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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das physiologische Stress-System

1.1.1 Die Stressreaktion

Féllt das Wort ,,Stress* verbinden die meisten Menschen heutzutage damit unangenehme und
belastende Ereignisse oder Situationen. Im allgemeinen Sprachgebrauch fiihlt man sich gestresst,
wenn der Betroffene den Eindruck hat, eine Situation nicht kontrollieren zu konnen und er sie
deshalb als bedrohlich oder belastend erlebt. Nichtsdestotrotz stellt Stress, bzw. die Stressreakti-
on an sich eine liberlebensnotwendige Korperreaktion dar, ohne die der Organismus nicht féhig
wire auf externe (Umwelt) oder interne (z.B. physiologische oder biochemische Prozesse inner-
halb des Korpers) Verdnderungen addquat zu reagieren. Dementsprechend definierte Hans Seyle,
ein Pionier in der Erforschung der physiologischen Stressantwort, Stress als ,,unspezifische Re-
aktion des Korpers auf jegliche Anforderungen* (Selye, 1981). Zuvor hatte bereits Cannon
(Cannon, 1929) den Begriff ,,Stress® verwendet, um Korper- und Verhaltensreaktionen zu be-
schreiben, die es dem Individuum erméglichen auf konkrete Gefahrensituationen mit Flucht oder
Kampf, dem so genannten ,,Fight-or-Flight-Verhalten* zu reagieren.

Zur Beschreibung einer typischen Stressantwort wird im Allgemeinen das von Hans Selye ent-
wickelte ,,Drei-Phasen-Modell*“ herangezogen. Innerhalb der als Schockphase bezeichneten er-
sten Phase erfolgt die Konfrontation des Organismus mit dem Stress-auslosenden Reizereigniss
(=Stressor). Die Einwirkung des Stressors fiihrt zu einer Storung der Homdostase und damit zu
einer Abweichung vom ,,Soll-Zustand“ des Kdorpers. Gekennzeichnet wird dies durch Verinde-
rungen des arteriellen Blutdrucks (Hypotonus), Korpertemperaturabsenkung, Unterzucker des
Blutes (Hypoglykdmie), verminderte Harnabsonderung, Verringerung der Elektrolyte Chlorid,
Natrium und Kalium im Blut, sowie einer Vermehrung der Lymphozyten.

In der sich anschlieBenden Widerstandsphase erfolgt unter anderem die iiber das sympathische
Nervensystem vermittelte Sekretion von Adrenalin. Adrenalin sorgt fiir die Bereitstellung von
Energie in Form von Glucose und Fettsduren, fiir eine Stimulation der Herz- und Atemtétigkeit
sowie fiir eine Erh6hung des Blutdrucks. Parallel hierzu werden weitere Stresshormone, wie z.B.
Cortisol und Wachstumshormone ausgeschiittet, welche eine Wiederherstellung der Homoostase
unter den verdnderten Bedingungen bewirken sollen. Vegetative Funktionen, die wéhrend der
Widerstandsphase sekundire Prioritit haben (Appetit, Schlaf, Verdauung, Sexualverhalten),
werden wihrend der Stressreaktion in ihrer Aktivitdt reduziert und tragen somit ebenfalls zur

Bereitstellung von Energie bei.
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Auf der Ebene verhaltensspezifischer Anpassungen und im Sinne des ,Fight-or-Flight-
Verhaltens* sensibilisieren die initiierten Stressysteme den Wahrnehmungsapparat, steigern ko-
gnitive Fahigkeiten, erhohen die Wachsamkeit und verringern die Schmerzempfindlichkeit
(Charmandari et al., 2005). Wirkt der Stressor langerfristig auf den Organismus ein, so dass die
Stressantwort permanent aktiviert wird, kehrt sich die stabilisierende Wirkung des Stress-
Systems in das Gegenteil um und der Organismus kommt in die dritte Phase, die so genannte
Erschopfungsphase. Die eigentlich forderliche Bereitstellung von Ressourcen fiihrt dauerhaft zu
Mangelzustinden und kann innerhalb der Erschopfungsphase zum Zusammenbruch oder sogar

zum Tod des Organismus fiihren.

1.1.2 Die Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren Achse

Die unmittelbare Stressantwort wird hauptsichlich iiber zwei verschiedene Hormone, bzw.
Transmittersysteme vermittelt. Zum einen erfolgt einer Aktivierung noradrenerger Neuronen des
Hirnstamms im Bereich der Medulla und des Pons. Gro3e Bedeutung hat hier vor allem der Lo-
cus coeruleus, welcher sich im dorsalem Tegmentum des Pons befindet und einen Grofteil des
cerebralen Noradrenalins produziert, bzw. ausschiittet (Tsigos and Chrousos, 2002; Charmandari
et al., 2005). Die anschlieBende Fortleitung der ausgelosten Aktionspotentiale iiber das sympa-
thische Nervensystem endet unter anderem in der Medulla der Nebenniere und bewirkt dort die
Ausschiittung von Catecholaminen - in erster Linie Adrenalin. Wichtige Effekte des Adrenalins
sind z.B. die Steigerung der Herzfrequenz, der Anstieg des Blutdrucks, die Erweiterung der
Bronchiolen sowie die Zentralisierung der Durchblutung und die Hemmung der Darmperistaltik.
Die zweite Hauptachse der Stressprozessierung findet iiber ein neuroendokrines Hormonsystem
statt, welches sich aus den drei Hauptkomponenten Hypothalamus, Hypophyse und Nebenniere
zusammen setzt und an dessen zentraler Position das Corticotropin-Releasing-Hormone (CRH)
steht. Dieses System wird in Anspielung auf die erwdhnten drei Hauptkomponenten als HHN-
Achse oder im englischen Sprachgebrauch als HPA-Achse (hypothalamic-pituitary-adrenal-axis)
bezeichnet (Abbildung 1). Wird der Organismus mit einem internen oder externen Stressor kon-
frontiert so sekretiert eine spezifische Population von Neuronen des paraventrikuldren hypotha-
lamischen Nukleus (PVN) verstiarkt CRH {iber ihre axonalen Fortsdtze in der Eminentia mediana
in die dort befindlichen portalen Blutgefdfle, von wo aus es zur Adenohypophyse gelangt und
dort an den CRH-Rezeptor Typ 1 (CRH-R1) bindet. Der CRH-R1 wird in der Adenohypophyse
von corticotrophen endokrinen Zellen exprimiert, die als Reaktion auf die CRH-R1 Aktivierung

die Transkription des Proopiomelanocortin-(POMC) Gens erhdhen.
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Abbildung 1: Die Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren
Achse.

Die Stressor-induzierte Erregung afferenter Neuronen bewirkt
die Sezernierung von CRH aus dem paraventrikuldren Nucleus
des Hypothalamus. CRH bewirkt die Freisetzung von ACTH aus
der Adenohypophyse, welches iiber den Blutkreislauf zu Neben-
niere gelangt und dort eine erhdhte Synthese und Freisetzung
von Glucocorticoiden veranlaft. Glucocorticoide fithren zu
physiologischen Veridnderungen im Sinne der ,,Fight-or-Flight-
response” und sorgen {iber eine negative Riickkopplung fiir die
Beendigung der Stressantwort.

'

INHIBITORY .
SIGNAL .

PHYSIOLOGICAL CHANGES
SUPPORTING
"FIGHT OR FLIGHT" RESPONSES

Das POMC Protein fungiert dabei als Vorldaufer (Prohormon) und wird gewebespezifisch in ver-
schiedene Peptidhormone gespalten. Wihrend im Hypophysenzwischenlappen (Pars intermedia
lobi glandularis) die Hormone CLIP, a-Melanozyten-stimulierendes Hormon (a-MSH), y-
Lipotropin (y-LPH) und B-Endorphin abgespalten werden, wird in der Adenohypophyse POMC
zu B-Lipotropin und dem fiir die Weiterleitung der Stressantwort bedeutsamen Adrenocortico-
tropin (ACTH) prozessiert. Verstiarkt wird die Synthese von ACTH durch die synergistische
Wirkungsweise von Arginin-Vasopressin (AVP), das bei Stresseinwirkung ebenfalls im PVN
ausgeschiittet wird und den Effekt von CRH auf die ACTH Freisetzung verstirkt, wihrend AVP
alleine nur einen geringen Einfluss auf den ACTH Anabolimus zeigt (Sawchenko et al., 1984;
Van Praag et al., 2004). Ausgehend von den corticotrophen Zellen der Adenohypophyse gelangt
ACTH in den Blutkreislauf und von dort zu seinem Hauptzielorgan, der Nebenniere. Die Neben-
niere ist eine paarige Hormondriise, welche an den oberen Polen der beiden Nieren aufsitzt und
deren Rinde sich anatomisch in drei Schichten gliedern lésst: die d&uere Zona glomerulosa, wel-
che Mineralcorticoide (vor allem Aldosteron) bildet, die mittlere Zona fasciculata, aus der Glu-
cocorticoide (vor allem Cortisol) sekretiert werden und die innere Zona reticularis, in der vor-
wiegend Androgene synthetisiert werden. Das Nebennierenmark ist Teil des sympathischen Ner-
vensystems und verantwortlich fiir die Freisetzung von Adrenalin und Noradrenalin. Erreicht

ACTH die Zona fasciculata der Nebennierenrinde, so stimuliert es dort die Synthese und Freiset-
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zung von Glucocorticoiden (Cortisol in Primaten und Corticosteron in Nagetieren), den eigentli-
chen Effektor-Molekiilen der Stress-Antwort. Uber die Blutzirkulation gelangen die ausgeschiit-
teten Glucocorticoide in alle Organssysteme und ermdglichen so eine Koordination derjenigen
Gehirn- und Korperfunktionen, die fiir die Auseinandersetzung mit dem Stressor, sowie fiir die
anschlieende Erholungs- und Adaptationsphase essentiell sind. So mobilisieren Glucocorticoide
Substrate fiir den Energie Metabolismus (via Gluconeogenese), verstirken kardiovaskuldre Re-
aktionen und supprimieren inflammatorische Prozesse. Gleichzeitig beeinflussen sie emotionale
und kognitive Prozesse, wie z.B. Lernen und Gedéchtnis (Sapolsky, 2001; Korte, 2001) und sind
in die Modulation von Angst, bzw. Furchtverhalten involviert (Herman et al., 2003; de Kloet,
2004). Eine weitere wichtige Funktion der Glucocorticoide besteht in der Regulation der HPA-
Achsen-Aktivitdt, bzw. der CRH-Ausschiittung iiber einen inhibitorschen Riickkopplungsme-
chanismus. Dieser Mechanismus wird dabei sowohl {iber Glucocorticoidrezeptoren als auch iiber
hochaffine Mineralocorticoidrezeptoren in den Bereichen des Hippocampus, des Hypothalamus
und der Hypophyse ausgeiibt und fiihrt letztendlich zur Beendigung der neuroendokrinen Stress-

reaktion (Jacobson and Sapolsky, 1991; de Kloet, 1995)

1.1.3 Die Familie CRH-verwandter Neuropeptide und ihrer
Rezeptoren

Das Corticotropin-freisetzende Hormon (im englischen Sprachgebrauch Corticotropin-Releasing
Hormone/Factor = CRH/CRF) wurde erstmals von Vale et. al 1981 isoliert (Vale et al., 1981).
Reifes CRH besteht aus einem 41 Aminosduren langen Polypeptid, welches durch proteolytische
Prozessierung aus eines 196-Aminosiure langen Prohormons hervorgeht. Das CRH Gen besteht
aus zwei Exons, wobei das komplette Protein von Exon 2 codiert wird. Wéhrend die Aminosau-
resequenz von CRH bei Mensch und Ratte identisch ist, sind die homologen CRH-dhnlichen
Peptide von Amphibien (Sauvagine) und Fischen (Urotensin I) nur zu etwa 50 % identisch mit
der menschlichen Sequenz. (Dautzenberg and Hauger, 2002). GeméB seiner Funktion als Stimu-
lator der Stress-Antwort wird CRH vor allem im paraventrikuldren hypothalamischen Nucleus
(PVN) exprimiert, findet sich aber auch in anderen Gehirnbereichen wie zentraler Amygdala,
frontalem Cortex, Cerebellum, Bettkern der Stria terminalis, Septum, Pons und Hirnstamm
(Swanson et al., 1983) (Abbildung 3A). In peripheren Organen von Sdugern wird CRH vor allem
im Nebennierenmark, Ovar, Hoden, Herz, Lunge, Leber, Magen, Duodenum, Pankreas, Plazenta
und der Haut gebildet (Thompson et al., 1987; Bruhn et al., 1987; Grino et al., 1987; Yoon et al.,
1988; Fabbri et al., 1990; Mastorakos et al., 1993; Aird et al., 1993; Slominski et al., 2007). Die-

ses relativ breite Expressionsmuster deutet bereits darauf hin, dass die Funktion von CRH sich
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nicht nur auf die Initiation der HPA-Achse beschrinkt, sondern in eine Vielzahl physiologischer
Prozesse involviert ist. Neben CRH wurden in den vergangenen Jahren weitere Peptide entdeckt,
die sich aufgrund ihrer strukturellen Homologie als CRH-Peptid-Familie zusammenfassen lassen
(Abbildung 2). Dazu gehoren Urocortin 1 (UCN1), Urocortin 2 (UCN2) und Urocortin 3
(UCN3) (Dautzenberg and Hauger, 2002). UCN1 wird zentral hauptsdchlich im Edinger West-
phal Nucleus des Gehirns (Abbildung 3A), sowie peripher im Gastrointestinaltrakt, Hoden, Herz,
Thymus, Haut und Milz synthetisiert (Vaughan et al., 1995). UCN2 findet sich im Hypothala-
mus, Hirnstamm, Riickenmark (Abbildung 3A) und peripher in Herz, Blut-Zellen und Nebennie-
ren (Reyes et al., 2001; Hsu and Hsueh, 2001). UCN3 Expression wurde vor allem im Hypotha-
lamus und Amygdala (Abbildung 3A) sowie im Gastrointestinaltrakt und Pankreas detektiert
(Lewis et al., 2001; Hsu and Hsueh, 2001). Ein Protein, welches zwar nicht zur CRH-Peptid
Familie zéhlt, aber in funktionellem Zusammenhang mit CRH steht ist das CRH-Bindeprotein
(CRH-BP). Das CRH-BP konnte bei Menschen und Nagern im Gehirn und der Hypophyse sowie
in der Leber, der Plazenta und innerhalb des Blutkreislaufes nachgewiesen werden (Potter et al.,
1994; Cortright et al., 1995) und ist im Stande CRH und UCN1 mit hoher Affinitit jedoch nicht
UCN2 und UCN3 zu binden und damit funktional zu inaktivieren.

Abbildung 2: Die Familie der CRH-

Yo
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CRF-BF verwandten Neuropeptide und ihrer
/ \ Rezeptoren.
|II . |

e i Y, 7

CRH UCN1 UCNZ UCH3
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oy

CRH-R2

CRH und UCNI-3 sind Liganden zweier verschiedener Rezeptoren: CRH Rezeptor Typ 1
(CRH-R1) und CRH Rezeptor Typ 2 (CRH-R2). Beide Rezeptoren besitzen sieben Transmem-
brandominen und gehdren zu Klasse der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren, deren Signaltrans-
duktion hauptséchlich iiber die G-Protein vermittelte Aktivierung von Adenylatcyclasen iibertra-
gen wird (Blank et al., 2003). Die mRNA von CRH-R1 ist im Séugergehirn und der Hypophyse
relativ weit verbreitet. Die Bereiche mit der hochsten Expression sind dabei cerebraler Cortex,

Cerebellum, Amygdala, Hippocampus, Bulbus olfactorius und Adenohypophyse (Abbildung
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3B). In der Peripherie findet sich CRH-R1 vor allem im Hoden, Ovar und der Nebenniere
(Chalmers et al., 1995; Lovenberg et al., 1995). Der CRH-R2 wird zwar auch im Gehirn expri-
miert, dort ist er allerdings hauptsdchlich auf die Bereiche des Bulbus olfactorius, des lateralen
Septums, der medialen Amygdala, des Bettkerns der Stria terminalis, der Raphekerne und des
Hypothalamus begrenzt (Abbildung 3B), wohingegen eine ausgedehntere Expression von CRH-
R2 in peripheren Organen wie Herz, Gastrointestinaltrakt, Skelettmuskulatur, Lunge, GefaB3sy-
stem und Ovar zu beobachten ist (Lovenberg et al., 1995). Beziiglich der Ligandenspezifitit zei-
gen beide Rezeptoren eine gewisse Redundanz. So sind CRH und UCNI1 fidhig sowohl an CRH-
R1 als auch an CRH-R2 zu binden. Wéhrend die Affinitit von UCNI fiir beide Rezeptoren in
etwa gleich grof ist, bindet CRH bevorzugt den CRH-R1 mit einer etwa 10-fach héheren Affini-
tait im Vergleich zu CRH-R2 (Bale and Vale, 2004). UCN2 und UCN3 binden im Gegensatz
dazu selektiv an CRH-R2. Bei der Frage nach dem funktionellen Zusammenhang zwischen den
Liganden und Rezeptoren des CRH-Systems geht man inzwischen von einer teilweisen antagoni-
stischen Wirkungsweise von CRH-R1 und CRH-R2 aus. Demnach erfolgt die Aktivierung und
Steuerung der unmittelbaren, schnellen Stressantwort iiber das CRH/CRH-R1 System, wahrend
die Urocortine eine CRH-R2-vermittelte, langsam eintretende Erholungsphase einleiten und den
Organismus so vor potentiell negativen Begleiteffekten bewahren, die durch eine exzessive, bzw.
zu lange Stressreaktion verursacht werden (Steckler and Holsboer, 1999; Hsu and Hsueh, 2001;
Van Praag et al., 2004). Das klassische CRH System und das Urocortin System stellen nach die-
sem Model zwei Seiten einer Waage dar, die sich gegenseitig in Balance halten uns so fiir die

Aufrechterhaltung der Homdostase von essentieller Bedeutung sind.

13



Einleitung

A
= *ParCx ~ 5
- CingCx OccCx
- o & Al -
Frox CAZ k G -
'] - \" = - : - S-E H:
g
- \s GM Y .“H“'DG Eemeh
* 5B . LS FAG
Thal
MS E:‘g:‘: +. RN LOTg
SBNST soep it Ve
L R ":-' - L
.ﬁ.ﬂ” LI 2 ﬁpﬂ i - .:l
"= g PFA 12 =55
PR Qo g e PPTg P50
® CRH vt |t PVN O
MeFQ_ CoAiga, = PRIt [ SN Ak -
@ ucH o) ) i 2P0 kLAl Ad
SON T IPit ] E e AS 2,
& ucmz ARG =1 r..- ﬂm:__.x
APR LSO B
B ucH3
B
& ;'-I L : " g
-i--l.‘:. :
*loBmt,
-I.-i M
# CRH-Ri
B CRH-R2

Abbildung 3: Verteilung von (A) CRH, UCN1, UCN2 und UCN3 mRNA und (B) CRH-R1 und CRH-R2
mRNA im Sagittalschnitt eines Nagergehirns. Abgewandelt dargestellt aus Reul & Holsboer (Reul and Holsboer,
2002).

Abkiirzungen: 7, Nucleus facialis; 12, Nucleus hypoglossus; Amb, Nucleus ambiguus; AON, Nuleus olfactorius
anterior; AP, Area postrema; Apit, Adenohypophyse; ARC, Nucleus arcuatus; Basal G, Basalganglien; BLA, baso-
laterale Amygdala; BNST, Bettkern der Stria terminalis; CA1-3, Felder CA1-3 des Cornu ammonis; CC, Corpus
callosum; CeA, zentrale Amygdala; Cereb, Cerebellum; CingCx, Cortex cinguli; CoA, corticaler Nucleus der
Amygdala; DBB, diagonales Broca-Band; Deep N, Nuclei cerebelli; DG, Gyrus dentatus; FrCx, frontaler Cortex;
IC, Colliculi inferiores; 10, inferiorer Olivenkernkomplex; Ipit, Hypophysenzwischenlappen; LC, Locus coeruleus;
LDTg, Nucleus tegementalis posterolateralis; LSO, lateral superiorer Olivenkernkomplex; MeA, mediale Amygda-
la; MePO, Nucleus preopticus medianus; MS, mediales Septum; NTS, Nucleus tractus solitarii; OB, Bulbus olfacto-
rius; OccCx, okkzipitaler Cortex, PAG, periaquédduktales Grau; ParCx, perietaler Cortex; PFA, Area perifornica;
PG, Griseum pontis/Briickengrau; Ppit, Neurohypophyse; PPTg, Nucleus tegmenti pedunculopontinus; PVN, Nu-
cleus paraventrikularis hypothalami; R, Nucleus ruber; RN, Raphekern(e); SC, Colliculi superiores; SN, Substantia
nigra; SON, Nucleus suprapticus; Sp5Sn, Nucleus spinalis trigemini; SPO, oberer paraolivirer Kern; Thal, Thalamus
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1.1.4 Die Rolle von CRH als Neuromodulator

Die Expression von CRH auflerhalb des Hypothalamus macht deutlich, dass dieses Peptid nicht
nur eine neuroendokrine Funktion als Koordinator der HPA-Achse erfiillt, sondern auch in auto-
nome und verhaltensspezifische Stressantworten involviert ist. Die hohe Dichte CRH-positiver
Zellen in so unterschiedlichen Gehirnbereichen wie dem Neocortex, dem Hippocampus, der zen-
tralen Amygdala, Teilen des Mittel- und Hinterhirns (wie z.B. dem Locus coeruleus, den Raphe
Kernen, dem ventralen Tegmentum und Nucleus tractus solitarius) sowie des Cerebellums legt
nahe, dass CRH hier die Rolle eines Neuromodulators oder -regulators inne hat und damit inte-
grativen Einfluss auf diverse kognitive, motivatorische und emotionale Funktionen ausiiben kann
(Bale and Vale, 2004). Interessanterweise finden sich CRH-immunreaktive Projektionen in
Kerngebieten, die als prominente Vertreter wichtiger Neurotransmittersysteme gelten, wie z.B.
in der Substantia Nigra (dopaminerges System), im Locus coeruleus (noradrenerges System) und
in den Raphe Kernen (serotonerges System) (Austin et al., 1997). Ob und in wie weit CRH di-
rekten Einfluss auf diese oder andere Neurotransmittersysteme nimmt bleibt unklar, wenngleich
viele Indizien eine derartige Implikation fiir das dopaminerge System (Ungless et al., 2003; Ko-
rotkova et al., 2006; Riegel and Williams, 2008), das noradrenerge System (Koob, 1999; Sauva-
ge and Steckler, 2001) das GABA-erge System (Nie et al., 2004), das serotonerge System (Tan
et al., 2004) und das cholinerge System (Day et al., 1998a; Day et al., 1998b; Sauvage and
Steckler, 2001) vermuten lassen.

In Tierversuchen konnte gezeigt werden, dass die Injektion von CRH in das zentrale Nervensy-
stem physiologische und verhaltensspezifische Verdnderungen verursacht, die nahezu identisch
mit Stress-induzierten Verdnderungen sind. Dazu gehoren erhohter Puls und erhohter arterieller
Blutdruck, Unterdriickung des Explorationsverhaltens, Stimulierung des Fellpflegeverhaltens,
gesteigerte Konfliktbereitschaft, erhohte Angstlichkeit, verminderte Nahrungsaufnahme und
reduzierte Libido (Dunn and Berridge, 1990; Owens and Nemeroff, 1991). Die beobachteten
Effekte konnen dabei mit CRH-Rezeptor Antagonisten riickgingig gemacht werden und sind
unabhingig von der HPA-Achsen-Aktivierung. Verabreicht man hingegen CRH-Rezeptor Ant-
agonisten alleine, so werden viele der Stress-induzierten Verhaltensweisen geddmpft, was als
weitere Evidenz fiir die Rolle von CRH als Mediator der Verhaltensreaktion auf Stress gewertet
werden kann (Heinrichs et al., 1995).

Uber den Modus operandi von CRH innerhalb der neuronalen Netzwerke ist nur sehr wenig be-
kannt. Bisher konnte lediglich gezeigt werden, dass CRH an den terminalen Nervenendigungen
lokalisiert ist (Cain et al., 1991) und insbesondere in hippocampalen, GABA-ergen Neuronen

sowie in den Endigungen von glutamatergen und GABA-ergen Neuronen im Locus coeruleus
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kolokalisiert werden kann (Yan et al., 1998; Valentino et al., 2001). Die Funktion von CRH im
Gehirn entspricht dabei nicht so sehr der eines klassischen Neurotransmitters. Ublicherweise
zeichnen sich Neurotransmitter durch ihre schnelle Signaliibertragung (im Bereich von zehntel
Millisekunden) aus, sowie durch ihre Féahigkeit Membranpotentiale zu verdndern. Beides trifft
auf CRH nicht zu (Gallagher et al., 2008), weshalb man dazu libergeht CRH als Neuromodulator
oder Neuroregulator zu begreifen (Merchenthaler, 1984; Radulovic et al., 1999; Gallagher et al.,
2008). CRH beeinflusst nach diesem Model das Membranpotential nicht direkt, sondern bewirkt
iiber CRH-R1- oder CRH-R2-vermittelte Signaltransduktionskaskaden das ,,priming* der Pri-
oder Postsynapse, so dass dadurch die Wirkungsweise von kosezernierten Neurotransmittern

oder anderen Neuromodulatoren verédndert werden kann (Orozco-Cabal et al., 2006).

1.2 Dysregulationen des CRH-Systems

Unter normalen physiologischen Umstdnden ist die Stressantwort tiber das CRH-System zeitlich
eng begrenzt; die weitreichenden Eingriffe der CRH-induzierten Prozesse auf Physiologie und
Verhalten des Organismus erzielen innerhalb dieses Zeitrahmens deshalb mehr Nutzen als Ko-
sten. Unter den Aspekt ,,Nutzen* fallen dabei die korpereigenen Verdnderungen, die es dem Or-
ganismus ermdglichen auf einen Stressor addquat zu reagieren und die Homdostase aufrecht zu
erhalten. Die Kosten bestehen dagegen in der Herunterregulierung anderer Korperfunktionen wie
z.B. Reproduktion, Wachstum, Immunabwehr und katabole Reaktionen, sowie in einem erhéhten
Energiebedarf wihrend der Stressreaktion. Sind diese Kosten kurzfristig tolerierbar, so wirken
sie sich bei chronischem Stress schidigend auf den Organismus aus (Erschopfungsphase) und
fiihren zu krankhaften Verdnderungen wichtiger Korperfunktionen. Bedenkt man den enormen
Einfluss, den das CRH- System auf vegetative, neuroendokrine, emotionale und kognitive Funk-
tionsbereiche im Rahmen der Stressantwort hat, so ist es nicht verwunderlich, dass eine Stérung
der fein austarierten, CRH-modulierten Regulationsmechanismen zu verschiedenen pathophysio-
logischen Zustédnden fiihren kann (Tsigos and Chrousos, 2002). Als Kontrollinstanz der endokri-
nen Stressantwort kann sich ein dysreguliertes CRH-System insbesondere auf die Funktionalitét
und Integritit der HPA-Achse auswirken. Konkret kann dies zu Storungen der HPA-Achsen
Balance fiihren, was sich entweder in einer dauerhaft erhoht aktivierten (hyperaktiven) oder dau-
erhaft reduziert aktivierten (hypoaktiven) HPA-Achse manifestiert. Einer dysregulierten HPA-
Achse wird dabei ebenfalls eine Beteiligung bei der Pathogenese verschiedener Erkrankungen
zugesprochen. Abbildung 4 verdeutlich dies mit einer Auflistung pathologischer Zustinde, die
nach bisherigem Kenntnisstand mit einer hyper- oder hypoaktiven HPA-Achse assoziiert wer-

den.
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Increased HPA axis activity

Decreased HPA axis activity

Chronic stress

Melancholic depression

Anorexia nervosa

Malnutrition

Obsessive-compulsive disorder

Panic disorder

Excessive exercise (obligate athleticism)
Chronic active alcoholism

Alcohol and narcotic withdrawal
Diabetes mellitus

Truncal obesity (Metabolic syndrome X)
Childhood sexual abuse

Psychosocial short stature

Attachment disorder of infancy
‘Functional’ gastrointestinal disease
Hyperthyroidism

Cushing syndrome

Pregnancy (last trimester)

Adrenal insufficiency
Atypical/seasonal depression
Chronic fatigue syndrome
Fibromyalgia

Hypothyroidism

Nicotine withdrawal
Discontinuation of glucocorticoid therapy
After Cushing syndrome cure
Premenstrual tension syndrome
Postpartum period

After chronic stress
Rheumatoid arthritis

Menopause

Abbildung 4: Pathogene Zustinde die mit einer verinderten HPA-Achsen Aktivitit in Zusammenhang ge-
bracht werden. Adaptiert von Chrousos & Gold (Chrousos and Gold, 1992)

Immer mehr klinische Studien weisen auch darauf hin, dass eine chronische HPA-Hyperaktivitit,
bzw. die Uberexpression von CRH in engem Zusammenhang mit der Atiologie von affektiven
Storungen (wie z.B Depression) und Angsterkrankungen steht (Arborelius et al., 1999). Beson-
ders das Krankheitsbild der endogenen Depression (oder auch Major Depression) wurde auf
diesen Zusammenhang hin gut untersucht und erhielt durch die dort beobachtete CRH-

Dysregulation ein weiteres mogliches Erklarungsmodell.

1.2.1 Endogene Depression - Major Depression

Nach dem ICD-10 Klassifikationssystem (/nternational Classification of Diseases) definiert sich
das Krankheitsbild der endogenen Depression/Major Depression durch ein gleichzeitiges Auftre-
ten von Symptomen wie depressiver Verstimmung, Verlust von Interesse und Freude sowie ver-
mindertem Antrieb, Ermiidbarkeit und Aktivititseinschrinkung (World Health Organization,

1992). Neben diesen obligaten Hauptsymptomen kénnen eine Reihe von Nebensymptomen dia-
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gnostiziert werden, die bei jedem Patienten in unterschiedlicher Konstellation und Auspragung

auftreten. Dazu gehoren:

verminderte Konzentration und Aufmerksamkeit
vermindertes Selbstwertgefiihl

pessimistische Zukunftsperspektive

vV V VYV VY

Suizidgedanken

sowie als somatische Charakteristika:

Libidoverlust

Stupor, Akinese (korperliche und geistige Regungslosigkeit)
Agitiertheit

Schlafstérungen (verdanderter Schlafzyklus)

Appetitstorung — Gewichtsverlust

Gastrointestinale Storungen

Herz-/Kreislaufprobleme

VvV V. V V V V VYV V

allgemeines Krankheitsgefiihl

Neben dem mit den oben aufgefiihrten Symptomen einhergehenden Verlust an Lebensqualitét,
besteht die dramatischste Folge der Depression in der Suizidalitdt. So haben ca. 40 bis 80 % der
depressiv Erkrankten Selbstmordgedanken oder fiihren suizidale Handlungen aus und 15 % der
Patienten versterben durch Selbsttdtung (Angst, 1997). Dass Depression keine Randerscheinung
ist belegen jiingere Studien, die davon ausgehen, dass 2 bis 5 % der Weltbevolkerung an schwe-
ren Formen und bis zu 20 % an milderen Formen dieser Krankheit leiden (Kessler et al., 2003).
Schitzungen der Welt-Gesundheits-Organisation (WHO) gehen davon aus, dass in den Industrie-
landern bis zum Jahr 2020 Depression weltweit die zweithdufigste Erkrankung nach Herz-Gefa3-
Erkrankungen sein wird. Depressive Erkrankungen wirken sich daher nicht nur auf das Wohlbe-
finden des Betroffenen verheerend aus, sondern verursachen durch Arbeitsausfall und medizini-
sche Betreuung auch einen immensen volkswirtschaftlichen Schaden.

Als psychosoziale Risikofaktoren fiir die Entwicklung einer Depression (gemeint ist dabei im
folgendem immer der Krankheitstyp der endogenen Depression oder Major Depression) gelten
unter anderem akuter Stress, chronischer Stress, in der Kindheit erlebte Traumata sowie Verlust-

Erfahrungen (Claes, 2004). Zwillingsstudien deuten aber auch auf eine genetische Disposition

18



Einleitung

hin, die mit einer Vererbbarkeit von 30 bis 50 % beziffert wird (Sullivan et al., 2000; Nestler et
al., 2002; Kendler et al., 2006).

Die neurobiologischen Mechanismen, die zur Entstehung von Depression beitragen konnten
bisher nur liickenhaft aufgeklart werden und reichen nicht aus, um ein zufrieden stellendes Er-
klarungsmodell fiir dieses komplexe Krankheitsbild zu entwickeln. Lange Zeit galt die so ge-
nannte Monoaminhypothese der Depression als bestes Erkldrungsmodell. Sie beruht auf der Be-
obachtung, dass die Konzentration der Neurotransmitter Serotonin und/oder Noradrenalin in
depressiven Patienten erniedrigt ist und das eine mittels Antidepressiva (wie z.B. Serotonin-
Wiederaufnahme-Hemmer) herbeigefiihrte Erhohung dieser Neurotransmitter zu einer Linderung
der Depressions-Symptome fithren kann (Berton and Nestler, 2006). Gegen die Monoaminhy-
pothese spricht, dass der molekularbiologische/biochemische Effekt der auf das monoaminerge
System abzielenden Antidepressiva zwar schon nach einigen Stunden eintritt, der therapeutische
Effekt aber erst nach Wochen feststellbar ist. AuBBerdem spricht immer nur ein Teil der Patienten
auf die Behandlung mit diesen Antidepressiva an, wihrend bei anderen Patienten {iberhaupt kei-
ne Wirkung zu beobachten ist. Daher wird eine vollstindige Remission bei optimaler Behand-
lung mit Antidepressiva derzeit nur bei weniger als 50 % der Betroffenen erzielt (Berton and
Nestler, 2006). Neben Monoaminen geraten daher bei der Diskussion iiber Atiologie und Patho-
pysiologie von Depression in jiingster Vergangenheit immer 6fter auch Faktoren wie Neurogene-
se, epigenetische Mechanismen oder andere Neuropeptide (wie z.B. CRH) in das Blickfeld der
Forschung (Nestler et al., 2002; Urani et al., 2005).

1.2.2 CRH und Depression

Mehrere Beobachtung weisen auf eine mogliche Rolle von CRH bei depressiven Erkrankungen
hin: bei viele Patienten mit endogener Depression findet man eine erhdhte CRH mRNA Expres-
sion im hypothalamischen PVN (Raadsheer et al., 1995) und dadurch bedingt eine verstirkte
Sekretion von CRH und Cortisol (Nemeroff et al., 1984). Gleichzeitig fiihrt die intravendse Ver-
abreichung von CRH zu einer abgeflachten ACTH Freisetzung, was als Folge einer kompensato-
rischen Herunterregulierung des CRH-R1 (als Reaktion auf die CRH Uberexpression im PVN)
angesehen wird (Holsboer et al., 1984; Gold et al., 1984; Heim et al., 2001). Mit Hilfe des kom-
binierten Dexamethason/CRH Test konnte zudem festgestellt werden, dass bei Patienten mit
endogener Depression der von den Glucocorticoiden ausgelibte inhibitorische Riickkopplungs-
mechanismus beeintrichtig ist und somit die CRH-Hypersekretion nur noch unzureichend ,,ab-
gebremst” wird (Heuser et al., 1994). AuBlerhalb der HPA-Achse wurden erhohte Konzentratio-
nen von CRH-Protein in der Zerebrospinalfliissigkeit und erhéhte Mengen an CRH mRNA in
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den Brodmann-Arealen 9,10 und 11 depressiver Patienten nachgewiesen (Nemeroff et al., 1984;
Merali et al., 2004), sowie eine signifikante Reduktion von CRH-Bindungsstellen im frontalen
Cortex von Suizidanten (Nemeroff et al., 1988). In einer Studie von Austin et al. (Austin et al.,
2003), die an 11 Suizidanten und 11 Kontrollen durchgefiihrt wurde, fanden sich zudem erhdhte
Mengen an CRH im Locus coeruleus (30 %), in der medialen Raphe (39 %) sowie in der kauda-
len dorsalen Raphe (45 %). Umgekehrt stellen einige Studien eine Normalisierung der vorher
erhohten CRH Konzentrationen nach Behandlung von depressiven Patienten mit antidepressiven
Therapievefahren (Antidepressiva, Elektrokonvulsion) fest (Nemeroff et al., 1991; Banki et al.,
1992; Kling et al., 1994).

Zusammengefasst legen diese Beobachtungen nahe, dass in Personen mit einer Depression (oder
zumindest einem Teil der Erkrankten) CRH sowohl in hypothalamischen als auch in extrahy-
pothalamischen Gehirnbereichen liberexprimiert wird und das die beobachtete Hyperaktivierung
der HPA-Achse unter anderem eine Folge dieser zentralen CRH-Hypersekretion ist. In Anbe-
tracht der weitreichenden Funktionen die CRH im Gehirn ausiibt, kann nur dariiber spekuliert
werden, in wie weit die Symptomatik der endogenen Depression auf eine erhdhte CRH Konzen-
tration zurlickzufiihren ist oder die erhohte CRH Konzentration eine Folge anderer, mit der De-
pression assoziierter Vorgédnge ist. Auffillig ist jedoch, dass einige der Symptome einer Depres-
sion Analogien zu CRH-induzierten Verhaltensdnderungen im Tierexperiment aufweisen, wie
z.B. reduzierte Libido, erhdhte Angstlichkeit oder verminderter Appetit. Welche mdgliche Rolle
CRH in der Entwicklung von endogener Depression wirklich spielt bleibt deshalb weiter aufzu-

klaren.

1.3 Tiermodelle

Bei der Erforschung von Ursachen und moglichen Behandlungsmethoden von menschlichen
Erkrankungen stellen Tiermodelle in der Wissenschaft bis heute ein unverzichtbares Handwerks-
zeug dar. Unabhéngig von ethischen Fragestellungen muss dabei immer ein Kompromiss zwi-
schen Vergleichbarkeit zum menschlichen Organismus und praktischer Handhabung des Tier-
modells getroffen werden. Jahrzehntelang war aus dieser Uberlegung heraus die Ratte die bevor-
zugte Spezies in der préklinischen Forschung. Ratten eignen sich gut fiir kognitive und operante
Verhaltenstests und sind robust, bzw. grof3 genug fiir die Durchfiihrung invasiver Techniken (wie
z.B. Implantation von Messsonden). Die Entwicklung neuer molekularbiologischer Methoden,
wie z.B. die homologe Rekombination in embryonalen Stammzellen oder die Pronucleus-
Injektion, erdffneten schlieBlich die Moglichkeit der gezielten Verdnderung von Genen in einem

Modellorganismus, was der Erforschung der genetischen Grundlagen menschlicher Erkrankun-
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gen zu einem Durchbruch verhalf. Es stellte sich dabei heraus, dass sich die Techniken zur gene-
tischen Manipulation besonders gut bei Mausen anwenden lassen. Hinzu kommt, dass die Zucht
und Haltung von Méusen relativ einfach, kostengiinstig und (aufgrund ihrer geringen Korpergro-
Be) Platz sparend ist, und sich aufgrund der kurzen Generationszeit in verhéltnismaBig kurzer
Zeit eine grofle Anzahl an Versuchstieren produzieren ldsst (Cryan and Holmes, 2005). Dies
begiinstigte die Maus als Modellorganismus auch in der neuropsychiatrischen Forschung, wenn-
gleich hier ebenso deutlich die Limitationen der Maus zum Vorschein kommen. Viele Symptome
psychiatrischer Erkrankungen sind kognitiver (z.B. vermindertes Selbstbewusstsein) und emo-
tionaler Natur (z.B. Niedergeschlagenheit) und kénnen daher nur unzureichend in einem Tier
wie der Maus untersucht werden ohne in Gefahr zu laufen beobachtete Verhaltensweisen zu an-
thropomorphisieren. Trotzdem bestehen groBe Ahnlichkeiten im anatomischen, neuronalen und
funktionellen Gehirnaufbau zwischen Mensch und Maus, sowie ein groBes gemeinsames Reper-
toire an evolutionér konservierten Verhaltensweisen und physiologischen Reaktionen (Cryan and
Holmes, 2005).

Um ein Tiermodell wie die Maus fiir die Erforschung menschlicher Erkrankungen valide anwen-
den zu konnen, sollten deshalb drei Kriterien erfiillt sein (Cryan and Holmes, 2005; Kato et al.,

2007):

1. Konstruktvaliditéit (construct validity): der (der Krankheit) zu Grunde liegende Mecha-
nismus sollte bei Mensch und Tiermodell identisch sein.

2. Inhaltsvaliditét (face validity): die phanotypischen Auspragungen, bzw. Symptome soll-
ten bei Mensch und Tiermodell identisch sein.

3. Vorhersagevaliditit (predicitve validity): die medikamentose Behandlung (z.B. mit

Antidepressiva) sollte bei Mensch und Tiermodell denselben Effekt zeigen.

Um im Mausmodell phénotypische Auspriagungen von Symptomen endogener Depression opera-
tionalisieren zu konnen, bedient man sich vor allem der spezifischen Symptome, die in depressi-
ven Patienten ohne Befragung mehr oder weniger objektiv gemessen werden konnen (Cryan and
Mombereau, 2004; Cryan and Holmes, 2005). Einige dieser relevanten Symptome sind nachfol-
gend den phénotypischen Auspragungen von Depressions-dhnlichen Zustinden im Mausmodell

gegeniibergestellt:
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Symptome bei endogener Depression Depressions-dhnlicher Phéinotyp in der Maus

erhohte Angstlichkeit erhohtes Angstverhalten
psychomotorische Unruhe, Agitiertheit verdnderte lokomotorische Aktivitét
verringerter Appetit reduzierte Nahrungsaufnahme
Schlafstérungen verdndertes Schlafverhalten
reduzierte Libido verringerte sexuelle Aktivitat

1.3.1  Konventionelle CRH-liberexprimierende Tiermodelle

Die in klinischen Studien festgestellte Korrelation zwischen CRH-Uberexpression und endoge-
ner Depression wirft die Frage auf, ob und wenn ja inwiefern hypersekretiertes CRH zur Entste-
hung von depressiven Symptomen beitrigt. In der Vergangenheit wurden deshalb mehrere trans-
gene, CRH-iiberexprimierende Mauslinien generiert, die zur Klidrung dieser Frage beitragen soll-
ten.

Eine konventionell ubiquitir iiberexprimierende Mauslinie, deren CRH-Uberexpression iiber den
Methallothionin-Promotor MT-1 gesteuert wird, wurde 1992 von Stenzel-Poore et al. entwickelt
(Stenzel-Poore et al., 1992). Die Tiere zeigen hohe Plasmawerte an ACTH und Corticosteron
und einen Morbus Cushing dhnlichen Phinotyp, wie erhdhte Stammfett-Akkumulation, Muskel-
atrophie, diinne Haut und Alopezie. Beziiglich des Verhaltens konnte eine erhdhte Angstlichkeit
in der Dark-Light-Box sowie im Elevated-Plus-Maze festgestellt werden (Heinrichs et al., 1997),
sowie eine Reversion des Verhaltens nach Gabe eines CRH Rezeptor Antagonisten (Stenzel-
Poore et al., 1994). Die Tatsache, dass eine Adrenalektomie zwar die Corticosteron-Werte zu
normalisieren vermag, jedoch keinen Einfluss auf das Angst-dhnliche Verhalten hat, legt nahe,
dass der beobachtete Verhaltensphdnotyp wahrscheinlich CRH/CRH-R1 vermittelt wird und
nicht eine Folge erhohter Glococorticoide ist (Heinrichs et al., 1997).

Dirks et al. (Dirks et al., 2002) publizierten eine transgene Maus, welche CRH unter der Kontrol-
le des Thy-1 Promotors selektiv im Gehirn (hauptsidchlich PVN, zentrale Amygdala und BNST)
iberexprimiert. Obwohl in diesem Tier die basalen Corticosteron-Werte erhoht sind und die Tie-
re ab einem Alter von ca. 6 Monaten einen Cushing-dhnlichen Phinotyp entwickeln, zeigt sich
beziiglich der ACTH Konzentrationen und der HPA-Achsen Reaktivitdt kein Unterschied zu
Wildtyp Méausen (Groenink et al., 2002). Auf der Verhaltensebene lassen sich teilweise senso-
motorische Verarbeitungsdefizite erkennen; im Gegensatz zu der transgenen Mauslinie von

Stenzel-Poore et al. zeigten diese Méuse keinerlei Auffilligkeiten im Angstverhalten.
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Ergebnisse die Riickschliisse auf Angst-dhnliches oder Depressions-dhnliches Verhalten zu las-

sen sind nicht bekannt.

1.3.2 Konditional CRH-uberexprimierende Tiermodelle

Aufgrund der Tatsache, dass die im vorhergehenden Kapitel beschriebenen konventionellen
CRH-iiberexprimierenden Mauslinien CRH relativ unspezifisch und ektopisch exprimieren, so-
wie einen Hypercortisolismus aufwiesen (d.h. ein Cushing-&hnlichens Syndrom), bestand Bedarf
an Tiermodellen, deren CRH-Uberexpression riumlich und zeitlich besser kontrolliert werden
konnte. Ein Versuch in diese Richtung wurde mit einer von Vicentini et al. generierten Mauslinie
unternommen, welche eine auf dem rtTA/tetO+ System basierende Vorderhirn-spezifische und
induzierbare CRH-Uberexpression erlaubt (Vicentini et al., 2009). Die doppelt transgenen Miuse
besitzen dabei zum einen den rtTA Transkriptionsfaktor, der unter der Kontrolle des Vorderhirn-
spezifischen CamKIla-Promotors steht und zum anderen ein Konstrukt, welches aus dem CRH
Gen und dem tetO Operator besteht. Durch Zugabe von Doxycyclin wird die Bindung des rTA
Transkriptionsfaktors an das tetO Operon ermoglicht und somit die Expression des transgenen
CRH induziert. Tiere die auf die Weise einer 3-wochigen induzierten CRH-Uberexpression un-
terzogen wurden, zeigen neben signifikant erhohten Corticosteron-Werten am Vormittag nur
schwache inhibitorische Verhaltenseffekte in der Dark-Light-Box und eine signifikant reduzierte
Immobilitdt im Forced-Swim Test (P<0,05) (Vicentini et al., 2009).

In einem alternativer Ansatz zur Erzeugung konditional CRH-iiberexprimierender Mauslinien
wurden die Eigenschaften des ubiquitir exprimierten ROSA26 (R26) Locus mit dem Cre/loxP
System kombiniert (Guo et al., 1997; Reichardt et al., 1999; Nagy, 2000; Gelman et al., 2003;
Branda and Dymecki, 2004).

In dieser ,,Knock-in“ Mauslinie (CRH-COE) wurde eine Kopie der murinen CRH ¢cDNA in den
R26 locus inseriert und ein mittels IRES-Sequenz (IRES = internal ribosome entry site) unab-
hingig translatierbares LacZ-Reportergen an die CRH cDNA gekoppelt (Lu et al., 2008). Unter
normalen Umstidnden kann diese CRH-Reportergen Einheit nicht transkribiert werden, da dies
durch einen zwischen ROSA26 Promotor und CRH liegenden Transkriptions-Stop verhindert
wird (Abbildung 5). Um die Stopkassette zu entfernen und damit die Transkription von CRH und
dem LacZ-Reporter-Gen zu ermdglichen bedarf es der Einkreuzung einer transgenen Cre-
Mauslinie. Cre-Mdiuse besitzen ein Transgen, das sich in seiner einfachsten Variante aus dem
Gen fiir die Cre-Rekombinase sowie einem nach experimentellem Bedarf gewebsspezifischen

Promotor zusammensetzt.
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Abbildung 5: Strategie zur Generierung von konditional CRH-iiberexprimierenden Miusen.

Konditional CRH-iiberexprimierende Tiere gehen dabei aus der Kreuzung von (A) transgenen, gewebsspezifisch
Cre-exprimierenden Méusen (GSP = gewebsspezifischer Promotor) und (B) CRH-COE Mausen, welche ein zusétz-
liches, inaktives CRH Gen enthalten hervor. Ein Teil der Nachkommen besitzt beide Konstrukte (C), was zu einer
Aktivierung des auf dem modifizierten ROSA26 Locus (R26) befindlichen CRH Gens durch Cre fiihrt.

Die Cre-Rekombinase ist ein Enzym, welches spezifische DNA Motive (loxP-Sequenzen) er-
kennt und die zwischen zwei loxP-Stellen befindliche DNA je nach Orientierung der loxP-
Sequenzen herausschneiden oder invertieren kann (Nagy, 2000). Aus der Verpaarung von CRH-
COE Mausen und Cre-Méusen gehen Nachkommen hervor, die zum Teil beide Transgene tra-
gen. In diesen Tieren kann die spezifisch exprimierte Cre-Rekombinase die Stopkassette durch
die Erkennung der flankierenden loxP-Sequenzen deletieren und somit eine CRH-
Uberexpression herbeifiihren, deren Stabilitit und Kontinuitit durch den R26 Promotor gewihr-
leistet wird. Durch die Wahl des Cre-Promotors kann dabei bestimmt werden, wann und in wel-
chem Gewebe- oder Zelltyp die Cre-Expression und damit die CRH-Uberexpression induziert
wird. Durch Heterozygoten-Verpaarungen lassen sich schlieBlich Méuse produzieren, die CRH
von einem oder von beiden R26 Allelen exprimieren (R26"“™Cre, bzw. R26“™“™Cre) und so
neben ihren beiden endogenen CRH Genen zwei artifizielle CRH exprimierende Konstrukte
enthalten. Bisher wurden auf diese Weise zwei konditionale CRH-liberexprimierende Mauslinien
erzeugt, die einerseits CRH im zentralen Nervensystem (COR-COExyes) und andererseits in glu-
tamatergen Neuronen und GABA-ergen Projektionsneuronen des Vorderhirns (CRH-COEc,m)
tiberexprimieren (Lu et al., 2008).

Heterozygote und homozygote COR-COEnes Tiere weisen keine Unterschiede in ihren basalen

ACTH- und Corticosteron-Werten im Vergleich zu Kontrolltieren auf, zeigen aber eine HPA-
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Achsen Hyperreaktivitét als Antwort auf Stress. Im Forced-Swim Test und Tail-Suspension-Test
konnte jeweils eine reduzierte Immobilitit und damit ein Antidepressiva-dhnliches Verhalten
(bzw. ein verstirktes aktives Stressbewéltigungsverhalten) festgestellt werden. CRH-COEc,n,
Maiuse unterscheiden sich nicht in ihrem endokrinologischen Phénotyp, zeigen jedoch ein erhoh-
tes Angstverhalten.

Wenngleich die beiden konditionalen Mauslinien eine rdumlich gut kontrollierte Uberexpression
von CRH ermdglichen sind sie doch auch mit gewissen Einschrinkungen verbunden. An erster
Stelle steht hierbei das Problem der ektopischen Expression. Will man mit Hilfe eines Mausmo-
dells die Situation im depressiven Patienten nachahmen, so sollte die Uberexpression in den
transgenen Tieren nur in denjenigen Zellpopulationen stattfinden, die natiirlicherweise CRH
produzieren. Da sowohl in den CRH-COE\g; als auch in den CRH-COEc,, Méusen die Uberex-
pression auch in anderen anatomischen Strukturen und Zell-/Neuronentypen induziert wird, ent-
spricht das Modell per se nicht mehr der klinisch vorgefundenen Situation und erweitert den
Interpretationsspielraum fiir jeden beobachteten Phénotyp. AuBlerdem muss bedacht werden, dass
die bisher verwendeten spezifischen Cre-Promotoren zeitlich nicht induziert werden kénnen. Das
bedeutet, dass (wie im Fall der Line CRH-COEye;) bereits wihrend der Embryogenese die CRH-
Expression aktiviert werden kann; dies fiihrt eventuell zu kompensatorischen Gegenregulationen
vor- oder nachgeschalteter Transmitter- und Rezeptorsysteme und kann unter Umstidnden als
unabhingige Variable die Ausprigung von Phédnotypen beeinflussen. Da sich depressive Sym-
ptome bei betroffenen Menschen meist erst wihrend des Erwachsenenalters entwickeln, wire

eine angestrebte Konstruktvaliditidt dadurch nur noch bedingt gegeben.
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1.4 Zielsetzung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den in klinischen Studien beobachteten Zusammenhang
zwischen CRH Hypersekretion und einer Erkrankung an endogener Depression aufzugreifen
(Nemeroff et al., 1984; Raadsheer et al., 1995; Austin et al., 2003) und CRH-liberexprimierende
Mausmodelle zu generieren, die es erlauben den Effekt einer zentralen CRH Hypersekretion auf
Physiologie und Verhalten der Tiere zu untersuchen. Um die Limitationen der bisher erzeugten
CRH-liberexprimierenden Mauslinien zu umgehen, eine stringentere raumliche und zeitliche
Kontrolle der Uberexpression zu erreichen sowie nicht zuletzt ein Mausmodell mit besserer Kon-
strukt- und Inhaltsvaliditdt zu erhalten sollten zwei Mauslinien erzeugt werden, die CRH nicht-
ektopisch, bzw. nur in CRH-spezifischen Neuronen iiberexprimieren.

