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1. Einleitung

Gentechnisch veranderte Tiere spielen eine wichtige Rolle als Modelle der
medizinischen und biologischen Grundlagenforschung. An ihnen kann die Funktion
einzelner Gene im Gesamtorganismus untersucht werden. Zwei grundlegende Ansiatze
werden verfolgt: die Einbringung eines zusatzlichen Gens (Transgen) und die
Entfernung eines korpereigenen Gens (,,Knockout).

Ein Transgen kann entweder zur Expression eines vollig neuen Genprodukts oder zur
Uberexpression eines korpereigenen Gens benutzt werden. Die Expression eines
fremden Gens gelang erstmals 1981 bei der Maus nach DNA-Injektion in Embryonen
im Pronukleusstadium (Brinster et al., 1981). Eine raumliche Steuerung der
Transgenexpression kann durch Klonierung des gewunschten Gens hinter einen
zelltypspezifischen Promotor erreicht werden. Fur die herzspezifische Genexpression ist
der Promotor der schweren Kette des a—Myosin (aMHC) geeignet (Subramaniam et al.,
1991, Hein et al., 1997).

Der zweite Ansatz ist die Gendeletion (,,Knockout®), also der Ausschaltung eines
korpereigenen Gens, die an der Maus erstmalig 1989 beschrieben wurde (Thompson et
al., 1989).

In beiden Fallen erfolgt die genetische Veranderung schon in der frihen Embryonalzeit.
Bei der Beurteilung der Verhdltnisse am erwachsenen Tier ergibt sich damit das
Problem, daf} sich Effekte aus verschiedenen Altersstufen iiberlagern konnen — manche
Tiere erreichen aber auch gar nicht erst die Geburt. Aulerdem laf3t sich die Starke der
Transgenexpression nicht regulieren; in einer Linie erreicht sie ein relativ konstantes
AusmaBl, an das eine langfristige Adaptation stattfinden kann. Deshalb gibt es
verschiedene Ansatze, Transgenexpression und Genausschaltung in vivo zu regulieren

(Chien, 2001).



1.1. Regulierbare Transgenexpression

Die modernen, binaren Transkriptionssyteme zur regulierbaren Transgenexpression
benotigen jeweils zwei Gene: einen Transkriptionsfaktor, der durch einen von aulen
zugegebenen Liganden steuerbar ist, und das Zielgen, an dessen Promotor der

Transkriptionsfaktor bindet (Abb.1).

Schaltergen

S
\ 4

Schalterprotein .j Zielgen

Abb. 1: Das Prinzip der induzierbaren Transgenexpression

Jedes Induktionssystem ist aus drei Grundbestandteilen aufgebaut. Davon sind zwei Gene, die
in den Organismus eingebracht werden miissen: ein Gen, das fiir den "Schalter", also einen
Transkriptionsfaktor, kodiert und das Zielgen, das unter Kontrolle e¢ines vom Schalterprotein
abhdngigen Promotors steht. Die dritte Komponente ist der Ligand, der den Schalter "bedient"
und so das Zielgen an- und ausschaltet.

Die zur Zeit am weitesten entwickelten Systeme lassen sich drei groen Gruppen
zuordnen: bakterielle Transkriptionsfaktoren, steroidhormonbasierte Systeme und
solche auf der Basis dimerisierungsinduzierender Molekille (Fishman, 1998). Die
aktuellen Systeme dieser drei Gruppen sollen ausfuhrlich vorgestellt werden.

Zu erwahnen sind auch durch den Promotor des Hitzeschockgens hsp 70 regulierte,
physikalisch induzierbare Gene (Wurm et al., 1986), Methallothionein- (Palmiter et al.,
1983) und Interferonabhédngige Systeme (Kuhn et al., 1995). Diese sind vor allem durch

unspezifische Wirkungen des Induktors limitiert. Die Nutzung eines korpereigenen



Transkriptionsfaktor zur Induktion, wie z. B. des Cytochrom-P450-Systems (Jones et

al., 1991) fuhrt zu einem Verlust an raumlicher Steuerbarkeit.

1.1.1. Bakterielle Systeme
Von allen Induktionssystemen ist das von der Arbeitsgruppe um H. Bujard entwickelte,
auf dem Tetracyclinoperon von Escherichia coli basierende tet—System am weitesten

verbreitet (Fishman, 1998).

Doxyeyclin
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Transkription
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Abb. 2: Das Tetracyclinsystem _ _ o _

a) Der tetracyclingesteuerte Transaktivator (tTA) bindet die DNA und aktiviert die
ranskription in Agbwescnhelt des Antibiotikums.

b) Die reverse Form (rtTA) bindet die DNA nach Zugabe des Liganden und aktiviert die
ranskription in seiner Anwesenheit (Einzelheiten im Text).

Es besteht aus einem Resistenzoperon (Tn 10), das mit der Aktivierungsdomane Vpl6
fusioniert wurde. Dieser tetracyclinkontrollierte Transaktivator (tTA) stimuliert die
Transkription von einer minimalen Promotorsequenz aus dem humanen
Zytomegalieviruspromotor in Kombination mit Tet-Operatorsequenzen. Durch Zugabe
von Doxycyclin wird die Genaktivitat abgeschaltet (sogenanntes ,, Tet-off-System®,
Abb. 2a) (Gossen und Bujard, 1992).

Durch Austausch von vier Aminosauren konnte ein Transkriptionsfaktor mit
umgekehrter Reaktion auf Tetracycline konstruiert werden, der sogenannte reverse

tetracyclinaktivierte Transaktivator (rtTA), der die Genexpression in Anwesenheit von



Doxycyclin aktiviert (sogenanntes ,,Tet-on-System®, Abb. 2b) (Gossen et al., 1995).
Durch die Konstruktion unterschiedlicher DNA-Bindedoméanen fur diese beiden
Transaktivatoren wurde es moglich, zwei verschiedene Gene in einer Zelle durch
Veranderung der Doxycyclinkonzentration differentiell zu regulieren: bei niedrigen
Konzentrationen ist nur das tTA-, bei hohen nur das rtTA- gesteuerte Gen aktiv, wobei
durch die unterschiedlichen Affinititen der Rezeptoren bei mittleren Konzentrationen
keine Transgenexpression nachzuweisen war (Baron et al., 1999). Weitere Mutationen
des rtTA ergaben den sogenannten rtTA2 S-M2 mit hoherer Affinitat zu Doxycyclin,
geringerer Basalaktivitat und groerer Stabilitat in verschiedenen Geweben (Urlinger et
al., 2000). Zur Verminderung der Basalaktivitait wurde ein modifizierter tet-Repressor
konstruiert (Zhu et al., 2001).

Mit dem tTA-System konnte induzierbare Reportergenaktivitat bei transgenen Méusen
demonstriert werden (Furth et al., 1994, Hasan et al., 2001), das rtTA ist dagegen
instabil (Urlinger, 2000). Zahlreiche transgene Mauslinien sind erzeugt worden, an
denen funktionelle Zielgene untersucht werden konnten.

Fur eine herzspezifische Geninduktion wurde der tTA unter die Kontrolle des
herzspezifischen aMHC-Promotors gestellt (Yu et al., 1996). Die Zielgenexpression in
einzelnen Herzzellen war aber heterogen. Ein wichtiges funktionelles Gen, das im
Herzen gesteuert exprimiert werden konnte, ist ein durch synthetische Liganden
aktivierbarer G;- gekoppelter Rezeptor (Redfern et al., 1999, Redfern et al., 2000).

Die Hauptschwierigkeit des tTA im transgenen Tier, das in seiner optimierten Version
mit sensitiveren Transaktivatoren nur sehr geringe Tetracyclindosen braucht, sieht H.
Bujard (Mansuy und Bujard, 2000) in der Kinetik der Elimination des uber lange
Zeitraume verabreichten Doxycyclin aus dem tiefen Kompartiment. Die Zeit bis zur
vollen Genaktivitat betragt unter optimalen Bedingungen immer noch sieben Tagen

(Hasan, 2001).



Im Bereich der bakteriellen Induktionssysteme sind noch das lac- und das ara-Operon
von Escherichia coli zu nennen (Baim et al., 1991, Lutz und Bujard, 1997), die bis jetzt
nur in der Zellkultur erprobt wurden und u.a. durch die Labilitit der Liganden limitiert

sind.

1.1.2. Steroidhormonbasierte Systeme
Neben dem Ecdysonrezeptor dienen auch der Glucocorticoid- (Lee et al., 1981), der
Ostrogen- und der Progesteronrezeptor als Grundlagen zur Entwicklung von

Steuerungssystemen.

1.1.2.1. Ecdyson

1.1.2.1.1. Der Ecdysonrezeptor

Der Ecdysonrezeptor (EcR) gehort zur Gruppe der heterodimerisierenden
Steroidhormonrezeptoren, zu der auch der Vitamin-D-Rezeptor und der
Thyroidhormonrezeptor zdhlen (Riddiford, 1993, Thummel, 1995). Weitere
Untergruppen der Steroidhormonrezeptorfamilie sind die der homodimerisierenden
Steroidrezeptoren, zu der der Glucocorticoid-, der Mineralocorticoid- und die
Sexualhormonrezeptoren gehoren, sowie die uneinheitliche Gruppe der sog. ,,orphan-
receptors®, die hetero- oder homodimerisieren. Fur sie ist bisher kein Ligand bekannt,
manche besitzen auch keine erkennbare Ligandenbindedom#ne und scheinen
ligandenunabhéngige Transkriptionsfaktoren zu sein.

Die Sequenzen der Ecdysonrezeptoren vieler Arten sind bekannt. Zuerst wurde er bei
Drosophila melanogaster kloniert (Koelle et al., 1991). Fur den Seidenspinner Bombyx
mori erfolgte die Klonierung 1995 (Swevers et al., 1995). Er besteht aus einer
aminoterminalen Transaktivierungsdomiane (A/B), einer DNA-Bindedomane mit zwei
Zinkfingermotiven (C), einer als ,Scharnier” dienenden D-Dom#ne und

carboxyterminal der Ligandenbindedomanen (E und ggf. F) (Abb. 3) (Koelle, 1991).



Damit entspricht sein Aufbau der allgemeinen Steroidhormonrezeptorstruktur (Kumar
und Thompson, 1999).

Der Heterodimerisierungspartner des Ecdysonrezeptors im physiologischen Umfeld ist
das Ultraspiracle-Protein (usp), ein Homolog des Retinoid-X-Rezeptors der Vertebraten

(Yao et al., 1992, Thomas et al., 1993, Yao et al., 1993, Swevers, 1995).

a) 20-Hydroxyecdyson

b) v

Transkriptions-
faktoren

_early genes" —

hsp 27: GGGTTCAATGCACIT

Ecdysonrezeptor-
Bindesequenz

Abb. 3: Genregulation durch Ecdyson bei Insekten

a% Das Steroidhormon Ecdyson in seiner aktiven Form, 20-H drox&fec%yson
b) Das Hormon bindet an die carboxyterminalen Doméanen (E/F) des _cdésonrezeptoys (EcR)
und induziert die Dimerisierung mit dem Ultraspiracle-Protein (usp). Die C-Domane bindet an
eine entsprechende DNA-Sequenz wie das unperfekte Palindrom hsp 27 und der Komplex
induziert die Transkription. Daran ist vor allem der aminoterminale Bereich des
Ecdysonrezeptors (A/B-Domine) beteiligt.

Das Dimer bindet an eine spezifische DNA-Sequenz (,,Ecdyson-response-element®).
Das ist entweder die Verdopplung einer Basenabfolge oder ein nicht perfektes
Palindrom (Yao et al., 1992). Die hochste Affinitat besteht fur das Heat-
shock—response—Element hsp27 (Antoniewski et al., 1993). Es besteht aus jeweils funf
Basenpaare langen Halften, die von einem einzigen Nukleotid getrennt werden (Abb.
3b). Es konnte gezeigt werden, da3 das unperfekte Palindrom zu einer Orientierung der
Bindung mit usp in 5‘- und EcR in 3‘-Richtung fuhrt (Niedziela-Majka et al., 2000).

Nicht nur in der Promotorregion, sondern auch innerhalb der kodierenden Sequenz



eines Gens konnte eine Ecdyson-Rezeptorbindesequenz nachgewiesen werden (Crispi et
al., 2001). Die DNA-Bindung wird von zahlreichen Kofaktoren in ihrer Stirke
beeinfluflt (Arbeitman und Hogness, 2000).

Der Ecdysonrezeptor wird in Abhangigkeit von der Konzentration des Hormons im
Serum exprimiert. Er liegt in den Isoformen A, B1 und B2 vor, die sich bei gleicher
DNA- und Ligandenbindedom#ne im N-Terminus unterscheiden (Talbot et al., 1993).
Sie lassen sich einzelnen Gewebetypen zuordnen. Wahrend die Klasse A bei Drosophila
vor allem in sich entwickelnden adulten Zellen zu finden ist, wird die Variante B1 in
embryonalem, zum Absterben vorgesehenen Gewebe exprimiert. In anderen
Insektenspezies findet sich eine andere funktionelle Verteilung, so herrscht bei Bombyx
mori die Isoform B1 vor. Im Entwicklungsablauf reguliert der wechselnde

Ecdysonspiegel die Isoformexpression (Kamimura et al., 1997).

1.1.2.1.2. Das Hormon Ecdyson

a) Ponasteron A OH b) Muristeron OH ¢) Tebufenozid

OH OH CH,
Huc\|/CHn
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Abb. 4: Liganden verschiedener Ecdysonrezeptoren

Ponasteron A (a) und Muristeron (b) sind pflanzliche Ecdysteroide, die agonistische Wirkung
auf die Ecdérsonreze_ptoren vieler Insektenspezies haben. T}ébufenozid (c) 1st ein S}Lnthptischer,
nichtsteroidaler Ligand, der spezifisch an den FEedysonrezeptor der Lepidoptera
(Schmetterlinge, z.B. verschiedene Mottenarten, aber auch der Seidenspinner Bomgyx mori)

bindet.

Ecdyson in seiner aktiven Form 20-Hydroxyecdyson (Abb.3a) ist neben dem
Sesquiterpenoid Juvenilhormon das einzige bei Insekten bekannte Steroidhormon
(Crispi, 2001). Abhédngig von Spezies und zellulairem Umfeld konnen auch andere
Stoffe als Ecdysonagonisten wirken (Abb. 4). So kann der Ecdysonrezeptor der
Fruchtfliege Drosophila melanogaster von pflanzlichen Steroiden wie Ponasteron A

oder Muristeron aktiviert werden. Ecdysonrezeptoren der Lepidoptera (Schmetterlinge)



wie des Seidenspinners Bombyx mori konnen auch von Bisazylhydrazinen stimuliert
werden (Thomas, 1993, Yao, 1993, Wurtz et al., 2000).

Bisazylhydrazine sind nichtsteroidale Agonisten, wie zum Beispiel Tebufenozid
(Abb.3¢)(Substanz RH 5992 im Produkt MIMIC® der Firma Rohm und Haas), die zur
Bekdmpfung von in der Land- und Forstwirtschaft schadlichen Insekten entwickelt
wurden. Sie fuhren zu einer vorzeitigen und unvollstdndigen Hautung und damit zum
Tod der Insekten. Dabei wird ihnen hohe Spezifitit und geringe Umwelttoxizitét

bescheinigt (Dhadialla et al., 1998, Rohm und Haas, 1999, 2000).

1.1.2.1.3. Entwicklungsregulation bei Insekten

Das Steroidhormon Ecdyson spielt bei den Entwicklungs- und
Differenzierungsvorgangen im komplexen Lebenszyklus der Insekten eine zentrale
Rolle. Der Ecdysteroidspiegel steigt vor Hautungen und am starksten vor der
Verpuppung an (Thummel, 1995). Makroskopisch fuhrt das Ansteigen des Titers zur
Separation von Epidermis und alter Schale (Apolysis) und Fullen des entstandenen
Raumes mit Hautungsflussigkeit, die zunachst noch inaktive chitinolytische Enzyme
enthalt. In der Epidermis findet massive Proteinsynthese statt. Bei Abfallen des
Ecdysontiters werden die chitinolytischen Enzyme aktiviert und die alte Haut wird
abgebaut. AuBBerdem hirtet die neue Schale vor. Wenn der Ecdysontiter wieder auf das
basale Niveau abgefallen ist, werden Eclosionshormon und ,,Ecdysis-triggering-
hormone* ausgeschittet, die zum Schlupfen (Ecdysis) des gehéauteten Insekts fuhren
(Dhadialla, 1998).

