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Einleitung

1. EINLEITUNG

1.1 Die Maus in der Genetik

Im Dezember 2002 wurde die erste Draft-Sequenz des Mausgenoms durch das
Mouse Genome Sequencing Consortium in der Zeitschrift Nature veroffentlicht (Nature
420: 520-562 Mouse Genome Issue). Mit einer GréRe von 2,5 x 10° Basenpaaren (bp) ist
es etwas kleiner als das menschliche Genom. Es werden etwa 25.000 proteincodierende
Gene geschatzt, wobei zur Zeit erst etwa 21.000 annotiert sind. Zu 99 % dieser Gene
findet man orthologe Sequenzen im menschlichen Genom, d. h. zu 80 % humaner Gene
gibt es ein entsprechendes murines Gegenstick, 96 % davon liegen in syntdnen
chromosomalen Regionen. Die Sequenzanalysen ergaben eine durchschnittliche
Ubereinstimmung der Aminosauresequenz von 78,5 % (Boguski 2002). Im Vergleich dazu
liegt die Ubereinstimmung zwischen Maus und Ratte bei 97 % (Makalowski et al. 1998)
und die von Mensch und C. elegans bei 49 % (Wheelan et al. 1999). Mit dieser
Veroffentlichung war ein weiterer Meilenstein in der Geschichte der Mausgenetik erreicht.

Allerdings war der Weg der Maus zum wichtigsten Modellorganismus fir die
biologisch-medizinische Forschung lang. Im Mesozoikum vor ca. 125 Mio. Jahren lebte
wahrend der unteren Kreidezeit ein gemeinsamer Vorfahre von Maus und Mensch.
Eomaia scansoria war der friheste bekannte Vertreter der Eutheria-Linie (lebend-
gebarende Sauger) aus der die heute lebenden Plazentalier hervorgingen. Vor etwa
6 Mio. Jahren etablierte sich die Gattung Mus, deren Name sich von dem aus dem
Sanskrit stammenden Wort ,mush’ ableitet, was soviel bedeutet wie ,stehlen’. Erst 8000
v. Chr. tritt die Hausmaus (Mus musculus) als eigene Spezies auf, die von nun an
kommensal mit dem Menschen lebt.

Die Mus musculus Gruppe umfasst vier Subspezies (M. m. -musculus, -domesticus,
-castaneus und -bactrianus), die alle in distinkten Regionen dieser Erde leben.
Uberraschenderweise kommt es an den Artgrenzen zu keiner raumlichen und
genetischen Vermischung dieser Subspezies (Silver 1995).

Die moderne Mausgenetik beginnt um 1900 (Silver 1995, Morse 1978). Mit Abbie
Lathrop (in Granby, Massachusetts/USA) zlchtet zum ersten Mal jemand im grof3en Stil
kontrolliert und dokumentiert Mause fir kommerzielle und wissenschaftliche Zwecke.
Viele der heute fir die Genetik wichtigen Mauslinien, u. a. C57BL/6 und C57BL/10, gehen
auf ihre Zuchten zurtick (Morse 1978). Als einer der ersten Pioniere der Mausgenetik gilt
William Ernest Castle, damals Leiter des Bussey Institutes an der Harvard Universitat.
Sein Labor bezog seine Versuchstiere von Lathrops Farm, um die Mendel’'schen Regeln

bei der Vererbung der Fellfarbe von Mausen zu studieren. Zusammen mit

1
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Clerence C. Little erkannte er frih die Notwendigkeit homozygoter Mauslinien fur die
Erforschung von Vererbungsmechanismen (Nadeau 2002). 1909 prasentierte Little dann
den ersten Inzuchtstamm DBA, mit den Fellfarbenallelen diluted, brown, non-agouti. 1921
folgte der Stamm C57BL/6, der etwa 80 Jahre spater als Grundlage fir die
Sequenzierung des Mausgenoms dient. Acht Jahre danach griindete Little das Jackson
Laboratory in Bar Harbor, Maine/USA. Es ist heute das grofite Zentrum der Maus-
forschung mit offen zuganglichen Datenbanken. Neben anderen Anbietern wie Taconic
Farms und Charles River Laboratories ist es darUber hinaus auch ein kommerzieller
Vertreiber von Laborstdmmen.

In den folgenden Jahrzehnten werden weitere Inzuchtstamme wie C3H, CBA,
BALB/c, 129 generiert, die zum Teil heute noch ihre Anwendung finden. Viele dieser
Stamme werden im Hinblick auf bestimmte erwilinschte Phanotypen geziichtet.
,Senescence-accelerated mice’ (SAM) beispielsweise zeigen die Charakteristiken einer
schnellen Alterung (Takeda et al. 1991), Linien mit auffalligen Verhaltensmustern werden
vor allem in den Neurowissenschaften genutzt (Crawley et al. 1997). Die Empfindlichkeit
von C3H- und BALB/c-Mausen bei der Mutagenese durch N-Ethyl-N-Nitrosoharnstoff
(engl.: N-Ethyl-N-Nitroso-urea, ENU) machen sich grolRangelegte Mutageneseprogramme
zu Nutze (Kuraguchi et al. 2001, Kiernan et al. 2002, Srivastava et al. 2003). Andere
Inzuchtstdmme offenbarten Eigenschaften, die heute flr die Techniken zur Herstellung
von Transgenen und knock out-Mausen von Vorteil sind. Die gro3en Pronuklei bei FVB-
Mausen eignen sich besonders gut flr die Injektion von DNA-Konstrukten in die
befruchtete Oozyte zur Generierung transgener Tiere (Taketo et al. 1991). Aus dem
Mausstamm 129 hergestellte ES-Zelllinien haben eine hohe Frequenz bei der Keimbahn-
transmission und werden deshalb zur Entwicklung von knock out (k.0.)/knock in (k.i.)-
Mausen verwendet (Szabo et al. 1994, Auerbach et al. 2000).

Im Jahr 2000 waren etwas mehr als 450 Inzuchtstdmme beschrieben
(Beck et al. 2000). Die meisten dieser Laborstamme gehen auf eine kleine
Griinderpopulation, méglicherweise sogar auf ein einziges Griinderpaar Anfang des 20.
Jahrhunderts zurtick (Wade et al. 2002, Nadeau 2002). Genetische Analysen zeigen,
dass die groRBe Mehrzahl der heute verwendeten klassischen Inzuchtstamme ein
M. m. musculus Y-Chromosom tragt, das auch zwischen scheinbar voneinander
unabhangigen Laborstdmmen wie C57BL/6, BALB/c, 129 und SEA genetisch nicht zu
unterscheiden ist (Bishop etfal. 1985, Tucker etal. 1992). Ebenso stammt die
mitochondriale DNA aller Inzuchtstdmme zum Zeitpunkt der Untersuchung ausschlieRlich
von einem einzigen gemeinsamen M. m. domesticus Weibchen als maternalem Vorfahr
dieser Linien (Yonekawa etfal. 1980, Ferrisetal 1982). Immer wieder werden

phylogenetische Stammbdume erstellt, die den Verwandtschaftsgrad zwischen den



Einleitung

Mus musculus Spezies, den Laborinzuchtstdmmen und der aus den 129er-Linien
generierten ES-Zellen darstellen (Yonekawa et al. 1981, Atchley et al. 1991, Simpson
et al. 1997, Prager et al. 1998).

Anfang der 80er Jahre gibt es die ersten Publikationen zur Anwendung von DNA-
Mikroinjektion in OQozyten, aus der lebende ., Ltransgene’ Mause hervorgehen
(Gordon et al. 1980, Palmiter et al. 1982 a). 1982 veroffentlichen Palmiter und Evans
dann tatsachlich die erste transgene Maus, bei der ein Fusionsgen bestehend aus dem
Wachstumshormon der Ratte und der MT1-Promotorregion durch Zinkgabe differenziell
reguliert werden kann (Palmiter et al. 1982 b). Zwischen 1987 und 1989 folgen die
Gruppen von Evans, Smithies und Capecchi mit den ersten k.o.-Mausen (Doetschman
etal 1987, Kuehn etal. 1987, Thomas etal. 1987, Mansour et al. 1988, Koller et al.
1989). Alle drei Wissenschaftler erhielten 2001 fur ihre Arbeiten und Erfolge auf dem Feld
des ,gene targeting’, u. a. fur die Entwicklung und Etablierung der notwendigen Techniken
zur Herstellung von k.o.-Mausen den Lasker Award.

Die zweite Generation von k.o.-Mausen wird zu Beginn der 90er Jahre generiert
(Barinaga 1994). Sogenannte konditionale k.o.-Mause ermdglichen eine zeitliche und
raumliche Kontrolle eines Zielgens. Die ersten induzierbaren Mause dieser Art basieren
auf dem Cre/lox-System (Lakso etal. 1992, Orban etal. 1992, Kuhn et al. 1995,
s. Abb. 1.1).

A:
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Expression bedingen die rdumliche und zeitliche
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Zwei Jahre spater folgt eine auf Tetrazyklinregulation (Tet on/off-System) basierende
transgene Maus, bei der tetrazyklinabhangige Transaktivatoren die Expression von
Reportergenen steuern (Furth et al. 1994). Shin et al. veroffentlichen dann 1999 die erste
durch diese Technik gesteuerte konditionale k.o.-Maus, die eine zeitlich-rdumliche
Induzierbarkeit zusatzlich noch mit Reversibilitat verbindet. Weitere induzierbare Systeme,
wie die auf Hormonrezeptoren-basierenden (Braselmann et al. 1993, Gardner et al. 1996,
No et al. 1996), und die auf der Grundlage der in S. cervisiae gefundenen Flp-
Rekombinase (Flp/FRT-System) arbeitenden werden zur selben Zeit entwickelt
(Ludwig et al. 1996, Dymecki 1996).

Ein Jahr nach der Geburt des Klonschafes Dolly gelingt 1998 Wakayama und
Yanagimachi die Herstellung der ersten geklonten Maus. Aufgrund der Wahl des
Spenderkerns aus Cumulus-Zellen fiir die Injektion in die entkernte Oozyte wurde das Tier
auf den Namen Cumulina getauft (Wakayama et al. 1998). 1999 bildet sich dann das
Mouse Genome Sequencing Consortium, das zuvor Teil des Human Genome Sequencing
Consortiums war, mit dem Ziel der Entschlisselung des Mausgenoms.

Die Labormaus wurde Uber diese Zeit zum bedeutensten Modellorganismus fir die
Aufklarung menschlicher Krankheiten und zu einer der wichtigsten Komponenten der
medizinisch-genetischen Forschung. Die Vorteile liegen auf der Hand: Als kleinstes
Saugetier (25-40 g Gewicht bei 5-10 cm Korpergrolie) zeigt sie starke genetische,
anatomische und physiologische Parallelen zum Menschen. Dies ermoglicht es von der
Embryonalentwicklung, tUber den Bau von Organen, deren Funktion, physiologische
Vorgange, die Reproduktion, das Verhalten, bis hin zur Untersuchung von Krankheiten die
Maus als Vorlage fir die Biologie beim Menschen zu nutzen (Bradley 2002). Eine relativ
einfache Tierhaltung, die fir Sauger sehr schnelle Generationsfolge (etwa 21 Tage
Tragezeit und weitere vier Wochen bis zur Geschlechtsreife) mit vielen Nachkommen, die
Zuganglichkeit des Mausgenoms fiir genetische Techniken (s. 0.) macht die Maus zu
einem idealen Modellobjekt fiir die Genetik und viele andere wissenschaftliche
Disziplinen, in denen Tiermodelle notwendig sind.

Trotz allem beinhaltet dies auch ein enormes logistisches Problem fir die
Wissenschaft. Die Anzahl der Labore, die k.0.-Mause herstellen und deren Phanotypen
untersuchen steigt stetig, seit die Techniken Ende der 80er Jahre etabliert wurden. Im
Jahr 2002 waren schon mehr als 3000 k.o.-Stamme vero6ffentlicht und diese Zahl steigt
weiter. Die potenziellen Tierzahlen werden immens hoch, nimmt man fir jedes der
geschatzten 30.000 Gene mindestens ein Mausmodell an. Geht man im Durchschnitt von
funf sinnvollen Mutationen pro Gen aus, handelt es sich schon um 150.000 verschiedene
zu untersuchende Genotypen. Viele der knock outs bzw. Mutationen missen in

verschiedenen Mausstdammen untersucht werden, weil der genetische Hintergrund



Einleitung

Einfluss auf die Auspragung hat (Bowers et al. 1999). Zusatzlich kénnen Fragestellungen
oft nur durch die Anwendung unterschiedlicher Modelle wie Transgene, konventionelle
oder konditionale knock outs, in ausreichendem Mall beleuchtet werden. Neuere
Methoden des gene-silencing, wie siRNA-Techniken erweitern die vorhandenen
Méoglichkeiten noch. Dieses Szenario macht eine Verbesserung der Methoden zur
Kryokonservierung von Spermien oder Embryonen unabdingbar (Knight et al. 2002). Eine
Tierhaltung aller méglichen Varianten mit gleichzeitiger Bereitstellung der Arbeitskrafte zur
Untersuchung und Charakterisierung der Phanotypen ist gar nicht zu leisten.

Dennoch bieten nur Tiermodelle die Moglichkeit, bestimmte Fragestellungen der
Entwicklung, des Verhaltens, der Physiologie und der Pathogenese am lebenden
Organismus zu untersuchen. Besonders flir die Krebsforschung ist die Maus ein idealer
Modellorganismus. Durch gezieltes Ausschalten oder Uberexprimieren mit Hilfe von
Manipulationen des Genoms durch Einfligen von Mutationen kann die Rolle von
Tumorsuppressor- oder Onkogenen bei der Tumorentstehung und -entwicklung, sowie
ihre Bedeutung fur die normalen zelluldaren Regelkreislaufe in Gewebeverbanden direkt

analysiert werden.

1.2 Transgene Mausmodelle in der Krebsforschung

Urspriinglich wurden Tumore an Inzuchtstdmmen nur bei spontanem Auftreten
untersucht. Selbst die Induktion durch karzinogene Substanzen oder radioaktive
Bestrahlung veranderte die Rolle der Maus in der Krebsforschung nur bedingt. Die langen
Latenzzeiten bei der Tumorentstehung und die teilweise langwierigen Kopplungsanalysen
zur Identifikation tumorrelevanter Lasionen waren erschwerende Bedingungen. Erst mit
dem Erfolg der transgenen Techniken zu Beginn der 80er Jahre andert sich dies. Die
ersten transgenen Krebsmodelle entstanden zu dieser Zeit durch die Uberexpression von
viralem SV40T-Antigen sowie zellularem c-myc-Onkogen in spezifischen Geweben
(Brinster et al. 1984, Hanahan 1985, Stewart et al. 1984, Adams et al. 1985). Die
Inaktivierung von typischen Tumorsuppressorgenen, wie Rb7 und Tp53 gelingt dagegen
erst 1992 mit Hilfe von knock outs (Jacks et al. 1992, Donehower et al. 1992). Zum Einen
sind diese Modelle, bei denen ein transgenes Onkogen, das méglicherweise noch in
mehreren Kopien (multi-copy integration) vorliegt und ubiquitar exprimiert wird, nur
bedingt geeignet die Rolle bei einer gewebespezifischen sporadischen fokalen
Tumorgenese zu beschreiben. Zum Anderen verhindert die embryonale Letalitat einiger
homozygoter k.o.-Mause rezessiver Tumorsuppressorgene deren Verwendung als

Tumormodelle. Diese Probleme konnten erst mit der Entwicklung ,verbesserter



Einleitung

Tiermodelle umgangen werden. Die induzierbaren Modelle erlauben die
gewebespezifische Aktivierung einer Mutation zu definierten Zeitpunkten in der
Entwicklung. Es gibt verschiedene Ansatze zur Generierung induzierbarer konditionaler
Mausmodelle (Bockamp et al. 2002). Dabei kénnen dominante gain of function-Allele in
der Maus zur Darstellung der Effekte mutierter Onkogene oder dominant-negativer Effekte
entarteter Tumorsuppressorgene verwendet werden. Loss of function-Strategien dagegen
konnen die Bedeutung der Deletion von Tumorsuppressoren bei der Entstehung
entsprechender Tumoren einer experimentellen Untersuchung zuganglich machen. Die
Fragestellung bedingt die Wahl der Methode. Die beiden am haufigsten verwendeten
Ansatze zur Herstellung induzierbarer Modelle sind das Cre/loxP- (Lakso et al. 1992) und
das Tet on/off-System (Gossen und Bujard 1992).

Auf Basis des Cre/loxP-Systems (s. Abb. 1.1) gelingt Shibata et al. die Herstellung
einer konditionalen k.o.-Maus als Modell der Apc-vermittelten Entstehung des
Kolonkarzinoms. Tiere mit von JoxP-Sequenzen [locus of crossing (X)-over of P1]
flankiertem Exon 14 des Apc-Gens entwickeln sich normal. Erst nach der Applikation
eines adenoviralen Vektors zur Expression der bakteriellen Cre-Rekombinase
ausschlie3lich im Kolon der transgenen Tiere kommt es zur Entwicklung von Polypen im
Darm (Shibata et al. 1997). Die Cre-Rekombinase erkennt die /oxP-Sequenzen als
Zielsequenz zur Exzision des Exon 14 und bewirkt so die Inaktivierung des
Tumorsuppressorgens. Giovannini et al. (2000) erreichen mit dem selben System die Cre-
vermittelte Inaktivierung des Nf2-Gens in Schwann-Zellen und rekapitulieren so in
Méausen den Phanotyp von Patienten mit Neurofibromatose. Je nach Lage und
Orientierung der loxP-Sequenzen lassen sich mit Hilfe des Cre/loxP-Systems Deletionen
oder auch Inversionen (Ramirez-Solis et al. 1995) bzw. Translokationen zwischen nicht
homologen Chromosomen hervorrufen (Smith et al. 1995). Buchholz et al. (2000) nutzen
diese Moglichkeit zur Erzeugung des AML1/ETO-Fusionsproteins, das beim Menschen
bei der Entstehung von akuter myeloischer Leukamie (AML) eine entscheidende Rolle
spielt. Die Translokation (18;21) verbindet die 5’ gelegene runt DNA-Bindungs-domane
von AML1 und das nahezu komplette ETO-Gen zu einem mdglicherweise dominant-
negativen Inhibitor der normalen Transaktivierung von AML1-Zielgenen (Nucifora et al.
1994, Tenen et al. 1997).

Das auf der Steuerung durch Tetrazyklingabe basierende Tet on/off-System wurde
zum ersten Mal von Furth et al. 1994 fir die Expression von Reportergenen in Mausen
verwendet. Grundlage ist die Fusion des Tet-Repressors (TetR) aus Bakterien mit der
VP16-Transaktivierungsdomane des Herpes simplex Virus mit dem Ergebnis eines
tetrazyklinabhangigen Transaktivators (fTA) als sogenannte Effektor-Komponente. In

Abwesenheit von Tetrazyklin (bzw. seines heute verwendeten Analogons Doxyzyklin,
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Dox) bindet dieser an eine spezifische Tet-Operator-Konsensussequenz (TetO).
Kombiniert man diese TetO-Kassette mit einem Minimalpromotor, kann auf diese Weise
die Expression nachgeschalteter cDNAs als Responder-Komponente reguliert werden
(s. Abb. 1.2). Eine mutagenisierte Variante des tTA zeigt bei Doxyzyklinapplikation einen
reversen Phanotyp (rtTA, reverser tetrazyklinabhangiger Transaktivator) (Gossen et al.
1995).

A: B:
Tet off Teton
— P-gs > tTA - — P-gs > A |-
]
m g m .l
+ Dox + Dox
tTA rtTA

Transkription @ Keine Transkription
PMin>|  cDNAZielgen |- — TR HPMin>{  cDNA Zielgen |—

@ Keine Transkription Transkription

—{ TRE |H{PMin>{  cDNAZielgen |- P-Min>-|  cDNAZielgen |—

Abbildung 1.2: Funktion des Tet on/off-Systems.

Mit Hilfe des Tet-Systems lasst sich die Expression von Zielgenen in der Maus konditional steuern. Dafiir sind zwei
Komponenten notwendig. Der Effektor (Induktor: tTA oder rtTA) wird durch einen wéahlbaren, endogenen Promotor (P-gs)
angetrieben, um eine gewebespezifische Expression zu gewahrleisten. Der Responder (transgene cDNA eines Zielgens)
wird von einem Minimalpromotor (P-Min) mit Tet-resposivem Element (TRE) transaktivatorabhangig gesteuert. A: Das
Tet off-System (tTA) aktiviert die transgene cDNA in Abwesenheit des Liganden (Dox), da der Transaktivator so an das
TRE (bestehend aus repetitiven Tet-Operator (TetO)-Sequenzen) binden kann. Die Applikation von Dox bewirkt eine
Konformationsanderung des tTA und verhindert eine Bindung an die TetO-Sequenzen. Die Expression des Transgens wird
abgeschaltet. B: Das Tet on-System (rtTA) zeigt einen reversen Phanotyp. Die transkriptionelle Aktivierung des Zielgens
erfolgt nur bei Anwesenheit des Liganden (Dox). Die dadurch hervorgerufene Konformationanderung erlaubt dem rtTA an
TRE zu binden und die Expression der cDNA zu induzieren.

Uber die folgenden Jahre erfahrt dieses System grundlegende Verbesserungen. So
werden zunachst die basale Aktivitdt des TefOCMV-Minimalpromotors in Abwesenheit
des Effektors (tTA) unterbunden, sowie zusétzlich die bidirektionale Expression eines
Reportergens ermoglicht (Baron ef al. 1995, Kistner et al. 1996). Kunstliche Ver-

anderungen an den Transaktivatoren fihren zur Reduktion intrazellularer Toxizitat, einer
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erhdhten Dox-Sensitivitdat, hdherer mRNA-Stabilitat, deutlich verbesserter Aktivierungs-
kinetik und somit zu einer zweiten Generation von tTAs und rtTAs (Urlinger et al. 2000,
Valencik et al. 2001).

Mit der Verwendung eines rtTA-Systems zeigen Chin ef al. (1999) die Bedeutung
einer Ras-Expression bei der Entstehung von Melanomen in Ink4a-defizienten Mausen.
Unter Dox-Administration erfolgt die Expression einer mutierten H-Ras-Variante in der
Haut, die zur Bildung von Melanomen fiihrt. Der Entzug von Doxyzyklin und die damit
verbundene Senkung der H-Ras-Expression filhrt zu deren Remission. Ahnliche Studien
zeigen die Rolle von Myc bei hamatopoetischen Tumorerkrankungen (Felsher und Bishop
1999), sowie erneut die Funktion von Ras bei der Induktion und der apoptotischen
Remission von Adenokarzinomen in der Lunge (Fisher et al. 2001). Eine ausflhrliche
Datenbank der zur Zeit vorhandenen (TA/rtTA-Effektor-, Responder- bzw.
entsprechender Reporter-Mauslinien kann unter folgender der Internetadresse
eingesehen werden: http://www.zmg.uni-mainz.de/tetmouse/index.htm. Die dort
aufgefihrten Beispiele zeigen das enorme Potenzial konditionaler, reversibler
Mausmodelle fur die biomedizinische Forschung.

Insbesondere bei der Aufklarung der Entstehung des Wilms-Tumors spielen
Mausmodelle eine Schlusselrolle, da die aberrante Nierenentwicklung als Ausgangsort
der Tumorentstehung nur durch die Untersuchung der beteiligten Gene und deren
Funktion in den ungestorten Prozessen der Nephrogenese beleuchtet werden kann. Von
entscheidender Bedeutung wird hier die Méglichkeit sein, zu definierten Zeitpunkten in der
Embryogenese, ebenso wie im adulten Tier den Ausfall des interessierenden Gens zu
simulieren. Denn wie bei keinem anderen Tumor kommt es beim Wilms-Tumor zu einer

Verzahnung zwischen der normalen Entwicklung des Organs und der Pathogenese.

1.3 Der Wilms-Tumor

1.3.1 Allgemeines:

Im Jahr 1899 beschrieb Max Wilms an einem Patienten erstmalig diese bdsartige
Neoplasie der Niere (Scholz et al. 2005, s. Abb. 1.3). Der Wilms-Tumor (WT) oder auch
Nephroblastom (*OMIM-ID: 194070) ist ein maligner embryonaler Nierentumor. Mit einer
Inzidenz von 1 in 10.000 Lebendgeburten ist er nach dem Astrozytom und dem
Neuroblastom der dritthdufigste solide Tumor bei Kindern und mit ~7 % eine der funf
haufigsten Krebserkrankungen im Kindesalter (Miller et al. 1994, Hastie et al. 1994).

Epidemiologische Studien zeigen ein Hauptmanifestationsalter des Tumors zwischen

dem dritten und vierten Lebensjahr der Patienten (Breslow et al. 1993). Eine Erkrankung
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nach dem zehnten Lebensjahr ist eher selten. Die meisten Wilms-Tumore entstehen
unilateral und sporadisch, wobei die Patienten ein Durchschnittsalter von ~ 3,5 Jahren
aufweisen. 10 % der Betroffenen dagegen entwickeln bilaterale oder multifokale Tumore,
bei einem Altersdurchschnitt von ~ 2,5 Jahren (Fleming 1997). In diesen Fallen ist eine
Assoziation mit komplexen genetischen Krankheitsbildern (z. B. WAGR-, Denys-Drash-
und Beckwith-Wiedemann-Syndrom, s. u.) festzustellen (Stiller 2004). Nur in 2 % aller

WT-Falle ist ein familiarer Hintergrund nachgewiesen (Breslow et al. 1996).

Rechte Niere
mit WT

Abbildung 1.3: Wilms-Tumor.

A: Gezeigt ist ein Saugling (Schema) mit unilateralem Wilms-Tumor (WT) der rechten Niere. B: Praparat einer fetalen Niere
mit WT nach Nephrektomie (Langsschnitt). Deutlich zu sehen sind gesundes (rotes) Nierengewebe (N) mit weilRem
Nierenbecken. Die Wucherung des WT links bzw. rechts oben in der Niere (weillich/gelblich) ist ebenfalls gut zu erkennen.
WeilRe Pfeile markieren nekrotisches Gewebe. C und D: Radiologische Darstellung des Abdomens von Wilms-Tumor
Patienten zur Verdeutlichung der Raumforderung des Tumors.

(N): Niere, (WS): Wirbelsaule, (WT): Wilms-Tumor. (**Die Abbildungen wurden den am Ende der Einleitung aufgefihrten
Internetseiten entnommen und bearbeitet.)

Die schnelle Entwicklung und deutlichen Verbesserungen auf dem Feld der
operativen, chemotherapeutischen und nuklearmedizinischen Therapieansatze, in
Verbindung mit therapieoptimierenden zentralen Studien und Richtlinien von SIOP

(Society of Pediatric Oncology) und NWTS (National Wilms’ Tumor Study), fihrten in den
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letzten Jahren zu einer Uberlebensrate von (iber 85 % bei Wilms-Tumor Patienten
(Wilms’ Tumor: Status Report 1990, Miller et al. 1994, Plesko et al. 2001, Rivera et al.
2005, Gommersall et al. 2005). Unabhangig davon liegen die Mechanismen, sowie die
Rolle der beteiligten bzw. verantwortlichen Gene bei der Entstehung des Wilms-Tumors
immer noch weitgehend im Dunkeln und bedirfen weiterer Aufklarung. Eine verlassliche
Korrelation zwischen Phanotyp und genetischen Markern ware winschenswert, um
therapeutische MaRnahmen tumor- und patientenspezifisch zu optimieren. Es koénnten so

akute Nebenwirkungen und Spatfolgen der Behandlung reduziert werden.

1.3.2 Syndrome:
Verschiedene Syndrome (Erkrankungen mit sehr komplexen Krankheitsbildern,
bedingt durch das gleichzeitige Auftreten mehrer genetischer Veranderungen und

phanotypischer Merkmale) sind mit der Erkrankung an Wilms-Tumor assoziiert:

WAGR-Syndrom (OMIM: 194072): Die Abkurzung steht fur Wilms’ tumour, aniridia,
genitourinary abnormalities, mental retardation. WAGR-Patienten leiden am Verlust
der Iris (Aniridie), Defekte des Urogenitalsystems (z. B. Bauchhoden und
Fehimindung der Harnréhre), sowie geistiger Entwicklungsstérung. Circa 30 % der
Betroffenen entwickeln einen Wilms-Tumor (Miller et al. 1964). Untersuchungen an
WAGR-Patienten und positionelle Klonierungsansatze flhrten zur Identifizierung des
Wilms’ Tumor 1-Gens (WT1) (Call et al. 1990, Gessler et al. 1990). Zusatzlich konnte
PAX6 als verantwortliches Gen fir die Aniridie identifiziert werden (Ton et al. 1991).
Zytogenetische Analysen zeigen groRe Deletionen in der chromosomalen Region
11p13 als Ursache fiir das WAGR-Syndrom.

Beckwith-Wiedemann-Syndrom (BWS, OMIM: 130650): Auch EMG-Syndrom genannt.
Das Erscheinungsbild dieses Syndroms beinhaltet Exomphalos (Nabelschnurbruch),
Makroglossie (vergrofRerte Zunge), Gigantismus (Groflwuchs) und ein erhohtes
Risiko fur das Auftreten verschiedener Tumore (Wiedemann 1983). Ungefahr 5 % der
Patienten entwickeln Wilms-Tumore. BWS ist mit Mutationen und epigenetischen
Veranderungen in der chromosomalen Region 11p15 verknlpft (Enklaar et al. 2006).
Es werden mehrere Gene (u.a. H19, IGF2, CDKN1C) als beteiligt angenommen
(Zhang et al. 1992, Ohlsson et al. 1993, Hatada et al. 1996).

Denys-Drash-Syndrom (DDS, OMIM: 194080): Als Ursache flir die Entstehung konnten
hier Punktmutationen in der Zinkfinger-Domane des bereits erwahnten WT171-Gens
identifiziert werden (Pelletier et al. 1991 c¢). Der Funktionsverlust von WT1 ist durch

einen dominant-negativen Effekt der mutierten Variante auf funktionsfahiges WT1-
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Protein zu erklaren (Little et al. 1993, Bardeesy et al. 1994, Moffet et al. 1995,
Reddy et al. 1995). Als Folge davon ergeben sich schwerwiegende Urogenital-
defekte, wie Nierenversagen durch das Auftreten mesangialer Sklerose, XY-
Hermaphroditismus und intersexuelle Geschlechtsorgane. Bei etwa 90 % der

Betroffenen kommt es zur Entwicklung von Wilms-Tumoren.

Frasier-Syndrom (OMIM: 136680): Patienten mit Frasier-Syndrom entwickeln sehr selten
einen Wilms-Tumor, sind aber ebenfalls Trager konstitutioneller WT7-Mutationen, die
eine bestimmte Stelle des Zinkfingerbereichs betreffen (Donorspleil3stellen-
Mutationen in Exon 9, vgl. DDS; s.0.) und zur Auspragung des Krankheitsbildes
fihren (Barbaux et al. 1997, Klamt et al. 1998). Frasier-Patienten leiden vornehmlich
unter Defekten des Urogenitalsystems. Dazu gehoéren u. a. Nierenversagen durch
eine fokale Glomerulosklerose und XY-Gonadenfehlbildungen. Darliber hinaus haben

Frasier-Patienten ein erhéhtes Gonadoblastomrisiko (Moorthy et al. 1987).

Einige weitere Syndrome mit einem erhohten Wilms-Tumorrisiko wurden bereits
beschrieben (s. Rivera et al. 2005). Dazu gehéren u. a. das Simpson-Golabi-Behmel-
(Pilia et al. 1996, OMIM: 312870), das Sotos- (Hersh et al. 1992, OMIM: 117550), die
Fanconi Andmie Typ D1 (Tischkowitz et al. 2003, Reid et al. 2005, OMIM: 605724) und
das Perlman-Syndrom (Henneveld et al. 1999, OMIM: 267000). Teilweise sind die
Ursachen und beteiligten Lozi noch unbekannt bzw. unvollsténdig und bedurfen weiterer
Untersuchungen (Ubersicht: Scott et al. 2006, Niaudet und Gubler 2006).

1.3.3 Genetik:

Basierend auf den oben genannten Zahlen aus einer Serie epidemiologischer Studien
entwickeln Knudson und Strong nach ihrer Studie zum Retinoblastom (Knudson 1971) im
darauf folgenden Jahr ein ,Two-Hit-Model’ fir die Entstehung des Wilms-Tumors
(Knudson und Strong 1972). Dabei tragen sie der Tatsache Rechnung, dass in familiaren
und syndromassoziierten WT-Fallen ein vermehrtes Auftreten bilateraler Tumore bei
einem friheren Entstehungsalter zu beobachten ist, als bei WT-Patienten mit unilateralen
sporadischen Tumoren (s. 0.). Daflir postulieren sie eine vorhandene Keimbahnmutation
(erster hit) in einem Allel des verantwortlichen Gens (WTT7), die zur heterozygoten
Inaktivierung des Tumorsuppressorgens flhrt. lhr Vorhandensein in allen Korperzellen
erhoht die Wahrscheinlichkeit einer zweiten somatischen Mutation (zweiter hit) in der
Niere und fordert so die Entstehung multifokaler bzw. bilateraler Tumore. Im Gegensatz
dazu sind in Individuen ohne Préadisposition zur Inaktivierung beider Allele zwei

unabhangige somatische Mutationen in der selben Zelle oder deren Nachkommen
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notwendig. Dieses weitaus unwahrscheinlichere Ereignis begriindet sowohl das spéatere
als auch das unilaterale Auftreten sporadischer Tumore.

Zusatzlich zur Erklarung der Wilms-Tumorentstehung durch das , Two-Hit-Model’, das
sicherlich die Tumorpradisposition und Initiation im Falle der WT-Genese ausgehend von
der Persistenz unreifen Nierenblastems Uber die 36. Schwangerschaftswoche (SSW)
hinaus erklart, bendtigt man ein Mehrschrittmodell, um die verschiedenen Schritte der
anschlielienden Tumorprogression zu erfassen (Brlning et al. 1995, Beckwith 1997). Im
Rahmen von Mikrodissektionsexperimenten, bei der verschiedene Tumorareale
hinsichtlich genetischer Aberrationen untersucht wurden, konnte teilweise eine Korrelation
mit dem jeweiligen Stadium des Tumors beobachtet werden (Park etal. 1993 a,
Charles et al. 1998, Powlesland 2000). Das Auftreten weiterer chromosomaler
Aberrationen — neben der Inaktivierung von WT17 - in Zusammenhang mit der Wilms-
Tumorgenese deutet auf die Beteiligung zusatzlicher Tumorsuppressorgene in anderen
Lozi hin (Charles et al. 1998). Dies entspricht auch der mittlerweile allgemein akzeptierten
Einordnung von Krebs als einem mehrstufigen (multi step) Prozess, flr dessen
Entstehung sechs grundlegende physiologische Veranderungen in den Tumorzellen
gegeben sein missen: a) Unabhangigkeit von Wachstumsfaktoren, b)Immunitat
gegenluber wachstumshemmenden Signalen, ¢) Apoptose-Resistenz, d) Immortalisierung
(unbeschrankte Replikationsfahigkeit), e) Angiogenese-Initiation, f) Metastasierungs-
fahigkeit (Hanahan und Weinberg 2000). Die Akkumulation genetischer Veranderungen
(z. B. grolkere chromosomale Aberrationen oder Punktmutationen), von denen beim
Menschen zwischen vier bis sechs Mutationen in den entsprechenden Schllisselgenen
von Regelkreisen der Zellproliferation und Homdostase zur Erfillung der oben
beschriebenen Voraussetzungen notwendig sind, flihrt zum Funktionsverlust
(loss of function) bei rezessiven Tumorsuppressorgenen oder Funktionsgewinn
(gain of function) bei dominanten Onkogenen und bedingt so durch die Beeinflussung
0. g. zellularer Parameter die Veranderung (maligne Transformation) normaler Zellen zu
Tumorzellen (Hahn und Weinberg 2002).

1.3.4 Gene:

Bisher konnten zwei Gene direkt mit der Entstehung von Wilms-Tumoren in
Verbindung gebracht werden. In beiden konnten Mutationen nachgewiesen werden und
es gibt Studien, die auf eine Verknipfung ihrer Funktionen bei der Progression von WT
hindeuten.

1990 wurde zunachst das erste Wilms-Tumorgen (WT1) der chromosomalen Region
11p13 zugeordnet (Rose et al. 1990, *OMIM-ID: 607102) und wenig spater unabhangig

voneinander von drei Gruppen Uber verschiedene Anséatze kloniert (Call et al. 1990,
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Gessler et al. 1990, Huang et al. 1990). Seine Rolle bei der Wilms-Tumorgenese sowie
bei der normalen Nierenentwicklung konnte durch Expressions- und Mutationsanalysen
schnell verifiziert werden (Haber et al. 1990, Bonetta etal. 1990, Pritchard-Jones
et al. 1990, Pelletier et al. 1991 a). WT1, in einem etwa 50 kb grofden Lokus gelegen,
besteht aus zehn Exons, von denen zwei (Exon 5 und Exon 9) alternativ gespleif3t werden
(Haber et al. 1991, Gessler et al. 1992). Es codiert fur ein ca. 3,0 kb groRes Transkript
(s. www.ensembl.org, WT17 ensembl-ID: ENSG00000184937). Mit seinem prolin- und
glutaminreichen N-Terminus, sowie seinen vier C-terminal (in Exon 7-10) gelegenen Cys,-
His,-Zinkfingern zeigt es typische Merkmale von Transkriptionsfaktoren (Call et al. 1990,
Rauscher et al. 1990). Drei alternative Translationsstartsignale (Haupttranslationsstart
AUG, 5-gelegenes CUG, 3’ im Leserahmen gelegenes internes AUG) in der WT7-mRNA
sorgen flir eine grofle Anzahl mdglicher Protein-Isoformen (Bruening et al. 1996,
Scharnhorst et al. 1999). Abhangig vom Translationsstart und der Spleildvariante codiert
WT1 fur ein 36-62 kDa groRes Protein. Die augenscheinlich physiologisch vier
bedeutendsten Protein-Isoformen, ausgehend vom Haupttranslationsstartpunkt (AUG),
haben aufgrund der SpleilRvariationen eine Grofle von 52-54 kDa (429-449 Amino-
sauren). Diese Isoformen treten im Gewebe immer in einem konstanten Mengenverhaltnis
zueinander auf. Eine gewebespezifische Veranderung der RNA-Sequenz (RNA-Editing)
fuhrt zum Austausch von Leucin-280 zu Prolin und erweitert die Variationsmdglichkeiten
noch (Sharma et al. 1994, s. Abb. 1.4).

Die beiden alternativen SpleilRereignisse betreffen das fir 17 Aminosauren
codierende Exon 5 (+/-Exon 5), sowie die SpleiRdonorstelle in Exon 9. Dies fiihrt zu einer
mdglichen Insertion der Aminosauren Lysin-Threonin-Serin (+/-KTS) zwischen den
Zinkfingern 3 und 4 (Haber et al. 1991). Bisher konnten zwei dieser Isoformen (+/-KTS-
Varianten) eine eindeutige physiologische Funktion zugewiesen werden. Neben seiner
Rolle als Transkriptionsfaktor (-KTS-Variante), wobei sowohl aktivierende als auch
reprimierende Eigenschaften zu finden sind (Rauscher et al. 1990, Wang et al. 1993,
Cook et al. 1996), erflllt die +KTS-lsoform Aufgaben beim Spleiken von RNA
(Larsson et al. 1995, Davies et al. 1998, Ladomery et al. 1999, Markus et al. 2006). Dabei
hat die Insertion der drei Aminosauren Lysin-Threonin-Serin eine Veranderung des
Abstandes der Zinkfinger 3 und 4 zur Folge und damit direkten Einfluss auf die
Bindungsaffinitat der entsprechenden WT1-Isoform zu DNA bzw. RNA (Laity et al. 2000).
Beide Isoformen wirken somit abhangig vom SpleilRereignis und dem zeitlichen und
zellularen Kontext ihrer Expression als Transkriptionsfaktor, transkriptioneller Cofaktor

oder post-transkriptioneller Regulator.
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WT1-Region: Chromosom 11p13
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Abbildung 1.4: WT1 — Region, Lokus, Gen, RNA, Protein.

Die schematische Darstellung zeigt die wesentlichen Informationen zur Organistation von WT1. Auf Chromosom 11p13
gelegen, umfasst der genomische Lokus etwa 50 kb. Es codieren 10 Exons fir WT1. Alternative Spleif3stellen sind griin
gefarbt. Das prozessierte Transkript hat eine GroRe von ~ 3 kb. Drei alternative Translationsstartpunkte (CUG, AUG, AUG;
Haupttranslationsstartpunkt und Stop-Codon: rot), zwei alternative Spleillereignisse (griin) und RNA-Editing (Austausch von
Uracil zu Cytosin an Position 839, schwarzer Pfeil) machen 24 Protein-Isoformen madglich. Die Spleil3ereignisse betreffen
zum einen das aus 17 Aminosauren (AS) bestehende Exon 5 (+/-Ex 5) und zum anderen eine alternative SpleiRdonorstelle
in Exon 9, was zur Insertion von drei Aminosauren Lysin-Threonin-Serin (+/-KTS) fiihrt. Das WT1-Protein besteht aus 449
AS mit einem Molekulargewicht zwischen 52-54 KDa. Es weist deutliche Charakteristika eines Transkriptionsfaktors auf.
Vier Cys,-His, Zinkfinger am C-terminalen Ende bilden die DNA/RNA-Bindungsdomane. Der N-Terminus weist einen fir
Transkriptionsregulationsdoméanen hohen Anteil der Aminosauren Prolin und Glutamin auf. Es konnten neben Bereichen mit
reprimierender (orange, R) und aktivierender (rot, A) Funktion, auRerdem Regionen zur Selbstassoziation und fir den
Kernexport des Proteins identifiziert werden. Die vier wichtigsten durch alternatives SpleiRen generierten Protein-Isoformen
ausgehend vom Haupttranslationsstartpunkt (WT1 +/-Exon5 und +/-KTS) treten immer in einem konstanten
Mengenverhaltnis zueinander auf (unten dargestellt).
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Fir die +/-Exon 5-Varianten dagegen wird eine Bedeutung bei der Transkription
bestimmter Zielgene von WT1 in Saugern diskutiert. Dies konnte aber im Tiermodell
bisher nicht bestatigt werden. Obwohl WT1 beim Menschen Uber Exon 5-codierte
Sequenzen mit PAR4 interagiert (Richard et al. 2001), ergab die selektive Deletion von
Exon 5 in der Maus keinen pathologischen Phanotyp (Natoli et al. 2002 a). Bisher
eindeutig nachgewiesene Zielgene (Ubersicht: Lee et al. 2001, Scharnhorst et al. 2001)
von WT1 als Transkriptionsfaktor sind die bei der Nierenentwicklung exprimierten Gene
Podocalyxin, Amphiregulin, Sprouty 1 und Nephrin (Palmer et al. 2001, Lee et al. 1999,
Gross et al. 2003, Wagner et al. 2004).

Die genetische Heterogenitat von Wilms-Tumoren wird durch zahlreiche weitere
Beschreibungen zytogenetischer Veranderungen belegt (Brown und Malik 2001). WT1-
Mutationen wurden neben syndromassoziierten auch in ~15% der sporadisch
auftretenden Wilms-Tumoren identifiziert (Varanasi et al. 1994). Dariber hinaus wird
vermutet, dass weitere Gene fur die Wilms-Tumorgenese verantwortlich sind. Als
Kandidaten werden die noch nicht identifizierten Gene WT2 in der Region 11p15
(Reeve et al. 1989, Koufos et al. 1989, Satoh et al. 2006), WT3 auf 16q (Maw et al. 1992;
Austruy et al. 1995), die Lozi 7p (Miozzo et al. 1996, Lébbert et al. 1998) und 1p (Grundy
et al. 1994), sowie fur familidren Wilms-Tumor (Ruteshouser et al. 2004) die Gene FWT1
auf 17q (Rahman et al. 1996) und FWT2 auf 19q (McDonald et al. 1998) diskutiert.

Das zweite eindeutig mit der Wilms-Tumorerkrankung in Verbindung gebrachte Gen
ist das ebenfalls als Transkriptionsfaktor wirkende beta (B)-Catenin (CTNNB1) (ensembl-
ID: ENSG00000168036). Das humane Homolog des Drosophila-Segmentpolaritatsgens
Armadillo wurde von McCrea et al. (1991) kloniert und Kkartiert in die chromosomale
Region 3p22 bis p21.3 (Kraus et al. 1994, van Hengel et al. 1995). Es umfasst 16 Exons
und ist einer der intrazellularen Partner von E-Cadherin, das an der Cadherin-vermittelten
Zelladhasion beteiligt ist (Nollet et al. 1996). Zusatzlich ist freies R-Catenin im Zytoplasma
eine wichtige Komponente der klassischen WNT-Signalkaskade (s. Abb. 1.5; benannt
nach dem Drosophila-Segmentpolaritatsgen wingless und dem murinen Proto-Onkogen
Int-1; wingless-type MMTV integration site) als Ubermittler des WNT-Signals in den
Zellkern (Wodarz et al. 1998, Bejsovec 2005). Normalerweise wird zytoplasmatisches -
Catenin durch einen Komplex bestehend aus Axin, APC (Adenomatous Polyposis Coli)
und den Kinasen CK1 (Casein Kinase 1) und GSK3 (Glykogen Synthase Kinase 3)
phosphoryliert und so der Ubiquitin-vermittelten proteosomalen Degradation zugefihrt.
Bei nicht aktivierter WNT-Signal-transduktion ist somit kein freies R-Catenin in der Zelle
vorhanden. Bindet nun ein Mitglied der WNT-Familie an seine beiden

Rezeptorkomponenten Frizzled und LRP (Low Density Lipoprotein Receptor), inhibiert
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das intrazellular gelegene Strukturprotein Dishevelled die Aktivitat des Komplexes und
verhindert damit die Phosphorylierung von R-Catenin. Als Folge akkumuliert 3-Catenin,
bindet im Kern an Transkriptionsfaktoren der TCF (T-Cell Factor)/LEF (Lymphoid
Enhancer Factor)-Familie und sorgt somit flr die Expression entsprechender WNT-
Zielgene (Reya und Clevers 2005, Kikuchi et al. 2006).

Untersuchungen an vierzig Wilms-Tumorproben ergaben einen Anteil von 15 % mit
Mutationen in B-Catenin. Die identifizierten Missense-Mutationen bzw. kleineren
Deletionen betreffen vor allem die fiir die Phosphorylierung vorgesehenen Aminosauren
(Koesters et al. 1999). Entsprechend fiihren sie zur Stabilisierung und Akkumulation von
3-Catenin und folglich zu einer konstitutiven Expression von WNT-Zielgenen wie MYC
und Cyclin D1 (CCND1). Eine weitere Studie stlitzt diese Ergebnisse und findet darlber
hinaus eine starke Korrelation von WT1 und B-Catenin Mutationen in WTs
(Maiti et al. 2000). Mindestens 75 % der WTs mit WT7-Mutationen zeigen aktivierende
Mutationen in B-Catenin. Diese Beobachtung deutet auf eine illegitime Aktivierung der
WNT-Signalkaskade in der Gruppe der WT1-defizienten WTs hin. Die Uberexpressoin
einer Vielzahl von Transkriptionsfaktoren und Signalmolekilen kdnnten den
Funktionsverlust von WT7 in betroffenen Zellen kompensieren, diese der Apoptose
entziehen (s. u.) und so die Voraussetzung fur die klonale Expansion WT1-defizitarer

Tumorzellen im Rahmen der WT-Progression ermdglichen (Li et al. 2004).

O O

Nachbarzelle

Cadherin|

Frizzled

B-Catenin >

R-Catenin
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whibiert Wnt-Zielgene / Q v

Abbildung 1.5: Kanonische Wnt-Signalkaskade.

Ohne Whnt-Signal (linke Seite) wird 3-Catenin in einem Komplex aus Axin, APC, GSK3 und CK1 phosphoryliert und der
Ubiquitin-vermittelten proteosomalen Degradation zugefiihrt. Bei Anwesenheit eines Wnt-Signals (rechte Seite) wird der
Degradationskomplex durch Dsh inhibiert, 3-Catenin akkumuliert im Zytoplasma, wandert in den Zellkern und bindet an die
Transkriptionsfaktoren LEF/TCF, wodurch Wnt-Zielgene exprimiert werden. (Darstellung bearbeitet nach Reya und
Clevers 2005)
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1.3.5 Histologie:

Das histologische Erscheinungsbild von Wilms-Tumoren ist eng mit der normal
verlaufenden Nierenentwicklung verknlpft. Deshalb wird in diesem Abschnitt neben der
Beschreibung von WT ein Hauptaugenmerk auf der Darstellung der Nephrogenese liegen.
Histologisch betrachtet sind Nephroblastome, in Analogie zur Genetik, heterogen und
werden als triphasisch bezeichnet, da sie sich aus drei Gewebetypen — epithelialen,
stromal/mesenchymalen und blastemischen Anteilen — zusammensetzen (s. Abb. 1.6,
Harms und Zeidler 1981, Harms und Schmidt 1997).

Abbildung 1.6: Histologische Priaparate von Wilms-Tumoren.

A: Aufgrund ihrer morphologischen Zusammensetzung werden WTs als triphasisch bezeichnet. Sie enthalten oft, wie in der
Darstellung zu sehen ist, blastemische (rote Pfeile), epitheliale (schwarze Pfeile) und stromale (blaue Pfeile) Anteile. B: Hier
sind die stromalen Bereiche zusatzlich mit Muskelfasern durchsetzt. (VergroRerung: 40fach, H/E-Farbung). (**Die
Abbildungen wurden den am Ende der Einleitung aufgefiihrten Internetseiten entnommen und bearbeitet.)

Diese unterschiedliche Differenzierung der Tumorzellen deutet auf eine sehr frih in
der Entwicklung ausgel6ste aberrante Entwicklung der embryonalen metanephrischen
Blastemzellen hin. Das bedeutet, der Ursprung von Wilms-Tumoren liegt in einer Stdérung
der wechselseitigen Induktion zwischen dem Epithelgewebe der Ureterknospe und dem
metanephrischen Mesenchym wahrend der Entwicklung der bleibenden Niere (Meta-
nephrogenese) (s. Abb. 1.7, Ubersichtsartikel: Jacob 1990, Burrow 2000, Dressler 2002,
Vainio 2002).

Dabei ist das metanephrische Mesenchym vor dem Einwuchs der Ureterknospe
(entspringt dem kaudalen Bereich des Wolff'schen Gangs) einer der frihesten Orte einer
schwachen WT1-Expression. Diese begrenzt die Position des sich entwickelnden
Metanephros und schitzt das Nierenblastem vor Apoptose (Kreidberg et al. 1993,
Rivera und Haber 2005). In der fortschreitenden Nephrogenese wird die starker werdende
WT1-Expression beschrankt auf das sich um die Ureterknospe kondensierende

Mesenchym, sowie die im weiteren Verlauf entstehenden Komma- und S-férmigen
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Vesikel der ablaufenden Epithelialisierungsvorgénge, welche schliellich zur Bildung
funktionaler Nierenstrukturen (Nephrone) filhren (Pelletier ef al. 1991 b, Park et al.
1993 b, Armstrong et al. 1992).
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Abbildung 1.7: Metanephrogenese.

A: Das uninduzierte metanephrische Mesenchym (MM, auch metanephrogenes Blastem) ist der friiheste Ort einer WT1-
Expression. Sie markiert die Position des spateren Metanephros und bewahrt funktionell die Blastemzellen vor der
Apoptose. B: Reziproke Induktionsprozesse zwischen MM und Wolffschem Gang (WG) fiihren zum Auswachsen der
Ureterknospe (UK). C: Weitere induktive Wechselwirkungen zwischen UK und induziertem MM haben deren Verzweigung
zur Folge. Um die Spitzen der einwachsenden und sich laufend weiter verzweigenden UK kondensieren Mesenchymzellen.
D: Zellen des kondensierenden Mesenchyms vollziehen den fiir die Nephrogenese wichtigen Mesenchym-Epithel-Ubergang
(MET, Mesenchyme-Epithelial-Transmission). Als erste epitheliale Strukturen entstehen sogenannte renale Vesikel. E: Mit
fortschreitender Differenzierung der Niere vom Mark zur Rinde bilden sich aus renalen Blaschen Komma- und S-férmige
Vesikel, aus denen die Nierentubuli hervorgehen. F: Zur Schaffung funktionaler Nierenstrukturen — Nephrone, bestehend
aus Nierenkorperchen und Nierentubulus — missen sich die aus dem MM entstandenen Tubuli (rot) mit den Sammelrohren
(Derivate der UK, grau) verbinden. Die Nierenkdrperchen entstehen durch das Einwachsen eines GefalRknauels
(Glomerulus) am vorderen (proximalen) Pol des Nephrons durch Bildung der Bowman-Kapsel. lhr inneres, viscerales Blatt
epithelialer Zellen differenziert zu den die Kapillaren umgebenden Podozyten. Kapillarendothelzellen und Podozyten bilden
die Barriere fir die Ultrafiltration zur Bildung des Primarharns (Abbildung verandert nach Rivera und Haber 2005).

Diese setzen sich in der fertigen Niere (Metanephros) aus dem Nierenkdrperchen —

bestehend aus Bowman-Kapsel, Glomerulus (GeféalBknauel), Mesangium — und den
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Nierentubuli (proximale, distale Tubuli und Sammelrohre) zusammen. In der adulten Niere
findet man eine WT71-Expression nur noch in den Podozyten der Glomeruli (s. Abb. 1.8,
Pelletier et al. 1991 b, Mundlos et al. 1993, Rackley et al. 1993).
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Abbildung 1.8: Strukturen der Niere.

A: Schematische Darstellung der funktionalen Nierenstrukturen nach Abschluss der Metanephrogenese. Gezeigt sind zwei
Nephrone mit unterschiedlich langen Schleifen. Die einzelnen Abschnitte sind von proximal nach distal, anfangend beim
Nierenkdrperchen wie folgt benannt: Glomerulus (G), proximaler Tubulus (pT), Henle-Schleife (HS), distaler Tubulus (dT),
Sammelrohr (SR). B: Schnittpraparat einer humanen Niere (langs, 40fach). Die weillen Pfeile markieren exemplarisch
einige Glomeruli. Die schwarzen Pfeile bezeichnen Sammelrohre (Markstrahlen), die ins Mark zum Nierenbecken ziehen. C:
Nierenkérperchen bestehend aus Glomerulus (G, Gefallknauel) und Bowman-Kapsel (BK). Proximale Tubuli (pT), gut zu
erkennen am Haarsaum im Inneren sind ebenfalls gekennzeichnet (H/E Farbung, 250fach). (**Die Abbildungen A-C wurden
den am Ende der Einleitung aufgefiihrten Internetseiten enthnommen und bearbeitet.) D: Schematische Darstellung der
zellularen Verhaltnisse im Glomerulus. Zentral gelegen findet man das Mesangium (grin, mit Mesangiumzellen und
mesangialer Matrix) u. a. als Stiitze des Kapillarendothels. Die Endothelzellen (rot) schaffen mit ihren Poren und den aufien
aufsitzenden Podozyten (blau-violett, viscerales Blatt der Bowman-Kapsel) die Voraussetzung zur Herstellung des
Primarharns durch Ultrafiltration. Dieser entsteht im Harnraum zwischen den Podozyten und dem parietalen Epithel der
Bowman-Kapsel (Abbildung D verandert nach Dressler 2002).
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Zusammenfassend lasst sich die Metanephrogenese in drei sukzessiv ablaufende
Prozesse unterteilen: 1) Die Etablierung des metanephrischen Mesenchyms aus dem
intermedidaren Mesoderm. 2) Das induzierte Auswachsen der Ureterknospe ausgehend
vom Wolff'schen Gang mit ihrer anschlieRenden Verzweigung. 3) Die Transformation des
Blastems in epitheliale Zellen und deren Differenzierung in funktionale Nierenstrukturen
wie Nierenkdrperchen und Nierentubuli. Dabei sind proximale und distale Tubuli
Abkémmlinge des metanephrischen Mesenchyms, wahrend die Sammelrohre aus der
Ureterknospe hervorgehen.

Aus den oben angesprochenen Induktionsprozessen resultieren — laufen diese nicht
regelhaft ab — Uber die 36. Schwangerschaftswoche (SSW) hinaus Nester persistierender
embryonaler Zellen (Nephroblastomatose, nephrogenic rests, NR) im differenzierten
Nierengewebe (Beckwith et al. 1990, Beckwith 1998). Diese NR wurden bei ~ 40 % der
WT-Patienten gefunden und liefien sich bei einem Teil davon als Vorlaufer von Wilms-
Tumoren identifizieren (Beckwith et al. 1990, Park et al. 1993 a, Fleming 1997, Charles
et al. 1998). Dabei werden die histologischen Befunde gestutzt durch genetische Daten.
Gene, die in Wilms-Tumoren hochreguliert sind, werden in der Regel zum Zeitpunkt des
Kontaktes zwischen Ureterknospe und metanephrischem Mesenchym exprimiert, also in
einer frihen Phase der Nierenentwicklung, wohingegen unterreprasentierte Gene in WTs
eher in spateren Stadien der normalen Nephrogenese eine Rolle spielen (Li et al. 2002,
Li et al. 2005). Anaplastische WTs als besonders therapieresistente Form, sind mit
Mutationen in TP53 assoziiert, was als spates Ereignis der malignen Transformation gilt
(Bardeesy et al. 1994, Bardeesy et al. 1995).

1.3.6 Expression:

Expressionsstudien an Mausen sowie an humanem embryonalem und adultem
Gewebe zeigen die Lokalisation von WT7-mRNA und -Protein u. a. in Bereichen sich
differenzierender mesenchymaler Gewebe wie Niere, Milz, Uterus, Ovar und Testis mit
mesodermalem Ursprung (Call et al. 1990, Pritchard-Jones et al. 1990, Pelletier et al.
1991 b). Northern Blot-Analysen in Mausen zeigen (abhangig von der Lange der
Exposition) eine schwache Expression von Wi{1 auch in Herz, Lunge und Thymus
(Buckler et al. 1991). Dazu gruppieren sich erganzend wenige Gewebe mit (neuro-)
ektodermaler Herkunft, wie Rumpfmuskulatur, Rickenmark und Gehirn (s. u.). Eine
Beteiligung von WT1 an der Entstehung von Organen aus dem Endoderm, wie Leber,
Pankreas, Darm und Harnblase konnte bisher nicht gezeigt werden. Die Expressionsorte
im humanen und murinen Organismus sind nahezu identisch, weshalb im folgenden die
Wt1-spezifische Expression wahrend der Organogenese der Maus exemplarisch

aufgezeigt wird (www.informatics.jax.org, MGI-ID: 98968, s. Abb. 1.9). Dabei entsprechen
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die murinen Embryonalstadien E9,5 dpc (days post coitum) bis E15,5 dpc dem
Entwicklungsstand humaner Embryonen an den Tagen 28 bis 70 (vierte bis zehnte SSW)

der Schwangerschaft.

Gewebe Embryonalstadium (dpc) Adult
85 95 105 11,5 125 135 145 155 205 G

Mesothelien

Mesonephros = =  ———annsas

Niere

Genitalfalte

Hoden

Ovar

Uterus

Milz

Rumpfmuskulatur

Riickenmark

Gehirn (4. Ventrikel)  —

Abbildung 1.9: Wt1-Expression in der murinen Embryonalentwicklung.

Dargestellt ist die Wt71-Expression in der Embryonalentwicklung der Maus. Die Stadien sind entsprechend dem Text
bezeichnet. Der ab E12,5 dpc degenerierende Mesonephros zeigt eine abnehmende Expression. Die Leiste der Genitalfalte
wird ab E12,5 dpc durch die eindeutig identifizierbaren Gonaden ersetzt. Derivate des Ektoderms zeigen eine schwachere
Wt1-Expression (diinnere Leisten). In Niere, Hoden, Uterus, Ovar und Milz bleibt eine Expression Uber die Geburt hinaus im
adulten Tier erhalten (Abbildung verandert nach Armstrong et al. 1992).

Mit Ausnahme von Clipsham et al. (2004), die mittels immunhistochemischer
Farbemethoden Wt1 am Tag E4,5dpc im Trophektoderm und im Epiblast von
Praimplantationsembryonen zeigen, wurde bislang keine Wt7-Expression vor dem Tag
E8,5 dpc der murinen Ontogenese nachgewiesen. Dieser Punkt markiert den Ubergang
zwischen dem Blastozystenstadium und der Organogenese. Durch die Gastrulation und
Neurulation sind alle drei Keimblatter (Ektoderm, Mesoderm, Endoderm) und das

Neuralrohr des Embryos angelegt. Die Entwicklung schreitet cranio-caudalwarts voran.

