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1.1 Embryonale Tumorerkrankungen

Embryonale Tumorerkrankungen manifestieren sich zwischen dem 0. und 15. Lebensjahr und
haben mit 33 % einen groflen Anteil an den gesamten Tumorerkrankungen dieser Altersgruppe
(Eder und Gutjahr, 2010). Man spricht dabei von embryonalen Tumoren, da sie aus
frihembryonalen Organanlagen entstehen, die sich in Form von undifferenzierten
Mesenchymverdichtungen préasentieren (Blastem). Zu dieser Gruppe gehéren u. a. die in Tabelle
1.1 aufgelisteten Neuroblastome, Nephroblastome (Wilms-Tumore), Retinoblastome,
Hepatoblastome und Medulloblastome (Scotting et. al., 2005). Sie unterscheiden sich
grundlegend von soliden, adulten Tumorerkrankungen. Dies soll im Folgenden genauer erlautert
werden.

Tabelle 1.1: Haufigkeit embryonaler Tumorerkrankungen

In dieser Tabelle sind die haufigsten embryonalen Tumorerkrankungen aufgelistet. Die Angaben sind in Prozent

angegeben und beziehen sich immer auf die gesamten malignen Tumorerkrankungen, die zwischen dem Alter von 0.
bis 15. Jahren auftreten (Angaben entnommen aus Pizzo et. al., 1993 bzw. Eder und Gutjahr, 2010).

Embryonale Tumorerkrankung Anteil an malignen, kindlichen Tumoren
Medulloblastome ~15%
Neuroblastome ~8%
Nephroblastome ~ 6%
Retinoblastome ~2-3%
Hepatoblastome ~1,5-2%

Generell besitzen Tumorzellen mehrere Merkmale. Diese sind u. a. eine gesteigerte
Proliferations- und Migrationsféhigkeit, eine Resistenz gegen Apoptose und Wachstumshemmer,
sowie die Fahigkeit zur verstarkten Angiogenese und Selbsterneuerung (Hanahan und Weinberg,
2011). Eine noch undifferenzierte mesenchymale Zelle einer embryonalen Organanlage besitzt
viele dieser Eigenschaften, wie z. B. eine gesteigerte Proliferations- und Migrationsaktivitét,
sowie die Fahigkeit der Selbsterneuerung und der Resistenz gegen Apoptose. Sie weist also
schon viele Charakteristika einer Tumorzelle auf, so dass nur wenige zusétzliche genetische
Ereignisse auftreten massen, um eine tumordse Veranderung entstehen zu lassen. Im Gegensatz

dazu missen differenzierte adulte Zellen eines Organs erst durch mehrere Mutationen diese

1
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Fahigkeiten erlangen, damit sich aus ihnen ein solider, adulter Tumor bilden kann. Generell ist
also der Ursprung einer Tumorerkrankung einer der wesentlichen Unterschiede zwischen
embryonalen und adulten, soliden Tumoren (Scotting et. al., 2005).

Ein weiterer bedeutender Unterschied zwischen den beiden Erkrankungen ist das umliegende
Gewebe in dem die Tumore entstehen. So sind z.B. noch undifferenzierte mesenchymale Zellen
einer embryonalen Organanlage von vielen undifferenzierten Vorlauferzellen ihrer Art umgeben,
die sich gegenseitig beeinflussen und stimulieren. Zuvor entartete Zellen kénnen daher im Laufe
der Organogenese z. B. durch Wachstumsfaktoren, Chemokine oder Hormone, die durch das
umliegende sich differenzierende Gewebe gebildet werden, positiv in ihrer Migration und
Proliferation beeinflussen werden, so dass einfacher Tumore entstehen. Im Gegensatz dazu
beeinflussen sich differenzierte adulte Zellen eines Organs kaum noch, wodurch eine
Tumorgenese erst im fortgeschrittenen Krankheitsverlauf durch umliegendes Gewebe stimuliert
wird (Scotting et. al., 2005).

Generell bleibt also festzuhalten, dass in embryonalen Tumorerkrankungen eine normale
Organogenese eng mit einer Tumorgenese dieser Organe verkniipft ist. Doch im Gegensatz zu
vielen soliden, adulten Tumorerkrankungen wei3 man Uber die genetischen Ursachen und die
genauen Mechanismen der Entstehung dieser embryonalen Tumore noch sehr wenig. Dies trifft
auch auf die Erkrankung des Wilms-Tumors (Nephroblastome) zu. Dieser embryonale Tumor

soll im nachsten Abschnitt beschrieben werden.

1.2 Der Wilms-Tumor

1.2.1 Allgemeines zum Wilms-Tumor

Tumore der Niere sind die am h&ufigsten auftretenden Tumorerkrankungen bei Kindern. Zu
dieser Gruppe gehort die embryonale Tumorerkrankung des Wilms-Tumors (Nephroblastom),
wobei sie den groBten Anteil der kindlichen, renalen Tumore darstellt (\VVaran et. al., 2008).

1814 wurde diese Tumorerkrankung das erste Mal von Rance beschrieben (Rance, 1814) und
erhielt ihren Namen 1899 durch den Chirurgen Max Wilms (Wilms, 1899). Es handelt sich dabei
um einen hochmalignen, embryonalen Mischtumor, der sein Hauptmanifestationsalter zwischen
dem zweiten und dritten Lebensjahr zeigt. Die Inzidenz liegt bei 1 : 8000 Kindern und es ist
keine Geschlechtspravalenz bekannt (Eder und Gutjahr, 2010). Als erste und hé&ufigste
Symptome treten schmerzlose Schwellung des Bauchraums (siehe Abb. 1.1), sowie
Gewichtsverlust auf (Varan et. al., 2008). Wesentlich seltener begleiten diese Symptome eine
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Hamaturie (Green, 1985) und eine renale Hypertonie (Coppes, 1993). Nachfolgend stehen im
Vordergrund der Diagnostik meist bildgebende Verfahren, wie CT (Computertomographie) und
Ultraschall (Damgaard-Pedersen, 1980). Mit Hilfe dieser Verfahren entdeckt man bis zu 50 %
aller Wilms-Tumore im Krankheitsstadium | und Il (Eder und Gutjahr, 2010). Jeweils abhéngig
vom Stadium der Erkrankung wird therapiert, wobei eine Tumornephrektomie, sowie eine
praoperative Chemotherapie im Falle des Krankheitsstadiums | und Il durchgefihrt werden. Ist
die Tumorgenese des Wilms-Tumors schon weiter fortgeschritten (Stadium Il und V),
kombiniert man die zuvor beschriebenen Therapieformen mit radioaktiver Bestrahlung (Davidoff
et. al., 2009). In diesem Zusammenhang versucht man gegen Metastasen vorzugehen, die oft in
der Leber und den Lymphknoten anzutreffen sind. Aufgrund der Verbesserung der Therapien
konnte in den letzten Jahren die Uberlebensrate von anfangs 30 % auf 90 % erhoht werden
(Varan et. al., 2008).

Abbildung 1.1: Das klinische Bild
des Wilms-Tumors

A) Zu sehen ist ein junger Patient mit
einer fur die Wilms-Tumorerkrankung
typischen Schwellung des Bauchraums
(roter Pfeil). B) CT-Aufnahme eines
groRBen,  raumgreifenden  Wilms-
Tumors (WT), der die gesunde Niere
(N) verdrangt. Als Orientierung ist die
Wirbelsdule  (Ws) erkennbar. C)
Querschnitt durch einen Wilms-Tumor
nach Nephrektomie. Das gesunde,
rotliche Nierengewebe (N)
unterscheidet sich  deutlich vom
gelblichen Wilms-Tumorgewebe (WT)
(Abbildungen entnommen aus Eder
und Gutjahr, 2010).

Oft treten Wilms-Tumore im Zusammenhang mit syndromalen Erkrankungen auf (siehe
Einleitung 1.2.2). Zudem gibt es einige Genmutationen und Chromosomaberrationen, die mit der
Entstehung des Tumors in Verbindung gebracht werden (siehe Einleitung 1.2.4). Die oben
angesprochenen Punkte sollen zusammen mit dem zellularen Ursprung und der Histologie des

Wilms-Tumors (siehe Einleitung 1.2.3) in den folgenden Kapiteln erl&utert werden.

1.2.2 Wilms-Tumor assoziierte Syndrome

Wilms-Tumore treten im Zusammenhang mit vielen syndromalen Erkrankungen auf
(Pendergrass et. al., 1976). Dazu gehoren u.a. die in Tabelle 1.2 aufgelisteten Syndrome WAGR
3
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(Wilms™ tumor, aniridia, genitourinary abnormalities and mental retardation), Denys-Drash,
Frasier, Beckwith-Wiedemann, Simpson-Golabi-Behmel, Sotos und Perlman (Rivera und Haber,
2005). In dieser Dissertation wird nur néher auf das Denys-Drash-Syndrom (DDS) eingegangen.
Tabelle 1.2: Syndrome mit assoziierter Wilms-Tumorerkrankung

Viele Syndrome sind mit einem Auftreten eines Wilms-Tumors verbunden. In der Tabelle sind diese zusammen mit

dem Risiko einer Wilms-Tumorerkrankung (in Prozent) und ihrer genetischen Aberration dargestellt (Daten
entnommen aus Rivera und Haber, 2005 bzw. Varan et. al., 2008).

Syndrom Aberranter Lokus (Gen) Wilms-Tumor Risiko
Denys-Drash 11p13 (WT1) 90 %
WAGR 11p13 (WT1) 30%
Perlman nicht bekannt 30 %
Simpson-Golabi-Behmel Xq26 (GPC3) 7,5 %

Beckwith-Wiedemann 11p15 (IGF2/H19/LIT) 5%

Sotos 5935 (NSD1) <5%
Frasier 11p13 (WT1I) <1%

Das DDS wurde zuerst von Denys und Drash im Jahre 1967 bzw. 1970 beschrieben (Denys et.
al., 1967; Drash et. al., 1970). Heterozygote Keimbahnmutationen von WT1 (Wilms-Tumorgen
1) konnten als Ursache der Entstehung identifiziert werden (Pelletier et. al., 1991). Bei diesen
WT1-Mutationen handelt es sich um Punktmutationen, die meist in Exon 8 bzw. 9 dieses Gens
anzutreffen sind (Mueller, 1994). Die hé&ufigste dieser Mutationen ist eine Transition von
Cytosin zu Thymin an Position 1180, die einen Aminosdureaustausch von Arginin zu
Tryptophan zu Folge hat (R394W). Alle diese WT1-Punktmutationen verandern die strukturelle
Organisation der Zinkfinger 2 und 3 von WT1, wodurch die Fahigkeit des Transkriptionsfaktors
an DNA zu binden vermindert oder unterbunden wird (Little et. al., 1997). Des Weiteren
scheinen sie einen dominant-negativen Effekt auf funktionsfahiges WT1 auszuiben (Hastie,
1992; Little et. al., 1993; Bardeesy et. al., 1994 a; Moffet et. al., 1995). Als Folge der
eingeschrankten WT1-Aktivitdt (siehe Einleitung 1.3.2) kommt es zu schwerwiegenden
Urogenitaldefekten, Glomerulopathien (mesangiale Sklerose bzw. fokal segmentale
Glomerulosklerose; siehe Abb. 1.2), XY-Hermaphroditismus und in ~ 90 % der betroffenen

Patienten zur Wilms-Tumorerkrankung (Pelletier et. al., 1991 a).
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Abbildung 1.2: Veranderungen der
T N o~ Glomeruli in Patienten mit DDS

S

Die Abbildung zeigt eine Lichtmikroskop-
Aufnahme eines HE-geféarbten, gesunden
Glomerulus (A) und eines verdnderten
Glomerulus eines Patienten mit DDS (B).
A) Im nicht verdnderten Glomerulus
erkennt man das von der Bowman-Kapsel
umgebene kapillare GefaRknduel mit
Podozyten (P; rote Pfeile) und
Mesangiumzellen (M; schwarze Pfeile).
B) Bei Patienten mit DDS kommt es zur
gesteigerten Proliferation von Podozyten
(P; rote Pfeile) und Mesangiumzellen (M; schwarze Pfeile). Nachfolgend bewirkt dies eine verstarkten Apoptose
und Vernarbung des Gewebes des Glomerulus, wodurch sich Glomerulopathien mit spateren Nierenversagen
entwickeln (Abbildungen entnommen aus Yang et. al., 2004)

1.2.3 Ursprung und Histologie des Wilms-Tumors

Um die Tumorgenese des Wilms-Tumors besser verstehen zu kdnnen, muss man zunéchst die
normale Entwicklung der Niere (Nephrogenese) betrachten, bevor man mit Hilfe der Histologie
den Ursprung dieser Erkrankung erldutern kann.

In Wirbeltieren entwickelt sich die Niere im intermedidren Mesoderm aus drei Nierensystemen,
die als VVorniere (Pronephros), Urniere (Mesonephros) und Nachniere (Metanephros) bezeichnet
werden. Beim Menschen bilden sich die Vor- und die Urniere wahrend der frihen
Embryogenese zuriick und die eigentliche Niere entwickelt sich aus der Anlage der Nachniere
(Drews, 1993). Dazu sind komplexe Prozesse und Interaktionen zwischen den Derivaten des
intermediaren Mesoderms (Wolff-Gang und metanephrischen Mesenchym) notwendig (Schedl
und Hastie, 2000; Vainio und Lin, 2002; Schedl, 2007).

Zu Beginn der Nephrogenese kommt es zum Auswuchs der Ureterknospe aus dem Wolff-Gang
in das umliegende metanephrischen Mesenchym (siehe Abb. 1.3). Nachfolgend verzweigt sich
die Ureterknospe und das metanephrischen Mesenchym kondensiert um deren geteilte Enden.
Gesteuert wird dies durch die Expression verschiedener Gene in der Ureterknospe. Diese Gene
sind es auch, die im kondensierten Mesenchym eine mesenchymale-epitheliale Transition (MET)
induzieren, wodurch nachfolgend die Entstehung der funktionellen Einheiten der Niere
(Nephrone) eingeleitet wird. Dabei sind die ersten epithelialen Strukturen sogenannte renale
Vesikel, aus denen sich nachfolgend Komma- und S-férmige Vesikel bilden. Mit zunehmender
Differenzierung entwickeln sich aus diesen Strukturen alle Elemente der Nephrone, wie z. B. die
Glomeruli, die proximalen und distalen Tubuli und die Elemente der Henle-Schleife.
Gleichzeitig kommt es zur weiteren Verzweigung der Ureterknospe und zur Bildung von
Sammelrohren. Diese verbinden sich nachfolgend mit den zuvor aus den Komma- und S-

formigen Vesikeln entwickelten distalen Tubuli. Somit werden durch die Interaktion von
5
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Ureterknospe und metanephrischen Mesenchym die funktionellen Einheiten der Niere gebildet,
die von stromalen Zellen umgeben sind (Schedl und Hastie, 2000; Rivera und Haber, 2005;
Schedl, 2005).

A: B: Tag 10,5 C:Tag 11,5
Wolff-Gang Kondensierendes
Mesenchym
e
Uk
oo
o,
Oo OO
N 3 30 —_—

Metanephrisches
Metanephrisches Mesenchym

Mesenchym

D: Tag 12,5

Glomerulus

Bowman-
Kapsel

Distaler
Tubulus

Abbildung 1.3: Der Ablauf der Nephrogenese

A) Die spéatere Niere entsteht aus dem Wolff-Gang und dem noch uninduzierten metanephrischen Mesenchym. B)
An Tag 10,5 der murinen Embryogenese fiihren reziproke Induktionsprozesse zwischen dem metanephrischen
Mesenchym und dem Wolff-Gang zum Auswachsen der Ureterknospe (UK). C) Nachfolgend kommt es an Tag 11,5
zu weiteren induktiven Wechselwirkungen zwischen der Ureterknospe und dem induzierten metanephrischen
Mesenchym. Dies hat zum einen die Verzweigung der Knospe zur Folge und zum anderen eine Entstehung des
kondensierten Mesenchyms um die Spitzen der verzweigten Ureterknospe. D) Die Zellen des kondensierten
Mesenchyms vollziehen im weiteren Verlauf eine mesenchymale-epitheliale Transition (Tag 12,5), so dass die
ersten epithelialen Strukturen entstehen (Renale Vesikel). E) Mit der fortschreitenden Differenzierung (Tag 13,5)
bilden sich aus den renalen Vesikeln sogenannte Komma- und S-formige Vesikel (K-V bzw. S-V), aus denen die
Nierentubuli hervorgehen. F) Zwischen Tag 14,5 und 16,5 der murinen Schwangerschaft kommt es zur Reifung der
funktionellen Einheiten der Niere (Nephrone). Dabei verbinden sich die entstandenen Tubuli (rot) mit denen aus der
Ureterknospe gebildeten Sammelrohren (grau). Zudem kommt es zum Einwachsen eines GeféRknduels
(Glomerulus) in eine neu gebildete Bowman-Kapsel. In dieser Kapsel differenzieren sich einige epitheliale Zellen zu
sogenannten Podozyten. (Abbildung veréndert nach Rivera und Haber, 2005).
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Die meisten Wilms-Tumore weisen nun eine triphasische Histologie auf (siehe Abb. 1.4). Sie
setzen sich dabei aus epithelialen, stromal/mesenchymalen und blastemalen Anteilen zusammen,
wobei in einigen Tumoren eine Gewebeart den grofiten Anteil des Tumors bilden kann (Harms
und Zeidler, 1981). Diese unterschiedliche Differenzierung der Tumorzellen spricht fur eine
aberrante Entwicklung des metanephrischen Mesenchyms, die schon sehr frih in der
Nephrogenese stattzufinden scheint. Dies konnte durch eine Stérung der wechselseitigen
Induktion zwischen dem Epithelgewebe der Ureterknospe und dem Mesenchym wéhrend der
Nephrogenese entstehen. Daher waren Mutationen von Genen (siehe Einleitung 1.2.4), die
bedeutend fir die Regulation der friilhe Nephrogenese sind, eine Erklarung fir die Entstehung
eines triphasischen Wilms-Tumors (Rivera und Haber, 2005; Schedl, 2007).