Die Vorgiange auf molekularer Ebene werden mit dem Ashburner-Modell beschrieben
(Ashburner et al., 1974). Danach aktiviert Ecdyson auf genetischer Ebene zunéchst
direkt eine kleine Gruppe von Transkriptionsfaktoren, die sogenannten ,,early genes®,

die wiederum die Transkription der sogenannten ,late genes®, einer groleren Gruppe,



steuern, wahrend sie inhibitorisch auf ihre eigene Transkription wirken (Talbot et al.,

1993, Dhadialla et al., 1998).

1.1.2.1.4. Anwendung

Das Ecdysonrezeptorsystem bietet sich als hochentwickeltes, eukaryontisches
Induktionssystem zur Steuerung der Transgenexpression an. Da es im
Saugetierorganismus kein Analog zu diesem Signalweg gibt, ist die Wahrscheinlichkeit

unerwinschter Wirkungen gering.

a)
modifizierter Drosophila-
Ecdysonrezeptor (VgEcR)

CMV RSV
T ] — )

Retinoid-X-Rezeptor

b) Ecdysonagonist

Zielgen —

CCAAGTAACGTGA Miimal o
e nimalpromo
modifizierte Ecdyson- . '
rezeptorbindesequenz

Abb. 5: Das Ecdysonrezeptorsystem zur gesteuerten Transgenexpression in
Saugetierzellen (No, 1996)

a) Die Struktur des Expressionsplasmids. Am Eecdysonrezeptor von Drosophila wurden die
Dominen A und B durch die '[lzl‘ansaktivierungsdoméine \Fp16 des Herpes simplex Virus
ersetzt. Die DNA—BindedoméineéC]‘){ wurde der des Glucocorticoid-Rezeptors (GR) angepasst.
Der so erhaltene Rezeptor (VgEcR) wird zusammen mit dem Retinoid-X-Rezeptor (ngR)
I‘irgaggfiziert (CMV: Zytomegaﬁievirus—Promotor, RSV: Rous-Sarcomavirus-Promotor)(No
bz) ach Zugabe eines Ecdysonagonisten dimerisieren die Rezeptoren und binden am
ebenfalls eingebrachten Zielgen an eine modifizierte Ecdysonrezeptorbindesequenz, die eine
Bindestelle fiir RXR und cine Glucocorticoidrezeptorbindestelle enthilt, so dall es spezifisch
fiir die VgEcR/RXR-Heterodimerkombination ist. Uber die Transaktvierungsdoméne Vpl6
kann nun die Transkription initiiert werden (AHSP: AHeat-Shock-Protein Minimalpromotor).



Das Verhalten des Drosophila-Ecdysonrezeptors bei Expression in Saugetierzellen
untersuchten Thomas (1993) und Yao (1993). Hier hatte er andere Eigenschaften als in
der Insektenzelle. Erstens fuhrte die Kotransfektion des urspriinglichen
Heterodimerisierungspartners usp zu konstitutiver Aktivierung. Mit dem Homolog
Retinoid-X-Rezeptor konnte dagegen eine regulierbare Zielgenexpression erreicht
werden. Zweitens konnte Ecdyson selbst das Rezeptorsystem in der Saugetierzelle nicht
beeinflussen, wahrend die pflanzlichen Steroide Ponasteron A und Muristeron potente
Agonisten blieben.

Der Rezeptor selbst wurde durch Austausch der Transaktivierungs- und der DNA-
Bindedomiane zu maximaler Induzierbarkeit bei minimaler Basalaktivitat optimiert
(Christopherson et al., 1992, No et al., 1996). In der der vorliegenden Arbeit
zugrundeliegenden Variante von No und Kollegen ist die A- und B-Doméne durch die
Aktivierungsdoméne des Virusproteins 16 (Vp16) des Herpes simplex Virus und die
DNA-Bindedomiéne des Ecdysonrezeptors durch die des Glucocorticoidrezeptors ersetzt
(Abb. 5). Dieses Konstrukt heterodimerisiert mit dem Retinoid—X-Rezeptor, der neben
dem Ecdysonrezeptor und dem Reportergen ebenfalls transgen exprimiert werden muf3,
und zeigt keine Interaktion mit dem (homodimerisierenden) Glucocorticoidrezeptor (No
et al., 1996). Es kann durch die pflanzlichen Steroidanaloga Ponasteron A und
Muristeron aktiviert werden.

Transgene Mause, die diesen Ecdysonrezeptor exprimierten, zeigten eine reversible
Induktion des Reportergens Luciferase, die nach 10 h ihr Maximum erreichte. Durch
zusatzliche Gabe synthetischer RXR—Agonisten konnte die Induktion weiter verstarkt
werden (Saez et al., 2000). Durch Expression des Ecdysonrezeptors mit dem Promotor
des murinen Mammatumor-Virus konnte eine brustdrusenspezifische
Reportergenaktivierung bei der transgenen Maus erreicht werden (Albanese et al.,

2000).

1N



Die Verwendung der Ligandenbindedomine der Spezies Heliothis virescens (Martinez
et al., 1999) und Bombyx mori (Suhr et al., 1998, Hoppe et al., 2000) anderte die
Ligandenspezifitat des Ecdysonrezeptors. Er sprach nun auch auf den nichtsteroidalen
Agonisten Tebufenozid an. Der Ecdysonrezeptor des Seidenspinners Bombyx mori ist
ohne exogenes RXR im Siaugetiersystem in vitro und in vivo in Herzzellen
funktionsfahig (Suhr et al., 1998, Hoppe et al., 2000). Auch am Ecdysonrezeptor von
Choristoneura fumiferana wurden Modifikationen vorgenommen, um die Induktion
durch verschiedene steroidale und nichtsteroidale Liganden zu opimieren (Kumar et al.,

2002, Palli et al., 2003).

a) b)
Tamoxifen Mifepriston (RU 480)
- .

Zielgen Zielgen

Abb. 6a: Tamoxifen-induzierbare Genexpression

Es wird eine Ligandenbindedoméne des Ostrogenrezeptors (ER) genutzt, die mit einem
eukaryontischen Zinkfinger-DNA-Bindemotiv (ZF) und der viralen Transaktivierungsdomane
Vpl6 fusioniert ist. Eine andere Version verwendet die Gal4-Domine (s. Text).

AEb. 6b: Mifepriston-induzierbare Genexpression

Die Ligandenbindedomine des Progesteronrezeptors (PR) ist an ihrem N-Terminus trunkiert,
so dal sie nur noch den Progesteronantagonisten Mifepriston bindet, der jetzt als Agonist
wirkt. (Gal4: DNA-Bindedomane aus Hefe, Vpl6: Transaktivierungsdomaine)

1.1.2.2. Ostrogenrezeptor

Der Ostrogen- und der Progesteronrezeptor haben dieselbe Grundstruktur wie der
Ecdysonrezeptor. Auch bei ihnen wurde die Steuerbarkeit durch Austausch und
Veranderung der einzelnen Domiénen optimiert. Die Ligandenbindedomine des
Ostrogenrezeptors wurde aminoterminal mit dem Hefetranskriptionsfaktor Gal-4 mit
DNA-Bindedoméne und carboxyterminal mit der Transaktivierungsdomane Vpl6
fusioniert (Braselmann et al., 1993). Dieses Konstrukt kann nach Stimulation mit
Ostrogen in Zellen Genexpression durch Bindung an ein modifiziertes Gal-4-

Responseelement hervorrufen. Xu (2001) modifizierte den Rezeptor weiter (Abb. 6a)
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und konnte nach Mutation der Ligandenbindedoméne zu einer geringeren Affinitat fur
Ostrogen und hoherer zum Ostrogenantagonisten Tamoxifen, das nun als Aktivator
wirkt, und Einfugen einer Zinkfinger-DNA-Bindedomédne eine verbesserte
Induzierbarkeit erreichen. Nach adenoviralem Gentransfer liel sich auch in vivo ein
Reportergen induzieren. Jedoch fuhrte eine Steigerung der Tamoxifendosis zu hoher

Letalitat.

1.1.2.3. Progesteronrezeptor

Da die Ligandenbindedomine fur Progesteron carboxyterminal von der fur Mifepriston
(RU 486) liegt, konnte durch Trunkierung des Progesteronezeptors eine
mifepristonspezifische Form konstruiert werden, bei der die DNA-Bindedomiéne des
Progesteronrezeptors durch eine Gal-4-Doméne und die Aktivierungsdoméne durch eine
Vpl16 Domine ersetzt wurden (Abb. 6b) (Wang et al., 1994). Bei transgenen M#usen
konnte mit diesem System eine induzierbare Expression des menschlichen
Wachstumshormons erreicht werden (Wang et al., 1997, Tsai et al., 1998). Eine andere
Variante mit der Transaktivierungsdoméane des menschlichen p65 Proteins, einem Teil
des NF—«B-Komplexes, zeigte nach adenoviraler Transfektion von Mausen uber

Wochen hinweg steuerbare Genexpression (Burcin et al., 1999).

1.1.4. Dimerisierunginduzierende Molekiile

Rapamycin ist ein sogenannter niedermolekularer Dimerisierungsinduktor. Es bindet
gleichzeitig an das FK 506-bindende Protein (FKBP12) und das FKBP12-Rapamycin-
assoziierte Protein (= FRAP oder RAFT). Es hemmt damit die Kinaseaktivitit von
FRAP und den Zellzyklusfortschritt in der G1-Phase und hat durch Hemmung der T-
Zellaktivierung immunsuppressive Wirkung (Liberles et al., 1997).

Durch Fusion mehrerer rapamycinbindenden FKBP-Domianen mit einer

DNA-Bindedomane sowie der Rapamycindomdne des FRAP (FRB) mit einer
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Transkriptionsaktivierungsdoméne konnte eine durch Rapamycin induzierbare
Genexpression erreicht werden (Abb. 6). Dabei wurden verschiedene
Proteinkombinationen erprobt, u.a. Gal-4 mit VP 16 (Ho et al., 1996) und eine
Zinkfinger-DNA-Bindedomane (ZFHD 1) mit dem p65 Protein als Transaktivator
(Rivera et al., 1996). Bei Mdusen und bei Rhesusaffen wurde nach adenoviralem
Gentransfer eine Induktion nachgewiesen (Rivera, 1996, Rivera et al., 1999, Ye et al.,
1999).

Um die immunsuppressive Wirkung des Rapamycin zu vermeiden, wurden Analoga

entwickelt, die spezifisch ein modifiziertes FRB binden (Liberles et al., 1997).

Rapamycin

Zielgen S

Abb. 7: Das Rapamycinsytem o . _
DNA-Bindedomine DNA—BD%{ nd Transaktivierungsdomane (TA) liegen auf verschiedenen
Proteinen. Sie sind an das FK-bindende Protein (FKBP) bzw. die rfRapamymn—blnd@n_d(a
FRAP-Domiane (FRB) gekoppelt und assoziieren deshalb nach Zugabe von Rapamycin.
Damit wird die Transaktivierungsdomine an die DNA gebracht und kann die Transkription
des Zielgens induzieren.

1.1.5. Regulierbare Gendeletion

Ein induzierbarer ,,Knockout* wird mit Hilfe sequenzspezifischer bakterieller DNA-
Rekombinasen bewerkstelligt, wobei die CRE (,,cyclisation-recombination®*)-
Rekombinase des Bakteriophagen P1 zur Zeit am weitesten verbreitet ist (Metzger und
Feil, 1999, Gorman und Bullock, 2000). Mittels homologer Rekombination wird das
Zielgen mit den Erkennungssequenzen der Rekombinase (,,loxP-sites* fur ,,locus of X-

over of P1*) versehen und kann dann durch die Rekombinase entfernt werden.
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Zur Regulation dieses Schrittes kann die CRE-Rekombinase mit einem geeigneten
Promotor gewebsspezifisch exprimiert werden (fur eine Zusammenstellung verwendeter
Promotoren s. Metzger 1999). Zur zeitlichen Regulation der Gendeletion wurde
einerseits das Gen der Rekombinase unter induzierbaren Promotoren exprimiert
(Interferon-(Kuhn et al., 1995) und Tetracyclin-System (St-Onge et al., 1996)).
Andererseits wurden regulierbare Fusionsproteine aus CRE-Rekombinase und einer
Ligandenbindedomiéne entwickelt. Dazu wurden Doménen des Ostrogenrezeptors (Indra
et al., 1999, Metzger, 1999, Li et al., 2000) und des Progesteronrezeptors (Kellendonk

et al., 1999) verwendet.

1.2. Der L-Typ-Calciumkanal

Ein Ziel dieser Arbeit war es, die 3,,-Untereinheit des L-Typ Calciumkanals im Herzen
von transgenen Maiusen induzierbar uberzuexprimieren. Elektrophysiologische
Untersuchungen an Einzelzellen zeigten, daBl sie die Kanalmodulation vermittelt
(Bunemann et al., 1999). Der Einfluf} dieses Effekts auf die Herzfunktion in vivo sollte
untersucht werden.

Der spannungsabhingige L-Typ-Calciumkanal ist zentral fur die Erregungs-
Kontraktionskopplung im Herzen, denn er initiiert den erregungsabhingigen
Calciumeinstrom in die Herzzelle und damit die sarkoplasmatische Calciumfreisetzung,
die zur Kontraktion des Muskels fuhrt. Bei seiner Regulation spielen adrenerge
Rezeptoren eine herausragende Rolle (Rahn und Reuter, 1966, Reuter und Scholz,
1977). Der Calciumkanal hat in der Medizin als das Zielmolekul der
Calciumantagonisten vom Dihydropyridin- (z.B. Nifedipin), Phenylalkylamin-
(Verapamil) und Benzothiazepintyp (Diltiazem) Bedeutung bei der Behandlung der

arteriellen Hypertonie, der koronaren Herzkrankheit und von Herzrhythmusstorungen.
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1.2.1. Aufbau

Der Calciumkanal ist ein integrales Membranprotein (Abb. 8). Die Kanalpore wird von
der zentralen o,-Untereinheit gebildet (Singer et al., 1991). Sie ordnet sich in der
Zellmembran in vier Gruppen mit jeweils sechs Transmembranhelices an. Am N-
Terminus befindet sich ein Spannungssensor. Der zytoplasmatische C-Terminus wird
im Regelfall abgespalten, bleibt aber im physiologischen Umfeld mit dem Kanal
assoziiert. Im Herzen wird vor allem der Subtyp o, gefunden (Walker und De Waard,

1998, Striessnig, 1999).

Glykosylierung der a2-Untereinheit

Plasmamembran

p-Untereinheit g

Calciumeinstrom

@ o :Phosphorylierungsstellen

Abb. 8: Der kardiale L-Typ-Calciumkanal

Die Pore wird von der al-Untereinheit gebildet, deren C-Terminus (alC) proteolytisch
abgespalten wird, aber an der Membran verbleibt. Die B-Untereinheit ist ein intrazellulires,
membranassoziiertes Protein. Die $2-Isoform ist an ihrem N-Terminus durch Palmitoylierung
in der Membran verankert. Die Phosphorylierungsstellen der Proteinkinase A auf der - un
dem C-Terminus der al-Untereinheit sind dargestellt.

Die B-Untereinheit des L-Typ Calciumkanals ist ein aus zwei konservierten Doméanen
aufgebautes, intrazellulares Protein (Ruth et al., 1989). Sie existiert in den Isoformen f3,.
4 wobei sich die f,-Form durch eine Palmitoylierung am N-Terminus (Chien et al.,
1996) auszeichnet. Im Herzen wird vor allem die 3,,-Untereinheit exprimiert (Perez-
Reyes et al., 1992, Haase et al., 1996, Freise et al., 1999). Dagegen fand Hullin (1999)
vor allem (3, im Herzen, Biel (1991) und Collin (1993) fanden verschiedene Isoformen
u.a. auch (5, das allerdings von Haase (1996) nicht bestatigt werden konnte. Es gibt eine

Reihe neuer Untersuchungen zur Identitat der kardialen (-Untereinheit des L-Typ-
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Calciumkanals. Yamada und Kollegen (2001) konnten im Rattenherzen eine Variante
nachweisen, die sich n-terminal von der (3,,-Untereinheit unterschied und der humanen
B,c-Untereinheit dhnlich war. Thre transgene Expression fuhrte auch dazu, da} sich der
rekonstruierte Kanal dhnlich wie ein nativer verhielt. Colecraft und Kollegen (2002)
wiesen ebenfalls im Rattenherzen die mRNA einer als [3,5;-Untereinheit bezeichneten,
ebenfalls n-terminal unterschiedlichen Untereinheit nach. In adulten Kardiomyozyten
der Ratte, die mit einem adenoviralen Vektor mit verschiedenen f3-Untereinheiten des
Calciumkanals transfiziert worden waren, fanden sie, daf} die f3,,-Untereinheit zwar den
groflten EinfluB auf das Kanalverhalten zeigte, mit der [,;-Untereinheit aber das
elektrische Verhalten nativer Zellen am besten simuliert werden konnte. Am
menschlichen Herzen wurde die Expression von 3,5, f; und (3,, in abnehmender Reihe
beschrieben (Hullin et al., 2003). Die Frage, welches ,,die* kardiale 3-Untereinheit ist,
ist wohl noch nicht abschlieBend geklart. Die Rolle der f3,,-Untereinheit ist
wahrscheinlich geringer als noch zu Beginn dieser Arbeit angenommen. Andererseits
zeigen die Untersuchungen, daBl sie einen besonders starken Einflufl auf die
Kanalaktivitat hat.