Am Tag E9,5 dpc wird die friheste Wt71-Expression zunéchst in den Mesothelien von
Herz, Lunge und Thymus nachgewiesen und setzt sich bis Uber das Stadium E15,5 dpc
hinaus in allen mesothelialen Uberziigen der Organe des Thorax (Pleura) und Abdomens
(Peritoneum) fort. Ebenfalls beginnt zu diesem Zeitpunkt die Expression in der bilateralen

Urogenitalfalte (UGF) des Mausembryos. Im Mesonephros als sich differenzierendem Teil
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davon halt diese bis Tag E12,5dpc an und nimmt dann mit der Regression des
Ubergangsorgans stetig ab. Der sich in die Geschlechtsorgane entwickelnde Anteil der
UGF zeigt zunachst eine Wt7-Expression im Epithel und spater dann in den Gonaden
selbst (s. u.) (Armstrong et al. 1992, Rackley et al. 1993). Ab dem Embryonalstadium
E10,5 dpc ist Wt1 im sich entwickelnden Metanephros nachzuweisen und zwar zunachst
im uninduzierten metanephrischen Blastem. Gleichzeitig beginnt die Expression von Wt1
im Vorlaufermesenchym der Milz. Ebenso im Rickenmark, wo die Wt71-Expression bis
Tag E16,5 dpc anhalt und sich von cranial nach caudal fortsetzt (Armstrong et al. 1992,
Rackley et al. 1993). Ab Tag E11,5dpc und E12,5 dpc kann Wt1 im induzierten
metanephrischen Mesenchym nachgewiesen werden. In der sich nun entwickelnden
bleibenden Niere findet man die Expression im um die Ureterknospe kondensierenden
Mesenchym und in den Strukturen der Epithelialisierungsprozesse (Nierenvesikel,
Komma- und S-férmigen Vesikel). Die Differenzierung des Metanephros ist ab Tag
E16,5 dpc weitestgehend abgeschlossen und die Wi7-Expression ist spatestens ab dem
Stadium E19,5 dpc auf die Podozyten der Glomeruli beschrankt. Die Gonaden zeigen
keine Expression in den Keimzellen, dafiir im Epithel und in den Granulosa-Zellen (Ovar),
sowie in der Tunica albuginea und den Sertoli-Zellen (Testis). Diese bleibt aufer im
Ovarialepithel und in der T. albuginea auch im adulten Lebewesen bei Maus und Mensch
erhalten (Pritchard-Jones et al. 1990, Armstrong et al. 1992, Rackley et al. 1993, Bouma
et al. 2004), hierzu gibt es allerdings, was das Ovarialepithel betrifft unterschiedliche
Angaben (Pelletier et al. 1991 b, Mundlos et al. 1993). Rackley et al. (1993) finden ab
diesem Zeitpunkt (bis ~ E16,5 dpc) auch eine schwache Expression in verschiedenen
Bereichen der sich entwickelnden Rumpfmuskulatur, sowie Moore et al. (1998) in
Bereichen der Gliedmalien. Im Embryonalstadium E13,5 dpc zeigt ebenfalls
Rackley et al. die Expression von Wt71 im Stroma des Endometriums im Uterus muriner
Embryonen. Dies wird von Pelletier et al. 1991 b flir die Bereiche des stromalen Anteils
des Endometriums und des Myometriums von adulten Tieren bestatigt. Am Tag
E14,5 dpc findet man Wt1 in den Mesothelien, der Milz, dem Riickenmark, den Gonaden
und der Niere, sowie zusatzlich in einer definierten Gehirnregion, dem Dach des vierten
Ventrikels (Armstrong et al. 1992, Rackley et al. 1993). In adulten Mausen ist die Wi7-
Expression beschrankt auf die Podozyten der Niere, das Myometrium und Teile des
Endometriums des Uterus, das Ovarialepithel und die Granulosa-Zellen im Ovar, die
Sertoli-Zellen des Hodens und Bereiche der Milz. Dartber hinaus wurde die Expression
von WT1 in einer Population CD34-positiver hamatopoetischer Vorlauferzellen
(Blutstammzellen) nachgewiesen (Fraizer et al. 1995, Ellison et al. 2001). Allerdings ist
hier die genaue Funktion und Bedeutung von WT1, auch im Hinblick auf die beobachteten

starken Expressionsniveaus in verschiedenen Leukamien, die mdglicherweise im Kontrast
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zu den tumorsuprimierenden Eigenschaften von WT1 stehen, noch weitestgehend
ungeklart. Wobei die WT171-Expression vermutlich Ausdruck der Beteiligung unreifer
Blutstammzellen an der Krankheitsentstehung ist (Tenen et al. 1997, Algar 2002). Eine
direkte Rolle von WT1 bei der Induktion akuter myeloischer Leukadmie (AML) in

transgenen Mausen konnte kirzlich gezeigt werden (Nishida et al. 2006).

Versucht man diesem augenscheinlich breiten Spektrum der WT1-Expression eine
Struktur zu geben, findet man zunachst eine Beteiligung von WT1 an der Entstehung
mesenchymaler Gewebe aus dem intermedidaren und lateralen Mesoderm. Ein weit
schwacheres Expressionsmuster zeigt sich in den wenigen Organen mit (neuro-)
ektodermaler Herkunft. WT1 scheint nicht an der Entwicklung endodermaler Strukturen
beteiligt zu sein.

Dabei andert sich die Rolle von WT1 mit den ablaufenden Vorgangen in der
Organogenese. Bei der Musterbildung zur Festlegung der Positionen verschiedener
Organe erfullt WT1 eine anti-apoptotische Funktion in den entsprechenden Blastemzellen.
Mit den einsetzenden Differenzierungsprozessen ist WT1 in Vorgange des
mesenchymalen-epithelialen Ubergangs involviert. Im adulten Organismus persistiert die
Expression in hochspezialisierten Zellen (Ultrafiltration: Podozyten, Nahrzellen: Sertoli-
Zellen und Granulosa-Zellen) der Niere, des Hodens und des Ovars, wobei die Rolle des
WT1-Genproduktes in diesen Zellen weitgehend ungeklart ist (aber eventuell dem Erhalt
der Zellhomdostase dient).

Die Pathologie der 1993 generierten Wt1 k.o.-Mause (s. u.) ist ein Abbild des oben
beschriebenen Wt71-Expressionsmusters. Diese Tiere entwickeln unter anderem keine
Nieren und keine Gonaden (Kreidberg et al. 1993). Dies weist auf eine Schllsselrolle von
WT1 in der Entwicklung des Urogenitalsystems hin und stellt die direkte Verbindung zu
den beim Menschen auftretenden Fehlbildungen in Folge einer Aberration des WT71-Gens

her (s. Kap. 1.3.2: Syndrome).

1.3.7 Wt1-Mausmodelle:

Die Isolation und Charakterisierung des orthologen murinen Wt1-Gens durch
Buckler et al. 1992 auf Chromosom 2 der Maus (s. www.ensembl.org, Wt1 ensembl-ID:
ENSMUSG00000016458) und eine genauere Beschreibung des murinen Wt7-Lokus
durch Gong et al. 2001, fiihrte zur Generierung verschiedener transgener Modelle zur
Erforschung der Funktion von Wt1 im Saugersystem. Mittlerweile sind weit Uber ein
Dutzend Wt1-Mausmodelle entstanden, welche die Bedeutung von Wt1, seiner Spleil3-
Isoformen und der verschiedenen Mutationen in der Embryonalentwicklung und

Pathologie aufklaren helfen (Discenza und Pelletier 2004). Analysen der von
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Kreidberg et al. (1993) generierten konventionellen Wt1 k.o.-Maus zeigen die Bedeutung
von Wt1 in der Embryogenese. Dabei weisen heterozygote Tiere (Wt1*") einen normalen
(gesunden) Phanotyp ohne erhéhte Tumorinzidenz auf, wobei auf einem anderen
genetischen Hintergrund die Mehrzahl der Mause an Glomerulosklerose erkrankt
(Menke et al. 2003). Weibliche heterozygote Wt1*"-Mause eines 129/Sv-Inzuchtstammes
sind nicht fertil (Kreidberg et al. 1999). Homozygote Wt1 k.o.-Mause (Wt17") dagegen
sind embryonal letal (Kreidberg et al. 1993). Sie sterben ab dem Embryonalstadium
E13,5 dpc bzw. spatestens kurz nach der Geburt, wiederum abhangig vom genetischen
Hintergrund der Tiere (Herzer et al. 1999). Ursache daflir sind Fehlsteuerungen bei der
Entwicklung des Zwerchfells, der Mesothelien, des Herzens, der Milz und der Lunge,
sowie die Stérung der Gonadalentwicklung und der Nephrogenese.

In Komplementationsexperimenten mit  YAC (Yeast Artificial Chromosome )-
transgenen Mausen, die 280 kb bzw. 470 kb des humanen WT7-Lokus tragen, gelingt
Moore et al. (1998 und 1999) ein Rescue des letalen Wt1~"-Phanotyps. Trotz allem haben
diese Tiere schwerwiegende Nierenfehlbildungen und entsprechende Krankheits-
erscheinungen. Abhangig vom eingebrachten Konstrukt sterben viele der Tiere zwischen
48 Stunden und 150 Tagen nach der Geburt entweder aufgrund komplett fehlender
Nieren (Nierenagenesie) oder — falls doch vorhanden — an Nierenversagen durch diffuse
mesangiale Sklerose und Glomerulonephritis. DarUiber hinaus zeigt diese Publikation die
Expression von Wt1 bei der Entwicklung des Epikards, der Niere und Nebenniere, sowie
des Zwerchfells. Mit demselben Prinzip wird die Schlisselrolle von Wt1 bei der Funktion
der Podozyten nachgewiesen. Mause mit reduziertem Wt1-Expressionsniveau erkranken
an Glomerulonephritis und mesangialer Sklerose (Guo et al. 2002).

Ein anderes Modell zeigt die Bedeutung der Wt1 +/-KTS-SpleilRformen wahrend der
Geschlechts- und Nierenentwicklung. Durch Mutagenese der SpleiRdonorstelle in Exon 9
steht den Tieren entweder nur die —-KTS-Variante (wie im humanen Frasier-Syndrom)
oder die +KTS-Isoform zur Verfligung. Heterozygote Wt1 —-KTS-Mause (Verschiebung
des —-KTS/+KTS-Mengenverhaltnisses) sind fertil, sterben aber nach zwei bis drei
Monaten an Glomerulosklerose oder mesangialer Sklerose. Homozygote Mause (-KTS,
Frasier-Mause) sind kaum lebensfahig und versterben spatestens 24 Stunden nach der
Geburt aufgrund starker Nierenschaden. Diese Tiere zeigen auch Stérungen der
mannlichen Geschlechtsdifferenzierung. Es kommt zur Entwicklung weiblicher Gonaden.
Heterozygote Wt1 +KTS-Mause dagegen sind lebensfahig, fertii und entwickeln sich
normal. Es scheint, als konnten die +KTS-Formen den Wegfall der -KTS-Varianten zum
Teil kompensieren (redundante Funktion). Aber auch hier sterben homozygote, nur die
+KTS-Isoform  produzierende Mause nach 24 Stunden an Nierenversagen
(Hammes et al. 2001).

24



Einleitung

Ein das Denys-Drash-Syndrom simulierendes Modell wurde ebenfalls generiert. Die
Insertion einer Neo/LeuZ2-Kassette in Exon 9 flhrt zu einer nach dem dritten Zinkfinger
trunkierten Wt1-Variante (Wt1™%). Homozygote Tiere mit dieser Mutation konnten nicht
hergestellt werden. Heterozygote Mause sind lebensfahig, zeigen aber einen vielfaltigen
Phanotyp, der von sterilen Mannchen mit spermienfreien Hoden und unreifen Sertoli-
Zellen als Genitalfehlbildungen bis zu Glomerulosklerose und mesangialer Sklerose als
Ausdruck einer gestorten Nierenfunktion reicht. In diesem Modell kommt es als einzigem
bisher zur Entwicklung eines (!) Wilms-Tumors durch Verlust des Exon 9 (Exon Skipping)
im zweiten Allel von W7 in einem chiméaren Tier (Patek et al. 1999).

Zuletzt wurde erst kirzlich eine konditionale Wt1 k.o.-Mauslinie auf Basis des
Cre/loxP-Systems veroffentlicht. Diese Mause tragen die beiden Exons 8 und 9 flankiert
von loxP-Sequenzen. Die Expression von Cre-Rekombinase flihrt zu deren Exzision und
der Ablation der davon kodierten Zinkfinger. Die Folge ist der Verlust der Wt1-
Funktionalitat. Bei einer Induktion durch eine Amh-Cre-Mauslinie (exprimiert die Cre-
Rekombinase spezifisch in Sertoli-Zellen) kommt es zu einer Stérung der Testis-
Entwicklung. Dies zeigt sich in einer drastischen Verminderung der Bildung von
Hodenkanalchen, Sertoli- und Keimzellen und geht mit dem Verlust der Sry- und Sox9-
Expression einher (Gao et al. 2006). Dies ist die erste Wt1-Mauslinie, die potenziell in der
Lage ist mit den richtigen Effektoren einen konditionalen Wt7-knock out zu erzeugen und
speziell in der Niere zur Aufklarung der Wilms-Tumorgenese beitragen kdnnte.

Die Phanotypen der hier ausgewahlt beschriebenen Mausmodelle sind Ausdruck des
sehr komplexen Wirkmechanismus von Wt1. Neben seiner Funktion als Tumorsuppressor
spielt Wt1 also eine entscheidende Rolle in der Embryogenese, vor allem in der
Urogenitalentwicklung. Die oben beschriebenen Defekte flihren dazu, dass bei
konventionellen Wt1™" k.o.-Mausen u. a. keine Nieren gebildet werden und sie somit auch
nicht als Modell zur Untersuchung der Wilms-Tumorgenese geeignet sind. Alle weiteren,
zum Teil subtileren Wt71-Veranderungen flihrten bisher nicht zu stabilen Mauslinien, die

eine systematische Analyse — insbesondere der WT-Genese — erlauben.

14 Ziel der Arbeit:

Im Rahmen dieser Arbeit soll ein geeignetes Tiermodell zur Untersuchung der
Nierenentwicklung bzw. zur Analyse der Wilms-Tumor-Pathogenese generiert werden.
Aufgrund der oben beschriebenen embryonalen Letalitat der konventionellen Wt1 k.o.-
Maus soll eine konditionale, reversible Wit1 k.o.-Maus auf der Basis des Tetrazyklin

(Tet on/off)-Systems hergestellt werden. Dies sollte es ermdglichen, durch die
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regulierbare Expression eines Wit71-Transgens (tgWt1) die kritischen Phasen der
Embryogenese zu Uberwinden und lebensfahige Tiere zu erhalten. Gezieltes Abschalten
des Transgens zu definierten Zeitpunkten in der Embryonalentwicklung kann eine
homozygote Wt71-Mutation simulieren. Damit ware die Mdglichkeit geschaffen, die Rolle
von WT1 sowohl in der Nierenentwicklung als auch in der Wilms-Tumorgenese in einem
Tiermodell zu untersuchen. Hierfir missen zunachst zwei Mauslinien generiert und
charakterisiert werden (s. Abb. 1.10).

|E| : Responder-Linie |E| : Effektor-Linie
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Abbildung 1.10: Herstellung einer konditionalen Wt71 k.o.-Maus auf Basis des Tet on/off-

Systems.

Zur Generierung der beiden notwendigen Mauslinien (Responder- und Effektor-Linie) werden die entsprechenden
Konstrukte entweder durch Injektion in Vorkerne befruchter Oozyten (Responder) oder durch Elektroporation embryonaler
Stammzellen (Effektor) ins Genom integriert. Die entstandenen Linien (transgener Wt1-Responder und heterozygoter Wit1-
tTA“’-Effektor) werden nach eingehender Charakterisierung so verpaart, bis eine homozygote konditionale Wt1 k.o.-Maus
vorliegt. Die Applikation von Doxyzyklin (+Dox) tUber das Trinkwasser der Tiere fihrt zum Abschalten des Transgens. Dies
simuliert den Verlust von Wt1 durch Mutationen in der Niere und sollte einen Wilms-Tumor induzieren.

In der Effektor-Linie soll ein tetrazyklinabhangiger Transaktivator (tTA) unter die
Kontrolle des endogenen  Wt1-Promotors gebracht werden (heterozygoter
tTA knock in/ Wt1 knock out). Dies soll die Wit1-spezifische zeitliche und raumliche
Expression des (TA bei gleichzeitigem Ausschalten des endogenen Wt71-Lokus

gewahrleisten. Diese Effektor-Linie kann Uber den Ansatz zur Generierung einer
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konditionalen Wt1 k.o.-Maus hinaus als Induktor fur andere tTA-regulierbare Mauslinien
zur Expression relevanter Zielgene in Wt1-positiven Geweben oder aber fur die
regulierbare Deletion interessanter Gene (durch Kreuzung mit geeigneten Mauslinien des
Cre/loxP-Systems) verwendet werden.

In der Responder-Linie soll ein transgenes Wit7-Konstrukt (tgWt7) der Variante
(musWt1 +Exon 5 und +/-KTS), das dem Organismus alternativ spleilbar die beiden
wichtigsten Wt1-Proteinisoformen zur Verfligung stellt, tTA-induzierbar exprimiert werden.

Durch entsprechende Verpaarungen der beiden Linien erhalt man die homozygote
konditionale (Dox-induzierbare), reversible Wt1 k.o.-Maus. Das Abschalten der tgWt1-
Expression durch Doxzyzklingabe (Tetoff) zu definierten Zeitpunkten simuliert den
Verlust von Wt1 durch Mutationen in der voll entwickelten Niere und sollte so einen

Wilms-Tumor induzieren kdbnnen.

* Informationen kénnen von folgenden Internetseiten bezogen werden:

e www.ncbi.nlm.nih.gov Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM) Database
e www.ihop-net.org Information Hyperlinked Over Proteins
¢ www.informatics.jax.org Mouse Genome Informatics (MGlI)

e www.ensembl.org

** Aufnahmen der Histologie und Pathologie wurden zur besseren Verdeutlichung der
Zusammenhange den folgenden Internetseiten entnommen:

e www.gfmer.ch Geneva Foundation for Education and Research

e www.meddean.luc.edu Loyola University Medical Education Network (L.U.M.E.N)
Histology Lesson Database

e www.iplab.net Interactive Pathology Laboratory

e www.webpathology.com
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2. MATERIAL & METHODEN

2.1 Material & Reagenzien

211 Chemikalien
Alle bei dieser Arbeit verwendeten Chemikalien besal’en den Reinheitsgrad “reinst” oder
“pA”. Alle hier nicht aufgefiihrten Chemikalien wurden von den Firmen Merck (Minchen),

Roth (Karlsruhe) oder Sigma (Minchen) bezogen.

Agar-Agar Fa. Difco (Heidelberg)
Agarose Fa. Invitrogen (Karlsruhe)

ATP Fa. Roche (Mannheim)

DAPI Fa. Q-Biogene (Heidelberg)
D-Luciferin Fa. Roche (Mannheim)

EDTA Fa. Gerbu (Gaiberg)

EGTA Fa. Gerbu (Gaiberg)

Ethanol Fa. Riedel-de-Haen (Minchen)
Ethidiumbromid Fa. Q-Biogene (Heidelberg)
Formaldehyd Fa. Riedel-de-Haen (Miinchen)
Hefeextrakt Fa. Difco (Heidelberg)

IPTG Fa. Applichem (Darmstadt)
MOPS Fa. ICN (Eschwege)
Saccharose Fa. Biorad (Munchen)

SDS Fa. Gerbu (Gaiberg)

TEMED Fa. Amresco (Ohio, USA)
Triton X-100 Fa. Roche (Mannheim)
Trypton Fa. Difco (Heidelberg)

X-Gal Fa. Applichem (Darmstadt)

21.2 Puffer & Losungen
Alle Lésungen wurden mit deionisiertem, Millipore-gereinigtem Wasser angesetzt und

anschlieRend autoklaviert oder steriffiltriert.

Antibiotika & Antimycotika:

Ampicillin Strepto.r.nycin
Stammlésung: 100 mg/ml in H20 Stammliosung: 10.000 ug/ml
Endkonzentration: 50-100 ug/ml Endkonzentration: 100 pg/ml
Doxyzyklin Amphotericin B
Stammlésung: 200 yg/ml in PBS Stammlésung: 25 pg/mi
Endkonzentration: 1 pg/ml Endkonzentration: 0,25 pg/ml
Penicilin

Stammlésung: 10.000 U/ml
Endkonzentration: 100 U/ml
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Agarplatten
15 g Agar-Agar
ad 1| LB-Medium

Chromosomen-
Denaturierungslosung

70 % Formamid (deionisiert)
2x SSC

Church-Hybridisierungslosung
1 mM EDTA, pH 8,0

0,5 M NaHPOQOq,, pH 7,2

7 % SDS

1 % BSA

Church-Wash1

0,5 % BSA

5% SDS

1 mM EDTA, pH 8,0
40 mM NaHPO,

Church-Wash2

0,1 % SDS

1 mM EDTA, pH 8,0
40 mM NaHPO,

DNA-Denaturierungslosung
1,5 M NaCl
0,5 M NaOH

DNA-Ladepuffer

15 g Saccharose
0,175 g Orange G
ad 50 ml H,O

DNA-Neutralisierungslosung
0,5 M TrisHCI, pH 7,0
1,5 M NaCl

6x DNA-Probenpuffer
0,25 % Bromphenolblau
0,25 % Xylencyanol

40 % Saccharose

10x DNasel-Puffer
100 mM MgCl,
10 MM DTT

FISH-Waschlésung 1
0,4x SSC
0,3 % (v/v) Nonidet P-40

FISH-Waschl6ésung 2
2x SSC
0,1 % (v/v) Nonidet P-40

Material & Methoden

2x FM-Medium

65 % Glycerin

0,1 M MgSO,

0,025 M TrisHCI, pH 8,0

Fixativ

3 Teile Methanol (abs.)

1 Teil Essigsaure (100%)
frisch angesetzt, -20°C

Hybridisierungspuffer
4x SSC
20 % Dextransulfat

Hypotone Lésung
0,2 % KCI
0,2 % (w/v) tri-Natriumcitrat)

Kaliumphosphatpuffer 0,1M, pH 7,8
4,5 ml K;HPO4 1M

0,3 ml KH,PO4 1M

ad 50 ml H,O bidest

LB-Medium

10 g Trypton

5 g Hefeextrakt

10 g NaCl

ad 11 H,O bidest pH 7,5

LUC Assay-Puffer

25 mM Glycyl-Glycin, pH 7,8

15 mM Kaliumphosphat-Puffer, pH 7,8
15 mM MgSO,

4 mM EGTA

2mM ATP

1mMDTT (erst vor Gebrauch zugeben!)

LUC Lyse-Puffer

25 mM Glycyl-Glycin, pH 7,8

15 mM MgSO,

4 mM EGTA

1 % Triton X-100 (v/v)

1 mM DTT (erst vor Gebrauch zugeben!)

LUC Stock-Puffer

25 mM Glycyl-Glycin, pH 7,8

15 mM MgSO,

4 mM EGTA

0,2 mM D-Luciferin

1 mM DTT (erst vor Gebrauch zugeben!)

10x MOPS

0,2 M 3-N-Morpholin-Propan-Sulfonsaure

0,05 M Natriumacetat
0,01 MEDTA, pH 7,0



PBS

120 mM NaCl

2,7 mM KCI

10 mM Kaliumphosphatpuffer, pH 7,4

10x PCR-Puffer

500 mM KCI

100 mM TrisHCI, pH 8,3
15 mM MgCl,

RNA-Hydrolyselésung
50 mM NaOH
10 mM NaCl

6x RNA-Ladepuffer

0,25 % (w/v) Bromphenolblau
0,25 % (w/v) Xylencyanol

30 % Glycerin

RNA-Neutralisierungslosung
10x SSC
0,2 M TrisHCI, pH 7,4

1,5x RNA-Probenpuffer

61 pl Formaldehyd

150 pl Formamid (deionisiert)
37,5 pl 10x MOPS-Puffer

1,5 pul H,O

SOB-Medium

20 g Casein

5 g Hefeextrakt

20 mM NacCl

5 mM KCI

5 mM MgC|2 (nach Autoklaviern steril zugeben)
5mM MgSO4 (nach Autoklaviern steril zugeben)

Sondendenaturierungslosung
50 % Formamid (deionisiert)

2x SSC

10 % Dextransulfat

20x SSC-Puffer

3 M NaCl

0,3 M tri-Natriumcitrat, pH 7,0
STETL-Puffer

50 mM Tris pH 8,0

50 mM EDTA

5 % Triton X-100

8 % Saccharose

Material & Methoden

10x TAE-Puffer
400 mM Tris
1 mM EDTA, pH 8,0

Tail-Lysepuffer

50 mM TrisHCI, pH 7,4

100 mM EDTA

100 mM NaCl

1% SDS

100-600 pg Proteinase K (frisch zugeben)

50x TAE-Puffer
2M Tris-Acetat
0.05 M EDTA, pH 8.3

10x TBE-Puffer

890 mM Tris

890 mM Borsaure

25 mM Na,EDTA, pH 8,3

10x TE-Puffer
100 mM TrisHCI, pH 7,0-8,0
10 mM EDTA, pH 8,0

Tfbl-Puffer

30 mM Kaliumacetat

50 mM MnCl,

100 mM KCI

10 mM CaCl,

15 % Glycerin (einstellen: pH 5,8 mit Essigséure)

Tfbll-Puffer

10 mM NaMOPS, pH 7,0
75 mM CacCl,

10 mM KCI

15 % Glycerin

10x Transferpuffer
144 g Glycin

30 g Tris

ad 1 | Aqua bidest

X-Gal-Lésung

5mM K3F€(CN)6

5 mM K4Fe(CN)s

2mM MgCl,

1 mg/ml X-Gal (in PBS pH 7,4)
5x Zell-Lysepuffer

62,5 mM EDTA

2,5 % SDS
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213

Alkalische Phosphatase

DNasel (RNase frei)

Klenow Exo-

M-MLV Reverse Transkriptase
Proteinase K
Restriktionsendonukleasen (alle)
Ribonuklease Inhibitor

RNase A

T,-DNA-Ligase hc
Taqg-Polymerase

Enzyme

21.4 Kits

BigDye Sequencing Kit Version 3.1
EndoFree Plasmid Maxi Kit
Expand High Fidelity PCR System
Gel Extraction Kit

M-MLV RT Kit

Mutagenese Kit

Nick-Translation Kit

Nucleobond AX Kit

Prime it Il Labelling Kit

RNeasy RNA Extraction Kit

RPM Kit

21.5

pBI-EGFP
pBlueskript Il SK (+)
pGem-11Zf (+)

pCR II-TOPO
pUHD 172-1 rtTA
pUHT 61-1°tTA

Plasmide & Vektoren

2.1.6 GroRenstandards

100 bp DNA-Leiter
A-DNA/Hindlll-Fragments
1kb DNA-Leiter
RNA-/adder

21.7 BAC-Klone

Mouse BAC Library (Kidney, Brain) No. 731, Roswell Park Cancer Institute RPCI-23

Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.

Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.

Fa.
Fa.
Fa.

Fa

Material & Methoden

Roche (Mannheim)

Roche (Mannheim)

NEB (Frankfurt)

Invitrogen (Karlsruhe)
Roche (Mannheim)

NEB (Frankfurt)

MBI Fermentas (Leon-Roth)
Sigma (Minchen)
Invitrogen (Karlsruhe)
Roche (Mannheim)

Applied Biosystems (Weiterstadt)
Qiagen (Hilden)

Roche (Mannheim)

Qiagen (Hilden)

Invitrogen (Karlsruhe)
Stratagene (Amsterdam)

Vysis (Bergisch-Gladbach)
Macherey und Nagel (Breitenfurt)
Stratagene (Amsterdam)

Qiagen (Hilden)

Q-Biogene (Heidelberg)

Clontech (Heidelberg)
Stratagene (Heidelberg)
Promega (Mannheim)
. Invitrogen (Karlsruhe)

Gossen et al. 1995
Urlinger et al. 2000

Fa
Fa
Fa
Fa

. NEB (Frankfurt)
. Invitrogen (Karlsruhe)
. NEB (Frankfurt)
. Invitrogen (Karlsruhe)

Hersteller: Tateno, M., Osoegawa, K., de Jong, P. J.
Vektor: pBACe3.6 in E. coli DH10B
Klone: RP23-393G10

RP23-24906

RP23-232D1

RP23-257017
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21.8 Bakterienstamme

E. coli DH5a
F., supE44, hsdR17, recA1, DlacU169, f80dlacZDM15, endA1, gyrA96, (rk-, mk+),thi-1,
relA1, supE44, I-

E. coliTOP 10
F-, mcrA, D(mrr-hsdRMS-mcrBC), f80dlacZDM15, Dlacl74, deoR, recA1, araD139, D(ara-
leu)7697, ga/u, ga/K, rpsL, endA1, rmpG

E. coli XL-1Blue (Supercompetent Cells; Fa. Stratagene)
RecA1, endA1, gyrA96, thi-1, hsdR17, supE44, relA1, lac [F', proAB, laclF’ZAM15, Tn10,
Tet]

E. coli XL-1Blue MRF"' (Electroporation Competent Cells; Fa. Stratagene)
A(mcrA) 183, A(mcrCB-hsdSMR-mrr) 173, endA1, supE44, thi-1, recA1, gyrA96, relA1,
lac [F', proAB, laclFZAM15, Tn10, Tet]

21.9 Radioisotope
a(32P)dCTP (3000 Ci/mmol) Fa. Amersham (Freiburg)

2.1.10 Verbrauchsmaterialien

Cell Strainer (40 um? PorengréRe) Fa. BD Falcon (Heidelberg)
Deckglaser (versch. Malie) Fa. IDL (Nidderau)
Elektroporationskivetten Fa. Biorad (Mlinchen)

FACS Rundbodenrdhrchen Fa. Becton Dickinson (Heidelberg)
Hyperfilme Fa. Amersham (Freiburg)
Kryoréhrchen Fa. Nalgene (Schwerte)
Kulturflaschen (T25 oder T75) Fa. Renner (Dannstadt)
Kulturschalen (10 cm) Fa. Renner (Dannstadt)
Nylonmembran, Hybond N+ Fa. Amersham (Freiburg)
Objekttrager 76 x 26 mm Fa. IDL (Nidderau), Fa. Menzel (Braunschweig)
PCR-Reaktionsgefalle (0,5 ml) Fa. Peglab (Erlangen)

Petrischalen (10 cm) Fa. Greiner (Frickenhausen)
Pipetten (5 ml, 10 ml und 25 ml) Fa. Greiner (Frickenhausen)
PP-Réhrchen (15 ml und 50 ml) Fa. Greiner (Frickenhausen)
Reaktionsgefale (1,5 ml und 2 ml) Fa. Eppendorf (Hamburg)
Schnappdeckel PP-Réhrchen Fa. Falcon (Heidelberg)
S&S-Rotrand Sterilfilter (0,22 pm?) Fa. Schleicher und Schuell (Dassel)
Szintillationsréhrchen Fa. Roth (Karlsruhe)

21.11 Histologie

Accustain HE-Farbung Fa. Sigma (Munchen)
Einbettmedium tissue tek Fa. Sakura (Heppenheim)
Entellan (Eindeckmedium) Fa. Merck (Miinchen)
Glutaraldehyd Fa. Sigma (Munchen)
Kernechtrot (Farbeldsung) Fa. Chroma (Waldeck)
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2112 Zellkulturmaterialien

Alle Zellkulturgefalte und Zellkulturplatten wurden von der Firma Renner (Dannstadt)

bezogen.

DMEM

RPMI-1640

FCS (Tet-frei)
L-Glutamin

PBS (-CaCl,, -MgCl,)
Penicillin/Streptomycin
Trypsin/EDTA

2113 Tiere

Fa. Cambrex (Verviers, Belgien)
Fa. Gibco BRL (Karlsruhe)

Fa. PAN (Aidenbach)

Fa. PAN (Aidenbach)

Fa. Gibco BRL (Karlsruhe)

Fa. PAN (Aidenbach)

Fa. PAN (Aidenbach)

Die verwendeten Mause stammten entweder aus eigener Zucht oder wurden von der

Firma Charles River (Sulzberg) bezogen. Die Haltung der Tiere erfolgte nach den

Malgaben des Deutschen Tierschutzgesetzes. Fur die Generierung der transgenen

Mauslinien wurden folgende Mausinzuchtstamme und ES-Zelllinien verwendet:

Mause: FVB/N; C57BL/6; 129; DBA

ES-Zellen:

W9.5 [129/Sv. C3 +© +P] (Szabd und Mann 1994)

Fur die Charakterisierung der Wt1-Responder- und Wt1-Effektor-Tiere wurden uns

freundlicherweise folgende Effektor-Mause zur Verfugung gestellt:

Fabp-rtTA

CMV-rtTA

LAP-tTA

Sycp-Cre (Deleter)
TetOp-Luc/Cre
TetOplacZ/GFP
ROSA26-Stop™-LacZ

2.1.14 Gerate

Agarose-Gelelektrophorese
Bakterieninkubator

DNA-Sequenziergerat

Elektroporationsanlage
Geldokumentation

Heizblock

Saam et al. 1999

Kistner et al. 1996

Kistner et al. 1996, Gallagher et al. 2003
Vidal et al. 1998

Hasan et al. 2001

Krestel et al. 2001

Soriano 1999

Easy-Cast Electrophoresis System (versch. Grofien);
Fa. Owl Scientific (USA)

Typ B5042;

Fa. Heraeus (Hanau)

ABI Prismmm377;

Fa. Applied Biosystems (Weiterstadt)
Software: DNA-Analysis V2.1.2
Rechner: Power Macintosh 7200/90;
Fa. Apple (USA)

Gene Pulser;

Fa. BioRad (Miinchen)

E.A.S.Y. System;

Fa. Herolab (Wiesloch)

MR 2002;

Fa. Heidoplh (Schwalbach)
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Hybridisierungsofen
Kryostat
Laborwaage
Labor-Feinwaage
Luminometer

Magnetruhrer
Mikroskope

PCR-Gerate

pH-Meter
Photometer

Schittelinkubator

Spannungsgerate

Sterilbanke

Stratalinker
Szintillationszahler
Thermomixer
Ultra-Turrax
Vakuumtrockner

Vortex
Wasserbader

Zellkulturinkubator

Material & Methoden

Hybridiser HB-2;

Fa. Techne (GB)

1720

Fa. Leica (Wetzlar)

LC 2201

Fa. Sartorius (Gottingen)

BA110

Fa. Sartorius (Gottingen)

Lumat LB-9507;

Fa. Berthold (Wildbad)

Fa. lka Labortechnik (Stauffen i. Br.)
Fluoreszenzmikroskope Typ DM RBA und RXA,;
Fa. Leica (Wetzlar)
Phasenkontrastmikroskop Laborlux S
Fa. Leica (Wetzlar)
Durchlichtmikroskop BX 50 WI

Fa. Olympus (Hamburg)

TC-1 DNA-Thermal Cycler;

Fa. Perkin EImer (Weiterstadt)

PTC 200 und PTC 100;

Fa. MJ Research (USA)
Mastercycler gradient

Fa. Eppendorf (Hamburg)

Light Cycler 1.5

Fa. Roche (Mannheim)

Fa. Knick (Berlin)

Ultrospec llI;

Fa. Pharmacia (Freiburg)
Lab-Therm;

Fa. Kiihner (Schweiz)

LKB-GPS 200/400;

Fa. Pharmacia (Freiburg)

2297 Macrodrive 5;

Fa. LKB Bromma (USA)
DLF/BSS-6;

Fa. Cleanair (Deutschland)
LaminAir 1.2

Fa. Holten (Danemark)

UV 1800

Fa. Stratagene (Amsterdam)

Liquid Scintilations Counter Wallace-1410;
Fa. Pharmacia (Freiburg)

Comfort 1,5 ml

Fa. Eppendorf (Hamburg)

T25;

Fa. Janke und Kunkel (Stauffen)
Univapo 100H, Refrigerated Aspirator;
Fa. Uni-Equip (Martinsried)

Fa. Ika Labortechnik (Stauffen i. Br.)
2219 Multitemp |I;

Fa. LKB Bromma (USA)

F10;

Fa. Julabo (USA)

IR 1500 Automatic COz2 Inkubator;
Fa. Flow Laboratories (USA)
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Zentrifugen

Material & Methoden

Biofuge fresco A,

Fa. Heraeus (Hanau)
Zentrifuge 5415C;

Fa. Eppendorf (Hamburg)
Kihizentrifuge 5804R;

Fa. Eppendorf (Hamburg)
Kihlzentrifuge 6000D;

Fa. Sorvall (Langenselbold)

21.15 Oligonukleotidsequenzen

Alle Oligonukleotide wurden von der Fa. Metabion (Planegg-Martinsried) bezogen.

Generierung Wt1-targ2:
tTA-Xhol-For

tTA-Notl-Rev

Tkneo-Notl-For
Tkneo-Nsil-Rev

xxx-Nsi 3'hom-FOR
xxX-Nsi 3'hom-REV

Mutagenese-Primer:

WT muta-FOR
WT muta-REV

Muta-3'Wt1-FOR

Muta-3'Wt1-REV

5'-CTC GAG CCA CCA TGT CTA GAC TGG ACA AGA GCA
AAG-3'
5'-GCG GCC GCAAGC TTG GTC GAG CTG ATA CTT-3'

5'-AGA TGC GGC CGC ATA ACT TCG-3'
5'-ATG CAT AAA CTC TAG ACT CGA GGA ATT-3'

5'-GGT CCAATG CAT TTC TTACTC AGC AGC CTT CCA-3'
5-GCATTG TTC GCA ATG CAT GAA GGA ATG GTT GGG GAA
CT-8

5'-GGA GAA CCG TCC GCA CTC GAG CCG CAC CTC ATG-3'
5'-CAG GAG GTG CGG CTC GAG TGC GGA CGG TTC TCC-3'

5-TTT TTG GAC CAA AAATTC TGA ATT CTT TGG TCT GGG
TGT TTC TGA-3'
5'-TCA GAA ACA CCC AGA CCA AAG AAT TCAGAATTT TTG
GTC CAA AAA-3'

Sequenzierung Wti1-targ2:

tTA-FOR 1
tTA-FOR 2
tTA-FOR 3
tTA-FOR 4
tTA-FOR 5
tTA-FOR 6

tTA-REV 1
tTA-REV 2
tTA-REV 3
tTA-REV 4
tTA-REV 5
tTA-REV 6
tTA-REV 7

SEQ3'muta-FOR
SEQ3'muta-REV

tTA/5'-REV

tTA/Neo-FOR
Neo/tTA-REV

5'-CCA TGT CTA GAC TGG ACA AGA-3'
5-TTT ACA CTG GGC TGC GTATTG-3'
5-GTG AAATTT GTG ATG CTATTG-3'
5-GGC CTG GAATGT TTC CAC CCA-3'
5-TGT CAA GAC CGA CCT GTC CGG-3'
5'-TGG CGG ACC GCT ATC AGG ACA T-3'

5'-AGA GTC AAC GCC TGG TGA GGC-3'
5'-GCC AAG CTC TTC AGC AAT ATC-3'
5'-GAC AAC GTC GAG CAG AGC TGC-3'
5'-CCC GAC TGC ATC TGC GTG TTC-3'
5'-GGC GGG CGC TCT GCT CAT GGA-3'
5'-GGC TGG GAG CAT GTC TAA GTC-3'
5-CGG AAT GACTTG GCG TTG TTC CGC-3'

5'-GTC TTC AGT CAA TGC ACG AGT-3'
5'-AAG ACC AGG CAT TCC TGT TCT-3'

5'-TTC ACG TGC CAG TAC AGG GTA-3'

5'-GTC CCA CCA GGT CAA CAG GCG-3'
5'-AAC CAC ACT GCT CGA CAT TGG-3'
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Neo/3'-FOR
3'/Neo-REV

3'/pGem-FOR

Material & Methoden

5-TGA CGA GTT CTT CTG AGG GGA-3'
5-AGC TGG AAG TTC TTC GGG TCG-3'

5'-CTG CCG CTT CTT CAG GAT ACA G-3'

Kontrolle der homologen Rekombination:

Expa5'Wt1-tll-For
Expa5'Wt1-tll-Rev

Expa3'Wt1-tll-For
Expa3'Wt1-tll-Rev

3'check REV 2
3'check REV 3
3'check REV 4
3'check REV 5

3'hom REV 3,3

Splinkerette-PCR:

SPLNK-top

SPLNK-BamHI
SPLNK-Hindlll

SPLNK-0
SPLNK-1

Splnk-C2 For
Splnk-C2 Rev

5'-GTT GGT TGC CCA AGT GAA GGT-3'
5-GAG CGAGTTTCC TTG TCG TC-3'

5-GGG TGT TGG GTC GTT TGT T-3'
5'-TCT CTAAAC GAACCC TTC TCC A-3'

5'-CCT CTC ACC AAT AGA GTG GGA G-3'
5'-GGC CCC ATC ACA AAT GGA CTC-3'
5'-CTG AGC CCA TCT CGA GGA GGG-3'
5'-CCT GAG ACA AGC AGATTC CTC-3'

5'-GAC GAA TTC CTG AGT GGC CAA TGA TCT CAG-3'

5'-CGA ATC GTA ACC GTT CGT ACG AGA ATT CGT ACG AGA
ATC GCT GTC CTC TCC AAC GAG CCA AGG-3'
5-GAT CCCTTG GCT CGT TTT TTT TTG CAA AAA-3'

5-AGC TTC TTG GCT CGT TTT TTT TTG CAA AAA-3'

5'-CGA ATC GTA ACC GTT CGT ACG AGA A-3'
5'-TCG TAC GAG AAT CGC TGT CCT CTC C-3'

5'-ATG TAT TGG CGG GTC TTC AG-3'
5-TTCTTC TTT TGG GCT GGT TG-3'

Charakterisierung und Genotypisierung der Mause:

Fabp/rtTA-F 17.1
Fabp/rtTA-F 17.1

Fabp/hGH-F
Fabp/hGH-R

rtTAi F
rtTAii R
tTA-For 61.1
tTA-Rev 61.1

Neo id-F
Neo id-R

Neo-Cre F1

mWT1-RT F.2
pBI-2 (r)
Wt1-LC F2
Wit1-LC R2

EGFP F id
EGFP Rid

mus Wt1 F
mus Wt1 R

5'-CGC CCA GAA GCT AGG TGT AG-3'
5-GCT CCATCG CGATGA CTT AG-3'

5'-AGG TGG CCT TTG ACA CCT ACC AGG-3'
5-TCT GTTTGT TTT CCT CCC TGT TGG-3'

5-GCT GTG GGG CAT TTT ACT TT-3°
5-AGG GCA TCG GTA AAC ATC TG-3°

5'-CCATGT CTA GAC TGG ACA AGA G-3'
5'-CAT AGA ATC GGT GGT AGG TGT C-3'

5'-TGA ATG AAC TGC AGG ACG AG-3'
5'-CGA TAC CGT AAA GCA CGA GG-3'nE

5'-GGG AAG TAT CAG CTC GAC CA-3'

5-GGT GGC ACA GTT GTC AGA AA-3'
5-TCA TGA GGG TCC ATG TGT ATA-3'

5'-CTT CCG AGG CAT TCA GGA T-3'
5-CTG GAATGG TTT CAC ACC TG-3'

5'-GGA CCA TGT GAT CGC GCT TCT-3'
5'-GTT CAT CTG CAC CAC CGG CAA G-3'

5'-CTT CCG AGG CAT TCA GGA T-3'
5'-TCT GAT GCATGT TGT GAT-3'
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ROSA 26-1 5'-AAA GTC GCT CTG AGT TGT TAT-3'
ROSA 26-2 5'-GCG AAG AGT TTG TCC TCA ACC-3'
ROSA 26-3 5'-GGA GCG GGA GAA ATG GAT ATG-3'
LUC-1 F 5-TTT TCC GTC ATC GTC TTT CC-3'
LUC-1 R 5-TTC TTC GCC AAA AGC ACT CT-3'

hGFP/lacZ-13
hGFP/lacZ-12

5'-GCG GAG AGG GTG AAG GTG ATG-3'
5'-CAG GGC CGT CGC CGATTG G-3'

Cre 1 5'-CCG GTT ATT CAA CTT GCA CC-3'
Cre 2 5-CTG CAT TAC CGG TCG ATG CAA-3'
GAPDH-63 5'-CGT CTT CAC CAC CAT GGA GA-3'
GAPDH-64 5'-CGG CCA TCA CGC CAC AGT TT-3'

5'-GCT CTG TCA AAT GCG AGT GA-3'
5'-CAG GTT ACA GCC AAC CTC CT-3

5'-CCC TAA ACC ACA GCA CCACT-3'

Wit1-k.o. contr F1
Wt1-k.o. contr R

W1t1 K.i. contr R1

Oligonukleotide zur Generierung der Sonden:

SVA40pA F 5"-ACG CTG GTC GAG CTG ATA CT-3'
SV40pA R 5"-ACG CTA TCT GTG CAA GGT CC-3’
B-Globin F id 5'-CTG AGA ACT TCA GGG TGA GTT-3’
B-Globin R id 5'-CAG TGT ATA TCA TTG TAA CC-3’
5'OP-Bgl2-FOR 5-CTT CCG TCT AGA TGT GAT GGT-3
5'OP-Bgl2-REV 5-GTC ACT TGG CAA CCA ACA GC-3'
{TA-For 62.1 5-CCA TGT CTA GAC TGG ACA AGA G-3'
{TA-Rev 62.1 5-CAT AGA ATC GGT GGT AGG TGT C-3'
Eff5/5-F 5-TGA TGG GAA TAA GCC TCT GC-3'
Eff5/5-R 5-TGT GTC CCT TGG ATA CCA CA-3
Eff5/3-F 5'-ACA AAG CCA TTC CCA GAC AG-3'
Eff5/3-R 5-CCA TGG CAC CAT GTA CTC AG-3'

Wt1 Ex2-FOR 5-CTT CCC TGC CGC TTC TTC-3'

Wt1 Ex4-REV 5'-CCC TGA AAA TGA TTT AAA CAG GTA-3

Vektor-Primer :

T3 5-ATT AAC CCT CAC TAA AGG G-3°

T7 5°-AAT ACG ACT CAC TAT AGG G-3°

Sp6 5'-ATT TAG GTG ACA CTA TAG AAT AC-3'
M13 for 5'-GTA AAA CGA CGG CCA GTG-3'

M13 rev 5'-CAG GAA ACA GCT ATG ACC ATG-3'

Oligonukleotide flir RT-PCR:

T16 5-TTTTTTTTITTTITTTIT T-3°
MusAktin A5 5"-GAA GAG CTA TGA GCT GCC TG-3°
MusAktin A3 5°-CCT GCT TGC TGA TCC ACA TC-3’
mWT1-RT F.2 5-GGT GGC ACA GTT GTC AGA AA-3'
pBI-6 (r) 5'-AGA TGC TCA AGG GGC TTC AT-3'
mWt1-Seq 3 5'"ACC CAG GCT GCA ATA AGA GA-3'
WT1-MF 5-TCC CGG TCC GAC CAT CTG-3'
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2.2 DNA-Standardmethoden

221 Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterienkulturen

Die  Gewinnung kleiner Mengen Plasmid-DNA  (Mini-Praparation) aus
Bakterienkulturen erfolgte je nach bendtigtem Reinheitsgrad in der Regel unter
Verwendung des RPM-Kits (Fa. Q-Biogene, Heidelberg) genau nach Angaben des
Herstellers.

Fir die Analyse mit Restriktionsendonukleasen wurde ein Protokoll von
Sambrook et al. 1989 (Mini-Schnellpraparation) angewandt. Dazu wurden 1,5 ml einer
Bakterienkultur (UN, 3 ml, 37°C, 220upm) 30sec zentrifugiert (RT, maximale
Geschwindigkeit), der Uberstand verworfen und das Zellpellet in 250 yl STETL-Puffer
aufgenommen und 1 min gekocht. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt (10 min,
RT, maximale Geschwindigkeit) wurde das pelletierte Bakterienlysat entfernt und die
freigesetzte Plasmid-DNA durch Zugabe von 220 ul Isopropanol, Mischen und
Zentrifugation (10 min, RT, maximale Geschwindigkeit) gefallt. Nach einem Waschschritt
mit 70 % Ethanol wurde die DNA getrocknet und in 30 yl RNaseA-haltigem (50 pg/ml)
Wasser aufgenommen.

Die Isolierung groRerer Mengen Plasmid-DNA (Midi- oder Maxi-Praparation), sowie
von BAC- und PAC-DNA wurde mit Hilfe des Nucleobond AX-Kits (Fa. Macherey und
Nagel, Breitenfurt) nach Angaben des Herstellers durchgefuhrt. Die Plasmid-DNA wurde
nach der Isolierung in einer geeigneten Menge 1/10x TE geldst.

Plasmid-DNA fir die Herstellung von transgenen Mausen durch die Injektion der DNA
in die Vorkerne befruchteter Oozyten bzw. durch die Elektroporation in ES-Zellen wurden
immer mit Hilfe des Endofree Plasmid Maxi Preparation-Kits der Fa. Qiagen (Hilden)
isoliert und nach EtOH-Fallung (s. Kap. 2.2.5) in sterilem H,O Aqua ad injectabilia der Fa.

Braun (Melsungen) geldst.

222 Isolierung von genomischer DNA aus Zellkulturen

Fir die Gewinnung von genomischer DNA aus Zellkulturen (z. B. Mausembryo-
Fibroblasten, MEF) in 10 cm Kulturschalen wurden die eukaryotischen Zellen einmal mit
PBS gesplilt, trypsiniert (250 ul 1x Trypsin/EDTA), anschlieBend das Zellpellet nach
Zentrifugation (2 min, RT, maximale Geschwindigkeit) in 280 ul 1x Zell-Lysepuffer mit
1 mg/ml Proteinase K resuspendiert und fur 1 h bei 37°C inkubiert. Nach Zugabe von
70 pl NaCl (5 M) und 350 pl Isopropanol wurde die DNA durch Zentrifugation (15 min, RT,
maximale Geschwindigkeit) gefallt, mit 70 % Ethanol gewaschen und nach dem Trocknen

in 30 pl 1/10x TE gel6st. Fur eine analytische PCR wurden 3 pl eingesetzt.
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223 Quantifizierung von Nukleinsauren

Die Konzentrationsbestimmung von DNA und RNA erfolgte spektrophotometrisch bei
einer Wellenlange von A =260 nm, dem Absorbtionsmaximum von Nukleinsauren. Bei
dieser Wellenlange entspricht eine optische Dichte von 1 einer Konzentration von
50 ug/ml doppelstrangiger DNA bzw. 40 ug/ml RNA. Verunreinigungen durch Proteine
konnen bei 280 nm gemessen werden. Der Quotient aus der ODyg und ODog liegt bei
reinen DNA-Praparationen bei 1,8 bis 2,0.

Die DNA und RNA wurde Ublicherweise 1:100 oder alternativ 1:50 verdiunnt und

anschlief3end die Konzentration in einer Quarzglaskuvette bei 260 nm gemessen.

224 Aufreinigung von DNA-Fragmenten

Vor Féllungen (s. Kap. 2.2.5) oder Ligationen (s. Kap.2.3.4) wurde die DNA zur
Aufreinigung durch zweimalige Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1)-Extraktion
und einmalige Chloroform/Isoamylalkohol (24:1)-Extraktion von Enzymen und anderen
Proteinen befreit. Dabei betrug das Volumenverhaltnis von DNA-LOsung zu
Extraktionslésung 1:1. Die wassrige, DNA-enthaltende Oberphase wurde nach
Zentrifugation (5 min, RT, max. Geschwindigkeit) jeweils in ein neues Reaktionsgefal®
uberfuhrt.

225 Féallung von DNA

In der Regel wurde DNA durch Zugabe von 1/10 Volumenteilen 3 M Natriumacetat
und 3 Volumenteilen 100 % Ethanol 30 min bei RT (4°C in Ausnahmeféllen) und
maximaler Geschwindigkeit in der Zentrifuge gefallt. Nach dem Waschen mit 70 %
Ethanol und anschlieRendem Trocknen im Vakuumtrockner, wurde das Pellet in einem
geeigneten Volumen 1/10x TE aufgenommen.

PCR-Produkte wurden mit 1 Volumenteil 4 M Ammoniumacetat und 2 Volumenteilen
frischem Isopropanol 30 min bei RT und maximaler Geschwindigkeit gefallt. Dabei
kénnen die aus der PCR stammenden Primer und kleine DNA-Fragmente (< 80 bp)
selektiv entfernt werden. Die geféllte DNA wurde dann ebenfalls mit 70 % Ethanol
gewaschen und nach einem Trocknungsschritt in einem geeignetem Volumen 1/10x TE
aufgenommen.

Fir sehr effektive Fallungen wurde die geléste DNA auf ein Volumen von 200 pl mit
Yax TE aufgefullt und nach Zugabe von 3 ul Glykogen, 100 yl 10 M Ammoniumacetat und
900 pl 100 % Ethanol fur 20 min (4°C, max. Geschwindigkeit) zentrifugiert. Das DNA-
Pellet wurde viermal mit 70 % Ethanol gewaschen, luftgetrocknet und in einer geeigneten

Menge destilliertem Wasser geldst.
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2.2.6 Agarose-Gelelektrophorese

DNA-Fragmente konnen auf Grund ihrer negativen Ladung im elektrischen Feld
aufgetrennt werden. Dies geschah in horizontalen Gelelektrophorese-Apparaturen mit
Agarose-Gelen, wobei im Normalfall 1x TBE als Puffersystem verwendet wurde. Die
Konzentration der Agarose-Gele betrug grélkenabhangig von den aufzutrennenden DNA-
Fragmenten (75 bp bis 20 kb) zwischen 0,8 und 2 %. Die Proben wurden vor der
Elektrophorese mit 1/6 Volumen 6x DNA-Probenpuffer versetzt und bei Spannungen von
80 bis 120 V aufgetrennt. Als Molekulargewichtsstandard zur Abschatzung der DNA-
FragmentgroRen wurden 5 bis 10 yl Hindlll-restringierte A-DNA (Fa. Invitrogen, Karlsruhe)
oder 100 bp-Leiter (Fa. NEB, Frankfurt) aufgetragen. Zur Darstellung der DNA wurden die
Gele nach dem Lauf ~ 10 min im Ethidiumbromidbad gefarbt (5 ug/ml) und im Anschluss
daran ~ 30 min in Wasser entfarbt. Es folgte die Betrachtung der Gele bei UV-Licht
(A=312 nm) und die anschlieBende Dokumentation mit dem E.A.S.Y. Videosystem
(Fa. Herolab, Wiesloch).

Maxi-Agarose-Gele zur Auftrennung der restringierten ES-Zell-DNA aus 96-Loch-
Mikrotiterplatten fir die Analyse der homologen Rekombination hatten eine Konzentration
von 0,8 % Agarose in 1x TAE als Puffersystem. Hier wurde noch vor dem Giel3en, nach
kurzem Abklihlen der Agarose-Losung, die Ethidiumbromid-Stammiésung direkt ins Gel
gegeben (1 ug/ml), um die mechanische Beanspruchung durch die Farbe- und
Entfarbevorgange zu vermeiden. Diese Arbeiten wurden unter dem Abzug durchgeflhrt.
Der Gellauf erfolgte bei 35V Uber Nacht (~ 15 h) mit anschlieRender Dokumentation

(s.0.).

2.2.7 Wiedergewinnung von DNA aus Agarose-Gelen

Nach gelelektrophoretischer Auftrennung wurden ausgewahlte DNA-Banden unter
UV-Licht moglichst schnell, um DNA-Schadigungen zu vermeiden, mit dem Skalpell
ausgeschnitten. Die Extraktion und Aufreinigung der DNA wurde mit dem QIAquick Gel
Extraction Kit (Fa. Qiagen, Hilden) nach den Angaben des Herstellers durchgefuhrt. Die

Konzentrationsbestimmung der isolierten DNA erfolgte photometrisch.

228 Transfer von DNA auf Filtermembranen
2.2.8.1 Southern Blot

Der Transfer von DNA-Fragmenten auf Nylonmembranen erfolgte nach der von
Southern (1975) beschriebenen Methode. Dazu wurden 10 bis 20 ug genomischer DNA
mit geeigneten Restriktionsenzymen fiir 5 h bzw. UN verdaut (s. Kapitel 2.3.1) und mittels
Phenol/Chloroform- und Chloroform/Isoamylalkohol-Extraktion (s. Kap. 2.2.4) aufge-

reinigt. Die Auftrennung der entstandenen DNA-Fragmente erfolgte gelelektrophoretisch
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auf 0,8 bis 1 % Agarose-Gelen mit 1x TAE als Puffersystem. Nach Beendigung des
Gellaufs wurden die Markerbanden mit einem Spatel durchstochen und die Gele 15 min in
0,25 N HCI depuriniert. Nach zwei weiteren Inkubationsschritten flir 30 min in DNA-
Denaturierungslésung und 30 min in DNA-Neutralisierungslésung, erfolgte der Transfer
der DNA-Fragmente auf eine Nylonmembran (Hybond N+, Fa. Amersham, Freiburg) fur
15 bis 48 h in 10x SSC. Das Blotten der Fragmente erfolgte dabei durch Kapillarkrafte,
wobei ein unidirektionaler Aufbau (Sambrook et al. 1989) verwendet wurde. Nach
Abschluss des Transfers wurden mit Fettstift die Markerbanden eingezeichnet, die
Filtermembran kurz in 2x SSC gewaschen und 30 min luftgetrocknet. Die Fixierung der
DNA auf der Membran erfolgte durch Bestrahlung mit UV-Licht (1200kJ) in einem UV
Stratalinker 1800 (Fa. Stratagene, Amsterdam). Zur Darstellung der gesuchten DNA-
Fragmente wurde im Anschluss eine Hybridisierung des Filters mit radioaktiv markierten
Sonden durchgefiihrt (s. Kap. 2.7.2).

2.2.8.2 Dot Blot

Im Gegensatz zum oben beschriebenen Southern Blot kann mit dem Dot Blot
genomische DNA ohne Verdau mit Restriktionsenzymen und gelelektrophoretische
Auftrennung der Fragemente auf das Vorhandensein eines Transgens untersucht werden.
Dazu wurden 15 pl genomischer Mausschwanz-DNA zur Denaturierung 5 min aufgekocht,
auf Eis gestellt und 15 pl eiskaltes 20x SSC zugegeben. Als Membran wurde Hybond N+
(Fa. Amersham, Freiburg) verwendet, die vor dem Auftropfen der DNA mit Fettstift
beschriftet und kurz in 10x SSC equilibiriert wurde. Die Membran wurde auf 3 MM
Whatman-Papier gelegt, das DNA/SSC-Gemisch (30 ul) in 5 pl-Schritten aufgetropft und
anschlielend 5 min getrocknet. Danach folgten Denaturierung (5 min in DNA-
Denaturierungslésung) und Neutralisierung (2 min in DNA-Neutralisierungslésung) der
DNA auf der Membran. Nach 30-minltigem Trocknen des Filters wurde dieser zweimal
mit 1200kdJ im UV Stratalinker 1800 (Fa. Stratagene, Amsterdam) zur Fixierung der DNA
bestrahlt.

229 Sequenzierung von DNA

Die routinemalig angewendete DNA-Sequenzierung beruht auf der 1977 von
Sanger et al. beschriebenen Kettenabbruchmethode, die von Lee etal. (1992) durch
Verwendung fluoreszierender Didesoxynukleotide modifiziert wurde. Die Sequenzierung
erfolgte mit dem BigDye Sequencing Version 3.1 Kits (Fa.Applied Biosystems,
Weiterstadt) in einer linearen PCR-Reaktion mit verschiedenen Programmen je nach
verwendeter Matrizen-DNA (s.u.). Fur einen 10yl Sequenz-ierungsansatz wurden
50 bis 100 ng PCR-Produkt, 1 bis 3 ug Plasmid-DNA bzw. 5 bis 10 yg BAC-DNA als
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Matrize eingesetzt. Aulterdem enthielt der Sequenzieransatz 10 pmol eines spezifischen
Primers, 2 ul BigDye Version 3.1 und 2 ul 5x Sequenzierungspuffer Version 3.1.

Die Produkte der Sequenzierungsreaktion wurden mit einer Natriumacetat/EtOH-
Fallung prazipitiert und zweimal mit 70 % EtOH gewaschen. Nach der Vakuumtrocknung
wurde die DNA in 2,5 ul Sequenzierladepuffer (Formamid und Blue-D-Puffer im Verhaltnis
6:1) gelést. Die anschlieRende Polyacrylamid-Gelelektrophorese, die Detektion der
Fluoreszenzsignale und deren automatische Auswertung erfolgten genau nach den
Angaben des Herstellers mit dem AB/ Prism 377 DNA Sequencer (Fa. AB Applied

Biosystems, Weiterstadt).

Verwendete Sequenzierprogramme:
PCR-Produkte und Plasmide: (30 Zyklen) BAC-DNA: (35 Zyklen)
1 min 95°C 4 min 95°C
30 sec 95°C/ 10 sec 50°C/ 4 min 60°C 30 sec 95°C/ 5 sec 50°C/ 4 min 60°C

2210 Analyse von DNA-Sequenzen

Die DNA-Sequenzdaten wurden mit der Sequencher 4.1 Software (Fa. Gene Codes
Corporation, Inc., USA) computergestiitzt editiert und ausgewertet. Uberlappende
Nukleotidsequenzen wurden mittels des Sequencher-Programmes nach festzulegenden
Parametern (Ubereinstimmungsgrad in Prozent und Mindestiiberlappung in Anzahl der
Basen) angeordnet. Homologievergleiche mit 6ffentlichen Datenbanken (nicht redundante
Gendatenbank, EST-Datenbank) wurden mit dem Programm BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool) vorgenommen (Altschul et al. 1997). Dabei wurde der BLASTN-
Algorithmus verwendet, bei dem ein Vergleich der Nukleotidsequenzen mit Eintragen von
Nukleotidsequenzdatenbanken durchgeflhrt wird. Das BASIC BLAST Programm ist im

Internet zuganglich unter http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast.

2.3 Klonierung von DNA-Fragmenten

231 Verdau von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Der Verdau von DNA mit Restriktionsendonukleasen erfolgte entsprechend den
Angaben des jeweiligen Enzymherstellers und unter Benutzung der mitgelieferten oder
empfohlenen Puffer. Die eingesetzte Enzymmenge und die Dauer der Restriktion wurde
dabei auf die DNA-Quantitdt abgestimmt. RoutinemaRig wurde fir analytische
Restriktionsansatze in einem Gesamtvolumen von 30 pl eine Menge von 200 ng bis 2 ug

Plasmid-DNA (bzw. 5 ul aus Mini-Schnellpraparationen, s. Kap. 2.2.1) eingesetzt.
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Praparative Ansatze enthielten in der Regel 2 bis 15 pug Plasmid-DNA in einem
Gesamtvolumen von 100 pl. Fir den Verdau von 1pug DNA wurden etwa 5U
Restriktionsenzym zugegeben (max. 10 % des Gesamtvolumens). Die Restriktion erfolgte
fir mindestens 1 h (héchstens UN) bei dem fiir das Restriktionsenzym notwendigen

Temperaturoptimum.

23.2 Auffiillen von liberhangenden DNA-Enden

Beim Verdau von DNA mit Restriktionsendonukleasen kdnnen je nach Enzym
stumpfe (blunt end) oder lUberhangende (sticky end) DNA-Enden entstehen. Fir manche
Klonierungen ist es notig, die sticky ends eines Fragmentes aufzufiillen, damit dieses z. B.
in einen Vektor mit blunt ends ligiert werden kann. Dazu wurde zundchst die
Restriktionsendonuklease im Verdauansatz (50 pl) 20 min hitzeinaktiviert und im
folgenden der Ansatz mit 3 pl dNTPs (10 mM) und 1 pl des Enzyms Klenow Exo- (5 U/ul)
fur 1 h bei 37°C inkubiert. Im Anschluss folgte die Inaktivierung des Enzyms (20 min bei
65°C). Die mit den entsprechenden dNTPs aufgefiilliten stumpfen Enden des Fragments
konnten dann nach Aufreinigung durch Gelextraktion (s.Kap 2.2.7) oder Fallung

(s. Kap. 2.2.5) in einen Vektor mit blunt ends ligiert werden.

