraparate wurden zur isometrischen Kraftmessung zwischen einem fixierten
Metallhaken und einem Kraftaufnehmer eingespannt. Jejunumpraparate wurden an den
angenahten Schlaufen eingehangt. Die mit 5 ml Tyrodelésung befiillten Organbader wurden
mit einer Heizung konstant auf 37 °C gehalten und mit Carbogen, einem Gasgemisch aus
95 % Sauerstoff und 5 % Kohlendioxid, begast. Somit konnte ein stabiler pH-Wert von 7,0

eingestellt werden.

Da die Kontraktionskraft durch a-Agonisten von der angelegten Vordehnung des Muskels
abhangig ist (Aalkjaer et al., 1983), wurde vor jeder Messung eine definierte Vordehnung

(zwischen 2 und 5 mN) vorgenommen.

AnschlielRend wurden die Aortenringe und Jejunumsegmente im Organbad aquilibriert. Nach
Erreichen des stabilen Ausgangsniveaus wurde mit den Kontraktionsversuchen begonnen.
Durch Zugabe des a-Adrenorezeptor-Agonisten Phenylephrin (3 pM) wurde ein stabiler
Tonus der Aortenpraparate erzeugt. Zur Gewahrleistung einer vollstandig unterdriickten NO-
Synthaseaktivitdt im Endothel wurde 100 uM des eNOS-Inhibitors N,-Nitro-L-Arginin-
methylester (L-NAME, 100 uM) appliziert.

Bei Jejunumpraparaten erfolgte die Erzeugung des Tonus durch Zugabe von Carbachol
(10 uM).

Zur Erstellung einer Konzentrations-Wirkungs-Kurve (KWK) wurden kumulativ steigende
Konzentrationen des membrangangigen cGMP-Analogons 8-Br-cGMP auf den stabilen

Tonus gegeben. Die Gesamt-Messzeit lag zwischen ca. 40 und ca 330 Minuten.

Stammlésungen:
Phenylephrin-Stamml6ésung:

Phenylephrin 1 mM, geldst in H,Opiqest, lagern bei 4°C

Carbachol-Stamml6sung:

Carbachol 1 mM, gel6st in HoOpigest, lagern bei 4°C

L-NAME-Stammlésung:
L-NAME 100mM, gelést in H2Opigest, lagern bei (-20°C)

IBMX-Stammloésung (3-Isobutyl-1-methylxanthin):
IBMX 100mM, geldst in DMSO, lagern bei (-20 °C)
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B.8.2. Auswertung der Versuche

Alle Experimente wurden mit Hilfe der Software Origin 6.1 und der Software GraphPad Prism
4.0 (GraphPad Software) ausgewertet. Das Maximum der Phenyleprin- bzw. Carbachol-
induzierten Kontraktion wurde als Bezugspunkt gleich 100% gesetzt. Zur Definition des
Nullbezugspunkts wurden die Praparate nach jeder Messreihe mit dem
Phosphodiesteraseinhibitor IBMX (100 pM) maximal relaxiert. Die durch Zugabe einer
bestimmten Konzentration 8-Br-cGMP bewirkte Relaxierung wurde als prozentualer Anteil

dieser Maximalrelaxierung bestimmt.

B.8.3. Statistische Methoden

Alle Ergebnisse in dieser Arbeit sind als Original-Registrierung oder Mittelwert + SEM
dargestellt. Die statistische Signifikanz der Daten wurde mit dem Student’s t-Test flr
ungepaarte Daten berechnet, wobei n die Anzahl der Messwerte angibt. Der Student’s t-Test
dient zum Vergleich zweier Mittelwerte aus normalverteilten Grundgesamtheiten. Ein
Sternchen (%) zeigt einen statistisch signifikanten Unterschied zwischen zwei Mittelwerten
an. Irrtumswahrscheinlichkeiten sind in p angegeben, wobei p< 0,05 signifikant (%), p< 0,01
sehr signifikant (%%*) und p< 0,001 (*% %) extrem signifikant bedeutet. Die Berechnungen
der Signifikanz, des Mittelwerts und der Standardabweichung wurden mit Hilfe von

GraphPad Prism 4.0 erstellt, wobei n die Anzahl der untersuchten Praparate angibt.

B.9. Erstellen einer Uberlebenskurve nach Kaplan-Meier

Zum Vergleich der Lebenserwartung konventioneller cGKI”~ mit SM-lo. bzw. SM-IB ,Rescue®
Tieren, wurde Geburt und Todeszeitpunkt einer Anzahl an Tieren jedes Genotyps
festgehalten. Die ermittelten Uberlebensdaten in Wochen wurden mit Hilfe des Programms

Prism 4.0 statistisch ausgewertet und eine Kaplan-Meier Kurve erstellt.

B.10. Gewichtsanalyse

Um Unterschiede in den Gewichten der ,Rescue‘ Mause und cGKI” M&use im Vergleich zu
Kontrolltieren (CTR) zu erhalten, wurden mehrere Wirfe sowohl im Alter von 2 Wochen als
auch von 10 Wochen gewogen. Die gemittelte Masse der CTR eines Wurfes wurden gleich

100% gesetzt, die anderen Massen als Prozent dieser Werte bestimmt.
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C. Ergebnisse

C.1. Expression der cGKl-Isoformen cGKla/p unter der Kontrolle
des SM22q-Promotors (Generierung der SM-lo. und SM-I3
Mauslinien)

Die Glattmuskel-spezifische (Uber-)expression einer der beiden Isoformen der cGKI sollte
unter Verwendung des Glattmuskel-spezifischen SM22a-Promotors erzielt werden. Bereits
im Jahr 2000 wurde erfolgreich eine transgene Mauslinie unter Verwendung dieses
Promotors generiert (Kuhbandner et al., 2000 und 2001), der stark und selektiv in visceralen

und vaskularen glatten Muskelzellen aktiviert wird (Solway et al., 1995; Li et al., 1996).
C.11. Eigenschaften und Konstruktion der ,, Targeting“-Vektoren

Um die beiden Isoformen der cGKI unter der Kontrolle des SM22a-Promotors in glatten
Muskelzellen zu exprimieren, wurden zwei ,Targeting“-Vektoren (pSM-cGKla und pSM-
cGKIp) durch Integration der jeweiligen cGKI-cDNS-Sequenz, eines daran fusionierten SV40
pA-Signals und eines neo-Gens in den SM22a-Genort konstruiert. Die cGKI-cDNS-Sequenz
wurde direkt an das SM22a-Translationsstartcodon fusioniert. Zusatzlich erfolgte der Einbau
eines tk-Gens 3 terminal des 3’homologen Arms.

Analog wurden zwei weitere ,Targeting“-Vektoren mit Fusion einer EGFP-Kassette an die
jeweilige Isoform der cGKI generiert (0SM-cGKIa-EGFP und pSM-cGKIS-EGFP). Mit Hilfe
dieser ,Targeting“-Vektoren sollen zu einem spateren Zeitpunkt Mauslinien erzeugt werden,

bei denen die cGKl-Isoformen durch das EGFP-Protein markiert sind.



Ergebnisse 45

Die ,Targeting“-Vektoren (Abb. 8) wurden wie folgt konstruiert:

1) Einfuihrung einer Sphl Schnittstelle in den Aminoterminus der beiden cGKI-
Isoformen und Generierung der Plasmide pla-N-term (Sphl) sowie pl-N-term (Sphl)
Die jeweilige bovine cDNS-Sequenz beider cGKl-Isoformen lag bereits in den Vektoren
pUCla. sowie pcDNAGJ/IB subkloniert vor (B.1.). Mittels PCR und den Primerpaaren
RF146/VQ184 (la Isoform) und RF147/RF148 (I Isoform) wurde am jeweiligen Start ATG
eine Sphl Schnittstelle eingefiihrt (B.4). Dabei wurde ein Aminosaurenaustausch
durchgefuhrt. So wurde im Falle des Aminoterminus la das Serin 2 in ein Arginin
umgewandelt (Basentriplett AGC in CGC umgewandelt). Im Aminoterminus I wurde das
Glycin 2 gegen ein Arginin ersetzt (Basentriplett GGC in CGC umgewandelt). Zusatzlich
wurde beim Aminoterminus der Ip-Isoform eine Bglll Schnittstelle tber eine stille Mutation
am flr das Lysin 106 kodierenden Triplett eingefiihrt (Basentriplett AAG in AAA
umgewandelt). Ebenso entstanden im Aminoterminus der cGKla-Isoform zwei stille
Mutationen am fiir das Prolin 48 und Valin 49 kodierenden Triplett (Mutation von CCC in
CCG bzw. GTG in GTA).

Uber die eingefiihrten Schnittstellen wurden die gereinigten PCR-Amplifikate in den Vektor
pCreER(GR)L (B.1.) ligiert (B.3.7.), wodurch die Plasmide pla-N-term(Sphl) sowie plS-N-
term(Sphl) entstanden.

2) Einbau der cGKI-Common-Region (sowie der cGKI-EGFP cDNS) in die pla-N-
term(Sphl) bzw. pIp-N-term(Sphl) Plasmide

Der Einbau der cGKI-Common-Region (zuvor aus pUCla Uber die Schnittstellen Bglll und
EcoRl isoliert; 1,8 kb) in die Vektoren pla-N-term(Sphl) und plp-N-term(Sphl) erfolgte Gber
die Schnittstellen Bglll und EcoRI (B.3.4.). Die erhaltenen Plasmide, welche die vollstandige
cDNS-Sequenz der jeweiligen cGKlI-Isoform beinhalteten, wurden als pla(Sphl) bzw.
plB(Sphl) bezeichnet (5,2 bzw. 5,3 kb).

Aus dem Plasmid pCMV-cGKlaFL-EGFP (mit Fusion der EGFP-cDNS an die cGKla cDNS,
(B.1.)) wurde Uber die Schnittstellen Bglll und Notl ein Fragment der cGKI-Common-Region
und daran fusioniertem EGFP isoliert. Dieses Fragment wurde nach Umwandlung der Notl
Schnittstelle in eine komplett basengepaarte Schnittstelle (Uber T4-polish, (B.3.5.)) in die
Vektoren pla-N-term(Sphl) und plp-N-term(Sphl) ligiert (Uber die Bglll und EcoRI
Schnittstellen, nach T4-polish der EcoRl Schnittstelle). Die beiden erhaltenen Plasmide
wurden als pla-EGFP(Sphl) bzw plp-EGFP(Sphl) bezeichnet (5,9 bzw. 6 kb).
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3) Einbau des 5 -Arms des SM22q-Genortes

Aus dem Plasmid pUC18-SMcentral (B.1.) wurde der 5’Arm des SM22a-Genorts als Sphl-
Fragment (4,5 kb) isoliert. Dieses Fragment wurde nach Restriktionsverdau in die unter
Punkt 2 generierten Plasmide, nach deren Restriktionsverdau mit Sphl und
Dephosphorylierung (B.3.6), ligiert. Erhaltene Plasmide mit richtiger Orientierung des Inserts
wurden als pSM5"-la (9,7 kb), pSM5°-13 (9,8 kb), pSM5°-la-EGFP (10,4 kb) und pSM5°-13-
EGFP (10,5 kb) bezeichnet.

4) Vervolistandigen der ,Targeting“-Vektoren durch Hinzufigen des 3'-Arms des
SM22a-Genortes sowie der Selektionskasetten

In dem Plasmid pSM3" (B.1.) lag der 3'-Arm des SM22o-Genortes sowie die zur
Durchfiihrung des ES-Zell-,Targetings“ bendtigten Selektionsmarker subkloniert vor. Uber
die Schnittstellen Ascl und Xhol des Plasmids pSM3" sollten die zuvor generierten Ascl/Sall
Fragmente der pSM5’-Plasmide als Insert eingebaut werden. Aufgrund einer nicht
charakterisierten Verunreinigung in der Grofe des zu ligierenden Inserts traten zunachst
Probleme bei diesem Ligationsschritt auf. Da in den gewlinschten Inserts keine Asel
Schnittstelle vorhanden ist, konnte durch einen zusatzlichen Verdau mit Asel die
Verunreinigung geschnitten und damit das Problem behoben werden. Nach diesem
zusatzlichen Restriktionsschritt wurden Klone mit korrekter Integration der Inserts in das
Plasmid pSM3" erhalten, wodurch die ,Targeting“-Vektoren pSM-cGKla (15 kb), pSM-cGKIfS
(15,1 kb) , pSM-cGKla-EGFP (15,7 kb) und pSM-cGKIp-EGFP (15,8 kb) generiert wurden.

