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Einleitung 1

1. Einleitung
1.1 Der Darm

Der Darm ist der wichtigste Teil des gastrointestinalen Traktes und bewaltigt die Nahrstoff-,
Wasser- und Elektrolytaufnahme. Er unterteilt sich in Diinn- und Dickdarm. Der Diinndarm
gliedert sich weiterhin in den Zwdolffingerdarm (Duodenum), den Leerdarm (Jejunum) und den
Krummdarm (Ileum). Die gesamte Diinndarmschleimhaut weist eine gro3e Zahl von Darmzotten
(villi intestinales) auf, die die Resorptionsoberfldche stark vergrof3ern.

Das einschichtige Darmepithel des Diinndarms bildet sich aus den resorptiven Enterozyten, den
schleimsekretierenden Becherzellen, den enteroendokrinen Zellen und den Paneth Koérnerzellen
(Stappenbeck et al., 1998). Die Enterozyten tragen auf der Lumenseite einen Biirstensaum aus
fingerformigen Membranfortsdtzen, den Mikrovilli, die von Glykoproteinen umbhiillt sind.

Da das Darmepithel starken chemischen und mechanischen Beanspruchungen durch
Verdauungsprozesse und Peristaltik ausgesetzt ist, muss eine stindige Zellerneuerung erfolgen.
Diese Zellerneuerung geht von den Krypten, der Basis der Villi aus. Die Krypten sind
Einstiilpungen des Epithels; hier sind pluripotente Stammzellen lokalisiert, die proliferative
Progenitorzellen bilden (Potten and Loeffler, 1990).

Die Progenitorzellen wandern entlang der Krypten-Villus Achse nach oben. Bei Erreichen des
Krypten-Villus Uberganges stellen sie die Proliferation ein und beginnen zu differenzieren. Die
differenzierenden Zellen wandern in Richtung Darmlumen und werden nach ca. 2-5 Tagen, bei
Erreichen der Villusspitze, durch Verdringung abgestoen (Sancho ef al., 2004; Stappenbeck et
al., 1998). Die unter dem Epithel befindliche Bindegewebsschicht wird als Lamina propria
bezeichnet. Hier finden sich, vor allem im Ileum, zahlreiche Lymphfollikel, die so genannten
Peyer’schen Plaques.

Der Dickdarm gliedert sich in den Blinddarm (Caecum), den Grimmdarm (Colon) und den
Mastdarm (Rektum). Im Dickdarm sind Krypten, aber keine Zotten vorhanden, es liegt eine
grobe Faltung vor. Die Stammzellen befinden sich am Kryptenboden, proliferierende
Progenitorzellen teilen sich in den unteren zwei Dritteln der Krypten, im oberen Drittel der
Krypten beginnen die Zellen zu differenzieren (Sancho et al., 2004).

Das mukosale Immunsystem setzt sich aus intraepithelialen Lymphozyten sowie den T-Zellen, B-
Zellen, dendritischen Zellen und Makrophagen der Peyer’schen Plaques und der Lamina propria

zusammen (Murphy K. M., 2008; Neurath and Schurmann, 2000).
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1.2 Die Ets-Familie

Ets (E twenty six)-Transkriptionsfaktoren bilden eine gro3e Familie von Transkriptionsfaktoren
und spielen funktionelle Rollen in vielen biologischen Prozessen. Benannt wurden die Ets-
Transkriptionsfaktoren nach dem ersten Mitglied der Ets- Familie, dem viralen Onkogen v-Ets,
das als Teil eines Fusionsproteins des transformierenden Retrovirus E26 Leukidmie bei Vogeln
verursacht. Auf die Beschreibung von v-Ets folgte die Charakterisierung des zelluldren Proto-
Onkogens c-Ets. Es zeigte sich, dass es sich bei c-Ets um einen Transkriptionsfaktor handelt.

Bis heute sind etwa 30 Mitglieder der Ets-Familie beschrieben, davon mehr als 20 in Sdugetieren
und 7 in Drosophila (Galang et al., 2004; Laudet et al., 1999; Oettgen et al., 1999). Gemeinsam
ist ithnen die konservierte Ets-Doméne, eine 85 Aminosduren groBBe DNA-Bindungsdomine
(Wasylyk et al., 1993). Die Ets-Doméne hat eine winged helix-turn-helix Struktur, die spezifisch
an Promotor-Sequenzen mit einem 5'-GGAA/T-3' -Kernmotiv bindet (Donaldson et al., 1994;
Donaldson et al., 1996). Zur Ets-Familie gehoren sowohl Transkriptions-Aktivatoren als auch -
Repressoren. Daher spielen diese Faktoren eine wichtige Rolle bei zahlreichen zelluldren
Prozessen wie Gewebeentwicklung, Differenzierung, Proliferation und Transformation (Galang

et al., 2004; Oettgen et al., 1999).

1.3 Der Transkriptionsfaktor EIf3

Der Transkriptionsfaktor EIf3 (E74-like factor-3) wurde 1997 als erster epithelspezifischer
Transkriptionsfaktor der Ets-Familie beschrieben (Oettgen et al., 1997). Mehrere Arbeitsgruppen
arbeiteten an der Untersuchung des Transkriptionsfaktors und gaben ihm, Bezug nehmend auf
Vorkommen und Struktur, verschiedene Namen wie ESE-1 (epithelium-specific Ets) (Oettgen et
al., 1997), jen (Andreoli et al., 1997), ESX (epithelial-restricted with serine box) (Chang et al.,
1997), ERT (Ets-related transcription factor) (Choi et al., 1998) und EIf3 (Oettgen et al., 1999;
Tymms et al., 1997). EIf3 wird in vielen epithelialen Zelltypen exprimiert, unter anderem in
Niere, Prostata, Diinndarm, Dickdarm, Eierstock, Pankreas, Leber und Plazenta. Besonders stark
wird Elf3 im gastrointestinalen Trakt exprimiert, wobei Elf3 eine Rolle bei der terminalen
Differenzierung der Epidermis spielt (Oettgen et al., 1997; Oettgen et al., 1999; Tymms et al.,
1997).
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1.4 Genomische Struktur und Proteinstruktur des EIf3

Das humane Gen fiir EIf3 befindet sich auf dem Chromosom 1 und enthilt 9 Exons, die eine
Linge von ca. 5,8 kb auf der genomischen DNA iiberspannen. Das murine Elf3-Gen enthilt
ebenfalls 9 Exons, deren Grofle weitgehend den humanen Exons entspricht. Auch die
Intron/Exon-Ubergiinge sind iiberwiegend identisch zwischen humanem und murinem Gen.
Lediglich das murine Intron 8 und Exon 9 sind deutlich kiirzer als beim Menschen, dadurch
ergibt sich eine genomische Ausdehnung des murinen Elf3-Gens von 4,8 kb (Oettgen et al.,
1997; Oettgen et al., 1999; Tymms et al., 1997).

Bei der Charakterisierung des humanen Elf3 wurden zwei alternative Spliceformen entdeckt, die
sich durch ein zusétzliches Exon mit einer Basenldnge von 69 Nukleotiden unterscheiden. Die
cDNA fiir die Splice-Variante a kodiert fiir ein 348 Aminosduren grofles Protein mit einer
prognostizierten Molekiilmasse von 39,3 kD. Die cDNA fiir die Splice-Variante b kodiert fiir ein
371 Aminosduren groes Protein mit einer prognostizierten Molekiilmasse von 41,4 kD (Oettgen
et al., 1997). Beim Vergleich von humanem und murinem EIf3 wurde eine Splice-Variante von
murinem EIf3 entdeckt, die statt 371 Aminosduren eine Grofie von 391 Aminosiduren aufweist
(Tymms et al., 1997). Unabhingig davon wurde EIf3 als 371 Aminosduren gro3es Protein mit
einer Molekiilmasse von 41 kD (Choi et al., 1998) bzw. als 371 Aminosduren grof3es Protein mit
einer Molekiilmasse von 42 kD beschrieben (Chang et al., 1997).

Wihrend das erste Exon nur die 5 -nicht translatierte Region und den Transkriptionsstart enthalt,
codiert Exon 3 fiir die so genannte pointed domain, die in Protein-Protein-Interaktionen involviert
ist. Exon 4 codiert fiir die Transaktivierungs-Doméne, sie bindet spezifisch an das TATA-Box
bindende Protein (TBP) und interagiert mit Coaktivatoren. Exon 7 codiert fiir das nuclear
localisation signal und die AT hook domain, eine putative DNA-Bindungs-Domine, die in der
kleinen Furche (minor groove) AT-reicher, doppelstringiger DNA-Regionen bindet. Exon 8 und
9 codieren gemeinsam fiir die Ets-Domine, die spezifisch an Promotor-Sequenzen mit einem 5'-
GGAA/ T-3' Kernmotiv bindet (Abb. 1.1) (Chang et al., 1999; Kopp et al., 2007; Oettgen et al.,
1997).
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1 PNT TAD  SAR AT/NLS ETS 371
N T T 1
63-127 129-159 189-229 236-256 272-354

Abb. 1.1 Die verschiedenen Doménen des EIf3 Protsin

Die pointed domain (PNT) ist fur Protein-Protein-Interaktionen veraattlich, die Transaktivierungs-
Doméane (TAD) bindet spezifisch an das TATA-Box linde Protein (TBP) und interagiert mit
Coaktivatoren. C-terminal der Serin- und Asparagims-reichen Doméane (SAR) befindet sich das
nuclear localisation signal (NLS) und die AThook domain (AT). Sie ermdglicht Bindungen an AT-
reiche DNA-Regionen. Die Ets-Doméne bindet spedifian Promotor-Sequenzen mit einem 5'-
GGAA/T-3'-Kernmotiv (Abbildung aus Kopgt al., 2007).

Die Kernresonanzspektroskopie-Analyse der Ets-Denzigt, dass sie draiHelices und vier
B-Faltblatter in der Anordnungl-31-32-a2-033-B4 enthalt, die die rAumliche Struktwmged
helix-turn-helix ausbilden. Die dritten-Helix ist verantwortlich fir den Kontakt zur graof3e

Furche (najor groove) der DNA (Abb. 1.2) (Donaldsoet al., 1996; Kodandapamt al., 1996).

ETS domain Abb. 1.2 Modell der Ets-Doméne

Das molekulare Modell der Ets-Doméane
von EIf3 ist dunkelgrau dargestellt, die auf
krystallo-graphischen Daten basierende
Struktur der Ets-Doméne von Etsl ist weil3
dargestellt. Das Modell zeigt dreiHelices,
vier B-Faltblatter und eine Wendung die
zwischen Helix 2 und 3 liegt (Abbildung aus
Koppet al., 2007).

o helix 2

B strand 2, 4, & 37

1.5 Ein dominant-negativer Transkriptionsfaktor EIf3

Ein mutiertes Gen das in der Lage ist seinen zuggd® Phanotyp in Gegenwart des Wildtyp-
Genes zu manifestieren, gilt als dominant. Wird Wédtyp-Genfunktion dabei inaktiviert,

spricht man von einer dominant-negativen Mutantenésell muss dabei die dominant-negative
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Mutante eines Proteins intakte, funktionelle Doménen des Wildtyp-Proteins besitzen, ein Teil der
Doménen muss jedoch fehlen oder so verdndert sein, das sie nicht funktionell sind (Herskowitz,
1987).

Beim Transkriptionsfaktor EIf3 sind die Dominen, die von Exon 7-9 codiert werden,
entscheidend fiir die Bindung an die Ziel-DNA. Dominen, die fiir Protein-Protein-Interaktionen
verantwortlich sind, werden von Exon 3 und 4 codiert (Chang et al., 1999; Oettgen et al., 1997).
Fehlen diese Dominen, sollte der trunkierte Transkriptionsfaktor zwar in der Lage sein an die
Ziel-DNA zu binden und diese fiir den Wildtyp-Transkriptionsfaktor zu blockieren, es sollte aber
keine Bindung an das TBP bzw. Interaktionen mit Coaktivatoren stattfinden.

Die Untersuchung unterschiedlich stark verkiirzter cDNA-Fragmente des murinen ELf3 in
Expressionsvektoren und die Funktion der trunkierten Formen von EIf3 als dominant-negative
Faktoren in der Zellkultur wurde bereits 2002 beschrieben (Kim et al., 2002). Auch bei Ets2,
einem anderen Mitglied der Ets-Familie, funktionierte eine trunkierte Mutante als dominant-
negativer Faktor in der Zellkultur (Galang et al., 1996).

Die in der vorliegenden Arbeit beschriebene, verkiirzte cDNA des murinen Elf3-Gens enthélt nur
Exon 7 bis 9, die fiir DNA-Bindungsdoméinen codieren. Das von der verkiirzten cDNA kodierte,
trunkierte Protein wird im Folgenden als dominant-negativer Transkriptionsfaktor EIf3 (dnEIlf3)

bezeichnet.

1.6 Keratinexpression im Darm

Keratine sind wichtige Strukturproteine im Zytoskelett von Epithelzellen. Sie lassen sich
aufgrund ihres Molekulargewichts und ihres isoelektrischen Punktes in die sauren Typ I- und die
basischen Typ II-Keratine einteilen. Zu den Typ II-Keratinen gehdren Keratin 1 bis Keratin 8, zu
den Typ I- Keratinen Keratin 9 bis Keratin 20 (Hesse et al., 2001; Moll et al., 1982).

Filamente werden aus sauren und basischen Keratinkomponenten im Verhéltnis 1:1 gebildet. In
den einfachen Epithelien des Darms werden vor allem die sauren Typ I-Keratine Keratin 18
(K18), Keratin 19 (K19), Keratin 20 (K20) und das basische Keratin 8 (K8) exprimiert. Die
Aufgabe der Intermediérfilamente ist die Aufrechterhaltung der inneren Stabilitdt und Struktur
der Zellen. Mit Ausnahme von K20 werden die genannten Keratine in allen Zellen des
Darmepithels, den Enterozyten, den schleimsekretierenden Becherzellen und in den Zellen an der

Kryptenbasis gleichméBig stark exprimiert (Moll ef al., 2008; Moll et al., 1990).
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1.7 Keratin 8/18 und EIf3

Murines K8 (EndoA) ist ein basisches Typ II-Keratin und bildet mit murinem K18 (EndoB),
einem Typ [-Keratin, Intermedidrfilamente in zahlreichen einfachen Epithelialgeweben.

Das murine K8-Gen besitzt einen 3" gelegenen Enhancer mit mehreren Ets-Bindungsstellen. Im
Versuch zeigte sich, dass der murine K8 Enhancer durch Ets-Proteine iiber Interaktion mit
multiplen Ets-Bindungsstellen reguliert wird (Seth et al., 1994).

Die mit der Differenzierung von embryonalen Karzinomzellen zu extraembryonalem Entoderm
assoziierte Induktion von K18 kann, neben verminderter negativer Regulation, auf eine
Aktivierung durch Transkriptionsfaktoren der Ets-Familie zuriickgefiihrt werden. Dabei binden
Transkriptionsfaktoren der Ets-Familie an komplexe Enhancer-Elemente im ersten Intron des
K18-Gens (Pankov et al., 1994).

Eine gleichzeitig verstirkte Expression von EIf3 und K8 bzw. K18 wurde auch in verschiedenen
Tumoren beobachtet. Bei einer cDNA Microarray-Analyse von Synovialsarkomen wurde bei
biphasischen Synovialsarkomen eine signifikant gesteigerte Expression von EIf3 sowie Keratin 5,
Keratin 7, K8 und Keratin 14 festgestellt (Allander ef al., 2002). Eine relative Expressions-
Analyse von Brusttumoren zeigte eine erhohte Expression von Elf3, K8 und K18 (Galang et al.,
2004). Diese Resultate sind konsistent mit den Ergebnissen von Oettgen, wonach K8 und K18
Ets-Bindungsstellen in ihren Promotoren aufweisen und somit mogliche direkte bzw. indirekte

Zielgene von EIf3 darstellen (Oettgen et al., 1997).

1.8 Claudin-7 und EIf3

Claudine sind wichtige Bestandteile der in Epithelien vorkommenden Zellverbindungen, den so
genannten tight junctions (Abb. 1.3). Tight junctions konnen eine semipermeable, parazellulire
Barriere bilden, die den selektiven Durchgang von Ionen und Molekiillen ermdglicht oder
hermetische Barrieren formen, wie z. B. im Colon. Dariiber hinaus verhindern tight junctions die
Diffusion von Membranproteinen und Membranlipiden von der apikalen zur basolateralen
Doméne und halten so die Zellpolaritit aufrecht (Cereijido et al., 2007; Kominsky et al., 2003).

Claudine sind 20-27 kD groBe Transmembranproteine, die die Zellmembran vier Mal
durchspannen, wobei N-Terminus und C-Terminus jeweils im Cytoplasma liegen. Die
extrazelluldren Bereiche formen zwei Schleifen (Furuse and Tsukita, 2006). Es wurden bis heute
24 Mitglieder der Genfamilie in Menschen und Mausen beschrieben, deren Expression von

Gewebe und Zelltyp abhingig ist (Fujita et al., 2006). Eine verdnderte Expression von Claudin-7



Einleitung 7

wurde bei zahlreichen Krebserkrankungen gefunden (Hewitt et al., 2006; Kominsky et al., 2003).
Bei Synovialsarkomen konnte eine iibereinstimmende Proteinlokalisation von Claudin-7 und EIf3
festgestellt werden. In der Promotorregion von Claudin-7 befindet sich eine Ets-Bindungsstelle
und die Bindung von EIf3 an diese Ets-Bindungsstelle wurde mittels Chromatin-
Immunoprizipitations-Test gezeigt. Die mRNA-Expression von Claudin-7 konnte in Zellkultur-

Experimenten durch Elf3 induziert werden (Kohno et al., 2006).

Microvill
Abb. 1.3 Schematische Darstellung

Barriere zwischen der apikalen und der
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. O (Abbildung aus Tsukita et al., 2001).
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1.9 TGF-beta Rezeptor Typ II und EIf3

Transforming growth factor-beta (TGF-beta) ist ein pleiotropes Zytokin, das Wachstum und
Differenzierung von Zellen, abhingig von deren Zelltyp und Aktivierungszustand, beeinflusst
und eine kritische Rolle bei vielen Krankheiten spielt. TGF-beta zeigt komplexe Effekte auf
Tumorwachstum und Metastasierung bei Krebserkrankungen und beeinflusst die Suppression des
Immunsystems. TGF-beta vermittelt seine Wirkung tiber heterodimere TGF-beta Rezeptoren. Die
TGF-beta Rezeptoren Typ I und Typ II (TGF-beta RII) sind transmembrane Serin/Threonin-
Kinasen, die gemeinsam ein intrazelluldres Signal weiterleiten (Wan and Flavell, 2007,
Wrzesinski ef al., 2007).

Elf3 kann die Expression des TGF-beta RII-Gens induzieren. Bei der Analyse des murinen TGF-
beta RII-Promotors fanden sich zwei Ets-Bindedominen, die eine Aktivierung durch EIf3
ermdglichen (Kopp et al., 2004). Die Arbeitsgruppe um A. Ng generierte Miuse mit einer
Nullmutation von EIf3. Es wurde gezeigt, dass die Elf3 defizienten Epithelzellen des Diinndarms
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eine gestorte Morphogenese und Differenzierung i@stm und im Duodenum deutlich
reduzierte Mengen von TGF-beta RIl exprimierten @ gl., 2002). Durch Verpaarung mit

Mausen, die den TGF-beta RIlI spezifisch im Darnepit Gberexprimieren, wurden

doppeltransgene Tiere generiert, deren Dinndarme emormale Morphologie zeigte.

Schlussfolgernd wurde EIf3 als kritischer Regulateon TGF-beta RII im murinen

Dunndarmepithel bezeichnet (Flentghial., 2007).

Allerdings wurde experimentell nachgewiesen, da#8 Bicht das einzige Ets-Protein ist,
welches die TGF-beta RIlI Expression reguliert. ImhRen der Untersuchung von Ets-
Fusionsproteinen, die bei Ewing-Sarkomen auftreteigte sich, dass zahlreiche Mitglieder der
Ets-Familie die Expression des TGF-beta RII-Gemgsilreren (Imet al., 2000). Bei Versuchen

mit F9 embryonalen Karzinomzellen wurde aul3erdeme ehbhangigkeit der Effekte vom

Differenzierungsgrad der Zellen festgestellt. Smglierte EIf3 den TGF-beta RII-Promotor in

differenzierten F9 Zellen, jedoch nicht in undiffarierten F9-Zellen (Kopgt al., 2004).

1.10 Elf3 und Wechselwirkung mit anderen Proteinen

Bindungsstellen fur EIf3 wurden in den Promotorahleicher Gene gefunden. Bereits genannte
Gene sind dasght junction Protein Claudin-7, der TGF-beta RIl und K8/18. @ingsstellen flur
EIf3 wurden in den Promotoren verschiedener SP&RflI(proline-rich protein) -Proteine, die mit
der terminalen Differenzierung von Keratinozyterrbumden sind, gefunden (Fischer al.,
1999; Reddt al., 2003).

Elf3 beeinflusst auch die Expression von Lysozynv4), das eine Rolle bei der angeborenen
Immunabwehr spielt (Legt al., 2007), die Expression des Chemokinesr ophage inflammatory
protein-3o (MIP3a/CCL20), welches vorwiegend extra-lymphoid, untederem im Dinndarm
und Colon exprimiert wird (Kwomet al., 2003) und die Expression dagmnan epidermal growth
receptor 2 (Her2/neu/ErbB2), der zur Familie der epidermaWachstumsfaktor Rezeptoren
gehdrt (Scottt al., 2000).

Darliber hinaus aktiviert EIf3 die induzierbare tsof der nitric-oxide synthase (NOS2)
(Rudderst al., 2001), beeinflusst die Expression der Cyclooxgge-2 (COX-2), einem Enzym
der Prostaglandinsynthese (Gratl al., 2005), die Expression voAngiopoietin-1 (Ang-1)
(Brown et al., 2004) und die Expression dagtoimmune regulator (AIRE), der die Expression von
Selbst-Antigenen reguliert (Murumagdial., 2006) (Abb. 1.4)
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Abb. 1.4 Zielgene des Transkriptionsfaktors EIf3

1 Die Expression des Zytokin-Rezeptors transforming growth factor-beta Rezeptor 1l (TGF-beta RII) wird
von EIf3 positiv reguliert ((Flentjar et al., 2007; Lee et al., 2003; Ng et al., 2002); 74 3 K8 bildet mit K18
Intermedidrfilamente im Darmepithel, beide Keratine besitzen Ets-Bindungsstellen in ihren Promotoren
und sind mogliche direkte bzw. indirekte Zielgene von EIf3. Eine gleichzeitig verstirkte Expression von
Elf3 und K8 bzw. K18 wurde in verschiedenen Tumoren beobachtet (Allander et al., 2002; Galang et al.,
2004; Oettgen et al., 1997); 4 Elf3 induziert die Expression des tight junction Proteins Claudin-7 (Kohno
et al., 2006); 5 Small proline-rich protein 1B (SPRR1B) ist ein Differenzierungsmarker des Plattenepithels
(Reddy et al., 2003); 6 Das Enzyme Lysozym (LYZ) spielt eine Rolle bei der angeborenen Immunabwehr
(Lei et al., 2007); 7 Das Chemokin macrophage inflammatory protein-30 (MIP30/CCL20) wird
vorwiegend extra-lymphoid exprimiert, unter anderem im Diinndarm und Colon und wird durch pro-
inflammatorische Stimuli hochreguliert (Kwon et al., 2003); 8 EIf3 aktiviert die induzierbare Isoform der
nitric-oxide synthase (NOS2) (Rudders et al., 2001) 9 Cyclooxygenase-2 (COX-2) ist ein Enzym der
Prostaglandinsynthese und spielt eine Rolle bei Entziindungsreaktionen (Grall et al., 2005);
Angiopoietin-1 (Ang-1) spielt eine Rolle bei der Angiogenese (Brown et al., 2004); 11 Autoimmune
regulator (AIRE) reguliert die Expression von Selbst-Antigenen (Murumagi et al., 2006); 12 Human
epidermal growth receptor 2 (Her2/new/ ErbB2) gehort zur Familie der epidermalen Wachstumsfaktor-
Rezeptoren (Scott ef al., 2000).
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In vielen Fillen kooperieren Ets-Proteine mit anderen Transkriptionsfaktoren wie AP-1
(activating protein-1), um ihre Zielgene zu transaktivieren (Wu et al., 1994). Die Komplexitit
des regulatorischen Ets-Netzwerkes erhoht sich durch Heterodimerisierung (Kwiatkowski et al.,
1998) und/oder Phosphorylierung (Rabault and Ghysdael, 1994; Tootle and Rebay, 2005) sowie
eine unterschiedliche zeitliche und rdumliche Expression der Faktoren (Tymms and Kola, 1994).

Die meisten Ets-Familienmitglieder kdnnen als monomerisches Protein an die DNA binden, ihre
Aktivitdt bedarf jedoch der Kooperation mit anderen Transkriptionsfaktoren wie Spl (specificity
protein 1), AP1 oder SRF (serum response factor) und wird durch signalabhingige
Phosphorylierung reguliert, wie z. B. durch Signalwege, die das Proto-Onkogen Ras einschlieBen

(Dittmer and Nordheim, 1998).