Generell scheinen sich dabei die triphasischen Tumore aus sogenannten nephrogenen Resten
(multipotente Nierenvorlauferzellen) zu entwickeln, die tber die 36. Schwangerschaftswoche
hinaus als Nester zwischen normal differenziertem Nierengewebe zu finden sind. Ungefahr 40 %
aller Wilms-Tumorpatienten weisen diese Vorlaufer der Tumorentstehung auf (Beckwith et. al.,
1990; Park et. al., 1993, Fleming, 1997; Charles et. al., 1998).

Abbildung 1.4: Die triphasische Histologie des Wilms-Tumors

Die Histologie einer normal entwickelten Niere (A/B) wird in dieser Abbildung der Histologie eines humanen,
triphasischen Wilms-Tumors gegenibergestellt (C). In A) und B) sind das Nierenmark (A) und die Nierenrinde (B)
zu sehen (HE-Féarbung/10-fache Lichtmikroskop-Aufnahme). Man erkennt alle Zelltypen einer normal
differenzierten Niere, wie z.B. die Glomeruli (G), die proximalen (pT) und distalen Tubuli (dT), die Sammelrohre
(S) und die Tubuli der Henle-Schleife (H). C) Ein triphasischer Wilms-Tumor enthalt blastemale (rote Pfeile),
stromale (schwarze Pfeile) und epitheliale Anteile (blaue Pfeile). Die Elemente einer normal entwickelten Niere sind
nicht erkennbar (Abbildung entnommen aus Eder und Gutjahr, 2010).
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1.2.4 Die Genetik des Wilms-Tumors

Die genetischen Ursachen einer Wilms-Tumorerkrankung sind bis heute weitgehend unbekannt.
Die Forschungsarbeiten der letzten Jahrzehnte haben aber viele Mechanismen und Gene
aufgedeckt, die an der Tumorgenese des Wilms-Tumors beteiligt zu sein scheinen.

So postulierten Knudson und Strong im Jahre 1972 e¢in ,,Two-Hit-Model “ fir die Entstehung des
Wilms-Tumors (Knudson und Strong, 1972). Sie nahmen an, dass eine schon vorhandene
Keimbahnmutation (erster hit) in einem Allel eines Gens zur heterozygoten Inaktivierung eines
noch unbekannten Tumorsuppressorgens fihrt. Die Wahrscheinlichkeit einer zweiten,
somatischen Mutation (zweiter hit) im anderen Allel dieses Gens wiirde somit durch die schon in
allen Korperzellen vorhandene erste Mutation erhéht werden und konnte nachfolgend zur
Entstehung eines Wilms-Tumors beitragen. Diese Theorie basierte auf epidemiologischen
Studien von Familien mit heritdren Wilms-Tumorerkrankungen, wobei diese Falle sehr selten
sind und nur 1 % der Patienten mit Wilms-Tumoren ausmachen (Knudson und Strong, 1972).
Das ,, Two-Hit-Model* scheint somit auf diese Félle der Wilms-Tumorerkrankung zuzutreffen
und konnte eine Tumorpradisposition erklaren. Doch um die verschiedenen Schritte der
anschlieBenden Tumorprogression zu erlautern und die Entstehung von sporadisch auftretenden
Wilms-Tumoren zu klaren (99 % aller Wilms-Tumorerkrankungen), bendétigt man ein
Mehrschrittmodell (Brlning et. al., 1995; Beckwith, 1997; Hanahan und Weinberg 2000 bzw.
2011).

In den letzten Jahren konnten durch Mikrodissektionsexperimente an Wilms-Tumoren einige
Gene und Chromosomenaberrationen entdeckt werden, die wohl zur Tumorgenese des Wilms-
Tumors beitragen. So konnte man bei etwa 20 % aller Wilms-Tumore eine Mutation von WT1
feststellen (Huff, 1998; Ruteshouser et. al., 2008). Zudem wurde bei ungefédhr 15 % eine
Mutation von CTNNB1 (Catenin, cadherin-associated protein, beta 1) und eine damit
verbundene erhOhte Aktivitat der kanonischen Whnt-Signalkaskade beobachtet (Koesters et. al.,
1999, Maiti et. al., 2000; Li et. al., 2004; Corbin et. al., 2009). Die Mutationen dieser beiden
Gene treten dabei oft zusammen auf und sind daher in nur ~ 15 % aller Wilms-Tumore zu finden
(Maiti et. al., 2000). Zwei weitere Gene, die hdaufig in Wilms-Tumoren mutiert vorliegen, sind
WTX (Wilms-Tumor gene on chromosome X) und p53 (tumor protein 53). Wahrend WTX in etwa
20 % aller Wilms-Tumore mutiert ist (Rivera et. al., 2007; Ruteshouser et. al., 2008; Perotti et.
al., 2008; Fukuzawa et. al., 2010), sind es im Falle von p53 nur 5 % (Bardeesy et. al., 1994 b).
Bei denen in Wilms-Tumoren beobachtetet Chromosomenaberrationen ist der Verlust des
Imprintings (loss of imprinting) bzw. der Verlust von Allelen (loss of heterozygosity) und die
uniparentale Disomie der Chromosomenregion 11p15 am hé&ufigsten zu entdecken. In
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verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass sie in bis zu 70 % der Wilms-Tumore zu
beobachten sind (Ogawa et. al., 1993; Steenman et. al., 1994; Satoh et. al., 2006; Haruta et. al.,
2008). Weitere eher selten zu beobachtende Chromosomenaberrationen sind u. a. der Verlust von
Allelen auf Chromosom 1p (Grundy et. al., 1994), 7p (Grundy et. al., 1998) und 16g (Maw et.
al., 1992).

Alle zuvor beschriebenen Genmutationen und Chromosomenaberrationen scheinen an der
Tumorgenese des Wilms-Tumors beteiligt zu sein. Doch bis heute bleiben der genaue
Mechanismus und die Abfolge der genetischen Ereignisse weitgehend unklar, die zur Entstehung
dieses Tumors fiihren. Das gemeinsame Auftreten von verschiedenen Mutationen und
Aberrationen deutet darauf hin, dass sie in Wilms-Tumoren vielleicht zeitlich nacheinander
auftreten und sie somit zunéachst die Tumorpréadisposition und dann im weiteren Verlauf die
Tumorprogression positiv beeinflussen. Ein Beispiel dafur waren die beiden zuvor erwahnten
Gene WT1 und CTNNB1, deren gemeinsame Mutation in ~ 15 % aller Wilms-Tumore

beobachtet werden kann. Diese beiden Gene sollen im Folgenden genauer beschrieben werden.

1.3 Das Wilms-Tumorgen 1 (WT1)

1.3.1 Allgemeines zum WT1

Im Jahre 1990 konnten Rose und Kollegen das erste Wilms-Tumorgen (WT1) der
chromosomalen Region 11p13 zuordnen (Rose et. al., 1990). Ein wenig spéater identifizierten
verschiedene Arbeitsgruppen das in diesem Fall mutierte WT1-Gen durch positioniertes
Klonieren in Proben von Wilms-Tumoren (Call et. al., 1990; Gessler et. al., 1990; Huang et. al.,
1990). Auch nachfolgende Expression- und Mutationsanalysen bestétigten eine mogliche Rolle
von WT1 in der Wilms-Tumorgenese und der normalen Nephrogenese (Haber et. al., 1990;
Bonetta et. al., 1990; Pelletier et. al., 1991 b).

Das WT1-Gen umfasst auf Chromosom 11p13 einen 50 kb groRBen Lokus und besteht aus 10
Exons (siehe Abb. 1.5). Dabei ist das Gen hochkonserviert und im Genom aller Vertebraten zu
finden (Hohenstein und Hastie, 2006). Es codiert ein ca. 3,0 kb groRes Transkript, aus dem durch
verschiedene Startkodons (Haupttranslationsstart AUG, 5 gelegenes CUG, 3" im Leserahmen
gelegenes internes AUG, Translationsstart vom alternativen Exon 1 und Intron 5), RNA-Editing
(Austausch von Leucin-280 zu Prolin) und alternatives Spleil3en bis zu 36 mdgliche Isoformen
entstehen konnen (Ubersicht: www.ensembl.org; Hohenstein und Hastie, 2006; Huff, 2011). Je

nach Translationsstart und SpleiBvariante wird durch die Translation ein 36-62 kDa grolies

Protein gebildet.
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Abbildung 1.5: Das Wilms-Tumorgen 1 und sein Protein

Die schematische Darstellung zeigt in A) das WT1-Gen und in B) das WT1-Protein. A) Das WT1-Gen besteht aus 10
Exons (hellblau). Bestimmte Bereiche der Exons konnen durch alternatives SpleiRen entfernt oder hinzugefugt
werden (rot). Dabei entstehen die Hauptisoformen +/- Exon 5 (roter Pfleil/ A) oder +/- KTS von WT1 (roter Pfeil/
B). B) Das WT1-Protein weist typische Charakteristika eines Transkriptionsfaktors auf. Vier Cys,-His, Zinkfinger
am C-terminalen Ende des Proteins bilden die DNA/RNA-Bindedomane und ermdglichen zudem den Kernexport.
Der N-terminale Bereich stellt dagegen eine prolin- und glutaminreiche Transregulationsdoméne dar. In diesem
Bereich befindet sich eine aktivierende (AD) und reprimierende Domdane (RD), sowie eine Region zur
Selbstassoziation und RNA-Interaktion (RNA-Int). Die Stellen des alternativen Spleif3ens sind wiederum durch rote
Pfeile markiert (+/- Exon 5 und +/- KTS) (Abbildung verandert nach Scholz und Kirschner, 2005).

Die augenscheinlich physiologisch bedeutendsten Isoformen entstehen durch alternatives
Spleilen. Diese Spleiliereignisse betreffen das 17 Aminoséduren codierte Exon 5 (+/- Exon 5),
sowie eine mdgliche Insertion der drei Aminosauren Lysin-Threonin-Serin (+/- KTS) in Exon 9
(Haber et. al., 1991). Diese vom Haupttranslationsstart (AUG) gebildeten Hauptisoformen haben
eine Grole zwischen 52-54 kDa und besitzen wie fast alle anderen WT1-Isoformen einen prolin-
und glutaminreichen N-Terminus (Transregulationsdoméne wu.a. mit einer Region zur
Selbstassoziation), sowie vier Cys,-Hisy-Zinkfinger (DNA/RNA-Bindedoméne), die im C-
terminalen Teil des Proteins liegen (Exon 7-10). WT1 zeigt somit typische Merkmale eines
Transkriptionsfaktors (Call et. al., 1990; Rauscher et. al., 1990; Hohenstein und Hastie, 2006),
dessen Zinkfinger zudem eine Homologie zu ERGL1 (early growth reponse protein 1) aufweisen
(Rauscher et. al., 1990). Generell treten alle Isoformen immer in einem Kkonstanten
Mengenverhéltnis zueinander auf (Haber et. al., 1991). Im Folgenden soll nur die physiologische
Funktion der Hauptisoformen WT1 +/- KTS beschrieben werden, da tber die Funktionen der

anderen Isoformen nur wenig bekannt ist.
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Den zwei Isoformen WT1 +/- KTS konnten eindeutige physiologische Funktionen zugewiesen
werden. Dabei scheint die — KTS-Isoform die Rolle eines Transkriptionsfaktors zu besitzen. Sie
hat eine hohe Bindungsaffinitit zu DNA und kann aktivierend oder reprimierend wirken
(Rauscher et. al., 1990; Wang et. al., 1993; Cook et. al., 1996). Dagegen weist die + KTS-
Isoform eine hohe Bildungsaffinitat zu RNA auf und ist am Spleillen von RNA, dem Transport
von mRNA aus dem Nukleus und dessen Translation beteiligt (Larsson et. al., 1995; Davies et.
al., 1998; Ladomery et. al., 1999; Markus et. al., 2006; Morrison et. al., 2008). Die
unterschiedliche Bindungsaffinitat der beiden Isoformen gegenuber DNA bzw. RNA scheint
dabei durch die Insertion der drei Aminosauren Lysin-Threonin-Serin zu entstehen, wodurch der
Abstand zwischen Zinkfinger 3 und 4 verandert wird und dies direkten Einfluss auf die DNA-
bzw. RNA-Bindungsfahigkeit der entsprechenden Isoform hat (Laity et. al., 2000).

Die Funktionen der WT1-Isoformen +/- KTS zeigen, dass WT1 eine bedeutende Rolle in der
Transkription und Translation von Zielgenen spielt und somit moglichen Einfluss auf viele
Prozesse in der Embryogenese, in adulten Geweben und der Tumorgenese hat.

1.3.2 Expression und Funktion von WT1 in embryonalen und adulten Geweben

Die Expressionsorte von WT1 sind in murinen und humanen Geweben nahezu identisch, so dass
im Folgenden die embryonale und adulte WT1-Expression, sowie dessen Funktion am Beispiel
der Maus erlautert werden soll. Bis zum Tag 9,5 d.p.c. konnte bisweilen keine Wt1-Expression
in murinem Gewebe nachgewiesen werden, so dass dieses Gen anscheinend keine Rolle in der
Gastrulation und Neurulation des Embryos spielt. Erst nach Tag 9,5 d.p.c. wird Wtl
hauptsachlich in Derivaten des Mesoderms exprimiert und fihrt dabei unterschiedliche
Funktionen aus

So kann Wtl ab Tag 9,5 bis 15,5 d.p.c. in den mesothelialen Uberziigen der Organe des Thorax
(Pleura) und Abdomens (Peritoneum) nachgewiesen werden (Armstrong et. al., 1993; Rackley
et. al., 1993). Dabei scheint der Transkriptionsfaktor zundchst anti-apoptotische Effekte auf diese
einschichtigen Gewebe zu haben, um im Anschluss z. B. im entstehenden Herz, der Lunge und
dem Darm eine epitheliale-mesenchymale Transition (EMT) dieser Wtl-positiven Zellen zu
steuern. Aus diesen Zellen bilden sich nachfolgend Vorlauferzellen von glatten Muskelzellen
und endothelialen Zellen, die zur GefaRbildung des jeweiligen Organs beitragen (Wilm et. al.,
2005; Que et. al., 2008; Zhou et. al., 2008).

Eine weitere embryonale Funktion von Wt1 ist der Erhalt und die Differenzierung von Zellen,
die eine Organanlage bilden und ohne dessen Wtl-Expression diese Organe reduziert oder gar

nicht angelegt werden (Kreidberg et. al, 1993; Herzer et. al., 1999). Diese Funktion des
11
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Transkriptionsfaktors scheint auf seine Expression ab Tag 10,5 d.p.c. in der bilateralen
Urogenitalfalte (Ursprungsort der entstehenden Nieren und Geschlechtsorgane), dem
Vorlaufermesenchym der Milz, sowie der entstehenden Retina und des olfaktorischen
Epitheliums zuzutreffen (Armstrong et. al., 1993; Rackley et. al., 1993; Herzer et. al., 1999;
Wagner et. al., 2002; Wagner et. al., 2005). Um diese Funktion von Wt1 besser nachvollziehen
zu konnen, soll die Expression und Rolle dieses Gens wahrend der murinen Nephrogenese
genauer beschrieben werden.