In beiden Fillen wurde auf die Strategie der konditionalen Uberexpression mit Hilfe des
Cre/loxP System sowie der Verwendung der CRH-COE Mauslinie (Lu et al., 2008) zuriickge-
griffen.

Die erste Mauslinie sollte durch die Kreuzung der bereits existierenden DIx5/6-Cre Linie
(Monory et al., 2006) mit CRH-COE Maéusen erzeugt werden. Der DIx5/6 Promotor ist dabei
spezifisch fir GABA-erge Interneuronen, in denen CRH teilweise kolokalisiert ist (Yan et al.,
1998; Valentino et al., 2001; Chen et al., 2004).

Die zweite Mauslinie sollte CRH nur in CRH-spezifischen Neuronen iiberexprimieren. Hierfiir
musste eine neue Cre-Mauslinie generiert und etabliert werden, die diesen Anforderungen Rech-
nung tragt.

Beabsichtigt war einen transgenen Expressionsvektor zu konstruieren, dessen Cre-Rekombinase-
Expression unter der Kontrolle des CRH-Promotors und dessen regulatorischer Elemente erfol-
gen sollte. Dieses Transgen sollte anschliefend in das murine Genom inseriert werden. Parallel
sollte hierbei sowohl die konventionelle Cre-Rekombinase als auch eine durch Tamoxifen indu-
zierbare (und damit zeitlich kontrollierbare) Cre-Rekombinase verwendet werden.

Die so enstandenen CRH-Cre Linien sollten dann ebenfalls mit CRH-COE Mdéusen verpaart
werden und zur Erzeugung der CRH-spezifischen, CRH-liberexprimierenden Méuse fiihren.

Mit einer eingehenden verhaltensspezifischen, histologischen und endokrinologischen Analyse
der beiden CRH-iiberexprimierenden Linien sollte die mdglichen Effekte der CRH Uberexpres-

sion auf Physiologie, Neurobiologie und Verhalten der Maus studiert werden.
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2 Material

2.1 Gerate

Gerit

Autoklav Typ 24

Avanti™ J-25 Zentrifuge
Binokular Leica MZ6

Biofuge Pico

Centrifuge 5403

Concentrator 5301
Dispergiergerat VDI 12
Elektrophorese Zubehor
Elektrophoresis Power Supply EPS 200
Entwicklermaschine (XP 2000)
Fluoreszenzmikroskop Axioplan 2
Geldokumentationssystem Gel Print 2000i
Gelelektrophorese Kammern
GeneAmp PCR System 2400
GeneAmp PCR System 9700
GenePulser 11

GenePulser Xcell

Heizblocke Thermomixer 5436
Inkubations-Ofen
Inkubationsrotor

Kryostat 2800 Frigocut

Kryostat HM 560 M
Lichtmikroskop Leica DMRB
Lichtquelle KL 200

Megafuge 1.0 R

pH-Meter pH 538

Photometer GeneQuant II
Reinstwasseranlage Seralpur PRO 90 CN
Schiitteltisch SM25

Schiittler Doumax 1030

Sonifier Cell Disrupter B15
Szintillationsmessgerat

Thermal cycler PTC-225
Thermoblock

Thermomixer comfort
Umwiélzthermostat E-5
UV-Stratalinker® 2400

Vortexer MS1 Minishaker

Hersteller
Melag

Beckmann

Leica

Heraeus Instruments
Eppendorf,
Eppendorf,

VWR

MWG Biotech
Pharmacia Biotech
3M/Kodak

Zeiss

MWG Biotech
peqLab Biotechnoloie GmbH
Applied Biosystems
Applied Biosystems
Bio Rad

Bio Rad

Eppendorf
Memmert

CMV
Reichert-Jung
Microm

Leica

Leica

Thermo Scientific
WTW,

Pharmacia Biotech
Seral

Fa. Edmund Biihler
Heidolph

Branson

Beckmann Instruments
MJ Research
Biometra
Eppendorf

Julabo

Stratagene

IKA
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2.2

Waagen 40SM-200-A/LP 4200 S
Wasserbad MulitTemp 111
Wasserbad SW1

Wasserbad Tap 1008

Zellkultur Inkubator

Precisa, Dietikon, Sartorius
Pharmacia Biotech

GFL

GFL

Heraeus Instruments

Chemikalien und Losungen

Substanz

2-Mercaptoethanol

Agarose

Ampicillin

Ampuwa® (H,0)

Bacto-Agar

Bromphenolblau

BSA (Rinderserumalbumin)
Calciumchlorid (CaCl,)
Chloramphenicol

Chloroform

D(-) Arabinose

Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dinatriumhydrogenphosphat (Na,HPO,)
Deoxycholat

DPX (Einbettmedium)

DTT (Dithiothreitol)

EDTA (Ethylendiamintetraessigsdure)
Essigsédure

Essigsdureanhydrid

Ethidiumbromid
Ethylenglycoltetraessigsdure (EGTA)
Ferricyanid

Ferrocyanid

Ficoll

Formamid

Fotoemulsion NTB2

Fotoentwickler Developer D-19
Fotofixierer Polymax RT

Gelatine

Glutaraldehyd

Glycin

Igepal (NP-40)

IPTG (Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid)
Isoamylalkohol

Isofluran

Hersteller
Sigma-Aldrich
Invitrogen
Sigma-Aldrich
Fresenius
Becton, Dickinson and Co.
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Merck

Sigma

Merck
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Merck

Sigma

BDH

Roche
Sigma-Aldrich
Merck
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Roth

Sigma

Sigma
Amersham Pharmacia
Roth

Kodak

Kodak

Kodak
Biochemical
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Roth

Merck

Abbott
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2.3

Isopropanol

Kaliumacetat (KAc)
Kaliumdihydrogenphosphat (KH,POy,)
Kanamycin

Kresylviolett

Lauryl Sulfat (Sodiumdodecylsulfat)
Magnesiumchlorid (MgCl,)
Mangandichlorid

Methanol

MOPS (3-Morpholinpropansulfonsaure)
N,N-Dimethylformamid (DMF)
Natriumchlorid (NaCl,)
Natriumcitrat

Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydroxid (NaOH)
Nonidet-P40

NSS (normal swine serum)
Paraformaldehyd (PFA)

Phenol

Roti®-Phenol/Cl/-Lésung
Rubidiumchlorid (RbCl)

Salzsdure (HCI)

Spermidin

Sucrose

Szintillationslosung

Tamoxifen

Tetracyclin

Tris (Trishydroxymethyl-aminoethan)
Triton-X

Trizma® Base

TRIZOL

Tween-20

Wasserstoffperoxid (H,0,)

X-Gal

Xylol

Enzyme

Enzym

DNAse I, RNAse-frei

Herculase DNA Polymerase
Proteinase K
Restriktionsenzyme + 10 x Pufer
RNAse A

Roth

Merck

Merck
Sigma-Aldrich
Merck
Sigma-Aldrich
Merck

Merck

Roth
Sigma-Aldrich
Sigma

Roth

Sigma

Roth

Roth

Roche

DAKO
Sigma-Aldrich
Merck

Roth

Merck

Roth

Sigma

Merck

Roth

Sigma

Sigma

Roth
Sigma-Aldrich
Sigma
Invitrogen
Bio-Rad
Merck
Genaxxon Bioscience
Roth

Hersteller
Roche

Stratagene
Sigma-Aldrich
Fermentas. NEB

Roche, Boehringer
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RNAse H

SP6-RNA Polymerase

Superscript™ II Plus Reverse Transkriptase
T4 DNA Ligase

T7-RNA Polymerase

Taq DNA Polymerase

Terminale Transferase

Sigma

Roche
Invitrogen
Roche

Roche

Roche, Abgene
Roche

2.4 Nukleotide und Nukleinsauren

2.5

Nukleotid/Nukleinsiure
[a-**P]-dCTP
[o-thio-*S]-UTP
Desoxynukleotide

DIG RNA labeling mix
Lachssperma-DNA
Oligo(dT),5 Primer

Smart Ladder

Hersteller
GE Healthcare
GE Healthcare
Roche

Roche

Roche

Roche

Eurogentec

Kits und Verbrauchsmaterial

Kit/Verbrauchsmaterial

5'/3'RACE Kit, 2™ Generation
Bakterienkulturschalen
Counter-Selection BAC Modification Kit
Deckglischen (fiir Histologie)
Deckglaschen (fiir Zellkultur)
DIG Nucleic Acid Detection Kit
DIG RNA Labeling Kit (SP6/T7)
DIG Wash and Block Buffer Set
Einmalpipetten
Elektroporationskiivetten
Falcon™ Tubes

Filterpapier 3SMM

Hybond-N" Nylon Membran
Kapillarrohrchen 0,9 mm
Kryoboxen

Lipofectamin™ 2000

Megaprime DNA labeling system
NBT/BCIP Stock Solution
Objekttrigerkésten

PCR Reaktionsgefilie

Pipettenspitzen

Hersteller

Roche

Greiner Labortechnik
Gene Bridges

Fisher Scientific
Roth

Roche

Roche

Roche

Greiner Labortechnik
Bio-Rad

BD Biosciences
Whatman
Amersham, GE Healthcare
WU

Pesce

Invitrogen
Amersham

Roche

Merck

Peske

Sarstedt
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2.6

ProTaq MountFluor Quartet Immunodiagnostics
QIAGEN Large-construct Kit Qiagen
QIAGEN Plasmid Maxi Kit Qiagen
QIAGEN Plasmid Midi Kit Qiagen

QIAprep Spin Miniprep Kit Qiagen
QIAquick Gel Extraction Kit Qiagen
QIAquick PCR Purification Kit Qiagen

Rapid DNA Ligation Kit Fermentas
Rapid-Hyb Buffer Amersham
Reaktionsgefilie Eppendorf
Radioimmunoassay (RIA) Kit fii Corticosteron MP Biomedicals
RNeasy Mini Kit Qiagen
Rontgenfilme Biomax Kodak
Serologische Pipetten Nunc, Sarstedt
Sigma Fast DAB Peroxidase Substrate Tablet Set Sigma
SnakeSkin® Dialyse Schlauch PIERE
Sterilfilter 0,45 um Sartorius

SuperFrost® Plus Objekttrager

Fisher Scientific, Merck

Tissue Tek Polysciences
TOPO TA Cloning Kit pCRII TOPO Invitrogen
Trockenperlen Roth

TSA™ Biotin System PerkinElmer

Vectashield Mounting Medium (Fluoreszenz)
Vectastain Elite ABC Kit

Vector® Red Alkaline Phospatase Substrate Kit
Zellkulturschalen, -platten

Microspin S-300 HR Séulen

Puffer und Medien

Vector Laboratories
Linaris

Vector Laboratories
Nunc

Amersham

2.6.1 Puffer und Medien fur die Bakterienkultur

Medium

Agarmedium

LB-(Luria Bertani-) Medium

SOC-Medium

Zusammensetzung

1,5 % Bacto-Agar in dem jeweiligen Fliissigmedium

1,0 % Trypton
0,5 % Hefeextrakt
1,0 % NaCl, autoklaviert

2,0 % Trypton
0,5 % Hefeextrakt
10 mM NaCl

2,5 mM KCl

10 mM MgSO,
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10 mM MgCl,, autoklaviert
20 mM Glucose (steril filtriert)

2.6.2 Puffer und Medien fur die Zellkultur

Medium

0,5 % Trypsin-EDTA (1x)
DMEM

DPBS (1x)

ES-Zell Einfriermedium

ES-Zellmedium

FCS (fetal calf serum)

Feeder-Medium

Geneticin (G418)

HEK-Zell Medium

L-Glutamin (200 mM)
LIF (ESGRO®), 10" U/ml

Lysis Puffer

MEM nonessential aminoc acids (100x)

Mercaptoethanol (50 mM)

Zusammensetzung/Hersteller

Invitrogen
Invitrogen
Invitrogen

5 ml FCS (PAN Biotech)
3 ml ES-Zell Medium
2 ml DMSO

500 ml DMEM (high Glucose)

75 ml FCS (PAN Biotech)

5 ml-Glutamin (200 mM)

5 ml MEM nonessential aminoacids (100x)
1 ml Mercaptoethanol (50 mM)

90 pl LIF (107 U/ml)

Invitrogen (fiir HEK Zellen)

PAN Biotech (fiir ES-Zellen)
PAA (fiir Feeder-Zellen)

500 ml DMEM (high Glucose)
50 ml FCS (PAA)
5 ml L-Glutamin (200 mM)

6 ml MEM nonessential amico acids (100x)
Invitrogen

500 ml DMEM
50 ml FCS (Invitrogen)

10 ml Penicillin-Streptomycin
Invitrogen
Chemicon

10 mM Tris-HC1
10 mM EDTA
10 mM NaCl

0,5 % Sarcosyl

1 mg/ml Proteinase K
Invitrogen

Invitrogen
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Mitomycin C
Opti-MEM®
Pen-Strep (Penicillin-Streptomycin)

Prazipitierungslosung

selektives ES-Zellmedium

Sigma-Aldrich
Invitrogen
Invitrogen

10 ml 100 % Ethanol (kalt)
0,15 ml NaOH (5M)

ES-Zellmedium

Geneticin (Endkonzentration: 200 pg/ml aktiv)

2.6.3 Sonstige Puffer und Medien

Medium
DEPC-H,0O

DIG Block-Puffer
DIG Wasch-Puffer

dNTP-Mix

Eluationspuffer (EB)

Hybridisierungsmix

LacZ-Férbelosung

LacZ-Fix

Zusammensetzung/Hersteller
2 ml DEPC ad 2 1 dd H,O, die Losungen wurden geschiittelt, fiir ca. 4 h

Stunden bei RT stehengelassen und anschlieend 2 x autoklaviert
Roche
Roche

5 mM Desoxyadenosintriphosphat (dATP)
5 mM Desoxycytosintriphosphat (dCTP)
5 mM Desoxyguanintriphosphat (dGTP)
5 mM Desoxythymidintriphosphat (dTTP)

Qiagen

50 % deionisiertes Formamid
20 mM Tris-HCI (pH 8,0)

300 mM NaCl

5 mM EDTA (pH 8,0)

10 % Dextransulfat

0,02 % Ficoll 400

0,02 % Polyvinylpyrrolidon
0,02 % BSA

0,5 mg/ml tRNA (phenolextrahiert)
0,2 mg/ml Heringssperma DNA
200 mM DTT

0,1 % X-Gal

0,005 M Ferrocyanid

0,005 M Ferricyanid

verdiinnt in LacZ-Waschpuffer

4 % PFA/PBS, pH 7,4
0,005 M EGTA
0,01 M MgCl,
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LacZ-Waschpuffer

Ladepuffer

NEN-TNB

NET Puffer

Neutralisierungspuffer

NTE Puffer

PBS (10x)

PBST

Southern Blot Denaturierungspuffer

Southern Blot Waschpuffer 1

Southern Blot Waschpuffer 2

SSC (20x)

TAE Puffer

verdiinnt in 0,1 M PBS (pH 7,4)

0,002 M MgCl,

0,01 % Deoxycholat

0,02 NP40

verdiinnt in 0,1 M PBS (pH 7,4)

7,5 g Ficoll 400

0,05 g Orange G

20 ml EDTA (0,5 M; pH 8,0)
30 ml ddH,O

0,5 % blocking reagent (aus dem TSA™-Biotin System)
geldst in TNT Puffer

100 mM NacCl
25 mM EDTA
2 mM Tris-HCI (pH 7,5)

1,5 M NaCl

0,5 M Tris-HCI (pH 7,5)
1 mM EDTA

500 mM NacCl

10 mM Tris-HCI (pH 8,0)
5 mM EDTA (pH 8,0)
120 mM NaCl

2,7 mM KCl

7 mM Na,HPO,

3 mM NaH,Po,

pH 7,4

autoklaviert

1 x PBS

Triton-X-100

0,5 M NaOH

1,5 M NacCl

2 % SSC

0,1 % SDS

0,2 % SSC

0,1 % SDS

3 M NaCl

0,3 M Natriumcitrat, autoklaviert

40 mM Tris-Acetat
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ImM EDTA

TFB1 30 mM KAc
100 mM RbCl
10 mM CacCl,
50 mM MnCl,
15 % Glycerol

TFB 11 10 mM MOPS
75 mM CacCl,
10 mM RbCl
15 % Glycerol
TNT Puffer 0,15 M NaCl
0,1 M Tris-HCI
0,05 % Tween 20
geldst in ddH,O
pH 7,6

X-Gal-Losung 20 mg/ml in DMSO, sterilfiltriert

2.7 Antikorper und Konjugate

Antikorper Verdiinnung Hersteller
anti-chicken (Alexa 594) 1:300 Invitrogen

anti-Cre (polyklonal, rabbit) 1:1000 bis 1:3000 | Schiitz et. al (1999)
anti-DIG(Fab)-POD 1:400 Roche

anti-GFP (polyklonal, chicken) 1:2000 Bachem

anti-rabbit BA-1000 (biotinyliert) 1:300 bis 1:400 Vector Laboratories
Streptavidin-AP Konjugat 1:400 Roche

2.8 BAC- und Fosmid-Klone

BAC Fosmid
Backbone pTARBACI pEpiFOS5
Backbonegrofie 10683 bp 7518 bp
CRH-tragende Insertion (BAC-/Fosmid Nummer) | RPCI24-212D10 G135p64409f5 (WI1-1975E16)
InsertionsgrofBe 162930 bp 44232 bp
Sequenzlidnge upstream des CRH Locus 123284 bp 29596 bp
Sequenzlidnge downstream des CRH Locus 37729 bp 11413 bp
Wirtsorganismus E. coli DH10B E. coli DH10B
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Usprungsorganismus des Inserts
Hersteller des Klons

Bezugsquelle

2.9 Plasmide

Plasmid
pL451

pPGKCrebpA
193 IRES Venus

pcDNA3.1(+)
pCRII-TOPO

706-Flp

pSVpaXl1
pCAGGS-Flpe-IRES-puro
pCAG-CreER(T2)-bpA SS1

pROSA-ITLD

pSC101-BAD-gba™

pEGFP-N1

Mus musculus Mus musculus C57BL/6]
C57BL/6J
Jackson Laboratory Whitehead Institute/MIT Cen-

ter for Genome Research

Children's Hospital Oakland Research Institute

Bezugsquelle

zur Verfligung gestellt von Dr
zur Verfiigung gestellt von Dr

zur Verfligung gestellt von Dr

Miinchen

Invitrogen

Invitrogen

Gene Bridges

zur Verfligung gestellt von Dr
Gene Bridges

zur Verfiigung gestellt von Dr

Psychiatrie, Miinchen

zur Verfiigung gestellt von Dr

Psychiatrie, Miinchen
Gene Bridges

Clonetech

. Ralf Kiihn, Helmholtz Zentrum Miinchen
. Ralf Kiihn, Helmholtz Zentrum Miinchen

. Claudia Seisenberger, Helmholtz Zentrum

. Ralf Kiihn, Helmholtz Zentrum Miinchen

. Jan Deussing, Max-Planck Institut fiir

. Jan Deussing, Max-Planck Institut fiir

2.10 Organismen

2.10.1 Bakterienstamme

Bakterienstamm = Genotyp

E. coli: DH5a.

E. coli: XL1-Blue

E. coli: DH10B

fhuA2 A(argF-lacZ)U169 phoA ginV44 ®80
A(lacZ)M15 gyrA96 recAl relAl endAl thi-1
hsdR17

recAl endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl
lac

F" mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC)
®80dlacZAM15 AlacX74 endAl recAl deoR
A(ara,leu)7697 araD139 galU galK nupG rpsL A’

Herkunft

Invitrogen

Invitrogen

Children's Hospital Oakland

Research Institute
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E. coli: TOP10 mcrA, A(mrr-hsdRMS-mcerBC), AlacX74, deoR,

recAl, araD139A(ara-leu)7697, galK, rpsL, en-

dA1l, nupG

E. coli: 294-Cre F, [lambda] -,

E. coli: 294-Flp F, [lambda] -,

Invitrogen

supE44, endAl, thi-1, hsdR17, Buchholtz et al., 1996b
lacZ::cI857-Cre

supE44, endAl, thi-1, hsdR17, Buchholtz et al., 1996b
lacZ::cI857-FLP

2.10.2 Sauger-Zelllinien

Zelllinie

HEK?293
EMFI (Feeder-Zellen)
TBV2 (ES-Zellen)

2.10.3 Mauslinien

Mauslinie
CRH-COE
ROSA26
hACTB-Flpe
DIx5/6-Cre
flogCR1

Spezies Herkunftsorgan
Homo sapiens sapiens embryonale Niere
Mus musculus embryonale Fibroblasten
Mus musculus Blastocyste

Referenz

Lu et al., 2008
Soriano et al., 1999
Rodriguez et al., 2000
Monory et al., 2006

Kiihne et. al, unveréffentlicht

2.11 DNA-und mRNA-Sonden

2.11.1 DNA-Sonden

Sonde Verdau der Ziel-DNA mit:
3'HA Hind 111

Fos-Sonde 1 Nde I

Fos-Sonde 2 Nde I

Crh_Exon 1 Sonde Hind III

Cre-Sonde ohne Verdau (colony lift)

2.11.2 mRNA- Sonden

Sonde Sondenlinge = Genbank Zugriffsnr.

endogenes CRH (3°'UTR) | 291 bp
Tysosinhydroylase (TH) 765 bp
GFP 724 bp
CRH 355bp

AY128673
NM-009377
Us55762
AY128673

Sondenliinge
500 bp
510 bp
786 bp
506 bp
751 bp

Nukleotidposition
1816-2107

23-788

676-1400

1306-1661
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Cre 661 bp AB449974 112-773
LacZ 367 bp U46489 192-569

2.12 Oligonukleotide

Die folgenden Oligonukleotide wurden von der Firma Eurofins MWG (Ebersberg) hergestellt.
Sie wurden lyophilisiert erhalten und mit destilliertem Wasser auf eine Stammkonzentration von
100 pmol/ul eingestellt. Fiir PCRs die in geringem Mafstab durchgefiihrt wurden, wurden aus
den Stammlosungen 1:10 Verdiinnung mit 10 pmol/ul angelegt. Alle Sequenzen sind den allge-

meinen Standards entsprechend als Sense-Strang in 5°-3"-Richtung angegeben.

2.12.1 Genotypisierungsprimer

Folgende Primer wurden verwendet um Mause auf Anwesenheit verschiedener Transgene hin zu
kontrollieren und darauf basierend geeignete Versuchs- oder Zuchttiere auszuwihlen. Ansétze in
denen gleichzeitig drei oder vier Primer verwendet wurden, ermdglichten es innerhalb einer PCR
zu bestimmen, ob Transgene heterozygot (Mutante/Wildtyp, bzw. mt/wt), homozygot (mt/mt)

oder iiberhaupt nicht vorlagen (wt/wt).

Primername Sequenz (5°-3%) Produkliinge (bp) Detektion von:
Cre-F GATCGCTGCCAGGATATACG | 74 Cre-Rekombinase
Cre-R AATCGCCATCTTCCAGCAG

CTSQ-up ACAAGGTCTGTGAATCATGC | 1098 Catepsin Q,
CTSQ-down TTACAATGTGGATTTTGTGGG DNA Kontrolle
Venus fwd TACGGCCTGCAGTGGTTC 364 Venus Reportergen
Venus rev GGGTGTTCTGCTGGTAGTGG

725 (mt) : SPLK locus fwdl | CRH-Cre Insertion
+5'SPLK rev3

1092 (wt) : SPLK locus

fwd1+ SPLK 3'locus fwd

SPLK locus fwdl | CAGGGCTTGATGAAGGGATA
5'SPLK rev3 CAGTCGGGAAACCTGTCGTG
SPLK 3'locus fwd | GCAGGAAGTGAGTATGAGAGG

Flipase-fwd TTCGAATCATCGGAAGAAGC | 413 Flp-Rekombinase
Flipase-rev TTGCCGGTCCTATTTACTCG

ROSA-1 AAAGTCGCTCTGAGTTGTTAT | 398 (wt): ROSA-1+ROSA-6 | Modifizierter
ROSA-5 TAGAGCTGGTTCGTGGTGTG | 646 (mt): ROSA-1+ROSA-7 | ROSA26 Locus der
ROSA-6 GCTGCATAAAACCCCAGATG | 505 (del): ROSA-1+ROSA-5 | Linie CRH COE
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ROSA-7 GGGGAACTTCCTGACTAGGG
CreER2-fwd CCTTGTTGGATGCTGAGCCC 586 CreERT2-
CreER2-rev TGGGAGAGGATGAGGAGGAG Rekombinase

1053: RK-Cre(3) fwd+BAC | Selektionskassette
RK-Cre(3) fwd ATTCTCCCACCGTCAGTACG .

Irev

RK-PGK fwd GGGGAACTTCCTGACTAGGG

680: RK-Cre(3) fwd+RK-
BAC 3 HA rev CTCCAAAGAAGGGTCACCGC

PGK fwd
Cor26 fwd GTTATTAGGTCCCTCGACCTG | 478: Cor26 fwd+Cor26 rev | ROSA26 Locus
Cor26 rev GATCAGAACCGGCTGAGGT 363: Cor26 fwd+LacZ rev
LacZ rev CCGTAATGGGATAGGTCACG

2.12.2 Klonierungs-Primer und -Oligonukleotide

Klonierungs-Primer und Klonierungs-Oligonukleotide besitzen innerhalb ihrer Sequenz Restrik-
tionsschnittstellen oder funktionale Elemente. Primer bestehen demgemal} aus einer Bindungsse-
quenz und einem Klonierungselement (meistens Restriktionsschnittstellen), welches sich als

Primeriiberhang am 5 Ende befindet.

enthaltenes funktionales

Primername @ Sequenz (5-3°) Element
TGTGCTATTTTCGAAGGTTCCGGA-
3pA fwd BstBI
TCAGCTTGATGGG
TGTGCTATTTTCGAAGATCCAGAC-
3pArev Bbsl
ATGATAAGATACATTG
CTGTACAAGTAAAGAGCTCGCTGAT- 5"Ende komplementér zu 3°-
bpA fwd kom. )
CAGCCTCGACTG Antisense-Strang-Ende von-Venus
TGCTGTCCCTCGAGGACTTCGCGCTG-
oA AGGCGCATGGCCCCGGGTCGGTCCGT- Pacl, Xmal,
rev
P TAATTAAAGAGGATCGAGCCCCAG- BbvCl, Xhol
CTGGTTCT
ACGACAGTGAGCTCCTAGCCAGGGCCG-
Kozak Sequenz, Fsel, Sacl
Cre fwd GCCGCCA-CCATGCCCAAGAAGAAGAG-
GAAGGTGTC
CTGGCTAGCTCGAGCGTACTCTCATATG-
Cre rev Ndel, Xhol

CTAATCG-CCATCTTCCAGCAG
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CreER2-Fsel
fwd

CreER2-Ndel

Iev

CRH Exon 1
fwd

CRH Exon 1 rev

CRH-3" HA fwd

CRH-3" HA rev

CRH-5" HA fwd
CRH-5" HA rev

EV-Linker

antisense

EV-Linker sense

FRT-Neo-3pA
fwd

FRT-Neo-3pA

Iev

IRES-Venus
fwd

IRES-Venus rev

kom.

SA fwd

SA rev

GCCATATGTGCCTCTGAGCTGTGGCAGGC-
AAACCCT

CCAGGGCCGCCCGCCACCATGTCCAATTTA-
CTGACC

ACTTAAGAGAAACTCAGAGCCCAAGTACG

TGGCGCGCCCTGAAGCACCGAGGTTGAGG

CCCCGGGTGTTCAAGATCAATACTTTGG-
CTTTG

TTTAATTAATCATTCACACACACAGATA-
TCTAGG

AGGGCGGCCCTGAAGCACCGAGGTTGAGG

ACCTGCAGGGCTGCTCATCTTTATCCACTC

GATCCTTAATTAATCGCTTGCTGGATGTC-
CTGCAGGA

AGCTTCCTGCAGGTGTAGGTCGTTCGCTT-
TAATTAAG

GACGCGTTCGAATTCCGAAGTTCCTATTC

CCTCGAGTGCTCACTCTGGCCGGCCTGT-
ACCTGACTGATGAAGTTCC

CAGAGGCACATATGATTACGCCAAGCT-
GGGATCC

TCAGCGAGCTCTTTACTTGTACAGCTCG-
TCCATG

ACTGTGGCAAGCTTACGACAGGCC-
TGCAGGTGTCCTGAGGCGCGCCCT-
GTACAGCCGCGGGATCTGTAGGGCGC-
AGTAGTCC

GCGAGGCTGGTACCACTGTCCGACGCG-
TAGCGGCCAG-CTTATCGATACCGTCG

Fsel

Ndel

AfIII

Ascl

Xmal

Pacl

Ascl

Sbfl

BamHI, Sbfl, Pacl

HindIII, Sbfl, Pacl

Mlul

Fsel, Xhol

Ndel

5"Ende komplementér zu 5°-

Sense-Strang-Ende von bpA.

HindIII, Sbfl,
Ascl, Sacl

Mlul, Kpnl
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Primername
5'RACE Crerev 1
5'RACE Cre rev 2
5'RACE Crerev 3
5'SPLK fwdl
5'SPLK fwd2
5"SPLK revl
5'SPLK rev2
5'SPLK rev3

AC 141209 fwd 1
AC 141209 fwd 2
BAC 3'HA fwd
BAC 3'HA rev2
BAC 5'HA fwd
BAC 5'HA fwd2
BAC 5'HA rev
CRH Exon 1 fwd
CRH Exon 1 rev
CRH Intron fwd 1
CRH Intron fwd 2
CRH Intron fwd 3
Fos Sonde 1 fwd
Fos Sonde 1 rev
Fos Sonde 2 fwd
Fos Sonde 2 rev
Fos-RK-5-fwd1
Fos-RK-5"-fwd2
Fos-RK-5"-fwd3

Fos-RK-5"-rev

2.12.3 Sonstige Primer und Oligos

Sequenz (5°-37)
AGGCAAATTTTGGTGTACGG
ACGGACAGAAGCATTTTCCAG
CGAACCTGGTCGAAATCAGT
CGAAGAGTAACCGTTGCTAGGAGAGACC
GTGGCTGAATGAGACTGGTGTCGAC
ACATACGAGCCGGAAGCATAAAG
GTGCCTAATGAGTGAGCTAACTC
CAGTCGGGAAACCTGTCGTG
TGTATTCTTCCGTACTCGTC
CTCTCAGCTACTGTACTCGC
TTGGCTGGACGTAAACTCCTC
GAAAACCTGCAGGAGGCATC
CAACATCATTTAAGTTTCCG
GCTTCTGTGCTTGGGTACAC
TACAAGTAAAGAGCTCGCTG
CTTCTCCTCCCTTGGTAGGTG
TTTTCTGGTCCGTATCTGGC
TTCTCCCCCACCTTCTCTCTC
GGTTGTCCCTTCTAGGTCTCC
GGTCCTTAGGAAGAGGAGC
AGGCACAGTGTATTACTATC
GCATCTGAACAACTTTGTAT
CTGCTTATAGCAATTCATATCC
ATTGGGATCCAAGTGTACAC
CACGACAGGTTTCCCGACT
CAGGGAAAATGAAGGCTGAC
GCTGGTTTTGTGAGCATGAAC

ACAGATACAAAGTTGTTCAGATGC
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RK-Cre(2) fwd
RK-Neo fwd
RK-SA rev
RT-CRH fwd
RT-CRH rev
SPLK locus fwd 1
SPLK locus fwd 2

SPLK locus rev

SPLK-A

SPLK-B

Stop(Cre) fwd
Stop(Neo) fwd

Stop(SA) rev

ATGTTTAGCTGGCCCAAATG
CTCGTCCTGCAGTTCATTCA
GAAAGACCGCGAAGAGTTTG
CACCTACCAAGGGAGGAGAA
GTTGCTGTGAGCTTGCTGAG
CAGGGCTTGATGAAGGGATA
ACCGAACGTGGCAATTTAAC
GACTGGCTGGCTTGAGAAAG

CGAAGAGTAACCGTTGCTAGGAGAGACCGTGGCTGA-
ATGAGACTGGTGTCGACACTAGTGG

AATTCCACTAGTGTCGACACCAGTCTCTAATTTTTTT-
TTTCAAAAAAA

CCAGACCAGGCCAGGTATCTCTGAC
TCAGAGCAGCCGATTGTCTGTTGTG

TTCGCGGTCTTTCCAGTGGG
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3 Methoden

3.1 Arbeiten mit Bakterien

3.1.1 Kultivierung von Bakterien

Die Kultivierung der verwendeten E. coli Bakterienstimme erfolgte in Luria-Bertani-Medium
(LB-Medium), welches nach seiner Herstellung autoklaviert und gegebenenfalls zu Selektions-
zwecken mit dem erforderlichen Antibiotikum (z.B. Ampicillin, Kanamycin, Tetracyclin, Chlo-
ramphenicol) versetzt wurde. Die eingesetzten Antibiotika-Konzentrationen hingen dabei von
der Art des zu selektionierenden Vektors ab: bei ,,multy-copy“-Plasmiden betrug die Arbeitskon-
zentration 50 pg/ml, bei ,,single-copy‘-Vektoren (wie z.B. BACs oder Fosmide) 15 pg/ml.

Zur Herstellung von LB-Agar Platten wurde Agar dem Fliissigmedium (15g/1) zugesetzt, die
Suspension durch Erhitzen im Wasserbad oder in der Mikrowelle in Losung gebracht und in

Kulturschalen ausgegossen.

3.1.2 Herstellung elektrokompetenter E. coli Bakterien

Mit einer Pipettenspitze wurden in Glycerol eingefrorene DH5a E. coli Zellen in eine 50 ml LB
Fliissigkultur {iberfiihrt und diese bei 37 °C iiber Nacht auf einem Schiittelinkubator inkubiert.
Am nichsten Tag wurden 1000 ml LB-Fliissigmedium mit der 50 ml Vorkultur inokkuliert und
solange bei 37 °C und unter Schiitteln bebriitet, bis die Bakterienkultur eine optische Dichte von
ODgoo = 0,5 - 0,6 erreicht hatte. Die Zelldichte sollte zu diesem Zeitpunkt ca. 4-5 x 107 Zellen/ml
betragen. Alle nun folgenden Schritte wurden im 4° C Raum durchgefiihrt. Die 1-Liter Gesamt-
kultur wurde nun auf 6 vorgekiihlte 200 ml Zentrifugations-Gefdfle verteilt (ca. 170 ml Kultur
pro GefdB) und 30 Minuten auf Eis gekiihlt. AnschlieBend erfolgte die Zentrifugation in der
Beckmann Zentrifuge bei 4000 x g fiir 15 Minuten bei 2 °C. Der Uberstand wurde verworfen,
das Pellet eines jeden Zentrifugations-Geféafles in 50 ml sterilem, eiskaltem Wasser resuspendiert
und auf Eis gestellt. Unter Zugabe von weiterem Wasser wurden die Bakterien solange auf Eis
durch leichtes Schwenken der Gefdlle gelost bis ein Endvolumen von ca. 166 ml erreicht war.
Dann wurde die Zentrifugation wiederholt, der Uberstand abermals verworfen und das zuriick-
bleibende Pellet in einem Gesamtvolumen von 83 ml resuspendiert. Nach einer weiteren Zentri-
fugation wurde das Bakterienpellet nun in 6,6 ml (pro Zentrifugationsgefal3) sterilem, eiskaltem
Wasser mit einem Anteil von 10 % Glycerol gelost und, auf Eis kiihlend, in vorgekiihlte Plastik-

rohrchen transferiert. Nach einer letzten Zentrifugation wurde der Glyceroliiberstand dekantiert
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und das verbleibende Pellet wieder in 1 ml sterilem, 10%-igen Glycerol-Wasser durch Vortexen
in Losung gebracht. Diese Suspension wurde nun in sterile Eppendorf Reaktionsgefdfle alliquo-
tiert (20ul pro Aliquot) und bei -80 °C weggefroren werden.

Zur Bestimmung der Transformations-Kompetenz wurde 1ul pUCI19 Vektor (10pg/ul) in ein
Aliquot, bzw. in 20 ul elektrokompetente Zellen elektroporiert und diese auf LB-Ampicillin Plat-
ten ausgebracht.

Folgende Formel kam bei der Berechnung der Kompetenz zur Anwendung:

Kolonienzahl » 10°ng y y ul Gesamt-Transformationsvolumen

x ng transformierte DNA ug X ul ausplattiertes Volumen

Anzahl transformierter Zellen

ug Plasmid DNA
wobei x=0,01
y =1020

X= 20, 50 oder 100

3.1.3 Herstellung chemokompetenter E. coli Bakterien

5 ml LB Fliissigmedium wurden mit E. coli Bakterien des Stammes DHS5 « oder XLI-Blue iiber
Nacht angeimpft. Am nichsten Tag wurde die Starterkultur in 100 ml LB Medium tiberfiihrt und
dort bis zu einem ODsspsm von < 500 angezogen. Die Bakterien wurden dann in einer vorgekiihl-
ten Zentrifuge zweimal fiir je 15 Minuten bei 5000 rpm (rounds per minute) und 4 °C pelletiert
(2x 50 ml) und die Pellets auf Eis in je 15 ml eiskalter TBF I-L&sung suspendiert.

Nach einer 20-miniitigen Inkubation auf Eis und einer weiteren Zentrifugation fiir 5 Minuten bei
4000 rpm und 4 °C wurden die Pellets vorsichtig in je 1,8 ml TBF II-Losung suspendiert, zu je
100 pl aliquotiert und bei -80 °C eingefroren.

3.1.4 Transformation von Bakterien

3.1.4.1 Hitzeschocktransformation

Zur Transformation von DNA in Bakterien mittels Hitzeschock wurden chemokompetente E.

coli Zellen der Linien DH5 « und/oder XLI-Blue eingesetzt. Die Zellen wurden auf Eis aufgetaut
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und anschlieend mit der zu transformierenden Plasmid-DNA (1-100 ng) vorsichtig vermischt.
Nach einer Inkubationszeit von 30 Minuten erfolgte der Hitzeschock bei 42 °C fiir 90 Sekunden.
Die Bakterien wurden schlieBlich kurz auf Eis gestellt und mit 250 pl SOC Medium oder 500 pl
LB Medium versetzt und ca. 1 Stunde bei 37 °C geschiittelt. Abhéngig vom Experiment wurden
zwischen 30 und 150 pl des Ansatzes auf selektiven LB-Agarplatten mittels Drygalskispatel
ausplattiert und iiber Nacht bei 37 °C bebriitet. Abweichungen von diesem Prozedere erfolgten
im Rahmen des ,,TOPO cloning® (Invitrogen), bei dem, wenn moglich, die von Invitrogen emp-

fohlenen TOP10-Zellen eingesetzt wurden und der Hitzeschock nur fiir 30 Sekunden erfolgte.

3.1.4.2 Elektroporation

Ein Aliquot elektrokompetenter Zellen wurde auf Eis aufgetaut und mit 20-200 ng/pul Plasmid-
DNA vorsichtig vermengt. Nach einer 1-miniitigen Inkubation auf Eis wurde die Zell-
Suspension in vorgekiihlte 1,0 mm Eppendorf Elektroporationskiivetten iiberfiihrt und diese im
Elektroporator (Gene Pulser Xcell, Bio Rad) an den vorgesehenen Elektroden fixiert.
StandardméBig wurde der Puls mir den flir E. coli im Gerdt voreingestellten spezifischen Para-
metern von 1800 V, 25 uF und 200 Q durchgefiihrt, die Zeitkonstante sollte nach dem Puls ide-
alerweise 5,0 ms betragen. Waren fiir bestimmte Elektroporationen gesonderte Paramater erfor-
derlich (wie z.B. fiir das ET-cloning), so wurden diese manuell in das Gerét eingegeben. Unmit-
telbar nach dem Strompuls wurde 1 ml warmes SOC Medium in die Kiivette pipettiert und die
sich darin losenden Bakterien sofort wieder in ein Eppendorf Reaktionsgefal3 iiberfiihrt. Nach
einer Inkubationszeit von 1 Stunde bei 37 °C auf dem Schiittelgerit erfolgte das Ausplattieren
von 30-200 pl auf selektiven LB-Agarplatten mittels Drygalskispatel und das Bebriiten iiber
Nacht bei 37 °C.

3.1.5 Anlegen von Glycerolstocks

Zum Zwecke der langfristigen Aufbewahrung von Bakterienkulturen wurden jeweils 750 ul
tiber-Nacht Kultur mit 250 ul 80%-igem Glycerol vermischt und anschlieBend bei -80 °C wegge-

froren.

3.2 Arbeiten mit Nukleinsauren

3.2.1 Plasmidpraparation aus Bakterien

Entsprechend den experimentellen Erfordernissen wurden die Priaparationen in unterschiedlichen

MafBstiben durchgefiihrt. Wéhrend fiir rein analytische Zwecke, wie z.B. den Kontrollverdau
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einer Ligation oder der Sequenzierung eines klonierten DNA Fragments eine 2 ml iiber-Nacht
Kultur ausreicht (Miniprédp), miissen fiir priparative Zwecke, wie z.B. fiir DNA-Hybridisierung
mittels Southern Blot groBere Volumina von 50 ml (Midiprdp) bis 500 ml (Maxiprép) an Fliis-

sigkultur angeimpft werden.

3.2.1.1 Minipraparation

Die analytische Préparation wurde eingesetzt um Klonierungsereignisse per Kontrollverdau zu
verifizieren und/oder auf den Vektoren befindliche DNA Fragmente fiir die Sequenzierung vor-
zubereiten. Hierfiir wurde vor allem die TOPO-Ligation (Invitrogen) eingesetzt, welche die Klo-
nierung von PCR Produkten in den pCRII-TOPO Vektor sowie deren anschlieBende Amplifika-
tion in der Bakterienkultur erlaubt.

Zur Durchfithrung der Minipridp kam das QIlAprep Spin Miniprep Kit von Qiagen zum Einsatz.
Dessen Funktionsweise basiert dabei auf dem Prinzip der alkalischen Lyse kombiniert mit einer
anschlieenden Sdulenaufreinigung der Plasmid-DNA. Das detaillierte Protokoll zur Préparation
kann dem dazugehorigen Handbuch (Qiagen Miniprep Handbook) entnommen werden und ist
auch im Internet auf der Homepage des Herstellers einsehbar (http://www1.qiagen.com, Stand:

26.03.2009).

3.21.2 Midi- und Maxipraparation

GroBere Mengen an Plasmid-DNA wurden vor allem dann bendtigt, wenn die darin enthaltenen
Klonierungselemente fiir spitere Ligationsreaktionen in ausreichender Menge durch Verdau aus
dem Vektor herausgeschnitten und aufgereinigt werden mussten, genug DNA fiir eine Sequenz-
analyse mittels radioaktiver Markierung (Southern Blot) bendtigt wurde oder ausreichend Plas-
mid-DNA fiir eine Transfektion von Sduger-Zelllinien priapariert werden musste.

Fiir die Priparationen wurden das Plasmid-Midi-Kit, bzw. das Plasmid-Maxi-Kit von Qiagen
eingesetzt. Die entsprechenden Protokolle konnen den jeweiligen Handbiichern entnommen
werden und sind auch im Internet auf der Homepage des Herstellers einsehbar

(http://www].giagen.com, Stand: 26.03.2009).

3.21.3 BAC-Praparation

Aufgrund der enormen Grofle und Fragilitdt der BACs, sowie deren geringer Kopienzahl pro
Bakterienzelle, konnten die iiblichen Midi-und Maxiprep Kits zur Priaparation der BACs nicht
eingesetzt werden. Qiagen bietet fiir diese Zwecke ein Large-Construct Kit an, welches speziell
fiir die Isolation von BAC-, PAC-, P1- und Cosmid-Konstrukte bis zu einer Gréfle von 250 kb
konzipiert ist und welches fiir die Préparation der CRH-Cre BACs eingesetzt wurde. Das Proto-
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koll kann dem Handbuch des Kits entnommen oder auf der Homepage des Herstellers eingese-

hen werden (http:// www].giagen.com, Stand: 26.03.2009).

3.2.2 DNA Fallung mittels Ethanolprazipitation

Um DNA aus wissrigen Losungen zu fillen wurde das Ausgangsvolumen mit dem doppelten
Volumen an 100%-igen Ethanol versetzt und liber Nacht auf -20 °C gestellt. Am néchsten Tag
wurde das Gemisch fiir 10 Minuten bei 4 °C und 13000 rpm (Eppendorf Tischzentrifuge) abzen-
trifugiert und das Pellet mit 70%-igen Ethanol gewaschen. Nach einem weiteren Zentrifugati-
onsschritt wurde das Pellet unter dem Abzug getrocknet und schlieBlich mit steril filtriertem

Elutionspuftfer Puffer resuspendiert.

3.2.3 DNA Isolation mittels Chloroform/Phenol Extraktion

Diese Methode wurde vorzugsweise zur Gewinnung von DNA aus Geweben (wie z.B. Leber
oder Gehirn) angewendet. Die Organe wurden hierbei in fliissigem Stickstoff zu Pulver homoge-
nisiert und in einem Falcon Tube in NET-Puffer aufgenommen (1ml NET-Puffer pro 0,1 g Ho-
mogenisat). AnschlieBend erfolgte die Zugabe von 1/10 Volumen Proteinase K (10mg/ml) und
1/10 Volumen 10% SDS. Dem Lysat wurde nach ca. 6 Stunden nochmals 1/10 Volumen Protei-
nase K beigefiigt, ansonsten erfolgte die Inkubation bei 56 °C iiber Nacht. Am nichsten Tag

verliefen die weiteren Schritte wie folgt:

» Extraktion mit einem Volumen Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1)
Zentrifugation fiir 10 Minuten bei 500 rpm und 4 °C

A\

> Extraktion des abpipettierten Uberstandes mit einem Volumen Chloro-
form/Isoamylalkohol (24:1)

» Zentrifugation fiir 10 Minuten bei 500 rpm und 4 °C

» Zugabe von 1/10 Volumen 3M NaAcetat, sowie 2 Volumina 100% gekiihltem Ethanol

zum abpipettierten Uberstand
Die DNA prézipitiert bei Raumtemperatur und kann mit einer Pasteurpipette ,,geangelt werden.

Nach kurzem Waschen in 70%-igem Ethanol und Lufttrocknung wurde die DNA in Tris-HCI

aufgenommen.
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3.2.4 DNA Praparation aus Mausschwanzgewebe

Fiir die Genotypisierung transgener Mauslinien per PCR wurden abgeschnittene Schwanzspitzen
in 100 ul 50mM NaOH bei 99 °C fiir 30 Minuten lysiert. AnschlieBend wurde die Suspension
mit 30 pul IM Tris-HCI (pH 7,0) neutralisiert und bei 4 °C aufbewahrt. 1-2 pl aus dem Lysat

wurden als Template fiir die diversen Genotypisierungs-PCRs unverdiinnt eingesetzt.

3.2.5 Restriktionsverdau von DNA

Die beim Restriktionsverdau eingesetzten DNA Mengen richteten sich nach den jeweiligen expe-
rimentellen Erfordernissen. Fiir einen analytischen Verdau betrug die DNA Menge zwischen 500
ng und 2 pg, fiir einen préparativen Verdau zwischen 5 pg und 100 pg. Das Gesamtansatz-
Volumen konnte zwischen 20 pl und 200 pl variieren. Die Reaktionsbedingungen (Puffertyp,
Enzymmenge, Inkubationszeit, Hitzeinaktivierung) richteten sich nach den jeweiligen Enzym-
spezifischen Empfehlungen des Herstellers. Fiir gewohnlich betrug die Enzymmenge zwischen
10 und 50 Units pro Ansatz. Analytische Verdaue fanden fiir ca. eine Stunde bei 37 °C statt,
préiparative Verdaue wurden bei gleicher Temperatur iiber Nacht durchgefiihrt. Es kamen nur
Restriktionsenzyme der Firmen Roche oder NEB zum Einsatz. Auflerdem wurde darauf geachtet,

dass bei einem Doppelverdau Enzyme des gleichen Herstellers benutzt wurden.

3.2.6 Agarose-Gelelektrophorese

Abhéngig von der GroBe der aufzutrennenden DNA-Fragmente wurden Agarose-Gele herge-
stellt, deren Agarose Anteil zwischen 0,8 % und 2 % schwankte. Hierzu wurde die entsprechen-
de Gewichtsmenge an Agarose (Invitrogen) in 1 x TAE-Puffer aufgekocht, bzw. hitzegelost.
Abhingig von der erwiinschten Gelgrofe (klein = 50 ml, mittel = 200 ml, gro3 = 500 ml) wurde
vor dem Befiillen der Gelkammer 0,5 bis 2,5 pl Ethidiumbromid (0,5 pg/ml) zur spéteren Sicht-
barmachung der DNA beigemengt. Nach der Verfestigung des Agarose-Gels, wurde die verwen-
dete Gelkammer mit 1 x TAE Puffer gefiillt und die zu 1/6 mit Ladepuffer versetzte DNA in die
Geltaschen pipettiert. Die Elektrophorese wurde bei einer Stromstérke von 300 mA fiir 1 bis 1,5
Stunden durchgefiihrt. Die Stromspannung war abhéngig von der GelgroBle, bzw. der Gelkam-
mergrofe und betrug zwischen 80 und 140 Volt.

Nach Beendigung der Elektrophorese wurden die DNA-Banden durch UV-Licht sichtbar ge-

macht und mittels eines digitalen Dokumentationssystems fotografiert und ausgedruckt.
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3.2.7 Gelextraktion
3.2.7.1 Gelextraktion von DNA <10kb

Um per Gelelektrophorese aufgetrennte DNA Molekiile zu isolieren, bzw. aufzureinigen wurden
diese nach Detektion unter UV Licht mit einem sterilen Skalpell aus dem Gel herausgeschnitten
und in ein Eppendorf Reaktionsgefdl3 iiberfiihrt. AnschlieBend wurde die DNA mit Hilfe des
QlAquick Gel-Extraction-Kits von Qiagen aus dem Gelstiick geldst, bzw. aufgereinigt und iiber
eine Silikatsdule in mitgeliefertem Eluationspuffer oder Ampuwa-Wasser eluiert. Eine detailierte
Anleitung findet sich in dem entsprechenden Kit-Handbuch oder auf der Homepage von Qiagen

(http://www].giagen.com, Stand: 26.03.2009).

3.2.7.2 Gelextraktion von DNA >10 kb

Zur Herstellung transgener Tiere ist es erforderlich, dass das entsprechende Transgen fiir die
Elektroporation in ES-Zellen oder fiir die Injektion in den ménnlichen oder weiblichen Pronu-
cleus der Spender-Oocyte aufgereinigt und in geniigender Menge vorliegt. Auch im vorliegenden
Falle musste das CRH-Cre/CRH-CreERT2 Konstrukt zum Zwecke der zufélligen Insertion in
das Mausgenom von dem Fosmid-Backbone geldst und aufgereinigt werden. Dabei waren aber
zwei Probleme zu beachten. Zum einen ist es mit dem Gel-Extraction-Kit von Qiagen nicht mog-
lich DNA aufzureinigen, deren Stranggrof3e 10 kb tibersteigt, so dass diese schnelle und einfache
Methode nicht fiir die Gelextraktion der iiber 45 kb langen CRH-Cre Konstrukte angewendet
werden konnte. Zum anderen empfiehlt es sich nicht die zu extrahierenden Banden mittels UV-
Licht zu detektieren, da dies zu Mutationen in der DNA (wie z.B. Thymidin-Dimeren, Strang-
briichen) fithren kann, und man so im schlimmsten Fall mutierte und/oder beschidigte DNA in
die Mauszellen injiziert. Aus dem gleichen Grund darf das Gel vor dem GieBlen auch nicht mit
Ethidiumbromid versetzt werden, da dessen interkalierende Eigenschaft dhnliche Effekte nach
sich ziehen kann.

Letzteres Problem wurde umgangen, indem die DNA Bande des Transgens indirekt detektiert
und anschlieBend quasi ,,blind*“ herausgeschnitten wurde. Dazu wurde der Vektor-Transgen-
Verdau auf verschiedene Geltaschen eines ethidiumbromidfreien Gels nebeneinander verteilt und
an den beiden duBlersten Laufbahnen der Marker aufgetragen (Siehe Abbildung 6). Nach Beendi-
gung der Elektrophorese wurden die beiden duBersten Transgen-Laufbahnen inklusive der Mar-
ker-Bahnen vom restlichen Gel abgetrennt, in einer mit 1 x TAE Puffer befiillten Schale mit
Ehidiumbromid inkubiert und danach unter UV-Licht analysiert. Die Position des zu extrahie-
renden Transgenes wurde durch Herausschneiden eines kleinen spitzwinkeligen Gelstiicks an der

entsprechenden Stelle markiert.
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Abbildung 6: Methode zur Gelextraktion linearisierter Transgene. (A) Auftragen des verdauten Transgens auf
mehrere Geltaschen, (B) Abschneiden der seitlichen Banden inklusive Marker, (C) Markierung der Transgen-Bande
nach Ethidiumbromid-Farbung und (D) Extraktion der ungeféarbten Transgen-Banden.