Die stark glykosylierte a,- und die 8-Untereinheit sind extrazelluldre Proteine, die von
einer einzigen mRNA stammen und durch eine Disulfidbricke verbunden sind. In

Gehirn und Skelettmuskel finden sich aulerdem intrazelluldre y-Untereinheiten.

1.2.2. Modulation der Kanalaktivitat

Die Kanalaktivitait wird uber verschiedene Signaltransduktionswege den
physiologischen Anforderungen angepasst (Kamp und Hell, 2000). B-adrenerge
Rezeptoren konnen den Kanal uber Proteinkinase A (PKA) vermittelte
Phosphorylierung aktivieren. Ebenso wirken die ebenfalls G-gekoppelten Rezeptoren
fur Histamin (H,) und Glukagon. M,-muskarinerge Rezeptoren (G;-gekoppelt) konnen

diese Aktivierung, nicht aber die Basalaktivitit hemmen. Die spannungsabhédngige
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Stromerleichterung (,,voltage dependent current facilitation®) wird dagegen durch
cAMP-unabhéngige Phosphorylierung durch PKA vermittelt (Kamp et al., 2000). Uber
die Bedeutung der einzelnen Untereinheiten des L-Typ Calciumkanals fur seine
Regulation finden sich teilweise widerspriichliche Ergebnisse, denn sie hangt sehr vom
Expressionssystem ab. Neben den Kanaluntereinheiten werden auch andere Proteine mit
der Regulation in Verbindung gebracht, vor allem das A-Kinase-Ankerprotein (AKAP)
in Skelettmuskelzellen, das die Proteinkinase A am Kanal lokalisieren kann (Kamp,
2000).

Die PKA-vermittelte Modulation ist ganz wesentlich von einer Phosphorylierungsstelle
am C-Terminus der a-Untereinheit (Serin 1928) (De Jongh et al., 1996, Gao et al.,
1997) und von zwei Stellen in der -Untereinheit (Serine 478 und 479) abhédngig

(Bunemann, 1999, Gerhardstein et al., 1999).

1.2.3. Funktion der p-Untereinheit des L-Typ Calciumkanals

Die P-Untereinheit hat entscheidenden Einflufl auf Lokalisation und elektrisches
Verhalten der Kanalpore. Die zusitzliche Expression der f3-Untereinheit im heterologen
Expressionssystem fuhrt dazu, daBl die o-Untereinheit vermehrt an die Membran
transloziert wird, besser an Liganden (Dihydropyridine) bindet, und zu vermehrter
Stromdichte und Anschaltung des Strom bei negativerem Zellpotential
(,,hyperpolarizing shift of current activation®) (Walker, 1998). Weitere Einflusse auf der
Calciumstrom sind vom Subtyp der B-Untereinheit abhéngig. Eine Koexpression der
Untereinheiten f3,, f; und f, fuhrt zu Strominaktivierung bei negativerem
Membranpotential (,,hyperpolarizing shift of current inactivation*) (Cens et al., 1998).
Diese Isoformen beschleunigen auflerdem die Aktivierungskinetik und die spannungs-
und calciumabhangige Inaktivierung und vermitteln eine Prédpuls-vermittelte-
Stromerleichterung (,,prepulse induced current facilitation®) (Cens, 1998, Walker,

1998). Letzteres konnte aber auch von der f,-Untereinheit geleistet werden (Dai et al.,
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1999).

Fur die Funktion der (3,-Untereinheit ist die Palmitoylierung entscheidend, die sie in der
Plasmamembran verankert. Ihr Verlust fuhrt zu vermindertem Gesamtzellcalciumstrom
(Chien, 1996) sowie zu diffuser Lokalisation der f,,-Untereinheit im Zytoplasma
(Chien et al., 1998). Die B,-Untereinheit verlangsamt im Gegensatz zu den anderen
Isoformen strom- und spannungsabhéngige Inaktivierung (Cens, 1998, Restituito et al.,
2000). Das kann dadurch erklart werden, da3 die Palmitoylierung durch mechanische
Fixierung der P,,-Untereinheit an der Zellmembran den Kanal offenhilt (Restituito,
2000). In Herzzellen wurde die Uberexpression der f,,-Untereinheit in vitro getestet.
Sie fuhrte zu dramatischer Erhohung der Stromdichte und Verminderung der
spannungsabhangigen Inaktivierung unabhédngig von duBlerer Stimulation (Wei et al.,
2000). Transgene Mause, die die B-Bindedoméne der a-Untereinheit uberexprimierten,
hatten eine signifikant geringere Membranfraktion der f3,-Untereinheit als Wildtyptiere
(Serikov et al., 2002). Die Verteilung von 3, und ;, die hauptsichlich zytosolisch
lokalisiert sind, veranderte sich dagegen nicht signifikant. Die transgenen Tiere zeigten
eine verminderte Herzmuskelkontraktilitit und eine verminderte Dichte des L-Typ-
Calciumstroms. Transgene Maiuse, die die f,,-Untereinheit konstitutiv
uberexprimierten, waren nicht lebensfahig (D.T.Yue, pers. Mitteilung). Das deutet auf
einen mafgeblichen, limitierenden Einflu} der ,-Untereinheit auf die Kanalaktivitit im

Herzen hin.

1.2.4. Veranderungen im Krankheitsfall

Bei Herzinsuffizienz ist die Exzitations-Kontraktionskopplung der Kardiomyozyten
schwer gestort. Auf die Frage, welche Veranderung die einzelnen Komponenten der
Calciumregulation erfahren, finden sich widerspruchliche Antworten aus zahlreichen
klinischen Studien und Tiermodellen. Die basale Calciumstromdichte durch L-Typ-

Kanile andert sich bei Herzinsuffizienz nach einer Metaanalyse nicht signifikant
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(Mukherjee und Spinale, 1998). In verschiedenen Herzhypertropie und -
insuffizienzmodellen wird eine Verminderung des Maximalstroms des L-Typ-
Calciumkanals beschrieben, der u.a. auf eine Verdnderung der Regulation uber f3-
adrenerge Rezeptoren und PKA zuruckgefuhrt wird (Mukherjee, 1998). Die
Veranderung der einzelnen intrazellularen Botenstoffe zwischen Rezeptor und Kanal ist
nur in Ansatzen bekannt. Thre Lokalisation und Ausprigung konnte auch je nach
Atiologie und Schweregrad der Herzinsuffizienz variieren.

Was die -Untereinheit des Calciumkanals betrifft, wurde in Biopsien aus dem Septum
von insuffizienten Herztransplantaten eine Verminderung der f3,-Untereinheit gefunden,
wihrend die a,- und die o,y-Untereinheit unverandert blieben (Hullin et al., 1999). Bei
hypertropher Kardiomyopathie beschreiben Haase et al. (1996) eine Vermehrung der f3,-
Untereinheit. Bei Herzversagen aufgrund von ischamischer Kardiomyopathie wurde
eine Verschiebung der Anteile der B;-Isoformen hin zu einer trunkierten Form

beschrieben (Hullin, 2003).

1.3. Zielsetzung

In dieser Arbeit sollte die Anwendbarkeit des Ecdysonsystems zur induzierbaren
Genexpression in einem transgenen Mausmodell untersucht werden.

Dazu sollte mit der Ligandenbindedoméne des Ecdysonrezeptors des Seidenspinners
Bombyx mori ein neuer Rezeptor konstruiert werden und seine Eigenschaften in der
Zellkultur mit dem Drosophilarezeptor verglichen werden. Danach sollte der neue
Rezeptor auf seine Funktionsfdhigkeit zur Induktion eines kardialen Gens bei
transgenen Mausen untersucht werden. Als Zielgen wurde die f8,,-Untereinheit des L-
Typ-Calciumkanals gewahlt, die im heterologen Expressionssystem wichtigen Einfluf3
auf die Aktivitat des Kanals zeigt und an seiner Regulation durch die Proteinkinase A

mafgeblich beteiligt ist. Eine Untersuchung ihrer Rolle in vivo an einem transgenen
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Tier wurde bis jetzt noch nicht durchgefuhrt, weil die konstitutive Uberexpression letal
war.

Mit diesem Zielgen sollten die Funktionsfahigkeit des neuen Ecdysonsystems in vivo
getestet und gleichzeitig auch noch Erkenntnisse zu seiner Funktion im Herzen

gewonnen werden.
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2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Chemikalien und Verbrauchsmaterial

Die fur die jeweilige Methode zentralen Materialien sind dort beschrieben. Alle uibrigen

wurden von den Firmen Gibco (Karlsruhe), Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe) und

Sigma (Tautkirchen) im hochsten erhéltlichen Reinheitsgrad bezogen.

2.1.2. Plasmide

CMV-B-Gal B-Galaktosidase mit dem CMV-Promotor Laborbestand

pVgRXR Konstrukt aus dem Drosophila- Invitrogen
Ecdysonrezeptor zur Genexpression in (Karlsruhe)
Saugetierzellen.

pInd-LacZ Ecdysoninduzierbare $-Galaktosidase Invitrogen

pBSIIKS+BmB1 Ecdysonrezeptor B1 des Seidenspinners H. Fujiwara,

(N379-2079)cDNA

Bombyx mori

Tokyo

pVgBmEcR Konstrukt aus pVgRXR und dem B. mori diese Arbeit
Ecdysonrezeptor

pBlue-MHC [,-adrenerger Rezeptor unter der Kontrolle S.Engelhardt,

B, ARSV40polyA des aMHC- Promotors Wiirzburg

a-MHC-VgBmEcR

VgBmEcR unter der Kontrolle des

oMHC-Promotors

diese Arbeit

pCR3-f,,-6myc

B.a-Untereinheit des L-Typ-

Calciumkanals, durch Myc-Tag markiert

A. J. Chien,

Chicago

pInd-p3,,-6myc

Ecdysoninduzierbare f3,,-Untereinheit des

L-Typ-Calciumkanals
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2.2. Methoden

2.2.1. Bakterien

2.2.1.1. Kultur von E. coli

E. coli Kulturen wurden aus einer Einzelkolonie angeimpft und in 5 ml (Vorkulturen)
bzw. 200-500 ml (Hauptkulturen) Luria-Bertani-Medium (1% Pepton, 0,5%
Hefeextrakt, 1% NaCl) bei 37°C in einem Rotationsschuttler mit 150-200 rpm
kultiviert. Einzelkolonien wurden auf Agarplatten (LB-Medium mit 1,2% (w/v) Agar)

bei 37 °C im Brutschrank gezogen.

2.2.1.2. Erzeugung kompetenter Zellen

20 wl DHS5a-Zellen (Life Technologies, Karlsruhe) wurden in 250 ml SOC-Medium
inokuliert und bei Raumtemperatur und 225 rpm bis zu einer optischen Dichte von 0,6
gezogen. Nach 10 Minuten auf Eis wurde die Kultur fur 10 min bei 2500xg und 4°C
abzentrifugiert, das Pellet mit 80 ml eisgekuihlten TB-Puffer resuspendiert und 10 min
eisgekuhlt. Danach wurde wieder fur 10 min bei 2500xg und 4°C zentrifugiert, das
Pellet in 20 ml eisgekuihlten TB resuspendiert und 7% DMSO hinzugegeben. Nach 10
min Inkubation auf Eis wurden die Zellen aliquotiert und in flussigem Stickstoff

eingefroren. Die Zellen wurden bei —80°C aufbewabhrt.

SOC-Medium: 2% Pepton 10 mM MgCl,
0,5% Hefeextrakt 10 mM MgSO,
10 mM NaCl 20 mM Glucose
2,5 mM KCI
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TB-Puffer: 10 mM PIPES (Piperazin-N,N‘-bis[2-Ethan-
Sulfonylséure]), pH 6,7
15 mM CaCl,
250 mM KCl
55 mM MnCl,

2.2.1.3. Transformation

Die kompetenten Zellen wurden auf Eis aufgetaut, zu je 50 ul Suspension wurde im
Regelfall 1 ug Plasmid-DNA gegeben und 30 min auf Eis inkubiert, danach einem
Hitzeschock (42°C fur 45s) unterzogen und dann 2 min eisgekuihlt. Nach einer Kultur in
900 ul LB- Medium fur 30-50 min bei 37°C wurden auf Agarplatten mit dem dem
Plasmid entsprechenden Selektionsfaktor (60 ug/ml Ampicillin oder 25 pug/ml Zeocin®,

Invitrogen) Kolonien herangezogen.

2.2.2. Plasmidisolation und Klonierung

2.2.2.1. Isolation von Plasmid-DNA

Plasmidmaxipréaparation

Die Praparation erfolgte mit dem DNA-MaxiPrepKit der Firma Qiagen (Hilden)
entsprechend den Angaben des Herstellers; eine Ubernachtkultur in ca. 250 ml LB-
Medium wurde 10 min bei 4500 rpm (Avanti J25-Zentrifuge, Beckman, USA, Rotor JA
14) abzentrifugiert, danach in 10 ml Puffer P1 mit 0,1 mg/ml RNAse I resuspendiert.
Zur Lyse der Zellen wurde 10 ml Puffer P2 zugegeben, vier- bis sechsmal invertiert und
5 min bei Raumtemperatur inkubiert, 10 ml Puffer P3 zugegeben, invertiert, 20 min auf
Eis inkubiert und die ausgefallten Proteine bei 4800xg und 4°C fur 10 min
abzentrifugiert. Der Uberstand wurde durch mehrere Lagen einer Mullbinde gefiltert
und zum Binden der DNA zweimal durch eine mit 10 ml QBT-Puffer equilibrierte

Qiagen-Saule (Tip 500) geleitet. Danach wurde sie zweimal mit je 30 ml Puffer QC
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gewaschen. Die DNA wurde mit 15 ml Puffer QF eluiert und mit 10,5 ml Isopropanol
fur 30 min bei 4800xg und 4°C gefallt, mit 70% Ethanol gewaschen und in ca 250-500
ul H,O gelost. Die DNA-Konzentration wurde auf 1 ug/ul eingestellt.
Pufferzusammensetzung:
P1: 10 mM EDTA P2: 200mM NaOH
pH 8,0 50 mM Tris/ HC1 1% (w/v) SDS

100 ug/ml RNAse A

P3: 3 M K-Acetat QBT: 750 mM NaCl
pH 5.5 pH 7,0 50 mM MOPS
15% (v/v) EtOH

0,15% (v/v) Triton X- 100

QC: IM NaCl QF: 1,25 M NaCl
pH7,0 50 mM MOPS pH 8.5 50 mM MOPS
15% (v/v) EtOH 15% (v/v) EtOH

Plasmidminipraparation

Zur Ligationskontrolle wurden aus einzelnen Bakterienklonen in je 2 ml LB-Medium
bei 37°C im Rotationsschiittler Kulturen gezogen und das Plasmid nach einem
modifizierten Qiagenprotokoll extrahiert. Nach Zentrifugation bei 6800xg fur 10 min
wurde das Pellet in 250 ul P1-Puffer resuspendiert, 250 ul P2 zugegeben, invertiert, 300
ul P3 zugegeben und nach Invertieren 10 min bei 21000xg abzentrifugiert, der
Uberstand abgenommen und der Zentrifugationsschritt wiederholt. Aus dem Uberstand
wurde die DNA mit 750 ul Isopropanol fur mindestens 15 min bei 4°C gefallt und fur
15 min bei 4°C und 21000xg abzentrifugiert, dann mit Ethanol gewaschen und in 20 ul

H,O gelost.
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2.2.2.2. Konzentrationsbestimmung von DNA

Sie erfolgte durch photometrische Absorptionsbestimmung bei 260 und 280 nm
(Photometer UV-1601, UV-Visible, Shimadzu, Duisburg). Die Konzentration der DNA
wurde nach der folgenden Formel bestimmt:

C =50 x E,¢ xVerdunnungsfaktor (ng/ul)

Indikator fur die Reinheit der DNA war ein Verhiltnis E,./E,s, von 1,8- 2,0.