Die erste Wtl-Expression wahrend der Entstehung der Niere ist an Tag 10,5 d.p.c. im
metanephrischen Mesenchym nachweisbar. Uber die Regulation des Gens Bcl2 (B-cell
lymphoma 2) scheint Wtl einen anti-apoptotischen Effekt auf diese Zellen zu haben und
gewadhrleistet Uber die Induktion des Auswuchses der Ureterknospe die Entstehung der Niere
(Hewitt et. al., 1995; Mayo et. al., 1999; Fukuzawa et. al., 2004). Nachfolgend bleibt die
Expression von Wtl an Tag 11,5 und 12,5 d.p.c. im kondensierten Mesenchym erhalten.
Waéhrend der zu diesem Zeitpunkt stattfindenden Interaktion zwischen Ureterknospe und dem
kondensierten Mesenchym steuert es zum einen Uber Amphiregulin die Verzweigung der
Ureterknospe (Lee et. al., 1999) und zum anderen Uber Wnt4 die mesenchymale-epitheliale
Transition (MET) des kondensierten Mesenchyms (Sim et. al., 2001; Schedl, 2007). Ab Tag 13,5
d.p.c. weist man Wtl in den Strukturen der Epithelialisierungsprozesse nach (renale Vesikel,
Komma- und S-formige Vesikel). Die Expression des Transkriptionsfaktors ist dabei auf die
Bereiche der spateren Glomeruli reduziert und scheint deren Differenzierung uber die
Inhibierung von Pax2 (Paired box gene 2) (Dressler et. al., 1993; Ryan et. al., 1995; Wagner et.
al., 2006) und Aktivierung von VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) zu steuern
(Eremina et. al., 2003; Gao et. al., 2005; Hanson et. al., 2007). Ab Tag 16,5 d.p.c. ist die
Nephrogenese weitestgehend abgeschlossen und die Wtl-Expression spatestens ab Tag 19,5

d.p.c. auf die Podozyten der Glomeruli beschréankt (Armstrong et. al., 1993).

So vielseitig die Expression von Wtl wéhrend der murinen Embryogenese ist, umso limitierter
ist sie in adulten Mé&usen. Sie beschrénkt sich auf die Podozyten der Niere, das Myometrium und
Teile des Endometriums des Uterus, das Ovarepithel und die Granulosa-Zellen im Ovar, sowie
die Sertoli-Zellen des Hodens (Pritchard-Jones et. al.; 1990; Pelletier et. al., 1991c). Des
Weiteren kann man auch eine adulte Wt1-Expression in den CD34" CD38 bzw. CD34" CD38"-
Populationen von h&dmatopoetischen Vorldauferzellen nachweisen (siehe auch Einleitung 1.3.3),
die auch schon im Embryo zu beobachten ist (Frazier et. al., 1995, Ubersicht: Ariyaratana und
Loeb, 2007). Generell scheint sich dabei die adulte Funktion von Wtl auf den Erhalt dieser
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hochspezialisierten Zellen zu beschranken, was am Beispiel der Podozyten der Niere genauer
dargestellt werden soll.

Die Podozyten der Niere bilden eine einzellige Schicht epithelialer Zellen in den Glomeruli, die
deren Blutgefélle umgeben und maRgeblich an der Ultrafiltration des Primarharns beteiligt sind
(Scharnhorst et. al., 2001). Dabei erhalt Wtl uber die transkriptionelle Regulation der Gene
Nephrin und Podocalyxin die molekulare Barriere bzw. das Zytoskelett der Glomeruli (Palmer
et. al., 2001; Wagner et. al., 2004; Guo et. al., 2004). Zudem scheint der Transkriptionsfaktor
uber die Inhibierung von Pax2 flr den Erhalt der Funktion der Podozyten verantwortlich zu sein,
da somit eine fehlregulierte Proliferation dieser Zellen, sowie mesangialen Zellen der Glomeruli
verhindert wird, die chronische Glomerulopathien wie z.B. beim DDS auslésen kénnen (Yang et.
al., 2004).

Zusammenfassend kann man sagen, dass Wtl ab Tag 9,5 d.p.c. in vielen embryonalen Geweben
exprimiert wird und sich seine Expression in adulten Geweben auf einzelne hochspezialisierte
Zellen beschrénkt. Dabei scheint der Transkriptionsfaktor zunéchst eine anti-apoptotische
Wirkung auf embryonale Wtl-exprimierende Zellen bzw. Gewebe zu haben, um im Anschluss
bei einsetzenden Differenzierungsprozessen die Vorgange von mesenchymalen-epithelialen
Ubergangen zu steuern. Dagegen beschrankt sich die adulte Funktion von Wt1 auf den Erhalt der
Zellhomoostase in den Wtl-exprimierenden Geweben.

Generierte Wtl k.o.-Mdause, wie z.B. von Kreidberg und Kollegen, sind ein Abbild des oben
beschriebenen Wt1-Expressionsmusters und zeigen eindeutig welche Schlisselrolle Wt1 u.a.
wéhrend der Entwicklung des Urogenitalsystems spielt (Kreidberg et. al., 1993). Zudem kann
dadurch die direkte Verbindung zu den beim Menschen auftretenden Fehlbildungen und

Tumoren nachvollzogen werden.

1.3.3 Die Rolle von WT1 im Wilms-Tumor und anderen Tumorerkrankungen

Aberrationen und Verdnderungen der Expression des WT1-Gens gibt es in vielen Tumoren.
Wahrend der Transkriptionsfaktor nach seiner Entdeckung im Jahre 1990 lange als
Tumorsuppressor galt, so hauften sich zuletzt immer mehr Anzeichen, dass WT1 auch ein
Onkogen sein kann (Wagner et. al., 2008; Huff, 2011). Hier soll am Beispiel des Wilms-Tumors

und der Leuk@mie die Rolle von WT1 als Tumorsuppressor und Onkogen erldutert werden.

In 20 % aller Wilms-Tumore detektiert man WT1-Mutationen (Huff et. al., 1998; Ruteshouser et.
al., 2008). Diese Tumore zeichnen sich durch die typische triphasische Histologie aus (siehe

Abb. 1.8), wobei der stromale/mesenchymale Gewebeanteil am groRten ist und zusétzliche
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mesenchymale Elemente, wie Rhabdomyoblasten, Chondrozyten und Adipozyten auftreten
kdnnen (Beckwith et. al., 1990; Schumacher et. al., 1997; Charles et. al., 1998; Beckwith, 1998).
Die WT1-mutierten Wilms-Tumore scheinen sich dabei aus speziellen nephrogenen Resten zu
entwickeln, da sie mit den sogenannten intralobar nephrogenic rests (ILNR) assoziiert sind, die
nur bei einer Storung der frihen Nephrogenese auftreten (Beckwith, 1998). Somit flihrt wohl
eine Mutation von WT1 zur Blockade der Differenzierung von Nierenvorlduferzellen, so dass
ILNR entstehen und sich durch Mutationen anderer Gene ein Wilms-Tumor entwickeln kann.

WT1 ist also im Falle der Wilms-Tumorgenese ein Tumorsuppressor (siehe Abb. 1.6).

Dagegen kann der Transkriptionsfaktor in verschiedenen Leukdmieerkrankungen die Rolle eines
Tumorsuppressors oder Onkogens einnehmen. Um dies besser verstehen zu konnen, soll
zundchst die Funktion von WT1 in der Hdmatopoese beschrieben werden.

WT1 wird wéhrend der normalen embryonalen und adulten Hdmatopoese in einer Gruppe von
nicht-proliferierenden (CD34" CD38") und proliferierenden (CD34" CD38") hamatopoetischen
Vorlauferzellen exprimiert (Inoue et. al., 1994; Baird et. al., 1997: Maurer et. al., 1997; Hosen
et. al., 2002; Hosen et. al., 2007). Wéhrend der friihen Differenzierung von myeloischen
Vorlauferzellen kommt es zu einem Anstieg der Wtl-Expression, wobei sie mit weiter
fortlaufender Differenzierung abnimmt, so dass schlieflich weniger als 1 % aller voll
differenzierten Blutzellen eine Wtl-Expression aufweisen (Hosen et. al., 2007). Der
Transkriptionsfaktor scheint somit in der normalen Hamatopoese zunédchst durch anti-
apoptotische Effekte den Erhalt und anschliefend die Proliferation von hamatopoetischen
Vorlauferzellen zu fordern, bevor er die Differenzierung dieser Vorlauferzellen einleitet
(Ubersicht: Ariyaratana und Loeb, 2007).

In der malignen Hamatopoese kann man nun zum einen WT1-Mutationen in einem Teil von
Patienten mit akuter myeloischer Leukdmie (AML) feststellen (Summers et. al., 2007; Paschka
et. al., 2008; Hollink et. al., 2009), und zum anderen eine verstarkte WT1-Expression in einer
Vielzahl von akuten und chronischen Leukamien nachweisen (Miwa et. al., 1992; Inoue et. al.,
1994; Mensen et. al., 1995; Inoue et. al., 1996).

Dabei scheint WT1 im Falle der AML als Tumorsuppressor zu fungieren (siehe Abb. 1.6). Zu
einem frihen Zeitpunkt der Hamatopoese muss es wohl zu einer Mutation von WT1 in den
hamatopoetischen Vorlauferzellen kommen, wodurch sie ihren anti-apoptotischen und
undifferenzierten Charakter beibehalten. Nachfolgend bleibt durch die WT1-Mutation die
Differenzierung der hamatopoetischen Vorlauferzellen aus und durch weitere Mutationen in

anderen Genen kann es zur Entstehung einer AML kommen (Ubersicht: Huff, 2011).
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In den akuten und chronischen Leukdmien mit WT1-Uberexpression scheint der
Transkriptionsfaktor dagegen die Rolle eines Onkogens einzunehmen. Dabei nimmt die WT1-
Expression waéhrend der Reifung von myeloischen Zellen nicht ab, sondern bleibt erhalten.
Somit kommt es zu keiner weiteren Differenzierung und nachfolgend zur gesteigerten
Proliferation von myeloischen Vorlauferzellen, so dass sich die verschiedenen
Leukamieerkrankungen entwickeln (Ubersicht: Huff, 2011).

A)
WT1-Verlust = WT1-Verlust = Wilms-Tumor
Apoptose Entwicklung
J, l l (wriy) (@
/ Reife Nephrone
L . \) | O (Podozyten: WT1+)
Metanephrisches Kondensiertes
Mesenchym (WT1+) Mesenchym (WT11) \ 0
B)
WT1-Verlust = WT1 1P = Leukd@mie
Leukdmie l p
J- (Wt ) ‘ Reife myeloische
/ A Zellen (einzelne
@) (] (™) [ Zellpopulationen:
\> : WT1+)
Hamatopoetische CD34+CD38- CD34+CD38+ myeloische Vz '
Stammzellen hdam.Vz (WT1+) hdam.Vvz (WT1+) (WT11)
(wr1-)

Abbildung 1.6: Die Rolle von WT1 als Tumorsuppressor und Onkogen

In dieser Abbildung wird anhand der Nephrogenese (A) und der Hamatopoese (B) die Rolle von WT1 als
Tumorsuppressor und Onkogen erlautert. A) Ein Verlust von Wtl zu einem friihen Zeitpunkt der Nephrogenese
fiihrt zur Apoptose der Zellen des metanephrischen Mesenchyms, wodurch die Niere nicht entsteht. Dagegen kann
eine Wtl-Mutation wéhrend der Induktion der Reifung der Nephrone zu einer Wilms-Tumorentstehung fiihren.
Somit weist WT1 wéhrend der Nephrogenese die Funktion eines Tumorsuppressors auf. B) Kommt es wahrend der
Hamatopoese zu einer WT1-Mutation in CD34*/CD38" hamatopoetischen Vorlauferzellen (ham. Vz), so bleiben
diese Zellen in einem proliferativen, undifferenzierten Zustand und konnen zur Entstehung von Leuk&mien
beitragen. In diesem Fall ist WT1 ein Tumorsuppressor. Doch WT1 kann in der Hamatopoese auch ein Onkogen
sein, indem seine Expression wéhrend der Reifung der myeloischen Zellen (myeloischer Vz) nicht abnimmt und
diese undifferenzierten Zellen sich weiter vermehren. Generell ist in der Abbildung die normalen WT1-Expression
wahrend der Nephrogenese und H&matopoese in rot dargestellt und dessen verdnderte Expression, die zur
Entstehung von Leukémien und eines Wilms-Tumors fuhrt, in blau (Abbildung verandert nach Huff, 2011).

1.4 Das Gen CTNNB1 und dessen Protein p-Catenin

1.4.1 Allgemeines zum CTNNB1-Gen und dessen Protein p-Catenin

Das CTNNB1-Gen wurde im Jahre 1991 von McCrea und Kollegen kloniert (McCrea et. al.,
1991). Es ist das humane Homolog des Drosophila-Segmentpolaritatsgens Armadillo und liegt in
der Chromosomenregion 3p22 bis p21.3 (Kraus et. al., 1994, Hengel et. al., 1995). Zudem
kodiert es ein 3,7 kb groRes Transkript mit 15 Exons, das nach seiner Translation ein 88 kDa

schweres Protein bildet, welches als B-Catenin bezeichnet wird (www.ensembl.org, Ctnnb1-1D:
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ENSG00000168036). Dieses als Transkriptionsfaktor wirkende Protein besitzt eine zentrale,
positiv geladene Bindedoméne, die aus 42 Aminoséuren besteht, woran viele negativ geladene
Interaktionspartner binden konnen (Huber et. al., 1997; Daugherty und Gottardi, 2007). In
diesem Zusammenhang kann B-Catenin eine Verbindung mit E-Cadherin (Epithelial Cadherin)
eingehen und ist somit Bestandteil der Cadherin-vermittelten Zelladhdsion (Nollet et. al., 1996).
Des Weiteren kann es mit einer Reihe von negativ geladenen Proteinen der kanonischen Wnit-
Signalkaskade interagieren und stellt als Ubermittler des Wnt-Signals in den Zellkern einen
zentralen Regulator dieses wichtigen Signalwegs dar (Wodarz et. al.; 1998; Ubersicht: Reya und
Clevers, 2005). Dies soll im Folgenden genauer beschrieben werden.

Bei keiner Bindung eines Wnt-Proteins an die beiden Wnt-Rezeptorkomponenten Frizzled und
LRP (Low Density Lipoprotein Receptor) ist die kanonische Wnt-Signalkaskade nicht aktiv und
das im Zytoplasma vorliegende B-Catenin wird durch einen aus Axin, APC (Adenomatous
Polyposis Coli), CK1 (Casein Kinase 1) und GSK3-p (Glycogen-Synthase Kinase 3f) gebildeten
Komplex gebunden. Nachfolgend kommt es durch die Kinasen CK1 und GSK3-f zu einer
Phosphorylierung von Aminosauren im N-terminalen Bereich von p-Catenin, so dass das
modifizierte Protein von BTrCP (f-Transducin-repeat-Containing Protein) erkannt und eine B-
Catenin-Degradation durch die E3 Ubiquitin-Ligase einleitet wird (Aberle et. al., 1997; Clevers,
2006). Somit ist kein freies B-Catenin vorhanden, so dass es nicht in den Zellkern gelangt und
Zielgene aktiviert (siehe Abb. 1.7).

Kommt es nun zu einer Bindung eines Wnt-Proteins an seine Rezeptorkomponenten wird die
Signalkaskade aktiviert. Dies hat erhebliche Auswirkungen auf das zytoplasmatische f-Catenin.
So wird z.B durch die Ligandenbindung der zytoplasmatische Teil von LRP phosphoryliert
(Davidson et. al., 2005; Zeng et. al., 2005), wodurch eine Axin-Bindung vermittelt und die
Bildung des Komplexes verhindert wird, der die Degradation von -Catenin steuert (Gao et. al.,
2002). Des Weiteren hat die Bindung von Wnt-Proteinen die Phophorylierung des Proteins
Dishevelled durch die Wnt-Rezeptorkomponente Frizzled zur Folge (Wallingford und Habas,
2005). Das modifizierte und dadurch aktivierte Protein Dishevelled inhibiert die Aktivitat von
GSK3-B (Yost et. al., 1996; Li et. al., 1999), so dass auch lber diesen Weg der Abbau von f3-
Catenin gehemmt wird und es zur Akkumulation des Proteins im Zytoplasma kommt.
Nachfolgend gelangt B-Catenin durch einen Transfer in den Nukleus, wo das Protein an
Transkriptionsfaktoren der TCF (T-Cell Factor) / LEF (Lymphoid Enhancer Factor)-Familie
bindet (Ubersicht: Clevers, 2006). In Abhingigkeit von weiterer Interaktionspartner, wie z.B.
Bcl-9 (B-cell CLL/lymphoma 9 protein), Pygopus, Brg-1 (Brahma-related gene 1) und Hyrax
(Ubersicht: Cadigan und Peifer, 2009) kommt es zur Transkription verschiedener p-Catenin-

Zielgene (www.stanford.edu/~rnusse/wntwindow.html).
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Durch die Aktivierung dieser Zielgene kann B-Catenin viele Funktionen in embryonalen und
adulten Organismen austiben. So ist die Expression von B-Catenin ab Tag 6,0 d.p.c in murinen
Embryonen nachweisbar (Maretto et. al., 2003) und steuert ab diesem Zeitpunkt in einer
Vielzahl von neugebildeten, embryonalen Geweben und Organen u.a. die Proliferation,
Differenzierung, Migration und Apoptose von Zellen (Ubersicht: Logan und Nusse, 2004,
Grigoryan et. al., 2008). Auch im adulten Gewebe bleibt die kanonische Wnt-Signalkaskade
bzw. B-Catenin aktiv, wodurch die Homdostase von vielen Geweben reguliert und der Erhalt von

Stammzellen gewahrleistet wird (Ubersicht: Reya und Clevers, 2005; Clevers, 2006).