233 Vektorvorbereitung und Dephosphorylierung von Vektorenden

Standardklonierungen (Ligation restringierter DNA-Fragmente in Plasmidvektoren)
wurden mit den Vektoren pBlueskriptll SK(+) (Fa. Stratagene, Heidelberg),
pGem 11Zf (+) (Fa. Promega, Mannheim) sowie dem kommerziellen T-Vektor pCR II-
TOPO (Fa. Invitrogen, Karlsruhe) durchgeflhrt. Alle drei Plasmide erlauben eine
blau/weil3-Selektion der transformierten Bakterien. Dabei wurde die Plasmid-DNA (auler
bei pCR [I-TOPO) mit geeigneten Restriktionsendonukleasen in der Polyklonierungsstelle
(MCS, multiple cloning site) linearisiert und das gewtinschte DNA-Fragment anschlieliend
durch Ligation (s. Kap. 2.3.4) und Transformation in E. coli (s. Kap.2.3.8 und 2.3.9)
kloniert.

Bei schrittweisen Klonierungsstrategien bzw. bei der Verwendung des Vektors pBI-
EGFP (Fa. Clontech, Heidelberg), wo die Madoglichkeit einer blau/weill-Selektion
rekombinanter Bakterien nicht gegeben ist, wurden die Enden der linearisierten Plasmid-
DNA vor der Ligation dephosphoryliert, um eine Religation der Vektorenden zu
unterbinden. Dies geschah durch die Behandlung der restringierten Plasmid-DNA mit
alkalischer Phosphatase (AP), was das enzymatische Entfernen der Phosphatreste zur
Folge hat. Hierfir wurden im mitgelieferten Dephosphorylierungspuffer oder direkt im
Restriktionsansatz in einem Gesamtvolumen von 20 bis 30 pl, 1 bis 2 ug Plasmid-DNA mit

1 ul alkalischer Phosphatase flir 15 min bei 37°C und anschlieRend fir 15 min bei 56°C

43



Material & Methoden

inkubiert. Danach wurde die Reaktion fir 1 min auf Eis abgekuihlt. Nach erneuter Zugabe
von 1 ul alkalische Phosphatase wurden die Inkubationsschritte wiederholt. Dann wurde
der Reaktionsansatz auf 200 pyl mit 1x TE aufgefullt und die Plasmid-DNA zweimal mit
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol  und  einmal mit  Chloroform/lsoamylalkohol
aufgereinigt und mittels Ethanolfallung prazipitiert. Alternativ erfolgte die Aufreinigung der
DNA Uber ein Agarose-Gel (vgl. Kap. 2.2.6) mit anschlielender Extraktion (vgl. Kap.
2.2.7).

Fir die Herstellung eigener T-Vektoren zur Klonierung von PCR- bzw. Expand PCR-
Produkten wurden 3 ug EcoRV-restringierter DNA des Plasmidvektors pBluescript Il SK
(+) (Fa. Stratagene, USA) nach der Methode von Marchuck et al. (1990) mit 25 mM dTTP
und 10 U Taq DNA-Polymerase bei 75°C flir 2 bis 3 h inkubiert und anschliefend Uber
eine Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol-Extraktion aufgereinigt. Der so entstandene T-
Vektor enthalt ein einzelnes 3‘-Uberhangendes Thymin-Desoxynukleotid und kann sich so
besser an die 3"-Uberhdngenden Desoxyadenosine der PCR-Produkte anlagern, was die

Klonierungseffizienz wesentlich erhoht.

234 Ligation

Fir die Ligation von DNA-Fragmenten in Plasmidvektoren wurde die Vektor-DNA bei
Bedarf einer AP-Behandlung (s. Kap. 2.3.3) unterzogen, dann die beteiligten Produkte
(Zielvektor und Insert) mittels Gelextraktion (s. Kap.2.2.7) oder Phenol/Chloroform-
Isoamylalkohol-Extraktion (s. Kap. 2.2.4) von Verunreinigungen befreit und mit
anschlieliender Ethanolfallung (s. Kap. 2.2.5) prazipitiert.

Die Ligationsreaktionen wurden in der Regel in einem Gesamtvolumen von 20 pl mit
T4 DNA-Ligase (high concentrated) der Fa. Invitrogen (Karlsruhe) im mitgelieferten
Puffersystem gemal den Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Dabei wurde fir die
Ligation von PCR-Produkten in T-Vektoren (vgl. Kap. 2.2.3) das Protokoll fiir die Ligation
von DNA-Fragmenten mit stumpfen Enden angewendet. Eine Modifikation der
angegebenen Ligationsprotokolle wurde in Bezug auf die pro Reaktion eingesetzte Menge
an Ligase eingefuhrt. So wurden fur die Ligation von DNA-Fragmenten mit
Uberhdngenden Enden 0,5U und fiur eine blunt end-Ligation 1 U T4 DNA-Ligase
verwendet. Blunt end-Ligationsreaktionen wurden generell bei 16°C Uber Nacht,
sticky end-Ligationen bei 16°C Uber Nacht oder bei Raumtemperatur fir 1 bis4 h
durchgefuhrt. Vom Ligationsansatz wurden in der Regel 5 bis 10 pl fir die Transformation
kompetenter E. coli-Bakterien des Stammes DH5a bzw. TOP10 (s. Kap. 2.3.8 und 2.3.9)

eingesetzt.
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2.3.5 Herstellung chemokompetenter Bakterien nach Hanahan

Die Herstellung chemokompetenter Bakterien des Stammes E. coli DH5a erfolgte
nach einer modifizierten Methode von Hanahan (1985). Dazu wurden 100 ml LB-Medium
mit einer E. coli DH5a UN-Kultur (10 ml, 37°C, 220 upm) auf eine ODsso von 0,05 beimpft
und bis zu einer ODss5q von 0,5 bei 37°C schittelnd inkubiert. Die Bakteriensuspension
wurde anschlielRend zentrifugiert (1200 g, 10 min, 4°C) und das Bakterienpellet in 30 ml
eiskaltem Tfbl-Puffer resuspendiert und fir 30 min auf Eis inkubiert. Danach wurden die
Bakterien erneut zentrifugiert (800 g, 6 min, 4°C) und das Pellet vorsichtig in 4 ml Tfbll-
Puffer resuspendiert, als 200 pl Aliquots in flissigem Stickstoff schockgefroren und bis zu

Verwendung bei —80°C gelagert.

2.3.6 Herstellung elektrokompetenter Bakterien

Fur die Herstellung elektrokompetenter E. coli-Bakterien des Stammes TOP10
wurden 25 ml LB-Medium angeimpft und UN bei 37°C mit 220 upm geschittelt. Am
folgenden Tag wurden 500 ml LB-Medium mit 5 ml UN-Kultur angeimpft und die Zellen bei
37°C und 220 upm bis zu einer ODggg von 0,5 (etwa 2 bis 3 h) geschittelt. Mit Erreichen
der optimalen OD wurden die Bakterien 30 min auf Eis inkubiert und danach 15 min bei
4°C und 2000 g =zentrifugiert. Das Pellet wurde in 500 ml eiskaltem H,O bidest
resuspendiert und erneut flr 15 min bei 4°C und 2000 g zentrifugiert. Im Anschluss wurde
das Bakterienpellet in 50 ml eiskaltem 10 % Glycerin resuspendiert und nach dem letzten
Zentrifugationsschritt (15 min, 4°C, 2000 g) in 2 ml eiskaltem 10 % Glycerin resuspendiert,
aliquotiert (100 pl) und nach Schockfrieren in flissigem Stickstoff bei —80°C bis zum

Gebrauch aufbewahrt.

2.3.7 Errechnen der Transformationskompetenz von Bakterien

Die Kompetenz (colony forming units (cfu)/ug DNA) der hergestellten Bakterien
wurde durch eine Testtransformation mit pUC18 Plasmid-DNA (10 pg/pl) ermittelt. Dafur
wurde ein Aliquot (100 yl) der zu testenden Bakterien mit 50 pg Plasmid-DNA
transformiert (s. Kap. 2.3.8) und 10 pl, 20 pl sowie 50 ul des Reaktionsansatzes auf LB-
Agarplatten (mit 100 ug/ml Ampicillin, 40 ug/ml X-Gal und 50 pg/ml IPTG) ausgestrichen
und UN im Brutschrank (37°C) inkubiert. Am nachsten Tag wurden die Platten zum
nachblauen der gewachsenen Klone fiir 2 h in einen 4°C Kuhlschrank gestellt und dann
ausgezahlt. Fur Transformationen wurden nur Bakterien mit einer Kompetenz grofier

als 1 x 10" verwendet. Die Kompetenz wurde mit folgender Formel berechnet:

Cfu/pg DNA =

gezahlte Kolonien x Faktor* DNA fir 1 ug x 1100 pl Reaktionsansatz/x pl ausplattierte Menge
(*Bei 50 pg eingesetzter Plasmid-DNA betragt der Faktor 20.000)
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2.3.8 Transformation von Bakterien mittels Hitzeschock

Fir Hitzeschock-Transformationen wurden in der Regel 5 bis 10ul des Ligations-
ansatzes (s. Kap. 2.3.4) eingesetzt und in einem Schnappdeckelgefald auf Eis vorgelegt.
Es wurde ein Aliquot der kompetenten Bakterien DH5a schonend auf Eis aufgetaut, dann
auf die DNA gegeben und durch Schwenken vorsichtig vermischt. Nach einer 30-
minUtigen Inkubationszeit auf Eis, erfolgte der Hitzeschock bei 42°C fir 1 min mit erneuter
kurzer Inkubation (1 min) auf Eis. AnschlieBend wurden 1 ml LB-Medium auf den
Reaktionsansatz pipettiert und die Bakterien bei 37°C fir 1 h schittelnd (220 upm)
inkubiert. Standardmalflig wurden 10 bis 300 ul des Transformationsansatzes auf LB-
Agarplatten (mit 100 ug/ml Ampicillin, 40 ug/ml X-Gal und 50 pg/ml IPTG) ausgestrichen
und fir 15 bis 20 h bei 37°C im Brutschrank kultiviert.

2.3.9 Transformation von Bakterien mittels Elektroporation

Fir die Transformation mittels Elektroporation wurden elektrokompetente Bakterien
(100 ul) des Stammes TOP10 auf Eis aufgetaut, mit 2 bis 4 ul Ligationsansatz vorsichtig
vermischt (s. 0.) und in vorgekihlte, sterile Elektroporationsgefale (Elektrodenabstand
1 mm; Fa. Biorad, Mlinchen) Uberfiihrt. Die Elektroporation erfolgte mit einem Genpulser
bei 2.0 V und 25 pFD (Fa. Biorad, Miinchen). Danach wurden die Bakterien sofort in 1 ml
SOB- oder LB-Medium aufgenommen, in ein 15 ml Schnappdeckelgefal Gberflhrt und
45 min bei 37°C geschittelt (220 upm). Je Transformationsansatz wurden 10 bis 300 pl
auf LBawp-Agarplatten (mit 100 pg/ml Ampicillin, 40 ug/ml X-Gal und 50 pg/ml IPTG)

ausgestrichen und UN im Brutschrank bei 37°C inkubiert.

2.3.10 Selektion und Analyse transformierter Bakterien

Potenziell positive Kolonien (2 bis 10 bei blau/weill-Selektion) wurden in 3 ml
ampicillinhaltiges LB-Medium (100 ug/ml Ampicillin) Gberimpft und UN bei 37°C im
Schuttler (220 upm) inkubiert. Die Charakterisierung der Plasmidintegrate erfolgte nach
DNA-Isolation (s. Kap. 2.2.1) durch Restriktionsverdau oder durch spezifische PCR-
Reaktionen (s. Kap. 2.6.1).

War eine blau/wei3-Selektion nicht mdglich, wurden die Klone nach einer Methode
von Beuken et al. (1998), die sich das unterschiedliche Laufverhalten von chromosomaler
DNA, RNA und Plasmiden verschiedener Grofle in Agarose-Gelen zu Nutze macht,
vorcharakterisiert. Hierfir wurden 150yl der UN-Kultur in 1,5 ml-Eppendorf-
reakionsgefalle Uberflihrt und 20 sec bei maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert. Das
entstandene Bakterienpellet wurde mit 30 pl 6x Blaumarker und 15 pl Phenolchloroform
versetzt und 1 min gevortext. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt (5 min, RT,

maximale Geschwindigkeit) konnten 10 ul des Uberstandes auf einem 0,8 % Agarose-Gel
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analysiert werden, wobei chromosomale DNA, RNA und Plasmide unterschieden werden
und so Klone mit Plasmiden tendenziell richtiger GroRRe identifiziert werden konnten.
Diese wurden dann einer naheren Analyse mittels Restriktionsverdau und PCR

unterzogen.

2.3.11 Herstellung von Bakterien-Dauerkulturen (Glycerinkulturen)
Fur die Herstellung von Dauerkulturen wurden 500 ul der entsprechenden
Bakteriensuspension (in LB-Medium) mit 500 yl 2x FM-Medium vermischt und in einem

Kryoréhrchen (Fa. Nalgene, USA) bei —80°C eingefroren.

24 Splinkerette-Methode

Die Splinkerette-Methode (Devon et al. 1995) erlaubt die Amplifikation von
unbekannten DNA-Sequenzen zwischen einer bekannten Sequenz (bzw. einem
bekannten Primer) und einer nahe des Bruchpunktes gelegenen Erkennungssequenz
einer bestimmten Restriktionsendonuklease. Dabei werden die entsprechend konzipierten
Splinkerettes (s. Abb. 2.1) an Fragmente restringierter genomischer DNA ligiert und
mittels PCR die zwischen dem Splnk-Primer und dem bekannten Primer gelegenen
Sequenzen amplifiziert. Diese kdnnen so einer weiteren Analyse mittels Sequenzierung
(s. Kap. 2.2.9) zuganglich gemacht werden. Die Struktur der Splinkerettes unterbindet die
Amplifikation von Artefakten bzw. falscher Ligate durch die eingebaute hairpin-Struktur.
Der eingesetzte Spink-Primer, mit der selben Sequenz wie der Splinkerette-Strang, kann
erst als Primer zur Amplifikation wirksam werden, wenn ausgehend vom bekannten
Fragment-Ende (s. Abb. 2.1, griin dargestellt) bereits ein Strang amplifiziert wurde und

dieser dann als Matrize dient.

Splinkerette
BamHI
m’ /J\ BRP bekannte Sequenz 3¢
1 T EEEnE
3‘ EEEEER
N— unbekannte Sequenz <4+— 5
Primer
hairpin

Abbildung 2.1: Splinkerette-PCR

Nach einem Restriktionsverdau genomischer DNA mit einer Restriktions-endonuklease (in diesem Fall BamH]I), von der
man weil}, dass sie erst wieder im nach dem Bruchpunkt gelegenen unbekannten Sequenzbereich schneidet, werden an
alle entstandenen Fragmente sog. Splinkerettes ligiert. Diese haben ein dem verwendeten Enzym entsprechendes
Uberhangendes Ende fir die Ligation und eine hairpin-Region, die eine Amplifikation ausgehend vom Splnk-Primer
zunachst verhindert. Bei der im Anschluss durchgefiihrten PCR erfolgt die Amplifikation vom Primer der bekannten Sequenz
aus uber die Ligationsstelle hinaus in die Splinkerette. Dieser Strang dient dann dem Spink-Primer als Matrize fir die
weiteren Amplifikationsschritte. Das entstandene PCR-Produkt kann sequenziert werden und die unbekannte Sequenz nach
dem BRP wird zugéanglich. Die Etablierung einer weiteren PCR auf Basis der neugewonnenen Sequenzinformation
unabhangig von den beiden Primern fir die SPLNK-Fragmente kann das erzielte Ergebnis verifizieren und das Vorliegen
von Artefakten kontrollieren.
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Zunachst wurden 5 ug genomischer DNA aus Mausschwanzbiopsien (s. Kap. 2.11.2)
mit der Endonuklease BamHI restringiert (s. Kap.2.3.1) und das Enzym danach
hitzeinaktiviert (10 min, 65°C). Gleichzeitig wurden die benétigten Splinkerettes durch ein
Annealing (erhitzen auf 90°C fur 2 min und abkdhlen bei RT fur 20 min) der beiden
Komponenten SPLNK-top und SPLNK-BamHI hergestellt, indem in einem
Gesamtvolumen von 20 ul (Tris pH 7,4, 5 mM MgCl,) SPLNK-top und SPLNK-BamHI (je
150 ug/ml) gemischt wurden.

Die Ligation erfolgte bei 15°C UN in einem Reaktionsansatz (Gesamtvolumen: 20 pl)
mit 1 pl T4 DNA-Ligase, 6 ul Splinkerette-Mix (s. 0.), 2 ul BamHI-restringierter DNA und
2 ul 10x Ligasepuffer. Danach wurden 2 ul des Ligationsansatzes in eine Standard-PCR
(s. Kap. 2.6.1; Primer. SPLNK-0/SEQ3'muta-FOR) eingesetzt. Fur eine im Anschluss
daran durchgefiihrte intern gelegene PCR (nested-PCR; Primer. SPLNK-1/SEQ3'muta-
FOR) wurden 1 ul des ersten PCR-Ansatzes eingesetzt. Die Auftrennung der Fragmente
erfolgte auf einem 1 % Agarose-Gel (s. Kap. 2.2.6), woraus das entstandene Produkt
extrahiert (s. Kap. 2.2.7) und in einen T-Vektor kloniert wurde (s. Kap. 2.3.4).

2.5 RNA-Standardmethoden

251 Isolierung von RNA aus Geweben

Die zu analysierenden Mausgewebe wurden zigig prapariert, in flissigem Stickstoff
schockgefroren und bis zur weiteren Verwendung bei —80°C aufbewahrt. Fir die RNA-
Extraktion wurden die Gewebe in 1 ml Trizol (je 50 bis 100 mg Gewebe) in 15 ml
Schnappdeckelréhrchen Uberfihrt und ~ 30 sec mit einem Ultra-Turrax T25 (Fa. Janke
und Kunkel, Stauffen) homogenisiert. Nach 10-minltiger Zentrifugation (12000 rcf, 4°C)
wurden die Uberstdnde in ein neues 2 ml Eppendorfgefal dberfiihrt, mit 200 pl
Chloroform versetzt, 15 sec mit der Hand geschuttelt und 10 min bei RT inkubiert. Nach
einem weiteren Zentrifugationsschritt (15 min, 12000 rcf, 4°C) erfolgte die Fallung der
RNA (Oberphase erneut in ein frisches 2 ml Gefaly tUberflihren) durch Mischen (15 sec)
der oberen, wassrigen Phase mit 500 pl Isopropanol. Nach wiederholter Inkubation
(10 min) bei RT wurde die RNA durch Zentrifugation (12000 rcf, 10 min, 4°C) prazipitiert.
Die gefallte RNA wurde mit 1 ml 70 % Ethanol gewaschen, bei 37°C getrocknet und in
entsprechenden Mengen (70 bis 140 pyl) Rnase-freiem H,O 10 min bei 60°C durch

Schiitteln gel6st bevor sie bis zum weiteren Gebrauch bei —80°C gelagert wurde.
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25.2 Isolierung von RNA aus Zellkulturen

Fir die Isolierung von RNA aus eukaryotischen Zellen (u.a.aus Mausembryo-
Fibroblasten-Kulturen) wurde in der Regel eine 10 cm-Kulturschale pro Ansatz verwendet.
Nach zweimaligem Waschen mit PBS wurden die Zellen ftrypsiniert, in 5 ml
Zellkulturmedium aufgenommen und durch Zentrifugation (350 rcf, RT, 10 min) pelletiert.
Der Uberstand wurde vollstdndig abgenommen und die Zellen in 600 pl RLT-Puffer nach
den Vorgaben des QIAGEN RNeasy Mini Kit (Fa. Qiagen, Hilden) aufgenommen. Die
weitere Aufreinigung der RNA erfolgte genau nach den Angaben des Herstellers. Nach
der Aufreinigung wurde die RNA mit RNase-freiem Wasser eluiert und bis zu ihrer
Verwendung bei —-80°C gelagert. Die Konzentrationsbestimmung der isolierten RNA

erfolgte photometrisch (vgl. Kap. 2.2.3).

2.5.3 Entfernung genomischer DNA aus RNA-Praparationen

Zur Entfernung genomischer DNA wurde die isolierte RNA einem DNasel-Verdau
unterzogen (Sambrook et al. 1989). Zu diesem Zweck wurde die RNA (max. 150 ug
Gesamt-RNA) in einem Gesamtvolumen von 100 pl (1x TE, 10 mM MgCl,, 0,1 M DTT,
40 U Rnase-Inhibitor) mit 100 bis 150 U Rnase-freier DNasel (Fa. Boehringer, Mannheim)
fur 2 h bei 37°C inkubiert. Die anschlieRende Aufreinigung erfolgte nach dem RNeasy
protocol for RNA clean-up genau nach Angaben des Hestellers (Fa. Qiagen, Hilden). Die
RNA wurde mit einer geeigneten Menge RNAse-freiem Wasser eluiert und die RNA-
Konzentration photometrisch bestimmt (vgl. Kap. 2.2.3). Im Anschlu® wurde die RNA-
Integritat mittels Agarose-Gelelektrophorese tberprift (vgl. Kap. 2.2.6).

254 Transfer von RNA auf Filtermembranen (Northern Blot)

FUr die Analyse der Genexpression auf RNA-Ebene erfolgte der Transfer der
praparierten RNA mittels Northern Blot (Alwine et al. 1977, Thomas 1980) auf eine
Nylonmembran. Hierflir wurden 10 bis 20 ug Gesamt-RNA (isoliert aus Zellkultur oder
Gewebe; vgl. Kap. 2.5.1 und 2.5.2) vakuumgetrocknet und in 10 yl 3x RNA-Ladepuffer
geldst. Nach Zugabe von 20 ul 1,5x RNA-Probenpuffer und einer 10-minttigen Inkubation
bei 65°C wurden die Proben auf Eis abgekihlt und 1 ul einer 1:5-verdiinnten
Ethidiumbromid-Stammldsung (10 mg/ml) zugesetzt. Die gelelektrophoretische Auftren-
nung erfolgte Uber ein 1 % Agarose-Gel mit 6,5 % Formaldehyd (angestetzt mit 1x MOPS,
Laufpuffer: 1x MOPS) bei 80 bis 100V fir 4 bis 6 h. Als Molekulargewichtsstandard
wurde die RNA-ladder der Fa. Invitrogen (Karlsruhe) verwendet. Nach erfolgter
Auftrennung wurde das Gel in RNA-Hydrolyselésung inkubiert (40 min) und anschlielRend
in RNA-Neutralisierungslosung Uberflihrt (2x 20 min). Der Transfer der RNA auf eine

Hybond N+ Filtermembran (Fa. Amersham, Braunschweig) erfolgte fir 24 bis 72 h mit
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10x SSC als Transferpuffer nach der von Mason et al. 1993 beschriebenen Methode. Die
Fixierung der RNA an die Membran erfolgte durch zweimalige Bestrahlung (1200 kJ) im
UV Stratalinker 1800 (Fa. Stratagene, Amsterdam).

2.6 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)-Techniken

261 Standard-PCR

Die enzymatische Amplifikation von DNA-Fragmenten wurde nach der Methode von
Saiki et al. (1988) fir die ,polymerase chain reaction‘ (PCR) durchgeflhrt. Hierbei lagern
sich nach der Denaturierung der DNA-Doppelstrange (Schritt 1) zwei synthetisch
hergestellte Oligonukleotide (Primer) in einer Annealing-Phase (Schritt 2) an die Matrizen-
DNA an. An diese Primer werden durch das hitzestabile Enzym Taqg-Polymerase des
Bakteriums Thermophilus aquaticus die zur Matrizen-DNA komplementaren Nukleotide
angeheftet und so in einer Elongationsphase (Schritt 3) ein neuer Strang synthetisiert. Die
angegebenen Schritte werden mehrmals wiederholt (Zyklen), wodurch die
neusynthetisierten DNA-Fragmente als Vorlage im nachsten Zyklus dienen und es so zu
einer exponentiellen Vervielfaltigung der urspriinglich eingesetzten Matrizen-DNA

(template) kommt.

Das Standardprogramm sowie der Standardreaktionsansatz, die in der Regel fir die
PCRs in dieser Arbeit verwendet wurden, sahen wie folgt aus (s. u.). Dabei variierten
Zyklenzahl und Annealingtemperatur je nach verwendeten Oligonukleotiden und Matrizen-
DNA. Im Anschluss an die PCR wurden 5 bis 10 pl der amplifizierten DNA auf 0,8 bis 2 %

Agarose-Gelen Uberprift und dokumentiert:

PCR-Programm: PCR-Reaktionsansatz:
1) 3 min 94°C 5 ul 10x PCR-Puffer
2) 1 min 94°C 5 ul dNTPs (je 1,25 mM)
3) 1 min 58-65°C 1 ul Tag-Polymerase (1 Unit/ul)
4) 1 min 72°C 2 ul 5°-Primer (20 pmol/ul)
5) Wiederholung 2) bis 4) fiir 18-35 Zyklen 2 ul 3"-Primer (20 pmol/ul)
6) 7 min 72°C 1-2 pl DNA (10-500 ng)
7) store 15°C ad. 50 ul H,O bidest

2.6.2 Expand-PCR

Far die Amplifikation gro3er DNA-Produkte (bis 5 kb aus genomischer DNA) eignet
sich das Expand High Fidelity PCR System der Fa. Roche, Mannheim. Die Durchfiihrung
erfolgte gemaf den Angaben des Herstellers mit der Ausnahme, dass alle Reagenzien in

einem Reaktionsansatz zusammengefligt wurden. Die PCR-Produkte wurden vor der
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Weiterverarbeitung auf 0,8 % Agarose-Gelen Uberprift und dokumentiert. Expand-PCR-

Programm und -Reaktionsansatz sind im Folgenden dargestellt:

Expand-Programm: Expand-Reaktionsansatz:
1) 2min 94°C 5 ul Expand-Puffer + MgCl,
2) 15sec94°C 8 ul dNTPs (je 1,25 mM)
3) 30sec60°C 0,75 ul Tag-Polymerase (1 Unit/pl)
4) 2 min 68°C 1 ul 5°-Primer (0,4 pmol/ul)
5)  Wiederholung 2) bis 4) fiir 10 Zyklen 1 ul 3" -Primer (0,4 pmol/ul)
6) 15sec 94°C 2 ul DNA (~ 500 ng)
7) 30 sec 60°C ad. 50 ul H,O bidest
8) 2 min68°C
9) Wiederholung 6) bis 8) fiir 20 Zyklen (mit 5 sec Verlangerung je Zyklus)
10) 7 min 72°C

11) store 15°C

2.6.3 In vitro-Mutagenese

Fur die gezielte Mutagenese von DNA-Fragmenten in Plasmiden wurde das
Mutagenese-Kit der Fa. Stratagene (Heidelberg) verwendet. Die Reaktion wurde geman
den Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Hierfir wurden in einem Gesamtvolumen von
50 ul mit etwa 150 ng des zu mutagenisierenden Plasmids eine PCR-Reaktion angesetzt,
bei der durch die Verwendung von 33mer Oligonukleotiden (Mutagenese-Primer,
entsprechend synthetisiert) die gewlnschte Mutation in vitro eingefiihrt wurde. Durch
einen direkt im Anschluss (im PCR-Reaktionsansatz) durchgefuhrten Dpnl-
Restriktionsverdau wurde das urspringliche Matrizen-Plasmid restringiert, wahrend das
durch die PCR entstandene mutagenisierte Plasmid erhalten blieb. Es wurden 2 ul des
Mutagenese-PCR-Restriktionsansatzes fir eine Hitzeschock-Transformation (s. Kap.
2.3.8) mit kommerziellen XL-1Blue Supercompetent Cells der Fa. Stratagene
(Heidelberg) eingesetzt. Es wurde die komplette Bakteriensuspension auf LBam-
Agarplatten ausgestrichen (inkubiert UN, 37°C) und potenziell positive Klone (UN-Kultur,
37°C, 225 rpm) nach Durchfiihrung einer Plasmid-Mini-Praparation mittels Restriktions-
verdau (s.Kap.2.3.1) und Sequenzierung (s.Kap.2.2.9) verifiziert. Mutagenese-

Programm und Reaktionsansatz sind im folgenden aufgelistet:

PCR-Programm: PCR-Reaktionsansatz:
1) 30 sec 95°C 5 ul 10x Reaktionspuffer
2) 30 sec 95°C 1 yl dNTP-Mix (je 1,25 mM)
3) 1 min 55°C 1 ul Pfu-Polymerase (1 Unit/pl)
4) 14 min 68°C (Elongation richtet sich nach PlasmidgroRe) 1,25 pl muta-Primer (10 pmol/pl)
5) Wiederholung 2) bis 4) fiir 18 Zyklen 1,25 ul muta-Primer (10 pmol/pl)
6) store 4°C 1,5 ul DMSO

1-2 ul DNA (~ 150 ng)
ad. 50 pl H,O bidest
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264 Reverse Transkriptions (RT)

Nach Isolation, DNAse-Verdau und Aufreinigung (s. Kap. 2.5.1 bis 2.5.3) von
Gesamt-RNA aus Zellen oder Geweben wurde die Konzentration photometrisch bestimmt
und je Ansatz zur reversen Transkription nach Moglichkeit 4 yg RNA zu einem
Gesamtvolumen von 15,9 uyl mit RNase-freiem H,O aufgefiillt. Nach 10-minatiger
Denaturierung der RNA bei 70°C wurden die Proben 1 min auf Eis gestellt bevor 22,5 pl
cDNA-Synthesemix zugegeben und die Erststrangsynthese fir 90 min bei 37°C
durchgefiihrt wurde. Die Inaktivierung der M-MLV Reversen Transkriptase erfolgte durch

eine abschlieRende Inkubation des Reaktionsansatzes fiir 10 min bei 95°C.

cDNA-Synthesemix:

8,0 ul 5x first strand buffer (Fa. Invitrogen, Karlsruhe)

5,0 ul Oligo (dT)16 (50 uM)

3,6 Il dNTPs (10 mM je dNTP)

2,0 ul RNase Inhibitor (20 U/ul; Fa. MBI Fermentas, Leon-Roth)

4,0 ul DTT (0,1 M; Fa. Invitrogen, Karlsruhe)

1,5 ul M-MLV Reverse Transkriptase (200 U/ ul; Fa. Invitrogen, Karlsruhe)

Zur Herstellung von Negativkontrollen wurde generell pro revers transkribierter RNA
ein Ansatz ohne Enzym (Volumen durch RNAse-freies Wasser ersetzt) erstellt und bei

gleichen Bedingungen inkubiert.

2.6.5 Quantitative real time-PCR

Die Bestimmung des genetischen Status (Hemi- bzw. Homozygotie) des integrierten
Transgens in den generierten Responder-Mauslinien wurde am Light Cycler (Fa. Roche,
Mannheim) mit Hilfe des Light Cycler Fast Start DNA Master SYBR Green | Kits (Fa.
Roche, Mannheim) durchgefiihrt. Die praparierte DNA aus Schwanzbiopsien
(s. Kap. 2.11.2) wurde nach der photometrischen Quantifizierung (s. Kap. 2.2.3) zunachst
auf eine Konzentration von 50 ng/ul eingestellt und dann 1:50 in H,O bidest fur den
Einsatz im Light Cycler verdunnt. Fir die Erstellung einer linearen Regression der
crossing points wurde eine Kontroll-DNA (heterozygotes Tier) zusatzlich 1:20 und 1:100
verdinnt eingesetzt. Die PCR-Reaktion wurde in einem Gesamtvolumen von 10 pl,
bestehend aus 1 pl verdinnter DNA (1 ng/ul), 1x SYBR Green PCR Master Mix, 0,2 pl
der jeweiligen Oligonukleotide (20 uM) und 3 mM MgCl, in Light Cycler Kapillaren (Fa.
Roche, Mannheim) durchgefiihrt. Die Konditionen fir die verschiedenen bei der

quantitativen PCR eingesetzten Oligonukleotiden waren wie folgt:

Transgen: (Primer: mWt1-LC-F2/R2) Wildtyp-Lokus: (Primer: mWt1-k.o. contr F1/R)
10 min 95°C 10 min 95°C
2 sec 95°C/ 5sec61°C/ 12 sec 72°C 2 sec95°C/ 5 sec 65°C/ 10 sec 72°C
(40 Zyklen) (40 Zyklen)
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Die relative Quantifizierung der Transgen-DNA zur Bestimmung des genetischen
Status wurde mit Hilfe der Roche Molecular Biochemicals Light Cycler Software (V. 3.5)
durchgefuhrt. Dabei wurde die unbekannte Kopienzahl des Transgens der Probentiere in
Relation zur Kopienzahl einer heterozygoten Maus (Referenz) berechnet. Der Abgleich

wurde mit einer Amplifiktion des Wt7-Wildtyp-Lokus vorgenommen.

2.7 Hybridisierungstechniken auf Filtermembranen

271 Radioaktive Markierung von Sonden

Alle in dieser Arbeit fir die Hybridisierungen der Filtermembranen verwendeten
Sonden wurden mittels PCR generiert, durch Agarose-Gelelektrophorese aufgereinigt und
anschlieflend extrahiert (vgl. Kap. 2.2.6 und 2.2.7). Die radioaktive Markierung der
Sonden erfolgte mit dem Prime it II-Kit (Fa. Stratagene, Amsterdam) gemal den Angaben
des Herstellers. Dazu wurden 50 ng des 100 bis 500 bp DNA-Fragmentes und 10 pl
Random 9mer Primer (Prime it lI-Kit) zu einem Volumen von 34 ul mit H,O aufgeftllt und
5 min hitzedenaturiert. Nach kurzer Inkubation auf Eis erfolgte die Zugabe von 10 pl
dCTP-Puffer (Prime it II-Kit), 5 pl bzw. 50 puCi [a-32P] dCTP und 1 pl Enzym Klenow Exo-
(Prime it II-Kit). Nach 30-mindtiger Inkubation des Ansatzes bei 37°C wurde die Reaktion
mit 2 pl Stop-Mix (Prime it II-Kit) beendet und der Ansatz fur 2 min auf Eis inkubiert. Das
Entfernen nicht eingebauter Nukleotide erfolgte mit Microspin G50 Columns (Fa.
Amersham, Freiburg) nach Angaben des Herstellers. Nach Abschluss der Markierung
wurden 2yl des Eluats in 10 ml Szintillationsflissigkeit (Fa. Roth, Karlsruhe) im
Szintillationszahler (Fa. Perkin Elmer, Rodgau-Jigesheim) gemessen. Die Sonden
wurden fir den Gebrauch 5 min durch Aufkochen denaturiert, kurz auf Eis inkubiert und

die entsprechenden Mengen fir die Hybridisierung eingesetzt.

2.7.2 DNA/DNA-Hybridisierung (Southern-Hybridisierung)

Fir die Hyridisierung der Filter mit radioaktiv markierten DNA-Sonden (s. Kap. 2.7.1)
wurde die Membran zunéchst fiir mindestens 4 h in ExpressHyb-Lésung (1 ml/cm?; Fa.
Clontech, Heidelberg) bei 60°C prahybridisiert. Die Hybridisierung erfolgte UN bei 60°C in
frischer ExpressHyb-Lésung (1 ml/cm?) mit 1 bis 2x 10° com/ml radioaktiv markierter
Sonde, die zuvor 5 min hitzedenaturiert wurde. Nach Beendigung der Hybridisierung
wurden die Filter 45 min mit WASH1 (2x SSC, 0,05 % SDS) bei RT mit mehrmaligem
Wechseln der Waschlésung und 2x 10 min bei 50°C mit WASH2 (0,1x SSC, 0,1 % SDS)

gewaschen.
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Zur Signaldetektion wurde die noch feuchte Membran in Haushaltsfolie gewickelt und
in einer mit Verstarkerfolie ausgekleideten Kassette (Quantalll, Cronex-Kassette, Fa.
DuPont, USA) flr 4 h bis zu 8 Tage bei —80°C autoradiografiert (X-Omat AR, Fa. Kodak,
USA oder RPN 9, Fa. Amersham, Braunschweig). Sollte eine erneute Hybridisierung
durchgefiihrt werden, wurde die Membran nach Anfertigung einer Autoradiografie fir
15 bis 30 min in 90 bis 100°C heilRer 0,5 % SDS-L6sung (w/v) von der Sonde gereinigt.
Die Aufbewahrung der Filter erfolgte in Haushaltsfolie verpackt bei —20°C.

273 Dot Blot-Hybridiserung

Fir die Detektion des Transgens in Maus-DNA auf Dot Blots wurden die Filter
mindestens 4 h bei 65°C in Church-Hybridisierungslésung (0,1 ml/cm?® Membran)
prahybridisiert und im Anschluss UN bei 65°C mit der entsprechenden radioaktiv
markierten DNA-Sonde (s. Kap.2.7.1) in Church-Hybridisierungslésung (0,1 ml/cm?
Membran) hybridisiert. Am folgenden Tag erfolgte das Waschen der Filter durch
zweimaliges kurzes Spllen mit Church-Wash1- und viermaliges Waschen mit Church-
Wash2-Puffer. Die Signaldetektion durch Autoradiographie sowie die Reinigung der Filter
von der hybridisierten Sonde erfolgte wie in Kapitel 2.7.2 beschrieben. Bis zum weiteren

Gebrauch wurden die Filter in Haushaltefolie gewickelt bei —20°C aufbewabhrt.

274 DNA/RNA-Hybridisierung (Northern-Hybridisierung)

Die Prahybridisierung von RNA-Filtern erfolgte in 10 ml ExpressHyb-Losung
(Fa. Clontech, Heidelberg) fir 1 bis 4 h bei 65°C. Zur Hybridisierung mit einer radioaktiv
markierten DNA-Sonde (s. Kap. 2.7.1) wurde diese hitzedenaturiert und 2 min auf Eis
abgekihlt. Im Anschluss daran wurde die Sonde mit 5 bis 10 ml frischem, vorgewarmtem
ExpressHyb (Fa. Clontech, Heidelberg) gemischt (Endkon-zentration der Sonde: 1 bis 2x
10° cpm/ml) und zusammen mit dem RNA-Filter fiir 2 bis 3 h unter standiger Rotation bei
65°C inkubiert (1 ml ExpressHyb-Lésung/cm? Filtermembran). Das Waschen der Filter
erfolgte genau nach den Angaben des Herstellers fur ExpressHyb-Losung (Fa. Clontech,

Heidelberg). Weitere Behandlungen wurden bereits in Kapitel 2.7.2 beschrieben.

2.8 Arbeiten mit Proteinen

2.8.1 Luziferase-Assay

Zum Nachweis der regulierbaren Aktivitat von Luziferase wurden Versuchstiere des
Genotyps Wt1-tTA/tetOpluziferase/Cre-Rekombinase getétet und die Organe operativ
entnommen, kurz in kihlem 1x PBS (-CaCl,, -MgCl,) gespult und in 1 ml LUC Lyse-
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Puffer im Schnappdeckel PP-Réhrchen ~ 1 min homogenisiert. Danach wurden die
Proben zur Unterstitzung der Zell-Lyse in flissigem Stickstoff schockgefroren. Nach dem
Auftauen wurden die Zellfragmente bei 4°C fur 5 min mit maximaler Geschwindigkeit
abzentrifugiert und der proteinhaltige Uberstand in ein 1,5 ml Eppendorfreaktionsgefal
Uberflihrt. Die Protein-Lysate wurden bis zur Weiter-verarbeitung bei -20°C gelagert.

Die Messung der Luziferase-Aktivitat erfolgte mit 20 ul des Protein-Lysates nach
Zugabe von 360 pyl LUC Assay-Puffer und LUC Stock-Puffer (mit 0,2 mM Luziferin) fr
10 sec bei einer Wellenlange von 560 nm im Luminometer.

Die Quantifizierung der Proteingesamtmenge zum Abgleich der gemessenen
Luziferase-Aktivitat wurde mit dem Biorad Protein Assay (Fa. Biorad, Minchen) gemaf}
der Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Dazu wurde 5 ul Proteinextrakt mit 795 ul H,O
und 200 pl Biorad Protein Assay-Reagenz durch Vortexen gemischt und 5 min bei RT
inkubiert. Der durch die Reaktion des Biorad Protein Assay-Reagenz mit dem Protein
entstandene Farbumschlag wurde bei 595 nm im Photometer gemessen. Als Referenz
diente eine H,O-Kontrolle ohne Proteinextrakt. Die jeweiligen Proteinkonzentrationen
wurden mit Hilfe einer zuvor erstellten BSA-Eichkurve, bei der definierte Mengen BSA mit

dem Biorad Protein Assay-Reagenz gemessen worden waren, bestimmt.

2.9 Zellbiologische Arbeiten

291 Verwendete Zellen
Alle in dieser Arbeit dokumentierten Versuche wurden mit Mausembryo-Fibroblasten
(MEF) durchgefiihrt. Die Praparation der MEF erfolgte wie unter Kapitel 2.11.4 be-

schrieben.

29.2 Kultivierung von Zellen

Die Kultivierung der verwendeten Saugerzellen erfolgte in T-Flaschen bzw. in 10 cm
Kulturschalen bei 37°C und 5 % CO, in wassergesattigter Atmosphare im Zellkultur-
inkubator (Fa. Heraeus, Hanau). Als Nahrmedium diente DMEM-Medium (Fa. Cambrex,
Verviers; Belgien), das mit 10 % Tetrazyklin-freiem fetalem Kalberserum (FCS), 2 mM L-
Glutamin, Penicillin (100 U/ml) und Streptomycin (100 pg/ml) (alles Fa. PAN, Aidenbach)
erganzt wurde. Zur Passagierung wurden die Zellen nach Erreichen von etwa 80 %
Konfluenz mit PBS gewaschen, mit Trypsin/EDTA (Fa. PAN, Aidenbach) von den
Zellkulturflaschenbdden abgeldst und im Verhaltnis 1:3 bis 1:10 verdinnt und erneut in
frischem DMEM ausplattiert.
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293 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Sollten Zellen Uber langere Zeit gelagert werden, wurden sie zunachst mit PBS
gespulilt, trypsiniert und nach dem Ablésen fiir 10 min bei 350 rcf (RT) abzentrifugiert und
in 1 ml DMEM-Vollmedium (10 % FCS, 100 U/ml Penicillin, 100 uyg/ml Streptomycin,
2mM L-Glutamin) mit 10 % DMSO aufgenommen. Die Zellsuspension wurde
anschlief3end in Kryoréhrchen (Fa. Nalgene, USA) Uberfihrt, danach zunachst fir 2 Tage
bei —=70°C und anschlief3end in fliissigem Stickstoff eingefroren und dort aufbewahrt.

Zum Auftauen wurden die Zellen in den Kryoréhrchen 10 min bei 37°C inkubiert und
im Anschluss in der fiinffachen Menge DMEM-Volimedium aufgenommen. Nach einem
Zentrifugationsschritt (10 min, 350 rcf, RT), zum Entfernen von DMSO-Resten, wurden die
Zellen in 10 ml DMEM-Volimedium resuspendiert und in den entsprechenden

Zellkulturgefalien ausplattiert.

294 Transiente Transfektion

Die transiente Transfektion von MEF wurde mit dem Fugene 6 Transfection Reagent
(Fa. Roche, Mannheim) in ~ 80 % bewachsenen 10 cm Zellkulturschalen durchgefihrt.
Die MEF wurden mit 10 bis 20 ug Plasmid-DNA (pUHD 172-1 rtTA) transfiziert. Die DNA
wurde dabei vorgelegt und 15 min in einem Gemisch aus 18 ul Fugene und 82 pyl DMEM-
Medium (ohne Zusatze) bei RT inkubiert. Die Komplexe aus Plasmid und
Transfektionsreagenz wurden dann tropfenweise auf die Zellen (in 10 ml DMEM-
Vollmedium) pipettiert. Nach 4 h wurde ohne Wechsel des Mediums die zweitdgige
Inkubation mit Doxyzyklin (1 ug/ml) gestartet. Die Analyse der Induzierbarkeit erfolgte
einerseits auf RNA-Ebene mittels RT-PCR (s. Kap. 2.6.4) und andererseits unter dem
Fluoreszenzmikroskop (Leica DM RBA Fluoreszenz-Mikroskop) zum Nachweis der

Expression von enhanced green fluorescent protein (EGFP).

210 Zytogenetische Methoden

2101 Praparation von Metaphase-Chromosomen aus der murinen Milz
Nach der Totung der Tiere durch zervikale Dislokation wurde die Milz operativ
entnommen und in RPMI 1640-Medium (ohne FCS) gespllt. Es erfolgte die mechanische
Zerkleinerung zunachst in einer 10 cm Petrischale mit dem Skalpell, dann das
Milzgewebe zur griindlicheren Vereinzelung der Zellen durch einen cell strainer (40 ym?
PorengrofRe) gerieben. Die durch die Membran passagierten Lymphozyten wurden
abgespilt und in eine T75-Kulturflasche mit 20 ml RPMI 1640-Medium mit 10 %
Tetrazyklin-freiem fetalem Kalberserum (FCS), 2 mM L-Glutamin, Penicillin (100 U/ml),
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Streptomycin (100 pg/ml), 30 yl Concavalin A (5 ug/pl), 25 ul Lipopolysaccharid (LPS)
und 0,5% R-Mercaptoethanol Uberfuhrt. Die Inkubation erfolgte fur 48 h im
Zellkulturschrank bei 37°C und 5% CO, Nach ~24 h wurden 20 ul Methotrexate
(2,5 mg/ml) zur Hemmung der Thymidinkinaseaktivitat in den Zellen zugegeben und die
Inkubation fiir die restlichen Zeit fortgesetzt. Danach wurde dem Medium 250 ul Colcemid
(10 pg/ml) als Inhibitor der Mikrotubuli-Synthese zur Anreicherung von Metaphasen
zugesetzt und die Kultur fir weitere 30 min inkubiert. Im Anschluss wurden die Zellen in
ein 50 ml Zentrifugenréhrchen Uberfihrt und bei 350 rcf fir 10 min pelletiert, der
Uberstand abgenommen (etwa 500 pl Rest lassen) und das Zellpellet darin vorsichtig
resuspendiert. Nach Zugabe von 10 ml vorgewarmter hypotoner Lésung und einer
20 minutigen Inkubation bei 37°C wurde unter vorsichtigem Schitteln 10 ml eiskaltes
Fixativ (Methanol/Eisessig 3:1) tropfenweise zugegeben, die Zellen bei 350 rcf flir 10 min
zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Die Zellen wurden zur weiteren Aufreinigung
weitere zweimal mit 10 ml Fixativ fixiert und sedimentiert. Das Pellet wurde schliellich in
wenigen Millilitern kaltem Fixativ aufgenommen und die Zellsuspension bis zum

Anfertigen der Tropfpraparate bei -20°C aufbewahrt.

2.10.2 Chromosomen-Spreitung

Die hypoton behandelten, fixierten Zellen wurden zur Anfertigung der Metaphasen-
Spreiten mit einer Pasteurpipette aus einer Héhe von 20 bis 30 cm auf durch Methanol-
Reinigung entfettete, gut gewaschene Objekttrager getropft. Durch den Aufprall
zerplatzen die Zellmembranen und die Chromosomen der in Metaphase arretierten Zellen
werden freigesetzt und spreiten sich auf. Im Phasenkontrastmikroskop wurde nach
Fertigstellung des ersten Praparates uberprift, ob die Kern-/Metaphase-Dichte und
Auftropfhéhe stimmen, bevor weitere Objekttrager hergestellt wurden. Die Metaphase-
Chromosomen sollten sich nach Moglichkeit nicht Gberlagern. Bei Eignung der Praparate
fur die Hybridisierung wurde die Position der Chromosomenspreitung auf der Riickseite
der Objekttrager mit einem Diamantschreiber markiert. Die Praparate konnten dann bei

4°C in 70% Ethanol fir mehrere Monate aufbewahrt werden.

2.10.3 Fluoreszenz in situ-Hybridisierung (FISH)
2.10.3.1 DNA Fluoreszenz-Markierung (Nick-Translation)

Zur nicht radioaktiven Markierung von DNA wurde das Nick-Translations Kit der
Firma Vysis verwendet. Bei der Nick-Translation (Macgregor und Mizuno 1976) wird
doppelstrangige DNA unter Zuhilfenahme der Dnase | sowie der E. coli-Polymerase |
markiert: Die Dnase | flgt statistisch verteilt Einzelstrangbriiche, sog. 'nicks' in den DNA-

Doppelstrang ein. Es entstehen also offene Phosphodiesterbriicken, die Ansatzpunkt flr
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die 5'3'-Exonukleaseaktivitat der Pol | darstellen. Vom 5'-Ende her werden nun
sukzessive Nukleotide abgebaut, es entsteht versetzt einzelstrangige DNA. Diese Strange
dienen der Polymerasefunktion der Pol | als Substrat und die Licke wird vom 3'-OH-Ende
her geschlossen. Geschieht dies unter Anwesenheit markierter Nukleotide (z.B.
Fluorochrom-gekoppelt), so wird die DNA gleichmafig markiert. Es wurden direkt
markierte Nukleotide (Fa. Amersham, Freiburg) mit folgenden Fluorophoren fiir die
Markierung der Sonden eingesetzt:

Cy3 (Anregung: 550 nm/Emission 570 nm)
Cy3,5 (581 nm/596 nm)
Spektrum grin (494 nm/520 nm)

Markierungsansatz:

X ul DNA (1-3 pg)

mit H,O bidest auf 19,6 ul aufflllen

+ 5 pl 10x Nick-Translationspuffer (Vysis)

+ 10 pl dNTP-Mix (je 0,1 mM dATP, dGTP und dCTP (bzw. dTTP)
+ 3,3 ul 0,1 MM dTTP (bzw. dCTP)

+ 2,1 yl 1 mM markiertes dUTP (bzw. dCTP)

+ 10 yl Enzymmischung (DNase I/DNA Pol 1) (Vysis)

1-2h bei 16°C bei Dunkelheit inkubieren

Hitzeinaktivierung bei 68°C fir 10 min

Abklihlung der markierten Sonde auf Eis

2.10.3.2 Hybridisierung

Die bei 4°C in 70% Ethanol gelagerten Chromosomen-Praparate wurden
luftgetrocknet und danach fir exakt 2min bei 72°C im Denaturierungsbad
(70 % Formamid/2x SSC, pH 7.0) inkubiert (Messung der Temperatur innerhalb der
Denaturierungs-Kuvette). Es wurden nie mehr als drei Objekttrager gleichzeitig
denaturiert, um ein Absinken der Temperatur der Chromosomen-Denaturierungs-Lésung
zu vermeiden. Nach Verstreichen der Zeit schloss sich die Entwasserung der Praparate in
einer aufsteigenden, eiskalten Ethanolreihe (70 %, 90 %, 100 %, jeweils 5 min) an. Die
Trocknung der Praparate erfolgte im Anschluss bei RT.

Die Fluoreszenz-markierten DNA-Sonden (vgl. Kap. 2.10.3.1) wurden nach
gemeinsamer Fallung mit einem 50-fachen Uberschuf® unmarkierter, muriner c,t1-DNA
und Trocknung in deionisiertem Formamid gel6dst und bei 37°C 30 min geschittelt. Nach
Loésung des Pellets wurde das gleiche Volumen 4x SSC/20% Dextransulfat
(Hybridisierungslosung) zupipettiert und erneut fir 30 min bei gleicher Temperatur
geschittelt. Nach vollstandiger Losung erfolgte die Sondendenaturierung.

Hierzu wurde die markierte Sonde fur 5 min auf 76°C aufgeheizt und anschliel3end
prahybridisiert (30 min, 37°C). Nach Verstreichen der Prahybridisierungszeit der DNA-
Sonden wurden diese auf zuvor denaturiete und auf 37°C vortemperierte

Chromosomenpraparate pipettiert. Auf jeden OT wurden in Abhangigkeit der

58



Material & Methoden

Deckglasflache 8,5 bis 15 pl Sonden-DNA aufgetragen. Nach Abdecken der Praparate mit
Deckglasern werden diese mit Fixogum abgedichtet und in einer feuchten Kammer bei
37°C flr 24 bis 48 h im Brutschrank gelagert.

2.10.3.3 Waschschritte

Zum Abbruch der Hybridisierung wurden die Objekitrager dem Brutschrank
entnommen und die Deckglaschen entfernt. Durch die folgenden Waschschritte wurden
unspezifisch hybridisierte Sequenzen von der chromosomalen DNA beseitigt.
Hybridisierungen homologer Sequenzen werden dagegen in weit geringerem Umfang
gelést. Zunachst erfolgte das Waschen der Objekttrager fir 2 min bei 74°C in
0,4x SSC/0,3 % NP-40. Direkt im Anschlu wurden die Objekttrager fir 45 sec bei
Raumtemperatur in 2x SSC/0,1 % NP-40 Uberfihrt. Bei allen Schritten war darauf zu
achten, dass die Objekte nicht trockenfallen, da ein Eintrocknen der Chromosomen in
einer starken Granulierung des Fluoreszenzsignals resultiert. Die vollstandig
prozessierten und abgetrockneten Praparate wurden schlief3lich mit DAPI/Antifade (Q-
Biogene) zur Gegenfarbung des Chromatins Uberschichtet und mit Deckgldschen

eingedeckt.

2.10.3.4 Auswertung der Hybridisierung mit digitaler Bildverarbeitung

Die Bilderfassung erfolgte mit einer hochauflésenden, gekihlten CCD ('charge
coupled device')-Kamera Sensys (PHOTOMETRICS, Tucson, Arizona). Kamera und
Leica DMRXA-Mikroskop wurden gesteuert von der Leica Q-FISH Software Version
Y2.3.1.beta (Leica, Cambridge, England), die in einer Windows-Umgebung auf einem
Standard PC installiert ist. Das Leica DMRXA RF8-Mikroskop ist mit einem automatischen
Filterrad ausgestattet, sodass fir jedes eingesetzte Fluorochrom ein separater
Anregungs- und Emissionsfilter sowie Strahlteiler zur Verfligung steht. Die Bilderfassung
erfolgte demzufolge sequenziell fiir jedes einzelne Fluorochrom. Die Bildanalyse war in
die Leica Q-FISH Software eingebunden. Erst durch eine im Rechner abgelegte
Farbkode-Tabelle wurde eine Zuordnung der Farbwerte zu den in Graustufen abgelegten

Einzelfluoreszenzen maoglich.

2.1 Arbeiten mit Mausen

21141 Durchfuhrung
Alle Arbeiten mit Mausen wurden nach MaRgabe des Tierschutzgesetzes

durchgefuhrt. Die Haltung der Tiere erfolgte in der ZVTE (Zentrale Versuchstier-
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einrichtung der Universitat Mainz) nach den vorgegebenen Standards. Im Rahmen dieser
Arbeit waren Tierversuche nach BGB |., S. 1319-1330, erforderlich. Diese Versuche
wurden unter dem Aktenzeichen 1.5 17707/011-24 (beim Landesuntersuchungsamt
Rheinland-Pfalz, Genehmigungsdirektion Sud) in den dafur eingerichteten R&umen
durchgeflhrt.

Alle direkten Arbeiten zur Herstellung der transgenen Tiere wie ES-Zell-Kultivierung
und Selektion, Elektroporation, Blastozysten-Injektion und Oozyten-Injektion wurden von
Mitarbeitern der Arbeitsgruppe von Herrn Dr. E. Bockamp (Institut fiur Toxikologie,

Universitat Mainz) durchgefihrt.

2.11.2 Isolierung genomischer DNA aus Mausschwanz-Biopsien

Zur Gewinnung von genomischer DNA, u. a. fur die Genotypisierung der Mause,
wurde den mindestens drei Wochen alten Tieren etwa 0,3 bis 0,5 cm der Schwanzspitze
mit einer Schere biopsiert und das Gewebe in 1,5 ml Eppendorfreaktionsgefal’e Uberfuhrt.
Die Biopsien wurden bis zur DNA-Extraktion bei —20°C aufbewahrt oder gleich in 750 pl
Tail-Lysepuffer mit Proteinase K (100 bis 600 ug/ml) aufgenommen und UN bei 54°C
verdaut. Am folgenden Tag wurde jedem Ansatz 250 ml 4M NaCl zugegeben, dann kurz
gevortext und im Anschluss 10 bis 30 min bei RT und maximaler Geschwindigkeit
zentrifugiert. 750 yl des Uberstandes wurden in ein neues 1,5ml Eppendorf-
reaktionsgefalRe Uberfihrt und die DNA nach Zugabe des gleichen Volumens frischem
Isopropanol (750 pl) durch Zentrifugation (~10min) bei RT wund maximaler
Geschwindigkeit gefallt. Die DNA-Pellets wurden nach zweimaligem Waschen mit 70 %
Ethanol getrocknet und in 400 pl 1/10x TE durch Inkubation flr ~ 1 h im Thermomixer bei
50°C gelo6st. Die praparierte DNA wurde bis zur weiteren Verwendung bei 4°C oder —20°C
aufbewahrt. Fir eine Standard-PCR zur Genotypisierung der Mause wurde 1 pl der DNA-
Lésung eingesetzt. DNA-Proben flr die Analyse durch quantitative real time-PCR im Light
Cycler wurden stets bei 4°C gelagert.

2113 Altersbestimmung pranataler Mausembryonen

Um Embryonen eines bestimmten Entwicklungstadiums zu erhalten, wurden zeitlich
Uberwachte Verpaarungen (timed matings) angesetzt. Dabei wird der Begattungszeitpunkt
von neu zusammengefuhrten Tieren bei einem standardisierten 12 stindigen
Tag/Nachtzyklus, aufgrund der Nachtaktivitdt der Tiere, fir 24.00 Uhr angenommen.
Mausbdcke sondern bei der Kopulation ein Koagulationssekret ab, das die Vagina des
Weibchens durch einen sogenannten plug fur etwa 10 h verschliesst. Sondiert man die
Weibchen am nachsten Morgen auf solch einen Vaginalpfropf, wird der Zeitpunkt bei

einem vorhandenen plug fur das Entwicklungsstadium (E) der Embryonen mit Tag 0,5 dpc
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(days post coitum) festgesetzt. Der Erfolg flr eine Schwangerschaft bei C57BL/6 liegt bei
ungefahr 85 %. Der Stamm hat eine Tragezeit von etwa 21 Tagen und eine
durchschnittliche Wurfgrofle mit 7 Nachkommen. Schwangere Weibchen wurden zum
entsprechenden Zeitpunkt eines bendtigten Embryonalstadiums durch zervikale

Dislokation abgetotet und die Embryonen operativ entnommen.

2114 Praparation von Mausembryo-Fibroblasten (MEF)

Die Praparation der Mausembryo-Fibroblasten erfolgte am Tag 12,5-14,5 dpc (days
post coitum) nach der Paarung (Kontrolle anhand des Vaginalpfropfes bei den weiblichen
Tieren, s. Kap. 2.11.3). Die trachtigen Tiere wurden getotet, kurz in Ethanol getaucht und
die Embryonen in PBS Uberfuhrt. Pro Embryo wurde bei der Praparation eine neue
Petrischale verwendet. Zunachst wurden Kopf, Extremitaten und Innereien mit sterilem
Praparierbesteck von den Embryonen entfernt, dann erfolgte die mechanische
Zerkleinerung. Das Gewebe wurde in 1 bis 2 ml 1x Trypsin/EDTA (T/E) aufgenommen,
mit dem Skalpell zerteilt und schlieBlich durch eine 10 ml-Spritze mit Braun Sterican-
Kandle (0,9 x 40 mm) in 15 ml PP-Réhrchen gepresst. Die Gewebesticke in der T/E-
Lésung wurden kurz gevortext und zur Freisetzung der Zellen aus dem Gewebeverband
10 min bei 37°C im Zellkulturschrank rotierend inkubiert. Nach wiederholtem Vortexen und
einem weiteren 10-minltigen Inkubationsschritt wurden 5 ml DMEM-Vollmedium
zugegeben, zur Vereinzelung der Zellen mehrmals auf und ab pipettiert und die
Gewebereste abzentrifugiert (10 min, 350 rcf, RT). Die Uberstédnde mit den MEF wurden

in 10 cm-Zellkulturschalen in DMEM-Vollmedium ausplattiert.

211.5 Analyse muriner embryonaler Stamzellen (ES-Zellen)

Die Analyse der homologen Rekombination in transformierten und selektionierten
murinen ES-Zellen wurde im 96-Loch-Mikrotiterplatten-Format durchgefuhrt. Mit Hilfe
einer Vakuumpumpe wurde das Kulturmedium entfernt und die Zellen zweimal mit PBS
gewaschen. Der Proteinase K-Verdau zum Aufschluss der Zellen erfolgte UN in einer
feuchten Kammer bei 54°C nachdem auf jeden Zellklon 50 pl 1x Zell-Lysepuffer mit
1 mg/ml Proteinase K gegeben wurde. Am nachsten Morgen wurde zur Fallung der DNA
jeder Ansatz mit 100 pl eiskaltem 100 % Ethanol (-20°C) Uberschichtet und fir 1,5 h bei
RT inkubiert. Durch vorsichtiges Umdrehen der Platte auf Saugpapier wurde der Alkohol
entfernt, wahrend die ES-Zell-DNA am Boden der Reaktionsgefal’e haften blieb. Dieser
Vorgang wurde zum Waschen der DNA dreimal mit jeweils 100 yl 75 % Ethanol
wiederholt. Im Anschluss wurde die DNA bei RT flr ~ 15 min getrocknet.

Die Restriktion der ES-Zell-DNA mit geeigneten Endonukleasen (vgl. Kap. 2.3.1)

wurde im selben 96er-Format durchgefiihrt. Pro ES-Zellklon wurden 50 U des jeweiligen
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Enzyms fir den Verdau, UN bei 37°C in einer feuchten Kammer, eingesetzt. Die
Auftrennung der DNA-Fragmente erfolgte durch Agarose-Gelelektrophorese mit 1x TAE
als Puffersystem (s. Kap. 2.2.6). Nach dem Transfer der restringierten, aufgetrennten ES-
Zell-DNA auf eine Filtermembran mittels Southern Blot (s. Kap. 2.2.8.1) wurden homolog
rekombinierte Klone durch die Hybridisierung der Filter mit radioaktiv markierten Sonden

(s. Kap. 2.7.1 und 2.7.2) identifiziert und fir die Injektion in Blastozysten ausgewahit.

212 Histologische Methoden

2121 Gefrierschnitte (Kryodiinnschnitte)

Die operativ enthommenen Organe fir die Herstellung von Kryodinnschnitten
wurden kurz in kithlem PBS gespllt und in flissigem Stickstoff eingefroren. Bis zur
weiteren Verarbeitung wurden die Proben bei -80°C aufbewahrt. Die fir die Analysen
herangezogenen Organe wurden dann mit Einbettmedium (tissue tek, Fa. Sakura,
Heppenheim) fixiert und aufgeblockt. Es wurden 12 um dicke Serienschnitte bei —25°C im
Kryotom angefertigt, auf beschichtete Objekttrager (Super Frost +, Fa. Menzel)
aufgezogen und bei —20°C aufbewahrt.