Die Integritat der Plasmide wurde durch Restriktions-Analyse und Sequenzierung Uberpruft.
Verwendete Restriktionsenzyme und Primer sind im Anhang Tabelle F1 aufgelistet. In Abb. 7
sind exemplarisch anhand der Plasmide pSM-cGKla und pSM-cGKla-EGFP durchgeflihrte
Restriktions-Analysen dargestellt. Die erhaltenen Fragmentgroflen stimmten mit den

erwarteten Groflen lberein.
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Abb. 7: Restriktions-Analyse. Anhand der Plasmide pSM-cGKla (A) und pSM-cGKla-EGFP (B)
sind beispielhaft die durchgefihrten Restriktions-Analysen gezeigt. Aufgetragen wurde jeweils un-
geschnittenes Plasmid (¢) sowie ein Aliquot der jeweiligen Restriktions-Ansatze.

In Abb.8 ist die ,Targeting“-Strategie zur Modifikation des SM22a-Genortes dargestellt.
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Abb. 8: Aufbau der ,, Targeting“-Vektoren. Dargestellt ist der SM22a-WT Genort, die ,Targeting” -
Vektoren sowie der modifizierte Genort nach korrekter Integration (Knock-in Allel). Zusatzlich sind
Schnittstellen wichtiger Restriktionsenzyme sowie die Southernblot-Strategie zum Nachweis der
korrekten Integration dargestellt (siehe B.6.). Weitere Erklarung im Text.
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C.A1.2. Genetische Modifikation von ES-Zellen

Nach erfolgreicher Konstruktion der ,Targeting“-Vektoren erfolgte das sog. ,Gene Targeting*
in ES-Zellen der Maus (B.7.). Zur Generierung der Mausmutanten wurden R1 ES-Zellen des
Mausstamms 129/Sv eingesetzt. Die Zellen befanden sich zu Beginn des ,Targetings® in der
Passage 15 und wurden zunachst wie in B.7.4.2. beschrieben kultiviert. Zur Elektroporation
(B.7.5.3.) wurden jeweils 50 ug der ,Targeting“-Vektoren (C.1.1.) mit Ascl linearisiert und wie
unter B.3.2 beschrieben vorbereitet. Nach Selektion mit G418 (B.7.5.4.) und Ganc (B.7.5.5.)
wurden resistente Klone ca. eine Woche nach Elektroporation isoliert (B.7.5.6.). Bei jedem
,Gene Targeting® wurden zwischen 400 und 700 Kolonien isoliert, in 96-Loch Platten

Uberfiihrt und wie in B.7.5.7. beschrieben eingefroren sowie zur DNA Analyse aufbereitet.

Zur Generierung der SM-la Linie wurde das ,Gene Targeting“ 2 mal, im Falle der SM-If Linie
3 mal wiederholt, um genligend genetisch modifizierte ES-Zellen zur nachfolgenden Injektion

in Blastozysten zu erhalten (Tabelle 6).

C.1.21. Analyse der ES-Zellklone durch PCR

Um ES-Zellen zu finden, bei denen eine Integration der gewilinschten Mutation durch
homologe Rekombination im SM22o-Genort stattgefunden hatte, wurden zunachst alle
isolierten ES-Zell-Klone mittels einer PCR-Strategie analysiert, bei welcher der 3’-Arm
Uberpruft wurde. Abb. 9 gibt die durchgefuhrte PCR-Strategie wieder. Lediglich bei
erfolgreicher homologer Rekombination in den SM22a-Genort ist eine 1,8 kb Bande
amplifizierbar. Diese Strategie eignete sich zur Identifizierung aller in dieser Arbeit

generierter SM22a-Knock-in Allele, unabhangig von der eingeflihrten cGKI-Isoform.

QY83 1,8 kb _—RF85

EcoRV  EcoRl ATG sphi EcoRl EcoRV EcoRV
Bghi n

SM22a-Knock-in | — Ij
Allel g 'H
E1 AE2 T AE2E3E4 E5

Abb. 9: PCR-Strategie zur Analyse von ES-Zell-Klonen am 3°-Arm. Mit den Primern QY83 und
RF85 kann bei richtiger Integration in den SM22a-Genort ein 1,8 kb grofles Amplifikat erzeugt werden.

=

Am 3°Arm positiv gestestete Klone wurden zusatzlich am 5°-Arm mittels einer sog. ,long-
range“ PCR Uberprift. Abb. 10 erklart die dabei durchgefiihrte Strategie. Da der Primer
VQ184 in der Common-Region der cGKIl anlagert, konnte auch diese Strategie fir alle

SM22a-Knock-in Allele verwendet werden.
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Abbildung 10: ,Long Range“ PCR-Strategie zur Analyse von ES-Zell-Klonen am 5°-Arm. Mit
den Primern RF57 und VQ184 kann bei richtiger Integration in den SM22a-Genort ein 4,5 kb groRes
Amplifikat erzeugt werden.

Abb. 11 zeigt exemplarisch durchgefiihrte PCR-Analysen G418/Ganc-resistenter ES-Zell-
Klone (G418%/Ganc®). Bei Uberpriifung des 3'-Arms konnte in diesem Beispiel der SM-la
Klon 9-12G identifiziert werden (A). Als Positiv-Kontrolle (ctr) konnte DNS von ES-Zellen der
SM-KI Mauslinie verwendet werden (Kuhbandner et al., 2000 und 2001), die mit der
durchgeflhrten Strategie ebenfalls ein 1,8 kb grolRes PCR-Amplifikat erzeugt. 3 -positiv
getestete Klone wurden zusatzlich am 5°-Arm Uberprift (B). Hier am Beispiel der SM-la
Klone 9-12G, 10-2F und 10-2G gezeigt.

A SM-lo. G418%/Ganc® ES-Zell-Klone
ctr ctr 9-12G

richtig
rekombinierter
Klon, 1,8 kb

B 3'-positiv getestete ES-Zell-Klone
9-12G 10-2F 10-2G
— richtig
— o
—— “ rekombinierte
Klone, 4,5 kb

Abb. 11: Beispiel zweier PCR-Analysen der ES-Zell-Klone. (A) Uberpriifung G148%/Ganc® ES-
Zell-Klone am 3’-Arm. Der Klon 9-12G konnte als richtig rekombiniert erkannt werden. (B)
Uberpriifung 3'-positiver ES-Zell-Klone am 5°-Arm (gezeigt sind die SM-la. Klone 9-12G, 10-2F und
10-2G) Weitere Erklarung im Text.

Alle durch PCR-Analyse charakterisierten Klone mit erfolgreicher Integration des

modifizierten Gens sind nachfolgend tabellarisch zusammengefasst (Tabelle 6).
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»rargeting“-Vektor Klon »rargeting®
pSM-cGKla 10-2F 2
10-12G 2
9-12G 2
pSM-cGKIp 3-11D 2
3-10E 2

Tabelle 6: Zusammenstellung aller ES-Zell-Klone mit erfolgreicher Integration der cGKla, bzw.
cGKIp cDNS in den endogenen SM22a-Genort.

Cc.1.2.2. Analyse der ES-Zell-Klone durch Southernblot-Hybridisierung mittels
einer 3’-Sonde

Durch PCR-Analyse identifizierte Klone wurden zusatzlich per Southernblot-Hybridisierung

mittels einer 3°-Sonde hinsichtlich korrekter homologer Rekombination Uberprift. Dazu

wurde die DNS wie unter B.6.1. beschrieben isoliert und nach Restriktionsverdau mit EcoRV

durch Agarosegelelektrophorese und Southernblot-Hybridisierung analysiert (B.6.). Als

Sonde wurde ein 130 bp grofRes Pstl Fragment des SM22a-Genorts verwendet.

Im WT detektiert diese Sonde ein 9 kb grol3es Fragment des SM22a-Gens. Nach Integration
des modifizierten Gens entsteht durch Vorhandensein einer zusatzlichen EcoRV Schnittstelle
ein 1,9 kb groRes Fragment. ES-Zell-Klone mit einer korrekten Integration der gewunschten
Mutation sollten nach der Southernblot-Hybridisierung zwei Banden zeigen, eine 9 kb grol3e
Bande des WT-Allels sowie die 1,9 kb groRe Bande des veranderten Allels. Da die
durchgefiihrte Southernblot-Hybridisierung mittels einer 3’-Sonde einen Bereich Gberprift, in
dem sich die SM-la. und SM-IB Klone entsprechen, kann diese Methode flr beide Linien

eingesetzt werden.

In Abb. 12 ist die Southernblot-Strategie dargestellt. Abb. 13 zeigt die erfolgreiche
Southernblot-Analyse der beiden Klone 10-12G und 3-10E. Aus diesen Klonen wurden

spater die SM-la. und SM-I Linien generiert.



Ergebnisse

51
1
Sonde i
-
EcoRV EcoRl ATG EcoRV
SM22a-WT | I
Allel |
U
E1 E2E3 E4 ES
p— 9kb |
Sonde
EcoRV  EcoRl ATG spni EcoRl EcoRV EcoRV
) Bghl Sah |
SM22a-Knock-in | [ fl H_‘j_
Allel U a“
E1 AE2 AE2E3E4 E5
F—18kb —

Abb. 12: Southernblot-Strategie. Nachweis der korrekten Integration in den SM22a-Genort.

Weitere Erklarung im Text.

WT SM-la. SM-IB
10-12G 3-10E
- <«— 9kb
<— 1,8 kb

Abb. 13: Beispiel einer Southernblot-Analyse. Gezeigt ist die Analyse der Klone 10-12G und
3-10E sowie eines WT-Klons. Die 1,8 kb grofle Bande bestatigt die erfolgreiche Integration der

genetischen Modifikation in den SM22a-Genort.
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C.1.3. Injektion der ES-Zellen in Blastozysten und Generierung
chimarer Mause

Positiv modifizierte Klone aller ES-Zell-,Targetings® wurden in Kultur genommen und fiir die

Injektion in Blastozysten vorbereitet (B.7.7.). Zum Zeitpunkt der Injektion befanden sich die

ES-Zell-Klone in der Passage 21-23. Injiziierte Blastozysten wurden in Ammenmdtter

reimplantiert und von diesen ausgetragen.

Chimare Mause besitzen einen Anteil an Zellen, der aus Blastozysten der schwarzen
Spendertiere C57BL/6 hervorgegangen ist, sowie einen Anteil der verwendeten ES-Zellen
aus agouti-farbenen 129/Sv Mausen. Dieser prozentuale Anteil und der Grad der Chimaritat
kann am Fell der Chimaren abgelesen werden.

Tabelle 7 zeigt eine genaue Auflistung injizierter Blastozysten, die Anzahl erhaltener

Chimaren und den Grad der jeweiligen Chimaritat.

»1argeting“- Klon Anzahl inj. Anzahl der Anzahl der Grad der
Vektor Blastozysten =~ Nachkommen Chimaren  Chimaritat [%]
pSM-cGKlo.  10-2F 20 9 4 5-90
10-12G 15 10 5 5-90
9-12G 13 5 4 80-90
pSM-cGKIB  3-11D 30 6 2 10-90
3-10E 21 11 6 5-90

Tabelle 7: Zusammenstellung generierter Chiméaren. Tabellarische Auflistung genetisch
modifizierter ES-Zell-Klone mit jeweiliger Anzahl injizierter Blastozysten, erhaltener Nachkommen und
Anzahl generierter Chimaren sowie Grad der Chimaritat.

C14. Testen der Chimaren auf Keimbahntransmission

Zum Testen der ,Keimbahngangigkeit® (B.7.8.) wurden alle mannlichen Chimaren
durchnummeriert (genaue Zuordnung der Nachkommen) und mit C57BL/6 Weibchen
verpaart. Da agouti dominant Gber schwarz vererbt wird, kann das modifizierte Gen nicht an
Nachkommen mit schwarzem Fell weitergegeben worden sein. Agouti-farbene Nachkommen
jedoch besitzen ein Allel des 129/Sv Genoms und zeigen somit die ,Keimbahngangigkeit* an.
Agouti-farbene Mause mussen weiter analysiert werden, ob bezlglich der eingeflhrten
genetischen Veranderung das WT (+) oder das mutierte (-) Allel von der Chimare

weitervererbt wurde (C.1.5.).
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In Tabelle 8 sind alle ES-Zell-Klone, die daraus generierten Chimaren sowie ihre

.Keimbahngangigkeit“ aufgelistet.