Durch Anpassen der so markierten Randgelstiicke an das Mittelstiick konnte nun die Position der
restlichen im Mittelstiick befindlichen Transgen-Banden abgeschitzt und diese so herausge-
schnitten werden.

Um die Transgene DNA aus den Agarosegelstiicken zu befreien und aufzureinigen, wurde auf
die Methode der Elektroeluation zuriickgegriffen. Hierzu wurde das herausgeschnittene Gelstiick
in einen Dialyseschlauch gesteckt, dieser mit 1 x TAE Puffer befiillt und an beiden Enden mit
Klemmen verschlossen. Der Schlauch wurde anschlieend in einer Gelkammer fixiert und eine
Spannung von 60 bis 80 Volt an die Kammer angelegt. Nach einer Eluationsdauer von ca. 5 bis 6
Stunden wurde der nun DNA-enthaltende Puffer abpipettiert, in ein Falcon-Roéhrchen tiberfiihrt
und die DNA mittels Ethanolprazipitation gefillt, sowie in Injektionspuffer oder Tris-HCI gelost.

3.2.8 DNA Ligation

3.2.8.1 Ligation mit T4 DNA Ligase
Die Ligation von DNA Molekiilen mit Hilfe der T4-Ligase (Roche) wurde vor allem wéhrend
diverser Klonierungsschritte eingesetzt. Um eine erfolgreiche Ligation zu gewihrleisten wurden

meist drei parallele Ligationsansitze vorbereitet, welche sich nur in dem Verhiltnis der einge-
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setzten Insertmenge (= die in den Vektor einzufiigende DNA) zur eingesetzten Vektormenge
unterschieden. Ausgehend von einer eingesetzten Vektormenge von 50 ng konnte die erforderli-

che Insertmenge nach folgender Formel errechnet werden:

Masse des Insert = x * 50 ng * (Lange des Inserts in bp/Lénge des Vektors in bp)

wobei x = 3, 5 oder 10

Entsprechend den Herstellerempfehlungen wurden die Ligationen in einem Reaktionsvolumen
von 20 pl durchgefiihrt, in das neben der zu ligierenden DNA, jeweils 2 pl T4-Ligase, 2 pl Liga-
se Puffer und steriles Wasser pipettiert wurden. Die Reaktion fand bei 16 °C iiber Nacht statt.
Die sich daran anschlieende Bakterien-Transformationen wurde mit 1-4 ul des Ligationspro-
duktes durchgefiihrt.

Alternativ wurde auch das Rapid DNA Ligation Kit von Fermentas eingesetzt, welches die Liga-
tionsreaktion auf 5 Minuten verkiirzt. Das Protokoll hierzu kann dem Handbuch des Kits ent-

nommen oder auf der Homepage des Herstellers gefunden werden (http:/www.fermentas.com;

Stand 24.03.2009).

3.2.8.2 TOPO-TA Ligation

Das TOPO-cloning Kit (Invitrogen) ermdglicht es PCR Produkte in den vom Hersteller entwik-
kelten pCRII-TOPO Vektor zu ligieren. Dies wird durch die Tatsache ermdglicht, dass die Taq
Polymerase einen 3'-Adenosin Uberhang an die PCR Produkte anfiigt, woriiber diese an die mit
5°-Thymidin Uberhiingen versehenen Enden des TOPO Vektors ligieren konnen.

Uber ein blau/weill Screening, basierend auf der Komplementation des auf dem TOPO Vektor
befindlichen B-Galaktosidase Gens, konnen auf mit X-Gal behandelten LB-Agar Platten Koloni-
en mit erfolgreich ligiertem Insert (= weil3) detektiert, bzw. selektioniert werden.

Weitere Informationen zum TOPO cloning, sowie das Ligations Protokoll konnen dem Hand-
buch des Kits sowie der Homepage des Herstellers entnommen werden

(http://www.invitrogen.com; Stand: 24.03.2009).

3.2.9 Polymerase Kettenreaktion (Polymerase Chain Reac-
tion)

Mit Hilfe der Polymerase Chain Reaction (PCR) konnen DNA Sequenzen millionenfach kopiert
werden. Dies erlaubt es zum einen DNA Sequenzen in Form von PCR Amplifikaten auf einem

Elektrophoresegel sichtbar zu machen (analytische PCR) und damit zu detektieren, zum anderen
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konnen Gene oder andere Sequenzmotive aus ihrem Ursprunsglocus herauskopiert und so fiir

Klonierungsarbeiten und ,,gene-engineering* eingesetzt werden (priaparative PCR).

3.29.1 Standard PCR

Die Amplifikation der Ziel-DNA erfolgt durch die aus dem Bakterium termophilus aquaticus
stammende thermostabile Taq Polymerase, welche in der Lage ist entlang eines DNA Einzel-
stranges in 5'>3" Richtung einen komplementiren Gegenstrang zu synthetisieren. Allerdings
benotigt die Taq zum Synthesestart ein Oligonukleotid (Primer), welches komplementir an den
Einzelstrang bindet und der Taq Polymerase ein freies 3'-OH Ende als Startpunkt bietet. Deswei-
teren benotigt die Reaktion Desoxynukleotid-Triphosphate (NTP), Magnesiumchlorid und Reak-
tionspuffer. Die AnsatzgroBBen konnen zwischen 25 pl und 100 pl variieren. Ein typischer 50 ul

Ansatz sieht demnach wie folgt aus:

DNA Template (10-50 ng) | 1 pul
Primer sense (10uM) 1 ul

Primer antisense (10uM) 1wl

NTP (10uM) 1 ul
Reaktionspuffer (10x) S5ul
MgCl, (0,5-5nM) 3ul

Taq-Polymerase (5U/ul) 0,5 ul
H,O 37,5 ul (add 50 ul)

Die PCR Reaktion selbst lduft in drei unterschiedlichen Schritten ab, die sich 25-bis 40-mal wie-
derholen und unter speziellen Temperaturbedingungen erfolgen: im ersten Schritt wird die DNA
bei 94 °C aufgeschmolzen, d.h. einzelstringig gemacht. Im zweiten Schritt wird die Temperatur
auf die Primer-abhéngige Annealing-Temperatur reduziert, welche sich ca. 2 bis 5 °C unterhalb
der Schmelztemperatur des Primer befinden sollte und eine spezifische Anlagerung des Primers
an seine Zielsequenz gewdhrleistet. Idealerweise sollte die Annealing Temperatur zwischen 50
°C und 65 °C betragen und die Schmelztemperatur der beiden verwendeten Primer sich nicht um
mehr als 5 °C unterscheiden. Im dritten Reaktionsschritt wird die Temperatur auf 72 °C erhoht,

da dies die optimale Arbeitstemperatur fiir die Tag-Polymerase darstellt. Abhéngig von der Lén-
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ge des zu amplifizierenden Sequenzabschnittes wird die Elongationszeit grob auf ca. 1 Minute
pro 1 kb Zielsequenz limitiert.

Die Standardeinstellung eines fiir die PCR benutzen Thermocyclers sieht demnach wie folgt aus:

1 Zyklus 2-5 min 94 °C
1 min 94 °C
25-40 Zyklen | 1 min 50-65 °C

I min/kb | 72 °C
1 Zyklus 5-10 min | 72 °C

1 Zyklus o0 4°C

Neben der Taq-Polymerase wurde fiir praparative PCR Reaktionen auch Herculase® (Stratage-
ne) eingesetzt. Dabei handelt es sich eigentlich um ein Enzymgemisch aus klassischer Tag-
Polymerase und Pfu-Polymerase, welches die Anzahl fehlerhaft eingebauter Nukleotide verrin-
gert und deshalb gerade bei der Amplifikation langer DNA Sequenzen oder funktionell relevan-

ter Sequenzelemente von Vorteil sein kann.

3.29.2 PCR zum Anfiigen von DNA Sequenzen

Wihrend der Klonierung der CRH-Cre-/CRH-CreER2-Konstrukte konnten einzelne Konstrukt-
elemente oftmals nicht mit Hilfe von Restriktionsenzymen aus ihrem Ursprungslocus herausge-
schnitten und anschlieBend miteinander ligiert werden. Entweder fanden sich keine geeigneten
Schnittstellen an den Enden der jeweiligen Elemente oder die Schnittstellen befanden sich zu-
satzlich auf den Elementen des Zielvektors selbst. In diesem Falle wurden Primer entworfen, die
neben ihrer Bindesequenz fiir das zu amplifizierende Klonierungselement einen 5°-Uberhang
enthielten. Dieser Primeriiberhang konnte entweder als Restriktionsschnittstelle oder auch als
funktionelles Element entworfen werden (die Kozak Sequenz wurde so z.B. an die Cre-
Rekombinase angefiigt). Als PCR Produkt erhidlt man auf diese Weise die PCR-Zielsequenz an

deren Enden sich die Sequenzen des Primeriiberhanges befinden.
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X Abbildung 7: Schematische Dar-
------------------------------ s stellung der Addition von DNA-
Sequenzen per PCR.

Konstrukt-Element

— —

X Konstrukt-Element Y.

3.2.9.3 PCR zur Aneinanderfigung von DNA Elementen (overlapping
PCR)

Mit der so genannten overlapping-PCR ist es moglich zwei verschiedene DNA Sequenzen mit-
einander zu fligen ohne dafiir auf Restriktionsenzyme, bzw. Ligasen zuriickgreifen zu miissen
(siche Abbildung 8). In der vorliegenden Arbeit wurde diese Methode eingesetzt, um ein IRES-
Venus Fragment mit einer bpA Sequenz zu verbinden. In zwei ersten PCR Runden werden dazu
die zu ligierenden Fragmente amplifiziert. Wichtig dabei ist, dass die Primer, welche an den
Verkniipfungsenden der Einzelfragmente binden einen ca. 12 bp langen Primeriiberhang. besit-
zen, der komplementidr zum Verkniipfungsende des jeweils anderen Fragments ist. Dies fiihrt
dazu, dass am Ende der ersten PCR beide beteiligten Fragmente an ihrem 5°-, bzw. 3-Ende eine
zusétzliche Sequenz von 12 bp tragen, die komplementir zu dem 5°-, bzw. 3"-Ende des Partner-
fragmentes ist. In einer zweiten PCR werden nun diese beiden PCR Produkte gemeinsam als
Template eingesetzt und konnen nach dem Aufschmelzen iiber ihre komplementédren 12 bp En-
den (und damit einer Gesamt-Annealingsequenz von 24 bp) miteinander ligieren. Nach dem U-
berlappen fungieren die freien Enden als ,,Pseudoprimer” und sorgen dafiir, dass die beiden
iberlappenden Stringe zu einem vollstindigen Doppelstrang synthetisiert werden. Dieser Dop-
pelstrang kann anschlieend mittels zweier Primer, die an den &duBleren Enden des Fusionspro-

dukts binden weiter amplifiziert werden.

Abbildung 8 (nachfolgende Seite): Schematische Darstellung der overlapping-PCR. (A) Ausgangsfragmente,
(B) Anfiigen der komplementiren Ende per PCR, (C) Ausgangsfragmente mit angefiigtem komplementiren Ende,
(D) Hybridisierung der Ausgangsfragmente und (E) finale Elongation zum Fusionsprodukt. Das Fusionsprodukt
kann anschlieBend mittels zweier an den &ufleren Enden bindenden Primer amplifiziert werden.
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3.2.9.4 Splinkerette PCR

Die Splinkerette PCR (Horn et al., 2007) ist eigentlich eine Kombination aus genomischem Ver-
dau, der Ligation eines Adaptors und einer abschlieBenden PCR. Man verwendet sie um die
chromosomalen Integratiosstellen von ,trapping“-Vektoren oder, wie im vorliegenden Fall,
Transgenen herauszufinden. Die Idee hinter dieser Methode ist, die chromosomale DNA des
transgenen Tieres mit einem relativ haufig schneidenden Enzym (wie z.B. Apol oder BstY1) zu
verdauen, so dass unter den vielen Restriktionsfragmenten auch eines ist, welches das 5 -oder 3°-
Ende des Transgenes sowie die sich bis zur ndchsten Schnittstelle anschlieBende chromosomale
Sequenz des Integrationsortes aufweist (Abbildung 9). Nun wird an alle Fragmente eine Adaptor
ligiert, der eine durch einen ,,Hairpin-loop* unzugingliche Primerbindungsstelle besitzt. In einer
PCR Reaktion wird der fiir diese Sequenz spezifische Primer sowie ein fiir das Transgenende

spezifischer Primer eingesetzt. Da der Adaptor Primer wegen des Hairpins nicht binden kann,
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erfolgt im ersten Zyklus nur eine vom Transgen-spezifischen Primer ausgehende Elongation, so
dass unspezifische Amplifikationen anderer Fragmente verhindert werden. Sobald die komple-
mentire Bindestellensequenz des Adaptorprimers von der Elongation erfasst wird, steht sie dem
Adaptor Primer im neu entstandenen DNA Strang (nun ohne Hairpin) als Bindungsstelle zur
Verfligung und forciert somit die Amplifikation des Integrationsort tragenden Fragments. Das
aufgereinigte PCR Produkt kann dann mit Hilfe des Transgen-spezifischen Primers sequenziert
und die chromosomale Sequenz anschliefend in den Online-Mausgenom Datenbanken NCBI
und/oder Ensembl nach moglichen Treffern durchsucht werden.

Die Durchfithrung der Splinkerette PCR wurde geméll dem Protokoll von Horn et al. (2007)
durchgefiihrt.

A. Verdau

I lEERNne

chromosomale DNA

Transgen

B. Adaptor-Ligation

Adaptor

— +

]
v

C. 1.PCR Zyklus

_——

V

D. 2.PCR Zyklus
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Abbildung 9 (vorhergehende Seite): Schematische Darstellung der Splinkerette-PCR. (A) Verdau der genomi-
schen DNA mit Apol, (B) Ligation des SPLK-Adaptors, (C) 1. PCR-Zyklus mit Transgen-spezifischem Primer und
D) Amplifikation der SPLK-Ligation.

3.2.9.5 Kolonie-PCR

Zum schnellen Durchsuchen von Bakterienkolonien auf Anwesenheit transformierter Plasmide
oder erwiinschter Rekombinationsereignisse (wie z.B. bei der ET-Klonierung) wurden diese mit
einer Impfose oder einer sterilen Pipettenspitze gepickt, in 50 pl steriles Wasser iiberfiihrt und
dort fiir 2 Minuten bei 90-100 °C aufgekocht. 1-5 pl aus dem Lysat wurden dann als Template in
die jeweilige PCR Reaktion eingesetzt.

3.2.10 PCR Aufreinigung

Um PCR Produkte fiir nachfolgende Reaktionen (Ligationen, Sequenzierungen) von stérenden
enzymatischen Nebenprodukten zu befreien, wurden diese mit Hilfe des QIAquick PCR-
Purification Kits von Qiagen aufgereinigt. Das Protokoll kann dem beigefiigten Handbuch des
Kits entnommen oder auf der Homepage des Herstellers eingesehen werden

(http://www].giagen.com, Stand: 26.03.2009).

3.2.11 Sequenzierung

Alle fiir diese Arbeit benétigten Sequenzierungen von Plasmiden, PCR- und Klonierungs pro-
dukten wurden als Auftragsarbeit von der Firma Sequiserve (Vaterstetten) durchgefiihrt und be-
ruhen auf der fluoreszenzmarkierten Didesoxymethode nach Sanger. Die Ergebnisse der Sequen-
zierungen wurden als Chromatogramm- und Textdatei erhalten und mit der Software Vector NTI

(Invitrogen) analysiert.

3.2.12 RED/ET Klonierung

Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war es, eine transgene Mauslinie zu erzeugen, welche die Cre-
Rekombinase unter der Kontrolle des CRH Promotors exprimieren sollte, um nach einer spiteren
Kreuzung mit der Mauslinie CRH-COE eine CRH-spezifische CRH-Uberexpression zu erhalten.
Nach der Konstruktion der Cre-Kassette war es daher notwendig, diese unter die Kontrolle des
CRH-Promotors zu stellen, indem das Startcodon-tragende Exon 2 des CRH Gens gegen das
Cre-Konstrukt mittels homologer Rekombination ausgetauscht wurde. Der zu modifizierende
CRH Locus wurde dabei als BAC und Fosmid-Klon einer Mausgenom-Bibliothek bestellt und

konnte so in E. coli Kultur amplifiziert und bearbeitet werden. Um den Austausch von Exon 2
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des CRH Gens gegen das Cre-Konstrukt zu bewerkstelligen, wurde das Verfahren der RED/ET
Rekombination angewandt, welches in Form eines Kits (Counter-Selection BAC Modification
Kit) der Firma Gene Bridges erhiltlich ist. Um die homologe Rekombination iiberhaupt zu er-
moglichen, muss das Konstrukt, welches eingefligt werden soll (Zielvektor) an seinen beiden
Enden mit Sequenzen versehen werden, die homolog zu den flankierenden Sequenzen des Ziel-
bereichs sind (= homologe Arme). Die Zielsequenz selbst (im vorliegend Fall ein BAC/Fosmid-
Klon, welcher den murinen CRH Locus trigt) wird als BAC oder Fosmid-Insert in E. coli beher-
bergt und kann durch die auf dem Vektor-Backbone liegende Chloramphenicol Resistenz selek-
tioniert werden. Wichtiger Bestandteil des Kits ist das Red/ET recombination protein expression
plasmid pSC101-BAD-gba™'. Dieses Plasmid kann durch L-Arabinose zur Expression der Pha-
gen-Proteine RecE und RecT induziert werden, welche dann durch Herbeifiihrung eines
Strangbruches und Einzelstrangstabilisierung die homologe Rekombination katalysieren. Das
Plasmid besitzt auBerdem eine Tetracyclin-Resistenz und kodiert fiir ein Temperatur-sensitives
RepA-Protein, welches die Replikation des Plasmids bei 30 °C ermdoglicht. In der praktischen
Ausfithrung wurde das BAC/Fosmid tragende Wirtsbakterium zuerst mit dem Expressionplasmid
transformiert und nach positiver Selektion (mit Tetracyclin und Chloramphenicol) mit dem
linearisierten  Cre-Konstrukt elektroporiert. Nach  Arabinose-Induktion erfolgte die
Rekombination in nicht-selektivem Fliissigmedium fiir ca. 70 Minuten bei 37 °C. Da das Cre-
Konstrukt eine eigene Neomycin/Kanamycin Selektionskassette trdgt wurden die Bakterien auf
Chloramphenicol-Kanamycin Platten ausgestrichen und iiber Nacht bei 37 °C bebriitet. Das
Temperatur-sensitive Rep A Protein verliert bei dieser Temperatur seine Funktionalitit, so dass
das Expressionsplasmid in den wachsenden Bakterien Kolonien sukzessiv verloren geht.
Erfolgreiche Rekombinationsereignisse wurden anschlieBend per PCR und Southern Blot
validiert. Das ausfiihrliche Protokoll zur RED/ET Klonierung kann dem Handbuch des Counter-
Selection BAC Modifications Kits entommen oder auf der Homepage des Herstellers eingesehen

werden (http://www.genebridges.com; Stand 30.03.2009).
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Abbildung 10: Schematische Darstellung der RED/ET Klonierungs-Technik.

3.2.13 Radioaktive DNA-Hybridisierung

Die Anwesenheit bekannter DNA Sequenzen in einem Genom oder DNA-Gemisch kann mit
Hilfe radioaktiv markierter, Zielsequenz-homologer DNA Sonden {iiberpriift werden. Innerhalb
der vorliegenden Dissertation wurde die radioaktive Hybridisierung eingesetzt, um positive Re-
kombinationsereignisse der RED/ET Klonierung zu validieren und um ES-Zellen mit erfolgreich

integriertem CRH-Cre Konstrukt zu detektieren.

3.2.13.1 DNA Isolation

Fiir Fosmid und BAC-Klone wurde das Qiagen Maxi-Prep Kit, bzw. Large-Construct Kit zur
DNA Préparation verwendet.

ES-Zellen wurden in 96-well Titerplatten iiber Nacht mit speziellem Lysis-Puffer bei 56 °C in-
kubiert und die DNA per Ethanolfillung prazipitiert.
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3.2.13.2 Restriktionsverdau und Elektrophorese
5-10 ug DNA wurden mit 30 bis 60 Units des entsprechenden Restriktionsenzyms iiber Nacht
bei 37 °C verdaut und am darauffolgenden Tag auf ein 0,8 %-iges Agarosegel aufgetragen.

Die Laufzeit des Gels betrug ca. 6 Stunden bei 300mA und 50 V.

3.2.13.3 DNA Transfer (Southern Blot)

Um die im Gel befindliche DNA einzelstringig zu machen, wurde das Gel zweimal fiir je 15
Minuten unter leichtem Schiitteln in Denaturierungspuffer inkubiert. Anschlieend erfolgte ein
Neutralisierungsschritt fiir ebenfalls zweimal 15 Minuten in Neutralisierungspuffer, gefolgt von
10 Minuten Aquilibrierungin 20x SSC.

Fiir den Transfer der DNA auf eine Nylon Membran (Hybond N', GE Healthcare) wurde der
Southern Blot wie folgt aufgebaut:

Nylon Membran Absorbtionspapier

Filterpapier

_— Agarose—GeI

Filterpapier __—

N

Plastik Unterlage
20x SSC Puffer

Abbildung 11: Aufbau des Southern Blots.

Die Transferzeit betrug dabei zwischen 12 und 20 Stunden. Nach dem Abbau des Blots wurde
die Orientierung des Gels an der Nylonmembran markiert und die DNA durch UV-Bestrahlung
auf der Membran immobilisiert. Um zu kontrollieren, ob die DNA auf die Nylonmembran iiber-
tragen wurde, wurde das Gel unter UV-Licht auf An-, bzw. Abwesenheit von DNA-Banden hin

untersucht.

3.2.13.4 Radioaktive Markierung der Hybridsierungs-Sonde
Ausgangsmaterial der Sondenmarkierung bildet das aufgereinigte PCR Amplifikat der zu detek-
tierenden DNA Sequenz. Fiir die Markierung selbst wurde das Megaprime DNA labelling system
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der Firma Amersham verwendet. 25 ng der DNA Sonden werden dabei mit 5 pl random-Primern
bei 95 °C fiir 5 Minuten aufgeschmolzen und nach dem Abkiihlen auf Eis mit 2 Einheiten Kle-
now-Fragment, Reaktionpuffer und 50 uCi radioaktiv markierten [o-*>"P]-dCTP (GE Healthcare)
bei 37 °C fiir 30 Minuten inkubiert. Der 50 pl Reaktionsansatz stellte sich demnach folgender-

malflen dar:
DNA Probe X (25 ng)
ad 28 ul H,O ad 28 pul
random Primer Sul
5 Minuten bei 95 °C
auf Eis abkiihlen lassen
Megaprime reaction buffer 10 ul
[0->*P]-dCTP 5ul
Klenow Fragment 2 ul

Inkubation fur 30 Minuten bei 37 °C

Die nun radioaktiv markierte Sonde wurde anschlieBend auf Microspin S-300 Saulen (Amers-
ham) pipettiert und durch Zentrifugation bei 3000 rpm fiir 1 Minute von nicht eingebauten Nu-
kleotiden separiert. Um die Radioaktivitit der Sonde zu bestimmen, wurde 1 pl der aufgereinig-
ten Sonde in 2 ml Szintillationsfliissigkeit gegeben und in einem Beta-Counter gemessen. Fiir die
weitere Hybridisierungsreaktion kamen dabei nur Sonden zum Einsatz, die eine Aktivitéit von >

500000 counts/pl aufwiesen.

3.2.13.5 Hybridisierung der radioaktiv markierten Sonde

Zunichst wurde die DNA-Membran fiir ca. 30 Minuten in 5-10 ml ,,Rapid-Hyb* Hybridise-
rungspuffer bei 65 °C prahybridisiert. Parallel dazu wurde das komplette Volumen der radioakti-
ven Probe zusammen mit 100 pl Lachsspermien-DNA fiir 5 Minuten bei 95 °C denaturiert und
auf Eis abgekiihlt. AnschlieBend wurde dieses Gemisch in das die Membran und den Hybridisie-
rungspuffer enthaltende Reaktionsgefdfl hinzugegeben und iiber Nacht bei 64 °C in einem Rota-

tionsofen hybridisiert.
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Am darauffolgenden Tag wurde die Membran fiir jeweils 20 Minuten mit Blot-Waschpuffer 1,
bzw. Blot-Waschpuffer 2 gewaschen und auf Filterpapier getrocknet. Zur Detektion des radioak-
tiven Signals wurde die Membran in eine Klarsichtfolie verpackt, in einer Filmkassette fixiert
und mit einem Rontgenfilm exponiert. Abhéngig von der Signalstirke konnte die Expositions-
dauer einige Stunden bis mehrere Tage andauern. Die Entwicklung des Filmes erfolgte unter

Rotlicht in einem automatisierten Entwicklungsgerit.

3.2.14 Kolonie Abklatsch (Colony Lift)

Eine Variante der radioaktiven Hybridisierung ist der so genannte Kolonie Abklatsch (im engli-
schen Sprachgebrauch: Colony Lift), mit dem alle auf einer LB-Agar Platte gewachsenen Bakte-
rienkolonien analysiert werden kdnnen.

In der vorliegenden Arbeit wurde diese Methode angewendet, um wéhrend des RED/ET Klonie-
rens rekombinante Bakteriekolonien detektieren zu konnen. Im Unterschied zum bereits be-
schriebenen Hybridisierungsprotokoll muss beim Colony Lift kein vorhergehender préparativer
Verdau durchgefiihrt werden und selbst der eigentliche Southern Blot ist nicht notwendig. Statt-
dessen reicht es aus eine kreisformige Nylonmembran auf eine vorgewidrmte Bakterienplatte
abzurollen und sie nach einigen Sekunden wieder abzuziehen, wobei die Bakterienkolonien an
der Membranoberfldche kleben bleiben. Wichtig ist dabei, die Nylonmembran vorher so zu mar-
kieren, dass die Orientierung auf der Agar-Platte nach der Entwicklung des Filmes rekonstruier-
bar ist. Nach dem Abziehen der Membran wird diese nacheinander auf mit Denaturierungspuf-
fer, Neutralisierungspuffer (je 2 x 10 Minuten) und 20 x SSC (1 x 5 Minuten) getrdnktem Filter-
papier gelegt. Anschlieend kann die DNA durch UV-Bestrahlung immobilisiert und fiir die

Hybridisierung mit einer radioaktiv markierten Sonde eingesetzt werden.

3.2.15 RNA-Isolation

Als Ausgangsmaterial fiir diverse RT-PCRs, sowie der 5"RACE und der 3’'RACE wurde RNA
sowohl aus kultivierten Saugerzell-Linien (HEK293) als auch aus corticalem Gehirngewebe mit
Hilfe von TRIzol® isoliert. Die Homogenisierung der Zellen erfolgte im Fall von Sdugerzell-
Linien durch direkte Zugabe von 1 ml TRIzol® auf eine 10 cm? Kulturschale, gefolgt von
mehrmaligem Aufziehen und AusstoBen durch eine Kaniile. Gehirngewebe wurde dagegen mit
Hilfe eines Dispergiergerits in 1 ml TRIzol homogenisiert und anschlieBend per Ultraschall so-

nifiziert. Anschlieend gestaltete sich das Protokoll wie folgt:
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Separation

>
>
>
>

Inkubation der Proben fiir 5 Minuten bei Raumtemperatur
Hinzufiigen von 0,2 ml Chloroform/1 ml TRIzol®
Vortexen, anschlieBend Inkubation fiir 3 Minuten bei Raumtemperatur

Zentrifugation fiir 15 Minuten bei 13000 rpm und 4 °C

Prézipitation

>

Transfer des Uberstandes in eine neues ReaktionsgefiB
Hinzufiigen von 0,5 ml Isopropanol/Iml TRIzol®
Inkubation fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur
Zentrifugation fiir 10 Minuten bei 13000 rpm und 4 °C

Verwerfen des Uberstandes

Waschen und Losen

>

vV V V V VYV V

Hinzufiigen von 1 ml 70% Ethanol/1ml TRIzol®
Vortexen

Zentrifugation fiir 5 Minuten bei 9000 rpm und 4 °C
Uberstand verwerfen

Lufttrocknung fiir ca. 20 Minuten bei 37 °C

Losen des Pellets in 40 pl H,O

Lagerung bei -80 °C

3.2.16 Reverse Transkription

Zum Umschreiben der schnell degradierenden RNA in stabile cDNA und deren Verwendung als

PCR Template wurde eine reverse Transkription mit SuperScript™ Il Reverse Transcriptase

(Invitrogen) durchgefiihrt. Ausgehend von einem Oligo(dT);z.1s Primer, der an den Poly-A

Schwanz der mRNA bindet, erfolgte eine ca. 50-miniitige Transkription, sowie ein anschlieBen-

der RNase H Verdau, um cDNA-komplementire RNA Molekiilezu entfernen.

Ein genaues Protokoll findet sich in den Herstellerangaben.

Fiir anschlieBende PCR Reaktionen wurden jeweils 2 ul cDNA eingesetzt.
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3.2.17 RACE-PCR

RACE steht fiir ,,rapid amplification of cDNA-ends* und bezeichnet eine Methode mit der es
moglich ist, das 5'-Ende (5'RACE) oder das 3'-Ende (3'RACE) einer cDNA zu amplifizieren
und anschlieend per Sequenzierung zu analysieren. Voraussetzung dabei ist, dass die Sequenz
eines Teilbereichs der mRNA/cDNA bekannt ist und somit ein oder mehrere fiir diese Region
spezifische Primer eingesetzt werden konnen.

Die 3'RACE-PCR startet, ausgehend von dem fiir eukaryotische RNA typischen polyA-
Schwanz, mit einer reversen Transkription der mRNA unter Verwendung eines Oligo dT-
Primers. AnschlieBend erfolgt die Komplettierung des Gegenstranges mit einem spezifischen, in
einer bekannten Region bindenden Primer. Die weitere Amplifikation erfolgt mit dem eben ge-
nannten spezifischen Primer, sowie einem Primer, der an die Oligo Anker-Sequenz bindet.

Im Gegensatz zur 3'RACE-PCR startet die 5" RACE-PCR die reverse Transkription der RNA mit
einem spezifischen Primer (Abbildung 12). An die 5'Enden der synthetisierten cDNA Molekiile
wird dann mit Hilfe der Terminalen Transferase ein Poly-A (oder auch Poly-C) Schwanz ange-
fiigt, der einem Anker-Primer als Ausgangspunkt fiir die ,,Riickreaktion” dient, so dass die
cDNA doppelstrangig vorliegt. Die Amplifikation des 5'cDNA Bereiches erfolgt mit einem
zweiten Anker-Primer, sowie einem zweiten spezifischen Primer, die beide ein wenig weiter
innen binden und dadurch die Spezifitit der PCR weiter erhohen (nested PCR).

Sowohl fiir die 3’'RACE-PCR als auch fiir die S’RACE-PCR wurde das 5 /3 'RACE Kit, 2nd Ge-
neration von Roche eingesetzt. Das detaillierte Protokoll kann aus dem Handbuch des Kits ent-
nommen oder auf der Homepage des Herstellers eingesehen werden (http://www.roche-applied-

science.com; Stand 30.03.2009).

s A Abbildung 12: Schematische Dar-
3‘< B stellung einer 5°-RACE PCR.
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3.2.18 Konzentrationsbestimmung von DNA und RNA

Bei der Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren wird die Tatsache genutzt, dass deren
Absorptionsmaximum im Mittel bei 260 nm liegt und die Absorption gemédll dem Lambert-
Beerschen Gesetz proportional zur Konzentration der absorbierenden Substanz (in Losung) ist.
Somit lassen sich DNA/RNA Konzentrationen mit Hilfe eines UV-Photometers und folgender

Berechnungsformel bestimmen:

OD2¢onm * Verdiinnung * Koeffizient
1000

c(pg/u =

, wobei Koeffizient (Doppelstrang DNA) = 50
Koeffizient (Einzelstrang DNA) = 37
Koeffizient (RNA) =40

Fiir optimale Messungen sollte sich die optische Dichte (OD) in einem Bereich zwischen 0,1 und
1,0 befinden, da das Verhiltnis zwischen Absorption und Konzentration hier im linearen Bereich
liegt. Dartiber hinaus kann der Quotient aus der Absorption bei 260 nm und 280 nm als Indikator
fiir die Reinheit der DNA herangezogen werden und sollte idealerweise Ajqo/Azs0 = 1,8 und < 2,0
sein. Werte unterhalb von 1,8 weisen auf Kontamination mit Proteinen hin, wihrend Werte iiber-

halb von 2,0 eine Folge moglicher Verunreinigung mit RNA sein konnen.

3.3 In-Situ-Hybridisierung

Mittels der In-Situ-Hybridisierung kann das Expressionsmuster von Genen auf Gewebeschnitten
analysiert werden. Hierzu wird die entsprechende mRNA des Gens mit einer radioaktiv markier-
ten Sonde hybridisiert und kann so anschliefend auf einem Rontgenfilm qualitativ und quantita-
tiv untersucht werden. Die Arbeitsprozesse dieser Technik gliedern sich auf in: radioaktive Mar-
kierung der Sonde, Vorbehandlung der Gewebsschnitte, Hybridisierung der Sonde, Waschen der
Schnitte und Entwicklung des Rontgenfilms.

3.3.1 Radioaktive Markierung der Sonde

Alle fiir die In-Situ-Hybridisierung eingesetzten Sonden lagen als Inserts des pCRII-TOPO Vek-

tors vor. Um fiir die In-Situ-Hybridisierung eingesetzt werden zu konnen, wurden die Sonden
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mit Primern amplifiziert, welche an die flankierenden, auf dem Vektor befindlichen Sequenzmo-
tive Sp6 und T7 binden. Etwa 2 ul der aufgereinigten PCR wurden als Template fiir die in vitro
Transkription radioaktiv markiert. Entsprechend der Sonden-Orientierung im Vektor war wih-
rend der in vitro Transkription der Probe darauf zu achten, welche Polymerase hierzu verwendet
wurde, um einen zur mRNA komplementiren anti-sense Strang zu erhalten. Der Reaktionsansatz

fiir die in vitro Transkription sah wie folgt aus:

amplifizierte Sonde 2 ul

H,O-DEPC ad 30 ul
10x Transkriptionspuffer 3ul
NTP-Mix (ATP/CTP/GTP jeweils 10mM) 3ul
0,5M DTT 1
RNAse-Inhibitor, 40U/ul (Roche) 1l
[o-thio-**S]-UTP (12,5 mCi, GE Healthcare) 6 ul
T7 oder Sp6 RNA Polymerase (20U/pl) Il

2=30ul

Der Ansatz wurde fiir insgesamt 3 Stunden bei 37 °C inkubiert. Nach einer Stunde wurden 0,5 pl
RNA Polymerase nachpipettiert. Das DNA Template wurde durch Zugabe von 2 ul RNAse-
freier DNasel (Roche) gefolgt von einer 15-miniitigen Inkubation bei 37 °C degradiert. Die Auf-
reinigung der Sonde erfolgte liber eine Silikatsdule mit dem RNeasy Minikit von Qiagen. Das
Protokoll kann dem Handbuch des Kits entnommen oder auf der Homepage des Herstellers ein-

gesehen werden (http://wwwl.giagen.com; Stand 31.02.2009). Das Endvolumen des Sondenan-

satzes betrug 100 ul, woraus 1 pl in 2 ml Szintillationsfliissigkeit transferiert und zur Bestim-

mung der Radioaktivitdt im Beta-Counter gemessen wurde.

3.3.2 Vorbehandlung der Gefrierschnitte

Die fiir die In-Situ-Hybridisierung eingesetzten Gefrierschnitte hatten durchgéngig eine Dicke
von 20 pum und wurden bis zu ihrer Verwendung bei -20 °C aufbewahrt. 30 Minuten vor Beginn
der Vorbehandlung wurden die Schnitte bei 37 °C aufgetaut. AnschlieBend wurde folgendes

Protokoll angewendet:
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1. 10 Minuten, 4 °C 4 % PFA/PBS

2. 3 x 5 Minuten 1 x PBS/DEPC

3. 10 Minuten 0,1 M Triethanolamin-HCI (pH 8,0)
4. 2 x 5 Minuten 2 x SSC/DEPC

5. 1 Minute 60 % Ethanol/DEPC

6. 1 Minute 75 % Ethanol/DEPC

7. 1 Minute 95 % Ethanol/DEPC

8. 1 Minute 100 % Ethanol

9. 1 Minute CHCIl; (Chloroform)

10. 1 Minute 100 % Ethanol

Trocknen der Schnitte bei Raumtemperatur fiir mindestens 1 Stunde

3.3.3 Hybridisierung der radioaktiv markierten Sonde

Die radioaktiv markierte Sonde wurde mit Hybridisierungsmix so gemischt, dass eine Aktivitét
von 35000 bis 70000 counts per minute (cpm)/pl erreicht wurde. Der Ansatz wurde dann fiir 2
Minuten bei 95 °C erhitzt und kurz auf Eis abgekiihlt. Pro Objekttradger wurden zwischen 95 und
100 pl der Hybridisierungslosung vorsichtig und unter Vermeidung von Luftblasen aufpipettiert.
Die Objekttrager wurden mit Deckgldschen versehen, in eine feuchte Hybridisierungskammer

transferiert und dort iiber Nacht in einem Ofen bei 56 °C inkubiert.

3.3.4 Waschen der Gefrierschnitte nach der Hybridisierung

Die Objekttrager wurden aus dem Ofen, bzw. der Hybridisierungskammer geholt und die Deck-

gldschen vorsichtig entfernt. Anschlieend wurden die Objekttrager nach folgendem Protokoll

gewaschen:
l. 4 x 5 Minuten Raumtemperatur 4 x SSC
2. 20 Minuten 37°C NTE (20pg/ml RNaseA)
3. 2 x 5 Minuten Raumtemperatur 2 x SSC/1 mM DTT
4. 10 Minuten Raumtemperatur 1 x SSC/1 mM DTT
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5. 10 Minuten Raumtemperatur 0,5 x SSC/1 mM DTT
6. 2 x 30 Minuten 64 °C 0,1 x SSC/1 mM DTT
7. 2 x 10 Minuten Raumtemperatur 0,1 x SSC
) 30 % Ethanol in 300 mM
8. 1 Minute Raumtemperatur
NH4OAc
) 50 % Ethanol in 300 mM
9. 1 Minute Raumtemperatur
NH4OAc
70 % Ethanol in 300 mM
10. 1 Minute Raumtemperatur
NH4OAC
11. 1 Minute Raumtemperatur 95 % Ethanol
12. 1 Minute Raumtemperatur 100 % Ethanol

Trocknen der Schnitte bei Raumtemperatur fiir mindestens 1 Stunde

3.3.5 Entwickeln

Zur schnellen Uberpriifung der Signalstiirke und -qualitit wurden die Objekttriger in einer Film-
kassette fixiert und mit einem Rontgenfilm exponiert. Die Expositionszeit betrug dabei je nach
Signalstirke zwischen 24 Stunden und 7 Tagen. Zur genaueren Untersuchung und abschlieBen-
den Entwicklung wurden die Objekttriger zunichst in eine Fotoemulsion (N7B2, Kodak) ge-
taucht und iiber Nacht in einer Dunkelkammer getrocknet. Entsprechend der auf dem Rontgen-
film abgeschitzten Signalstirke wurden die Objekttrager dann in einer Trocken-Box fiir 1-7 Wo-
chen bei 4 °C aufbewahrt. Zur Entwicklung wurden diese anschlieBend fiir 1 Stunde bei Raum-
temperatur stehen gelassen und dann fiir 3 Minuten in eine Entwicklerlésung (Kodak) getaucht.
Die restliche Entwicklerlosung wurde fiir 30 Sekunden in Wasser abgespiilt und die Objekttriager
danach fiir 6 Minuten in Fixierlosung (Kodak) gestellt. AuBerhalb der Dunkelkammer wurden
die Gefrierschnitte fiir 25 Minuten unter flieBend kaltem Wasser gespiilt, von verbliebenen Foto-

Emulsionsresten befreit und luftgetrocknet.
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3.3.6 Nissl Farbung

Zur Sichtbarmachung der neuronalen Zellkdrper, bzw. besseren anatomischen Einordnung der

In-Situ-Signale wurde meist noch eine Nissl-Farbung mit Kresylviolett durchgefiihrt:

1. 10-25 Minuten Kresylviolett

2. 2 Minuten H,O

3. 2 x 2 Minuten 70 % Ethanol

4. 15-30 Sekunden 96 % Ethanol/Essigsdure
5. 2 x 1 Minuten 96 % Ethanol

6. 2 x 2 Minuten 100 % Ethanol

7. 2 x 5 Minuten Xylol

Einbetten der Schnitte in DPX

3.4 Doppel-In-Situ-Hybridisierung

Um festzustellen in wie weit sich die Expression zweier Gene iiberlappt, bzw. kolokalisiert ist
werden bei der Doppel-In-Situ zwei unterschiedliche Sonden eingesetzt, die zur spéiteren Diffe-
renzierung der Signale unterschiedlich markiert werden miissen. Eine Sonde wird dabei wie in
der beschriebenen In-Situ-Hybridisierung radioaktiv markiert (,,heie Sonde*), wahrend in die
andere Sonde Digoxigenin (DIG) -markiertes dUTP inkorporiert wird (,,kalte Sonde*), welches
von einem DIG-spezifischen, Enzym-gekoppelten Antikorper erkannt und tiber dessen Substrat-

umsetzung detektiert werden kann.

3.4.1 Herstellung der DIG-markierten Sonde

3.41.1 DIG-Markierung der Sonde
Fiir die in Inkorporation der Sonde mit DIG-11-dUTP wurde das DIG RNA Labeling Kit von

Roche eingesetzt und gemall dem beigefiigten Protokoll folgender Ansatz vorbereitet:

amplifizierte Sonde 2ul

10 x DIG RNA labeling mix 2 ul
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10 x Transkriptionspuftfer 2l
T7 oder Sp6 RNA Polymerase 2ul
RNAse Inhibitor 1 ul
H,O ad 20 ul
2=20ul

Das Protokoll der in vitro Transkription sowie die Aufreinigung der markierten Probe ist dabei

identisch mit der radioaktiven Sondenmarkierung.

3.41.2 Konzentrationsbestimmung der DIG Sonde

Um die Effizienz der DIG-Markierung festzustellen wurde ein so genannter Tropfentest durchge-
fiihrt. Hierzu wurden aus der markierten Sonde, sowie aus einer Referenz RNA (im DIG RNA
Labeling Kit enthalten) Verdiinnungsreihen angelegt und diese auf eine Nylonmembran (Hybond
N, Amersham) zu je gleichen Volumina aufgetropft und durch UV-Bestrahlung auf der Mem-
bran fixiert. AnschlieBend erfolgte die immunologische Detektion mit einem Phosphatase-
gekoppelten anti-Digoxigenin Antikdrper unter der Verwendung von Nitroblau-Tetrazolium-
Salz/5-bromo-4-chloro-3-indolyl-Phosphat (NBT/BCIP) als Substrat, welches nach der enzyma-
tischen Umsetzung als blaues Prizipitat sichtbar wird. Durch Vergleich der Signalintensitit von
Probe und Referenz RNA, 146t sich dann unter Beriicksichtung der Verdiinnungsfaktoren auf die
Stammkonzentration der Sonde zuriickrechnen.

Das Protokoll des Tropfentests, sowie alle beteiligten Reagenzien sind im Handbuch des DIG
RNA Labeling Kits zu finden. Die immunologische Detektion wurde mit Hilfe des DIG Nucleic
Acid Detection Kits (Roche) bewerkstelligt. Das dazugehorige Protokoll kann ebenfalls dem
Handbuch des Kits entnommen werden. Die benétigten Puffer (washing buffer, maleic buffer,
blocking buffer und detection buffer) stammen aus dem DIG Wash and Block Buffer Set von
Roche.

Alle Protokolle konnen auch auf der Homepage des Herstellers eingesehen werden

(http://www.roche-applied-science.com; Stand 31.03.2009).

3.4.2 \Vorbereitung der Gefrierschnitte

Die Vorbereitung der Gefrierschnitte fiir die Doppel-In-Situ dhnelt der Vorgehensweise bei der

,»heien* In-Situ-Hybridisierung, unterscheidet sich aber in einigen Zwischenschritten:
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10
11.

15 Minuten, 4 °C
2 x 5 Minuten
15 Minuten
8 Minuten
2 x 5 Minuten
10 Minuten
5 Minuten
1 Minute
1 Minute
1 Minute

1 Minute

4 % PFA/PBS,
1 x PBS/DEPC
1% H,0; in 100% MeOH
0,2 M HCI/DEPC
1 x PBS/DEPC
0,1 M Triethanolamin-HCI (pH 8,0)
1 x PBS/DEPC
60 % Ethanol/DEPC
75 % Ethanol/DEPC
95 % Ethanol/DEPC
100 % Ethanol

Trocknen der Schnitte bei Raumtemperatur fiir mindestens 1 Stunde

3.4.3 Hybridisierung der Sonden

Das Prozedere wird so durchgefiihrt wie bei der Hybridiserung einer ,heiflen* In-Situ-Sonde

(siehe: Hybridisierung der radioaktiv markierten Sonde).

Beachtet werden muss aber, dass nun zwei Sonden, die radioaktiv markierte und die DIG-

markierte, mit Hybridisierungsmix vermischt werden. Dabei wurde die ,,heille* Sonde wie ge-

wohnt auf 35000 bis 70000 cpm/ul eingestellt, wihrend die ,,kalte* Sonde auf 1 pg/ml verdiinnt

wurde.

3.4.4 Waschen der Gefrierschnitte nach der Hybridisierung

Nach der Inkubation iiber Nacht bei 56 °C und der Entfernung der Deckgldschen wurden die

Gefrierschnitte wie folgt weiterbehandelt:

1. 20 Minuten
2. 20 Minuten
3. 20 Minuten

4. 30 Minuten

42 °C
42 °C
42 °C
62 °C

4 x SSC/0,05 % Tween 20/1 mM DTT

2 x SSC/50 %/Formamid/0,05 % Tween 20/1 mM DTT
1 x SSC/50 %/Formamid/0,05 % Tween 20/1 mM DTT
0,1 x SSC/0,05 % Tween 20/1 mM DTT
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5. | 30 Minuten 37°C | NTE/0,05 % Tween 20 mit 200 ul RNAse A

6. 15 Minuten 30 °C | NTE/0,05 % Tween 20 mit 15 mM Iodoacetamid
7. 2 x 5Minuten | 30 °C | NTE/0,05 % Tween 20

8. | 1 Stunde 30°C | 4% BSA in TNT

9. | 3x5Minuten | 30°C | TNT

10. | 30 Minuten 30°C | NEN-TNB

11.  iiber Nacht 4°C anti-DIG(Fab)-POD (Roche) in TNB, 1:400

Anders als bei der DIG-Konzentrationsbestimmung wurde bei der Doppel-In-Situ selbst ein Pe-
roxidase-gekoppelter DIG Antikdrper verwendet (Anti-Digoxigenin-POD Fab fragments, Ro-
che). Der Grund hierfiir war, das dadurch ein Amplifikationssystem zur Signalverstirkung einge-
setzt werden konnte: unter Verwendung des TSA™-Biotin Systems (PerkinElmer) prézipitiert
unter der enzymatischen Aktivitit der Peroxidase biotinyliertes Tyramid in unmittelbarer Nihe
des Erstantikorpers. Ein Streptavidin-Phosphatase-Konjugat (Streptavidin-AP Konjugat, Roche)
kann nun wiederum an das Biotin binden und mit seiner Phosphatase Aktivitit ein geeignetes

Substrat prézipitieren.

3.4.5 Entwicklung des DIG Signals

Zu Beginn wurden die Gefrierschnitte nach folgendem Protokoll mit dem TSA™ Amplifikati-

onssystem inkubiert:

3 x 5 Minuten 30 °C TNT

15 Minuten, im 30°C | TSA Mix, 1:50 verdiinnt in Amplifikations-Losung
Dunkeln

3 x 5 Minuten 30 °C | Wasch-Puffer (Roche)

1 Stunde 30°C | Streptavidin-AP Konjugat, 1:400 in 1 x Block-Puffer
(Roche)

3 x 5 Minuten 30 °C Wasch-Puffer
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TSA und Amplifikations-Losung stammen aus dem 7SA ™ Biotin System Kit von PerkinElmer.
Das Tyramid-Biotin Reagenz wurde gemil3 der Gebrauchsanleitung des Kits in 0,3 ml DMSO
gelost. Die verwendeten Puffer von Roche stammen aus dem DIG Wash and Block Buffer Set.

Nachdem die Gefrierschnitte fiir 5 Minuten in 10 mM Tris-HCI (pH 8,2 - 8,5) transferiert wor-
den waren, folgte im Anschlu3 die Visualisierung des Signals mit Vector® Red als enzymati-
schem Substrat. Die Signalentwicklungszeit betrug zwischen 10 und 30 Minuten und wurde
durch 10-miniitiges Waschen in 1 x PBS gestoppt. Das Protokoll fiir die Farbreaktion findet sich
im Handbuchs des Kits (Vector® Red Alkaline Phospatase Substrate Kit I, Vector Labaratories),
sowie auf der Homepage des Herstellers (http://vectorlabs.com; Stand: 31.03.09). Zum Schluf3
wurden die Schnitte fiir 20 Minuten in 2,5 % Glutaraldehyd/PBS fixiert, 3-mal fiir 5 Minuten in

0,1 x SSC gewaschen und fiir 1 Stunde im Dunkeln getrocknet. Zur Visualisierung des radioak-
tiven Signals konnten die Objekttrager anschlieBend geméfl dem Protokoll fiir die ,heile* In-

Situ-Hybridisierung mit Fotoemulsion behandelt und entwickelt werden (Siehe Kapitel 5.3.6).

3.5 In-Situ Quantifizierung

Um die relativen Expressionsunterschiede eines Gens in unterschiedlichen Zustinden oder ver-
schiedenen Tieren zu erfassen, wurden die entwickelten Rontgenfilme der In-Situ-
Hybridisierungen herangezogen. Die Filme wurden dabei eingescannt und ihre Farbinformation
mit dem Bildbearbeitungsprogramm Adobe Photoshop auf Grauwerte reduziert. Mit dem Pro-
gramm /mageJ konnten anschlieBend die Signalstirke der jeweils zu untersuchenden anatomi-
schen Bereiche in Form von mittleren Grauwerten normalisiert und miteinander verglichen wer-
den (Abbildung 13). Jeder Messwert ergab sich dabei aus der Subtraktion zwischen dem gemes-
senen Grauwert der Signalregion und dem Hintergrundsignal (Gehirnregion ohne spezifisches
In-Situ Signal). Jede Messung wurde zweimal wiederholt und jede anatomische Struktur wenn
moglich auf zwei verschiedenen Gehirnschnitten einer Serie analysiert. Bilaterale anatomische

Strukturen (z.B. Amygdala, PVN) wurden gemeinsam in getrennten Messungen erfasst.

Abbildung 13: Screenshot der Arbeitsoberfliche
des Programms ImagelJ. Die zu analysierenden ana-
tomischen Regionen wurden durch Umrahmung ge-
kennzeichnet und anschlieBend deren mittlerer Grau-
wert berechnet (Kasten oben rechts).
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3.6 Immunohistochemie

Innerhalb der vorliegenden Arbeit wurden zwei verschiedene Proteine mittels spezifischer Anti-
korper detektiert, bzw. lokalisiert. Zum einen wurde ein Cre-Rekombinase-spezifischer Antikor-
per (polyklonal) eingesetzt, um die Funktionalitit der Cre-Kassette des CRH-Cre Transgens in
HEK293-Zellen zu testen. Versuche die Cre-Rekombinase mit diesem Antikdrper auch auf Ge-
hirnschnitten zu detektieren blieben erfolglos. Zum anderen wurde mit Hilfe eines GFP Antikor-
pers auf murinen Gewebeschnitten (Hoden) die Anwesenheit des im CRH-Cre Transgen enthal-
tenen Venus-Reporter Proteins, einem GFP Derivat, tiberpriift. Entsprechend der Verschiedenar-

tigkeit der Antikorper kamen unterschiedliche Protokolle zum Einsatz.

3.6.1 Anti-Cre Immunohistochemie

Zur Detektion von Cre in transfizierten HEK-Zellen wurden diese in einer 24-well Platte auf mit
Lysin beschichteten Glaspléttchen kultiviert und 24-48 Stunden nach der Transfektion fiir 10

Minuten mit 4 % PFA fixiert. Im Anschluss wurde nach folgendem Protokoll verfahren:

Zerstorung endogener Peroxidase Ak- PBS/MetOH 1:2 + H,0, (30
15 Minuten

tivitat %) 1:100

Waschen 3x 10 Minuten @ 0,2 % PBST

Blocken 30 Minuten 5% NSS in 0,2 % PBST

1. Antikdrper: anti-Cre (rabbit) iiber Nacht, 4 °C | 1:1000 bis 1:3000 in 5 % NSS

Waschen 3x 10 Minuten | 0,2 % PBST

2. Antikdrper: anti-rabbit, biotinyliert | 30 Minuten 1:400 in 0,2 % PBST

Waschen 3x 10 Minuten @ 0,2 % PBST

Amplifikation mit AB-Komplex 30 Minuten 1:100 in 0,2 % PBST

Waschen 3x 10 Minuten | 0,2 % PBST

Waschen 2 x 10 Minuten | 1x PBS

Farbereaktion mit DAB 2-10 Minuten 2 Tabletten in 5 ml H,O

Stoppen 5 Minuten 1 x PBS
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AnschieBend wurden die Glasplittchen vorsichtig mit einer Pinzette aus den 24-well Platten
entfernt, abgetupft und mit der beschichteten Seite nach unten auf mit Einbettmedium vorbereite-
te Objekttrager gelegt.