/

WNT-Zielgene

N\

Abbildung 1.7: Der kanonische Wnt-Signalweg

In dieser Abbildung ist der kanonische Wnt-Signalweg schematisch dargestellt. Ohne die Bindung eines Wnt-
Proteins (linke Seite) an die Wnt-Rezeptorkomponenten Frizzled (Fz) und LRP wird B-Catenin (bCat) durch einen
Komplex aus Axin, APC, GSK3p und CK1 im Zytoplasma (hellgrau) gebunden und phosphoryliert (schwarze
Sterne). Nachfolgend wird es durch die Ubiquitin-vermittelten proteosomale Degradation abgebaut. p-Catenin
gelangt somit nicht in den Nukleus (dunkelgrau), wo eine Komplexbildung aus den Transkriptionsfaktor-Elementen
Groucho (Gr) und TCF/LEF die Transkription von Wnt-Zielgenen verhindert. Kommt es nun zu einer Bindung eines
Whnt-Proteins (Wnt) an die Rezeptoren Fz und LRP (rechte Seite) wird das Protein Dishevelled (D) phosphoryliert,
was eine Inhibition von GSK3p zur Folge hat. Des Weiteren vermittelt die Wnt-Proteinbindung eine
Phosphorylierung des zytoplasmatischen Anteils von LRP durch CK1 und GSK3pB. Nachfolgend wird Axin
gebunden. Beide Ereignisse verhindern den Abbau von B-Catenin, so dass das Protein im Zytoplasma akkumuliert
und in den Nukleus gelangen kann. Dort nimmt es den Platz von Groucho ein und aktiviert zusammen mit den
Transkriptionsfaktoren TCF/LEF die Transkription von Wnt-Zielgenen (Abbildung verandert nach Clevers, 2006).
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1.4.2 Die Rolle von CTNNB1 und dessen Protein p-Catenin im Wilms-Tumor und anderen
Tumorerkrankungen

Wie zuvor beschrieben, spielt der kanonische Wnt-Signalweg mit seinem Regulator B-Catenin
eine entscheidende Rolle bei dem Erhalt der Homdoostase von adulten Geweben (siehe Einleitung
1.4.1). CTNNB1-Mutationen, die den Abbau von B-Catenin verhindern und den kanonischen
Whnt-Signalweg dauerhaft aktivieren, kdnnen somit schnell zur Entstehung von Tumoren flhren.
Daher verwundert es nicht, dass man bei einer Vielzahl von Tumorerkrankungen diese CTNNB1-
Mutationen nachweisen kann (Ubersicht: Polakis, 2000). Zu diesen Erkrankungen gehort u.a. das
Kolonkarzinom (Sparks et. al., 1998), Leukamien (Staal und Clevers, 2004), endometroide
Karzinome des Ovars (Wright et. al., 1999) und des Uterus (Fukuchi et. al., 1998) sowie der
Prostatakrebs (Voeller et. al., 1998). Dabei kommt es im Zuge des aktivierten, kanonischen Wnt-
Signalwegs u.a. zur Expression verschiedener Onkogene wie z. B. c-myc (c-myc binding protein)
und Cyclin D1 (G1/S-specific Cyclin-D1), die die Tumorgenese vorantreiben (Diehl, 2002;
Pelengaris et. al., 2003; Tashiro et. al., 2007). Doch nicht nur in adulten Geweben kann ein
aktiviertes B-Catenin die Entstehung eines Tumors beglinstigen. Auch in embryonalen Tumoren,
wie z. B. dem Wilms-Tumor, scheint dies der Fall zu sein.

So kann man Mutationen von CTNNBL in 15 % aller Patienten mit Wilms-Tumoren feststellen
(Koesters et. al., 1999). Bei diesen Mutationen handelt es sich zumeist um Punktmutationen des
dritten Exons von CTNNBL, die die Aminosauren Serin und Threonin betreffen, welche wichtig
fur die Phosphorylierung und Degradation von B-Catenin sind (Polakis, 1999). Ohne den Abbau
von B-Catenin kommt es zur dauerhaften Aktivierung des Wnt-Signalwegs, mit den zuvor
beschriebenen Folgen (siehe Einleitung 1.4.1). Auffallig ist, dass Wilms-Tumorerkrankungen,
die eine aktivierende CTNNB1-Mutation aufweisen, zumeist in Kombination mit einer WT1-
Mutation auftreten (Maiti et. al., 2000). Somit erklart sich auch, dass die Histologie von Wilms-
Tumoren mit CTNNB1-Mutationen (Fukuzawa et. al., 2004; Fukuzawa et. al., 2007) der von
Wilms-Tumoren mit WT1-Mutationen gleicht (siehe Einleitung 1.3.3 und Abb. 1.8). Daher liegt
der Verdacht nahe, dass sie zusammen die Tumorgenese dieser Erkrankung steuern (siehe
Einleitung 1.2.4 und Abb. 1.8). Dies soll im Folgenden genauer erldutert werden.

Fukuzawa und Kollegen konnten mit Hilfe von Untersuchungen von WT1- und CTNNB1-
mutierten Wilms-Tumoren zeigen, dass man nur WT1-Mutationen und nicht CTNNBI1-
Mutationen in ILNR des Tumorgewebes nachweisen kann (Fukuzawa et. al., 2007, Fukuzawa et.
al., 2008). Da die ILNR als Ursprungsort der Entstehung dieser Tumorerkrankung gelten
(Beckwith et. al., 1990), treten WT1-Mutationen in der Tumorgenese des Wilms-Tumors wohl
vor einer Mutation von CTNNBL1 auf. Dagegen detektiert man aktiviertes 3-Catenin zumeist im

blastemalen Anteil der WT1- und CTNNB1-mutierten Wilms-Tumore, sowie den zusatzlichen
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mesenchymalen Elementen wie Rhabdomyoblasten, Chondrozyten und Adipozyten (Koesters et.
al., 2003, Fukuzawa et. al., 2004, Zirn et. al., 2006; Fukuzawa et. al., 2007, Fukuzawa et. al.,
2008). Somit scheint B-Catenin die Entstehung dieser zusétzlichen mesenchymalen Elemente zu
fordern (Fukuzawa et. al., 2004), was ebenfalls dafur sprechen wiirde, dass CTNNB1-Mutationen
erst zu einem spateren Zeitpunkt der Tumorgenese des Wilms-Tumors auftreten (Fukuzawa et.
al., 2004, Fukuzawa et. al., 2007).

A)

B)
ILNR (WT1-)
Triphasischer Wilms-Tumor mit
Fruhe R * stromaler Dominanz und
Nephrogenese - (/\'F zusétzlichen mesenchymalen
T T Elementen
WT1-Mutation in CTNNB1-Mutation
Nierenvorlduferzellen (Kanonischer Wnt-Signalweg 1%)

Abbildung 1.8: Die Rolle von WT1 und CTNNB1 in der Wilms-Tumorgenese

A) Zu sehen ist ein HE-gefarbter Schnitt eines Wilms-Tumors in dem Mutationen von WT1 und CTNNB1
nachgewiesen werden konnten. Diese Wilms-Tumoren weisen eine fur die Erkrankung typische, triphasische
Histologie auf, wobei der stromale Gewebeanteil dominiert (schwarze Pfeile) und zusatzliche mesenchymale
Elemente wie Rhabdomyoblasten, Chondrozyten und Adipozyten auftreten (gelbe Pfeile). B) In diesem Teil der
Abbildung ist ein Modell fir die Entstehung eines WT1- und CTNNB1-assoziierten Wilms-Tumors schematische
dargestellt. Zu einem friihen Zeitpunkt der Nephrogenese kommt es in Nierenvorlauferzellen zur Mutation von WT1.
Nachfolgend wird in diesen Zellen die Reifung der Nephrone unterbunden und ILNR mit multipotenten
Nierenvorlauferzellen bleiben zwischen normal differenziertem Nierengewebe erhalten. In diesen undifferenzierten
mesenchymalen Zellen kann durch eine CTNNB1-Mutation der kanonische Wnt-Signalweg aktiviert werden und
nachfolgend ein triphasischer Wilms-Tumor entstehen (Abbildung A) entnommen aus Fukuzawa et. al., 2007;
Abbildung B) verandert nach Fukuzawa et. al., 2009).

Ein weiteres Anzeichen, dass daflr spricht, dass WT1 und B-Catenin gemeinsam die Wilms-
Tumorgenese regulieren, ist die Tatsache das Wt1 ein negativer Regulator des kanonischen Wnt-
Signalwegs ist. Wtl scheint dabei u.a. eine hohe Bindungsaffinitdt zum Transkriptionsfaktor
LEF zu besitzen, so dass LEF seinem Bindungspartner TCF entzogen wird (siehe Einleitung
1.4.1). Dadurch wird die B-Catenin gesteuerte Bindung des Komplexes TCF/LEF an die
Promotoren der kanonischen Wnt-Zielgene unterbunden und der Signalweg inhibiert (Kim et.
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al., 2009). Dies wirde auch erklaren, warum in WT1-mutierten Wilms-Tumoren, die keine
Mutation von CTNNB1 aufweisen, eine Uberexpression von kanonischen Wnt-Zielgenen
beobachtet werden kann. Diese fehlregulierten Zielgene konnten dabei helfen, den
Funktionsverlust von WT1 im metanephrischen Mesenchym zu kompensieren. Eine durch die
WT1-Mutation bedingte Apoptose dieser Zellen wirde somit nicht stattfinden und die
Voraussetzung fur die Expansion WT1-defizienter Tumorzellen im Rahmen der Wilms-Tumor-
Progression ermdglichen (Li et. al., 2004).

Der genaue Mechanismus, wie WT1 und B-Catenin die Tumorgenese des Wilms-Tumors
regulieren, bleibt unklar. Die Herstellung von konditionalen Wilms-Tumor-Mausmodellen, in
denen man zu bestimmten Zeitpunkten der Nephrogenese Wtl und p-Catenin durch Mutationen
inaktivieren bzw. aktivieren kann, wirde helfen die Entwicklung von WT1- und CTNNB1-
assoziierten Wilms-Tumoren genauer zu analysieren und einen grofRen Beitrag zur Erforschung

dieser Erkrankung leisten.

1.5 Ziel der Arbeit

Der Wilms-Tumor ist eine embryonale Tumorerkrankung und umfasst den gréRten Anteil an
renalen Tumoren zwischen dem 0. und 15. Lebensjahr. Obwohl eine Vielzahl von Syndromen
(z.B. DDS) und Genmutationen (z.B. WT1 und CTNNB1) mit dieser Erkrankung assoziiert sind,
ist der Mechanismus der Wilms-Tumorgenese weitgehend unbekannt. Dies liegt u.a. daran, dass
homozygote Wt1-Mutationen in der Maus embryonal (Tag 13,5 d.p.c.) letal sind und M&use mit
heterozygoter Wtl-Mutation keine phénotypischen Auffélligkeiten zeigen. Um trotzdem die
Ursache und die Entstehung des Wilms-Tumors besser verstehen zu kénnen, sollten daher im
Rahmen dieser Arbeit vier konditionale reversible Wilms-Tumor-Modelle in der Maus
hergestellt werden.

Alle vier Modelle basierten dabei auf einer in der Arbeitsgruppe generierten konditional
reversiblen Wtl k.o.-Effektormaus (WEZ2; siehe Material und Methoden 2.1.11). Dadurch lag in
den zu generierenden Tieren Wtl durch die Integration des WE2-Transgens zwar nur
heterozygot mutiert vor, doch durch den endogenen Wtl-Promotor des Transgens sollte es zur
zeitlichen und rdumlichen Wtl-analogen Expression eines tetrazyklinabhangigen Transaktivators
(tTA) kommen, der ohne die Gabe von Doxycyclin Tet-regulierbare Transgene in Wtl-
exprimierenden Zellen aktivieren kann (Tet off- und Cre/loxP-System, siehe Abb. 3.1 und 3.2),

die einen positiven Einfluss auf die Wilms-Tumorgenese haben kénnten.
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So sollte durch das WE2 DDS-Modell (siehe Ergebnisse Abb.3.16) ein DDS simuliert werden
und es in Tieren der Modelle WE2 TC bCatAEx3, WE2 LC bCatAEx3 und WE2 Wntl (siehe
Ergebnisse Abb. 3.22 und 3.36) zur Akkumulation von B-Catenin in Wtl-exprimierenden
Nierenvorlauferzellen kommen. Die dadurch aktivierte kanonische Wnt-Signalkaskade kdénnte in
den sich differenzierten Zellen zum Verbleib und einer erhdhten Proliferation fihren und des
Weiteren die Entstehung eines triphasischen Wilms-Tumors begtinstigen.
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2. Material und Methoden

2.1 Material und Reagenzien

2.1.1 Chemikalien

Alle bei dieser Arbeit verwendeten Chemikalien besalen den Reinheitsgrad ,,reinst®. Zudem

wurden hier nicht aufgefuhrten Chemikalien von den Firmen Merck (Darmstadt), Roth

(Karlsruhe) oder Sigma (Munchen) bezogen.

Aceton

Agarose

Ammoniumacetat

Akrylamid
Ammoniumpersulfat (APS)
Benzylalkohol

Benzylbenzoat

Biorad Protein Assay Reagenz
Borsaure

Bovine Serum Albumin
Bromphenaolblau/Xylencyanol
Calciumchlorid

Chloroform
Chloroform-Isoamylalkohol (24:1)
Citronenséure Monohydrat
Dimethylsulfoxid (DMSO)
di-Natriumhydrogenphosphat-Heptahydrat
Dithiotreitol (DTT)

dNTPs

Doxycyclin

ECL-Plus

EDTA

Essigsaure 100 %

Ethanol

Ethidiumbromid

Formaldehyd

Glycin

Glycerin

Glycerol

HEPES

Igepal CA-630 (NP-40
Isopropanol

Kaliumacetat

Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Magermilchpulver
[-Mercaptoethanol
Magnesiumchlorid

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

Fa
Fa

. Riedel-de Hean (Seelze)
. Starlab (Ahrensburg)
. Merck (Darmstadt)

. Roth (Karlsruhe)

. Sigma (Steinheim)

. Sigma (Steinheim)

. Sigma (Steinheim)

. Biorad (Minchen)

. Roth (Karlsruhe)

. Sigma (Mdnchen)

. Sigma (Minchen)

. Merck (Darmstadt)

. Sigma (Steinheim)

. Roth (Karlsruhe)

. Roth (Karlsruhe)

. Sigma (Mdnchen)

. Merck (Darmstadt)

. Roth (Karlsruhe)

. Invitrogen (Karlsruhe)
. Sigma (Mdinchen)
Amersham (Freiburg)
Gerbu (Gaiberg)
Merck (Darmstadt)
Merck (Darmstadt)
Roth (Karlsruhe)
Sigma (Minchen)
Roth (Karlsruhe)
Merck (Darmstadt)
Calbiochem (La Jolla, USA)
Gerbu (Gaiberg)
Sigma (Miinchen)
Merck (Darmstadt)
Merck (Darmstadt)
Merck (Darmstadt)
Merck (Darmstadt)
Heisler (Radolfzell)

. Sigma (Mdinchen)

. Sigma (Steinheim)
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Methanol Fa. Roth (Karlsruhe)
MOPS Fa. Sigma (Minchen)
N,N-Dimethylformamid Fa. Sigma (Steinheim)
Natriumacetat Fa. Merck (Darmstadt)
Natriumchlorid Fa. Roth (Karlsruhe)
Natriumdeoxycholat Fa. Sigma (Minchen)
Natriumdihydrogenphosphat-Dihydrat Fa. Merck (Darmstadt)
Natriumdodecylsulfat (SDS) Fa. Gerbu (Gaiberg)
Natriumfluorid Fa. Roth (Karlsruhe)
Natriumhydrogencaronat Fa. Merck (Darmstadt)
Natriumhydroxid Fa. Roth (Karlsruhe)
Natronlauge (verschiedene Konzentrationen) Fa. Merck (Darmstadt)
Paraffin Fa. Leica (Solms)
Paraformaldehyd Fa. Sigma (Munchen)
Roti-Histol Fa. Roth (Karlsruhe)
Roti-Phenol/C/1 (25:24:1) Fa. Roth (Karlsruhe)
Saccharose Fa. Biorad (Minchen)
Salzsdure (verschiedene Konzentrationen) Fa. Merck (Darmstadt)
Salzsdure (rauchend) Fa. Merck (Darmstadt)
Sucrose Fa. Roth (Karslruhe)
Tetramethylethylendiamin (TEMED) Fa. Biorad (Minchen)
TRIS (hydroxyl-methylaminomethan) Fa. Roth (Karlsruhe)
TRIS (hydroxyl-methylaminomethan)-Hydrochlorid Fa. Roth (Karlsruhe)
Triton X-100 Fa. Roche (Mannheim)
Trizol Fa. Invitrogen (Karlsruhe)
Tween 20 Fa. Roche (Mannheim)
Wasserstoffperoxid Fa. Roth (Karlsruhe)
X-Gal Fa. Roth (Karlsruhe)
Xylol Fa. Roth (Karlsruhe)

2.1.2 Puffer und Lésungen

Alle hier aufgefiihrten Puffer wurden mit deionisiertem, hochreinen Wasser angesetzt. Durch
anschlieBendes Autoklavieren wurde eine Keimfreiheit garantiert. Thermoinstabile Ldsungen

wurden nicht autoklaviert, sondern sterilisiert.