2.2.2.3. Auftrennung und Reinigung von DNA

Plasmid-DNA wurde in 1%igen Agarosegelen mit 0,5 ug/ul Ethidiumbromid in TAE-
Puffer (40 mM Tris-Azetat, | mM EDTA) bei 80-100 V aufgetrennt. Zur GroB3en— und
Konzentrationsbestimmung wurde ein DNA-Standard (NEB 1kb DNA-Leiter) in einer
Menge von 0,5 ug benutzt. Die DNA wurde durch UV-Anregung des Ethidiumbromids
nachgewiesen (Herolab UVT- 20 S/W, Herolab, Wiesloch) und photographiert (Herolab
E.A.S.Y., Kamera Typ 429K).

Zur Aufreinigung von Plasmidfragmenten aus dem Gel zur Ligation wurde der
Qiaquick Gel-Extraktionskit nach Anweisungen des Herstellers verwendet. Das
gewunschte DNA-Fragment wurde auf einem UV-Schirm (Biometra TFX 35 M,
Biometra, Gottingen) aus dem Gel ausgeschnitten und mit 3 ul Puffer QG/mg Gel bei
50°C geschmolzen. 1 ul Isopropanol/mg Gel wurde zugegeben und die DNA durch
Zentrifugation bei 18000xg fur 1 min an die Qiaquick-Saule gebunden. Die Saule wurde
durch eine weitere Zentrifugation mit 500 ul Puffer QG nachgespult, in der nachsten
Zentrifugation mit dem ethanolhaltigen Puffer PE (750 ul) gewaschen, nach Entfernen
des Filtrats noch einmal zentrifugiert. Nun wurde das DNA-Fragment mit 20-50 ul H,O
eluiert und Fragmenttrennung und DNA-Konzentration mittels

Agarosegelelektrophorese uiberpriift.
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2.2.2.4. Enzymatische Behandlung von DNA und Klonierung

Fur Restriktionsabbauten zum sequenzspezifischen DNA-Abbau wurden Enzyme der
Firma New England BioLabs (NEB, Beverly, USA) unter den vom Hersteller
empfohlenen Bedingungen in den angegebenen Puffern verwendet. Normalerweise
wurde 1U Enzym fur den Abbau von 1 ug DNA in einer Stunde eingesetzt.

Um eine Ligation des leeren Plasmids zu verhindern, wurden in manchen Fillen die
Enden mit alkalischer Phosphatase (Calf Intestinal Phosphatase, CIP, Boehringer,
Mannheim), 1U/ug DNA fur 60 min bei 37 °C dephosphoryliert.

Wenn fur die Ligation stumpfe Enden notwendig waren, wurde zum Auffullen der
Enden 1-3 U T4 DNA-Polymerase (NEB)/ug DNA und 10 nM NTPs in einem der
NEB-Enzympuffer verwendet. Die Reaktion wurde fur 30 min bei 12°C durchgefuhrt
und dann fur 10 min bei 75°C inaktiviert.

Bei Ligationen ging ich von einer Gesamt-DNA-Menge von etwa 300 ng fur 20 ul
Reaktionsvolumen mit einem molaren Verhaltnis von Plasmid zu Insert von 1:3 aus, die
ich fur die einzelnen Ligationen variierte. Die Reaktion wurde bei kohdsiven Enden mit
400U T4 Ligase (NEB) in Ligasepuffer incl. ATP fur 10-20 min bei Raumtemperatur
durchgefuhrt. Fur stumpfe Enden wurde die Reaktionszeit auf zwei Stunden
ausgedehnt. Alternativ wurde die Reaktion bei 16°C uber Nacht durchgefuhrt. Zur
Transformation wurde etwa 1/3 des Ansatzes eingesetzt.

Die zweite benutzte Ligationsmethode war der Rapid Ligation Kit (Roche, Mannheim).
Hier wurden pro Reaktion 25 ng Plasmid und 125 ng Insert eingesetzt, die nach
Angaben des Herstellers mit 2 ul Puffer 2, 10 ul Puffer 1 und H,O auf 20 ul aufgefullt
wurden. Nach 5 min Reaktionszeit bei Raumtemperatur wurde der Reaktionsansatz
direkt zur Transformation eingesetzt.

Die erhaltenen Plasmide wurden uber Restriktionsenzymabbau charakterisiert und vor

der Weiterverwendung vollstandig sequenziert (Medigenomix, Munchen).
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2.2.3. Kultur eukaryontischer Zellen
2.2.3.1. Zellinien
Eukaryontische Zellen wurden als Monolayerkulturen bei 37°C gezogen. HEK293- und
COS-Zellen (Gluzman et al., 1981) wurden in DMEM-Medium bei 7,5% CO, gehalten
und alle zwei Tage passagiert. Dazu wurden sie mit Trypsin-EDTA (PAN, Aidenbach)
von der Zellkulturschale abgelost und in einer Verdunnung von bis zu 1:10 ausgesat.
Kulturmedium: Dulbecco’s modified Eagle’s Medium (DMEM), 4,5 % Glucose
(PAN, Aidenbach)
10% (v/v) Fotales Kalberserum (PAN)
2 mM L-Glutamin

100 U/ml Penicillin, 100 ug/ml Streptomycin

HL-1 Zellen, eine atriale Mauszellinie (Claycomb et al., 1998), wurden nach
Vorschriften des Autors in Ex-Cell 320 Medium (JRH biosciences, Lenexa, USA) bei

5% CO,kultiviert.

2.2.3.2. Transfektion

Die Zellen wurden 3-4 h vor der Transfektion von einer konfluent gewachsenen Platte
im Verhaltnis von etwa 1:3 auf neue Kulturschalen ausgesit.

HEK 293-Zellen wurden mit der Calciumphosphatmethode transfiziert (Chen, 1987).
Zur Transfektion wurde fur eine 10-cm Schale 20 ug Plasmid-DNA in BBS (25 mM
BES (N,N-bis(2-Hydroxyethyl)-2-aminoethansulfonséure), pH 6,95, 140 mM NacCl, 1,5
mM Na,HPO,-2H,0) mit 125 mM CaCl, grundlich gemischt und nach 10-20 min bei
Raumtemperatur zu den Zellen gegeben. Die Kultur wurde iber Nacht, mindestens aber
fur sechs Stunden, bei 3% CO, inkubiert, woraufhin die transfizierten Zellen eine
abgerundete Form zeigten und ausgefallene Calciumphosphat-DNA-Komplexe

erkennbar waren. Nun erfolgte ein Mediumwechsel und, wenn notig, eine Passage der
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Kultur. Zur weiteren Kultivierung auf 96-well-Platten wurde jeweils 1/100 der
Zellmenge pro well eingesetzt.

COS-Zellen wurden mit der DEAE-Methode transfiziert. Dazu wurde die Kulturschale
mit TBS gespiult und dann 9 pug Plasmid-DNA in 6 ml TBS mit 0,5 mg/ml DEAE-
Dextran (fur eine 10-cm Schale) auf die Zellen gegeben. Nach 15 min bei
Raumtemperatur wurde 7 ml DMEM mit 60 wg/ml Chloroquin hinzugegeben und fur
3h bei 37% belassen. Fur drei Minuten wurde Medium mit 10% DMSO zugesetzt, dann

wurde das Medium gewechselt.

TBS: 25 mM Tris 0,05 mM MgCl,
137 mM NaCl 0,7 mM CaCl,
5 mM KCl 0,6 mM Na,HPO,

2.2.3.3. Induktion der ecdysonrezeptorabhingigen Transgenexpression

2.2.3.3.1. Induktor

Zur Induktion wurden Muristeron und Ponasteron (Invitrogen), die in einer 2 mM
Losung in 100% Ethanol bei —20°C aufbewahrt wurden, sowie Tebufenozid, das in
Form von Mimic®, einer 0,7 M wissrigen Suspension, (Rohm und Haas) bezogen und
in H,O verdunnt wurde, verwendet. Der Induktor wurde in den angegebenen

Konzentrationen mindestens 12 h nach der Transfektion zum Medium hinzugegeben.

2.2.3.3.2. Reportergennachweis

Als Reporter fur die durch den hybriden Ecdysonrezeptor regulierte Genaktivitat wurde
das Enzym f-Galaktosidase verwendet.

Zur mikroskopischen Darstellung der einzelnen Zellen wurde die Kulturschale nach
dem angegebenen Induktionszeitraum mit PBS gewaschen, mit 2% (v/v) Formaldehyd

und 0,2% (v/v) Glutaraldehyd in PBS fur 5 min fixiert, wiederum mit PBS gewaschen
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und dann mit X-Gal-Farbelosung (X-Gal-Substrat: 5-Brom-4-Chlor-3-indoxyl-f3-D-
Galaktosid) fur eine Stunde bei 37°C inkubiert. Nach Spaltung des X-Gal-Substrats
durch B-Galaktosidase entsteht ein blauer Farbstoff. Mikroskopische Beurteilung und

photographische Dokumentation erfolgten an einem Zeiss Axiovertl35-Mikroskop

(Zeiss, Oberkochen).

PBS: 140 mM NacCl
pH 7.3 30 mM KC1
6,5 mM Na,HPO,
1,5 mM KH,PO,

X-Gal-Farbelosung in PBS: Img/ml X-Gal-Substrat
2 mM MgCl,
5 mM K,[Fe(CN)(JK;[Fe(CN)]

Die Quantifizierung der [3-Galaktosidaseexpression erfolgte photometrisch mit dem
Substrat Ortho-nitrophenyl-f3-D-galaktopyranosid (ONPG), das nach Spaltung ein
Absorptions-maximum von 420 nm hat.

Die Zellkulturschalen wurden zunédchst auf Eis zweimal mit PBS gewaschen. Bei 96-
well Platten wurden nun pro well 10 ul Lysepuffer (0,25 M Tris, pH 8) eingefullt und
die Zellen durch zweimaliges Gefrieren in flussigem Stickstoff und Auftauen im 37°C
Wasserbad lysiert. Danach wurden 50 ul Reaktionpuffer und 17 ul ONPG-Lo6sung (4
mg/ml in H,0) zugegeben und die Reaktion fur 1 h bei 37°C inkubiert. Nach der
Zugabe von 125 ul Stoppuffer (1 M Na,CO;) wurde die Absorption bei 420 nm
Wellenldnge in einem Plattenphotometer (SpectraMax 340, Molecular Devices,
Sunnyvale, USA) bestimmt. Bei 24-well Platten wurden die Zellen zunéchst mit

Trypsin/EDTA von der Unterlage gelost, abzentrifugiert und das Pellet in 30 ul
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Lysepuffer gelost. Zur Aktivitatsbestimmung wurden 10 ul eingesetzt. Zur Auswertung
wurde die Absorption untransfizierter Zellen der gleichen Wachstumsphase als

Leerwert abgezogen.

Reaktionspuffer: 0,6 M Na,HPO,*7 H,0O
pH 7 0,4 M NaH,PO,*H,0
0,1 M KCl
10 mM MgSO,*7 H,0

38 mM f-Mercaptoethanol

2.2.3.3.3. Proteinbestimmung
Sie erfolgte mit roti-pharm Reagenz (Roth) photometrisch bei 595 nm. Es zeigte sich
keine signifikante Abweichung in der Proteinmenge der einzelnen Ansitze und damit

eine gleichméBige Verteilung der Zellen auf die einzelnen Kulturschalen.

2.2.4. Erzeugung transgener Mauslinien fiur den hybriden Bombyx-
Ecdysonrezeptor

2.2.4.1. Plasmidpraparation

Die kodierenden Bereiche der Plasmide a-MHC-VgBmEcR und pInd-f3,,-6myc wurden
mit den Enzymen Sacll bzw. Nsil und Pvul herausgeschnitten und uber
Gelelektrophorese und Qiaquick-Gel-Extraktionskit gereinigt (s.0.) und in TE-Puffer
(40 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 7,4) eluiert. Das Eluat wurde zweimal gefiltert
(Schleicher und Schull (Dassel) 0,2 um Sterilfilter) und fur 24 h mit vierfachem
Pufferwechsel in einer Slide-A-Lyzer Kassette (Pierce, Rockford, USA) bei 4°C

dialysiert. Die DNA-Konzentration im Dialysat wurde auf 5 ng/ul eingestellt.
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2.2.4.2. Generierung transgener Mause

Die Generierung transgener Mauslinien wurde mit einer Genehmigung durch die
Regierung von Unterfranken (Az. 621-2531.01-14/97-16/97) von Frau Dr. E.
Schmitteckert durchgefuhrt. Wir verwendeten Mause des Inzuchtstammes FVB/N.
Weibliche Mause im Alter von 4-6 Wochen wurden durch intraperitoneale Gabe von 5
U follikelstimulierendem Hormon und 22h spiter 5 U humanem Choriongonadotrophin
zur Superovulation gebracht und in der folgenden Nacht verpaart. Am Morgen wurden
sie durch zervikale Dislokation getotet und die Pronukleusstadien der Embryonen aus
den Eileitern entnommen. Sie wurden in 1 ml Medium M2 (Sigma) mit 125 png
Hyaluronidase gespult und in einem Mediumtropfen unter Mineraldl bei
Raumtemperatur aufbewahrt.

In lebenden Eizellen, in denen beide Vorkerne deutlich erkennbar waren, wurde das
gereinigte Plasmid in den mannlichen Vorkern injiziert. Nach der Pronukleusinjektion
wurden die Eizellen in den Eileiter mit Ketamin an@sthesierter scheintrichtiger

Ammentiere der Linie CD 1 uibertragen.

2.2.4.3. Genotypisierung

2.2.4.3.1 DNA- Isolierung und Praparation

Den 3 Wochen alten Mausen wurde beim Absetzen von der Mutter ein etwa 0,2 cm
langes Stick Schwanz zur DNA-Gewinnung entfernt. Die Probe wurde zundchst mit
Proteinase K (0,2 ug/ ul) in Lysepuffer (0,5 % Natriumlauroylsarcosin, 100 mM NaCl,
50 g/l Chelex®-100 (Biorad, Hercules, CA)) bei 55°C unter stindigem Schiitteln
inkubiert. Nach kurzem Vortexen wurde die Probe kurz abzentrifugiert und durch
Erhitzen auf 100°C fur 8 min inaktiviert. Nach Zentrifugation fur 3 min bei 18000xg
wurde der Uberstand direkt fur die PCR verwendet.

Alternativ wurde die Phenol-Chloroform-Extraktionsmethode angewendet. Der Abbau

durch Proteinase K fand in 750 ul Abbaupuffer (100mM NaCl, 10 mM Tris, 25 mM
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EDTA, 0,5% SDS, pH 8) statt. Der Probe wurde nun 400 ul Phenol (pH 7,5- 8,0)
zugegeben und 10 min bei 1700xg zentrifugiert. Von der wassrigen Oberphase wurden
600 ul abgenommen, erneut mit 300 ul Phenol gefallt und wiederum zentrifugiert. 400
ul des Uberstands wurden mit 300 ul Chloroform/Isomylalkohol (25:1) geschuttelt und
nach Zentrifugation unter denselben Bedingungen aus 300 ul der Oberphase mit 100%
Ethanol die DNA ausgefallt. Nach einem Waschschritt mit 75% Ethanol wurde die

DNA in H,O gelost und ihre Konzentration photometrisch bestimmt.

2.2.4.3.2. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die PCR ermoglicht eine sequenzspezifische Amplikation und dadurch den Nachweis
definierter Genabschnitte. Hier wurde sie zum Nachweis der Transgenintegration in das
Mausgenom verwendet.

Fur den Nachweis des a-MHC-VgBmEcR wurde ein Sense-Primer aus dem a-MHC-
Promotor mit einem Antisense-Primer aus dem modifizierten Ecdysonrezeptor
kombiniert, fur den Nachweis des Ind-p,,-6myc ein Primer aus der
Rezeptorbindedoméne mit einem aus der fur die §,,—Untereinheit kodierenden Sequenz.

Sie wurden von der Firma MWG-Biotech (Ebersberg) synthetisiert.

a-MHC-VgBmEcR-Sense 5¢- TAGCCCACACCAGAAATGAC- 3¢
a-MHC-VgBmEcR-Antisense 5¢- CAAGGGCATCGGTAAACATC- 3¢
Ind-p,,-6myc-Sense 5*-GTGCATTGTTCTCGATACCG- 3¢
Ind-f,,-6myc-Antisense 5- GTATTCAGAGTTCTCTTCTTGT- 3¢

Reaktionsansatze: Die PC-Reaktionen wurden in einem Volumen von 20 ul in
Boehringer PCR-Puffer incl. MgCl, mit 0,01 U Tag-Polymerase, 0,1 mM NTPs und

jeweils 0,5 mM der einzelnen Primer mit 1 ul der Losung der genomischen DNA

2N



durchgefuhrt. Nach 3 min bei 94°C zum Aufschmelzen der DNA in Einzelstringe
wurde folgender Reaktionszyklus durchlaufen:

Fur o -MHC-VgBmEcR 30x (15s Denaturierungsschritt bei 94°C, 20s
Anlagerungstemperatur von 57°C, 30s Syntheseschritt bei 72°C).