Fiir die Signalamplifikation wurde das Vectastain® Elite ABC Kit (Linaris) verwendet. Dieses
besteht aus einem Avidin-Biotin-Komplex, an welchem zusétzlich eine Peroxidase gekoppelt ist.
Die Peroxidase wiederum wandelt 3,3 -Diaminobenzidin (DAB) in ein sichtbares, braunes Pra-
zipitat um. Das DAB-Substrat wurde mit dem Sigma Fast DAB Peroxidase Substrate Tablet Set
(Sigma) hergestellt und besteht aus zwei verschiedenen Reaktionstabletten, die in 5 ml sterilem

Wasser gelost werden. Die Losung ist anschliefend sofort einsetzbar.

3.6.2 Anti-GFP Immunohistochemie

Die GFP-Immunohistochemie wurde auf Gewebeschnitten von (mit 4 % PFA) perfundierten
Tieren durchgefiihrt. Nach der Prépidration des Gewebes wurde dieses flir 1 Stunde in 4 % PFA
bei 4 °C nachfixiert und anschlieBend iiber Nacht in 20 % Sucrose iiberfiihrt. Dieser Schritt dien-
te dazu die Struktur des Gewebes beim spéteren Einfrieren zu bewahren. Das entsprechende
Gewebe wurde hierzu nach der Préparation auf Alufolie platziert und auf Trockeneis eingefro-
ren. Mit dem Kryostaten erfolgte anschlieBend das Herstellen von 20-40 um diinnen Gefrier-
schnitten, die auf Objekttrager aufgezogen wurden. Zur Durchfiihrung der Immunohistochemie
wurden die Rénder der Objekttrager mit Fettstift umrahmt, so dass alle bendtigten Losungen in
relativ geringen Mengen auf die Schnitte pipettiert werden konnten. Das Protokoll fiir die GFP

Immunohistochemie sah wie folgt aus:

Waschen 3 x 10 Minuten | 1 x PBS
Blocken 1-2 Stunden 10 % NGS/1 % PBST

1. Antikorper: anti GFP

iiber Nacht, RT | 1:2000 in 1 % NGS/0,3 % PBST (pH 7,4)
(chicken)

Waschen 3 x 10 Minuten | 1x PBS (pH 7,4)
2. Antikorper: anti chicken | 2 Stunden, RT | 1:300 in 1 % NGS/0,3 % PBST (pH 7,4)

Waschen 6 x 15 Minuten | 1 x PBS (pH 7,4)
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Die Gefrierschnitte wurden anschlieBend mit wéssrigem Mounting-Medium eingebettet (VEC-
TASHIELD Mounting Medium) und dauerhaft im Dunkeln bei 4 °C aufbewahrt. Da der
Zweitantikdrper mit einem roten Fluoreszenzfarbstoff konjugiert ist (Alexa 594, Invitrogen),
konnte das Antikorper-vermittelte Proteinsignal im Fluoreszenzmikroskop deutlich von der griin-

gelben Eigenfluoreszenz des Venus-Proteins abgegrenzt werden.

3.7 LacZ-Farbung

Das von dem LacZ Gen codierte Enzym B-Galaktosidase kann das Substrat X-Gal in den tief-
blauen Farbstoff 5,5'-Dibrom-4,4'-dichlor-indigo oxidieren und wird in der Molekularbiologie
daher oft als Reportergen eingesetzt. In der vorliegenden Arbeit wurde das Expressionsmuster
der DIx5/6-Cre- und CRH-Cre-transgenen Méuse unter anderem durch Verpaarung mit so ge-
nannten ROSA26-Reportermdusen eruiert. In den Nachkommen dieser Verpaarung fiihrt die
spezifische Aktivitdt der Cre-Rekombinase zu einer Transkription des LacZ Gens, so dass durch
die Sichtbarmachung der B-Galaktosidase Aktivitdt mittels LacZ-Farbung indirekt das Expressi-
onsmuster der Cre-Aktivitit angezeigt wird. Daneben wurde die LacZ-Fiarbung auch auf
HEK293 Zellen angewendet, welche im Rahmen der Funktionsanalyse fiir die Cre-Rekombinase
mit einem B-Gal Reporterplasmid transfiziert wurden.

Vor der Anwendung der LacZ-Farbung muss das zu untersuchende Gewebe fixiert werden.
HEK293 Zellen wurden hierzu fiir 10 Minuten mit LacZ-Fix behandelt. Bei Méusen erfolgte
eine 5-7 miniitige intrakardiale Perfusion mit LacZ-Fix, gefolgt von einem einminiitigem Nach-
spiilen mit PBS. Das Gehirn wurde nach der Priparation fiir eine Stunde in LacZ-Fix nachfixiert
und dann iiber Nacht in 20 % Sucrose bei 4 °C transferiert. AnschlieBend erfolgte das Anfertigen
von ca. 20 bis 40 um diinnen Gefrierschnitten auf denen schlieBlich die LacZ-Farbelosungen
aufgetragen werden konnten. Die restlichen Kdrperorgane wurden nach der Entnahme ebenfalls
nachfixiert konnten aber, wie die HEK293 Zellen, anschlieBend sofort mit der LacZ-Férbelosung
inkubiert werden. Die enzymatische Umsetzung des X-Gal Substrats fand iiber Nacht im Dun-
keln bei 37°C statt. Eine Intensivierung der Blaufarbung konnte durch abermaliges Nachfixieren
in LacZ-Fix iiber Nacht bei 4 °C erreicht werden. AbschlieBend wurden die Objekttriager 5 Mi-
nuten in Xylol getaucht und mit DPX eingebettet. Organe wurden zu léngerfristigen Aufbewah-

rung in 0,5 % PFA/PBS transferiert.
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3.8 Arbeiten mit Sauger-Zelllinien

3.8.1 Kultur von Human-Embryo-Kidney (HEK293) Zellen

HEK?293 Zellen wurden in Dulbecco's modified Eagle-Medium (DMEM), welches mit 2 mM L-
Glutamin und 10 % fotalem Kilberserum supplementiert war, auf 10 cm-Zellkulturschalen in
einem Brutschrank bei 37 °C sowie 5 % CO,-Gehalt kultiviert. Die Routinearbeiten der Zellkul-
tur, wie z.B. das Auftauen, Subkultivieren und Zéhlen der Zellen wurden gemil den Standards

durchgefiihrt, wie sie bei Spector et al. (Spector, 1998) beschrieben werden.

3.8.2 Transfektion von HEK293 Zellen

HEK?293 Zellen wurden eingesetzt um die hergestellten transgenen Konstrukte in Sdugerzellen
auf deren Expressions- und Spleiflingverhalten zu testen. Hierzu wurden die entsprechenden
Konstrukte in den Expressionsvektor pcDNA 3.1 (Invitrogen) kloniert und wie im folgenden

beschrieben in HEK293 Zellen transfiziert.

3.8.2.1 Vorbehandlung der Deckglaschen

Fiir die Transfektionen wurden die HEK293 Zellen in 24-well-Platten kultiviert. Damit die Zel-
len fiir die spatere mikroskopische Untersuchung auf Objekttrager libertragen und fixiert werden
konnten, erfolgte die Kultivierung auf Glaspldttchen mit 12 mm Durchmesser, welche in die
Vertiefungen der 24-well Platten gelegt wurden. Zum besseren Anheften der HEK293 Zellen an
die Glasplattchen, wurden diese folgendermallen mit Poly-D-Lysin (PDL) behandelt:

1. Waschen 5 Minuten CHCI; (Chloroform)
2.Waschen 2 x 5 Minuten 100 % EtOH
3.Trocknen iiber Nacht Trockenschrank (70 °C)

4. Aufteilen der Glasplattchen auf 24-well Platte

5.Waschen 10-30 Sekunden H,O
6. Beschichten iiber Nacht, 37 °C PDL, 1:20 in H,O
7. Waschen 10-30 Sekunden H,O
8. Trocknen ad libitum Inkubator (37 °C)
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3.8.2.2 Transfektion von HEK293-Zellen mit Lipofectamine™ 2000

24 Stunden vor der Transfektion wurden die HEK293-Zellen einer dicht bewachsenen 10 cm-
Platte trypsiniert und auf die 24-well Platten verteilt. Um eine fiir die Transfektion optimale
Konfluenz von ca. 70 bis 80 % zu erreichen, wurden auf einer 24-well Platte ca. 6 x 10* Zel-
len/well ausgebracht, wihrend auf die andere Platte ca. 10° Zellen/well ausgesit wurden. Am
nichsten Tag wurden entsprechend der Herstellerangaben pro Transfektion, bzw. pro well 800
ng Plamid-DNA in 50 pl Opti-MEM Medium (Gibco) pipettiert und fiir 15 Minuten bei Raum-
temperatur stehen gelassen. Parallel dazu wurden pro Transfektion 1 pl Lipofectamin™ 2000
(Invitrogen) Reagenz, ein kationischen Lipid, mit 49 ul Opti-MEM versetzt und fiir 10 Minuten
bei Raumtemperatur belassen. SchlieBlich wurden beide Ansdtze zu einem Volumen von 100 pl
pro Transfektion vereint und nach einer Inkubationszeit von 15 Minuten bei Raumtemperatur
vorsichtig auf die HEK293-Zellen pipettiert. Die Transfektionsdauer betrug je nach Experiment
zwischen 24 und 48 Stunden.

3.8.3 Kultur von embryonalen Stammazellen

Neben der Pronucleus-Injektion war eine Strategie zur Generierung von transgenen CRH-Cre
Maiusen die Elektroporation des Cre-Konstrukts in pluripotente embryonale Stammzellen (ES-
Zellen). Dieses Verfahren bietet gegeniiber der Pronucleus-Injektion den Vorteil, dass wéihrend
der Kulturphase positive Klone, d.h. Klone in deren Genom sich das Transgen inseriert hat, mit-
tels eines auf dem Konstrukt befindlichen Neomycin-Resistenzgens selektioniert werden konnen.
Zudem kann dadurch bereits in vitro eine Analyse der Integration (beziiglich Integrationsort oder
Vollstidndigkeit der Integration) vorgenommen werden.

Die Arbeiten in der ES-Zellkultur wurden gemdf den Standards ausgefiihrt, wie sie fiir Zellkul-
turen im Allgemeinen bei Spector et al. (Spector, 1998), als auch fiir ES-Zell Kulturen im Spezi-
ellen bei Nagy et al. (Nagy, 2003) beschrieben und empfohlen werden.

3.8.3.1 Kultivierung von Feeder-Zellen

Da die ES-Zellen wihrend der Kultivierung nicht differenzieren diirfen, miissen sie zusammen
mit so genannten Feeder-Zellen herangezogen werden. Dabei handelt es sich um embryonale
Maus-Fibroblasten (EMFI), welche zum einen den undifferenzierten Zustand der ES-Zellen auf-
recht erhalten, diese zum anderen aber auch mit Wachstumsfaktoren versorgen. Die Feeder-
Zellen wurden auf 15 cm Zellkulturschalen in speziellem Feeder-Medium bei 37 °C und 5 %
CO2 gehalten und nach ein- bis zweimaligem Passagieren mit 150 ul Mitomycin C (MMC, 1
mg/ml PBS) pro Platte mitotisch inaktiviert.
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AnschlieBend wurden die inaktivierten Zellen (MMC Feeder-Zellen) mit Trypsin vereinzelt und
zu einer Konzentration von 2 x 10° Zellen verdiinnt. Aus diesem Ansatz wurden die EMFI Zel-
len zu einer Endkonzentration von ca. 1 x 10* Zellen/cm? auf die benétigten Zellkulturschalen,
bzw. Platten ausplattiert. Den Zellen wurde iiber Nacht die Moglichkeit zur Adhéision gegeben,

bevor sie mit ES-Zellen in ES-Zell Medium kokultiviert wurden.

3.8.3.2 Elektroporation und Selektion der ES-Zellen

Ein KryorShrchen mit TBV2 ES-Zellen ( ca. 5 x 10° Zellen/ml) wurde aufgetaut und nach der
Resuspension des Pellets auf zwei 10 cm Zellkulturschalen mit MMC Feeder-Zellen ausge-
bracht. Die TBV2-Zellen wurden in selektionsfreiem ES-Zellmedium bei 37 °C und 5 % CO,
expandiert und im Verhiltnis 1:4 auf neue 10 cm MMC Feederplatten subkultiviert.

Am Tag der Elektroporation (ca. 36 Stunden nach der letzten Passagierung) wurden die ES-
Zellen mit Trypsin suspendiert und die Pellets auf eine Zellzahl von ca. 1 x 107 Zellen/ml ver-
diinnt. 20 pg des linearisierten Transgen-Konstruktes wurden nun in eine vorgekiihlte Elektropo-
rationskiivette vorgelegt und dann mit 800 ul ES-Zellsuspension vermischt. Die Elektroporation
fand in einem Gene Pulser von Bio Rad statt; die Pulsparameter betrugen 0,24 kV und 500 pF.
Nach der Elektroporation wurden die Kiivetten fiir ca. 10 Minuten auf Eis gestellt und die Zell-
suspension einer Kiivette anschlieBend in 2 ml ES-Zellmedium iiberfiihrt. Jeweils 1 ml daraus
wurde auf eine 10 cm MMC-Feederplatte passagiert, auf welche zuvor bereits 9 ml ES-
Zellmedium vorgelegt worden waren. Zwei Tage nach der Elektroporation wurde das ES-
Zellmedium gegen Selektionsmedium ausgetauscht. Das Selektionsmedium besteht aus ,,norma-
lem* ES-Zellmedium, dem zusétzlich das Antibiotikum Geneticin (G418) in einer Endkonzentra-
tion von 200 pg/ml beigegeben wurde. Neben den G418-resistenten EMFI-Zellen konnen nur
diejenigen ES-Zellen im Selektionsmedium iiberleben, welche das Transgen und damit das auf
dem Transgen befindliche Neomycin-Resistenz Gen (= Selektionsmarker) in ihr Genom inseriert
haben. Nachdem die ES-Zellen ca. eine Woche lang in Selektionsmedium kultiviert wurden,
konnten die restlich verbliebenen Transgen-positiven Klone unter einem Binokular mit Hilfe
einer Pipette vorsichtig abgeschabt, aufgesaugt und in die Vertiefungen einer konischen 96-well
Platte transferiert werden. Dort wurden die Zellen anschlieend trypsiniert und auf eine vorberei-
tete MMC Feeder Platte im 96-well Format iibertragen und weiter in Selektionsmedium kulti-

viert.

3.8.3.3 Splitten und Einfrieren der ES-Zell-Klone
Vor dem Einfrieren wurden die auf den 96-well Platten befindlichen ES-Zell-Klone zweimal

passagiert. Da die einzelnen Klone nach dem Picken in unterschiedlicher Zellzahl vorlagen und
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auch die Wachstumskurve von Klon zu Klon etwas variabel ist, mussten die unterschiedlichen
Konfluenzen durch individuelles Passagieren synchronisert werden. Ansonsten bestiinde die
Gefahr, dass einige Klone bereits anfangen sich zu differenzieren, wiahrend andere noch nicht
konfluent genug fiir das Splitten auf eine neue Platte sind. Je nach Konfluenz wurden deshalb die
ES-Zell-Klone im Verhéltnis 1:2, 1:3 oder 1:4 auf eine neue 96-well Platte passagiert. Nach dem
gleichen Schema wurde auch das zweite Splitten durchgefiihrt. Um die ES-Zell-Klone mit Hilfe
eines Southern Blots auf positive Integrationsereignisse hin iiberpriifen zu kdnnen, wurden die
TBV2-Zellen zur Hilfte auf Gelatine-Platten und zur Hilfte auf MMC-Feederplatten gesplittet.
Gelatineplatten bieten den Vorteil, dass darauf nur die ES-Zellen nicht aber die mitotisch inakti-
vierten MMC-Feeder-Zellen expandieren konnen, so dass deren Anteil an der nachfolgend pra-
parierten DNA vernachldssigbar ist. Wahrend die Gelatineplatten fiir die anschlieBende DNA
Priparation zur maximalen Konfluenz weiterkultiviert wurden, wurden die auf den MMC-
Feederplatten befindlichen ES-Zell-Klone mit Trypsin vereinzelt und in 70 pl Selektionsmedi-
um, sowie 100 pl Einfriermedium pro 96-er well auf Eis resuspendiert. Die Platten wurden dann
mit Parafilm verschlossen, in mehrere Lagen Papiertiicher eingewickelt und in einer Kryobox bei
-80 °C eingefroren. Zum Einfrieren der Gelatineplatten wurden diese zweimal mit PBS gewa-

schen und anschlieend ohne Einfriermedium versiegelt und bei -80 °C eingefroren.

3.8.3.4 Analyse der ES-Zell-Klone

Die auf den Gelatineplatten dicht gewachsenen TBV2-Klone wurden nach Absaugen des Medi-
ums iiber Nacht mit Lysis Puffer bei 56 °C inkubiert. Am nichsten Tag wurden die Platten fiir 2
Minuten bei 2500 rpm abzentrifugiert und die DNA mit Prazipitierungslosung (150 pl 5 M NaCl
in 10 ml eiskaltem 100 % Ethanol) gefillt, gefolgt von einem 30-miniitigen Schwenken der Plat-
te bei Raumtemperatur. Abermals wurde zentrifugiert und die Platten dann dreimal mit 70 %
Ethanol gewaschen. Nach dem Trocknen konnte dann direkt der Restriktionsverdau in die ein-
zelnen Vertiefungen der Platten aufgetragen werden. Die verdaute DNA wurde schlieBlich auf
ein 0,8 %-iges Gel aufgetragen und per Southern Blot und radioaktiver DNA Hybridierung auf

die Anwesenheit des Transgens hin {iberpriift.

3.8.3.5 Expansion und Injektion positiver Klone

Nach Analyse der radioaktiven Hybridisierung wurden 5-6 Klone fiir die Blastocysten-Injektion
ausgewahlt. Es wurden dabei vor allem die Klone bevorzugt, bei denen neben der Anwesenheit
des Transgens auch eine vollstindige Integration mit intaktem 5°- und 3"-Ende vorhanden war.
Die ausgewdhlten Klone wurde sodann in ihren 96-well Platten aufgetaut und sukzessive liber

48-well-, 12-well- und 6-well Platten auf 6 cm und schlieBlich 10 cm Platten expandiert. Am
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Injektionstag wurden die ES-Zellen einer 10 cm Platte trypsiniert, das Pellet nach der Zentrifuga-
tion in 1,5 ml ES-Zellmedium resuspendiert und bis zur Injektion auf Eis gestellt. Die Blastocy-
sten-Injektion der ES-Zell-Klone wurde von Mitarbeitern der Abteilung Entwicklungsgenetik
(IDG) des Helmoltz Zentrums Miinchen (Neuherberg) durchgefiihrt.

3.9 Erzeugung, Zucht und Analyse der transgenen
Mauslinien

3.9.1 Pronucleus-Injektion

Bei der Pronucleus-Injektion wird die linearisierte Konstrukt-DNA direkt in eine befruchtete
Eizelle injiziert. Hierzu nutzt man den Umstand, dass in befruchteten Eizellen, die sich noch im
Einzellstadium befinden, sowohl der ménnliche als auch der weibliche Vorkern (Pronucleus)
sichtbar werden. Da der ménnliche Vorkern meist etwas grofer ist, wird die DNA mit Hilfe einer
Haltekapillare und eines Mikromanipulators bevorzugt in diesen injiziert (Schenkel, 1995).
Vorteil dieser Methode ist, dass das aus der Eizelle hervorgehende Founder-Tier das Transgen
im besten Falle bereits in allen Korperzellen trigt und somit auch iiber die Keimbahn weiterge-
ben kann. Nachteil ist, dass nicht alle aus der Pronucleus-Injektion stammenden Tiere, das
Transgen tatsdchlich in das Genom inserieren und die Tiere deshalb vor weiteren Verpaarungen
mittels PCR und/oder radioaktiver DNA Hybridisierung auf Anwesenheit des Transgens hin
tiberpriift werden miissen.

Innerhalb der vorliegenden Arbeit wurden sowohl das CRH-Cre als auch das induzierbare CRH-
Cre Konstrukt (CRH-CreERT2) in Pronuclei injiziert. Die als Fosmid-Insertion vorliegenden
Konstrukte wurden dafiir als Maxiprdp isoliert, mittels der flankierenden Not-I
Restriktionsschnittstellen vom Fosmid-Riickgrat befreit, bzw. linearisiert und schlielich per
Elektroeluation und Ethanolprézipitation aufgereinigt. Mit steril filtriertem Injektionspuffer
wurde die DNA Konzentration auf 2 ng/ul und 5 ng/ul eingestellt und konnte so fiir die Injektion
eingesetzt werden.

Alle Pronucleus-Injektionen wurden von Mitarbeitern des Instituts fiir Entwicklungsgenetik

(IDG) des Helmoltz Zentrums Miinchen (Neuherberg) durchgefiihrt.

3.9.2 Blastocysten-Injektion

Die Blastocyste stellt bereits ein fortgeschrittenes Entwicklungsstadium dar und besteht aus einer
inneren und duBleren Zellmasse sowie einem fliissigkeitsgefiillten Hohlraum, dem Blastocoel.

Wihrend der Blastocysteninjektion werden mit Hilfe einer Haltepipette und eines Mikromanipu-
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lators ca. 7-10 transgene ES-Zellen in das Blastocoel gespritzt und bilden zusammen mit den
Zellen der Blastocyste das zelluldre Fundament fiir die weitere Entwicklung des Embryos. Die
aus der Injektion hervorgehenden Tiere weisen dementsprechend einen Chimérismus auf, d.h.
ein Teil ihrer Korperzellen entspringt aus den Blastocystenzellen und ein Teil stammt von den
transgenen ES-Zellen ab. Durch Verwendung eines Fellfarbenmarkers im Genom der TBV2-ES-
Zellen 14Bt sich der Chimérismus-Grad anhand der Fellfarbe des Tieres abschitzen. Nichtsdesto-
trotz 146t sich daraus nicht ableiten, ob die Keimzellen der Chiméire ebenfalls von ES-Zellen
abstammen und damit das Transgen in die ndchste Generation weitergeben konnen. Dies 148t
sich erst nach Genotypisierung der darauffolgenden F1 Generation sicher bestimmen.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde sowohl das CRH-Cre als auch das induzierbare
CRH-Cre (CRH-CreERT2) Konstrukt in ES-Zellen elektroporiert und Transgen-positive ES-
zellen anschlieBend in Blastocysten injiziert. Nach Generierung der Chiméren wurden diese mit
Flp-Deleter Méusen verpaart, um die im Konstrukt enthaltene Selektionskassette (die zugleich
auch die Transkription von Cre verhindert) zu entfernen und anhand der Nachkommen die

Keimbahntransmission zu tiberpriifen.

3.9.3 Mauslinien

Folgende Mauslinien, bzw. Kreuzungen wurden im Rahmen der Dissertation erzeugt:

Verpaarung DIx5/6-Cre X CRH-COE
Expression GABA-spezifisch (Interneuronen) ROSA26, ubiquitér
Cre-abhingige Expression von
Effekt Expression von Cre
transgenem CRH
Zweck spezifische Uberexpression von CRH in GABA-ergen Interneuronen
Verpaarung DIx5/6-Cre X ROSA26-Reporter
Expression GABA-spezifisch (Interneuronen) ROSA26, ubiquitér
Cre-abhéngige Expression von [
Effekt Expression von Cre
Galaktosidase
Zweck GABA-spezifische Expression von B-Gal > Expressionsanalyse
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Verpaarung

Expression
Effekt

Zweck

Verpaarung

Expression

Effekt

Zweck

Verpaarung

Expression

Effekt

Zweck

Verpaarung

Expression

Effekt

Zweck

CRH-Cre X hACTB-Flpe
CRH-spezifisch Aktin B Promotor, ubiquitér
Expression von Cre Expression von Flp

Deletion der Stopkassette/Selektionskassette

CRH-Cre X ROSA26-Reporter
CRH-spezifisch ROSA26, ubiquitér

_ Cre-abhéngige Expression von [3-
Expression von Cre
Galaktosidase

CRH spezifische Expression von -Gal > Expressionsanalyse

CRH-Cre X flogCR1

CRH-spezifisch CRH-R1 spezifisch

Cre-abhingiger KO von CRH-R1

Expression von Cre
und GFP Reporter

Kontrolle der CRH-Spezifitit des CRH-Cre Transgens

CRH-Cre X CRH-COE
CRH-spezifisch ROSAZ26, ubiquitér

) Cre-abhéngige Expression von
Expression von Cre
transgenem CRH

CRH spezifische Uberexpression von CRH

3.9.4 Anfertigen von Gefrierschnitten

Die zu untersuchenden Tiere wurden mit einer Uberdosis Isofluran getdtet und anschlieBend

sofort dekapitiert. Nach der Entnahme des Gehirns (oder auch anderer Korperorgane) wurde das

entsprechende Gewebe auf einer Alufolie liegend auf Trockeneis eingefroren. Das Organ konnte

anschlieBend langerfristig bei -80 °C gelagert werden oder anschlieBend sofort zu Gefrierschnit-

ten weiterverarbeitet werden. Hierzu wurde es mit Einbettmedium (7issue Tek, Polysciences) auf
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einen Objekthalter fixiert und in den Kryostaten (Microtome HM 560, Microm) eingespannt. Bei
einer Temperatur zwischen -16 und -20 °C wurden Schnitte mit einer Dicke von 20 pm angefer-
tigt, auf SuperFrost/plus (Fisher Scientific) Objekttriger aufgezogen und auf einer Warmeplatte
bei 37 °C kurz angetrocknet. Die Lagerung der Schnitte erfolgte in Objekttriagerkdsten bei -20
°C.

3.9.5 Blutentnahme und Corticosteron-Messung

Zwei Wochen vor der ersten Messung wurden je 12 Versuchstiere und 12 Kontrolltiere (zwi-
schen 12 und 16 Wochen alt) aus der Gruppenhaltung in die Einzelhaltung tiberfiihrt und dort
unter moglichst storungsfreien Bedingungen gehalten. Zur Blutentnahme wurden die Tiere kurz
mit Isofluran betdaubt, mit einem Kapillarréhrchen (@ 0,9 mm) retrobulbér punktiert und dariiber
ca. 100-300 pl Vollblut abgenommen. Die Zeitspanne zwischen erstem Korperkontakt zu dem
Tier und der Blutabnahme dauerte dabei nicht ldnger als eine Minute. Fiir die Erhebung der basa-
len Corticosteron-Werte erfolgte die Blutentnahme zwischen 9:00 und 10:00 (basaler Vormit-
tagswert), bzw. zwischen 15:30 und 16:30 (basaler Nachmittagswert). Fiir die Erhebung der Cor-
ticosteron-Werte unter Stress-Bedingungen wurden die Tiere vormittags (zwischen 9:00 und
11:00) fiir 10 Minuten in einem 50 ml Falcon-Réhrchen immobilisiert und thnen anschlie3end
Blut entnommen. Feedback-Proben wurden 60 oder 90 Minuten nach Beendigung der Immobili-
sierung durch Dekapitieren der Tiere erhalten. Zwischen zwei aufeinanderfolgenden Messungen
wurde den Tieren eine Woche Zeit zur Erholung gegeben. Eine typische Messreihe sah demnach

wie folgt aus:

Stress + Feedback

inzellhaltung
pm Wert
am Wert

2 Wochen 1 Woche 1 Woche

Das entnommene Blut wurde in EDTA-beschichteten, eisgekiihlten Eppendorf-Gefalen gesam-
melt und fiir 15 Minuten bei 10000 g und 4 °C zentrifugiert. Das Blutplasma wurde anschlieSend
als Uberstand in neue Reaktionsgefife iiberfiihrt und bis zur Messung bei -80 °C aufbewahrt.
Die Bestimmung der Corticosteron-Konzentrationen wurde mit einem kommerziell erhéltlichen

RIA Kit durchgefiihrt (MP Biomedicals).
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3.9.6 Verhaltensphanotypisierung

Fiir alle Verhaltensphinotypisierungen wurden jeweils 12 ménnliche Tiere pro Genotyp in einem
Alter von 3-5 Monaten getestet. Die Tiere wurden eine Woche vor Beginn der Testreihe in Ein-
zelhaltung tiberfiihrt und dort moglichst ungestort gehalten.

Alle Experimente wurde wihrend der Licht-Phase (09:00-13:00; Beleuchtungsdauer: 06:00-
18:00) vorgenommen. Die Testreihen wurden in folgender Reihenfolge durchgefiihrt:

Open-Field > Elevated-Plus-Maze > Dark-Light-Box > Forced-Swim Test

3.9.6.1 Open-Field Test

Der Open-Field Test (OF) nach Walsh and Cummins (Walsh and Cummins, 1976) wurde einer-
seits zur Bestimmung des Lokomotionsverhaltens und andererseits als zusétzliche Moglichkeit
zur Erfassung von Angst-dhnlichem Verhalten eingesetzt. Beim OF handelt es sich um eine
kreisrunde Arena mit einem Durchmesser von 60 cm, welche von einer 40 cm hohen Wand um-
geben ist. Fiir den Lokomotionstest wurde die Versuchfliche mit 15 lux relativ schwach be-
strahlt. Jedes Tier wurde fiir 5 Minuten im OF gestestet. Dabei wurde die Gesamtlaufstrecke, die
Anzahl der so genannten ,,rearings, sowie die Zeitspanne, die von dem Tier im aversiveren in-
neren Bereich (& 30 cm) und geschiitzteren Wandbereich der Arena zugebracht wurde aufge-
zeichnet. Um den OF auch zur Detektion von Angst-dhnlichem Verhalten zu beniitzen, wurde
die Beleuchtungsstirke auf 150 lux erhoht, so dass durch den nun aversiveren Innenbereich des
OF ein verstérkter ,,aproach-avoidance“-Konflikt erzeugt wurde. Nach jedem Versuch wurde das

OF sorgsam desinfiziert und abgetrocknet.

3.9.6.2 Elevated-Plus-Maze Test

Der Elevated-Plus-Maze Test (EPM) wurde zur Erfassung von Angst-dhnlichem Verhalten bei
Maiusen durchgefiihrt und beruht auf dem so genannten ,,aproach-avoidance“-Konflikt (Pellow et
al., 1985; Lister, 1987; Hogg, 1996). Dieser besteht einerseits aus dem Drang der Maus unbe-
kannte Umgebungen zu explorieren und andererseits aus dem entgegengesetzten instinktivem
Vermeiden von ungeschiitzten und stark illuminierten Arealen.

Der Autbau des EPM bestand aus zwei sich X-formig iiberkreuzenden Plastik-Plattformen in 40
cm Hohe, die zusammen vier gegeniiberliegende Arme bildeten. Jeweils zwei der sich gegenii-
berliegenden Arme (30 x 5 x 0,5 cm) waren offen, d.h. wiesen keinerlei Begrenzungen an ihren
Réndern auf und waren hell illuminiert (ca. 300 lux). Die zwei anderen Arme waren geschlossen

bzw. an ihren Randern mit Seitenwinden versehen (30 x 5 x 15 cm) und schwach beleuchtet (ca.
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50 lux). Die Plattform am Kreuzungspunkt der vier Arme hatte eine Abmessung von 5 x 5 cm
und wurde mit ca. 300 lux ausgeleuchtet. Jedes Tier wurde fiir 5 Minuten im EPM getestet.

Dazu wurde die Maus zu Beginn eines jeden Versuchs so auf die zentrale Plattform gesetzt, dass
sie einem der beiden geschlossenen Arme zugewandt war. AnschlieBend wurde die Anzahl der
Eintritte in einen geschlossenen, bzw. offenen Arm gezéhlt, sowie die darin verbrachte Zeit.

Ein Eintritt in einen Arm wurde dann als vollstindig gewertet, wenn sich die vorderen Extremi-
titen und die Schultern des Tieres innerhalb der definierten Armflache befanden. Um eine olfak-
torische Beeinflussung der nachfolgend getesteten Tiere zu vermeiden, wurde nach jedem Ver-

such das EPM sorgsam desinfiziert und abgetrocknet.

3.9.6.3 Dark-Light-Box Test

Bei der Dark-Light-Box (DaLi) handelt es sich ebenfalls um einen Verhaltenstest zur Evaluie-
rung von Angst-dhnlichem Verhalten bei Nagetieren (Bourin and Hascoet, 2003). Wie beim
EPM und OF beruht er auf der natiirlichen Aversion der Maus/Ratte sich in hell erleuchteten
Arealen aufzuhalten einerseits und dem spontanen Explorationsverhalten in unbekannter Umge-
bung andererseits (Crawley and Goodwin, 1980).

Die DaLi bestand aus einer quaderformigen Box, welche in ein helles Kompartiment (30 x 20 x
25 c¢m, 700 lux) und ein dunkles Kompartiment (15 x 20 x 25 c¢cm, 10 lux) eingeteilt war. Beide
Kompartimente waren durch einen 4 cm langen Tunnel (70 lux) miteinander verbunden. Nach
Platzierung des Maus innerhalb des dunklen Kompartiments, wurde fiir 5 Minuten die Zeit ge-
messen, die das Tier in jedem der beiden Kompartimente zubrachte, sowie die Anzahl der jewei-

ligen Ein-, bzw. Austritte.

3.9.6.4 Forced-Swim Test

Der Forced-Swim Test (FST) ist eine klassische Versuchsanordnung fiir den Test von Antide-
pressiva in Ratten und Méusen und zur Eruierung von Verhaltensaspekten, die beim Menschen
mit Depression in Zusammenhang gebracht werden (Porsolt et al., 1977a; Porsolt et al., 1977b;
Cryan and Holmes, 2005; Jacobson and Cryan, 2007) und wird deshalb allgemein als Modell zur
Erhebung von Depressions-dhnlichem Verhalten eingesetzt. Der Versuchsaufbau sieht aus wie
folgt: Ein glattwandiger Glaszylinder (& 12 cm, 24 cm hoch) wurde zu 2/3 mit 23 °C warmen
Wasser gefiillt. Die zu testende Maus wurde dann fiir 6 Minuten in den Glaszylinder gesetzt und
die Verhaltensreaktionen aufgezeichnet. Es wurde dabei unterschieden zwischen ,,swimming®
(schwimmen), ,,floating® (sich treiben lassen) und ,,struggling® (aktiver Versuch der aversiven
Situation zu entkommen). Die Latenzzeit und Zeitdauer dieser Verhaltensweisen wurde aufge-

zeichnet und ausgewertet. Dabei wird erhdhtes ,,struggling® mit einer aktiven Bewaltigungsstra-
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tegie, bzw. anti-depressionsédhnlichem Verhalten in Zusammenhang gebracht (Cryan and Hol-

mes, 2005).

3.9.7 Statistik

Alle statistischen Auswertungen wurden mit Hilfe des Programms GraphPad Prism4 (GraphPad
Software) durchgefiihrt. Fiir die statistische Absicherung der ermittelten Corticosteron-Werte,
sowie der In-Situ-Quantifizierungen wurde dabei ein ungepaarter Student t-Test angewendet. Die
Ergebnisse der Verhaltensphianotypisierung wurden mit dem Mann-Whitney-U Test auf Signifi-
kanz Uberpriift. Unterschiede galten dabei als signifikant, wenn p < 0,05. Alle Daten wurden als

Mittelwerte + Standardabweichung dargestellt.
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4 Ergebnisse

4.1 Generierung und Analyse der Linie CRH-COEp,

4.1.1 Generierung konditional CRH uberexprimierender
Mause

Um eine Mauslinie zu generieren, die CRH in GABA-ergen Interneuronen exprimiert, wurden
Weibchen der Linie DIx5/6-Cre (Monory et al., 2006) mit homozygoten CRH-COE Minnchen
verpaart. Die aus diesen Verpaarungen hervorgegangenen Nachkommen wurden mittels PCR auf
Anwesenheit der Cre-Rekombinase (Primer: Cre-F/Cre-R; Produkt = 574 bp) sowie auf Modifi-
kation des ROSA26 (R26) Locus hin genotypisiert (Primer: ROSA-1/ROSA-5/ROSA-6/ROSA-7).
Der Wildtyplocus wurde dabei mit den Primern ROSA-1 und ROSA-6 detektiert (Produkt = 398
bp). Der (im Schwanzgewebe) inaktiv modifizierte R26 Locus (mit Stopkassette) wurde vom
Primerpaar ROSA-1/ROSA-7 erkannt (Produkt = 646 bp). Eine vorzeitige, nicht erwiinschte Ak-
tivierung der CRH-Expressionseinheit liese sich durch eine Deletion der Stopkassette im fiir die
Genotypisierung verwendeten Schwanzgewebe nachweisen. Zu diesem Zweck wurde das Pri-
merpaar ROSA-1/ROSA-5 (Produkt = 505 bp) verwendet. Um zu geringe DNA-Konzentrationen
als Ursache moglicher Negativergebnisse ausschliefen zu konnen, wurden dem Cre-PCR Ansatz
standardméfig Primer fiir das Gen Cathepsin Q beigefiigt (Primer: CTSQ-up/CTSQ-down; Pro-
dukt = 1098 bp).

Cre-positive, heterozygote CRH-COEp) Tiere (R26+/ Cthlx5/6-Cre, fortan bezeichnet als CRH-
COE"™") wurden anschlieBend mit Cre-negativen, CRH-COE heterozygoten Tieren verpaart um
homozygote, CRH-iiberexprimierende CRH-COEp-Nachkommen (R26crmcthlx5/ 6-Cre, fortan
bezeichnet als CRH-COE™™), sowie homozygote, Cre-negative Kontrolltiere (R26°™™, fortan

bezeichnet als CRH-COE®") zu erhalten.

4.1.2 Expressionsanalyse

4.1.21 Analyse der CRH-Uberexpression mittels In-Situ-Hybridisierung

CRH-COE™™ Tiere wurden verwendet, um die Expression von CRH mRNA und Cre mRNA
mittels In-Situ-Hybridisierung zu analysieren. Die Spezifitit des DIx5/6 Promotors der die Ex-
pression der Transkriptionsfaktoren Distalless-Homeobox5 und Distalless-Homeobox6 steuert,
beschrinkt sich bekanntermaflen auf GABA-erge Interneuronen und wurde bereits bei Monory et

al. (Monory et al., 2006) und Zerucha et al. (Zerucha et al., 2000) beschrieben. Somit wurde be-
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ziiglich der CRH-Uberexpression eine Ubereinstimmung zwischen dem CRH-Expressionsmuster
und dem bekanntem DIx5/6 Expressionsmuster erwartet.

Beziiglich des CRH-Expressionmusters zeigten CRH-COE®" Tiere die stirksten Signalintensita-
ten im Bereich des Cortex, des Hippocampus, des PVN, der zentralen Amygdala, im Bettkern
der Stria Terminalis und im Bulbus olfactorius (Abbildung 14A und Abbildung 15A, C) Bei all
diesen Strukturen handelt es sich um bekanntemaBlen CRH-exprimierende Gehirnregionen
(Swanson et al., 1983). Im Vergleich dazu wiesen CRH-COE™™ Tiere erhohte CRH mRNA Si-
gnale vor allem im Bereich des limbischen Systems, der Basalganglien (wie dem Striatum und
dem Globus pallidus), Teilen des Hypothalamus, dem Septum, dem Nucleus reticularis thalami
und dem Bettkern der Stria terminalis auf (Abbildung 14B und Abbildung 15A, D). CRH-
Uberexpression konnte aber auch im Cortex, im Hippocampus und im Bulbus olfactorius festge-
stellt werden. Erwartungsgemall wurde keinerlei Cre mRNA in den Cre-negativen Kontrolltieren
detektiert (Abbildung 15B, E). In den CRH-COE"™™ Tieren konnte Cre mRNA in den gleichen
anatomischen Strukturen gefunden werden, in denen auch CRH mRNA lokalisiert wurde
(Abbildung 14C und Abbildung 15B, F). Kleinere Unterschiede in den Signalmustern sind dabei
einerseits durch die konsekutive Schnittfolge bedingt, sowie andererseits durch die nicht exakt
identische Ausrichtung der Gehirne wahrend des Schneidens. Zudem spiegelt die Cre-Expression
die DIx5/6 Aktivitdt im adulten Gehirn wieder, wihrend das Muster der CRH-Expression ein
Abbild der kumulativen (weil irreversiblen) Aktivierung des R26 Locus ist.

Zusammenfassend bleibt festzuhalten, dass das Muster der CRH-Uberexpression in CRH-
COEpix Miusen wie erwartet dem Verteilungsmuster GABA-erger Interneuronen des Vorder-

hirns entspricht.
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A CRH, CRH-COE**"

kit

Cx

Abbildung 14: Ubersichtsdarstellung der Expression von CRH mRNA und Cre mRNA auf Coronalschnitten
von CRH-COE"™™ M:iusen und Kontrolltieren der Linie CRH-COEp,,.

(A) CRH mRNA Expression eines Kontrolltieres von rostral (links) nach kaudal (rechts), die das Expressionsmuster
von endogenem CRH widerspiegelt. (B) CRH mRNA und (C) Cre mRNA Expression eines CRH-COE™™ Tieres.
Abkiirzungen: AH, anteriorer Hypothalamus; BNST, Bettkern der Stria Terminalis; CeA, zentrale Amygdala; Cx,
Cortex; GP, Globus pallidus; HC, Hippocampus; OB, Bulbus olfactorius; PVN, Nucleus paraventricularis; RT,
Nucleus reticularis thalami;S, Septum; St, Striatum.
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CRH Cre

CRH-COE®°" CRH-COQEM°™ CRH-COE®°" CRH-COEhom

CRH-COE®°n CRH-COEhom

CRH-COE®°" CRH-COERom

Abbildung 15: Ubersichtsaufnahmen (Dunkelfeld) der CRH mRNA (A,C,D) und Cre mRNA (B,E,F) Expres-
sion auf Coronal- (A,B) und Sagittalschnitten (C,D,E,F) von CRH-COE"™™ und CRH-COE®" Miusen der
Linie CRH-COEDIX.

Abkiirzungen: Abkiirzungen: AH, anteriorer Hypothalamus; BNST, Bettkern der Stria Terminalis; CeA, zentrale
Amygdala; Cx, Cortex; HC, Hippocampus; OB, Bulbus olfactorius; PH, posteriorer Hypothalamus; RT, Nucleus
reticularis thalami;S, Septum; St, Striatum.
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41.2.2 Analyse der DIx5/6-Cre Aktivitat mittels LacZ-Farbung

Prinzipiell ist es moglich die Aktivitidt der Cre-Rekombinase direkt mit Hilfe des in die CRH-
Expressionseinheit integrierten LacZ-Reportergens zu analysieren. Da das LacZ-Reportergen als
Fusionstranskript mit der exogenen CRH mRNA exprimiert wird, erfolgt nach der Cre induzier-
ten Deletion der Stopkassette die Transkription eines CRH-IRES-LacZ Fusionstranskripts. Die
IRES Sequenz zwischen CRH und LacZ erlaubt dabei die unabhingige Translation des LacZ
Gens. In der Praxis ldsst sich jedoch hédufig beobachten, dass die Translationseffizienz einer
IRES-Sequenz generell geringer ist als die des vorangestellten Transkripts, was sich wiederum
negativ auf die Sensitivitdt der LacZ-Farbung auswirkt. Aus diesem Grund wurden DIx5/6-Cre
Maiuse mit der Reporterlinie ROSA26 verpaart (Soriano, 1999). Diese Linie ist homozygot fiir
ein transgenes Konstrukt, das mit dem der CRH-COE Linie nahezu identisch ist mit dem Unter-
schied, dass bei ROSA26 Reporterméusen lediglich ein LacZ-Reportergen in den R26 Locus
integriert wurde. Der ROSA26 Promotor kontrolliert somit nur die Expression des LacZ-Gens,
welches aber ebenfalls durch eine mit loxP-Sequenzen flankierte Stopkassette inaktiviert ist. Alle
Nachkommen aus dieser Verpaarung sind heterozygot fiir den ROSA26 Locus und 50 % davon
tragen zusitzlich die DIx5/6-Cre (R26"““DIx5/6-Cre). In diesen Tieren wird die Stopkassette
entfernt und somit B-Galaktosidase aktiviert. Sowohl Gehirnschnitte als auch periphere Organe,
bzw. Gewebe (Herz, Leber, Niere, Milz, Diinn- und Dickdarm, Thymus, Geschlechtsorgane,
Pankreas, Nebenniere, Haut, Fettgewebe, Hypophyse, Lunge) dieser Tiere wurden mittels LacZ-
Férbung hinsichtlich ihrer Cre-Aktivitét tiberpriift.

Abbildung 16 zeigt, dass das durch die LacZ-Féarbung erhaltene Cre-Expressionsmuster mit dem
Expressionsprofil der detektierten Cre mRNA und CRH mRNA {ibereinstimmt. Die spezifische
X-Gal Féarbung ist gut sichtbar im Bereich des Striatums, des Septums, des Globus pallidus, des
Bulbus olfactorius und des Hypothalamus. Cortex und Hippocampus sowie die Bereiche des
Thalamus weisen dagegen nur eine relativ schwache Féarbung auf. Die Identitét eines paarig an-
gelegten Expressionsbereiches im Hinterhirn (Abbildung 16R) mit relativ starker Signalintensitit
konnte bis zu diesem Punkt nicht zweifelsfrei aufgekldrt werden und gab Anlass zu weiteren
Untersuchungen (siehe nachfolgendes Kapitel). Die Untersuchung der peripheren Organe, bzw.
Gewebetypen brachte keinerlei Cre-Expression zum Vorschein. Ausgenommen davon sind Or-
gane mit bekanntermaBlen unspezifischem X-Gal Hintergrundsignal, wie Darm, Magen und

Knochengewebe (z.B. die mit der Hypophyse herauspréparierte Sella turcica).
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Abbildung 16: LacZ-Firbereihe auf Coronalschnitte eines R26"*“DIx5/6-Cre Tieres.
Abkiirzungen: AH, anteriorer Hypothalamus; BNST, Bettkern der Stria Terminalis; Cx, Cortex; GP, Globus palli-
dus; HC, Hippocampus; OB, Bulbus olfactorius; RT, Nucleus reticularis thalami;S, Septum; St, Striatum.

Darm Fettgewebe Haut Herz Hypophyse Lunge
P~
Leber Magen Milz Nebennieren Niere Pankreas Thymus
J 4
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Abbildung 17: Organe/Gewebeproben aus einem R26"*“DIx5/6-Cre Tier, die mittels LacZ-Firbung auf
periphere Expression von DIx5/6-Cre hin iiberpriift wurden.

Die Hypophyse wurde zusammen mit dem umgebenden Knochengewebe der Sella turcica herausprapariert und ist
deshalb durch die rechteckige Umrandung hervorgehoben. Die entsprechenden Organe eines Kontrolltieres zeigten
keine spezifische Lacz-Farbung (Daten nicht gezeigt). Die Grofenrelationen der Organe sind nicht maf3stabsgerecht
dargestellt.
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4.1.2.3 Fokussierte Expressionsanalyse des Hinterhirnbereichs mit Hilfe
der Doppel-In-Situ-Hybridisierung

Die Expressionsanalyse der DIx5/6-Cre Tiere mit Hilfe von ROSA26 Reporterméusen und
LacZ-Féarbung machte im Bereich des Hinterhirns/Hirnstamms eine paarige Struktur sichtbar, die
bisher nicht als DIx5/6-typisch beschrieben worden war und vorerst nicht eindeutig identifiziert
werden konnte. Vergleiche mit einem anatomischen Atlas (Abbildung 18), sowie die markante
paarig angeordnete Form dieser Struktur lieen aber die Vermutung zu, dass es sich um den Lo-
cus coeruleus handeln konnte. Um diese Vermutung zu tliberpriifen wurde eine Doppel-In-Situ-

Hybridisierung auf Kryoschnitten von CRH-COE™™

Maiusen durchgefiihrt. Da der Locus coeru-
leus ein wichtiger Syntheseort fiir Noradrenalin im Gehirn ist (Korf et al., 1973; Valentino et al.,
1983; Koob, 1999), wurde eine DIG markierte Sonde fiir die Tyrosinhydroxylase (TH), einem
fiir die Biosynthese von Noradrenalin essentiellen Enzym, eingesetzt, sowie eine radioaktiv (*°S)
markierte Sonde fiir die Cre-Rekombinase verwendet. Eine mogliche Aktivitit des DIx5/6 Pro-

motors im Locus coeruleus wiirde demnach durch die Kolokalisation des Cre- und des TH-

Signals angezeigt werden.

FIGURE 76

Abbildung 18: Schematische Darstellung eines coronalen Hirnschnittes (Bregma -5,40 mm) im Bereich des
Locus coeruleus (A, orange markiert) und (B) X-Gal gefirbter coronaler Hirnschnitt einer R26"*“DIx5/6-
Cre Maus (siehe auch Abbildung 16R).

Die Umrisse des coronalen Hirnschnittes wurde zur besseren Orientierung hervorgehoben.
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Abbildung 19: Doppel-In-Situ mit Cre- und TH-Sonde auf Coronalschnitten eines CRH-COE"™ Tieres der
Linie CRH-COEpy,.

(A) Ubersichtsbild und (B) 20-fache VergroBerung des Hinterhirnbereichs, auf dem eine Kolokalisation von Cre-
und TH-Signalen festgestellt werden konnte. Innerhalb des Teilausschnittes (C) lassen sich einzelne TH-Signale
(roter Pfeilkopf), Cre-Signale (schwarz umrandeter Pfeilkopf) und kolokalisierte Doppelsignale (schwarze Pfeilkdp-
fe) erkennen. Bei den roten Flecken im Randbereich des Coronalschnittes (A) handelt es sich um Begleitartefakte
der Vector®-Red Farbreaktion.

Wie in Abbildung 19 zu sehen, zeigt sich auf Coronalschnitten des Hinterhirnbereichs ein di-
stinktes TH-Signal, welches beziiglich seiner Form und anatomischen Lokalisation dem Locus
coeruleus entspricht. Innerhalb dieser Struktur fanden sich Signale der radioaktiv markierten
Cre-Sonde, die mit den TH-Signalen tiberlappten und damit eine Kolokalisation von Tyrosinhy-
droxylase und Cre-Rekombinase anzeigten. Dabei ergab sich die Kolokalisation nur in einem

Teil der TH-positiven Zellen (ca. 30 % aller TH-positiven Zellen). Die restlichen Zellen waren
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entweder nur Cre-positiv oder nur TH-positiv (ca. 9 %, bzw. 70 % der Zellen in denen ein Cre-
oder TH-Signal detektiert werden konnte). Auf Seiten der Cre-exprimierenden Zellen waren 73
% sowohl Cre- als auch TH-positiv. Entsprechend zeigte sich in den tibrigen 27 % nur das Si-

gnal der Cre-Sonde.

4.1.3 Verhaltensphanotypisierung der CRH-COEp Linie

Die Auswirkungen der zentralen CRH-Uberexpression in homozygoten CRH-COEp;, (CRH-
COEhom) Maiusen auf Lokomotion sowie angst- und depressionsrelevante Vehaltensmuster wur-
de unter Anwendung der klassischen Verhaltensparadigmen ,,Open-Field* (OF), ,,Elevated-Plus-
Maze*“ (EPM), ,,Dark-Light-Box* (DaLi) und ,,Forced-Swim Test*“ (FST) untersucht. Fiir die
Tests wurden stets miannliche CRH-COE™™ und CRH-COE®*" Geschwistertiere verwendet.

Um Lokomotionsunterschiede als Storvariable ausschlieBen zu konnen, wurde vorab der OF-
Test unter nicht-aversiven Bedingungen (Beleuchtungsstirke = 15 lux) durchgefiihrt. Es konnte
dabei kein Unterschied zwischen CRH-COE™™ und CRH-COE®" Tieren festgestellt werden
(Abbildung 20A, linker und mittlerer Graph).

Im EPM (zur Detektion von Angst-dhnlichem Verhalten) verbrachten die CRH-COE™™ Miuse
signifikant mehr Zeit auf dem offenen Arm als CRH-COE®™" Méuse (P < 0,001) und fielen durch
eine ebenfalls signifikant verkiirzte Latenzzeit (P < 0,001) zum Betreten des offenen Arms auf
(Abbildung 20B). Erginzend zum EPM wurde ein modifizierter OF-Test durchgefiihrt. Die fiir
Maiuse nicht aversive Beleuchtung von 15 lux wurde dabei auf 150 lux erhoht, so dass das Betre-
ten des Mittelbereichs fiir die Tiere eine aversive Situation darstellte. Im Gegensatz zum OF-Test
bei 15 lux betraten CRH-COE™™ Tiere bei 150 lux die innere Zone des OF nun signifikant (P <
0,05) hiufiger als CRH-COE®" Tiere (Abbildung 20A, rechter Graph).