Agarose-Gele
X g Agarose
100 ml 1x TAE

Blocking Puffer (pro Western blot)
2,5 g Milchpulver

0,1 % Tween 20 (v/v)

25ml 1 x PBS

DNA-Ladepuffer
15 g Saccharose
0,175 g Orange G
ad 50 ml H,O
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10 x DNAse-Puffer
100 mM MgCl,
10mM DTT

dNTPs

250 ul dATP

250 ul dCTP

250 ul dGTP

250 ul dTTP

ad 20 ml H,0

Ethidiumbromid (EtBr)-Féarbeldsung
5 ug EtBr/ml H,O

6x Ladepuffer
350 mM Tris-HCI, pH 6,8

34,4 % Glycerol

10 % SDS

10 % PB-Mercaptoethanol
0,06 % Bromphenolblau
ad 10 ml H,O

10x Laufpuffer
44 g Glycin

30 g Tris

1% SDS

ad 11H,0

100 bp Marker

800 ul H,O

150 pl 6 x blue-Marker
50 pl Marker (1pg/ml)

Orange Dye
15 g Sucrose

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

10x PBS

80 g NaCl

2 g KCI

11,5 g di-Natriumhydrogenphosphat-Heptahydrat
2 g Kaliumdihydrogenphosphat

ad 11 H,O

1x PBT

100 ml 10x PBS

ad 11 H,O

0,05 % Tween 20 (frisch zugeben)
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10x PCR Puffer
500 mM NaCl
2,7 mM KCI

15 mM MgCl,

4 % PFA

4 g PFA

100 ml H,O

3 -4 Tropfen 4 M NaOH

bei 55°C erhitzen bis sich das PFA lost

mit HCI pH auf 6 - 7 einstellen (Indikatorpapier)

6x Proteinprobenpuffer

350 mM TrisHCI, pH 6,8
34,3 % Glycerol

10 % SDS

0,93gDTT

10 % B-Mercaptoethanol (v/v)
0,06 % Bromphenolblau (w/v)

RIPA-Puffer

1 % NP-40 (v/v)

1 % Natriumdeoxycholat (w/v)
0,1 % SDS (w/v)

0,15 M NaCl

0,01 M Natriumphosphat, pH 7,2
2 MM EDTA

50 mM Natriumfluorid

0,2 mM Natriumvanadat

100 U/ml Aprotinin

3 % Sammelgel (Angaben fiir ein Gel)
2,1 ml H,0O

0,5 ml Akylamid (30 %)

0,38 ml 1 M Tris, pH 6,8

30 ul SDS (10 %)

30 ul APS (10 %)

3 ul TEMED

Tail-Lysepuffer

50 mM TrisHCI, pH 7,4

100 mM EDTA

100 mM NaCl

1% SDS

100-600 pg Proteinase K (frisch zugeben)

10x TBE-Puffer

890 mM Tris

890 mM Borsaure

25 mM NaEDTA, pH 8,3
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10x TBS

24,2 g Tris

80 g NaCL

pH 7,6 einstellen
ad 11 H,0

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

1x Transferpuffer

100 ml 10x Transferpuffer
150 ml Methanol

ad 11 H,O

10x Transferpuffer
144 g Glycin

30 g Tris

ad 11H,0

10 % Trenngel (Angaben fir ein Gel)

1,9 ml H,O

1,7 ml Akrylamid (30 %)
1,3ml 1,5 M Tris, pH 8,8
50 ul SDS (10 %)

50 ul APS (10 %)

2 Wl TEMED

Tris/lEDTA-Puffer
2,29 Tris

0,86 g EDTA

ad 500 ml H,O

Waschldsung der X-Gal-Farbung
2 mM MgCl,

0,2 % NP40

0,1 % Deoxychlolat

in PBS, pH 7,4 losen

X-Gal-Férbelésung

5 mM K3Fe(CN)g

5mM K4F€(CN)6

2 mM MgCl,

1 mg/ml X-Gal (in PBs pH 7,4)

2.1.3 Enzyme

Complete (Protease-Inhibitor)
DNasel (Rnase frei)

Benzonase

M-MLYV Reverse Transkriptase
Phosphostop (Phosphatase-Inhibitor)

Fa. Roche (Mannheim)
Fa. Roche (Mannheim)
Fa. Merck (Darmstadt)
Fa. Invitrogen (Karlsruhe)
Fa. Roche (Mannheim)
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Proteinase K
Ribonuklease Inhibitor
Platinum ® Tagq DNA Polymerase

2.1.4 Antikorper

Primérantikorper

Anti-p-Actin Clone AC-15 (monoclonal)
[-Catenin Antibody #9587

CD41 (anti-mouse) (14-0411)

CDA41 (PE rat anti-mouse) (558040)
CD45 (anti-mouse) (14-0451)

CD45 (Biotin Rat Anti-Mouse)

CD49d (Biotin Rat Anti-Mouse) (557419)
CD49d (PE-Cy7 anti-human) (304313)
CD144 (anti-mouse) (16-1441)

CD144 (APC anti-mouse) (138012)
c-kit (M-14) Antibody: sc-1494

c-myc (9E10): sc-40

Cyclin D1 (Mouse Anti-Human) (556470)
Flk-1 (PE-Cy7 rat anti-mouse) (561259)
FIk-1 (Rat Anti-Mouse) (550549)

GFP Antibody (NB600-308)

GSK-3B (27C10) #9315

p21 (C-19): sc-397

PECAM-1 (M-20): sc-1506
Phospho-GSK-3p (Ser9) (D3A4) #9322
RUNX1 monoclonal antibody (M05)
TGFB1 (V) Antibody: sc-146

WT1 (C-19)

WT1 (F-6): sc-7385

Sekundérantikdrper

Alexa Fluor 488 goat anti-mouse (A-11001)

Alexa Fluor 488 goat anti-rabbit (A-11034)

Alexa Fluor 555 goat anti-mouse 1gG (A-21422)
Alexa Fluor 555 goat anti-rat 19G (A-21434)

APC-Streptavidin (405207)

Cy5 (rabbit anti-goat) (305-175-008)
Dy light 488 (Donkey Anti-Rabbit IgG)
Dy light 549 (Donkey Anti-Goat 1gG)
PE/Cy7 Streptavidin (405206)

Polyclonal swine anti-rabbit Immunoglobulins/HRP
Polyclonal goat anti-mouse Immunoglobulins/HRP

2.1.5 Sera
Normal Donkey Serum (017-000-121)

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.
Fa.
Fa.

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

Fa.

Peglab (Erlangen)
MBI Fermentas (Leon-Roth)
Invitrogen (Karlsruhe)

Sigma (Steinheim)

Cell signaling (Danvers, USA)
eBioscience (San Diego, USA)
BD Pharmingen (Heidelberg)
eBioscience (San Diego, USA)
BD Pharmingen (Heidelberg)
BD Pharmingen (Heidelberg)
BioLegend (Eching)
eBioscience (San Diego, USA)
BioLegend (San Diego, USA)
Santa Cruz (Santa Cruz, USA)
Santa Cruz (Santa Cruz, USA)
BD Pharmingen (Heidelberg)
BD Pharmingen (Heidelberg)
BD Pharmingen (Heidelberg)
Novus (Littleton, USA)

Cell signaling (Danvers, USA)
Santa Cruz (Santa Cruz, USA)
Santa Cruz (Santa Cruz, USA)
Cell signaling (Danvers, USA)
Abnova (Jhongli, Taiwan)
Santa Cruz (Santa Cruz, USA)
Santa Cruz (Santa Cruz, USA)
Santa Cruz (Santa Cruz, USA)

Invitrogen (Karlsruhe)
Invitrogen (Karlsruhe)
Invitrogen (Karlsruhe)
Invitrogen (Karlsruhe)
BioLegend (Eching)
Dianova (Hamburg)
Dianova (Hamburg)
Dianova (Hamburg)
BioLegend (Eching)

Dako (Glostrup, Déanemark)
Dako (Glostrup, Danemark)

Dianova (Hamburg)
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2.1.6 Kits

M-MLV RT Kit

RNeasy Mini Kit (250)

Mouse Colony-Forming Cell (CFC) Assays
using Methocults ®

2.1.7 GroRenstandards

100 bp Leiter
1 kb Leiter
PageRuler Prestained Protein Ladder

2.1.8 Verbrauchsmaterial

Deckgléser (verschiedene Malie)
Einbettkivetten

FACS Rundbodenréhrchen
Handschuhe Safe Hand plus
Hyperfilme

Kanlen (0,70 x 30 mm; 0,90 x 40 mm)
Kryorohrchen

Kulturflaschen (T25, T75)
Kulturschalen (10 cm)

Kuvetten

Nitrozellulosemembran, Hybond-ECL
Objekttrager (76 x 26 mm)

Parafilm “M”

Pasteurpipetten (aus Glas)
PCR-ReaktionsgeféalRe (0,2 ml, 0,5 ml)
Petrischalen (100 x 20 mm)

Pipetten (5 ml, 10 ml, 25 ml)

Pipettenspitzen (1-10 pl/ 10-100 pl/ 100-1000 pl)

Pipettenspitzen gestopft (1-10 ul)

Pipettenspitzen gestopft (10-100 ul/ 100-1000 ul)

PP-Rohrchen (15 ml, 50 ml)
ReaktionsgefaRe (1,5 ml, 2ml)
Schnappdeckel PP-R6hrchen
Skalpell

Spritzen (1, 2, 5, 10, 20 ml)
6-well Zellkulturschalen
Whatman-Papier (3 mm)
Zellspartel

2.1.9 Histologie

DAB Peroxidase Substrat Kit
DAPI Antifade Solution

DPX Mountant for histology
Einbettmedium tissue tek
Entellan

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.
Fa.
Fa.
Fa.

Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.

Fa. Invitrogen (Karlsruhe)
Fa. Qiagen (Hilden)

Fa. STEMCELL technologies
(Grenoble, Frankreich)

Fa. Invitrogen (Karlsruhe)
Fa. Invitrogen (Karlsruhe)
Fa. Fermentas (St. Leon-Rot)

IDL (Nidderau)

Simport (Beloeil, Kanada)
Becton Dickinson (Heidelberg)
Intermedica (Klein-Winternheim)
Amersham (Freiburg)

Braun (Melsungen)

Nalgene (Schwerte)

Renner (Dannstadt)

Renner (Dannstadt)

Greiner (Frickenhausen)
Amersham (Freiburg)
Menzel-Glaser (Wiesbaden)
Pechiney (Chicago, USA)
Brand, Wertheim)

Peglab (Erlangen)

Greiner (Frickenhausen)
Greiner (Frickenhausen)
Sarstedt (Nirnbrecht)

Peglab (Erlangen)

Peglab (Erlangen)

Greiner (Frickenhausen)
Eppendorf (Hamburg)

Falcon( Heidelberg)
Dahlhausen (Kd&ln)

Braun (Melsungen, Germany)
Greiner (Frickenhausen)
Whatman int. (Maidstone, England)
Biologix (Lenexa, USA)

Vector Laboratories (Burlingame, USA)
Millipore (Billerica, USA)

Sigma (Miinchen)

Sigma (Miinchen)

Merck (Darmstadt)
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Eosin Fa. Sigma (Steinheim)
H&matoxyclin Fa. Sigma (Steinheim)
Kernechtrot-Aluminiumsulfat Fa. Waldeck (Miinster)
Vectastain ABC Kit Fa. Vector Laboratories (Burlingame, USA)
Vectashield mountaining medium Fa. Vector Laboratories (Burlingame, USA)

2.1.10 Zellkulturmaterial

DMEM Fa. Cambrex (Verviers, Belgien)
FCS Fa. Gibco BRL (Karslruhe)
L-Glutamin Fa. Gibco BRL (Karslruhe)

PBS (-CaClz, -MgCl2) Fa. Gibco BRL (Karslruhe)
Penicillin/Streptomycin Fa. Gibco BRL (Karslruhe)
Trypsin/EDTA Fa. Gibco BRL (Karlsruhe)
2.1.11 Tiere

Die verwendeten Tiere stammten entweder aus eigener Zucht oder wurden von der
Arbeitsgruppe (AG) Bockkamp (Mainz), der AG Kemmler (Freiburg) bzw. der Firma Jackson
Laboratories (Bar Harbor, USA) bezogen. Die Haltung der Tiere erfolgte nach den MaRgaben

des Deutschen Tierschutzgesetztes.
Verwendete Mauslinien:

KI-Wt1-tTA (WE2)

Im Falle der Effektorlinie KI-Wt1-tTA (WE2) sorgt ein knock-in eines tetrazyklinabhangigen
Transaktivators (tTA2 aus pUHT61-1; Urlinger et. al. 2000) fur einen gleichzeitigen knock-out
von Wtl1, da durch das Einfugen des Transaktivators Exon 1 und Teile des Introns 1 von Wil
deletiert werden (siehe Abb. 2.1). Zudem kommt es durch den endogenen Wt1-Promotor zur
Wtl-analogen Expression des tetrazyklinabhéngigen Transaktivators, so dass nachfolgend ohne
die Gabe von Doxycylin weitere Transgene mit tetrazyklinabhdngigen Promotor aktiviert werden
konnen (Tet off-System/siehe Abb. 3.1). Generell sind nur heterozygote Mause lebensfahig.
Homozygote Individuen sterben etwa an Tag 13,5 d.p.c. der Schwangerschaft (Kreidberg et. al.,
1993).

Die Effektor-Linie wurde in der AG Zabel im Zuge der Dissertation von Dr. Stephan Fees
generiert (Fees 2006). Zur Herstellung benutzte man den Mausinzuchtstamm C57BL/6J.
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—“— tTA mWT1 —

Abbildung 2.1: Schematische Darstellung des WE2-Transgens

In der Abbildung ist das murine Wt1-Gen (mW11) in grau dargestellt. Im Unterschied zum wildtypischen Wtl sind
aber Teile des Gens (Exon 1 und Teile von Intron 1) durch einen tetrazyklinabhangigen Transaktivator (tTA) ersetzt
worden und fuihren zu einem knock-out von Wtl. Dieser tTA ist zu Beginn des Gens in hellgrau erkennbar und wird
im Zuge einer Wtl-Expression gleichzeitig synthetisiert, was durch den endogenen Wtl-Promotor (dunkelgrau;
Wt1) gewahrleistet wird. Dieser liegt vor dem WE2-Lokus.

TetO-Cre (TC)

Der Transgenstamm TetO-Cre (TC) tragt ein Cre-Rekombinasegen. Die Expression dieses
Enzyms wird von einem tTA-regulierenden Promotor gesteuert (siehe Abb. 2.2). Kommt es zur
Bindung des tetrazyklinabhéngigen Transaktivators wird die Cre-Rekombinase exprimiert, so
dass nachfolgend Reporter-Transgene aktiviert werden kénnen.

Die TC-Mauslinie, welche als erstes von Saam und Kollegen beschrieben und generiert wurde
(Saam et. al. 1999), bezog man von der AG Bockkamp, wobei der genetische Hintergrund

unbekannt ist.

TetO

Abbildung 2.2: Schematische Darstellung des TC-Transgens
Die Mauslinie TetO-Cre (TC) enthélt einen tetrazyklinabh&ngigen Promotor (TetO) und ein unter seiner Kontrolle
stehendes Cre-Rekombinasegen (Cre).

LC-1 (LC)

Die Mauslinie LC-1 (LC) besitzt ein Transgen, das aus einem bicistronischen, bidirektionalen
Expressionskonstrukt besteht. Dabei wird ein tetrazyklinabhéngiger Promotor (TetO) von den
Genen der Enzyme Luciferase und Cre-Rekombinase flankiert (siehne Abb. 2.3). Bei
Anwesenheit eines tetrazyklinabhéngigen Transaktivators kommt es zur Bindung an den TetO-
Promotor und somit zur bidirektionalen Expression von beiden Enzymen. Die Luciferase kann
mit Hilfe von Chemilumineszenzreaktionen nachgewiesen werden, wéhrend die Cre-
Rekombinase, wie schon im Falle der TetO-Cre Mauslinie (TC) beschrieben, weitere Transgene
(Reportergene) aktivieren kann.

Die LC-Mauslinie, welche als erstes von Hasan und Kollegen beschrieben und generiert wurde
(Hasan et. al. 2001), bezog man von der AG Bockkamp, wobei der genetische Hintergrund

unbekannt ist.
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TetO

Abbildung 2.3: Schematische Darstellung des LC-Transgens

Ein tetrazyklinabhéngiger Promotor (TetO) bildet das Kernstiick des LC-1 Transgens. Um den Promotor liegen die
Gene der beiden Enzyme Luciferase und Cre-Rekombinase (Cre), die bei einer Bindung des tetrazylinabhéngigen
Transaktivators (tTA) exprimiert werden.