Fur Ind-B,,-6myc 38x (20s Denaturierungsschritt bei 94°C, 20s Anlagerungstemperatur
von 54°C, 1 min Syntheseschritt bei 72°C).

Nach einer abschliessenden Synthesephase von 10 min bei 72°C wurden die Proben bei
4°C aufbewahrt. Die Reaktionsprodukte (302 bzw. 436 Basenpaare lang) wurden
elektrophoretisch in einem zweiprozentigen Agarosegel aufgetrennt und durch

Ethidiumbromidfluoreszenz nachgewiesen.

2.2.4.3.3. Southern-Blot

Alternativ wurde die Integration des Transgens durch Hybridisierung mit einer
radioaktiven Sonde nachgewiesen. Dazu wurde eine definierte Menge (20 ug) mit der
Lithiumchloridmethode praparierter DNA einem Enzymverdau unterworfen (EcoRI fur
a-MHC-VgBmEcR, HindIIl und BamHI fur Ind-f3,,-6myc). Die Enzyme wurden so
gewihlt, daB} innerhalb des zu integrierenden Plasmidstuicks ein Stiick definierter Lange
entstand. Die DNA wurde mittels Gelelektrophorese bei 50 V aufgetrennt. Das Gel
wurde mit einem GroBenstandard und Lineal photographiert, um die GroBe der Banden
am fertigen Blot bestimmen zu konnen.

Nach Depurinierung fur 10 min in 0,2 M HCl und Denaturierung der DNA tuiber 45 min
in 1,5 M NaCl und 0,5% M NaOH wurde das Gel nach einem Neutralisationschritt (2x
30 min in 1 M Tris pH 7,4 mit 1,5 M NaCl) geblottet. Die Nylonmembran (Qiabrane
Nylon, Qiagen) wurde in 10x SSC getrankt. Nun wurde die Anordnung zum Blotten
aufgebaut: Die DNA wird uiber einen kapillaren SSC-Puffer-Strom, der von einem unter

dem Gel befindlichen Behiltnis durch Gel, Membran und Filterpapier in einen
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Papiertuchstapel zieht, aus dem Gel auf die Membran transferiert. Nach etwa 12 h
wurde die DNA auf der Membran mit UV-Licht (254 nm) fur 2 min fixiert.

Der néchste Schritt ist die Hybridisierung der denaturierten DNA. Die Membran wurde
bei 42°C in Hybridisierungslosung geschwenkt. Zur Absittigung unspezifischer
Bindungsstellen wurde fur 2h hitzedenaturierte Lachssperma-DNA zugegeben.
Vorbereitung der Sonde: Innerhalb der aus der genomischen DNA ausgeschnittenen
Fragmente wurden Sonden von 1-2 kB Lange ausgeschnitten (a.-MHC-VgBmEcR:
Sacl, Ind-f,,-6myc: Kpnl und HindlIl) und nach Auftrennung durch
Agarosegelelektrophorese mit dem Qiaquick Gel-Extraktionskit aufgereinigt. 50 ng
DNA wurden denaturiert und mit 10 ul Oligo-labeling-mix (Amersham Pharmacia,
Piscataway, USA), 5 ul o.?P-dCTP (Amersham) und 1 ul Klenowfragment fiir eine
Stunde bei 37°C geschuttelt. Dann wurden 70 ul Stoplosung zugegeben und der
Fragmentmix durch eine MicroSpin™ S-300HR-Séule (Amersham) zentrifugiert. Nach
Hitzedenaturierung wurde die Sonde auf die Membran gegeben und fur mindestens 24 h
bei 42°C hybridisiert. Die Hybridisierungslosung wurde entsorgt, der Blot mit 10x SSC
gewaschen. Der Hybridisierungsnachweis fand durch Exposition eines Biomax MSM

Films bei — 80°C statt.

20x SSC: 3M NacCl
460 mM Na-Zitrat (pH7,0)
Denhardtsche Losung: 1%(w/v) Ficoll (Type 400, Amersham)
1%(w/v) Polyvinylpyrrolidin
1%(w/v) BSA
Starksche Losung (2x): 100 mM Na,HPO,
100 mM NaH,PO,
in 10x Denhardtscher Losung und 10x SSC

Hybridisierungslosung: 7 ml Starksche Losung

4



8 ml Formamid
4 ml Dextransulfat

2 ml SDS 20%

2.2.4.4. Tebufenozidgabe bei der Maus

Den Miusen wurde 4,5 mg Tebufenozid in Form von einem Teil Mimic®, zwei Teilen
Sesamol und zwei Teilen sterilem Wasser intraperitoneal injiziert. Die Gesamtmenge
betrug 100ul. Bei den Katheterisierungsversuchen wurde die Induktion uiber 2-14 Tage
durchgefuhrt, zumeist mit Injektionen im Abstand von 2 Tagen. Bei der Mehrzahl der

Tiere wurden die Injektionen gut vertragen.

2.2.4.5. Kardiale Katheteruntersuchungen

Zur Untersuchung der kardialen Auswirkungen des Transgens fuhrte Herr Prof. Lutz
Hein Linksherzkatheteruntersuchungen durch, die bereits mehrfach beschrieben sind
(Brede et al., 2001). Dazu wurden die Mause mit 2,5% Tribromethanol narkotisiert (15
ul/g Korpergewicht) (Firma Aldrich, Deisenhofen). Nach Freipriaparation und
Kanilierung der rechten A. carotis wurde ein 1,4 Millar-Druckkatheter (Millar
Instruments, Houston, USA) zum Herzen vorgeschoben und die Druckverhéltnisse mit
Hilfe eines MacLab/4S-Systems (AD Instruments, Castle Hill, Australien)
aufgezeichnet. Zur Untersuchung der Kreislaufparameter unter Medikamentengabe
wurde ein Katheter in die linke Vena jugularis eingefuhrt. Es wurde ein
Polyethylenkatheter verwendet (Eppendorf, Hamburg), uber den Dopamin mit einer
Mikroinfusionspume (Braun, Melsungen) injiziert wurde. Es wurden Herzfrequenz,
systolischer und diastolischer Blutdruck und uber die Druckanstiegsgeschwindigkeit die
Kontraktilitat bestimmt.

Die in-vivo-Induktionen des Transgens und die Herzkatheteruntersuchungen wurden

von der Regierung von Unterfranken genehmigt (Az. 621-2531.01-30/01).
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2.2.4.6. Proteinnachweis

Fur den Nachweis der mit einem sechsfachen Myc-Epitop versehenen f3,,-Untereinheit
des L-Typ-Calciumkanals wurden ein monoklonaler Anti-Myc-Antikorper und ein
monoklonaler Anti-3,,-Antikorper aus Mausaszites verwendet, die freundlicherweise
von A.J. Chien (Chicago) zur Verfugung gestellt wurden. Alternativ wurde ein

monoklonaler Anti-Myc-Antikorper der Firma NEB eingesetzt.

2.2.4.6.1. Immunfluoreszenz

Zur Darstellung des Proteins mit seiner Lokalisation in der Zelle wurden die Zellen auf
Deckglaschen gezuchtet. Diese wurden mit PBS gewaschen und in 4% Formaldehyd
fixiert. Nach drei Waschgangen mit PBS wurden unspezifische Stellen durch die
Zugabe von 2% BSA in PBS fur eine Stunde geblockt. Nach Entfernung dieser Losung
wurde der primére Antikorper in einer Verdunnung von 1:10 in BSA/PBS aufgetragen
und eine Stunde belassen. Die Deckglaschen wurden wieder dreimal gewaschen und
dann mit dem fluoreszenzmarkierten sekundaren Antikorper (Anti-Maus Alexa,
Molecular Probes, Gottingen) in einer Verdunnung 1:1000 versehen, der 20 min
verblieb, bevor noch einmal gespullt wurde. Nach Anregung konnte die Fluoreszenz

konnte unter einem Zeiss IM35-Mikrokop nachgewiesen und photographiert werden.

2.2.4.6.2. Western-Blot

Herstellung von Zellysaten: Die Zellkulturschalen wurden auf Eis mit PBS gewaschen
und in Lysepuffer (50 mM Tris pH 6,7, 1 mM Na-Vanadat, 1:200 Soja-
Trypsininhibitor) vom Untergrund gelost. Nach Zerkleinerung in einem Glaspotter
wurden ganze Zellen fur 10 min bei 1000xg und 4°C abzentrifugiert und der Uberstand
zur Denaturierung unter reduzierenden Bedingungen mit 10% (v/v) 20%SDS und

2%(v/v) p—Mercaptoethanol versetzt. Nach 5 min Inkubation bei Raumtemperatur
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wurde dem Lysat Bromphenolblau (in 50% Glyzerin) zugegeben und es nach 10 min
bei 60°C in flussigem Stickstoff eingefroren.

Zur Praparation von Herzgewebe erfolgte nach dem Protokoll von Gao (Gao, 1997).
Das Gewebe wurde zuniachst in Puffer A mit einem Glaspotter homogenisiert, fur 10
min mit 5000xg zentrifugiert und dann dreimal mit Puffer A mit 600mM KCl
gewaschen, indem jeweils resuspendiert und abzentrifugiert wurde. Nach einem

weiteren Waschschritt mit Puffer B wurde in Puffer B, dem 1% SDS zugegeben war,

resuspendiert.

Puffer A: Puffer B:

250 mM Sucrose 50 mM Tris- HCL, pH 7,4
250 mM KCl 2 mM EDTA

10 mM Imidazolin, pH 7,4 2 mM EGTA

5 mM MgCL, 1:200 Soja-Trypsininhibitor
10 mM EDTA

1:200 Soja-Trypsininhibitor

SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese: Die Auftrennung der durch das SDS
masseabhédngig negativ geladenen Proteine erfolgte in einem diskontinuierlichen
Polyacrylamidgel. Nach etwa 1 cm Sammelgel folgte ca. 5 cm Trenngel bei etwa 100 V
in SDS-Laufpuffer (25 mM Tris, 192 mM Glycin, 0,1% (w/v) SDS, pH 8,3). Als
Standard wurde ein 10 kDa Groenmarker aufgetragen (Gibco, Karlsruhe).
Sammelgel: 125 mM Tris/HCl (pH 6,8)

0,2% (w/v) SDS

5% Acrylamid/Bisacrylamid (30/0,8) (Rotiphoresegel 30)

1 %0 TEMED (N,N,N*,N*,- tetramethylethylendiamin)

1%(v/v) 10% Ammoniumperoxodisulfat
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Trenngel: 375 mM Tris/HCI (pH 8,8)

0,4% (w/v) SDS

10% Acrylamid/Bisacrylamid (30/0,8) (Rotiphoresegel 30)

0,5 %0 TEMED

0,7%(v/v) 10% Ammoniumperoxodisulfat
Ubertragen der Proteine auf eine PDVF-Membran: Das eigentliche Western-Blotting
fand fur 1 h bei 80 V in einer Biorad-Nassblottapparatur (Biorad, Hercules, USA) statt.
Dafur wurde das Gel der Halterung entnommen, das Sammelgel abgetrennt und das
Trenngel auf eine in Methanol getrankte Membran (Immobilon P, Millipore, Bedford,
USA) aufgelegt, die zwischen Filterpapieren in die Apparatur eingespannt wurde. Der
Transfer fand in Puffer mit 25 mM Tris, 150 mM Glycin und 10% Methanol statt. Der
Proteintransfer wurde durch Anfarbung der Membran mit Ponceaurot (0,2% Ponceau-S-
Pulver in 3% Trichloressigsaure) nachgewiesen, danach die Membran mit PBS wieder
entfarbt.
Unspezifische Bindungsstellen wurden durch 2% BSA in PBS fur eine Stunde geblockt.
Nach Entfernung dieser Losung wurde der primare Antikorper in einer Verdinnung von
1:1000 in PBS aufgetragen und uber Nacht bei 4°C inkubiert. Die Membran wurde
dreimal in Waschpuffer (50 mM Tris pH 7,4, 150 mM NaCl, 0,2% BSA, 0,2% NP-40)
gewaschen und dann mit dem sekundaren, peroxidasegekoppelten Antikorper (Ziege-
anti-Maus, Molecular Probes) in einer Verdunnung 1: 4000 1h bei Raumtemperatur
geschaukelt. Nach dreimaligem Waschen wurde zum Reaktionsnachweis eine
Chemolumineszenzlosung (SuperSignal®West Pico Chemolumineszenzdetektionskit,
Pierce, Rockford, USA) zugegeben und die Lumineszenz als Schwirzung eines
Rontgenfilms (Biomax ML, Eastman Kodak, Rochester, USA) nachgewiesen.
Zum Entfernen der Antikorper vor Hybridisierung mit einem anderen priméren
Antikorper wurde die Membran in 100 mM Glycin, pH 2,5 gewaschen und danach in

Waschpuffer gespilt.
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2.3. Statistische Auswertung
Die in dieser Arbeit erhobenen Daten sind als arithmetische Mittelwerte mit dem
dazugehorigen Standardfehler dargestellt. Die Anzahl der Versuchsdurchfuhrungen und

Messungen ist bei den einzelnen Experimenten vermerkt.
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3. Ergebnisse

3.1. Plasmidkonstruktion

Zunichst sollte ein neuer Ecdysonrezeptor konstruiert werden, der wie die Rezeptoren
der Lepidopteranspezies (Schmetterlingsartige z.B. Bombyx mori) mit einem
nichtsteroidalen Liganden aktivierbar ist und gleichzeitig die bereits am Drosophila-
Ecdysonrezeptor vorgenommenen Modifikationen zur besseren Regulierbarkeit in

Saugetierzellen besitzt.

modifizierter Drosophila-

Ecdysonrezeptor (VgEcR) Retinoid-X-Rezeptor
BsrGI Notl
CMV b4 RSV .
Vpl6/ C| D | E/F | —_—

Bombyx-Ecdysonrezeptor (BmEcR)
BsrGI Notl

A 4
—{ABC[D] __E ] -

Promotoren modifizierter Bombyx-

Ecdysonrezeptor (VgBmEcR)
CMV

Verwendung in vitro

BsrGI Notl
A 4

h 4
ocMHCr —Vp16[C] D | E | —
»

herzspezifische Expression fiir transgene Miuse

Abb. 9: Konstruktion eines hybriden Bombyx-Ecdysonrezeptors

Der hybride Bombyx-Ecdysonrezeptor (\y:{BmEcR) wurde aus der Bl-Isoform des
Ecdysonrezeptors des Seidenspinners Bombyx mori und einem Plasmid mit einem
modifizierten Drosophila-Ecdysonrezeptor (VgEcR) und dem Retinoid-X-Rezeptor (RXR)
mit den Enzymen I])351'GI und Notl kloniert. Fiir eine hq:rZS{J/ezi_fischc Expression des
Ecdysonrezeptors im transgenen Tiermodell wurde eine zweite Version unter der Kontrolle
des {31‘011101101‘5 der schweren Kette des a-Myosin (aMHC) hergestellt.

In dieser Arbeit wurde zur Konstruktion eines hybriden Ecdysonrezeptors die cDNA der
Ligandenbindedomine des Ecdysonreptors (B1 Isoform) des Seidenspinners Bombyx

mori (BmEcR) mit den Enzymen BsrGI und Notl dem Plasmid pBSII KS+BmBI
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entnommen und in das mit denselben Enzymen geoffnete Plasmid pVgRXR eingesetzt,
so daf} eine Kombination aus DNA-Bindedoméne und Transaktivierungsdoméne des
Drosophilasystems mit der Ligandenbindedoménen des BombyxEcR entstand (Abb. 9).

Das Zielgen sollte herzspezifisch exprimiert werden. Dazu wurde der neu konstruierte
Bombyx-Ecdysonrezeptor (pVgBmEcR) hinter den Promotor der schweren Kette des a-
Myosin (a«MHC) kloniert. Er wurde mit den Enzymen Dral und Pvull dem Plasmid
pVgBmEcR entnommen und in das mit denselben Enzymen geoffnete Plasmid pBlue-
MHCp,ARSV40polyA eingesetzt. Dadurch wurde die Expression des ,,Schalters* auf
das Herzgewebe, in dem der Promotor des a-Myosin aktiv ist, begrenzt, und damit

konnte er auch nur dort das Zielgen anschalten.