Komplettiert wurde die Messung des Angst-dhnlichen Verhaltens durch die DaLi-Box. Obwohl
beide Genotypen prozentual dhnlich viel Zeit im hellen Kompartiment verbringen, betreten
CRH-COE"™™ Miuse das helle Kompartiment signifikant haufiger (P < 0,05) und mit einer ge-
ringeren Latenzzeit (P < 0,05) (Abbildung 20C).

Im FST, der allgemein zur Erhebung von Depressions-dhnlichem Verhalten angewendet wird,
konnten weder beim ,struggling” noch beim ,floating” Unterschiede festgestellt werden
(Abbildung 20D). Die Wiederholung des FST am darauffolgenden Tag zeigte zwar deutlich ge-
ringere ,,struggling“- und hohere ,,floating®- Zeiten im Vergleich zum Vortag, doch kann dieser
Effekt auf die Habituierung der Miuse an die Testsituation zuriickgefiihrt werden. Die ,,floa-

ting*-Zeit der CRH-COE™™ an Tag 2 war signifikant héher als die der Kontrollen (P< 0,05),
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doch konnte dieser Unterschied in einer Wiederholung des FST nicht reproduziert werden (siche
Anhang 3).

Bei einer unabhédngigen Wiederholung von OF, EPM und FST mit einer zweiten CRH-COE™™-,
bzw. Kontroll-Gruppe konnten die in Abbildung 20 dargestellten Ergebnisse vollstindig repro-
duziert werden (Anhang 3) (weitere Parameter die im Rahmen der Verhaltenstests abgegriffen
wurden konnen im Anhang 1 gefunden werden). Zusammenfassend 146t sich somit feststellen,
dass CRH-COEp;x Méuse einen robustes Angst-dhnliches Verhalten im EPM, in der DaLi-Box
und im aversiven OF zeigen. Hinweise auf Lokomtionsunterschiede oder ein veréndertes De-

pressions-dhnliches Vehalten konnten dagegen nicht festgestellt werden.
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Abbildung 20 (vorhergehende Seite): Ergebnisse der Verhaltenstypisierung von CRH-COE"™™ Minnchen
und CRH-COE*" Kontrolltieren der Linie CRH-COE,,.

Dargestellt sind die Ergebnisse des: (A) ,,Open-Field-Tests“ unter Normalbedingungen (15 lux, linker und mittlerer
Graph) und aversiven Bedingungen (150 lux, rechter Graph), (B) ,,Elevated-Plus-Maze* als prozentuale Zeit, die auf
dem offenem Arm verbracht wurde (linker Graph), Latenzzeit bis zum ersten Betreten des offenen Arms (mittlerer
Graph) und Anzahl der vollen Eintritte in den offenen Arm (rechter Graph), (C) ,,Dark-Light-Box* als prozentuale
Zeit, die im hellen Kompartiment verbracht wurde (linker Graph), Latenzzeit bis zum Betreten des hellen Kompar-
timents (mittlerer Graph) und Anzahl der kompletten Eintritte in das helle Kompartiment (rechter Graph) und (D)
»Forced-Swim Test“ als ,,struggling“-Zeit (linker Graph) und ,,floating“-Zeit (rechter Graph).

4.1.4 Uberprifung der HPA-Achsen Aktivitit

Der mégliche Einfluss der CRH Uberexpression auf die Aktivitit, bzw. Responsivitit der HPA-
Achse wurde durch Messung der basalen und Stress-induzierten Plasma Corticosteron-Werte
{iberpriift. CRH-COE™" und CRH-COE™™ Minnchen zeigten dabei keinerlei Unterschiede zu
CRH-COE®" Kontrolltieren hinsichtlich ihrer basalen Vormittags- und Nachmittagswerte
(Abbildung 21A). Wurden die Versuchstiere fiir 10 oder 15 Minuten durch Immobilisation ge-
stresst, so lieBen sich bei CRH-COE™™ Tieren statistisch signifikant héhere Corticosteron-
Konzentrationen beobachten (P < 0,05) als bei den entsprechenden Kontrolltieren. Bei der an-
schlieBenden Messung eine Stunde nach Beendigung des Stress (Feedback) konnte dieser Unter-
schied jedoch nicht mehr festgestellt werden (Abbildung 21B). CRH-COE™™ Weibchen wiesen
beziiglich der Basal- und Stresswerte (inklusive Feedback) keinerlei Unterschiede zu den Kon-

trolltieren auf (Anhang 2).
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Abbildung 21: Plasma Corticosteron-Konzentrationen in miannlichen CRH-COE"™" (het) CRH-COE"™ (hom)
und CRH-COE**" (con) Méusen der Linie CRH-COEp,, unter (A) Basalbedingungen (am = vormittags, pm =
nachmittags) und (B) unmittelbar nach 10, bzw. 15 Minuten Stress sowie eine Stunde nach dem Ende des
Immobilisationsstress.
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4.1.5 Quantifizierung der CRH/CRH-R1/CRH-R2 Expression

Die Uberexpression von exogenem CRH in GABA-ergen Interneuronen kann zu kompensatori-
schen Verdnderungen des CRH/CRH-Rezeptor Systems fithren, was wiederum die Auspriagung
von Verhaltensphidnotypen bedingen oder beeinflussen kann. Um zu iiberpriifen, ob und wenn ja
in welchem Umfang dies in CRH-COEpy Tieren der Fall ist, wurde die Expression von endoge-
nem CRH, CRH-R1 und CRH-R2 in homozygot CRH-iiberexprimierenden Miusen und in Kon-
trolltieren (jeweils 6 Tiere pro Genotyp) per In-Situ-Hybridisierung detektiert und die durch-
schnittlichen Signalstirken beider Genotypen miteinander verglichen. Fiir die Quantifizierung
wurden dabei die anatomischen Bereiche miteinbezogen, die aufgrund ihrer Signalstirke gut
erfasst werden konnten und/oder die potentiell verhaltensspezifisch relevant sind (z.B. Amygda-
la, Hippocampus, Cortex).

Im Ergebnis zeigt die In-Situ-Quantifizierung eine signifikante Hochregulierung des endogenen
CRH in der zentralen Amygdala (P < 0,001), nicht aber im PVN. Sowohl CRH-R1 als auch
CRH-R2 zeigten dagegen eine signifikante Erh6hung im Hippocampus; CRH-R1 in allen unter-
suchten Teilbereichen des Hippocampus (CA1; P < 0,001; CA3, P < 0,05; Gyrus dentatus, P <
0,05), CRH-R2 nur in CA1 und Gyrus dentatus. (jeweils P < 0,05). In den iibrigen analysierten
subcorticalen Bereichen (laterales Septum, Nucleus reticularis thalami, basolaterale und mediale
Amygdala) sowie im Cortex konnten keinerlei Verdnderungen der CRH-R1/CRH-R2 mRNA

Expression in homozygoten CRH-COEpy Tieren festgestellt werden.
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Abbildung 22: Ergebnisse der Expressionsquantifizierung von (A) endogenem CRH (B) CRH-R1 sowie (C)
CRH-R2 in CRH-COE"™ und CRH-COE®" Tieren der Linie CRH-COEy,,.

CRH-COE™™ (hom) und CRH-COE" (con) Tiere wurden hinsichtlich ihrer Expression im (A) Bereich des Nucleus
paraventricularis, der zentralen Amygdala und (B, C) des lateralen Septums, des Nucleus reticularis thalami, der
Hippocampusregionen CA1 und CA3, des Gyrus dentatus, der basolateralen und medialen Amygdala sowie des
Cortex untersucht.
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4.2 Generierung und Analyse der Linie CRH-Cre

4.2.1 Strategie zur Erzeugung des CRH-Cre Transgens

Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war es eine neue Cre-Mauslinie zu generieren, welche die Cre-
Rekombinase unter der Kontrolle des CRH Promotors exprimiert. AnschlieBend sollte diese
CRH-Cre Maus mit Miusen der Linie CRH-COE gekreuzt werden, um letztendlich Tiere zu
generieren, die CRH allein in CRH-spezifischen Zellen {iberexprimieren (CRH-COEcy).

Die Strategie zur Erfiillung dieses Vorhabens teilte sich grob in drei Phasen:

l. Herstellung einer Cre-Expressionskassette, die neben der Cre-Rekombinase alle fiir
die Funktionalitit und Analyse der Cre-Expression relevanten Motive und Elemente
enthalt.

2. Erstellung des CRH-Cre Expressionsvektors. Dies sollte mit Hilfe eines aus einer ge-
nomischen Bibliothek stammenden, den CRH-Locus enthaltenden DNA Fragments
geschehen, wobei das Exon 2 des CRH Gens gegen die Cre-Kassette ausgetauscht
werden sollte.

3. Linearisierung des so entstandenen CRH-Cre Vektors sowie dessen anschlieBende
Elektroporation in ES-Zellen und/oder Pronucleus-Injektion zur Gewinnung transge-

ner Tiere.
Folgende Uberlegungen spielten bei der Ausarbeitung dieser Strategie eine Rolle:

Zu Phase 1: der Austausch der Cre-Kassette gegen das Protein-codierende Exon 2 des CRH
Gens sollte bewirken, das Exon 1 unter der Kontrolle des CRH-Promotors an die Cre-
Rekombinase gespleifit wird und somit Cre CRH-spezifisch transkribiert und translatiert wird.
Zu diesem Zweck war es erforderlich die Cre-Rekombinase mit einem Splei3-Akzeptor zu ver-
sehen. Des weiteren musste bedacht werden, dass fiir eine Elektroporation des fertigen Kon-
strukts in ES-Zellen ein Selektionsmarker benétigt werden wiirde, dessen Expression unter der
Kontrolle eines eigenen, unabhéngigen Promotors stattfinden sollte. Um eine Selektion sowohl
in Bakterien (wihrend der Klonierung) als auch in ES-Zellen zu erméglichen, musste es sich
dabei um einen kombinierten prokaryotischen und eukaryotischen Promotor handeln. Zudem
musste nach dem Selektionsmarker ein Transkriptionsstop-Signal eingefiigt werden, welches
gewdhrleisten sollte, dass der starke eukaryotische Promotor des Selektionsmarkers die

Transkription nicht iiber dessen Ende hinaus auf nachfolgende Kassettenelemente hinaustragt.
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Eine Positionierung der Selektionskassette ,,upstream‘ der Cre-Rekombinase sollte die Moglich-
keit eroffnen die Rekombinase konditional aktivieren zu konnen. Da die Selektionskassette mit
threm Transkriptionsstop-Signal an dieser Position die Transkription der nachfolgenden Kasset-
ten-Elemente verhindert (und somit als Stopkassette fungiert), kann auch Cre in diesem Zustand
nicht exprimiert werden. Durch Flankieren der Selektions-/Stopkassette mit so genannten FRT-
Sequenzen, sollte diese von dem Enzym Flp-Rekombinase (dhnlich dem Cre/loxP System) dele-
tiert und dadurch die Cre Expression ermdglicht werden (Branda and Dymecki, 2004).

Die Cre-Rekombinase sollte auBerdem noch mit einem Reportergen verbunden werden, mit des-
sen Hilfe sich die Expression von Cre indirekt detektieren lassen sollte. Die Moglichkeit eines
Fusionsproteins aus Cre und Reporterprotein wurde dabei ausgeschlossen, da derartige Fusions-
protein die Funktionalitit des Effektorproteins beeintrichtigen kdnnen. Stattdessen sollte eine
zwischen Cre und Reporter liegende IRES-Sequenz (internal ribosome entry site) eine gemein-
same Transkription, aber unabhéngige Translation der beiden Gene gestatten (Vagner et al.,
2001). SchlieBlich sollten am 5 -und 3'-Ende der Cre-Kassette homologe Arme angebracht wer-
den, die eine homologe Rekombination mit Exon 2 des CRH Gens erméglichen. Die Sequenz
der homologen Arme muss dabei den flankierenden Bereichen von Exon 2 entsprechen und die
auszutauschende Sequenz damit einrahmen. Vor dem Anfiigen der homologen Arme sollte durch
Anfiigen einer ,,multiple-cloning-site an das 5'-und 3'-Ende die Moglichkeit geschaffen wer-
den, mit Hilfe von selten vorhandenen Restriktionsschnittstellen verschiedene Homologiearme
an die Cre-Kassette anfiigen zu konnen. Die Kassette konnte so auch unter die Kontrolle anderen
Promotoren gestellt werden.

Zuséatzlich zur Rekombinationskassette mit konventioneller Cre-Rekombinase, sollte parallel
dazu eine dhnliche Kassette mit induzierbarer Cre-Rekombinase (CreERT2) konstruiert werden.
Bei der CreERT2 handelt es sich um ein Fusionsprodukt aus Cre-Rekombinase und einer Ostro-
genrezeptor-Bindedoméne (ERT2). Im normalen, nicht-induzierten Zustand wird die CreERT2
iiber die Ostrogenrezeptor-Bindedomine an Hitzeschockproteine gebunden und verbleibt des-
halb im Cytoplasma. Appliziert man den Liganden Tamoxifen so kann der CreERT2-
Hitzeschockprotein-Komplex geldst und CreERT2 zur Ausiibung seiner enzymatischen Funktion

in den Nukleus der Zelle translokiert werden (Lantinga-van Leeuwen et al., 2006).

Zu Phase 2: Der Austausch von Exon 2 des CRH Gens gegen die Cre-Kassette sollte mittels
homologer Rekombination in Bakterien (ET-Klonierung) geschehen. Obwohl die basalen CRH-
Promotorelemente bekannt sind (King et al., 2002), ist nicht klar in wie weit weitere regulatori-

sche Elemente (wie z.B. Enhancer oder Silencer) fiir die Funktionalitit der CRH-Expression
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notwendig sind. Da sich derartige regulatorische Elemente in den meisten Féllen ,,upstream* des
Genlocus befinden, sollte die homologe Rekombination auf einem genomischen DNA-Fragment
stattfinden, welches neben dem CRH-Locus einen moglichst groBen ,,upstream* Bereich auf-
wies. Zu diesem Zweck wurden entsprechende Klone einer BAC-Bibliothek (RPCI24-212D10)
und einer Fosmid-Bibliothek (WI1-1975E16) bestellt, deren Charakteristikum darin besteht, dass
die entsprechenden BAC-/Fosmid-Vektoren relativ lange genomische Fragmente inklusive des
erwiinschtes Locus tragen konnen. So tridgt der BAC-Klon RPCI24-212D10 ein genomisches
DNA-Fragment von ca. 162 kb, wovon sich ca. 123 kb ,,upstream* des CRH-Locus befinden.
Der Fosmid-Klon WI1-1975E16 trigt dagegen ein DNA-Fragment von ca. 44 kb Grof3e, wovon
ca. 30 kb ,,upstream* des CRH Gens liegen. Die homologe Rekombination zur Erzeugung der
transgenen CRH-Cre Konstrukte wurde sowohl auf dem BAC-Klon als auch auf dem Fosmid-
Klon durchgefiihrt, um die Erfolgsrate durch Verfolgung dieser beiden Vektorstrategien zu erho-

hen.

Zu Phase 3: Um die Chance auf die erfolgreiche Generierung einer transgenen CRH-Cre Mausli-
nie zu erhohen, sollten transgene Tiere mittels Pronucleus-Injektion oder ES-Zellmanipulation
gewonnen werden. Aus Zeitgriinden wurden diesen beiden Strategien schlieBlich aber nur mit
den Fosmid-basierten Vektoren (d.h. den Transgenen, zu deren Erzeugung der Fosmid-Klon

WI1-1975E16 verwendet wurde) durchgefiihrt.

Unter Einbeziehung der erlduterten Anforderungen wurde das Ziel-Modell fiir die Konstruktion

der Cre-Kassette wie in Abbildung 23 formuliert:

- =
o '
L LL
. A T
~ q ¥ o~ < < -
5’HA i = Neo = Cre/CreERT2 IRES Venus 2 3 HA
O S 0 = ey

Abbildung 23: Ziel-Modell der Cre-/CreERT2 Austauschkassette.

Abkiirzungen: 3'HA, 3° Homologiearm; 3pA, 3-faches Polyadenylierungssignal; 5"HA, 5'Homolgiearm; bpA;
Polyadenylierungssignal; Cre, Cre-Rekombinase; CreERT2, Tamoxifen-induzierbare Cre-Rekombinase; EM7,
prokaryotischer Promotor EM7; FRT; FRT-Sequenz; IRES, internal ribosome entry site; Neo, Neomycin-
Resistenzgen; PGK, eukyaroytischer Promotor PGK (Phosphoglyceratkinase), SA, Splei3-Akzeptor; Venus, Venus
Reportergen (gelb fluoreszierende GFP Variante).
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Das Konstrukt-Modell besteht dabei entsprechend den Vorgaben aus folgenden Elementen:

= der konventionellen oder der induzierbaren Cre-Rekombinase (Cre/CreERT2), an deren
5'-Ende sich eine Kozak-Sequenz zur Erhohung der Translations-Effizienz befindet;
GroBe: 1069 bp (Cre), 1998 bp (CreERT2)

» einem SpleiB-Akzeptor (SA); GroBle: 141 bp

* einem Selektionsmarker (Neomycin = Neo); GroBe: 804 bp

* dem eukaryotischen Promotor PGK (Phosphoglyceratkinase); GroBle: 508 bp

» dem prokaryotischen Promotor EM7; Grof3e: 67 bp

= einem dreifachen Polyadenylierungs-/Transkriptionsstop-Signal (3pA); GroB3e: 1026 bp

= einer IRES Sequenz; GroBe: 585 bp

» dem Gen fiir das gelb fluoreszierende ,,Venus* Protein (= Reporter); GréBe: 720 bp

» einem einfachen Polyadenylierungs-/Transkriptionsstop-Signal (bpA); GroBie: 286 bp

= zwei flankierenden FRT-Sequenzen (FRT); GroB3e: jeweils 34 bp

* einem 5 -und 3'Homologiearm (5" HA/3'HA); GroBe: jeweils 500 bp

Die fiir die Konstruktion der dargestellten Kassette benotigten Einzelelemente befanden sich zu

Beginn der Klonierung auf folgenden Vektoren:

Konstruktelement Ursprungsvektor

Cre pPGKCrebpA

CreERT2 pCAG-CreER(T2)-bpA SS1
SA pROSA-ITLD
FRT-PGK-EM7-Neo-FRT pL451

3pA pROSA-ITLD

bpA pROSA-ITLD

IRES-Venus 193 IRES Venus

5'HA, 3’'HA Fosmid-Klon WI1-1975E16
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4.2.2 Konstruktion der Cre-Kassette

Fiir die Herstellung der Cre-/CreERT2-Kassette wurde die in Abbildung 24 dargestellte Klonie-
rungsstrategie gewéhlt. Nach jedem Amplifikations- oder Ligationsschritt wurden die entspre-
chenden Reaktionsprodukte per Kontrollverdau und Sequenzierung auf ihre Richtigkeit und
Vollstindigkeit hin iiberpriift. Im Einzelnen handelte es sich dabei um folgende Klonie-

rungsschritte:

1. (Abbildung 24A): Amplifikation von 3pA aus dem Vektor pROSA-ITLD mit den Primern
3pA fwd (mit BstBI-Schnittstelle) und 3pA rev (mit BbsI-Schnittstelle) und Ligation in pCRII-
TOPO Vektor. AnschlieBend Ligation von 3pA zwischen Neo und FRT der Motivfolge [FRT-
PGK-EM7-Neo-FRT] (auf dem Vektor pL451) mittels Bbsl/BstBI Verdau.

2. (Abbildung 24B):Amplifikation des Splei3-Akzeptors (SA) aus dem Vektor pROSA-ITLD
mit den Primern S4 fwd (mit muliple-cloning-site: HindIII, Sbfl, Ascl und Sacl) und S4 rev (mit
Mlul- und Kpnl- Schnittstelle) und Ligation in pCRII-TOPO. Parallel dazu Amplifikation der
Motivfolge [FRT-PGK-EM7-Neo-3pA-FRT] aus dem Vektor pL451 mit den Primern FRT-Neo-
3pA fwd (mit Mlul- Schnittstelle) und FRT-Neo-3pA rev (mit Fsel- und Xhol- Schnittstelle) und
Ligation in pCRII-TOPO. Anschliefend Ligation der Motivfolge [FRT-PGK-EM7-Neo-3pA-
FRT] an das 3"-Ende von SA (in pCRII-TOPO) mittels Mlul/Xhol Verdau.

3. (Abbildung 24C): Amplifikation der Motivfolge IRES-Venus aus dem Vektor 193 IRES Ve-
nus mit den Primern /RES-Venus fwd (mit Ndel- Schnittstelle) und IRES-Venus rev kom. (5'-
Ende komplementédr zu 5'-Sense-Strangende von bpA) und Ligation in pCRII-TOPO. Parallel
Amplifikation von bpA aus dem Vektor pROSA-ITLD mit den Primern bpA fwd kom. (5 -Ende
komplemetdr zu 3'-Antisense-Strangende von Venus) und bpA rev (mit multiple-cloning-site:
Pacl, Xmal, BbvCI und Xhol) und Ligation in pCRII-TOPO. AnschlieBend Ligation von IRES-
Venus und bpA mittels ,,overlapping PCR* und Ligation des Fusionsprodukts in pCRII-TOPO.

4. (Abbildung 24D): Amplifikation von Cre aus dem Vektor pPGKCrebpA mit den Primern Cre
fwd (mit Fsel-, Sacl- Schnittstelle und Kozak Sequenz) und Cre rev (mit Ndel- und Xhol-
Schnittstelle) und Ligation in pCRII-TOPO. AnschlieBend Ligation der Motivfolge [IRES-
Venus-bpA] an das 3°-Ende von Cre (in pCRII-TOPO) mittels Ndel/Xhol Verdau.
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5. (Abbildung 24E): Ligation der Motivfolge [Cre-IRES-Venus-bpA] an das 3"-Ende der Motiv-
folge [SA-FRT-PGK-EM7-Neo-3pA-FRT] (in pCRII-TOPO) mittels Fsel/Xhol Verdau.

6. (Abbildung 24F): Amplifikation von 3'HA aus dem Fosmid-Klon WI1-1975E16 mit den Pri-
mern CRH-3"HA fwd (mit Xmal- Schnittstelle) und CRH-3 'HA rev (mit Pacl- Schnittstelle) und
Liagtion in pCRII-TOPO. Anschlieend Ligation von 3'HA an das 3'-Ende von bpA mittels
Xmal/Pacl Verdau.

7. (Abbildung 24G): Amplifikation von 5’"HA aus dem Fosmid-Klon WI1-1975E16 mit den Pri-
mern CRH-5"HA fwd (mit Ascl- Schnittstelle) und CRH-5"HA rev (mit Sbfl) und Ligation in
PpCRII-TOPO. Anschlieend Ligation von 5"HA an das 5°-Ende von SA mittels Ascl/Sbfl Ver-

dau.

8. (Abbildung 24H): Amplifikation von CreERT2 aus dem Vektor pCAG-CreER(T2)-bpA SS1
mit den Primern CreER2-Fsel fwd (mit Fsel- Schnittstelle) und CreER2-Ndel rev (mit Ndel-
Schnittstelle) und Ligation in pCRII-TOPO. Parallel dazu Entfernung der Cre aus der Motivfolge
[S"HA-SA-FRT-PGK-EM7-Neo-3pA-FRT-Cre-IRES-Venus-bpA-3"HA] mittels Fsel/Ndel Ver-
dau. AnschlieBend Ligation von CreERT2 zwischen FRT-Sequenz und IRES-site mittels
Fsel/Ndel.

9. (Abbildung 24I): Trennung der Cre-/CreERT2-Kassette von pCRII-TOPO mittels Sbfl/Xmal

Verdau und anschlieBend homologe Rekombination mit CRH-Exon 1 im Rahmen der ET-

Klonierung.
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Abbildung 24: Schematische Ubersicht der zur Herstellung des CRH-Cre/CRH-CreERT2 transgenen Vek-
tors gewihlten Klonierungsstrategie (Erliuterung im Text).
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4.2.3 Funktionale Analyse der Cre-/CreERT2-Kassette

Die Cre-/CreERT2-Kassette sollte hinsichtlich ihrer Funktionalitdt auf drei Aspekte hin {iber-

prift werden:

1. Funktionalitit der FRT-Sequenzen: konnen die FRT-Sequenzen von der FLP-
Rekombinase erkannt und die von den FRT-Sequenzen flankierte DNA (bzw. die Selek-
tionskassette) deletiert werden?

2. Expression von Cre/CreERT2 und Venus-Reporter: werden beide Gene in ausreichen-
dem, detektierbarem Mal3e translatiert?

3. Funktionalitit der Cre-/CreERT2-Rekombinase: kann das Enzym loxP-flankierte DNA
deletieren? Kann CreERT2 durch Tamoxifen ausreichend induziert werden?

4. Funktionalitit des SpleiBBings: wird das Exon 1 des CRH Gens korrekt an Cre/CreERT2
gesplei3it?

Die beschriebenen Aspekte sollten dabei durch Transfektion der Cre-/CreERT2-Kassette in

HEK?293 Zellen, bzw. der Kotransfektion der Kassetten mit einem Flp-Plasmid eruiert werden.

4.2.3.1 Funktionsanalyse der FRT-Sequenzen

Die Funktionalitidt der FRT-Sequenzen innerhalb eukaryotischer Zellen sollte iiberpriift werden
indem die Cre-Kassette zusammen mit dem Flp-exprimierenden Plasmid 706-Flp in HEK293-
Zellen kotransfiziert wurde. HEK293-Zellen die sowohl die Cre-Kassette als auch das Flp-
Plasmid aufnehmen, sollten aufgrund der Flp-vermittelten Stopkassetten-Deletion Cre sowie das
Fluoreszenzprotein Venus exprimieren. Die Expression von Cre konnte somit indirekt {iber die
Detektion der Fluoreszenz festgestellt werden.

Vorab musste die Rekombinationskassette aus dem pCRII-TOPO Vektor in den Expressionsvek-
tor pcDNA3.1(+) umkloniert werden. Der pcDNA3.1 Expressionsvektor enthélt im 5°-Bereich
seiner multiple-cloning-site einen starken CMV-Promotor, der fiir die Expression inserierter
Gene sorgt. Da auf dem pcDNA3.1 Vektor keine fiir die Ligation geeigneten Restriktionsschnitt-
stellen gefunden werden konnten (die nicht zugleich auch in den Austauschkassetten vorhanden
waren), wurde ein ,,Linker entworfen mit dem dieses Problem umgangen werden sollte. Die
Sequenz des Linkers wurde dabei so gewihlt, dass er an seinem 5'-Ende eine offene (bzw. iiber-
hingende) HindIII-Schnittstelle und an seinem 3°-Ende eine offene BamHI-Schnittstelle auf-

wies. Mit Hilfe dieser Restriktionsschnittstellen konnte der Linker in die multiple-cloning-site
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des pcDNA3.1 Expressionsvektors ligiert werden. Zwischen der HindIII-Schnittstelle und der
BamHI-Schnittstelle enthielt der Linker auBBerdem die Restriktionsschnittstellen Sbfl und Pacl.
Da diese Schnittstellen auch die duleren Ende der Austauschkassetten flankieren (gemeint ist
das 5°-ende von SA und das 3'-Ende von bpA; die homologen Armen wurden nicht umkloniert),
konnten diese iiber einen Sbfl/Pacl Verdau schlieBlich in den Linker-enthaltenden Expression-
vektor eingefiigt werden. Zur Herstellung des Linkers wurden die beiden Oligonukleotide EV-
Linker sense und EV-Linker antisense zu Synthese in Auftrag gegeben. Ein Gemisch aus glei-
chen molaren Anteilen der beiden Linker Stringe wurde auf 94 °C erhitzt und anschlieBend auf
Raumtemperatur abgekiihlt, so das die beiden Stringe zu einem Linker-Doppelstrang hybridisie-
ren konnten. Die korrekte Ligation des Linkers, bzw. der Austauschkassetten in pcDNA3.1 wur-
de mittels HindIIl Kontrollverdau (FragmentgroBen ohne Kassetteninsertion: 5428 bp; Frag-
mentgroflen mit Kassetteninsertion: 6787 bp, 2376 bp, 1928 bp) und Sequenzierung validiert.
HEK?293-Zellen wurden schlieflich zum einen nur mit der Cre-Kassette transfiziert und zum
anderen mit Cre-Kassette und dem 706-FIp Plasmid kotransfiziert (Abbildung 25). Wihrend in
HEK?293-Zellen die nur mit der Cre-Kassette (und ohne Flp-Plasmid) transfiziert worden waren
keinerlei Fluoreszenz des Venus-Proteins zu detektieren war (Abbildung 25A), konnten inner-
halb der doppelt transfizierten HEK293-Zellpopulation Zellen mit einer deutlichen und spezifi-
schen Fluoreszenz identifiziert werden (Abbildung 25B).

Abbildung 25: Transfektion von
HEK?293-Zellen mit (A) Cre-
Kassette und ohne Flp-Plasmid
sowie (B) Kottransfektion von
Cre-Kassette und Flp-Plamsid
Gezeigt sind Hellfeld-Aufnahmen
der transfizierten Hek293-Zellen
und Aufnahmen der Fluoreszenzsi-
gnale, die von Venus-Proteinen
emittiert werden.

>

Hellfeld

Fluoreszenz
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Die Konfluenz der beiden Transfektionsansétze lag in beiden Fillen bei ca. 70 bis 80 %, so dass
Zelldichte-Unterschiede als Ursache fiir mogliche Transfektions-Effizienz Unterschiede ausge-
schlossen werden konnen. Die Transfektionseffizienz selbst wurde (wie in allen anderen Trans-
fektionen) mittels einer parallel durchgefiihrten Transfektion mit dem GFP-exprimierenden

Plasmid pEGFP-N1 kontrolliert.

4.2.3.2 Analyse der Cre- Expression mittels Immunohistochemie

Die Cre-Kassette, bzw. CreERT2-Kassette sollte in HEK293-Zellen transfiziert werden und die
Expression des Cre-Proteins mit Hilfe eines Cre-spezifischen Antikorpers nachgewiesen werden.
Da es fiir die konstitutive Expression der Cre-Rekombinase in pcDNA3.1 erforderlich war, die
Selektionskassette/Stopkassette zu entfernen, wurden beide im pCRII-TOPO Vektor befindlichen
Kassettentypen (Cre und CreERT2) in den E. coli Stamm 294-FIp transformiert (Buchholz et al.,
1996a; Buchholz et al., 1996b). E. coli 294-FIp exprimiert konstitutiv Flp-Rekombinase, so dass
die Selektionskassette in den transformierten Rekombinationskassetten (,,RK ohne Stop) ent-
fernt werden konnte. Bakterienklone, in denen die Selektionskassette entfernt worden war, wur-
den mittels HindIII Kontrollverdau (Fragmentgrofen mit Selektionskassette: 6787 bp, 2376 bp,
1928 bp; FragmentgroBen ohne Selektionskassette: 6787 bp, 1566 bp) und Sequenzierung vali-
diert. Anschlieend wurden HEK293-Zellen mit [pcDNA3.1-RK ohne Stop] und als Negativ-
kontrolle mit [pcDNA3.1-RK mit Stop] transfiziert, nach 24 Stunden fixiert und das Cre-Protein
tiber Antikorperfarbung nachgewiesen. Die Detektion des Signals erfolgte mittels AB-Komplex
und DAB-Firbung. Da innerhalb dieses Versuchs nur die Anwesenheit des Cre-/CreERT2-
Proteins nicht aber seine Funktionalitét iiberpriift werden sollte, war eine Tamoxifen-Induktion
der inaktiven CreERT2 nicht notwendig. Es zeigte sich, dass in HEK293-Zellen die mit denjeni-
gen Rekombinationskassetten transfiziert wurden, die ihre Selektions-/Stopkassette noch enthiel-
ten keine spezifische DAB-Firbung nachweisbar war (Abbildung 26A, C). Wurden HEK293-
Zellen mit Cre- oder CreERT2-Kassette ohne Selektionsmarker transfiziert, so konnten zahlrei-
che Zellen als DAB-positiv identifiziert werden (Abbildung 26B, D). Diese Beobachtungen wei-
sen zum einen darauf hin, dass die Stopkassette der beiden Rekombinationskassetten die
Transkription der Cre-Rekombinase zuverldssig verhindert. Zum anderen konnte die korrekte
Translation der Cre-Rekombinase aus der Rekombinationskassette zum Protein nachgewiesen
werden. Dariiber hinaus 148t sich in Abbildung 26 die unterschiedliche Lokalisation des Cre-,
bzw. CreERT2-Proteins erkennen: wihrend das CreERT2-spezifische DAB Signal sich iliberwie-
gend im Zytoplasma (also auBlerhalb des Zellkerns) befindet (Abbildung 26D), erstreckt sich das
DAB Signal der Cre-Rekombinase sichtbar auch auf den Kernbereich der HEK293-Zellen (Ab-
bildung 26B).
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Abbildung 26: Transfektion von HEK293-Zellen mit [pcDNA3.1-Cre] (A) mit und (B) ohne Selektions-
/Stopkassette sowie [pcDNA3.1-CreERT2] (C) mit und (D) ohne Selektions-/Stopkassette.

4.2.3.3 Funktionsanalyse der Cre-/CreERT2-Rekombinase

Um zu tberpriifen ob die klonierte Cre-/CreERT2-Rekombinase hinsichtlich ihrer enzymati-
schen Aktivitdt funktionsfdhig ist, wurden Kotransfektionen der Cre-Kassetten mit dem LacZ-
Reporterplasmid pSVpaX1 durchgefiihrt. Das Reporterplasmid enthélt einen P1-Promoter, sowie
ein LacZ-Gen, dessen Transkription durch eine loxP-flankierte Stopkassette verhindert wird. Erst
die Cre-Rekombinase katalysierte Deletion der Stopkassette ermoglicht die Expression der
LacZ-codierten -Galaktosidase, sowie deren Detektion mittels LacZ-Farbung.

Insgesamt wurden vier verschieden Transfektionsansétze durchgefiihrt:

¢ Kotransfektion von Cre-Kassette mit Stopkassette und pSVpaX1

e Kotransfektion von Cre-Kassette ohne Stopkassette und pSVpaX1
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e Kotransfektion von CreERT2-Kassette mit Stopkassette und pSVpaX1
e Kotransfektion von CreERT2-Kassette ohne Stopkassette und pSVpaX1

Um die Funktionalitdt der CreERT2-Rekombinase feststellen zu konnen, musste diese wihrend
der Transfektion mit Tamoxifen induziert werden. Dazu wurde ca. 24 Stunden nach Transfektion
Tamoxifen in einer Endkonzentration von 10 uM zu den HEK293-Zellen pipettiert und die Zel-
len nach weiteren 24 Stunden untersucht. Detektiert wurde sowohl die LacZ-Farbung als auch
die von dem Venus-Reporterprotein emittierte Fluoreszenz. Da die Fluoreszenz von dem X-Gal
Farbsignal tiberlagert wird, mussten die beiden Signale auf verschiedenen HEK?293-Zell-

Populationen erfasst werden.

mit Stop-Kassette ohne Stop-Kassette
- _ _
o
o
C
AN
|_
o
w
o
o

Abbildung 27: Kotransfektion von HEK293-Zellen mit 1. Cre-Kassette inklusive Stopkassette (A) oder ohne
Stopkassette (B) und 2. CreERT2-Kassette inklusive Stopkassette (C) und ohne Stopkassette (D).
Die jeweiligen Kassetten wurden entweder einzeln transfiziert und die Cre-Expression indirekt iiber die Fluores-
zenz-Emission des Venus-Proteins detektiert (jeweils rechte Bildhilfte) oder mit dem LacZ-Reporter Plasmid
pSVpaXl kontransfiziert und die Funktionalitét der Cre-Rekombinase anschlieBend anhand der LacZ-Farbung tiber-
priift (jeweils linke Bildhélfte). CreERT2-Aktivitdt wurde durch Zugabe von Tamoxifen (Endkonzentration: 10 pM)
induziert.

Abbildung 27 zeigt die Ergebnisse der Funktionsanalyse. Sowohl mit der Cre-Kassette als auch
mit der CreERT2-Kassette (beide ohne Stopkassette) konnten ausreichend HEK-Zellen transfi-
ziert und deren Cre-Expression iiber die Venus-vermittelte Fluoreszenz sichtbar gemacht werden
(Abbildung 27B und D, rechte Bildhélfte). Des weiteren zeigt sich in einem Teil der HEK-Zellen
nach Inkubation mit LacZ-Férbelosung eine deutliche Blaufarbung Abbildung 27B und D, linke

Bildhilfte), was als Zeichen einer erfolgreichen Cre-vermittelten Induktion von pSVpaX1 gewer-
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tet werden kann. Fluoreszenz und Blaufarbung sind nicht zu beobachten, wenn Cre-Kassetten
transfiziert wurden, deren Stopkassette noch vorhanden war und die deshalb die Cre-
Rekombinase nicht exprimieren konnten (Abbildung 27A, C). Die deutliche geringere Anzahl X-
Gal positiver Zellen im Vergleich zu den fluoreszierenden Zellen ist der Tatsache geschuldet,
dass HEK293-Zellen fiir eine positive LacZ-Reaktion zwei Plasmide (pSVpaXI und das Cre-
tragende Expressionsplasmid pcDNA3.1) aufnehmen miissen und die Wahrscheinlichkeit fiir

eine solche Doppeltransfektion geringer ist als die Aufnhahme von Cre-pcDNA3.1 allein.

4.2.3.4 Funktionsanalyse des SpleiRens von Exon 1 des CRH Gens an
Cre/CreERT2

Da die beim Spleifien stattfindende Prozessierung der pri-mRNA zu reifer mRNA essentiellen
Einfluss auf die Expression eines Gens hat (sowohl qualitativ als auch quantitativ) und die Funk-
tionalitdt eines Proteins mitbestimmt, sollte eruiert werden, ob das Cre-/CreERT2-Konstrukt im
spateren transgenen Zustand korrekt an das Exon 1 des CRH Gens gespleiit werden kann. Da
der bisher beschriebene, fiir Transfektionen eingesetzte Expressionsvektor pcDNA3.1 bis dato
nur die Motivfolge [SA-FRT-PGK-EM7-Neo-3pA-FRT-Cre-IRES-Venus-bpA], bzw. [-SA-
FRT-PGK-EM7-Neo-3pA-FRT-CreERT2-IRES-Venus-bpA] inseriert hatte, war es zur Untersu-
chung des Spleifling notwendig, das Exon 1 des CRH Gens inklusive Intron 1 (welches wichtige
Erkennungssequenzen fiir das SpleiBosom enthélt) zu amplifizieren und an das 5°-Ende der ge-
nannten Cre-/CreERT2-Motivfolgen einzufiigen. Zu diesem Zweck wurde [CRH-Exon 1 - Intron
1] mit den Primern CRH Exon I fwd (mit AfIIl Schnittstelle) und CRH Exon [ rev (mit Ascl)
amplifiziert und in pCRII-TOPO ligiert. Nach der Sequenzierung erfolgte die Ligation von
[CRH-Exon 1 - Intron 1] in pcDNA3.1-[SA-FRT-PGK-EM7-Neo-3pA-FRT-Cre-IRES-Venus-
bpA] und pcDNA3.1-[SA-FRT-PGK-EM7-Neo-3pA-FRT-CreERT2-IRES-Venus-bpA] mittels
Aflll/Ascl Verdau. Die Ligation wurde durch einen Kontrollverdau mit EcoRI (Fragmentlidnge
bei einer erfolgreiche Ligation an die Cre-Kassette: 6400 bp, 2773 bp; Fragmentlidnge bei einer
erfolgreiche Ligation an die CreERT2-Kassette: 6400 bp, 3708 bp) sowie durch Sequenzierung
validiert.

AnschlieBend erfolgte die Transfektion von HEK293-Zellen mit den wie beschrieben modifizier-
ten Cre-Kassetten (ohne Stopkassette). sowie darauf folgend die Isolierung von RNA aus den mit
TRIzol behandelten Zellen. Nach dem Umschreiben der RNA in cDNA mittels RT-PCR wurde
die gewonnene cDNA als PCR-Template unter Verwendung der Primer RK-Cre(2) fwd und RT-
CRH fwd eingesetzt.
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£ E
_E— Intron E%ﬂ:"“s: Venus E.— —EE? CreCreERT2 :IRES.Venus E. —
1248 bp (Cre) 572 bp (Cre)
1224 bp (CreERT2) 548 bp (CreERT2)

1 = Exon1 in pcDNA-CreERT2

2 =Exon 1in pcDNA-Cre

3 = pcDNA-CreERT2 (neg. Kontrolle)
4 = pcDNA-Cre (neg. Kontrolle)

1 kb 5 = Fos-RK (DNA Kontrolle)
6 = H20
600'kp M = Marker

400 bp

Abbildung 28: Funktionale Analyse des Spleiflings per RT-PCR.

Die durch Exon 1 (El) und Intron 1 ergénzte Cre-/CreERT2-Kassette (A) wurde iiber den Expressionsvektor
PCDNA3.1 in HEK Zellen transfiziert und die transkribierte RNA isoliert. Nach dem Umschreiben in cDNA konnte
so mittels PCR der ungespleiite (A) oder gespleifite (B) Zustand detektiert werden. (C) Ergebnis der auf cDNA
durchgefiihrten PCR (gelelektrophoretische Auftrennung der PCR-Produkte).

Sollte Exon 1 nicht an den Spleifl-Akzeptor der Cre-/CreERT2-Rekombinase gespleifit werden
(Abbildung 28A), so erzeugen diese beiden Primer ein Amplifikationsprodukt von 1248 bp (un-
ter Verwendung der Cre-Kassette), bzw. 1224 bp (unter Verwendung der CreERT2-Kassette).
Bei korrektem Spleiflen (Abbildung 28B) erhdlt man dagegen PCR-Produkte von 572 bp (Cre)
und 548 bp (CreER2) Linge. Als Negativkontrollen wurden die unmodifizierten Expressions-
vektoren ohne Exon 1 Insertion transfiziert. Da zum Zeitpunkt des an dieser Stelle beschrieben
Versuchs die Rekombinationskassetten bereits gegen Exon 2 des Fosmid-Klons WI1-1975E16
ausgetauscht worden waren, wurde die rekombinierte DNA des Fosmid-Klons als DNA Kontrol-
le eingesetzt (PCR-Produktgrofle: 1248 bp).

Die gelelektrophoretische Auftrennung der in den jeweiligen Ansitzen erhaltenen PCR Produkte
zeigte abgrenzbare Banden im Bereich deutlich iiberhalb von 400 bp und unterhalb von 600 bp
(Abbildung 28C). Die Bande der Cre-Kassette verlief dabei sichtbar oberhalb der CreERT2-
Kassetten Bande. Somit spiegeln beiden PCR-Banden sowohl hinsichtlich ihrer absoluten Lange
als auch ihrer Langenrelation untereinander, die Produktgréflen wieder, die bei einem korrekten

Spleiflen erwartet worden waren.
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4.2.4 ET-Klonierung

Der Austausch von Exon 2 des CRH Gens gegen die Rekombinationskassetten mittels ET-
Klonierung wurde sowohl fiir die Cre-Kassette als auch fiir die CreERT2-Kassette durchgefiihrt.
Da als Zielsequenz der BAC-Klon RPCI24-212D10 und in einem parallelen Ansatz der Fosmid-
Klon WI1-1975E16 eingesetzt wurden, ergaben sich nach der homologen Rekombination somit

insgesamt vier verschiedene Reaktionsprodukte:

1. Fosmid-Klon mit inserierter Cre-Kassette (Fos-Cre)
Fosmid-Klon mit inserierter CreERT2 Kassette (Fos-CreERT2)
BAC-Klon mit inserierter Cre-Kassette (BAC-Cre)

BAC-Klon mit inserierter CreERT2 Kassette (BAC-CreERT2)

i A

Alle Austauschreaktionen erfolgten dabei fiir alle vier Produkte nach dem gleichen, in Abbildung
29A fiir Fos-Cre dargestellten Schema.

Da fiir die homologe Rekombination linearisierte DNA eingesetzt werden musste, wurden vor
der ET-Klonierung die Cre-/CreERT2-Kassette mit den Enzymen Sbfl und Xmal (welche sich
an den dufleren Flanken des 5°, bzw. 3'Homolgiearms befinden) linearisiert, bzw. vom Vektor-
Backbone befreit. Rekombinante Bakterienklone wurde in einem ersten Screening mit Hilfe ei-
nes ,,Colony-lifts“, bzw. einer Cre-spezifischen Sonde identifiziert. 5-10 Bakterienkolonien mit
positivem Cre-Signal wurden anschlieBend in einer Colony-PCR auf rekombinationsspezifische
Amplifikationsprodukte hin untersucht. Die hierfiir eingesetzten Primerpaare binden dabei je-
weils unmittelbar ,,upstream‘/,,downstream* vom Insertionslocus und innerhalb der Cre-
/CreERT2-Kassette. Folglich kann nur nach einer erfolgreichen Rekombination von beiden Pri-
mern ein Produkt gebildet werden. Bei den fiir die PCR eingesetzten Primerpaaren handelte es
sich um die Primer BAC-3'HA fwd/BAC-3 "HA rev2 (PCR 1 in Abbildung 29B), bzw. BAC-5"HA
fwd2/BAC-5"HA rev (PCR 2 in Abbildung 29B). Die entsprechenden Amplifikationsprodukte der
beiden PCRs zeigen dabei nicht nur die Anwesenheit der Rekombinationskassetten und damit
die erfolgreiche Insertion derselben an, sondern belegen auch die vollstindige Integration des 5°-
und 3'-Endes der Kassette. Zusitzlich wurde eine PCR mit Cre-spezifischen Primer fiir die di-
rekte Detektion der Cre-/CreERT2 Kassette angewendet (PCR 3 in Abbildung 29B), so dass die
entsprechenden Klone durch insgesamt drei unabhiéngige PCRs validiert wurden. Die Cre-
/CreERT2-Kassetten von Fosmiden und BACS, deren homologe Rekombination auf diese Weise
positiv bestétigt werden konnte, wurden schliefSlich von beiden Flanken mit den Primern BAC-

3'HA rev2 und BAC-5"HA fwd2 ansequenziert und auf diese Weise nochmals verifiziert.
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Abbildung 29: (A) Ubersichtschema der im Rahmen der ET-Klonierung durchgefiihrten homologen Rekom-
bination dargestellt am Beispiel der Insertion der Cre-Kassette in den Fosmid-Klon WI1-1975E16.
Die Verifizierung der homologen Rekombination (B) erfolgte mittels Southern Blot Hybridisierung (die verwendete

Cre-Sonde ist als rotes Rechteck dargestellt, die nach Kpnl oder HindIIl Verdau detektierten Fragmente als rote
Linien) und PCR.

Zu guter Letzt wurden rekombinante Fosmide/BACs, die fiir die Pronucleus-Injektion oder ES-
Zell-Elektroporation ausgesucht wurden, per Southern Blot Hybridisierung auf Anwesenheit der
Cre-/CreERT2-Kassette iiberpriift. Hierzu erfolgte ein Verdau mit dem Enzym HindIIl oder
Kpnl. Mit Hilfe einer radioaktiv markierten Cre-Sonde konnten Kassetten-spezifische Restrikti-
onsfragmente (4,6 kb bei Kpnl; 1,9 kb bei HindIII) detektiert und somit die homologe Rekombi-
nation abschlieBend bestétigt werden.

Exemplarisch fiir die erlduterte Vorgehensweise sind die Ergebnisse der Rekombinationsvalidie-
rung der Cre-Kassette in Fosmid-Klon WI1-1975E16 in Abbildung 30 wiedergegeben (die Vali-
dierung der iibrigen Austauschvarianten sind in Anhang 4 dargestellt). Nachdem im Colony-Lift

zwischen 95 % und 100 % der aus der ET-Klonierung hervorgegangenen Bakterienklone eine
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positives Cre-Signal zeigten (Abbildung 30A), wurden 5 dieser Klone per PCR analysiert. Alle 5
Klone zeigten auf dem Elektrophoresegel Fragmentldngen, die mit den erwarteten, rekombinan-
ten Produktldngen (Abbildung 29B) in Einklang gebracht werden konnten (Abbildung 30B). Bei
PCR 1 (Abbildung 30B, links) war neben der erwarteten Bande von ca, 1,1 kb jeweils auch im-
mer eine zweite etwas niedriger laufende Bande zu beobachten. Da dieses Nebenprodukt aber
auch in allen anderen Verifikations-PCRs auftauchte, ist davon auszugehen, dass einer der bei-
den verwendeten Primer eine weitere Sequenz im Bereich des Insertionslocus erkennt. Da weder
im nicht-rekombinanten Fosmid-Klon (K;) noch in der auf dem pCRII-TOPO-Vektor befindli-
chen Cre-Kassette (K;) beide fiir PCR 1 und PCR 2 benétigten Primer-Bindungsstellen vorhan-
den sind, konnte innerhalb dieser Kontrollansitze auch keine Amplifikation stattfinden. K, ent-
hélt jedoch beide Cre-Bindungsstellen, so dass in PCR 3 neben den rekombinanten Fosmiden
auch K, eine distinkte Cre-Bande aufwies. Fos-Cre Klon Nummer 4 wurde als Kandidat fiir Pro-
nucleus-Injektion und ES-Zell-Elektroporation ausgewéhlt und im Southern Blot nochmals iiber-
prift. Sowohl im Kpnl Verdau als auch im HindIII-Verdau zeigten sich die erwarteten Signal-

banden mit einer Linge von ca. 4,5 kb, bzw. ca. 2 kb (Abbildung 30C).
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Abbildung 30: Validierung der homologen Rekombination am Beispiel des Fosmid-Klons Fos-Cre.

(A) Spezifische Sondensignale von Bakterienkolonien, die nach der ET-Klonierung per ,,Colony-Lift* und Hybridi-
sierung mit einer radioaktiv markierten, spezifischen Cre-Sonde, auf Anwesenheit der Cre-Kassette iiberpriift wur-
den. Positive Klone wurden mittels Colony-PCR und Kassetten-spezifischer Amplifikationsprodukte verifiziert (C).
Die Nummern unterhalb der Gelfotos beziehen sich auf die in Abbildung 29B dargestellten Primerpaare, die fiir die
jeweilige PCR eingesetzt wurden. M = Marker, 1-5 = Klonnummer, K; = nicht-rekombinanter Fosmid-Klon WI1-
1975E16, K, = Cre-Kassette in pCRII-TOPO.

Rekombinante Klone wurden auch durch Southern Blot Hybridisierung unter Verwendung einer radioaktiv markier-
ten Cre-Sonde detektiert (B). Es wurden dabei zwei parallele Verdaue durchgefiihrt (Kpnl und HindIIl) und die
Sonde sowohl auf rekombinant identifizierten Klonen (MT) als auch auf dem nicht-rekombinanten Ausgangs-
Fosmid (WT) hybridisiert.
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4.2.5 Entfernung der Selektionskassetten

Um die aus der ET-Klonierung hervorgegangenen Fos-Cre/CreERT2 und BAC-Cre/CreERT2
Transgene fiir die Pronucleus-Injektion einsetzen zu kdnnen, war es von Vorteil, die Selektions-
/Stopkassetten aus den jeweiligen Konstrukten zu entfernen, um die Cre-Expression in den zu-
kiinftigen Founder-Tieren ohne die Einkreuzung von hACTB-Flpe Miausen zu ermoglichen.
Hierzu wurden die E. coli Bakterienkulturen, welche jeweils eines der vier Konstrukte enthielten,
mit dem Flp-Expressionsplasmid 706-Flp transformiert und die Selektions-resistenten Bakteri-
enkolonien per PCR auf die erwiinschten Deletionsereignisse hin analysiert. Die hierzu verwen-
deten Primer sind komplementdr zum Splei3-Akzeptor (Stop(SA) rev), zum Neomycin-Gen
(Stop(Neo) fwd) und zur Cre-Rekombinase (Stop(Cre) fwd). Bei Anwesenheit der Selektionskas-
sette amplifizierte das Primerpaar Stop(Neo) fwd und Stop(SA) rev ein PCR-Produkt von 844 bp
Lange. Wurde die Selektionskassette erfolgreich deletiert, so war es dem Primerpaar Stop(Cre)
fwd und Stop(SA) rev moglich ein 1009 bp langes Produkt zu amplifizieren. Positive Deletionse-
reignisse wurden zusétzlich per Sequenzierung validiert. Somit standen letztendlich insgesamt 8

verschiedene Konstrukt-Varianten fiir die Generierung von CRH-COEcy, Méusen zur Verfi-

gung:
Transgen- zu Grunde liegender Re- | Cre-Variante Selektionskassette
Bezeichnung kombinationslocus
BAC-Cre™® RPCI24-212D10 (BAC) Cre vorhanden
BAC-Cre™ RPCI24-212D10 (BAC) Cre deletiert
Fos-Cre™® WI1-1975E16 (Fosmid) Cre vorhanden
Fos-Cre™ WI1-1975E16 (Fosmid) Cre deletiert
BAC-CreERT2™ | RPCI24-212D10 (BAC) CreERT2 vorhanden
BAC-CreERT2”® | RPCI24-212D10 (BAC) CreERT2 deletiert
Fos-CreERT2Y® | WI1-1975E16 (Fosmid) CreERT2 vorhanden
Fos-CreERT2”?" | WI1-1975E16 (Fosmid) CreERT2 deletiert

Tabelle 1: Ubersicht und Charakterisierung der innerhalb der vorliegenden Arbeit hergestellten transgenen
Konstrukte.
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Im weiteren Verlauf der vorliegenden Arbeit wurden die Pronucleus-Injektionen, sowie die Elek-
troporationen von ES-Zellen mit den Fosmid-Konstrukten durchgefiihrt. Grund hierfiir war vor
allem die unkompliziertere und zeitlich weniger aufwendigere Praparation der Fosmide im Ver-
gleich zu den BACs sowie die Moglichkeit der Vorselektion von geeigneten Integrationsereig-

nissen in ES-Zellen (wie z.B. die Uberpriifung der Integritit des inserierten Konstrukts).