TetO-EGFP-LacZ (EZ)

Der Transgenstamm tetO-EGFP-lacZ (EZ) tragt ein bicistronisches, bidirektionales

Expressionskonstrukt (siehe Abb. 2.4). Kernstlick des Transgens ist ein tetrazyklinabhangiger
Promotor (TetO), der einerseits bei einer Bindung eines tetrazyklinabhangigen Aktivators die
Expression eines EGFP (enhanced green fluorescence protein)-Gens und anderseits eines LacZ
(beta-Galaktosidase)-Gens reguliert. Die Proteine sind nachfolgend durch verschiedene
Verfahren (z.B Immunhistochemie oder X-Gal-Féarbungen) visualisierbar und ermdéglichen somit
den Nachweis der Aktivitat von Effektor-Mauslinien, wie z. B. von WE2 (siehe Material und
Methoden 2.1.11).

Diese Mauslinie wurde als erstes von Krestel und Kollegen beschrieben (Krestel et. al. 2001).
Fur diese Dissertation erhielt man die EZ-Mé&use von der AG Bockkamp, wobei der genetische

Hintergrund der Mause unbekannt war.

—I EGFP

Abbildung 2.4: Schematische Darstellung des EZ-Transgens

Die Gene enhanced green fluorescence protein (EGFP) und beta-Galaktosidase (LacZ) flankieren den
tetrazyklinabh&ngigen Promotor (TetO). Kommt es zu einer Bindung eines tetrazyklinabhangigen Transaktivators,
werden die Proteine EGFP und beta-Galaktosidase exprimiert und deren Nachweis ist durch verschiedene Methoden
maglich.

TetO

Kli-Vhlh-F1 (V1ko)

Das murine von Hippel-Lindau sydrom homolog (Vhlh) besteht aus 3 Exons. Im Falle des knock-

in Stammes KI-Vhlh-F1 (V1ko) wurden um das erste Exon des Vhlh-Gens zusatzlich zwei
sogenannte locus of crossing-over of P1-sides (loxP) eingefugt (siehe Abb. 2.5). Durch eine
Verpaarung mit M&usen, die das Transgen einer Cre-Rekombinase in sich tragen, kann es durch
die Expression dieses Enzyms zur Exzision dieser loxP-sides im Vhlh-Gen kommen. Dies hat zur

Folge, dass bei einer VVhlh-Expression dieses Protein nicht mehr abgebaut werden kann und ein
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maoglicher Effekt in den transgenen Mdusen zu beobachten ist. Generell wird die Expression des
Transgens durch den wildtypischen Vhlh-Promotor gesteuert.
Der Mausstamm wurde kommerziell von der Firma Jackson Laboratories (Bar Harbor, U.S.A)

bezogen und als erstes von Haase und Kollegen beschrieben (Haase et. al. 2001).

—w Exonl -»—I Exon2 —| Exon3 —
loxP loxP

Abbildung 2.5: Schematische Darstellung des V1ko-Transgens

Um das erste Exon des Vhlh-Gens wurden zwei sogenannte locus of crossing-over of P1-sides (loxP) eingefligt, die
durch eine Cre-Rekombinase exzisiert werden kdnnen. Aul3er den eingefligten loxP-sides bleibt beim knock-in (K1)
dieses Transgens der Vhlh-Lokus aber unverandert, so dass der Vhlh-Promotor (VHL) und das zweite bzw. dritte
Exon des Gens ihren wildtypischen Charakter behalten.

K1-Rosa26 (RR)
Beim knock-in (KI) Stamm KI-Rosa26 (RR) wurde unterhalb des Rosa26-Promotors eine mit

locus of crossing-over of P1-sides (loxP) flankierte Neomycin-Resistenz-Kassette und das Rosa
26 (lacZ) (beta-Galaktosidase)-Gen eingefligt (siehe Abb 2.6). Durch eine Verpaarung mit
Mausen, die das Transgen einer Cre-Rekombinase in sich tragen, kann es durch die Expression
dieses Enzyms zur Exzision der loxP-sides kommen. Dadurch gelangt das Rosa26 (laczZ)-Gen
unter die transkriptionelle Kontrolle des konstitutiv exprimierten Rosa26-Promotors, wodurch
nachfolgend das Enzym beta-Galaktosidase exprimiert wird. Durch verschiedene histologische
Methoden kann die Aktivitat dieses Enzyms nachgewiesen werden und ist somit zur Kontrolle
der Induktion von Cre-Rekombinase Mausstdmmen geeignet.

Die KI-Rosa26 Mauslinie wurde 1999 als erstes von Soriano und Kollegen beschrieben (Soriano
et. al. 1999) und von der AG Bockkamp bezogen. Sie besitzt einen genetischen Hintergrund, der
auf dem Mausinzuchtstamm C57BL/6J beruht.

loxP loxP

Abbildung 2.6: Schematische Darstellung des RR-Transgens

Beim knock-in (KI) der KI-Rosa26 Mauslinie wird unterhalb des Rosa26-Promotors (Rosa26) ein beta-
Galaktosidase (Rosa26(lacZ))-Gen und eine mit locus of crossing-over of P1-sides (loxP) flankierte Neomycin-
Resistenz-Kassette (Neomycin) eingefiigt. Diese kann durch die Expression einer Cre-Rekombinase exzisiert
werden. Nachfolgend kommt es zur Expression des Enzyms beta-Galaktosidase.
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RAGE (RG)

Das RAGE (receptor for advanced glycated end products)-Gen besteht aus sieben Exons. Im
Falle der knock-in Mauslinie RAGE fuigte man zwischen Exon 1 und 2 eine Neomycin-Resistenz-
Kassette ein, die unter Kontrolle eines HSV Thymidinkinase-Promotors (Tk) steht (siehe Abb.
2.7). Nachfolgend wurde zwischen dem Tk-Promotor und der Neomycin-Resistenz-Kassette,
genauso wie hinter Exon 7, eine locus of crossing-over of P1-side (loxP) einkloniert. Zudem
wurde hinter der loxP-side von Exon 7 ein EGFP (enhanced green fluorescence protein)-Gen
eingefligt. Durch eine Verpaarung mit Mausen, die das Transgen einer Cre-Rekombinase in sich
tragen, kann es durch die Expression dieses Enzyms zur Exzision der loxP-sides kommen,
wodurch neben der Neomycin-Resistenz-Kassette auch die Exons 2 bis 7 entfernt werden.
Nachfolgend gelangt das EGFP-Gen unter die transkriptionelle Kontrolle des konstitutiv
exprimierten Tk-Promotors, so dass anschlieRend EGFP exprimiert wird. Generell ist EGFP
durch verschiedene histologische Methoden (z.B. Immunfluoreszenz-Féarbungen) nachweisbar,
so dass die RAGE-Mauslinie gut zur Kontrolle der Induzierbarkeit von Cre-Rekombinase
Mausstammen geeignet ist.

Die RAGE-Méuse wurden von der AG Bockkamp bezogen und zum ersten Mal von Constien

und Kollegen beschrieben (Constien et. al. 2001).

*‘-{ Ex1 - ™ -.- Neomycin { Ex2 + Ex3 + Ex4 + Ex5 + Ex6 + Ex7 -»# EGFP —...
loxP loxP

Abbildung 2.7: Schematische Darstellung des RG-Transgens

Beim knock-in der Mauslinie RAGE (RG) wurde ein HSV Tymidinkinase (Tk)-Promotor, eine Neomycin-Resistenz-
Kassette (Neomycin) und das enhanced green fluorescence protein (EGFP)-Gen in das RAGE (receptor for
advanced glycated end products)-Gen eingefligt. Zusatzlich klonierte man zwischen dem Tk-Promotor und der
Neomycin-Resistenz-Kassette (zwischen Exon 1 und 2), sowie den Exons 7 und 8 eine locus of crossing-over of P1-
side (loxP) ein. Durch eine Cre-Rekombinase werden die loxP-sides exzisiert und die Neomycin-Resistenz-Kassette
zusammen mit Exon 2 bis 7 aus dem RAGE-Gen entfernt. Somit gelangt das EGFP-Gen unter die Kontrolle des Tk-
Promotors und kann nachfolgend exprimiert werden.

pCat-Flox-Ex3 (bCatAEx3)
Das murine Ctnnbl (Catenin, cadherin-associated protein, betal) besteht aus 15 Exons. Im Falle

der Generierung der pCat-Flox-Ex3 (bCatAEx3)-Mauslinie wurden dabei um das dritte Exon
locus of crossing-over of P1-sides (loxP) eingefiigt und das wildtypische Ctnnbl1-Allel durch
einen knock-in ersetzt. Durch eine Verpaarung mit Mausen, die das Transgen einer Cre-
Rekombinase in sich tragen, kann es durch die Expression dieses Enzyms zur Exzision der loxP-
sides kommen, wodurch das dritte Exon des Transgens entfernt wird (siehe Abb. 2.8). Somit
kann das mutierte Protein im Falle einer Ctnnbl-Expression nicht mehr abgebaut werden, so

dass in Méausen mogliche Effekt beobachtet werden kénnen.
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Die Mé&use wurden von der AG Kemmler bezogen, wobei der genetische Hintergrund unbekannt

ist. Beschrieben und generiert wurde diese Mauslinie von Harada und Kollegen (Harada et. al.

1999).

Abbildung 2.8: Schematische Darstellung des bCatAEx3-Transgens

Um das dritte Exon des Ctnnb1-Gens liegen zwei sogenannte locus of crossing-over of P1-sides (loxP), die durch
eine Cre-Rekombinase exzisiert werden kénnen. Dadurch ist im Falle einer Expression von Ctnnbl ein Abbau des
Proteins nicht mehr mdglich. AuRRer den eingefiigten loxP-sides bleibt beim knock-in dieses Transgens der Ctnnb1-
Lokus unveréndert, so dass der Ctnnbl-Promotor (Ctnnbl) und die weiteren Exons des Gens ihren wildtypischen
Charakter behalten.

TetO-Wntl (Wntl)
Der Transgenstamm TetO-Wntl (Wntl) trdgt neben dem murinen Wntl-Gen auch ein

Luciferase-Gen in seinem Genom (siehe Abb. 2.9). Beide Gene werden von einem
tetrazyklinabhangigen Promotor (TetO) reguliert, der das Kernstiick dieses bicistronischen,
bidirektionalen Transgenkonstrukts bildet. Durch eine Verpaarung mit Mausen, die einen
tetrazyklinabhdngigen Transaktivator exprimieren, konnen nachfolgend die Proteine Luciferase
und Wntl exprimiert werden. Wéhrend die Luciferase durch Chemilumineszenez-Reaktionen
nachgewiesen werden kann und eher zur Uberpriifung der Induzierbarkeit von Effektorlinien
(z.B. WE2) dient, kénnen durch eine Wnt1-Uberexpression gegebenenfalls Effekte bei Mausen
beobachtet werden.

Der genetische Hintergrund dieses Transgenstammes ist unbekannt und wurde von der AG

Bockkamp generiert und bezogen.

Wntl -
TetO

Abbildung 2.9: Schematische Darstellung des Wntl-Transgens

Der Transgenstamm TetO-Wntl besitzt ein bicistronisches, bidirektionales Expressionskonstrukt. Das Kernstiick
dieses Transgens bildet ein tetrazyklinabhdngiger Promotor (TetO), der die Transkription der Gene Luciferase und
Wnt1 reguliert.
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mWt1/DDS-2 bzw. mWt1/DDS4 (DDS2/DDS4)
Die beiden Mauslinien mWt1/DDS-2 bzw. mWt1/DDS4 (DDS2/DDS4) wurden im Zuge ihrer

Generierung aus zwei unterschiedlichen Klonen gewonnen. Davon abgesehen weisen sie keine

Unterschiede auf, so dass im Folgenden nur die DDS2-Mauslinie beschrieben wird.

Der Transgenstamm DDS2 besitzt ein bicistronisches, bidirektionales Expressionskonstrukt
(siehe Abb. 2.10). Das Kernstiick dieses Transgens bildet ein tetrazyklinabhéngiger Promotor
(TetO), der die Transkription von EGFP (enhanced green fluorescence protein) und einen
punktmutiertes murines Wt1-Gen reguliert. Durch diese Punktmutation kommt es zu einem
Aminosdureaustausch von Arginin zu Glutamin an Position 394 (R394Q). Diese Mutation wurde
1999 von Miyagawa und Kollegen in einem Patienten mit akuter myeloischer Leukamie (AML)
und Denys-Drash-Syndrom (DDS) beschrieben (Miyagawa et. al. 1999). Bindet nun ein
tetrazyklinabhdngiger Transaktivator an den TetO-Promotor der DDS2-Mauslinie kommt es zur
bidirektionalen Expression von EGFP und dem punktmutierten Wtl1, so dass mit Hilfe dieses
Transgens moglicherweise ein dominant-negativer Effekt auf wildtypisches Wil ausgelibt
werden kann und ein Wilms-Tumor entsteht.

Die mWt1/DDS2 (DDS2) Mauslinie wurde in unserer Arbeitsgruppe im Zuge der Dissertation
von Dr. Stephan Fees generiert (Fees 2006). Zur Herstellung benutzte man den

Mausinzuchtstamm FVB.

— EGFP —“— mWt1/DDS2 —

TetO *

(R394Q)

Abbildung 2.10: Schematisch Darstellung des DDS2-Transgens

Der Transgenstamm mWt1/DDS2 besitzt ein bicistronisches, bidirektionales Expressionskonstrukt. Das Kernstiick
dieses Transgens bildet ein tetrazyklinabhéngiger Promoter (TetO), der die Transkription von enhanced green
fluorescence protein (EGFP) und einem punktmutierten, murinen Wtl (mW1t1/DDS2) reguliert. Durch die Wtl-
Punktmutation kommt es zu einem Aminosaureaustausch von Arginin zu Glutamin an Position 394 (R394Q). Diese
Stelle ist in der Abbildung durch einen roten Stern gekennzeichnet.

2.1.12 Gerate

Agarose-Gelelektrophorese - Gel-Kammer (verschiedene Grofien) mit Geltrager und
passenden Gelkdmmen; Fa. Peqglab (Erlangen)

Autoklav - Typ V150; Fa. Synstec (Osnabriick)
Bestrahlungstrommel - Fa. Schlenker Maschinenbau (Sexau)
Binokulare - SZ-ST; Fa. Olympus (Hamburg)

- SZH10; Fa. Olympus (Hamburg)
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Brutschranke 37°C - Fa. Heraeus (Hanau)
- Certomat R; Fa. Braun (Melsungen)

Césium-Quelle - IBL 637; Fa. CIS bio international (Berlin)
CO:2 Inkubatorschrank - HERACcell 240; Fa. Heraeus (Hanau)
Einbettmaschine (Paraffin) - Leica EG1140H; Fa. Leica (Solms)
Entwicklermaschine - Fa. AGFA (Mortsel, Belgien)

FACS-Gerat - FACSCalibur; Fa. BD Biosciences (Heidelberg)
Gefrierschranke -20°C - Fa. Bosch (Wien, Osterreich)
Geldokumentation - E.AS.Y. System; Fa. Herolab (Wiesloch)
Heizblock - MR 2002; Fa. Heidolph (Schwalbach)
Inkubationsofen (Histolgie) - T 5042 E; Fa. Heraeus (Hanau)

Kryotom - 1720; Fa. Leica (Wetzlar)

Kuhlschranke 4°C - economic-cooler automatic; Fa. Bosch (Wien)
Laborwaagen - LC 2201; Fa. Sartorius (Gottingen)

- Extend ED 2202S-CW; Fa. Sartorius (Goéttingen)
- LC 2201S, Fa. Sartorius (Gottingen)

Labor-Feinwaagen - BA110; Fa. Sartorius (G6ttingen)
- Sartorius basic; Fa. Sartorius (Gottingen)

Magnetrihrer - RCO; Fa. IKA Labortechnik (Stauffen)
- MR 3001 K; Fa. Heidolph (Schwalbach)
- VMS-A; Fa. VWR (Darmstadt)

Mikroskope - Eclipse TS100; Fa. Nikon (Tokio, Japan)
- Fa. Zeiss (Jena)
- Leica DMRXA,; Fa. Leica (Wetzlar)
- BX50WI; Fa. Olympus (Hamburg)

Mikroskopkamera - EC 3; Fa. Leica Microsystems (Heerbrugg)
Mikrotom - Leica RM 2165; Fa. Leica (Solms)
Mikrowellengerate - Fa. Siemens (Munchen)

- NN-E245W; Fa. Panasonic (Hamburg)

Nanodrop - Spectrophotometer ND-1000; Fa. Peglab (Erlangen)
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Netzgerate

pH-Meter

PCR-Geréate

Photometer
Pipetten

gPCR-Gerate

Rotator

Sterilbanke

Tank-blotting-Apparatur

Thermomixer

Taumeltische

Tiefklhlgefrierkombinationen

Tiefkiihlgefrierschrénke -30°C
Tiefkuhlgefrierschranke -80°C
Trockenschrank

Ultraschallgeréat

- EPS 300; Fa. Pharmacia (Uppsala, Schweden)
- E861; Fa. Consort (Turnhout, Belgien)
- Power Pac HC; Fa. Biorad (Miinchen)