Chimare Graddes  Keimbahn-
Klon

»Targeting“- Nr. Chimarismus  gangigkeit*
Vektor [%]

pSM-cGKIg  3-11D 1 90 nein
2 10 nein

pSM-cGKlo.  10-2F 3 20 ja
4 90 nein
5 5 nein

10-12G 6 20 ja
7 60 nein
8 90 ja Linien-Etablierung
9 70 nein
9-12G 10 90 nein

11 90 nein
12 90 nein
13 80 nein

pSM-cGKIp  3-10E 14 90 ja
15 90 ja Linien-Etablierung
16 70 ja
17 70 ja
18 5 nein

Tabelle 8: Auflistung aller Chimaren und Zuordnung zum jeweiligen ES-Zell-Klon. ES-Zell-
Klone mit bewiesener ,Keimbahngangigkeit® sind dick unterlegt. Chimadre 8 und 15 (rot
hervorgehoben) wurden spater zur Etablierung der Linien verwendet.
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C.1.5. Genotypisierung agouti-farbener Nachkommen

Zur Ildentifizierung von Nachkommen, bei denen das mutierte (-)-Allel und nicht das WT (+)-
Allel von der Chimare weitervererbt wurde, erfolgte durch eine Isoform-spezifische PCR
Analyse. Neben dem SM22a-WT-Genort wurde eine Koamplifikation des jeweiligen
mutierten Genorts durchgefiihrt. Die PCR-Strategien sind in Abb. 14 dargestellt. Die zur

Genotypisierung benotigte DNS wurde aus Schwanzgewebe der Mause isoliert (B.7.10.1.).

EcoRV  EcoRl RF67_ATG RF90
SM220-WT | | N tl_l]_l]_l]_ RF67+RF90:
Allel 1] 276 bp
E1 E2E3E4 ES5
EcoRV EcoRl ATG
SM-lo RF67 ATG SW1
Knock-in | I " _[H]_I:I_ RF67+SW1:
Allel . s
E1 AE2E3E4 E5
EcoRV EcoRl ATG
SM-Ip ] ' RF67 ATC SW8
Krinakii | B RF67+SW8:
U | | 195 bp
Allel E1
AE2E3E4 E5

Abb. 14: Isoform-spezifische PCR-Strategien zur Genotypisierung der SM-la/f Mause. Im
SM220-WT Allel erzeugt das Primer Paar RF67 und RF90 ein 276 bp grofles Amplifikat. Die Primer
RF67 und SW1 generieren im SM-la. Knock-in Allel ein 183 bp groRes Amplifikat. Das SM-I Knock-in
Allel kann durch ein 195 bp groRes Amplifikat mit den Primern RF67 und SW8 nachgewiesen werden.

A SM-la. ES-Klone F1-Generation

H,O +/+ +/- +/- +|- ++ +/- +]- +/+ ++ +/+ +/+

w
+.-.!---ﬂ---
. =

= SM-Ip3 ES-Klone F1-Generation

H,O +/+ +/- +[- +[- +[- +[+ +[+ +/+ +[+ +/+ +[+ +[- +[- +/-

+ D - - S B S e .

Abb. 15: Beispiele durchgefiihrter Genotypisierungen. Gezeigt sind Analysen der F1-Generation
generierter Mause der (A) SM-la. und (B) SM-I Linien. Sowohl in (A) als auch in (B) erfolgte eine
Koamplifikation des SM22a-WT Allels und des jeweiligen modifizierten Allels. WT DNS (+/+) erzeugte
jeweils nur eine 276 groRe Bande (+), heterozygot veranderte DNS generierte zusatzlich eine Bande
(-) von 183 bp (SM-la) bzw. 195 bp (SM-IB). ES-Klone wurden als ctr verwendet.
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Nachdem durch PCR-Analyse die Existenz heterozygoter (+/-) SM-la bzw. SM-If
Nachkommen gezeigt werden konnte, wurden flr beide Genotypen je ein
Chimarenmannchen mit bewiesener Keimbahngangigkeit ausgewahlt und mit diesen die
Linien begrindet. Die SM-la Linie wurde aus Chimare Nummer 8 und die SM-If Linie aus
Chimare Nummer 15 etabliert (Tabelle 8). Durch Verpaaren dieser Chimaren mit 129/Sv
Weibchen wurden Nachkommen mit reinem 129/Sv Hintergrund geziichtet. Nachkommen
aus Verpaarungen mit C57BL/6 Weibchen wurden zur Erzeugung einer kongenen Linie
durch Ruckkreuzung verwendet. Zum Zeitpunkt des Erstellens dieser Arbeit war bereits

funfmal rickgekreuzt worden.

Nach Verpaarung heterozygoter SM-la/-If Tiere wurden homozygote (+/+ und -/-) und
heterozygote Nachkommen im Mendelschen Verhaltnis geboren (Daten nicht gezeigt). Die
Erzeugung homozygoter SM-la/p Tiere bestatigte erneut die Integration der cGKla/B-cDNS-
Sequenzen in den SM22a-Genort.
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C.2. Analyse der SM-la. und SM-I Mauslinien

C.2.1. RNS Analyse der genetisch modifizierten SM-lo/If Mause

Die Expression von cGKla oder cGKIp in glatten Muskelzellen unter der Kontrolle des
SM22a-Promotors wurde zunachst auf mRNS Ebene durch RT-PCR-Analyse untersucht.
Dazu wurden Tieren jeder Mauslinie Gewebe mit groRem Anteil glatter Muskelzellen
entnommen und daraus RNS wie unter B.7.10.2 beschrieben gewonnen. Zusatzlich wurde
RNS aus Cerebellum als Negativkontrolle (keine glatten Muskelzellen) untersucht, sowie die
Aorta von WT Mausen analysiert. Fir jede Mauslinie wurde eine geeignete RT-PCR
Strategie etabliert, wobei eine Koamplifikation der SM22a-WT RNS und der jeweiligen
modifizierten RNS erfolgte.

EcorRV  EcoRt RF10 ATG RF85
SM220-WT I iﬂ ' )
E1 E2E3E4 E5
RF103. _RF85
SM220-WT RF103+RF85:
mRNS 624 bp
E1E2E3E4ES5
Ry BN RE103, ATG SW12
B SM-la. Knock-in | | N
Allel U .
E1 AE2 AE2E3 E4 E5

RF103_ _SW12

SM-la. Knock-in I]l RF103+SW12:
mRNS 110 bp

E1AE2

EcoRV EcoRl RF1 0 ATG W38
SM-1B Knock-in | | i|'| =
C Allel i neo
E1 AE2 AE2E3E4 E5
RF103, _sws
SM-If Knock-in RF103+SWS8:
mRNS 148 bp

ENE2

Abb. 16: RT-PCR-Strategie zur Koamplifikation der SM22o-WT mRNS und der jeweiligen
Knock-in RNS. (A) SM220-WT Allel und SM22a-WT RNS, mit Primer Paar RF103 und RF85 entsteht
ein 624 bp groBes Amplifikat. (B) SM-la. Knock-in Allel sowie SM-lo. Knock-in mRNS, mit Primern
RF103 und SW12 ensteht ein 110 bp groRes Amplifikat. (C) SM-IB Knock-in Allel und SM-I3 mRNS,
Primer RF103 und SW8 bilden ein 148 bp groRes Amplifikat.
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A WT SM-la
H,O Aorta Aorta Colon Blase Gehirn
T
= -
—S R E
Fan B e | — SM-la
110 bp
B WT SM-Ip
H,O Aorta Aorta Colon Blase Gehirn
—
SM22-WT
™. “ 624 bp
SM-IB
e pmem e 148 bp

Abb. 17: RT-PCR-Analyse. Koamplifikation der SM220-WT RNS und SM-la/IB mRNS spezifisch in
Geweben heterozygoter SM-la/B Tiere mit hohem Anteil glatter Muskulatur. (A) SM-la spezifische RT-
PCR. (B) SM-IB spezifische RT-PCR. Weitere Erklarung im Text.

Die RT-PCR-Analyse heterozygoter SM-la/f Tiere zeigt bei beiden Linien die Bildung
modifizierter RNS in Geweben, in denen der SM22a-Promotor aktiv ist (Aorta, Blase, Colon).
Dort konnte neben einer Amplifikation der SM22a-WT RNS auch eine Bande der
modifizierten RNS detektiert werden. Im Cerebellum, indem der SM22o-Promotor nicht aktiv
ist, wurde weder die SM22a-WT RNS noch die modifizierte RNS amplifiziert. In der Aorta
von WT Mausen konnte einzig eine SM22a-WT Bande amplifiziert werden. Eine
Sequenzanalyse der Amplifikate der ,Knock-in“ RNS zeigte sowohl fir die SM-la als auch

die SM-IB Linie, dass korrektes Spleilten von Exon 1 auf AExon 2 stattfand.

A E1 AE2 cCGKla

Abb. 18:Sequenzanalyse der SM-la/f Knock-in mRNS mit Primer RF103. (A) Sequenzierung des
SM-loo mRNS Amplifikats (Colon), sieche Abb. 17-A (B) Sequenzierung des SM-Ip RNS Amplifikats
(Colon), siehe Abb.17-B.
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C.2.2. Analyse der Proteinexpression in SM-la/If Mausen mittels
Westernblot

Die Expression von cGKla/p Protein in glatten Muskelzellen unter der Kontrolle des SM22a-
Promotors wurde mittels Westernblot-Analyse untersucht.

Von heterozygoten Mausen beider Linien wurde Protein aus Geweben mit hohem Anteil
glatter Muskelzellen isoliert (Aorta, Blase, Jejunum und Colon) und die cGKI-Expression mit
einer WT Maus verglichen. Dafur wurde ein cGKI-common-Antikorper (cGKlem) verwendet,
der beide Isoformen der cGKI erkennt. Mittels Isoform-spezifischer cGKI-Antikérpern konnte
zusatzlich der jeweilige Anteil beider Isoformen untersucht werden.

Aus Gehirn gewonnenes Protein diente als Negativkontrolle. Hier war aufgrund fehlender
Aktivitdt des SM22a-Promotors keine erhdhte Expression im Vergleich zum WT zu erwarten.
Die verwendeten Antikorper wurden zuvor auf ihre Funktionalitdit und Spezifitat hin
untersucht. Dazu wurde jeder Antikérper mit Protein aus dem Gehirn einer WT Maus (+/+)
sowie Protein aus dem Gehirn einer cGKI” Maus getestet. Mit WT Protein erzeugten alle
Antikdrper ein cGKI-Signal, wahrend im Falle der cGKI”™ Maus kein cGKI Protein detektiert
wurde. Anhand gereinigter Proben cGKla/p Proteins (freundlicherweise von Herrn PD Dr.
Schlossmann zur Verfligung gestellt) konnte zusatzlich die Selektivitdt der Isoform-

spezifischen Antikorper gezeigt werden (Abb.19 (A)).
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A Gehirn  gereinigtes
Protein
Antikdrper ~ WT ¢GKI* cGKla cGKIB
CGKl. | -—
cGKla — |
COKIB | e -—
B Aorta Jejunum Colon Blase Gehirn
Antikérper  WT SM-la. SM-Ip WT SM-lo. SM-Ip WT SM-la. SM-Ip - WT SM-la. SM-Ip WT SM-la. SM-I
CGKI,,, | =— > F--' -.- — . - —— —
oGl | == > - | |~ o [ | = ) o [ [l || - -
cGKIp | Y | |~ e —| |- | (- || — -

Abb. 19: Westernblot-Analyse der cGKI Expression in SM-lo/B Mausen. (A) Test eingesetzter
Antikorper, aufgetragen wurden 30 pg Protein aus Gehirn und 4 ng gereinigtes Protein. Verwendet
wurden die Isoform-spezifischen Antikdrper der Firma Santa Cruz. (B) Aufgetragen wurden jeweils 30
ug Protein aus Geweben von WT Mausen, heterozygoten SM-la. und SM-IP Tieren. Weitere Erklarung
im Text.