4.2.6 Generierung transgener Mause mittels Pronucleus-
Injektion

Die Pronucleus-Injektionen wurden mit den transgenen Konstrukten Fos-Cre®® und Fos-
CreERT2" an insgesamt 18 Injektionsterminen durchgefiihrt. Daraus resultierten 7 Tiere, die
als Cre-positiv und 1 Tier, das als CreERT2-positiv identifiziert werden konnten. Die Genotypi-
sierung der Tiere erfolgte mit den Primern Cre-F/Cre-R, bzw. CreER2-fwd/CreER2-rev. Die
Cre-Expression in den Tieren wurde mittels In-Situ-Hybridisierung (Cre-Sonde) iiberpriift. We-
der in den Nachkommen der CRH-Cre Founder noch in den Nachkommen der CRH-CreERT2
Founder konnte ein CRH-spezifisches Expressionsmuster festgestellt werden (Daten nicht ge-
zeigt). Stattdessen fanden sich auf den Gehirnschnitten der entsprechenden Mause entweder ubi-
quitdre und somit ektopische Cre mRNA Signale oder es konnten iiberhaupt keine spezifischen

Signale detektiert werden. In Abbildung 31 sind die Ergebnisse der Pronucleus-Injektionen zu-

sammengefasst.
Fos-CrePe - Fos-CreERT20e
10 Injektionstermine 4%@ — 8 Injektionstermine
241 transferierte Oocyten 161 transferierte Oocyten
16 Jungtiere 19 Jungtiere
15 transferierte Tiere 17 transferierte Tiere
7 TG pos. Tiere 1 TG pos. Tier
4 Tiere mit Keimbahntransmission 1 Tier mit Keimbahntransmission
Ektopische oder keine Expression Ektopische Expression

Abbildung 31: Zusammengefasste Ergebnisse der Pronucleus-Injektionen fiir das Fos-Cre””- und das Fos-
CreERT2"*-Konstrukt.

120



Ergebnisse

4.2.7 Generierung transgener Mause mittels Blastocysten-
Injektion

Fiir die Herstellung transgener Miuse iiber den Weg der ES-Zellmanipulation und anschlieen-
den Blastocysten-Injektion wurden insgesamt zwei zeitlich voneinander getrennte ES-
Zellkulturen durchgefiihrt. Positiv selektionierte ES-Zellklone wurden per Southern Blot Hybri-
disierung auf eine vollstindige Integration des jeweiligen Transgens hin untersucht. Die Anwe-
senheit des Transgens sowie die vollstindige Integration desselben wurde dabei mit Hilfe von
drei verschiedenen, radioaktiv markierten Hybridisierungs-Sonden untersucht (Abbildung 31).
Die 3°-HA Sonde erkennt den 3°-Homologiearm des Transgens bindet aber auch an den endoge-
nen CRH-Locus. Nach Verdau mit HindIII befindet sich die Zielsequenz der Sonde im Wildtyp
auf einem ca. 15 kb groflen Fragment, wihrend das Transgen eine zusétzliche HindIII Schnitt-
stelle einfiihrt und die 3 -HA4 Sonde in dieser Konfiguration ein nur ca. 5,5 kb grof3es Fragment
detektiert. Zur Evaluierung des 5'-Bereichs der Cre-Kassette wurde die CRH-Exon 1 Sonde be-
niitzt, deren HindIII-verdautes Zielfragment einen Bereich von ca. 7 kb upstream des CRH-Exon
1, sowie die Kassettenelemente SA, PGK, EM7 und Neo umfasst. Das transgene Fragment weist
somit eine Linge von ca. 10 kb auf, wihrend die Lénge der Wiltypbande (wie im Fall der 3'-HA
Sonde) ca. 15 kb betragt.

Die Fos-Sonde I wurde eingesetzt, um die vollstindige Integration des 5°-Endes des Transgens
zu eruieren. Die Fos-Sonde [ bindet dabei eine Sequenz, die sich am &duBlersten 5'-Rand des
Transgens befindet. Fiir den Verdau wurde das Restriktionsenzym Ndel gewdhlt, da dessen letzte
Schnittstelle im 5°-Bereich des Transgens downstream der Sonden-Zielsequenz lokalisiert ist.
Die nichste Ndel-Schnittstelle upstream des Sonden-Zielsequenz befindet sich auBlerhalb des
Konstrukts, d.h. nach Integration des Transgens in das Genom der ES-Zellen auf chromosomaler
DNA. Die Entfernung dieser Schnittstelle von der transgenen 5'-Ndel Schnittstelle kann deshalb
je nach Integrationsort variieren, betrdgt aber mindestens 1,6 kb (Abstand: interne Ndel-
Schnittstelle/5 Ende des Transgens). Im endogenen CRH Locus erhdlt man dahingegen eine

distinktes 5 kb Fragment, welches von der Fos-Sonde 1 erkannt wird.
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Im Anschluf3 an das Screening wurden zwischen 4 und 10 rekombinante Klone fiir die Blastocy-
sten-Injektion ausgewdhlt und deren transgener Status vor der Injektion nochmals {iber Southern
Blot Hybridisierung verifiziert. Die Anzahl der Blastocysten-Injektionen hing dabei von der An-
zahl der Injektionstermine ab, die vom Helmholtz Zentrum Miinchen bereitgestellt wurden. Die
aus den Blastocysten-Injektionen hervorgegangenen Chimiren wurden schlielich mit hACTB-
Flpe Méusen (Rodriguez et al., 2000) verpaart, um in den Nachkommen eine Deletion der Selek-
tions-/Stopkassette und damit die Expression der Cre-Rekombinase zu erméglichen. Diese F1
Generation wurde schlieBlich auf Keimbahntransmission des Transgens sowie hinsichtlich des

Cre-Expressionsmusters analysiert (siche nachfolgendes Kapitel).

Im Rahmen der ersten ES-Zellkultur wurde das Transgen Fos-Cre™* in ES-Zellen elektroporiert
und nach Selektion ca. 200 Klone gepickt. Von diesen 200 Klonen konnte in 25 Klonen das
Transgen detektiert werden. 4 Klone wurden schlieB8lich fiir die Blastocysten-Injektion ausge-
wéhlt und im Rahmen von 6 Injektionsterminen injiziert. Aus insgesamt 411 transferierten Bla-
stocysten gingen 86 Jungtiere hervor, von denen wiederum 15 Tiere Fellfarben-Chimérismus
zeigten. 9 dieser 15 Tiere wurden aufgrund ihres hohen Chimérismus-Grades mit hACTB-Flpe
Maiusen verpaart, doch konnte in keinem der F1-Tiere eine Keimbahntransmission festgestellt
werden.

Im Rahmen der zweiten ES-Zellkultur wurde sowohl das Fos-Cre

als auch das Fos-
CreERT2™® Transgen elektroporiert. Von beiden Konstrukten wurden nach der Selektion jeweils
ca. 80 ES-Zellklone gepickt. 24 Klone zeigten eine vollstindige Integration von Fos-Cre™, 16
Klone eine vollstindige Integration von Fos-CreERT2"*. Fiir die Blastocysten-Injektion wurden
6 Klone mit Fos-Cre™*-Transgen (Klon-Nummer 42, 56, 58, 80, 81 und 85) und 4 Klone mit
CreERT2M-Transgen (Klon-Nummer 16, 18, 20 und 26) ausgewihlt und nochmals per Sou-
thern Blot Hybridisierung verifiziert (Abbildung 32).

Im Fall der 3-HA Sonde sowie der CRH-Exon 1 Sonde zeigte sich bei der elektophoretischen
Auftrennung der radioaktiv markierten Restriktionsfragmente in allen 10 Klonen die erwarteten

transgenen Signalbanden von 5,5 kb und 10 kb. Zusétzlich zu diesen Banden konnte auch das

Restriktionsfragment des endogenen Locus detektiert werden (15 kb).
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80 58 56 42 81 85 16 18 20 26

Klon-Nr.: 80 58 56 42 818516 18 20 26

80 58 56 8185 16 18 20 26

10 kb — - —10kb
8kb — — 8kb
6kb — — 6kb
5kb — — 5kb

3°-HA Sonde CRH-Exon1 Sonde Fos-Sonde 1

Abbildung 32: Southern Blot Analyse von HindIIl, bzw. Ndel verdauter ES-Zell-DNA mit Hilfe der Hybridi-
sierungs-Sonden 3'-HA Sonde, CRH-Exonl Sonde und Fos-Sonde 1.

Transgene Klone (MT) mit dem zusitzlich modifizierten CRH-Locus konnten anhand der Transgen-spezifischen
Restriktionsfragmente identifiziert werden (orange umrahmt). Zusétzlich zum transgenen Locus konnte jeweils auch
immer der endogene CRH-Locus (WT) als spezifische Signalbande sichtbar gemacht werden (griin umrahmt). Die
etwas ungleichmédfBige Lokalisation der endogenen Banden im rechts abgebildeten Gel ist Folge einer ungleichmaBi-
gen Lauffront wihrend der Gelelektrophorese.

Auch bei Fos-Sonde 1 konnte neben der endogenen 5,2 kb Bande zusétzliche Banden als Hin-
weis auf eine vollstdndige Integration des transgenen 5°-Endes identifiziert werden. Diese waren
jedoch relativ schwach und nur bei Klon-Nummer 80, 56, 18 relativ deutlich zu erkennen. Bei
Klon-Nummer 58 und 20 zeigten sich schwache, Banden-dhnliche Signale unterhalb der endo-
genen Bande. Bei allen fiinf genannten Klone, konnte jeweils nur ein transgenes Fragment er-
kannt werden, was als Indiz dafiir gelten kann, dass sich nur eine Kopie des Transgens in das
Genom des jeweiligen Klons inseriert hat, bzw. keine multiplen Insertionen stattgefunden haben.
Alle anderen Klone (Nummer 16, 26, 42, 81 und 85) wiesen nur die endogene Bande auf. Ein
Grund hierfiir konnte sein, dass das Transgen der entsprechenden Klone wihrend der Insertion in

das Genom einen Teil des 5'-Endes inklusive der Sonden-Zielsequenz verloren hat.

Die verfiigbaren Termine fiir die Blastocysten-Injektionen wurden vornehmlich fiir die Injektion

mit den Fos- Cre™*°-Klonen verwendet. Die Injektion der CreERT2N*

-Klone konnte erst gegen
Ende der vorliegenden Arbeit vorgenommen werden, so dass die Analyse der CreERT2-

Chiméren nicht mehr in den Ergebnis-Teil aufgenommen werden konnte.
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4.2.8 Analyse der Linie CRH-Cre
4.2.8.1 Verpaarung der Fos-CreN®°-Chimiren mit hACTB-Flpe Miusen

Wie bereits im vorhergehenden Kapitel erwidhnt wurden in Rahmen der ES-Zellkultur 6 Fos-
Cre™*°-Klone fiir die Blastocysten-Injektion ausgewihlt. In der nachfolgenden Tabelle ist die

Ausbeute der Blastocysten-Injektionen zusammengefasst:

Klon-Nummer: 42 56 58 80 81 85
Anzahl der transferierten Blastocysten: = 37 86 50 114 34 40
Anzahl der erhaltenen Nachkommen: 10 16 9 10 2 7

Anzahl der erhaltenen Chimaren: 4 12 3 4 1 4

Die Chiméren wurden schlieBlich mit hACTB-Flpe Méausen (Rodriguez et al., 2000) verpaart.
Damit sollte zum einen die Selektions-/Stopkassette aus dem Fos-Cre™*°-Transgen entfernt und
somit die CRH-spezifische Expression in den Nachkommen ermoglicht werden. Zum anderen
konnte anhand dieser Nachkommen festgestellt werden, welche Chiméren das Transgen iiber
ihre Keimbahn weitergegeben hatten.

Zur Genotypisierung der F1 Generation wurden die Primer BAC 3 HA rev, RK-Cre(3) fwd und
RK-PGK fwd eingesetzt. BAC 3 'HA rev bindet dabei am Sense-Strang von Intron 1 des CRH
Gens, RK-PGK fwd am Sense-Strang innerhalb des PGK Promotors (und damit innerhalb der
Selektionskassette) und RK-Cre(3) fwd bindet in Antisense-Richtung innerhalb der Cre-
Rekombinase. Bei Anwesenheit der Selektionskassette kann das Primerpaar BAC 3 'HA rev/RK-
PGK fwd ein PCR-Produkt von 680 bp amplifizieren. Wurde die Selektionskassette deletiert so
erhdlt man mit den Primerpaar BAC 3 'HA rev/RK-Cre(3) fwd ein Produkt von 1053 bp Linge.
Innerhalb der 6 verschiedenen Linien (sieche Tabelle oben) konnte auf diese Weise nur bei den
von ES-Zellklon Nummer 42, 80 und 81 abstammenden F1-Tieren eine Keimbahntransmission

festgestellt werden.

4.2.8.2 Expressionsanalyse der CRH-Cre Mause

Die Cre-Expression wurde in den Transgen-positiven Nachkommen mittels In-Situ-
Hybridisierung unter Verwendung der Cre- und CRH-Sonde untersucht. Das Cre-
Expressionsmuster der von Klon 42 und Klon 81 abstammenden Tiere war jedoch entweder

nicht detektierbar oder zeigte ein vollig unspezifisches Muster (Daten nicht gezeigt).
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Bei den Tieren, die von Klon 80 abstammten konnte schlieBlich ein spezifisches, distinktes Cre
mRNA Signal erkannt werden. Ein Vergleich mit dem durch Hybridisierung mit der CRH-Sonde
erzeugten endogenen CRH-Signalmuster zeigte aber, dass die Cre-Expression der transgenen
Maiuse von dem erwiinschtes CRH-Muster abweicht (Abbildung 33). So fand sich zwar zwischen
CRH mRNA und Cre mRNA eine iibereinstimmende Expression im Cortex, doch sind die typi-
schen CRH-exprimierenden Loci wie PVN, zentrale Amygdala und BNST in den transgenen
Tieren nicht zu erkennen, auch wenn natiirlich beriicksichtigt werden muss, dass Cre im hemizy-
goten Zustand vorliegt, wihrend CRH von zwei Allelen aus transkribiert wird. Um so auffélliger
ist deshalb auch die relativ starke Cre-Expression im Cortex, die in ihrer Intensitit die cortikale

CRH-Expression deutlich iibertrifft.

endogenes CRH

‘: I /16 \ ¥ v ,
BNST CeA PUN

Cre

Eal Ea2

,.-w./ R P T - /._ b P
DGR N ¢ ‘*~ ff ¢

s Jd K. e

Abbildung 33: Expressionsmuster von CRH mRNA und Cre mRNA auf Coronalschnitten eines transgenen
CRH-Cre Tieres.
Abkiirzungen: CeA, zentrale Amygdala; Cx, Cortex; BNST, Bettkern der Stria terminalis; Eal, Expressionsarreal,
welches vermutlich den Strukturen des Septums/Putamens zugeordnet werden kann; Ea2, Expressionsarreal, wel-
ches vermutlich dem Bereich der thalamischen Nuclei zugeordnet werden kann; HC, Hippocampus; PVN, Nucleus
paraventricularis;

Umgekehrt konnten auf den Coronalschnitten der CRH-Cre Tiere Bereiche erhohter Cre-
Expression detektiert werden, die keinerlei Entsprechung innerhalb des endogenen CRH-Musters
finden. Dabei handelt es sich zum einen um ein paariges Expressionsarreal im rostroventralen
Bereich des Gehirns, welches hinsichtlich seiner anatomischen Lage den Strukturen des Septums

oder Putamens zugeordnet werden konnte (Abbildung 33, als Eal bezeichnet). Der andere Be-
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reich, ebenfalls paarig angeordnet, kdnnte beziiglich seiner Lage dagegen dem anatomischen

Komplex der thalamischen Nuclei zugerechnet werden (Abbildung 33, als Ea2 bezeichnet).

4.2.8.3 Analyse der Cre-Rekombinase Aktivitat mittels LacZ-Farbung

Wie schon im Fall der CRH-COEpy, Linie wurden CRH-Cre Méuse mit ROSA26 Reportermau-
sen verpaart, um die aus dieser Kreuzung hervorgehenden Nachkommen (R267***“CRH-Cre)
mit Hilfe der LacZ-Féarbung hinsichtlich ihres Cre-Expressionsmusters zu untersuchen. Die Er-
gebnisse der LacZ-gestiitzten Expressionsanalyse sind in Abbildung 34 dargestellt.

Neben den spezifischen Expressions-Bereichen, die bereits mit Hilfe der In-Situ-Hybridisierung
sichtbar gemacht werden konnten, wie Cortex, Thalamus, basolaterale Amygdala und Hippo-
campus, konnten auch anatomische Strukturen der lateralen Amygdala, des Bulbus olfactorius
(anteriorer Bulbus olfactorius und Area piriformis), des Nucleus vestibularis, Nucleus mammil-
laris, der Faserbiindel des Corpus callosum und der Medulla als Regionen abgegrenzter Cre-
Rekombinase Aktivitdt identifiziert werden. Die Identifizierung der genannten Strukturen stiitzt
sich dabei auf den morphologischen Vergleich mit dem Allen Mouse Brain Atlas

(http://mouse.brain-map.org) und dem anatomischen Atlas von Keith und Paxinos (Keith and

Paxinos, 1997). Daneben konnte eine Vielzahl einzelner LacZ gefarbter Zellen in der Region des
Cerebellums, des Mittelhirns, des Pons, des Hypothalamus und des Thalamus beobachtet wer-
den. Die im cerebralen Cortex schichtformig angeordneten Signale, lassen beziiglich der Lokali-
sation die Vermutung zu, dass es sich um Zellen der Cortexschicht II, III und VI handeln kénnte.
Im Cerebellum finden sich die LacZ-positiven Zellen saumartig um die graue Substanz des arbor
vitae angeordnet. Thre relativ kleine und kérnige Morphologie, verbunden mit der dicht gepack-

ten Anordnung der Zellkorper 1468t vermuten, dass es sich um Zellen der Kérnerschicht handelt.
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Abbildung 34: LacZ-Firbung auf Coronal-und Sagittalschnitten eines R26""““CRH-Cre Tieres.

Die Buchstaben-Bezeichnungen der unteren Detailaufnahmen beziehen sich auf die entsprechenden Ubersichtsauf-
nahmen der Coronalschnitte. Der Ausschnittsbereich der Detailaufnahmen ist durch Umrandung der entsprechenden
Strukturen in der Ubersichtsabbildung gekennzeichnet.

Abkiirzungen: AON, Nucleus olfactorius anterior; AV, Arbor vitae; Cb, Cerebellum; CC, Corpus callosum; Cx,
Cortex; BLA, basolaterale Amygdala; HC, Hippocampus; HY, Hypothalamus; LA, laterale Amygdala; M, Medulla;
ME, Mesencephalon; NM, Nucleus mammillaris; NV, Nucleus vestibularis; OB, Bulbus olfactorius; P, Pons; PIR,
Area piriformis; Thalamus.
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Neben dem Gehirn wurden auch die peripheren Organe einer auf LacZ-Féarbung basierenden
Expressionsanalyse unterzogen. Hierbei zeigte sich (neben den bekanntermaflen unspezifischen
Hintergrund-Féarbungen des Magens, des Darms und des Pankreas) in mdnnlichen Tieren eine
markante Blaufarbung der Hoden. Zwar beobachtet man bei Kontrolltieren ebenfalls eine leichte
Blaufarbung im Bereich der Hoden, doch erstreckte sich diese im vorliegenden Fall nur auf das
Gewebe der Nebenhoden (welches bekanntermaflen eine endogene [B-Gal Aktivitdt besitzt).
R26"*““CRH-Cre Minnchen wiesen dahingegen eine deutlich intensivere Blaufarbung sowohl
der Nebenhoden als auch der Hoden selbst auf. Zur Validierung dieser Beobachtung und um
unspezifische Effekte ausschlieBen zu konnen wurden die Hoden daher einer fokussierteren Un-

tersuchung unterzogen (siche nichstes Kapitel).

Darm Fettgewebe Haut Herz Hypophyse Lunge Ovar Hoden
n B F- e
@
Leber Magen Milz Nebennieren Niere Pankreas Thymus

'«a e v ‘ :I
& * ) ( v ” i y -

Kontrolle

Abbildung 35: LacZ-Firbung der peripheren Organe von R26"*“CRH-Cre Tieren.

Die rote umrandeten Teilabbildungen zeigen die spezifische LacZ-Firbung der Hoden eines R26"*“CRH-Cre
Mannchens (oben), sowie die unspezifische Farbung des korrespondierenden Kontrolltieres (unten). Die Hypophyse
wurde zusammen mit dem umgebenden Knochengewebe der Sella turcica herausprapariert und ist deshalb durch die
rechteckige Umrandung hervorgehoben. Die entsprechenden Organe eines Kontrolltieres zeigten keine spezifische
Lacz-Féarbung (Daten nicht gezeigt). Die Groflenrelationen der Organe sind nicht maf3stabsgerecht dargestellt.

4.2.8.4 Fokussierte Analyse des Hodengewebes

Um die festgestellte spezifische LacZ-Farbung, bzw. Cre-Expression auf Hoden-
Vollgewebspriparaten von R26"-**“CRH-Cre Minnchen zu verifizieren, wurden transversale 40
pm Kryoschnitte des Hodens von CRH-Cre Ménnchen angefertigt und diese auf dreierlei Weise
untersucht. Erstens wurde die vom Venus-Reporterprotein vermittelte Eigenfluoreszenz der
transgenen Tiere aufgenommen und mit Hodenschnitten von Kontrolltieren verglichen. Zweitens
wurde das Venus-Protein mit Hilfe eines GFP Antikorpers detektiert (da Venus ein Derivat des
GFP-Proteins ist, kann es prinzipiell von einem GFP Antikorper detektiert werden). Und drittens
wurde eine LacZ-Firbung auf Hoden-Kryoschnitten von R26"***“CRH-Cre Minnchen durchge-
fiihrt.

Sowohl hinsichtlich der Venus-Eigenfluoreszenz als auch der GFP Antikorper-vermittelten Fluo-

reszenz zeigte sich ein deutlicher Unterschied zwischen CRH-Cre Ménnchen und Cre-negativen
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Kontrollménnchen. (Abbildung 36). Dabei war die Intensitdt der beobachteten spezifischen Fluo-
reszenz in CRH-Cre Tieren in beiden Féllen von schwacher bis maBiger Auspriagung. Deutlicher
zeigt sich der Unterschied im Fall der LacZ-Fiarbung (Abbildung 37). Wéhrend im histologi-
schen Schnitt von Kontrolltieren nahezu keine Blaufiarbung festgestellt werden konnte
(Abbildung 37A), stellten sich innerhalb des Hodengewebes von R26""**?CRH-Cre Minnchen
Bereiche mit einer intensiven, rdumlich abgegrenzten Blaufirbung dar (Abbildung 37B). Die
angefdrbten Strukturen befinden sich dabei im zentralen Bereich ovaler Segmente, die in ihrer
Gesamtheit die Flache des Transversalschnittes bilden. Einige dieser Segmente weisen in ihrem
Zentrum schmale, spaltenformige Lumen auf, wobei es sich wahrscheinlich um die einzelnen
Samenkanilchen (Tubuli seminiferi) handelt. Demnach lieen sich die durch X-Gal blaugetérb-
ten Bereiche als das Keimepithel des Hodens (Ort der Spermatogenese) identifizieren. Aufgrund
der Tatsche, dass Keimzellen innerhalb des Keimepithels mengenmifig die am hiufigsten ver-
tretene Zellpopulation darstellen und die Intensitidt der beobachteten Blaufirbung auf einen
dicht-gepackten Zelltypus hinweist, handelt es sich bei den LacZ-positiven Zellen hochstwahr-
scheinlich um Keimzellen (Spermatogonien, Spermatozyten, Spermatiden, Spermien). Es kann
aber nicht ausgeschlossen werden, dass auch andere Zellen des Keimepithels (Epithelzellen,

Sertoli-Zellen) mit involviert sind.

Venus-Fluoreszenz Alexa-594 anti GFP Abbildung ~ 36:  Transversale
. - Kryoschnitte auf Hodengewebe

von CRH-Cre Minnchen und
Kontrolltieren.

Detektiert wurde sowohl die Eigen-
fluoreszenz des Venus-Reporter
Proteins als auch die durch den
GFP Antikdrper vermittelte Rot-
fluoreszenz. 5-fache VergroBerung.

Kontrolle

CRH-Cre
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Abbildung 37: LacZ-Firbung auf transversalen Kryoschnitten eines (A) Kontrolltieres und (B) eines
R26"*“CRH-Cre Minnchens in 5-facher und 40-facher Vergroferung.
Abkiirzungen: KE, Keimepithel; L, Lumen; TS Tubulus seminiferus;

4.2.8.5 Funktionale Analyse der CRH-Cre Mauslinie mit Hilfe der Mausli-
nie Crhr1'oxP-GFP

Die mit Hilfe von In-Situ-Hybridisierung und LacZ-Féarbung erzielten Darstellungen des trans-
genen Expressionsmusters deuteten darauf hin, dass die Cre-Rekombinase nicht, wie angestrebt,
CRH-spezifisch, sondern ektopisch transkribiert wird. Um diesen Befund nicht nur durch gene-
relle Transkriptionsprofil-Unterschiede, sondern auch auf zelluldrer Ebene iiberpriifen zu kon-
nen, wurden die Mdglichkeiten der am Max-Planck Institut fiir Psychiatrie (Miinchen) generier-

1 loxP-GFP

ten Mauslinie Crhr genutzt. Diese Linie ist durch einen modifizierten CRH-R1 charakte-

risiert, dessen CRH-R1 Exon 2 Sequenz mit der Sequenz fiir GFP verkniipft und von zwei loxP

110xP-GFP Nsuse ein funktionelles

Motiven flankiert ist. Im Normalzustand exprimieren Crhr
CRH-R1-GFP Fusionsprotein, wihrend die Anwesenheit der Cre-Rekombinase zur Deletion von
Exon 2 und einem daraus resultierenden Translationsabbruch fiihrt. Letztendlich fiihrt die Cre-
induzierte Deletion von Exon 2 also zu einem CRH-R1 ,,Knock-out” in den entsprechenden Tie-

1'P-GFP Tiere, war die Tatsa-

ren. Ausschlaggebend fiir die beabsichtige Verwendung der Crhr
che, dass CRH-R1 im cerebralen Cortex iiberwiegend in glutamatergen Prinzipalneuronen ex-
primiert wird, wihrend die CRH-Expression sich auf die GABA-ergen Interneuronen des Cortex
begrenzt (Swanson et al., 1983). Durch eine Verpaarung von CRH-Cre Miusen und homozygo-
ten Crhr1'*"“*" Miusen (Crhr1'™"-FP1xP-GFP) goliten nun Nachkommen generiert werden, wel-
che Cre-positiv und heterozygot fiir das Crhr1'**" Allel sind (Crhr1 """ S*PCRH-Cre). Falls
die Spezifitdt der Cre-Expression im Vorderhirn dieser Tiere tatsdchlich CRH-spezifisch wire,
diirfte die Cre-Rekombinase in den glutamatergen, CRH-R1 transkribierenden Neuronen nicht
exprimiert werden und somit CRH-R1 Exon 2-GFP nicht deletiert werden. Bei einer ektopischen
Expression von CRH in glutamatergen Prinzipalneuronen, sollte ein ,,Knock-out des GFP-

markierten Rezeptors stattfinden. Um diese beiden Moglichkeiten detektieren zu konnen wurde

eine radioaktiv markierte Hybridisierungs-Sonde gegen GFP eingesetzt und die Signalstdrke der
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Sonde auf den Kryoschnitten eines Crhr1"**S*PCRH-Cre Tieres mit denen eines Crhr1™*"
GEPAoxP-GEP Tieres verglichen, bzw. quantifiziert. Es zeigte sich, dass das GFP-Signal in dem
Crhr1 ™" %*PCRH-Cre Tier im Vergleich zu einem Crhr1'™"SFPPCFP g ontrolltier reduziert
war und die festgestellte Signalreduktion sich auf alle corticalen Schichten erstreckte (Abbildung
38A). Gleichzeitig bleibt ein GFP-Restsignal in der Crhr1"**S*PCRH-Cre Maus weiterhin
deutlich zu erkennen, so dass nur von einem partiellen CRH-R1 ,,Knock-out* gesprochen werden
kann. Wenngleich Cre im Vorhirn also ektopisch, d.h. nicht CRH-spezifisch exprimiert wird, so
scheint die ektopische Expression, bezogen auf die CRH-R1 Expression, unvollstindig zu sein.
Die Quantifizierung des beobachteten Unterschiedes erfolgte durch die Messung der Signalstir-
ken im Bereich des gesamten Cortex der beiden Genotypen. Die Messungen ergaben dabei eine

hochsignifikante Reduktion des GFP-Signals in Crhrl™'***%"* CRH-Cre Tieren im Vergleich zu

Crhr]'O*P-OFPAXP-GFP 1 o ntrolltieren (P < 0,001).

*k*k

relative OD
3

— : T T
Crhr{lo®-cre Crhr1e®6fPCRH-Cre Crhr1*PSP  Grhr1'*P-CPCRH.Cre

Abbildung 38: (A) Expressionsmuster von CRH-R1 mRNA auf Kryoschnitten eines Crhr1'®"-¢FPoxP-GFF e
res und eines Crhr1” "¢’ CRH-Cre Tieres nach Hybridisierung mir einer GFP-Sonde. (B) Quantifizierung
der jeweiligen corticalen GFP-Signale.

4.2.8.6 Untersuchung der Cre-Expression in Embryonen

Um zu eruieren, ob und wenn ja wann die Cre-Rekombinase bereits wihrend der Embryogenese
exprimiert wird, wurden die Embryonen aus CRH-Cre x ROSA26 Verpaarungen am Tag 13
nach der Verpaarung fixiert und als Ganzkdrperpriparate einer LacZ-Féarbung unterzogen. Nach
Dokumentation der Ergebnisse wurden die Embryos mittels PCR genotypisiert und die Anwe-
senheit der Cre-Rekombinase mit dem Primerpaar Cre-F/Cre-R festgestellt. Insgesamt wurden
16 Embryonen auf diese Weise analysiert, doch konnte bei keinem der R26"-*“CRH-Cre Tiere

eine Blaufirbung detektiert werden. Beispielhaft ist dies anhand zweier Embryonen (mit den
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Genoytpen R26 "% bzw. R26"*““CRH-Cre in Abbildung 39 dargestellt. Eine Expression des

Cre-Transgens scheint somit nicht vor Tag 13 der Embryonalentwicklung stattzufinden.

Abbildung 39: LacZ-Farbung auf
einem 11-12 Tage alten CRH-
R26"*“CRH-Cre Embryo, bzw.
einem R26"*“ Kontrollembryo.

R26"-acZ | R26"““ZCRH-Cre

4.2.8.7 Lokalisierung der Insertion des CRH-Cre Transgens

Da die in den vorhergehenden Kapiteln beschriebene Cre-Expression der CRH-Cre Méuse wi-
der Erwarten keine CRH-Spezifitit aufwies, stellte sich die Frage, ob die beobachtete ektopische
Expression eventuell auf einen Positionseffekt der transgenen Insertion (Wilson et al., 1990;
Clark et al., 1994; Rulicke and Hubscher, 2000) oder auf aberrantes Spleilen an upstream gele-
gene Exons zuriickzufiihren ist. Zu diesem Zweck musste geklirt werden, an welcher Stelle des
murinen Genoms sich das CRH-Cre Transgen inseriert hatte. AnschlieBend sollten die benach-
barten annotierten Gene hinsichtlich ihres Expressionsmusters untersucht werden und dieses mit
dem beobachteten Expressionsmuster der Cre-Rekombinase verglichen werden.

Die Identifizierung des transgenen Insertionsortes erfolgte mit Hilfe der Splinkerette-PCR (Horn
et al., 2007). Die DNA eines Cre-positiven CRH-Cre Tieres (sowie als Kontrolle die DNA eines
Cre-negativen Tieres der Linie CRH-Cre) wurden hierfiir mit dem Restriktionsenzym Apol ver-
daut. Der an die Restriktionsfragmente zu ligierende Adapter wurde aus den synthetisierten Oli-
gonukleotiden SPLK-4 und SPLK-B hybridisert. Die erste PCR-Runde wurde mit den Primer-
paar 5'SPLK fwdl/5'SPLK revl, die zweite PCR-Runde mit dem Primerpaar 5'SPLK
fwd2/5 SPLK rev2 durchgefiihrt. Fiir die Sequenzierung des finalen PCR Produkts wurde der
Primer 5 'SPLK rev3 eingesetzt. Mittels dieser Methode konnte aus der genomischen DNA eines
transgenen Tiere ein zwischen 200 und 300 bp groBes PCR Produkt amplifiziert werden
(Abbildung 40A). Der Kontrollansatz erbrachte ebenfalls ein PCR Produkt, doch war dieses gro-
Ber (ca. 500 bp) und von geringerer Signalintensitét. Dies konnte darauf hindeuten, dass die ver-
wendeten 5'SPLK Primer zu einem gewissen Grad unspezifisch binden und daher auch auf

nicht-transgener DNA Amplifikationsprodukte bilden. Die aus dem transgenen CRH-Cre Tier
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stammende Bande wurde gelextrahiert und sequenziert. Neben den bekannten Sequenzen des
SPLK Adaptors und des 5'-Fos-Cre®-Endes konnten anhand der Sequenzierungsergebnisse
auch zwei Fragmentabschnitte (73 bp, bzw. 29 bp lang) ausgemacht werden, die genomischer

Herkunft sein mussten (Abbildung 40B). Diese beiden ,eingefangenen” Sequenzen wurden

schlieBlich mit der Online-Genomdatenbank Ensembl (http://www.ensembl.org) gegen genomi-
sche Maus-DNA abgeglichen. Fiir die 73 bp lange Frequenz wurde ein Treffer innerhalb des
langen Arms von Chromosom 8 (Position 15,376,263 bis 15,380, 329) erzielt (Abbildung 40C).

Die Expressionsmuster der nédchsten benachbarten Gene (Arhgefl0, Cln8, Csmdl, Myom?2,
BB014433, Ktbdll, 2900016BO1Rik) wurden mittels Allen Mouse Brain Atlas

(http://mouse.brain-map.org) iiberpriift, doch konnte diesbeziiglich keine Ubereinstimmung oder

Ahnlichkeit mit dem Expressionsmuster der CRH-Cre Tiere festgestellt werden.

Fiir die 29 bp lange Sequenz konnte auf die beschriebene Weise kein Treffer erzielt werden. Die
auffillige Haufigkeit der Base Thymidin, sowie die geringe Liange von 29 bp konnten aber dar-
auf hinweisen, dass es sich bei dieser unspezifischen Sequenz um ein Rearrangement handelt,
welches wihrend der Insertion des Transgens in das Genom entstanden ist.

Die Kenntnis des Insertionsortes ermoglichte eine gezielte Genotypisierung des Transgens (mit
Hilfe der Primer SPLK locus fwdl, 5 'SPLK rev3 und SPLK 3 locus fwd), und damit die Generie-
rung von Méusen, die homozygot fiir das CRH-Cre Transgen waren. Damit sollte iiberpriift wer-
den, ob die Insertion in das murine Genom moglicherweise eine Auswirkungen auf die Expressi-
on anderen Gene hat und dies sich in Form eines &uf3erlich sichtbaren Phénotyps erkennbar ist.
Homozygote CRH-Cre Tiere zeigten jedoch (innerhalb der Kéfighaltung) keinerlei Auffalligkei-
ten beziiglich Morphologie und Verhalten.
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A SPLK-PCR Produkt: B SPLK-PCR Sequenzierungsergebniss

1 kb '
400 bp " 1
200 kb chromosomale DNA g::z:zl “Fos-Fragment
14 o - 14

I5 aattttggacacgggacataggaaacttgactgtgacataggttgtgctagtgttcttatagcttggtttctt3| ---i5‘—ttttttttctttttctttccattttttat-3‘

29p
C Insertionslocus:

Chromosom 8

! 1.0q Mb Forward strand me—

14.90 Mb 15.10 Mb . 15.50 Mb 15.70 Mb
Chromosome bands
Contigs
EnsemblHavanag... i ™ - :

“clng “2900016B01Rik
“Arhgeflo  “Kbtbd1l
“BB014433
“AC124604.4
Ll\’?_\,"omQ

ncRNA gene

14.90 Mb 15.10 Mb 15.30 Mbj 15.50 Mb 15.70 Mb

Ensembl Mus musculusversion 53.37f (NCEIM37) Chromosome 8: 14,878,296 - 15,878,295

Abbildung 40: Ergebnisse der SPLK-PCR.

(A) PCR Produkte der SPLK-PCR Runde 2. Ausgangsmaterial des PCR-Templates war genomische DNA aus ei-
nem Cre positiven Tier der Linie CRH-Cre, bzw. einem Cre-negativen Tier der Linie CRH-Cre (K); (B) Schemati-
sche Darstellung des Sequenzierungsergebnisses und (C) Lokalisation der per SPLK-PCR ,eingefangenen®™ 73 bp
Sequenz auf dem murinen Chromosom 8.

4.2.8.8 Transkriptionsanalyse

Mit Hinblick auf das nicht CRH-spezifische Expressionsmuster der Cre-Rekombinase von CRH-
Cre Tieren sollte das ordentliche Spleifing von CRH-Exonl an die Cre-Kassette und somit des-
sen moglicher Einfluss auf die ektopische Expression tiberpriift werden. Zu diesem Zweck wur-

den mehrere PCRs auf cDNA sowie eine 5"RACE und eine 3’'RACE durchgefiihrt.

PCR auf corticaler cDNA

Hierzu wurde RNA aus dem cerebralen Cortex eines CRH-Cre positiven Tieres (sowie eines
Cre-negativen Kontrolltieres) isoliert und in cDNA umgeschrieben. AnschlieBend wurde die
cDNA als Template fiir mehrere PCR-Ansétze verwendet. Die fiir die jeweiligen Ansétze einge-
setzten Primerpaare sind in Abbildung 41B dargestellt. Die Primer binden dabei an folgenden
DNA-Elementen:
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RT-CRH fwd: CRH, Exon 1 (sense)
RT-CRH rev: CRH, Exon 2 (antisense)
5'RACE Crerev 1/2/3: Cre-Rekombinase (antisense)
CRH-Intron fwd I: CRH, Intron (sense)

Cre-F: Cre-Rekombinase (sense)
Cre-R: Cre-Rekombinase (antisense)

Je nach potentiellem Spleil-Zustand des Transgens (gespleifit/ungespleifit) ergeben die Primer-
paare 1, 2, 3 und 7 unterschiedliche PCR-Produkte, wobei mit PCR 7 nur das Splei3en des endo-
genen CRH Locus (Exon 1 an Exon 2) detektiert wird. Da die Primerpaare 4, 5 und 6 nur bei
Anwesenheit des CRH-Introns ein Produkt bilden kénnen, sollten PCR Banden nur bei Anwe-
senheit von DNA oder ungespleiiter mRNA zu erwarten sein. PCR 8 detektiert Cre unabhéngig
vom Splei3-Zustand und fungiert als Kontrolle fiir die Richtigkeit der beiden verwendeten
Genotypen. Abbildung 41A zeigt, dass die Produktgroen von PCR-Ansatz 1 (> 200 bp, < 400
bp), 2 (£400 bp) und 3 (> 600 bp, < 800 bp) mit den erwarteten BandengréBen fiir den Zustand
,gespleiBft” in Ubereinstimmung gebracht werden konnen und deshalb als Indiz fiir ein intaktes

Spleiflen von CRH-Exon 1 an Cre angesehen werden miissen.

A CRH-Cre K
2 3 4 5 67 8 M1 2 3 4 5 6 7 8

1 kb
800 bp
600 bp

400 bp
200 bp

B Primerpaar ungespleift | gespleiBt

1. RT-CRH fwd/5'RACE Cre rev 1 994 296

2. RT-CRH fwd/5'RACE Cre rev 2 1101 403

3. RT-CRH fwd/5'RACE Cre rev 3 1395 697

4. CRH Intron fwd 1/5'RACE Cre rev 1 344 -

5. CRH Intron fwd 1/5"RACE Cre rev 2 451

6. CRH Intron fwd 1/5’'RACE Cre rev 3 745 -

7. RT-CRH fwd/RT CRH rev 1245 569

8. Cre-FI/Cre-R 574 574

Abbildung 41: (A) Analysegel der PCR auf corticaler cDNA eines CRH-Cre, bzw. Kontrolltieres (K) und (B)
Auflistung der verwendeten Primerpaare, sowie der nach Spleiizustand zu erwartenden Produktgrofien (in
bp).
Abkiirzungen: 1-8, Nummer der PCR Ansétze mit den jeweils bei (B) angefiihrten Primerpaaren; M, Mar-
ker.
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Die zusitzlichen groBBeren Banden diirften wohl auf die Anwesenheit genomischer DNA zurtick-
zufiihren sein, zumal die CRH-Intron Primer ebenfalls distinkte Produkte amplifizieren konnten
(Ansatz 4, 5 und 6), wahrend Ansatz 7 mit einer Bandengro3e von knapp unter 600 bp ein intak-

tes Spleiling von endogenem CRH anzeigt.

S"RACE und 3'RACE auf corticaler mRNA
Die 5’RACE und 3'RACE wurden auf der corticalen RNA eines CRH-Cre Tieres durchgefiihrt,

die auch schon fiir die im vorherigen Kapitel beschriebene RT-PCR eingesetzt wurde.

Fiir die erste Runde der 5’RACE wurden der Primer 5 'RACE Cre rev 3 (bindet am 5 Ende der
Cre-Rekombinase) und der im 5 /3 'RACE Kit, 2nd Generation (Roche) mitgelieferte Oligo d(7)-
Anker Primer eingesetzt. Runde 2 fand mit dem Primer 5 ' RACE Cre rev 2 und dem im Kit ent-
haltenen PCR Anker-Primer statt, die finale PCR Runde mit Primer 5'RACE Cre rev I und dem
PCR Anker Primer. In der anschlieBenden gelelektrophoretischen Auftrennung der PCR-
Produkte, konnten zwei unterschiedlich grofle (obere Bande < 400 bp, kleinere Bande zwischen
200 und 300 bp), aber nahe beieinander liegende Signalbanden sichtbar gemacht werden
(Abbildung 42A). Beide Banden wurden extrahiert, separat in pCRII-TOPO ligiert und in E. coli
transformiert. Jeweils 5 positive Klone wurden schlieBlich sequenziert. Die erhaltenen Sequen-
zen wurden anschlieBend mit der Online-Datenbank Ensembl abgeglichen. Die Sequenz der un-
teren Bande bestand ausschlieBlich aus den Elementen Anker-Oligo/SA (exonischer
Teil)/FRT/Cre Fragment (einschlieBlich 5'RACE Cre rev 1 Sequenz). Zwischen Anker-Oligo
und SA konnte sich zusitzlich eine 130 bis 150 bp lange DNA Sequenz befinden, die aber auf-
grund der hohen Trefferzahl bei Ensembl nicht eindeutig zugeordnet werden konnte und deshalb
als unspezifisch kategorisert wurde. Die obere Bande der 5'RACE enthielt zwischen Anker-
Oligo- und SA-Sequenz jedoch eine 115 bp langes Fragment aus Intron 1 des CRH Gens
(Abbildung 42B). Da sich die entsprechende Sequenz innerhalb des CRH-Introns 168 bp vor
dem 3°-Ende des Introns befindet (Abbildung 42C), kann die auf dem 5'RACE Produkt festge-
stellte riumliche Ndhe zwischen Intron Fragment und SA nur durch ein SpleiBing-Ereignis er-
klart werden. Dafiir spricht auch, dass das 5’RACE Produkt nur den exonischen Teil des SA
enthilt, was nur durch eine Entfernung des intronischen Teils im Rahmen eines Splei3-Vorgangs
plausibel scheint. Das Spleilen des CRH-Intron Fragments an den SA konnte unter Verwendung
der Primer CRH Intron fwd 2/CRH Intron fwd 3 und 5'RACE Cre rev I unabhéngig von der
5"RACE-PCR bestitigt werden (Daten nicht dargestellt). Beide Intron Primer erkennen dabei

unterschiedliche Sequenzen des Intron-Fragments.
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A 5-RACE Produkt B 5-RACE Sequenzierungsergebniss

. : [N
SAExon 4* Cre Frag. —
r 4
115bp

5'-ggaagtcggtttagggaagacgtttgggaggtccttaggaagaggagccaggggttgt
cccttctaggtctccaaagaagggtcaccgegggcetcgeaccagttgagcetttgeag-3°

C CRH-Locus

SA |
— " Exen T IFiron 1 IR —

4

Abbildung 42: Ergebnisse der S’RACE PCR.

(A) Analysegel der auf corticaler mRNA eines CRH-Cre Tieres durchgefiihrten 5"RACE-PCR. Das PCR-Produkt
der oberen Bande (weiBler Pfeilkopf) enthielt ein 112 bp Fragment aus dem CRH-Intron (B), welches sich innerhalb
des CRH-Locus 168 bp vor dem Intronende befindet (C).

Ein direktes Spleilen des Intron Fragments an SA (wie es aus dem Ergebnis der 5S’RACE ge-
schlossen werden kann) fiihrt zu spezifischen Amplifikationsprodukten des Primerpaars CRH
Intron fwd 2/5°RACE Cre rev 1 (266 bp), bzw. des Primerpaars CRH Intron fwd 3/5 RACE Cre
rev 1 (289 bp). Beide PCR-Produkte konnten auf cDNA eindeutig nachgewiesen werden.

Um zu iiberpriifen, ob das Intron-Fragment im endogenen CRH-Locus als kryptisches Exon fun-
giert und an CRH-Exon 2 oder ein downstream-gelegenes Gen gespleifit wird, wurde eine PCR
auf muriner cDNA mit antisense-Primer fiir das CRH Exon 2 und das Gen AC141209.3 durchge-
fiihrt (Daten nicht dargestellt). Der Locus des Gens AC141209.3 befindet sich ca. 70 kb down-
stream vom CRH Locus und kdme neben CRH-Exon 2 damit als ndchst mdglicher Spleipartner
in Frage, fiir den Fall, dass das Intron-Fragment Teil eines kryptischen Gens darstellt. PCRs mit
den Primerkombinationen CRH Intron fwd 2 (3)/RT-CRH rev (zur Detektion eines moglichen
Intron-CRH Exon 2 Spleilprodukts), bzw. CRH Intron fwd 2 (3)/AC 141209 fwd 1 (2) (zum
Nachweis eines moglichen Intron-AC141209.3 Spleilprodukts) blieben aber erfolglos. Die
3'RACE wurde mit dem im Kit enthaltenen Oligo dT-Anker Primer, sowie den sense-Primern
CRH Intron fwd 2, CRH Intron fwd 3 und RK-SA rev durchgefiihrt, doch war es mit keinem der

drei sense-Primer moglich ein distinktes, spezifisches PCR Produkt zu erhalten.

138



Ergebnisse

4.2.9 Generierung konditional CRH-liberexprimierender
Mause

Entsprechend der angewendeten Strategie zur Generierung von CRH-COEp)x Méusen wurden
CRH-Cre Tiere mit der Linie CRH-COE gekreuzt und die Nachkommen per PCR genotypisiert.
Eingesetzt wurden dabei die Primer Cre-F/Cre-R (Detektion von Cre), ROSA-1/ROSA-5/ROSA-
6/ROSA-7 (Detektion des ROSA26 Locus) und zusitzlich die Primer BAC 3 'HA rev/IRK-Cre(3)
fwd/RK-PGK fwd (Detektion der Selektionskassetten Deletion).

Cre-positive, heterozygote CRH-COEcy;, Tiere ohne Selektionskassette (R26"“"CRH-Cre, fortan
bezeichnet als CRH-COE™') wurden anschlieBend wieder mit CRH-COE Tieren verpaart um
homozygote, CRH-iliberexprimierende CRH-COE¢;, Nachkommen (R26crh/ “MCRH-Cre, fortan
bezeichnet als CRH-COE™™) und Cre-negative Kontrolltiere (R26“™“™, fortan bezeichnet als
CRH-COE®") zu erhalten.

4.2.10 Expressionsanalyse der CRH-COEc,, Mause

Coronalschnitte von CRH-COE"™ Miusen und CRH-COE" Kontrolltieren wurden mit radioak-
tiven Sonden fiir CRH, Cre und LacZ (Reportergen der CRH-COE Linie) hybridisiert und die
Expressionsmuster miteinander verglichen (Abbildung 43). In Abbildung 43A ist das Expressi-
onsmuster einer In-Situ-Hybridisierung von CRH mRNA eines CRH-COE®" Kontrolltieres mit
dem typischen CRH Expressionsmuster im Cortex, Hippocampus, BNST, zentrale Amygdala
und PVN zu sehen. Eingedenk der Tatsache, dass die Verwendung der CRH-Sonde im transge-
nen Tier sowohl das endogene als auch das transgene CRH detektiert, erstreckt sich das CRH
Signal im CRH-COE™ Tier ebenfalls auf die Bereiche des PVN, BNST, Cortex und Hippocam-
pus (Abbildung 43B). Auffallend ist aber wieder die viel stirkere Expression von CRH mRNA
im Cortex sowie die schwichere Expression im Hippocampus. Zusétzlich zeigt sich eine Expres-
sion von CRH mRNA im Bereich des Thalamus. Die zentrale Amygdala konnte auf den darge-
stellten Coronalschnitten wiederum nicht identifiziert werden. Die Expression der Cre-
Rekombinase ist in den CRH-COE™ Miusen relativ schwach und konnte nur im Bereich des
Cortex und des Hippocampus eindeutig sichtbar gemacht werden (Abbildung 43C). Die Expres-
sion des CRH-COE Reportergens LacZ spiegelt die Expression, bzw. Aktivitit der Cre-
Rekombinase, indirekt wider (Abbildung 43D). Auch hier fillt das starke Signal im gesamten
Cortex auf, sowie eine schwiichere Expression von LacZ mRNA im Hippocampus. Ahnlich wie
bei der beobachteten CRH-Expression zeigt sich zusitzlich eine markante Expression von LacZ

mRNA im Bereich des Thalamus.
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A CRH, CRH-COEcon
T BNST‘)/:\}!’ § PV%‘" ':C\}:A
B CRH, CRH-COEhet

C Cre, CRH-COEhet
e g s ”j‘ZQCX -
$ o R
D LacZ, CRH-COEhet

Abbildung 43: Ubersichtsdarstellung der Expression von CRH mRNA auf Coronalaschnitten eines CRH-
COE®" Tieres (A) und eines CRH-COE™ Tieres (B), sowie die Expression von Cre mRNA (C) und LacZ
mRNA (D) auf den korrespondierenden Schnitten eines CRH-COE" Tieres der Linie CRH-COE,p.
Abkiirzungen: CeA, zentrale Amygdala; Cx, Cortex; BNST, Bettkern der Stria terminalis; HC, Hippocampus; PVN,
Nucleus paraventricularis; T, Thalamus.

Eine hochauflosendere Betrachtung der Expressionsmuster von Cre, CRH und LacZ durch Be-
handlung der hybridisierten Coronalschnitte mit Fotoemulsion bestétigte mit Ausnahme des
Hippocampus die in Abbildung 43 dargestellten Ergebnisse. Bei einer insgesamt sehr schwachen
Cre-Signalstirke und einem hohen Hintergrund, lief sich in CRH-COE™ Miusen Cre mRNA
nur im Cortex eindeutig identifizieren (Abbildung 44A). Schwache CRH-Signale lassen sich im
Bereich der zentralen Amygdala und des Thalamus feststellen, wihrend eine gut erkennbare
Expression von CRH mRNA im Cortex zu erkennen ist (Abbildung 44B). Die LacZ-Expression
entspricht mit Signalen im Cortex und Thalamus dem Muster in Abbildung 43D, doch ist hier
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zusdtzlich eine gut sichtbare Expression von LacZ im Bereich der basolateralen Amygdala zu

erkennen (Abbildung 44C).

Cre CRH

CRH-COE®"  CRH-COEMe!

LacZ

CRH-COE®" CRH-COENe!