212.2 X-Gal-Farbung

Die kiunstliche Substanz X-Gal wird zur qualitativen Bestimmung der Aktivitat der B-
Galactosidase (codiert durch das /lacZ-Gen) benutzt. Dabei hydrolysiert das Enzym (3-
Galactosidase das chromogene Substrat X-Gal zu Galaktose und 5-Brom-4-chlor-Indoxyl.
Das 5-Brom-4-chlor-Indoxyl wird durch Luftsauerstoff zum blauen Farbstoff 5,5'-Dibrom-
4.4'-dichlor-Indigo oxidiert.

Fir die X-Gal-Farbung (Rubera etal. 2001) auf Kryodiinnschnitten wurden die
Objekttrager (OT) mit den Praparaten aus der Lagerung bei —20°C entnommen und
zunachst luftgetrocknet. Die Fixierung erfolgte bei RT fur 10 min in 0,5 % Glutaraldehyd.
Danach wurde zweimal mit PBS gespilt und durch Inkubation UN in X-Gal-Lésung
gefarbt. Am nachsten Morgen wurde erneut 2x mit PBS und 1x mit H,O bidest gesplilt. Im
Anschluss wurde eine Farbung der Kerne zur besseren Darstellung der

Gewebestrukturen durchgeflhrt (s. Kap. 2.12.3)

2123 Kernechtrot-Farbung
Die Farbung der Kerne mit Kernechtrot wurde nach den Angaben des Herstellers Fa.
Chroma (Waldeck) durchgefihrt. Dafir wurden die Praparate fir 30sec in

Kernechtrot/Aluminiumsulfat getaucht und danach in H,O bidest gewaschen. Nach

62



Material & Methoden

Dehydrierung in einer aufsteigenden Alkoholreihe jeweils 5 min (50 %, 70 %, 2x 96 %,

3x 100 %, 3x Xylol) wurden die Praparate mit Entellan (Fa. Merck) eingedeckelt.

2124 H/E-Farbung

Mittels Hamatoxylin/Eosin (HE)-Farbung gemafR der Angaben des Herstellers
(Accustain/HE-Farbung, Fa. Sigma) wurden die Zellkerne und das Bindegewebe der
Objekte angefarbt. Die Blaufarbung der Kerne erfolgte fir 3 min in Hamatoxylin, wobei
dieses durch Oxidation in den eigentlichen Farbstoff Hamatein Uberfiihrt wird. Das
Bindegewebe wurde flr 3 bis 5 min mit Eosin orangerot angefarbt. Anschlielend wurden
die Praparate in einer aufsteigenden Alkoholreihe dehydriert und nach dem Xylolschritt

mit Entellan (Fa. Merck, Minchen) eingedeckelt.
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Ergebnisse

3. ERGEBNISSE

Der Einsatz konditionaler transgener Mausmodelle mit der Mdoglichkeit der
steuerbaren Expression eines Zielgens gewinnt in der Tumorforschung immer mehr an
Bedeutung. Sie sind mittlerweile ein unerlassliches Werkzeug zur Erforschung der
Mechanismen bei der Entstehung und Progression bis hin zur Metastasierung von
Tumoren. Das in der vorliegenden Arbeit verwendete Tet on/off-System bietet hierbei
mehrere Vorteile im Vergleich zu anderen induzierbaren Systemen. Erstens: Wahrend
wichtiger Abschnitte der Entwicklung steht dem Organismus das essenzielle Genprodukt
zur Verfugung und ermoglicht so Uberhaupt erst die Generierung eines Modells fiir die
entsprechende Krankheit. Zweitens: Je nach Wahl der Steuerelemente kann das zu
untersuchende Gen nun zu definierten Zeitpunkten und in definierten Geweben ab- bzw.
angeschaltet werden. Auf diese Weise konnen Ereignisse wie loss of function-Mutationen,
die moglicherweise zur Tumorinitiation flhren simuliert werden und somit frihe
Mechanismen der Tumorentstehung erforscht werden. Die weiteren darauf folgenden
Schritte der Tumorentwicklung kdnnen ebenso sukzessive untersucht werden. Drittens:
Die Reversibilitdt dieses Systems bietet die Moglichkeit zusatzliche Informationen Uber
entscheidende Zeitpunkte zu gewinnen, an denen unter Umstanden eine Remission von
Tumoren noch mdglich ist.

Die Schlusselrolle von WT1 in der Nephrogenese wurde bereits in der Einleitung
erlautert. Verschiedene Mausmodelle konnten Bedeutung und Funktion von Wt1 in der
Embryonalentwicklung und in der Krankheitsentstehung zusehends aufklaren. Allerdings
gibt es darunter kein brauchbares Wilms’ Tumor-Mausmodell. Konventionelle Wt1 k.o.-
Mause sind embryonal letal und entwickeln u. a. keine Nieren. Aus diesem Grund wurde
in der vorliegenden Arbeit versucht ein konditionales, reversibles Modell der
Wilms’ Tumorgenese auf der Basis des Tet on/off-Systems zu entwickeln. Die folgende
Abbildung (s. Abb. 3.1) verdeutlicht noch einmal die Strategie zur Herstellung einer
konditionalen Wt1 k.o.-Maus. Hierzu sollten zwei Mauslinien generiert werden (s. Kap 1.4:
Ziel der Arbeit). Zum einen eine Responder-Mauslinie, die ein stringent tTA/Dox-
regulierbares Wt1-Transgen (tgWt7) im Genom tragt, das die Fahigkeit besitzt den Verlust
von endogenem Wt1 in kritischen Phasen der Embryonalentwicklung und damit auch in
der Nephrogenese zu kompensieren. Zum anderen eine Effektor-Linie, bei der ein
tetrazyklinabhangiger Transaktivator (tTA) unter die Kontrolle des Wt7-Promotors
gebracht wird, um eine genaue Wt1-spezifische, zeitliche und rdumliche Expression des
Transgens zu gewahrleisten. Die Kreuzung beider Linien ergibt eine induzierbare

reversible Wt1 k.o.-Maus als mogliches WT-Modell.
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Abbildung 3.1: Strategie zur Generierung einer konditionalen Wt1 k.o.-Maus.

Nach ihrer Generierung werden Effektor-Mause (Wt7-tTA; E) und Responder-Mause (tgWt1; R) so verpaart, dass die
Expression des Transgens bei gleichzeitigem knock out des endogenen Wt1-Lokus, Doxyzyklin-abhangig (+/-Dox)
gesteuert werden kann. Konditionale Wt1 k.o.-Mause sollten sich ohne Dox normal entwickeln. Die Doxyzyklin-Applikation
bewirkt das Abschalten des Transgens, simuliert so eine Wt1 null-Mutation und sollte damit einen Wilms’ Tumor in der Niere
induzieren.

3.1 Responder-Mause (Wt1-Resp)

311 Herstellung der Responder-Konstrukte

Als urspringlicher Trager des konditional und reversibel exprimierbaren Wt1-
Transgens (tgWt7) wurde das Expressionsplasmid pBI-EGFP der Firma Clontech
gewahlt. Dieser Vektor verflgt Uber einen bidirektionalen CMV-Minimalpromotor, der ein
tetrazyklinresponsives Element (TRE) enthalt, das aus sieben Kopien der 42 bp grof3en
Tetrazyklinoperator (TetO)-Sequenz besteht. An diese kann ein tetrazyklinabhangiger
Transaktivator (tTA) binden und die Transkription der entsprechenden Zielgene initiieren.
Die Applikation von Doxyzyklin (Dox, ein Tetrazyklin-Analogon) blockiert den tTA und
verhindert diese Expression. Verwendet man hingegen einen reversen tetrazyklin-

abhangigen Transaktivator (rtTA) als Effektor, benétigt dieser die Anwesenheit von Dox
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zur Bindung an die TetO-Sequenz des Promotors (reverse Eigenschaften,
s. auch Abb. 1.2). Der integrierte bidirektionale Promotor steuert auf der einen Seite die
Expression von fluoreszierendem enhanced green fluorescent protein (EGFP) als
Induktionsmarker, wohingegen auf der anderen Seite eine beliebige cDNA in das Plasmid
eingebracht werden kann.

Um ein Wt1-Transgen zu generieren, das den Ausfall von endogenem Wt1 in der
Embryonalentwicklung kompensieren kann, musste gewahrleistet sein, dass nach der
Expression alle Wt1-Proteinisoformen von physiologischer Relevanz dem Organismus zur
Verfligung stehen. Bezugnehmend auf eine Veroffentlichung von Bruening et al. 1992, in
der die SpleilBbarkeit eines kinstlich in COS-1 Zellen eingebrachten Wit7-Konstruktes
gezeigt wird, wurde die uns freundlicherweise von Prof. Dr. J. Pelletier (McGill Cancer
Center, Montreal/Kanada) zur Verfigung gestellte murine W1 cDNA der Form plus
Exon 5, ohne die drei AS Lysin, Threonin und Serin (mWt1*¥% €S NCBI Accession #:
NM_144783) entsprechend modifiziert. Daflir wurde die linearisiert vorliegende, von
Sau3Al-Restriktionsschnittstellen flankierte cDNA zuné&chst in einen BamHI-restringierten
pBluescript SK Il (+/-) (pBSK)-Vektor der Firma Stratagene eingefiigt. Aus dem so
entstandenen Plasmid wurden 3’-gelegene Teile von Exon 9 und das komplette Exon 10
mit Hilfe einer kombinierten RsAl/Hindlll-Restriktion entfernt und durch die
entsprechenden genomischen Sequenzen von Wt1 Exon 9/Intron 9/Exon 10, die auch die
alternative SpleiRdonorstelle fur die +/-KTS-Formen enthalten, ersetzt. Dieses Fragment
wurde durch eine Expand-PCR auf genomischer muriner ES-DNA der Linie 129
amplifiziert und in einen T-Vektor (pBSK-T, hergestellt von Dr. C. Spangenberg) ligiert,

Uber die o. g. Rsrll/Hindlll-Schnittstellen wieder enthommen und in das entsprechend

vorbereitete Plasmid pBSK-mWt1™ 5% "0 gingefiigt.
1) cDNA mWi1+Bxs3:+KTS; Abbildung 3.2:  Herstellung
ATG tea  der Responder-Konstrukte.
! krs ! 1) Chimare cDNA mWt1*®% " KTS pig
| | v | | IX || Intron 9 | X | beiden alternativen Spleilereignisse

(+/- Exon 5; +/-KTS) sind blau, das

eingefigte Intron 9 orange unterlegt.
2) Zeigt schematisch die Klonierung der

2) Responder-Konstrukt pWt1-Resp2: hg?gsetglllpten Wi cDNA in den Vektor
~ P ’

3) Alle funktional relevanten

|_| —— |< — N | ¥ | ||x|| N |x Komponenten werden in den Vektor
Isolatoren flankiert.
\ (mWiTBSTS): cDNA des Wt1-Gens
3) Responder-Konstrukt pWt1-Resp1: mit Exon 5 und Intron 9; (TetOCMV):

pINS eingebracht und durch die beiden
bidirektionaler =~ CMV-Minimalpromotor
\
|--|EGFP I‘TetOCMVN |V| |IX|| Intron 9 |X

mit  sieben TetO-Wiederholungen;
(EGFP): cDNA des enhanced green
fluorescent protein-Gens; (INS):
Isolatorsequenzen (engl.: Insulator).
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Die daraus resultierende ,chimare’ cDNA mWi1B® */KTS

(enthalt Intron 9) wurde mit
den Restriktionsendonukleasen Clal und Spel aus dem pBSK-Vektor isoliert und nach
Auffullen der Uberhdngenden Enden in den oben beschriebenen mit Pvull-linearisierten
Vektor pBI-EGFP eingefugt. Die korrekte Orientierung der cDNA wurde mittels
Restriktionsverdau (Xbal) und einer Sequenzierung mit geeigneten Oligonukleotiden (BI-
EGFPL/R) verifiziert. Das so generierte Wt1-Responder-Plasmid pBI-

EGFP/mWt1®5 KT8 tragt die Bezeichnung pWt1-Resp2 (s. Abb. 3.2 und 3.3).

Asel Aatll

ColE1 ori AmpR
Xbal ﬁ(

SV40 pA
R-Globin pA Xhal

pWt1-Resp2
8900 bp

Xbhal

BI-EGFP R

bidir TetoCMV

BI-EGFP L
Xhal

MWt 1 (+Ex5:+/KTS)

Xhal Rsrll

T3 Primer Xhaol Xbal

Isolator
pUC ori SV40 pA

o Xbal

ampR

Xhal
Dralll
bidir TetoCMV
1 {+) ori pWi1-Respi
11500 bp

T7 Primer

Isolator
whal MWt (+Ex5:+-KTS)

Xhal

&-Glohin pA Xbal

Xbal

Abbildung 3.3: Expressionsplasmide pWt71-Resp2 und pWt1-Resp1.

Eingezeichnet sind alle Komponenten der Plasmide, sowie die verwendeten Restriktionsschnittstellen zur Klonierung,
Verifizierung und Linearisierung. Die chimare cDNA mWt1"®% TS hat eine GroRe von 3,55 kb, wobei 2,2 kb auf das
Intron 9 entfallen. Zur Injektion in befruchtete Mausoozyten wurde pWt1-Resp2 mit den Enzymen Asel/Aatll und pWt1-
Resp1 mit Dralll /Xhol linearisiert.

(bidir. TetOCMV): CMV-Minimalpromotor mit sieben TetO-Wiederholungen; (R-Globin pA und SV40 pA): Polyadenylierungs-
signal aus SV40- und B-Globin-Gen; (EGFP):cDNA des enhanced green fluorescent protein Gens,
mW11(+Ex5;+/-KTS): cDNA des Wt1-Gens mit Exon 5 und Intron 9. Insertsequenzierung: pWt71-Resp2 mit den Primern BI-
EGFP L/IR, pWt1-Resp1 mit T3/T7-Primern.
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Um die Folgen von Positionseffekten bei der ungerichteten Integration des tgWt7 ins
Genom der Zielzelle zu vermeiden, wurden die fiir die Expression des Responders
wichtigen Komponenten in einen weiteren Vektor eingefigt. Hierflir wurde das Plasmid
pBI-EGFP/mWt1*E5 *"KTS  mit einem Asel/Aatll-Verdau linearisiert und erneut nach
Auffillen der Gberhdngenden Enden in den mit Smal gedéffneten Vektor pINS ligiert.
Dieser Vektor wurde im Rahmen der Doktorarbeit von Herrn Dr. M. Maringer
(AG Dr. E. Bockamp, Universitat Mainz) generiert und uns freundlicherweise zur
Herstellung unserer Responder-Konstrukte zur Verfligung gestellt. Grundlage des Vektors
pINS ist das Plasmid pBlueskript Il KS (+) der Firma Stratagene, in das flankierend zur
Multiple Cloning Site (MCS) zwei Matrix-Anheftungsregionen (MAR) aus dem
menschlichen B-Globin-Gen eingefiigt wurden (Fleenor et al. 1993, Fukumura et al.
1998). Diese als lIsolatoren (engl.: Insulator) fungierenden Sequenzen schiitzen das
Transgen vor der Aktivitat von Enhancer- und/oder Silencer-Elementen in der Nahe des
Integrationsortes (Pikaart et al. 1998, Bell et al. 1999 und 2001) und sichern so eine
stringente Regulation des Transgens durch den Effektor. Der so entstandene Vektor
pINSpBI-EGFP/mWt1"5 *=5TS wurde als pWt1-Resp1 bezeichnet (s. Abb. 3.2 und 3.3)
und ebenfalls durch Restriktions-verdau mit dem Enzym Xbal und eine entsprechende

Sequenzierung (T3/T7-Primer) verifiziert.

3.1.2 Generierung transgener Responder-Mause

Zur Herstellung der transgenen Responder-Linien wurde von den beiden Konstrukten
pWt1-Resp1 und pWt1-Resp2 150 pg Plasmid-DNA linearisiert. Hierfir wurden fiir das
Plasmid pWt1-Resp1 die Restriktionsenzyme Dralll/ Xhol und flr pWt1-Resp2 Aatll/Asel
verwendet (s. Abb. 3.3). Im Anschluss wurden die Fragmente durch Gelextraktion und
Fallung fir die Oozyteninjektion bereit gestellt. Die entsprechenden Techniken der
Pronukleusinjektion in den paternalen Vorkern der befruchteten Mausoozyten, die
Hormonbehandlung der Ammenmiitter, sowie das Uberfiihren der Zygoten in die
scheinschwangeren Ammenmutter wurde in der Arbeitsgruppe von Dr. E. Bockamp
(Institut fir Toxikologie, Universitdt Mainz) von Dr. L. Eshkind und Frau S. Ohngemach
durchgefiihrt. Den Nachkommen der Ammenmditter wurden nach vier Wochen
Schwanzbiopsien entnommen und daraus die DNA zur Analyse prapariert. Potenzielle
Founder-Tiere, d. h. solche mit integriertem Transgen, wurden zunachst iber PCR und
Southern Blot identifiziert. Die weiteren Nachkommen wurden spater dann mittels PCR
bzw. Uber Dot-Blot genotypisiert (s. Abb. 3.4).
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— SV40-Sonde R-Globin-Sonde
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Abbildung 3.4: Analyse der Responder-Linien.

Dargestellt sind die Positionen der Sonden und Primer innerhalb des Responder-Konstruktes, die zur Genotypisierung und
Charakterisierung der daraus generierten Responder-Linien eingesetzt wurden. Die radioaktiv markierten Sonden (SV40-
und B-Globin) wurden zur Detektion transgener Tiere im Southern- und Dot-Blot verwendet. Die Primerkombinationen
mWt1-RT F2/pBI-2 und mWt1-RT F2/pBI-6 dienten der Genotypisierung transgener Mause mittels PCR und dem
Nachweis der aus dem Transgen resultierenden tgWt7-RNA durch RT-PCR. Zur Analyse der Funktionalitat der
eingebrachten cDNA wurden die Primer mWT1-Seq3/pBI-6 benutzt, mit denen das alternative Spleilen des Exon 9 mittels
RT-PCR auf RNA-Ebene gezeigt werden sollte. Die Primer Wt1-LC F2/R2 wurden bei der Genotypisierung durch PCR und
der quantitativen PCR im Light Cycler zur Identifizierung homozygot transgener Tiere eingesetzt. In der R-Globin pA-
Kassette wurde das integrierte Intron 2 (560 bp) hellblau/transparent dargestellt. Bei Transkription der transgenen RNA wird
es gespleil’t, so dass man bei Verwendung der Primer mWt1-RT F2/pBI-6 in der PCR zwischen DNA- und RNA-Produkten
unterscheiden kann.

3.1.3 Identifizierung transgener Founder-Tiere

Durch die Pronukleusinjektionen mit den linearisierten Konstrukten wurden von der
Arbeitsgruppe Dr. E. Bockamp insgesamt 74 potenziell transgene Tiere generiert. Es
wurden fiir die Linie Wt1-Resp1 42 (Maus #1-%42) und fiir die Linie Wt1-Resp2 32 (*43-
#74) Mause analysiert. Zunachst wurden alle extrahierten DNAs mittels PCR mit den
Oligonukleotiden mWT1-RT F2 und pBI-2 auf die Integration des Transgens untersucht.
Dabei wurde die Lage des reversen Primers pBI-2 (ebenso wie pBI-6) im 5-Bereich der -
Globin-PolyA-Kassette gewahlt, um eine Amplifikation des endogenen Wit1-Gens zu
vermeiden (s. Abb. 3.4). Die in Abbildung 3.5 dargestellien Gele zeigen beispielhaft die
Ergebnisse solcher Genotypisierungs-PCRs zur Identifizierung transgenpositiver Mause,
sowie deren erster Filialgeneration.

Schwanzbiopsie-DNAs wurden mit Xbal restringiert, um durch Southern Blot-
Analysen die PCR-Ergebnisse zu verifizieren und mogliche falsch-positive Tiere zu
detektieren. Die Hybridisierung der Filtermembran erfolgte mit einer radioaktiv markierten
Sonde (generiert mit den Primern R-glo id F/R-glo id R), die spezifisch an die B-Globin-
Kassette des Transgens bindet. Bei entsprechend vollstandigem Verdau sollte ein
Produkt von etwa 1,2 kb GréRe zu sehen sein. Positive Signale unterschiedlicher Grofie
sind entweder durch einen partiellen Verdau der DNA oder aber auf die Art der Integration
des Transgens ins Genom zuriickzufihren. Hierbei kdnnte die duRerste Xbal-Schnittstelle
des Konstruktes verloren gegangen und durch die nachstgelegene genomische ersetzt
worden sein. So wirde ein groReres Restriktionsfragment entstehen. Die Abbildung 3.6

zeigt exemplarisch einige Ergebnisse der Analysen zur Genotypisierung im Southern Blot.
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Abbildung 3.5: PCR-Genotypisierung transgener Founder und deren Nachkommen.

A: Gezeigt ist die ldentifizierung potenzieller Founder-Tiere fur pWt1-Resp1. B: Zu sehen ist die erfolgreiche
Genotypisierung der Founder #1 (fir die Responder-Mauslinie) Wt1-Resp1, Founder #60 fur die Linie Wt1-Resp2, sowie
zusatzlich eine Auswahl ihrer Nachkommen.

Primer: mWt1-RT F2/pBI-2; Produktgréfie: 390 bp; (+): Positivkontrolle pWt1-Resp1 Plasmid; (-): Negativkontrolle H,O;
(): markiert F1-Mause; GroRenstandard: 100bp-Leiter.

M #1  #HT6° HTT #78" #60 #84° #86° #87° #89°

<4 2,0 kb

<41,2kb

Abbildung 3. 6: Southern Blot Genotypisierung der Mauslinien Wt71-Resp1 und Wt71-Resp2.
Die Xbal-restringierte DNA der Founder-Tiere #1 und #60 fir die Responder-Linien Wt1-Resp1 (links) und Wt1-Resp2
(rechts), sowie deren Nachkommen (F1) wurde nach dem Southern Blot mit einer spezifischen Sonde fiir die B8-Globin-
PolyA-Kassette der Responder-Konstrukte markiert und im Autoradiogramm nachgewiesen. Erwartet wurde ein 1,2 kb
groRRes Fragment, wie bei den Tieren der Linie Wt1-Resp1 links in der Abbildung. Ursachen fiir abweichende Produktgréen
(#60 und F1, rechts) sind moglicherweise eine unvollstandige Restriktion der DNA oder die Art der Integration des
Transgens ins Genom, die beim Konstrukt pWt71-Resp2 (ohne Isolatoren) die erwartete Grof3e verandert.

Sonde: R-Globin-PolyA, (M): GréRenstandard 100bp-Leiter.

314 Etablierung und Zucht der Responder-Linien

Aus den o. g. 74 potenziell transgenen Tieren konnten lediglich zwei positive Mause
identifiziert werden. Entsprechend des injizierten Konstruktes wurden die Linien als Wt1-
Resp1, entstanden aus der Maus#1 und Wt1-Resp2, hervorgegangen aus dem Tier *60
bezeichnet. Zur Etablierung der transgenen Linien wurden die Founder mit Wildtyp-

Mausen der Stamme FVB/N bzw. C57BL/6 verpaart. Die Nachkommen wurden zunachst
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wieder Uber PCR und Southern Blot, spater dann durch PCR und Dot Blot genotypisiert
(s. Abb. 3.7).

Abbildung 3.7: Dot Blot zur Identifizierung transgener
Nachkommen.
3 Darstellung eines Autoradiogramms zur Genotypisierung transgener
Nachkommen. Es wurden 5-10 ug DNA je Tier aufgetropft und mit einer
. p . . R-Globin-spezifischen, radioaktiv markierten Sonde hybridisiert. Als
Kontrollen wurden neben der extrahierten DNA der Transgenen #1 (+)
+.#1 TPUtLEs P - auch Plasmid-DNA (+ pWt1-Resp1) und H,O (-) eingesetzt.

Beide Linien wurden anschlieBend mittels Embryotransfer in die SPF-Haltung der
Z\VTE (Zentrale Versuchstiereinrichtung) der Universitat Mainz unter Leitung von
Dr. K. Reifenberg Uberfihrt und zur Generierung von Inzuchtstdmmen Uber zehn
Generationen mit C57BL/6-Wildtyp-Mausen gekreuzt (sog. Rilckkreuzung oder
Backcross). Die Genotypisierung der Tiere erfolgte in unserem Labor mittels PCR
(Oligonukleotide: mW1t1-RT F.2/pBI-6 bzw. Wt1-LC F2/Wt1-LC R2). Nach dem zehnten
Backcross (BC) wurden hemizygote Tiere in einem Intercross (IntC) zur Herstellung
homozygoter Responder-Linien verpaart. Die DNAs der potenziell homozygoten
Nachkommen SPF*574-“586 wurden durch quantitative real time-PCR im Light Cycler
identifiziert und durch einen sog. Outcross mit Balb/c-Mausen verifiziert. Alle
Nachkommen des als Beispiel aufgefiihrten Bockes SPF*5783 waren positiv fir das

Transgen, was den homozygoten Status dieses Tieres bestatigte (s Abb. 3.8).

A. 35 3

SPF 574 SPF575 SPF576 SPF577 SPF578 SPF579 SPF581 SPF582 SPF584 SPF 586 SPF SPF SPF  SPF  SPF  SPF SPF  SPF  SPF SPF  SPF  SPF  SPF  SPF
579 1850 1851 1852 1853 1854 1855 1856 1857 1858 1850 1860 1861 1862

41kb

Abb. 3.8: ZVTE-Homozygotenzucht von Wt71-Resp1.

A: Nach dem ersten Intercross wurden die potenziell homozygoten Tiere durch RT-PCR im Light Cycler detektiert
(3.7 Alinks, Primer: Wt1-LC F2/W1t1-LC R2). Eine Expressionsstarke um 2 findet sich bei homozygoten Tieren.
B: Zusatzlich wurden diese durch einen Outcross mit Balb/c-Mausen verifiziert (3.7 B). Exemplarisch dargestellt ist hier die
PCR-Genotypisierung von Nachkommen der Verpaarung SPF*5784 x Balb/cQ  (Primer: mWt1-RT F.2/pBI-6;
Produktgrofe: 1020 bp, GroRenstandard: M (Marker) 100bp-Leiter). Die Analyse der ersten homozygoten Nachkommen der
Verpaarung SPF*5783 x SPF*584 ist in 3.7 A rechts zu sehen (Kontrolle: SPF*579 hemizygot).
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Zur Etablierung von homozygoten Responder-Linien wurden zeitgleich die als
homozygot identifizierten Mause (z. B. SPF*578 x SPF*584) zum ersten Incross (IC)
angesetzt. Allerdings konnten hier bisher allein aus diesem Zuchtkafig nur zweimal
Nachkommen erhalten werden. Die homozygoten transgenen Mause zeigen eine
schlechte gesundheitliche Konstitution, die anscheinend mit friher Sterilitat bzw. mit
direkter Infertilitat einhergeht. Auch weitere Zuchtpaare haben bisher keine Nachkommen

geboren.

3.1.5 Charakterisierung der Linien Wt71-Resp1 und Wt1-Resp2

Die Charakterisierung der Responder-Linien erfolgte in mehreren Schritten. Zunachst
wurde mittels RT-PCR Uberprift, ob eine basale ungewollte Expression (Leakage) des
Transgens in den Tieren nachzuweisen ist. AnschlieRend sollte die Regulierbarkeit des
tgWt1 in Mausembryo-Fibroblasten (MEF) gezeigt werden, um Hinweise zur
Induzierbarkeit zu erlangen. Im letzten Versuchsabschnitt wurden die Wt1-Responder-
Méause mit vorhandenen Effektor-Mausen verpaart und die Dox-abhangige Expression

des Transgens im Gewebe nachgewiesen.

3.1.51 Uberpriifung der basalen Expression des Wt1-Transgens

Bei der Charakterisierung der Responder-Linien Wt1-Resp1 und Wt1-Resp2 wurde
zunéachst mit der Uberprifung einer basalen Expression des tgWt7 in Abwesenheit des
Transaktivators (tTA) begonnen. Durch die ungerichtete Integration des Konstruktes ins
Genom bei der Pronukleusinjektion besteht die Mdglichkeit einer ungewollten Expression
des Transgens, hervorgerufen durch vorhandene Enhancer-Elemente am Integrationsort.
Ein solcher sog. Leakage-Effekt mit einer unkontrollierbaren stéandigen Expression von
transgenem W1 ohne eine tTA- bzw. Dox-abhangige Induzierbarkeit wirde die
Responder-Linien unbrauchbar machen. Diese mdgliche basale Expression sollte mittels
RT-PCR Uberpruft werden.

Hierflr wurde aus den drei ausgewahlten Organen Leber (L), Darm (D), Niere (N) von
einfach transgenen Wit1-Resp1 und Wit71-Resp2 Mausen RNA gewonnen und mittels
reverser Transkriptase in cDNA umgeschrieben. Die anschlieBende PCR zur Detektion
einer konstitutiven tgWit7-Expression wurde mit spezifischen Primern (mWt1-RT F2/pBI-6,
s. Abb. 3.4) durchgefiihrt, so dass eine Amplifikation von endogener Wt7-RNA vermieden
wird. In Abbildung 3.9 sind die Ergebnisse der RT-PCR Untersuchungen der Responder-
Linien Wt1-Resp1 und Wt1-Resp2 dargestellt.
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Die Untersuchung der Organe Leber, Darm, Niere ergab, dass beide Responder-
Linien keine Expression des Transgens in Abwesenheit des Transaktivators zeigen. Bei
einer basalen Expression von tgWt1 ware eine ProduktgrélRe von 460 bp (RNA) zu
erwarten gewesen. Diese ist weder bei der Linie Wt7-Resp1, noch bei Wt1-Resp2
nachzuweisen. Im Fall der Linie Wt71-Resp2 wurden die vorhandenen Produkte (~ 1 kb)
als genomische Verunreinigung interpretiert, da sie auch (allerdings sehr viel schwacher)
in der —RT Kontrolle entstehen und die Grofte des Amplifikats der als PCR-Kontrolle

eingesetzten Maus-DNA aufweisen.

Wt1-Resp1:

Wt1-Resp 2:

1,0 kb
0,5 kb
LDN LDN LDN LDN LDN LDN LDN LDN
RT- RT+ RT- RT+

Abbildung 3.9: RT-PCR zur Untersuchung der basalen Expression von transgenem Wit1 in
den Responder-Linien Wt1-Resp1 und Wt1-Resp2.

Je zwei Tieren pro Responder-Linie wurden die Gewebe Leber (L), Darm (D) und Niere (N) entnommen und die mdgliche
tgWt1-Expression mit RT-PCRs untersucht (Primer: mWt1-RT F2/pBI-6, 35 Amplifikationszyklen). Beide Mauslinien zeigen
keine tgWt1-Expression (Produktgroe: 460 bp). Als Kontrolle fir die eingesetzten cDNA-Mengen diente eine Aktin-
spezifische RT-PCR (Oligonukleotide: musAktin A3/A5, 18 Amplifikationszyklen). Die Ansatze der Linie Wt1-Resp2 zeigen
ein Produkt der GréRe 1020 bp, das vermutlich auf Grund einer Verunreinigung mit genomischer DNA nach
unvollstandigem DNAse-Verdau zustande kommt.

(RT+): Ansatze mit reverser Transkriptase; (RT-): Ansatze ohne reverse Transkriptase; (+): Maus-DNA der entsprechenden
Linie als Positivkontrolle; Negativkontrolle (-): H20; (M): GrofRenstandard 100bp-Marker.

3.1.5.2 Untersuchung der Induzierbarkeit in MEF-Assays

Um erste Anhaltspunkte zur Induzierbarkeit der Responder-Linien zu erhalten, wurde
die Dox-regulierte Expression des Wit71-Transgens mittels RT-PCR im Assay mit
Mausembryo-Fibroblasten (MEF) untersucht. Hierfir wurden beide Linien mit
entsprechenden CMV-riTA Effektor-Mausen gepaart (freundlicherweise zur Verfigung
gestellt von Prof. Dr. H. Bujard, ZMBH Heidelberg; s. Kistner et al. 1996). Diese tragen
den ubiquitdr in allen Geweben exprimierten reversen tetrazyklinabhangigen
Transaktivator (rfTA) unter der Kontrolle eines CMV-Minimalpromotors. Die Applikation
von Doxyzyklin sollte also eine Expression des Transgens gewahrleisten. Schwangeren
Wt1-Resp1 Mausen wurden Embryonen (E) am Tag 12,5 dpc (days post coitum)
entnommen und daraus MEF gewonnen. Nach der Genotypisierung wurden die MEF

eines doppelt transgenen Embryos (CMV-rtTA/Wt1-Resp1 *E9) zwei Tage mit und ohne
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Dox (1 pg/ml) inkubiert. Anschlie®end wurde die Expression des tgWt7 anhand von RT-
PCRs auf RNA-Ebene Uberprift (s. Abb. 3.10).

CMV-rtTA/Wt1-Resp1:

Al m oE 2 MM - + M
<« 1020 Bp
tgWt1-DNA
<« 590 Bp
riTA
B:
E9 B9 E11 E9 B9 E11
M -Dox +Dox +Dox M -Dox +Dox +Dox M - + M
riTA
<« 1020 Bp
tgWt1-DNA
<« 460 Bp
tgWt1-RNA
745 Bp
tgWt1-RNA
Splei —Ex9

<« Aktin

Abbildung 3.10: MEF-Assay RT-PCR von CMV-rtTA/ Wt1-Resp1 Embryonen.

A: PCR-Genotypisierung der MEF aus den Embryonen E1-E11 Tag 12,5 dpc zur Identifizierung doppelt transgener
Fibroblastenkulturen. Das Wt1-Transgen wurde mit den Oligonukleotiden mWt1-RT F2/pBI-6 (1020 bp) nachgewiesen. Das
rtTA-Produkt (590 bp) wurde mit den Primern rtTAi/ii amplifiziert. Als Positivkontrolle (+) wurde die entsprechende DNA der
Elterntiere eingesetzt. B: RT-PCR der dtg MEF-Anséatze von E9 +/-Dox. Als Negativ- und Leakage-Kontrolle diente die
MEF-Kultur des stg E11/+Dox. Nachgewiesen wurde zunachst die rtTA cDNA (590 bp, rtTAi/ii). Darunter ist das Produkt fir
die tgWt1 cDNA (460 bp, mWt1-RT F2/pBI-6) ausschlieflich im E9/+Dox-Ansatz zu sehen. Erganzend hierzu wurde zum
Nachweis des alternativen SpleiRens von Exon 9 eine PCR mit den Oligonukleotiden mWt1-Seq3/pBI-6 (745 bp)
durchgefiihrt und das resultierende Produkt sequenziert (s. Abb. 3.11). Als Kontrolle fir die eingesetzten cDNA-Mengen
diente eine Aktin-spezifische RT-PCR (Oligonukleotide: musAktin A3/A5, 18 Amplifikationszyklen).

(-): H.O/Negativkontrolle; (M): GréRenstandard 100bp-Marker; (RT+): Ansatze mit reverser Transkriptase; (RT-): Ansatze
ohne reverse Transkriptase; Standardamplifikationszyklen: 35.

Die Ergebnisse zeigen eine stringente Induzierbarkeit der Linie Wt1-Resp1 im MEF-
Assay. AusschlieBlich im Versuchsansatz mit Doxyzyklin exprimieren die doppelt
transgenen (dtg) MEF (*E9) das Wt1-Transgen (ProduktgroRe: 460 bp). Eine weitere
unter Verwendung der Primer mWT1-Seq 3/pBI-6 durchgeflihrte PCR (Produktgrofie:
745 bp) erbrachte durch anschlieRende Sequenzierung des Produktes den Nachweis des
alternativen SpleiRens von Exon 9 des verwendeten Wt1-Responder-Konstruktes. Im
Elektropherogramm wird die Verwendung der alternativen Spleildonorstelle zur
Generierung der +KTS bzw. -KTS Wt1-Isoformen deutlich (s. Abb. 3.11). Dies bestatigt

eindeutig die Funktionalitat der als Transgen injizierten chimaren cDNA mWt1+5S *7KTS,
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CMV-rtTA/Resp1:
{Experimental Data} CrtR1-E9+dox ?<45bp/Seq3 f
*13@ anga
C Fl T Fl C Fl G T N Fl Fl Fl N N Fl N N N N Fl Fl

\&[\/\L\/\L\/MW@MAMN\A

AAAACAAGT GAA + KTS

CAT ACA GGT

H T G GAAAAGCcCccCcTTC KIS
E K P F

Abbildung 3.11: Nachweis alternativer SpleiBprodukte von Exon 9 in der transgenen Wt1-
RNA.

Die Sequenzierung des 745 bp groBen RT-PCR Produktes von tgWt1 aus der Dox-induzierten MEF-Kultur #E9 zeigt
deutlich das Vorhandensein beider Wt1-SpleilRvarianten +KTS und -KTS. Dargestellt ist das Elektropherogramm der
Sequenzierung mit dem Primer mWt1-Seq3. Bis zur Position der alternativ verwendeten SpleiRdonorstelle von Exon 9 ist
die Sequenz eindeutig zu lesen und entspricht der zu erwartenden Wt¢7-Basenabfolge, als auch der daraus resultierenden
Aminosaurefolge (H T G). Danach wird die Sequenz durch Uberlagerungen undeutlich (N), was auf die Anwesenheit beider
Produkte (+/-KTS-Formen) schlieen lasst. Eine Interpretation der Sequenzierung hinsichtlich der Prasenz der +KTS-
(obere Basenabfolge) und der —-KTS-Form (untere Basenabfolge) ist mdglich.

ProduktgréRe: 745 bp; MEF #E9 +Dox CMV-rtTA/Wt1-Resp1; Sequenzierprimer: mWT1-Seq3; Aminosaurensequenz
(blau) im Einbuchstaben-Code (s. Anhang).

Fir die Linie Wt1-Resp2 wurde die Charakterisierung Uber eine transiente
Transfektion der MEF mit einem rtTA-Expressionsplasmid gewahlt. Hierfir wurden Wt1-
Resp22 mit C57BL/6Q verpaart. Den schwangeren Mausen wurden die Embryonen
(12,5 dpc) entnommen und MEF-Kulturen angelegt. Nach der Genotypisierung wurden
Wt1-Resp2-transgene MEF mit dem Plasmid pUHD 172-1 (Gossen et al. 1995) transient
transfiziert und jeweils mit und ohne Doxyzyklin (1 ug/ml) zwei Tage inkubiert. Als
Positivkontrolle wurden Wt1-Resp2-negative MEF sowohl mit pUHD 172-1 als auch mit
dem Konstrukt pWt71-Resp2 transfiziert und in Anwesenheit von Dox kultiviert. Durch
Verwendung eines rtTA als Effektor sollte die Applikation von Dox die Expression des
Transgens induzieren. Die extrahiete RNA wurde mit Wt7-Resp2-spezifischen
Oligonukleotiden (WT1-MF/pBI-6) im Rahmen von RT-PCR Experimenten untersucht.
Die Ergebnisse sind in Abbildung 3.12 dargestellt.

Im MEF-Assay konnte flr die Responder-Linie Wt1-Resp2 eine eindeutige Dox-
abhangige Induzierbarkeit gezeigt werden. Durch transiente Transfektion der
Fibroblasten-Kulturen mit dem Effektorplasmid pUHD172-1 wurde in Wt71-Resp2-positiven
Kulturen bei Applikation von Doxyzyklin die Expression des eingebrachten Wt7-Transgens
nachgewiesen. Ebenfalls wurde durch Sequenzierung des 580 bp groRen Produktes mit
dem in Exon 9 gelegenen Oligonukleotid WT1-MF die SpleiRbarkeit der chimaren cDNA
nachvollzogen (Daten nicht abgebildet, entspricht Abb. 3.11).
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Wt1-Resp2:
A: E1 E6 ET M - +

« tg Wt1

B: E7 E6 E7 E6
+ +Resp2
+ + +tTA +{TA
- + - + +Dox -Dox +Dox M

« tg Wt1

<« Aktin

Abbildung 3.12: Ergebnisse des MEF-Assay der Mauslinie Wt1-Resp2.

A: PCR-Genotypisierung der MEF-Kulturen E1-E7 aus der Verpaarung Wt71-Resp2 x C57BL/6. Die positiven Kulturen (E4,
E6) wurden mit tgWt1-spezifischen Oligonukleotiden (mWt1-RT F2/pBI-2, ProdukigroRe 380 bp) identifiziert. B: Die Wt1-
Resp2-positive MEF-Kultur E6 wurde nach transienter Transfektion (rtTA 172-1) ohne und mit Dox (+/-Dox) kultiviert. Die
RT-PCR mit tgWt1-spezifischen Oligonukleotiden (Wt1-MF/pBI-6, Produktgrofie: 580 bp, 40 Zyklen) zeigt eine eindeutige
Induktion des Transgens in der +Dox-Kultur. Zur Kontrolle wurde die tgWt71-negative Kultur E7 mit rfTA 172-1 und pWt1-
Resp2 co-transfiziert und ebenfalls unter Dox kultiviert. Die Pfeile indizieren die Produkte fiir tgWt71 und Aktin. Als Kontrolle
fur die eingesetzten cDNA-Mengen diente eine Aktin-spezifische RT-PCR (Oligonukleotide: musAktin A3/A5, 18
Amplifikationszyklen).

(-): H.O/Negativkontrolle; (M): GroRBenstandard 100bp-Marker; (RT+): Ansatze mit reverser Transkriptase; (RT-): Ansatze
ohne reverse Transkriptase.

Zusatzlich zum Nachweis der Expression des Transgens auf RNA-Ebene wurde
versucht, die Induzierbarkeit durch Fluoreszenzmikroskopie sichtbar zu machen. Die
Verwendung von EGFP als Induktionsmarker in Dox-regulierbaren Fibroblasten ist in der
Darstellung 3.13 abgebildet.

Die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen der MEF-Assay-Kulturen von Wit1-
Resp2 dokumentieren eine starke Fluoreszenz vereinzelter Zellen in den co-transfizierten
Kontrollansatzen. Nur hier scheint die hervorgerufene Expressionsstarke von EGFP hoch
genug zu sein, um optisch nachgewiesen zu werden. Wahrscheinlich ist die Menge des
vom Transgenlokus exprimierten EGFP nicht ausreichend, um fluoreszenzmikroskopisch
erfasst zu werden. Zur Darstellung der Dox-abhdngigen Induktion mit EGFP als
Induktionsmarker, scheint der MEF-Assay mit transienter Transfektion der Kulturen

ungeeignet.
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Wt1-Resp2:

EGFP: E7:
+Resp2
+r{TA
+Dox

E6:
+r{TA
+Dox

Abbildung 3.13: Fluoreszenzmikroskopie transient transfizierter MEF-Kulturen von Wt1-
Resp2.

Die Aufnahmen dokumentieren EGFP-exprimierende Fibroblasten im Kontrollansatz (E7). Die mit pWt1-Resp2 und
rtTA 172-1 co-transfizierten MEF zeigen eine Expression des EGFP-Induktionsmarkers aus dem Responder-Plasmid. Im
Versuchsansatz (E6, MEF Wt1-Resp2 positiv) mit rtTA-Transfektion und Dox-Induktion kann nur eine sehr schwache
Expression ( weiler Pfeil, mglw. Hintergrund) nachgewiesen werden.

3.1.5.3 Untersuchung der Induzierbarkeit der Linie Wt1-Resp1 mit Effektor-
Mausen

Durch die Verbreitung der Anwendung des Tet-Systems im Mausmodell sind
inzwischen verschiedene Effektor-Mause zur Beantwortung der unterschiedlichsten
Fragestellungen generiert worden, so dass fiir eine Vielzahl von Geweben Effektor-Tiere
(s. http://www.zmg.uni-mainz.de/tetmouse/index.htm) zur Verfiigung stehen. Diese Tiere
bieten die Moglichkeit, die eigenen Responder auf ihre Funktionalitat in vivo zu testen. Je
nach Verwendung von tTA oder riTA als Effektor lasst sich die Induzierbarkeit durch
Applikation (tTA) bzw. Entzug (rtTA) von Dox (s. Abb. 1.2) in den jeweils fir die
eingesetzten Promotoren spezifischen Geweben Uberprifen. Fir die Charakterisierung
standen uns drei verschiedene Effektor-Mauslinien zur Verfligung. In Tabelle 3.1 sind die
eingesetzten Linien systematisch aufgelistet und beschrieben. Die angegebenen
Ursprungsplasmide (z. B. pUHG 17-1) informieren Uber die Generation der Effektoren und
sind unbedingt als Sequenzgrundlage bei der PCR-Genotypisierung zu beachten
(s. Urlinger et al. 2000)

Zur Verpaarung mit der Linie Wt1-Resp1 und der folgenden Analyse wurden die
bereits erwahnten CMV-rtTA Mause verwendet, die den rtTA unter der Kontrolle eines
CMV-Promotors ubiquitar exprimieren. Zwei weitere Linien wurden ebenfalls mit den Wt1-

Resp1 Mausen verpaart. Fabp-rtTA Tiere exprimieren den Transaktivator unter Kontrolle
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eines modifizierten, aus der Ratte stammenden fatty acid binding protein-Promotors in
verschiedenen Regionen des Darmes, mit Ausnahme des Duodenums
(Saam et al. 1999). Des weiteren wurden LAP-{TA Mause verwendet, die unter der
Kontrolle des LAP-Promotors der Ratte [Promotor des liver enriched activator protein
(C/EBPb)-Transkriptionsfaktors in der Leber] den tTA exprimieren (Kistner et al. 1996).

LINIE PROMOTOR GEWEBE | EFFEKTOR PUBLIKATION
CMV-rtTA Ll ubiquitar A Kistner et al. 1996
Cytomegalievirus pUHG 17-1

Fabp|4xat-1 32

Darm rtTA
Fabp-rtTA (fatty acid binding Saam et al. 1999
. Blase pUHG 17-1
protein)
rLAP Leber {TA Kistner et al. 1996
LAP-tTA S:;T;::”Ched aotivator Niere pUHG 15-1 Gallagher et al. 2003

Tabelle 3.1: Effektor-Mause.

Aufgelistet sind die fir die Charakterisierung der Responder-Linie Wt1-Resp1 verwendeten Effektor-Mauslinien mit ihren
Promotoren bzw. der verwendeten Transkriptionseinheit, den integrierten Effektoren und ihrer Gewebespezifitat. Neben der
Art des Effektors tTA/rtTA sind auch die Ursprungsplasmide angegeben, die Auskunft (iber die Effektor-Generation geben.

In Zusammenarbeit mit den Arbeitsgruppen Sahin/Tureci und Bockamp (beide
Universitat Mainz) wurden, zur Kontrolle der in der Literatur beschriebenen
Expressionsorte der Transgene, die Expressionsstarken in den Organen der in unseren
Arbeitsgruppen vorhandenen und eingesetzten Effektor-Mauslinien durch quantitative
real time PCRs Uberpruft. Hierzu wurde RNA aus Leber, Thymus, Niere, Milz,
Knochenmark, Gehirn, Duodenum und Kolon der Effektor-Mause prapariert, revers
transkribiert und im Taqg Man (Fa. ABI) quantifiziert. Die Ergebnisse der Linien CMV-rtTA,
Fabp-rtTA und LAP-tTA sind in Abbildung 3.14 zu sehen.

Nach der Verpaarung der Responder-Linie Wt1-Resp1 mit den unten aufgefihrten
Effektor-Mauslinien wurden die Nachkommen mittels PCR und Dot Blot genotypisiert.
Doppelt transgenen Tieren (Effektor/ Wt1-Resp1) wurde daraufhin zwei Wochen lang Dox
im Trinkwasser appliziert (4 mg/ml Dox, 5 % Sucrose). AnschlieRend wurden die Gewebe
Leber (L), Darm (D) und Niere (N) enthommen, daraus RNA extrahiert und diese in RT-
PCR Experimenten auf eine induzierbare transgene Wit71-Expression untersucht. Als

Kontrolle dienten doppelt transgene Tiere, denen kein Dox verabreicht wurde.
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Abbildung 3.14: Expressionsstarken der (r)tTA-Transgene in den Effektor-Mausen.

Die Expressionsstarken der Transaktivatoren in den untersuchten Geweben sind logarithmisch dargestellt. Die CMV-rtTA
Effektor-Linie exprimiert den rtTA ubiquitar, aber in sehr unterschiedlichen Starken. Die Fabp-rtTA Mause zeigen im
Gegensatz zur Publikation (Dinndarm und Kolon), ausschliellich eine Expression im Dinndarm. Die Quantifizierung der
Gewebe aus LAP-tTA Tieren ergab eine sehr starke Expression des {TA in der Leber und zusatzlich eine schwachere in
den Organen Niere und Gehirn, Knochenmark und Thymus.

In Abbildung 3.15 und 3.16 sind die Ergebnisse der Untersuchungen von Tieren der
Verpaarungen mit CMV-rtTA und LAP-tTA Mausen dargestellt. Die Versuche mit den
Fabp-rtTA Effektor-Tieren wurden nach mehreren vergeblichen Anlaufen und nicht
reproduzierbaren Ergebnissen auch im Hinblick auf die Expressionsunterschiede
zwischen unseren Experimenten (s. Abb.3.14) und der sie charakterisierenden
Publikation wieder eingestellit.

In den Versuchen der CMV-rtTA/Wt1-Resp1 Verpaarungen konnte zunachst die
rtTA-Expression in den Geweben unabhangig von der Dox-Applikation gezeigt werden
(s. Abb. 3.15). Dagegen konnte eine Induzierbarkeit, trotz anderer Erwartungen aus den
Vorversuchen fiir den ubiquitar wirkenden CMV-Promotor, flr das tgWt7 nur in der Niere

der Tiere nachgewiesen werden. Leber und Darm zeigen keine Produkte. Die schwachere
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Bande im -Dox-Ansatz der Niere deutet eine mdoglicherweise nicht stringente

Regulierbarkeit der tgWt71-Expression an.

CMV-rtTA/Wt1-Resp1:
— Dox + Dox — Dox + Dox

L D N L D N L DN L DN - + M

rtTA

« tg Wt1

RT- RT+

Abbildung 3.15: Untersuchung der Induzierbarkeit von CMV-rtTA/Wt1-Resp1-Mausen.

Den Tieren wurde nach zweiw6chiger Dox-Applikation Leber (L), Darm (D) und Niere (N) entnommen, daraus RNA
prapariert und mittels RT-PCR die induzierbare Expression des Transgens uberprift. Die PCR wurde mit tgWt1-
spezifischen Oligonukleotiden (mWt1-RT F2/pBI-6, ProduktgroRe: 460 bp, 35 Zyklen) durchgefiihrt. Die Pfeile markieren
die entsprechenden Produkte. Die riTA-Amplifikation wurde mit den Oligonukleotiden rtTAi/ii (Produkt: 590 bp, 35 Zyklen)
durchgefiihrt. Als Positivkontrolle (+) wurde die entsprechende DNA der Elterntiere eingesetzt. Als Kontrolle fir die
eingesetzten cDNA-Mengen diente eine Aktin-spezifische RT-PCR (Oligonukleotide: musAktin A3/A5, 18
Amplifikationszyklen).

(-): H.O/Negativkontrolle; (M): GroRenstandard 100bp-Marker; (RT+): Ansatze mit reverser Transkriptase; (RT-): Ansatze
ohne reverse Transkriptase.

Der Versuchsansatz mit doppelt transgenen LAP-tTA/Wt1-Resp1 Mausen zeigt eine
stringente Regulierbarkeit des Wt7-Resp1 Transgens in der Leber der Tiere ohne Dox-
Applikation (s. Abb. 3.16).

LAP-tTA/Wt1-Resp1:
- Dox + Dox + Dox — Dox

L D N L D N L D N L D N - + M

dtgWwt1

RT- RT+

Abbildung 3.16: Untersuchung der Induzierbarkeit von LAP-tTA/IWt1-Resp1-Mausen.
Versuchsablauf wie in Abb. 3.15 bereits beschrieben. Der Nachweis fir tgWt7 wurde mit spezifischen Oligonukleotiden
gefihrt (mW1t1-RT F2/pBI-6, ProduktgréRe: 460 bp, 35 Zyklen). Deutlich ist die Expression von tgWt1 in der Leber von
LAP-tTA/Wt1-Resp1 (-Dox)-Tieren zu sehen. Als Positivkontrolle wurde die RNA des MEF-Assay CMV-riTA/Wt1-
Resp1 #E9 +Dox eingesetzt. Als Abgleich fir die eingesetzten RNA Mengen diente eine entsprechende Aktin-PCR
(Oligonukleotide: musAktin A3/A5, ProduktgréRe: 380 bp, 18 Zyklen).

(-): H.O/Negativkontrolle; (M): GroRenstandard 100bp-Marker; (RT+): Ansatze mit reverser Transkriptase; (RT-):Ansatze
ohne reverse Transkriptase.
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Deutlich abgeschaltet dagegen ist die Expression in den Mausen mit Doxyzyklingabe.
Trotz gezeigter tTA-Expression in der Niere der LAP-Tiere (s.Abb. 3.14), konnte in
diesem Organ kein Produkt fir das Wt71-Transgen nachgewiesen werden. Ein Grund
hierfir ist mdoglicherweise die um ein vielfaches schwachere Expressionsstarke
(Faktor 1000) des unter der Kontrolle des leberspezifischen LAP-Promotors stehenden
tTA in der Niere. Die Ergebnisse bestatigen die Resultate aus den MEF-Assays flr die

Linie Wt1-Resp1 als Dox-abhangig regulierbarem Responder.

Beide Responder-Linien wurden mittels Embryotransfer in die SPF-Haltung der ZVTE
der Universitdt Mainz Uberfihrt (s.0.) und fir die Verpaarung mit Wt1-tTA Effektor-
Mausen bereitgehalten. Diese Paarungen konnten erst nach dem zehnten Backcross der
Responder-Linien mit C57BL/6-Mausen angesetzt werden. Zu diesem Zeitpunkt befanden
sich die transgenen Responder-Mauslinien in der vierzehnten Generation seit ihrer

Herstellung.

3.2 Effektor-Mause (Wt1-tTA*™")

3.21 Generierung von k.o./k.i.-Mausen

Die zielgerichtete Veranderung des murinen Genoms, z. B. die Inaktivierung eines
Gens bei der Herstellung von k.o.- oder k.i.-Mausen mittels homologer Rekombination,
wird im Englischen als gene targeting bezeichnet. Im Gegensatz zur Generierung
transgener Tiere durch Mikroinjektion von DNA in die Vorkerne befruchteter Eizellen
(s. Responder-Mause), bei der das Konstrukt an einer nicht vorhersehbaren Stelle des
Genoms integriert, handelt es sich bei der homologen Rekombination um einen
zielgerichteten, sequenzspezifischen Austausch (Schenkel 1995, Old & Primrose 1994).
Mit Hilfe der zellularen Rekombinationsmaschinerie wird ein modifiziertes Gen als Teil
eines sog. fargeting construct homolog mit seinem chromosomalen Gegenstlick
ausgetauscht und die Modifikation so ins Genom eingefuhrt. Eine solche Rekombination
findet in etwa einer von 10° bis 10° Zellen statt und ist damit relativ selten. Dabei
beeinflusst die Lange der homologen Sequenzen von Konstrukt-DNA und Ziel-DNA
erheblich die Rekombinationsfrequenz. Zur Anreicherung rekombinierter Klone werden
bei der Herstellung von Targeting-Konstrukten positive und negative Selektionsmarker
eingesetzt. Die Insertion einer Neomycin-Resistenzkassette (NeoR, codiert fur das Enzym
Neomycinphosphotransferase) befahigt bei Integration des Konstruktes die

rekombinierten ES-Zellklone zum Wachstum unter dem Selektionsdruck des
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Antibiotikums Geneticin (G418, positive Selektion). Das Anfligen einer Expressions-
kassette fur die Herpes simplex-Thymidinkinase (HSV-Tk), die bei homologer Integration
abgetrennt wird, bewirkt durch ihre Anwesenheit in nicht korrekt rekombinierten Klonen
bei Zugabe von Gancyclovir (Ganc) ins Nahrmedium den Tod dieser Zellen (negative
Selektion, s. Abb. 3.17).

A:
Selektion 5‘-Hom ologiearm Effektor Selektion g 3‘-Homologiearm
— + '
ATG loxP loxP

B:

Wildiyp Lokus: —————{Ext }—{ £} (E6 —{Bal—

Targeting >< ><

Konstrukt:

Rekombinanter

Lokus: 1) — [ Ex4 |

)——)p———feal (Exa |

Abbildung 3.17: Schema zur Modifikation eines Gen-Lokus mit Hilfe von homologer

Rekombination.

A: Bestandteile eines Effektor/Targeting-Konstruktes als Grundlage der Modifikation eines fiktiven Gen-Lokus. B: Homologe
Rekombination am Beispiel eines fiktiven Lokus. Im Wildtyp-Lokus wird Exon 1 und 2 durch einen Effektor mittels
homologer Rekombination ersetzt (B oben). Darunter ist der rekombinante Lokus vor (1) und nach (2) der Exzision des
positiven Selektionsmarkers durch die Cre-Rekombinase abgebildet (verandert nach Bockamp et al. 2002).

(-): Kassette zur negativen Selektion (z. B. HSV-Tk); (+): Kassette zur positiven Selektion der rekombinanten ES-Zellklone
(z. B. NeoR); Pfeilspitzen (schwarz): loxP-Sequenzen zur Exzision des Selektionsmarkers mittels Cre-Rekombinase;
Rot: Homologiearme (HA), Sequenzen fir die homologe Rekombination in den Ziel-Lokus; Blockpfeil (blau): Effektor
(z. B. ATA).

Fir die angewandte Methode missen ES-Zellen mit dem entsprechenden Konstrukt
transfiziert, die Klone expandiert und anschlieBend die gewiinschte Rekombination
verifiziert werden. Positiv getestete ES-Zellklone werden zur Generierung chimarer Mause
in Blastozysten injiziert. Nach der Passage durch die Keimbahn dieser Tiere wird das
modifizierte Gen dann in den daraus resultierenden k.o./k.i.-Mausen nachgewiesen
(s. Abb. 3.18).

Von Vorteil ist es, wenn das zu inaktivierende Gen bereits gut vorcharakterisiert ist
und neben ausreichend vorhandenen Sequenzdaten auch das Genprodukt analysierbar
ist. Bei der Herstellung der urspringlichen, konstitutionalen k.o.-Mause wurden deshalb
funktionell wichtige Teile eines Gens als Ziel (farget) der homologen Rekombination
gewahlt und diese durch sogenannte positive Selektionsmarker (z. B. NeoR) ersetzt, um
eine Inaktivierung des Zielgens zu erreichen. Die neueren konditionalen Modelle machen

sich die bewahrten technischen Moglichkeiten zu Nutze, ersetzen (k.i.) aber das
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endogene Gen durch einen Transaktivator (Effektor) am Ziellokus. Durch die dort
endogen vorhandenen Regulationselemente (Enhancer, Promotor) resultiert eine zeitlich
und raumlich, genspezifische Expression des Effektors als Grundlage induzierbarer
Modelle. Dies geschieht bei gleichzeitiger Inaktivierung (k.0.) des Zielgens durch die
herbeigefiihrte Exzision wichtiger Elemente durch die Sequenzen des Transaktivators
(s. ebenfalls Abb. 3.17).

1 Gewinnung von Embryonalen 2 Transfer des rekombinanten Gens
Stammazellen (ES-Zellen) in ES-Zellen
[=] =)
e
S Homologe Rekombination
3 Selektion homolog rekombinierter 4 Blastozysten-Injektion
Klone
S— - -
H — _ _ @® — ;. 4
O GOO = @® e , /
Selektionsmedium h |

5 Implantation in Leihmiitter und Geburt von Chiméren

Blastozyste Empfanger-Maus Chimare

6 Riickkreuzung 7 Screening potenzieller k.o./k.i.-Mause

Abbildung 3.18: Herstellungsprinzip von k.o./k.i.-Mausen.

1. Gewinnung der ES-Zellen aus einer Agouti-farbenen Spender-Maus und Kultivierung im Nahrmedium. 2. Transfer des
veranderten (rekombinanten) Gens in ES-Zellen mittels Elektroporation. Die Integration am Ziellokus erfolgt durch homologe
Rekombination. 3. Selektion der transfizierten Zellen (Nahrmedium mit G418 und Ganzyclovir) und Analyse der resistenten
Klone auf homologe Integration des Konstruktes. 4. Injektion homolog rekombinierter Klone in Blastozysten von schwarzen
Mausen. 5. Implantation der Blastozysten in scheinschwangere Leihmutter und Geburt der genetisch veranderten chiméaren
Tiere. 6. Rickkreuzung hochchimarer Bocke mit C57BI/6-Mausen. Bei einer Keimbahntransmission der veranderten ES-
Zellen setzt sich das dominante Agouti-Allel in einigen Nachkommen durch und dient als Marker fir potenzielle k.o./k.i.-
Mause. 7. Agouti-Mause werden zum Nachweis der Integration des Targeting-Konstruktes untersucht. Positiv getestete
Tiere tragen in allen Zellen die eingefihrte Veranderung und werden als k.o./k.i.-Mause bezeichnet.
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3.2.2 Herstellung der Effektor-Konstrukte

Fur die Effektor-Linie zur Herstellung einer konditionalen, reversiblen Wt1 k.o.-Maus
musste ein Targeting-Konstrukt generiert werden, das als Effektor einen (reversen)
tetrazyklinabhangigen Transaktivator (rtTA bzw. tTA) durch homologe Rekombination
direkt unter  die Kontrolle  des Wt1-Promotors bringt  [heterozygoter
(NtTA knock in/ Wt1 knock out, s. Abb. 3.19]. Dies sollte die Wt1-spezifische Expression
von (r)tTA an Stelle von Wt1 gewahrleisten.

Abbildung 3.19: Wt1-Lokus

(nach Kreidberg).

A: pGEMWt1-RV pGEM/Wt1-largeRI A: Zeigt den Zustand des Wit1-Lokus
aufgrund der Publikation  von
Kreidberg et al.1993. Daruber sind

BRI R Exon1 RV RI XX H RI die uns (Uberlassenen Plasmide
Ll L F L L Ll L | (PGEM/Wt1-RV  und pGEM/Wt1-
largeRI) zur Generierung der Homo-
ATG logiearme abgebildet.
B: Darstellung des Targeting-
B: RI Rl rTA 17-1 X H Konstruktes Wt1-targ1. (-): Negative
— + I I Selektion/HSV-Tk; Effektor: riTA 17-
[ - | [+ | 1; (+): gefloxte Neomycin-Resistenz-
ATG kassette (positive Selektion); loxP-
Sequenzen: schwarze Pfeile; Homo-
C: logiearme: rot. Das Exon 1 von Wt1
' BRI Rl rTA17-1 X H ist geteilt grau/schwarz (ab Trans-
[ 1 1

L lationsstartpunkt, ATG) abge-bildet.
C: Rekombinanter Wt71-Lokus (rtTA
ATG knock in/ Wt1-knock out).  Restrik-
tionsschnittstellen: B=Bglll; H=Hpal;
RI=EcoRI; RV=EcoRV; X=Xhol.