- CG840; Fa. Schott (Mainz)
- Lab 850; Fa. Schott (Mainz)

- UNO 11 96-Silberblock; Fa. Biometria (Gottingen)
- Trio-Thermoblock; Fa. Biometra (G6ttingen)

- PTC-200; Fa. MJ Research (St.Bruno, Kanada)

- Mastercycler gradient; Fa. Eppendorf (Hamburg)
- Thermal Cycler; Fa. Biometra (Gottingen)

- T-Gradient; Fa. Biometra (Gottingen)

- Ultrospec 2000; Fa. Pharmacia (Uppsala, Schweden)

- Refenrence; Fa. Eppendorf (Hamburg)

- C1000 ThermalCycler CFX 96; Fa. Biorad (Munchen)
- C1000 ThermalCycler CFX384; Fa. Biorad (Miinchen)
- Light Cycler 1.5; Fa. Roche (Mannheim)

- Labinco '528"; Fa. Bachofer (Reutlingen)

- Antair BSK; Fa. M.Hoffmann (Stade)
- Laminar Flow Workstation; Fa. SLEE (Mainz)

- Fa. Biorad (Minchen)

- Thermomixer 5436; Fa. Eppendorf (Hamburg)
- Comfort 1,5 ml; Fa. Eppendorf (Hamburg)

- CH-100; Fa. Peglab (Erlangen)

- Dri-block 08-3; Fa. Techne (Morauce en Beaujolais,

Frankreich)

- WT12; Fa. Biometria (Gottingen)

- Duomax 1030; Fa. Heidolph (Schwalbach)
- REAX 2; Fa. Heidolph (Schwalbach)

- WT12; Fa. Biometra (Gottingen)

- electronic; Fa. Bosch (Wien, Osterreich)

- Fa. Dometic (Siegen)
- Fa. Liebherr (Lindau)
- Fa. Siemens (Miinchen)

- Fa. Liebherr (Lindau)

- HERA freeze; Fa. Heraeus (Hanau)

- Fa. Heraeus (Hanau)

- HTU SONI130; Fa. Heinemann (Schwébisch Gmiind)
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Ultra-Turrax - T25; Fa. Janke und Kunkel (Stauffen)
UV-Tische - Fa. AGS (Heidelberg)

- Fa. Peglab (Erlangen)
Vakuumtrockner - UNBET II: Fa. Uniequip(Planegg)
Vortexer - REAX 2000; Fa. Heidolph (Schwalbach)

- Art. Nr. 444-1372; Fa. VWR (Darmstadt)
- MS1 Minishaker, Fa. Miltenyi (Bergisch Gladbach)

Wasserbader - Kottermann Labortechnik (Uetze)
- Certomat WR; b.Braun Biotech (Gottingen)
- 1002; Fa. GFL (Eppelheim)
- MS2 S8 Minishaker; Fa. IKA Works (Staufen)
- Leica HI 1210; Fa. Leica (Solms)

Western blot-Apparatur - Fa. Biorad (Minchen)

Zellkulturinkubatoren - HERA safe type KS12; Fa. Heraeus (Hanau)
- HERA cell 240; Fa. Heraeus (Hanau)

Zentrifugen - Fresco21; Fa. Heraeus (Hanau)
- Biofuge fresco; Fa. Heraeus (Hanau)
- Cetrifuge 5415C; Fa. Eppendorf (Hamburg)
- Galaxy Mini; Fa. VWR (Darmstadt)
- Z233 MK-2; Fa. Hermle (Wehingen)
- Multifuge 3S-R; Heraeus (Hanau)
- Megafugr 1.0; Fa. Heraeus (Hanau)
- 5417 R; Fa. Eppendorf (Hamburg)
- Sorvali RT 6000 B; Fa. DuPont (Lahr)

2.1.13 Oligonukleotidsequenzen

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

Oligonukleotide zur Charakterisierung und Genotypisierung der Méause:

BCAT-Ex2S 5-GAC ACC GCT GCG TGG ACA ATG-3
BCAT-ExX3AS 5-GTG GCT GAC AGC AGC TTT TCT-3
CRE-1 5-CCG GTT ATT CAACTT GCA CC-3
CRE-2 5-CTG CAT TAC CGG TCG ATG CAAC-3
EGFP fw 5-CTG AAG TTC ATC TGC ACC ACC-3
EGFP rev 5-CGT TCT TCT GCT TGT CGG CC-3°
hGFP/lacZ-12 5-CAG GGC CGT CGC CGATTG G-%
hGFP/lacZ-13 5-GCG GAG AGG GTG AAG GTG ATG C-¥
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Lucl
Luc2

LUC-1 FOR
LUC-1 REV

ROSA 26-1
ROSA 26-2
ROSA 26-3

tTAforl
tTArev 6

tTA-for (62.1)
tTA-rev (62.1)

WE2F
WEZ2R1
WE2R2

Wt1-LC F2
Wt1-LC R2

Oligonukleotide fiir RT-PCR:

mus PdhB-Ex8F
mus PdhB-Ex10R

mWT1-RT F.2
pBl-6

Oligo (dT)1se

tTA-for (62.1)
tTA-rev (62.1)

5°-CGC CAA AAA CAT AAA GAA AGG C-3
5-TGT CCC TAT CGA AGG ACT CTG G-3

5-TTTTCCGTCATCGTCTTT CC-3
5-TTC TTC GCC AAA AGC ACT CT-3

5-AAA GTC GCT CTG AGT TGT TAT-3"
5-GCG AAG AGT TTG TCC TCA ACC-3
5-GGA GCG GGA GAA ATG GAT ATG-3

5-CCATGT CTA GAC TGG ACA-3
5-GGC TGG GAG CAT GTC TAA-3

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

5-AAG TCC AGC GCC GAG AATY
5-CTTACCTTG GTT GCG GAT GC-3°
5-GCT TGT TCT TCA CGT GCC AGT-3’

5-CTT CCG AGG CAT TCAGGA T-3
5-CTGGAATGG TTT CAC ACC TG-3

5-GAC CGC CTT TGC CTA CAG AT-3
5-GCC CAT CAA GGA AGT TGA AT-3

5-GGT GGC ACA GTT GTC AGA AA-3
5-AGA TGC TCA AGG GGC TTC AT-3

5-TTTTTTTTTTTITTTT T-3°

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

2.2 DNA-Standardmethoden

2.2.1 Photometrische Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Die aromatischen Ringe der Pyrimidin- und Purin-Basen von Nukleinsduren haben ein

Absorptionsmaximum von 255 — 260 nm. Dies Eigenschaft kann man zur photometrischen

Konzentrationsbestimmung von Losungen mit Hilfe des Lambert-Beer Gesetzes nutzen.

Generell muss dazu der Absorptions-Wert der Proben mit dem von reinem Wasser verglichen

werden. Ein ODz2so-Wert von 1 entspricht hierbei ca. 50 pug/ml doppelstrangiger DNA bzw. ca.

40 pg/ml RNA. Zudem kann man durch eine zusatzliche Messung der Absorption bei 280 nm
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die Verunreinigung der Proben durch Proteine feststellen. Der Quotient aus den OD2so- und
OD2so-Werten sollte dabei bei 1,8 bis 2,0 liegen.

Generell fiihrte man die Konzentrationsbestimmung von RNA und DNA mit einer 1:100
Verdinnung durch, indem man 5 pl der RNA- oder DNA-Probe zu 495 pl destilliertem Wasser
hinzuflgte. Die jeweiligen Verdlinnungen wurden dabei in Quarz-Glaskuvetten zur Messung im
Photometer angesetzt. Als Leerwert diente eine vorangegangene Messung mit 495 pl

destilliertem Wasser.

2.2.2 Aufreinigung von DNA-Fragmenten

Die Aufreinigung von DNA-Proben wurde durchgefiihrt, um die Proben von Verunreinigungen
wie Proteinen oder Enzymen zu befreien. Dazu wurde den DNA-Proben eine
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1)-L6ésung hinzugefiigt, die dem Volumen der DNA-
Probe entsprach. Anschliefend wurde die Probe fur 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert
und nachfolgend fiir 2 Minuten bei Raumtemperatur und 13000 rpm zentrifugiert. Die Oberphase
mit der enthaltenen DNA wurde in ein neues 1,5 ml Eppendorfreaktionsgefal tberfihrt und
durch Zugabe des gleichen Volumens Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) erganzt. Nach kurzem
Vortexen und einer Inkubation von 10 Minuten bei Raumtemperatur wurde die Probe ein
weiteres Mal fir 2 Minuten bei 13000 rpm bei Raumtemperatur zentrifugiert. Wiederum
uberfuhrte man die Oberphase mit der beinhalteten DNA in ein neues 15 ml
Eppendorfreaktionsgefal und gab dazu 2,5 Volumenteile 100 % Ethanol und 1/10 Volumenteile
3 M Natriumacetat, wodurch die DNA geféllt wurde. Anschliefend wurde die Probe gevortext
und fur 45 Minuten bei 4°C und 13000 rpm zentrifugiert. Nachfolgend verwarf man den
Uberstand, gab 500 pl 70 % Ethanol hinzu und zentrifugierte die Probe fiir 10 Minuten bei 4°C
und 13000 rpm. Nach diesem Waschschritt wurde der Uberstand verworfen und das
zurtickbleibende DNA-Pellet im Vakuumtrockner getrocknet. Zum Schluss wurde die DNA in

10 pl 1x TE-Puffer resuspendiert.

2.2.3 Fallung von DNA

Die Fallung von DNA wurde durchgefiihrt, um eine héhere Konzentration an DNA flr
nachfolgende Analysen zu erhalten. Dazu wurde die geléste DNA durch Zugabe von 1/10
Volumenteilen 3 M Natriumacetat und 3 Volumenteilen 100 % Ethanol 30 Minuten bei
Raumtemperatur und maximaler Geschwindigkeit in der Zentrifuge geféllt. AnschlieBend wurde
der Uberstand verworfen und das DNA-Pellet nach der Zugabe von 1 ml 70 % Ethanol 10

Minuten bei 13000 rpm und Raumtemperatur zentrifugiert. Nach diesem Waschschritt und
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anschlieBendem Trocken im Vakuumtrockner wurde das Pellet je nach GroRe in 50 - 500 ul 0,1x

TE aufgenommen.

2.2.4 Agarose-Gelelektrophorese

DNA-Fragmente kdnnen auf Grund ihrer negativen Ladung im elektrischen Feld nach GroRe
aufgetrennt werden. Je nach Agarosekonzentration wird dabei in horizontalen Gelen eine
Auftrennung von Fragmente einer Grolie von 75 bp bis 15 kb méglich. In der Regel wurden 1 %
Agarosegele verwendet. Dazu kochte man z. B. fur ein mittelgroBes Gel 1 g Agarose in 100 ml
1x TBE-L6sung auf. Nachdem sich die Agarose im kochenden Puffer gel6st hatte, wurde sie in
einer Plexiglaskammer mit einem oder zwei ,,sample well “-Kammen ausgegossen, damit sie
polymerisieren konnte. Das polymerisierte Gel wurde anschlieBend in eine mit 1x TBE-L6sung
gefiillte Gelelektrophoresekammer gelegt und die Kémme vorsichtig aus dem Gel gezogen.

Auf das vorbereitete Gel konnten anschlielend je 20 pl pro DNA-Probe aufgetragen werden.
Dazu waren die Proben im Vorfeld durch eine Zugabe von 1/6 Volumen DNA-Ladepuffer
erschwert worden, wodurch eine Diffusion der Proben aus den Taschen verhindert werden sollte.
Je nach erwarteter DNA-FragmentgroRe trug man zusétzlich 6 pl eines 100 bp bzw. 1 kb Leiters
(Fa. Invitrogen) auf, um eine GrélRenabschatzung der Fragmente zu gewahrleisten. Anschlielend
konnte die Gelelektrophorese bei einer gleichbleibenden Spannung von 50 — 120 V fur 1 — 2
Stunden gestartet werden.

Nach ausreichender Auftrennung wurde das Gel fir 10 Minuten in ein Farbebad mit
Ethidiumbromid (5 pg/ml) Uberfuhrt. Ethidiumbromid interkaliert in Nukleinsdauren, so dass
diese unter UV-Licht visualisiert werden kénnen. Nach dem Farben der DNA wurde das Gel fur
20 Minuten in destilliertem Wasser entfarbt. Abschlielend visualisierte man die DNA-
Fragmente mit Hilfe eines UV-Transilluminators bei A = 312 nm und dokumentiere sie mittels
des ,,Herolab E.A.S.Y*-Videosystems.

2.3 RNA-Standardmethoden

2.3.1 Isolierung von RNA aus murinen Gewebe

Zur Isolation von RNA aus murinem Gewebe wurden die Proben zundchst aus der Lagerung bei
-80°C in flussigen Stickstoff Gberfihrt. AnschlieBend schnitt man mit Hilfe eines Skalpells ein
Stlick der Gewebeprobe (je 50 bis 100 mg) ab, gab es in 15 ml Schnappdeckelréhrchen mit 1 ml
Trizol und homogenisierte sie fir ~ 30 Sekunden mit einem Ultra-Turrax T25 (Fa. Janke und
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Kunkel). Zwischen den einzelnen Proben wurde der Ultra Turrax durch einmaliges Eintauchen in
0,1 M NaOH (40 ml in 50 ml PP-R&hrchen) und zweimaliges Eintauchen in destilliertes Wasser
(40 ml in 50 ml PP-Ro6hrchen) geséubert.

Nachdem alle Proben homogenisiert waren, wurden sie in 2 ml Eppendorfreaktionsgeféale
tberfuhrt und fir 10 Minuten bei 4°C und 13000 rpm zentrifugiert. Den Uberstand pipettierte
man in neue 2 ml Eppendorfreaktionsgefalle und gab 200 pl Chloroform hinzu. Nachdem die
Proben fir 15 Sekunden invertiert worden waren, lieR man sie fir 10 Minuten bei
Raumtemperatur inkubieren, um sie anschlieend fir 15 Minuten bei 4°C und 13000 rpm zu
zentrifugieren. Die Oberphase wurde im Anschluss in neue 2 ml Eppendorfreaktionsgeféale
uberfihrt und die RNA durch Zugabe von 500 pl Isopropanol geféllt. Wiederum liel} man die
Proben nach einer 15-sekindigen Invertierung 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren.
Nach einer 10-minitigen Zentrifugation bei 4°C und 13000 rpm wurde der Uberstand verworfen
und 1 ml 70 % Ethanol auf das zurlickbleibende RNA-Pellet pipettiert. Im Anschluss
zentrifugierte man die Proben fir 10 Minuten bei 13000 rpm und 4°C, um nach diesem
Waschschritt den Uberstand zu verwerfen und das Pellet unter dem Abzug auf Eis zu trocknen.
AbschlieBend wurde die RNA je nach Grolie der Pellets in 70 — 140 pl destilliertem Wasser
resuspendiert.

Die somit gewonnenen RNA-Proben konnten bis zum weiteren Gebrauch bei —80°C gelagert
werden oder man schrieb sie sofort nach Entfernung der genomischen DNA in cDNA um (siehe
Material und Methoden 2.3.2 bzw. 2.4.2).

2.3.2 Entfernung genomischer DNA aus RNA-Préparationen

Bevor man die isolierte RNA in cDNA (reverse Transkriptions (RT)-PCR) umschreiben konnte
(siehe Material und Methoden 2.4.2), musste man durch einen DNasel-Verdau die genomische
DNA entfernen (Sambrook et. al. 1989). Ohne diesen Schritt konnten nachfolgende
Expressionsanalysen verfélscht werden. Zu diesem Zweck wurde folgender 100 pl-Ansatz pro

Probe angesetzt und fiir 1 Stunde bei 37°C in einem Heizblock inkubiert:

10 pul  10x DNAse-Puffer (10 mM)

2 I RNAse Inhibitor (40 Units)

10 ul 10x TE

8 ul Rnase-freie DNasel (150 Units)
70 pl isolierte RNA
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Die anschlieBende Aufreinigung erfolgte genau nach den Angaben des RNeasy Mini Kits (Fa.
Quiagen). AbschlieBend wurde die RNA in 40 pul RNAse-freiem Wasser eluirt und die RNA-

Konzentration photometrisch bestimmt (siehe Material und Methoden 2.2.1).