1.11 Keratin 20

K20 wird, wie K8, K18 und K19 im kompletten Intestinaltrakt exprimiert, jedoch ist es in
anderen Organen wie z. B. der Leber und Niere nicht vorhanden. Starke Expression erfolgt in den
Epithelien des Magens, des Duodenum, Jejunum, Ileum, Caecum, und Colon. AuBlerhalb des
Intestinaltraktes wird K20 nur noch in den Merkelzellen der Haut und im Urothel exprimiert. Mit
immunhistologischen Untersuchungen von humanem, bzw. Ratten-Gewebe, konnte eine starke,
einheitliche K20-Expression in den Epithelzellen der Darmzotten gezeigt werden, wohingegen
die undifferenzierten Zellen der Krypten nur sehr schwache Expression zeigten bzw. K20 negativ
waren. Beginnend mit der Differenzierung der Enterozyten bei Erreichen des Krypten-Villus
Uberganges bis zum Erreichen der Villusspitze ist die K20 Expression kontinuierlich stark

vorhanden (Moll et al., 2008; Moll et al., 1990; Moll et al., 1993).

1.12 Das Cre/loxP Rekombinations-System

Die Cre-Rekombinase (Cre: causes recombination; 10xP: locus of crossing over of P1 phage) des
Bakteriophagen P1 katalysiert die Rekombination zwischen zwei 34 Basenpaare langen loxP-
Erkennungssequenzen. Die loxP-Erkennungssequenz enthilt zwei 13 Basenpaare lange inverted
repeats, die eine 8 Basenpaare lange, nichtpalindromische Kernregion flankieren, die der loxP-
Erkennungssequenz eine Orientierung gibt. Wenn die loxP-Sequenzen in der gleichen
Orientierung in das Genom integriert sind, kann durch die Cre-Rekombinase eine Deletion der
loxP-flankierten (gefloxten) DNA Sequenzen erfolgen (Nagy, 2000). Auf diese Weise konnen

gentechnisch in das Genom integrierte Reportergene oder Steuerelemente wieder entfernt
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werden. Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten TgAktinCre-Miuse exprimieren die Cre-
Rekombinase unabhingig vom Zelltyp und duBleren Einfliissen, es handelt sich also um eine
konstitutive Expression (Munk, 2001).

Veranderungen des Genoms konnen die prd- und postnatale Entwicklung der betroffenen
Organismen storen, Letalitdt oder stark reduzierte Lebenserwartung kann die Folge sein. Werden
konventionelle Methoden zur Verdanderung von Genen mit dem Cre/loxP-Rekombinationssystem
kombiniert, ist eine gewebespezifische und/oder zeitlich steuerbare Modifikation des Genoms
moglich (Rajewsky et al., 1996).

Durch die Verwendung von Cre-Rekombinase transgenen Miausen mit induzierbaren Systemen
kann der Zeitpunkt der Rekombination beeinflusst werden. Wird die Cre-Rekombinase mit einer
mutierten Ostrogenrezeptor Liganden-Bindedoméne fusioniert, die das Ostrogenanalogon
Tamoxifen selektiv bindet, aktiviert erst die Gabe von Tamoxifen die Cre-Rekombinase. Das
Fusionsprotein aus Cre-Rekombinase und Ostrogenrezeptor Liganden-Bindedomine, das so
genannte CreER, liegt an das heat shock protein 90 gebunden als inaktiver Komplex im
Zytoplasma vor. Erst nach Bindung des Liganden Tamoxifen dissoziiert der Komplex, CreER
transloziert in den Kern und vermittelt die Rekombination von loxP-flankierten DNA-
Abschnitten (Badea ef al., 2003; Feil ef al., 1996; Picard, 1994).

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten TgRosaCreER-Miuse exprimieren das
Fusionsprotein CreER. Erst nach der Gabe von Tamoxifen kommt es zur Rekombination und
Expression des gewlinschten Transgens, es findet also eine konditionale Expression statt (Badea

et al., 2003).
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1.13 Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit war es, den Transkriptionsfaktor EIf3 im gastrointestinalen Trakt in Hinblick
auf potentielle Zielgene und einen mdglichen Einfluss auf die Morphologie des Darms zu
untersuchen.

Elf3 hat fiir die Funktion des Darmepithels entscheidende Bedeutung. Von Elf3-Knockout-
Mausen sterben 30% der Tiere intrauterin. Von den lebend geborenen Tieren sterben mehr als die
Hilfte in den ersten drei Lebenswochen. Diese Tiere zeigen pathologische Verdnderungen des
Epithels im Diinndarm, mit anormaler Morphogenese der Enterozyten und schleimsekretierenden
Becherzellen (Ng et al., 2002).

Elf3 ist ein Mitglied der Familie der Ets-Transkriptionsfaktoren und wird unter nicht-
inflammatorischen Bedingungen spezifisch in epithelialen Zellen exprimiert (Oettgen et al.,
1997). EIf3 spielt eine Rolle bei der Aktivierung des TGF-beta RII (Kim ef al., 2002; Ng et al.,
2002), ist jedoch auch ein potentieller Regulator anderer Zielgene wie Claudin-7 (Kohno et al.,
2006), K8 und K18 (Allander et al., 2002; Oettgen et al., 1997).

Zundchst sollten in Zellkultur mit humanen Colon-Karzinomzellen verschiedene
Expressionsvektoren mit dem Reportergen EGFP (Enhanced green fluorescent protein) auf ihre
Expressionseffizienz getestet werden. Die Vektoren enthielten die potentiellen Bindungsstellen
fiir die Transkriptionsfaktoren AP-1, AP-2 (activating protein—2) und Spl in kurzen Fragmenten
in direkter Abfolge oder entsprechend ihrer Anordnung im upstream Bereich des K20-Gens.

Der EGFP-Expressionsvektor mit der stirksten Expression in der Zellkultur sollte zur
Generierung transgener Mduse genutzt werden. Die Funktionalitit und Gewebespezifitidt der
ausgewdhlten, potentiellen Enhancer- und Promotor-Fragmente konnte somit in vivo getestet
werden.

In einem zweiten Mausmodell sollte unter Kontrolle der zuvor getesteten Enhancer- und
Promotor-Fragmente eine verkiirzte Variante von EIf3 als dominant-negativer Transkriptions-
faktor mittels Cre/loxP-System exprimiert werden. Zur Aktivierung der Elf3-Variante sollten die
EGFP™/dnEIf3 (TgEfloxElf)-Miuse mit TgAktinCre-Méusen (ubiquitire, friithembryonale
Expression der Cre-Rekombinase) und mit TgRosaCreER-Méusen (Tamoxifen-induzierbare

Expression) verpaart werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Materialien
2.1.1 Versuchstiere

Der fiir die Herstellung transgener Mause verwendete Mausstamm (FVB/NHSD) entstammte der
Zucht des Tierstalls der Zentralen Versuchstiereinrichtung des Hochhauses am Augustusplatz,
Mainz. Die zur Aktivierung des dnEIf3-Transgens verwendeten TgAktinCre Miuse (FVB/N-
TG(ACTB-cre)2MRT/J) besitzen einen FVB/NHSD Hintergrund und wurden von Jackson
Laboratory (Bar Harbor, USA) bezogen (http://jaxmice.jax.org/strain/ 003376.html).

Die zur induzierbaren Aktivierung des dnEIlf3-Transgens verwendeten TgRosaCreER Méuse
(ROSA-cre/Estl  (B6;129-Gt(Rosa)26Sor™ ©“ErUNapy - haben  einen  C57BL/6;129/Sv]
Hintergrund und wurden ebenfalls von Jackson Laboratory bezogen

(http://jaxmice.jax.org/strain/004847.html).

2.1.2 Zelllinien

Fir Transfektionsexperimente wurde die humane Zelllinie HT-29 (Humanes Colon
Adenokarzinom, DSMZ Nr. ACC 299 (Fogh und Trempe, 1975)) von der Deutschen Sammlung

von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ, Braunschweig) verwendet.

2.1.3 Zellkulturmedien

RPMI 1640, McCoy's 5A Media, steriles PBS und Antibiotika fiir die Zellkultur wurden von
Gibco/Invitrogen (Karlsruhe), fotales Rinderserum von Vitromex (Selters), Accutase zum
Ablosen von adhdrenten Zellen bzw. AccuMax zum Losen von Zell-Aggregaten von PAA

Laboratories (Colbe) bezogen.

2.14 Bakterienstimme

Um die in Plasmidvektoren klonierten DNA-Fragmente zu amplifizieren wurden die Escherichia

coli Stimme top10, HB101 und JM105 (Invitrogen, Karlsruhe) verwendet.
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2.1.5 Klonierungsvektoren

Fiir Klonierungen wurden das Derivat pBR322* des pBR322 (Aatll/Ndel Fragment des pBR322
mit Polylinker aus pBluescript (Blessing et al., 1993)) und pBluescript (Stratagene, CA, USA)

genutzt.

2.1.6  Expressionsvektoren

Das Derivat pPBR322* des pBR322 wurde als Vektorgeriist verwendet. Die Expressionsvektoren
enthielten ein beta-Globin Intron des Kaninchens (GenBank Accession Nr.V00878; Position 570-
1142), die cDNA fiir EGFP mit Kozak-Sequenz (GenBank Accession Nr. U55762; Position 661-
1414) und das Polyadenylierungssignal (pA) des humanen Wachstumshormons (GenBank
Accession Nr. J03071; Position 6699-7322). Das beta-Globin Intron des Kaninchens war 5’
flankiert von 18 Basen des zweiten Exons (GenBank Accession Nr.V00878; Position 552-569)
die als Primer-Bindestellen fiir die PCR verwendet wurden.

Der Vektor pEGFP-N1 wurde von Clontech (Palo Alto, CA, USA) bezogen. Das beta-Globin
Intron des Kaninchens und das Polyadenylierungssignal des humanen Wachstumshormons
wurden aus Vektoren, die in der Arbeitsgruppe von Prof. Blessing zur Verfligung standen,
entnommen.

Es wurden verschiedene putative Enhancer- und Promotor-Fragmente des humanen K20-Gens
einkloniert: das Promotor-Fragment F1 des K20-Gens (GenBank Accession Nr. X73501; Position
4391-4886), sowie die putativen Enhancer-Fragmente F6 (GenBank Accession Nr. AC004231;
Position 52622-52875), F5 (GenBank Accession Nr. AC004231; Position 58014-58289), F4
(GenBank Accession Nr. AC004231; Position 62144-62470), F3 (GenBank Accession Nr.
X73501; Position 3642-4886) und F2 (GenBank Accession Nr. X73501; Position 3642-3894).
Die putativen Enhancer-Fragmente stammten aus dem PAC Klon RP5-1110E20 (GenBank
Accession Nr. AC004231), der freundlicherweise von Herrn Prof. Hankeln, Institut fiir Genetik
der Universitidt Mainz, zur Verfligung gestellt wurde.

Die loxP-Sequenzen aus dem Bakteriophagen P1 wurden aus dem fargeting-Vektor TV(=A)
(Jahnen-Dechent ef al., 1997) gewonnen. RNA aus murinem Darm diente zur Herstellung einer

verkiirzten EIf3-cDNA.



Material und Methoden

2.1.7 Verwendete Puffer und Medien

DNA-Auftragspuffer

DNA/RNA-Hybridisierungspuffer

10x DNAse Puffer

3x Protein-Auftragspuffer

10 x Elektrophorese-Puffer fiir SDS-PAGE

1%ige Eosin Y Losung

LB-Medium

LB-Agar

60% Glycerin (v/v)

100 mM EDTA

100 mM Tris-HCI; pH 7,5
0,1% Orange G (wW/v)

500 mM NaP;. pH 7,2
7% SDS (w/v)

1% BSA (w/v)

1 mM EDTA

I M Na-Acetat; pH 5,5
0,05 M MgCl,

6% SDS (w/v)

15% B-Mercaptoethanol (v/v)
30% Glycerin (v/v)

188 mM Tris-HCI, pH 6,8
0,005% Bromphenolblau (w/v)
144 ¢/1 Glycin

30 g Tris-Base
1% SDS

1 g Eosin Y Dinatrium-Salz
100 ml 70% Ethanol
1 Tropfen Essigsdure

10 g/l Bacto-Trypton

5 g/l Bacto-Yeast

10 g/l NaCl

auf pH 7,5 einstellen, autoklavieren

LB-Medium plus 15 g/l Agar

15
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10 x MOPS-Puffer

10 x PBS

PBST

Proteinase K-Puffer

Protein-Lysis-Puffer

50 x TAE Elektrophorese-Puffer

10x TBS

TBST

16

200 mM MOPS

50 mM Natriumacetat

10 mM EDTA

auf pH 7,0 einstellen, autoklavieren

80 g/l NaCl

11,6 g/l Na,HPO4

2 g/l KCI

2 g/l KH,PO4

auf pH 7,0 einstellen

PBS
0,05% Tween

200 mM NacCl

100 mM Tris-HCI, pH 8,5
10 mM EDTA

0,2% SDS (w/v)

150 mM NaCl

30 mM Tris-HCI, pH 7,5
5 mM EDTA

1 mM NazVou

1% Igepal CA 630 (v/v)

2 M Tris/Acetat
50 mM EDTA
auf pH 8,0 einstellen

80 g/l NaCl
30 g/l Tris-Base

2 g/l KCl
auf pH 7.4 einstellen

TBS
0,05% Tween
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TE-Puffer 10 mM Tris-HCI pH 8,0
1 mM EDTA

TNT-Puffer 0,1 M Tris-HCI pH 7,5
0,15 M NacCl
0,05% Tween 20 (v/v)

Transferpuffer Western-Blot 48 mM Tris-Base
39 mM Glycin
0,037% SDS (w/v)
20% Methanol

Zitronensaurepuffer pH 6,0 450 ml 0.1 M Natriumcitrat (pH 8,6)
50 ml 0.1 M Zitronensdure (pH 1,9)

2.1.8 Oligonukleotide

Die Oligonukleotide (Primer) fiir Klonierungen, zur Genotypisierung der Versuchstiere, zum
Nachweis der genomischen Rekombination und fiir Reverse Transkriptase-Polymerase-
kettenreaktion (RT-PCR) bzw. quantitative Real-Time-Polymerasekettenreaktion (qRT-PCR)-
Analysen wurden von biomers.net (Ulm), Sigma-Aldrich (Taufkirchen), Metabion (Martinsried)
oder MWG-Biotech (Ebersberg) bezogen.

Oligonukleotide fiir die Klonierung der EGFP-Expressionsvektoren:

F4/Sall 5’-CAG TCG ACC CAA GTA GTT GGG AAT-3’
GenBank Accession Nr. AC004231; Position 62144-62159
Farev/Avrll 5’-GAC CTA GGG TCA CAC TGG ATT AG-3°
GenBank Accession Nr. AC004231; Position 62470-62456
F5/HindIII 5-CTA AGC TTT GTT CTC TCT CAT AAG-3’
GenBank Accession Nr. AC004231; Position 58014-58029
F5rev/Sall 5’-CAG TCG ACG TAG CCT TCA CAT TCC-3’
GenBank Accession Nr. AC004231; Position 58289-58274
F6/Nhel 5’-CAG CTA GCG GTC TCG ATC TCT TG-3’

GenBank Accession Nr. AC004231; Position 52622-52636
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Férev/HindlIII 5"-CTA AGC TTT TAC AGT GAG ATA GGT-3’
GenBank Accession Nr. AC004231; Position 52875-52860
F2/F3/Avrll 5'-GAC CTA GGTCTA ATT AAC TAA GGA AG-3°

GenBank Accession Nr. AC004231; Position 77507-77524
F2/F3/Sbfl Avrll 5-GAC CTA GG CCT GCA GGT CTA ATT AAC TAA GGA AG-3’

GenBank Accession Nr. AC004231; Position 77507-77524
F2rev/BamHI 5'-CTG GAT CCC ACA GCG AGA GTG G-3°

GenBank Accession Nr. AC004231; Position 77759-77746

F3rev/Nhel 5'-GTT GAG CTA GCC TTT TAT GAA GTC-3’
GenBank Accession Nr. X73501; Position 4812-4800
CK5 5'-GAG ATC TAG AAG CTT GTC GAC CTA GGA TCC GCG GAA

ACA GAG GTT CTG AAG AGC-3
GenBank Accession Nr. X73501, Position 4391-4411

CK3 5’-GAG AGT CGA CAG ATC TCG CGA TTC CAG GAG GGA GC
GenBank Accession Nr. X73501, Position 4886-4871

Oligonukleotide fiir die Klonierung des EGFP"/dnEIf3-Expressionsvektors:

SpeKozATG 5’-GCT ACT AGT CGC CAC CAT GGA TGACTT TAC TGA CTA T-3°
GenBank Accession Nr. NM_007921; Position 786-803

Die markierten Basen weichen von der verdffentlichten Sequenz ab, siche Ergebnisse Punkt 3.2

MMEIfRSpe 5’-GCA CTA GTT TAA TTC CGA CTC TCT CCA ACC TCT-3’
GenBank Accession Nr. NM_007921; Position 1214-1190

loxP_Hind Sma 5"-AGCTTATAACTTCGTATAGCATACATTATACGAAGTTATCCC-3’
GenBank Accession Nr. CR847878; Position 159-126

loxP_Sma Hind 5"-GGGATAACTTCGTATAATGTATGCTATACGAAGTTATA-3’
GenBank Accession Nr. CR847878; Position 126-159

Oligonukleotide fiir die Genotypisierung der transgenen Foundertiere und Nachkommen:

Foulde 10 5-GGT AGG GAT CAT GGT GGG TA-3’
GenBank Accession Nr. AC004231; Position 52214-52233
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Foulde 2 5’-CAA ACG AGC ACG TGA ATC C-3°

GenBank Accession Nr. AC004231; Position 52761-52743
Foulde 3 5’-AGG GAA GCA AGT GAC TCA GG-3’

GenBank Accession Nr. X73501; Position 3713-3732
Foulde 4 5’-CCA CAG GCA AGA AACTCC TC-3’

GenBank Accession Nr. X73501; Position 4800-4781
Cre for 5"-GCGGTCTGGCAGTAAAAACTATC-3’

GenBank Accession Nr. X0O3453; Position 726-748
Cre rev 5'-CAGGGTGTTATAAGCAATCCC-3’

GenBank Accession Nr.X03453; Position 997-977

Oligonukleotide fiir die interne Kontrolle:

TCRfor 5'-CAA ATG TTG CTT GTC TGG TG-3"
GenBank Accession Nr. AE008686; Position 375845-375864
TCRrev 5"-GTC AGT CGA GTG CAC AGT TT-3’

GenBank Accession Nr. AE008686; Position 376050-376031

Oligonukleotide zum Nachweis der Rekombination auf genomischer Ebene, fiir die RT-PCR und

gRT-PCR:

beta-Globin Ex 2 5-GAT CCT GAG AAC TTC AGG-3’
GenBank Accession Nr. VO0878; Position 552-569

CK20 RT-II 5-AGC TAC AGG TGC TCC CTC CT-3’

GenBank Accession Nr. X73501; Position 4861-4880
EGFPrev 5-GCA TCG ACT TCA AGG AGG AC-3

GenBank Accession Nr. U55762; Position 1080-1061
EGFPrev3 5-AAC AGC TCC TCG CCC TTG-3’

GenBank Accession Nr. U55762; Position 704-687
Elf3rev 5’-CTC GGA TAA ACT CCC ACA GG-3’

GenBank Accession Nr. NM_007921; Position 939-920
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Elf3rev2

rbGl

HPRTfor

HPRTrev

eEIf3Ex6for

eEIf3Ex8rev

CLDN-7 for

CLDN-7rev

TRII for

TRII rev

KRTS for

KRT8g-rev

KRT18 for

KRTI18& rev

5-CTC TTC TTG CCC TCC AGA CA-3’

GenBank Accession Nr. NM_007921; Position 895-876
5’-CTG GTC ATC ATC CTG CCT TT-3°

GenBank Accession Nr. VO0878; Position 1014-1033
5-AGC TAC TGT AAT GAT CAG TCA ACG-3”
GenBank Accession Nr. NM_013556; Position 397-420
5-AGA GGT CCT TTT CAC CAG CA-’

GenBank Accession Nr. NM_013556; Position 594-575
5’-GGT GGA AGT GAT GTG GAC CT-3’

GenBank Accession Nr. NM_007921; Position 735-754
5’-CTC GGA TAA ACT CCC ACA GG-3’

GenBank Accession Nr. NM_007921; Position 939- 920
5’-TGA TGA GCT GCA AAA TGT ACG-3’

GenBank Accession Nr. NM_0168873; Position 608-628
5-GCC TTC TTC GCT TTG TCA TC-3"

GenBank Accession Nr. NM_0168873; Position 773-754
5'-CCATTG TTC ACA GGG ACC TC-3’

GenBank Accession Nr. NM_009371; Position 1448-1467
5-CGA CTC CAC GTT TTC CAG AT-3’

GenBank Accession Nr. NM_009371; Position 1650-1631
5’-GCA CTC AGG AGA AGG AGC AG-3

GenBank Accession Nr. XR 004919; Position 312-331
5’-GGC GGA GGT TGT TGA TGT AG-3’

GenBank Accession Nr. XR 004919; Position 494-475
5-GAC TGG GGC CAC TAC TTC AA-3’

GenBank Accession Nr. BC08922; Position 377-396
5’-GCC TCG ATT TCT GTC TCC AG-3’

GenBank Accession Nr. BC08922; Position 618-599
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2.1.9 Chemikalien und Enzyme

Chemikalien und Enzyme wurden, sofern nicht anders angegeben, von den Firmen AGS
(Heidelberg), Biomol (Hamburg), Bio-Rad (Miinchen), Biozym (Hess. Oldendorf), Boehringer
Mannheim (Mannheim), Difco (Detroit, USA), Invitrogen (Karlsruhe), Merck (Darmstadt),
Roche Diagnostics (Mannheim), Roth (Karlsruhe), Serva (Heidelberg) und Sigma-Aldrich
(Taufkirchen) bezogen.

2.1.10 Kits und Antikorper

Plasmid-DNA aus Bakterienkulturen wurde mit dem 'NucleoSpin Plasmid Kit' von Machery-
Nagel (Diiren) und den Plasmid Midi- und Maxi-Préparations-Kits von Qiagen (Hilden)
aufgereinigt. Die Aufreinigung der Injektions-DNA fiir die Pronukleusinjektion erfolgte mit dem
'Gene Clean Spin Kit' von Qbiogene (Heidelberg). DNA-Fragmente wurden mit dem DNA
Ligations-Kit von TaKaRa Biomedicals (Japan) ligiert.

Die Herstellung von ¢cDNA fiir die RT-PCR und die qRT-PCR erfolgte mit dem 'RevertAid H
Minus First Strand cDNA Synthesis Kit' der Firma MBI-Fermentas (St. Leon-Rot). Die qRT-
PCR wurde mit dem 'iQ™SYBR® Green Supermix' der Firma Bio-Rad (Miinchen) durchgefiihrt.
Die Signaldetektion bei Western-Blots erfolgte mit 'ECL plus Western Blotting Detection
System' von Amersham Biosciences (Freiburg), oder 'Super Signal West Pico Chemiluminescent
Substrate' von Pierce (Rockford, USA).

Fiir Western-Blot Analysen und immunhistologische Untersuchungen wurden die folgenden
Antikorper verwendet:

Anti-Claudin-7 aus Ziege (Art.-Nr. sc-17670, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA),
Anti-EGFP aus Kaninchen (Art.-Nr. 8367, Clontech, Palo Alto, USA), Anti-ESE-1 aus Ziege
(Art.-Nr. ab2934, Abcam, Cambridge, UK), Anti-K8/18 aus Meerschweinchen (Art.-Nr. BP
5007, Acris Antibodies, Hiddenhausen), Anti-K20 aus Kaninchen (Antikérperproduktion durch
Davids Biotechnologie, Regensburg), Anti-Ki-67 aus Maus (Art.-Nr. 556003, BD Pharmingen,
Heidelberg), Anti-PCNA aus Kaninchen (Art.-Nr. DB051, Delta Biolabs, USA), Anti-ZO-1 aus
Kaninchen (Art.-Nr. sc-10804, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA).

Als Zweitantikorper fiir Western-Blot Analysen wurden HRPO (horseradish peroxidase)-
gekoppelte Antikorper von Dianova, Hamburg verwendet: Anti-Kaninchen aus Ziege (Art.-Nr.
111-035-144), Anti-Ziege aus Esel (Art.-Nr. 705-035-147 und Anti-Meerschweinchen aus Esel
(Art.-Nr. 06-035-148).
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Als Zweitantikorper fiir immunhistologische Untersuchungen fanden Anti-Kaninchen aus Esel
(Cy2 gekoppelt, Art.-Nr. 711-225-152), Anti-Kaninchen aus Esel (Cy3 gekoppelt , Art.-Nr. 711-
165-152), Anti-Maus aus Esel (Cy2 gekoppelt, Art.-Nr. 715-225-150), Anti-Maus aus Ziege (Cy3
gekoppelt, Art.-Nr. 115-165-146), Anti-Meerschweinchen aus Esel (Cy3 gekoppelt, Art.-Nr. 706-
165-148), Anti-Ziege aus Esel (Cy2 gekoppelt, Art.-Nr. 705-225-147) und Anti-Ziege aus Esel

(Cy3 gekoppelt, Art.-Nr. 705-165-147) von Dianova, Hamburg Verwendung.