Zur Klonierung des Effektor-Konstruktes wurden uns von Dr. J. Pelletier
(McGill Cancer Center, Montreal/Kanada) freundlicherweise genomische Klone der Wt1-
Region zur Verfugung gestellt, die bei der Herstellung der konstitutionalen Wt1 k.o.-Maus
verwendet wurden (Kreidberg et al. 1993). Alle Arbeiten zur Erzeugung der k.o.-Mause
(Kultivierung und Elektroporation der ES-Zellen, Blastozysteninjektion, sowie Generierung
der Chimaren) wurden in der Arbeitsgruppe von Dr. E. Bockamp (Institut fir Toxikologie,
Universitat Mainz) von Frau R. Heck und Dr. L. Eshkind durchgefiihrt.

3.2.3 Effektor-Konstrukt Wt1-targ1

Fir den ersten Anlauf zur Herstellung des Wt1-Targeting/Effektor-Konstruktes (Wt1-
targ1) wurden die vorliegenden Wt71-Sequenzen in der korrekten Orientierung in einem
Plasmid pGEM-11Zf+ der Firma Promega vereinigt. Die funktionalen Teile des Effektors
rtTA 17-1 (freundlicherweise zur Verfigung gestellt von Prof. Dr. H. Bujard, ZMBH

Heidelberg; Kistner et al. 1996), sowie eine von JoxP-Sequenzen flankierte positive
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Selektionskassette (Neo™, flanked by loxP sites) sollten mittels einer innovativen
Rekombinationsmethode zur Vermeidung der beschrankten, vorgegebenen
Restriktionsschnittstellen in das Plasmid eingebracht werden. Das sog. ET-Cloning nutzt
die Eigenschaften der Rekombinasen RecE und RecT aus E.coli zur
sequenzspezifischen Rekombination aufgrund relativ kurzer (~ 40-75 Nukleotide), als
Oligonukleotide synthetisierte Homologiearme (Zhang et al. 1998, Angrand et al. 1999).
Hiermit wurden rtTA und Neo-Kassette amplifizert und sollten durch die Verwendung Wt1-
spezifischer Sequenzen direkt an die Stelle des Wt1-Translationsstartpunkt (ATG)
platziert werden. Trotz vielfaltiger Versuche und Bemiihungen konnte diese Methode nicht
etabliert werden.

Die sich anschlielende konventionelle Klonierungsstrategie fihrte zur Herstellung
des Targeting-Konstruktes Wit1-targ1 (s. Abb. 3.19 B). Hiermit wurden ES-Zellen
transformiert und die daraus resultierenden 1100 potenziell homolog rekombinierten
Klone mittels Restriktionsverdau und Southern Blot analysiert. Lediglich ein zunachst als
positiv identifizierter Klon ging hieraus hervor. Dieser zeigte allerdings bei der Analyse des
Restriktionsverdaus eine unerwartete Produktgréf3e im rekombinierten 3’-Bereich. Aus der
trotzdem durchgefuhrten Blastozysteninjektion resultierten zwar Chiméren, die jedoch
keine Weitergabe des rekombinanten Lokus an ihre Nachkommen zeigten.

Aufmerksam geworden durch die mangelnde Rekombinationsfrequenz trotz
verwendeter Selektionsmarker sowie abweichende Verdaumuster wurde eine erneute

Datenbankanalyse zur Klarung der Organisation des murinen Wt7-Lokus vorgenommen.

3.24 Datenbankanalysen zur Aufklarung des murinen Wt71-Lokus

Fir die Aufklarung der Organisation des murinen Wt7-Lokus wurden zunachst die
Sequenzdaten aus unseren eigenen Sequenzierungen der von Dr. J. Pelletier zur
Verfligung gestellten Plasmide mit den Daten von Celera Genomics verglichen. Die neuen
Sequenzdaten wurden dann den bis dahin verdffentlichten Sequenzen der NCBI-
Datenbank gegenibergestellt. In der resultierenden Konsensus-Sequenz wurden die
Wit1 Exons 1-10 identifiziert. Es konnte ein zusammenhangendes ~ 54 kb umfassendes
Contig erstellt werden, das den kompletten murinen Wt7-Lokus Uberspannt. Eine nahezu
zeitgleich erschienene Veroffentlichung von Gong et al. 2001 bestatigte diese Ergebnisse.
Es konnte gezeigt werden, dass der von Kreidberg et al. 1993 publizierte Zustand des
Wt1-Lokus nach etwa drei Kilobasen 3° von Exon 1 gelegen nicht mit den neuen
Erkenntnissen Ubereinstimmt (s. Abb. 3.20). Dadurch wurde deutlich, dass das uns zur
Generierung des 3'-Homologiearmes vorliegende Plasmid pGEM/Wt1-largeRl nur bis
etwa 800 bp nach der zweiten Xhol Restriktionsschnittstelle (s. Abb. 3.19) tatsachlich
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Wt1-Sequenzen enthalt. Die Herkunft der folgenden etwa 5,5 kb des Homologiearmes
von Wti-targ1, die fir die Rekombination geplant waren, konnte nicht geklart werden,
standen aber fur eine homologe Rekombination natdrlich nicht zur Verfugung, was die

niedrige Rekombinationsfrequenz des Wt1-targ1 Konstruktes erklaren konnte.

3.2.5 Generierung des Effektor-Konstruktes Wt71-targ2

Aufgrund der o. g. Erfahrungen wurden fir die Herstellung des zweiten Targeting-
Konstruktes (Wit1-targ2) einige Veranderungen vorgenommen. Zunachst wurde als
Effektor eine neue tTA-Variante gewahlt (pUHT 61-1, freundlicherweise zur Verfigung
gestellt von Prof. Dr. H. Bujard, ZMBH Heidelberg; Urlinger et al. 2000), die eine Dox-
Administration erst zum Abschalten des Transgens (fet off) notwendig macht. Die
verbesserten Eigenschaften im Vergleich zu den alteren Transaktivatoren, wie die
Reduktion intrazelluldrer Toxizitat, eine erhdohte Dox-Sensitivitdt und eine deutlich
verbesserte Aktivierungskinetik wurden bereits erwahnt (s. Kap. 1.2). Alle Komponenten
(tTA®™" Neo™, 3'Wt1-HA), mit Ausnahme des 5 Wt1-HA wurden mittels Expand-PCR
amplifiziert. Die verwendeten Oligonukleotide wurden so modifiziert, dass sie die
notwendigen Restriktionsschnittstellen fur die Ligation in das Effektor-Plasmid als
Anhange mit einbringen. Als Trager wurde erneut der Vektor pGEM-11Zf+ der Firma
Promega gewahlt. Die Abbildung 3.20 zeigt den Zustand des Wit7-Lokus im fir die

homologe Rekombination des Effektor-Konstruktes notwendigen Bereich.

Wt1-Lokus:
pGEM/Wt1-RV
Exon 1 Ex2 Ex3
e HE g L m mm i
| | m |
[ —— ——

Abbildung 3.20: Muriner Wt1-Lokus.

Der schematisch gezeigte Bereich umfasst etwa 18 kb. Alle zur Orientierung notwendigen Restriktionsschnittstellen sind
angegeben. Wt1 Exon 1-3 sind als schwarze Rechtecke abgebildet. Wt7-spezifische Sequenzen des fiir die Generierung
des 5'Wt1-Homologiearmes eingesetzten Plasmids sind darlber, die Bereiche der verwendeten HAe fir Wt1-targ2 darunter
(orange) dargestellt. B: Bglll, RI: EcoRI, RV: EcoRV, N: Nsil, X: Xhol.

Zunachst wurde in die uns zur Verfligung gestellte 5° Wt71-Sequenz (pGEM/Wt1-RV)
mittels Mutagenese (XL Mutagenese-Kit, Fa. Stratagene) an der Position =15 vom Wt1-
Translationsstartpunkt (ATG) eine Xhol-Restriktionsschnittstelle eingefiuhrt (tcc gag zu

ctc gag). Anschlielend wurde das Plasmid mit den Endonukleasen Sfil und Xhol
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restringiert, das 3,4 kb groRe Produkt 5’Wt7-HA isoliert und in einen mit den gleichen
Enzymen linearisierten pGEM-Vektor ligiert. Die notwendigen Sequenzinformationen fur
die Mutagenese wurden der Publikation von Pelletier et al. 1991 entnommen.

Der einzusetzende Effektor tTA®*'"" wurde auf Grundlage des Plasmids pUHT61-1 so
amplifiziert, dass an den Produktenden die Schnittstellen der Restriktionsenzyme Xhol (5'-
Ende) und Notl (3’-Ende) angefligt wurden. Zusatzlich wurde im 5’-Bereich vor das ATG
des Transaktivators eine optimierte Kozak-Sequenz (cc a cc) zur Verbesserung der
Translation der tTA-mRNA eingeflihrt (Kozak 1991). Hierdurch wurde gleichfalls der 5'-
gelegene alternative Wt1-Transkriptionsstartpunkt (CTG) aus dem Leserahmen
verschoben. Das {TA Expand-PCR Produkt (1,2 kb) wurde zunachst mittels der
Uberhangenden A-Enden in einen T-Vektor (pCR Il TOPO der Fa. Invitrogen) ligiert, durch
eine Xhol/Notl-Restriktion wieder entnommen und in den gleichartig gedffneten Vektor
pGEM/5'Wt1-HA Uberfihrt. Das entstandene Plasmid wurde mit einem kombinierten
Notl/Nsil-Verdau fiir die Aufnahme der Neo™-Kassette vorbereitet. Diese wurde
ebenfalls mittels Expand-PCR auf Grundlage eines Plasmides (#1268 rtTA17-1 aus der
Arbeitsgruppe von Dr. E. Bockamp) amplifiziert und in den bereits erwdhnten
pCR Il TOPO-Vektor kloniert. Durch die artifiziell angefluigten Notl (5’ Ende)- und
Nsil (3° Ende)-Restriktionsschnittstellen  konnte das  Produkt (1,4 kb) mit der
entsprechenden Restriktion wieder freigesetzt und in den vorbereiteten pGEM/5 Wt1-
HA/tTA-Vektor ligiert werden. Als letzte Komponente des Konstruktes wurde der 3’ Wt1-
HA in das Plasmid eingefligt. Hierfur wurde ein ~ 3,3 kb groRRes Produkt auf ES-Zell-DNA
(Mausstamm 129), welches ca. 800bp 3 vom WI1-ATG entfernt liegt, mit den
Oligonukleotiden xxx-Nsi 3’hom-FOR/xxx-Nsi 3’hom-REV amplifiziert und in den o. g. T-
Vektor ligiert. Dabei wurde der Sense-Primer Uber eine endogen im Wit71-Lokus
vorhandene Nsil-Schnittstelle gelegt, um diese fir die nachfolgende Ligation zu nutzen.
AnschlieBend wurde zuerst die in Abbildung 3.20 rot markierte EcoRV-
Restriktionsschnittstelle in eine EcoRI-Erkennungssequenz durch in vitro-Mutagenese
umgewandelt, um eine spatere Identifizierung der Integration in homolog rekombinierten
ES-Zellen mit einem geeigneten Restriktionsverdau und der Hybridisierung mit einer
radioaktiven Sonde in Southern Blot-Analysen zu erleichtern. Der mutagenisierte 3’'Wt1-
muta-HA wurde mit einem Nsil-Verdau aus dem TOPO-Vektor isoliert und in das
entsprechend linearisierte Zielplasmid ligiert.

Das so generierte Effektor-Konstrukt pGEM/5 Wt1-HA/tTA%"/Neo™/ 3’ Wit1-muta-HA
wurde als Wt1-targ2 bezeichnet. Dieses Konstrukt ist in den Abbildungen 3. 21 und 3. 22

ausfuhrlich dargestellt.
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Wt1-targ2:

Rl RI X CCACC ROIR RI XX
| | | | Ll
H 5¢ Wt1-HA tTAS  [p{ Neo [P 3WtimutaHA  H

ATG loxP loxP

Abbildung 3.21: Effektor/ Targeting-Konstrukt Wt1-targ2.

Dargestellt ist der Aufbau des Effektor-Konstruktes Wt71-targ2. Die beiden Homologiearme 5'Wt1-HA (3,4 kb Lange) und
3'Wt1 muta-HA (3,3 kb Lange) sind orange unterlegt. Der offene Leserahmen des verwendete Effektor TA®"™" (blau) ist
direkt an die Stelle des Wt1-Translationsstartpunkt (ATG) gesetzt worden. Die Neomycin (NeoR)-Resistenzkassette (rot) zur
positven Selektion rekombinanter ES-Klone ist von loxP-Sequenzen (schwarze Pfeilspitzen) flankiert. Fir die Orientierung
hilfreiche Restriktionsschnittstellen sind schwarz, die durch Mutagenese eingefligten rot dargestellt. Die fiir die Translation
des tTA eingebrachte optimierte Kozak-Sequenz (ccacc) ist in blau gezeigt.

RI: EcoRlI, RV: EcoRV, X: Xhol.

T7  shl

AmpR/

Spé

Nsil
Wi1-targ?

Xhol 12500 hp
mta Xho |
¥hol
EcoR| ITAG1-1
Mot |
10xP  yphoo

{R\V) muta EcoR | Heo R

loxP

Nsil
Xhol

Abbildung 3.22: Wt1-targ2 Plasmidkarte.

Das Plasmid Wt1-targ2 hat eine GesamtgrofRe von 12,5 kb. Es wurden alle wichtigen Komponenten aufgefiihrt. Die 5’
(3,4 kb) und 3 (3,3 kb) Wt1-HAe sind grau abgebildet. Das Insert kann mit T7 und Sp6 Oligonukleotiden ansequenziert
werden. Alle anderen Ubergénge wurden durch Sequenzierung mit entsprechenden Primern verifiziert. Das Plasmid wurde
zusatzlich mittels Restriktionsverdau (aufgefiihrte Schnittstellen z. B. Xhol und Nsil) Gberprift. Fur die Elektroporation in ES-
Zellen wurde mit einem Sfil-Verdau linearisiert.

WeiRer Pfeil: tTA®"™" (1,2 kb); schwarze Pfeilspitzen: loxP-Sequenzen; NeoR (schwarz): Neomycin-Resistenzkassette zur
Selektion der ES-Klone; AmpR (weil}): Ampicillin-Resistenz fiir die Bakterienselektion.

Zur Verifizierung wurde das Plasmid mit verschiedenen Restriktionsverdaus (EcoRl,
Xbal, Xhol, Nsil) tberpruft. Alle Ubergénge der durch die Ligationen aneinander gefiigten

Bestandteile des Effektor-Konstruktes wurden mittels PCR unter Verwendung geeigneter
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Oligonukleotide (s. Kap. 2.6) amplifiziert und sowohl die PCR-Produkte, als auch das
Plasmid direkt sequenziert. Der tTA-Effektor wurde komplett sequenziert um eventuell
aufgetretene Mutationen auszuschlieBen. Fir die Elektroporation in W9.5 ES-Zellen
wurde Wit1-targ2 Plasmid-DNA mit einem Endotoxin free Plasmid-Praparationskit der
Fa. Qiagen prapariert und mit einem Sfil-Restriktionsverdau linearisiert. Die Aufreinigung
erfolgte Uber eine Agarose-Gelelektrophorese mit anschlieRender Gel-Elution. Die
linearisierte Konstrukt-DNA wurde prazipitiert, dreimal mit sterilem 70 % Ethanol
gewaschen, getrocknet und in sterilem Wasser der Fa. Braun (Konzentration 1 ug/pl)

geldst und anschlielend fiir die Transfektion an die Arbeitsgruppe Bockamp Ubergeben.

3.2.6 Identifizierung homolog rekombinierter ES-Zellklone

Die Transfektion der W9.5 ES-Zellen (Szabo et al. 1994) mit dem Effektor-Konstrukt
Wit1-targ2 wurde mittels Elektroporation durchgefiihrt. Nach einer kurzen Ruhephase fiir
die ES-Zellen wurden diese auf sog. Nahrzellen (feeder cells) unter dem Selektionsdruck
von G418 (Geneticin) im Nahrmedium kultiviert. Uberlebende potenziell homolog
rekombinierte Klone wurden gepickt und in 96well-Platten Uberflhrt. Zur Herstellung
mehrer identischer Replikaplatten wurde die jeweilige Zellpopulation gesplittet und in neue
Platten Uberfuhrt. Zur Identifizierung maoglicher homolog rekombinierter ES-Zellklone
wurden transfizierte und potenziell positive Zellen einer Replikaplatte prozessiert, d. h. die
DNA préapariert und mit der Restriktionsendonuklease EcoRV restringiert. Nach dem
Southern Blot wurden die ES-Zellfilter mit einer radioaktiv markierten 5’ auf’erhalb des
Homologiearmes gelegenen Sonde hybridisiert. Die Beurteilung der Rekombination
erfolgte unter Verwendung des angefertigten Autoradiogramms.

Die direkt an den 5 Wt71-HA angrenzende spezifische Sonde (5'OP-Bglll; engl.:
5’ outside probe) sollte ohne von dem Rekombinationsereignis betroffen zu sein die
korrekte Integration des Effektor-Konstruktes in den Wit7-Lokus durch die Detektion
zweier unterschiedlich grofier Restriktionsprodukte nachweisen. Dabei sollte durch den
Wegfall der zu einer EcoRl mutagenisierten EcoRV-Restriktionsschnittstelle das
rekombinante Produkt bei einem EcoRV-Verdau eine Grofke von 18,6 kb gegeniber
7,2 kb im Wildtyp zeigen (s. Abb. 3.23). Eine 3’ aullerhalb gelegene Sonde (3'OP) mit

einem sinnvollen Restriktionsverdau konnte leider nicht etabliert werden.

Insgesamt wurden 2200 W9.5 ES-Zellklone analysiert. Es konnten zunachst acht
Kandidaten durch die Southern Blot-Analysen identifiziert werden. Dies waren die Klone
[.LA11, 11.D3, V.F2, IX.F12, X.F7, XI.C3, XI.G1, XIll.B1. Die Bezeichnung der potenziell

homolog rekombinierten ES-Zellklone setzt sich aus der Nummer ihrer Kulturplatte
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(rdmische Ziffern), sowie aus ihrer darauf befindlichen Position (Koordinaten) zusammen.
Die Schritte ihrer Verifizierung sind in der Tabelle 3.2 zusammengefasst. Die Ergebnisse
aus den Southern Blot-Hybridisierungen sind exemplarisch fiir vier der ES-Zellklone in der
Abbildung 3.24 dargestellt.

A: Wt1-Lokus
RV BB R R Bont N Rv R XX SCZE X RV
I L1 I l * L1 I L Il . | I
mX
mRlI
| | — | | I 1 Wtitarg Il
B: Rekombinanter Wt71-Lokus
X Ex2 Ex3
RV B B Rl 7 N RV/mRI R X X X RV
I I —) I I |1 N .
— ATG
5‘0P-Bg| Il
Sonde
Wildtyp 7,2 Kb
Rekombinant 18,6 Kb
- Expa 3‘Wt1-tll FIR
> < pa 3'Wti-t
Expa 5‘'Wt1-tll F/R
> <«
Seq 3‘muta F/IR
C: Rekombinanter Wt1-Lokus (nach Neo-Exzission)
X Ex2 Ex3
RV BBR T N RV/mRI R X X X RV
I I #:}’_1 I I |1 | l
ATG
Rekombinant 17,2 Kb

Abbildung 3.23: Homologe Rekombination von Wt1-targ2 am Wt1-Lokus.

A: Schematische Darstellung der Integration des Wt1-targ2 (Effektor) in den Wt7-Lokus durch homologe Rekombination.
Der abgebildete Bereich umfasst etwa 19 kb. Die relevanten Restriktionsschnittstellen sind im Verhaltnis zueinander
angeordnet. Die im Konstrukt durch Mutagenese erzeugten Schnittstellen Xhol (mX) und EcoRI (mRlI) sind rot beschriftet,
die von mRI verdréangte EcoRV (RV)-Erkennungssequenz im Wt1-Lokus ebenfalls. Alle in diesem Abschnitt gelegenen
Exons wurden als schwarze Rechtecke dargestellt, wobei der 5-untranslatierte Bereich von Exon 1 in grau gehalten wurde.
B: Durch die homologe Rekombination wird der Effektor (tTA) direkt an die Position des Wt1-ATG gebracht und
gewahrleistet so dessen Wt1-spezifisches Expressionsmuster. Hier ist ebenfalls die Lage der 5 auflerhalb des HA
gelegenen Sonde (5’OP-Bgl Il, rot) zum Nachweis der Rekombination abgebildet. Die Sonde detektiert im unveranderten
Lokus (Wildtyp) ein 7,2 kb groRes Fragment nach EcoRV-Restriktion. In rekombinanten Klonen wird zusatzlich ein 18,6 kb
groRes Fragment nachgewiesen (heterozygoter knockin). Darunter sind die Oligonukleotide zur Verifikation der
Rekombination mittels Expand-PCR gezeigt. Die Primerpaare Expa5'Wt1-tll F/R sowie Expa3’'Wt1-tll F/R Uberspannen den
jeweiligen HA und amplifizieren beide ein Produkt von etwa 3,5 kb GroRe. Sie funktionieren nur auf dem rekombinanten
Lokus, da je ein Primer eines Paares im Sequenzbereich des {TA bzw. der Neo-Kassette liegt. C: Durch die anschlieRende
Exzision der Neo-Resistenzkassette mittels Cre-Rekombinase verkleinert sich die Groe des im Southern Blot
detektierbaren rekombinanten Restriktionsfragmentes auf 17,2 kb.

HA: orange; tTA: blauer Pfeil; Neo-Selektion: rot (+); loxP: Pfeilspitzen; Restriktionsschnittstellen: B: Bglll, RI: EcoRl,
RV: EcoRV, N: Nsil, X: Xhol.
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Klon Southern 5 3 quuen- Morp_ho- Bla_s_tozysten-
Blot Expand | Expand zierung logie injektion

.A11 + + + + + +

1.D3 + + - nd nd nd

V.F2 + - + nd nd Nd
IX.F12 + - - nd nd nd

X.F7 + + + + - nd
XI.C3 + + + - nd nd
X1.G1 + + + + + +
Xlii.B1 + - - nd nd nd

Tabelle 3.2: Verifizierung der ES-Zellklone.
Eine Ubersicht aller Ergebnisse der durchgefiihrten Analysen zur korrekten homologen Rekombination der ES-Zellklone ist
in der Tabelle mit (+, richtig) und (-, falsch) dargestellt. Die Hybridisierung der Southern Blots wurde mit einer 5° auRerhalb
des 5’Wt1-HA gelegenen Sonde durchgefiihrt. Nur die Klone 1.LA11 und XI.G1 wurden zur Injektion in Maus-Blastozysten
verwendet. Nd: nicht mehr durchgefuhrt.

Rekombinante ES-Zellklone Wt1-targ2:

<

Il. D3

XI. C3
XI. G1

Abbildung 3.24: Southern Blot-Hybridisierung ES-Zellklone.
Die ES-Zell-DNA wurde mit dem Restriktions-enzym EcoRV verdaut und im Southern Blot analysiert. Homolog
rekombinierte ES-Zell-klone zeigen zwei unterschiedlich groRe Frag-mente (7,2 kb Wildtyp, 18,6 kb rekombinant). Dabei
kommt das rekombinante Produkt durch die entfernte EcoRV-Restriktionsschnittstelle (muta EcoRIl) zustande. In falsch
rekombi-nierten Klonen ist nur das Wildtyp-Fragment zu sehen. Die Hybridisierung wurde mit der auBerhalb des 5 Wt71-HA
gelegenen Sonde 5’OP-Bgl Il durchgefiihrt. Exemplarisch ab-gebildet sind hier die als positiv identifizierten Klone .A11,
11.D3, XI.C3 und XI.G1.

18,6 kb

<4 7,2kb

Mangels einer reproduzierbar und spezifisch funktionierenden 3’OP-Sonde wurden

alle Kandidaten anschlieRend durch eine die Homologiearme-lberspannende Expand-

PCR getestet und die Produkte sequenziert. So sollte die homologe Rekombination in den
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ES-Zellen zweifelsfrei bestatigt werden. Die Ergebnisse der Expand-PCR sind fir alle
acht Kandidaten in Abbildung 3.25 gezeigt. Es konnten nur die drei ES-Zellklone 1.A11,
X.F7 und X1.G1 als eindeutig positiv flr eine homologe Integration des Konstruktes in den
Wt1-Lokus bestatigt werden. Auf der DNA der anderen Klone konnten entweder keine
bzw. jeweils nur ein Produkt amplifiziert werden. Der Klon V.F2 zeigt in der 5-Expand

eine falsche ProduktgréRe und wurde aus diesem Grund verworfen.

~ =
«
82 Etr 853
= X X X X
Ao =T 2= XXX, L

5° Expand:

4 3kb

4 3kb

Abbildung 3.25: Expand-PCR zum Nachweis der homologen Rekombination des Wt1-targ2-
Konstruktes in ES-Zellen.

Alle Kandidaten fir eine homologe Integration des Effektor-Konstruktes in den Wt7-Lokus wurden mittels Expand-PCR
Uberprift. Die PCRs wurden mit den in Abb. 3.23 abgebildeten Oligonukleotiden durchgefiihrt (5: Expa 5Wt1-tll F/R;
3’: Expa 3'Wt1-tll F/R). Beide Produkte haben etwa eine GréRe von 3,5 kb. Als GroRenstandards wurden A-Hindlll und 1kb-
Marker aufgetragen.

(-): Negativkontrolle, H,0.

Zur Bestatigung der amplifizierten Produkte aus den Expand-PCRs wurden diese mit
den entsprechenden Primern sequenziert. Nachgewiesen werden sollten die Ubergéange
der homologen Rekombination, sowie die integrierten Sequenzen des {TA und der
Neomycin-Resistenzkassette. Zusatzlich wurde auf den 3’-Produkten der Bereich der
mutagenisierten EcoRV-Schnittstelle (zu EcoRI) dberprift. Die Resultate der
Sequenzierungen sind am Beispiel des ES-Zellklons 1.A11 in Abbildung 3.26 zu sehen.

Nach Durchfihrung aller Analysen zur Bestatigung einer fehlerfreien homologen
Rekombination des Effektor-Konstruktes Wt1-targ2 in den Wit1-Lokus sowie einer
morphologischen Begutachtung der Zellen durch Mitarbeiter der Arbeitsgruppe Bockamp
verblieben abschlieRend zwei positive ES-Zellklone (1.A11, XI.G1) aus 2200 fir eine

Injektion in Maus-Blastozysten.
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Wt1-targ2: 1.A11
A: .
.LA11: 5'Wt1-HA Expand-Produkt (forward)
#Q@ #1@ ﬂa_@ #Qﬁ
TG AC GG TG AG ATCTCATTTTCAARTC CACLC T T
TGAC GG TG G ATC TCATTTTCAATCCACC TTI!
5 Wt1-HA m Xhol Kozak ATG tTA
B: .
.LA11: 3*Wt1-HA Expand-Produkt (forward)
#00 #1080 #11@
TCGAG TC TA GA GTTTATGCA TAHRAGGLCLC TECALC
TCGAGTCTAGAGTTTATGCATAAGGCC TCAC
Neo R Nsi | 3¢ Wt1-HA
.LA11: 3*Wt1-HA Expand-Produkt (reverse)
#IDH #2068 #HEEAEA #3118
CA TTGGCCHCT CAHG GHATGGH GAA GG GTTHGTT
JT AAIIQJT A DT IITTAIITITT J3IIAAMIARA
C:
muta EcoRI
.LA11: Seq 3'muta F/R Produkt; EcoRV muta RI
] #1206 #108 EFET
GAC CAAAAABT TCTGAMNMKMTCTTTGGET CTGGEGTGET
GACCAAAAAT TCTGANTTCTTTOGGTCTGGGTGT
EcoRV / EcoRI

Abbildung 3.26: Sequenzierergebnisse der PCR-Produkte zur Kontrolle der homologen

Rekombination in ES-Zellen.

Die Produkte der HA-Uberspannenden Expand-PCRs wurden mit den entsprechenden Oligonukleotiden sequenziert. Die
wichtigen Stellen zum Nachweis der korrekten Integration in den Wt7-Lokus sind farblich markiert. A: Abgebildet sind die
Ubergénge innerhalb des 5’ Expand-Produktes von Wt1-Lokus in den 5'Wt1-HA an der Bglll-Schnittstelle (oben) und von
5'Wt1-HA in den tTA-Effektor (unten). B: Zeigt die Uberginge aus der Neo-Kassette in den 3'Wt71-HA (oben) sowie aus
diesem in den Wt1-Lokus (unten). C: Das 3’ Expand-Produkt wurde durch die Sequenzierung des mutagenisierten
Bereiches EcoRV muta EcoRI verifiziert (oben). Die Sequenzierung des Produktes einer PCR (Oligonukleotide: Seq 3'muta
F/R, Produkt: 400 bp), die in diesem Bereich sowohl das wildtypische als auch das rekombinante Allel amplifiziert, zeigt
deutlich den heterozygoten Zustand des Klones an dieser Stelle (unten).
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3.2.7 Blastozysten-Injektion der verifizierten ES-Zellen

Beide ES-Zellklone wurden im Anschluss in Blastozysten injiziert und diese in
scheinschwangere Leihmutter implantiert. Dabei macht man sich die Fellfarben-Allele der
unterschiedlichen Mausstdmme als Marker fur das Transgen zu Nutze. Die ES-Zellen
W9.5 als Trager der genetischen Veranderung entstammen Mausen mit der Fellfarbe
Agouti (wildfarben). lhre Injektion erfolgt in Blastozysten eines Hybridstammes DBA/B6
mit schwarzer Fellfarbe. Die Integration der transgenen ES-Zellen in die innere Zellmasse
(ICM, inner cell mass) der Blastozysten, sowie ihre Beteiligung an der Entwicklung des
entstehenden Embryos kann nach der Geburt der Tiere mit einsetzender Fellentwicklung
abgeschatzt werden. Diese sog. Chimaren (schwarz/braun-gescheckte Tiere) sind ein
Mosaik aus unveranderten und rekombinanten ES-Zellen, was sich in ihrer Fellfarbe
wiederspiegelt. Sie sind potenzielle Trager der genetischen Veranderung. Die Beteiligung
rekombinanter ES-Zellen an der Entstehung der Keimzellen (Keimbahn) muss jedoch
noch Uberprift werden.

Hochchimare Bocke (> 60 %) wurden deshalb nach Erreichen der Geschlechtsreife in
einem Rotationsprinzip alle drei Tage mit drei neuen C57BL/6-Weibchen verpaart, um
eine Transmission des Transgens nachzuweisen. Aufgrund der Dominanz des
Fellfarbenmarkers Agouti Uber Schwarz sind mégliche heterozygote Trager des Wit1-
Effektors an ihrer zimtfarbenen Fellfarbe zu erkennen. Diese Nachkommen (Agoutis)
wurden zu gegebenem Zeitpunkt aus den Wurfen isoliert und zum Nachweis der
Integration des Konstruktes Wt7-targ2 analysiert. Nach der Keimbahntransmission (KTM)
wird das Transgen nach den allgemeinen Mendel’schen Regeln vererbt.

Von Mitarbeitern der AG Bockamp wurden aus den beiden ES-Zellklonen 1.A11 (16)
und XI1.G1 (3) durch Blastozysteninjektion insgesamt 19 mannliche chimare Tiere
generiert, die in die Rotationsverpaarungen Ubernommen wurden. Alle drei XI.G1-
Chimaren zeigten nach jeweils etwa 120 bis 150 Nachkommen keine Keimbahn-
transmission und wurden daraufhin abgetétet. Von den 16 1.A11-Bbdcken, die Uber einen
Zeitraum von einem Jahr mit B6-Weibchen verpaart wurden, hatten lediglich drei &
agouti-farbene Nachkommen. Zur Untersuchung der Integration des Wt7-targ2 Konstrukts
ins Genom wurden diesen Tieren Schwanzbiopsien entnommen und daraus DNA
prapariert. Der Nachweis eines positiven Befundes erfolgte zunachst mittels spezifischer
PCRs fiir den Effektor tTA®"" (Oligonukleotide: tTA 61-1 F/R, Produkt: 500 bp) und die
Neo-Kassette (Oligonukleotide: Neo-id F/R, Produkt: 590 bp), anschlieRend dann mittels
Southern Blot und die Homologiearme-iberspannende Expand-PCRs. Die im folgenden
dargestellten Ergebnisse sind reprasentativ fur die Analyse der Transgen-positiven Tiere,
die aus den Chimaren-Verpaarungen hervor gingen (I.A11-Agoutis). Sie beziehen sich

aber ausschlieRlich auf das erste als positiv identifizierte 1. A11 Agouti-Weibchen, das zum
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Aufbau der Effektor-Linie WE1 (Wt1-tTA* [neo]) eingesetzt wurde. Die Resultate der
Identifizierung der ersten KTM einer [.LA11-Chiméare sind in Abbildung 3.27 und 3.28

zusammengefasst.
A: #1 #2 +Ch
M KM kim B8 B6 BS  ,  _— B6 a1
<« Neo
B: D # #
KTM  KTM
{TA 4 186kb ?
c: # +ES # +ES
KTM - LA11 A KTM - LA11 A
35kb
< d72kb

5‘ Expand 3‘ Expand

Abbildung 3.27: Nachweis
der Keimbahntransmission
des Effektor-Konstruktes
Wt1-targ2 in 1.A11 Agouti-

Méusen.

A: Spezifische Neo-PCR (Neo-id
F/R, Produkt: 590 bp) zur
Identifizierung einer positiven KTM in
den beiden 1.A11-Agoutis (*1 KTM, *2
KTM). Als Wildtyp-Kontrolle diente
DNA von verschiedenen C57BL/6
(B6)-Mausen. Als Positivkontrolle
wurde die DNA der Elternchimare
(+ Ch 1.A11 3) eingesetzt. Es konnte
nur das Tier "1 KTM als positiv
bestatigt werden. B: PCR zum
Nachweis des Effektors TA 61-1
(tTA*™" F/R, Produkt: 500 bp) und
zur Verifizierung der Resultate aus
der Neo-PCR in der Maus *1 KTM.
(+): Plasmid-DNA  Wti-targ2 als

Positivkontrolle. C: 5’ und 3’ HA-liberspannende Expand-PCR (Expa 5'Wt1-tll F/R und Expa 3'Wt1-tll F/R, Produkt: jeweils
3,5 kb). Das Ergebnis bestatigt im 5’-Bereich die homologe Rekombination des Wt1-targ2 Konstruktes auch in der Maus 1
KTM. Das 3’-Produkt konnte nicht amplifiziert werden (!). Als Positivkontrolle (+) wurde DNA des ES-Zellklones 1.A11
eingesetzt. D: Southern Blot der beiden Agouti-Mause *1 und *2 KTM. Die DNA wurde mit der Restriktionsendonuklease
EcoRV restringiert und der Filter mit der Sonde 5'OP-Bglll hybridisiert. In beiden Tieren wird deutlich das unveranderte
Wildtyp-Fragment (7,2 kb) detektiert. Der Nachweis eines rekombinanten Produktes ist nur bei dem Tier #4 KTM zu sehen.
Die Interpretation der ProduktgroRe von 18,6 kb, unter Verwendung von A-Hindlll-Marker als Gréenstandard im Southern

Blot ist nicht mehr gesichert (?).

(M): GroRenstandard 100bp-Marker; (A): GroRenstandard A-Hindlll-Marker; (-): PCR Negativkontrolle/H,O; Pfeilspitzen

indizieren die Produkte.

Abbildung 3.28:  Untersuchungen
zum Zustand der 3’-Rekombination
in der Maus *1 KTM.

Dargestellt sind die Ergebnisse verschiedener
Expand-PCRs, die den Zustand der homologen
Rekombination im Tier “1 KTM nzher definieren
sollen. Als Sense-Primer fiir alle Ansatze wurde
der in der Neo-Kassette gelegene Expa3’'Wt1-
tll For gewahlt, so dass nur rekombinante

<« 35Kb

< 1,0Kb

Produkte amplifiziert wurden. Als
Positivkontrolle wurden dieselben
Versuchsanordnungen mit DNA des ebenfalls
homolog rekombinierten ES-Zellklones
XI1.G1 (+) durchgefihrt.  A: Reverse-Primer:

1) Seq 3'muta Rev, Produkt: 1 kb; 2)
3’hom Rev 3,3 (innerhalb des 3" Wt1-HA
gelegener  Primer, Produkt: 3,3 kb);  3)
Expa3’'Wt1-tll Rev, Produkt: 3,5 kb. Es konnte
nur das etwa 1 kb groRe rekombinante Produkt
der Oligonukleotid-Kombination 1 amplifiziert
werden. B: Um die GréRe des
Sequenzverlustes im 3'Wt1-HA naher
einzugrenzen, wurden neben den
Gegenprimern Seq 3'muta Rev und Expa3’'Wt1-
tll Rev (jeweils in der ersten und letzten Spur
aufgetragen), Oligonukleotide in ~ 500 bp-

<« 35Kb

<4 15Kb
<4 1,0Kb

Abstanden (3' check REV 2-5) Uber den 3'Wt1-HA verteilt eingesetzt. In den Kontrollansatzen konnten alle Produkte
amplifiziert werden. Auf der DNA von #4 KTM wird erneut nur ein 1 kb groRBes Fragment sichtbar.

GroRRenstandards: (A): A-HindlllI-Marker, (M): 1kb-Leiter.
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Wie aus Abb.3.27 und 3.28 zu ersehen konnte zunadchst ein Tier mit der
Bezeichnung #1 KTM als eindeutig positiv firr die Integration des Wt1-Effektor-Konstruktes
Wti-targ2 identifiziert werden. Beide fur tTA- und Neo-Kassette spezifischen PCRs
ergaben das richtige Produkt. Die weitere eher routinemafig geplante Verifizierung der 5’-
und 3’-homologen Rekombination mittels Expand-PCR ergab allerdings eine Abweichung
von den Ergebnissen der Analyse des zur Blastozysten-Injektion verwendeten 1.A11 ES-
Zellklones. Eine korrekte Rekombination konnte nur im 5’-Bereich bestatigt werden. Der
Zustand im 3’-Bereich deutet auf einen Bruch des 3'Wt7-HA nach etwa 1-1,5 kb und damit
auf einen Verlust von ca. 2 kb des Armes hin. Ob dieser Sequenzverlust mit einer
grolleren Deletion oder einem Rearrangement im endogenen Wi7-Lokus einhergeht,
konnte zu diesem Zeitpunkt noch nicht geklart werden. Zur naheren Charakterisierung der
Rekombination in der Wt1-Effektor-Linie wurden weitere Untersuchungen durchgefihrt
(vgl. Kap. 3.2.9.2). Allerdings muss die Interpretation der Southern Blot-Analysen der ES-
Zellklone und der Maus-DNA neu bewertet werden. Der als GrélRenstandard verwendete
A-Hindlll-Marker erscheint im Nachhinein als ungeeignet, da er Uber ein zu ungenaues
Auflésungsvermdgen im relevanten GrofRenbereich von 18 kb verfligt. Unabhangig davon
wurde auf Grund der Ergebnisse der ES-Zellanalysen und der Bestatigung der
fehlerfreien 5’-Rekombination von einer Integration in den Wt7-Lokus und einem
heterozygoten knock out von Wit1 ausgegangen. Zur Etablierung einer Wt1-Effektor-
Mauslinie (WE1) wurde das Weibchen *1 KTM (neubenannt: *Z1 WE1) mit einem
C57BI/64 fir zwei Wiirfe verpaart. Daran anschlieRend wurde zur Entfernung der Neo™*-
Resistenzkassette mittels Cre-Rekombinase eine Verpaarung mit einem transgenen Cre-

Deleter-Mannchen angesetzt.

3.2.8 Exzision der Neo™*-Resistenzkassette

Die Entfernung der von loxP-Sequenzen flankierten Neomycin-Resistenzkassette des
Targeting-Konstruktes wird angestrebt, um einen stérenden Einfluss des die Expression
der NeoR-Kassette antreibenden Thymidinkinase-Promotors auf das Transgen zu
vermeiden. Gleichzeitig soll die Integration von exogenen DNA-Sequenzen am Wt71-Lokus
so gering wie moglich gehalten werden, um die erwartete Wt7-spezifische Expression des

flox_

Transaktivators nicht zu verfalschen. Um eine Exzision der Neo™ -Resistenzkassette
mittels Cre-Rekombinase zu erreichen, wird die Wt1-Effektor-Maus #Z1 WE1 mit einer
Cre-exprimierenden Mauslinie verpaart (freundlicherweise zur Verfugung gestellt von
Dr. M. Rassoulzadegan, Faculté de Sciences, Nizza/Frankreich; Vidal et al. 1998). Diese
exprimiert die Cre-Rekombinase unter dem Promotor des Sycp1 (Synaptonemal Complex

Protein 1)-Gens und zeigt eine Testes-spezifische Expression in einem frihen Stadium
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(Leptotén/Zygotan-Ubergang) der Meiose. Nach der o.g. Verpaarung (WE1Q x Sycp-

Cred) sollte somit in den Nachkommen eines daraus hervorgegangenen doppelt-

transgenen Mannchens (WE1/Sycp-Cred) die Deletion der gefloxten NeoR-Sequenzen

nachzuweisen sein. Doppelt transgene WE1/Scyp-Cred-Tiere wurden mittels tTA-
(tTA 61-1 F/R, ProduktgréRe: 500 bp) und Cre-spezifischer (Oligo-nukleotide: Cre-1/Cre-

2, Produktgrofie: 890 bp) PCR identifiziert (s. Abb. 3.29).

Or he)
10

< &
3 ¥

<4Cre

tTA

Abbildung 3.29: Genotypisierung

WE1/Sycp-Cre-Mause.

Um doppelt transgene Mause WE1/Sycp-Cre
zu ermitteln wurden die Tiere mit Hilfe
spezifischer PCRs genotypisiert. Zum
Nachweis der Cre-Rekombinase wurden die
Oligonukleotide Cre1/Cre2 (ProduktgroRe:
890 bp) verwandt. Die Amplifikation des {TA
(Produkt: 500 bp) wurde mit den Primern
tTA 61-1 F/R durch gefiihrt. Das in beiden
PCRs positiv getestete Mannchen #Z729
wurde flir die NeoR-Exzision zur weiteren
Ver-paarung eingesetzt.

(+): Positivkontrolle, DNA der Elterntiere; (M):
100bp-Leiter; (-): Negativkontrolle/H,0.

Wie oben dargestellt konnte ein doppelt transgenes Mannchen identifiziert werden.

Nach Erreichen der Geschlechtsreife wurde der Mausbock ¥Z29 zum gleichzeitigen WE1-

Linienerhalt mit WE1-Weibchen verpaart. Die Nachkommen wurden durch PCR und

Southern Blot analysiert (s. Abb. 3.30). Dabei wurden zunachst die beiden fir die
Genotypisierung (tTA 61-1 F/R und Neo-id F/R) etablierten PCRs durchgefiihrt. Eine

darauf folgende, die Neo-Kassette Uberspannende PCR, welche nur ein Produkt

(~ 300 bp) bei erfolgreicher Entfernung der gefloxten Sequenzen ergibt, sollte die

Resultate bestatigen.

A-momﬁ'mh

. N

S8 ee s 8 g

M N N N N N N M N - M

4 {TA

4 Neo
4 Neo out
B: g a 8 > @ &

N N N N N N
gl
| V17,3 kb
<4 7,2kb

Abbildung 3.30: Nachweis der
Neo-Exzision in WE1-Mausen.
A: Exemplarisch dargestellt sind die PCR-
Ergebnisse der Genotypisierung der
Nachkommen von #Z29 WE1/Sycp-Cred.
Neben den beiden oben abgebildeten {TA-
(500 bp) und Neo-spezifischen (590 bp)
PCRs wurde ein weiterer Nachweis mittels
Amplifikation eines Produktes (~ 300 bp)
nach der Cre-vermittelten Neo-Exzision
durchgefiihrt (Oligo-nukleotide: tTA/Neo-
FOR/3'/Neo- REV). Die erfolgreiche
Entfernung der  Neo-Kassette  (rot
markierte Nummern) konnte in drei
Mausen gezeigt  werden. B: Das
abgebildete Autoradiogramm einer
Southern Blot-Hybridisierung (Sonde:
5'0OP-Bglll, Restriktion: EcoRV) bestatigt
die PCR-Resultate. Tiere mit rekom-
binantem Allel ohne Neo-Kassette (rot)
zeigen ein um die GroRe der Neo-
Kassette (1,3 kb) reduziertes rekom-
binantes Fragment (rote Pfeilspitze,
17,3 kb).(M): 100bp-Leiter;  (-): Negativ-
kontrolle/H,O; Oligonukleotide: tTA 61-
1 F/R, Neo-id F/R.
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In drei Tieren *Z129, *Z130 und *Z133 konnte eine Exzision der Neo-Resistenz-
kassette nachgewiesen werden. Diese Weibchen wurden zum Aufbau der Mauslinie Wt1-
tTA*~ (WE2) mit C57BI/6-Bdcken verpaart. Alle folgenden Versuche zur Funktionalitit der
Wt1-Effektor-Mause wurden mit dieser Linie (WE2) durchgeflhrt.

3.2.9 Charakterisierung der Wt1-Effektor-Mauslinie Wt1-tTA*~ (WE2)

Um die Eignung der generierten Mauslinie Wt1-tTA"" (WE2) als Wt1-spezifischer
Effektor zu Uberprifen, sollten die Tiere dieser Linie eingehend untersucht und
charakterisiert werden. Dabei galt es zunachst verschiedene Fragestellungen zum
herbeigefiihrten heterozygoten knock out des endogenen Wt1-Lokus, sowie der Wit1-
entsprechenden Expression des tTA-Effektors in den vorhandenen Wt1-tTA*"-M&usen zu
klaren. Darlber hinaus sollte versucht werden, die Art der Integration des Targeting-
Konstruktes und den daraus entstandenen Zustand des Wi7-Lokus vor allem im 3’-
Bereich der Rekombination naher zu charakterisieren bzw. aufzuklaren. Und letztendlich
wurde die potenzielle Regulierbarkeit von Zielgenen — speziell in Wt1-exprimierenden
Geweben — durch die Verwendung geeigneter tTA/Dox-responsiver Reporter-Mause

dargestellt.

3.291 Beleg eines Wt1-knock out durch die Integration des tTA-Effektors

Die funktionelle Inaktivierung von Wt1 ist die Grundlage des angestrebten
induzierbaren konditionalen Wilms-Tumor-Mausmodelles. Um einen erzielten knock out
von Wit1 durch die Integration der Effektor-Sequenzen an der Position des Wt1-
Translationsstartpunktes zu beweisen, wurden heterozygote Wt1-tTA"-Mause in einem
sog. Intercross (IntC: Wt1-tTA""3 x Wt1-tTA*"Q) verpaart. Der homozygote Wegfall der
codierenden Sequenzen von Exon 1 fihrt zum Tod Wt1-defizienter Embryonen etwa am
Tag 13,5 dpc (Kreidberg et al. 1993). Daraus ist zu folgern, dass homozygote Wt1-tTA™-
Tiere nicht lebensfahig sind und somit nicht als Genotyp in den Nachkommen des
Intercross vorkommen sollten. An dieser Stelle sei darauf hingewiesen, dass sich die
Bezeichnung (+/-) auf den Zustand des Wt71-Lokus bezieht und mit (+) das unveranderte
wildtypische Allel bezeichnet wird. Der Genotyp bezogen auf den Effektor (tTA) ist
dementsprechend in Wt1-tTA"*-Tieren tTA-negativ (Wildtyp-Méause), in Wt1-tTA" -Tieren
tTA-positiv aber heterozygot (d. h. Wt7-k.o. durch tTA-knock in in einem Wit7-Allel) und in
Wt1-tTA™-Mausen ebenfalls tTA-positiv (homozygoter tTA-k.i) allerdings mit einer
kompletten Deletion von Wt71 durch den Effektor.
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Der Intercross von Wt1-tTA*"-Mausen hatte zwei Zielsetzungen. Zum einen sollten
Wirfe genotypisiert und ausgezahlt werden, um das Zahlenverhaltnis der beobachteten
Genotypen zu erfassen. Gleichzeitig wurden sog. timed matings (zeitlich Uberwachte
Verpaarungen) angesetzt mit denen man die Begattung der Weibchen und das Alter der
sich entwickelnden Embryonen bestimmen kann. Dies geschieht durch die Untersuchung
der Weibchen auf Vaginalpropfe (plugs), welche die Vagina nach der Begattung
verschlielen (s. Kap. 2.11.3). Vaginalpfropfe sind koagulierte Proteine der mannlichen
Samenflussigkeit, die etwa 10 Stunden vorhanden sind und dann aus der Vagina
herausfallen. Da Mause nachtaktive Tiere sind, wird der Begattungszeitpunkt mit 0.00 Uhr
angenommen. Bei den am nachsten Morgen sondierten, begatteten (plug-positiven),
trachtigen Weibchen wird das Alter der Embryonen auf Tag 0,5 dpc (days post coitum)
festgesetzt. C57BI/6-Weibchen werfen nach 21 Tagen, wobei die Embryonalentwicklung
am Tag 19 dpc bereits abgeschlossen ist (Silver 1995, Schenkel 1995). Diese Verpaar-
ungen dienten dem Zweck Embryonen des Stadiums 9,5 dpc zu praparieren und deren
Genotypen zu bestimmen. Die Ergebnisse der Genotyp/PCR-Analysen aus dem Wit1-
tTA*"-IntC sind in Abbildung 3.31 dargestellt. Die Integration des tTA wurde mit den
spezifischen Oligonukleotiden tTA 61-1 F/R (Produkt: 500 bp) nachgewiesen. Der Wit1-
k.o. bzw. das Vorhandensein der unveranderten Sequenz sollte mittels der Amplifikation
eines Produktes aus dem von tTA-Sequenzen deletierten Bereich von Wit71-Exon 1
geschehen (Oligunukleotide: Wt1-k.o. contr F/R, Produkt: 320 bp). Die Integritat der
analysierten DNAs wurde mit einer GAPDH Kontroll-PCR bestéatigt.

Abbildung 3.31: Nachweis eines heterozygoten Wt71-k.o. in der Effektor-Linie WE2.

A: Exemplarisch dargestellt ist die Genotypisierung von WH1-tTA*" IntC-Nachkommen durch eine hierfir etablierte
Multiplex-PCR. (Oligonukleotide: Wt1/unveranderter Lokus: Wt1 k.o. contr F1/Wt1 k.i. contr R1, 290 bp; tTA/veranderter
Lokus: Neo-Cre F1/Wt1 k.i. contr R1, 180 bp). Es konnen nur Wt1**- (Wildtyp/griin) und heterozygote Wt1-tTA" -Tiere
detektiert werden. Dabei kommt es zu einem Verhaltnis von 1:2 von +/+ zu +/-. B: Untersuchung der Genotypen von Wit1-
tTA™ IntC-Embryonen Tag 9,5 dpc. Die Versuche wurden mit aus dem Amnion gewonnener DNA durchgefihrt. Die als
homozygote knock outs Wt1-tTA™ interpretierten Tiere sind rot markiert. Tiere mit unverandertem Wt7-Lokus (+/+) wurden
grun gekennzeichnet. Das erwartete 1:2:1 Verhaltnis konnte hier nicht bestatigt werden. Als Positivkontrollen wurde die
DNA der Elterntiere herangezogen (nicht abgebildet).

(-): Negativkontrolle / H,O; (M): 100bp-Leiter.
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+/-

Zur Erfassung der Genotypen von Nachkommen aus Wt1-tTA™™ IntC-Verpaarungen
wurden 22 und 49 in zwei Zuchtkafigen miteinander verpaart. Es wurden Uber einen
Zeitraum von finf Monaten aus zehn Wirfen insgesamt 85 Tiere genotypisch analysiert.
Fur das timed mating wurden ebenso viele Mause verpaart und damit aus vier
Schwangerschaften 40 Embryonen gewonnen. Hier wurde die Genotypisierung auf der
aus dem Amnion gewonnenen DNA durchgeflihrt, um die Embryonen fir mdgliche
nachfolgende phanotypische Untersuchungen zu erhalten. Sie wurden flr eine weitere
Verwendung kryokonserviert.

Die oben dokumentierten Versuche (s. Abb. 3.31) belegen einen knock out von Wt1
durch die eingebrachten tTA-Sequenzen. Beim Auszahlen von 85 Nachkommen des IntC
wurden 27 als Wt1™ und 58 Tiere als heterozygot Wt1-tTA*" identifiziert. Die
Genotypisierung einer Auswahl von 20 Tieren ist in der Abbildung 3.31 zu sehen. Der
Genotyp Wt1-tTA™" tritt bei den untersuchten lebenden M&usen nicht auf. Dies entspricht
einem nahezu perfekten 1:2 Verhaltnis und bestatigt die Erwartung bedingt durch Letalitat
des Wt1-knock outs. Bei einem nicht letalen Erbgang sollte es nach der Mendel’'schen
Spaltungsregel zu einem Verhaltnis von 1:2:1 fur die Genotypen +/+, +/- und -/-
kommen. Dies sollte durch die Experimente an 9,5 dpc-Embryonen gezeigt werden, da
hier noch Wt1-tTA”-Genotypen vorhanden sein sollten. Es wurden vier schwangere
Weibchen getétet und die Wirfe analysiert. Eindeutig gezeigt werden konnte das
Vorhandensein von homozygoten Wt1 k.o.-Genotypen unter den praparierten Embryonen
(3 aus 39). Allerdings kann das o.g. Zahlenverhaltnis nicht bestatigt werden.
Mdglicherweise ist die Praparation der DNA aus dem Amnion der Embryonen zu
kontaminationsanfallig und es kommt zu einer Verfalschung der Ergebnisse. Aullerdem
werden tote Embryonen bei Mausen rickresorbiert, was ein weiterer Grund flir das
geringe Auftreten von Wt1-tTA™ -Tieren sein konnte. Trotzdem kann durch die Resultate
des vorangegangenen Intercross-Versuches von einem Wt71-knock out durch das Wt1-

Targeting-Konstrukt ausgegangen werden.

3.2.9.2 Untersuchungen zum Zustand des 3’-Homologiebereiches im
rekombinierten Wt71-Lokus
Nach einer umfassenden Bewertung der Ergebnisse zum Nachweis der homologen
Rekombination des Effektor-Konstruktes wird von einer korrekten Integration von Wi17-
targ2 in die angestrebte Zielregion 5’ des Wt1-Lokus ausgegangen. Dies wird durch die
Resultate des Southern Blots, der den 5Wt1-HA-Uberspannenden Expand-PCR, der
zuséatzlichen Sequenzierung der Ubergange sowie der Intercross-Versuche zum Wt1-

knock out gestutzt. Die nachgewiesene Wt1-spezifische Expression des {TA-Effektors im
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Northern Blot macht eine positionell richtige Integration am Wt71-Translationsstartpunkt
aulerst wahrscheinlich. Allerdings ist eine fehlerfreie Rekombination in der 3'-
Homologieregion, trotz positivem Test des verwendeten |.A11 ES-Zellklons, nicht zu
belegen. Erste Untersuchungen ergaben einen Bruch des 3’'Wt7-HA nach etwa 1-1,5 kb
und deuten zumindest auf einen 2 kb groRen Verlust von 3'Wt7-Sequenzen hin. Ob und
wie viel Materialverlust im weiteren Verlauf des Wt7-Genlokus zu verzeichnen ist, bleibt
bisher unklar. Fakt ist, dass es zumindest zur Deletion der Bereiche kommt, in denen der
Antisense-Primer der 3'-Expand-PCR liegt, da sonst ein kleineres Produkt mit dieser PCR
amplifiziert werden sollte. Diese Zustandsbeschreibung (s. Abb. 3.32) ist Ausgangspunkt

der folgenden Arbeiten zur Aufklarung der 3’-Integration des Wt17-Effektor-Konstruktes.

Rekombinanter Wt1-Lokus

: : ?
| 5-HA 1, [L3-HA : |
[ |
X X X

Ex1 Ex2 Ex10

Abbildung 3.32: Ausgangsinformation beziglich der Integration des Wit1-Effektor-

Konstruktes in den Wt1-Lokus.

Die korrekte Integration in den Wit7-Lokus wurde mittels Expand-PCR und Expressionsanalysen des tTA-Effektors belegt.
5'Wt1-HA (orange) und {TA (blau) sind vollstandig erhalten. Es kommt zu einem Wt1-k.o. durch die Deletion der Exon 1-
Sequenzen. Vom 3'Wt1-HA sind noch ca. 1-1,5 kb vorhanden, dann kommt es zu einem Bruch (roter Balken). Die in der
Abbildung rechts vom Bruchpunkt vorliegende Situation am Wi71-Lokus ist unklar (rot Unterlegt). Die GréRe (?) einer
eventuell vorhandenen Deletion soll nach Mdglichkeit aufgeklart werden.

Ausgehend von einer entstandenen Deletion bei der homologen Rekombination in
der stromabwarts von Exon 1 gelegenen Region wurde versucht, den 3’-Bruchpunkt (3'-
BRP) durch eine als Splinkerette-PCR bezeichnete Methode aufzuklaren (s. Kap. 2.4).
Diese ermoglicht die Amplifikation unbekannter Sequenzen (mittels PCR) zwischen der
Position eines bekannten Oligonukleotides und einer nahgelegenen
Restriktionsschnittstelle (Devon et al. 1995, Protokoll: Dr. N. Stover, UC Irvine/USA).
Dafur wurden 5 pg genomischer DNA einer WE1-Maus mit der Endonuklease BamHI (und
zusatzlich Hindlll) verdaut. Das gewahlte Restriktionsenzym schneidet im 3’-Bereich der
Neo-Resistenzkassette und danach nicht mehr im Sequenzbereich bis zum Abbruch des
3'Wt1-HA. An die entstandenen BamHI-Fragmente werden im nachsten Schritt die sog.
Splinkerettes (versehen mit den entsprechenden Uberhdngenden Enden des gewahlten
Restriktionsenzyms) ligiert.  Splinkerettes bestehen zum einen aus einem
doppelstrangigen Bereich mit einem Uberhangenden Ende fiir Ligationen (passend zur
Endonuklease). Und zum anderen aus einer mismatch-Region, flr die Sense-Primer
generiert wurden, die nur dann ein Produkt amplifizieren, wenn der Gegenstrang

ausgehend von der bekannten Sequenz (und damit dem bekannten Oligonukleotid)
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synthetisiert wurde und somit bereits als Matrize vorliegt. Die Ergebnisse der Splinkerette-
Methode sind in Abbildung 3.33 dargestellt. Die PCR-Amplifikation (Oligonukleotide:
Seq 3'muta-For/Spink1) auf dem Ansatz mit den BamHI-Ligaten ergab ein etwa 650 bp
grolRes Produkt (benannt: SPLNK-BamHI). Das Fragment wurde isoliert und sequenziert.
Ein ebenfalls durchgeflihrter EcoRI-Restriktionsverdau bestatigte die Anwesenheit der
muta RI-Schnittstelle durch die Abtrennung eines 220 bp groRen Produktes (Daten nicht
abgebildet).

Abbildung 3.33: Ergebnisse der

Splinkerette-PCR.
Es wurden je 5 ug DNA von einer Wildtyp-
4 1,0kb (wt) und einer WE1-Maus (*Z1) mit den
Restriktionsenzymen BamHI und Hindlll
verdaut und an entsprechende
Splinkerettes ligiert. Mit der anschlieRend
SPLNKBamHI 4 chgefihrten  PCR  (Oligonukleotide:
<« 0,5kb Seq 3'muta-For/Spink1) wurden in den
Ansétzen der WE1-Maus den 3'-
Bruchpunkt Uberspannende Fragmente
amplifiziert. Die GroRe fir das SPLNK-
: BamHI-Produkt betragt etwa 650 bp
BamHi Hindill (Hindlll: ~550 bp). (M): 100bp-Leiter.

Die Sequenzierung des SPLNK-BamHI-Produktes ergab eine eindeutige
Identifizierung von Sequenzen aus dem 3'Wt71-HA mit einer Lange von ~ 500 bp. Der Rest
des Fragments war von unbekannter Herkunft und definierte somit den 3’-BRP. Die Lange
des verbliebenen Homologiearmes konnte auf 1,1kb festgelegt werden.
Sequenzvergleiche des neu isolierten 3' SPLNK-BamHI-Fragmentes mit der ensembl-
Datenbank ergab eine Position fiir dieses Produkt etwa 120 kb 5’-strangaufwarts des Wt1-
Translationsstartpunktes. Mit diesen Sequenzinformationen wurden Oligonukleotide
(SpInk-C2 For/Rev, Produktgrofe: 980 bp) generiert, deren Produkt den identifizierten
Bruchpunkt Uberspannen und so das Splinkerette-Ergebnis verifizieren sollte
(s. Abb. 3.34).

Al wer  Es B:
#20 LA — M M WE2WE2 wt wt — M

- Spink

Abbildung 3.34: Splinkerette Kontroll-PCR zur Verifizierung des 3’-Bruchpunktes.

Die Generierung der Oligonukleotide (Spink-C2 For/Rev, ProduktgroRe: 980 bp) fur die dargestellte Spink Kontroll-PCR
erfolgte auf Basis der Sequenzierung des SPLNK-BamHI-Fragmentes. Sie umfassen den angenommenen invertierten 3'-
BRP. A: Die Prifung der bereits etablierten Effektor-Linie (WE1) und des zu ihrer Herstellung verwendeten ES-Zellklons
(ILA11) ergab ein positives Signal nur im WE1-Ansatz. B: Zeigt die Analyse der aus WE1 nach der Exzision der NeoR-
Kassette hervorgegangenen Linie WE2. Das Produkt wird nur auf den DNAs der WE2-Effektor-Mause amplifiziert.