Die Westernblot-Analyse zeigte in den SM-la/SM-IB Linien eine erhdhte cGKI-Expression in
Geweben mit hohem Anteil glatter Muskelzellen (deutlich verstarkte Bande mit cGKleon-
Antikérper in Aorta, Colon, Blase und weniger verstarkte Bande in Jejunum). Die
Verwendung Isoform-spezifischer Antikdrper (Santa Cruz) bestatigte, dass in der SM-la. Linie
in diesen Geweben eine erhdhte Expression der cGKla-Isoform erfolgt, wahrend die
Expression der cGKIB-Isoform nicht beeintrachtigt wird und sich nicht von der im WT
unterscheidet (verstarkte Bande mit cGKla-spezifischem Antikdrper in Aorta, Jejunum, Colon
und Blase; keine verstarkte Bande mit cGKIp-spezifischem Antikorper). In der SM-IB Linie gilt
dies analog, hier wird die cGKIp-Isoform in glatten Muskelzellen Uberexprimiert, wahrend die

Expression der cGKla-Isoform unverandert bleibt.

Im Gehirn der SM-lo/p Tiere konnte keine erhéhte Bildung der cGKI detektiert werden. Somit

konnte gezeigt werden, dass die Uberexpression der cGKl-Isoformen spezifisch in den
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glatten Muskelzellen der jeweiligen Mauslinie erfolgt. Dies bestéatigte die Kontrolle der

Expression durch den Glattmuskel-spezifischen SM22a-Promotor.

C.23. Weitere Untersuchungen an SM-la/ Tieren

Genetisch veranderte Tiere der SM-la. und SM-IB Linie wurden auch hinsichtlich Aussehen,
Groflle und Gewicht, Geburtenrate und Fertilitat untersucht (Daten nicht gezeigt). Dabei

zeigten sich keine Unterschiede zu WT Mausen.

C.24. Kraftmessungen an SM-la/f Mausen

Zur Analyse der Auswirkungen einer Uberexpression der cGKl-Isoformen in vivo wurden
Kraftmessungen an Jejunum und Aorten von SM-lo/p Tieren wie unter B.8. beschrieben
durchgefuhrt. Dabei wurde die relaxierende Wirkung des membrangangigen cGMP-
Analogons 8-Br-cGMP, die hauptsachlich durch die cGKI vermittelt wird, auf eine Hormon-

induzierte Kontraktion bestimmt.

C.24.1. Kraftmessung am Lingsmuskel des Jejunum

Nach Stimulation mit 10 uM Carbachol, einem gegen Acetylcholinesterasen resistenten
Muscarinrezeptor-Agonisten, und Einstellen eines stabilen Tonus, wurden durch kumulative
Zugabe von 8-Br-cGMP Konzentrations-Wirkungs-Kurven (KWKs) ermittelt. Dabei wurden
die Konzentrationen des zugegebenem 8-Br-cGMP derart erhdht, dass die bereits zuvor
applizierte Konzentration vernachlassigt werden konnte. Die Messungen erfolgten unter
Kenntnis des jeweiligen Genotyps der analysierten Tiere. In Abb. 20 sind beispielhaft fir jede
Mauslinie Originalregistrierungen gezeigt. Die gemessene Kraft wurde auf die Masse des
untersuchten Jejunumpraparates bezogen und in mN/mg angegeben, wobei die Masse der
Jejunumpraparate zwischen 7 und 13 mg lag. Zur Ermittlung der jeweiligen KWK wurden
Mehrfachbestimmungen durchgefiihrt und die erhaltenen Daten statistisch ausgewertet. In

Abb. 21 sind die ermittelten KWKs vergleichend aufgetragen.
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Abb. 20: Originalregistrierungen der 8-Br-cGMP vermittelten Relaxierung CCh-
vorkontrahierter Jejunummuskulatur von SM-la/f Mausen. (kumulative Zugabe steigender
Konzentrationen 8-Br-cGMP). Gemessen wurden Praparate von (A) WT sowie (B) heterozygoten SM-
la. und (C) heterozygoten SM-IB Mausen.

100-

80+

= 60
g O WT (n=3-12)
S 407 O SM-la (n=2-6)
20+ O SM-IB (n=2-5)

Q0
0-

9 8 7 6 5 4 -3
log [8-Br-cGMP]

Abb. 21: KWKs der 8-Br-cGMP vermittelten Relaxierung CCh- vorkontrahierter
Jejunummuskulatur von SM-la/B Mausen. Aufgetragen ist der verbleibende Tonus (in % der
Gesamtkontraktion) als Funktion der 8-Br-cGMP Konzentration. Gemessen wurden WT Mause
(schwarz, 10 Tiere untersucht), heterozygote SM-la. Mause (rot, 5 Tiere untersucht) und heterozygote
SM-IB Tiere (grin, 4 Tiere untersucht). (n= die Anzahl durchgefihrter Messungen eines
Messpunktes). Die ECso-Werte lagen zwischen 0,7x10° M (WT), 1,2x10° M (SM-la) und 1,3x10° M
(SM-IB).
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Ein Vergleich der erhaltenen KWKs zeigte keinen signifikanten Unterschied zwischen den
einzelnen Mauslinien. Die ECso-Werte von 8-Br-cGMP lagen zwischen 0,7x10° M und
1,3x10° M. Dies deutet darauf hin, dass im Jejunum die Uberexpression einer Isoform der
cGKiIl, die durch Westernblot-Analyse gezeigt werden konnte, keine Auswirkung auf die 8-Br-

cGMP vermittelte Relaxierung einer Hormon-stimulierten Kontraktion hat.

C.24.2. Kraftmessung an der Aorta

Erste Untersuchungen an Aorten der Uberexpressionslinien und Aorten von WT Mé&usen
wurden zusatzlich durchgefuhrt. Dazu wurden Aorten wie unter B.8.1. beschrieben
prapariert, mit 3 uM Phenylephrin (Phe) kontrahiert (unter zusatzlicher Hemmung der eNOS
durch L-NAME) und nach Einstellen eines stabilen Tonus mit 1 mM 8-Br-cGMP relaxiert. Die

Kraftmessung erfolgte unter Kenntnis des Genotyps der untersuchten Tiere.

In ersten Messungen relaxierten vorkontrahierte Aorten der SM-la/f Tiere durch 1 mM 8-Br-

cGMP starker als Aorten von WT Mausen.

Dieser Befund muss durch weitere Messungen jedoch erst bestatigt werden. Ebenso werden

kinftig weitere Versuche zur Ermittlung der KWKs durchgefihrt.
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C.3. Generierung und Analyse der ,,Rescue-Linien* unter
Verwendung der SM-la und SM-If Linien

Zur Untersuchung der Bedeutung der cGKI-Deletion im glatten Muskel an der Entstehung
des multiplen Phanotyps der cGKI” Tiere (A.4.4.), sollte eine sog. ,Rescue‘-Strategie
durchgefuhrt werden. Durch Einkreuzen der SM-loo oder SM-IB Linie in einen cGKI-
defizienten Hintergrund sollten Mause generiert werden, bei denen die Expression einer
Isoform der cGKI ausschlielllich im glatten Muskel wiederhergestellt ist. Dieser Gewebe-
spezifische ,Rescue” einer Isoform und eine vergleichende Analyse mit cGKI”™ Mé&usen
ermoglicht sowohl die Untersuchung der Bedeutung der cGKI im glatten Muskel, als auch

eine Isoform-spezifische Studie dieser Funktion.

SM-la ,Rescue” SM-IB ,,Rescue”

Abb. 22: Schematische Darstellung der cGKI Expression in SM-la/p ,,Rescue” Mausen. Nur
eine Isoform der cGKI wird ausschlief3lich in glatten Muskelzellen (SMC, grau unterlegte Ellipse) unter
der Kontrolle des SM22a-Promotors exprimiert. Das endogene cGKI-Gen war mutiert worden und
somit die cGKI-Expression in allen Zellen unterbunden (enodogener Genort durchgestrichen).

Zur Erzeugung des cGKI-defizienten Backgrounds wurden Mause verwendet, denen auf
einem Allel das Exon 10 der cGKI deletiert worden war. Diese cGKI/L- Mauslinie war zuvor in
der Arbeitsgruppe unter Herrn Prof. Dr. Feil generiert worden (Wegener et al., 2002).
Homozygote Trager dieser Deletion (-/-) koénnen keine funktionsfahige cGKI mehr
exprimieren (cGKI™).

Zur Generierung der ,Rescue” Mauslinien mussen zwei Genorte betrachtet werden. Um die
jeweilige cGKIl-Isoform unter der Kontrolle des SM22a-Promotors zu exprimieren, mussten
die ,Rescue” Tiere heterozygote Trager (+/-) des jeweiligen Knock-in Allels sein, wobei (+)
dem SM22a-WT Allel und (-) dem Knock-in Allel entspricht. Weiterhin musste das endogene
cGKI-Gen homozygot deletiert sein (-/-), um die endogene cGKI-Expression auszuschalten.
Ein detaliertes Zuchtschema ist in Abb. 23 dargestellt. Aufgrund des Phénotyps der cGKI™
Mause, mussten zunachst zwei heterozygote Elterngenerationen gezlchtet und diese

schliel3lich miteinander verpaart werden.
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cGKI
-/

glattmuskelspez.

SM22c Allel  ¢GKI SM22c Allel  cGKI

+i- +/- X ++ +/-

Elterngeneration A Elterngeneration B
SM22q Allel  cGHKI SM22c Allel  cGHKI SM22c Allel  cGHKI SM22c Allel
++ +HH+| | +H- ++ ++ -/- +i-
SM22a Allel  c¢GKI| | SM22a Allel cGKI
+/+ +-| | H- +-
Kontrollen (ctr) cGKI-+-

Rescue”

Abb. 23: Zuchtschema zur Generierung Glattmuskel-spezifischer SM-lo/f ,,Rescue“ Tiere.

Weitere Erklarung im Text.
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C.3.1. Analyse der Proteinexpression in ,,Rescue‘“ Mausen mittels
Westernblot

Die spezifische Expression von cGKla-Protein in glatten Muskelzellen heterozygoter SM-la
-Rescues” und cGKIB-Protein in glatten Muskelzellen heterozygoter SM-I13 ,,Rescues® wurde

mittels Westernblot analysiert.

Von beiden Mauslinien wurde Protein aus Gewebe mit hohem Anteil glatter Muskelzellen
(Aorta, Jejunum) isoliert (B.7.11.) und die cGKI-Expression mit einer WT Maus sowie einer
cGKI"" Maus verglichen. Es wurden der cGKlc,n-Antikdrper sowie Isoform-spezifische cGKI-
Antikdrper verwendet (siehe C.2.2).

Protein aus Gehirn diente als Negativkontrolle. Hier sollte sowohl bei der cGKI” Maus, als
auch bei den beiden ,Rescue” Linien (SM22a-Promotor inaktiv) keine cGKI- Expression zu

detektieren sein. MAPK (fiir ,mitogen activated protein kinase®) diente als Ladungskontrolle.

Aorta Jejunum Gehirn
Antikérper WT cGKI™ SI}.’[-Ia SM:I[i WT cGKI™ SI}.’I-Ia 8M:I|3 WT cGKI™ S[}d-la SIVI;IB
Rescue Rescue Rescue
CCKl. | - e T — —— (-

COKla | & o
_‘. — | -

—
W mmemm SS5T IREBES

cGKIp

Abb. 24: Westernblot Analyse der cGKI-Expression in heterozygoten SM-lo/B ,,Rescue*
Mausen sowie WT und cGKI™. Aufgetragen wurde jeweils 30 pg Protein. Weitere Erklarung im Text.
Der cGKla-spezifische Antikdrper stammte hier von Herrn PD J. Schlossmann. Der cGKIp-spezifische
Antikérper wurde von der Firma Santa Cruz bezogen.

In Aorta, Jejunum und Gehirn des WT konnte mit allen Antikérpern ein cGKI-Signal detektiert
werden, wahrend in der cGKI" Maus keine cGKI-Expression nachzuweisen war. Flr die
SM-la ,Rescue” Linie konnte gezeigt werden, dass in Aorta und Jejunum ausschlie3lich die
la-lsoform exprimiert wird, da sowohl mit dem cGKl.,m- als auch mit dem cGKla-Antikérper,
nicht aber mit dem cGKIp-Antikdrper, eine Bande zu detektieren war. Gleiches gilt fur Aorta
und Jejunum der SM-IB ,Rescue® Linie. Hier war mit dem cGKl¢,,- und mit dem cGKIp-, nicht

aber mit dem cGKla-Antikdrper, eine Protein-Expression nachzuweisen.
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Ein Vergleich der mit Hilfe der Isoform-spezifischen Antikérper erhaltenen cGKI-Banden in
Geweben der ,Rescue” Tiere und WT Mause deutete darauf hin, dass die Kontrolle des
SM22a-Promotors in ,Rescue“ Mausen zu einer erhohten cGKI Expression im glatten
Muskel fUhrt. Dies war insbesondere bei Verwendung des cGKla-Antikérpers zu beobachten.
Interessanterweise ergab sich bei der Verwendung des cGKlm-Antikorpers, dass die cGKI
Expression im glatten Muskel der ,Rescue® Tiere kaum erhoht ist und eher der von WT
Mausen entspricht. Dies konnte dadurch erklart werden, dass der cGKlgm-Antikorper

eventuell die cGKla-Isoform schlechter detektieren kann.