2.1.11 Gerite

Brutschrank Cellstar

Brutschrank B 20

Digitales Kamerasystem Cybertech
Durchlichtmikroskop CK 2
Elektrophorese Apparaturen
Feinwaage BP61
Fluoreszenzmikroskop AX70
Freezer-86C ULT
Geldokumentations-Imager
Gradient Cycler PTC-200
Hybridisierungsofen OV-1
Inkubationsschiittler Certomat
Inverses Mikroskop Axiovert 40 C
Laborwaage BL 1500 S
Lumineszenz-Spektrometer LS 45
Mikrowelle Micromat 135

Mini Trans Bot Transfer Cell
Paraffinausgie3station EG 1160
Paraffin-Strecktisch HI 1220
pH-Meter pH 537

Netzgerit, Power Pack P25
Rotationsmikrotom RM 2155
Rotator SB2

Nunc, Wiesbaden

Heraeus, Hanau

Hitachi, Japan

Olympus, Hamburg

OWL Scientific iiber VWR, Darmstadt
Sartorius, Goéttingen
Olympus, Hamburg

Thermo Electron, Dreieich
Intas, Gottingen

Bio-Rad, Miinchen
Biometra, Gottingen
Sartorius AG, Gottingen
Zeiss, Gottigen

Sartorius, Gottingen

Perkin Elmer, Rodgau

AEG, Niirnberg-Muggenhof
Bio-Rad, Miinchen

Leica, Bensheim

Leica, Bensheim

WTB Binder Labortechnik, Tuttlingen
Biometra, Gottingen

Leica, Bensheim

Stuart, iiber VWR, Bruchsal
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Semi Dry Blotter Trans-Blot SD
Smart Cycler II
Spektralfluorometer flx

Spektralphotometer Helios y

Spektralphotometer Nanodrop DN 1000

Stereomikroskop SZ 40
Sterilbank Microflow
Thermodrucker P67E
Thermocycler Techne Genius
Trockenofen WTC

Ultra Thurrax T 25
UV-Stratalinker 2400
Wasserbad HI 1210
Zentrifuge Microfuge 22R
Zentrifuge Labofuge 400R
Zentrifuge 5417 R

2.1.12 Sonstige Materialien

®X174 DNA/BsuRI (1353-72 bps)
A DNA/Eco 911 (8453-702 bps)
pUC19 DNA/Mspl (501-34 bps)
Eindeckmedium (Aqua Poly/Mount)
Roti®-Histokitt II

Einfriermedium

Immobilon-P Transfer Membran
Hybond N-und N+-Membran

Kunststoffwaren

Nick Columns Sephadex G50

Protein Molekulargewichtsmarker

Bio-Rad, Miinchen

Cepheid, Sunnyvale, USA
SAFAS, Monaco

Spectronic Unicam, Leeds, UK
peQLab, Erlangen

Olympus, Hamburg

Nunc, Wiesbaden

Mitsubishi, Japan

Thermo-Dux, Wertheim

WTB Binder Labortechnik GmbH, Tuttlingen
IKA-Labortechnik, Staufen 1. Br.
Stratagene, Heidelberg

Leica, Bensheim

Beckmann Coulter, Krefeld
Heraeus, Hanau

Eppendorf, Hamburg

MBI Fermentas, St. Leon-Rot
MBI Fermentas, St. Leon-Rot
MBI Fermentas, St. Leon-Rot
Polysciences, PA, USA

Roth, Karlsruhe

Leica, Bensheim

Millipore, USA

Amersham Biosciences, Freiburg
Eppendorf, Hamburg

Nunc, Wiesbaden

Greiner, Frickenhausen
Pharmacia Biotech, Freiburg
Amersham Biosciences, Freiburg
Bio-Rad, Miinchen
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PVDF Membran Pall Gelman Laboratory, MI, USA
Rontgenfilm Kodak BioMax MR-1 Integra Biosciences GmbH, Fernwald
Transfektionsreagenz FuGENE 6 Roche, Mannheim

2.1.13 Computer und Software

Fir die Verarbeitung der Daten, Sequenzbank- und Literaturrecherchen sowie die
Bildverarbeitung wurde ein PC mit dem Betriebssystem Microsoft Windows XP verwendet. Die
benutzten Programme waren hierbei: Adobe Acrobat 6.0, Adobe Photoshop 7.0 von Adobe,
CorelDraw 11 von Corel, DNA Strider 1.2 von CEA, Microsoft Excel 2002, Microsoft Internet
Explorer 7, Microsoft Power Point 2002 und Microsoft Word 2002.

Zur Bilddokumentation wurde die Software 'analySIS' der Soft Imaging System GmbH (Miinster)
auf einem PC mit dem Betriebssystem Microsoft Windows 2000 verwendet.

Zur Erstellung von Vektorkarten wurde auch das Programm Lasergene von DNASTAR, Inc.
(Madison, USA) genutzt.

Verwendete Primer wurden mit Unterstiitzung des Programms 'Primer3' (Howard Hughes
Medical Institute, USA) designt. Nukleotidsequenzen wurden mit Hilfe des BLAST Programms
'nucleotide blast' iberpriift. Sequenzen, Intron-/Exoniibergénge, bzw. die Grofle von Introns und
Exons der untersuchten Gene wurde mit Hilfe des Programms 'Map viewer/Sequence viewer' des

National Center for Biotechnology Information (Bethesda, USA) bestimmt.
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2.2 Methoden
2.2.1 Plasmid-DNA Priparation

Plasmid-DNA wurde aus Escherichia coli-Kulturen mittels Anionenaustausch-Chromatographie
gewonnen. Fiir kleinere Mengen wurden 2 ml Bakterien-Ubernachtkultur durch Zentrifugation
pelletiert und mit dem 'NucleoSpin Plasmid Kit' von Macherey & Nagel (Diiren) aufgearbeitet.
Fiir groBere Mengen Plasmid-DNA wurden 200-500 ml Bakterien-Ubernachtkultur durch
Zentrifugation pelletiert und mit den Plasmid Midi-, bzw. Maxi-Préparations-Kit von Qiagen
(Hilden) aufgereinigt. Das 'Endofree Plasmid Maxi'-Kit von Qiagen wurde fir
Zelltransfektionsexperimente und die Priparation von DNA fiir die Pronukleusinjektion
verwendet. Die Herstellung und Transformation kompetenter Bakterienzellen erfolgte nach der

im Labor etablierten Methode (Hanahan, 1983).

2.2.2  DNA-Restriktion und Klonierung von DNA-Fragmenten

Die DNA wurde mit der entsprechenden Restriktionsendonuklease (2 Einheiten pro [Jg DNA) im
vom Hersteller angegebenen Restriktionspuffer fiir 1-2 h bei 37°C, wenn nicht anders angegeben;
verdaut. Die restringierte DNA wurde vor der Elektrophorese mit 1/10 Vol. DNA-Auftragspuffer
versetzt. Die elektrophoretische Auftrennung der Fragmente erfolgte in 0,8 bis 2%igen,
horizontalen Agarose-Gelen, mit 0,1 ug/ml Ethidiumbromid. Als Elektrophorese-Puffer wurde 1
x TAE verwendet. Als Molekulargewichtsmarker wurden BstEII restringierte A-DNA bzw. Haell
restringierte  ®X174 DNA verwendet. Die Dokumentation erfolgte auf einem UV-
Transilluminator mittels digitaler Kamera und Thermodrucker.

Fir die Klonierung von DNA-Fragmenten wurden Vektor und DNA-Fragment mit den
entsprechenden Restriktionsenzymen verdaut, so dass an Vektor- und Insert-DNA
komplementdre Enden entstanden. Die DNA-Fragmente wurden iiber ein Agarose-Gel
aufgetrennt und die entsprechenden Banden auf einem UV-Transilluminator mit einem Skalpell
ausgeschnitten. Aus den Agarosestiicken wurde die DNA mit dem 'NucleoSpin-Extract-Kit' nach
Angaben des Herstellers aufgereinigt. Fiir die Ligation von Vektor- und DNA-Fragment wurde

das DNA Ligations-Kit von TaKaRa Biomedicals (Japan) verwendet.
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2.2.3 Konstruktion der Expressionsvektoren

Es wurden vier verschiedene EGFP-Expressionsvektoren generiert (siehe 3.1), pBR322* wurde
als Vektorgeriist verwendet. In alle EGFP-Expressionsvektoren wurden das beta-Globin Intron
des Kaninchens, die cDNA fiir EGFP mit Kozak-Sequenz und das Polyadenylierungssignal aus
dem humanen Wachstumshormon einkloniert. Das beta-Globin Intron des Kaninchens ist 5’
flankiert von 18 Basen des zweiten Exons (GenBank Accession Nr.V00878; Position 552-569)
die als Primer-Bindestellen fiir die PCR verwendet wurden.

Bei der Identifizierung regulatorischer Elemente des Keratin 20-Gens wurden mit dem Programm
'Proscan' (Center for Information Technology, National Institutes of Health) Bindungsstellen fiir
die Transkriptionsfaktoren AP-1, AP-2 und Sp1 identifiziert (Wilhelmi, 2002).

Die generierten EGFP-Expressionsvektoren enthalten die potentiellen Bindungsstellen fiir die
Transkriptionsfaktoren AP-1, AP-2 und Spl in kurzen Fragmenten in direkter Abfolge oder
entsprechend ihrer genomischen Anordnung im downstream Bereich des humanen K20-Gens.
Die Fragmente F6, F5 und F4 wurden mittels PCR generiert, als Template diente der Klon RP5-
1110E20, die 5° Enden der Oligonukleotide (siche 2.1.8) wurden so gewéhlt, dass eine
enzymatische Restriktion mit den gewiinschten Enzymen moglich war. (Abb. 3.2).

Ein 10,3 kb groBBes Sbfl Fragment mit putativen regulatorischen Elementen des humanen K20-
Gens wurde aus dem PAC Klons RP5-1110E20 mit Sbfl ausgeschnitten.

Ein 0,5 kb grofles Promoter-Fragment des humanen K20-Gens (F1) wurde mittels PCR mit den
Oligonukleotiden CK3 und CKS5 generiert. Auch das 0,3 kb grofe F2 Fragment mit putativen
regulatorischen Elementen des humanen K20-Gens wurde mit Hilfe der PCR erzeugt. Das 1,3 kb
groBe F3 Fragment, das den K20 upstream Bereich von F1 bis F2 {iberspannt, wurde ebenfalls
mittels PCR  generiert. Die jeweils verwendeten  Oligonukleotide  enthielten
Restriktionsschnittstellen fiir weitere Klonierungsschritte.

Aufbauend auf den EGFP-Expressionsvektor EV I wurde der EGFP"/dnEIf3 Expressions-
vektor EV VII kloniert. 5" und 3" der cDNA fiir EGFP wurden loxP-Sequenzen eingefiigt. Eine
loxP-Sequenz wurde mit den Restriktionsenzymen Nhel und Ascl aus dem Vektor TV(=A)
ausgeschnitten und 5° der EGFP ¢cDNA einkloniert. Die zweite loxP-Sequenz wurde mittels PCR
mit den Oligonukleotiden loxP_Hind Sma und loxP_Sma Hind generiert. Die Primer enthielten

Schnittstellen fiir spatere Klonierungsschritte.
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Murine cDNA aus Darmgewebe diente als Template fiir die Herstellung einer verkiirzten, mit

Spel- Schnittstellen versehenen EIf3-cDNA mittels PCR.

224 Stabile Transfektion humaner Zelllinien

Um die Expressionsstirke der verschiedenen EGFP-Expressionsvektoren (EV I - IV) zu testen,
wurden Zellen der Linie HT-29 (Humanes Colon Adenokarzinom, DSMZ Nr. ACC 299; (Fogh,
1975) stabil transfiziert. Die Transfektion erfolgte mit dem Reagenz 'Fugene' der Firma Roche
nach Angaben des Herstellers. Da die Konstrukte eine Ampicillin- aber keine Neomycin-
Resistenz besitzen, wurde mit einem Neomycin-Resistenzplasmid kotransfiziert. Fiir die
Transfektionen wurden dquimolare Mengen Vektor-DNA eingesetzt. Das molare Verhéltnis
EGFP-Expressionsvektor DNA zu Neomycin-Resistenzplasmid betrug 5:1, das Verhiltnis
Transfektionsreagenz zu DNA 3,5 ul/ug DNA. Jedes EGFP-Konstrukt wurde zweifach
transfiziert. Die Zellen wurden mit einer Zelldichte von 5x10°/ml in 94 mm Kulturschalen
ausplattiert. Nach der Transfektion erfolgte eine 14-tdgige Selektion mit Genetecin (G418), bis
stabil transfiziert Klone auf den Kulturschalen sichtbar wurden. Fluoreszierende Klone wurden
mittels Fluoreszenzmikroskop detektiert und markiert. Einzelne EGFP-exprimierende Klone

wurden gepickt und expandiert.

2.2.5 Fluoreszenzmessung

Die EGFP-Expressionsstirke transfizierter Zellen wurde mittels Spektralfluorometer gemessen.
Die Zellen wurden mit 'Accutase’ von den Zellkulturschalen abgelost, bei 800 U/min
abzentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Pellet wurde mit 'AccuMax' resuspendiert, um
Zell-Aggregate zu losen. Die Zellen wurden gezihlt, erneut pelletiert und der Uberstand
verworfen. Fiir die Messung wurden 2x10” Zellen in 400 ul (eine groBere Zellmenge in
entsprechendem Verhiltnis) Protein-Lysispuffer aufgeschlossen, unlosliche Zellbestandteile bei
14000 U/min abzentrifugiert und der Uberstand fiir die Messung im Fluorometer eingesetzt. Das
Absorptionsmaximum von EGFP liegt nach Produktinformation der Firma Clontech bei 488 nm,
das Emissionsmaximum bei 507 nm. Die Anregungswellenldnge des Spektralfluorometers wurde
auf 488 nm eingestellt. Die Emissionsmessung von 500 bis 525 nm ergab, dass in HT-29-Zellen
exprimiertes EGFP sein Emissionsmaximum bei 511,5 nm hat. Fiir die Berechnung der relativen

Fluoreszenz wurden die Messwerte bei 511,5 nm gewdhlt.



Material und Methoden 28

2.2.6  Priaparation der Expressionsvektoren zur Pronukleusinjektion

Der prokaryotische Teil des Expressionsvektoren wurde mit dem Restriktionsenzym Aatll
entfernt. Nach der Restriktion wurde die DNA auf einem 0,8%igen Agarose-Gel aufgetrennt und
die Bande mit der Expressionskassette ausgeschnitten. Die Aufreinigung wurde mit dem 'Gene
Clean Spin Kit' von Qbiogene (Heidelberg) nach den Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Es
wurden endotoxinfreie Reaktionsgefile sowie endotoxinfreie Pipettenspitzen (Eppendorf,
Hamburg) verwendet. Fiir die Pronukleusinjektion wurde die DNA auf 1 ng/ul mit
Injektionspuffer (5 mM Tris, pH 7,5; 0,15 mM EDTA in Embryonenwasser (Sigma-Aldrich,
Taufkirchen)) eingestellt. Die DNA-Losung wurde 5 min bei 14.000 Upm zentrifugiert, um
Partikel abzutrennen. Der Uberstand wurde abgenommen und in ein neues Reaktionsgefil3

uberfuhrt.

2.2.7  Mikroinjektion

Die Pronukleusinjektion wurde von Herrn Dr. Reifenberg in der Zentralen Versuchstier-
einrichtung des Hochhauses am Augustusplatz, Mainz durchgefiihrt. Es wurden befruchtete

Eizellen von FVB/NHSD-Tieren verwendet.

2.2.8  Zucht und Selektion transgener Tiere

Die erhaltenen transgenen Foundertiere wurden mit FVB/NHSD-Tieren verpaart, um transgene
Linien zu etablieren. Die Nachkommen wurden routineméfig mittels PCR genotypisiert, DNA
aus Ohrbiopsien diente als Matrix.

Fiir die Cre-Rekombination zur Aktivierung des dnEIf3-Transgens wurden Tiere der jeweiligen
TgEfloxEIlf Linie zundchst mit TgAktinCre-Méusen verpaart. Die Cre-Rekombinase wird bei
diesem Mausstamm unter Kontrolle des humanen beta-Aktin-Promotors ubiquitir und bereits
wihrend der Embryonalentwicklung exprimiert (Lewandoski et al., 1997).

Fiir die induzierbare Aktivierung des dnElf3-Transgens wurden Tiere der jeweiligen TgEfloxEIf -
Linie mit TgRosaCreER-Méusen gekreuzt, deren Cre-Rekombinase durch die Gabe von

Tamoxifen induzierbar ist (Badea et al., 2003).
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2.2.9  Aktivierung der Cre-Rekombinase

Um die induzierbare Cre-Rekombinase zu aktivieren, wurde den Versuchstieren iiber einen
Zeitraum von 5 Tagen im Abstand von 24 Stunden 40 pug Tamoxifen pro Gramm Korpergewicht
intraperitoneal (i.p.) injiziert. Tamoxifen wurde hierzu in Ethanol (1/10 Vol.)/Sonnenblumendl

(9/10 Vol.) geldst.

2.2.10 DNA-Isolierung aus Gewebe

Fiir die Isolierung genomischer DNA zur Genotypisierung wurden Ohrbiopsien von Méusen mit
Proteinase K (Boehringer Mannheim) iiber Nacht bei 55°C verdaut. Die Proteinase K-
Stocklosung (20 mg/ml) wurde mit Proteinase K-Puffer auf 0,25 mg/ml verdiinnt, 20 pl dieser
Losung wurden fiir den Verdau einer Ohrbiopsie verwendet. Nach erfolgtem Verdau wurde mit

H,0,, auf 200 pl Gesamtvolumen aufgefillt und durch kurzes Vortexen gemischt. Fiir die PCR-

Analyse wurden 2 pl Proteinase K-Verdau pro Reaktion eingesetzt.

2.2.11 Polymerasekettenreaktion zur Bestimmung des Genotyps

Zur Genotypisierung der transgenen Tiere mittels Polymerasekettenreaktion (PCR) wurden die
unter Punkt 2.1.8 aufgefiihrten Primer verwendet. Alle Primer wurden mit Unterstlitzung des
Programms 'Primer3' (Howard Hughes Medical Institute, USA) designt. Die PCR wurde unter
folgenden Bedingungen durchgefiihrt: Primerkonzentration 0,75 uM, Primerkonzentration
(interne Kontrolle) 0,25 uM, Desoxyribonukleotide (dNTPs) 0,2 mM, Polymerase 1
Unit/Reaktionsansatz, 35 ul Reaktionsvolumen. Ein erster Denaturierungsschritt wurde bei 94°C
fiir 3 min durchgefiihrt. Die Polymerisation erfolgte in 35 Zyklen, die Denaturierung bei 94°C fiir
20 s, das annealing erfolgte bei 58°C bis 60°C fiir 20 s, die Elongation wurde bei 72°C fiir 10 bis
30 s, abhédngig von der Produktgrofle, durchgefiihrt. Die finale Elongation erfolgte bei 72°C fiir 5

min.

2.2.12 RNA Isolierung aus Geweben

Zur Isolierung verwendete Losungen wurden vor Gebrauch mit 0,1% Diethylpyrocarbonat
(DEPC) versetzt, 1 Stunde bei 37°C inkubiert und anschlieBend autoklaviert. Alternativ wurden
die Losungen mit DEPC behandeltem Wasser angesetzt. Porzellangefdfle und Metallwerkzeuge

wurden bei 180°C fiir 4 Stunden hitzesterilisiert. Die Praparation von Gesamt-Ribonukleinsdure
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(RNA) aus verschiedenen Mausgeweben und Kulturzellen erfolgte mittels "TriPure™ Isolation
Reagent' (Boehringer Mannheim) bzw. "Tri® Reagent' (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) geméll den
Angaben des Herstellers. Hierzu wurden 100 mg unter fliissigem Stickstoff pulverisiertes
Gewebe bzw. 5 x 10° Zellen in 1 ml Reagenz suspendiert, mit 200 ul Chloroform versetzt,
durchmischt und bei 12.000 g (4°C) fiir 15 min zentrifugiert.

Der wiisserige Uberstand wurde in ein neues ReaktionsgefiB iiberfiihrt, mit 0,5 ml Isopropanol
versetzt und 10 min bei Raumtemperatur oder iiber Nacht bei 4°C inkubiert, um die Prézipitation
der RNA zu ermoglichen. Die RNA wurde durch Zentrifugation bei 15.000 g (4°C) fiir 30 min
pelletiert, mit 70%igem Ethanol gewaschen, getrocknet und bei 65°C in einem entsprechenden

Volumen DEPC-Wasser gelost.

2.2.13 Reverse Transkriptase-Polymerasekettenreaktion

Die Herstellung von cDNA erfolgte mit dem RT-PCR-Kit 'RevertAid H Minus First Strand
cDNA Synthesis Kit' der Firma MBI Fermentas (St. Leon-Rot) nach Angaben des Herstellers.
Pro Reaktion wurden 2,5-5 ug Gesamt-RNA eingesetzt. Zur Konzentrationsmessung wurde das
Spektralphotometer Nanodrop DN 1000 von peQLab (Erlangen) verwendet. Fiir die RT-PCR
wurden Vorwértsprimer eingesetzt, die 5” des beta-Globin Introns lagen bzw. Riickwértsprimer,
die 3" des beta-Globin Introns lagen, um falsch-positive Ergebnisse aufgrund einer
Kontamination mit genomischer DNA auszuschlieBen. Alle Primer wurden mit Unterstiitzung des
Programms 'Primer3' (Howard Hughes Medical Institute, USA) designt.

Die PCR wurde unter folgenden Bedingungen durchgefiihrt: Primerkonzentration 0,75 UM,
dNTPs 0,2 mM, Polymerase 1 Unit/Reaktionsansatz, 35 ul Reaktionsvolumen. Ein erster
Denaturierungsschritt wurde bei 94°C fiir 3 min durchgefiihrt. Die Polymerisation erfolgte in 35
Zyklen, Denaturierung bei 94°C fiir 20 s, das annealing erfolgte bei 58°C bis 62°C fiir 20 s, die
Elongation wurde bei 72°C fiir 10 bis 20 s durchgefiihrt. Die finale Elongation erfolgte bei 72°C
fiir 5 min. Als Template wurden 1-2 ul cDNA bzw. 1-2 pl einer 1:10 Verdiinnung eingesetzt.

2.2.14 Real Time-Polymerasekettenreaktion

Um eine Aussage iiber die Expressionsstirke der untersuchten Gene zu treffen, wurde eine
quantitative Real-Time-Polymerasekettenreaktion (qQRT-PCR) durchgefiihrt. Die Praparation der
cDNA erfolgte wie in Punkt 2.2.13 und 2.2.14 beschrieben. Zur Durchfiihrung der qRT-PCR



Material und Methoden 31

wurde der IQ™SYBR®™ Green Supermix' der Firma Bio-Rad verwendet. Als Referenz-Gen
wurde HPRT 1 (Hypoxanthin Phosphoribosyltransferase 1) verwendet, die relative Expression
wurde berechnet als ACt, die Ct-Werte der jeweiligen Reaktion wurden mit der Software des

SmartCycler II von Cepheid (Sunnyvale, USA) bestimmt. Die relative Quantifizierung erfolgte
nach der 254V Methode (Livak and Schmittgen, 2001; Pfaffl, 2001). Gensequenzen, sowie

Exon-Intron-Uberginge, wurden mit dem 'National Center for Biotechnology Information'
(NCBI) 'Map viewer/Sequence viewer' unter 'Mouse Genome Resources' bestimmt. Es wurden
Vorwirtsprimer eingesetzt, die 5° eines Introns, bzw. Riickwirtsprimer, die 3" eines Introns
lagen, um falsch-positive Ergebnisse aufgrund einer Kontamination mit genomischer DNA
auszuschlieBen. Alle Primer wurden mit Unterstiitzung des Programms 'Primer3' (Howard
Hughes Medical Institute, USA) designt. Primer (siche Punkt 2.1.8) wurden in der Konzentration
250 nM verwendet. Die qRT-PCR wurde unter folgenden Bedingungen durchgefiihrt: initialer
Denaturierungsschritt bei 94°C 3 min. Die Polymerisation erfolgte in 35 Zyklen, Denaturierung
bei 94°C fiir 20 s, das annealing erfolgte bei 59°C bis 64°C fiir 20 s, die Elongation wurde bei
72°C fiir 10 s durchgefiihrt. Als Template wurden 1ul einer 1:10 Verdiinnung bzw. 1ul einer

1:100 Verdiinnung cDNA pro Reaktionsansatz eingesetzt.