Induzierbares Gen (pInd) HindlIIl Xbal
Y A 4
p-Galaktosidase |~
6x modifiziertes EcRE |
Reportergen
—- - - - -
AHSP
Minimalpromotor Ca-Kanal-g-Untereinheit 6-myc =
Funktionelles Gen

Abb. 10: Konstruktion eines ecdysoninduzierbaren Gens fiir den L-Typ-Calciumkanal

Indf2a)
g)as R[Z_port:ergen B-Galaktosidase wurde mit den Enzymen HindIII und Xbal durch dic 32a-
Untereinheit des kardialen L-Typ Calciumkanals ersetzt. Dieses ist c-terminal mit einem
sechsfachen Myc-Tag versehen und dadurch durch Anti-Myc-Antikdrper nachweisbar. (EcRE:
Ecdyson-Rezeptorbindesequenz, AHSP: AHeat-Shock-Protein)

Das Ecdyson-regulierbare Plasmid (pInd) besteht aus einer sechsfachen Wiederholung
einer modifizierten Ecdysonrezeptorbindesequenz, die spezifisch mit der modifizierten
DNA-Bindedomiane interagiert (No et al., 1996), gefolgt von einem minimalen
Hitzeschockpromotor (AHSP). Danach folgt das zu regulierende Gen.

Fur diese Arbeit wurde das Gen fur die (,,-Untereinheit des L-Typ-Calciumkanals
hinter den induzierbaren Promotor kloniert. Um einen immunologischen Nachweis zu
vereinfachen, wurde es in einer Form mit carboxyterminalem, sechsfachen ,,Myc*-

Epitop verwendet. Es wurde mit den Enzymen HindIIl und Xbal aus dem Plasmid
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pCR3-f,,-6myc herausgeschnitten und in das Plasmid pInd-LacZ eingesetzt, aus dem
vorher mit denselben Enzymen das Reportergen P-Galaktosidase entfernt worden war

(Abb. 10).

3.2. Induzierbare Genexpression in transient transfizierten Zellen

Das Expressionssystem wurde zunédchst in HEK293-Zellen in vitro getestet. Dazu
wurden die hybriden Ecdysonrezeptoren von Drosophila und Bombyx transient
transfiziert. Die Funktion des BombyxEcR wurde mit und ohne Dimerisierungspartner
Retinoid-X-Rezeptor (RXR) untersucht. Als Reportergen diente das Enzym f-

Galaktosidase im ecdysonrezeptorgesteuerten Plasmid pIndLacZ.

|Kont1‘olle | | + 1 M Ponasteron | |+ 1 M Tebufenozid |
Drosophila-EcR Bl e .
+ RXR : & } :

Bombyx-EcR 7 7
+ RXR : FA=-
[ ‘9 ]
. P
.
Bombyx-EcR o &
' L

Abb. 11: Induzierbare Genexpression in transient transfizierten HEK293-Zellen
Zellfarbung fiir das Reportergen f—Galaktosidase nach vierundzwanzigstiindiger Behandlung
mit dem steroidalen pflanzlichen Ecdysonanalogon Ponasteron und dem nichtsteroidalen,
synthetischen Liganden Tebufenozid zeigt, daBl die [—Galaktosidaseproduktion nur beim
Bombyxrezeptor durch beide Liganden induzierbar ist, unabhiingig davon, ob die Zellen auch
mit dem Retinoid-X-Rezeptor transfiziert wurden.

Fur eine 10 cm—Kulturschale wurden jeweils 10 ug Rezeptor- und Reporter-DNA
eingesetzt. Zusatzlicher RXR wurde in Form des im Promotor fur den hybriden
Ecdysonrezeptor gespaltenen Plasmids (nach Kontrolle auf vollstandigen Abbau durch

Agarosegelelektrophorese) ebenfalls mit 10 ug Plasmid pro Schale eingesetzt. Die
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Transfektionsrate betrug gleichbleibend etwa 90%. Die Zellen wurden zum Zeitpunkt
des Mediumwechsels am Morgen nach der Transfektion abtrypsiniert und auf 24-well-
Platten ausgesat, um die Induktion unter verschiedenen Bedingungen durchfuhren zu
konnen. Der zytochemische Nachweis des Reporters nach 24 h Induktion mit
verschiedenen Ecdysonagonisten ergab folgendes Bild (Abb. 11). In untransfizierten
Zellen zeigte sich keinerlei Farbung, in ausschlieBlich mit dem Reporter transfizierten
eine sehr schwache (beide ohne Abbildung), in mit Rezeptor und Reporter transfizierten
eine schwache Blaufarbung einzelner Zellen. In den mit dem Drosophila-
Ecdysonrezeptor und RXR transfizierten Zellen zeigte sich eine deutliche Erhohung der
B-Galaktosidaseaktivitat nach Stimulation mit dem steroidalen Ecdysonagonisten
Ponasteron (Abb. 11). Das gleiche galt fur ein anderes pflanzliches Steroid, Muristeron
(ohne Abbildung). Die Behandlung mit dem niedermolekularen Agonisten Tebufenozid
induzierte die B-Galaktosidaseexpression nicht.

Nach Transfektion mit dem Bombyx-Ecdysonrezeptor dagegen war die
Reportergenexpression sowohl durch Ponasteron und Muristeron als auch durch
Tebufenozid regulierbar (Abb. 11). Das galt auch, wenn der
Heterodimerisierungspartner RXR nicht wie beim Drosophilarezeptor kotransfiziert
wurde. In COS-Zellen, die als Cl1-Zellinie als arm an RXR gelten (Suhr, 1998) wurde

dasselbe Ergebnis erzielt (ohne Abbildung).
Kontolle || 10wt Tebufenozid |

Bombyx-Eck

Aph. 12: Induzrier have Genexpression in ransient transhzer ®n HLL- Zellen

Die Zellfdrbung fiir p—Galaktosidase =zeizt dal in dieser kardialen Zellinie die
Feporterge re xpression durch den Bombys-Eedysonrezepior und den Liganden Tebtafe nozid
gestenert werden konnte.

Bei Transfektion in die kardiale Zellinie HI1 ergab sich bei insgesamt sehr niedriger

Transfektionseffizienz bei der besten Transfektion ebenfalls eine Geninduktion in mit
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dem BombyxEcR transfizierten und mit Tebufenozid behandelten Zellen ohne

nachweisbare Aktivitat in unstimulierten Vergleichszellen (Abb. 12).

3.2.1. Quantifizierung der Geninduktion

Drosophila EcR+ RXR Bombyx EcR
0.25_ 0.15,

0.20

0.10-
0.15 Ponasteron

Tebufenozid

0.10
0.05
0.00

0.05,

Tebufenozid Ponasteron
0.004

B-Galaktosidase-Aktivitit
(Absorption bei 420 nm)

I

[
T T 1 1k t t t t
-7 -6 -3 0 -8 -7 -6 -5

log[Agonist] (M) log[A gonist] (M)

do

Abb. 13: Quantitative Bestimmung der Reportergenaktivit im Zellysat transient
transfizierter HEK293- Zellen

Die B-Galaktosidase-Aktivitit wurde 1m Zellysat mit dem farbgebenden Substrat ONPG
photometrisch bestimmt. Der Drosophila-Ecdysonrezeptor (DrosophilaEcR) steuerte die
Reportergenexpression zusammen mit dem Retinoid-X-Rezeptor (RXR) abhingig von der
Ponasterondosis. Die Transfektion mit dem Bombyxecdysonrezeptor allein fithrte ebenfalls
zur ligandenabhdngigen Expression des Reporters. Dabei waren sowohl der steroidale
Agonist Ponasteron als auch das Bisazylhydrazin Tebufenozid wirksam. Die Abbildung ist
das Ergebnis von Dreifachbestimmungen aus mehr als drei unabhidngigen Transfektionen mit
jeweils 24 h Induktionszeit.

Die Aktivitat des Reportergens (-Galaktosidase in Zellysaten wurde mit dem
chromogenen Substrat ONPG photometrisch bestimmt. In Abb. 13 ist die
Absorptionserhohung uber den Basalwert nach Stimulation mit
Ecdysonrezeptorliganden dargestellt. Beim DrosophilaEcR lieB sich die Genaktivitat
nur mit Ponasteron, beim BombyxEcR mit beiden verwendeten Substanzen induzieren.
Die Konzentrationen fur halbmaximale Aktivierung beider Rezeptoren waren

vergleichbar.
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3.2.2. Induktionsfaktoren

Der Induktionsfaktor gibt an, wie stark der Ligand die Aktivitat des Reportergens
steigern kann. Er ergab sich aus dem Verhdltnis der f-Galaktosidaseaktivitit im
induzierten und uninduzierten Zustand, bei Photometrie des farbgebenden Substrats als
Quotient folgender Absorptionen:

(Induzierte Zellen — untransfizierte Zellen)

(Transfizierte, aber uninduzierte Zellen - untransfizierte Zellen).

20
8 N
=
=
£ 10
=
LY
=1
=
k=
5
0
DrosophilabcR BombyxEcR ~ BombyxEcR
+RXR + RXR, N=36
N=34 N=26

Abb.14: Induzierbarkeit transient transfizierter HEK 293- Zellen

Die Reportergenexpression im unstimulierten Zustand wurde mit der nach 24 h Induktion mit
dem optimalen Liganden (Ponasteron fiir den Drosophila-Ecdysonrezeptor, Tebufenozid fiir
den Bombyx-Ecdysonrezeptor) wverglichen. Der jeweilige Ligand wurde dem
Zellkulturmedium in einer Konzentration von 1 uM zugesetzt.

Es ergab sich ein Induktionsfaktor von ca. 10-15 fur alle getesteten Systeme (Abb. 14).
Damit anderte sich die Induzierbarkeit des Systems durch das Ersetzen der Drosophila-
durch die Bombyxligandenbindedomine nicht signifikant. Im Bombyxsystem fuhrte die
Zugabe von RXR tendenziell zu einer Verminderung des Induktionsfaktors. Dieser
Versuch wurde in transient transfizierten Zellen mit einer hohen Plasmidkopienzahl

durchgefuhrt.
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3.2.3. Kinetik
Die Kinetik der Genaktivierung der beiden Systeme wurde durch Zugabe des optimalen
Agonisten (Ponasteron fur den DrosophilaEcR, Tebufenozid fur den BombyxEcR) uiber

verschiedene Zeitraume von sechs bis 96 Stunden verglichen (Abb. 15).

a) Zugabe des Agonisten b) Entfernung des Agonisten

100,

oo
b=
—_ =

(=
=

2
('::'

=
=

24 48 72 0 24 48 70 96 120
Zeitin h Zeitin h

[-Galaktosidase- Aktivitit
in % des Maximalwerts
e
C'::'
[3-Galaktosidase- Aktivititin %
der Aktivitit nach 24 h Induktion

O
(=2

® DrosophilaEcR + RXR ( 0,1M Ponasteron) 4 BombyxEcR (1M Tebufenozid)
Abb. 15: Kinetik o S _ _
a) Bestimmung der Reportergenaktivitdt in Abhidngigkeit von der Induktionszeit nach

transienter Transfektion in HEK239-Zellen. Nach 96 h Induktion wurden in beiden Systemen
maximale Werte erreicht. Langere Induktionszeiten von 120 und 144h ergaben keine weitere

Zunahmeder Reportergenaktivitiit,

b) Die transient transfizierten Zellen wurden 24 h mit Agonisten stimuliert, dann wurde das
ulturmedium gewechselt. Die Reportergenaktivitdt ist als Verhdltnis zum Wert nach 24 h

Induktion aufgetragen. Die X-Achse bezeichnet die Zeit seit dem Mediumwechsel.

Die Ergebnisse beruhen auf Dreifachbestimmungen aus mehr als drei unabhéngigen

Transfektionen.

Im hier gewéhlten System und bei den verwendeten Ligandendosierungen wurden beim
Bombyxsystem schneller maximale Induktionswerte erreicht als beim
Drosophilasystem. Nach Entfernung des Agonisten blieb im Bombyxsystem die

Genaktivitat zunachst unverandert, bis sie wie beim Drosophilasystem abfiel.
3.3. Kinetik von Tebufenozid in vivo

Da das Bombyx-Ecdysonrezeptorsystem zur Induktion eines kardialen Gens in der

transgenen Maus verwendet werden sollte, mufte die Bioverfugbarkeit des Agonisten
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Tebufenozid untersucht werden. Den Mausen wurde 4,5 mg Tebufenozid in Form von
einem Teil Mimic®, zwei Teilen Sesamol und zwei Teilen sterilem Wasser
intraperitoneal injiziert. Das Serum behandelter Tiere wurde 12, 24 und 48 h nach der
Injektion gewonnen und dem Kulturmedium transfizierter HEK293-Zellen zugegeben.
Nach 24 h wurde die Induktion des Reportergens -Galaktosidase im Vergleich zu
Zellen, die mit einer definierten Menge Tebufenozid stimuliert worden waren,

hotometrisch bestimmt (Abb. 16).

& 031 b T

0,1 1

0,05 1 T
0,14

[3-Galaktosidase-Aktivitit
{Absorption bei 420 nm)

12 24 48 0,01 0,1
Zeit nach Injektion (h) Tebufenozidkonzentration(puM)

Abb. 16: Serumaktivitit von Tebufenozid nach intraperitonealer Injektion bei Miusen

a) In einem Bioassay wurde transient transfizierten HEK293-Zellen jeweils 5% Miuseserum
zum Kulturmedium hinzugegeben, nachdem die Miuse bis zu 96 h vorher eine Dosis von 4,5
mg Tebufenozid in 100 pl Losung intraperitoneal erhalten hatten. Nach 24 h Induktion wurde
die Reportergenaktivitiat im Vergleich zu unbehandelten Zellen photometrisch bestimmt Die
Induktionswerte mit Serum 24 h nach der Applikation entsprachen etwa denen bei 0,1 pM
Tebufenozid bei parallel dazu mit definierten Konzentrationen induzierten Zellen derselben
Transfektion (b).

Schon die einmalige Tebufenozidinjektion fuhrte zu einer Serumkonzentration, die die
Genexpression nach Zugabe von 5% Miauseserum zum Zellkulturmedium induzierte.
Durch Vergleich mit Kontrollen mit definierter Tebufenozidkonzentration im Medium
lie sich eine Blutkonzentration von etwa 1 uM nach 24 h abschitzen. Bei den
folgenden Induktionsversuchen des kardialen Gens wurde den Miausen taglich uiber bis

zu zwel Wochen die doppelte Dosis (9 mg Tebufenozid) intraperitoneal appliziert.
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3.4. Charakterisierung transgener Mauslinien mit dem hybriden Bombyx-
Ecdysonrezeptor

Der Bombyx-Ecdysonrezeptor sollte nun einem transgenen Mausmodell auf seine
Funktionsfahigkeit zur Induktion eines kardialen Gens getestet werden. Als
,Reportergen wurde die f3,,-Untereinheit des L-Typ-Calciumkanals gewahlt, weil sie
in vitro einen bedeutenden Einfluf auf der Kanalaktivitat gezeigt hat, der bis jetzt noch

nicht in vivo untersucht werden konnte.

3.4.1. Genotypisierung

Die nach Pronukleusinjektion geborenen Miduse wurden mittels
Polymerasekettenreaktion (PCR) auf die Integration der Gene fur den hybriden
Bombyxecdysonrezeptor und die induzierbare f3,,-Untereinheit des L-Typ

Calciumkanals untersucht (Abb. 17).

a) aMHC-VgBombyxEcR

oMHC
B Vplq ¢| D | E |

o

b) Induzierbare Untereinheit des L-Typ-Calciumkanals

0
EcRE AHSP bp

— Ca-Kanal-p-Untereinheit 6-myc =

—_ -—

Abb. 17: Identifikation transgener Miuse der F0- Generation durch PCR
% Bombyx—Ecdysom‘ezegto1‘:_ Die Primer (‘Pfeile) lagen im oMHC-Promotor und im
dysonrezeptor und ergaben ein Produkt von 302 Basenpaaren Linge.

b) Induzierbare B2a-Untereinheit des L-Typ-Calciumkanals: Die Kombination eines Primers
aus dem Minimalpromotor mit einem Antisenseprimer aus der Kanaluntereinheit ergab ein
Produkt mit 436 bp Linge.

Die PCR-Produkte wurde im Agarosegel aufgetrennt und die DNA durch UV-Anregung des
interkalierten Ethidiumbromids nachgewiesen.