Weder im Gehirn der cGKI” Maus, noch in den ,Rescue“ Linien konnte eine cGKlI-
Expression nachgewiesen werden, wahrend in der WT Maus deutliche Signale zu
detektieren waren. Dies weildt darauf hin, dass die Expression der cGKI in den ,Rescue”

Mé&usen ausschlieBlich in glatten Muskelzellen erfolgt.

Die Westernblot-Analyse zeigt, dass die erhaltenen ,Rescue” Tiere eine Isoform der cGKI in

glatten Muskelzellen exprimieren.

C.3.2. Kaplan-Meier Uberlebenskurve

Die Lebenserwartung Isoform-spezifischer ,Rescue Mause und cGKI” Mause wurde

miteinander verglichen (B.9.). Die daraus ermittelte Uberlebenskurve ist in Abb. 25

dargestellt.
100
‘t Ak
— 80- L
X
‘= 60 ® SM-la “Rescue” (n=31)
% ® SM-IB “Rescue” (n=30)
= 4 o CcGKI* (n=40)
3
' 20+ £
0

0 4 8 12 16 20 24 28 32 36
Zeit [Wochen]

Abb. 25: Kaplan-Meier Uberlebenskurve. Verglichen werden konventionelle cGK™ Tiere (blau) mit
SM-la. ,Rescues” (rot) und SM-IB ,Rescues” (griin). Die Uberlebenskurven beider ,Rescue“ Linien
verlaufen signifikant unterschiedlich zu der von cGKI™ Tieren (p < 0,0001). (n= Anzahl der Tiere eines
Genotyps).
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Bereits zwei Wochen nach der Geburt verstarben die ersten cGKI” Mause. Nach ca. 7
Wochen waren nur noch 50% der analysierten cGKI”~ Mause am Leben. Auch danach war

ein weiteres Versterben zu beobachten. Nach 23 Wochen lebten lediglich noch ca. 10%.

Signifikant unterschiedlich dazu verliefen die Uberlebenskurven beider ,Rescue“ Linien. Bis
auf einzelne Todesfalle 3-4 Wochen nach Geburt verstarben in den darauf folgenden
Wochen keine Tiere mehr. Die ersten geziichteten ,Rescue” Mause lebten zum Zeitpunkt der

Erstellung dieser Arbeit noch und waren schon zwischen 20-34 Wochen alt (SM-la ,Rescue®

Linie: 9 Tiere; SM-IP ,Rescue” Linie: 6 Tiere).

Die Expression der cGKIl in glatten Muskelzellen verhindert offensichtlich das Entwickeln des
letalen Phanotyps konventioneller cGKI”~ Tiere. Dabei spielt es keine Rolle, welches der
beiden Isoenzyme, cGKla oder cGKIB, zum ,Rescue” eingesetzt wird. Die Expression allein
einer der beiden Isoformen im glatten Muskel ist ausreichend, die Lebenserwartung deutlich
zu erhdhen. Weitere Beobachtungen missen zeigen, ob diese gestiegene Lebenserwartung

vollstandig mit der von WT Mausen identisch ist.
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C.3.3. Gewichtsanalyse
Es wurde ein Gewichtsvergleich zwischen Kontrolltieren (CTR), cGKI” und den ,Rescue*
Tieren erstellt (Abb.26.). Wirfe im Alter von zwei Wochen und 10 Wochen wurden gewogen

und die erhaltenen Massen der Genotypen miteinander verglichen.
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Abb. 26: Gewichtsanalyse der SM-la/f ,,Rescue” Linien. CTR Mause (schwarz), SM-la ,Rescue”
(rot), SM-IB ,Rescue“ (griin) und cGKI™ Tiere (blau) wurden mit 2 Wochen und 10 Wochen (nicht
cGKI” Tiere) gewogen. Massen der CTR Tiere wurden jeweils gemittelt und als Bezugspunkt gleich
100% gesetzt (n= Anzahl gewogener Tiere). (A) Weibchen (B) Mannchen.

Sowohl Mannchen als auch Weibchen beider ,Rescue Linien wiegen weniger als die
jeweilige Kontrollgruppe. Im Alter von 2zwei Wochen liegt ein signifikanter bis
hochsignifikanter Gewichtsunterschied vor (p<0,05 bzw. p< 0,001). Dieser Unterschied
entspricht dem der cGKI™ Tiere, die sich ebenfalls hochsignifikant von der Kontrollgruppe
unterscheiden. Nach 10 Wochen ist der GroRteil der cGKI™ Tiere bereits verstorben (keine
Gewichtsanalyse mdglich). ,Rescue® Tiere hingegen leben noch (C.3.2.) und kénnen an

Gewicht zunehmen. Bis auf die Gruppe mannlicher SM-IB ,Rescues® konnten alle anderen
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Versuchsgruppen den relativen Gewichtsunterschied zur Kontrollgruppe sogar verringern
(p<0,05).

C.3.4. Untersuchungen zur Fertilitdt der ,Rescue” Linien

Hedlund et al zeigten, dass bei cGKI”- Mausen, die das Erwachsenenalter erreichen, die
Fortpflanzungsfahigkeit aufgrund von Erektionsstérungen mannlicher Tiere stark
eingeschrankt ist (Hedlund et al., 2000). Mannchen der SM-lo/ SM-IB-,Rescue” Linien
hingegen zeigten keine Einschrankungen ihrer Fortpflanzungsfahigkeit und erzeugten

gesunde Nachkommen. Weibliche ,Rescue” Tiere wurden bislang noch nicht getestet.
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C.3.5. Kraftmessungen an ,,Rescue“Mausen

Anhand von Kraftmessungen an Aorten und Jejunumpraparaten von ,Rescue“ Tieren, WT
Mausen und cGKI” Tieren sollten funktionelle Auswirkungen, des ,Rescues” der cGKI im
glatten Muskel bestimmt werden. Pfeifer et al. zeigten, dass bei cGKI” Mausen die
NO/cGMP-abhangige Relaxation der intestinalen und vaskularen glatten Muskulatur gestort

ist (Pfeifer et al., 1998).

C.3.5.1. Kraftmessung am Jejunum

Jejunumpraparate von WT Mausen, c¢GKI” und ,Rescue” Tieren wurden wie unter B.8.1.1
und C.2.4.1 beschrieben untersucht. Abb. 27 zeigt beispielhaft fir jeden Genotyp eine

Originalregistrierung, die durch mehreren Messungen ermittelten KWKs sind in Abb. 28

dargestellt.
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Abb. 27: Originalregistrierungen der 8-Br-cGMP vermittelten Relaxierung CCh-
vorkontrahierter Jejunummuskulatur der ,Rescue‘ Linien. Gezeigt werden Praparate von WT
Mausen (A), cGKI™ (B), sowie SM-la ,Recsue” (C) und SM-Ip ,Rescue* Mausen (D) unter kumulativer
Zugabe von 8-Br-cGMP.
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Abb. 28: KWKs der 8-Br-cGMP vermittelten Relaxierung CCh-vorkontrahierter
Jejunummuskulatur der ,Rescue” Linien. WT Mause (schwarz, 8 Tiere untersucht), SM-la
.Rescues” (rot, 5 Tiere untersucht), SM-IB ,Rescues” (griin, 5 Tiere untersucht) und cGKI" Mause
(blau, 2 Tiere untersucht). (n= Anzahl durchgefiihrter Messungen eines Messpunktes). Die ECso-

Werte lagen zwischen 8,3x10° M (WT), 5x10° M (SM-lo. ,Rescue®) und 9x10° (SM-IB ,Rescue”)
(cGKI”" Kurve ausgenommen).

Die erhaltenen KWKs zeigen keinen signifikanten Unterschied zwischen WT und ,Rescue®-
Linien. Die ECso-Werte von 8-Br-cGMP liegen zwischen 5-9x10° M. Im Gegensatz ist bei
cGKI™ Tieren die 8-Br-cGMP vermittelte Relaxierung deutlich gestort. Dieses Ergebnis zeigt,
dass die Expression der la- oder Ip-Isoform in glatten Muskelzellen genugt, die cGMP-

vermittelte Relaxierung wiederherzustellen.
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C.3.5.2. Kraftmessung an der Aorta
Aorten von WT Mausen, cGKI”" und ,Rescue” Tieren wurden wie unter B.8.1.1. beschrieben
untersucht. Abb. 29 zeigt beispielhaft fir jeden Genotyp eine Originalregistrierung, die durch

mehrere Messungen ermittelten KWKs sind in Abb. 30 dargestellit.
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Abb. 29: Originalregistrierungen der 8-Br-cGMP vermittelten Relaxierung Phe-vorkontrahierter
Aorten der ,Rescue“ Linien. Gezeigt sind Aortenpraparate von WT (A), cGKI™ (B), sowie SM-la
.Rescue” (C) und SM-IB ,Rescue” Mausen (D) unter kumulativer Zugabe steigender Konzentrationen
8-Br-cGMP.

In Aorten von WT Mausen bewirkte die Gabe von 100 uM 8-Br-cGMP eine Relaxierung von
ca. 40%. Sowohl bei Aorten von SM-la und SM-I ,Rescues® konnte eine ahnliche
Relaxierung gemessen werden. Aorten von cGKI”~ Mausen zeigten auch bei einer erhdhten

Konzentration an 8-Br-cGMP (1 mM) lediglich eine Relaxierung von ca. 10%.
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Abb. 30: KWKs der 8-Br-cGMP vermittelten Relaxierung Phe-vorkontrahierter Aorten der
»Rescue” Linien. WT (schwarz, 8 Tiere untersucht), SM-la. ,Rescues” (rot, 5 Tiere untersucht), SM-I
,Rescues“ (griin, 5 Tiere untersucht) und cGKI™ (blau, 1 Tier untersucht). (n= Anzahl durchgefihrter

Messungen eines Messpunktes). Die ECso-Werte lagen bei 1,2x10* M (WT), 2x10°% M (SM-la
,Rescue®) und1,6x10* M (SM-IB ,Rescue"). (cGKI” Kurve ausgenommen).

Die an Aorten von SM-la. und SM-I ,Rescues” ermittelten KWKs stimmen mit der von WT
Méausen (berein. cGKI”" Tiere dagegen zeigen einen véllig unterschiedlichen Kurvenverlauf
unter gestorter Relaxation des glatten Muskels. Auch in Aorten genlgt also die Expression
einer Isoform der cGKI zur vollstandigen Wiederherstellung der Funktionalitat des glatten
Muskels.

Bei der hdchsten eingesetzten 8-Br-cGMP Konzentration von 10 M befand sich das System
noch nicht im gesattigten Zustand. Dies muss bei der Erstellung der KWKs bedacht werden.
Weitere Messungen unter hoéherer 8-Br-cGMP Konzentration miissen zeigen, ob noch eine

weitere Relaxierung der Aorten maoglich ist.

Die an Aortenpraparaten ermittelten ECso-Werte unterscheiden sich deutlich von denen an
Jejunumpraparaten ermittelten. Zur halbomaximalen Relaxierung der Aorten ist eine um eine

Zehnerpotenz erhoéhte 8-Br-cGMP Konzentration im Vergleich zum Jejunum notwendig.
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D. Diskussion

Die Generierung transgener Mause ermoglicht es die physiologische und patho-

physiologische Rolle verschiedener Signalstoffe und Signalkaskaden in vivo zu analysieren.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden neue in vivo Modelle zur Analyse der Funktion der beiden
Isoformen der cGKI im glatten Muskel generiert und untersucht. Zunachst wurden zwei neue
Mauslinien erzeugt, bei denen unter Kontrolle des endogenen Glattmuskel-spezifischen
Promotors SM22a je eine Isoform der cGKI selektiv in glatten Muskelzellen exprimiert wird
(SM-la. bzw. SM-IB Linie).