2.2.15 Western-Blot Analyse

Fiir die Proteinextraktion aus murinem Gewebe wurden die betreffenden Organe entnommen und
in fliissigem Stickstoff schockgefroren. Die Gewebe wurden unter fliissigem Stickstoff in
Porzellanmorsern mit Pistill zerkleinert. Das zerkleinerte Gewebe wurde mit Protein-Lysispuffer
versetzt und iiber Nacht bei 4°C auf einem Rotator inkubiert. Unldsliche Zellbestandteile wurden
bei 14.000 U/min abzentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein frisches ReaktionsgefiB pipettiert.
Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte nach Bradford mit der 'Roti-Quant' Losung
von Roth (Karlsruhe) nach Angaben des Herstellers.

Die Auftrennung der Proteine erfolgte mittels analytischer, denaturierender SDS-PAGE
(Polyacrylamid-Gelelektrophorese) auf einem 12,5%igen Trenngel. Die Proteinproben wurden
vor dem Auftragen mit 3 x Laemmlipuffer versetzt und 5 min im Wasserbad gekocht. Fiir den
Transfer der Proteine auf Nitrozellulosemembran bzw. PVDF-Membran wurde ein 'semi dry'

Elektroblotter genutzt.
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Freie Bindungsstellen der Membran wurden durch einstiindige Inkubation bei Raumtemperatur
oder Inkubation tliber Nacht bei 4°C in 5% Magermilchpulver bzw. 2% Magermilchpulver, 2%
BSA und 0,5% Casein, oder 0,5% Casein in PBS geblockt. Die Inkubation mit dem
Primérantikorper erfolgte iiber Nacht bei 4°C, oder 2 h bei RT in Blocklosung. Nichtgebundene
Antikorper wurden durch Waschungen mit PBS entfernt. Die Inkubation mit dem
Sekundérantikorper erfolgte 1 h bei RT in Blocklosung. Nichtgebundene Antikérper wurden
durch wiederholtes Waschen mit PBS entfernt. Die Signaldetektion erfolgte mit dem
'Chemilumineszenz-Substrat ECL plus Western Blotting Detection System' vom Amersham
Biosciences (Freiburg), oder dem 'Super Signal West Pico Chemiluminescent Substrate' von
Pierce (Rockford, USA) in der Dunkelkammer unter Verwendung von Kodak Bio Max Film,
oder mittels eines Geldokumentations-Imager von Intas, Gottingen. Um die gleichméBige
Beladung der Gele zu kontrollieren wurden die Proteine auf der PVDF Membran mit 'India Ink'
geférbt (Sambrook, 1987; Sambrook et al., 1989).

Der Nachweis von EGFP erfolgte mit einem Anti-EGFP Antikorper aus Kaninchen (Art.-Nr.
8367, Clontech, Palo Alto, USA), als Sekundirantikdrper wurde ein HRPO-gekoppelter Anti-
Kaninchen Antikorper aus Ziege (Art.-Nr. 111-035-144, Dianova, Hamburg) eingesetzt. K20
wurde mit einem Anti-K20 Antikdrper aus Kaninchen (Davids Biotechnologie, Regensburg)
nachgewiesen, als Zweitantikdrper wurde ein HRPO-gekoppelter Anti-Kaninchen Antikdrper aus
Ziege (Art.-Nr. 111-035-144, Dianova, Hamburg) verwendet. Der Nachweis von Claudin-7
erfolgte mit einem Anti-Claudin-7 Antikdrper aus Ziege (Art.-Nr. sc-17670, Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, USA), als Zweitantikorper wurde ein HRPO-gekoppelter Anti-Ziege
aus Esel (Art.-Nr. 705-035-147, Dianova, Hamburg) eingesetzt. K8/18 wurde mit einem Anti-
K8/18 Antikorper aus Meerschweinchen (Acris Antibodies, Hiddenhausen), nachgewiesen, als
Zweitantikorper wurde ein HRPO-gekoppelter Anti-Meerschweinchen Antikérper aus Esel (Art.-
Nr. 06-035-148) verwendet. Der Nachweis von PCNA erfolgte mit einem Anti-PCNA Antikorper
aus Kaninchen (Art.-Nr. DB051, Delta Biolabs, USA), als Zweitantikdrper wurde ein HRPO-
gekoppelter Anti-Kaninchen Antikdrper aus Ziege (Art.-Nr. 111-035-144, Dianova, Hamburg)

eingesetzt.
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2.2.16 Hamatoxilin/Eosin-Firbung

Gewebeproben wurden entnommen, in Formalin fixiert und in Paraffin eingebettet. Die in
Paraffin eingebetteten Gewebestiicke wurden mittels Mikrotom mit einer Gewebestédrke von 4-5
um geschnitten. Die Schnitte wurden in einem 42°C warmen Wasserbad gestreckt und auf
Objekttrager aufgezogen. Diesem Vorgang folgte eine Trocknung der Schnitte auf einem
beheizten Paraffin-Strecktisch. Vor der Hadmatoxilin/Eosin-Férbung miissen die in Paraffin
eingebetteten Schnitte entparaffiniert werden. Dazu wurden die Schnitte 2 x 10 Minuten in Xylol
inkubiert. Anschlieend wurden die Schnitte in einer absteigenden Alkoholreihe (100% Ethanol
2 x 2 min; 95% Ethanol 2 min, 80% Ethanol 2 min, 70% Ethanol 2 min) und deionisiertem H,O
rehydriert. Die Schnitte wurden 3 min in Hématoxilin-Losung, modifiziert nach Gill-III von
Merck (Darmstadt) geférbt und 3 min in Leitungswasser gebldut. Nach 3 Dehydrierungsschritten
(2 min 30% Ethanol, 2 min 50% Ethanol, 2 min 70% Ethanol) erfolgte eine ca. dreiminiitige
Féarbung mit 1%iger Eosin Y-Losung. Nach weiteren Dehydrierungsschritten (2 x 2 min 100%
Ethanol, 2x2 min Xylol) wurden die Schnitte mit 'Roti®-Histokitt II' von Roth (Karlsruhe)

eingedeckt.

2.2.17 Periodsiure-Leukofuchsin (PAS)-Fiarbung

Gewebeschnitte wurden wie in Punkt 2.2.16 beschrieben angefertigt und entparaffiniert. Die
Schnitte wurden 10 min in 1% Perjodsédure inkubiert, 10 min in Leitungswasser und 2 x 2 min in
deionisiertem Wasser gespiilt. Nach 15 miniitiger Inkubation mit Schiff’schem Reagenz wurde
5 min mit flieBendem Leitungswasser und 2 min in deionisiertem Wasser gespiilt. Nach einer 4
miniitigen Inkubation mit Hidmatoxylin wurden die Schnitte 4 min mit flieBendem
Leitungswasser gebldut. Nach mehreren Dehydrierungsschritten (1 min 70% Isopropanol, 1 min
80% Isopropanol, 1 min 90% Isopropanol, 2 x 3 min 100% Isopropanol, 3 min Xylol) wurden die
Gewebeschnitte mit 'Roti®-Histokitt II' eingebettet.

2.2.18 Alcianblau-Firbung nach Mowry

Gewebeschnitte wurden wie in Punkt 2.2.16 beschrieben angefertigt und entparaffiniert. Die
Schnitte wurden 3 min in 3% Essigsédure, 30 min in 1%iger Alcianblau-Lésung und 1 min in 3%
Essigsdure inkubiert. Nach einer 2miniitigen Spiilung mit Leitungswasser wurde 5 min mit

Kernechtrotlosung inkubiert. Die Gewebeschnitte wurden 3 min mit deionisiertem Wasser
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gespiilt, dehydriert (2 min 96% Isopropanol, 2x3 min 100% Isopropanol, 3 min Xylol) und mit
'Roti®-Histokitt II' eingebettet.

2.2.19 Immunhistologische Methoden

Gewebeschnitte wurden wie in Punkt 2.2.16 beschrieben angefertigt und entparaffiniert, es
wurden Poly-L-Lysin beschichteten Objekttriger verwendet. Zur Demaskierung der Antigen-
Epitope wurden die Schnitte in 10 mM Zitronensdurepuffer, pH 6,0, in einer Kiivette in der
Mikrowelle erhitzt bis der Siedepunkt erreicht war und ca. 20 min auf Raumtemperatur
abgekiihlt. Die Schnitte wurden anschlieend in TBS gewaschen.

Um unspezifische Protein-Bindungen zu verhindern wurden die Schnitte mit 10% Normalserum
in TBS als Blockierungs-Reagenz inkubiert. Verwendet wurde Normalserum aus der gleichen
Spezies wie der konjugierte Zweitantikorper. Die Blockierung erfolgte eine Stunde bei 37°C,
oder RT in einer feuchten Kammer.

Die Inkubation des Erstantikorpers erfolgte bei 4°C in einer feuchten Kammer t{iber Nacht. Nach
dreimaligem Waschen mit TBS wurden die Schnitte fiir eine Stunde bei 37°C, oder 2 h bei RT in
einer feuchten Kammer mit dem Zweitantikdper inkubiert. Die Schnitte wurden 5 Minuten in
TBS gewaschen und mit Hoechst 33342 (Invitrogen, Karlsruhe) gegengefarbt. Nach erneutem,
mehrmaligem Waschen in TBS wurden die Schnitte mit Aquamount (Polysciences, PA, USA)
eingedeckt.

2.2.20 Statische Analysen

Alle statistischen Auswertungen wurden mit dem Programm 'GraphPad Prism' durchgefiihrt. Die
Darstellung der Daten der einzelnen untersuchten Gruppen erfolgte mittels 'Box-Whisker-Plot',
mit Anzeige des Medians und des oberen und unteren Quartils. Die Whisker (Antennen) reichen
bis zum groBten bzw. kleinsten Wert der Daten.

Zur Ermittlung signifikanter Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen wurde der
Zweistichproben t-Test herangezogen. Es wurden der Mittelwert und dessen Standardabweichung
errechnet. Ein p < 0,05 wurde als signifikant (*), ein p < 0,01 als hoch-signifikant (**) und ein p
< 0,001 als hochst-signifikant (***) definiert.
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3. Ergebnisse
3.1 EGFP-Expressionsvektoren

Enhancer- und Promotor-Fragmente des humanen Gens fiir K20 sollten eine spezifische
Expression im Darmepithel der Maus gewihrleisten. Aufbauend auf den Ergebnissen von A.
Wilhelmi (Wilhelmi, 2002) wurden verschiedene putative Enhancer- und Promotor-Fragmente
kombiniert und EGFP als Reportergen verwendet.

Zunichst wurde ein EGFP-Vektor (A10) kloniert, welcher das Promotor-Fragment F1 des K20-
Gens, ein beta-Globin Intron des Kaninchens, die cDNA fiir EGFP mit Kozak-Sequenz, und das
Polyadenylierungssignal (pA) des humanen Wachstumshormons enthélt. Als bakterielles
Vektorgeriist wurde pBR322* verwendet.

Das beta-Globin Intron des Kaninchens ist 5” flankiert von 18 Basen des zweiten Exons, die als
Primer-Bindestellen fiir die PCR verwendet wurden. Durch die Kombination verschiedener
putativer Enhancer- und Promotor-Fragmente entstanden die EGFP-Expressionsvektoren EV I —
EV IV.

Das Fragment F1 enthilt proximale Promotorelemente des K20-Gens. Die Fragmente F2-F6
enthalten putative, distale Transkriptionsfaktor-Bindestellen. Das Fragment F3 enthélt sowohl

proximale Promotorelemente als auch putative, distale Transkriptionsfaktor-Bindestellen.

F2 Fl1
Sbf I Fragment . N
B — ] I// |
F6 F5 F4 F3
—
-26,5kb 1kb +38

Abb. 3.1 Putative Enhancer- und Promotor-Fragmente des humanen K20-Gens

Schematische Darstellung des upstream Bereiches des K20-Gens mit Angabe der Fragmente F1-F6. Das
Fragment F1 enthélt proximale Promotorelemente des K20-Gens. Die Fragmente F2-F6 enthalten
putative, distale Transkriptionsfaktor-Bindestellen. Das Fragment F3 enthdlt sowohl proximale
Promotorelemente als auch putative, distale Transkriptionsfaktor-Bindestellen.
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Der EGFP-Expressionsvektor EV I enthélt die Fragmente F6, F5, F4, F2 und F1 aus dem 5’
upstream Bereich des K20-Gens, ein beta-Globin Intron des Kaninchens, die cDNA fiir EGFP,
das Polyadenylierungssignal des humanen Wachstumshormons und pBR322* als bakterielles
Vektorgeriist. Der EGFP-Expressionsvektor EV III enthélt statt der Fragmente F2 und F1 das
Fragment F3 aus dem 5" upstream Bereich des K20-Gens (Abb.3.2).

HindIII
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i Avrll Aatll
i .BamHI Smal | Kpnl
:{ I : Nrul IClaI :Srfl I =!AatII !AatII
EVI !
F6 F4 F1 EGFP pBR 322*
F5 F2 Intron pA
HindIII Aatll
i Sall Smal ; Kpnl
P Avrll Nrul  Clal :Srfl | =|AatII IAatH
EV III |:, ! 1
F6 F4 Intron PA
F5 F3 EGFP pBR 322%*
A
1kb

Abb. 3.2 Die EGFP-Expressionsvektoren EV I und EV 111

Der EGFP-Expressionsvektor EV 1 enthilt die Fragmente F6, F5, F4, F2 und F1 aus dem 5" upstream
Bereich des K20-Gens, ein beta-Globin Intron aus Kaninchen, die c¢cDNA fiir EGFP, das
Polyadenylierungssignal aus dem humanen Wachstumshormon und pBR322* als bakterielles
Vektorgeriist. Der EGFP-Expressionsvektor EV III enthélt statt der Fragmente F2 und F1 das Fragment F3
aus dem 5" upstream Bereich des K20-Gens.

Der EGFP-Expressionsvektor EV I setzt sich zusammen aus einem Sbfl Fragment des PAC
Klons RP5-1110E20 mit putativen Enhancer-Elementen, den Fragmenten F2 und F1 aus dem 5’
upstream Bereich des K20-Gens, dem beta-Globin Intron 2 aus Kaninchen, der cDNA fiir EGFP
und der Polyadenylierungssequenz des humanen Wachstumshormons. Als bakterielles
Vektorgeriist wurde pBR322* verwendet. Der EGFP-Expressionsvektor EV IV enthélt statt der
Fragmente F2 und F1 das Fragment F3 aus dem 5" upstream Bereich des K20-Gens (Abb.3.3).
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Abb. 3.3 Die EGFP-Expressionsvektoren EV Il und EV IV

Der EGFP-Expressionsvektor EV 11 enthdlt ein Sbfl Fragment des PAC Klons RP5-1110E20 mit
putativen Enhancer-Elementen, die Fragmente F2 und F1 aus dem 5" upstream Bereich des K20-Gens, das
beta-Globin Intron 2 aus Kaninchen, die cDNA fiir EGFP und das Polyadenylierungssignal des humanen
Wachstumshormons. Als bakterielles Vektorgeriist wurde pBR322* verwendet. Der EGFP-
Expressionsvektor EV IV enthélt statt der Fragmente F2 und F1 das Fragment F3 aus dem 5" upstream
Bereich des K20-Gens.

3.1.1 Stabile Transfektion humaner Zelllinien

Die Expressionsstirke der verschiedenen EGFP-Expressionsvektoren wurde mittels Transfektion
der K20-positiven, humanen Zelllinie HT-29 (Humanes Colon Adenokarzinom, DSMZ Nr. ACC
299 (Fogh, 1975)) getestet. Zellen der Linie wurden mit verschiedenen EGFP-
Expressionsvektoren stabil transfiziert. Fiir die Transfektionen wurden die EGFP-
Expressionsvektoren EV I, EV II, EV III, E IV und als Kontrolle, der Vektor A10 verwendet.
Nach einer 14 tdgigen Selektion mit Genetecin (G418) wurden stabil transfizierte Klone auf den
Kulturschalen sichtbar. Diese fluoreszierenden Klone wurden mittels Fluoreszenzmikroskop

detektiert und markiert. Einzelne exprimierende Klone wurden gepickt und expandiert (Abb. 3.4).
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3.1.2  Fluoreszenzmessung

Die EGFP-Expressionsstirke transfizierter Zellen wurde mittels Spektralfluorometer bei einer
Anregungswellenldnge von 488 nm gemessen. Fiir die Berechnung der relativen Fluoreszenz

wurden die Emissionswerte bei 511,5 nm bestimmt.

100 um

Abb. 3.4 EGFP-Expression in transfizierten HT-29-Zellen

HT-29-Zellen, die mit dem EGFP-Expressionsvektor II transfiziert wurden, im Fluoreszenzmikroskop, mit
blauem Licht (490 nm) angeregt und fotografiert (A). Die gleichen Zellen mit Differential Interference
Contrast abgebildet (B).
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Abb. 3.5 Relative EGFP Expression der Konstrukte in HT-29-Zellen

HT-29-Zellen wurden mit vier verschiedenen EGFP-Expressionsvektoren (EV I, EV II, EV III, EV 1V)
transfiziert, die putative Enhancer- und Promotor-Fragmente des humanes Gens fiir K20 enthalten. Der
Vektor A 10 enthélt keine Enhancer-Fragmente. Stabile Einzelklone wurden separat expandiert und deren
EGFP-Emission im Spektralfluorometer gemessen. Die Konstrukte A10, EV I und EV III zeigten nur sehr
schwache Fluoreszenz. Mit dem Konstrukt EV II wurde die maximale durchschnittliche EGFP-Expression
erreicht.
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Fiir jedes Konstrukt wurde die Fluoreszenz in mindestens zwei bis 6 Einzelklonen gemessen. In
Klonen, die mit A10, EV I oder EV III transfiziert wurden, zeigte sich nur eine sehr schwache
EGFP-Expression. Die maximale durchschnittliche Expression wurde mit EV II erreicht, dieser
Maximalwert wurde als 100% Fluoreszenz definiert. Eine starke Expression zeigten auch Klone,
die mit EV IV transfiziert wurden, hier lag die durchschnittliche Expression bei 93,5% des
Maximalwertes. Die durchschnittliche relative Fluoreszenz der Klone A10, EV I und EV 1V lag
unter 2,5% des Maximalwertes (Abb. 3.5).

3.1.3  Generierung und Zucht EGFP transgener Tiere

Die Mikroinjektion des Konstrukts EV II wurde von Dr. Reifenberg in der Zentralen
Versuchstiereinrichtung der Universitdtsklinik Mainz durchgefiihrt. Es wurden sieben
Foundertiere (A-G) mit dem Konstrukt EV II generiert, durch Verpaarung mit FVB/NHSD-
Tieren konnten sechs transgene Linien etabliert werden. Die Linien A, E und F wurden
exemplarisch untersucht. Die Genotypisierung der Tiere erfolgte mittels PCR, es wurden die
Primerpaare Foulde 10 und Foulde 2 (Fragmentlinge 548 bp) bzw. Foulde 3 und Foulde 4
(Fragmentldnge 601 bp) verwendet.

3.1.4  Darmepithelspezifische Expression des Transgens EGFP

Durch die Verwendung von putativen Enhancer- und Promoter-Elementen des humanen K20-
Gens in den generierten Expressionsvektoren konnte eine spezifische Expression des
Reportergens EGFP in Darmepithelzellen erreichen werden. Der transgene Nachwuchs der

untersuchten Linien hatte einen deutlichen Phénotyp (Abb. 3.6; Abb. 3.7).
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500 um

Abb. 3.6 EGFP-Expression in Enterozyten des Miusediinndarms (Ileum)

Histologischer Schnitt des Méausediinndarms (Ileum) der Linie EV II E im Hellfeldmikroskop. Die
Oberfldche des Diinndarms wird durch zahlreiche Darmzotten (Villi intestinales) vergrofert (A).
Histologischer Schnitt des Méusediinndarms (Ileum) der Linie EV II E im Fluoreszenzmikroskop, mit
blauem Licht (490 nm) angeregt und fotografiert. Die epithelzellspezifische Expression von EGFP ist
deutlich zu erkennen (B).

Histologische Untersuchungen der Gewebeschnitte im Fluoreszenzmikroskop zeigten eine
deutliche Expression des Reportergens EGFP in den Darmepithelzellen. Bei den Linien EV 11
A, E und F konnte in allen untersuchten Teilen des Darms (Duodenum, Jejunum, Ileum,
Caecum, Colon) eine Expression von EGFP festgestellt werden, dabei beschrinkte sich die
Expression auf das Darmepithel, die Zellen an der Kryptenbasis waren EGFP-negativ. In den
Organen Leber, Lunge, Niere, Milz, Herz, Thymus und Blase zeigte sich keine EGFP-
Expression.

Die epithelzellspezifische Expression des K20 wurde mittels Immunhistologie gezeigt, K20
wurde mit einem Anti-K20 Antikdrper aus Kaninchen (Davids Biotechnologie, Regensburg)

detektiert (Abb.3.8).
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100 um

100 um

Abb. 3.7 EGFP-Expression in den Enterozyten des Miusedarms

Histologischer Schnitt des Mausediinndarms (Ileum) der Linie EV II E (A) und des Méausedickdarms
(Colon) der Linie EV II E (B) im Fluoreszenzmikroskop, mit blauem Licht (490 nm) angeregt und
fotografiert. Die Expression von EGFP beschrénkt sich auf die Enterozyten.

Die EGFP-Expression wurde mittels Western-Blot bestitigt. Von verschiedenen Geweben
wurden 30ug Protein mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese aufgetrennt, auf eine
Nylonmembran transferiert und mit einem Kaninchen-anti-EGFP Antikoérper (Clontech; pAB
8367) detektiert. Eine EGFP Expression zeigte sich in den Organen Magen, Diinndarm,
(Duodenum, Ileum) und Dickdarm (Caecum, Colon). In den Organen Herz, Lunge, Leber,

sowie im Urogenitaltrakt konnte keine EGFP-Expression festgestellt werden (Abb. 3.9).

500 um 100 pm

Abb. 3.8 K20-Expression in Epithelzellen des murinen Colon
Die immunhistologische Detektion von K20 im Mausedickdarm (Colon) erfolgte mit a-K20 Antikdrpern
(rote Fluoreszenz) im Fluoreszenzmikroskop. Darstellung in 40- und 200-facher VergroBerung.
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Abb. 3.9 EGFP Western-Blot verschiedener muriner Gewebe der Linie EV II A

Je Organ wurden 30pg Protein iiber eine SDS- Polyacrylamid-Gelelektrophorese aufgetrennt, auf eine
Nylonmembran transferiert und mittels Anti-EGFP Antikérper (Clontech, pAB 8367) detektiert. Eine
EGFP Expression zeigt sich in den Organen Magen, Diinndarm (Duodenum, Ileum) und Dickdarm
(Caecum, Colon). In den Organen Herz, Lunge, Leber, sowie im Urogenitaltrakt konnte keine EGFP-
Expression festgestellt werden.

3.2 Der EGFP"/dnEIf3-Expressionsvektor und transgene Linien

Um eine darmepithelspezifische Expression einer trunkierten Form des Transkriptionsfaktors
Elf3 zu ermoglichen, wurde aufbauend auf dem EGFP-Expressionsvektor EV Il der
EGFP™/dnEIf3-Expressionsvektor EV VII kloniert. 5" und 3" der cDNA fiir EGFP wurden loxP-
Sequenzen eingefiigt. Die loxP-Sequenzen aus dem Bakteriophagen P1 wurden aus dem
targeting-Vektor TV(=A) (Jahnen-Dechent et al., 1997) mittels Restriktionsenzymen gewonnen
bzw. durch PCR mit TV(=A) als Template amplifiziert, wobei die Primer Schnittstellen fiir die
weiteren Klonierungsschnitte enthielten (siehe 2.1.8).

Murine cDNA aus Darmgewebe diente als Template fiir die Herstellung einer trunkierten, mit
Spel-Schnittstellen versehenen Elf3-cDNA (Exon 7-9) mittels PCR. Da zunichst kein PCR-
Produkt amplifiziert werden konnte, wurde der gesamte Bereich Exon 7-Exon 8 sequenziert,
dabei zeigte sich, dass in den ersten 10 Basen des Exons 7 zwei Basen nicht mit der publizierten
Sequenz identisch waren (Tymms et al., 1997). Nach Austausch der Basen im Primer konnte
mittels PCR eine trunkierte, mit Restriktionsschnittstellen versehenen Elf3-cDNA (Exon 7-9)

amplifiziert werden, die 3" des gefloxten EGFPs einkloniert wurde.



Ergebnisse 43

SbiT
Avrll Aatl
i BamHI  Clal ~ HindIII | Kpnl

Sbil Nrul | Ascl  Spel Spel . Aatl Aatl

|
EVVIL [/ s = ]
F2 Intron EGFP dnEIf3 pA
Sbfl Fragment F1 loxP  loxP pBR 322*

1kb

Abb. 3.10 Der EGFP"™/dnEIf3 -Expressionsvektor

Der EGFP™/dnEIf3-Expressionsvektor enthilt das Sbfl I-Fragment aus dem 5" wupstream Bereich des
K20-Gens, die Fragmente F1 und F2 aus dem 5" upstream Bereich des K20-Gens, das beta-Globin Intron
des Kaninchens, die ¢cDNA fiir EGFP; die loxP-Erkennungssequenzen des Bakteriophagen P1, eine
trunkierte E1f3-cDNA (Exon 7-9), das Polyadenylierungssignal aus dem humanen Wachstumshormon und
pBR322* als bakterielles Vektorgeriist.