Bei positivem Ergebnis wurde die Integration durch Southern Blot verifiziert (Abb. 18).
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Wir erhielten drei Linien, in denen beide Gene auch in die nachfolgende F,-Generation

vererbt wurden.

a) oMHC-VgBombyxEcR

EcoR1  Sacl Sacl  EcoRl

Y Y A 4 A 4 3,7kb
oMHC

[ Vp 16l C| D | E | —

TG TG TG TG TG

b) Induzierbare Untereinheit des L-Typ-Calciumkanals

HindIIl Kpnl BamHI
h 4 Y
2.4kb S ——
EcRE AHSP ’
I Ca-Kanal-g-Untereinheit 6-myc =

TG WT WT TG TG

Abb. 18: Uberpriifung pcr-positiver Tiere der FO-Generation mit Southern-Blot

a) Bombyx-Ecdysonrezeptor: Als Sonde wurde ein Plasmidfragment nach Abbau mit Sacl
verwendet, die genomische DNA wurde mit EcoRI abgebaut Transgene Tiere zeigen ein
Signal bei 3,7 ké

b) Induzierbare 32a-Unterheit des L-Typ-Calciumkanals: Das Plasmidfragment fiir die Sonde
entstand nach Abbau mit HindIIT und Kpnl, der Abbau der genomischen DNA erfolgte mit
HindIII und BamHI. Das Signal erscheint bei 2,4 kB.

3.4.2. Katheteruntersuchung der Herzfunktion transgener Mause

Das zweite Hauptziel dieser Arbeit war es, in vivo den Einfluf} der f3,,-Untereinheit des
Calciumkanals auf die Herzfunktion zu untersuchen. Dazu wurden Wildtyp- und
transgene Mause fur zwei bis 14 Tage mit Tebufenozid i.p. behandelt, um die
induzierbare f3,,-Untereinheit herzspezifisch anzuschalten. AnschlieBend wurde die
Herzfunktion der Tere in Narkose mit einem Miniaturkatheter (1.4F Millar-Katheter)
untersucht. Die basale Herzfrequenz unterschied sich nicht signifikant zwischen
Wildtyp- und f3,,-transgenen Miausen (Abb. 19). Auch nach Tebufenozidgabe fur
langere Zeit war die Herzfrequenz unverdndert. Bei Induktionszeiten zwei Tagen
konnten aber Effekte des induzierbaren Transgens auf den linksventrikularen Druck und

die Kontraktilitat festgestellt werden (Abb. 19).
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Abb. 19: Basale Herzfunktion

Herzkatheteruntersuchung bei Mdusen mit dem BombyxEcR und induzierbarer Ca-Kanal
2a- Untereinheit. Wildtypméusen und transgenen Médusen wurde einmalig 9 mg Tebufenozid
verabreicht (T). Nach zwei Tagen erfolgte eine Linksherzkatheteruntersuchung in
Trimethanolnarkose. Als Kontrollen dienten unbehandelte Wildtyp (WT) und transgene %TG)
Tiere. Die Herzfrequenz unterschied sich bei den vier Gruppen nicht. Tebufenozid fiihrte bei
den transgenen Tieren zu einem gesteigerten linksventrikuldren Druck und zu einer Zunahme
der Druckanstieggeschwindigkeit (dp/dt max). n= 4-5 Tiere pro Gruppe.

Wihrend transgene Mause und Kontrolltiere ohne Tebufenozid keine Unterschiede im
maximalen systolischen Druck oder in der linksventrikuldren Kontraktilitat (dp/dt,,,)
zeigten, stiegen beide Parameter nach Tebufenozidgabe fur zwei Tage bei transgenen
Tieren signifikant an (Abb. 19). Um zu uberprifen, ob die gesteigerte basale
Herzfunktion auch mit strukturellen Veranderungen im Herzen einherging, wurde das
Herzgewicht bestimmt. Dabei zeigten sich keine signifikanten Unterschiede im

Herzgewicht, im Korpergewicht oder im Verhiltnis beider GroBen vor und nach

Tebufenozidgabe in den Wildtyp- und Transgengruppen (Abb 20).
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T = T
30 4 T _
100
o 20 g
50
10 -
0 0
- T - 7T - T - T - 7T
WT TG WT WT TG

Abb. 20: Herz- und Kﬁré)ergewicht vor und nach Induktion
Bei den in Abbildung 19 dargestellten Tieren wurden nach Beendigung der Untersuchung
Herz- und_ Korpergewicht bestimmt. Es ergaben sich keine signifiakenten Unterschiede
zwischen Wildtyp )- und transgenen (TG) Tieren oder zwischen tebufenozidbhandelten
(T) und Kontrollm&usen.

Diese Befunde zeigen, dafl das Ecdyson-Analog Tebufenozid spezifische Effekte bei
transgenen, nicht aber bei nicht-transgenen Mausen auslosen kann. Der beobachtete
Anstieg der kardialen Kontraktilitat und des systolischen Blutdrucks nach Tebufenozid-
Applikation lassen annehmen, dafl die Expression der f3,,-Untereinheit des L-Typ-

Calciumkanals tatsachlich in vivo angeschaltet werden kann.
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4. Diskussion

Zur Induktion von neu in eine Zelle oder einen Organismus eingebrachten Genen stehen
verschiedene Systeme zur Verfugung. In dieser Arbeit wurde eine Variante des
Ecdysonsystems auf seine Eigenschaften in der Zellkultur und seine Eignung zur

herzspezifischen Genexpression bei transgenen Mausen untersucht.

4.1. Modifikation des Ecdysonsystems und die Ergebnisse in der Zellkultur

Aus dem modifizierten Drosophila-Ecdysonrezeptor (EcR) zur induzierbaren
Transgenexpression in Saugerzellen und dem Ecdysonrezeptor des Seidenspinners
Bombyx mori wurde ein hybrider Rezeptor kloniert. Diesem Rezeptor wurden in der
Literatur drei Vorteile zugeschrieben. Erstens soll er auch ohne Zugabe des
Dimerisierungspartners RXR funktionieren. Zweitens soll er durch den nichtsteroidalen
Liganden Tebufenozid stimulierbar sein und das drittens in noch stairkerem MafBe als
der urspriingliche DrosophilaEcR durch Ponasteron (Suhr et al., 1998, Hoppe et al.,
2000). So schien diese Variante in vielen Bereichen eine Verbesserung des Systems
darzustellen: weniger einzubringende Gene, ein besser verfugbarer Ligand und eine
bessere Induzierbarkeit des Systems.

In dieser Arbeit konnten diese Vorteile teilweise bestatigt werden. Der BombyxEcR
konnte in transient transfizierten HEK293- und COS-Zellen durch den nichtsteroidalen
Liganden Tebufenozid starker als durch Ponasteron aktiviert werden, wahrend der
urspriingliche DrosophilaEcR nur auf Ponasteron ansprach. Der BombyxEcR zeigte die
gute Induktion des Reportergens auch ohne Transfektion des Retinoid-X-Rezeptors. Die
Maximalaktivitat liel sich durch Zugabe von RXR allerdings deutlich steigern.

Der Faktor der Induktion der Reportergenaktivitit, der erreicht wurde, blieb bei beiden
Rezeptoren hinter publizierten Werten weit zuruick. Dabei ist zu bedenken, da3 dieser

Faktor in der Literatur je nach verwendetem Reporter stark schwankt und daf} die
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Versuche in dieser Arbeit an transient transfizierten Zellen durchgefuhrt wurden. Hier
ist mit einer erhohten Basalaktivitit zu rechnen, weil eine unphysiologisch hohe
Genkopienzahl vorliegt, die zudem nicht in das Genom integriert ist. Im direkten
Vergleich der Induktionsfaktoren ergaben sich in sich in dieser Arbeit keine
signifikanten Unterschiede zwischen DrosophilaEcR und BombyxEcR. Dies steht im
Widerspruch zu den Ergebnissen von Hoppe (2000), die im Bombyxsystem eine
signifikant bessere Induzierbarkeit beschrieb.

Die Messung der Kinetik der Aktivierung und Deaktivierung der Zielgenexpression
gestaltete sich im transient transfizierten System schwierig. Zwar erscheint das
Anschalten beim BombyxEcR schneller, es ist jedoch nicht auszuschlieBen, da das auf
die hohere Agonistenkonzentration zuruckzufuhren ist. Andererseits ware es moglich,
daB die zusatzliche RXR-Produktion fur den DrosophilaEcR mehr Zeit in Anspruch
nimmt. Nach Entfernung des Agonisten zeigte sich beim BombyxEcR noch langer als
beim DrosophilaEcR eine gesteigerte Reportergenaktivitiat. Eine mogliche Erklarung
wire eine unterschiedliche Affinitat der Agonisten Tebufenozid und Ponasteron zu den
Rezeptoren. Um die Kinetiken genauer zu untersuchen, waren stabile Zellinien und
grofBe Mengen an Ponasteron wiinschenswert.

Die Funktionsfahigkeit des BombyxEcR in Herzmuskelzellen bei alleiniger
Transfektion ohne RXR wurde in dieser Arbeit in der kardialen HLL1-Zellinie getestet.
Der Rezeptor wurde unter dem CMV-Promotor exprimiert und konnte die Aktivitat des
Reportergens nach Zugabe von Tebufenozid induzieren. Es fand sich keine
Basalaktivitat. Allerdings war die Transfektionseffizienz sehr schlecht und weitere
Versuche scheiterten daran. Diese Ergebnisse entsprechen denen in adenoviral

transfizierten Herzzellen (Hoppe et al., 2000).
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4.2. Der Bombyx-Ecdysonrezeptor im transgenen Mausmodell

Ein wichtiger Grund fur die Modifikation des Ecdysonsystems mit der
Ligandenbindedomédne von Bombyx mori war die Moglichkeit, diesen Rezeptor mit
dem nichtsteroidalen Agonisten Tebufenozid zu stimulieren. In Form des
Pflanzenschutzmittels Mimic® stand er in groBer Menge, allerdings nicht in
Reinsubstanz, zur Verfugung. Die Bioverfugbarkeit wurde nach intraperitonealer Gabe
untersucht. Von den Miausen wurde in unterschiedlichen Zeitabstinden nach Injektion
Serum gewonnen, das in der Zellkultur eine deutliche Induktion transient transfizierter
HEK?293-Zellen bewirkte. Damit ist anzunehmen, dal der Agonist auch das
Herzgewebe in ausreichender Menge und iiber einen ausreichenden Zeitraum erreichen
kann, um den BombyxEcR zu stimulieren. Injektionen. Auch nach anderen
Untersuchungen (Rohm und Haas, 1999, 2000, Hoppe, 2000) kann man annehmen, daf3
die Tebufenozidgabe allein in verwendeter Dosis und Zeitraum auf Sduger keine
schadlichen Wirkungen hat.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden durch Pronukleusinjektion doppelt transgene
Mauslinien erzeugt, die den hybriden BombyxEcR und die induzierbare f3,,-
Untereinheit des L-Typ-Calciumkanals im Genom tragen. Die Identifizierung erfolgte
per PCR und Southern-Blot. Ein Weitergabe beider eingebrachter Gene an die
Nachkommen der F,-Generation konnte bei drei von diesen Linien nachgewiesen
werden.

Im nachsten Schritt wurde versucht, die f3,,-Untereinheit des Calciumkanals an
transgenen Mausen durch Tebufenozidgabe zu induzieren. Die Tiere wurden bis zu zwei
Wochen behandelt. Der Nachweisversuch fur das Protein erfolgte mit Western-Blot mit
Antikorpern gegen den ,,Myc“-Epitop und gegen die Untereinheit selbst. Dieser
Nachweis gelang jedoch nicht. Technische Schwierigkeiten ergaben sich daraus, dafl die
Anti-Myc-Antikorper auch mit anderen Bestandteilen des Herzgewebes reagierten und

zu einer Reihe unspezifischer Banden fuhrten. Sie konnten sie durch zusiatzliche
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Waschschritte vermindert werden. Im Western Blot mit Antikorpern gegen die f3,,-
Untereinheit konnte eine Vermehrung dieses Proteins bis jetzt nicht nachgewiesen
werden.

Zur Untersuchung der Herzfunktion wurden arterielle Herzkatheteruntersuchungen
durchgefuhrt. Sie zeigten eine verdnderte Funktion bei induzierten Transgenen im
Vergleich zu Wildtyp und unbehandelten transgenen Tieren. Dies spricht fur eine
Verinderung auf Proteinebene und damit indirekt dafur, daB das
Ecdysonrezeptorsystem eine Induktion des funktionellen Zielgens am Herzen steuern
kann. Zum formalen Beweis miifite nun weiter versucht werden, eine erhohte
Expression der {3,,-Untereinheit des Calciumkanals nachzuweisen; entweder weiterhin
immunologisch, z.B. auch an einzelnen Herzzellen oder aber uber die mRNA-

Expression.

4.3. Vergleich mit anderen Systemen zur induzierbaren Transgenexpression

Das Ecdysonsystem ist ein naturlich entwickeltes System zur schnellen und
differenzierten Genexpression in Eukaryonten — es steuert den hochkomplexen
Hautungsvorgang der Insekten. Nach relativ wenigen Optimierungsschritten finden sich
hier sehr gute Induktionswerte. No (No et al., 1996) fand fur den DrosophilaEcR und
RXR im Vergleich zum Tetracyclinsystem, sowohl tTA als auch rtTA, einen besseren
Induktionsfaktor. Van Craenenbroeck (Van Craenenbroeck et al., 2001) beschrieb in
Zellen zwar eine geringere absolute Genaktivitat nach Aktivierung im Vergleich zum
Tetracyclinsystem, aber einen hoheren Induktionsfaktor durch deutlich geringere
Basalwerte. Ebenso duflert sich Senner (Senner et al., 2001), der Systeme fur die
Geninduktion in Gliomzellen vergleicht und nur beim Rapamycinsystem eine noch
prazisere Regulation findet. Im Gegensatz zu Suhr (1998) und Hoppe (2000) fand ich in

dieser Arbeit in der Zellkultur keine bessere Regulation der Transgenexpression durch
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den BombyxEcR als durch den DrosophilaEcR und RXR. Wie er sich jedoch im
Verhiltnis zu anderen Induktionssystemen verhalt, wird zu uberprufen sein.

Die Basalaktivitat bzw. der erreichbare Induktionsfaktor ist weiterhin von der
verwendeten Transaktivierungsdomane abhidngig — hier kOnnten etwa beim
Ecdysonsystem noch weitere, wie das Transaktivierungsprotein p65 (Burcin et al.,

1999) untersucht werden.

Fur die regulierte Transgenexpression bei der transgenen Maus sind von den anderen in
der Einleitung beschriebenen Systemen bisher nur das Tetracyclin- und das
Progesteronsystem getestet. Das tTA-System zeigte dabei in den publizierten
Experimenten eine so gute Steuerbarkeit, dal auch die Expression toxischer Proteine,
etwa des Prionproteins im zentralen Nervensystem moglich war (Tremblay et al., 1998).
Beim Progesteronsystem wurde eine prazise Regulation des menschlichen
Wachstumshormons beschrieben (Tsai et al., 1998). Induzierbare Transgenexpression
am Herzen gibt es bis heute nur mit dem Tetracyclinsystem. Induktion fuhrte zu
inhomogener Expression des Reportergens f-Galaktosidase (Furth et al., 1994). An
transgenen Mdusen liessen sich durch gesteuerte Uberexpression eines G;-gekoppelten
Rezeptors Erregungsleitungsstorungen und eine Kardiomyopathie hervorrufen, die

teilweise nach Abschaltung des Gens reversibel war (Redfern et al., 2000).

Von uberragender Bedeutung bei der Beurteilung eines Induktionssystems ist der
Agonist. Das gilt insbesondere fur die Verwendbarkeit im transgenen Tier. Der Agonist
soll samtliche Gewebe erreichen, eine starke, spezifische und reversible Wirkung auf
den Transkriptionsfaktor aber sonst keine Wirkungen auf den Organismus haben.

Im tTA-System mufl Doxycyclin zur Unterdruckung der Transgenaktivitat dauerhaft
von Beginn der Embryonalentwicklung an gegeben werde, allerdings in Dosen, die weit

unter dem therapeutischen Bereich liegen. Nebenwirkungen des Antibiotikums, u.a. die
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Einlagerung in wachsende Knochen und Ziahne, sind aus der breiten klinischen
Anwendung gut bekannt. Auch wenn man eine schwere Schadigung fur
unwahrscheinlich halt, ergibt sich aus der Dauergabe eine Limitierung der
Anschaltkinetik. Im neuesten System dauert es immer noch sieben Tage bis zu vollen
Aktivierung der Transgenexpression (Hasan et al., 2001).