Analyse der SM-la/f Linien

Die erfolgreiche Generierung von Mauslinien, welche die cGKla- oder cGKIp-Isoform selektiv
im glatten Muskel Gberexprimieren, wurde anhand von Gen-, RNS- und Protein-Analysen
nachgewiesen. PCR-Analysen und Southernblot-Hybridisierung bestatigten die korrekte
Integration der cGKla bzw. cGKIB kodierenden cDNS-Sequenz in den SM22a-Genort
(C.1.2.). RT-PCR-Untersuchungen zeigten flir beide generierte Mauslinien, dass selektiv in
glatten Muskelzellen die Bildung modifizierter mRNS unter korrektem SpleiRen erfolgt
(C.2.1.). Auf Proteinebene bewies die Westernblot-Analyse die erhdhte Expression jeweils
einer Isoform der cGKIl ausschliellich in glatten Muskelzellen (C.2.2.). In Geweben mit einem
hohen Anteil glatter Muskulatur (Aorta, Blase, Jejunum und Colon) konnten deutlich héhere
Mengen an cGKIl Protein als in WT Mausen nachgewiesen werden. Isoform-spezifische
Antikorper ermdglichten zusatzlich den Nachweis, dass in der SM-la Linie tatsachlich cGKla
und in der SM-IB Linie cGKIB Uberexprimiert wird. Zudem konnte gezeigt werden, dass die
erhdhte Expression einer Isoform keine Veranderung der Expression der anderen Isoform

bewirkt.

Nach erfolgreicher Generierung der SM-la und SM-IB Mauslinien, wurden mdgliche
funktionelle Auswirkungen der Isoform-spezifischen Uberexpression im glatten Muskel durch
Kraftmessungen an Aorta- und Jejunumpraparaten analysiert. Dazu wurde die relaxierende

Wirkung von 8-Br-cGMP auf die Hormon-induzierte Kontraktion bestimmt (C.2.4.).

Erste Untersuchungen an Aorten der SM-lo. und SM-IB Linie zeigten, dass diese bei einer 8-
Br-cGMP Konzentration von 1 mM starker relaxierten als Aorten von WT Mausen. Dieser
Befund muss jedoch durch weitere Messungen bestatigt werden. Zusatzlich missen die

jeweiligen KWKs ermittelt werden.

Im Jejunum zeigte die Uberexpression einer Isoform der cGKI im glatten Muskel keine
Auswirkung auf die 8-Br-cGMP vermittelte Relaxierung nach Hormon-induzierter Kontraktion.
Die ermittelten KWKs von 8-Br-cGMP heterozygoter Tiere der SM-la. und SM-IB Linien
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stimmten mit der von WT Tieren Uberein (C.2.4., Abb. 21). In diesem Gewebe scheint die
endogene cGKI- Expression kein limitierender Faktor der Relaxierung zu sein, weshalb eine

zusatzliche cGKI- Expression keine Auswirkung auf die Relaxierung hat.

Analyse der ,,Rescue“ Linien

Durch Generierung neuer in vivo Modelle sollte geklart werden, welche Defekte der cGKI™-
Mause (A.4.4.) auf einer zellautonomen Funktion der cGKI im glatten Muskel beruhen.
Zusatzlich sollte anhand dieser beiden in vivo Modelle die Bedeutung der beiden Isoformen

der cGKIl im glatten Muskel analysiert werden.

Durch Einkreuzen der SM-lo. und SM-IB Linien in cGKI”™ M&use wurde die Expression je
einer Isoform der cGKI selektiv im glatten Muskel wiederhergestellt und die Auswirkung

dieses ,Rescues” untersucht.

Westernblot-Analysen bestatigten nach Einkreuzen der SM-la/f Linien (C.3.) die erfolgreiche
Durchfiuihrung der ,Rescue” Strategie (C.3.1.). Es konnte flir beide ,Rescue” Linien gezeigt
werden, dass eine Expression des cGKla- oder cGKIB-Proteins selektiv in Geweben mit
hohem Anteil glatter Muskelzellen erfolgt (Abb. 24).

Das Erstellen einer Uberlebenskurve nach Kaplan-Meier und Vergleichen der SM-lo/p
,Rescue” Tiere mit cGKI”~ Mausen ergab, dass Tiere beider ,Rescue” Linien eine signifikant
hohere Lebenserwartung als cGKI” Mause aufweisen (C.3.2). Die Expression der cGKI
einzig in glatten Muskelzellen reicht in ,Rescue® Mausen aus, das Ausbilden des letalen
Phanotyps der cGKI™ Mause zu verhindern. Dies zeigt, dass die verringerte
Lebenserwartung der cGKI™ Tiere wahrscheinlich auf der zellautonomen Funktion der cGKI
im glatten Muskel beruht.

Da beide ,Rescue” Strategien zu einer Verlangerung der Lebenserwartung flihren, reicht
offensichtlich die Expression einer Isoform der cGKIl in glatten Muskelzellen zum Uberleben
der Tiere aus. In den ,Rescue” Linien erfolgt die Expression der cGKIl-Isoformen unter der
Kontrolle des SM22a-Promotors, wodurch teilweise ein erhdhtes Expressionslevel der
jeweiligen Isoform im Vergleich zum endogenen Niveau entsteht (C.3.1, Abb. 24). Bislang
liegen jedoch keine Hinweise vor, dass die leicht erhdhte Expression der Isoformen im

Vergleich zum WT zu veranderten funktionellen Effekten fuhrt (C.3.5.).

Neben der reduzierten Lebenserwartung zeigen cGKI”~ Tiere einen multiplen Phanotyp.

Diese Mause bleiben u.a. in ihrer kérperlichen Entwicklung zurtick (Wolfsgruber, 2003 (a);
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eigene Beobachtungen). cGKI™ Mause sind i.d.R. kleiner und wiegen weniger als
Kontrolltiere. Ebenso wurde eine Mangelerndhrung beobachtet (Wolfsgruber, 2003 (a)), die
in Verbindung mit dem starken gastrointestinalen Phanotyp der Tiere gebracht wurde. Der
Einfluss der Mangelernahrung und die Bedeutung des Fehlens der cGKI im glatten Muskel
an der beobachteten Wachstumsstdrung konnte bislang nicht eindeutig geklart werden.
SM-la und SM-IB ,Rescue“ Mause weisen ebenfalls eine verringerte Kérpergrofie und Masse
auf (C.3.3.). Die bei cGKI™" Tieren auftretenden massiven Stérungen im Gastrointestinaltrakt
konnten bei jungen ,Rescue” Mausen jedoch nicht beobachtet werden (es wurden erst Tiere
bis zu einem Alter von ca. 8 Wochen untersucht). An ,Rescue” Tieren konnte auch keine
Mangelernahrung festgestellt werden. Diese Befunde geben einen Hinweis, dass die
Expression einer Isoform der cGKl in glatten Muskelzellen genlgt, das Ausbilden des
massiven gastrointestinalen Phanotyps zu verhindern.

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die auftretende verlangsamte Entwicklung nicht auf
die beeintrachtigte Funktion des Magen-Darm-Traktes zurlckzuflhren ist, da ,Rescue”
Méause auch ohne diesen Phanotyp ein eingeschranktes Wachstum zeigen. Die
Mangelerndhrung von cGKI” Mausen stellt wahrscheinlich einen zusatzlichen Defekt dar,

der mit am Versterben dieser Tiere beteiligt ist.

Anhand erster Kraftmessungen konnte der Erfolg beider ,Rescue“ Strategien bestatigt
werden, indem die gestorte Relaxierung der glatten Muskulatur wiederherzustellen war
(C.3.5.). An Jejunum- und Aortenpraparaten erstellte KWKs einer 8-Br-cGMP vermittelten
Relaxierung nach Hormon-induzierter Kontraktion waren fir junge ,Rescue“ Tiere der
SM-lo/B Linien (6-8 Wochen) sowie fur WT Tiere nicht signifikant unterschiedlich. Ebenso
waren die ermittelten ECsy Werte von 8-Br-cGMP der WT und ,Rescue” Tieren nicht
signifikant unterschiedlich. cGKI™ M&use zeigten dagegen eine deutlich eingeschrankte
Relaxierung des glatten Muskels.

Die wiederhergestellte Relaxierung des glatten Muskels nach Hormon-induzierter
Kontraktion in jungen ,Rescue” Tieren zeigte, dass die Expression einer Isoform der cGKI in
diesen Geweben und in jungen Tieren zur Relaxierung ausreicht.

Die an Aortenpraparaten ermittelten ECso-Werte unterscheiden sich deutlich von denen an
Jejunumpraparaten ermittelten. Zur halbmaximalen Relaxierung der Aorten ist eine um eine
Zehnerpotenz erhdhte 8-Br-cGMP Konzentration im Vergleich zum Jejunum notwendig. Dies
kdnnte eventuell in einer unterschiedlichen Gewebe-spezifischen Bedeutung der cGKI-
abhangigen Relaxierung begrindet sein. Zusatzlich wurde bei den Aortenpraparaten die
endotheliale NO-Synthese durch Zugabe von L-NAME unterdriickt, was ein Erhéhen des
ECso-Wertes erklaren koénnte. Die Aortenpraparate befanden sich bei der hdéchsten

eingesetzten 8-Br-cGMP Konzentration von 10° M noch nicht im Bereich der gesattigten
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Relaxierung. Weitere Messungen unter héherer 8-Br-cGMP Konzentration mussen zeigen,

ob noch eine weitere Relaxierung der Aorten moglich ist.

Interessanterweise ergaben sich zwischen den beiden ,Rescue” Linien bezuglich der 8-Br-
cGMP vermittelten Relaxierung keine Unterschiede, obwohl in vitro die la-lsoform um den
Faktor 15 sensitiver gegenuber 8-Br-cGMP ist als die IB-Isoform. Diese in vivo/in vitro

Diskrepanz kann bislang nicht erklart werden.

Fur altere Tiere konnen bislang noch keine Aussagen getroffen werden. Weitere
Untersuchungen an alteren Tieren missen zeigen, ob es eventuell zur Ausbildung eines
Entwicklungs-abhangigen Phanotyps kommt. Ebenso missen weitere Untersuchungen z.B.
Kraftmessungen an Colonpraparaten oder Untersuchungen der Darmpassagezeit

durchgefuhrt werden.

Die Frage, inwiefern die Deletion der cGKI in anderen Zellen eine entscheidende Rolle an
der Ausbildung des gastrointestinalen Phanotyps der cGKI™ spielt, konnte bislang nicht
eindeutig geklart werden. Beispielsweise koénnte die Deletion in sog. NANC Neuronen
(inhibitorische non-adrenerge und non-cholinerge) oder Cajalzellen, die flr die peristaltische
Bewegung des Darmes mitverantwortlich sind (Hirst und Edwards, 2004), bedeutsam sein
(Wolfsgruber, 2003 (a)). Da ,Rescue“ Tiere aber in diesen Zellen kein cGKI Protein
exprimieren sollten und junge Tiere dennoch keinen Phanotyp zeigen, konnte diese

Vermutung nicht bestatigt werden.

Die geringere Korpergrofle und Masse insbesondere juveniler ,Rescue” Tiere deutet darauf
hin, dass die cGKI auch in anderen Geweben eine wichtige Funktion bei der Entwicklung
ausubt. Moglicherweise ist die cGKI in bestimmten Gehirnregionen oder Neuronen fir ein
normales Wachstum unabdingbar. Feil et al. konnten nachweisen, dass die cGKI in vielen
Regionen des Zentralen Nervensystems (ZNS) verbreitet ist (Feil et al., 2005 (c)). Die cGKI
wird u.a. auch in Regionen gebildet, welche Futteraufnahme und Regulation des Gewichts
beeinflussen (Schwartz et al., 2000; Bellinger und Bernardis, 2002). Weitere Analysen zur
Entwicklung der ,Rescue” Tiere (z.B. weitere Gewichtsbestimmungen und eine zusatzliche
Betrachtung der Entwicklung Uber einen langeren Zeitraum sowie Untersuchungen zur
Futteraufnahme der ,Rescue” Linien) konnten helfen, die Bedeutung der cGKI bei der

Entwicklung zu verstehen.

cGKI” Tiere weisen eine gestérte Fortpflanzungsfahigkeit auf (Hedlund et al., 2000).
Dagegen sind Mannchen der SM-la/ SM-I3-,Rescue” Linien zeugungsfahig. Die Expression
einer Isoform der cGKI ausschlielllich in glatten Muskelzellen gentigt offenbar, die gestorte

Relaxierung des Corpus Cavernosum wieder zu ermdglichen (C.3.4.).
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Ausblick

Die neuen ,Rescue” Linien ermdglichen es sowohl die Funktion der cGKI im glatten Muskel
als auch in anderen Geweben zu analysieren. Da in den beiden ,Rescue” Linien die cGKI
Expression ausschliel3lich im glatten Muskel erfolgt, stellen diese Tiere bezlglich anderer
Gewebe ein cGKI-Knockout-System dar. Somit kdnnen Auswirkungen der cGKI-Deletion in
anderen Geweben studiert werden. Dazu mussten bislang konditionale Knockout Modelle mit
Hilfe des Cre-loxP-Rekombinationssystems generiert werden (Wolfsgruber et al., 2003 (b);
Feil et al., 2003), bei denen jedoch eine vollstandige Deletion des Zielgens nicht immer
gewahrleistet ist. Untersuchungen der neuen ,Rescue® Linien ermdglichen es dieses

Problem zu umgehen.