(wt): Wildtyp; (M): 100bp-Marker; (-): Negativkontrolle / H,0.
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Da dieses Experiment in der Ubergangszeit der beiden Effektor-Linien durchgefiihrt
wurde, wurden sowohl WE1- (*Z29), als auch WE2-Mause zur Uberpriifung des 3'-
Bruchpunktes herangezogen. Bemerkenswert ist, dass auf der DNA des ES-Zellklones
[.LA11 Spink PCR-Produkt Die

Interpretationsmoglichkeiten zu den Ergebnissen der Splinkerette-Experimente Uber den

das nicht  amplifiziert  werden konnte.
Zustand des rekombinanten Wt7-Lokus sind in der Abbildung 3.35 dargestellt. Bei einer
korrekten Annotation des Wt7-Lokus in den Datenbanken deutet die Splinkerette-PCR auf
eine Inversion am rekombinanten Integrationsort hin. Wird die Position des SPLNK-
BamHI 3’-Fragmentes im Wt7-Lokus in Frage gestellt, konnte eine Deletion unbekannten
Ausmalles vorliegen. Ausgehend davon sollten Fluoreszenz in situ-Hybridisierungen
(FISH) von Metaphasenchromosomen durchgefiihrt werden, um eine der beiden
Die hierflr BAC (Bacterial Artifcial
Chromosome)-Vektoren der untersuchten Wt71-Region, sowie die generierten Sonden sind
eingezeichnet (s. Abb. 3.35) und in Tabelle 3.3. aufgelistet. Die Anordnung der BAC-

Klone wurde zuvor mittels PCR-Analysen verifiziert (Daten nicht abgebildet).

Mdglichkeiten zu bestatigen. eingesetzten

Rekombinanter Wit71-Lokus:
SPLNK-BamHI 3* SPLNK-BamHI 5* >
Cent | |- : Tel
AV 5-HA tTA '3-HA
X X
Ex2 Ex10
5% 24906 (240 Kb)
Wit1: 232D1 (150 Kb)
3% 257017 (200 Kb)
Sonde: === = Sonde: Sonde;  —
5BRP 5/5' 5BRP 53" Ex2/Ex4
(10 Kb) (10 Kb) (10,5 Kb)
Variationen: .
Deletion
SPLNK-BamHI 5° 3' SPLN-BamHi
Cent Tel
5-HA {TA — Py X
. 3-HA Ex2 ¢ Ex10
Inversion
SPLNK-BamHI 3‘ SPLNK-BamHI5° 5 o
Cent - =-I . Tel
| tTA 5-HA X
Ex2 Ex10

Abbildung 3.35: Rekombinanter Wt71-Lokus nach Splinkerette-PCR.

A: Schematisch dargestellt ist der Zustand des rekombinanten Wt1-Lokus mit der Lage der Fragmente des SPLNK-BamHI-
Produktes (pink). Mdglicherweise kommt es zu zwei Briichen bei der Integration des Effektors (rote Linien senkrecht) und zu
damit einhergehenden Sequenzverlusten (rot unterlegt, ?). Zuséatzlich wurde die Lage der fir die folgenden FISH-
Experimente verwendeten BAC- (gelb, rot, orange; s. Tab. 3.4) und 10 kb-Sonden (blau) eingezeichnet. B: Abgebildet
wurden zwei mogliche Variationen des veranderten Wt71-Lokus. Bei einer falschen Annotation des Wt7-Lokus in den
Datenbanken kame das amplifizierte Produkt durch eine Deletion unbekannter GréRe zustande. FISH-Analysen mit der
Sonde Ex2/4 kdnnten dariiber Auskunft geben. Als zweite Variante besteht die Mdglichkeit einer Inversion eines etwa
120 kb 5’ von Wit1 gelegenen Bereiches. Hierbei ware ein Sequenzverlust in beide Richtungen zu Uberpriifen. Eine
Hybridisierung mit den beiden Sonden 5’'BRP-5'/5" und 5’BRP-5'/3’ gibt durch eine potenzielle Trennung der beiden Signale
nahere Informationen Uber ein solches Ereignis.
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RZPD ID ensembl Eintrag Position

_ Chromosom 2 (centromernah)
RPCIB731G10393Q2 RP23-393G10 Chr. 2:9762/581 10,012 324

5 von Wit1
RPCIB731006249Q2 RP23-24906 e

Wt1 Giberspannend
RPCIB731D01232Q2 RP23-232D1 Chre 2 0 B B8 <05 G Gl

3’ von Wt1
RPCIB731017257Q2 RP23-257017 S 5 o (7 G5 = 1R 575 G

Tabelle 3.3: BAC-Klone zur Charakterisierung der Wt7-Region.

Die oben aufgefiihrten BAC-Klone wurden mit Hilfe der ensembl-Datenbank aus der Wt71-Region auf Maus-Chromosom 2
(Bande E3) ausgewahlt. Zusatzlich wurde ein nahe des Centromers gelegener Klon fir die Identifizierung von
Chromosom 2 benutzt. Alle Klone wurden vom RZPD aus der Klonbank 731 bezogen und stammen urspriinglich aus der
Mouse BAC Library, Roswell Park Cancer Institute RPCI-23, hergestellt von M. Tateno, K. Osoegawa und P. J. de Jong aus
Niere und Gehirn.

Die Spreiten der Metaphasenchromosomen aus peripheren Lymphozyten wurden aus
Milz-Gewebe hergestellt (s. Kap. 2.10.1). Die in der Metaphase arretierten Zellen wurden
auf Objekttrager aufgetropft und fixiert. Nach der Denaturierung wurden die
Chromosomenspreiten, mit den zuvor vorbereiteten und mit Fluoreszenz-Farbstoffen
markierten Sonden hybridisiert und anschlielend mit DAPI-Antifade gefarbt. Das Ergebnis
einer Hybridisierung mit den BAC-Klonen ist in Abbildung 3.36 zu sehen. Die Aufnahmen
erfolgten bei der entsprechenden Anregung der verwendeten Fluorophore unter dem

Fluoreszenzmikroskop.

Chr. 2: Cent 5: 24906 Wit1: 232D1 3‘: 257017

) ' . . .
- ' - . .

Abbildung 3.36: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen einer FISH zur Charakterisierung

des rekombinanten Wt71-Lokus.

Die oben abgebildeten Aufnahmen wurden nach der Hybridisierung von Metaphasechromosomen mit den vom RZPD
bezogenen BAC-Klonen (s. Tab. 3.4) gemacht. Es wurden vergleichsweise Chromosomenspreiten von Wildtyp- (Wt1+/+) und
heterozygoten WH1-tTA™" k.o.-Mausen angefertigt. Die Testhybridisierung zeigt eine sichere Identifizierung des Maus-
Chromosoms 2 durch den centromernah gelegenen BAC 393G10 (Wt1""*, ganz links, griines Signal), sowie eine korrekte
Co-Lokalisation aller verwendeten Sonden am Wt1-Lokus (Wt1-tTA™, ganz links, gelbes Signal durch Uberlagerung). In
den Einzelbildern der Hybridisierung von Wt1-tTA""-Chromosomen (untere Reihe) mit den verschiedenen Sonden (im
Vergleich zu w1, oben) sind keine Auffalligkeiten zu beobachten, die auf ein groReres chromosomales Rearrangement
schlieBen lassen. Die BAC-Klone wurden mit folgenden Fluorophoren markiert: 24906/Cy3 (gelb), 232D1/Cy3,5 (rot),
257017/ Cy5 (orange), 393G 10/ Spektrum griin (griin). Die Gegenfarbung der Chromosomen erfolgte mit DAPI-Antifade.
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Die mit den BAC-Sonden durch gefiihrte FISH zeigt eine sichere Identifizierung des
Maus-Chromosom 2 durch den centromernah gelegenen BAC-Klon. Eine Aussage zum
Rekombinationsereignis am Wit7-Lokus lasst sich mit den relativ groRen BAC-Sonden
leider nicht treffen. Die Experimente ergeben aber eine deutliche Co-Lokalisation aller
Signale am Wt1-Lokus. Es sind auf dieser Ebene keine Auffalligkeiten zwischen Wildtyp
(Wt1™*) und heterozygot rekombinanten (Wt1-tTA*")-k.0.-Mausen zu sehen. Fir jede
Sonde sind auf jedem der beiden Chromosomen die Doppelsignale zu erkennen. Die so
getesteten BAC-Klone kbénnen zum einen als Grundlage einer Generierung weiterer
kleinerer Sonden dienen, die moglicherweise Aufschluss (ber die Existenz einer Deletion
bzw. Inversion geben. Zum anderen kann man sie zur Orientierung am Wt7-Lokus co-

hybridisieren, um die Aussagekraft der 10 kb-Sonden zu erhéhen.

A: B:
Wt1+4tTA*-: Sonde Ex2/4 Wt1+4TA*-: Sonden 5‘BRP-5‘/5‘ und 5‘BRP-5¢/3¢

+/-

Abbildung 3.37: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der Hybridisierung von Wt1-tTA™ -

Chromosomen mit 10 kb-Sonden.

A: Zeigt das Ergebnis einer Metaphasen-FISH mit der am 3'-BRP gelegenen Ex2/4-Sonde (rote Signale). Eindeutig sind auf
beiden Chromosomen 2 (griine Signale) die Doppelsignale (rot, weile Pfeilspitzen) zu erkennen, die gegen eine Deletion
(<10 kb) in diesem Bereich sprechen. B: Der Nachweis mit den beiden 5BRP-Sonden wurde hier an Interphase-Kernen
dokumentiert, da davon ausgegangen wurde, auf hochkondensierten Metaphasechromosomen eine Verschiebung der
raumlichen Position der Sonden zueinander nicht zeigen zu kénnen. Zu erkennen ist auf einem Chromosom (wt) die Co-
Lokalisation beider Signale (weilRer Pfeil). Auf dem vermuteten rekombinanten Chromosom ist eine raumliche Trennung der
beiden Signale fur 5’BRP-5"/5" (rot) und 5BRP-5'/3’ (gelb) zu sehen (roter Pfeil).

Grundlage fur die Herstellung der 10 kb-Sonde (Ex2/4-Sonde), welche direkt
strangabwarts am 3’-BRP gelegen ist, war die DNA des Wit7-liberspannenden BAC-Klons
232D1. Die Amplifikation wurde in einer PCR-Reaktion (Oligonukleotide: Wit1 Ex2-
FOR/Wt1 Ex4-REV) mit dem Enzym Elongase durchgefihrt. Mit der Ex2/4-Sonde sollte
eine mogliche Deletion im Bereich von Exon 2 bis Exon 4 von Wt1 nachgewiesen werden.
Die beiden anderen eingesetzten 10 kb-Sonden (5/5- und 5’/3-Sonde), welche die

Sequenzen des 5-BRP 120 kb strangaufwarts vom Wi7-Translationsstartpunkt gelegen
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umfassen, wurden mit entsprechenden Oligonukleotiden (Eff5/5-F/R und Eff5/3-F/R) auf
Basis des BAC-Klons 24906 amplifiziert. Eine vorliegende Inversion kdnnte hier zu einer
raumlichen Trennung der beiden Signale fliihren und so Hinweise auf den Zustand des
rekombinanten Lokus geben. Die Resultate der FISH mit den beschriebenen 10 kb-
Sonden auf Inter- und Metaphasechromosomen von Wt1-tTA"" sind in Abbildung 3.37
dargestellt.

Die Ergebnisse der hier gezeigten FISH-Analysen deuten auf eine etwa 120 kb grolie
Inversion des 5’-regulatorischen Bereiches von Wt1 hin. Bei der Hybridisierung mit den 5'-
BRP umfassenden Sonden kommt es zu einer raumlichen Trennung der beiden Signale.
Eine Deletion im 3’-Bereich, die groRer als 10 kb ware kann nahezu ausgeschlossen
werden. Weitere Untersuchungen zur Erfassung des 5-BRP sollen sich an diese Arbeit

anschliel3en.

3.29.3 Nachweis der tTA-Expression in adulten Wt1-tTA*"-Mausen

*~_Mausen sollte

Der Nachweis einer Wt1-spezifischen Expression von {TA in Wt1-tTA
auf RNA-Ebene in Northern Blot-Analysen erfolgen. Dafur wurden den Tieren
ausgewahlte Organe enthommen und daraus RNA isoliert. Es wurden 10 ug Gesamt-RNA
fur den Northern Blot eingesetzt und der Filter anschlielend mit einer tTA-spezifischen
radioaktiv markierten Sonde hybridisiert. Die Sondenherstellung erfolgte mit den tTA-
spezifischen Oligonukleotiden (tTA 61-1 F/R, Produkt: 500 bp) mittels PCR auf Grundlage
des Plasmids Wt1-targ2. Die Dokumentation der Hybridisierung erfolgte im
Autoradiogramm. Die Organe wurden fur eine moglichst umfassende Charakterisierung
der Linie WE2 ausgewahlt. Dabei standen alle aus der Literatur bekannten Wt1-
exprimierenden Gewebe, vor allem die des Urogenitaltraktes im Vordergrund. Diese in
Tabelle 3.4 aufgelisteten Organe wurden auch in spateren Analysen mit Reporter-Mausen
zur detaillierteren Beschreibung der Wt1-gesteuerten {TA-Expression verwendet. Die flr
verschiedene Organe bereits aus der Literatur bekannte Wt7-Expression in adulten Tieren
ist in der Tabelle vermerkt. Die Ergebnisse der Northern Blot-Analysen sind in der
Abbildung 3.38 zu sehen.

Die Resultate der unten aufgeflinrten Northern Blot-Analysen bestatigen eine Wit1-
spezifische Expression des {TA in adulten WE2-Mausen. Das ca. 1 kb groRe {TA-
Transkript konnte zunadchst in den bekannten Wt1-positiven Geweben, wie Niere, Ovar,
Hoden, Uterus und Milz nachgewiesen werden. Zusatzlich wurde ein starkes Signal in der
Harnblase dokumentiert (alles bei kurzer Exposition von drei Tagen, Daten nicht
abgebildet). Abhangig vom Expositionszeitraum (14 Tage) lasst sich deutlich eine {TA-

Expression auch in Herz, Lunge und im Thymus der Tiere zeigen.
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Gewebe ‘ﬁt: ‘t’yl'ﬂ Gewebe ‘ﬁt: ‘t"\ll'tl-:
-— -— Sd -— -—
+ +/= N + +
+ + Ov + +
- - Ut + +
+ + Ho + +
-— - S b -— -—
+ + Hb - +
- - Me - +-
- - Skm - -

Tabelle 3.4: Ausgewdhlite Organe fiir die Charakterisierung der Wt1-Effektor-Mauslinie WE2.
Abgebildet sind alle flr die Praparation von RNA verwendeten Organe. Die aus Veréffentlichungen bekannte Expression
von Wt1 in diesen Geweben adulter Mause wurde mit (+) gekennzeichnet. Es war beabsichtigt, ein breites Spektrum an
Organen zu praparieren, um eine moglichst ausfilhrliche Charakterisierung zu gewahrleisten. Die identischen Organe
wurden ebenfalls bei spateren Experimenten mit Reporter-Mausen zur Herstellung von Proteinextrakten fir die
Durchfilhrung von Luziferase-Assays und X-Gal Farbungen nach Kryodinnschnitten verwendet. Dies ermdglicht einen
Vergleich der verschiedenen Daten.

6\: G Hz Lu Le Mz Ty Km Dd Ko Sd N Ho Sb Hb Me Skm M +

42kKb

4 tTA

«0,5Kb

9: G Hz Lu Le MzTy Km Dd Ko Sd N Ov Ut Hb Me Skm +

d2Kb

dtTA

«0,5Kb

Abbildung 3.38: Northern Blot zur tTA-Expression in Geweben von adulten WE2-Mausen.

Der abgebildete Northern Blot wurde je Spur mit 10 ug RNA des entsprechenden Gewebes beladen und mit einer tTA-
spezifischen radioaktiv markierten Sonde hybridisiert. Das etwa 1 kb groRe Transkript (roter Pfeil) kann deutlich in der Niere
(N), den Keimdrusen Ovar (Ov) und Hoden (Ho), dem Uterus (Ut), der Harnblase (Hb), der Milz (Mz), dem Thymus (Ty),
dem Herz (Hz), der Lunge (Lu) und im Mesenterium von adulten Wt1-tTA*"-Mausen nachgewiesen werden. Es ist kein
Signal im Knochenmark zu sehen.

Expositionszeit: 14 Tage; (M): RNA-Leiter; {TA-Sonde: Herstellung mit tTA 61-1 F/R Oligonukleotiden.
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Allerdings ergeben sich Unterschiede beim Nachweis der tTA-Expression zwischen
Mannchen und Weibchen im Herz und im Mesenterium. Beim Mesenterium ist
mdglicherweise die Art der Praparation ausschlaggebend flir einen genau zu
reproduzierenden Nachweis. Die Expression im Herzen dagegen scheint so schwach zu
sein, dass selbst eine 14-tagige Exposition flir den Nachweis beim Mannchen noch zu
kurz war. Zur Bestimmung der genauen zellularen Expressionsorte miussen allerdings
innerhalb dieser Gewebe weitere Untersuchungen mit Reporter-Mausen durch gefuhrt

werden.

3.210 Charakterisierung der WE2-Linie durch Kreuzung mit Reporter-

Mausen

Eine funktionelle Beschreibung der WE2-Mauslinie wurde mit Hilfe von tTA-
abhangigen, Tet (Dox)-responsiven Reporter-Mausen erbracht. Damit sollte eine
zuverlassige Aussage uber die Tauglichkeit der WE2-Mause als Wt1-spezifische Effektor-
Linie getroffen werden. Die verwendeten Reporter-Mauslinien tragen durch den tTA
induzierbare und damit Dox-regulierbare Reportergene, die eine visuelle Dokumentation
der tTA-Expressionsorte von der Organspezifitdt bis hin zur zellularen Ebene der
untersuchten Gewebe ermdglichen. Die Regulierbarkeit der getesteten Reportergene
liefert zusatzliche Informationen Uber die Steuerbarkeit einer Wt1-tTA induzierten
Expression, sowie die Zeitpunkte dieser Expression. Zusammen sollten die im folgenden
dokumentierten Experimente eine Wit1-spezifische, raumliche und zeitliche (TA-
Expression nachweisen, die durch eine stringent Dox-abhangige Regulierbarkeit von
Reportergenen die Steuerung relevanter Zielgene als mdoglich definiert. Die hierflr
verwendeten Reporter-Mauslinien wurden uns freundlicherweise von verschiedenen
Arbeitsgruppen zur Verfiigung gestellt und sind in Tabelle 3.5 aufgelistet. Die zu Beginn
eingesetzte Reporter-Linie TetOy-Luc/Cre (LC1) enthdlt ein Transgen, das bei
Anwesenheit eines tetrazyklinabhangigen Transaktivators, Dox-regulierbar einen
bidirektionalen TetO-Promotor aktiviert und so zur Expression der Transgene Luziferase
und Cre-Rekombinase fihrt (Hasan et al. 2001). Die Expression der Firefly-Luziferase
lasst sich in Proteinextrakten von Organen mittels Luziferase-Assay nachweisen. Die
beiden anderen Reporter-Mause ermdglichen den Nachweis von [3-Galactosidase (LacZ)
durch X-Gal Farbung. Dabei tragt die Linie TetOy-LacZ/GFP (LZ) ebenfalls ein
bidirektional tTA/Dox-responsives Transgen, das neben LacZ auch GFP exprimiert
(Krestel et al. 2001). Die Mauslinie ROSA26-Stop™*-LacZ (RLZ) ist eine Mauslinie, die
dem visuellen Nachweis einer Cre-Expression dient (Cre-Reporter) und wird von uns

indirekt zum Nachweis der Wt1-spezifischen tTA-Expression eingesetzt. Sie tragt eine am
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ROSA26-Lokus integrierte LacZ-Expressionskassette, deren vom ROSAZ26-Promotor
aktivierte Expression durch eine dazwischen geschaltete von loxP-Sequenzen flankierte
Neo/Stop-Kassette (Neo-Stop™*) unterbunden wird (Soriano 1999). Die durch den tTA
gesteuerte Expression der Cre-Rekombinase in dreifach transgenen (ttg, triple
transgenen) WE2/LC1/RLZ-Mausen entfernt die Stop-Kassette und ermoglicht so eine

nicht reversible Expression der 3-Galaktosidase.

Reporter Publikation Abkiirzung Nachweis
TetOpi-Luc/Cre Hasan et al. 2001 LC1 Luziferase
TetOpi-LacZ/GFP Krestel et al. 2001 LZ X-Gal
ROSA26-Stop™*-LacZ Soriano 1999 RLZ X-Gal

Tabelle 3.5: Reporter-Mauslinien.

Zunachst wurden LC1 und LZ-Reporter mit der Linie WE2 verpaart. Der Nachweis der Luziferase-Expression erfolgte im
Luziferase-Assay, die X-Gal-Farbung von Organen der WE2/LZ-Tiere an Kryoschnitten der praparierten Gewebe
(s. Tab. 3.3). Fur die Verwendung der RLZ Cre-Reporter-Mause wurden diese mit doppelt transgenen (dtg) WE2/LC1-
Mausen verpaart. In ttg Nachkommen (WE2/LC1/RLZ) entfernt die tTA-abhangig exprimierte Cre-Rekombinase der LC1-
Tiere die Stop-Kassette am ROSA26-Lokus und ermdglicht die Expression der B-Galaktosidase (LacZ). Der Nachweis
erfolgte hier ebenfalls durch X-Gal-Farbung an Kryoschnitten der Gewebe.

Fur die Charakterisierung wurden zunachst die Reporter-Linien LC1 und LZ mit WE2
Effektor-Mausen verpaart. Die Nachkommen wurden mittels PCR zur ldentifizierung
doppelt transgener (dtg) Tiere genotypisiert (Daten nicht abgebildet). Zum Nachweis der
Dox-abhangigen Regulierbarkeit wurde dtg Mausen beider Genotypen (WE2/LC1 und
WEZ2/LZ) fur vier Wochen 4 mg/ml Doxyzyklin (Dox) im Trinkwasser appliziert. Danach
wurde den Versuchstieren zur Anfertigung von Proteinextrakten bzw. von
Kryodlinnschnitten die in Tabelle 3.3 aufgefiihrten Organe/Gewebe entnommen und
aufbereitet (s. Kap. 2.8 und 2.12.1).

3.210.1  Untersuchung der tTA-Expression in WE2/LC1-Mausen

Nach der Verpaarung wurden potenzielle WE2/LC1-transgene Nachkommen
(Genotyp: Wt1-tTA*"/TetO,-Luc-Cre) mittels PCR genotypisiert (Oligonukleotide: LUC-1
F/R, Produkt: 650 bp und tTA61-1 F/R, Produkt: 500 bp). Der Halfte der Versuchtiere
wurde Doxyzyklin im Trinkwasser appliziert. Nach vier Wochen wurden den Mausen die in

Tab. 3.3 aufgelisteten Organe entnommen und daraus Proteine isoliert. Alle Extrakte

109



Ergebnisse

wurden zunéchst bei —20°C eingefroren und gelagert, um alle Proben zum gleichen
Zeitpunkt zu messen. Der Nachweis erfolgte im Luziferase-Assay, der die Lichtemmission
(560 nm) beim Umsatz des Substrates Luziferin durch die Luziferase des untersuchten

Gewebeproteinextrakts im Luminometer bestimmt.

Luziferase
Luziferin + ATP + O, P  Oxyluziferin + AMP + PP, + CO2 + Licht

Als enzymatische Reaktion ist der Substratumsatz und damit die Lichtemission
temperaturabhangig. Durch eine am Stiick durchgefliihrte Messreihe aller zu
vergleichender Gewebe wurde versucht moglichst konstante Bedingungen zu erreichen,
die z. B. nicht durch Temperaturschwankungen beeinflusst wurden. Unabhangig davon
waren die gemessenen Proben allerdings unterschiedlich lange Zeitraume eingefroren,
was sich moglicherweise auf die Aktivitat der Luziferase auswirkt. Die Angabe der
Messung erfolgte in relative light units und wurde durch eine Proteinkonzentrations-
bestimmung (Bradford-Assay) normalisiert. Die Ergebnisse des Luziferase-Assay mit den
Geweben von WE2/LC1-(+/-Dox)-Mausen ist in der Abbildung 3.39 exemplarisch fir eine
Auswahl von Tieren dargestellt. Die Anzahl der untersuchten Tiere reichte nicht fur eine
statistische Auswertung der Resultate.

Der durchgeflihrte Luziferase-Assay zeigt eine eindeutige tTA-bedingte Luziferase-
Expression in den Wt1-positiven Geweben des Urogenitaltraktes. Dies deutet auf die
Eignung der WE2 Wt1-Effektor-Linie flr eine Wt1-spezifische, exogen regulierbare
Expression von Transgenen hin. Schwachere Signale in der Milz missen naher
untersucht werden, da sie nur knapp Utber den Werten der Kontrolltiere liegen (entspricht
Hintergrundexpression). Auch muss die Starke der Wt7-Expression in den zellularen
Kompartimenten bzw. ihr Anteil an der Gesamtproteinmenge dieser Organe bei der
Interpretation der Resultate mit in Betracht gezogen werden. Zur Darstellung einer
stringenten Regulierbarkeit durch Dox-Administration sind die LC1-Reporter-Mause
mdglicherweise nur bedingt geeignet. Deutlich sieht man eine Erniedrigung der
Luziferase-Expression in allen positiven Geweben (s. Organspezifitat), doch kommt es zu
keinem kompletten Abschalten. Relativ hohe Restaktivitaten in Niere (N) und Hoden (Ho)
sind entweder Ausdruck einer nicht stringenten Regulierbarkeit oder aber Ergebnis einer
groBen Proteinstabilitdt der Luziferase im Gewebe. Diese wird nach ihrer Herstellung in
den Peroxisomen der Zellen gespeichert und erst nach und nach abgebaut, so dass der
Versuchszeitraum moglicherweise zu kurz gewahlt war, um eindeutige Abschaltkinetiken
zu erzielen. Ergénzende Untersuchungen zur Regulierbarkeit kdnnen hiertiber Aufschluss

geben.
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Abbildung 3.39: Nachweis der Luziferase-Expression in Geweben von WE2/LC1-Mausen.

In den Diagrammen sind die gegen die Proteinkonzentration des untersuchten Extraktes normalisierten Light Units der
praparierten Gewebe aufgetragen. A: Organspezifitait WE2/LC1. Gezeigt ist die tTA-bedingte Luziferase-Expression von
dtg WE2/LC1-Tieren ohne Dox (lila). Als Kontrolle wurden die Organe von Wildtyp (blau) und single transgenen (stg) LC1-
Mausen analysiert. Deutliche Signale sind in den Wt1-spezifischen Geweben des Urogenitaltraktes (N, Ho, Sb, Ov, Ut) zu
sehen. B: Regulierbarkeit WE2/LC1. Dargestellt ist das Dox-induzierte Abschalten der Luziferase-Expression. Alle in der
Organspezifitdt positiv getesten Organe reagieren auf die Dox-Applikation (4 Wochen 4 mg/ml Dox im Trinkwasser) mit
reduzierter Luziferase-Expression. Ein komplettes Abschalten ist nicht zu erreichen. Die deutlichste Induzierbarkeit liegt in
der Samenblase vor, fir die allerdings bisher keine Wt1-Expression in adulten Mausen beschrieben wurde.

Co: Kolon, Dd: Dinndarm, Ge: Gehirn, Hb: Harnblase, Hz: Herz, Km: Knochenmark, Le: Leber, Lu: Lunge,
Me: Mesenterium, Mz: Milz, N: Niere, Ov: Ovar, Pa: Pankreas, Sb: Samenblase, Sd: Speicheldriise, Skm: Skelettmuskel,
Ho: Hoden, Ty: Thymus, Ut: Uterus.
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3.210.2 Analyse der tTA-Gewebespezifitat und Dox-abhédngigen Regulierbarkeit
der Reportergenaktivitiat in WE2/LZ-Mausen

Auch mit der LZ-Reporter-Linie sollte die Gewebespezifitdt der tTA-Expression,
sowohl in adulten Mdusen, als auch in verschiedenen Stadien der Embryonalentwicklung
dargestellt werden. Der Nachweis einer R-Galaktosidase-Expression auf Kryodinn-
schnitten erlaubt es, die tTA-Expression auf zellularer Ebene darzustellen. Im direkten
Vergleich der —Dox- und +Dox-Tiere sollte darliber hinaus eine stringente Regulierbarkeit
des Reportergens zu erkennen sein.

Aus den Verpaarungen WE2 x LZ wurden die doppelt transgenen Nachkommen
(Genotyp: Wt1-tTA* I TetO,-LacZ/GFP) mit Hilfe linienspezifischer PCRs genotypisiert
(Oligonukleotide: tTA: s.o.; LZ: hGFP-12/13, Produkt: 490 bp). WE2/LZ dtg Mause
wurden mittels cervikaler Dislokation getotet und die entsprechenden Organe
entnommen. Parallel wurden Mause des selben Genotyps (WE2/LZ) vor ihrer Praparation
vier Wochen lang mit Doxyzyklin (Konzentration s. o0.) stimuliert, um ein Abschalten der 8-
Galaktosidase-Expression zu erreichen. Die Organe wurden in flissigem Stickstoff
kryokonserviert und anschlieBend im Kryotom geschnitten. Es wurden 12 ym dicke
Kryoschnitte (aller Organe, auf’er Knochenmark) angefertigt und fir die Farbung
verwendet. Die Aufnahmen erfolgten am Durchlichtmikroskop. Bei richtiger tTA-
Expression sollte ein Wt1-spezifisches Expressionsmuster durch Blaufarbung der
entsprechenden Organe bzw. Gewebe nachzuweisen sein. Die Ergebnisse der X-Gal-
Farbung auf Kryodiinnschnitten von Organen aus WE2/LZ dtg +/-Dox-Mausen ist in den
folgenden  Abbildungen  (Abb. 3.40-3.46) dargestellt und in  Tabelle 3.6
zusammengefasst.

Wie in den Darstellungen zu erkennen ist, zeigen die Untersuchungen der WE2
Effektor-Mauslinie anhand der Reportergen-Analysen eine eindeutige und stringente
Regulierbarkeit. Die als Zielgen des Transaktivators exprimierte 8-Galaktosidase kann in
definierten Geweben von doppelt transgenen, unbehandelten (-Dox) WEZ2/LZ-Mausen
zweifelsfrei nachgewiesen werden. Die vierwochige Applikation von Dox bewirkt ein
offenbar komplettes Abschalten des Reportergens. In den Geweben ist keine LacZ-
Expression mehr festzustellen. Die Farbungen in den Kanalchen des Epididymis
(Nebenhoden, Abb. 3.41) sind als Ergebnis endogener R-Galaktosidase-aktivitdt zu
werten, da sie sowohl in behandelten als auch in unbehandelten Tieren dokumentiert
wurden (Daten nicht abgebildet).

Alle weiteren X-Gal-Farbungen an Geweben embryonaler und adulter Herkunft
bestatigen ein Wt1-spezifisches Expressionsmuster des tTA. Hierauf soll im Folgenden
naher eingegangen werden. Dabei wurde auf eine Abbildung der Milz, die lediglich eine

schwache Farbung der Kapsel zeigt, verzichtet.

112



Ergebnisse

(* Die Beurteilung aller folgenden histologischen Praparate wurde mit der am Ende des Ergebnisteils aufgefiihrten
Fachliteratur vorgenommen und mit den Aussagen eines Pathologen abgeglichen.)

NIERE: Wt1-tTA*~/TetO,;GFP-LacZ (WE2/LZ)

— Dox
G
F B -.\ \
?--y G
7
40x © 400x 400x
+ Dox
G
G

s .I "-
= i jimx 200x 400x

Abbildung 3.40: X-Gal Farbung auf Kryoschnitten der Niere von WE2/LZ-Mausen.

Die X-Gal-Farbung markiert die Glumeroli bzw. die Podozyten der Niere als Expressionsort des Transaktivators und damit
der B-Galaktosidase. Je nach Lage des Schnittes erkennt man durchgeféarbte bzw. hufeisenférmige Strukturen. Es ist keine
Farbung auf den Schnitten der Dox-behandelten Kontrolltiere zu erkennen.

(G): Glomerulus; (P): Podozyten; Schnittdicke: 12 pm.

Auf den Kryoschnitten der Niere markiert die X-Gal-Farbung deutlich die Glomeruli
als tTA-Expressionsort (s. Abb. 3.40). Hohere mikroskopische Auflésungen bestatigen
dies. Da eine detailliertere Darstellung auf zellularer Ebene nicht mdglich ist, impliziert die
klare Restriktion der R-Galaktosidase auf die Glomeruli, dass die Podozyten das zellulare
Kompartiment der {TA-Expression in WE2-Mausen sind. Diese sind als Orte der Wt1-
Expression in der adulten Niere bereits beschrieben (Mundlos et al. 1993, Rivera und
Haber 2005). Die Befunde sprechen flir eine exakte Rekapitulation des Wt7-spezifischen

Expressionsmusters in der Niere durch den tTA.

In den Hoden (s. Abb. 3.41) der adulten Tiere sind Signale in den Bereichen der
Leydig-Zwischenzellen des Interstitiums und in den Zellen des epithelialen Uberzug des
Hodens (Deckepithel) zu erkennen. Die intertubuldren Areale des Interstitiums enthalten
neben den hormonproduzierenden Leydig-Zellen auch Kapillaren zur Durchblutung des
Hodens. Das Hodendeckepithel ist bedingt durch die begrenzte lichtmikroskopische
Auflosung als solches schwer zu identifizieren, moglicherweise wird eine Farbung der
Tunica albuginea, einer darunter liegenden bindegewebigen Hodenkapsel mit glatten

Muskelzellen gezeigt (vgl. Mundlos et al. 1993). Die Tubuli seminiferi contorti (Samen-
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kanalchen) mit allen Zellstadien der Spermatogenese, sowie auch die Sertoli-Zellen

(StUtz- und Nahrzellen) zeigen keine Blaufarbung.

Hoden: Wt1-tTA*-/ TetO,;GFP-LacZ (WE2/LZ)
- — Dox
v SK. DE
i ‘ / \ ; Int
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Abbildung 3.41: X-Gal-Farbung auf Kryoschnitten der Hoden von WE2/LZ-Mausen.

Eine Farbung ist im Interstitium (intermediérer Bereich zwischen den Samenkanélchen) und im epithelialen Uberzug
(Deckepithel) bzw. der Tunica albuginea des Hoden zu erkennen. Das Interstitium wird als Areal von Leydig-Zellen und
Kapillaren gefiillt. Es wird keine {TA-Expression in den Dox-behandelten Geweben dokumentiert. Die Farbung in den
Kanélchen des Nebenhoden kann einer endogenen 3-Galaktosidaseaktivitat zugeschrieben werden (Hintergrund).

(DE): Deckepithel; (Int): Interstitium; (NH): Nebenhoden; (SK): Samenkanalchen; Schnittdicke: 12 pm.

Auf den Gewebeschnitten der Samenblase (s. Abb. 3.42) finden sich auffallige
Signale im Bereich der Tunica muscularis, einer bindegewebigen Hille mit einem hohen

Anteil an glatten Muskelzellen. Die Zellen der im Inneren faltig aufgeworfenen
Schleimhaut sind ohne Farbung.

Samenblase: Wt1-tTA*"/ TetO,,GFP-LacZ (WE2/LZ)
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Abbildung 3.42: X-Gal-Farbung auf Kryoschnitten der Samenblase von WE2/LZ-Mausen.

In der Samenblase adulter Mause wird die auferste Hillschicht angefarbt. Es handelt sich hierbei um eine Tunica
muscularis aus glatten Muskelzellen. Die Kontrolle (+Dox) zeigt keine Farbung.

(H): Hulle; (L): Lumen; (Sh): Schleimhaut; (TM): Tunica muscularis; Schnittdicke: 12 ym.
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Bei den weiblichen Geschlechtsorganen wurden in Ovar und Uterus die Wit1-
spezifische tTA-Expression untersucht. Die X-Gal-Farbung auf Schnitten des Ovars
(s. Abb. 3.43) zeigt eine starke Farbung des spinozellularen Bindegewebes (Stroma) des
Ovars zwischen den einzelnen Follikeln, sowie der glatten Muskulatur des Eileiters. Sehr
schwache, diffuse Signale sind im Bereich der Granulosa-Zellen (Stratum granulosum)
sichtbar. Es gibt keine Farbreaktion der Keimzellen und der sie umgebenden Cumulus-

Zellen des Cumulus oophorus.

Ovar: Wt1-tTA*"/TetO,;,GFP-LacZ (WE2/LZ)

j iOx 100x 100x 100x

Abbildung 3.43: X-Gal-Farbung auf Kryoschnitten des Ovars von WE2/LZ-Mausen.

Zu sehen sind eindeutige Signale im Stroma zwischen den einzelnen Follikeln, sowie in der Muskulatur des Eileiters (glatte
Muskulatur). Eine Farbung der Granulosa-Zellen ist nur sehr schwach zu erkennen (s. schwarze Pfeile). Die Keimzellen
sind wie im Hoden negativ. Das Ovar der Dox-behandelten Mause zeigt nur in einem Gelbkérper eine schwache
Blaufarbung (+Dox, blauer Pfeil).

(EZ): Eizelle; (GZ): Granulosa-Zellen; (S): Stroma; Schnittdicke: 12um.

Eine Wt1-Expression fur verschiedene Regionen des Uterus wurde ebenfalls bereits
beschrieben (Pelletier et al. 1991, Rackley et al. 1993). Die Abbildung 3.44 zeigt deutliche
aber diffuse Signale im stromalen Gewebe (Stratum spongiosum) der Zona functionalis
des Endometriums mit den uterinen Drisen. Dagegen sind in den Zellen der epithelialen
Strukturen (Oberflachenepithel zum Lumen) sowie in den Zellen des darauf folgenden
Stratum compactum keine Anfarbungen zu erkennen. Im mehrschichtigen muskularen
Mantel aus glatten Muskelzellen, dem Myometrium sind deutliche Signale im Stratum
submucosum und im Stratum supravasculare mit seinen langs verlaufenden

Muskelblindeln zu sehen.
Alle anderen untersuchten Gewebe (in Abb. 3.45 zusammengefasst) zeigen keine
Farbsignale durch eine R-Galaktosidaseaktivitat. Diese Resultate entsprechen den

Beschreibungen der Wt7-Expression in adulten Geweben von Menschen und Mausen.
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Uterus: Wt1-tTA*~/ TetO,;GFP-LacZ (WE2/LZ)

B

+ Dox

Abbildung 3.44: X-Gal-Farbung auf Kryoschnitten des Uterus von WE2/LZ-Mausen.

Die Blaufarbung im Uterus erstreckt sich Uber verschiedene Gewebsschichten. Eine diffuse Farbung ist im Bereich des
Stroma zu erkennen, sowie deutliche Signale in den Schichten des Myometriums. Die Dox-behandelten Uteri zeigen keine
3-Galaktosidase-Expression.

(E): Endometrium; (/p): Lamina propria; (S): Stroma; (M): Myometrium; (sm): Stratum submucosum; (sv): Stratum supra-
vasculare; Schnittdicke: 12 pm.

Negative Gewebe: Wt1-tTA*~/ TetO,;GFP-LacZ (WE2/LZ)

Abbildung 3.45: X-Gal-Farbung negativer Gewebe aus WE2/LZ-Mausen.

In der Darstellung sind alle Gewebe der adulten Mause zusammengefasst, die keine Farbsignale durch eine tTA-
hervorgerufene R-Galaktosidaseaktivitat zeigten. Diese negativen Gewebe sind bisher auch nicht als Wt7-Expressionsorte
in adulten Mausen bekannt. Alle Organe sind von dtg Mausen ohne Dox-Applikation.

Schnittdicke: 12 ym; VergréRerung: 40x.
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Erganzend zu den Untersuchungen in adulten Geweben von WE2/LZ-Mausen
wurden die Embryonalstadien E11,5 dpc bis E14,5 dpc analysiert (s. Abb. 3.46).

Abbildung 3.46: X-Gal-Farbung auf Kryoschnitten von dtg WE2/LZ-Embryonen der Stadien
E12,5 dpc und E14,5 dpc.

E12,5 dpc: Zu sehen sind Signale in der sich entwickelnden Milz und im Urogenitalsystem. In der Niere beschrankt sich die
Farbung auf das kondensierende Mesenchym um die verzweigende Ureterknospe. Der degenerierende Mesonephros zeigt
ebenfalls eine Farbung. Die angeschnittene Gonade ist frei von Signalen. E14,5 dpc: Die Fotos links und unten zeigen die
LacZ-Expression in den die Organe umgebenden Mesothelien (rote Pfeile) der Leber, Lunge, Nebenniere und des Herzens
(Perikard). In der Niere sind Signale in den epithelialisierenden Bereichen und den Glomeruli zu sehen. Eine leichte
Farbung ist im sich entwickelnden Hoden (Hodenstreifen) zu erkennen. Das starkere Signal wird der AGM-Region (Aorta-
Gonaden-Mesonephros) zugeschrieben. Deutlich zu erkennen ist die Farbung im Riickenmark.

(a): Atrium; (Go): Gonade; (Ho): Hoden; (Hz): Herz; (kM): kondensierendes Mesenchym; (Le): Leber; (Lu): Lunge;
(M): Mesothel;  (Ma): Magen;  (MN): Mesonephros;  (N): Niere;  (NN): Nebenniere;  (P): Perikard;  (R): Rippen;
(RM): Rickenmark; (v): Ventrikel; Schnittdicke: 12 pm; VergréfRerung: 7-15x.
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Dabei wurde das Alter der Embryonen durch plug checks bestimmt und die doppelt
transgenen Tiere mittels spezifischer PCR identifiziert. In der Abbildung 3.46 sind die
Ergebnisse der Stadien 12,5 dpc und 14,5 dpc dargestellt. Zur besseren Orientierung
Uber die ungefahre Lage der dargestellten Strukturen im Embryo wurden Abbildungen
vergleichbarer Entwicklungsstadien der Internetseite des Edinburgh mouse atlas project

(emap, http://genex.hgu.mrc.ac.uk/) entnommen.

Die Untersuchungen der tTA-Expression an verschiedenen Embryonalstadien von
WE2/LZ-Mausen bestatigen ein Wt1-spezifisches Expressionsmuster auch in der
Embryonalentwicklung. In Embryonen des Stadiums E11,5 dpc konnten starke Signale in
der Urogenitalfalte, dem Mesonephros und den Mesothelien festgestellt werden (Daten
nicht abgebildet). Im Embryonalstadium E12,5 dpc verhdlt sich die LacZ-Expression
analog zur in der Literatur beschriebenen Wt7-Expression der Urogenitalregion. Wahrend
der Degeneration des Mesonephros (spezifisch gefarbt) ist in der sich entwickelnden
Niere (Metanephros) eine deutliche Farbung im kondensierenden Mesenchym zu
erkennen. Die Gonaden sind zu diesem Zeitpunkt noch nicht gefarbt. Des weiteren ist
eine Farbreaktion in Bereichen vermutlich unterhalb des Magens zu beobachten. Hierbei
handelt es sich moglicherweise um die Milzanlagen. Die Ergebnisse der Analysen von dtg

WE2/LZ-Mausen sind in der folgenden Tabelle zusammen gefasst.

SRS Emg(r;/GoﬁLlpos/itg{nt Gewebe Em)b(;y((;)igrosgidvult
Gehirn G - - Niere N + +
Herz Hz - - Ovar Ov n.a. +
Lunge Lu - - Uterus Ut n.a. +
Leber Le - - Hoden Ho + +
Milz Mz + - Samenblase Sb n.a. +
Thymus Ty - - Harnblase Hb - -
Knochenmark Km n.a. n.a. Skelettmuskel Skm - -
Diinndarm Dd - - Riickenmark R + -
Kolon Ko - - Mesothelien + -
Pankreas Pa - - Perikard P + -
Speicheldriise Sd - - Mesonephros MN + -
Mesenterium Me - - Urogenitalfalte U + -

Tabelle 3.6: Ubersicht der Ergebnisse der X-Gal-Farbungen aus WE2/LZ -Mausen.

Gezeigt ist eine Zusammenfassung der beobachteten LacZ-Expression in Embryonen und adulten Mausen des Genotyps
WE2/LZ. Die Tiere waren stringent regulierbar und zeigen ein Wt7-spezifisches Expressionsmuster des {TA. Die
Ergebnisse sind in der Tabelle unabhangig vom genauen Zeitpunkt der Expression dokumentiert. Das Knochenmark wurde
nicht untersucht.

(+): Expression/Blaufarbung; (-): keine Expression; (n.a.): nicht analysiert.
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3.210.3 Nachweis Wt1-spezifischer tTA-Expression in der murinen Ontogenese
Ausgehend von den oben gezeigten Ergebnissen einer Wt1-spezifischen tTA-
Expression in der Effektor-Mauslinie WE2 sollte mit Hilfe einer weiteren Reporter-Linie
zusatzliche Erkenntnisse insbesondere Uber das Expressionsmuster wahrend der
murinen Entwicklung zum adulten Organismus gewonnen werden. Daflir wurden doppelt
transgene Tiere des Genotyps WE2/LC1, die bidirektional neben Luziferase auch die
Cre-Rekombinase exprimieren, mit der Mauslinie ROSA26-Stop™-LacZ (RLZ) verpaart.
Diese Linie ist eigentlich ein Cre-Reporter und kann somit indirekt zum Nachweis der tTA-
Expression verwendet werden. Durch die tTA-bedingte Cre-Expression wird die Stop-
Kassette vor dem LacZ-Reportergen entfernt und es kommt zur Transkription der B3-
Galaktosidase. Dieses Verfahren (tagging and tracing) markiert alle Zellen und ihre
Nachkommen, die eine Wit71-Expression (und damit eine tTA-Expression) in der
Ontogenese aufweisen, da die tTA-induzierte Cre-Expression eine nicht reversible
Exzision der Stop-Kassette zur Folge hat. Dies bietet die Moglichkeit, neben weiteren
Erkenntnissen zur Gewebespezifitdt von WE2 zusatzliche Informationen zu Wt1-
Expressionsorten wahrend der murinen Entwicklung zu sammeln. Die ldentifizierung
dreifach transgener Mause (ttg WEZ2/LC1/RLZ) erfolgte mittels spezifischer PCR
(Oligonukleotide: tTA, s.o.; LC-1, s.o.; ROSA: Multiplex PCR, ROSAZ26 1-3,
ProduktgréRe: wt 320 bp, rek 610 bp). Als Kontrolltiere zum Nachweis von Hintergrund
wurden LC1/RLZ-Mause ohne Effektor untersucht. Ein Vergleich mit Dox-behandelten ttg
Tieren erfolgte ebenfalls. Hierfur wurde den Zuchttieren bereits bei der Verpaarung, wie
auch in der anschlieBenden Schwangerschaft und wahrend der gesamten Stillzeit Dox
verabreicht (Konz: 4 mg/ml im Trinkwasser). Die Nachkommen wurden noch unter Dox-
Administration genotypisiert und erst dann wurde den ttg Mausen das Doxyzyklin
entzogen (Induktion). Nach einer zweimonatigen Karenzzeit zum Ausschleichen der Dox-
Wirkung wurden den Versuchstieren die entsprechenden Organe entnommen und davon
Kryodlnnschnitte angefertigt. Das zu erwartende Expressionsmuster sollte hier den
bereits 0. g. WE2/LZ-Mausen entsprechen und die Wt7-Expression in adulten Tieren
rekapitulieren. Damit wurden fir dieses Experiment drei Gruppen von ttg Mausen
untersucht, die im weiteren wie folgt bezeichnet werden: 1) ttg Mause immer ohne Dox
(-Dox-Tiere). 2) ttg Mause standig Dox exponiert (+Dox-Tiere). 3)ttg Mause, die

induziert wurden (+/-Dox-Tiere).

Der Nachweis der tTA/Cre-vermittelten LacZ-Expression erfolgte durch X-Gal-
Farbung auf Kryoschnitten. Die Resultate der Charakterisierung der WE2-Linie mit Hilfe
der RLZ-Reporter-Mause sind in den folgenden Abbildungen 3.47 - 3.55 dargestellt. Die
Untersuchung der LC1/RLZ-Kontrolltiere ergab keine Hintergrundfarbung auf den
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Organen (nicht abgebildet). Es koénnen somit alle positiven Signale auf eine Wit1-
entsprechende tTA-Expression zurlckgefiihrt werden. Ein Vergleich der nur im adulten
Zustand induzierten Gewebe (+/-Dox-Mause) mit den Ergebnissen der Reporter-
Analysen von WE2/LZ-Mausen bietet sich an. Beide sollten das Wt7-entsprechende

Expressionsmuster adulter Mause rekapitulieren.

Die X-Gal Farbung der Niere (s. Abb. 3.47) von WE2/LC1/RLZ-(-Dox)-Mausen zeigt
eine bis auf wenige Bereiche komplett durchgefarbte Niere. Neben den zu erwartenden
Signalen in den Glomeruli sind alle Anteile der Niere, die aus dem metanephrischen
Mesenchym hervorgehen, gefarbt. Negative Strukturen sind vermutlich Anteile der
Sammelrohre, die ihren Ursprung aus der sich verzweigenden Ureterknospe haben.
WE2/LC1/RLZ-(+/-Dox)-Mause zeigen eine typische Wt1-spezifische tTA-Expression

vermutlich in den Podozyten der Glomeruli.

Niere: WE2/LC1/RLZ

. — Dox

+ Dox

Abbildung 3.47: X-Gal-Farbung auf Kryoschnitten der Niere von WE2/LC1/RLZ-Méausen.
Oben: Die X-Gal-Farbung der Kryoschnitte von ttg —Dox-Mausen zeigt bis auf wenige Bereiche (rote Pfeile) eine komplette
Blaufarbung der Niere. Unten: Der Dox-Entzug (+/-Dox) erst in adulten Mausen ergibt eine typische der Wt71-Expression
entsprechende Farbung. Nur die Zellen im Bereich der Glomeruli (vermutlich die Podozyten) zeigen eine tTA-Expression.
(BK): Bowman Kapsel; (G): Glomerulus; (Gf): Gefal; (pT): Proximaler Tubulus; Schnittdicke: 12 ym.

In den Hoden von ttg (—-Dox)-Tieren (s. Abb. 3.48) werden neben Zellen in den
intertubuldren Arealen (vermutlich: Leydig-Zellen) auch Zellen innerhalb der Samen-
kanalchen (vermutlich: Sertoli-Zellen) angefarbt. Dies spricht zunachst fur eine Rolle von
Wt1 in der Entwicklung beider Zelltypen (noch nicht beschrieben). Es sei denn, die

Signale im Interstitium stellen sich als falsch-positiv heraus oder lassen sich anderen
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zellularen Strukturen zuordnen, dann lediglich fir eine Funktion von Wt1 in den Sertoli-
Zellen (s. Kap 1.3.6). Anscheinend beschrankt sich diese aber auf einen embryonalen und
frihen adulten Zeitraum, da eine {(TA-Expression in alteren WE2/LZ- bzw.
WE2/LC1/RLZ-(+/-Dox)-Mausen nicht nachgewiesen werden kann. Auch eine Farbung
der Tunica albuginea und des mesothelialen Epiorchiums kann nicht gezeigt werden. Es
gibt definitiv keine Signale in den Keimzellen. Die Praparate von (+/-Dox)-Mausen sind
mit Ausnahme des Epididymis (Nebenhoden: endogene [-Galaktosidase) frei von

jeglichen Farbsignalen.

Hoden: WE2/LC1/RLZ

Abbildung 3.48: X-Gal-Farbung auf Kryoschnitten der Hoden von WE2/LC1/RLZ -Mausen.
Oben: Die Farbung in WE2/LC1/RLZ -(-Dox)-Mausen markiert deutlich Zellen im Interstitium der Hoden (vermutl. Leydig-
Zellen), sowie einzelne Zellen innerhalb der Samenkanalchen (vermutl. Sertoli-Zellen). Unten: Auf den Schnitten von ttg
(+/-Dox)-Tieren ist eine tTA-Expression weder im Interstitium noch in den Tubuli seminiferi contorti nachzuweisen. Signale
des Epididymis (unten/ganz rechts, Nebenhoden) sind vermutlich einer endogenen 3-Galaktosidaseaktivitat zu zuschreiben.
(Ep): Epididymis  (Nebenhoden); (Int): Interstitium; (Ly): Leydig-Zellen; (Sk): Samenkanélchen; (SZ): Sertoli-Zellen;
Schnittdicke: 12 uym.

Die Samenblase (s. Abb. 3.49) zeigt eine starke Farbung der daulReren Hiille, die als
Tunica muscularis bezeichnet wird. Dies entspricht auch der tTA-Expression in ttg
(+/-Dox)-Mausen und in den oben dargestellten Farbungen von Geweben der WE2/LZ-

Tiere.

Die Darstellungen des Ovars von WE2/LC1/RLZ-(-Dox)-Mausen (s. Abb. 3.50)
zeigen ein ebenfalls nahezu komplett gefarbtes Organ. Dies wirde eine tTA-Expression
wahrend der Entwicklung in Vorlauferzellen von Stroma und Follikeln bedeuten. Dartber

hinaus sind Signale in den Bereichen der Granulosa-Zellen zu erkennen. Eine Farbung
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der Oozyten kann nicht ausgeschlossen werden. Auf den Schnitten des Ovars von
WE2/LC1/RLZ-(+/-Dox)-Mausen findet man zum ersten Mal die Blaufarbung

ausschlieBlich in Bereichen, die den Granulosa-Zellen zugeordnet werden.

Samenblase: WE2/LC1/RLZ

+/— Dox

Abbildung 3.49: X-Gal-Farbung auf Kryoschnitten der Samenblase von WE2/LC1/RLZ-
Mausen.

Oben: Zu sehen ist die Wt1-abhangige {TA-Expression in der Tunica muscularis der Samenblase von ttg (-Dox)-Mausen.
Diese zieht an mehreren Stellen als Septen ins innere der Blase. Es ist keine Farbung des faltigen Epithels zu erkennen.
Unten: (+/-Dox)-Mause zeigen keine Blaufarbung des selben Gewebes.

(E): Epithel; (L): Lumen; (Se): Septen; (TM): Tunica muscularis; Schnittdicke: 12 ym.

Ovar: WE2/LC1/RLZ

— Dox

+/— Dox

Abbildung 3.50: X-Gal-Farbung auf Kryoschnitten des Ovars von WE2/LC1/RLZ-Mausen.
Oben: Die X-Gal-Farbung zeigt ein nahzu komplett gefarbtes Ovar einer (-Dox)-Maus. Die tTA-regulierte LacZ-Expression
wurde hier in Bereichen des Stroma und in den Granulosa-Zellen der Follikel nachgewiesen. Unten: Ovari von (+/-Dox)-
Mausen zeigen Signale ausschlieBlich in Bereichen, die Granulosa-Zellen zugeschrieben werden.

(EZ): Eizelle; (F): Follikel; (GZ): Granulosa-Zellen; (S): Stroma; Schnittdicke: 12 pm.
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Auch im Uterus von ttg (-Dox)-Mausen kommt es zu einer starken Blaufarbung in den
verschiedenen Gewebeanteilen. Bei der Betrachtung von innen nach auf3en, ausgehend
vom Lumen, ist eine Farbung des Uterusepithel zugehdrig dem Endometrium teilweise
sichtbar. Die stromalen Anteile (Stratum spongiosum) der Zona functionalis des
Endometriums zeigen erneut (vgl. WE2/LZ-Mause) eine diffuse Farbung, die zellular nicht
naher zugeordnet werden kann. Ebenfalls positiv ist das Myometrium als Uteruswand.
Hier werden die Schichten Stratum submucosum und Stratum supravasculare mit ihren

unterschiedlich orientierten Muskelblindeln glatter Muskelzellen angefarbt (s. Abb. 3.51).

Uterus: WE2/LC1/RLZ

Abbildung 3.51: X-Gal-Farbung auf Kryoschnitten des Uterus von WE2/LC1/RLZ-Mausen.
Oben: Signale sind in verschiedenen Regionen der Uteri von ttg (—Dox)-Mausen zu sehen. Diese erstrecken sich Uber den
stromalen Bereich des Endometriums (Stratum spongiosum der Zona functionalis) bis zu den Schichten des Myometriums
(M. submucosum und M. supravasculare). Eine Farbung im Stratum compactum des Endometriums scheint teilweise
sichtbar (weille Pfeilspitze). Die Uteri von (+/-Dox)-Tieren zeigen keinerlei Signale.

(E): Endometrium; (Sc): Stratum compactum; (M): Myometrium; (sm): submucosum; (sv): supravasculare;
(S): Stroma/Stratum spongiosum; Schnittdicke: 12 pm.

Harnblase: WE2/LC1/RLZ

Abbildung 3.52: X-Gal-Farbung auf Kryoschnitten der Harnblase von WE2/LC1/RLZ-
Mausen.

Die Aufnahmen zeigen eine starke Farbung der Tunica muscularis der Harnblase. Die vereinzelten Signale im
Ubergangsepithel der Schleimhaut kénnen zellular nicht naher bestimmt werden. Es gibt keine Blaufarbung auf (+/-Dox)-
Praparaten (nicht abgebildet).

(L): Lumen; (Sh): Schleimhaut; (TM): Tunica muscularis; Schnittdicke: 12 pm.
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Auffallig in den untersuchten WE2/LC1/RLZ-Mausen ist eine pragnante Farbung auf

den Kryoschnitten der Harnblase von (—-Dox)-Tieren (s. Abb. 3.52). Eine starke LacZ-

Expression kann hier in der Tunica muscularis gezeigt werden (vgl. Samenblase). Die

Harnblase von ttg (+/-Dox)-Mausen zeigte keine Blaufarbung (Daten nicht abgebildet).

Kolon: WE2/LC1/RLZ

Herz: WE2/LC1/RLZ
s

Abbildung 3.53: X-Gal-Farbung
auf Kryoschnitten von WE2/
LC1/RLZ-Mausen.

Zusammengefasst sind die Resultate
verschiedener Organe von ttg (-Dox)-
Mausen. Die jeweiligen Kontrollgewebe
(+/-Dox) zeigen keine Signale (nicht
abgebildet). Kolon: Eine Blaufarbung ist
in der glatten Muskulatur der Darmwand
zu sehen. Zusatzlich sind begrenzte
Bereiche der Schleimhaut gefarbt.
Diinndarm: Zu sehen sind hier ebenfalls
Signale der Muskulatur der Darmwand
und begrenzte Regionen der Schleimhaut
mit Krypten und Zotten. Leber: Als Orte
der tTA-Expression bei der Entwicklung
— Dox der Leber sind zum einen GefiRe zu
erkennen. Zum anderen sind groRe Teile
des Leber-parenchyms (Hepatozyten)
ange-farbt. Herz: Die diffuse Farbung auf
Teilen der Herzmuskelzellen (Myokard)
kann nicht naher zugeordnet werden.
Mdoglicher-weise werden Bereiche des
Epikards angeschnitten.

(Gf): GefaRe; (H): Hepatozyten;  (Hm):
Herzmuskelzellen; (L): Darmlumen; (LM):
Lamina muscularis; (Sh): Schleimhaut;
(TM): Tunica  muscularis;  (V): Venen;
— Dox Schnittdicke 12 um.

In Abbildung 3.53 sind zusatzlich X-Gal-Farbungen von Organen zusammen-gefasst,

die im weiteren einer detaillierteren Klarung bedirfen. So wird in Dinndarm und Kolon

neben der tTA-Expression in der Ringmuskulatur der Darmwand (glatte Muskelzellen)

auch ein Signal in einigen Zellklustern von Krypten und/oder Zotten nachgewiesen.

124



Ergebnisse

In der Leber (Abb. 3.53) ist in den Aufnahmen des dokumentierten Praparates eine
mosaikale Farbung des Leberparenchyms zu erkennen. Die X-Gal-Farbung markiert eine
Wt1-induzierte tTA-Expression in einem Teil der Hepatozyten. Eine genauere Zuordnung
der gefarbten Zellen zu speziellen Strukturen der Leber ist zur Zeit nicht moglich.

Auch die Farbung in Bereichen des Herzmuskels ist schwer zu interpretieren.
Méglicherweise werden bei diesem Langsschnitt teilweise noch Zellen des Epikards oder
daraus sich ableitende Zellen getroffen, fir die bereits eine Wt1-Expression beschrieben
wurde (Moore et al. 1999). Vielleicht kann hier ein Querschnitt des Herzens genaueren

Aufschluss Uber die gefarbten Strukturen geben.

Neben den dargestellten Unterschieden gibt es aber auch Gemeinsamkeiten von {TA-
Expressionsorten in den verschiedenen Organen. So konnte eine Farbung der arteriellen
GefalBe in nahezu jedem untersuchten Organ von WE2/LC1/RLZ-(—-Dox)-Mausen
nachgewiesen werden. Eine Auswahl ist exemplarisch in Abbildung 3.54 dargestellt. Dem
Erscheinungsbild nach zu urteilen wird der Anteil der glatten Muskulatur in der
Gefallwand angefarbt. In adulten ttg (+/-Dox)-Mausen dagegen kann kein Signal in den
Gefallen gezeigt werden, was sehr stark auf eine Rolle von Wt1 in der Vaskulogenese
hindeutet (Daten nicht abgebildet).

Abbildung 3.54: X-Gal-Farbung in

GefiRe: WE2/LC1/RLZ GefaBen von WE2/LC1/RLZ-

Mausen.
il — Dox Dargestellt sind X-Gal-Farbungen von Gefallen
o iali ? / aus verschiedenen Organen Dox-
unbehandelter Mause (-Dox-Tiere). Dabei ist
NP die Farbung im Bereich der glatten Muskulatur
- der Gefalwande zu finden. In (+/-Dox)-
L W Geweben waren keine positiven Signale in
Gefalen zu finden.
100x Schnittdicke: 12 ym.
— Dox
Milz Leber — Dox
, ,1!--'{
y
100x 100x
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Die in der Literatur beschriebene Wit1-spezifische Expression in den Epithelien
peritoneal-gelegener bzw. -entstandener Organe war Anlass des Versuchs, eine tTA-
Expression in diesen Bereichen nachzuweisen. Dies gelang nur in den unten
abgebildeten Organen eindeutig (s. Abb. 3.55). Deutlich sind Farbungen der Milzkapsel,
sowie der &uBersten Zellschicht des Pankreas und des Hodens zu sehen. Ahnliche
Farbungen, aber sehr viel schwacher und teilweise fragmentarisch, ergaben sich auch im
Herzen, der Leber, dem Kolon und der Samenblase. Ob es sich bei den in Abb. 3.55
gezeigten Strukturen tatsachlich um den jeweiligen Peritonealepitheliiberzug handelt,
oder um eine Bindegewebshulle mit einem Anteil glatter Muskelzellen, muss noch geklart

werden.

Abbildung 3.55: X-Gal-

. Farbung in Peritoneal-
Epithel: WE2/LC1/RLZ epithelien von WE2/

i _ Dox LC1/RLZ-Mausen.
Pankreas g v 1 In der Abbildung zusammen-
; &Y ; gefasst sind alle Organe (Milz,
.i"" . te
"

Pankreas, Hoden) von ttg
(-Dox)-Mausen bei denen eine

e ol Farbung des als Oberflachen-

g ] epithel interpretierten Bereiches

40x 100x mx eindeutig nachgewiesen werden
- konnte.

