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(E)GFP: (Enhanced) Green Fluorescent Protein 
238 aa Protein aus der Qualle Aequorea victoria 



GFP-Mutanten  und dsRed (Korallen-Spezies) 

Reportergene 



Vorlesungsinhalt 

� Einschleusen von DNA in Zellen in vitro und in die Keimbahn in vivo 

� Herstellung transgener Mäuse 

� „Gene targeting“ klassisch: „Knock out“ und „Knock in“ 

� Konditionale Mutagenese: Das cre / loxP-System 

� „Gene targeting 2.0“: Das CRISPR/Cas9-System 

� Gezielte Zell-Ablation: Diphterietoxin / Diphterietoxin-Rezeptor System  

� Kongene, isogene und Inzuchtstämme der Maus 

CRISPR gene-editing tested in a person for the first time 
The move by Chinese scientists could spark a biomedical duel 
between China and the United States. 

  David Cyranoski 
15 November 2016 



Maus:	Zucht	und	Gene/k	

Mausgenom:	1650	cM,	20	Chromosomen	(haploid),	20.210	Gene	(Mensch:	19.042)	
	
15.178	Gene	bei	Maus	und	Mensch	haben	gemeinsame	Vorläufer	(orthologe	Gene)	
	
(Trennung	Nager	/	Primaten	vor	etwa	70	Millionen	Jahren)	
	
Dies	sind	rund	75%	der	Maus-	und	80%	der	menschlichen	Gene	

GeneraQonszeit	etwa	3	Monate	
	
Bis	zu	8	Würfe	mit	bis	zu	8	Jungen	pro	Jahr	möglich	
	
Geschlechts-/Zuchtreif	mit	6/8	Wochen	
	
Tragzeit	21	Tage	



Inzuchtstämme	

Mind.	20	Bruder	x	Schwester	Paarungen	mit	zunehmender	HomozygoQe	(!)	
Problem:	Zucht-Depression	versus	Heterosis	

98,7% 

Lee M. Silver Mouse Genetics, online available at 
 Mouse Genome Informatics (informatics.jax.org) 



Table 3.1 Some important inbred strains.
See also Inbred Strains of Mice and Rats at MGI.

Strain  Color  Major use  Other
Charateristics  Origin  Generationa

129/Sv-Sl/+,
c+p+ (129)

 

Agouti

 

Source of most ES cell
lines and genetic
material used for
homologous
recombination. Used of
studies of embryology
and reproduction.

 

Relatively high
testicular teratoma
incidence.
Relatively small
size. Resistant to
radiation.

 

~1930
(Dunn)

 

F79 (JAX)

BALB/c

 

Albino

 

Used in immunological
studies and for the
production of
hybridomas. A new
congenic strain
BALB/cByJ-
Rb(8.12)5Bnr available
from JAX is most
efficient for hybridoma
production.

 

Docile females.
Males of the J
substrain only are
extremely
aggressive.
Relatively poor
breeders, but
variation among
sublines. Sensitive
to radiation.

 

1913
(Bagg)

 

F105 (CR)
F180 (JAX)
F195
(Taconic)

C57BL/6
(B6)

 

Black

 

Standard strain for
genetic studies; common
backcross partner for
congenic construction
and mapping panels.

 

Relatively long
lived and hearty.
Excellent breeders.
Resistant to
radiation.

 

1921
(Little)

 

F160 (CR)
F187 (JAX)
F155
(Taconic)

C57BL/10
(B10)

 

Black

 

Commonly used in
genetic studies
performed outside of the
US and for the
construction of
congenics at the H2
complex.

 

Common ancestry
with B6.

 

1921
(Little)

 

F192 (JAX)

CAST/Ei

 

Agouti

 

Used in matings with
traditional inbred strains
to create F1 hybrids with
high levels of
heterozygosity for
linkage studies. Better
intercross reproductive
performance than M.
spretus strains.

 

Derived from wild
animals of the
subspecies M. m.
castaneus. Male F1
hybrids formed
with lab strains are
fertile.

 

1971
(Marshall
to
Eicher)

 

F53 (JAX)

C3H
 

Agouti
 

Used commonly in
genetic studies.  

High mammary
tumor incidence.
Large adults.  