Der EGFP™/dnElf3-Expressionsvektor EV VII enthilt somit das Sbfl I-Fragment aus dem 5’
upstream Bereich des K20-Gens, die Fragmente F1 und F2 aus dem 5" upstream Bereich des
K20-Gens, das beta-Globin Intron des Kaninchens, die gefloxte cDNA fiir EGFP mit Kozak-
Sequenz, eine trunkierte Elf3-cDNA (Exon 7-9) (GenBank Accession Nr. NM _007921; Position
786-1214), das Polyadenylierungssignal aus dem humanen Wachstumshormon und pBR322* als
bakterielles Vektorgertist.

Die Mikroinjektion des Konstrukts EV VII wurde von Dr. Reifenberg in der Zentralen
Versuchstiereinrichtung der Universitdtsklinik Mainz durchgefiihrt. Es wurden fiinf Foundertiere
mit dem Konstrukt EV VII generiert, durch Verpaarung mit FVB/NHSD-Tieren konnten vier
transgene Linien (im Folgenden als TgEfloxEIf3A-E bezeichnet) etabliert werden. Die Linien
TgEfloxEIf3A und TgEfloxEIf3C wurden exemplarisch untersucht. Die Genotypisierung der
Tiere erfolgte mittels PCR, es wurden die Primer beta-Globin Ex2 bzw. rbGl als Vorwértsprimer

und EGFPrev bzw. Elf3rev als Riickwértsprimer verwendet.

3.3 Konstitutives Expressionssystem

3.3.1 Genomische Rekombination durch konstitutive Cre-Rekombinaseaktivitit

Zur Aktivierung des dnElf3-Transgens wurden TgEfloxElf-Méiuse mit TgAktinCre-Mdusen, die
Cre-Rekombinase konstitutiv unter einem beta-Aktin-Promotor exprimieren, gekreuzt. Bei

doppeltransgenen TgEfloxElf x TgAktinCre-Mausen wurde durch Cre-Rekombinase-Aktivitét
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das gefloxte EGFP aus dem Genom entfernt und es erfolgte eine Expression des trunkierten
Transkriptionsfaktors EIf3. Die Rekombination auf genomischer Ebene konnte mittels PCR
gezeigt werden. Mit den Primern beta-Globin Ex2 und EGFPrev, bzw. Elf3rev2 wurde mit
genomischer DNA von einfach transgenen bzw. doppeltransgenen Tieren als Template PCR-

Produkte in der Lange von 1184 bp bzw. 850 bp generiert (Abb. 3.12).

Enhancer beta-Globin Intron EGFP dnEIf3
I A
K20 Promoter loxP loxP Polyadenylierungssignal
loxP loxP
NN
mRNA ) < DN B
EGFP dnEIf3
Enhancer beta-Globin Intron  dnEIf3
I M{( T C
K20 Promoter loxP Polyadenylierungssignal
loxP
NN
mRNA . D
dnEIf3

Abb. 3.11 Genomische Rekombination und Intron-Entfernung durch Spleifien

Genomische, nicht rekombinierte DNA (A) wurde mit den Primern beta-Globin Ex2 (graue Pfeilspitze)
bzw. rbGl (dunkelblaue Pfeilspitze) als Vorwirtsprimer und EGFPrev (gelbe Pfeilspitze) bzw. Elf3rev
(blaue Pfeilspitze) als Riickwartsprimer analysiert. Die der mRNA aus einfach transgenen Tieren (B)
entsprechende ¢c-DNA wurde mit den Vorwértsprimer beta-Globin Ex2 oder CK20 RT-II (weille
Pfeilspitze) und den Riickwirtsprimer EGFPrev oder EGFPrev3 (schwarze Pfeilspitze) nachgewiesen.
Genomische, rekombinierte DNA (C) wurde mit den Oligonukleotiden beta-Globin Ex2 bzw. rbGl als
Vorwirtsprimer und Elf3rev oder Elf3rev2 (orange Pfeilspitze) analysiert. Die der mRNA aus
doppeltransgenen Tieren mit erfolgter genomischer Rekombination (D) entsprechende c-DNA, wurde mit
den Oligonukleotiden CK20 RT-II und Elf3rev nachgewiesen. Der Primer CK20 RT-II bindet im 5 nicht-
translatierten Bereich des K20. Das Oligonukleotid beta-Globin Ex2 entspricht den 18 Basen des zweiten
Exons, die das beta-Globin Intron 5" flankieren (helloranges Segment). An = Poly(A)-Schwanz.
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Abb. 3.12 Nachweis der DNA-Rekombination auf genomischer Ebene mittels PCR 1

Werden TgEfloxElf-Miuse mit TgAktinCre-Méusen verpaart, findet in doppeltransgenen Tieren eine
Rekombination auf genomischer Ebene statt. Mittels PCR wurden mit genomischer DNA von einfach
transgenen (A, B) bzw. doppeltransgenen Tieren (C, D) als Template, PCR-Produkte in der erwarteten
Liange von 1184 bp bzw. 850 bp generiert. Als Vorwértsprimer wurde beta-Globin Ex2, als
Riickwértsprimer EGFPrev (A, B) bzw. Elf3rev2 (C, D) eingesetzt (siche 2.1.8). Als Marker wurde der
DNA-Molekulargewichtsstandard X174/BsuRI verwendet.

3.3.2  Wurfgrofie bei Verpaarung von TgEfloxEIf Tieren mit TgAktinCre Miusen

Wurden homozygote TgEfloxEIfA-Tiere mit homozygoten TgAktinCre-Mé&usen verpaart, war
eine reduzierte Zahl von Jungtieren pro Wurf auffillig. Bei 8 Wiirfen ergab sich ein Mittelwert
von 3,75 Jungtieren pro Wurf. Bei der Verpaarung von homozygoten TgEfloxEIfA-Tieren mit
Wildtyptieren ergab sich ein Mittelwert von 8,63 Jungtieren pro Wurf. Dieser Unterschied ist
hochst-signifikant (P<0,0001) (Abb. 3.16). Bei der Verpaarung von heterozygoten TgEfloxEIfA-
Tieren mit homozygoten TgAktinCre-Médusen bzw. mit heterozygoten TgAktinCre-Méiusen
entsprach die Anzahl der geborenen doppeltransgenen Tiere nicht der theoretisch erwarteten
Anzahl doppeltransgener Nachkommen. Bei 5 Wiirfen wurden 44 Tiere geboren, davon waren 2
Tiere doppeltransgen, 14 doppeltransgene Tieren wurden erwartet. Bei Verpaarungen von
heterozygoten TgEfloxEIfC-Tieren mit homozygoten bzw. mit heterozygoten TgAktinCre-
Maiusen wurden 30 Tiere geboren, kein Tier war doppeltransgen.

Die Anzahl von Jungtieren pro Wurf bei der Verpaarung von homozygoten TgEfloxElf-Tieren
mit homozygoten TgAktinCre-Mausen war signifikant reduziert. Die Anzahl der geborenen,
doppeltransgenen Tiere bei der Verpaarung von heterozygoten Tieren wich deutlich von der
theoretisch erwarteten Anzahl ab. Aufgrund dieser Ergebnisse muss davon ausgegangen werden,

dass die frithe Expression von dnEIf3 prénatal letale Effekte hat.

3.3.3 Nachweis der Expression von EGFP und dnElf3 auf mRNA-Ebene

Um eine Aussage iiber die Expression von EGFP und dnEIf3 auf mRNA-Ebene in einfach
transgenen Tieren (TgEfloxElf) und doppeltransgenen Tieren (TgEfloxElf x TgAktinCre)
machen zu konnen, wurde eine Reverse Transkriptase-PCR (RT-PCR) durchgefiihrt. Der
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Nachweis der EGFP-Expression auf mRNA-Ebene bei einfach transgenen Tieren erfolgte mit den
Primern beta-Globin Ex2 und EGFPrev. Damit entstanden PCR-Produkte in der Lange von 610
bp mit cDNA als Template (Abb. 3.13). Der Nachweis der dnEIf3 Expression auf mRNA-Ebene
bei doppeltransgenen Tieren erfolgte mit den Oligonukleotiden CK20 RT-II und Elf3rev. Damit
entstanden PCR-Produkte in der Lénge von 350 bp (Abb. 3.14). Einfach transgene Tiere
(TgEfloxElf) der Linie A zeigten, wie erwartet, eine deutliche Expression von EGFP. Bei den
doppeltransgenen Tieren (TgEfloxEIfA x TgAktinCre) konnte eine deutliche Expression von
dnEIf3 auf mRNA-Ebene gezeigt werden. Einfach transgene Tiere der Linien B, C und E zeigten
eine schwache EGFP-Expression, bei doppeltransgenen Tieren der Linien B, C und E war die

dnEIf3 Expression schwach bzw. nicht nachweisbar.

118 4 b Abb. 3.13 Nachweis der EGFP Expression
ORU - p auf mRNA-Ebene
Der Nachweis der EGFP-Expression auf mRNA-
Ebene bei einfach transgenen Tieren erfolgte mit

610 bp S " . Primern beta-Globin Ex2 und EGFPrev.
Damit entstanden PCR-Produkte in der Linge

A B C D von 1184 bp mit genomischer DNA als Template
(A, B) und PCR-Produkte in der Linge von 610

bp mit cDNA als Template (C, D). Als Marker

wurde der DNA-Molekulargewichtsstandard
¢X174/ BsuRI verwendet.

Abb. 3.14 Nachweis der dnEIf3
Expression auf mRNA-Ebene I

Bei doppeltransgenen Tieren wird nach erfolgter
genomischer Rekombination transgenes dnEIf3

35{} h P— exprimiert. Der Nachweis der dnElf3 Expression
p erfolgte mit den Oligonukleotiden CK20 RT-II
ﬁ B und Elf3rev. Damit entstanden PCR-Produkte in

der Lénge von 350 bp (A, B). Als Marker wurde
der DNA Molekulargewichtsstandard ¢X174/
BsuRI verwendet.

Es konnte also gezeigt werden, dass eine Transkription des Reportergens EGFP unter Kontrolle
der K20 regulatorischen Elemente in allen transgenen Linien, allerdings auf unterschiedlich
hohem Niveau, erfolgt. Darliber hinaus konnte nachgewiesen werden, dass nach erfolgter
genomischer Rekombination die trunkierte dnElf3 c-DNA transkribiert wird, jedoch nicht in allen

transgenen Linien.
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3.4 Konditional-induzierbares Expressionssystem

34.1 Genomische Rekombination durch induzierte Cre-Rekombinaseaktivitit

Da aufgrund der reduzierten WurfgroBe bei der Verpaarung von homozygoten TgEfloxElf-Tieren
mit homozygoten TgAktinCre-Mausen von prénatalen Effekten des Transgens dnEIf3
auszugehen war, wurden TgEfloxEIfA- und TgEfloxEIfC-Tiere mit TgRosaCreER-Miusen
gekreuzt. Doppeltransgene Tiere wurden zur Aktivierung des dnEIf3-Transgens mit Tamoxifen
induziert.

Die Rekombination auf genomischer Ebene konnte mittels PCR gezeigt werden. Mit den Primern
rbGl und Elf3rev2 wurde mit genomischer DNA von einfach transgenen bzw. doppeltransgenen

Tieren als Template, PCR-Produkte in der Lédnge von 1239 bp bzw. 432 bp generiert (Abb. 3.15).

I ([l

A B

Abb. 3.15 Nachweis der DNA-Rekombination auf genomischer Ebene mittels PCR 11
Werden doppeltransgene TgEfloxElf x TgRosaCreER-Miuse mit Tamoxifen induziert, findet eine
Rekombination auf genomischer Ebene statt. Mittels PCR wurden mit genomischer DNA von einfach
transgenen (A) und induzierten, doppeltransgenen Tieren (B) als Template, PCR-Produkte in der
erwarteten Lidnge von 1239 bp bzw. 432 bp generiert. Als Vorwirtsprimer wurde rbGl, als
Riickwértsprimer Elf3rev eingesetzt (siche 2.1.8). Als Marker wurde der DNA-Molekular-
gewichtsstandard ¢X174/BsuRI verwendet.

3.4.2  Wurfgrofle bei Verpaarung von TgEfloxEIf Tieren mit TgRosaCreER-M:iusen

Bei der Verpaarung von homozygoten TgEfloxElf-Tieren der Linie A mit homozygoten
TgRosaCreER-Méusen wurde keine reduzierte WurfgroBe beobachtet. Es ergab sich ein
Mittelwert von 7,00 Jungtieren pro Wurf, im Vergleich dazu betrug die mittlere Wurfstirke bei
der Verpaarung von homozygoten TgEfloxEIfA-Tieren mit homozygoten TgAktinCre-Méusen
3,75 Jungtiere pro Wurf, dieser Unterschied ist signifikant (p=0,019). Der Mittelwert von 7,00
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Jungtieren unterscheidet sich jedoch nicht signifikant vom Mittelwert von 8,63 Jungtieren pro
Waurf, der sich bei der Verpaarung mit Wildtyptieren ergab (Abb. 3.16).

Bei der Verpaarung von heterozygoten TgEfloxEIfA-Tieren mit homozygoten TgRosaCreER-
Maiusen bzw. bei der Verpaarung von homozygoten TgEfloxEIfA-Tieren mit heterozygoten
TgRosaCreER-Méusen und bei der Verpaarung von heterozygoten TgEfloxEIfA-Tieren mit
heterozygoten TgRosaCreER-Mausen wurde keine reduzierte Wurfgrofle beobachtet. Die Zahl
der geborenen doppeltransgenen Tiere entsprach den theoretisch erwarteten Werten.

Bei der Verpaarung von heterozygoten TgEfloxEIfA-Tieren mit homozygoten TgRosaCreER-
Maiusen wurden in vier Wiirfen 30 Tiere geboren, davon waren 14 Tiere (47%) doppeltransgen.
Bei der Verpaarung von homozygoten TgEfloxEIfA-Tieren mit heterozygoten TgRosaCreER-
Maiusen wurden in sechs Wiirfen 55 Tiere geboren, davon waren 24 Tiere (44%) doppeltransgen.
Bei der Verpaarung von heterozygoten TgEfloxEIfA-Tieren mit heterozygoten TgRosaCreER-
Maiusen wurden in sechs Wiirfen 53 Tiere geboren, davon waren 14 Tiere (26%) doppeltransgen.

Bei der Verpaarung von heterozygoten TgEfloxElf-Tieren der Linie C mit heterozygoten
TgRosaCreER-Miusen wurden weniger doppeltransgene Tiere geboren als theoretisch erwartet.
Bei 12 Wiirfen wurden 105 Tiere geboren, davon waren 14 statt der erwarteten 26,25 Tiere
doppeltransgen. Alle folgenden Untersuchungen wurden an der Linie A durchgefiihrt, da keine
Letalitédt in nicht-induzierten Tieren auftrat. Lediglich fiir histologische Untersuchungen wurden

vier doppeltransgene TgEfloxEIfC x TgRosaCreER-Tiere induziert und Gewebe entnommen.

Abb. 3.16: Wurfgrofie bei Verpaarung von

14 Sese EGFP"/dnEIf3 Tieren
— 12+ * Bei der Verpaarung von homozygoten TgEfloxEIfA-

— Tieren mit Wildtyptieren (A) ergab sich ein Mittelwert
von 8,63 Jungtieren pro Wurf. Bei der Verpaarung von
homozygoten TgEfloxElfA-Tieren mit TgAktinCre-
Maiusen (B) errechnete sich bei 8 Wiirfen ein Mittelwert
von 3,75 Jungtieren pro Wurf. Dieser Unterschied ist
hochst-signifikant.  Bei  der  Verpaarung  von
homozygoten TgEfloxEIfA-Tieren mit homozygoten
TgRosaCreER-Mausen (C) ergab sich bei 8 Wiirfen ein
Mittelwert von 7 Jungtieren pro Wurf. Dieser
C Unterschied (B vs. C) ist signifikant.

Tiere pro Wur
£
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3.4.3 Nachweis der Expression von EGFP und dnEIf3 auf mRNA-Ebene

Um eine Aussage liber die Expression von dnElf3 auf mRNA-Ebene in doppeltransgenen,
induzierten Tieren (TgEfloxElf x TgRosaCreER) machen zu konnen, wurde eine Reverse
Transkriptase-PCR (RT-PCR) durchgefiihrt.

Der Nachweis der EGFP-Expression auf mRNA-Ebene bei einfach transgenen Tieren erfolgte
mit den Oligonukleotiden CK20 RT-II und EGFPrev3, damit entstanden PCR-Produkte in der
Liange von 264 bp. Es konnte also die EGFP-Expression auf mRNA-Ebene bei einfach
transgenen Tieren nachgewiesen werden. Der Nachweis der dnEIf3 Expression auf mRNA-Ebene
erfolgte mit den Oligonukleotiden CK20 RT-II und Elf3rev. Die damit entstanden PCR-Produkte
hatten eine Lénge von 350 bp (Abb. 3.17). Damit wurde gezeigt, dass nach erfolgter genomischer
Rekombination die trunkierte dnElf3 c-DNA unter Kontrolle der K20 regulatorischen Elemente
transkribiert wird.

— _ -
-ZSDbp R e - w264 b
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Abb. 3.17 Nachweis der EGFP- und dnElf3-Expression auf mRNA-Ebene

Bei doppeltransgenen, induzierten Tieren wird nach erfolgter genomischer Rekombination transgenes
dnEIf3 exprimiert. Der Nachweis der dnEIf3 Expression auf mRNA-Ebene erfolgte mit den
Oligonukleotiden CK20 RT-II und Elf3rev. Damit entstanden PCR-Produkte in der Lange von 350 bp (A,
B). Der Nachweis der EGFP-Expression auf mRNA-Ebene bei einfach transgenen Tieren (C, D, E)
erfolgte mit den Oligonukleotiden CK20 RT-II und EGFPrev3, damit entstanden PCR-Produkte in der
Lange von 264 bp. Als Marker wurde der DNA-Molekulargewichtsstandard ¢X174/BsuRI verwendet.

3.4.4 Gewichtsverlust und Mortalitit nach induzierter Cre-Rekombinase Aktivitit

Doppeltransgenen (TgEfloxElf x TgRosaCreER) Tieren wurde an 5 aufeinander folgenden Tagen
40 pg Tamoxifen/g Korpergewicht intraperitoneal injiziert. Als Kontrollgruppe wurden
doppeltransgene, unbehandelte bzw. mit Losungsmittel (Ethanol/Sonnenblumendl) behandelte

Tiere untersucht.



Ergebnisse 50

Die Gewichtsbestimmung nach Induktion ergab einen deutlichen Verlust von Korpergewicht bei
den doppeltransgenen, induzierten, méannlichen Tieren. Die unbehandelten bzw. mit
Losungsmittel behandelten Tiere hatten zu Versuchsbeginn ein mittleres Korpergewicht von
24,53 g (Standardfehler 0,45; N=10), 12 Tage nach Versuchsbeginn betrug das mittlere
Korpergewicht 27,91 g (Standardfehler 0,53; N=10). Die mit Tamoxifen behandelten Tiere hatten
zu Versuchsbeginn ein mittleres Korpergewicht von 24,38 g (Standardfehler 0,38; N=10), 12
Tage nach Versuchsbeginn betrug das mittlere Korpergewicht 22,54 g (Standardfehler 0,76,
N=10). Der Gewichtsunterschied (5,37 + 0,93 g) zwischen doppeltransgen, induzierten Tieren
und Tieren der Kontrollgruppe war 12 Tage nach Versuchsbeginn hochst-signifikant (p<<0,0001).
Die Tiere erholten sich jedoch wieder: 4 Wochen nach Versuchsbeginn hatten die unbehandelten
bzw. mit Ldsungsmittel behandelten Tiere ein mittleres Korpergewicht von 29,37 g
(Standardfehler 0,86), die mit Tamoxifen behandelten Tiere hatten ein mittleres Kdrpergewicht

von 28,36 g (Standardfehler 0,31).
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Abb. 3.18 Korpergewicht méinnlicher Tiere nach induzierter Cre-Rekombinase Aktivitit
Doppeltransgenen (TgEfloxElf x TgRosaCreER) Tieren wurde Tamoxifen injiziert (B, D, F), die
Kontrollgruppe erhielt kein Tamoxifen (A, C, E). Nach Induktion ergab sich einen deutlichen Verlust von
Korpergewicht bei doppeltransgenen, induzierten, minnlichen Tieren. Die unbehandelten Tiere hatten zu
Versuchsbeginn ein mittleres Korpergewicht von 24,53 g (A), 12 Tage nach Versuchsbeginn betrug das
mittlere Korpergewicht 27,91 g (C). Die mit Tamoxifen behandelten Tiere hatten zu Versuchsbeginn ein
mittleres Korpergewicht von 24,38 g (B), 12 Tage nach Versuchsbeginn betrug das mittlere
Korpergewicht 22,54 g (D). Der Gewichtsunterschied C vs. D war hochst-signifikant (p<0,0001). 4
Wochen nach Versuchsbeginn hatten sich die mit Tamoxifen behandelten Tiere jedoch erholt, die
Gewichtsbestimmung ergab ein mittleres Korpergewicht von 28,36 g (F), die unbehandelten Tiere hatten
ein mittleres Korpergewicht von 29,37 g (E).
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Auch bei den doppeltransgenen, induzierten, weiblichen Tieren ergab die Gewichtsbestimmung
nach Induktion einen deutlichen Verlust von Koérpergewicht, die meisten Tiere starben jedoch
bzw. wurde aufgrund des schlechten Zustandes getdtet. Die unbehandelten Tiere hatten zu
Versuchsbeginn ein mittleres Korpergewicht von 19,37 g (Standardfehler 0,46; N=06),
durchschnittlich 8 Tage nach Versuchsbeginn betrug das mittlere Korpergewicht 19,37 g
(Standardfehler 0,54). Die mit Tamoxifen behandelten Tiere hatten zu Versuchsbeginn ein
mittleres Korpergewicht von 19,52 g (Standardfehler 0,19; N=13), durchschnittlich 8 Tage nach
Versuchsbeginn betrug das mittlere Korpergewicht 17,07 g (Standardfehler 0,30; N=13), bei
einzelnen Tieren konnte jedoch ein Gewichtsverlust von bis zu 25% des Gesamtgewicht
gemessen werden. Der Gewichtsunterschied (2,30 * 0,58 g) zwischen doppeltransgen,
induzierten Tieren und Tieren der Kontrollgruppe war 8 Tage nach Versuchsbeginn hochst-

signifikant (p=0,001).
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Abb. 3.19 Korpergewicht weiblicher Tiere nach induzierter Cre-Rekombinase Aktivitit

Doppeltransgenen (TgEfloxElf x TgRosaCreER) Tieren wurde Tamoxifen injiziert (B, D), die
Kontrollgruppe erhielt kein Tamoxifen (A, C). Nach Induktion der Cre-Rekombinase Aktivitdt konnte ein
deutlicher Verlust von Kdrpergewicht bei den induzierten Tieren gemessen werden. Die unbehandelten
Tiere hatten zu Versuchsbeginn ein mittleres Korpergewicht von 19,37 g (A), durchschnittlich 8 Tage
nach Versuchsbeginn war das mittlere Korpergewicht unverdndert (C). Die behandelten Tiere hatten zu
Versuchsbeginn ein mittleres Korpergewicht von 19,52 g (B), durchschnittlich 8 Tage nach
Versuchsbeginn betrug das mittleres Korpergewicht 17,07 g (D). Der Gewichtsunterschied C vs. D war
hochst-signifikant (p=0,001).
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3.4.5 Pathologische Verinderung der Villus-Architektur

Um mogliche Verdnderung der Darmepidermis zu untersuchen, wurden histologische Schnitte
von Diinn- und Dickdarm von doppeltransgenen, induzierten TgEfloxEIfA x TgRosaCreER- und
TgEfloxEIfC x TgRosaCreER-Maiusen in der Phase des Gewichtsverlustes angefertigt und mittels
Hamatoxilin/Eosin gefarbt. Als Kontrolle wurde Gewebe von einfachtransgenen, induzierten
TgEfloxElf-Méusen untersucht.

Dabei zeigt sich eine deutliche Verdnderung der Villus-Architektur bei doppeltransgenen,
induzierten Tieren beider Linien. Zellkontakte zwischen Enterozyten bzw. zwischen Enterozyten
und Becherzellen sind nur unzureichend ausgeprigt, es bilden sich abgerundete Einstiilpungen
durch einzelne Zellen. Das einschichtige Zylinderepithel, das die Darmzotten umschlief3t, bildet
keine eindeutig abgegrenzte Zellschicht wie bei gesunden Tieren, sondern erscheint ungeordnet.
Zahlreiche Enterozyten zeigen nicht den normalen zylindrischen Phénotyp, sondern sind beliebig

geformt, die Zellkerne der betroffenen Enterozyten sind ungewohnlich rund geformt (Abb. 3.20).