Schnittdicke: 12 ym.

Die Interpretation der Ergebnisse aus der Charakterisierung der WE2-Effektor-Linie
mit RLZ-Reportermausen erscheint etwas schwieriger als in WE2/LZ-Tieren. Zunachst
kann eine Dox-abhangige Regulierbarkeit der WE2-Linie erneut bestatigt werden (vgl.
-Dox, +Dox und +/-Dox-Mause). Darliber hinaus zeigen die Daten ein umfangreiches
Spektrum an Informationen zur vermutlich Wt1-induzierten tTA-Expression wahrend der
murinen  Ontogenese. Neben den bekannten Wi1-positiven Organen des
Urogenitalsystems mit einer raumlich und zeitlich sehr genau definierten Wt7-Expression,
die in WE2-Mausen durch den tTA rekapituliert wird, lasst der Nachweis einer {TA-
Expression in Bereichen glatter Muskelzellen, u. a. des Darmes und der Gefalie, den
Umkehrschluss einer moglichen Beteiligung von Wt1 in der Vaskularisierung von Organen
bzw. der Entstehung von glatter Muskulatur zu. Weitere Uberraschende Befunde aus

Darm und Leber (s. Abb. 3.53) mussen naher untersucht werden.

3.2.11 Wt1 k.o. Rescue-Versuche

Das abschlielende Experiment als Basis zu Herstellung eines Wilms-Tumor-

Mausmodells sollte der Rescue des durch die Integration des {TA am Wt71-Lokus
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hervorgerufenen Wt1-knock outs sein. Hierfir wurden die generierten Linien WE2
(Effektor) und Wt1-Resp1 bzw. -Resp2 miteinander verpaart, um doppelt transgene
Nachkommen als Ausgangspunkt fir die Rescue-Verpaarungen zu erhalten.

Wenige Nachkommen v.a. bei der WE2 x Resp1-Verkreuzung deuteten erste
Probleme mit den Zuchten zur Herstellung der notwendigen Genotypen an. Aus diesen
Verpaarungen ergaben sich bisher 29 Tiere, von denen lediglich vier den doppelt
transgenen Genotyp WE2/Resp1 trugen. Davon waren drei Tiere weiblich und eines
mannlich (3:1). Aus diesen Tieren wurde die bisher einzige Rescue-Verpaarung fir die
Responder-Linie1 angesetzt. Es konnten noch keine Nachkommen ausgewertet werden.

Bei den Verpaarungen WE2 x Resp2 wurden bisher 105 Nachkommen genotypisiert,
wobei insgesamt 21 Mause doppelt transgen waren. Hier zeigt sich allerdings eine
Auffalligkeit bei der Verteilung des Geschlechts der Tiere. 19 Mause waren weiblich und
lediglich 3 mannlich, so dass man bei der Zucht von einer Verschiebung des
Geschlechtsverhaltnisses 9:4 hin zum weiblichen Phanotyp ausgehen muss. Mit jedem
der drei Bécke wurden Rescue-Verpaarungen angesetzt, die Uber einen Zuchtzeitraum
von einem halben Jahr bisher nur von einem Mannchen einmal Nachkommen hatten. In
diesem Wurf konnte kein Rescue-Tier identifiziert werden. Bis zum Abschluss der Arbeit

konnte kein Rescue des Wt1-knock outs erzielt werden.

*Literatur zur Beurteilung der histologischen Praparate:

Welsch, U., Sobotta,J. (2006): Lehrbuch Histologie — Zytologie, Histologie, mikroskopische Anatomie. 2. Auflage. Elsevier,
Urban & Fischer Verlag, Miinchen

Hees, H., Sinowatz, F. (1992): Histologie — Kurzlehrbuch der Zytologie und mikroskopischen Anatomie. 2. Auflage.
Deutscher Arzte-Verlag, Kéin

Sobotta, J. (2005): Atlas Histologie. (Hrsg.: Welsch, U.), 7. Auflage. Elsevier, Urban & Fischer Verlag, Miinchen

Curran, R. C., Crocker, J. (2001) : Atlas der Histopathologie. 5. Auflage. Springer-Verlag Berlin
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4, DISKUSSION

Der Wilms-Tumor (Nephroblastom) ist ein frihkindlicher Tumor der Niere und einer
der am haufigsten auftretenden soliden Tumore bei Kindern. Er entsteht durch
fehlgesteuerte Prozesse der Nierenentwicklung auf Grund genetischer und epigenetischer
Veranderungen, die zu einer abnormen Proliferation renaler Blastemzellen fihrt (Brown
und Malik 2001, Satoh et al. 2006). Das erste mit der Entstehung von Wilms-Tumoren in
Verbindung gebrachte Gen WT1 codiert fir einen Zinkfinger-Transkriptionsfaktor, der
auller als Tumorsuppressor auch als wichtiger Regulator in der Embryonalentwicklung
fungiert (Call et al. 1990, Gessler et al. 1990). Eine Schlisselrolle kommt ihm dabei
wahrend der Entwicklung des Urogenitalsystems zu (Pelletier ef al. 1991 a und b,
Park et al. 2006). Etwa 10-15 % sporadischer Wilms-Tumore zeigen inaktivierende
Mutationen in WT1. Dartber hinaus wurde WT1 auch mit weiteren Tumorerkrankungen
wie Mesotheliomen, Ovarialkrebs, Gonadoblastomen, Brustkrebs und Leukamien in
Verbindung gebracht (Park etal. 1993, Walker et al. 1994, Hussong et al. 1997,
Hylander et al. 2005, Silberstein et al. 1997, Algar 2002). Die verschiedenen Funktionen
von WT1, sowie das sehr komplexe Expressionsmuster in unterschiedlichen Geweben
wahrend der Embryonalentwicklung, wie auch spater im adulten Organismus
(s. Kap 1.3.6; Abb. 1.9), deuten die wichtige Rolle des Genprodukts in der Ontogenese,
der Homdostase und in der Pathogenese an (Rackley et al. 1993, Mundlos et al. 1993,
Quaggin 2002, Rivera et al. 2005, Scott et al. 2006). Dies wird durch die 1993 generierte
konstitutive Wt1 k.o.-Maus bestatigt: Homozygote Tiere sind embryonal letal und bilden
u. a. keine Gonaden und keine Nieren (Kreidberg et al. 1993). Bisher konnte noch kein
Wilms-Tumor-Mausmodell etabliert werden (s. Kap. 1.3.7).

In der vorliegenden Arbeit wurde die Grundlage geschaffen eine konditionale
Wt1 k.o.-Maus als Wilms-Tumormodell auf Basis des Tet on/off-Systems herzustellen.
Die raumliche und zeitliche, Wt1-spezifische Expression eines tetrazyklinabhangigen
Transaktivators (tTA) und die nachgeschaltete Steuerung eines Wt1-Transgens (tgWit7),
bei gleichzeitiger Eliminierung von endogenem Wt1, sollte es ermdglichen, die kritischen
Wt1-abhangigen Phasen der Embryogenese zu Uberwinden. Das Abschalten der tgWt1-
Expression durch Doxyzyklingabe (Tetoff) zu definierten Zeitpunkten in der
Embryonalentwicklung simuliert den Verlust von Wt1 durch Mutationen in der sich
entwickelnden Niere und sollte so einen Wilms-Tumor initiieren kénnen. Um dies zu
erreichen, wurden drei Mauslinien (zwei tgWt1 Responder-Linien und eine Effektor-Linie
Wt1-tTA) separat generiert und zur Umgehung der Letalitdt eines Wt1-Verlustes

sukzessive zur Wt1 k.o.-Maus verpaart.
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4.1 Wt1-Responder-Mause

41.1 Generierung der Konstrukte und Herstellung der transgenen

Mause

Ein Problem bei der Herstellung eines WT17-Transgens ist die komplexe Struktur von
WTH1, insbesondere die Tatsache, dass dem Organismus, normalerweise vier mdgliche,
physiologisch  bedeutungsvolle  Splei3formen  (+Exon 5/+KTS, +Exon 5/-KTS,
—-Exon 5/+KTS, -Exon 5/-KTS), die in den Geweben in einem gleichbleibenden
Mengenverhaltnis zueinander auftreten, zur Verfigung stehen (Haber et al. 1991). Zu
Beginn der vorliegenden Arbeit war die Funktion von Exon 5 relativ unklar (s. u.). Die
Bedeutung des zweiten Spleil (+/-KTS), der die Abstdande des dritten und vierten
Zinkfingers zueinander betrifft und damit Eigenschaften von WT1 direkt beeinflusst, war
bereits genauer untersucht. Aus diesem Grund wurde eine chimare Wt7 cDNA
(mus Wt1Ex5*KTS) konstruiert, in die genomische Sequenzen von Intron 9 eingefiihrt
wurden. Diese strukturelle Konzeption basiert auf den Ergebnissen von
Bruening et al. (1992), die zeigen konnten, dass ein Minigen, bestehend aus Exon 9
(SpleiRdonorstelle), 117 Nukleotide von Intron9 (enthalten die vermutete
Verzweigungsstelle) und Teile von Exon 10 (SpleiBakzeptortstelle) in COS1-Zellen
gespleit wird. Durch diese Vorgehensweise kann man mdglicherweise die zwei
wichtigsten Proteinisoformen dem Organismus zur Verfigung stellen. Zusatzlich wurde
das chimare cDNA-Konstrukt mit Isolatorsequenzen umgeben, um es gegen mdgliche
Positionseffekte am Integrationsort abzuschirmen (Fukumura et al. 1998, Pikaart et al.
1998, Bell et al. 1999 und 2001).

Trotz allem verschiebt sich bei einer ungewollten Expression des Transgens das
Mengenverhaltnis der WT1-Proteinisoformen in vivo. Die geringe Anzahl Founder-Tiere
bei der Herstellung der transgenen Responder-Linien Wt1-Resp1 (1 aus 42) und Wt1-
Resp2 (1 aus 32) (s. Kap. 3.1.2) koénnten ein mdglicher Hinweis auf die Folgen einer
basalen Expression des Transgens nach der Injektion des Konstruktes in die Vorkerne
von befruchteten Oozyten sein. Die niedrige Ausbeute kann nicht allein auf einen
ungunstigen Integrationsort, beispielsweise in essenziellen Genen erklart werden, deren
Beeintrachtigung dann zum Absterben der Zygote bzw. des sich entwickelnden Keims
fuhrt. Die ungewollte Expression (trotz eingesetzter Isolatoren) von Wt1+ExS* KIS,
Varianten in frGhen Stadien der Embryonalentwicklung flhrt mit Sicherheit zu einer
fehlerhaften Regulation von Wit1-Zielgenen. Eine breite Expression von Wt7 in
Praimplantationsembryonen von Mausen, sowohl im Trophoblast als auch im Epiblast,

wurde mit immunhistochemischen Nachweismethoden im Zuge von NrOb1 (Dax1)-
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Expressionsstudien  nachgewiesen  (Clipsham et al. 2004). Eine  fehlgesteuerte
Entwicklung durch eine ungewollte tgWt71-Expression zu diesem Zeitpunkt kdnnte zum
einen die Implantation eines transgenen Embryos in den Uterus verhindern, da die
Entwicklung des Trophoblasten gestdrt wird. Zum anderen ware die Ontogenese des
Keims (Epiblast) direkt betroffen und koénnte zu dessen Absterben fiihren. Beide
Médglichkeiten zusammengefasst liefern eine plausible Erklarung fiir die niedrige Anzahl
transgener Founder nach der Oozyteninjektion.

Des Weiteren bleibt die Frage offen, ob diese kiinstlich generierte chimare tgWit1-
cDNA mit ,nur’ zwei Spleildvarianten Uberhaupt das Potenzial hat, einen knock out des
endogenen Wt1-Lokus zu kompensieren und einen Rescue zu erzeugen (s.u.). Im
Mausmodell konnte bislang gezeigt werden, dass die Wt1-Isoformen wichtige zum Teil
Uberlappende Funktionen aufweisen und in der Lage sind, den Ausfall einer Variante
teilweise zu ersetzen (Hammes et al. 2001). Auch ist die Bedeutung von Exon 5 noch
nicht abschlieRend geklart. Diskutiert wird eine Rolle bei der Selbstassoziation von WT1
genauso wie die Regulation bestimmter Zielgene, wie z. B. Par-4 Uber die von Exon 5
codierten  Sequenzen (Moffet et al. 1995, Reddy et al. 1995, Hewitt ef al. 1996,
Richard et al. 2001). Da das SpleiRen von Exon5 nur in Saugetieren auftritt
(Kent et al. 1995), wurde zusatzlich eine Funktion bei sdugertypischen Vorgangen, wie
Implantation des Embryos oder Laktation angenommen (Zhou et al. 1993). Ein
entsprechendes Mausmodell, bei dem die Exon 5-Sequenzen deletiert wurden, zeigt
allerdings keinen Phanotyp. Die Tiere entwickeln sich normal und sind fertil. Die
untersuchten Weibchen zeigen keine Beeintrachtigung des Laktationsverhaltens
(Natoli et al. 2002 a). Dagegen scheint der Splei von Exon 5 die Funktionen der +/-KTS-
Formen bzw. die Folgen einer Mutation in der Zinkfinger-Region mitzugestalten.
Transgene Mause mit einer in DDS-Patienten gefundenen ftrunkierten (Deletion der
Zinkfinger drei und vier), dominant/negativ-wirkenden Form von Wt1 zeigen nur bei
gleichzeitigem Verlust von Exon 5 einen pathologischen Phanotyp in der Niere
(Natoli et al. 2002b). Der Verzicht auf die —Exon 5-Varianten im transgenen Konstrukt

dieser Arbeit hat mdglicherweise Folgen, die im Vorfeld noch nicht zu erkennen waren.

Im Zuge dieser Arbeit konnten nach Herstellung der beiden entsprechenden
Konstrukte zwei Responder-Linien etabliert werden (Wt71-Resp1 mit Isolatoren und Wit1-
Resp2 ohne Isolatoren, s. Kap. 3.1.1 bis 3.1.4; Abb. 3.2 und 3.3). Beide Mauslinien
wurden im Anschluss auf unterschiedliche Weise auf ihre Funktionalitat hin Gberprift. Es
sollte eine gesteuerte Dox-induzierbare Regulierbarkeit des Transgens gewahrleistet sein.
Fir beide Linien konnte der Nachweis einer {TA/rtTA-abhangigen (Dox-regulierbaren)

Expression des tgWt1 erbracht werden. Zusatzlich konnte das alternative SpleilRen der
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chiméaren Wt1 cDNA (+/-KTS-Form) gezeigt werden. Fir die Linie Wt1-Resp1 gelang dies
anhand eines MEF-Assay (s. Kap. 3.1.5.2) und in Versuchen mit Hilfe von Effektor-Linien
(LAP-tTA, s. Kap. 3.1.5.3). Fir die Mause der Linie Wt1-Resp2 wurde Induzierbarkeit und
SpleiRbarkeit auf RNA-Ebene im MEF-Assay durch transiente Transfektion der Zellen mit
einem rtTA-Effektorplasmid nachgewiesen (s. Kap. 3.1.5.2). Unglinstigerweise zeigen die
Analysen zur Funktionalitat der transgenen Responder-Linien Licken, da urspringlich
geplant war, mit jeder Linie alle Nachweismoglichkeiten auszuschépfen. Hoher
Arbeitsaufwand, zeitliche Beschrankungen, Versuchswiederholungen und mangelnder
Platz in den Tierstallen lieRen dieses Vorhaben scheitern. Sinnvoll allerdings ware ein
Nachweis der ektopen tgWt1-Expression in der Leber auf Proteinebene im Western Blot

gewesen, um die Translation der eingeflihrten cDNA zu beweisen.

4.1.2 Zucht der Responder-Linien

Verschiedene, zum Teil unterschiedlich zu bewertende Beobachtungen bei der
Generierung (s. 0., geringe Anzahl transgener Founder), beim Erhalt und bei der Zucht
der Responder-Linien (s.u.) im Hinblick auch auf die Erzeugung einer konditionalen
Wt1 k.o.-Maus, weisen auf Problematiken bei der Manipulation entwicklungsrelevanter
Gene hin. Die Beteiligung von WT1 an der Urogenitalentwicklung hat bei einem durch das
Transgen gestorten Expressionsmuster nicht nur Folgen fur die Nierenentwicklung und
die Herstellung eines Wilms-Tumormodells, sondern mdglicherweise auch fir die
Geschlechtsdeterminierung, die Gonadalentwicklung, die Fertilitdt und damit zwangslaufig
auch flr die Zucht der Tiere.

Es gelang bisher nicht, homozygote Responder-Linien zu etablieren. Die Zucht
scheiterte bislang mit der ersten Generation homozygoter Tiere und ist vermutlich die
Folge einer sehr frihen Infertilitit der Tiere. Incross-Verpaarungen homozygoter
Responder-Mause ergaben bislang keine Nachkommen. So ware dieser Phanotyp durch
eine ungewollte basale Expression (Leakage) des Transgens zu erklaren, da es sich um
einfach transgene Linien handelt, in denen noch kein Effektor die Kontrolle des Transgens
reguliert. Die aberrante Expression der Wt1-Isoformen kénnte vom Organismus nicht
mehr zu kompensieren sein und zur Infertilitat fihren (s. u.). Der momentane Bestand der
Tiere musste unter diesem Gesichtspunkt, beispielsweise mittels RT-PCR auf RNA-
Ebene, erneut auf die basale Expression der eingebrachten cDNA Uberprift werden.

Andererseits kann aber auch eine unglnstige Integration des Transgens in
essenziellen Genen nicht ausgeschlossen werden, wobei der Effekt nun erst in der
Homozygotie der Tiere und einem mdoglichen Ausfall eines von der Integration des

Transgens betroffenen Gens zum Tragen kame. Solange dies nicht geklart ist, kann die
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Erhaltungszucht der Mause nur im heterozygoten Status erfolgen, um den Verlust der
Linien zu vermeiden. Leider schmalert dies aber auch den Prozentsatz erwlnschter
Genotypen bei der Generierung doppelt transgener Tiere (Wt1-tTA/Resp) auf dem Weg

zur konditionalen Wt1 k.o.-Maus.

41.3 Wt1 k.o. Rescue-Versuche

Die zielgerichtete Generierung doppelt transgener Mause fir die Wt1 k.o. Rescue-
Verpaarungen ergab erste Schwierigkeiten bei der Zucht der Tiere. Bei der Kreuzung von
Mausen der Wt1-Effektor-Linie (Wt1-tTA, WE2) mit der Responder-Linie (Wt1-Resp2)
kommt es beim Auszahlen der Genotypen zum Auftreten einer auffallig hohen Zahl
doppelt transgener Weibchen (Wt1-tTA/Resp2) im Verhaltnis zu entsprechenden
Mannchen (19:3 aus 105 Mausen, s. Kap. 3.2.11). Augenscheinlich ergibt sich eine
drastische Verschiebung bei der Geschlechtsentwicklung der Mause hin zum weiblichen
Phanotyp. Sollte dies eine Folge der Wt7-Manipulation der Tiere sein, sind folgende

Varianten zu diskutieren:

1) Bei einer Induktion des Transgens durch den tTA kommt es zu einer
Beeintrachtigung des endogenen Wit1-Expressionsmusters durch einen Uberhang an
Wit1E*5*KTS_proteinisoformen, hervorgerufen durch die erfolgreiche Expression des
Transgens.

2) Dagegen misste, sollte das Transgen mittlerweile nicht mehr zu regulieren sein
(sog. Silencing des Transgens, s. u.), das verbliebene endogene Wt7-Allel den Verlust
von Wt1-Proteinisoformen in der Gonadalentwicklung eigentlich kompensieren kénnen.
Bisher wurden noch keine Auffalligkeiten im Verhaltnis von Mannchen und Weibchen bei
der Geschlechtsdifferenzierung heterozygoter Wt1”"-Mause beschrieben (Kreidberg et al.
1993). Wt1""-Tiere entwickeln sich normal. Langzeitstudien und Zuchten auf anderen
genetischen Hintergriinden ergaben lediglich eine erhéhte Anfalligkeit dieser Mause flr
Nierendefizite (Glomerulosklerose) und das Auftreten von Sterilitat in heterozygoten
weiblichen 129/Sv-Mausen (Menke et al. 2003, Kreidberg et al. 1999).

Richtet man den Fokus nun zunachst auf die Rolle von WT1 in der
Geschlechtsdeterminierung und -differenzierung, liefern beide o0.g. Maoglichkeiten
plausible Erklarungen wie sich die Wt71-Transgenintegration in diesen Prozessen auswirkt.

Die Expression von Wt1 ab Tag 9,5 dpc im Mesonephros und der Genitalfalte (beides
Vorlaufergewebe der spateren Gonaden) sich entwickelnder Mausembryonen bewahrt

beide Gewebe vor der Apoptose (Kreidberg etal. 1993). Sie bleibt in den sich
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differenzierenden Gonaden (deutlich sichtbar ab Tag 12,5 dpc) in beiden Geschlechtern in
den Nahrzellen (Sertoli-Zellen/Hoden und Granulosa-Zellen/Ovar) bis ins adulte Tier
erhalten (Pelletier et al. 1991b, Armstrong et al. 1992, Rackley et al. 1993). WT1 scheint
also nicht der Schlusselregulator der Geschlechtsdifferenzierung zu sein, wohl wird ihm
aber eine bedeutende Rolle bei der Modulation entscheidender Schritte in der
Gonadalentwicklung hin zur Spezifizierung bestimmter Zelltypen (Sertoli- und Granulosa-
Zellen) eingerdumt (s. Abb. 4.1, Swain et al. 2002, Morrish et al. 2002, Park et al. 2005 a).

wt1
Sf1 Sf1 Wnt4
L L \ Amh l —> Leydig-ZeIIen
Dax{ ----------- --—- P Testosteron
Wt1 —» Sry —» Sox9 —» Amh——p Wt Insl3
Sf1 T T Pdgfr
Emx2 Fgfo — Sertoli-Zellen
Lhx9 Dax1 Dax1 Amh
Sf1 m
Pod1 x X Dhh Inhibin
Dmrt1 wit1 Dhh
Migration Wil
Sertoli-Zellen . Testis __—» Keimzellen &
Cg\ Differenzieru ng_' mesonephrischer — Differenzierung
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Spermiogenese
Genitalfalte —
| P Keimzellen @
Ovar Ovar Follikelzellen
Q —> Entwicklung —> Differenzieru ng_> Differenzierung Oogenese
Wnt4 —» Dax1 Granulosa-
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Follistatin

Theca-Zellen
Bmp2

Abbildung 4.1: Vereinfachte Darstellung der in die Gonadalentwicklung involvierten

Signalwege.

In der undifferenzierten Gonade (Urogenitalfalte) schafft die Expression von Genen wie Emx2, Lhx9, Pod1, Dmrt1, Wt1 und
Sf1 die Voraussetzung fiir eine Sry-Expression. Wt1, Sf1 und Dax1 modulieren die durch Sry-bedingte Expression von Sox9
und Amh in Sertoli-Zellen, mit deren Determinierung und Differenzierung die mannliche Gonadenentwicklung
voranschreitet. Zusatzliche Faktoren wie Pdgfr, Fgf9, Dhh sind in die Differenzierung von Sertoli-, Leydig- und Keimzellen
involviert. Dax7 hat direkten Einfluss auf die Expression von Genen zur Steroidhormonbildung. Bei der Entwicklung der
weiblichen Gonade kommt es zu einem Block von Sry und Sox9 und einer Aktivierung von Wnt4. Weitere Schliisselfaktoren
sind Fst, Bmp2 und Dax1. (Abbildung bearbeitet nach Park und Swain.)

Die frihe Expression von Wt1 in der Genitalfalte scheint u. a. die Expression von Sry
(sex determining region on the Y chromosome), dem Schlisselgen der mannlichen
Geschlechtsdifferenzierung, das ausschlieRlich in der Genitalfalte zu einem genau
definierten Zeitpunkt exprimiert wird (Tag 10,5-12,5 dpc), zu ermdglichen (Hacker et al.
1995, Jeske et al. 1995, Shimamura et al. 1997, Swain et al. 2002, Park et al. 2005 a).

Dies hat eine erhdhte Expression von Sox9 (Sry-related HMG-Box gene 9), einem mit der
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Entwicklung von Sertoli-Zellen assozierten Zielgen von Sry zur Folge (Kent et al. 1996,
Morais da Silva et al. 1996). Diese Genkaskade fuhrt zur forschreitenden Differenzierung
der mannlichen Gonaden durch die Entwicklung von Sertoli-, Leydig- und Keimzellen und
damit zur Expression weiterer geschlechtsdeterminierender Gene, wie Amh (Anti-
Mullerian hormone bzw. Mis, Mullerian-inhibiting substance) und Dhh (Desert hedgehog;
beide in Sertoli-Zellen), Testosteron und Insi3 (Insulin-like 3; beide in Leydig-Zellen). Die
Entstehung von Sertoli-Zellen in der Gonadenentwicklung ist ein Schlusselschritt hin zum
mannlichen Phanotyp (Swain et al. 2002, Morrish et al. 2002, Park et al. 2005 a).

Sry und Sox9 sind Gene, deren Expression einen bestimmten Schwellenwert
Uberschreiten muss, um funktionell wirksam zu werden. lhre Regulation wird durch ein
fein abgestimmtes Netzwerk von Transkriptionsfaktoren gesteuert. Antagonisten scheinen
hier die Produkte von Sf1 (Steroidogenic factor 1, aktivierende Funktion) und Dax1
(Dosage-sensitive sex reversal, adrenal hypoplasia congenital critical region on the X
chromosome, gene 1, reprimierende Funktion) zu sein (lto et al. 1997; Lalli et al. 1997,
Park et al. 2005 a). Die Expression beider Gene wird von Wt1 reguliert. Zusatzlich spielt
Wt1 hoéchst wahrscheinlich eine Rolle als transkriptioneller Co-Faktor von Sf1 bei der
Modulation wichtiger Schritte der mannlichen Geschlechtsentwicklung (Kim et al. 1999,
Wilhelm et al. 2002, Swain et al. 2002, Park et al. 2005 a). Unterbleibt diese notwendige
Determinierung und Differenzierung hin zum mannlichen Phanotyp aus irgendeinem

Grund, entwickelt sich der Sdugerembryo generell als Weibchen.

Der Ausfall eines Wt1-Allels durch den {TA-knock in verringert die Gesamtmenge an
WT1, wahrend die tgWt1-Expression durch die eingefiihrte cDNA das endogene
Mengenverhaltnis der Wt1-Proteinisoformen verschiebt. Dies hat unter Umstanden
direkten Einfluss auf die notwendigen genauen Expressionsmuster und Signalkaskaden
bei der Geschlechtsdifferenzierung und der Gonadalentwicklung und ware eine Erklarung
fur die ungleiche Geschlechterverteilung in doppelt transgenen Tieren. Mdglicherweise
reprasentiert der Phanotyp einer XX/XY-Verschiebung des Geschlechterverhaltnisses die
milde Form der Verhaltnisse, wie sie in den mit WT17-Mutationen assozierten Denys-
Drash- (DDS) und Frasier-Syndromen (FS) auftreten (s. Kap. 1.3.2).

Das Denys-Drash-Syndom wird durch Mutationen in der Zinkfinger-Region von WT1
hervorgerufen, welche zu trunkierten WT1-Proteinen flhren, die durch einen dominant-
negativen Effekt eine Reduktion bzw. den Verlust der WT1-Funktion bewirken
(Bardeesy et al. 1993, Patek et al. 1999, Natoli et al. 2002, Patek et al. 2003). Im Frasier-
Syndrom ist die Spleilddonorstelle von Exon 9 von Mutationen betroffen, was zum Verlust
der Wt1"™™_Varianten filhrt (Barbaux et al. 1997, Klamt et al. 1998). In entsprechend

veranderten Mausen kommt es sogar zu einer komplett falschen Auspragung des
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chromosomalen Geschlechts (XY sex reversal) und einer Feminisierung durch die
Reduktion der Sry-Expression (Hammes et al. 2001). Beide Syndrome zeigen neben
schweren Nierendefekten auch Folgen bei der Geschlechtsdifferenzierung, wie
Gonadenfehlentwicklung, XY-Hermaphroditismus (DDS) und XY-Geschlechtsumkehr (FS)
(Scott et al. 2006).

Der Zustand in Wt1-tTA""/Resp2-Mausen entspricht (je nach Situation von Silencing
oder Expression des Transgens) in nicht ganz so extremer Form der Ausgangslage bei
DDS oder FS. Beim Silencing der eingefuhrten Wt7-cDNA kommt es zu einer Reduktion
von Wt1-Isoformen, was allerdings (vgl. heterozygoter Wt1 k.o.) keinen Phanotyp zeigen
sollte. Kommt es aber bei normaler Expression zu einem falschen Splei3ereignis im
Transgen (UberspleiRen vom —-KTS-Zustand zum R-Globin Intron 2, s. Abb. 3.4) und dem
Verlust von Exon 10 (gleichbedeutend mit der Ablation des vierten Zinkfingers), entsteht
eine trunkierte, transgene Wt1-Form, die mdglicherweise einen dominant/negativen Effekt
ausubt (vgl. DDS). Nimmt man dagegen ein fehlerfreies Spleien an, wird auch hierbei
das Mengenverhéltnis hin zu Wt1*®°"%*XTS_yarianten verschoben (vgl. FS), wobei die
+KTS-Isoformen scheinbar fir die Steuerung der Expression von Sry, die —~KTS-Formen
dagegen fir eine korrekte Expression von Sf7 und Dax? verantwortlich sind
(Hammes et al. 2001, Kim et al. 1999, Wilhelm et al. 2002). Sollte die Geschlechts-
auspragung auf die Wirkung des Transgens zurtickzufiihren sein, missten unter den
phanotypisch weiblichen Tieren XY-Genotypen (genetische Mannchen) sein. Dies wird
zur Zeit mit Hilfe einer PCR zur Identifizierung des auf dem Y-Chromosom gelegenen Sry-
Gens Uberprift.

Denkbar ist auch eine Konsequenz fir die Fertiliat der Mause, wenn durch die
aberrante Wt1-Expression die Regulation von Sry, Sf1 und Dax7 und als Folge davon
entscheidende Zielgene der Keimzellentwicklung fehlgesteuert waren (Chang et al. 2004,
Jorges et al. 2004). Eine Ablation von Wt1 in Sertoli-Zellen durch einen entsprechenden
RNAi-Ansatz (RNA interference) fuhrt zur Apoptose der Keimzellen, einer gestorten
Spermatogenese und damit zur Beeintrachtigung der Fertilitat bei Mausen
(Rao et al. 2006).

Als eine weitere Moglichkeit des zahlenmalliig geringeren Auftretens von Mannchen

muss auch eine erhohte Letalitat beim XY-Genotyp in Betracht gezogen werden.

Bis zum Abschluss dieser Arbeit konnte noch kein Wit1 k.o.-Rescue mittels der
generierten Wt1-Effektor- und Responder-Mauslinien erzielt werden. Damit verzdgert sich
auch der Ansatz zur Herstellung einer konditionalen Wt1 k.o.-Maus als mogliches Wilms-
Tumormodell. Es wurden bislang vier Rescue-Verpaarungen angesetzt (eine mit der Linie

Wt1-Resp1, drei mit doppelt transgenen Tieren der Linie Wt71-Resp2). Nur ein Zuchtpaar
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(Wt1-tTA/Resp2) davon hatte Nachkommen, woraus kein Rescue-Tier resultierte. Uber
einen Zeitraum von sechs Monaten konnten aus den Verpaarungen keine weiteren Wiirfe

gewonnen werden (s. Kap. 3.2.11).

Bei der Untersuchung der Nieren zweier Zuchtpaare (Wt71-tTA/Resp1 und Wit1-
tTA/Resp2) auf RNA-Ebene, konnte kein Nachweis transgener RNA mittels RT-PCR
erbracht werden (Daten nicht abgebildet). Dies fihrt zu der Annahme einer
transkriptionellen Stilllegung (Silencing) des Transgens in den Linien. Das Auftreten eines
unilateralen sporadischen Nierentumors (moéglicherweise eines Wilms-Tumors, Daten
ebenfalls nicht abgebildet) in einem der Tiere (9 Wt1-tTA/Resp2) unterstutzt diesen
Befund. Beim Silencing des Transgens kame es durch den knock in des tTA am Wt1-
Lokus zum Verlust eines Allels. Eine zweite Mutation im verbliebenen endogenen Wt1-
Allel wirde einen kompletten Wt1-knock out bedeuten und kénnte einen Wilms-Tumor
hervorrufen. Die Sequenzierung der Wt71-Exone erbrachte keinen Befund hinsichtlich
einer Mutation in codierenden Bereichen von Wt1. Vielleicht fihrt aber allein die
Verschiebung des Mengenverhaltnisses, in dem die Wt1-SpleilRformen relativ zueinander
exprimiert werden, zur Entwicklung des Tumors, wie dies in einer Publikation von

Liu et al. (1999) bereits beschrieben wurde.

Die Verwendung von Isolatoren aus dem humanen B-Globin-Lokus (Fukumura
etal. 1998, urspringlich charakterisiert von Fleenor et al. 1993) zum Schutz des
Transgens vor Positionseffekten am Integrationsort sollte eigentlich helfen, den Effekt des
Silencing in der Responder-Linie Wt1-Resp1 zu minimieren bzw. zu verhindern
(Bell et al. 1999 und 2001). Arbeiten von Pikaart et al. (1998) zeigen das Potenzial eines
B-Globin-lsolators (Chung et al. 1997) aus dem Huhn, der eine transkriptionelle
Inaktivierung des Transgens verhindert. Eingefiihrte Transgene ohne Isolatoren dagegen
zeigen haufig den Verlust eindeutiger Eigenschaften von aktivem Chromatin, wie
Nukleasezuganglichkeit, DNA-Hypomethylierung und Histon-Hyperacetylierung. Weitere
Experimente an transgenen Zellkulturen ergaben eine durchschnittliche Stilllegung
eingefihrter Transgene nach 80-100 Tagen in Kultur, wobei gezeigt werden konnte, dass
Isolatoren dies verhindern kénnen. Sie fungieren als Blockade gegen Enhancer- und
Silencer-Elemente, sowie als Schutz vor einer Kondensation des Chromatins (Burgess-
Beusse et al. 2002). Allerdings schutzen die Isolatoren nicht zwingend vor einer CpG-
Methylierung der verwendeten Promotoren und einer dadurch ausgeldsten
transkriptionellen Inaktivierung (Bell et al. 1999, Mutskov et al. 2004).

Beide Responder-Mauslinien befinden sich — bedingt durch den Zeitpunkt ihrer

Herstellung, Embryotransfer und Rlckkreuzungen — mindestens in der zwdlften
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Generation seit ihrer Herstellung und eine Inaktivierung durch Methylierung der
Promotorregion, die eine Bindung des tTA verhindern wirde, ist auch fir die Linie Wt1-
Resp1 (mit Isolatoren) mdglich. Beide Mauslinien sollten zum Abschluss eventuell
nochmals auf ihre Induzierbarkeit in vivo, beispielsweise durch erneute Verpaarungen den
eigenen Effektor-Mausen, Gberprift werden.

Zusatzlich scheinen die doppelt transgenen Tiere von einem Phanomen der relativ
frhen Infertilitat betroffen zu sein, das ebenfalls fir transgene Tiere bekannt ist
(Silver 1995, Schenkel 1995). Nur eines von vier Zuchtpaaren hat tUberhaupt Nachwuchs
bekommen, so dass der Zeitpunkt der Zusammenfihrung der Tiere/Genotypen
moglicherweise zu spat erfolgt. Verpaarungen zur Herstellung doppelt transgener Mause
oder bei der Zucht zum Erhalt der Linien missen friiher angesetzt werden. Auch dies
muss bei erganzenden Versuchen zur Generierung einer konditionalen Wt1 k.0.-Maus

bericksichtigt werden.

4.2 Wt1-Effektor-Mause

4.2.1 Herstellung der Effektor-Linie

Fir die Erzeugung einer Wit1-Effektor-Mauslinie wurde die cDNA des
tetrazyklinabhangigen Transaktivators (TA) durch homologe Rekombination in ES-Zellen
unter die Kontrolle des endogenen Wt1-Promotors gebracht. Dies sollte eine Wit1-
spezifische Expression des {TA gewahrleisten und so die entsprechende zeitliche und
raumliche Expressionsregulation eines tTA-abhangigen Transgens ermdglichen. In
Kombination mit den ebenfalls generierten tgWt1 Responder-Mausen sollte so eine
konditionale Wt1 k.o.-Maus als Wilms-Tumormodell hergestellt werden, bei der die
Expression der transgenen  W{1-cDNA  gewahrleistet, die Phasen  der
Embryonalentwicklung, in denen Wit1 eine zentrale Rolle spielt, zu Uberstehen. Die
Letalitat des konstitutionalen Wt1 k.o. sollte so umgangen werden (Kreidberg et al. 1993).
Durch Abschalten des Wt71-Transgens mittels Doxyzyklin-Applikation sollte der Verlust
von Wt1 invivo bewirkt werden und zur Entwicklung eines Wilms-Tumors fiihren
(s. Kap. 1.4, Abb. 1.10)

4.2.2 Effektor-Konstrukt und homologe Rekombination in ES-Zellen

Die zu Beginn der Herstellung des Effektor-Konstruktes beschriebenen
Problematiken (s. Kap. 3.2.3), wie nicht etablierbares ET-Cloning (Zhang et al. 1998,
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Angrand et al. 1999), teilweise falsche Klone zur Generierung der Wt7-Homologiearme
sowie ungenlgende Informationen zum Wt1-Lokus, flihrten zur schlieRlich verwendeten
Form des Effektor-Konstruktes, welches verschiedene Vorzige gegenuber dem initial
geplanten Konstrukt aufweist (s. Kap. 3.2.5). Der per se schon weiterentwickelten und
verbesserten Variante des tTA 671-1 (Urlinger et al. 2000) wurden fir das neue Konstrukt
eine optimierte Kozak-Sequenz (Kozak 1991), ein korrekter Wt1 3’-Homologiearm und
zur leichteren Identifizierung der Integration in den Wit7-Lokus eine veranderte
Restriktionsschnittstelle (mutagenisiert von EcoRV zu EcoRI) beigefligt. Nichtsdestotrotz
hat die durch o.g. Umstande bewirkte zeitliche Verzogerung bei der Herstellung der
Effektor-Mauslinie negative Konsequenzen fir die Herstellung einer konditionalen
Wit1 k.o.-Maus: So konnte mit der Verpaarung der Effektor-Mauslinie mit den Responder-
Linien zur Generierung einer konditionalen Wt1 k.o.-Maus erst sehr spat begonnen
werden, was maoglicherweise die transkriptionelle Inaktivierung (Silencing) der Transgene
zur Folge haben konnte (s. o.).

Ebenfalls kritisch zu beurteilen ist der beim zweiten Anlauf aus Zeitdruck erfolgte
Verzicht auf die Verwendung der HSV-TK im Effektor-Konstrukt zur Anreicherung
tasachlich homolog-rekombinierter ES-Klone. Die negative Selektion hatte wohl die
Anzahl der zu untersuchenden ES-Zellen nach der Transformation reduziert und so den
Anteil positiver Klone erhéht. So konnten —trotz grofem zeitlichen und materiellen
Aufwand — lediglich zwei homolog rekombinierte ES-Zellklone identifiziert und zur
Injektion in Blastozysten herangezogen werden (s. Kap. 3.2.6, Tab. 3.2). Dies entspricht
einer Frequenz von 1:10%, d. h. einem positiven Klon aus 1000 getesteten.

Das Ereignis einer homologen Rekombination ist selten und findet sonst in etwa einer
von 10° bis 10° Zellen statt, wobei die Integration haufiger an einer zufilligen Stelle
stattfindet als am gewiinschten Ziellokus. Die Ursache dieser Schwankung ist nicht restlos
geklart, allerdings kann die Verwendung einer negativen Selektionskassette die Anzahl
positiver Klone um fast das 20-fache erhéhen (Doetschman 1994, Silver 1995,
Schenkel 1995). Entscheidenden Einfluss auf die Rekombinationsfrquenz am
gewilnschten Lokus haben mit Sicherheit die Charakteristiken der verwendeten
homologen Sequenzen zur Generierung des targeting-Konstrukts. Dabei erhoht die Lange
der Homologiearme die Rekombinationsfrequenz ebenso (Thomas et al. 1987,
Hasty et al.1991), wie der Einsatz genotypisch zur verwendeten ES-Zelllinie identischer
DNA bei der Herstellung der Homologiearme (Schenkel 1995). Die genetischen
Unterschiede der sich im Umlauf befindlichen 129er-Mauslinien und der aus ihnen
generierten ES-Zelllinien kdnnen mittlerweile so grol3 sein, dass davon ein Nachteil fur die
Rekombinationsfrequenz bei gene targeting-Experimenten zu erwarten ist (Simpson et al.
1997, Threadgill et al. 1997).
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Die Verwendung verschiedener ES-Zell-DNAs zur Herstellung des Effektor-
Konstruktes kann sicherlich als 'unvorsichtig' bezeichnet werden. Der aus den von
Kreidberg et al. 1993 benutzten Klonen hergestellte 5’-Homologiearm geht auf eine ES-
Zelllinie mit der Bezeichnung D3 (129/SvPas) zuriick (Doetschman et al. 1985). Die von
uns als Matrize zur Amplifikation des 3’ Wt7-Homologiearmes verwendete ES-Zell-DNA
wurde aus der 129er-Sublinie 129/SvJ generiert (Nagy et al. 1993). Letztendlich als Ziel-
DNA wurde der genetische Hintergrund von W9.5-ES-Zellen (129/Sv.C3) benutzt, in
denen dann die homologe Rekombination durchgefiihrt wurde (Szabé et al. 1994). Der
genetische Vergleich dieser Sublinien zeigt eine hohe Anzahl von Polymorphismen
(SSLP, simple sequence length polymorphism) zwischen den Linien, die vermutlich die
Rekombinationsfrequenz reduzieren (Simpson et al. 1997).

Ebenfalls nachteilig hat sich moglicherweise der undefinierte Status der ES-Zelllinien
(die uns von anderen Laboren zur Verfugung gestellt wurden) bei der Etablierung der
Methode ausgewirkt. Versuche zur homologen Rekombination durch Transformation der
ES-Zellen mittels Elektroporation wurden bis zum Erfolg mit W9.5-Zellen auch mit R1- und
I7-ES-Zelllinien durchgeflihrt (Daten nicht prasentiert). Die Anzahl der Passagen dieser
Linien war nicht genau bekannt, was mdglicherweise dazu fuhrt, zu alte ES-Zellen zu
verwenden, deren Rekombinationsfrequenz bereits durch eine zu hohe Anzahl von
Passagen eingeschrankt ist. Sinnvoller ware sicher gewesen, auf Linien kommerzieller
Anbieter, wie ATCC oder Taconic zurlickzugreifen, die einen genauen Status ihrer
Produkte (ES-Zelllinien) angeben (siehe z. B. Taconic, ES-Zelllinie W4, Auerbach
et al. 2000).

423 Verifizierung transformierter ES-Zellen und falsche 3’-Re-

kombination

Die Identifizierung und Verifizierung korrekt am Wi7-Lokus rekombinierter ES-
Zellklone sollte in zwei Schritten mittels Southern Blot-Hybridisierung und mit Hilfe von
HA-Uberspannenden Expand-PCRs erfolgen. Die ES-Zellklone wurden im 96-Well-Format
prozessiert und mit dem Restriktionsenzym EcoRV verdaut. Die Hybridisierung der Filter
nach dem Southern Blot erfolgte mit einer 5’-aulerhalb des Homologiearmes gelegenen
Sonde (5’0OP-Bglll, s. Kap. 3.2.6). Eine 3’-aul’erhalb der HA gelegenen Sonde konnte
leider nicht etabliert werden. Alle Versuche zur Etablierung einer solchen Sonde zeigten
unspezifische Signale beim Nachweis im Autoradiogramm. Im Hinblick auf eine falsche 3'-
Rekombination in den spater daraus entstandenen Effektor-Linien WE1 bzw. WE2 ist dies

die erste unglinstige Entwicklung bei der Identifizierung eines korrekten, d. h. homologen
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Rekombinationsereignisses in den untersuchten ES-Zellen. Zunachst konnten acht ES-
Zellklone Uber die 5’-Hybridisierung als positiv identifiziert werden (s. Kap. 3.2.6,
Tab. 3.2). Nach weiteren Verifikationsschritten (s. u.) blieben letztendlich zwei Klone fir
die Injektion in Blastozysten zur Herstellung chimarer Mause. Eine zusatzliche
Uberprifung der Klone mit einer 3'-Hybridisierung hatte eine nicht-homologe
Rekombination im 3’-Bereich ausschlieBen koénnen. So muss davon ausgegangen
werden, dass der ES-Zellklon 1.A11 als falsch-positiv homolog rekombiniert (in der 3'-
Region) zur Generierung von Keimbahnchimaren herangezogen wurde. Mdgliche Griinde

fur die Auswahl eines solchen 'falschen' Klons sind im Folgenden dargestellt:

Zunachst war die Interpretation der GroRe der rekombinanten Restriktionsbande
(EcoRV-Verdau: 7,2 Kb Wildtyp, 18,6 Kb Rekombinant, s. Kap. 3.2.6, Abb. 3.24) bei der
Hybridisierung mit der 5-Sonde problematisch. Hier ist zu bemerken, dass die
Verwendung eines A-Hindlll-GréRenstandards zur Beurteilung der ProduktgréfRen
unginstig war, da dieser eine genaue Interpretation im relevanten GréRenbereich
zwischen 9,5-23 Kb eigentlich nicht zulasst. Diese Situation hatte durch einen weiteren
mit einem anderen Restriktionsenzym durchgefihrten bzw. durch einen kombinierten
Restriktionsverdau mit zwei Enzymen vermieden werden kdnnen. Kleinere Produktgrofien
hatten die ldentifizierung der richtigen GroRen bei einer homologen Rekombination
erleichtert. Experimente in diese Richtung wurden unternommen, mussten aber auf Grund
der beschrankten Auswahlmdglichkeiten sinnvoller Restriktionsenzyme, sowie dem
enormen Zeitdruck eingestellt werden.

Parallel dazu erfolgte die Verifizierung der im Southern Blot identifizierten Klone mit
Hilfe von Expand-PCRs mit anschlieRender Sequenzierung der Produkte (s. Kap. 3.2.6,
Abb. 3.25). Dabei wurden die Oligonukleotide jeweils so gewahlt, dass ein
Amplifikationsprodukt nur bei einer genauen Rekombination in den Wt71-Lokus zustande
kommt. Die Sequenzierung der Produkte veranschaulicht die Ubergéange an den
Rekombinationsstellen und identifiziert die eingebrachten Sequenzen von tTA- und Neo-
Kassette ebenso wie die mutagenisierte EcoRV/RI-Restriktionsschnittstelle (s. Kap. 3.2.6,
Abb. 3.26). Mogliche Ursachen fiir eine falsche Beurteilung der Ergebnisse des Klons
I.A11, aus dem die WE1-Effektor-Linie hervorgeht, waren:

Ginge man von einem Mischklon der ES-Zellen aus, das heil3t, es lagen sowohl
richtig als auch falsch rekombinierte Zellen in diesem ES-Klon vor. Wirden die positiven
Zellen die Ergebnisse und Interpretationen der Analyse bestimmen, die falsch
rekombinierten ES-Zellen aber zur Keimbahnentwicklung der 1.A11-Chimaren beitragen

und so eine falsche 3’-Rekombination in der Effektor-Linie begrinden.
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Eine andere Variante, bei der es erst in der Keimbahn der Chimare wahrend der
Meiose zur Entstehung der Gameten zu einer fehlerhaften Rekombination kommt, ware
ebenfalls theoretisch denkbar. In diesem Fall ware die Verifizierung des |.A11-ES-Klons
fehlerfrei verlaufen und es kadme im Zuge der Chiasmata-Bildung zwischen den
homologen Chromosomen im Diplotédn (Prophase |) wahrend der ersten meiotischen
Teilung zu einer falschen Aneinanderlagerung mit den beschriebenen Folgen.

Als letzte Mdglichkeit muss in Betracht gezogen werden, dass es bei der Weitergabe
der Koordinaten der ES-Zellklone oder bei der Injektion der ES-Zellen in die Blastozysten
zu einem Vertauschen von Zellklonen kam und versehentlich ein falsch-rekombinierter
Klon injiziert wurde.

Zusatzlich unglnstig hinsichtlich der Verwendung  ausgerechnet des ‘'falsch
rekombinierten' Klons wirkte sich aus, dass der ES-Klon X.F7 durch eine schlechte
morphologische Beurteilung aussortiert werden musste und die injizierten ES-Zellen des
Klons XI.G1 keine Keimbahntransmission ergaben. So blieb letztendlich nur die
Mdglichkeit, trotz falscher 3’-Rekombination mit den Linien WE1 bzw. nach der Exzission
der Neo-Kassette mit WE2 als Wt1-Effektor-Linie zu arbeiten.

424 Aufklarung der Rekombination in der Effektor-Linie WE2

Die Architektur des rekombinanten Lokus in der Effektor-Linie war zunachst unklar
und wurde als eine Deletion im 3’-Bereich angenommen, da der 5-Bereich korrekt
homolog rekombiniert war, die durchgefiihrte 3’ Expand-PCR aber nicht das erwartete
Produkt ergab (s. Abb. 4.2). Damit ware ein Wt71-knock out gegeben, bei dem die tTA-
Expression im gunstigen Fall nach wie vor Wt1-analog erfolgen kann und es nur
Unklarheit tGber die Natur der deletierten Sequenzen gabe.

Ausgehend von dieser Annahme wurde eine Methode (Splinkerette, s. Kap. 2.4 und
3.2.9.2) auf die WE1-Effektor-Linie angewandt, die es ermdglichen sollte, den deletierten
Bereich ausgehend von den bekannten {TA/Neo-Sequenzen zu ermitteln. Das Resultat
lieferte den entsprechenden Bruchpunkt, dessen Sequenzen nach Abgleich mit den
Datenbanken allerdings 120 kb 5 von Wi1 liegen. Ein Zustandekommen dieses
Ergebnisses ist nur durch eine Inversion bei der homologen Rekombination oder durch
eine falsche Annotation der Wt1-Region in den Datenbanken zu erklaren. Eine
anschlielende PCR mit Oligonukleotiden, die diesen experimentell ermittelten Bruchpunkt
unabhangig bestatigte, lieferte ein starkes Indiz fir das Vorliegen einer Inversion. In
diesem Fall ware der am Wt1-Translationsstartpunkt integrierte tTA (Wt7 Exon 1 k.o.) kurz

vor dem Exon 2 vom Rest des Wt7-Lokus getrennt und es wirden etwa 125 Kb inklusive
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regulatorischer Wt7-Sequenzen, die ebenfalls von diesem Ereignis betroffen sind,
invertiert vorliegen (s. Abb. 4.2). Da die Ergebnisse fur eine korrekte homologe
Rekombination im 5’-Bereich richtig scheinen, also ein heterozygoter Wt1-knock out
wahrscheinlich ist und des Weiteren auch der tTA komplett vorliegt (s. Kap. 3.2.7,
Abb. 3.27), ist eine Verwendung der hergestellten Mauslinie als Effektor in einem
induzierbaren System moglich. Voraussetzung hierfur allerdings ist eine Wt1-spezifische

Expression des tTA in den Mausen (s. u.), trotz der vorliegenden Inversion.

A: Rekombinanter Wt1-Lokus
SPLNK BamHI-3 SPLNK BamHI-5 2
Cent | - . Tel
120k 5-HA tTA "3-HA
X X
Ex2 Ex10
B: Inversion
SPLNK BamHI3' SPLNK BamHI- 5 " ”
Cent - I— - Tel
| tTA 5-HA - X
Ex2 Ex10

Abbildung 4.2: Rekombinanter Wt7-Lokus und mégliche Inversion.

A: Gezeigt ist die Integration des tTA am Wt1-Translationsstartpunkt durch eine korrekte homologe Rekombination in den
ES-Zellen. In den von uns generierten Effektor-Mausen tritt dagegen eine falsche 3'-Rekombination auf. Die rote Linie im 3'-
HA markiert den 3’-BRP. Zunachst wird eine Deletion mit unbekanntem Sequenzverlust im Wt71-Lokus (Exon 2-Exon 10)
angenommen (rotes Fragezeichen). Die durchgefiihrte Splinkerette-Methode ergibt aber Sequenzen (pink, 5- und 3’-
SPLNK BamHI-Fragmente) hinter dem BRP, die 120 Kb 5’-strangaufwarts von Wt1 liegen und liefert damit Indizien fir
eine etwa 125 Kb grofRe Inversion. B: Dargestellt ist der Zustand in den Effektor-Linien WE1 bzw. WE2 bei einer
vorliegenden Inversion. So ware das Auftreten eines zusammenhangenden SPLNK-Fragmentes zu erklaren. Von der
Inversion ist ein Bereich von etwa 125 Kb betroffen, der u. a. wichtige regulatorische Elemente fir Wt1 enthalt. Weiterhin
bleibt die Frage des Sequenzverlustes, nun auf beiden Seiten des zweiten angenommenen, aber noch nicht identifizierten
BRP. Die Hybridisierung dieser Bereiche mit Sonden wahrend einer FISH auf Metaphasen-Chromosomen der Effektor-
Mause und der daraus resultierenden Ergebnisse deutet wenn Uberhaupt auf einen geringen Sequenzverlust. Da ein relativ
groRer Bereich durch die Inversion betroffen ist und der tTA nicht von den Wt1-regulatorischen Elementen und dem Wi1-
Promotor getrennt wurde, ist eine Wt7-analoge Expression des tTA nach wie vor mdglich.

Die Wahrscheinlichkeit, dass das Ergebnis auf einem Artefakt, resultierend aus der
Splinkerette-Methode beruht, ist relativ gering. Die nach dem BamHI-Restriktionsverdau
ligierten Splinkerettes sind so konzipiert (hairpin-Struktur), dass bei einer Amplifikation
erst Produkte entstehen, wenn ausgehend von der bekannten Sequenz bereits ein Strang
amplifiziert wurde. Dieser dient dann erst dem Splinkerette-Primer als Matritze flir weitere
Amplifikationszyklen (s. Abb. 4.3 und Kap. 2.4).

Zusatzlich wurde nach der Feststellung von Position und Identitdt der neuen
Sequenzinformation zum 3’-Bruchpunkt eine PCR etabliert, die von den in silico
zusammengesetzten Sequenzen ausgeht und den Bruchpunkt auf jeder Seite mit
~ 500 bp Abstand umfasst. Das 980 bp groRe Produkt kommt bei einer PCR nur bei
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fehlerhaft rekombiniertem Lokus zustande und erhartet damit die Ergebnisse der

Splinkerette-Methode und den Nachweis einer Inversion.

Splinkerette
BamHI
Splnk-Primer > /J\ BRP bekannte Sequenz

3‘ 8 1
N— unbekannte Sequenz ‘P— 5
rimer
hairpin

Abbildung 4.3: Splinkerette.

Die Struktur der Splinkerettes verhindert die Amplifikation von Artefakten nach der Ligation an den unbekannten
Sequenzbereich. Die hairpin-Region, die eine Amplifikation ausgehend vom Spink-Primer zundchst nicht erlaubt, verliert
ihre Bedeutung, wenn ausgehend vom Primer der bekannten Sequenz Uber die Ligationsstelle hinaus in die Splinkerette-
Sequenz bereits ein Strang amplifiziert wurde. Dieser dient dann dem Splnk-Primer als Matrize fir die weiteren
Amplifikationsschritte. Das entstandene PCR-Produkt kann sequenziert werden und die unbekannte Sequenz nach dem
BRP wird zugéanglich.

Alle zu diesem Zeitpunkt vorhandenen Effektor-Linien (WE1 und WE2), sowie die zu
ihrer Herstellung injizierte ES-Zelllinie 1.A11 wurden mit dieser PCR Uberpruft
(s. Kap. 3.2.9.2, Abb. 3.34 und 3.35). Beide Effektor-Mauslinien tragen die invertierte
Rekombination, nicht aber der als Ursprung anzusehende ES-Zellklon. Das lasst als
einzige Grunde fur die Verwendung einer falschen ES-Zelllinie ubrig: a) Meiose-

Rekombinationsfehler oder b) Verwechslung der ES-Zellen bei Injektion (s. 0.).

Mit den Mitteln der Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung (FISH) auf Metaphasen-
Chromosomen der betroffenen Effektor-Linie WE2 wurde anschlieend versucht, die
Inversion naher zu charakterisieren. Allerdings scheint die Methode auf Grund ihrer recht
groben Auflésung nicht geeignet, um den chromosomalen Zustand in unserem Fall naher
zu beschreiben. Die gewahlten und eingesetzten BAC-Klone mit einer durchschnittlichen
Grofle von etwa 200 kb waren hierfir zu grol3 und Uberlappen teilweise im
aufzuklarenden Bereich. Die Analyse der Signale lasst aber zumindest den Schluss zu,
dass keine gréleren Deletionen mit dem Inversionsereignis einher gehen (s. Kap. 3.2.9.2,
Abb. 3.36). Auch der Einsatz kleinerer Sonden direkt an den Bruchpunkten gelegen
(~ 10 Kb, Ex 2/4-Sonde, sowie links und rechts vom 5’BRP gelegene 5/5- bzw. 5/3'-
Sonde) liefert nur bedingt weitere Informationen (s. Kap. 3.2.9.2, Abb. 3.37). Das Ergebnis
der Ex 2/4-Sonde zeigt, dass es vermutlich auch im weiteren Verlauf des 3’-Bereichs zu
keiner Deletion kommt, da Signale auf beiden Chromosomen eindeutig zu erkennen sind.
Die Ergebnisse der FISH mit den Sonden 5'/5’ und 5°/3’ sprechen eher flir das Vorliegen
einer Inversion, da ihre Signale nicht konsequent co-lokalisieren. Der Abstand zueinander

scheint sich bei der Hybridisierung auf Interphasen-Chromosomen zu verandern. Leider
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fehlt eine sinnvolle Kontrollhybridisierung (z. B. mit der Ex 2/4-Sonde), die eine bessere
Interpretation dieses Ereignisses ermoglicht hatte.

Ob die Inversion mit kleineren Sonden in der FISH auf Metaphasen-Chromosomen,
Uberhaupt darzustellen ist, bleibt fraglich. Vermutlich misste eine hoéher auflésende
Methode wie die Fiber-FISH-Technik, die ein Strecken der Chromosomen bei der
Praparation beinhaltet, dafir gewahlt werden. Zur Zeit wird versucht, den zweiten
Bruchpunkt durch eine einfache long range-PCR-Strategie auf Grundlage der in silico
zusammengestellten Sequenzen flir eine Inversion unter Annahme eines geringen

Sequenzverlusts zu erfassen.

4.2.5 Charakterisierung der WE2-Effektor-Linie

Um die generierte Wt1-Effektor-Linie trotz Inversion als Effektor fiir die Herstellung
einer konditionalen Wt1 k.o.-Maus nutzen zu koénnen, muss eine Wit1-spezifische
Expression des tTA in den Mausen gewahrleistet sein. Die Analyse der WE2-Effektor-
Mauslinie erfolgte auf verschiedenen Ebenen, um eine mdoglichst umfassende
Charakterisierung zu gewahrleisten. Dabei sollte zum einen die Inaktivierung des
endogenen Wt1-Lokus durch die Integration der (TA-Sequenzen gezeigt und zum
anderen das Wit1-spezifische Expressionsmuster des tTA sowohl wahrend der
Entwicklung als auch in den adulten M&usen nachgewiesen werden.

Die fUr die Charakterisierung prasentierten Daten (s. Kap. 3.2.9.1 bis 3.2.10.3) sind in
manchen Punkten widersprichlich, was aber vermutlich Ausdruck methodischer
Problematiken ist (s. u.). Natirlich sollte aber bei der Bewertung der Daten die invertierte
Integration des tTA in den Wt1-Lokus nicht auer Acht gelassen werden, da es denkbar
ist, dass der Transkriptionsstartpunkt von weiteren wichtigen (z. B. 3’-gelegenen) Wt1-
regulatorischen Elementen getrennt wurde (Fraizer et al.1994). Generell zeigt die Wit1-
Effektor-Linie (WE2) jedoch ein Wit7-analoges zeitliches und raumliches tTA-
Expressionsmuster und ist somit hochst geeignet, in einem induzierbaren, reversiblen
System in Wt1-positiven Geweben als Effektor interessierender Zielgene zu agieren. Die
generierte Effektor-Mauslinie kann als Werkzeug zur detaillierten Aufklarung der Rolle von

WT1 in den bekannten physiologischen Zusammenhangen eingesetzt werden.

4.2.51 Funktionelle Wt71-Inaktivierung (k.o.) durch tTA-Integration (k.i.)

Der angestrebte knock out des endogenen Wt7-Lokus wurde durch die Integration
der tTA-Sequenzen erreicht. Die eingesetzten Southern Blot und Expand-PCR-Analysen
zum Nachweis der Rekombination belegen die Integration des tTA am Translations-

startpunkt von Wt1. Erganzende Intercross-Verpaarungen von heterozygoten Wt1-tTA”"-
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Mausen zur Kontrolle der auftretenden Genotypen der Nachkommen belegen, dass dies
zur funktionellen Inaktivierung des Wt7-Lokus flhrt: Die Genotypisierung von 85
Jungtieren dieser Verpaarungen ergibt ein klares 1:2 Verhaltnis von wildtypischen zu
heterozygoten Wt1-tTA” -Tieren, wie es bei einem k.o. von Wt1 mit letalen Folgen in der
Embryogenese erwartet wird (s. Kap. 3.2.9.1, Abb. 3.31). Der Genotyp Wt71-tTA”~ kommt
bei lebenden Tieren nicht vor.