1920
(Strong)  

F167 (CR)
F139 (JAX)
F160
(Taconic)

DBA/2 Dilute Used in crosses with B6  1909 F164 (CR)
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Die	Individuen	eines	Inzuchtstammes	sind	alle	gleichen	Ursprungs,	aber	die	Zuchtkolonien	
verschiedener	Anbieter	sind	teilweise	seit	Jahrzehnten	voneinander	getrennt,	was	eine		
langsame	geneQsche	Drib	erlaubt	(KontaminaQon,	restl.	Heterozygosität,	MutaQon).	
	

	 	Tiere	sollten	immer	vom	selben	Anbieter	stammen	!	

C57BL/6J	 C57BL/6NTacfBR	C57BL/6NCrlBR	C57BL/6	

JAX,	Taconic	Farms,	Charles	River	Laboratories	

N	=	Abstammung	vom	NIH	

BR	=	Barrier	Facility	

Kennzeichnung	von	Inzuchtstämmen	und	Substämmen	



Individuen eines Inzuchtstammes werden ab F20 getrennt und für weitere 134 Generationen weiter gezüchtet (F154) 

A: 78 unterschiedliche Loci 
durch Mutationen 
 
B: 117 Loci durch differentielle  
Fixierung heterozygoter Loci 
 
In Summe 195 differentielle Loci 



Koisogene	und	kongene	Stämme	

Koisogene	Mäuse	unterscheiden	sich	nur	in	einem	geneQschen	Lokus	
(spontane	MutaQon,	Transgen,	knock	in,	knock	out	etc.)	auf	dem	Hintergrund	
eines	definierten	Inzuchtstammes	

Ein	kongener	Stamm	wird	erzeugt,	indem	ein	spezifischer	geneQscher	Lokus		
(DifferenQallokus)	von	einem	Donorstamm	auf	einen	Rezipientenstamm	übertragen	wird	



94% 99,8% 

Cave:	Den	Differentiallokus	2lankierende	Bereiche	
Bilden	ein	differentielles	chromosomales	Segment	
(Kopplungsgruppe)	aus	dem	Donorstamm	!	
	
Für	dessen	Größe	gilt:	
	
Ln	(cM)	=	200/N	(für	N	>	5)	
	
Für	N	=	10	ist	Ln	=	20	cM		
(ca.	20	–	40	MBp;	1%	des	Genoms!)	
	

Zuchtschema	zur	Herstellung	kongener	Stämme	

Lee M. Silver Mouse Genetics, online available at 
 Mouse Genome Informatics (informatics.jax.org) 



1. Klonierung in Expressionsvektor 



2. Vermehrung in Prokaryoten 



3. Transfektion in eukaryotische Zellen 





Zelluläre DNA 

Transfizierte DNA 

Transiente Transfektion 

Hohe Effizienzen möglich 
Nicht stabil 
Abbau der transfizierten DNA 



Zelluläre DNA 

Transfizierte DNA 

Stabile Transfektion durch Integration 

Seltenes Ereignis 
Einbau randomisiert (Positionseffekte !) 
Konkatemere (Gen-Dosis-Effekte !) 

Selektion durch Resistenzgen, Züchtung von Zellklonen 

Hemizygosität 



Blastocyste 

Oocyte 







Richard A. Goldsby, Immunology, Fifth Edition 

Transgenese der Maus durch Mikroinjektion 

DNA Analyse 





Richard A. Goldsby, Immunology, Fifth Edition 

Ungerichtete Integration des Transgens Gerichtete Integration durch 
Homologe Rekombination 



Embryonale Stammzellen 





Schütt & Bröker, „Grundwissen Immunologie“, 3. Aufl. 2011 













„Knock in“: Gezieltes Modifizieren von Genen durch homologe Rekombination 

TK Exon 1 Exon2m NeoR 

Exon 1 Exon2 

X X 

Exon 1 Exon2m NeoR 

Homologe Rekombination 
in embryonalen Stammzellen 

Targeting Vektor 

Wildtyp-Gen 

Modifiziertes Gen 

Blastocyste 

Maus 







Struktur eines loxP-Elementes (locus of crossing over) 

5`-ATAACTTCGTATA-GCATACAT-TATACGAAGTTAT-3` 
3`-TATTGAAGCATAT-CGTATGTA-ATATGCTTCAATA-5` 
 

umgekehrte...... ....Sequenzwiederholung Spacer 

Cre-vermittelte Deletion (causes recombination) 