Abbildung 44: Ubersichtsaufnahme (Dunkelfled) der Cre mRNA (A), CRH mRNA (B) und LacZ mRNA (C)
Expression auf Coronalschnitten von CRH-COE®" Kontrollmiusen und CRH-COE" Tieren der Linie CRH-
COE¢p.

Abkiirzungen: BLA, basolaterale Amygdala; CeA, zentrale Amygdala; Cx, Cortex; PVN, Nucleus paraventricularis;
T, Thalamus.

4.2.11 Verhaltensphanotypisierung der CRH-COEc, Linie

Die Phinotypisierung des Verhaltens wurde mit ménnlichen heterozygoten CRH-COEc,;, Tieren
(CRH-COE"™") und CRH-COE®" Geschwistertieren durchgefiihrt. Die Art, Anzahl und Durch-
fiihrung der einzelnen Tests entsprach dabei dem bei der Linie CRH-COEpx beschriebenen Pro-

zedere. Die Verhaltensexperimente ergaben jedoch keine signifikanten Unterschiede bezogen auf
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Lokomotion (OF), Angst-dhnlichem Verhalten (EPM, DaLi) und Depressions-dhnlichem Verhal-
ten (FST) zwischen CRH-COE™" Muse und CRH-COE®" Kontrolltieren (Abbildung 45).
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Abbildung 45: Ergebnisse der Verhaltenstypisierung von CRH-COE™" Minnchen und CRH-COE*" Kon-
trolltieren der Linie CRH-COE(,y.

Dargestellt sind die Ergebnisse des: (A) ,,Open-Field-Tests* unter Normalbedingungen (15 lux) als zuriickgelegte
Gesamtdistanz (linker Graph) und prozentuale Aufenthaltsdauer in der inneren Zone (rechter Graph), (B) ,,Elevated-
Plus-Maze* als prozentuale Zeit, die auf den offenen Armen verbracht wurde (linker Graph) und Latenzzeit bis zum
ersten Betreten des offenen Arms (mittlerer Graph) und Anzahl der vollen Eintritte in den offenen Arm (rechter
Graph), (C) ,,Dark-Light-Box* als prozentuale Zeit, die im hellen Kompartiment verbracht wurde (linker Graph),
Latenzzeit bis zum Betreten des hellen Kompartiments (mittlerer Graph) und Anzahl der kompletten Eintritte in das
helle Kompartiment (rechter Graph) und (D) ,,Forced-Swim Test“ als ,,struggling“-Zeit (linker Graph) und ,,floa-
ting“-Zeit (rechter Graph).

142



Ergebnisse

4.2.12 Uberpriifung der HPA-Achsen Aktivitat

Die Ermittlung der HPA-Achsen Aktivitit wurde durch Messung der Plasma Corticosteron-
Werte von homozygoten CRH-COEc,;, Midnnchen (CRH-COEhom) und entsprechenden Kontroll-
tieren (CRH-COE®") durchgefiihrt. Wihrend die Vormittagswerte der beiden Gruppen sich nicht
unterscheiden, zeigten die CRH-COE™™ Mzuse am Nachmittag signifikant niedrigere Cortico-
steron-Werte als die Kontrollen (P < 0,01) (Abbildung 46A). Verglichen mit den jeweiligen
Vormittagswerten waren die Nachmittagswerte beider Genotypen gemal} des zirkadianen Sekre-
tionsrhythmus deutlich hoéher.

Die Aktivierung der HPA-Achse durch 10 Minuten Immobilisationsstress fithrte zu keinerlei
signifikantem Unterschied zwischen Kontrollen und CRH-COE"™™ Tieren (Abbildung 46B). Die
Feedback Messung erfolgte 90 Minuten nach dem Ende des Immobilisationsstress und zeigt fiir
beide Versuchsgruppen einen identischen Riickgang der Corticosteron-Konzentration, was auf

hom N 4usen schlieBen ldBt. Ein

einen intakten Riickkopplungsmechanismus bei den CRH-COE
Unterschied zwischen CRH-COE™™ Tieren und der Kontrollgruppe konnte aber auch innerhalb

der Feedbackwerte nicht festgestellt werden.
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Abbildung 46: Plasma Corticosteron-Konzentrationen in minnlichen CRH-COE™™ (hom) und CRH-COE*"
(con) Miiusen der Linie CRH-COE(,;, unter (A) Basalbedingungen (am = vormittags, pm = nachmittags) und
(B) unmittelbar nach 10 Minuten Immobilisationsstress, bzw. 90 Minuten nach dem Ende des Immobilisati-
onsstress.
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5 Diskussion

Obwohl seit der Entdeckung der beiden wichtigsten Klassen von Antidepressiva, der tricycli-
schen Antidepressiva und der Monoaminoxidase-Hemmer, bereits iiber 50 Jahre vergangen sind,
sind die genetischen, neurobiologischen und biochemischen Wirkmechanismen und Ursachenzu-
sammenhénge von depressiver Erkrankungen/affektiver Stérungen immer noch unklar. Lange
Zeit galt die Monoaminhypothese als mogliches Erkldrungsmodell zum Verstdndnis depressiver
Erkrankungen, doch ist dieses Modell nicht im Stande die klinische Wirkungsweise der gidngigen
Antidepressiva zufriedenstellend zu erkldren. Daneben deutet die Tatsache, dass selbst eine Be-
handlung mit modernen Antidepressiva (die immer noch auf dem selben Wirkmechanismus be-
ruhen wie die klassischen tricyclischen Antidepressiva) bei nur ~50% der Patienten eine kom-
plette Remission bewirkt (Nestler et al., 2002) darauf hin, dass noch zu viele genetische und
externe Faktoren innerhalb dieser komplexen Erkrankung unbekannt sind und erheblich mehr
neurobiologische Systeme und biochemische Prozesse in die Atiologie und Ausprigung der De-
pression involviert sind als bisher bekannt. Das CRH-System ist eines der Systeme, dessen po-
tentielle Implikation in die endogene Depression in den letzten Jahren immer deutlicher wurde
(Nemeroff et al., 1984; Holsboer, 1999; de Kloet et al., 2005). Der in klinischen Studien beo-
bachtete Zusammenhang zwischen CRH-Uberexpression und endogener Depression (Nemeroff
et al., 1984; Raadsheer et al., 1995; Austin et al., 2003) fiihrte unter anderem zur Generierung
der ersten CRH-liberexprimierenden Mausmodelle (Stenzel-Poore et al., 1992; Dirks et al., 2002;
Lu et al., 2008). Deren rdumlich und zeitlich ektopische CRH-Expression 146t aber nur bedingt
Riickschliisse auf die Rolle von CRH bei der Entwicklung von Depressions-dhnlichen Zustdnden
zu. Ziel der vorliegenden Arbeit war es deshalb zwei konditional CRH-iiberexprimierende
Mauslinien zu generieren, welche eine rdumlich und zeitlich regulierbare, nicht-ektopische
CRH-Uberexpression aufweisen wiirden. Im Sinne experimenteller Validititskriterien sollten
somit Tiermodelle geschaffen werden, die beziiglich ihres CRH-Systemprofils eine bessere

Vergleichbarkeit zu Patienten mit endogener Depression ermoglichen wiirden.
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5.1 Generierung und Analyse der Linie CRH-COE,

5.1.1 Expressionsmuster der Linie CRH-COEp

5.1.1.1 Cerebrale Expression von DIx5/6-Cre

Mittels In-Situ-Hybridiserung und LacZ-Farbung (nach Verpaarung von DIx5/6-Cre Méusen mit
der Reporterlinie ROSA26) wurden CRH-COEpy, bzw. R2671°2D1x5/6-Cre Tiere hinsichtlich
threr Cre mRNA und CRH mRNA Expression untersucht. Die Bereiche der hochsten Signalin-
tensitdten, bzw. der hochsten Expression fanden sich dabei vor allem in den anatomischen Ge-
bieten des Thalamus, des Hypothalamus und der Basalganglien. Zu nennen sind hierbei Striatum,
Septum, Nucleus reticularis thalami, Globus pallidus, Bettkern der Stria terminalis, anterio-
rer/posteriorer Hypothalamus und Bulbus olfactorius. In etwas abgeschwichter Intensitét ist der
DIx5/6 Promotor aber auch im cerebralen Cortex und Hippocampus (CA1, CA2, CA3, Gyrus
dentatus) aktiv (Abbildung 14, Abbildung 15). Der paraventrikuldre hypothalamische Nucleus
und die zentrale Amygdala als typische Kerngebiete endogener CRH-Expression tauchten weder
bei der Cre mRNA Detektion noch innerhalb der LacZ-Farbung als abgrenzbare, ihrer neuroana-
tomischen Form entsprechenden Signale auf, wobei die fldchige und starke Cre-Expression in
den Bereichen des Hypothalamus und des Striatums eine Differenzierung und Identifizierung
einzelner Kerngebiete schwierig macht. Da innerhalb des PVN keine GABA-ergen Neuronen
lokalisiert sind (Cullinan et al., 2008), wire eine Expression von Cre mRNA in diesem Bereich
aber auch nicht zu erwarten. Zumindest im Fall der zentralen Amygdala kann jedoch von einer
GABA-spezifischen Cre-Expression ausgegangen werden. Da auf Coronalschnitten beinahe der
gesamte ventromediale Bereich zwischen Thalamus und Cortex eine DIx5/6-vermittelte Cre-
Expression aufweist und der Amygdala-Kern in diesem anatomischen Abschnitt lokalisiert ist,
ist davon auszugehen das ein Amygdala-Signal vorhanden ist, dieses sich aber von den restlichen
Cre-Signalen nicht deutlich abhebt. Unterstiitzt wird diese Vermutung durch Publikationen, die
eine Lokalisation von GABA-ergen Neuronen innerhalb eines kontinuierlich verlaufenden Strei-
fens, bestehend aus Caudoputamen, zentraler Amygdala, medialer Amygdala und dem ventro-
medialem Rand der cerebralen Hemisphére feststellen (Sun and Cassell, 1993; Swanson and
Petrovich, 1998). Hinsichtlich der Expressionsanalyse mittels LacZ-Farbung konnte eine Verof-
fentlichung von Monery et al. (Monory et al., 2006) als Vergleichsmdglichkeit hinzugezogen
werden. In dieser wurden ebenfalls Méuse der Linie DIx5/6-Cre eingesetzt und {iber eine Ver-
paarung mit Tieren der LacZ-Reporterlinie ROSA26 auf ihre DIx5/6-Cre Expression hin gete-
stet. Die in der vorliegenden Arbeit beschriebene qualitative und quantitative Spezifitdt der

DIx5/6-Cre Expression (und des transgenen CRH) ist dabei vollig identisch mit dem bei Monory
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et al. dargestellten Expressionsmuster. Zudem zeigt der Vergleich zwischen dem beschriebenen

DIx5/6-Cre Expressionsmuster und der im Allen Mouse Brain Atlas (http://mouse.brain-map.org)

abgebildeten cerebralen Verteilung von GAD67 mRNA eine deutliche Ubereinstimmung der
beiden Muster. GAD67 codiert dabei fiir eine Isoform des GABA-synthetisierenden Enzyms
Glutamatdecarboxylase und gilt als Marker fiir GABA-erge Neuronen. Zusammenfassend 143t
sich feststellen, dass sich die Aktivitidt des DIx5/6 Promotors in neuroanatomischer Hinsicht ii-
berwiegend auf die Bereiche des Vorderhirns (bestehend aus Telencephalon und Diencephalon)
und in funktionaler Hinsicht {iberwiegend auf den subcorticalen Komplex des limbischen Sy-
stems (wie Hippocampus und Amygdala), der Basalganglien und Teilen des Thalamus und des
Hypothalamus beschrinkt und somit das postulierte Verteilungsmuster GABA-erger Neuronen
reflektiert. Entsprechend der weitrdumigen Verteilung der GABA-ergen Neuronen im Gehirn,
sind diese in vollig verschiedenen neuronalen Funktionseinheiten involviert. Striatum und Glo-
bus pallidus, Gebiete starker DIx5/6-Aktivitét, sind als Teile der Basalganglien vornehmlich an
der (durch inhibitorische Afferenzen vermittelten) Prozessierung und Modulierung motorischer
Handlungsmuster beteiligt (basales motorisches System), spielen aber auch innerhalb kognitiver
und emotionaler Prozesse eine wichtige Rolle (Afifi, 1994a; Afifi, 1994b; Brown et al., 1997).
Das Septum (eigentlich Septum verum) wird anatomisch dem Paldocortex zugerechnet und ist
von funktioneller Bedeutung fiir emotionale, vegetative und moglicherweise auch Gedéchtnislei-
stungen des Gehirns (Fried, 1972). Der Nucleus reticularis thalami gehort, wie der Name schon
andeutet, zum Kerngebiet des Thalamus und gilt mit seiner netzartig den Thalamus umgebenden
Struktur als eine wichtige Kontroll- und Synchronisierungsinstanz desselben (Blethyn et al.,
2008). Der Bulbus olfactorius, der innerhalb der Expressionsanalyse ebenfalls eine markante
Cre-Expression aufwies, ist Teil des GroBhirns und dient der Vorverarbeitung von Geruchsin-
formationen, welche anschlieBend in die Riechrinde (olfaktorischer Cortex) weitergeleitet wer-
den. Die Amygdala gilt als die Hirnstruktur, die fiir die emotionale Einfiarbung von Informatio-
nen, sowie fiir die Konditionierung von Angstzustdnden essentiell ist (Morgane et al., 2005; Ro-
sen and Donley, 2006). Die Funktion des Bettkerns der Stria terminalis (BNST) besteht in der
Integration von Stressinformation und der Koregulation sowohl des Stress- als auch des Beloh-
nungssystems. Zudem gibt es Hinweise das der BNST auch bei einigen Aspekten von Angstver-
halten mitwirkt (Walker et al., 2003; Forray and Gysling, 2004). Schlielich bleibt noch der an-
teriore und posteriore Hypothalamus als Gehirnstruktur mit markanter D1x5/6-Cre Expression zu
erwédhnen. Der anteriore Anteil des Hypothalamus besteht dabei aus acht verschiedenen Kernen,
die verschiedenste metabolische und vegetative Prozesse regulieren. Dazu gehort unter anderem

die Kontrolle von Atmung, Kreislauf, Thermoregulation, zirkadianem Rhythmus, Hunger und
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Durst. Der posteriore Teil des Hypothalamus besteht aus drei Nuclei, die in unter anderem in der
Prozessierung von Wiedererkennungs-basierten Gedéchtnisinhalten (,,recognition memory*)
involviert sind (Vann and Aggleton, 2004). Zu den Gehirnbereichen, die eine etwas schwichere
DIx5/6-Cre Expression aufwiesen gehoren cerebraler Cortex und Hippocampus. Wahrend der
cerebrale Cortex fiir alle hoheren kognitiven Verarbeitungs- und Lernprozesse wichtig ist, flie-
Ben im Hippocampus die Informationen verschiedener sensorischer Systeme zusammen. Der
Hippocampus nimmt daher eine hervorgehobene Stellung bei der Gedéchtniskonsolidierung,

bzw. Generierung von Erinnerungsinhalten ein (Holscher, 2003).

5.1.1.2 Periphere Expression von DIx5/6-Cre

Schon seit ldngerem ist bekannt, dass GABA als wichtigster inhibitorischer Neurotransmitter
nicht nur im S&ugergehirn zu finden ist, sondern auch in einigen peripheren Organen eine poten-
tielle Rolle als Hormon oder trophischer Faktor ausiibt. Zu den Organsystemen in denen GABA
bereits nachgewiesen werden konnte gehdren Hypophyse, Pankreas, Ovarien, Plazenta, Uterus,
Hoden, Nebennierenmark und Gastrointestinaltrakt (Erdo and Wolff, 1990; Akinci and Scho-
field, 1999; Castelli et al., 1999; Gladkevich et al., 2006). In der Mehrzahl der entsprechenden
peripheren Organe betragt die GABA-Konzentration dabei nur ca. 1 % der im Gehirn beobachte-
ten Werte. Ausgenommen davon sind Ovidukt, Ovar, die Langerhans-Inselzellen des Pankreas
und der Plexus myentericus (Auerbach-Plexus) des Verdauungssystems, deren GABA Konzen-
tration vergleichbar mit den GABA-Konzentrationen des zentralen Nervenssystems sind
(Castelli et al., 1999). Um zu {iiberpriifen, ob der fir GABA-erge Interneuronen spezifische
DIx5/6 Promotor ebenfalls eine periphere Aktivitit aufweist, wurden die in Abbildung 17 darge-
stellten peripheren Organ-/Gewebsproben eines R26"?DIx5/6-Cre Tieres einer LacZ-Farbung
unterzogen. Es muss dabei beriicksichtigt werden, dass der DIx5/6 Promotor eigentlich die Ex-
pression der beiden Transkriptionsfaktoren Distalless Homeobox5 und Distalless Homeobox6
steuert, die beide fiir die Entwicklungsteuerung GABA-erger Interneuronen essentiell sind
(Eisenstat et al., 1999; Cobos et al., 2005). Das Expressionsmuster dieser beiden Transkriptions-
faktoren beschrédnkt sich dabei allein auf das zentrale Nervenssystem und peripher, soweit be-
kannt, auf das murine embryonale Skelettsystem (Simeone et al., 1994; Ruest et al., 2003).
DIx5/6 eignet sich im adulten Tier daher nur als neuronaler, nicht aber als peripherer GABA-
Marker. So ist auch zu erklédren, dass die LacZ-Expressionsanalyse der R26"?DIx5/6-Cre Tie-
re keinerlei spezifische DIx5/6-Cre Expression innerhalb der untersuchten Organe aufzeigte. Die
aufgetretene X-Gal Fiarbung des Magens, des Darm, des Pankreas und des mit der Hypophyse

+/LacZ

herauspréparierten Knochens von R26 DIx5/6-Cre Méiusen ist bekanntermalBlen unspezifi-

scher Natur und auch bei Kontrolltieren und Wildtyp Mauslinien zu beobachten (Adams and
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Gale, 2006). Organe die ebenfalls oft unspezifische falsch positive LacZ-Farbungen aufweisen
beinhalten Nasennebenhohlen, Trinenorgane, Speicheldriisen, Lymphknoten und ménnliche
Geschlechtsorgane (Hoden, Nebenhoden, Samenleiter) (Adams and Gale, 2006). Es ist deshalb
anzunehmen, dass CRH-COEpy, Miuse keine CRH-Uberexpression in den untersuchten periphe-
ren Organsystemen aufweisen. Somit kann ausgeschlossen werden, dass das phanotypische Er-
scheinungsbild der Linie CRH-COEpy auf direkte oder indirekte Effekte einer moglichen peri-

pheren CRH-Uberexpression zuriickgefiihrt werden kdnnte.

5.1.1.3 DIx5/6-Cre Expression im Hirnstamm

Publikationen iiber die Expression des DIx5/6 Promotors beschriankten sich bisher vor allem auf
den Vorderhirnbereich (Monory et al., 2006) oder konzentrierten sich auf Zeitpunkte wihrend
der Embryogenese (Simeone et al., 1994; Zerucha et al., 2000). Es ist deshalb unklar, ob eine
Aktivitdt von DIx5/6 auch im Bereich des Hirnstammes adulter Maduse vorhanden ist. Wéhrend

HLa|x5/6-Cre Mausen mittels LacZ-Firbung konnte nun im

der Expressionsanalyse von R26
Bereich des Hirnstamms ein Gebiet markanter DIx5/6-Cre Expression, bzw. LacZ-Férbung beo-
bachtet werden, dessen Form, Paarigkeit und Lokalisation (im dorsalen Tegementum des Pons,
ventral des vierten Ventrikels) den Verdacht nahe legt, dass es sich hierbei um den Locus coeru-
leus handeln konnte (Abbildung 16R und Abbildung 18). Der Locus coeruleus zéhlt zu den Ge-
hirnarealen mit der hochsten Anzahl noradrenerger Zellen und ist allgemein in der Steuerung von
Orientierung und Aufmerksamkeit beteiligt. Dariiber hinaus wird der Locus coeruleus mit diver-
sen anderen physiologischen Korperfunktionen (wie Erregung, Schlaf, Kognition, Gedéchtnis,
Emotionen, Angst, Stressadaption, Kontrolle autonomer Funktionen), aber auch mit pathologi-
schen Prozessen (wie Depression, Post-traumatische Stresserkrankung, Panik, Epilepsie, Blut-
hochdruck) in Verbindung gebracht (Singewald and Philippu, 1998). Mit Hilfe der Doppel-In-
Situ-Hybridisierung konnte nun in CRH-COEpjx Midusen ein paariger Nucleus identifiziert wer-
den, dessen Form (bumerang-oder hickchenformig), Lokalisation und hohe Tyrosinhydroxylase-
Expression (TH) ihn als Locus coeruleus erkennen lassen (Abbildung 19). Die Tatsache dass
innerhalb des Locus coeruleus in ca. 30 % der TH-positiven Zellen auch Cre mRNA detektiert
werden konnte und umgekehrt in 73 % der Cre-positiven Zellen auch TH mRNA detektiert wer-
den konnte, bestétigt die Ergebnisse der LacZ-Farbung und bedeutet in der einfachsten Schluss-
folgerung, dass DIx5/6-Cre und damit eventuell auch GABA (da DIx5/6 ein Marker fiir GABA-
erge Intererneuronen ist) auch in einem Teil der noradrenergen Zellen des Locus coeruleus ex-
primiert wird. Da der Locus coeruleus gemeinhin als rein noradrenerges Kerngebiet angesehen
wird, bieten sich zur Erklidrung dieser Beobachtung verschiedene Theorien an. So kdnnte die

festgestellte Kolokalisation von DIx5/6-Cre und TH auf eine ektopische Aktivierung des DIx5/6
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Promotors in noradrenergen Neuronen zuriickzufiihren sein, doch scheint dies in Anbetracht der
spezifischen und distinkten Expression im tbrigen Gehirn fragwiirdig. Bei einer ektopischen
DIx5/6-Cre Expression liele sich zudem auch in anderen TH-exprimierenden Bereichen, wie der
Substantia nigra oder dem ventralen Tegementum (ventral tegmental area = VTA) eine ektopi-
sche Expression erwarten, doch konnte dies nicht beobachtet werden. Die Hypothese, wonach
innerhalb des Locus coeruleus neben noradrenergen auch GABA-erge Neuronen lokalisiert sind,
sowie es von einigen Autoren diskutiert wird (Iijima and Ohtomo, 1988; Van Bockstaele and
Chan, 1997; Singewald and Philippu, 1998) bietet dahingegen keine befriedigende Erklarungs-
moglichkeit. Zwar konnte dadurch eine Kolokalisation von GABA-ergen und noradrenergen
Neuronen innerhalb desselben Nucleus erklart werden, nicht aber die beobachtete Kolokalisation
von Cre mRNA (als indirekter Marker fir GABA) und TH mRNA innerhalb derselben Neuro-
nen. SchlieBlich wire denkbar, dass es sich bei der beobachteten Kolokalisation tatsdchlich um
einen physiologischen Zustand handelt, was bedeuten wiirde, dass manche Neuronen des Locus
coeruleus GABA und Noradrenalin kosynthetisieren und -sekretieren. Indizien fiir diese Hypo-
these stammen aus Publikationen, die iiber beobachtete Kolokalisationen von GABA (bzw.
GAD65 mRNA) und TH in neuronalen Zellen des Hypothalamus, der Hypophyse
(Schimchowitsch et al., 1991), des Bulbus olfactorius (Goheen et al., 1997) und der Substantia
nigra/A10 Region (Gonzalez-Hernandez et al., 2001) berichten. Die Beobachtung, dass nur ca.
1/3 der TH-positiven Zellen des Locus coeruleus Cre-mRNA exprimieren wiirde dabei darauf
hinweisen, dass eine potentielle Kosekretion von GABA und Noradrenalin nur in einer Subpopu-
lation noradrenerger Zellen des Locus coeruleus stattfindet.

Innerhalb der vorliegenden Arbeit konnte der ursdchliche Zusammenhang der (im Locus coeru-
leus) detektierten Kolokalisation von Cre mRNA und TH mRNA nicht mehr weiter untersucht
werden. Mit Hilfe einer weiteren Doppel-In-Situ-Hybridisierung unter Verwendung von Sonden
gegen TH mRNA und Gad65/Gad67 mRNA liee sich aber iiberpriifen, ob die beobachtete

Koexpression physiologischer oder ektopischer Natur ist.

5.1.2 Verhaltensphanotypisierung der CRH-COEpx Mause

Um den Einfluss der DIx5/6-spezifischen Uberexpression von CRH auf Lokomotions-, Angst-
oder Depressions-assoziierte Verhaltensweisen zu untersuchen, wurden homozygote CRH-
COEpix Méannchen (CRH—COEhom) und Kontrolltiere in den Verhaltensmodellen ,,Forced-Swim
Test™ (FST), ,,Elevated-Plus-Maze* (EPM), ,,Open-Field“ (OF) und ,,Dark-Light-Box* (DaLi)
getestet. CRH-COE™™ Miuse zeigen dabei ein markant reduziertes Angstverhalten aber kein

verdndertes Depressions-dhnliches Verhalten (Abbildung 20). Dies findet seinen Ausdruck in
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einer prozentual ldngeren Aufenthaltsdauer auf dem offenen Arm des EPM, einer kiirzeren La-
tenzzeit bis zum Betreten des offenen Arms und einer groBeren Gesamteintrittszahl in den offe-
nen Arm. Dieses signifikant reduzierte Angstverhalten konnte dabei auf dreierlei Weise validiert
werden. Erstens konnten mit einer zweiten unabhéngigen Versuchsreihe die Ergebnisse des EPM
reproduziert, bzw. identische signifikante Unterschiede beobachtet werden. Zweitens zeigten
CRH-COE"™™ Minnchen in der DaLi Box ebenfalls reduziertes Angstverhalten in Form einer
geringeren Latenzzeit zum Eintritt in das helle Kompartiment, bzw. einer grofleren Gesamtein-
trittszahl in das helle Kompartiment (beziiglich der prozentualen Zeit, die im hellen Komparti-
ment verbracht wurde, ist nur ein Trend zu Gunsten der CRH-COE™™ feststellbar). Und drittens
lieBB sich Angst-reduziertes Verhalten auch in der aversiv gestalteten Version des OF (mit 150
lux Beleuchtung) als prozentual mehr in der inneren Zone verbrachten Zeit erkennen. Die Tatsa-
che, dass der nicht-aversive OF (15 lux Beleuchtung) keine Unterschiede zwischen CRH-
COE™™ und Kontrollmiusen aufzeigte, deutet dabei darauf hin, dass Lokomotionsunterschiede
als unabhéngige Variable innerhalb der durchgefiihrten Tests ausgeschlossen werden konnen.
Vor dem Hintergrund der bisher bekannten Effekte von CRH auf Angst-dhnliches Verhalten in
Nagetieren scheint der beobachtete anxiolytische Effekt der CRH-Uberexpression in CRH-
COE™™ Tieren zunichst unerwartet. So deuten vielerlei Studien auf der Grundlage von CRH-
Applikationen, (Dunn and Berridge, 1990), transgenen CRH-iliberexprimierenden Mauslinien
(Stenzel-Poore et al., 1994), CRH Antisense-Oligonukleotiden (Skutella et al., 1994) und phar-
makologischen Untersuchungen mittels CRH/CRH-R1 Antagonisten (Heinrichs et al., 1994;
Menzaghi et al., 1994; Koob and Heinrichs, 1999) darauf hin, dass CRH iiber seinen Rezeptor
CRH-R1 eine anxiogene Wirkungsweise ausiibt. Eine wichtige Schaltstelle fiir diesen vermute-
ten CRH-Effekt wird dabei im Locus coeruleus vermutet (Arborelius et al., 1999). So konnte
gezeigt werden, dass CRH Mikroinjektionen in den Locus coeruleus eine erhdhte Noadrenalin-
Transmission desselben zur Folge haben und zu erhhtem Angst-dhnlichen Verhalten (bei Rat-
ten) fithren (Butler et al., 1990; Weiss et al., 1994). In Anbetracht der Tatsache, dass die CRH-
Hypersekretion in CRH-COEp) Tieren in GABA-ergen Neuronen induziert wird, stellt sich an-
dererseits die Frage, in wie weit das beobachtete reduzierte Angstverhalten auf die Effekte
GABA-erger Neurotransmission zuriickzufiihren ist. Im Gegensatz zu CRH wird die Wirkung
von GABA auf Angst-dhnliches Verhalten als anxiolytisch beschrieben (Biggio et al., 1990). So
resultiert z.B. die Verabreichung von GABA-Wiederaufnahmehemmern (die zu einer Erh6hung
der GABA-Konzentration im Gehirn fiihren) in Ratten in einem reduzierten Angst-dhnlichem
Verhalten (Sayin et al., 1992; Schmitt and Hiemke, 1999). Derselbe Effekt 146t sich in Mausen

beobachten, deren GABA-Transporter durch einen ,,Knock-out* ausgeschaltet wurde und die im
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EPM, OF und in der DaLi-Box reduziertes Angstverhalten zeigen (Liu et al., 2007). Umgekehrt
fiihrt der ,,Knock-out* des murinen, fiir die GABA-Synthese essentiellen GAD65-Locus zu mehr
Angst-dhnlichem Verhalten im OF (Kash et al., 1999). In wie weit die potentiell anxiogene Wir-
kung von CRH und die potentiell anxiolytische Wirkung von GABA in ein Erklarungsmodell fiir
den reduziert dngstlichen Phianotyp der CRH-COEp;, Méuse integriert werden konnten, bleibt
vorerst unklar. Eine einfache Erkldrungsmoglichkeit bestiinde in der Annahme, dass CRH in
GABA-ergen Neuronen einen verstirkenden Effekt auf die GABA-Transmission ausiibt (z.B.
durch Erhohung der GABA-Sekretion oder Forcierung der Signaltransduktion) und dadurch zu
einer Induktion von reduziertem Angstverhalten fiihrt. Dies setzt aber voraus, dass CRH, wie
immer hdufiger diskutiert, “nur* als Neuromodulator fungiert und nicht, wie bislang angenom-
men, als eigener Neurotransmitter (Gallagher et al., 2008). Da die Effekte von CRH {iber den
CRH-R1 vermittelt werden, kann CRH dabei nur in denjenigen Gehirnstrukturen/Neuronen wir-
ken, die auch den endogenen CRH-R1 exprimieren. Geht man von einer Neurotransmitter-
dhnlichen Wirkung von CRH aus, so lassen sich nichtsdestotrotz nur bedingt Schliisse aus den
verdffentlichten anxiogenen Effekten von CRH auf den Phédnotyp der Linie CRH-COEpy ziehen.
So generieren sich spezifische Verhaltensweisen/Verhaltensreaktionen aus dem Zusammenspiel
verschiedener neuronaler Populationen, Netzwerke und Schaltkreise sowie einem spezifischen
Expressionsmuster der beteiligten Gene innerhalb dieser Funktionseinheiten. Wird das Expressi-
onsmuster verdndert, eingeschrankt oder ausgeweitet kann dies unter Umstédnden zu einer Ver-
anderung der Verhaltens-spezifischen Gehirnprozesse fithren und damit zu einer Verdnderung
des Phinotyps. Im Falle der CRH-COEpjx Mause ist nicht zu ersehen, in welchem MalBe die ek-
topische Uberexpression von CRH (es wird auch in solchen GABA-ergen Interneuronen CRH
iiberexprimiert, bei welchen dies im Wildtyp nicht der Fall ist), sowie die kompensatorischen
Gegenregulationen die Etablierung und Funktion der anxiogenen CRH-Schaltkreise beeinflussen
und somit eventuell in ihrem Wirkpotenzial dimpfen. Die Tatsache das in der Vermittlung von
Angst-dhnlichem Verhalten auler GABA und CRH auch andere Transmitter wie z.B. Glutamat,
Noradrenalin und Serotonin involviert sind (Ninan, 1999), beschwert Interpretationsversuche mit
einem zusdtzlichen Grad an Komplexitit und 148t den Versuch, den funktionellen Zusammen-
hang zwischen CRH-Uberexpression und Angst-ihnlichem Verhalten aufzukliren diffizil er-
scheinen.

Das eben genannte unterstreichend soll an dieser Stelle eine Mauslinie beschrieben werden, die
am Max-Planck Institut fiir Psychiatrie generiert wurde und deren Phénotyp moglicherweise
Relevanz fiir die Interpretation des reduzierten Angstverhaltens der CRH-COEpy, Tiere haben

konnte. Es handelt sich dabei um eine Mauslinie, deren CRH-R1 durch ,, Knock-out” in allen
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dopaminergen Neuronen deletiert wurde (Crhrl' "’ Dat-CreERT2, abgekiirzt Crhr1®®). Er-
ginzend muss dabei hinzugefiigt werden, dass in mehreren Publikationen eine Beteiligung des
dopaminergen Systems (dessen Hauptprojektionen sich vom Mittelhirn in die Basalganglien, den
Bulbus olfactorius und den frontalen Cortex erstrecken) an der Regulation von Stress-
induziertem emotionalen Verhalten diskutiert wird (Biggio et al., 1990; Lamont and Kokkinidis,
1998). Die Beobachtung, dass erwdhnte Crhr1™ Mzuse erhdhtes Angstverhalten im EPM ver-
bunden mit einer geringeren Sekretion an Dopamin zeigen, scheint diese Hypothese zu unterstiit-
zen (Daten bisher noch nicht publiziert). In diesem Zusammenhang gibt es Hinweise darauf, dass
GABA die Aktivitdt dopaminerger Neuronen moduliert, bzw. die Dopamin-Sekretion erhdht
(Biggio et al., 1990; Dewey et al., 1992; Galindo et al., 1999). Diese Beobachtungen er6ffnen die
Moglichkeit einen Zusammenhang zwischen dem anxiolytischen Effekt der DIx5/6 spezifischen
CRH-Uberexpression und dem anxiogenen Effekt der Dopamin-spezifischen CRH-R1 Deletion
herzustellen. So konnte die Vermittlung von Angstreaktionen unter physiologischen Bedingun-
gen liber GABA-Dopamin Verbindungen stattfinden. GABA-erge Interneuronen wiirden dem-
nach durch GABA und CRH Sekretion synergistisch einen spezifischen Aktivierungszustand
nachgeschalteter dopaminerger Neuronen iiber postsynaptische GABA-Rezeptoren herbeifiihren
und somit fiir ein Wiltyp-spezifisches Niveau an Dopamin-Freisetzung sorgen. Der ,,Knock-out*
des CRH-R1 in dopaminergen-Neuronen wiirde die verstirkende Wirkung des Neuromodulators
CRH autheben und das aktivierende GABA-Signal abschwichen. Folge ist eine geringere Do-
pamin-Sekretion verbunden mit einem erhdhten Angstverhalten. Die Uberexpression von CRH
wiirde gemil dieser Theorie zum Gegenteil fiihren. Die erhdhte Konzentration an CRH poten-
ziert das GABA-Signal und verstirkt die Ausschiittung von Dopamin im nachgeschalteten Neu-
ron. Die forcierte Dopamin-Transmission hitte wiederum die Generierung von reduziertem
Angst-dhnlichen Verhalten zur Folge.

Innerhalb der vorliegenden Arbeit war es zeitlich nicht mehr mdglich die mechanistische Wir-
kungsweise von CRH, GABA und Dopamin bei der Evolvierung von erhéhtem/reduziertem
Angstverhalten genauer zu untersuchen. Die Funktion dieser Transmitter sowie die oben erwéhn-
te Theorie der GABA-Dopamin-Verschaltung konnte aber mit unterschiedlichen Strategien gete-
stet werden. Zum einen konnte man experimentell untersuchen, ob und wie weit sich das redu-
zierte Angstverhalten der Linie CRH-COEpj mit Hilfe von GABA-Rezeptor-Antagonisten oder
CRH-Antagonisten revertieren 146t. Neben der Frage, ob GABA oder CRH den ausschlaggeben-
den Anteil an dem reduzierten Angst-dhnlichen Verhalten ausiibt, liee sich dabei auch tiberprii-
fen, ob die beobachteten Effekte akut (und damit reversibel) oder kompensatorisch arretiert

1 Dat

(bzw. irreversibel) sind. Auf Seiten der Crhr1™ Mause konnte versucht werden, den anxiogenen,
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mit niedriger Dopamin-Sekretion asoziierten Phdnotyp durch kiinstliche Erh6hung des Dopamin-
Spiegels zu kompensieren. In Frage kdme hierfir z.B. die Applikation eines Dopamin-
Wiederaufnahmehemmers. Dies wiirde zeigen, ob tatsdchlich die verminderte Dopamin-
Freisetzung ursichlich fiir das erhohte Angstverhalten ist. Schlielich bieten sich noch zwei Ex-
perimente zur Uberpriifung der spekulativen GABA-Dopamin-Verschaltung an. Ein Vergleich
der mittels Mikrodialyse erhobenen Dopamin-Konzentrationen in CRH-iiberexprimierenden
Tieren und Kontroll-Tieren der Linie CRH-COEp) konnte aufzeigen, ob eine CRH-
Uberexpression in GABA-ergen Neuronen mit einer erhdhten Dopamin-Sekretion einhergeht.
SchlieBlich bestiinde durch Kreuzung der Linien CRH-COEpj, und Crhr1P* die Option, einen
Mausstamm herzustellen, der sowohl eine DIx5/6-spezifische CRH-Uberexpression als auch eine
Deletion des CRH-R1 in dopaminergen Neuronen aufweist (COR-DIx/Dat-CKR1). Falls das
reduzierte Angstverhalten in CRH-COEp;, Miusen tatsdchlich iiber dopaminerge-Neurone ver-
mittelt wird, so sollte die (durch den CRH-R1 ,,Knock-out* bedingte) Unterbrechung dieser Si-
gnaliibermittlung in CRH-COEDlx/CrhrlDalt Mausen zu einer beobachtbaren Reduktion des ver-

ringert dngstlichen Verhaltens fiihren.

Beziiglich des FST bleibt festzuhalten, dass die CRH-Hypersekretion innerhalb GABA-erger
Interneuronen scheinbar keinen Effekt auf die Modulation von Depressions-dhnlichem Verhalten
in Mausen hat. Da bei Mdusen der Linie CRH-COEcam, die CRH vorderhirnsspezifisch iiberex-
primieren ebenfalls kein FST Effekt beobachtet werden konnte, konnte die Region des Mittel-
und Hinterhirns ein Bereich sein, dessen Kerne fiir die CRH-vermittelte Generierung von De-
pressions-dhnlichem Verhalten moglicherweise relevant sind (Lu et al., 2008). Es muss jedoch
auch betont werden, dass der FST urspriinglich als Priifverfahren fiir die Wirksamkeit solcher
Antidepressiva entwickelt wurde, die auf monaminerge Neurotransmittersysteme (wie z.B. No-
radrenalin oder Serotonin) abzielen (Porsolt et al., 1977b; Deussing, 2006). Ob sich mit Hilfe des
auf Vorhersagevaliditét basierenden FST auch CRH-System immanente Verhaltensauspragungen
zuverldssig detektieren lassen ist eine Frage, deren definitive Kldrung noch aussteht. Zudem
birgt die Interpretation von Immobilitit im FST eine gewisse Problematik. Einerseits kann er-
hohte Immobilitdt im FST als Unvermdgen des Tieres angesehen werden, Fluchtverhalten auf-
recht zu erhalten, bzw. eine aktive Stressbewailtigungs-Strategie als Antwort auf einen Stressor
anzuwenden (im Sinne von Depressions-dhnlichem Verhalten) (Lucki, 1997). Andererseits wird
Immobilitdt von manchen Autoren als adaptive Verhaltensanpassung zur Einsparung von Kor-
perenergie interpretiert (Geyer and Markou, 1995). Daneben spiegelt sich im FST Verhalten

auch andere Verhaltenskomponenten wie z.B. Erregung oder Wachsamkeit wider, so dass eine
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Einteilung von FST Verhalten in ,,Depressions-dhnlich® und ,,nicht Depressions-dhnlich® dem

im FST auftretenden komplexen Verhaltensmuster nicht gerecht wird.

5.1.3 HPA-Achsen Aktivtat

Der Vergleich der Corticosteron-Werte von Kontrolltieren und konditional CRH-
tiberexprimierenden CRH-COEp;, Méusen (CRH—COEhom) zeigt, dass die DIx5/6-spezifische
CRH-Hypersekretion in ménnlichen und weiblichen Tieren keinen Einfluss auf die basale Akti-
vitdt der HPA-Achse hat (Abbildung 21). Eine Aktivierung der HPA-Achse mittels 10- oder 15-
miniitigem Immobilisationsstress fiihrte in CRH-COE™™ Minnchen jedoch zu einer um 26 %
(nach 10 Minuten Stress), bzw. 18 % (nach 15 Minuten Stress) hoheren Ausschiittung von Corti-
costeron als in den Kontrollen. Da sich die Feedback-Werte der beiden Genotypen nicht unter-
scheiden, kann ausgeschlossen werden, dass die Stress-induzierte Hyperreaktivitit der CRH-
COE"™™ Miusen die Folge einer moglicherweise gestorten (iiber Corticosteron vermittelten) ne-
gativen Riickkopplung ist. Da bei der komplexen Regulation und Modulierung der HPA-Achse
viele verschiedene Gehirnstrukturen direkt und indirekt involviert sind, kann an dieser Stelle
tiber die moglichen Ursachen der beobachteten Hypersekretion nur spekuliert werden. So erhal-
ten die CRH-sekretierenden Neuronen des PVN direkte Afferenzen aus den umgebenden Struk-
turen des Hirnstamms (A2, C1, C2, C3), des Bettkerns der Stria terminalis (BNST), des Nucleus
Raphe, des Nucleus tractus solitarii, des Hypothalamus und des Thalamus. Indirekter Einfluss
auf die HPA-Achsen Aktivierung wird unter anderem von Seiten des Hippocampus, des prafron-
talen Cortex, der Amygdala und des lateralen Septums ausgeiibt (Herman and Cullinan, 1997,
Herman et al., 2003). Eine herausragende Rolle innerhalb der HPA-Regulationsmechanismen
haben dabei vor allem inhibitorische GABA-erge Afferenzen, welche ca. ein Drittel aller PVN-
innervierenden Projektionen ausmachen. Neben GABA findet eine Signaliibertragung auf CRH-
sezernierende Neuronen auch liber Glutamat, Serotonin, Noradrenalin und verschiedene Neuro-
peptide statt. Der GABA-erge BNST nimmt bei der Informationsiibertragung auf den PVN eine
besondere, weil integrative Stellung ein. Er dient dabei als Schaltstelle zwischen Amygdala,
Hippocampus, Hypothalamus und Hirnstamm und wirkt je nach Art des Stressors aktivierend
oder dampfend auf die HPA-Achsen Aktivitit ein (Herman et al., 2003). In Anbetracht der pro-
minenten Rolle von GABA innerhalb der Stress-induzierten CRH-, bzw. Corticosteron-
Sekretion, verbunden mit den moglichen Effekten einer CRH-Uberexpression in eben diesen
GABA-ergen Neuronen, liegt es Nahe die CRH-Hypersekretion als mogliche Folge einer Verdn-
derung der GABA-ergen Schaltkreise (z.B. innerhalb des BNST) zu erkldren. Die Amygdala ist

z.B. im Stande wihrend der Stressreaktion durch eine (GABA-erge) Inhibition der inhibitori-
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schen BNST - PVN Axone die Transkription von CRH mRNA im PVN zu erh6hen (Herman and
Cullinan, 1997). Die erhohte Transkription von endogenem CRH in der zentralen Amygdala
(welche in der In-Situ-Quantifizierung festgestellt wurde), konnte demnach zu einer verstdrkten
Inhibition der Inhibition und damit zu einer Induktion der CRH Sekretion im PVN fiihren. Ein
weiterer Ansatzpunkt konnte auch der Locus coeruleus sein, der als Teil des noradrenergen Sy-
stems ebenfalls aktivierenden Einfluss auf die HPA-Achse hat (Dunn et al., 2004). Umgekehrt
fiihren CRH Mikroinfusionen in den Locus coeruleus zu einer erhohten Noradrenalin-Sekretion
desselben (Butler et al., 1990; Weiss et al., 1994). Daneben konnte beobachtet werden, dass aku-
ter Stress zu einer Aktivierung noradrenergen Zellen des Locus coeruleus in Form von erhdhter
c-fos und zif268 Expression (beide gelten als Marker flir neuronale Aktivitét) fithrt (Lu et al.,
2008). Ausgehend von der beobachteten Kolokalisation von Cre mRNA und TH mRNA im Lo-
cus coeruleus wiirde dies bedeuten, dass die CRH-Uberexpression innerhalb des Locus coeruleus
zu einer Forcierung der HPA-aktivierenden Wirkung der noradrenergen Projektionen fiihrt.
Grundlegend fiir die mechanistische Aufklarung der CRH-Hypersekretion ist auch hier die Frage
nach der Rolle von CRH innerhalb der GABA-ergen Neuronen. Agiert CRH dort als unabhéngi-
ger Neurotransmitter mit eigener Wirkung oder als Neuromodulator, der direkt die GABA-
Transmission moduliert? Und falls CRH als Neuromodulator fungiert: potenziert es oder redu-
ziert es GABA-spezifische Effekte? Oder wird die GABA-Sekretion selbst durch CRH beein-
flusst? Dies wére dann allerdings nur in den Strukturen moglich, in denen auch CRH-R1 expri-
miert wird (wie z.B. im Bulbus olfactorius, dem Nucleus reticularis thalami und dem Globus
pallidus). Beriicksicht werden muf3 dabei aber auch, dass eine Expression von CRH in den
GABA-ergen Interneuronen nicht automatisch bedeutet, dass CRH die GABA-Transmission der
entsprechenden Neuronen moduliert. So ist denkbar, dass CRH zwar von GABA-ergen Interneu-
ronen sekretiert wird, die entsprechenden CRH-Rezeptoren sich aber auf benachbarten, anderen
Neurotransmittersystemen angehdrenden Neuronen befinden. Potentielle Moglichkeiten um ei-
nen Teil dieser Fragen zu kliren bestiinden in der Konzentrationsbestimmung von GABA in
CRH-COEpx-Ménnchen (z.B. im BNST) mittels Mikrodialyse, in der elektrophysiologischen
Analyse GABA-induzierter Aktionspotentiale oder in der pharmakologischen Anwendung von

GABA-Rezepor/CRH-R1 Antagonisten.

5.1.4 Kompensatorische Regulationen des CRH/CRH-R1
Systems

In vielen Fillen kann das Uberexprimieren oder Ausschalten eines Genes dazu fiihren, dass an-

dere, mit dem betroffenen Gen funktional assoziierte Gene, kompensatorisch herauf- oder herun-
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terreguliert werden. Werden derartige kompensatorische Regulationsmechanismen bereits wah-
rend der Embryogenese induziert, so kann dies dazu fiihren, dass sich neuronale Schaltkreise
anders modulieren und entwickeln als dies in Wildtyp-Tieren der Fall wire. Als Folge liee sich
nur schwer bestimmen, ob ein beobachteter Phénotyp allein auf ein bestimmtes manipuliertes
Gen zuriickzufiihren ist oder aber (in Form eines sekundiren Phénotyps) das Produkt tiefgreifen-
derer Verdanderungen der neuronalen Netzwerke, bzw. ihrer Informationsiibertragung ist. Durch
In-Situ-Quantifizierung wurde deshalb iiberpriift, in wie weit die CRH-Uberexpression in CRH-
COEpjx Miusen zu kompensatorischen Effekten innerhalb des CRH-Systems fiihrt, zumal auch
bekannt ist, dass der DIx5/6 Promotor in Mausembryos bereits ab Tag 8,5 bis 9 aktiv ist
(Simeone et al., 1994; Ruest et al., 2003).

Dass CRH fdhig ist seine eigene Expression, sowie die seines bevorzugten Rezeptors CRH-R1
zu regulieren, konnte bereits durch Experimente belegt werden, bei denen sowohl die intracere-
broventrikuldre Injektion von CRH als auch Immobilisationsstress zu einer Erh6hung von CRH
mRNA und CRH-R1 mRNA im PVN fiihrte (Luo et al., 1994; Makino et al., 1995; Imaki et al.,
1996, Mansi et al., 1996). Die Tatsache, dass die in den erwdhnten Publikationen beobachtete
Regulation von CRH und CRH-R1 nur im PVN, nicht aber in anderen CRH-spezifischen Nuclei
wie der zentralen Amygdala oder dem BNST festgestellt werden konnte, deutet auch auf die
Spezifitit und Komplexitit der regulatorischen Mechanismen des CRH/CRH-Rezeptor Systems
hin. Als weiteres Beispiel hierfiir sei auf die Publikation von Lu et al. verwiesen (Lu et al.,
2008), in der eine Mauslinie generiert wurde, welche CRH im gesamten Zentralnervensystem
tiberexprimiert. Im Gehirn dieser Tiere fanden sich erniedrigte Konzentrationen von endogener
CRH mRNA im PVN und im Hippocampus, wohingegen die zentrale Amygdala erhhte Men-
gen an endogenem CRH aufwies.

Im Falle der CRH-COEpy, Tiere konnte gezeigt werden, dass die Uberexpression von CRH in
GABA-ergen Neuronen mit einer signifikanten Erhéhung von endogener CRH mRNA innerhalb
der zentralen Amygdala assoziiert ist, der PVN von einer differentiellen Regulation aber unbe-
riihrt bleibt (Abbildung 22). CRH-R1 mRNA ist dagegen im Hippocampus (CA1, CA2 und Gy-
rus dentatus) hochreguliert genauso wie CRH-R2 (CA1, Gyrus dentatus). Das Faktum, dass eini-
ge anatomische Strukturen nicht in die Quantifizierung mit einbezogen werden konnten (wie z.B.
der Hippocampus im Fall des endogenen CRH) ist der Tatsache geschuldet, dass die Signalstér-
ken in den entsprechenden Regionen zu schwach fiir eine valide Quantifizierung waren. Welche
konkreten Schlussfolgerungen aus der beobachteten Dysregulation des CRH-Systems hinsicht-
lich funktionaler Konsequenzen gezogen werden konnen, bleibt vorerst unklar. Eine wachsende

Zahl von Hinweisen deutet darauf hin, dass CRH iiber die beiden Rezeptoren CRH-R1 und
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CRH-R2 in der Modulierung hippocampaler Plastizitdt und Neuroprotektivitit, sowie in vom
Hippocampus verarbeitete Lern- und Gedédchtnisprozesse involviert ist (Lee et al., 1992; Radulo-
vic et al., 1999; Choi et al., 2006; Sheng et al., 2008a; Sheng et al., 2008b). Ob und in wie weit
sich eine verdnderte CRH-R1/CRH-R2 Expression auf die funktionelle Integritit des Hippocam-
pus auswirkt ist dabei unklar. Im Falle der Amygdala deuten mehrere Studien daraufhin hin, dass
eine Stress-induzierte Erhohung von CRH mRNA innerhalb der zentralen Amygdala in kausalem
Zusammenhang mit der Generierung von Kdorper- und Verhaltensreaktionen steht, die im Rah-
men des Angstverhaltens ausgelost werden (Gray, 1993; Shepard et al., 2000; Asan et al., 2005).
Konkret bleibt festzuhalten, dass die chronische CRH-Uberexpression in CRH-COEp;, Miusen
kompensatorischen Gegenregulationen innerhalb des CRH-Systems verursacht und somit nicht
ausgeschlossen werden kann, dass sich dies als zusétzlicher physiologischer Begleiteffekt auf

CRH-COEpy spezifische phinotypische Auspragungen mitauswirkt.

5.2 Generierung und Analyse der Linie CRH-COE(,,

Die dargestellten Ergebnisse der Linie CRH-COEpjx machen noch einmal den Bedarf an CRH-
tiberexprimierenden Mausmodellen deutlich, deren Verhaltensphdnotyp von moglichst wenig
potentiellen Storvariablen beeintrdchtig wird. Zu diesen Storvariablen gehdren kompensatorische
Regulationsmechanismen, die als Reaktion auf die Expression des Transgens bereits wéhrend
der Ontogenese stattfinden konnen und die im Stande sind die Funktionalitit und qualitative
Auspriagung neuronaler Informationsverarbeitung dauerhaft zu verdndern. Die ektopische und
damit nicht ,,naturgetreue Uberexpression von CRH in neuronalen Zellen ist eine weitere Va-
riable, die direkten, unerwiinschten Einfluss auf den Phénotyp des Tieres nehmen kann und dem
Versuch entgegenlduft, ein wirklichkeitsgetreues Pathologiemodell zu generieren. Mit den Be-
griffen ,,naturgetreu”, bzw. ,,wirklichkeitsgetreu® ist dabei im Sinne der Konstruktvaliditat der
Zustand im transgenen Tier gemeint, welcher den Mechanismus der zu untersuchenden Patholo-
gie im Menschen so weit wie moglich widerspiegelt. Zwar sekretieren (bezogen auf die Linie
CRH-COEpj) auch GABA-erge Interneuronen endogenes CRH, doch handelt es sich dabei ver-
mutlich nur um einen Bruchteil der GABA-Neuronen, die in CRH-COEp;x Tieren CRH-

tiberexprimieren. Obwohl nicht bekannt ist, in welchen Gehirnstrukturen depressive Patienten
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CRH hypersekretieren, kiime eine Mausmodell, in welchem die CRH-Uberexpression CRH-
spezifisch stattfindet, dem CRH-Phénotyp depressiv Erkrankter bisher am néchsten. Die Mdg-
lichkeit einer zeitlich steuerbaren CRH-Uberexpression (durch Verwendung einer induzierbaren
Cre-Rekombinase) wiirde dariiber hinaus den Vorteil bieten, das Problem kompensatorischer
Effekte zu umgehen und die Atiologie der mit Depression-assoziierten CRH-Hypersekretion
zeitlich realititsgetreuer nachzumodellieren (depressive Episoden treten bei einem Grofiteil der

Patienten erst im Erwachsenenalter auf).