Die Madglichkeit Langzeitexperimente an ,Rescue® Tieren durchfiihren zu kénnen ist ein
weiterer Vorteil dieser neuen in vivo Modelle. An cGKI”" Tieren war dies aufgrund der frithen
Letalitat nicht méglich. So kénnten auch die ,Rescue” Linien z.B. in einem Atherosklerose-
modell untersucht werden. Wolfsgruber et al. zeigten, dass die cGKIl in vaskularen SMCs die
Atherogenese beschleunigt und moglicherweise die pro-atherosklerotische Wirkung von NO
vermittelt (Wolfsgruber et al., 2003 (b); Feil et al., 2005 (b)). Die ,Rescue” Linien kénnten z.B.

zeigen, ob nur eine Isoform der cGKI an diesem Prozess beteiligt ist.

Isoform-spezifische Signalwege

Die cGKIl reguliert Uber verschiedene Wege den Tonus der glatten Muskulatur (A.4.2.). Fir
einige dieser Mechanismen konnte gezeigt werden, dass sie in vitro durch eine der beiden
Isoformen der cGKI aktiviert werden. Mit Hilfe der ,Rescue“ Linien konnen diese
Mechanismen in vivo genauer untersucht werden und weitere Signalwege bezliglich einer

Isoform-spezifischen Aktivierung analysiert werden.

Als Substrate der cGKIB wurden bereits IRAG und Phospholamban identifiziert
(Schlossmann et al., 2000; Ammendola et al., 2001; Raeymaekers et al., 1988; Lalli et al.,
1999; Koller et al., 2003).

Die Generierung von IRAG*'?2"2_Deletionsmutanten filhrte zu M&usen mit gestérter cGMP-
vermittelter Relaxierung der glatten Muskulatur und einer reduzierten Lebenserwartung
(Geiselhoringer et al., 2004(b)). In diesen Mausen ist der cGKIB/IRAG/IP;-Signalweg gestort,
der die [Ca?']; durch Hemmung der Kalziumfreisetzung aus den intrazelluldren Speichern des
ER reguliert. Interessant ist der Vergleich dieser Mausmutante mit der SM-la. ,Rescue” Linie,
die kein cGKIp-Protein exprimiert, wodurch in dieser Mauslinie der cGKI/IRAG-Signalweg

ebenfalls gestért sein misste. An jungen SM-la ,Rescues” konnte aber bisher kein
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gastrointestinaler Phanotyp festgestellt werden (s.0.). Zur Aufkldrung dieser
unterschiedlichen Phanotypen sind weitere Untersuchungen beider Linien notwendig. Die im
Vergleich zum endogenen Niveau erhdhte cGKla-Expression in der SM-la. ,Rescue Linie
kann als mégliche Erkldrung ausgeschlossen werden, da auch in den IRAG*'?*'?2 Mausen
eine erhdhte cGKla-Synthese erfolgt. Eventuell besitzt IRAG noch unbekannte Funktionen
und ist an cGKl-unabhéngigen Mechanismen beteiligt, wodurch der Phanotyp der IRAG*'?/*'2

Mutanten mitentstehen konnte.

Ein weiteres Zielprotein der cGKl, dessen Bedeutung anhand der ,Rescue“ Mauslinien
untersucht werden koénnte, ist Phospholamban. Dies ist ein kleines, 5 kDa Protein, das in der
Membran des ER lokalisiert ist. Nach Phosphorylierung von Phospholamban durch die cGKI
wird dessen inhibitorische Wirkung auf die Ca?-ATPase aufgehoben. Die Aufnahme von
Ca®" in die intrazelluldren Speicher des ER Uuber die Ca?*-ATPase wird dadurch erhoht,
wodurch die [Ca?']; sinkt (Tada, 2003; Saucerman and McCulloch, 2004). Es konnte gezeigt
werden, dass die IB-Isoform der cGKI zusammen mit IRAG und Phospholamban einen
Signalkomplex bildet (Koller, 2003), weshalb die Phosphorylierung von Phospholamban
speziell durch die cGKIp diskutiert wird. Wahrend im Mausmodell eine Deletion von
Phospholamban keinen Einfluss auf die cGMP-abhangige Relaxierung Hormon-kontrahierter
glatter Muskulatur hat (Lalli et al., 1999), kdnnte dieser Mechanismus, der bei ungestorter
[Ca®] Regulation eine untergeordnete Rolle einnimmt, nach Inaktivierung cGKla-abhéngiger
Mechanismen jedoch an Bedeutung gewinnen. Dies kénnen Versuche mit der SM-If

~Rescue” Mauslinie zeigen.

Auch spezifische Signalwege der cGKla-Isoform kdénnen anhand der ,Rescue” Linien
genauer untersucht werden. Feil et al. zeigten, dass die la-Isoform an der Regulation der
[Ca®']. Uber noch unbekannte Mechanismen beteiligt ist. Sie zeigten, dass in primaren
vaskuldren glatten Muskelzellen von cGKI” Mausen keine Hemmung Noradrenalin-
induzierter Ca**-Transienten (iber den NO/cGMP-Signalweg erfolgte. Diese gestdrte Ca'-
Regulation konnte durch Transfektion der la-Isoform der cGKI wiederhergestellt werden,
wahrend die Transfektion der cGKIp-Isoform in diesem Modell keinen Einfluss auf die Ca?*-
Regulation hatte (Feil et al., 2002). Der genaue Mechanismus kann durch Messung von

Ca*-Transienten in den ,Rescue” Linien weiter analysiert werden.

Die cGKla bindet und phosphoryliert RGS-2 (RGS fur ,Regulator of G-protein signaling®),
was zu einer 100-1000fach erhdhten GTPase Aktivitat des G-Proteins fuhrt (Tang et al.,
2003) und eine Verringerung der Halbwertszeit des an das G-Protein gebundenen GTP

bewirkt (Hepler, 1999). RGS2" Mause leiden an Bluthochdruck, was die Bedeutung dieses
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Proteins bei der Regulation des Tonus vaskularer SMCs beweist (Tang et al., 2003). Um in
diesem Zusammenhang die Bedeutung der cGKla bei der Regulation des Gefaldtonus zu
untersuchen, kann die SM-la. ,Rescue” Linie herangezogen werden. Um dies zu untersuchen
haben Mendelsohn et al. eine transgene Mauslinie generiert, in welcher die cGKla-RGS2
Interaktion durch Mutation eines Leucin-Zipper-Motivs (LZM) der cGKla unterbunden werden
soll (Mendelsohn, 2005). Die Analyse dieser LZM-Mutanten ist jedoch mit Nachteilen
verbunden, da das cGKla-Protein weiterhin ubiquitdr exprimiert wird und lediglich eine
zerstorte Interaktionsstelle besitzt, was zu unerwiinschten Effekten fihren kann. So zeigt
diese Mauslinie eine permanent erhohte, nicht durch cGMP regulierte Kinaseaktivitat.
Ebenso erfolgt in dieser Mauslinine weiterhin die Expression der cGKIp in allen Kérperzellen,
was eine Isoform-spezifische Aussage erschwert. Daher stellen die ,Rescue” Linien ein

besseres in vivo Modellsystem zur Untersuchung dieser Fragestellung dar.

Der RhoA/Rho-Kinase Signalweg ist ein weiterer wichtiger Mechanismus, der mit Hilfe der
.Rescue’ Linien in vivo analysiert werden kann. Die cGKla phosphoryliert RhoA und bewirkt
dadurch eine Relaxierung des glatten Muskels (Sauzeau et al., 2000; Pfitzer et al., 2001).
Unphosphoryliert aktiviert das kleine GTP-bindende Protein RhoA die Rho-Kinase, welche
daraufhin die regulatorische Untereinheit der Myosin-Leichten-Ketten-Phosphatase (MLCP)
phosphoryliert, wodurch die Aktivitdt der MLCP reduziert wird. Dies fuhrt zu einer erhdhten
Phosphorylierung der Myosin-Leichten-Kette (MLC) (Somlyo und Somlyo, 2000; Webb,
2003) und Kontraktion des glatten Muskels. Die Phosphorylierung von RhoA wirkt dieser
inhibitorischen Wirkung auf die MLCP entgegen. Als Folge wird die MLC durch MLCP
dephosphoryliert und der glatte Muskel relaxiert.

Surks et al. zeigten, dass die cGKla auch die regulatorische Untereinheit der MLCP
phosphoryliert. (Surks et al., 1999). Dies unterbindet eine weitere Phosphorylierung der
MLCP durch die MLCK (Wooldridge et al.,, 2004), wodurch die Phosphataseaktivitat der

MLCP erhalten bleibt. Auch dies kdénnte in vivo genauer untersucht werden.

Neben der in vivo Analyse bereits bekannter Isoform-spezifischer Signalwege, ermdglichen
die in dieser Arbeit generierten ,Rescue® Linien weitere cGKl-regulierte Mechanismen

hinsichtlich einer Isoform-spezifischen Aktivierung aufzuklaren.

Die cGKla phosphoryliert und inaktiviert TRP-Kanale (TRP fir ,transient receptor protein®)
(Kwan et al.,, 2004), die als sog. SOCs (SOC fir ,store-operated channels®) in der
Zytoplasmamembran von Saugetierzellen fungieren. Tiruppathi et al. konnten jedoch auch
eine direkte Kopplung zwischen dem N-Terminus des IP3;R und dem C-Terminus der TRP-
Kanale nachweisen (Tiruppathi et al.,, 2003). Mdglicherweise kénnte auch IRAG nach
Aktivierung durch die cGKIB und Kopplung an den IPs;-Rezeptor Einfluss auf den

Kalziumeinstrom aus dem Extrazellularraum durch TRP-Kanale nehmen. Untersuchungen
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der ,Rescue” Linien kénnen aufklaren, ob spezifisch eine Isoform der cGKI die Aktivierung
der TRP-Kanéale moduliert.

Neuere Studien zeigten, dass die cGKI eine Dephosphorylierung des Glattmuskel-
spezifischen MLCP-Inhibitor Proteins CPI-17 (CPI-17 fur ,PKC potentiated inhibitor protein-
17 kDa“) bewirkt, wodurch seine inhibitorische Wirkung auf die MLCP riickgangig gemacht
werden kann (Bonnevier und Arner, 2004). Anhand der ,Rescue® Linien kann die relative

Bedeutung der beiden Isoformen der cGKI an diesem Mechanismus untersucht werden.

Die cGKl ist auch an der Aktivierung Kalzium-abhangiger Kaliumkanale (BKc,) beteiligt (Zhou
et al., 2001, Schubert und Nelson, 2001). Dies fihrt zu einer Hyperpolarisation der Membran,
wodurch L-Typ Kalziumkandle geschlossen werden und weniger Ca?*-lonen in die Zelle
gelangen konnen (Alioua et al., 1998; Fukao et al., 1999; Sausbier et al., 2000; Schubert und
Nelson, 2001). Bisher ist noch unbekannt, ob die Aktivierung der BKc,-Kanale lediglich durch
eine Isoform der cGKI oder durch beide Isoformen erfolgt. Auch hier kbnnen durch Analyse

der ,Rescue” Linien neue Einblicke gewonnen werden.
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E. Zusammenfassung

In glatten Muskelzellen spielt der cGMP/cGKI Signalweg nach Aktivierung durch NO oder
natriuretische Peptide eine wichtige Rolle. So konnte bereits gezeigt werden, dass die cGKI
an der Relaxierung glatter Muskeln oder auch der Entstehung von Atherosklerose beteiligt
ist. Die molekularen Mechanismen der cGKI-Wirkung, insbesondere die spezifischen
Funktionen ihrer beiden Isoformen, cGKla und cGKIp, sind jedoch bislang weitgehend

unbekannt.