Ergebnisse 53

Abb. 3.20 Pathologische Verinderung der Villus-Architektur

Histologische Schnitte des Diinndarms von doppeltransgenen, induzierten TgEfloxEIfA x TgRosaCreER-
Maiusen (C, D), doppeltransgenen, induzierten TgEfloxEIfC x TgRosaCreER-Maéusen (E, F) und von
Tieren der Kontrollgruppe (A, B) wurden mittels Hématoxilin/Eosin gefarbt. Dabei zeigte sich eine
deutliche Verdnderung der Villus-Architektur bei doppeltransgenen, induzierten Tieren. Zellkontakte sind
nur unzureichend ausgeprigt, es bilden sich abgerundete Einstiilpungen durch einzelne Zellen. Bei
doppeltransgenen, induzierten Tieren bildet das einschichtige Zylinderepithel keine eindeutig abgegrenzte
Zellschicht wie bei gesunden Tieren, sondern erscheint ungeordnet. Zahlreiche Enterozyten sind nicht
zylindrisch, sondern beliebig geformt, die Zellkerne vieler Enterozyten sind ungewohnlich rund geformt.
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3.4.6  Becherzellen und Schleimproduktion

Um eine mogliche Verdnderung der Anzahl der Becherzellen und der Schleimproduktion zu
untersuchen, wurden histologische Schnitte von Diinn- und Dickdarm von doppeltransgenen,
induzierten TgEfloxEIfA x TgRosaCreER-Miusen in der Phase des Gewichtsverlustes
angefertigt und mittels Periodsdure-Leukofuchsin (PAS)-Fiarbung und Alcianblau/Kernechtrot-
Féarbung gefirbt.

Als Kontrolle wurde Gewebe von doppeltransgenen, nicht-induzierten TgEfloxEIfA x
TgRosaCreER-Maiusen, von einfachtransgenen, induzierten TgEfloxElf-Miusen und von
doppeltransgenen, induzierten TgEfloxElf x TgRosaCreER-Méusen, die wieder Normalgewicht
erreicht hatten, untersucht.

Die Hauptbestandteile des Schleims sind Glykoproteine, so genannte Muzine. Sie werden in
neutrale und saure Muzine eingeteilt, wobei die Polysaccharide der sauren Muzine mit
Sulfatgruppen oder Sialinsduregruppen verbunden sein konnen (Deplancke and Gaskins, 2001).
Mittels PAS-Féarbung konnen neutrale Muzine angefdrbt werden (violette Férbung), mit
Alcianblau kénnen saure Mukosubstanzen (Glykosaminoglykane) dargestellt werden (hellblaue
Farbung).

Im Diinndarm (Ileum) von doppeltransgenen, induzierten TgEfloxElf x TgRosaCreER-Mausen in
der Phase des Gewichtsverlustes zeigte sich bei zahlreichen Darmzotten eine erhdhte Anzahl von
Becherzellen mit deutlich vergroBerter mukoser Granula. Auch bei Darmzotten ohne erkennbar
erhohte Anzahl von Becherzellen war die mukdse Granula deutlich vergroBert.

Im Colon konnte kein Unterschied zwischen doppeltransgenen, induzierten TgEfloxElf x
TgRosaCreER-Maiusen und Geweben der Kontrollgruppe in Bezug auf Anzahl der Becherzellen
und GroBe der Granula festgestellt werden (Abb. 3.21).

3.4.7 Nachweis von EGFP mittels qRT-PCR

Die Expression des Markergens EGFP wurde auf mRNA-Ebene mittels qRT-PCR untersucht.
Die Normalisierung erfolgte gegen HPRT1 (Hypoxanthin Phosphoribosyltransferase 1). Die
relative Quantifizierung erfolgte nach der 2024 Methode. Im Ileum einfach transgener
TgEfloxElf-Méuse konnte eine Expression von EGFP auf mRNA-Ebene nachgewiesen werden.
Im Ileum doppeltransgener, induzierter TgEfloxElf x TgRosaCreER-Maiuse (in und nach der

akuten Phase des Gewichtsverlustes) konnte nur eine minimale Expression von EGFP
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nachgewiesen werden, die einer Reduktion der Expression auf ca. ein Tausendstel des
Expressionsniveaus einfach transgener TgEfloxElf-Méuse entspricht (relative Expression 1,028

(N=4) vers. 0,001 (N=6) (Daten nicht gezeigt).

Abb. 3.21 Becherzellen und Schleimproduktion

Histologische Schnitte des Diinndarms von doppeltransgenen, induzierten TgEfloxEIfA x TgRosaCreER-
Miusen in der akuten Phase des Gewichtsverlustes (B, D), von einem einfach transgenen
TgEfloxEIfA-Tier (C) sowie von einer doppeltransgenen, induzierten TgEfloxEIfA x TgRosaCreER-Maus
8 Wochen nach Induktion (A) wurden mittels PAS Farbung (A, B) und Alcianblau/Kernechtrot-Farbung
(C, D) gefarbt. Dabei zeigte sich bei einzelnen Darmzotten von doppeltransgenen, induzierten
TgEfloxEIfA x TgRosaCreER-Méusen in der akuten Phase des Gewichtsverlustes eine erhohte Anzahl
von Becherzellen mit deutlich vergroBerter mukoser Granula.
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3.4.8 Nachweis von dnEIf3 mittels qRT-PCR

Die Expression von dnEIf3 wurde auf mRNA-Ebene mittels qRT-PCR untersucht. Die relative
Expression von dnElf3 wurde im Ileum doppeltransgener, induzierter TgEfloxElf x
TgRosaCreER-Méuse in der akuten Phase des Gewichtsverlustes, im Ileum doppeltransgener,
induzierter TgEfloxElf x TgRosaCreER-Maduse, die sich von der akuten Phase des
Gewichtsverlustes erholt hatten, und im Ileum einfach transgener TgEfloxElf-Miuse bestimmt.
Die relative Quantifizierung erfolgte nach der 24V Methode.

Im Ileum der einzeltransgenen TgEfloxElf-Mduse konnte keine Expression von dnEIf3
nachgewiesen werden. Im Ileum doppeltransgener, induzierter TgEfloxElf x TgRosaCreER-
Maiuse in der akuten Phase des Gewichtsverlustes konnte eine starke Expression mittels qRT-
PCR gemessen werden. Bei maénnlichen, doppeltransgenen, induzierten TgEfloxEIf x
TgRosaCreER-Miusen, die sich von der akuten Phase des Gewichtsverlustes erholt hatten und
wieder ein Korpergewicht entsprechend der einzeltransgenen Vergleichsgruppe erreicht hatten,
konnte ebenfalls eine Expression von dnElf3 nachgewiesen werden, jedoch auf einem
niedrigerem Niveau. Bei doppeltransgenen, induzierten TgEfloxElf x TgRosaCreER-Méusen in
der akuten Phase des Gewichtsverlustes betrug die relative Expression von dnEIf3 im Ileum 1,08
(N=7), bei ménnlichen, doppeltransgenen, induzierten TgEfloxElf x TgRosaCreER-Maiusen, die
wieder ein Korpergewicht entsprechend der einzeltransgenen Vergleichsgruppe erreicht hatten,
betrug die relative Expression von dnEIf3 im Ileum 0,64 (N=6), dieser Unterschied war nicht

signifikant.

2+ Abb. 3.22 Relative Expression von dnEIf3

Die relative Expression von dnElf3 wurde im Ileum
doppeltransgener, induzierter TgEfloxElf x TgRosaCreER-
Mause in der akuten Phase des Gewichtsverlustes (A) sowie
nach der der akuten Phase des Gewichtsverlustes (B)
bestimmt. Die Normalisierung erfolgte gegen HPRTI1. Die
relative Quantifizierung erfolgte nach der 2°4*“Y Methode. Es
zeigte sich eine nichtsignifikante Reduktion der dnElf3
Expression, die relative Expression betrug 1,08 1,08 (N=7)
—1— (A) gegen 0,64 (N=6) (B).
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3.49 Nachweis von endogenem EIf3 mittels qRT-PCR

Die Expression von endogenem EIf3 wurde auf mRNA-Ebene mittels qRT-PCR untersucht. Die
relative Expression von endogenem EIf3 wurde im Ileum doppeltransgener, induzierter
TgEfloxElf x TgRosaCreER-Méduse in der akuten Phase des Gewichtsverlustes, im Ileum
doppeltransgener, induzierter TgEfloxEIf x TgRosaCreER-Méuse, die sich von der akuten Phase
des Gewichtsverlustes erholt hatten, und im Ileum einfach transgener TgEfloxElf-Mause
bestimmt. Die relative Quantifizierung erfolgte nach der 24V Methode.

Endogenes EIf3 konnte im Ileum der -einzeltransgenen TgEfloxElf-Méuse, im Ileum
doppeltransgener, induzierter TgEfloxEIf x TgRosaCreER-Méuse in der akuten Phase des
Gewichtsverlustes und bei ménnlichen, doppeltransgenen, induzierten TgEfloxEIf x
TgRosaCreER-Maiusen, die sich von der akuten Phase des Gewichtsverlustes erholt hatten und
wieder ein Korpergewicht entsprechend der einzeltransgenen Vergleichsgruppe erreicht hatten,

nachgewiesen werden.
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Abb.3.23: Relative Expression von endogenem EIf3

Die relative Expression von endogenem EIf3 wurde im Ileum einfachtransgener TgEfloxElf-Miuse (A),
im Ileum doppeltransgener, induzierter TgEfloxElf x TgRosaCreER-Méuse in der akuten Phase des
Gewichtsverlustes (B) sowie nach der der akuten Phase des Gewichtsverlustes (C) bestimmt. Die
Normalisierung erfolgte gegen HPRT1. Die relative Quantifizierung erfolgte nach der 2*“" Methode. Es
zeigte sich eine signifikante Erhohung der Expression von endogenem EIf3 bei Tieren, die wieder ein
Korpergewicht entsprechend Kontrollgruppe erreicht hatten, die relative Expression betrug 0,81 (N=6) (B)
gegen 1,30 (N=4) (C).
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Bei einfachtransgenen TgEfloxElIf-Médusen betrug die relative Expression von endogenem EIf3
im Ileum 1,07 (N=6). Bei doppeltransgenen, induzierten TgEfloxElf x TgRosaCreER-Maiusen in
der akuten Phase des Gewichtsverlustes betrug die relative Expression von endogenem EIf3 im
[leum 0,81 (N=6), bei ménnlichen, doppeltransgenen, induzierten TgEfloxEIf x TgRosaCreER-
Mausen, die wieder ein Korpergewicht entsprechend Kontrollgruppe erreicht hatten, betrug die
relative Expression von endogenem EIf3 im Ileum 1,30 (N=4), dieser Unterschied war signifikant

(p=0,037).

3.4.10 Nachweis von EIf3 auf Proteinebene mittels Immun-Histologie

Die Expression von Elf3 wurde auf Protein-Ebene mittels Immunhistochemie nachgewiesen.
Untersucht wurde die Expression von EIf3 im Colon- und Ileum doppeltransgenen TgEfloxEIf x
TgAktinCre-Méduse, im Colon- und Ileum doppeltransgener, nicht-induzierter TgEfloxEIf x
TgRosaCreER-Maiuse, im Colon- und Ileum doppeltransgener, induzierter TgEfloxEIf x
TgRosaCreER-Méuse wihrend und nach der akuten Phase des Gewichtsverlustes, sowie im

Colon- und Ileum einfach transgener TgEfloxEIf-Mause.

Abb. 3.24 Elf3- und Keratin 20- Expression im murinen
Darm

Die immunhistologische Detektion von Elf3 im Diinndarm einer
doppeltransgenen, induzierten TgEfloxElf x TgRosaCreER Maus
erfolgte mit a-Elf3 Antikorpern (rote Fluoreszenz) im Fluoreszenz-
mikroskop. Die immunhistologische Detektion von K20 erfolgte
mit a-K20 Antikdrpern (griine Fluoreszenz) im Fluoreszenz-
mikroskop.
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Im Darmgewebe von einfach transgenen TgEfloxElf-Médusen und doppeltransgenen TgEfloxEIf x
TgAktinCre-Mausen konnte kein Elf3 im Zellkern der Enterozyten nachgewiesen werden.

Im Colon- und Ileum doppeltransgener, induzierter TgEfloxElf x TgRosaCreER-Méuse konnte
Elf3 bei Tieren in der akuten Phase des Gewichtsverlustes, und bei Tieren die sich von der akuten
Phase des Gewichtsverlustes erholt hatten, im Zellkern von Enterozyten nachgewiesen werden.
Allerdings war auch bei einzelnen doppeltransgenen, nicht-induzierten TgEfloxEIf x

TgRosaCreER-Maiusen ein Nachweis von Elf3 im Zellkern von Enterozyten moglich.

3.4.11 Verminderte Expression des Proteins Claudin-7

Die Expression von Claudin-7 wurde auf mRNA-Ebene mittels qRT-PCR untersucht. Die
relative Expression von Claudin-7 wurde im Colon und Ileum einfach transgener TgEfloxEIfA-
Maiuse, im Colon und Ileum doppeltransgener, induzierter TgEfloxEIfA x TgRosaCreER-Mause
in der akuten Phase des Gewichtsverlustes sowie im Ileum doppeltransgener, induzierter
TgEfloxEIfA x TgRosaCreER-Méuse, die sich erholt hatten, bestimmt.

Die relative Quantifizierung erfolgte nach der 2°**“Y Methode. Es zeigte sich eine deutliche
Reduktion der Claudin-7 Expression auf mRNA-Ebene im Colon und Ileum bei
doppeltransgenen, induzierten TgEfloxEIfA x TgRosaCreER-Maiusen in der akuten Phase des
Gewichtsverlustes.

Bei doppeltransgenen, induzierten TgEfloxElf x TgRosaCreER-Mdusen betrug die relative
Expression im Colon 0,61 (N=6), der Wert der Kontrollgruppe war 1,06 (N=6). Im Ileum betrug
die relative Expression von Claudin-7 bei doppeltransgenen, induzierten TgEfloxElf x
TgRosaCreER-Mausen 0,53 (N=10), der Wert der Kontrollgruppe war 1,03 (N=7). Die
Reduktion der Expression war im Colon signifikant (p=0,0426), im Ileum hochst-signifikant
(p=0,0008). Dabei war die Claudin-7 Expression im Diinndarm hoher als im Dickdarm.
Vergleicht man die Expression in den verschiedenen Geweben bei einfach transgenen Tieren, so
betrug die relative Expression im Ileum 1,68 (N=7) verglichen mit 1,06 im Colon (N=6).

Bei miénnlichen, doppeltransgenen, induzierten TgEfloxEIfA x TgRosaCreER-Madusen, die sich
von der akuten Phase des Gewichtsverlustes erholt hatten und wieder ein Korpergewicht
entsprechend der Vergleichsgruppe erreicht hatten, zeigte sich, dass die Claudin-7 Expression
wieder angestiegen war und kein signifikanter Unterschied zur einfach transgenen

Vergleichgruppe bestand (relative Expression im Ileum 1,29 (N=6) zu 1,03 (N=7)) (Abb. 3.25).
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Abb. 3.25 Relative Expression von Claudin-7

Die relative Expression von Claudin-7 wurde im Ileum einfach transgener TgEfloxEIfA-Mause (A), im
Ileum doppeltransgener, induzierter TgEfloxEIfA x TgRosaCreER-Méuse in der akuten Phase des
Gewichtsverlustes (B) sowie im Ileum doppeltransgener, induzierter TgEfloxEIfA x TgRosaCreER-
Mause, die wieder ein Korpergewicht entsprechend der einzeltransgenen Vergleichsgruppe erreicht hatten
(C) bestimmt. Die Normalisierung erfolgte gegen HPRT1. Die relative Quantifizierung erfolgte nach der
2024 Methode. Es zeigte sich eine hochst-signifikante Reduktion der Claudin-7 Expression bei
doppeltransgenen, induzierten TgEfloxEIfA x TgRosaCreER-Méusen in der akuten Phase des
Gewichtsverlustes (p=0,0008). Bei dieser Gruppe betrug die relative Expression 0,53 (N=10), der Wert
der Kontrollgruppe war 1,03 (N=7). Die relative Expression bei den Tieren, die sich wieder erholt
hatten, betrug 1,29 (N=6). Der Unterschied B vs. C. ist hochst-signifikant (p<0,0001).
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Abb. 3.26 Immunhistologischer Nachweis von Claudin-7 im murinen Ileum

Die Expression von Claudin-7 wurde im Ileum doppeltransgener, induzierter TgEfloxElf x TgRosaCreER-
Mause (B, C, D) sowie einfach transgener TgEfloxEIf-Mause (A) immunhistologisch untersucht. Es zeigte
sich eine deutliche Reduktion der Claudin-7 Expression der Enterozyten bei doppeltransgenen, induzierten
TgEfloxElf x TgRosaCreER-Mausen. Zellkerne wurden mit dem Farbstoff Hoechst 33342 gefarbt.

Die Expression von Claudin-7 wurde auf Protein-Ebene mittels Immunhistochemie
nachgewiesen. Untersucht wurde die Expression von Claudin-7 in Colon- und Ileum
doppeltransgener, induzierter TgEfloxElf x TgRosaCreER-Méuse sowie in Colon- und Ileum
einfachtransgener Miuse. Es zeigte sich eine deutliche Reduktion der Claudin-7 Expression der
Enterozyten bei doppeltransgenen, induzierten TgEfloxElf x TgRosaCreER-Méusen im Ileum,
wobei Claudin-7 sowohl im apikalen als auch im basolateralen Bereich der Zellmembran

exprimiert wird.
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Abb. 3.27 Immunbhistologischer Nachweis von Claudin-7 im murinen Ileum IT

Die Expression von Claudin-7 wurde im Ileum einfach transgener TgEfloxEIf-Miuse (A) sowie bei
doppeltransgenen, induzierten TgEfloxElf x TgRosaCreER-Maiusen (B) immunhistologisch untersucht. Es
konnte eine deutliche Reduktion der Claudin-7 Expression der Enterozyten bei doppeltransgenen,
induzierten TgEfloxElf x TgRosaCreER-Miusen beobachtet werden. Zellkerne wurden mit dem Farbstoff
Hoechst 33342 geférbt. Die Zellkerne der betroffenen Enterozyten sind ungewohnlich rund geformt und
zum Teil stark vergroBert.

Um Artefakte aufgrund der Préparation der Gewebe bzw. Schnittdicke auszuschlieen, wurden
zusdtzliche Aufnahmen mittels konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie angefertigt. Die
Expression von Claudin-7 im basolateralen Membranbereich der Enterozyten wurde mit dieser
Methode bestitigt, ebenso wie eine reduzierte Expression von Claudin-7 in doppeltransgenen,
induzierten TgEfloxElf x TgRosaCreER-Méusen.

Ein weiterer Nachweis der negativ regulierten Expression von Claudin-7 erfolgte mittels
Western-Blot Analyse. Gesamtproteine aus Diinndarmgewebe einfach transgener TgEfloxElf und
doppeltransgener, induzierter TgEfloxElf x TgRosaCreER-Miuse wurde auf eine Nylonmembran
tibertragen und mit einem anti-Claudin-7 Antikdrper hybridisiert. In doppeltransgenen,

induzierten TgEfloxElf-Médusen zeigte sich eine deutlich verminderte Expression von Claudin-7.
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Abb. 3.28 Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie zum Nachweis von Claudin-7 im Ileum
Die Expression von Claudin-7 wurde im Ileum einfach transgener TgEfloxElf-Méuse (A) und
doppeltransgener, induzierter TgEfloxElf x TgRosaCreER-Méuse (B, C, D) immunhistologisch
untersucht. Es zeigte sich eine deutliche Reduktion der Claudin-7 Expression in den Epithelzellen bei
doppeltransgenen, induzierten TgEfloxElf x TgRosaCreER-Méausen. Zellkerne wurden mit dem Farbstoff
Hoechst 33342 geférbt.
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Abb. 3.29 Western-Blot zum Nachweis von Claudin-7 im murinen Ileum

Aus Diinndarmgewebe (Ileum) einfach transgener TgEfloxElf (A, B) und doppeltransgener, induzierter
TgEfloxElf-Méuse (C-G) wurde Gesamtprotein isoliert. Von jeder Probe wurden 20pg Protein {iber eine
SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine Nylonmembran transferiert. Claudin-7 wurde mittels Ziege-anti-
Claudin-7 Antikorper detektiert. In den doppeltransgenen, induzierten TgEfloxElf-Méusen zeigte sich eine
deutlich verminderte Expression von Claudin-7, dabei war die Expression im Ileum stark betroffener Tiere
(C) geringer als im Ileum mittelschwer betroffener Tiere (D, E) bzw. schwach betroffener Tiere. Als
Ladekontrolle wurde der Blot mit Tinte geférbt.

3.4.12 Expression des Proteins transforming growth factor-beta Rezeptor 11

Die Expression von transforming growth factor-beta Rezeptor II (TGF-beta RII) wurde auf
mRNA-Ebene mittels qRT-PCR untersucht. Es erfolgte eine Bestimmung der relativen
Expression von TGF-beta RII im Ileum doppeltransgener, induzierter TgEfloxElf x
TgRosaCreER-Maiuse, in bzw. nach der akuten Phase des Gewichtsverlustes, sowie bei einfach
transgenen TgEfloxElf-Mausen. Die Normalisierung erfolgte gegen HPRTI1. Die relative
Quantifizierung erfolgte nach der 2V Methode.

Es konnte keine signifikante Verdnderung der TGF-beta RII Expression festgestellt werden,
jedoch wurde in der Gruppe der Tiere, die sich in der akuten Phase des Gewichtsverlustes
befanden, eine hohe Varianz der Werte auffillig, was auf eine stark erhohte TGF-beta RII

Expression bei einzelnen Tieren zurlickzufiihren ist.
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Abb. 3.30 Relative Expression des TGF-beta RII im murinen Ileum

Die relative Expression von TGF-beta RII wurde im Ileum einfach transgener TgEfloxElf-Miuse (A),
(N=6), doppeltransgener, induzierter TgEfloxEIf x TgRosaCreER-Miuse in der akuten Phase des
Gewichtsverlustes (B), (N=7), sowie im Ileum doppeltransgener, induzierter TgEfloxEIf x TgRosaCreER-
Maiuse, die wieder ein Korpergewicht entsprechend der einzeltransgenen Vergleichsgruppe erreicht hatten
(C), (N=5) bestimmt. Die Normalisierung erfolgte gegen HPRT1. Die relative Quantifizierung erfolgte
nach der 2°**“Y Methode. Es zeigte sich keine signifikante Verinderung der TGF-beta RII Expression bei
doppeltransgenen, induzierten TgEfloxElf x TgRosaCreER-Méusen, jedoch konnte in der Gruppe der
Tiere in der akuten Phase des Gewichtsverlustes eine hohe Varianz der Werte festgestellt werden.

Die TGF-beta RII Expression wurde auch mittels Western-Blot bzw. Immunhistologie
untersucht, jedoch konnte auch mit diesen Untersuchungsmethoden keine durchgingige
Erhohung bzw. Reduktion der Expression von TGF-beta RII in den untersuchten Tiergruppen

festgestellt werden.

3.4.13 Expression der Proteine Keratin 8 und Keratin 18

Die Expression von K8 und 18 wurde auf mRNA-Ebene mittels qRT-PCR untersucht. Es erfolgte
eine Bestimmung der relativen Expression im Ileum doppeltransgener, induzierter TgEfloxEIlf x
TgRosaCreER-Maiuse in der akuten Phase des Gewichtsverlustes, sowie im Ileum einfach
transgener TgEfloxElf-Méuse. Die Normalisierung erfolgte gegen HPRTI1. Die relative
Quantifizierung erfolgte nach der 20*4“Y Methode. Dabei zeigte sich eine deutliche Reduktion der
K8 Expression bei doppeltransgenen, induzierten TgEfloxElf x TgRosaCreER-Méiusen, bei
diesen Tieren betrug die relative Expression im Ileum 0,69 (N=10), der Wert der Kontrollgruppe
war 1,06 (N=7). Es zeigte sich ein Anstieg der der K18 Expression, der jedoch nicht signifikant
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war. Die relative Expression von K18 im Ileum betrug bei doppeltransgenen, induzierten
TgEfloxElf x TgRosaCreER-Méausen 1,78 (N=8) gegeniiber einfach transgenen TgEfloxElf-
Mausen 1,13 (N=06).