+ 

Konditionale Mutagenese: Das Cre-lox System 



TK Exon 1 Exon 2 NeoR 

Exon 1 Exon 2 

Targeting-Vektor 

Wildtyp-Locus X Homologe Rekombination in ES-Zellen 

Exon 1 Exon 2 NeoR 

Targeted Allel 

Exon 2 Exon 1 Exon 2 

Komplette Deletion 

Knock out Maus 
(„sauberer“ KO) 

„Gefloxter“ Locus 

„Gefloxte“ Maus 

Transiente Expression von cre in ES-Zellen 



Richard A. Goldsby, Immunology, Fifth Edition 



Richard A. Goldsby, Immunology, Fifth Edition 

Gezielte Ablation von Zellen durch das Cre-lox System: Expression des Diphteria-Toxins 



(Heparin-binding EGF-like growth factor receptor) 

Bennett & Clausen, Trends Immunol. 2007 

Gezielte Ablation von Zellen mit Hilfe des Diphteria-Toxin Rezeptors 



(E)GFP: (Enhanced) Green Fluorescent Protein 
238 aa Protein aus der Qualle Aequorea victoria 
als REPORTERGEN 



Jung et al., Immunity, 2002 

Einbringen durch ungerichtete Transgenese oder gerichtetes „knock in“ 



MHC II Färbung (a-c) 

„Knock-in“ des Diphteria Toxin Rezeptors (DTR) in den Langerin-Locus (Langerin-DTR) 

Wildtyp Wildtyp + DT Langerin-DTR 

Langerin-DTR Mäuse nach DT Injektion: 

d: nach 24 h 
e: nach 48 h 
f: nach 2 Wochen 
g-i: nach 4 Wochen 

Bennet et al. J Cell Biol, 2005 



Bennet et al. J Cell Biol, 2005 



Positively 
selected 

THYMUS Y T Y T Y Y Y Y T T 

Y Y T T 

Y Y Y T T T Y Y 
Y Y T 

Y T T T 

Randomly generated 
TCR repertoire 

ensures diversity 

Y T Y T Y T 

Thymic education: die young 

Y T 

Harmful 

Very high 
avidity to 

self 

Useless 

Y T 

? 

No 
avidity to 

self 

Y Y T T 

mTEC 

Useful 

Intermediate 
avidity to 

self 

Negatively 
selected Neglected 



No, not all self-antigens are expressed in the thymus during development. 

No, a single TCR may bind to a variety of different peptide/MHC complexes 

(“Promiscuity” of the TCR) 

How can the immune system prevent the activation of these potentially self-
reactive T cells in the periphery? 

Many potentially auto-reactive T cells escape central tolerance 
 

Is central tolerance sufficient ? 



Negative selection of autoreactive T cells 

Positive selection of peripheral T effector cells 

Positive selection of CD4+CD25+ Tregs 

The “third function” of the thymus 



Transcription factor of the forkhead family 

Human equivalent: IPEX  
(Immunodysregulation, polyendocrinopathy and enteropathy, X-linked) 

Loss of function mutation gives rise to the scurfy phenotype: 
X-linked recessive lymphoproliferative disease 
Hyperresponsive CD4+ T cells 
over-expression of various cytokines (IL-2, IL-4, etc.) 

FoxP3 (“scurfin”) 

Autoimmune pathologies (diabetes, thyroiditis etc.) 
Severe infections 



DEREG Mäuse: Depletion of regulatory T cells 

Exprimieren ein Diphteria Toxin Rezeptor-enhanced green fluorescent protein Fusionsprotein 
Unter Kontrolle des foxp3 Gens 
 
Strategie: Generierung eines modifizierten „bacterial artificial chromosome“ und 
Injektion des BAC in den Pronucleus als Transgen 

Box A, B: jeweils 1 kb homologer DNA 

Lahl et al. J Exp Med (2005) 204:57 



Depletion der regulatorischen T-Zellen durch Gabe des Diphteritoxins in DEREG-Mäuse... 