Ziel dieser Arbeit war die Generierung transgener Mauslinien, welche eine in vivo Analyse

der Funktionen beider Isoformen der cGKI im glatten Muskel ermdglichen.

Zunachst wurden zwei Mauslinien erzeugt, bei denen jeweils eine Isoform der cGKI
ausschliel3lich in glatten Muskelzellen unter der Kontrolle des Glattmuskel-spezifischen
Promotors SM22a tUberexprimiert wird (SM-lo. und SM-IB Linie). Dies wurde durch Integration
der fur die cGKla oder cGKIB kodierenden cDNS-Sequenz in den SM22a-Genort durch
homologe Rekombination in ES-Zellen ermoglicht. Nun kdénnen in vivo die Auswirkungen

einer erhdhten cGKI-Expression im glatten Muskel untersucht werden.

Der Knockout der cGKI in allen Kérperzellen (cGKI™) filhrt zu Mausen mit einem multiplen
Phanotyp und deutlich reduzierter Lebenserwartung. Die genauen Ursachen des friihen
Versterbens waren aufgrund des multiplen Phanotyps bislang ungeklart. Durch Einkreuzen
der SM-la. und SM-IB Mauslinien in einen cGKl-defizienten Hintergrund (cGKI”") wurden
Mause generiert, bei denen ausschlieBlich in glatten Muskelzellen die Expression jeweils
einer Isoform der cGKI wiederhergestellt ist (SM-la/p ,Rescue” Linien). Mit Hilfe dieser
.,Rescue” Mause sollte geklart werden, welche Defekte der cGKI”- Mause (A.4.4.) auf einer
zellautonomen Funktion der cGKI im glatten Muskel beruhen sowie die Bedeutung der

beiden Isoformen der cGKIl im glatten Muskel analysiert werden.

Nach Zucht der ,Rescue” Tiere bestatigten Westernblot Analysen die Expression der cGKla.
oder cGKIp Isoform in Geweben mit hohem Anteil glatter Muskelzellen. Weitere Analysen

der ,Rescue” Tiere ergaben, dass:

= beide ,Rescue” Linien eine im Vergleich zu cGKI”" Tieren erhéhte Lebenserwartung
zeigen und somit die Expression einer Isoform der cGKI in glatten Muskelzellen
ausreicht, das Ausbilden des multiplen Phanotyps und der reduzierten

Lebenserwartung zu verhindern.

= junge ,Rescue’ Mause keinen gastrointestinalen Phanotyp ausbilden, welcher flr

cGKI" Mause charakteristisch ist (altere Tiere miissen noch untersucht werden).
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= die 8-Br-cGMP vermittelte Relaxierung vorkontrahierter Aorten- und Jejunum-
praparate von ,Rescue“ Mausen der von WT Mausen entspricht, wahrend in cGKI”-

Tieren diese Relaxierung gestort ist.

* mannliche ,Rescue‘ Tiere normal zeugungsfahig sind, wahrend cGKI” Mause

aufgrund von Erektionsstérungen kaum fortpflanzungsfahig sind.

Diese Ergebnisse zeigen, dass die Deletion der cGKI im glatten Muskel mafRgeblich an der
Ausbildung des massiven Phanotyps der cGKI” Mause beteiligt ist und die Expression einer
Isoform der cGKI selektiv im glatten Muskel ausreicht, das Ausbilden dieses Phanotyps,

insbesondere die frihe Letalitat, zu unterbinden oder zumindest stark abzuschwéachen.

Anhand der in dieser Arbeit generierten Mauslinien stehen erstmals in vivo Modelle zur
Verfligung, die eine gezielte Analyse der Funktionen beider Isoformen der cGKI im glatten

Muskel ermdglichen.
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F. Anhang
F.1. Verwendete Oligonukleotide
Primer Sequenz in 5°-3"Richtung Gen/Bindungsstelle®
QY83 ATTCGCAGCGCATCGCCTTC neo v
RF53 CCTGGCTGTGATTTCACTCCA cGKl Intron 10 v
RF57 CTAGAATGCCTCCCCCTTTC SM22 vor Exon 1 v
RF60 ACATAGCCCATACACCTATGGG SM22 Intron 2 r
R67 CTCAGAGTGGAAGGCCTGCTT SM22 Intron 1 v
RF85 TCGCCCATAGCCTGTCAT SM22 Exon 5r
RF90 CACACCATTCTTCAGCCACA SM22 Exon 2 r
RF103 GACACCGAAGCTACTCTCCTT SM22 Exon1 v
RF118 AAATTATAACTTGTCAAATTCTTG cGKl Intron 11r
RF125 GTCAAGTGACCACTATG c¢GKl Intron 10 r
RF146 TCCCCGCGGAGCATGCGCGAGCTGGAGGAAG cGKI Exon 1 v
RF147 TCCCCGCGGAGCATGCGCACCCTGCGGG cGKI Exon 1v
RF148 AGGCCGCGGAGATCTTTGGACTGTGGAC cGKI Exon1/Exon2 r
SWi1 CTGACAGCCGCTTCTCCAGCT cGKla Exon 1 r
Sw8 AACTCCAGCTCCAGCTCG cGKIB Exon 1r
SW12 CCTCCTTGAGCATGAGAATCTTG cGKla Exon1 r
VQ184 TAGACACTGTCGAGGTTCAA cGKI Exon2 r

F.2.

@y, vorwarts; r, rickwarts

Verwendete Restriktionsenzyme

Restriktionsenzym Erkennungssequenz Puffer
Ascl GG/CGCGCC NEB 3
BamHl| 5°-G/GATCC-3’ NEB BamHI
Bgll 5-A/GATCT-3’ NEB 3
EcoRI 5-G/AATTC-3’ NEB 3
EcoRV 5-GAT/ATC-3’ NEB 2
Notl 5-GC/GGCCGC-3° NEB 3
Nhel 5°-G/CTAGC-3’ NEB 2
Sall 5-GTCGAC-3’ NEB U
Sphl 5-GCATG/C-3’ NEB 2
Xhol 5-C/TCGAG-3’ NEB 2

Schnittstellen sind durch / gekennzeichnet. Die optimale Inkubationstemperatur liegt

fur alle angegebene bei Enzyme 37°C.
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F.3. Verwendete Antikorper

Primare Antikdrper

Protein Herkunft Quelle Verdlnnung
cGKlcom Kaninchen Schlossmann 1:200
cGKla Kaninchen Schlossmann 1:1000
cGKla Ziege Santa Cruz 1:500
cGKIB Kaninchen Schlossmann 1:1000
cGKIp Ziege Santa Cruz 1:500

Sekundare Antikdrper

Antikérper Quelle Verdlnnung

Anti-rabbit, IgG-HRP-linked  Cellsignaling 1:2000
Anti-goat, IgG-HRP-linked Santa Cruz 1:2000
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G.

ANP
Abb
ATP
AS

bp
BKCa
BNP
BSA
Ca2+
[C32+]i
Ca,1.2

cAMP
CCh
cDNS
cGKI
cGKla
cGKIp
cGKll

CIP

cGMP
CNG
CNP
cpm
CTR
Cre
DAG
dATP
dCTP
DEPC
dGTP
dNTP
ddNTP
DMEM
DMSO
DTT
DNS
ECL
E.coli
EDTA

EF

»atrial natriuretic peptide®
Abbildung

Adenosintriphosphat

Aminosaure

Basenpaar

Kalzium-aktivierte Kaliumkanale
Lbrain natriuretic peptide”
Rinderserumalbumin
Kalziumionen

Zytosolische Kalziumkonzentration
Porenbildende  Untereinheit des

Kalziumkanals
zyklisches Adenosin-3°,5"-monophosphat

Carbachol

komplementare Desoxyribonukleinsaure
cGMP-abhangige Proteinkinase Typ |
cGMP-abhangige Proteinkinase Typ la
cGMP-abhangige Proteinkinase Typ I
cGMP-abhangige Proteinkinase Typ |l

L-Typ

Alkalische Phosphatase aus Kalberdarm

zyklisches Guanosin-3°,5-monophosphat
»cyclic nucleotide gated channel®

,C-type natriuretic peptide*

~counts per minute®

Kontrolle

Cre Rekombinase

Diazylglycerol
Desoxyadensosintriphosphat
Desoxycytosintriphosphat
Diethylcarbonat
Desoxyguanosintriphosphat
2’-Desoxynukleosid-5"-triphosphat
2°,3’-Didesoxynukleosid-5"-triphosphat
Dulbecco’s Modifiziertes Eagle Serum
Dimethylsulfoxid

1,4-Dithiothreitol

Desoxyribonukleinsdure

“Enhanced chemilumineszenz”
Escherichia coli
Natrium-ethylendiamin-N,N,N",N’-tetraacetat

Embryonale Fibroblasten

eNOS
ER
ES-Zellen
EtOH
EC50
F

FCS
G
G418
Ganc
GTP

H
HRP
IBMX
i.d.R.
iNOS
IP;
IP;R1

IRAG

Kb
kDa
KWK

LB

LIF
L-NAME
LZM

M

M

Y
MAPK
pB-Me
min
MLC
MLCK
MMLV
MP
mRNS
MYPT1

MYPT1K

Verzeichnis der verwendeten Abkirzungen

endotheliale NO Synthase
Endoplasmatisches Retikulum
Embryonale Stammzellen

Ethanol

Konzentration des halbmax. Effekts
Farad

Fotales Kalberserum
Gravitationskonstante oder Gramm
Geneticin®

Ganciclovir

Guanosintriphosphat

Stunde

Meerretich Peroxidase
3-Isobutyl-1-methylxanthin

in der Regel

induzierbare NO Synthase
Inositol-1,4,5-triphosphat
Inositol-1,4,5-triphosphat Rezeptor

Typ 1
IPs-Rezeptor assoziiertes cGMP-

Kinase Substratprotein
Kilobase

Kilodalton
Konzentrations-Wirkungs-Kurve
Liter

Luria-Bertani
Leukamie-inhibierender Faktor
N.-Nitro-L-Arginin-methylester
Leucin-Zipper Motiv

Mol

Milli (10°)

Mikro (10°)

,mitogen activated protein kinase“
2-Mercaptoethanol

Minute

“myosin light chain”

“myosin light chain kinase”
“moloney murine leukaemia virus”
Magermilchpulver

Messenger Ribonukleinsaure
»,myosin targeting subunit*

MYPT1-Kinase
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NANC
neo
nt
NO
NOS
nNOS
oD
pA
PBS
p-C.
PCR
PDE
pGC
Phe
PKC
PLCpB
PMSF
PVDF
RGS
RNS
RT
sec
SDS
SEM
sGC
SMC
SMPP-
SoC
SSC
SVv40
TEMED
TBE
TBST
tk
TRP
Tris

uN
uv

WT
ZNS

Nano (10°)

»-hon-adrenerge and non-cholinerge*
Neomycin

Nukleotid

Stickstoffmonoxid

NO-Synthase

neuronale NO-Synthase

Optische Dichte
Polyadenylierungssignal
phosphatgepufferte Saline

post coitum

Polymerase Kettenreaktion
Phosphodiesterase

partikulare Guanylatzyklase
Phenylephrin

Proteinkinase C

Phospholipase Cj3
Phenylmethansulfonylfluorid
Polyvinylidendifluorid

“regulator of G-protein signaling”
Ribonukleinsaure
Raumtemperatur

Sekunde

Natriumdodecylsulfat
Standardabweichung

I6sliche Guanylylzyklase

“smooth muscle cell”, glatte Muskelzelle
“smooth muscle myosin phosphatase”
“store operated channel!
Natriumcitrat

Simian Virus 40
N,N,N",N*-Tetramethyl-ethylendiamin
Tris-Borat-EDTA

Tris gepufferte Salzlésung
Thymidinkinase

“transient receptor protein”
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
Einheit

Uber Nacht

Ultraviolett

Volumen

Gewicht

Wildtyp

Zentrales Nervensystem
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