3.0+
g 2.5-
g 2.0+ * T
= 1.54 T
-5
2
R ==ay==
]
& 0.5 4 T
0.0-
] ] ] ]
hod D ¢ Q

Abb. 3.31 Relative Expression von Keratin 8 und Keratin 18

Die relative Expression von K8 (A, B) und K18 (C, D) wurde im Ileum einfach transgener TgEfloxElf-
Mause (A, C) und doppeltransgener, induzierter TgEfloxElf x TgRosaCreER-Méuse (B, D) bestimmt. Die
Normalisierung erfolgte gegen HPRT1. Die relative Quantifizierung erfolgte nach der 2°*“Y Methode. Es
zeigte sich eine signifikante Reduktion der K8 Expression bei doppeltransgenen, induzierten TgEfloxEIf x
TgRosaCreER-Maiusen, die relative Expression im Ileum betrug 0,69 (N=10), der Wert der
Kontrollgruppe war 1,06 (N=7), p=0,014. Es konnte keine signifikante Verdnderung der K18 Expression
festgestellt werden.
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4. Diskussion

Ets-Transkriptionsfaktoren bilden eine groe Familie mit unterschiedlichen, wichtigen
Funktionen in Entwicklung und Pathogenese. Zahlreiche Ets-Transkriptionsfaktoren werden im
sich entwickelnden oder im erwachsenen Darm zellspezifisch und/oder zeitabhéngig exprimiert
(Choi et al., 2006; Hollenhorst et al., 2004; Lepourcelet et al., 2005).

In der vorliegenden Arbeit sollte die Rolle des Transkriptionsfaktors Elf3 im Epithel des murinen
Darms genauer untersucht werden. Der Transkriptionsfaktor EIf3 wurde 1997 als erster epithel-
spezifischer Transkriptionsfaktor der Ets-Familie beschrieben (Oettgen et al., 1997). Besonders
stark ist die Expression im gastrointestinalen Trakt (Hollenhorst ef al., 2004), hier spielt EIf3 eine
wichtige Rolle in der terminalen Differenzierung der epithelialen Zellen (Ng et al., 2002). In
einem transgenen Mausmodell konnte unter Kontrolle von Enhancer- und Promotor-Fragmenten
des humanen K20-Gens ein dominant-negativer EIf3 Transkriptionsfaktor mittels Cre/loxP-

System exprimiert werden.

4.1 Regulatorische Elemente des K20-Gens und die Expression von EGFP in
Zellkultur
Regulatorische Elemente des humanen K20-Gens ermoglichen die Expression des Reportergens
EGFP in humanen Colon-Karzinom-Zelllinien. K20 wird in gastrointestinalen Epithelien und in
Tumoren dieser Gewebe exprimiert. Auch Zelllinien, die aus Tumoren des Colon gewonnen
wurden, wie die humanen Colon-Karzinom-Zelllinien HT-29, DLD-1 oder CaCo-2 exprimieren
K20 (Moll et al., 1995; Moll et al., 1992; Moll et al., 1993). Wilhelmi konnte eine Reportergen-
Expression in HT-29 Zellen, die mit verschiedenen EGFP-Expressionsvektoren transfizierten
wurden, zeigen. Die Expressionsvektoren enthielten unterschiedlich groB3e upstream Bereiche des
K20-Gens, die komplette Exon/Intronsequenz ohne die ersten 347 bp des ersten Exons oder nur
ein Fragment aus dem Exon/Intronbereich und einen 3,9 kb groBlen downstream Bereich des
humanen K20 (Wilhelmi, 2002). In der vorliegenden Arbeit wurden HT-29 Zellen mit
verschiedenen EGFP-Expressionsvektoren transfiziert, die putative Enhancer- und Promotor-
Fragmente des humanen K20-Gens enthalten. Als mogliche Enhancersequenzen galten DNA-

Abschnitte mit potentiellen Bindungsstellen fiir die Transkriptionsfaktoren AP-1, AP-2 und Spl,



Diskussion 68

die eine wichtige Rolle bei der Regulation epithelialer Promotoren spielen (Sinha et al., 2000;
Wilhelmi, 2002).

Es zeigte sich nur eine schwache Expression bei den Vektoren, die potentielle Bindungsstellen
fiir die Transkriptionsfaktoren AP-1, AP-2 und Spl in kurzen Fragmenten in direkter Abfolge
enthielten. Die Transfektion der HT-29 Zellen mit Expressionsvektoren, welche die potentiellen
regulatorischen Elemente entsprechend der genomischen Anordnung im upstream Bereich des
K20-Gens enthielten, fiihrte zu einer starken Expression des Reportergens. Moglicherweise
entsprechen die von dem Programm 'Proscan' vorhergesagten Bindungsstellen fiir die
Transkriptionsfaktoren AP-1, AP-2 und Spl nicht den tatsdchlichen Bindungsstellen. Die
genannten Ergebnisse lassen jedoch auch die Schlussfolgerung zu, dass isolierte Bindungsstellen
fiir die Transkriptionsfaktoren AP-1, AP-2 und Spl in Kombination mit dem K20-Promotor nicht
ausreichen um eine starke Expression in Zellkultur zu gewihrleisten und Bindungsstellen fiir

weitere Transkriptionsfaktoren nétig sind.

4.2 Regulatorische Elemente des K20-Gens und die Expression von
Transgenen im murinen Darmepithel

Regulatorische Elemente des humanen K20-Gens ermoéglichen die darmepithelspezifische
Expression im murinen Darm. K20 transgene Méuse wurden erstmals 2003 publiziert. Die
transgenen Tiere wurden mit einer 18 kb groBen, genomischen DNA fiir humanes K20 generiert.
Diese DNA umfasst einen 4,8 kb groBlen upstream Bereich, die komplette Exon/Intronsequenz
und einen 3,9 kb groBBen downstream Bereich. Bei diesen Mausen konnte eine Expression von
humanem K20 in Diinn- und Dickdarm, Blase und Merkelzellen mittels Immunfluoreszenz und
Western-Blot nachgewiesen werden (Zhou et al., 2003). Wilhelmi generierte transgene Méuse,
die ebenfalls einen 4,8 kb groBen upstream Bereich, die komplette Exon/Intronsequenz und einen
3,9 kb groBBen downstream Bereich des humanen K20 enthielten. Lediglich die ersten 347 bp des
ersten Exons waren entfernt und durch eine cDNA fiir TGF-beta bzw. eine cDNA fiir den
dnTGF-beta RII ersetzt. Es konnte ein Expression der Transgene auf mRNA-Ebene gezeigt
werden, der Nachweis auf Proteinebene gelang nicht. Auch die Verlingerung des upstream
Bereiches auf 21,5 kb fiihrte nicht zu einer nachweisbaren Proteinexpression in transgenen
Maiusen (Wilhelmi, 2002). Die in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Expressionsvektoren

enthalten putative regulatorische Elemente, die bis zu 26,5 kb vom Transkriptionsstart entfernt
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sind, jedoch keine Exon/Intronsequenzen bzw. downstream Bereiche des humanen K20-Gens. Es
konnte bei zwei transgenen Mausmodellen eine Expression des Transgens auf Proteinebene
festgestellt werden. Bei der Untersuchung der transgenen Maéduse mit dem EGFP-
Expressionsvektor EV II konnte die Expression des Reportengens EGFP im gesamten
gastrointestinalen Trakt, auch im Magen, gezeigt werden. Im Mausmodell von Zhou konnte keine
Expression des transgenen, humanen K20 im Magen nachgewiesen werden, wohingegen das
endogene, murine K20 im Magen vorhanden war. Es wurde schlussfolgert, dass regulatorische
Elemente, die die Expression im Magen steuern auflerhalb des 18kb grofen genomischen
Konstruktes liegen oder von der murinen Transkriptionsmaschinerie nicht erkannt werden (Zhou
et al., 2003). In der vorliegenden Arbeit zeigte sich, dass die regulatorischen Elemente des
humanen K20-Gens, die eine Expression in Zellkultur humaner Colon-Karzinomzellen zulassen
auch eine gewebespezifische und ausreichend starke Expression im transgenen Mausmodell
gewihrleisten. Das heif3t, dass die regulatorischen Elemente, die fiir eine Expression im Epithel
des gastrointestinalen Traktes notig sind, weder im downstream Bereich noch in der
Exon/Intronsequenz des humanen K20-Gens liegen und von der murinen Transkriptions-

maschinerie erkannt werden.

4.3 Generierung und Phinotyp transgener EGFP"*/dnEIf3-Mauslinien

Fiinf transgene Foundertiere ermoglichten die Ziichtung von vier transgenen Linien. Die
transgenen Tiere zeigten keinerlei sichtbare Auffélligkeiten, sondern waren fertil und zeigten
normale GroBe und Gewicht. Daher ist davon auszugehen, dass die Zufallsintegration der Vektor-
DNA in einen Bereich des Genoms erfolgte, der nicht fiir die Vitalitdt der generierten Tiere
entscheidend ist. Die EGFP Expression der TgEfloxElf-Mauslinien (EV VII) war deutlich
schwicher als die EGFP-Expression der EGFP-Mauslinien (EV II). Dies konnte auf eine fehlende
Polyadenylierungssequenz fiir EGFP oder eine geringere Kopienzahl der integrierten DNA
zuriickzufiihren sein. Jedoch sind auch andere Faktoren fiir die Expressionsstirke Ausschlag
gebend.

Wird ein Transgen unter Kontrolle einer LCR (locus control region) exprimiert, so ist die
Expression des Transgens abhidngig von der Kopienzahl und unabhéngig vom Integrationsort der
DNA (Grosveld et al., 1987; Zhuma et al., 1999). Ohne LCR ist der Integrationsort fiir die

Expressionsstirke und -muster entscheidender als die Kopienzahl. Sequenzen die proximal der
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Integrationsseite liegen, konnen die Transgenexpression positiv oder negativ beeinflussen. Eine
hohe Kopienzahl kann sogar zu einer schwicheren Expression flihren, da der repetitive Charakter
der integrierten DNA die Bildung von Heterochromatin induzieren kann (Clark et al., 1994;
Garrick et al., 1998; Williams et al., 2008). Es kann auch nicht ausgeschlossen werden, dass die
loxP-Sequenzen, die 5'und 3'des EGFP einkloniert wurden, die Transkription des Reportergens

beeinflussen.

4.4 Konstitutive Expression des dominant-negativen Transkriptionsfaktors
EIf3

Die konstitutive Expression von dnEIf3 hat pridnatal letale Wirkung. Bei der Verpaarung von
homozygoten TgEfloxEIfA-Tieren mit homozygoten TgAktinCre-Miusen war eine signifikant
reduzierte Zahl von Jungtieren pro Wurf auffillig. Bei der Verpaarung von heterozygoten Tieren
war die Anzahl der geborenen doppeltransgenen Tiere deutlich geringer als die theoretisch
erwartete Anzahl. Bei Verpaarungen von heterozygoten TgEfloxEIfC-Tieren mit TgAktinCre-
Maiusen wurde kein doppeltransgenes Tier geboren. Diese Ergebnisse sind konsistent mit der von
Ng beschriebenen Beobachtung, dass 30% der Elf3-Knockout-Féten in utero sterben (Ng et al.,
2002).

Prinatal letale Effekte bei der Verwendung von Cre-Rekombinase Linien mit ubiquitdrer, frither
Expression wurden bereits von verschiedenen Autoren publiziert. Bei der Verpaarung dieser Cre-
Rekombinase-Méuse mit Linien, deren Transgen gefloxt ist, werden keine doppeltransgenen
Tiere geboren, bzw. die Anzahl der geborenen doppeltransgenen Tieren entspricht nicht den
theoretischen Erwartungen (Klopcic, 2002; Lazaro, 2005; Meyer, 2003).

Bei der Untersuchung der Rolle von Ets-Faktoren bei der Entwicklung muriner Embryos wurde
mittels Microarray-Analyse festgestellt, dass die Expression verschiedener Transkriptions-
faktoren der Ets-Familie, unter anderem Elf3, nach der Befruchtung der Keimzellen anstieg. Die
Unterdriickung dieser Transkriptionsfaktoren mittels RNA-Interferenz reduzierte signifikant die
Anzahl der sich entwickelnden Embryonen (Kageyama et al., 2006).

Ein Merkmal embryonaler Transkription ist die hdufige Verwendung von Promotoren ohne
TATA-Sequenz. Transkriptionsfaktoren der Ets-Familie spielen eine wichtige Rolle bei der

Aktivierung dieser Promotoren. Die Bedeutung von Transkriptionsfaktoren der Ets-Familie bei
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der Bildung des Initationskomplexes bei Promotoren mit fehlender TATA Sequenz wurde bereits
1993 beschrieben (Nothias et al., 1995; Wasylyk et al., 1993).

Aufgrund der signifikant reduzierten Anzahl von Jungtieren pro Wurf bei der Verpaarung von
homozygoten TgEfloxElf-Tieren mit homozygoten TgAktinCre-Méusen und der deutlichen
Abweichung der Anzahl der doppeltransgenen, geborenen Tiere bei der Verpaarung von
heterozygoten Tieren von der theoretisch erwarteten Anzahl, muss davon ausgegangen werden,
dass die frilhe Expression von dnEIf3 prinatal letale Effekte hat. Dies kann darauf
zuriickzufiihren sein, dass Ets-Bindungsstellen in Promotoren von Genen, die fiir die Embryonal-
Entwicklung entscheidende Bedeutung haben, durch dnEIf3 blockiert sind. Uberlebende,
doppeltransgenen Jungtiere waren phinotypisch unauffillig, offensichtlich konnen sich einzelne

Embryonen in utero an die dnEIf3 Expression adaptieren.

4.5 Konditional-induzierbare Expression von dnEIf3

Durch die konditional-induzierbare Expression von dnElf3 konnen prinatal letale Effekte
verhindert werden. Bei der Verpaarung von homozygoten TgEfloxEIfA-Tieren mit homozygoten
TgRosaCreER-Maiusen war keine signifikant reduzierte Zahl von Jungtieren pro Wurf auffillig.
Bei der Verpaarung von heterozygoten Tieren der Linie A entsprach die Anzahl der geborenen
doppeltransgenen Tiere der theoretisch erwarteten Anzahl.

Durch die konditional-induzierbare Expression von dnEIf3 kann die von Ng (Ng et al., 2002)
beim EIlf3-Knockout beschriebene fotale Letalitit umgangen werden. Es wird moglich die
Funktion von EIf3 nicht nur im Embryo, sondern in einem spateren Entwicklungsstadium zu
untersuchen.

FEine Hintergrundaktivitit der Cre-Rekombinase bei Tamoxifen-induzierbaren Mausmodellen
wurde von verschiedenen Autoren publiziert. Eine starke Hintergrund-Rekombination wurde
unter anderem fiir epitheliale Zellen des Diinndarms beschrieben. Bei einem Vergleich der
spontanen Rekombination in verschiedenen Geweben unterschiedlicher Mauslinien zeigte sich
bei 12% der Diinndarmkrypten einer R26Cre-Mauslinie ligandenunabhédngige Rekombination
(Kemp et al., 2004). Hintergrundaktivitit der Cre-Rekombinase konnte auch in 1-5% der Zellen
in Duodenum und Pankreas einer R26Cre-Mauslinie festgestellt werden (Vooijs et al., 2001).
Hayashi zeigte Hintergrund-Rekombination in verschiedenen Mausgeweben (Hayashi and

McMabhon, 2002).
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Die oben genannten Ergebnisse sprechen dafiir, dass bei der Linie TgEfloxEIfA die
Hintergrundexpression ohne Induktion so minimal ist, dass keine prdnatal letalen Effekte
auftreten. Bei der Verpaarung von heterozygoten TgEfloxEIfC-Tieren mit TgRosaCreER-Miusen
wurden nur halb so viele doppeltransgene Tiere geboren als theoretisch erwartet, was fiir eine
Hintergrundexpression mit pranatal letalen Effekten spricht. Da es unwahrscheinlich ist, dass die
Hintergrundaktivitit der Cre-Rekombinase bei den untersuchten Linien unterschiedlich stark ist,
kann nur der Einfluss des jeweiligen Integrationsortes die beobachteten Effekte erkldren.

Wenn das Transgen in eine Genregion integriert, die friih in der Embryonalentwicklung
transkribiert wird, kann es zu einer, durch Hintergrundexpression der Cre-Rekombinase
bedingten, frithen Expression des dnEL{f3 kommen, mit letalen Effekten in der Embryogenese.
Falls das Transgen in eine Genregion integriert, die nicht oder nur schwach wihrend der
Embryonalentwicklung transkribiert wird, bleiben letale Effekte in der Embryonalentwicklung
aus.

Die Integration eines Transgens in entwicklungsabhiangiges, fakultatives Heterochromatin
beeinflusst dessen Expression. Das Phidnomen der position effect variegation wurde bereits
mehrfach beschrieben (Festenstein and Kioussis, 2000; Williams et al., 2008).

Unvollstindige Rekombination und die Entstehung von Mosaik-Gewebe kann zu
widerspriichlichen oder schwer interpretierbaren Ergebnissen flihren. Ob eine vollstdndige oder
unvollstindige Rekombination bei Tamoxifen-induzierter Cre-Rekombinase-Aktivitét stattfindet
ist abhdngig vom untersuchtem Gewebe, Gewebespezifitit der Cre-Rekombinase, gefloxtem Gen
und Menge des verabreichten Tamoxifens (Brake ef al., 2004; Hayashi and McMahon, 2002;
Kemp et al., 2004; Vooijs et al., 2001).

4.6 Pathologische Verinderung der Villus-Architektur

Die induzierte Expression von dnElf3 bedingt pathologische Verdnderungen der Villus-
Architektur. Bei der histologischen Untersuchung von Diinndarmgewebe von doppeltransgenen,
induzierten TgEfloxElf x TgRosaCreER-Méusen zeigte sich eine deutliche Verdnderung der
Villus-Architektur. Zellkontakte zwischen den Epithelzellen waren nur unzureichend ausgeprigt,
es bildeten sich abgerundete Einstiilpungen durch einzelne Zellen. Das einschichtige
Zylinderepithel erschien ungeordnet, zahlreiche Enterozyten zeigten nicht den normalen

zylindrischen Phénotyp, sondern beliebige Gestalt. Damit weist der von uns beschriebene
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Phinotyp Ahnlichkeit mit dem von Ng fiir den Elf3-Knockout beschriebenen Phinotyp auf. Die
Arbeitsgruppe von Ng konnte bei dem untersuchten Knockout eine starke Verdnderung der
Gewebearchitektur mit Einstlilpungen des Zylinderepithels der Villi feststellen. (Ng et al., 2002).
Obwohl die Expression von 24 Mitgliedern der Familie der Ets-Transkriptionsfaktoren im
humanen Colon und die Expression von 25 Ets-Transkriptionsfaktoren im humanen Diinndarm
mittels RT-PCR nachgewiesen werden konnte (Hollenhorst ef al., 2004), wurde bis heute nur ein
Mausmodell mit genetisch inaktiviertem Ets-Transkriptionsfaktor publiziert, das einen
intestinalen Phénotyp zeigt (Jedlicka and Gutierrez-Hartmann, 2008; Ng et al., 2002). Das mag
darauf zuriickzufiihren sein, dass kein anderer Ets-Transkriptionsfaktor so stark und weitgehend
gewebespezifisch im Darm exprimiert wird wie Elf3. ESE-3 wird ebenfalls stark in Diinn- und
Dickdarm exprimiert, zeigt aber die stirkste Expression in der Prostata. Ets-2, neben EIf3 und
ESE-3 der am stirksten im Darm exprimierte Ets-Transkriptionsfaktor, wurde in allen
untersuchten Geweben nachgewiesen und lies keine Gewebespezifitit erkennen (Hollenhorst et
al., 2004). Die beschriebenen pathologischen Verdnderungen der Villus-Architektur wurden auch
bei einer erblichen, bei 1 von 50.000 bis 100.000 Lebendgeburten in Westeuropa auftretenden
Krankheit festgestellt, der 'Intestinal epithelial dysplasia’ (IED), auch als 'Tufting enteropathy’
beschrieben. Bei der IED konnte eine erhohte Expression von Desmoglein und eine verdnderte
Struktur der Desmosomen beobachtet werden, Ursachen der Pathogenese sind jedoch bis jetzt
ungeklirt (Goulet et al., 2007). Ob &dhnliche Verdnderungen bei Zellverbindungen zu einem

vergleichbaren pathologischen Phanotyp fiihren, bedarf der weiteren Untersuchung.

4.7 Becherzellen und Schleimproduktion

Die induzierte Expression von dnEIf3 fiihrt zu einer erh6hten Anzahl von Becherzellen und einer
verstirkten Muzin-Produktion im Ileum. Im Ileum zeigte sich bei zahlreichen Darmzotten von
doppeltransgenen, induzierten TgEfloxElf x TgRosaCreER-Mausen in der Phase des
Gewichtsverlustes eine erhohte Anzahl von Becherzellen mit deutlich vergroferter mukdser
Granula. In diesem Punkt unterscheidet sich das hier untersuchte transgene Mausmodell deutlich
von dem von Ng publizierten Elf3-Knockout, der eine reduzierte Anzahl von Sialomuzine
produzierenden Becherzellen und eine gleich bleibende Anzahl vom Sulfomuzine produzierenden
Becherzellen in Duodenum und Ileum von Embryonen (E18.5) zeigt. Laut Ng reguliert EIf3 die

Entwicklung der Becherzellen und wird fiir eine gesunde Morphogenese bendtigt. (Ng et al.,
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2002). Bei Kreuzungen von EIf3-Knockout-Méusen mit darmspezifisch TGF-beta RII
iiberexprimierenden Tieren wurde ebenfalls die Anzahl der Sialomuzine produzierenden
Becherzellen bei doppel- und einzeltransgenen Embryonen (E 18.5) bestimmt, auch hier war bei
den Elf3-Knockout-Tieren die Anzahl der Sialomuzine produzierenden Becherzellen reduziert
(Flentjar et al., 2007). AuBer von der genannten Arbeitsgruppe wurde bis jetzt kein
Zusammenhang zwischen EIf3 und Becherzellen publiziert.

In vitro Untersuchungen des MMP-9 (Matrix Metalloproteinase 9) -Promotors in Plattenepithel-
Karzinomzellen lassen darauf schlieBen, dass EIf3 die Expression von MMP-9 durch
transkriptionelle Suppression iiber die Ets-Bindungsstelle hemmt (Iwai et al., 2008).

MMP-9 Knockout-Mduse haben eine erhohte Anzahl von Becherzellen und zeigen eine
verstirkte Expression des Muzins MUC-2 im Colon. Mittels semi-quantitativer PCR wurde eine
verstirkte Expression von Elf3 bei MMP-9 -/- Tieren nachgewiesen. Bei der Gabe von Colitis-
auslosenden Agenzien zeigen die MMP-9 Knockout-Miuse eine verminderte inflammatorischer
Reaktion. In Zellkultur inhibiert eine erhéhte MMP-9-Expression die Differenzierung von
Becherzellen (Garg et al., 2007).

Die bisher publizierten Daten wiirden bei dem in dieser Arbeit beschriebenen transgenen
Tiermodell eine verminderte Anzahl von Becherzellen und eine reduzierte Schleimproduktion
erwarten lassen. Das ist nicht der Fall. Allerdings sind die hier beschriebenen Ergebnisse nur
bedingt mit den bis dato verdffentlichten Daten vergleichbar. Ng und Flentjar untersuchten
Diinndarmgewebe von Embryonen, der Darm dieser Tiere war zum Zeitpunkt der
Gewebeentnahme noch nicht mit Nahrung in Beriihrung gekommen und hatte keinen
Verdauungsprozess erfahren (Flentjar et al., 2007; Ng et al., 2002). Zwar nehmen Embryonen
intrauterin Fruchtwasser auf und resorbieren aus diesem Aminosduren und Glucose, dieser
Vorgang kann jedoch nicht als vollstindiger Verdauungsprozess betrachtet werden (Ross and
Nijland, 1998).

Der Zusammenhang zwischen EIf3 und MMP-9 bzw. MMP-9 und Becherzellen wurde in
Plattenepithel-Karzinomzellen und im Colon untersucht (Garg et al., 2007; Iwai et al., 2008).
Eine vermehrte Anzahl von Becherzellen und eine erhdhte Schleimproduktion konnte nur im
[leum von doppeltransgenen, induzierten TgEfloxElf x TgRosaCreER-Méusen in der Phase des
Gewichtsverlustes festgestellt werden. Im Colon konnte kein Unterschied in Bezug auf Anzahl

der Becherzellen und GroB3e der Granula festgestellt werden. Ob die vergroBerte mukdse Granula
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der hier untersuchten Tiere nur auf die verstiarkte Produktion von Muzinen oder auch auf eine

gestorte Degranulation zuriickzufiihren ist, muss in weiteren Untersuchungen geklart werden.

4.8 Gewichtsverlust und Mortalitiit

Die induzierte Expression von dnEIf3 fiihrt zu einem Gewichtsverlust bis hin zum Tod der
betroffenen Tiere. Doppeltransgene, induzierte Tiere zeigten nach Induktion einen deutlichen
Verlust von Korpergewicht. Beim Elf3-Knockout ist das Kérpergewicht von homozygoten Tieren
gegeniiber heterozygoten bzw. Wildtyp-Tieren bereits bei der Geburt signifikant geringer. Dieser
signifikante Gewichtsunterschied besteht auch noch im Alter von 21 Tagen. Ng fiihrt das
reduzierte Korpergewicht bei homozygoten Knockout-Méusen auf Probleme bei der Verdauung
und/oder Resorption der Néhrstoffe zurlick. Erst im Alter von 6 Wochen haben iiberlebende,
homozygote Knockout-Miuse ein Gewicht, das dem der Kontrollgruppe entspricht. (Ng et al.,
2002). Ein reduziertes Korpergewicht bei homozygoten Elf3-Knockout-Féten (E18.5) wurde
2007 bestitigt (Flentjar et al., 2007).