Das im Anschluss an dieses Ergebnis durchgeflihrte timed mating zur Bestimmung
der Genotypen in Embryonen (Tag E9,5 dpc) bestatigt einen Wit71-Funktionsverlust
ebenfalls. Es kdnnen hier Embryonen mit dem Wt1-null-Genotyp nachgewiesen werden.
Leider kann in diesen PCR-Analysen das erwartete  Genotypverhalinis
(+/+ 1:+/-2:-/-1) nicht erzielt werden. So konnten nur drei Wt1 k.o.-Embryonen aus
39 untersuchten identifiziert werden. Zwei Grinde kénnen hierfur verantwortlich sein: Zu
frilhen Zeitpunkten in der Embryonalentwicklung abgestorbene Wt1-defiziente Embryonen
werden im Uterus resorbiert und entziehen sich so der Analyse an Tag 9,5 dpc. Es kommt
hier schon zu einer Auswahl zugunsten der lebensfahigen Genotypen und zu einer
Verlagerung des Zahlenverhaltnisses. Oder aber die Methode der DNA-Gewinnung aus
dem Amnion der Embryonen ist zu kontaminationsanfallig bei der Préparation und es
kommt zu einer Verschleierung des tatsachlichen Verhaltnisses, weil der Genotyp der
Mutter die PCR-Ergebnisse verfalscht. Zusatzlich muss bertcksichtigt werden, dass die
angewandten PCR-Analysen noch getrennt voneinander durchgefihrt wurden und nicht
wie bei den lebenden Tieren mit einer Kombinations-PCR, die den Verlust von Wt1-
Sequenzen und gleichzeitig die Integration des (TA erfasst. Dies miusste fiur die
Embryonen wiederholt werden.

Unabhangig davon zeigen die klaren Ergebnisse bei der Verpaarung heterozygoter
Wt1-tTA” -Mause und der Analyse ihrer Nachkommen deutlich einen Wt1-knock out in

der Effektor-Mauslinie.

4252 Wt1-spezifische tTA-Expression in WE2-Mausen

Ein weiterer Schritt zur Charakterisierung der Effektor-Tiere war die Uberpriifung der
tTA-Expression in den Geweben der WE2-Linie. Dies geschah zunachst auf direktem
Weg durch den Nachweis von tTA-RNA im Northern Blot in 16 verschiedenen Geweben
von adulten Mausen. Die Auswahl erfolgte einerseits anhand der bekannten Wt71-
Expression (Wt1-positive Gewebe), andererseits sollte ein moglichst breites Spektrum
verschiedener Gewebe vertreten sein. Die in Abb. 3.38 (s. Kap. 3.2.9.3) gezeigten
Northern Blot-Analysen zeigen eine (TA-Expression, die das fur Wit1 publizierte

Expressionsmuster in adulten Mausen rekapituliert.
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Die tTA-Expressionsorte sind zunachst einmal die Wt1-positiven Organe des
Urogenitalsystems wie Niere, Ovar, Uterus, Hoden. Dies deckt sich mit den in der
Einleitung beschriebenen Orten einer persistierenden Wt1-Expression in adulten
Lebewesen von Maus und Mensch (s. Kap. 1.3.6, Abb. 1.9, Pritchard-Jones et al. 1990,
Pelletier et al. 1991 b, Buckler et al. 1991, Armstrong et al. 1992, Rackley et al. 1993,
Mundlos et al. 1993). Hinzu kommt ein starkes Signal in der Harnblase, die bisher noch
nicht mit einer Wt71-Expression in Verbindung gebracht wurde.

Eine ebenfalls deutliche (TA-Expression zeigt die Milz. Abhangig von der
Expositionszeit des Filters gelingt auch der Nachweis von {TA-Transkripten in Herz,
Lunge und Thymus (vgl. Buckler et al. 1991). Zusatzlich wird ein Signal im Mesenterium
des untersuchten Weibchens detektiert, was ebenfalls — sollte es durch die Aktivitat des
Wit1-Promotors hervorgerufen sein — bisher noch nicht fir adulte Mause beschrieben
wurde. Allerdings gibt es hier wie im Herzen Unterschiede zwischen den Organen der
mannlichen und weiblichen Tiere, denn Signale sind nur im Northern Blot der Organe des
weiblichen Tieres zu sehen. Dieser Unterschied kénnte auf die Praparation
zuruckzufuhren sein, bei der der Darm vom Mesenterium abgezupft und ein Teil davon
dann fir die RNA-Praparation verwendet wird. Es kann nicht gewahrleistet werden, dass
jedes Mal vergleichbare Mengen bzw. Regionen verwendet wurden.

Fir den Nachweis einer Wt1-abhangigen tTA-Expression im Herzen sind vermutlich
ebenfalls die Mengen der in die Praparation eingegangenen Wit1-positiven Zellen
verantwortlich. Die Herzen der praparierten Tiere sind je nach Alter und Geschlecht
unterschiedlich groR und auch die fur die RNA-Gewinnung eingesetzte Menge an
Gewebe sicherlich variierte. In der Regel wurde ein Drittel bis die Halfte eines Herzens
verwendet. Das detektierte Signal kdnnte hier von Zellen des Epikards stammen. Das
Epikard ist das viszerale Blatt des Perikards (Herzbeutel) und bildet die aullerste
Oberflache des Herzens. Es besteht aus einem dinnen Epithel (Mesothel) und einer
darunter gelegenen Bindegewebsschicht (subepicardial mesenchymal cells, SEMC), die
an das Myokard anschlie3t (Manner et al. 2001, Munoz-Chapuli et al. 2002, Harvey 2002,
Gilbert 2003, Welsch 2006). In beiden Komponenten des Epikards wurde bereits im sich
entwickelnden Embryo, sowie in zwei Tage alten Mausen eine Wt7-Expression
nachgewiesen (Moore et al. 1999). Dies ist auch im Hinblick auf eine mogliche Beteiligung
von Wt1 an der Vaskulogenese interessant (s. u.): Zellen dieser subepikardialen Region
wandern ins Myokard ein und bilden unter anderem die glatte Muskulatur der
Koronargefalle (Mikawa et al. 1996, Dettman et al. 1998, Perez-Pomares et al. 2002,
Wessels et al. 2004). Das Epikard ist eine sehr dinne Schicht und Schwankungen bei der
Praparationsmenge kdnnen eine Erklarung fir das Fehlen eines Signals im Northern Blot

des mannlichen Tieres sein.
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Die gewebespezifische tTA-Expression wurde darUber hinaus auch mit Hilfe von
Reporter-Mausen naher untersucht (s. Kap. 3.2.10). Nach der Verpaarung von WE2-
Mausen mit LC1 (TetOp-Luc-Cre)-Reporter-Mausen, die tTA-abhangig Luziferase und
Cre-Rekombinase exprimieren, wurde die Analyse der Gewebe doppelt transgener (dtg)
Nachkommen mit einem Luziferase-Assay durchgefiihrt. Die Ergebnisse bestatigen die
Wt1-spezifische Expression von {TA in Organen des Urogenitalsystems (Niere, Hoden,
Ovar und Uterus). Zusatzlich wurde eine sehr starke Luziferase-Aktivitat in der
Samenblase detektiert. Dies widerspricht teilweise dem Ergebnis der RNA-Analysen, bei
denen keine tTA-Transkripte im Northern Blot in der Samenblase nachgewiesen werden
konnten (vgl. Abb. 3.38 und Abb. 3.39, s. Kap. 3.2.9.3). Wahrscheinlich ist die Methode
des Northern Blot nicht sensitiv genug, um einen Nachweis zu ermdglichen. Trotzdem
scheint die Starke der Luziferase-Aktivitdt sehr hoch im Vergleich zu nachweislich Wt1-
positiven Organen, so dass zusatzlich ein Messfehler angenommen werden muss.
Weiterhin kann auch die Bestatigung (s.o. Northern Blot) einer tTA-induzierten
Luziferase-Expression in der Milz gezeigt werden, obwohl die Luziferase-Aktivitat hier nur
leicht Uber den Werten der Kontrollen liegt. Andere tTA-positive Gewebe wie Herz, Lunge,
Thymus und Mesenterium zeigen keine erhOhten Werte im Vergleich zu den
Kontrolltieren.

Zusatzlich liefert der Luziferase-Assay erste Hinweise auf eine Regulierbarkeit der
Reportergenexpression durch Dox-Applikation. In den Organen der +Dox-Mause kann
eine deutliche Reduktion der Luziferase-Aktivitdt gezeigt werden. Ein komplettes
Abschalten der Transgenexpression scheint mit dieser Methode aber nicht problemlos
nachweisbar zu sein, weil die Tiere weiterhin hohe Messwerte zeigen, die weit Uber dem
Hintergrund der Kontrolltiere liegen. Grund daflir ist vermutlich die Speicherung der
Luziferase in den Peroxisomen der Zellen und einer daraus resultierenden hohen
Halbwertszeit, so dass selbst bei einer Dox-Applikation tber vier Wochen offenbar noch
eine starke Restaktivitat der Luziferase vorhanden ist (Sambrook et al. 1989).

Der im Rahmen der Mdglichkeiten des Labors durchgefiihrte Luziferase-Assay eignet
sich so nur bedingt zur Charakterisierung einer Effektor-Linie und birgt zudem
methodische Hindernisse. Das Sammeln der fiir die Versuchsdurchfiihrung geeigneten
Genotypen (dtg-Tiere und stg-Kontrolltiere +/-Dox) in ausreichenden Mengen gestaltet
sich sehr schwierig und zieht sich Uber einen langen Zeitraum, was eine gemeinsame
zeitnahe Analyse der Gewebe erschwert. Die Gewebe der Tiere werden daher
unterschiedlich lange bei —80° C gelagert, was mit Sicherheit die enzymatische Aktivitat
der Luziferase und damit die Auswertung beeinflusst. Dies kdnnte eine Erklarung fur stark
schwankende Werte bei genotypisch gleichen Versuchstieren sein (Daten nicht
abgebildet).
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4253 tTA-Expression auf zelluldarer Ebene und Dox-abhdngige Regulierbarkeit
von Reportergenen in adulten Mausen

Eine detailliertere Darstellung und Charakterisierung der tTA-Expressionsorte erfolgte
durch X-Gal-Farbung histologischer Schnittpraparate von Organen doppelt transgener
(WE2/LZ) Nachkommen aus Verpaarungen der WE2-Linie mit LZ-Reporter-Mausen
(TetOy,GFP-lacZ, s. Kap. 3.2.10.2). Diese Untersuchungen liefern ein genaues Bild der
tTA-Expression auf zellularer Ebene.

Hinsichtlich der Regulierbarkeit von Tet-responsiven Transgenen zeigen die Tiere
eine stringent Dox-abhangige Expression des Reportergens: Nach Dox-Applikation sind
keine Farbreaktionen in den normalerweise positiven Geweben doppelt transggener Tiere
zu sehen (s. Abb. 3.40-44). Alle anderen untersuchten Gewebe adulter Mause sind
negativ. Dies gilt auch fir die im Northern Blot nach langer Expositionszeit tTA-positiven
Organe Herz, Lunge, Thymus und Mesenterium. Der Nachweis einer LacZ-Expression
bleibt in diesen Geweben negativ, da vermutlich nicht alle zellularen Anteile der Organe
die tTA-cDNA exprimieren, sondern lediglich die Zellen des mesothelialen Uberzugs
(vgl. Milz). Dies wurde bereits mittels RNA in situ-Hybridisierungen in Mausembryonen
gezeigt (Rackley et al. 1993). Dieser Uberzug ist ein einschichtiges Epithel und die tTA-
induzierte LacZ-Expression in diesen Zellen ist vermutlich zu schwach, d. h. auf eine sehr
dinne Zellschicht beschrankt, um mikroskopisch detektierbar zu werden.

An den Schnitten der Niere wird deutlich, dass sich die tTA-Expression auf die
Glomeruli beschrankt. Bedingt durch das mikroskopische Auflésungsvermogen lassen
sich die Podozyten als Expressionsort jedoch nur vermuten, so dass hier Co-
Immunfarbungen mit Podozyten-spezifischen Proteinen letztlich das genaue
Gewebekompartiment der tTA-Expression bestatigen missen. Eine Podozyten-
spezifische Expression entsprache dem erwarteten Kompartiment in der Niere und wirde
eine Rekapitulation der Wt7-Expression in adulten Mausen bedeuten. Eine immun-
histochemische Farbung gegen Wit1, {TA und entsprechende spezifische

Podozytenmarker wie z. B. Nephrin oder Podocalyxin, kénnte hier Klarheit bringen.

Etwas schwieriger als fir die Niere gestaltet sich die Interpretation der durch Farbung
dokumentierten Expressionsorte in Hoden und Ovar: Beide zeigen nicht das erwartete
und in der Literatur fir Wt1 beschriebene eindeutige Expressionsmuster des tTA in
Sertoli- bzw. Granulosa-Zellen. Im adulten Hoden etwa drei Monate alter Mause scheint
die tTA-Expression auf den Bereich des Interstitiums begrenzt zu sein. Dies ist der Ort der
Testosteron-produzierenden Leydig-Zellen, fir die bisher keine Wt1-Expression
beschrieben wurde. Eine Wt1-Expression in diesen Zellen, sowohl wahrend der

Embryonalentwicklung als auch im adulten Tier erscheint aber auf Grund verschiedener
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Befunde durchaus naheliegend. So gibt es deutliche Hinweise auf die Expression von
Dax1 und Sf1 in Leydig-Zellen. Die Regulation dieser Gene in der Gonadalentwicklung ist
wiederum sehr stark Wt1 abhangig, so dass eine Expression von Wt1 in Leydig-Zellen
logisch ware (s. Kap. 4.1.3, Abb. 4.1, Meeks et al. 2003, Park et al. 2005 b). Darlber
hinaus konnte der Nachweis einer LacZ-Expression in den vereinzelt am Rand der
Samenkanalchen liegenden Sertoli-Zellen schwierig sein, da die Expression dort recht
schwach ist. Naturlich kann nicht ausgeschlossen werden, dass der fehlende Nachweis
einer tTA-Expression in Sertoli-Zellen mdglicherweise eine Folge der Inversion am Wit1-
Lokus und dem damit dann einhergehenden Verlust der Expression gerade in diesen
Zellen ist.

In der weiblichen Gonade deutet die X-Gal-Farbung auf eine Expression des {TA im
Stroma des Ovars hin. Die histologische Trennung der Zellen um den Follikel ist nicht
einfach und die verschiedenen Zelltypen gehen fliekend ins Stroma Uber. Da aber
deutlich die direkt an die Granulosa-Zellen anliegende Zellschicht eine Farbreaktion zeigt,
kénnte es sich hierbei auch um die hormonproduzierenden Theca-Zellen handeln, die das
(ovarielle) Aquivalent der Leydig-Zellen im Hoden sind (Welsch 2006). Zuséatzliche
Analysen zur eindeutigen Identifizierung des tTA-exprimierenden Zelltyps sind notwendig.
Im Gegensatz zur Literatur kann keine Wt1-spezifische tTA-Expression im peritonealen
Uberzug des Ovars gezeigt werden (Pelletier et al. 1991 b). Fiir beide Organe, Hoden und
Ovar, kann die Anwendung immunhistochemischer Farbemethoden zusatzliche

Informationen liefern.

Im Uterus zeigen sich neben einer diffusen Farbung im Stroma vor allem deutliche
Signale im Myometrium mit seinen Blndeln glatter Muskulatur. Diese entsprechen genau
den fir die Wt1-Expression beschriebenen Regionen im Uterus. Somit kann an dieser
Stelle festgehalten werden, dass im Uterus — neben der Niere — bisher am deutlichsten
das Wit1-Expressionsmuster durch den tTA nachvollzogen wird (Pelletier et al. 1991 b,
Rackley et al. 1993).

Im Gegensatz zu den Northern Blot-Analysen an einfach transgenen Wt1-tTA" -
Mausen, aber lbereinstimmend mit den Resultaten aus dem Luziferase-Assay, zeigen die
Praparate der Samenblase eine starke {TA-Expression (bzw. X-Gal-Farbung), die auf die
Tunica Muscularis beschrankt ist. Diese auflerste Hullschicht ist durchsetzt mit glatten
Muskelzellen, die vermutlich die zelluldren Orte der X-Gal-Farbung sind. Auch in diesem
Fall kdnnten immunhistochemische Co-Farbungen mit spezifischen Markern gegen glatte
Muskelzellen wie Smooth muscle a-actin und Telokin Hinweise auf die Zellidentitat geben
(Hungerford et al. 1999, Mack etal. 1999, Herring et al. 2001, Owens et al. 2004,

Yoshida et al. 2005). Nimmt man die Ergebnisse der Farbungen im Uterus und der
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Samenblase zusammen, so wird deutlich, dass Wt1 bei der Bildung oder der Homdostase

glatter Muskelzellen beteiligt scheint (s. u., Hirschi et al. 2004).

Um das tTA-Expressionsmuster auch in der Embryonalentwicklung zu Uberprifen,
wurden die X-Gal-Farbungen auf Schnitten doppelt transgener Embryonen verschiedener
Entwicklungsstadien durchgefiihrt (E12,5 und E14,5 dpc, s. Kap. 3.2.10.2; Abb. 3.46;
E11,5, 13,5 und 15,5 dpc wurden nicht abgebildet). Die Resultate belegen, dass der {TA
auch in der Embryogenese in einer der Wt1-Expression vergleichbaren Art und Weise
exprimiert wird. Uber den dokumentierten Zeitraum findet man deutliche Farbsignale im
sich entwickelnden Urogenitaltrakt, den mesenchymalen Vorlaufern der Milz, im
Riickenmark, im epithelialen Uberzug (den Mesothelien) von Herz, Lunge, Leber und
Nebenniere, sowie in der AGM-Region (Aorta-Gonaden-Mesonephros-Region; vgl.
Armstrong et al. 1992, Rackley ef al. 1993). Im Bereich des Urogenitaltraktes kann man
Farbungen in der Urogenitalfalte, im Mesonephros (entstehend E9,5dpc und
degenerierend E12,5-14,5 dpc), im Metanephros vom kondensierenden Mesenchym Uber
Komma- und S-formige Vesikel bis hin zu reifen Glomeruli beobachten. Ebenfalls deutlich
angefarbt sind die Gonaden, hier v.a. die Hodenstreifen, welche wahrend der
Hodendifferenzierung als Vorlaufer der Tubuli seminiferi gelten und in denen sich die
Sertoli-Zellen entwickeln (Park et al. 2005 a).

Im Gegensatz zur Literatur konnte keine tTA-Expression im Gehirn (4. Ventrikel),
Auge und Zunge oder in den sich entwickelnden Extremitaten dokumentiert werden (vgl.
Armstrong et al. 1992, Moore et al. 1998). Allerdings beruhen diese Arbeiten auf
transgenen Tieren mit humanem WT1-Lokus, so dass auch fiur diese Ergebnisse

artifizielle Expressionsorte nicht ausgeschlossen werden kénnen.

4.2.5.4 Wt1-spezifische tTA-Expression in der murinen Ontogenese

Bei dieser Charakterisierung der WEZ2-Effektor-Linie bzw. der damit gleichzeitig
verlaufenden Aufklarung von Wit1-Expressionsorten in der murinen Ontogenese wurden
ebenfalls X-Gal-Farbungen auf Kryoschnitten der Organe von Reporter-Mausen
durchgefihrt (s. Kap. 3.2.10.3). Eingesetzt wurden in diesem Fall dreifach transgene Tiere
(WE2/LC1/RLZ), bei denen der Wi1-getriebene tTA die Expression der Cre-
Rekombinase, die Uber das Transgen der LC1-Linie eingebracht wird, reguliert. Die Cre-
Rekombinase filhrt zur nicht reversiblen Exzision einer Stop-Kassette vor der am
ROSAZ26-Lokus integrierten LacZ-cDNA (eingebracht Uber die RLZ-Linie). So wird jede an
Stelle von Wt1 den tTA exprimierende Zelle wahrend der Ontogenese durch die daraus

resultierende, konstitutive LacZ-Expression irreversibel ,markiert’ und ihr Entwicklungs-
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schicksal spiegelt sich in den entsprechenden Blaufarbungen der Organe und Gewebe
wider.

Wie bereits in den Versuchen mit dtg WE2/LZ-Mausen zu beobachten war, scheint
eine stringente Dox-regulierbare Expression von entsprechenden Transgenen durch die
WE2-Linie mdglich. Dreifach transgene Tiere ohne Dox-Administration zeigen LacZ-
positive Zellen/Gewebe, wohingegen bei Mausen, die wahrend der Embryonal-
entwicklung bis hin zur Praparation als adulte Tiere dauerhaft Dox verabreicht bekamen,
keine Farbung der Organe zu erkennen ist.

Abweichend von den Erwartungen zeigen zeitweilig induzierte Versuchstiere (+Dox
wahrend der Embryogenese und vier Wochen —Dox nach der Genotypisierung) nicht das
aus WE2/LZ-Tieren bekannte Expressionsmuster adulter Mause. Als Grund hierflir kann
die lange Zeit der Dox-Applikation angenommen werden, die von einem relativ kurzen
Induktionszeitraum gefolgt wird. Es kann nicht genau gesagt werden, ob und wie lange
Doxyzyklin im Korper nachwirkt. Allerdings scheint ein Zeitraum von mehr als 3 Monaten
des Dox-Entzugs notwendig, um wieder sichere Farbungen entsprechend der
tatsachlichen tTA-Expression in adulten Mausen zu bekommen (personliche Mitteilung
Prof. Dr. J. Hengstler, Toxikologie, Universitat Leipzig). Es ist deshalb anzunehmen, dass
nach der relativ kurzen Phase ohne Doxyzyklin nur geringe Mengen transgener [-
Galactosidase Wt1- bzw. tTA-abhangig gebildet werden und diese fir eine histologische
Dokumentation nicht ausreichen. Weder im Uterus, noch in Hoden (inklusive Leydig- und
Sertoli-Zellen), der Samenblase und der Milz induzierter Mause konnte eine X-Gal-
Farbung beobachtet werden (vgl. WE2/LZ).

Die Niere dagegen bestatigt erneut die Wt1-spezifische Expression des {TA auch in
temporar induzierten Tieren. Nach dem Ende der Dox-Applikation beschrankt sich die
Expression ausschlieBlich auf die Glomeruli (vermutlich die Podozyten) der Niere.
Ebenfalls ahnlich verhalt es sich im Ovar, wo zum ersten Mal eine Blaufarbung in den
Granulosa-Zellen zu sehen ist (s. Kap. 3.2.10.3, Abb. 3.50).

Interessant ist nun die Betrachtung und Interpretation von WE2/LC1/RLZ- Mausen,
die keine Dox-Behandlung wahrend der gesamten Entwicklung hatten. Hier
dokumentieren die Blaufarbungen jede Struktur, die von einer (Wt1-derivierten) {TA-
positiven Zelle abstammt. Bemerkenswert ist, dass keine komplett blaugefarbten Organe
entstehen. Dies ware aber nach den Beobachtungen von Clipsham et al. (2004), die eine
starke Wt1-Expression im Epiblast von Praimplantationsembryonen an Tag E4,5 dpc
zeigen, durchaus moglich gewesen. Wt1 scheint aber nicht ubiquitar exprimiert, sondern

in diesem Stadium schon auf bestimmte Zelltypen beschrankt zu sein, oder aber es
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handelt sich um eine Beobachtung, die abhangig vom genetischen Hintergrund der

Embryonen auftritt und somit nicht allgemein gultig, sondern eher variabel ist.

Die Farbungen lasst die Interpretation zu, dass durch die Akkumulation des
Farbstoffes im Lauf der Entwicklung auch Strukturen deutliche Signale aufweisen, die in
den zuvor beschriebenen Experimenten nicht oder nur sehr schwach positiv waren. Leider
gibt diese experimentelle Variante natlrlich keine Auskunft Gber den momentanen
Zustand der tTA-Expression im adulten Tier, zeigt dafiir aber die Strukturen, in denen Wt1
entwicklungsrelevant ist.

Es kann in mehreren Organen (u. a. Milz, Pankreas, Hoden) eine Blaufarbung der
aulersten Zellschicht gezeigt werden. Unklarheit besteht allerdings darliber, ob es sich
dabei um den epithelialen Uberzug oder um die bindegewebige Kapsel handelt, die mit
glatten Muskelzellen durchsetzt ist (s. Kap. 3.2.10.3, Abb. 3.55). Die diffuse Farbung des
Herzens Uber den Muskelfasern sind mdglicherweise Signale durch Zellen des Epikards
bzw. durch Zellen, die aus diesem hervorgegangen sind (vgl. Moore et al. 1999). Eine
genaue Zuordnung ist im Langsschnitt, wie hier zu sehen (Abb. 3.53), nicht moglich. Die
Wahl einer anderen Schnittebene (quer) kdnnte mehr Aufschluss Uber den Expressionsort
geben, wenn die Gewebeschichten des Herzens sich dann deutlicher darstellen.

Dasselbe gilt auch flr das Praparat des Hodens. Hier zeigen sich deutliche Signale
erneut im Interstitium und erharten die Vermutung einer Wt1-Expression in den Leydig-
Zwischenzellen. Zum ersten Mal kdnnen auf diesen Schnitten aber auch die Sertoli-Zellen
als Orte Wt1-analoger tTA-Expression nachgewiesen werden. Es kdnnte also gut sein,
dass in Sertoli-Zellen eine Wt1-Expression nur wahrend der Entwicklung vorliegt. Wie
bereits mehrfach angesprochen, sollten immunhistochemische Co-Farbungen bzw.
Immunfluoreszenz-Nachweise Aufschluss uber die Identitdt der B-Galaktosidase-
exprimierenden Zellen geben. Dabei mussten zellspezifische Marker, wie z. B. Ins/3 fir
Leydig- und Amh oder Inhibin fir Sertoli-Zellen, neben Antikérpern gegen Wit1 und tTA
verwendet werden (O’Connoretal. 2004, Anand-lvell etal. 2006, Rey 2006,
Tremblay et al. 2005).

Die Niere dreifach transgener Tiere (-Dox) ist bis auf wenige vereinzelte epitheliale
Strukturen vollkommen blau. Dies entspricht den Erwartungen, da eine frihe Wt1-
Expression im uninduzierten metanephrischen Mesenchym (Pritchard-Jones et al. 1990,
Armstrong et al. 1992) bereits alle Zellen ,markieren’ sollte, die in der folgenden
Nephrogenese ebenfalls durch den von Wt1 regulierten Mesenchym-Epithel-Ubergang
(MET) alle weiteren funktionalen Nierenstrukturen hervorbringen. Auch im Praparat zu
beobachtende, nicht gefarbte tubuldre Strukturen, sind vermutlich Abkémmlinge der

Ureterknospe und gehdren zu den Sammelrohren, die wahrend ihrer Entstehung keine
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Wit1-Expression aufweisen (s. Kap. 3.2.10.3, Abb. 3. 47, Burrow 2000, Schedl et al. 2000,
Dressler 2002).

Auch die Resultate der Samenblase bestatigen die Ergebnisse des Luziferase-
Assays und die Ergebnisse aus WE2/LZ-Mausen. Es ist eine starke tTA-Expression in
der Tunica muscularis zu sehen, die erneut auf eine Beteiligung von Wt1 bei der
Entwicklung und Differenzierung von glatter Muskulatur schlieBen lasst. Weitere ahnlich
geartete Ergebnisse stlitzen diesen Hinweis. So findet man ein ebenfalls sehr starkes
Signal in vergleichbaren Gewebestrukturen der Harnblase, sowie des Dinn- und
Dickdarms (s. Kap. 3.2.10.3, Abb. 3.52 und 3.53). In diesen Geweben sind jeweils die
glatten Muskelzellen fiir die Kontraktion der Organe bzw. die Peristaltik des Darmes
verantwortlich (Welsch 2006). Die teilweise starke Blaufarbung der Gefalle verschiedener
Organe (s. Kap. 3.2.10.3, Abb. 3.54) kann vermutlich ebenfalls der Farbung glatter
Muskelzellen zugeschrieben werden. Hier ist es wahrscheinlich der Bereich der
Tunica media der GefalRwande, der mit einem hohen Anteil glatter Muskelzellen
ausgestattet ist (personliche Mitteilung Dr. A. Weber, Pathologie, Universitatsklinik Mainz).
Die potenzielle Beteiligung von Wt1 an der Entstehung der glatten Muskulatur war durch
den Nachweis einer Wit1-Expression im Epikard muriner Embryonen bereits angezeigt
(s. 0., vgl. Moore et. al. 1998). Abkdmmlinge epikardialer Zellen wandern ins Myokard ein
und bilden dort die glatte Muskulatur der Koronargefal’e (Manner et al. 2001, Munoz-
Chapuli et al. 2002). Die untersuchten WE2-Effektor-Mause bestatigen eine solche
Funktion auch fir die GefaRbildung in anderen Organen. Dies deutet eine entscheidende
Funktion von Wt1 in der Vaskulogenese an, namlich nach der initialen Bildung des
Endothels fir die Entstehung und Differenzierung der GefaBmuskulatur mitverantwortlich
zu sein. Eine Beteiligung von Wt1 an der GefalRentwicklung bzw. an der Entstehung der
glatten Muskulatur wird in diesem Fall iber eine Verbindung zur Retinsdure (Aktive Form
des Vitamin A, engl.: Retinoic acid) diskutiert (Miano und Berk 2000, Zile 2000).
Retinséurerezeptor-k.o.-Mause zeigen einen ahnlichen Phanotyp des Herzens wie die
ebenfalls letalen Wt17-Mause, die vermutlich an den Folgen der abnormen
Herzentwicklung sterben (Kreidberg et al. 1993, Sucov et al. 1994, Miano et al. 1995,
Manner et al. 2001). Glatte Muskelzellen sind sowohl in Funktion als auch Differenzierung
sehr heterogen, trotz allem leiten sie sich gleichermalien von wenigen Urspriingen des
Neuroektoderms und des Mesoderms ab, die auch Ausgangsort der Entstehung von Wt1-
positiven Geweben sind (Gittenberger-de Groot et al. 1999, Hirschi und Majesky 2004).
Eine weitere Arbeit identifiziert das Serosamesothel des Darms (Orte der Wt7-Expression
in der Embryogenese) als Ursprung der glatten Muskelzellen der Darmgefalie
(Wilm et al. 2005).
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Die Beurteilung von gefarbten Zellclustern in Praparaten von Dinndarm, Kolon und
Leber dreifach transgener Tiere (s. Kap.3.2.10.3, Abb. 3.53) bewegt sich z.Zt. im
spekulativen Rahmen. Ursache der dokumentierten Farbungen kdnnte das vermutete
Stammzellpotenzial von Wit1 sein, durch das in diesen Zellen eine tTA-Expression
zustande kommt. Seit eine Wt71-Expression in einer Subpopulation hamatopoetischer
Stammzellen (HSZ, CD34+) gezeigt wurde, wird die Bedeutung und Funktion von Wt1 in
adulten Stammzellen diskutiert (Fraizer et al. 1995, Ellison et al. 2001, Alberta et al.
2003). Beide Organe, Darm wie Leber, haben ein hoch regeneratives Potenzial. Im Darm
findet man adulte Stammzellen an der Flanke kurz Uber der Basis der Krypten. Nach der
Proliferation wandern differenzierende Darmzellen in die Zotten, bevor sie durch den
natirlichen Verschleily ins Lumen abgegeben werden (Gregorieff und Clevers 2005). Die
Regeneration der Leber beruht dagegen je nach Art der Erneuerung bzw. Art der
Schadigung auf drei unterschiedlichen Zelltypen. Hepatozyten proliferieren zur standigen
Gewebserneuerung und bei schwachen Leberschadigungen. Oval-Zellen (Leberstamm-
zellen) werden bei starken und chronischen Leberschaden aktiviert oder bei einer
Inhibierung der Proliferation von Hepatozyten. Die dritte Gruppe regenerativer
Leberzellen, die z. B. bei einer Leberkarzinogenese aktiv werden, sind mit dem Blutstrom
zirkulierende exogene Leberstammzellen, die sich aus hamatopoetischen Stammzellen
ableiten (Strain et al. 2000, Zhang et al. 2003). Interessanterweise findet man in
hamatopoetischen Vorlauferzellen ahnliche Zelloberflachenmarker (u. a. CD34) wie in
Oval-Zellen (Omori et al. 1997). Dies zeigt die Méglichkeit auf, dass HSZ, welche im
Knochenmark reifen, in der Leber zu Oval-Zellen differenzieren, mit dem weiteren
Potenzial, Hepatozyten hervorzubringen (Petersen et al. 1999).

Die erhohte Expression von Wt71 nach experimentellem myokardialem Infarkt in
Herzen von Ratten deutet ebenfalls auf eine ahnliche Funktion von Wt1 bei der Neo-
Vaskulogenese zur Reparatur des geschadigten Gewebes hin (Wagner et al. 2002).
Dabei sind alle aufgeflihrten Beispiele bisher nur Hinweise fliir eine mdgliche Rolle von
Wt1 in undifferenzierten Zellpopulationen bzw. eventuell dedifferenzierten Zellen. Es
gibt keinen Beleg fiir eine Expression von Wt1 in embryonalen Stammzellen. So ist das
beschriebene Potenzial flir Regenerations- oder Erneuerungsvorgange eher im Bereich
der multipotenten adulten Stammzellen zu finden, die als ,Reserve’-Vorlauferzellen,
abhangig von der jeweiligen gewebespezifischen Mikro-Umgebung, die entsprechenden
Zelltypen fur den kontinuierlichen Organerhalt oder die Reparatur der Gewebe
hervorbringen (Young und Black 2004, Kopper und Hajdu 2004).

Naturlich kdnnen auch Artefakte nicht ausgeschlossen werden. Das bedeutetet, wenn

es zu einer fehlerhaften Exzision der Stop-Kassette durch die Cre-Rekombinase in nur
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wenigen Zellen kommt, kénnten solche Zellnester ebenfalls entstehen. Die Experimente

mussen deshalb zur Uberprifung der Resultate mit mehr Tieren wiederholt werden.

Die Charakterisierung der Wt1-Effektor-Mauslinie WE2 zeigt ein deutliches Wt1-
spezifisches Expressionsmuster fiir den tTA in den untersuchten Geweben. Die WE2
Effektor-Mause bieten deshalb ein enormes Potenzial zur Analyse von Vorgangen der
Differenzierung, Homoostase und Pathogenese in Wt1-positiven Organen und Geweben.
Bereits die Charakterisierung der WE2-Linie ermdglicht auf Grund der Rekapitulation des
Wt1-Expressionsmusters durch den tTA die Beurteilung der Rolle von Wt1 in der murinen
Embryogenese. Zur Unterstitzung der gewonnenen Daten sollten jedoch erganzende
Versuche zur Zellspezifitdt der Expressionsorte durchgefiihrt werden (s. Kap. 4.3). Dies
konnte auch helfen, vordergriindig widerspriichliche Ergebnisse aus den verschiedenen
Charakterisierungsansatzen besser einzuordnen oder gegebenenfalls auszurdumen. Zur
Zeit kdénnen keine Folgen fir die t{TA-Expression resultierend aus der Inversion mit
Sicherheit identifiziert werden, wenngleich diese Tatsache nicht aus den Augen verloren

werden darf.

4.2.6 Uberlegungen zur Rolle von Wt1 in fetalen und adulten Geweben

Die Wahl des endogenen Wt1-Lokus und seiner regulatorischen Elemente fur die
Expression eines tTA fuhrt —wie in dieser Arbeit gezeigt — zu einem Wt1-spezifischen
Expressionsmuster und lasst durch die Interpretation der gewonnenen Ergebnisse im
Gegenzug Rickschlisse zur Funktion von Wt1 bei der Entwicklung der entsprechenden
Organe und Gewebe zu. Die Charakterisierung der WE2-Linie bestatigt die Expression
von WtT in Derivaten v. a. des intermediaren und lateralen (splanchnischen) Mesoderms
sowie des Neuroektoderms (Buckler et al. 1991, Armstrong et al. 1992, Rackley et al.
1993). Es gibt keine Hinweise fiir eine Beteiligung von Wt1 an der Entstehung von
Geweben mit endodermaler Herkunft.

Die Betrachtung der Resultate erlaubt eine vorsichtige Beurteilung der Rolle von Wt1
in den verschiedenen Geweben zu verschiedenen Zeiten innerhalb der Ontogenese aber

auch im adulten Organismus.

Die Bedeutung von Wt1 in der Entstehung des Urogenitalsystems wird durch das
stringente tTA-Expressionsmuster in den verschiedenen Entwicklungsstufen bis zur
Etablierung der Niere und der Gonaden sichtbar (vgl. Pritchard-Jones et al. 1990,
Pelletier et al. 1991 b, Mundlos et al. 1993). Exemplarisch liefert die Nephrogenese
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moglicherweise einen Uberblick der verschiedenen Funktionen von Wt1 bei der
Entstehung eines Organismus.

In frGhen undifferenzierten Zellen (metanephrisches Mesenchym) wirkt Wt1 anti-
apoptotisch und verhindert ein Zugrundegehen der Vorlauferzellen (Kreidberg et al. 1993,
Dressler 2002). In der anschlieBenden Differenzierung spielt Wt1 die Rolle eines
entscheidenden Regulators zur Entstehung epithelialer (Mesenchym-Epithel-Ubergang,
MET) und damit funktionaler Strukturen in der Niere (Pritchard-Jones et al. 1990,
Armstrong et al. 1992, Rackley et al. 1993). Dies fuhrt in direkter Linie zur Entstehung der
Podozyten, in denen eine Wt1-Expression auch im adulten Organismus erhalten bleibt
(Pelletier et al. 1991 b, Mundlos et al. 1993). Zu diesem Zeitpunkt tragt Wt1 aber durch
die Regulation Podozyten-spezifischer Gene wie Nephrin und Podocalyxin zur
Homdostase, d. h. zum Funktionserhalt und somit zur Zellintegritat der Podozyten in den
Glomeruli bei (Pavenstadt 2000, Palmer et al. 2001, Wagner et al. 2004).

Vergleicht man diese dreistufige systematische Einordnung mit den Gegebenheiten
bei der Entstehung der Gonaden und den vorliegenden Erkenntnissen zur Hdmatopoese,
ergeben sich durchaus Gemeinsamkeiten:

Der Verlust von Wt1 in konstitutiven Wt1”" k.o.-Mausen fiihrt zur Apoptose der
relevanten Zellen einer Gonadalentwicklung: Es koénnen sich in diesen Tieren keine
Keimdrusen bilden (Kreidberg et al. 1993). Die anti-apoptotische Wirkweise von Wt1 muss
zu diesem Zeitpunkt der Entwicklung unbedingt gegeben sein. Spater dann in der
Embryogenese steuert Wt1 im Zusammenspiel mit anderen Genen die
geschlechtsspezifische Differenzierung der Gonaden, v.a. in Richtung mannlicher
Geschlechtsbildung durch die Entstehung der Hodenkanalchen und Sertoli-Zellen
(s. Kap. 4.1.3, Abb. 4.1), um letztendlich in den Sertoli- wie in Granulosa-Zellen im adulten
Tier aktiv. zu sein (Homodostase; Pelletier etal. 1991 b, Mundlos et al. 1993,
Shimamura et al. 1997, Kim et al. 1999, Wilhelm et al. 2002 Swain et al. 2002, Park et al.
2005 a).

Die genaue Bedeutung von WT1 in der Hamatopoese ist dagegen weniger gut
aufgeklart, ist aber ein Feld intensiver Forschung und die bisherigen Ergebnisse weisen
ebenfalls in Richtung der oben beschriebenen Einordnung von WT1 (Ubersicht:
Algar 2002, Yoder 2004). Zum einen wurde die Expression von WT1 in einer
Subpopulation undifferenzierter (CD34+/CD38-) hamatopoetischer Vorlauferzellen (HSZ,
Kapazitatserhalt) nachgewiesen (Fraizer et al. 1995, Baird et al. 1997, Menssen et al.
1997, Ellison et al. 2001). Diese kdnnen sowohl myeloische als auch lymphatische
Nachkommen hervorbringen (Berardi et al. 1995, Gothot et al. 1998). Zum anderen findet
man WT1 aber auch in sich differenzierenden CD11b+ Zellen der myeloischen Linie

(Granulozyten) und in einer Population ausdifferenzierter CD19+ B-Zellen
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(Ellison et al. 2001). Die wenn auch relativ schwache Expression von WT1 an Orten der
Hamatopoese — wie dem Dottersack, dem Knochenmark und der Leber — erharten die
Hinweise einer Funktion von WT1 bei der Entwicklung des Blutsystems
(Fraizer et al. 1995). Die Analyse der WE2-Effektor-Linie liefert eine diffuse Farbung der
AGM-Region (Aorta-Gonaden-Mesonephros), die etwa wahrend der Embryonalstadien
E8 dpc und E14 dpc ebenfalls einen Beitrag zur Entwicklung und Kolonisierung des
Blutsystems leistet (Speck et al. 2002).

Méglicherweise lasst sich die Rolle von Wt1 in den verschiedenen Organen und
Geweben grundsatzlich als tri-funktionaler Regulator mit Einfluss auf Kapazitatserhalt

(Anti-Apoptose), Differenzierung und Homdéostase von Zellen beschreiben (s. Abb. 4.4).

Gonaden

Glatte
Muskulatur

Differenzierunc

Granulosa-
Zellen

Gonaden

Abbildung 4.4: Funktion von WT1 im Organismus.

Die Darstellung ist das Resultat des Versuchs einer systematischen Gruppierung der Funktionen von WT1 in fetalen und
adulten Geweben. Mdoglicherweise trifft die postulierte dreistufige Wirkungsweise - Kapzitatserhalt, Differenzierung,
Homdostase — auf alle Organe zu, die unter der Beteiligung von WT1 entstehen. Die Einordnung der Rolle von WT1 in den
Organen Niere, Gonaden und Blut (bzw. bei deren Entstehung) ergibt sich aus dem Text (s. 0.). Eine Bedeutung von WT1
in adulten Stammzellen wird bisher nur vermutet und wurde aufgrund der entsprechenden Publikationen und Hinweise aus
der eigenen Arbeit ins Schaubild aufgenommen.

(MET): Mesenchyme-Epithelial-Transmission, (MM): Metanephrisches Mesenchym, (SZ): Stammzellen.

Ausgehend von dieser systematischen Klassifizierung lassen sich dann auch

Hypothesen zu den molekularen Mechanismen einer Wt1-vermittelten Pathogenese

157



Diskussion

ableiten: Je nachdem, zu welchem Zeitpunkt/Stadium der Entwicklung und der zu diesem
Zeitpunkt eingenommenen Rolle/Funktion von WT1 (s. Abb. 4.4, Kompartimente der
Einteilung) eine aberrante Expression des Transkriptionsfaktors entsteht, lieBe sich der

daraus resultierende Pathomechanismus ableiten:

Betrachtet man beispielsweise die Funktion von WT1 bei der Entstehung von Wilms-
Tumoren, aus der seine Einordnung als Tumorsuppressor resultiert, wirde man die
Bedeutung des Verlusts von WT1 im Zeitraum seiner Rolle als Differenzierungsgen in der
Niere suchen. Diese Einschatzung ergibt sich aus der Tatsache, dass — lage der WT1-
Funktionsverlust friher in der Entwicklung und damit in der Phase des WT1-vermittelten
Kapazitatserhalts — durch Apoptose des metanephrischen Mesenchyms (MM) keine
Nieren angelegt wirden (vgl. Wit1 k.o.-Maus, Kreidberg et al. 1993). Der bereits
beschriebene WT1-Pathomechanismus, dass WTs aus sogenannten nephrogenen
Resten (Beckwith et al. 1990, Park et al. 1993 a) — Nester persistierender undifferenzierter
Zellen des Nierenblastems —, entstehen, passt zur Einschatzung, dass WT1 bei der WT-

Pathogenese als Regulator der Differenzierung verloren geht.

Neben seiner Funktion als Tumorsuppressor verweisen neuere Arbeiten immer ofter
auch auf das onkogene Potenzial von WT1, was scheinbar im Konflikt mit der
urspringlichen, weil historisch friher aufgeklarten tumorsupprimierenden Funktion von
WT1 steht. Erste Hinweise dafiir kamen aus den Beobachtungen, dass WT7 in 80 %
lymphatischer und in 90 % myeloischer Leukdmien exprimiert ist (Miwa et al. 1992,
Miyagi et al. 1993, Bergmann et al. 1997, Algar 2002). Der hier zugrunde liegende WT1-
Pathomechanismus ist vermutlich der dysregulierte, WT1-vermittelte Kapazitatserhalt und
entfaltet sich moglicherweise durch die Regulation von Proto-Onkogenen wie MYC und
BCL2 zu bestimmten Zeitpunkten und in einem definierten zellularen Kontext
(Han et al. 2004, Mayo et al. 1999). Gerade der regulatorische Effekt auf das anti-
apoptotisch wirkende BCL2 und das pro-apoptotische BAK scheint hierbei eine wichtige
Rolle zu spielen (Karakas et al. 2002, Morrison et al. 2005). Fur die Modulation einer
BCL2-Expression, sei es aktivierend oder reprimierend, wird eine Interaktion von WT1 mit
dem bereits in der Einleitung (s. Kap. 1.3.4) genannten PAR4 als Co-Modulator diskutiert.
Diese Wechselwirkung scheint u. a. Uber die Exon 5-Sequenzen von WT1 vermittelt zu
werden und hat in diesem Fall eine reprimierende Wirkung auf BCL2. Mutationen im
entsprechenden 5’-Bereich von WT1 verhindern die notwendige Interaktion fir diese
Repression und es kommt zu einer aberranten BCL2-Expression (Johnstone et al. 1996,
Richard et al. 2001, Cheema et al. 2003).
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Ungeklart und die entscheidende Frage dabei ist, ob die WT7-Expression
notwendiger Teil einer malignen Transformation der Tumor-Zellen ist, oder ob sie einfach
die urspringliche Beteiligung undifferenzierter Wt1-exprimierender Vorlauferzellen
widerspiegelt (Algar 2002). Ausgehend von einer anti-apoptotischen Funktion von WT1 in
frihen Zellstadien (s. Abb. 4. 4, Kapazitatserhalt) scheint es mdglich, dass beide
Bedingungen zutreffen: Da WT1 zum Kapazitatserhalt beitragt, moglicherweise sogar
(zumindest im hamatopoetischen Kompartiment) der 'Stammzellfaktor' ist, ist die aktive
WT1-Expression gleichzeitig Ausdruck des 'urspriinglichen Charakters und notwendige
Voraussetzung fir die maligne Transformation (durch die pathologische Vermehrung des
Stammzellkompartiments). Gerade unter dem Gesichtspunkt, dass es flir einen
Organismus vermutlich leichter’ ist undifferenzierte Vorlauferzellen mit bestimmten
pluripotenten/multipotenten Eigenschaften in den Geweben zu erhalten (adulte
Stammzellen), als bei der Krankheitsentstehung diese Potenziale und Programme in
bereits differenzierten Zellen wieder zu reaktivieren (Dedifferenzierung) (Kopper und
Hajdu 2004).

Viele Fragen zur Verifizierung des oben vorgeschlagenen Systems fir eine generelle
Einordnung der WT1-Funktionen sind allerdings noch zu klaren. Um die Vorgange in der
Entwicklung zum jeweiligen Zeitpunkt und in definierten Zellverbanden in vivo
aufzuschlisseln, erfordert es geeignete induzierbare Tiermodelle. Die in dieser Arbeit
generierte Wt1-spezifische WE2 (Wt1-tTA*")-Effektor-Mauslinie schafft aufgrund der
durchgefuhrten Charakterisierung die Grundlage, z. B. Uber die Méglichkeit zur Regulation

interessanter Zielgene, diese Fragestellungen zu beantworten.

4.3 Ausblick

Die Komplexitat der Rolle von WT1 in der Embryonalentwicklung sowie im adulten
Lebewesen macht den Einsatz muriner konditionaler Modellsysteme unerlasslich, um die
verschiedenen Funktionen von WT1 sukzessive aufzuklaren. Die hier prasentierte Arbeit
liefert dazu einen wichtigen Beitrag, da sie Mdglichkeiten und Probleme transgener Wit1-
Modelle aufzeigt und gleichzeitig ein Werkzeug flir die Entschlisselung Wt1-relevanter
Fragestellungen liefert. Hierflr sollen relativ zeitnah einerseits noch offene entscheidende
Charakterisierungen zu den generierten Mauslinien abgeschlossen und andererseits neue
Projekte in Zusammenhang mit der Wt1-tTA Effektor-Linie in Angriff genommen werden.

Auf beides wird im Folgenden kurz eingegangen:
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Im Falle der Responder-Linien (Wt71-Resp1 und Wt1-Resp?2) ist abschlieRend zu
klaren, ob die Transgene tatsachlich transkriptionell still gelegt wurden oder ob eine der
Linien noch zu induzieren ist. Dies ist entscheidend, da bei einer Inaktivierung diese
Mauslinien unbrauchbar sind. Sollte allerdings das Transgen auf RNA-Ebene weiterhin
regulierbar nachweisbar sein, wird einer erneuter Versuch eines Rescue des Wit1-
knock outs unternommen. Dabei steht im Vordergrund, ob das generierte Konstrukt mit
den moglichen Wt1-Proteinisoformen hierzu imstande ist oder ob es zu einem anders
gearteten Phanotyp wie bei der oben aufgezeigten Verschiebung des
Geschlechterverhaltnisses kommt. Zur Zeit wird mittels einer spezifischen PCR zur
Detektion des Y-chromosomal lokalisierten Sry-Gens versucht unter den phanotypisch
doppelt transgenen @ (Wt1-tTA/Resp2) genotypische & nachzuweisen.

Zusatzlich wurde wahrend dieser Arbeit eine weitere transgene Responder-Linie
(DDS 4) hergestellt, in der in die musWt1*%%*TS_cDNA eine Punktmutation eingefiihrt
wurde, die an Position 394 von Wt1 zu einem AS-Austausch von Arginin zu Glutamin fuhrt
(R394Q). Diese typische DDS-ahnliche Mutation wurde als zweiter Hit in einem Patienten
mit akuter myeloischer Leukdmie (AML) mit einer t(8;21)-Translokation (AML/ETO,
s. Kap. 1.3.6) gefunden und fuhrt moglicherweise zu einem dominant/negativ-wirkenden
Wt1-Protein (Miyagawa et al. 1999). Die Verpaarung mit Wit1-tTA"" Effektor-Mausen
kdénnte zu einem Wt1-spezifischen knock out mit den zu erwartenden Folgen fuhren. Eine
zusatzliche Verpaarung mit transgenen AML/ETO-Mausen (Yuan etal. 2001) liefert
mdglicherweise ein dem obigen Patienten ahnliches Modell zur Untersuchung von AML in
Mausen (vgl. Nishida et al. 2006).

Die Schwierigkeiten transgener Wt1-Mausmodelle, die Gber eingefliihrte cDNAs nur
Teile der bendtigten Wt1-Isoformen exprimieren und damit keinen Rescue des Wit1-
knock outs erzielen bzw. nur Ausschnitte der kompletten Wt1-Funktionen ersetzen
kénnen, legen die Anwendung einer neueren Technik zur Erzeugung eines konditionalen
murinen Wt1 k.o.-Modells nahe: Eine sinnvolle Ergédnzung der vorhandenen Wt1-Effektor-
Mause ware eine Responder-Linie, die induzierbar eine Wt1-spezifische siRNA exprimiert.
Die Methode der RNA interference (RNAi; Ubersicht: Lenz 2005, Dorsettund
Tuschl 2004) hat ihre Funktionalitat im Saugersystem, trotz verschiedener Probleme,
bereits bewiesen (McCaffrey et al. 2002). Arbeiten von Davies efal. (2004) und
Rao et al. (2006) mit einer Wit7-siRNA zeigen einen deutlichen knock down von
endogenem Wt1 und entsprechend starke pathologische Phanotypen in Gewebekulturen
der Niere und im Hoden von transgenen Ma&ausen. Die Verwendung dieser Wit1-
spezifischen siRNA in Kombination mit regulierbaren Vektoren auf Basis des Tet on/off-
(Wetering et al. 2003) bzw. des Cre/lox-Systems (Ventura et al. 2004) befinden sich in

Vorbereitung.
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Fur die Wt1-tTA* -Effektor-Linie ist es das vordringlichste Ziel, die aus den
Charakterisierungen mit Reporter-Mausen gewonnenen Erkenntnisse hinsichtlich der
zellularen Expressionsorte des tTA durch immunhistochemische Farbemethoden zu
verifizieren. Nur so lasst sich das Potenzial der generierten Effektor-Linie als Treiber flr
interessante Zielgene in der Nephrogenese, der Gonadalentwicklung, der Vaskulogenese
oder aber in Pathogeneseprozessen dieser Organe/Gewebe beschreiben.

Um die Funktionalitat des Wt1-Effektors in einem definierten Tumor-Mausmodell zu
testen, wurden Wt1-tTAY"/LC1-Effektor-Mause mit Pten™-Mausen (Suzuki et al. 2001)
unter Dox-Applikation verpaart. Pten ist ein hochaktives Tumorsuppressorgen, dessen
Verlust fir verschiedene Tumore, u.a. Brust-, Prostata- und Ovarialkrebs, bereits
beschrieben wurde (Ubersicht: Leslie und Downes 2004, Kishimoto et al. 2003). Ohne
Dox-Administraton  kommt es in  Wt1-tTAY/LC1/Pten™-Mausen zu einem
Funktionsverlust von Pten in Wt1-positiven Organen. Es konnte bisher ein Tier mit
Lymphomen im Leisten- und Halsbereich identifiziert werden. Ob die Tumorinduktion auf
den Wt1-Effektor zurlickzufihren ist, wird zur Zeit untersucht. Allerdings konnte bereits
gezeigt werden, dass im Tumorgewebe die Exzision der gefloxten Pten-Sequenzen
stattgefunden hat.

In einem weiteren Projekt wird die Wt1-Effektor-Mauslinie erneut zur Generierung
eines murinen Wilms-Tumormodells eingesetzt. Grundlage hierbei ist, dass sich bei
Wilms-Tumoren zwei Entitdten —eine mit funktioneller Inaktivierung des WT1
Tumorsuppressorproteins und eine ohne diesen Befund — unterscheiden lassen.
Untersuchungen an Wilms-Tumorproben ergaben zunachst einen Anteil von 15 % mit
Mutationen im B-Catenin-Gen (CTNNB1). Die identifizierten Missense-Mutationen bzw.
kleineren Deletionen betreffen vor allem die fur die Phosphorylierung vorgesehenen
Aminosauren in Exon 3 (s.Kap. 1.3.4, Koesters et al. 1999, Kusafuka et al. 2002).
Entsprechend flihren sie zur Stabilisierung und Akkumulation von R-Catenin und folglich
zu einer konstitutiven Expression von WNT-Zielgenen wie MYC und Cyclin D1 (CCND1).
Eine weitere Studie stiitzt diese Ergebnisse und findet darliber hinaus eine starke
Korrelation von WT1 und B-Catenin Mutationen in WT (Maiti et al. 2000): Mindestens
75 % der WT mit WT7-Mutationen zeigen aktivierende Mutationen in CTNNB1. Weitere
gefundene Lasionen zeigen einen LOH in 5921, der das APC-Gen betrifft und den
angegebenen Prozentsatz von Tumoren mit aberranter WNT-Signalkaskade
moglicherweise noch erhoht (Hoban etal. 1997, Mannensetal. 1990). Diese
Beobachtungen deuten auf eine Aktivierung der WNT-Signalkaskade in der Gruppe der
WT1-defizienten WT hin, wahrend WT, deren Pathogenese anscheinend nicht auf der
Inaktivierung des WT1-Proteins beruht, diese Mutationen nicht zeigen. Die offenbar im

WT-Gewebe auftretende Selektion maligner, entarteter Zellen, welche kein funktionelles
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WT1-Protein, jedoch entsprechend stabilisiertes 3-Catenin aufweisen, ist vermutlich auf
die Uberexpression einer Vielzahl von Transkriptionsfaktoren und Signalmolekilen
zurtckzufihren. lhre Dysregulation scheint den Funktionsverlust von WT7 in den
betroffenen Zellen zu kompensieren, diese der Apoptose zu entziehen und so die
Voraussetzung fir die klonale Expansion WT1-defizienter Tumorzellen im Rahmen der
WT-Progression zu ermdglichen (Li et al. 2004). Die Expression von stabilisiertem R-
Catenin in Wt1-positiven Geweben soll durch die Verpaarung von Wt1-tTA*"/LC1-Mausen
mit Catnb(floxEx3)-Mausen erreicht werden. Diese Linie Catnb(floxEx3) tragt das Exon 3
flankiert von loxP-Sequenzen, die bei Anwesenheit der Cre-Rekombinase zu dessen
Exzision flihren (Harada et al. 1999). Damit werden im entsprechenden Protein die
Aminosauren entfernt, deren Phosphorylierung durch die Glykogen-Synthasekinase 3
(GSK3) die Ubiquitin-vermittelte Degradation von R-Catenin kontrolliert (Morin et al. 1997,
Rubinfeld et al. 1997). Die daraus resultierende Stabilisierung von R-Catenin flihrt zur
Expression von Wnt-Zielgenen wie Cyclin D1, c¢-Myc und I[d2 (He etal. 1998,
Shtutman et al. 1999, Rockman et al. 2001) und sollte — insbesondere auf einem Wt1*/"-
Hintergrund — Wilms-Tumore induzieren.

Parallel hierzu wird in Kooperation mit Dr. V. Huff (Anderson Cancer Center,
Houston/Texas, USA) eine &ahnliche Verpaarung mit der gleichen Zielsetzung der
Induktion von Wilms-Tumoren bzw. der Analyse Wt1-relevanter Entwicklungs-stérungen
vorgenommen: So sollen in diesem Projekt zundchst Wt1"™/tTA/LC1-Mause erzeugt
werden, in denen durch Dox-Entzug die Exzision der gefloxten Wt1-Exons 8 und 9
(s. Kap. 1.3.7: Wt1-Mausmodelle, Gao et al. 2006) zu einem homozygoten Wt1-knock out
fuhrt. Wahlweise soll dies mit der zusatzlichen Expression von stabilisiertem [3-Catenin

durch das Einkreuzen von Catnb(floxEx3)-Mausen (s. 0.) erfolgen.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Der Wilms-Tumor (WT, Nephroblastom) ist ein embryonaler Nierentumor, der durch
die maligne Transformation von undifferenziertem Nierengewebe, sog. nephrogenen
Resten, entsteht. WT treten mit einer Inzidenz von 1 in 10.000 Lebendgeburten auf. Das
Hauptmanifestationsalter, der normalerweise einseitig und sporadisch auftretenden
Tumore, liegt zwischen dem 3. und 4. Lebensjahr. Etwa 10 % der Patienten entwickeln
jedoch bilaterale Tumore. In diesen Fallen ist eine Assoziation mit komplexen genetischen
Krankheitsbildern (u.a. WAGR-, Denys-Drash-, Frasier- und Beckwith-Wiedemann-
Syndrom) festzustellen. In 2 % aller WT-Falle ist ein familidrer Hintergrund nachgewiesen.

In 15 % der sporadischen WT sind Mutationen im WT1 (Wilms-Tumor 1)-Gen
beschrieben. WT1 besteht aus zehn Exons und weist typische Merkmale von
Transkriptionsfaktoren (z. B. vier Zinkfinger) auf. Zwei alternative Spleillereignisse
betreffen Exon 5 (+/-Exon 5) und Exon 9 (Transkripte mit bzw. ohne die codierenden
Sequenzen fir die AS Lysin-Threonin-Serin; +/-KTS). Die Lage der drei alternativ
vorhandenen AS zwischen den Zinkfingern 3 und 4 bestimmt die verschiedenen
Funktionen der WT1-Proteine (4 Isoformen) als Transkriptionsfaktor (-KTS) bzw. als
RNA-bindendes Protein (+KTS). Das zundchst im Zusammenhang mit WT als
Tumorsuppressorgen identifizierte WT17 ist ein Entwicklungsgen mit einem sehr
komplexen Expressionsmuster in der Embryonalentwicklung. Dabei ist v.a. die
Bedeutung in der Urogenitalentwicklung entscheidend. Konstitutive, homozygote
Wt1™" k.0.-Mause sind embryonal (~ E13,5 dpc) letal und bilden u. a. keine Gonaden und
keine Nieren. Aus diesem Grund existiert bisher kein Wilms-Tumormodell.

Die Herstellung eines konditionalen murinen Tiermodells auf Basis des Tet on/off-
Systems zur Untersuchung der Nierenentwicklung bzw. zur Analyse der Wilms-
Tumorpathogenese war Ziel dieser Arbeit. Hierfir wurden drei Mauslinien generiert:

Zwei transgene sog. Responder-Linien, die eine chimare spleiRbare Wt71-cDNA der

Variante musWi1+Exon 5+/-KTS

unter der Kontrolle eines Tet-responsiven Promotors im
Genom tragen. Dieses tTA/Dox-abhangig regulierbare Wt1-Transgen (tgWt7) sollte
(exogen regulierbar) die Expression des endogenen Wt71-Lokus ausreichend nachahmen,
um die kritischen Phasen der Embryogenese zu Uberwinden und lebensfahige Tiere zu
erhalten. Parallel dazu wurde die Wt1-Effektor-Mauslinie (WEZ2) generiert. Diese tragt
einen tetrazyklinabhangigen Transaktivator (tTA) zur Steuerung Tet-regulierbarer
Transgene unter der Kontrolle des endogenen Wt7-Promotors. Die durch homologe
Rekombination in ES-Zellen erreichte Integration des tTA direkt am Translationsstartpunkt
des Wt1-Lokus hat in den Tieren einen heterozygoten Wt1 knock out/tTA knock in zur

Folge. Die bisher vorgenommenen Verpaarungen doppelt transgener Wt1-tTA™/Resp-
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Mé&use ergaben keinen Rescue des letalen Wt1 k.o. und es konnten bislang keine Wilms-
Tumore induziert werden.

Alle im Verlauf der Arbeit generierten Mauslinien wurden umfassend charakterisiert.
So konnte flr die Tiere der Responder-Linien Wt1-Resp1 (mit zusatzlichen Isolator-
Sequenzen zum Schutz des Transgens vor Positionseffekten) und Wt7-Resp2 (ohne
Isolatoren) konnte die Tet-induzierbare Expression und die SpleiRbarkeit des tgWt7 in
MEF-Assays und mittels Effektor-Mausen auf RNA-Ebene nachgewiesen werden.

Die genomische Charakterisierung der WE2-Linie ergab eine ungeklarte etwa 120 kb
grolde Inversion am Wt71-Lokus, die alle 5'-regulatorischen Sequenzen mitsamt des tTA
vom Rest von Wt1 trennt. Tiere dieser Linie weisen aber dennoch einen funktionalen
Wt1 k.o. auf: Unter den Nachkommen aus Intercross-Verpaarungen von Wt1-tTA™ -
Mausen lassen sich auf Grund der Letalitdt keine Wt1”-Genotypen nachweisen. Die
Charakterisierung der Effektor-Linie auf RNA-Ebene und mittels Reporter-Mausen liefert
ein Wt1-analoges tTA-Expressionsmuster: So findet man eine deutliche tTA-Expression
u. a. in Niere (Glomeruli), Uterus, Ovar und Testis. Die hier vorgestellten Experimente
ergeben daruber hinaus eindeutige Hinweise einer Beteiligung von Wt1 in der Entstehung

der glatten Muskulatur bzw. in der Vaskulogenese.
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