5.2.1 Generierung des transgenen CRH-Cre Konstrukts

Wie schon im Fall der CRH-COEp)x Linie wurde auch zur Herstellung von konditional CRH-
tiberexprimierenden CRH-COEc, Méusen eine Strategie verwendet, die auf der Anwendung des
bewihrten Cre/loxP-Systems basiert (Guo et al., 1997; Reichardt et al., 1999; Nagy, 2000; Gel-
man et al., 2003; Branda and Dymecki, 2004). Zu diesem Zweck wurde ein Cre-Konstrukt ent-
wickelt, welches nicht nur die spezifische Generierung von CRH-Cre Mausen ermdglichen soll-
te, sondern dariiber hinaus als universales Instrument zur flexiblen Herstellung verschiedener
Promotor-spezifischer Cre-M4iuse eingesetzt werden kann. Das Cre Konstrukt selbst besteht in
der Basisversion aus Splei3-Akzeptor, Selektions-/Stopkassette (mit Neomycin als Resistenz-
marker), Cre-Rekombinase und dem tiiber eine IRES-Sequenz mit Cre verbundenen Venus Fluo-
reszenzprotein als Reporter (Abbildung 23). Um eine zeitliche Induktion der Cre-Rekombinase
zu ermdglichen wurde ein alternatives Konstrukt hergestellt, dass statt der konstitutiven Cre-
Rekombinase die durch Tamoxifen induzierbare CreERT2-Rekombinase besitzt. Da die entspre-
chenden Konstrukte an ihren beiden Flanken jeweils eine multiple-cloning-site aufweisen, ist es
moglich durch Wahl und Anfiigen der geeigneten Homologiearme (deren Flanken wihrend einer
préparativen Amplifikation mit den entsprechenden Restriktionsschnittstellen versehen werden
miissen) die Cre-Konstrukte per homologer Rekombination gegen prinzipiell jedes gewlinschte
Exon auszutauschen und damit unter die Kontrolle jedes erwiinschten Promotors zu stellen. Da
die Selektions-/Stopkassette mit FRT-Sequenzen flankiert ist, bietet dies dariiber hinaus die
Moglichkeit die Cre-Expression selbst zu regulieren. In Mauslinien, in denen das Cre-Konstrukt
mit Stopkassette vorhanden ist, konnte so z.B. durch Injektion mit Flp-Rekombinase exprimie-
renden Viren oder durch Kreuzung mit spezifisch exprimierenden Flp-Méusen die Cre-
Expression zeitlich und gewebsspezifisch induziert werden. Um iiber Cre-Konstrukte zu verfii-
gen, bei denen die Cre-Rekombinase nicht erst durch die Flp-Rekombinase aktiviert werden
muss, wurden zwei weitere Kassettenvarianten mit deletierter Selektions-/Stopkassette herge-

stellt. Somit wurden insgesamt vier verschiedene Variationen des Cre-Konstrukts kloniert: eine

158



Diskussion

Cre-Kassette mit Selektionskassette, eine Cre-Kassette ohne Selektionskassette, eine CreERT2-
Kassette mit Selektionskassette und eine CreERT2-Kassette ohne Selektionskassette. Die mittels
HEK?293-Zellen Transfektion durchgefiihrte Funktionsanalyse konnte zeigen, dass 1. die Funk-
tionalitdt der (die Selektionskassette flankierenden) FRT-Sequenzen intakt ist und eine Flp-
Rekombinase katalysierte Deletion in eukaryotischen Zellen ermdglicht (Abbildung 25), 2. der
Transkriptions- und Translationsmechanismus der Cre-/CreERT2-Rekombinase sowie des Venus
Reporterproteins intakt ist (Abbildung 26 und Abbildung 27), 3. die enzymatische Funktionalitét
der Cre-/CreERT2-Rekombinase nicht beeintrachtig ist, bzw. loxP-Sequenzen erkannt und die
von ihnen flankierten Sequenzen deletiert werden konnen (Abbildung 27), 4. die Induzierbarkeit
von CreERT2 durch Tamoxifen gegeben ist (Abbildung 27) und 5. der Spleil3-Akzeptor prinzipi-
ell ein korrektes Spleilen von CRH-Exon 1 an die Cre-Kassette ermoglicht (Abbildung 28).
Fosmid- und BAC-Vektoren, deren Insertionen aus murinen, den CRH-Locus enthaltenden
Chromosomenfragmenten bestehen, wurden eingesetzt, um mittels ET-Klonierung Exon 2 des
CRH Gens gegen die Cre-Kassetten auszutauschen (Cre und CreERT2 mit Selektionskassette).
Durch die Verwendung relativ langer genomischer DNA Fragmente sollte dabei gewéhrleistet
werden, dass alle potentiellen regulatorischen Elemente der CRH-, bzw. Cre-Expression auf dem
Transgen enthalten sind. Erfolgreiche homologe Rekombinationen konnten sowohl auf dem
verwendeten Fosmid-Klon WI1-1975E16 als auch in dem verwendeten BAC-Klon RPCI24-
212D10 verifiziert werden (Abbildung 30). Zusétzlich zu den so entstandenen CRH-Cre und
CRH-CreERT2 Transgenen wurden durch nachtrigliche Entfernung der Selektionskassette zwei
weitere Transgene ohne Selektionskassette geschaffen, und zwar jeweils in der Fosmid- als auch
in der BAC-Variante. Zusammenfassend wurden auf diese Weise insgesamt acht verschiedene
CRH-Transgene entwickelt, die 1. entweder die konstitutive Cre oder die CreERT2 besitzen, 2.
deren Neomycin-Selektionskassette vorhanden oder deletiert ist oder 3. aus der homologen Re-
kombination mit dem Fosmid-Klon WI1-1975E16 oder dem BAC-Klon RPCI24-212D10 her-
vorgegangen sind (Tabelle 1).

5.2.2 Generierung der Linie CRH-COEc

Uber die Elektroporation des Fos-Cre™

-Transgens in ES-Zellen und die anschlieBende Injektion
Transgen-positiver ES-Zellklone in Blastocysten (Abbildung 32), konnte eine Chimaére erhalten
werden, die das Transgen iiber die Keimbahntransmission weitergab und mit deren Hilfe schliel3-
lich die Mauslinie CRH-Cre etabliert werden konnte. Die Entfernung der noch vorhandenen Se-
lektionskassette wurde iiber einer Kreuzung der CRH-Cre Méuse mit der konstitutiv Flp-

Rekombinase exprimierenden Linie hACTB-Flpe erreicht. Nachkommen, deren Selektionskas-
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setten-Deletion verifiziert werden konnte, wurden mit dem Stamm CRH-COE verpaart um hete-
rozygote, CRH-spezifisch iiberexprimierende CRH-COEcy, Miuse (CRH-COE™) sowie Cre-
negative Kontrolltiere (CRH-COE®") zu erhalten. Die Verpaarung von CRH-COE™" Tieren mit
dem Stamm CRH-COE fiihrte zum Erhalt von homozygot CRH-iiberexprimierenden CRH-
COE™" Méusen.

5.2.3 Expressionsmuster der Linie CRH-COEc

5.2.3.1 Cerebrales Expressionsmuster

Ziel der vorliegenden Arbeit war es eine CRH-Uberexpression in den Gehirnsstrukturen herbei-
zufiihren, die als Bereiche endogener CRH-Sekretion bekannt sind. Hierzu gehdren vor allem
paraventrikuldre Nucleus des Hypothalamus, die zentrale Amygdala, der Hippocampus, der
BNST, Cortex und einige Kerne des Hinterhirns und des Hirnstamms (Swanson et al., 1983;
Bale and Vale, 2004). Die Detektion von Cre mRNA in CRH-Cre Méusen, aber auch die spéter
beobachtete Expression von CRH mRNA, Cre mRNA und LacZ mRNA in CRH-COE¢y, Tieren
sowie die Expressionsanalyse iiber LacZ-Firbung auf R26"*“CRH-Cre Miusen weisen dage-
gen auf eine ektopische, nicht vollig CRH-spezifische Expression des Cre-Transgens hin
(Abbildung 33, Abbildung 43, Abbildung 44, Abbildung 34). Zu den Gehirnarealen, in denen die
Cre-Rekombinase Transkription festgestellt werden konnte gehdren: cerebraler Cortex, der ante-
riore Bulbus olfactorius, die Area piriformis, Teilgebiete des Thalamus, die laterale und basolate-
rale Amygdala, die Projektionen innerhalb des Corpus callosum, Hippocampus, Cerebellum und
einige Kerngebiete des Hypothalamus und der Medulla. Die stirkste Expression ist im cerebralen
Cortex, im Bulbus olfactorius, in der Area piriformis und in den Thalamuskernen zu beobachten.
Zu den CRH-spezifischen Strukturen des PVN, der zentralen Amygdala und des BNST konnte
keine Expression detektiert werden.

Gebiete mit rdumlich eingeschrinkterem oder schwicherem Signalmuster konnten erst mittels
LacZ-Férbung sichtbar gemacht werden (Abbildung 34). Es handelt sich hierbei wahrscheinlich
um den ventral in der Hypophyse gelegenen Nucleus mammillaris, den ventral des vierten Ven-
trikels im Pons befindlichen Nucleus vestibularis und einen nicht ndher bestimmbaren, im ven-
tralen Teil der Medulla gelegenen Nucleus, bei dem es sich eventuell um den magnozellularen
Teil des lateralen Nucleus reticularis handeln kdnnte. Es ist zwar nicht bekannt, ob die genannten
Strukturen in der Maus CRH endogen exprimieren, doch ist auffillig, dass von Sakanaka et al.
(Sakanaka et al., 1987) CRH-Immunreaktivitidt im Nucleus supramammillaris, Nucleus vestibu-
laris und im lateralen Nucleus reticularis der Ratte detektiert wurde. Es kann daher nicht vollig

ausgeschlossen werden, dass es sich bei den erwdhnten Nuclei um Teile des nativen CRH-
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System handelt, deren CRH mRNA/CRH-Protein Konzentrationen im Wildtyp zu niedrig sind,
um mittels In-Situ-Hybridisierung oder Immunohistochemie deutlich sichtbar gemacht werden
zu konnen. Andererseits kann von mRNA und/oder Protein Expressionsmustern, die in der Ratte
beobachtet werden nicht zwingend auf ein identisches Muster in der Maus geschlossen werden.
Ob CRH in der Maus tatsdchlich endogen in den oben erwidhnten Strukturen exprimiert wird
bleibt deshalb vorerst ungeklart.

Aufgrund der zahlreichen, eng aneinander grenzenden Nuclei des Thalamus gestaltet es sich
schwierig das schmetterlingsformige Signalmuster in der Region des Thalamus niher zu diffe-
renzieren und einzuordnen. Nuclei die moglicherweise Teil des beobachteten Expressionsgebiets
sein konnten sind der posteriore thalamische Nucleus (Po), das Forel-Feld (PR), der im Engli-
schen bezeichnete rostral interstitial nucleus of medial longitudinal fasciculus (RI), der ventrale
posteromediale thalamische Nucleus (VPM), der anteromediale thalamische Nucleus (AM), der
anteroventrale thalamische Nucleus (AVVL) und der zentrale mediale thalamische Nucleus
(CM). Uber die Existenz eines thalamischen CRH-System ist bisher nur wenig bekannt. Einige
Studien legen jedoch nahe, dass CRH auch in thalamischen Kernen exprimiert wird
(Merchenthaler et al., 1984; Sakanaka et al., 1987; Hsu et al., 2001). Interessanterweise konnten
in den entsprechenden Publikationen einige der Thalmusstrukturen als CRH-immunreaktiv iden-
tifiziert werden, die auch in der vorliegenden Arbeit als mogliche CRH-Cre Expressionsbereiche
in Betracht gezogen werden, wie der Po, der VPM und der CM.

Eine ndhere Betrachtung des cerebralen Cortex legt die Vermutung nahe, dass das Transgen dort
vornehmlich in den Cortexschichten II, ITIT und VI aktiv ist, wenngleich LacZ-positive Neuronen
auch in den tibrigen Cortexschichten eingestreut sind. Ob dies dem endogenen CRH-Muster ent-
spricht kann an dieser Stelle nicht vollig geklart werden. Von immunohistochemischen Analysen
ist bekannt, dass CRH in den Interneuronen der Cortexschichten II und III stark vertreten ist

(Swanson et al., 1983). Ein Vergleich mit dem Allen Mouse Brain Atlas (http://mouse.brain-

map.org) legt jedoch auch eine CRH-Expression in Rindenschicht V/VI nahe. Da sich die Ex-
pression des CRH-Cre Transgens gut sichtbar auf die dufleren und inneren Cortex-Bereiche er-
streckt, konnte der Cortex einen Bereich CRH-spezifischer Uberexpression darstellen. Untermi-
niert wird diese Vermutung allerdings durch die Ergebnisse aus der Kreuzung von CRH-Cre und
Crhr1"*"°"" Mausen (Abbildung 38). So zeigt die Analyse der als Crhrl™**** "’ CRH-Cre be-
zeichneten Nachkommen dieser Verpaarung, dass das CRH-Cre Transgen nicht nur in GABA-
ergen Interneuronen, sondern teilweise auch ektopisch in corticalen, glutamatergen und CRH-R1

exprimierenden Prinzipalneuronen exprimiert wird. Da diese zum gréfiten Teil in Rindenschicht
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IV lokalisiert sind (Justice et al., 2008), bedeutet dies, dass auch das Transgen teilweise in dieser
corticalen Schicht ektopisch aktiv sein muss.

Die im Cerebellum beobachteten Expressionssignale konnen wahrscheinlich groftenteils der
Kornerzellschicht (Stratum granulosum) zugeordnet werden. Die Morphologie der LacZ-
positiven, um den arbor vitae angeordneten Zellen legt dabei die Vermutung nahe, dass es sich
um Interneuronen handeln kdnnte. Auch hier handelt es sich sehr wahrscheinlich um den Effekt
einer ektopischen Expression, da keinerlei Daten {iber die Expression von endogenem CRH in
Zellen innerhalb des Cerebellums bekannt sind (Swanson et al., 1983; Sakanaka et al., 1987).
Neben den beschriebenen Expressionsgebieten, die mehr oder weniger distinkt abgegrenzt wer-
den konnten, zeigten sich in der LacZ-Farbung aber auch zahlreiche einzelne LacZ-positive Zel-
len die innerhalb des Mittelhirns, des Hypothalamus, des Pons und des Hirnstamms als weitfla-
chig verstreute Signale wahrgenommen werden konnten. Zusammenfassend lassen sich beziig-
lich der Cre mRNA Expression folgende Aussagen treffen: 1. Es gibt Gehirnregionen in denen
das CRH-Cre Transgen in einem dem endogenen CRH &dhnlichen Muster exprimiert wird (Cor-
texschicht I und III, Hippocampus). 2. In den Gehirnstrukturen, in denen endogenes CRH typi-
scher Weise exprimiert wird findet keine Expression des Transgens statt (wie z.B. PVN, zentrale
Amygdala, BNST). 3. Das Transgen wird {iberwiegend in Gehirnstrukturen exprimiert, die nicht
zu den CRH-spezifischen Expressionarealen zihlen (wie z.B. einige Thalamuskerne, laterale und
basolaterale Amygdala und Cerebellum). Die Transgen-exprimierenden Zellen treten dabei ent-
weder als klar abgrenzbare Strukturen (wie z.B. im Thalamus) oder als eine Vielzahl verstreuter,
einzelner Zellen auf (wie z.B. im Mittelhirn und im Pons).

Ab welchem Zeitpunkt die Expression des Transgens stattfindet konnte nicht exakt ermittelt
werden. Die Expressionsanalysen in Embryos legen aber nahe, dass das CRH-Cre Transgen
nicht vor Embryonaltag 13 transkribiert wird (Abbildung 39).

AbschlieBend soll an dieser Stelle kurz auf die bekannten Funktionen der Gehirnbereiche einge-
gangen werden, die im Rahmen der beschriebenen Analyse als Cre-exprimierend identifiziert
werden konnten. Neben dem cerebralen Cortex sind Teile des Thalamus die Gebiete mit der
starksten Expression des Transgens. Beziiglich seiner Funktion gilt der Thalamus als {ibergeord-
nete Schaltstelle fiir die wichtigsten sensorischen Systeme und stellt damit einen integrativen
Knotenpunkt zwischen Sensorik und GroBhirn dar (Trepel M., 2004). Die Nuclei mammillares
werden auch als Mammillarkorper bezeichnet und sind sowohl in der Verarbeitung olfaktori-
scher Informationen als auch in Gedichntis-spezifischen Prozessen involviert (Vann and Aggle-
ton, 2004). Der in dieser Arbeit genannte Nucleus vestibularis besteht eigentlich aus vier Kern-

gebieten, welche das wichtigste Koordinationszentrum fiir Gleichgewichtsinformationen darstel-
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len (Trepel M., 2004). Die Medulla (eigentlich Medulla oblongata) gilt als Fortsetzung des Riik-
kenmarks und beherbergt lebenswichtige Kerne des autonomen Nervensystems, die fiir Atmung,
Herzschlag und Darmfunktion verantwortlich sind. Das Cerebellum schlielich hat die Aufgabe
die Motorik zu koordinieren und spielt eine Rolle bei wichtigen Aspekten des Lernens und des

Gedichtnisses (Trepel M., 2004).

5.2.3.2 Peripheres Expressionsmuster

Wie bereits in der Einleitung geschildert, beschrénkt sich die Expression des CRH-Peptids nicht
nur auf das zentrale Nervenssystem, sondern erstreckt sich auch auf zahlreiche periphere Organe
wie z.B. Leber, Lunge, Magen, Duodenum, Haut, Plazenta, Hoden und Herz. Der Grofteil der
Daten, die diesen Beobachtungen zu Grunde liegen stammt dabei aus Gewebeanalysen von Rat-
ten oder Menschen. Periphere Expression von CRH konnte aber auch in murinen Geweben, wie
Lunge, Nebenniere, Hypophyse, Hoden, Ovar, Herz und Milz demonstriert werden (Muglia et
al., 1994). Die Analyse der in Abbildung 35 dargestellten peripheren Organe von R26"-***CRH-
Cre Mdusen im Vergleich mit den Organen einer Kontrollmaus ergab in fast allen untersuchten
Geweben keinerlei spezifisches LacZ-Signal, mit einer Ausnahme: R26""**“CRH-Cre Ménnchen
weisen neben einer unspezifischen Farbung des Nebenhodens (die auch bei Kontrolltieren auf-
tritt) eine stark ausgeprégte, spezifische 3-Gal Aktivitdt im Hodengewebe auf. Die in Abbildung
35 sichtbare LacZ-Farbung des Magens, des Darm und des Pankreas wurden auch in Kontrolltie-
ren detektiert und stellen bekannte Bereiche unspezifischer 3-Gal Aktivitit dar (Adams and Ga-
le, 2006). Warum die Organe, in denen die Existenz von CRH beschrieben wurde keine CRH-
Cre vermittelte LacZ-Farbung aufzeigen, kann vorerst nicht beantwortet werden, kann aber als
weiteres Indiz fiir eine nicht CRH-spezifische Expression des Transgens gewertet werden. Zu
beachten ist jedoch, dass die Organe als Ganzkdrperpriparate untersucht wurden und LacZ-
positive Zellen, die sich eventuell im Inneren der Organe befinden nicht detektiert werden kon-
nen. Dieser falsch negative Effekt konnte auch auftreten, wenn nur eine kleine Subpopulation
des entsprechenden Organs eine LacZ-Féarbung aufweist und die Sensitivitdt der -Gal Reaktion
nicht ausreicht um diese Subpopulation orten zu kdnnen.

In Anbetracht der nicht dem endogenen CRH-Expressionsmuster entsprechenden Expression der
Cre-Rekombinase im Gehirn muf3 auch die Moglichkeit in Erwidgung gezogen werden, dass die
fehlende LacZ-Féarbung in den peripheren Geweben ebenfalls eine Folge dieser ektopischen Ak-
tivitdt des Transgens ist. Dies wiirde bedeuten, dass die Expression der Cre mRNA in den ent-
sprechenden Organen unerwiinschterweise nicht stattfindet, bzw. unterdriickt wird.

Die nihere Untersuchung der Cre-Expression im Hoden von R26""**“CRH-Cre Minnchen deu-

tet darauf hin, dass sich die Aktivitit des CRH-Cre Transgens auf Zellen des Keimepithels der
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Hoden erstreckt. Die Expression von Cre- und Venus-Protein innerhalb des Keimepithels lie3
sich dabei in histologischen Schnitten mit Hilfe der LacZ-Farbung und einem gegen Venus ge-
richteten Antikorper validieren (Abbildung 36, Abbildung 37). Dass das CRH-System auch im
Hodengewebe présent ist wurde bereits in mehreren Publikationen gezeigt (Thompson et al.,
1987; Yoon et al., 1988; Fabbri et al., 1990; Dufau et al., 1993; Muglia et al., 1994). Innerhalb
des Hodens ist CRH dabei sowohl innerhalb der Leydig-Zellen (welche Testosteron sekretieren
und dadurch die Samenbildung stimulieren), als auch in Keimzellen lokalisiert (Yoon et al.,
1988). Diese Beobachtungen lassen sich auch mit der intensiveren, zirkuldr um das Lumen der
Samenkanilchen (Tubuli seminiferi) angeordneten LacZ-Farbung der R26"*““CRH-Cre Ménn-
chen zur Deckung bringen. Die Aktivitit des CRH-Cre Transgen innerhalb des Keimepithels des
Hodens wiirde in diesem Fall somit zumindest teilweise der endogenen CRH-Spezifitdt entspre-
chen. Innerhalb der Linie CRH-COEcy, konnte beobachtet werden, dass insgesamt ca. 24 % der
CRH-COE™™ Nachkommen, die von einem CRH-COE™ Minnchen abstammten eine Deleti-
onsbande in der Genotypisierung zeigten, was auf eine frithzeitige Aktivierung des R26 Locus in
Spermienzellen hinweist. Es wire vorstellbar, dass dieser Effekt durch die Expression des CRH-
Cre Transgens in den minnlichen Keimzellen induziert wird, sobald sich sowohl das CRH-Cre
Transgen als auch ein Cre-Rekombinase sensitives R26-Allel innerhalb desselben Spermatozyten
befindet. Die Tatsache, dass der prozentuale Anteil von Tieren mit Deletion innerhalb eines
Wurfes durchschnittlich 55 % betrégt, 148t vermuten, dass die Cre-induzierte Deletion wéhrend
der Spermatogenese vornehmlich nach der ersten Reifeteilung (Meiose I) stattfindet. Eine vor-
zeitige Aktivierung der Cre-Rekombinase wiirde sich dann ndmlich nur noch auf zwei der vier
aus einem Spermatogoinium hervorgehenden Spermatiden, bzw, Spermien auswirken. Ange-
sichts der starken transgenen Expression innerhalb des Keimepithels stellt sich allerdings die
Frage, warum sich in der liberwiegenden Zahl der Wiirfe keine Tiere mit Deletionen befanden.

Uber die Effekte einer CRH-Hypersekretion innerhalb des Keimepithels kann nur spekuliert
werden. Es wird angenommen, dass CRH innerhalb der Hoden (und dort speziell innerhalb der
Leydig-Zellen) an einen inhibitorischen Regelkreis beteiligt ist, der auf die Sekretion von An-
drogen und B-Endorphin modulierend einwirkt. Gemél seiner Funktion als Stress-Hormon wird
CRH dabei eine antireproduktive Wirkung zugeschrieben (Dufau et al., 1993). Ob die CRH-
Uberexpression in den Hoden von CRH-COE¢;, Méannchen zu einer Verdnderung der testikula-
ren Androgen/B-Endorphin Sekretion fiihrt bleibt eine offene Frage. Beziiglich Fertilitdt und
Reproduktionsrate konnten aber innerhalb der Linie CRH-COE¢y;, keinerlei Beeintrachtigungen,

bzw. antireproduktive Effekte beobachtet werden.
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5.2.4 Mogliche Ursachen der unspezifischen Expression
des CRH-Cre Transgens

Die Tatsache, dass das CRH-Cre Transgen nicht CRH-spezifisch exprimiert wird und als Folge
davon keine CRH-spezifische CRH-Uberexpression in CRH-COE¢,;, Méusen induziert wird,
wirft die Frage auf, welche Ursachen fiir diesen Effekt verantwortlich sein konnten. Da die quali-
tative und quantitative Expression von Genen mal3geblich von der Anwesenheit und Zugénglich-
keit regulatorischer DNA-Motive abhédngt (welche die Bindung von Transkriptionsfaktoren und
Polymerasen gewdhrleisten), wére zu iiberlegen, ob das transgene Expressionsmuster durch das
Fehlen essentieller regulatorischer Elemente innerhalb des CRH-Cre Transgens bedingt ist. Da
das Konstrukt eine Grofle von ca. 44 kb hat und der stromaufwirts des CRH-Locus gelegene
Bereich eine Lange von ca. 30 kb, bzw. der stromabwirts gelegene Bereich eine Linge von ca.
11 kb aufweist, wiirde dies bedeuten, dass sich ein Teil der regulatorischen Elemente des CRH-
Locus in mehr als 30 kb und/oder 11 kb Entfernung vom CRH-Transkriptionsstart befindet. Ob
das CRH Gen tatsdchlich iiber solch relativ weit entfernte Motive beeinflusst wird ist nicht be-
kannt. Alle bisher bekannten CRH-spezifischen Regulationselemente (wie z.B. TATA Box,
CAAT Box, CRE, AP-1 Bindungsstellen oder GRE-Motive) befinden sich innerhalb eines Be-
reiches, der sich nicht weiter als ca. 900 bp stromaufwirts des Transkriptionsstarts erstreckt
(Vamvakopoulos et al., 1990; Seth and Majzoub, 2001; Yao and Denver, 2007). Daher erschien
es im Vorfeld der Generierung einer transgenen CRH-Cre Maus als ausreichend, einen Fosmid-
Klon mit besagter 30 kb upstream-Sequenz und 11 kb downstream-Sequenz zur Gewihrleistung
einer CRH-spezifischen Expression einzusetzen. Nichtsdestotrotz kann aber, wie angedeutet,
nicht ausgeschlossen werden, dass weiter entfernte Elemente in die Transkriptionssteuerung des
endogenen CRH Gens involviert sind. Dass solche aktivierenden (= Enhancer) oder dimpfenden
(= Silencer) Elemente mitunter aus sehr groer Entfernung auf ihr Zielgen einwirken kdnnen,
zeigen die Beispiele des humanen Sonic Hedgehog (Shh) Gens, dessen Enhancer ca. 1 Mb vom
Shh Gen entfernt ist (Lettice et al., 2003) und des Pax6 Enhancers, welcher sich 200 kb strom-
abwirts des Pax6 Locus befindet (Griffin et al., 2002). Ermdglicht wird die Fernwirkung von
Enhancern und Silencern dabei durch die Chromatinstruktur der DNA. Die kompakte Aufwick-
lung der DNA in Form von DNA-Histon Komplexen kann zur rdumlichen Néhe von DNA Re-
gionen fiithren, die auf einem linear ausgestreckten DNA-Strang weit voneinander entfernt wéren
(Rubtsov et al., 2006). Dementsprechend konnte die ektopische CRH-Cre Expression auf die
Abwesenheit CRH-spezifischer Silencer (oder anderer Elemente, welche die Funktion eines po-
tentiellen CRH-Enhancers einschrinken) in CRH-Cre Tieren zuriickzufiihren sein. Es ist aber

auch vorstellbar, dass nicht die Abwesenheit, sondern die Anwesenheit von Enhancern/Silencern
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die Regulation des Transgens unerwiinscht beeinflusst. Die zufillige Integration des CRH-Cre
Transgens in das murine Genom, kdnnte bewirken, dass das Transgen unter die Kontrolle von
Enhancern/Silencern gerét, welche normalerweise fiir die Regulation von Genen verantwortlich
sind, die sich im Bereich des Insertionslocus befinden. Dieser als Positionseffekt bezeichnete
Mechanismus konnte in zahlreichen transgenen Tieren und Pflanzen beobachtet werden und wird
hauptsédchlich tiber die Wirkung von Enhancern, Silencern, Promotoren oder Heterochromatin-
Konformationen vermittelt (Wilson et al., 1990). In Anbetracht der ektopischen CRH-Cre Ex-
pression ist es also denkbar, dass ein ,,fremder* Enhancer eine uneingeschranktere Transkription
der Cre-Rekombinase induziert. Da sich ein solcher Enhancer hunderte von Kilobasen stromauf-
oder abwirts des transgenen Insertionslocus und sowohl innerhalb eines Exons als auch eines
Introns befinden konnte, konnte den sich daraus ergebenden zahlreichen Mdglichkeiten eines
Enhancer-vermittelten Positionseffekts innerhalb der vorliegenden Arbeit nicht weiter nachge-
gangen werden.

Neben der erwdhnten moglichen Fehlregulation der Transkriptionsinitiation, kann aber auch ein
"promiskes", bzw. aberantes Spleilen eventuell Ursache der beobachteten Expression des Trans-
gens sein. Gemeint ist damit die Moglichkeit, dass Gene (bzw. deren Exons), die in der Nédhe des
transgenen Insertionslocus liegen, an die Cre-Kassette des CRH-Cre Transgens spleilen und
dieser somit ihr Expressionsmuster aufoktroyieren. Die Expressionsmuster von sieben Genen,
die dem (per SPLK PCR) identifizierten Integrationsort des CRH-Cre Transgens auf dem langen
Arm von Chromosom 8 (Abbildung 40) am néchsten liegen, korrespondieren jedoch nicht mit
dem transgenen Expressionsmuster und konnen deshalb diese Vermutung nicht untermauern. Ein
Spleifling an weiter entfernt liegende Gene wird mit zunehmender Distanz immer unwahrschein-
licher, da dies eine stabile pra-mRNA Linge von mehreren zehntausend Kilobasen voraussetzen
wiirde. Dass derart lange Primértranskripte dennoch existieren beweist das humane Dystrophin-
Gen, welches sich als das langste Gen im menschlichen Genom iiber eine Linge von 2,5 Mb
erstreckt und dessen cDNA eine Lange von 14 kb besitzt (Koenig et al., 1987).

Einen gewichtigen Hinweis auf eine mdgliche Dysregulation des Transgen-Spleiflings ergibt sich
aus den Sequenzierungsergebnissen der 5" RACE PCR (Abbildung 42). Diese deuten darauf hin,
dass ein 115 bp langer Teilbereich des CRH-Introns unerwarteterweise an die Cre-Kassette des
Transgens gespleifit wird. Gleichzeitig konnten mittels RT-PCR aber auch Hinweise auf ein "or-
dentliches" Spleifing von CRH-Exon 1 an die Cre-Kassette gefunden werden (Abbildung 41).
Dass das Intron Fragment tatsachlich gespleifit wurde und kein Amplifikationsprodukt genomi-
scher DNA ist, ist allein schon aus der Lage des Intron-Fragments innerhalb des genomischen

CRH-Locus ersichtlich. So liegen zwischen dem 3°-Ende des Intron Fragments und dem Beginn

166



Diskussion

des transgenen Splei3-Akzeptor 190 bp, deren Fehlen innerhalb des 5"RACE Produkts nur durch
Spleifling zu erkldren ist. Eine wichtige Rolle innerhalb der Spleiling-Reaktion spielen die
SpleiBstellen. Diese befinden sich an den Exon/Intron Ubergingen, bzw. an den duBersten Flan-
ken der Introns und ermdéglichen dem Spleilapparat dadurch die Erkennung der einzelnen zu
spleiBenden Exons. Die Spleifistelle am 5°-Ende eines Introns enthdlt dabei das Motiv GT (=
Donor), die Spleifistelle am 3'-Ende das Motiv AG (= Akzeptor). Beide Motive werden schliel3-
lich wihrend des SpleiBling-Vorgangs in Form einer Lariat-Struktur mitsamt des Introns aus der
pra-mRNA deletiert (Black, 2003). Interessanterweise wird auch das hier identifizierte Intron-
Fragment von einem Spleif3-Akzeptor unmittelbar vor seinem 5'-Ende und einem Splei3-Donor
unmittelbar nach seinem 3'-Ende flankiert. Dies stellt somit ein weiteres starkes Indiz fiir das
Spleiflen des Intron-Fragments an die Cre-Kassette dar. Vollig unklar ist jedoch, welche Ursa-
chen diesem ungewohnlichem Vorgang zu Grunde liegen und ob das fehlerhafte Spleillen eine
Erkliarung fiir die unspezifische Expression des Transgens liefern kdnnte. Verkompliziert wird
dies durch die Existenz zweier verschiedener Spleifling-Formen: der normalen Form (CRH-Exon
1 spleifit an die Cre-Kassette) und der mutierten Form (CRH-Intron spleilt and die Cre-
Kassette), verbunden mit der Frage, welche Faktoren dariiber entscheiden, welche der beiden
SpleiBformen gebildet wird. Eine erste Uberlegung bestand darin, ob es sich bei dem Intron-
Fragment eventuell um ein kryptisches Exon handeln konnte, dessen Existenz bisher noch nicht
beschrieben wurde. Sowohl die PCR-basierten Ergebnisse der eigenen Folgeversuche als auch
verdffentlichte RT-PCR Analysen von CRH mRNA (isoliert aus dem Hypothalamus von Ratten)
sprechen aber gegen das Vorhandensein von mRNAs, die durch die Beibehaltung des CRH-
Introns (bzw. des Intron-Fragments) gekennzeichnet sind (Blanco et al., 2006). Ein endogenes
Spleiflen des Intron-Fragments an CRH-Exon 2 oder an das stromabwirts nidchst gelegene Gen
AC141209.3 kommt daher sehr wahrscheinlich nicht in Betracht. Da die vorgefundene mutierte
Splei3form also scheinbar ein spezifischer Effekt des CRH-Cre Transgens ist, stellt sich die Fra-
ge, ob spezielle Elemente oder Sequenzmotive des Transgens eine ordentliches Spleilen von
Exon 1 an Cre verhindern, bzw. das Spleiflen des Intron-Fragments induzieren. Wihrend sich am
3"-Ende des Intron-Fragments (bzw. alternativen Exons) das Motiv eines Splei3-Donors befindet
und das CRH-Intron des Transgens dadurch gespleifit werden kann, konnte im endogenen CRH-
Locus keine derartige SpleiBBingvariante vorgefunden werden. Dies konnte darauf hindeuten,
dass im endogenen CRH-Locus ein so genannter Spleif-Silencer den intronischen Spleil3-
Akzeptor funktional inhibiert. Bei Spleif3-Silencern (SS) und SpleiB3-Enhancern (SE) handelt es
sich um Sequenzen innerhalb der pra-mRNA die durch Bindung von Proteinkomplexen die Ver-

fligbarkeit und/oder Reaktivitdt von SpleiB3stellen (Donor, Akzeptor) beeinflussen konnen. Ent-
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sprechend ihrer moglichen Lokalisation unterscheidet man dabei Exon-Spleif3-Silencer (ESS),
Exon-Spleifl-Enhancer (ESE), Intron-Spleif3-Silencer (ISS) und Intron-Splei3-Enhancer (ISE)
(Lopez, 1998; Black, 2003; Matlin et al., 2005). Wihrend SS im Stande sind SpleiB3-Stellen zu
supprimieren und/oder SE zu antagonisieren, iiben umgekehrt SE ihre Funktion iiber die Aktivie-
rung von SpleiB3-Stellen und/oder Antagonisierung von SS aus. Bezogen auf den endogenen
CRH-Locus wire somit vorstellbar, dass ein (innerhalb der CRH pra-mRNA befindlicher) SS,
welcher im Transgen fehlt, im Wildtyp die intronische Spleiflvariante unterdriickt. Da im Rah-
men der homologen Rekombination CRH-Exon 2 inklusive 2,2 kb downstream Sequenz gegen
die Cre-Kassette ausgetauscht wurden, miilte der hypothetische SS entsprechend in Exon 2 oder
innerhalb der stromabwirts gelegenen Sequenz liegen (soweit diese im Primértranskript enthal-
ten ist), um das Fehlen eines solchen SS-Effekts im transgenen Zustand erkldren zu konnen.
Nachteil dieser Theorie ist, dass sie das Fehlen von Exon 1 innerhalb des 5'-RACE Produkts
nicht erkldren kann. Denn selbst wenn das Intron-Fragment irregulir gespleif3t wird, wiirde dies
mechanistisch nicht mit einer Deletion von Exon 1 einhergehen (Black, 2003; Matlin et al.,
2005). Das einzige in der Literatur beschriebene Splei-Ereignis, bei dem das erste Exon eines
Genes wahlweise ausgeschlossen werden kann, macht die Anwesenheit verschiedener Promoto-
ren notwendig, welche die Transkription entweder bei Exon 1 oder bei einem nachfolgenden
Exon initiieren (Black, 2003; Matlin et al., 2005; Mitsui et al., 2006). Dies wiirde bedeuten, dass
sich zwischen CRH-Exon 1 und dem Intron-Fragment ein alternatives Promotor-Element befin-
den miifite, so dass ein zusidtzlicher Transkriptionsstart am Intron-Fragment ermdglicht wird.
Abgesehen von der Tatsache, dass ein solches intronisches CRH Promotor-Element (soweit be-
kannt) nicht existiert, wiirde man dann aber auch die intronische Spleiflvariante im Wildtyp er-
warten.

Uber die Frage, ob das mutierte Spleiprodukt (mit)verantwortlich fiir die unspezifische Expres-
sion des Transgens ist, kann ebenfalls nur spekuliert werden. Exon 1 wird als 5°-UTR zwar nicht
translatiert, doch spielen 5°-UTRs grundsitzlich eine mallgebende Rolle bei der Regulation und
Stabilisierung von mRNA (Sonenberg, 1994; Pesole et al., 2001). Das Fehlen der 5°-UTR inner-
halb der mutierten Spleilvariante kdnnte deshalb zu einer Verdnderung sowohl der Expressions-
stiarke als auch des Expressionsmusters fithren. Wie 146t sich aber erkliren, dass sich das Vor-
handensein der normalen Spleiflvariante in CRH-Cre oder CRH-COE¢;, Tieren nicht in einem
endogenen, dem CRH entsprechenden Expressionsmuster widerspiegelt? Moglicherweise findet
eine Interferenz zwischen normalem und mutiertem Spleilprodukt statt, wenngleich sich in der
Literatur keine dhnlichen Ereignisse zum Vergleich heranziehen lassen. Die Tatsche, dass im

cerebralen Cortex (dessen Analyse die Grundlage der dargestellten Ergebnisse ist) ein relativ

168



Diskussion

CRH-dhnliches Expressionsmuster vorgefunden wurde, konnte aber auch darauf hindeuten, dass
das CRH-Cre Transgen zumindest im Cortex sowohl CRH-spezifisch als auch unspezifisch ex-
primiert wird. In den Strukturen, die bekanntermaflen CRH exprimieren (wie z.B. Cortexschicht
II und III), wiirde dabei sowohl die normale als auch die mutierte Spleiflvariante translatiert wer-
den. In allen anderen CRH-unspezifischen Regionen dagegen nur die mutierte Spleilvariante.
Ob dies auch fiir die subcorticalen Gehirnbereiche angenommen werden kann ist fraglich. Inter-
essant wire es deshalb diese Bereiche auf Anwesenheit und Verhéltnis der beiden Splei3formen
zu untersuchen und diejenigen Strukturen gegeniiberzustellen, die (beziiglich ihres transgenen
Expressionsmusters) entweder dem endogenen CRH-Muster entsprechen (wie z.B. Hippocam-

pus) oder das Transgen ektopisch exprimieren (wie z.B. Cerebellum).

5.2.5 Verhaltensphanotypisierung der CRH-COE¢,, Mause

Um den Einfluss der CRH-spezifischen Uberexpression von CRH auf Lokomotions-, Angst-,
oder Depressions-assoziierte Verhaltensweisen zu untersuchen, wurden heterozygote CRH-
COEcy, Ménnchen (CRH-COE™") und Kontrolltiere in den Verhaltenstests ,»Open-Field“ (OF),
,Elevated-Plus-Maze* (EPM), ,,Dark-Light-Box* (DaLi) und ,,Forced-Swim Test* (FST) gete-
stet (Abbildung 45). CRH-COE™' Tier zeigten in den einzelnen Test keinerlei signifikante Un-
terschiede zu den Kontrollgruppen und damit keine Verdnderung Angst- oder Depressions-
dhnlicher Verhaltensweisen. Aufgrund der Tatsache, dass zum Zeitpunkt der beschriebenen Ver-
haltensexperimente keine homozygoten CRH-COE Maiuse zur Verfiigung standen, kann nicht
ausgeschlossen werden, dass die heterozygote CRH-Uberexpression nicht ausreicht, um einen
verhaltensspezifischen Effekt hervorzurufen (Lu et al., 2008). Zur abschlieBenden Beurteilung

hom

dieser Frage wiren deshalb zusétzliche Untersuchungen mit CRH-COE™" Tieren erforderlich.
Doch selbst wenn CRH-COE™™ Tiere einen markanten Phénotyp aufweisen wiirden, wire es
diffizil Kausalzusammenhinge zwischen Phinotyp und CRH-Uberexpression zu ziehen. Auch
hier miissten beziiglich der ektopischen CRH-Uberexpression die selben Bedenken angebracht
werden sie im nachfolgenden Kapitel ,,HPA-Achsen Aktivitit* gedullert werden. Voraussetzung
um potentielle Phanotypisierungs-Ergebnisse innerhalb der Linie CRH-COEcy;, richtig einordnen
zu konnen, ist daher die vollstindige, liickenlose Aufklidrung und Identifizierung des transgenen

Expressionsmusters.

5.2.6 HPA-Achsen Aktivitat

CRH-COE™™ Miuse zeigen keine Stress-induzierten Verdnderungen ihrer HPA-Achsen Aktivi-

tit (Abbildung 46). Dies gilt sowohl fiir die Corticosteron-Konzentrationen nach 10-miniitigem
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Stress als auch fiir die Feedback Werte. Somit scheint die beschriebene cerebrale CRH-
Uberexpression der CRH-COE¢, Méuse keinen Einfluss auf die CRH-Sekretion innerhalb des
PVN im aktivierten Zustand zu haben. Im unaktivierten, basalen Zustand zeigen CRH-COE™™
Maiuse nachmittags jedoch eine signifikante, im Mittel um ca. 30 % geringere Corticosteron-
Sekretion als Kontrolltiere. Innerhalb der Vormittagswerte konnte zwar kein statistisch
signifikanter Unterschied zwischen den beiden Versuchsgruppen gefunden werden, doch zeigt
der niedrigere Corticosteron-Mittelwert der CRH-COE™™ Tiere (16,34 ng/ml gegeniiber 24,4
ng/ml) tendenziell in die gleiche Richtung. Da der zirkadiane Anstieg des Corticosteron-Spiegels
(zu sehen an den hoheren Nachmittagswerten im Vergleich zu den Vormittagswerten) in den
CRH-COE™™ Miusen nicht gestort ist, scheint keine grundlegende Beeintrichtigung des
zirkadianen Steuerungsmechanismus der HPA-Achse vorzuliegen. Der wichtigste Schrittmacher
zirkadianer Rhythmen im zentralen Nervensystem von Séugetieren ist der Nucleus
suprachiasmaticus (SCN), welcher fiir die tageszeitliche Regulation und Aktivierung vegetativer
Funktionen wie Schlaf-/Wachrhythmus, Nahrungsaufnahme und Lokomotion sowie fiir eine
Vielzahl hormoneller Sekretionsrhythmen verantwortlich ist (Rusak and Zucker, 1979). Daneben
beeinflusst der SCN auch die Aktivitit des PVN und damit die tagesperiodische Sekretion von
Corticosteron (Kalsbeek et al., 1992; Buijs et al., 1999; Engeland and Arnhold, 2005). Der SCN
wire deshalb ein moglicher Ansatzpunkt bei der Suche nach funktionellen Strukturen, die bei der
beobachteten Diampfung der basalen HPA-Achsen Aktivitdt involviert sein konnten. Ob die
CRH-Uberexpression in CRH-COE™™ Mausen tatsichlich Einfluss auf die Aktivitit und/oder
Funktionalitdt des SCN hat muss bis dato unbeantwortet bleiben. Zumindest deuten die
Expressionsanalysen darauf hin, dass das CRH-Cre Transgen weder innerhalb des SCN selbst
aktiv ist, noch innerhalb der Strukturen exprimiert wird, aus denen der SCN bekanntermallen
Afferenzen erhilt, wie z.B. Nucleus raph¢, paraventrikuldrer Thalamus oder laterales Septum
(Moga and Moore, 1997). Es wire auch vorstellbar, dass die Uberexpression von CRH direkt
oder indirekt zu einer basalen Herunterregulierung von endogenem CRH im PVN fiihrt. Die
reduzierte CRH-Expression wire dann noch ausreichend, um die basale Corticosteron-Sekretion
am Vormittag auf einem physiologischem Niveau zu halten, wiirde sich aber dann vor allem am
Nachmittag bemerkbar machen, wenn die basale CRH-Sekretion normalerweise ihren
Hohepunkt erreicht. Da innerhalb der Stressantwort zusidtzliche Gehirnstrukturen Einfluf3 auf die
CRH-Regulation im PVN haben und diese forcieren konnen (wie z.B. die Amygdala), konnte die
Stress-induzierte Hochregulierung von CRH trotz der in diesem Fall angenommenen niedrigeren
Expression von endogenem CRH ausreichen, um die beobachteten Corticosteron-
Konzentrationen zu gewéhrleisten. Eine Untersuchung der Expression von endogenem CRH im

Gehirn von CRH-COEc;, Miusen mittels In-Situ-Hybridisierung wiirde zur Uberpriifung dieser
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Méiusen mittels In-Situ-Hybridisierung wiirde zur Uberpriifung dieser Hypothese beitragen,
konnte jedoch aus zeitlichen Griinden nicht mehr durchgefiihrt werden.

Die starke Expression des Transgens im Thalamus sowie Versuche, in denen die CRH mRNA
Expression im Thalamus untersucht wurde, erdffnen die Moglichkeit fiir ein weiteres Modell zur
Erkldrung der gedampften HPA-Grundaktivitit. So konnte innerhalb der thalamischen CRH
mRNA Expression eine tageszeitliche Periodizitdt erkannt werden, wobei die niedrigste CRH
mRNA Konzentration mit der hochsten Corticosteron-Konzentration koinzidierte und scheinbar
nicht von endogenem Corticosteron reguliert wird (Kwak et al., 1993; Hsu et al., 2001; Hsu et
al., 2003). Falls dieser Koinzidenz tatsdchlich ein kausaler Zusammenhang zu Grunde liegt,
wiirde dies bedeuten, dass eine niedrige CRH-Expression im Thalamus direkt oder indirekt zu
einer Aktivierung der HPA-Achse beitrigt. Eine thalamische CRH-Uberexpression wie im Falle
der CRH-COE¢y, Tiere konnte demnach die periodische Erniedrigung der endogenen CRH-
Konzentration im Thalamus kompensieren und somit die HPA-Aktivierung dampfen, bzw. den
Anstieg der Corticosteron-Sekretion abbremsen.

Ein grundlegendes Problem bei der Interpretation der Corticosteron-Daten ist die Tatsache, dass
aufgrund der unspezifischen Expression des CRH-Cre Transgens das vollstindige Spektrum,
bzw. die Reichweite der CRH-Uberexpression innerhalb der CRH-COEcy;, Tiere nicht eindeutig
abgeschitzt werden kann. Es ist deshalb nicht ausreichend klar, in welchen Gehirnstrukturen
CRH hypersekretiert wird (abgesehen von den Strukturen die innerhalb des Expressionsanalyse
sicher identifiziert werden konnten), bzw. welche neuronalen Populationen und Transmittersy-
steme betroffen sind. Die Frage, in wie weit der beobachtete Corticosteron-Effekt auf die CRH-
Hypersekretion bestimmter Gehirnstrukturen zuriickgefiihrt werden kann, gestaltet sich schwie-

rig, wenn Unklarheit iiber das Ausmall der CRH-Hypersekretion besteht.
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6 Zusammenfassung

Das Corticotropin-freisetzende Hormon (im englischen Sprachgebrauch: Corticotropin-
Releasing Hormone/Factor = CRH/CRF) ist als Regulator der Hypothalamus-Hypophysen-
Nebennieren Achse (HNN-Achse oder auch HPA-Achse) nicht nur eines der wichtigsten Schliis-
sel-Hormone innerhalb der physiologischen Stress-Antwort, sondern koordiniert als Neuropeptid
auch Stress-assoziierte Verhaltensweisen und Gehirnfunktionen. Daneben legen klinische Studi-
en und Tierexperimente nahe, dass Fehlregulationen des CRH-Systems an der Entstehung und
Ausprigung affektiver Erkrankungen und Angsterkrankungen beteiligt sind. Insbesondere die
Krankheitsform der endogenen Depression wird mit einer cerebralen Hypersekretion von CRH
in Zusammenhang gebracht. Um die Effekte einer zentralen CRH-Hypersekretion in vivo studie-
ren zu konnen, war es Ziel der Arbeit zwei transgene CRH-iiberexprimierende Mauslinien zu
generieren. Eine Mauslinie sollte dabei CRH in GABA-ergen Interneuronen iiberexprimieren
(CRH-COEpy), die andere in endogen CRH-exprimierenden Zellen (CRH-COEc¢y,). Das Grund-
prinzip fiir die Herstellung der konditional CRH-iiberexprimierenden (CRH-COE) Mauslinien
beruht dabei auf der Verwendung des Cre/loxP Systems und der Mauslinie CRH-COE, in deren
ROSA26 (R26) Locus eine Kopie der murinen CRH c¢cDNA inseriert wurde (Lu et al., 2008).
CRH-COEpy Tiere wurden durch Kreuzung von DIx5/6-Cre Miusen mit der Linie CRH-COE
erhalten und zeigen eine hyperreaktive HPA-Achse sowie signifikant reduziertes Angstverhalten.
Ob die Ursache des unerwarteten Phinotyps eine Folge kompensatorischer Gegenregulationen,
verdnderter GABA-/CRH-Transmission oder anderer nicht ndher spezifizierbarer Mechanismen
ist bleibt unklar. Beziiglich Depression-dhnlichem Verhalten scheinen GABA-erge Interneuro-
nen als Wirkort hypersekretorischer CRH-Effekte keine Rolle zu spielen.

Die Generierung der Linie CRH-COE(y, erfolgte iiber die Konstruktion eines Fosmid-basierten
Expressionsvektors, dessen Insertion in das murine Genom zur Erzeugung der Mauslinie CRH-
Cre und der anschlieBenden Kreuzung von CRH-Cre und CRH-COE Mausen. CRH-Cre, bzw.
CRH-COE¢y, Tiere zeigen dabei nicht die erwiinschte CRH-spezifische Expression des Trans-
gens. Zu dem Gehirnstrukturen, in denen das Transgen unter anderem transkribiert wird gehoren
cerebraler Cortex, Thalamus, Bulbus olfactorius, basolaterale und laterale Amygdala, Hippo-
campus sowie distinkte Kerngebiete des Hypothalamus, des Pons und der Medulla oblongata.
Peripher zeigen ménnliche Tiere eine starke Expression des Transgens im Keimepithel der Ho-
den. CRH-COE,, Tiere zeigten keine Auffilligkeiten im Hinblick auf Lokomotion, Angst-
dhnliches Verhalten und Depressions-dhnliches Verhalten. Die HPA-Achse der CRH-COEc,
Tiere ist gekennzeichnet durch eine reduzierte basale Corticosteron-Sekretion, welche im Fall

der Nachmittags Werte statistisch sigifikant ist.
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7 Anhang

Anhang 1: Erginzende Parameter die im Rahmen der Verhaltensphénotypisierung von ménnlichen
CRH-COE™"™- und CRH-COE**" der Linie CRH-COEp,, erhoben wurden.
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Anhang 3: Ergebnisse der Verhaltensphénotypisierung einer zweiten Versuchsgruppe von méannlichen
CRH-COE™"- und CRH-COE*" der Linie CRH-COEpyy.
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Anhang 4: Validierung der Integration durch homologe Rekombination von (A) Cre-Kassette mit BAC-
Klon RPCI24-212D10, (B) CreERT2-Kassette mit Fos-Klon WI1-1975E16 und (C) CreERT2-Kassette
mit BAC-Klon RPCI24-212D10 per PCR. Die Nummer oberhalb der Gelfotos bezieht sich auf die in
Abbildung 29B dargestellten Primerpaare mit denen die drei jeweils darunter abgebildeten PCR-
Ergebnisse erzielt wurden.
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