Bei den Steroidhormonderivaten Tamoxifen und Mifepriston ergibt sich schon aus ihren
klinischen Anwendungen eine gravierende Wirkung auf den Organismus. Bei
Versuchen mit dem modifizierten Ostrogenrezeptor in adenoviral tranfizierten Médusen
starben 14 von 24 Tieren, bei denen die Tamoxifendosis mit 500 yg/kg i.p. zehnfach
uber der sonst gewdhlten Aktivierungskonzentration lag (Xu et al., 2001). Im
Progesteronsystem wurde Mifepriston (RU486) in einer Konzentration von 250 ug/kg
verwendet, der Effekt war bei einer Verdopplung der Dosis noch steigerungsfahig.
Trachtigkeiten blieben bis 100 ug/kg erhalten (Tsai et al., 1998).

Beim Rapamycinsystem, das in seiner klassischen Form stark in den Zellzyklus
eingreift und vor allem immunsuppressiv wirkt, stellt sich ebenfalls das Problem der
Interaktion des Induktors mit korpereigenen Signalwegen. Zwar gibt es jetzt eine
modifizierte Variante, bei der sowohl Induktor als auch seine Rezeptoren in einer Weise
verandert sind, daf sie spezifisch miteinander reagieren und keine Interaktion mehr mit
dem Zellzyklus stattfinden soll (Liberles et al., 1997). Zur Zeit ist dieses System frei
verfugbar, jedoch nur bei Einrdumung von Rechten an die vertreibende Firma, so daf
sich fur eine langerfristige Anwendung, z. B. fur transgene Miause die Frage der
Zuverlassigkeit und bei Funktionieren der weiteren Bezahlbarkeit stellt, die ja auch
schon das Hauptproblem des urspriinglichen Ecdysonsystems war.

Beim Drosophila-Ecdysonsystem sind die Agonisten pflanzliche Ecdysonanaloga, nach
deren Applikation klinisch keine Wirkung am S#augetierorganismus beobachtet wurde.
Das Bisazylhydrazin Tebufenozid, das in dieser Arbeit zur Induktion des BombyxEcR

verwendet wurde, wurde vor seinem Einsatz als Pflanzenschutzmittel umfangreichen
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toxikologischen Tests unterzogen (Rohm, 1999, 2000). Bei Ratten ergab sich nach
Langzeitfutterung uber mehrere Generationen keine kanzerogene oder
fertilitatsmindernde Wirkung. Nur bei extrem hohen Dosen von 5g/kg Korpergewicht
wurde eine Fertilititsminderung berichtet. Das entsprache ca. 125 mg pro Maus. Bei der
von uns verwendeten Dosen von 4,5 mg und 9 mg i.p. wurden im Versuchszeitraum
keine Nebenwirkungen beobachtet, dhnliches beschrieb Hoppe (Hoppe et al., 2000). Im
Hinblick auf die Konkurrenzsysteme wiaren aber Untersuchungen zur Langzeitwirkung
auch bei der Maus winschenswert.

Diese Arbeit liefert einen ersten Hinweis darauf, dal das BombyxEcR-System im
Pronukleus-transgenen Tier funktionsfahig ist und in vivo die Genexpression regulieren
kann. Nach mundlicher Mitteilung ist eine transgene Maus, die die f3,,-Untereinheit
konstitutiv kardial uberexprimiert, embryonal nicht iiberlebensfahig (D.T.Yue). Damit
wiare auch ein Hinweis fur eine sehr préazise Regulation des Zielgens durch den
BombyxEcR erbracht. Durch die Entwicklung des BombyxEcR, das einen bezahlbaren
Agonisten verwendet und weniger in den endogenen RXR-Signalweg eingreift, konnte
das Ecdysonsystem eine lohnende Alternative oder zumindest eine Ergénzung zum
Tetracyclinsystem werden. Es ware dann von Vorteil, wenn man ein Gen schnell an-
und ausschalten will, man eine dauerhafte Tetracyclingabe vermeiden will oder wenn
zwei Gene unabhéngig voneinander reguliert werden sollen.

Eine interessante Perspektive ergibt sich daruberhinaus mit Blick auf andere
Insektenhormone wie das Juvenilhormon und ihre Rezeptoren, die vielleicht ebenfalls

fur die Genregulation in Saugetierzellen optimiert werden konnten.

4.4. Die Modulation des L-Typ-Calciumkanals am Herzen durch die B, -
Untereinheit
Das Verhalten der Calciumkanéle wird durch Uberexpression der f3,,-Untereinheit in der

Zellkultur dramatisch verandert. Sie fuhrt zu einer erhohten Stromdichte bei
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verminderter spannungsvermittelter Inaktivierung, wie man sie sonst nach exogener
Stimulation, etwa uber adrenerge Rezeptoren, erwarten wirde. Damit scheint diese
Untereinheit ein wichtiger limitierender Faktor im Calciumhaushalt der Herzzellen zu
sein (Wei et al., 2000). Auf Grund dieser und weiterer Daten aus heterologen
Expressionssystemen in vitro hatten wir eine Steigerung der Kontraktilitit des
Herzmuskels bei Uberexpression der der f3,,-Untereinheit des L-Typ-Calciumkanals
erwartet.

Zur Untersuchung der Herzfunktion wurden arterielle Herzkatheterisierungen
durchgefuhrt. Bei kurzen Induktionszeiten von zwei Tagen waren auch tatsachlich
sowohl der basale systolische Druck als auch die maximale
Kontraktionsgeschwindigkeit bei transgenen Mausen signifikant erhoht. Nichtinduzierte
Transgene und Kontrolltiere mit normalem Genotyp mit und ohne Tebufenozidgabe
unterschieden sich dagegen nicht.

Dieser Befund stimmt mit dem erwarteten Effekt aus Zellkulturversuchen tiberein (Wei
et al. 2000). Ob allerdings tatsachlich die ,,—Untereinheit durch eine Erhohung der
Offnungswahrscheinlichkeit der kardialen Calcium-Kanéle diesen Effekt auslost, muf3
noch durch weitere Untersuchungen geklart werden. Insbesondere muf3 zunichst der
Nachweis erbracht werden, da3 die Induktion mit Tebufenozid bei den transgenen
Miusen die Expression der 3,,—Untereinheit auf mRNA- und auf Proteinebene steigert
Aus der Zellkultur allein 146t sich die Rolle der f,,-Untereinheit im Herzen im
Zusammenspiel aus Erregungsbildung, -leitung und Kontraktion und ihr Einfluf} auf das
Verhalten des Herzens bei kurzfristigem Stre3 oder unter dauerhafter Belastung nicht
beurteilen. Als Bindeglied im Signalweg vom Rezeptor uiber die Proteinkinase A zum
Calciumkanal konnte sie ein interessantes Zielprotein fur die Erforschung und im
weiteren vielleicht auch Behandlung der Progression einer Herzinsuffizienz sein. Eine
transgene Mauslinie mit konstitutiver Uberexpression dieses Proteins konnte bisher

nicht erzeugt werden. Fur die Untersuchung dieser Fragen ist also ein induzierbares
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Transgen notwendig. Eine Methode dazu ist das Bombyx-Ecdysonrezeptorsystem zur
induzierbaren Transgenexpression, das sich allerdings selbst noch im

Erprobungsstadium befindet.

4.5. Perspektiven

Durch transgene Tiermodelle konnten viele Erkenntnisse uber die Funktion einzelner
Gene, auch in der Herz-Kreislaufforschung, gewonnen werden. Die Zahl der
existierenden Linien ist mittlerweile kaum noch uberschaubar. Diese
Keimbahntransgenen konnen gute Modelle fur die Pathogenese von Krankheiten beim
Menschen darstellen, entweder, weil sie von sich aus einen Phianotyp entwickeln, wie
z.B. die Entwicklung einer Herzinsuffizienz bei f3,-Rezeptor uiberexprimierenden
Miusen (Engelhardt et al., 1999) oder weil sie auf Eingriffe von auBlen empfindlicher
reagieren wie z.B. a,,- und o ,--adrenerge-Rezeptor-Knockoutmause (Brede et al.
2001). Allerdings wird vor allem aus der Grundlagenforschung der Wunsch nach
zeitlich und im Ausmall genau definierter, nach Moglichkeit reversibler Regulation
dieser Veranderungen laut (Chien, 2001). Auch aus klinischer Sicht ist eine solche
Steuerbarkeit wiunschenswert, obwohl sich die genetische Ausstattung der einzelnen
Patienten im Laufe des Lebens nicht dndert. So liee sich aber die Rolle eines einzelnen
Gens im Organismus z.B. in der akuten Antwort auf eine Belastung durch Verletzung
oder Infektion unter genau definierten Bedingungen am Tiermodell untersuchen. Zudem
ermoglicht steuerbare Transgenexpression (bzw. ein steuerbarer Knockout) die
Untersuchung vieler Gene, deren Uberexpression (bzw. Ausfall) embryonal letal ist—
von denen aber beim Menschen vielleicht Mutationen mit geringeren Auswirkungen
eine klinische Bedeutung haben. Induzierbare Genexpression (bzw. induzierbare
Gendeletion) stellen also eine wichtige Verfeinerung des Modells ,,transgenes Tier dar
und werden die Moglichkeiten der experimentellen biomedizinischen Forschung

erweitern.
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Langfristig ist die Gentherapie eine weitere Anwendungsmoglichkeit des Werkzeugs
»induzierbare Genexpression*. Heute ist zwar ihr Hauptproblem, einen ungefahrlichen
und gleichzeitig nicht immunogenen Vektor fur den Gentransfer zu finden, doch ergibt
sich im weiteren Verlauf auch die Frage der Steuerbarkeit des eingebrachten Gens. Eine
Expression hinter einem zelltypspezifischen Promotor kann die Expression des
eingebrachten Gens auf einen Gewebetyp beschrinken. Um die Genexpression
situationsabhiangig zu steuern, sind Induktionssysteme notwendig. Folgende
Forderungen sind an sie zu stellen: Um uberhaupt eingebracht werden zu konnen,
mussen sie mit relativ wenig genetischer Information auskommen und die von ihnen
benotigten Molekiile— sowohl die Transkriptionsfaktoren als auch die Liganden- durfen
nicht immunogen sein. Die Wirkung soll schnell und uiber einen gro3en Bereich durch
einen nach Moglichkeit oral zufuhrbaren Liganden steuerbar sein. Schlieflich sollen
Liganden und Transkriptionsfaktoren keine anderen Proteine oder
Rezeptorbindedoménen auf der DNA binden konnen, damit andere Zellvorgange nicht
gestort werden (unerwunschte Wirkungen und Toxizitat). Damit ist ein Idealbild als

Gerlust fur die Bewertung der Induktionssysteme skizziert.

Bis heute gibt es noch kein System, das ohne weitere Entwicklungsanstrengungen zur
Anwendung bereitstiinde (Jaisser, 2000), auch wenn manche schon sehr weit optimiert
worden sind. Damit ist die Weiterentwicklung und der Vergleich verschiedener
Varianten in der Zellkultur und beim transgenen Tier eine wichtige Aufgabe, um die
Methoden fur eine prazisere Erforschung von Genfunktionen ebenso wie fur die

Steuerung therapeutischer Gene zu verbessern.
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5. Zusammenfassung

Systeme zur induzierbaren Transgenexpression sind wichtige Werkzeuge, um die
Funktion einzelner Gene in vitro und in vivo zu untersuchen. Sie bestehen aus drei
Grundkomponenten, einem zu regulierenden Zielgen, einem ,,Schalter” und einem
Liganden, der diesen Schalter bedient. In dieser Arbeit wurden Untersuchungen am
Ecdysonsystem durchgefuhrt, das als Schalter den Insektensteroidhormonrezeptor fur
das Verpuppungshormon Ecdyson verwendet. Zundchst wurde ein neuer Rezeptor mit
der Ligandenbindedomine des Ecdysonrezeptors (EcR) des Seidenspinners Bombyx
mori konstruiert, dessen Eigenschaften in der Zellkultur mit einem DrosophilaEcR-
Konstrukt, das fur mammalische Expression optimiert ist, verglichen wurden. Mit dem
BombyxEcR konnte die Transgenexpression durch den nichtsteroidalen Liganden
Tebufenozid gesteuert werden, was beim DrosophilaEcR nicht moglich war. Damit ist
man in diesem Expressionssystem nicht wie beim DrosophilaEcR auf teure steroidale
Liganden wie Ponasteron angewiesen. Auflerdem mufite beim BombyxEcR der
Heterodimerisierungspartner RXR nicht kotransfiziert werden. In Bezug auf
erreichbaren Induktionsfaktor und Kinetik der Genexpression zeigten sich fur die beiden
Systeme vergleichbare Ergebnisse.

Weiterhin wurden durch Pronukleusinjektion transgene Miduse erzeugt, die den
BombyxEcR unter einem herzspezifischen Promotor (aMHC) exprimieren. Als Zielgen
wurde die f3,,-Untereinheit des L-Typ-Calciumkanals eingebracht, die mit dem neuen
Schaltsystem herzspezifisch gesteuert werden sollte. Die Bioverfugbarkeit des
Agonisten Tebufenozid nach intraperitonealer Injektion wurde in einem in-vitro Assay
in HEK293-Zellen uberpruft. Es ergaben sich hinreichende Wirkstoffspiegel im Serum
der Mause, um das Reportergen zu induzieren.

Auch wenn bei der transgenen Maus nach der Induktion mit Tebufenozid kein

immunologischer Nachweis erhohter Expression der (3,,-Untereinheit gelang, konnte
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doch in Herzkatheteruntersuchungen eine veranderte Herzfunktion nachgewiesen
werden. Bei transgenen Mausen fuhrte die intraperitoneale Applikation von
Tebufenozid fur bis zu sieben Tage zu einem signifikanten Anstieg des systolischen
Blutdrucks und der maximalen linksventrikularen Kontraktionsgeschwindigkeit, der bei
nicht-transgenen Kontrolltieren nicht beobachtet wurde. Diese Befunde deuten erstmals
in vivo darauf hin, daB die §,,—Untereinheit des L-Typ-Calciumkanals am Herzen eine

positiv inotrope Wirkung vermitteln kann.

Systeme zur induzierbaren Genexpression mussen weiterentwickelt werden, um die
Ideale der prazisen Steuerung ohne Nebenwirkungen sowohl fur die
Grundlagenforschung als auch fur eine in weiterer Zukunft liegende Verwendung in der

Gentherapie zu erreichen.
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Bombyx mori, der Seidenspinner
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Bovines Serumalbumin

Cytosin

Calcium

kodierende Desoxyribonukleinsdure
Chlor

Promotor des Zytomegalievirus

Mit dem Simian virus 40 transformierte CV1-Zellinie
Diethylaminoethyl
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinséure
Desoxynukleotidtriphosphat
Ecdysonrezeptor

Ethylendiamintetraessigsaure

Bis-(aminoethyl)-glycolether-N,N,N,N*,-tetraessigsaure

Ethanol
Guanin

(1) Gramm, (2) Erdbeschleunigung

DNA-Bindedomiéne aus Hefe (Saccharomyces cerevisiae)

Die Adenylylcyclase hemmendes G-Protein
Die Adenylylcyclase stimulierendes G-Protein

Wasserstoff
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L.p.
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kB

kD

M

Mg

min
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mRNA
Na

NP40

O

P

PBS
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PKA
pVgBmEcR
pVgRXR
RNA
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S

S

SDS

Stunde(n)

,human embryonic kidney cells* — humane Zellinie
(N-2-Hydroxyethyl-piperazin) N‘2-Ethan-Sulfonséure
intraperitoneal
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Kilobasen
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Molar

Magnesium

Minute

3-Morpholinpropansulfonsaure
Boten-Ribonukleinsdure

Natrium

Non idet NP-40

Sauerstoff

Phosphor

Phosphatgepufferte Salzlosung
Polymerasekettenreaktion

Proteinkinase A

hybrider EcR des Seidenspinners

hybrider Drosophilaecdysonrezeptor und RXR
Ribonukleinsédure

reverser tetracyclinaktivierter Transkriptionsaktivator
Retinoid-X-Rezeptor

Schwefel

Sekunde

Natriumdodecylsulfat
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TET
TG
Tris

tTA

usp

Uuv

v/v
Vpl6
w/v

WT

Thymin

Tetracyclinsystem zur induzierbaren Genexpression
Transgen

Tris-(hydroxymethyl)aminoethan
tetracyclinaktivierter Transkriptionsaktivator
Internationale Einheiten

ultraspiracle Genprodukt, Insektenanalogon zum RXR
ultraviolett

Volt

Volumen auf Volumen

Transaktivierungsdoméne aus dem Protein 16 des Herpesvirus
Gewicht auf Volumen

Wildtyp
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