Kim et al. J Immunol (2009) 183:7631 



...führt zur Entwicklung autoaggressiver Phänomene 

Kim et al. J Immunol (2009) 183:7631 



CRISPR/Cas:	Immunität	von	Archaeen	und	Bakterien	gegen	fremde	Nukleinsäuren	

CRISPR:	clustered	regularly	interspaced	short	palindromic	repeats	
	
Cas:	CRISPR-associated	(genes,	proteins)	
	

cas	 cas	 Leader/Promoter	 Repeat	 Repeat	 Repeat	Spacer	 Spacer	

cas	Gene	(4-10)	 CRISPR	

Cas:	Große	heterogene	Gengruppe,	deren	Produkte	Helikase	u./o.	Nuklease-AkQvität	aufweisen	

Finden	sich	in	Archaeen	(90%)	und	Bakterien	(40%)	
Entdeckt	in	E.	coli	(1987)	

Repeats:	20-50	bp,	innerhalb	eines	CRISPR-Locus	konserviert,	ansonsten	heterogen	

Spacer:	Kurzes	DNA-Fragment,	das	aus	Viren	oder	Plasmiden	stammt	(Protospacer)	

CRISPR/Cas-System	verleiht	Immunität	gegen	fremde	Nukleinsäuren	!	



cas	 cas	 Leader/Promoter	 Repeat	 Repeat	 Repeat	

Spacer	 Spacer	

DuplikaQon	des	Repeats	

Cas	Proteine	

Protospacer	

Protospacer	werden	nicht	zufällig	ausgewählt,	sondern	flankiert	von	PAM:	
	

Protospacer	adjacent	mo/fs		

**	
PAM	

Einbau	fremder	DNA-Fragmente	in	den	CRISPR-Locus	



Pelletier et al. Immunity (2015) 



Horvath & Barrangou Science (2010) 



Genmanipula/onen	durch	„RNA-guided	DNA	targe/ng“	mit	Cas9	

�				Cas9	Endonuklease	erzeugt	Doppelstrangbrüche	in	DNA-Zielsequenzen	

�				Zielsequenzen	werden	durch	einzelsträngige	guide	RNA	(sgRNA)	idenQfiziert	

�  sgRNA	besteht	aus	crRNA	und	tracrRNA	
	
�  5‘-Ende	der	crRNA	macht	spez.	Basenpaarungen	mit	DNA-Zielsequenz	
	
�  3‘-Ende	der	tracrRNA	rekruQert	Cas9	

PelleQer	et	al.	Immunity	(2015)	

Cas9 dient der Erkennung und 
Spaltung der Zielsequenz 



PAM:	Protospacer	adjacent	moQf	

Reparaturmöglichkeiten	

„Non-homologous	end-joining“	
	

In	Abwesenheit	geeigneter	Matrizen	
Fehleranfällig;	ob	kleine	InserQonen	oder	DeleQonen	

(„Indels“)	

„homology-directed	repair“	
	

Einbau	neuer	Sequenzen	mit	
	homologen	Enden	zur	Zielsequenz	

Sternberg	&	Douda	(2015)	Mol	Cell	(modifiziert)	

Zelleigene	Reparatursysteme	werden	zur	Mutagenese	benutzt	

Einbau	zufälliger	MutaQonen,		
STOP-Codons	

PunktmutaQonen,	DeleQonen,		
InserQonen,	kondiQonale	Allele	



PAM: protospacer adjacent motifs 
DSB: double strand break 
NHEJ: non-homologous end joining 
HDR: homology-directed repair 
 
 
Peng et al. FEBS J 2015 



Pelletier et al. Immunity (2015) 



Anwendungen	des	CRISPR/Cas-Systems	

Beispiel	1:	Einbau	eines	synthe/schen	Epitops	(„tag“)	in	endogenes	Gen	

�	sgRNA	ist	homolog	zum	Bereich	des	Stop-Codons	des	Zielgens	

�  ssDNA-Oligo	mit	42b	V5	tag	und	60	homologen	Basen	auf	jeder	Seite		
					fusioniert	mit	letztem	Codon	

�	InjekQon	von	sgRNA,	Cas9mRNA	und	Oligo	in	Zygoten	

Yang	et	al.	(2013)	Cell	

sgRNA coding sequence 

STOP Codon 

PAM 



Beispiel	2:	Knock	in	eines	Reportergens	

Yang et al. (2013) Cell 

Originalsequenz mit STOP 
sgRNA kodierende Sequenz mit PAM 