Bei Mausfoten im Alter von 18.5 Tagen lauft kein vollstindiger Verdauungsprozess ab, sondern
es erfolgt lediglich eine Resorption von Aminosduren, Glucose und anderen geldsten Stoffen aus
dem Fruchtwasser (Ross and Nijland, 1998). Dennoch haben homozygote Elf3-Knockout-Fiten
ein reduziertes Korpergewicht. Dass dieses reduzierte Korpergewicht Folge einer gestorten
Resorption ist, scheint also nahe liegender als eine gestorte Verdauung als Ursache.

Wihrend in Duodenum und Jejunum vor allem der enzymatische Abbau der Nahrung erfolgt,
findet die Resorption von Néhrstoffen weitgehend im Ileum statt (Campbell, 1997). Bei der
Untersuchung von doppeltransgenen, induzierten TgEfloxElf x TgRosaCreER-Médusen in der
Phase des Gewichtsverlustes wurden pathologische Verdanderung der Villus-Architektur im Ileum
festgestellt, die dafiir sprechen dass die Resorption der verdnderten Enterozyten gestort ist.
Dariiber hinaus ist bei doppeltransgenen, induzierten TgEfloxElf x TgRosaCreER-Mausen die
Zahl der Becherzellen bei einzelnen Darmzotten stark erhoht und die mukdse Granula der
Becherzellen deutlich vergrofert. Eine vermehrte Schleimproduktion und der damit verbundene
Schleimfluss bewegt den Lumeninhalt mit Ndhrstoffen von den Epithelzellen fort und reduziert
die Diffusion von Molekiilen aus dem Darmlumen zu den Enterozyten (Snoeck et al., 2005).
Mittels elektronennmikroskopischer Aufnahmen wurde auch eine verminderte Zahl von

Mikrovilli bei Elf3-Knockout-Mausen festgestellt (Ng et al., 2002). Mikrovilli vergroBern die
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Darmoberfliche erheblich und sind somit fiir eine Resorption des Darmes unerlésslich. Es kann
nicht ausgeschlossen werden, dass bei doppeltransgenen, induzierten TgEfloxElf x
TgRosaCreER-Maiusen ebenfalls die Zahl der Mikrovilli reduziert ist.

Der Gewichtsverlust der untersuchten, doppeltransgenen, induzierten TgEfloxElf x
TgRosaCreER-Maiuse und die pathologische Verdnderung der Villus-Architektur im Ileum dieser
Tiere sprechen dafiir, dass die Resorption der verdnderten Enterozyten gestort ist.
Moglicherweise tragen aber auch eine gesteigerte Mukusproduktion und eine verminderte Anzahl

von Mikrovilli zum Gewichtsverlust der betroffenen Tiere bei.

4.9 Expression von EGFP und dnEIf3

Die Entfernung des gefloxten Reportengens EGFP durch Cre-Rekombinase in adulten
TgEfloxElf x TgRosaCreER-Madusen fiithrt zu einer Expression von dnElf3 auf mRNA und
Proteinniveau. Die Expression des Markergens EGFP konnte im Diinn- und Dickdarm einfach
transgener TgEfloxElf-Méuse auf mRNA- und Proteinebene nachgewiesen werden. Im Ileum
doppeltransgener, induzierter TgEfloxElf x TgRosaCreER-Miuse in und nach der akuten Phase
des Gewichtsverlustes konnte mittels qRT-PCR nur eine sehr geringe Expression von EGFP
nachgewiesen werden, die einer Verminderung der Expression auf ca. ein Tausendstel des
Expressionsniveaus einfach transgener TgEfloxElf-Miuse entspricht. Dieses Ergebnis bedeutet,
dass die Erholung der betroffenen Tiere nicht darauf zuriickzufiihren ist, dass Stammzellen bzw.
Progenitorzellen mit nicht-rekombinierter DNA zu einem Austausch von dnEIf3 exprimierenden
Enterozyten durch EGFP exprimierende Epithelzellen entlang der Villi fithren.

Wiirde eine Verdringung von Enterozyten mit rekombinierter DNA durch Zellen mit nicht-
rekombinierte DNA erfolgen, diirfte keine Expression von dnEIf3 im Ileum der
doppeltransgenen, induzierten TgEfloxElf x TgRosaCreER-Mause nach der akuten Phase des
Gewichtsverlustes nachgewiesen werden. Das ist nicht der Fall. Bei diesen Tieren, die sich von
der akuten Phase des Gewichtsverlustes erholt haben und wieder ein Kérpergewicht entsprechend
der einzeltransgenen Vergleichsgruppe erreicht hatten, konnte eine deutliche Expression von
dnEIf3 nachgewiesen werden, allerdings auf einem geringerem Niveau.

Dartiber hinaus konnte die Rekonvaleszenz der Versuchstiere auch auf eine Hochregulation des
endogenen EIf3, das transgenes dnEIf3 von den Ets-Bindungsstellen verdringt, zuriickzufiihren

sein. Tatsdchlich konnte mittels qRT-PCR ein signifikanter Unterschied der Expressionsstirke
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auf mRNA-Ebene von endogenem EIf3 im Ileum der doppeltransgenen, induzierten TgEfloxEIf x
TgRosaCreER-Mause wihrend und nach der akuten Phase des Gewichtsverlustes nachgewiesen
werden.

Es ist auch in Betracht zu ziehen, dass andere Familienmitglieder der Ets-Familie hochreguliert
werden und transgenes dnEIf3 von den Ets-Bindungsstellen verdringen. In Frage kommen mit
Elf3 nah verwandte Ets-Familienmitglieder wie ELF1, ELF2, ELF4, ELF5/ESE-2 und Ehf/ESE-
3. Das diese Transkriptionsfaktoren im murinen Diinndarm exprimiert werden, konnte mittels
SAGE (serial analysis of gene expression) und RT-PCR nachgewiesen werden (Choi ef al., 2006;
Lepourcelet et al., 2005). Auch eine potentielle kompensatorische Aktivitdt durch ko-exprimierte
Ets-Transkriptionsfaktoren wurde von verschiedenen Autoren beschrieben (Bartel et al., 2000;
Cesari et al., 2004; Jedlicka and Gutierrez-Hartmann, 2008; Paratore et al., 2002). Dass eine
Kompensation von EIf3 erfolgen kann, zeigt der Elf3-Knockout von Ng, immerhin 30% der
homozygoten Tiere iiberleben und haben im Alter von 6 Wochen ein normales Korpergewicht

(Nget al., 2002).

4.10 Vorkommen und Expression von Claudin-7

Der Transkriptionsfaktor EIf3 reguliert die Expression des Transmembranproteins Claudin-7 in
murinen Enterozyten. Die Expression eines dominant-negativen Expressionsfaktors dnEIf3 fiihrt
zu einer verminderten Expression von Claudin-7 und dadurch zu morphologischen
Veranderungen des Darmepithels.

Claudine wurden zunichst als Transmembranproteine der in Epithelien vorkommenden
Zellverbindungen, den so genannten tight junctions beschrieben. Tight junctions liegen im
apikalen Bereich der Zelle und bilden eine Grenze zum basolateralen Membranbereich. In den
letzten Jahren wurde jedoch auch ein Vorkommen von Claudin-7 im basolateralen
Membranbereich verschiedener Zellen bzw. Gewebe publiziert. Ladwein untersuchte die
Lokalisation von Claudin-7 im humanen Jejunum mittels konfokaler Laser-Scanning-
Mikroskopie und wies ein Vorkommen von Claudin-7 sowohl im apikalen Bereich der tight
junctions, als auch in den lateralen Zellmembranen nach (Ladwein et al., 2005). Bei
Untersuchungen von Epithelzellen muriner Brustdriisen, Nieren und Lungen konnte Claudin-7 im
basolateralen Membranbereich und Cytoplasma nachgewiesen werden (Blackman et al., 2005; Li

et al., 2004).
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Auch in den Epithelzellen humaner Atemwege wurde eine Lokalisation von Claudin-7 in
lateralen Zellmembranen gezeigt (Coyne ef al., 2003).

In der vorliegenden Arbeit zeigte sich im immunhistologischen Nachweis eine Expression von
Claudin-7 sowohl im apikalen als auch im basolateralen Membranbereich. Um sicherzustellen,
dass es sich nicht um einen Artefakt aufgrund der Priparation der Gewebe bzw. Schnittdicke
handelt, wurden zusitzliche Aufnahmen mittels konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie
angefertigt. Licht wird im Gewebe stark gestreut, in Laserscanmikroskopen wird dieses storende
Streulicht unterdriickt und man erhélt hochauflosende und kontraststarke Bilder. Die Expression
von Claudin-7 im basolateralen Membranbereich der Enterozyten wurde mit dieser Methode
bestétigt.

Dieser Befund stimmt auch iiberein mit den Ergebnissen von Fuijita, der Claudin-7 als im
apikalen und basolateralen Membranbereich von murinem Duodenum, Jejunum, Ileum, und
Colon vorkommendes Protein beschreibt. (Fujita et al., 2006).

Es konnte eine deutlich reduzierte Expression von Claudin-7 in doppeltransgenen, induzierten
TgEfloxElf x TgRosaCreER-Madusen, also Tieren, die eine dominant-negative Form des
Transkriptionsfaktors Elf3 exprimieren, sowohl auf mRNA-Ebene mittels qRT-PCR, als auch auf
Protein-Ebene mittels Immunhistologie und Western-Blot gezeigt werden.

Dass EIf3 einen regulatorischen Effekt auf Claudin-7 hat, konnte Kohno in humanen
Synovialsarkomen und humanen Zelllinien zeigen. Bei den untersuchten Geweben stimmten die
mRNA Expression und Protein-Lokalisation von Claudin-7 und EIf3 iiberein. Der Claudin-7-
Promotor enthélt eine Ets-Bindungsstelle 150 bp upstream des Transkriptionsstartes, die Bindung
von EIf3 an diese Ets-Bindungsstelle wurde mittels Gel-Shift-Analyse and Chromatin-
Immunoprizipitation nachgewiesen. Die Inhibierung der EIf3 Expression durch siRNA fiihrte zu
einer gleichzeitigen Herunterregulation der mRNA Expression von Claudin-7 (Kohno et al.,
2006).

In der vorliegenden Arbeit wurde jedoch erstmal eine Regulation von Claudin-7 durch EIf3 im
murinen Darm gezeigt.

Bei ménnlichen, doppeltransgenen, induzierten TgEfloxElf x TgRosaCreER-Mdusen, die sich
von der akuten Phase des Gewichtsverlustes erholt und wieder ein Kdrpergewicht entsprechend
der Vergleichsgruppe erreicht hatten, war die Expression von Claudin-7 wieder auf das Niveau

der einfach transgenen Vergleichgruppe angestiegen. Dieses Ergebnis ist konsistent zu der
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Beobachtung, dass die Darmzotten der rekonvaleszenten Tiere eine weitestgehend normale
Morphologie zeigten.

Ein erhohtes Expressionsniveau von Claudin-7 trotz einer deutliche Expression von dnEIf3
spricht fiir eine Hochregulation des endogenen EIf3, eine Hochregulation anderer Familien-
mitgliedern der Ets-Familie oder fiir bis jetzt unbekannter Regulationsmechanismen, die der

weiteren Aufkldrung bediirfen.

4.11 Expression des TGF-beta Rezeptor Typ I1

Der Transkriptionsfaktor Elf3 kann die Expression des TGF-beta RII in murinen Enterozyten
regulieren. Eine mogliche Herabregulation der TGF-beta RII-Expression durch dnEIf3 kann
durch andere Regulationsmechanismen iiberdeckt werden.

TGF-beta ist ein pleiotropes Zytokin, das Wachstum und Differenzierung von Zellen und die
Suppression des Immunsystems beeinflusst. Seine Wirkung vermittelt es tiber verschiedene TGF-
beta Rezeptoren. Die TGF-beta Rezeptoren Typ I und Typ II sind transmembrane Kinasen, die
gemeinsam ein intrazelluldres Signal weiterleiten.

Zwei Ets-Bindedoménen des murinen TGF-beta RII-Promotors ermdglichen eine Aktivierung
durch EIf3 (Kopp et al., 2004).

Die von der Arbeitsgruppe um A. Ng generierten Méuse mit einer Nullmutation von EIf3 zeigen
im Diinndarm eine gestorte Morphogenese. Die EIf3 defizienten Epithelzellen exprimierten
deutlich reduzierte Mengen von TGF-beta RII (Ng et al., 2002). Durch Verpaarung mit Méausen,
die den TGF-beta RII spezifisch im Darmepithel iiberexprimieren, wurden doppeltransgene Tiere
generiert, deren Diinndarm eine normale Morphologie zeigte. Schlussfolgernd wurde EIf3 als
kritischer Regulator von TGF-beta RII im murinen Diinndarmepithel bezeichnet (Flentjar ef al.,
2007).

Bei der Expression eines dnElf3 wiirde man eine verminderte Expression des TGF-beta RII
erwarten. In der vorliegenden Arbeit konnte jedoch keine Herabregulation des TGF-beta RII in
doppeltransgenen, induzierten TgEfloxElf x TgRosaCreER-Madusen, also in Tieren, die eine
dominant-negative Form des Transkriptionsfaktors EIf3 exprimieren, gezeigt werden. Vielmehr
wurde eine verstirkte Expression des murinen TGF-beta RII bei einzelnen doppeltransgenen,
induzierten TgEfloxElf x TgRosaCreER-Méusen mittels qRT-PCR gefunden. Innerhalb dieser

Versuchsgruppe wurde eine hohe Varianz der Messwerte festgestellt.
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Eine Diskrepanz zu den Ergebnissen von Ng konnte auf den unterschiedlichen, verwendeten
Mauslinien bzw. den untersuchten Geweben beruhen. In der vorliegenden Arbeit wurden Colon
und Ileum der Versuchtiere untersucht, die publizierten Ergebnisse der Gruppe von Ng zum
TGF-beta RII bezogen sich auf murines Jejunum. Dariiber hinaus fehlt den Elf3-defizienten
Maiusen bereits in der embryonalen Entwicklung der funktionierende Transkriptionsfaktor,
wiéhrend die in der vorliegenden Arbeit beschriebenen, induzierbaren TgEfloxElf-Mause eine
normale embryonale Entwicklung durchlaufen (Ng ef al., 2002).

Die Wirkungsmechanismen von TGF-beta im Darm sind duflerst komplex. Vereinfacht
dargestellt kann man jedoch sagen, dass TGF-beta durch die Induktion peripherer, regulatorischer
T-Zellen mogliche Entziindung verhindert (Becker et al., 2006). Dariiber hinaus steigert und
schiitzt TGF-beta die Barrierefunktion des Darmepithels durch Hochregulation des tight junction
Proteins Claudin-1 (Howe et al., 2005; Snoeck et al., 2005). Bei den in der vorliegenden Arbeit
untersuchten doppeltransgenen, induzierten TgEfloxElf x TgRosaCreER-M4iusen in der akuten
Phase des Gewichtsverlustes, deren Diinndarmepithel starke pathomorphologische
Verdnderungen aufwies, konnte eine Hochregulation des TGF-beta RII erfolgen um die Integritit
des Diinndarmepithels wieder herzustellen bzw. Entziindungen zu verhindern.

Die Komplexitit der Regulationsmechanismen wird erhoht durch die Tatsache, dass EIf3 selbst
ein Zielgen von TGF-beta ist. Bei Versuchen mit Brustkrebs-Zelllinien wurde das relative
Transkriptionsniveau von EIf3 durch die Wirkung von TGF-beta stark herab reguliert
(Lindemann et al., 2003).

Auch wurde experimentell nachgewiesen, dass Elf3 nicht das einzige Ets-Protein ist, welches den
TGF-beta RII stimuliert. Im Rahmen der Untersuchung von Ets-Fusionsproteinen, die bei Ewing-
Sarkomen auftreten, wurde festgestellt, dass zahlreiche Mitglieder der Ets-Familie die Expression
des TGF-beta RII-Gens regulieren (Im et al., 2000). Bei Versuchen mit F9 embryonalen
Karzinomzellen zeigte sich aulerdem eine Abhingigkeit der Effekte vom Differenzierungsgrad
der Zellen, so stimulierte Elf3 den TGF-beta RII-Promotor in F9 differenzierten Zellen, jedoch
nicht in undifferenzierten F9-Zellen (Kopp et al., 2004).

Es besteht also die Moglichkeit, dass einerseits eine Herabregulation der TGF-beta RII
Expression durch den dnEIf3 erfolgt, durch die krankhaft verdnderte Morphologie des

Darmepithels und den dadurch wahrscheinlich verstirkten Kontakt der Lamina propria mit
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Antigenen, Regulationsmechanismen in Kraft treten, die eine erhohte TGF-beta RII Expression

zur Folge haben.

4.12 Expression der Keratine K8 und K18

Der Transkriptionsfaktor EIf3 reguliert die Expression des Intermediérfilaments K8 in murinen
Enterozyten. Die Expression eines dominant-negativen Expressionsfaktors dnEIf3 fiihrt zu einer
verminderten Expression von K8.

Das murine K8-Gen besitzt einen 3° gelegenen Enhancer mit mehreren Ets-Bindungsstellen.
Mittels Reportergen-Tests und EMSA (electrophoretic mobility shift assay) konnte gezeigt
werden, dass der murine K8-Enhancer durch die Ets-Proteine Ets-1 und Ets-2 iiber Interaktion
mit multiplen Ets-Bindungsstellen reguliert wird (Seth ef al., 1994).

Oettgen stellte fest, dass K8 und K18 Ets-Bindungsstellen in ihren Promotoren besitzen und
mogliche direkte bzw. indirekte Zielgene von EIf3 sind (Oettgen et al., 1997).

In der vorliegenden Arbeit konnte eine signifikante Reduktion der Expression von K8 im Ileum
doppeltransgener, induzierter TgEfloxEIfA x TgRosaCreER-Méuse, also in Tieren, die eine
dominant-negative Form des Transkriptionsfaktors EIf3 exprimieren, gezeigt werden.

Dieses Ergebnis ist konsistent mit Beobachtungen von gleichzeitig verstirkter Expression von
Elf3 und K8 bzw. K18 in verschiedenen Tumoren. Bei einer cDNA Microarray-Analyse von
Synovialsarkomen wurde bei biphasischen Synovialsarkomen eine signifikant gesteigerte
Expression von EIf3, Keratin 14, 8, 5 und 7 festgestellt (Allander et al., 2002). Eine relative
Expressionsanalyse von Brusttumoren zeigte erhohte Expression von Elf3, K8 und K18 (Galang
et al.,2004)

Ng et al. konnten in ihrem Elf3-Knockout-Modell keinen Einfluss von EIf3 auf die Expression
von K8 und 18 feststellen. Die untersuchten Elf3-defizienten Enterozyten zeigten eine K8- und
18-Expression, deren Stirke mit dem Niveau der Wildtyp-Expression vergleichbar war (Ng et al.,
2002).

Dass bei den von Ng untersuchten Elf3-Knockout-Mausen im Gegensatz zu den in der
vorliegenden Arbeit beschriebenen doppeltransgenen, induzierten TgEfloxEIfA x TgRosaCreER-
Maiusen kein Einfluss von EIf3 auf die Expression von K8 und K18 festgestellt werden konnte,
kann moglicherweise darauf zuriickzufiihren sein, dass Diinndarmgewebe von Embryonen

untersucht wurde. Der Darm dieser Tiere war zum Zeitpunkt der Gewebeentnahme noch nicht
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mit fester Nahrung in Beriihrung gekommen und hatte keinen echten Verdauungsprozess erfahren
(siehe auch 4.7).

Dariiber hinaus wurde die Expression von K8 und K18 der Elf3-Knockout-Méuse nur auf
Proteinebene mittels Immunhistologie untersucht. Es ist schwierig eine Verminderung der
Proteinexpression um den Faktor 0,3, wie fiir die doppeltransgenen, induzierten TgEfloxEIf x
TgRosaCreER-Maiuse beschrieben, mittels Immunhistologie festzustellen. Die Untersuchung der
Expression mittels quantitativer RT-PCR erlaubt hingegen eine relativ einfache Quantifizierung
der Expression.

Die in der vorliegenden Arbeit beschriebenen doppeltransgenen, induzierten TgEfloxElf x
TgRosaCreER-Maiuse haben eine deutlich erhdhte K18 Expression, auch wenn eine signifikante
Differenz zum Mittelwert der Kontrollgruppe nicht festgestellt werden konnte, da die Varianz der
Einzelwerte sehr hoch war. Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass auch bei Elf3-Knockout-
Maiusen die Expression von K18 erhoht ist.

K8 und K18 bilden zusammen Keratinfilamente, die zu den Intermedidrfilamenten gehoren.
Intermedidrfilamente bilden zusammen mit den Mikrotuboli und Mikrofilamenten das Zytoskelett
der eukaryotischen Zellen.

Allerdings bilden die K8/K18 Intermediérfilamente nicht nur Teile des Stiitzskelettes der Zelle.
K8/K18 schiitzt in murinen Hepatozyten gegen Fas-induzierte Apoptose durch Modulation des
Fas-Transports zur Zelloberfldche (Gilbert et al., 2001). Bei der Untersuchung von Enterozyten
aus K8 Knockout-Mdusen wurde eine verminderte Expression von apikalen Membranproteinen
festgestellt. K8/KI18 Intermedidrfilamente scheinen auch wichtig fiir die Zellpolaritit in
epithelialen Zellen zu sein (Ameen et al., 2001; Kim and Coulombe, 2007). Eine deregulierte
K8/K18 Expression kann also nicht nur die mechanische Stabilitit der betroffenen Zelle
verdandern, sondern auch die Expression bzw. die Lokalisation von Membranproteinen
beeinflussen. Inwieweit bei den in der vorliegenden Arbeit beschriebenen doppeltransgenen,
induzierten TgEfloxEIlf x TgRosaCreER-Maiusen die Expression von apikalen Membranproteinen

verdndert ist, muss durch weitere Untersuchen geklart werden.
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4.13 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde der Transkriptionsfaktor EIf3 im murinen gastrointestinalen
Trakt in Hinblick auf potentielle Zielgene und Einfluss auf die Morphologie des Darms
untersucht.

Unter der Kontrolle von putativen Enhancer- bzw. Promotor-Fragmenten des in Enterozyten
exprimierten K20-Gens konnte eine darmepithelspezifische Expression des Reportergens EGFP
und eines dominant-negativen Transkriptionsfaktors EIf3 erreicht werden. Bis heute wurden
keine Expressionsvektoren beschrieben, die Promotor- und Enhancer-Fragmente des humanen
K20-Gens zur Transgenexpression verwenden. Es ist also in der vorliegenden Arbeit erstmals
gelungen ein Transgen unter regulatorischen Elementen des humanen K20-Gens zu exprimieren.
Dabei liegen die wichtigen Transkriptionselemente, die eine korrekte Expression in allen Teilen
des gastrointestinalen Traktes, auch im Magen, erlauben, sehr weit upstream des
Transkriptionsstartes.

Zum ersten Mal gelang die Expression eines dominant-negativen Transkriptionsfaktors Elf3 in
vivo. Bis dato wurden dominant-negative Elf3-Transkriptionsfaktoren nur in Zellkultur
untersucht. Das hier beschriebene Tiermodell erlaubt eine zeitlich steuerbare Expression des
dominant-negativen Transkriptionsfaktors EIf3 nach Verpaarung mit Cre-Maiusen, die eine
Tamoxifen-induzierbare Cre-Rekombinase exprimieren. Die Expression des dominant-negativen
Transkriptionsfaktors EIf3 fiihrt in den betroffenen, doppeltransgenen, induzierten Tieren
zunidchst zu einem Gewichtsverlust und deutlichen morphologischen Verdnderungen des
Darmepithels.

Bei der Untersuchung des potentiellen Zielgens Claudin-7 zeigte sich eine signifikante Reduktion
der Expression bei doppeltransgenen, induzierten Mausen, sowohl im Colon als auch im Ileum.
Diese Reduktion konnte auf mRNA-Ebene sowie auch auf Protein-Ebene mittels Immun-
histochemie nachgewiesen werden. Der regulatorische Effekt von EIf3 auf Claudin-7 wurde
bereits in Synovialsarkomen gezeigt, in der vorliegenden Arbeit wurde jedoch erstmals eine
Regulation von Claudin-7 durch EIf3 in nicht-malignem Gewebe gezeigt.

Doppeltransgene, induzierte TgEfloxElf x TgRosaCreER-Méuse zeigen Symptome die auch bei
den Darmerkrankungen Morbus Crohn, Colitis ulcerosa und bei der Intestinalen, epithelialen
Dysplasie auftreten konnen. Eine weitere Charakterisierung unseres Tiermodells kdnnte auch zu

einem besseren Verstehen der Pathogenese genannter Krankheitsbilder fiihren.
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