2.4 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)-Techniken

2.4.1 Standard-Polymerase Chain-Reaction (PCR)

Durch die PCR kdnnen DNA-Bereiche enzymatisch amplifiziert werden. In der vorliegenden
Dissertation wurde die PCR nach der Methode von Saiki und Kollegen (Saiki et. al., 1988)
durchgefihrt. Dabei laufen folgende Schritte ab:

Zunéachst lagern sich nach der Denaturierung der DNA-Doppelstrange (Schritt 1) zwei zuvor
synthetisch hergestellte Oligonukleotide (Primer) in einer sogenannten Annealing-Phase (Schritt
2) an die Matrizen-DNA an. Mit Hilfe einer hitzestabilen Tag-Polymerase (isoliert aus dem
Bakterium Thermophilus aquaticus) und Nukleotiden (dNTPs) werden von den Primern
ausgehend die Einzelstrange zu Doppelstrangen aufgefillt. Dieser Schritt wird als Elongation
(Schritt 3) bezeichnet. Um insgesamt eine entsprechende Menge an amplifizierter DNA zu
erhalten, missen die zuvor beschriebenen Schritte (Schritt 1 - 3) mehrere Male (Zyklen)
wiederholt werden. Somit kommt es zu einer exponentiellen Vervielféaltigung der urspringlich
eingesetzten Matrizen-DNA, da die neusynthetisierten DNA-Fragmente als Vorlage im néchsten
Zyklus dienen. Generell variiert die Dauer der PCR nicht nur nach Anzahl der wiederholten
Zyklen, sondern auch nach Lange und Qualitit der DNA.

Fur die Durchfiihrung einer PCR setzte man in der vorliegenden Dissertation in der Regel eine

50 pl-Reaktion in 0,5 pl Eppendorfreaktionsgefifien wie folgt an:

5ul  10x PCR-Puffer

5ul  dNTPs (je 1,25 mM)
1ul Tag-DNAPolymerase (1 Unit/ul)

1ul 5 Primer (10 pmol/pul)
1ul 3 Primer (10 pmol/pul)
1ul  DNA (10 —500 ng)

ad. 50 pl destilliertes Wasser

Nachfolgend wurde die PCR in einem Thermocycler nach folgendem Standardprogramm

durchgefunhrt:

43



2. Material und Methoden

1) Initiale Denaturierung 5 min. 95°C

2) Denaturierung 1 min. 95°C

3) Annealing 1 min. 60 — 65°C

4) Elongation 1 min. 72°C
(Wiederholung 2) bis 4) fir 24 - 35 Zyklen)

5) Finale Elongation 7 min. 72°C

6) Abkuhlung 0 4°C

AbschlieBend wurden 20 ul der amplifizierten DNA mit 3 ul DNA-Ladepuffer beschwert und
auf ein 1 — 2 % Agarose-Gel aufgetragen, um nach einer Gelelektrophorese die PCR zu

analysieren und zu tberprifen.

2.4.2 Reverse Transkriptions (RT)-PCR

Mit Hilfe der RT-PCR kann nach der Isolation, dem DNAse-Verdau, der Aufreinigung und der
photometrischen Konzentrationsbestimmung (siehe Material und Methoden 2.3.1, 2.3.2 und
2.2.1), die RNA zu cDNA umgeschrieben werden. Dazu wurden je nach Mdéglichkeit 4 pg RNA
zu einem Gesamtvolumen von 16 pl mit RNAse-freiem Wasser aufgefillt. Nach 10-minutiger
Denaturierung bei 70°C im Thermocycler wurden die Proben auf Eis gelagert und ihnen im
Anschluss 22,5 ul c¢DNA-Synthesemix zuzugeben. Der cDNA-Synthesemix war dabei

folgendermalen zusammengesetzt:

8 ul 5x first strand buffer

5ul  Oligo (dT)1s (50 uM)

3,5 ul dNTPs (10 mM je dNTP)

2 ul  RNase Inhibitor (20 U/ul)

4ul  DTT (0,1 M)

1,5 ul M-MLV Reverse Transkriptase (200 U/ul)
Der 5x first strand buffer, die dNTPs, das DTT und die M-MLV Reverse Transkriptase wurden
dabei aus dem M-MLV RT Kit (Fa. Invitrogen) verwendet und wie in der Anleitung beschrieben
eingesetzt. Nach Zugabe dieser cDNA-Synthesemixes wurde die Erststrangsynthese fir 90
Minuten bei 37°C im Thermocycler durchgefiihrt. Abschlieend erfolgte die Inaktivierung der
M-MLV reversen Transkriptase durch eine Inkubation der Reaktionsansétze fir 10 Minuten beli
95°C.
Zur Herstellung der Negativkontrollen wurde pro revers transkribierter RNA ein Ansatz ohne
Enzym (Volumen durch RNAse-freies Wasser ersetzt) erstellt und genauso behandelt wie die

Proben mit reverser Transkriptase.
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2.4.3 Semiquantitative PCR

Bevor man eine semiquantative PCR durchfiihrte, musste zunachst von den zu untersuchenden
Proben RNA isoliert werden (siehe Material und Methoden 2.3.1), um diese im Anschluss in
cDNA durch eine RT-PCR umzuschreiben (siehe Material und Methoden 2.4.2). Durch die Wabhl
von spezifischen cDNA-Primern konnte man in einer anschlieBend durchgefihrten
semiquantitativen PCR die Expression von verschiedenen Genen auf RNA-Ebene untersuchen.
Die semiquantitative PCR entsprach dabei in der Theorie und der Durchfiihrung einer Standard-
PCR (siehe Material und Methoden 2.4.1), wobei der einzige Unterschied ist, dass die zu
untersuchende DNA nicht genomischen Ursprungs, sondern cDNA war. Zudem wurde durch
eine Verringerung oder Steigerung der Zyklenzahl nach den besten Bedingungen gesucht, um
unterschiedliche Genexpressionen der Proben nachzuweisen. Die Banden detektierte man nach
dem Auftragen der Proben auf ein Agarosegel und der Durchfuhrung einer Agarose-
Gelelektrophorese (siehe Material und Methoden 2.2.4) durch Ethidiumbromid-Féarbung auf

einem UV-Tisch. Zum Abschluss folgte die Dokumentation der Ergebnisse.

2.5 Arbeiten mit Proteinen

2.5.1 Isolierung von Proteinen aus murinen Gewebe

Bevor man mit der Isolation der Proteine aus murinen Gewebestiicken beginnen konnte, mussten
diese zunadchst von der Lagerung bei -80°C in fllussigen Stickstoff Uberfiihrt werden.
AnschlieBend wurde mit Hilfe eines Skalpells ein kleines Stiick (50 bis 100 mg) des jeweils zu
untersuchenden Gewebes abgeschnitten und in 15 ml PP-R6hrchen mit 1 ml RIPA-Puffer
uberflhrt. Die Proben mussten ab diesem Zeitpunkt immer auf Eis gelagert werden.

Im Anschluss homogenisierte man die zu untersuchenden Gewebe fiir ca. 30 Sekunden mit dem
Ultra Turrax. Zwischen den einzelnen Proben wurde der Homogenisator durch nachfolgendes
Eintauchen in 50 ml PP-R&éhrchen mit 0,1 % SDS bzw. destilliertes Wasser kurz gesaubert.
Somit sollten Verunreinigungen vermieden werden.

Nach der Homogenisierung folgte eine 30-minutige Inkubation der Proben auf Eis. Daraufhin
wurden sie fiir eine Minute bei 4300 rpm und 4°C zentrifugiert, um im Anschluss nochmals
durch die Einwirkung von Ultraschall (200 Joule) im HTU Sonil30 (Fa. G. Heinemann)
zerkleinert zu werden. Durch diesen Schritt sollten auch die letzten Zellkernmembranen

aufgebrochen werden, um alle Proteine des Gewebes zu isolieren.
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Nach einem nochmaligen Zentrifugationsschritt fir 1 Minute bei 4300 rpm und 4°C Uberfuhrte
man den Uberstand in neue 1,5 ml Eppendorfreaktionsgefale und zentrifugierte diese fiir 10
Minuten bei 13000 rpm und 4°C. Wiederum wurde der Uberstand in neue 1,5 ml
Eppendorfreaktionsgefdle Uberfuhrt. Abschlielend konnte die Proteinkonzentration direkt

gemessen (siehe Material und Methoden 2.5.2) oder die Proben bei —20°C gelagert werden.

2.5.2 Quantifizierung von Proteinen

Die quantitative Konzentrationsbestimung von isolierten Proteinen fuhrte man mit Hilfe des
Biorad Protein-Assays durch, das auf dem Bradford-Test basiert. Dieser Test ist eine
photometrische Methode zur quantitativen Bestimmung von Proteinen. Dabei bildet der
Farbstoff Coomassie-Brillant-Blau G-250 (CBBG) einen Komplex mit kationischen und
unpolaren Seitenketten von Proteinen. Durch die Komplexbildung mit den Proteinen wird aus
dem zuvor roten Farbstoff (Absorptionsmaximum bei 470 nm) eine blaue und anionische
Sulfonatform, die ihr Absorptionsmaximum bei 595 nm hat. Eine Quantifizierung der Proteine
ist somit mit Hilfe eines Photometers maoglich.

Generell wurden zur Ermittlung der Proteinkonzentration 1 pl Proteinextrakt, 799 ul destilliertes
Wasser und 200 ul Biorad-Protein-Assay-Reagenz in eine Einmalkivette gegeben, mit Parafilm
verschlossen, gut gemischt und fur 2 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Innerhalb dieser
Zeit fand die Farbreaktion der zu messenden Proteine mit dem Reagenz des Biorad Protein
Assays statt, so dass man anschlieend die optische Dichte der Lésung bei einer Wellenlange von
595 nm im Photometer messen konnte. Als Vergleich diente ein Leerwert einer Losung mit 800
ul  destilliertem Wasser und 200 pl Biorad-Protein-Assay-Reagenz, der unter gleichen
Bedingungen vor Beginn der Messung der Proben photometrisch ermittelt worden war.

Mit Hilfe der ermittelten Absorptionswerte und einer BSA (bovine serum albumin)-Eichkurve,
die zuvor mit einer steigenden Konzentration von BSA erstellt worden war, konnte man

anschliellend die jeweilige Proteinkonzentration der Proben berechnen.

2.5.3 Fallung von Proteinen

Die Féllung von Proteinen wurde durchgefiihrt, um in anschlieBenden Western blot-Analysen die
gleiche Menge an Proteinen einzusetzen und somit Vergleiche zwischen den einzelnen Proben
zu ermoglichen. Dabei macht man sich zu Nutze, dass Proteine durch den Einsatz des
organischen Losungsmittels Aceton ihre Loslichkeit verdndern und ausfallen.

Nach der Bestimmung der Proteinkonzentration der zu analysierenden Proben (siehe Material

und Methoden 2.5.2) wurden je 100 pg der entsprechenden Menge des Proteinextraktes in neue
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1,5 ml EppendorfreaktionsgefaRe uberfiihrt. Anschlieend wurden die Proben nach Zugabe des
neunfachen Volumens von eiskaltem Aceton (bezogen auf die jeweilige Menge des
Proteinextrakts) gut gemischt. Nachfolgend inkubierte man die Ansatze bei —20°C fir 1 Stunde
bzw. tiber Nacht, so dass die Proteine ausfallen konnten.

SchlieRlich wurden sie bei 13.000 rpm und 4°C fir 10 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen und das zuriickbleibende Proteinpellet in je 12 pl 2x Proteinprobenpuffer
resuspendiert. Die somit gewonnenen Proteine konnten direkt fur eine Western blot-Analyse

verwendet werden oder bis zu deren Gebrauch bei —20°C eingefroren werden.

2.5.4 SDS-Polyakrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Das anionische Detergenz Natriumdodecylsulfat (SDS) ermdglicht es, dass bei einer SDS-PAGE
Proteine in einem elektrischen Feld nach MolekiilgroRe aufgetrennt werden koénnen. Diese
Auftrennung der Proteine ist nur méglich, da SDS die Proteine einheitlich negativ ladt und somit
eine Wanderung der Proteine zur Anode eines elektrischen Feldes gewéhrleistet.

In der vorliegenden Dissertation wurde bei einer SDS-PAGE mit dem diskontinuierlichen
Prinzip gearbeitet. Hierbei trennte man die Proteine zunédchst durch ein weitporiges Sammelgel
(3 %) und anschlieBend durch ein engporiges Trenngel (10 %) auf. Dazu wurde zunéchst das
Trenngel und nach dessen Polymerisation das Sammelgel gegossen. Durch das Einsetzen eines
., sample well“-Kamms in das Sammelgel war ein spateres Auftragen der zu untersuchenden
Proteinproben moglich.

Nachdem die Gele polymerisiert waren, Uberflihrte man diese in eine mit 1x Laufpuffer gefllte
Gelelektrophoresekammer und entfernte vorsichtig die Kdmme. AnschlieBend konnten 10 pl der
gefillten und geldsten Proteine (10 pg/ul) auf das Gel aufgetragen werden. Dazu waren die
Proteine im Vorfeld durch eine 5-minitige Hitzebehandlung in kochendem Wasser denaturiert
worden. Zum GroélRenvergleich der Proteine wurden pro Gel 6 pl des Proteinmarkers PageRuler
Prestained Protein Ladder (Fa. Fermentas) aufgetragen und die Proteine abschie3end bei 70 - 95

\olt fur 3 - 4 Stunden aufgetrennt.

2.5.5 Western blot-Analyse

Bei der Western blot-Analyse werden Proteine, die zuvor durch eine SDS-PAGE nach ihrer
MolekulgroRe aufgetrennt wurden, auf eine Nylon- oder Nitrozellulose-Membran transferiert.
Dies ist durch ein elektrisches Blotting-Verfahren mdoglich, indem die durch SDS negativ

geladenen Proteine in Richtung der Anode wandern und an die Membran binden. AnschlieRend
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konnen zu detektierende Proteine durch die Inkubation der Membran mit spezifischen
Antikorpern nachgewiesen und analysiert werden.

Dazu binden nach Blockade von unspezifischen Bindungsstellen zunéchst Priméarantikorper an
die zu analysierenden Proteine. Nachfolgend inkubiert man die Membran mit
Sekundarantikdpern, die mit einer Meerrettich-Peroxidase (horseradish peroxidase; HRP)
gekoppelt und gegen die Primdarantikdrper gerichtet sind. Durch den Komplex aus Antikrpern
und der HRP sind die entsprechenden Proteine durch eine Chemilumineszenzreaktion auf
Rontgenfilmen nachweisbar. Die Western blot-Analyse wurde in der vorliegenden Dissertation
folgendermalien durchgefihrt:

Bevor man das Gel mit den aufgetrennten Proteinen aus der SDS-PAGE-
Gelelektrophoresekammer entnahm, bereitete man alles fur den Aufbau des Blots vor. Dazu
wurden pro Gel zwei 3 mm dicke Whatmanpapiere und eine Nitrozellulosemembran so
zurechtgeschnitten, dass sie der GrolRe des SDS-PAGE-Gels entsprachen. Zudem wurden 1,5
Liter 1x Transferpuffer angesetzt. Anschliefend wurde das SDS-PAGE-Gel aus der Kammer
entnommen und kurz in eine Schale mit 1x Transferpuffer gelegt. Dies hatte den Zweck, dass das
Gel gewaschen und dquilibriert wurde, um einen optimalen Transfer der Proteine auf die
Nitrozellulosemembran zu ermdglichen. Anschlieend wurde der Blot folgendermalRen

aufgebaut:

Stromfluss
Kathode
Fibre-Pad
SDS-PAGE-Gel
Nitrozellulosemembran
2 Lagen 3 mm Whatman-Papier
Anode

Waihrend des Aufbaus wurden die Whatman-Papiere und die Nitrozellulosemebran vor ihrem
Gebrauch kurz in 1x Transferpuffer getrankt und somit &quilibriert. Nachfolgend tberfiihrte man
den aufgebauten Blot in eine Tank-Blotting-Apparatur (Fa. Biorad) und fullte diese mit 1x
Transferpuffer auf, bevor man den Transfer der Proteine bei 100 mA lber Nacht startete.

Am néchsten Tag wurde die Membran aus der Tank-Apparatur entnommen und fir eine Stunde
mit 10 ml Blocking Puffer (0,5 g Milchpulver gel6st in 10 ml 1x PBS mit 0,05 % (v/v) Tween
20) unter leichtem Schwenken auf einem Taumeltisch inkubiert. Dadurch vermied man
unspezifische Bindungen der Antikorper wahrend der nachfolgenden Inkubationen. Auch die
nachfolgenden Schritte wurden immer unter leichtem Schwenken auf dem Taumeltisch

durchgefiihrt.
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Nach einer Stunde wurde die Blocklésung verworfen und die Membran fir 4 Stunden bzw. tber
Nacht mit Primarantikorpern (1:1000 Verdinnnug in 10 ml Blockldsung) inkubiert. Der Blot
wurde daraufhin dreimal fur 10 Minuten mit 10 ml 1x PBS/0,05% Tween 20-L6sung (1x PBT)
gewaschen und des Weiteren fur eine Stunde mit Sekundarantikdérpern (1:5000 Verdinnung in
10 ml Blockldsung) inkubiert. Wiederum folgte im Anschluss ein dreimaliges Waschen des Blot
mit 10 ml 1x PBT fir je 15 Minuten.

AnschlieBend konnte man mit der Detektion der Proteine beginnen. Dazu wurde eine frisch
zubereitete 1 ml ECL Plus-Lésung (Fa. Amersham) nach den Angaben der Firma zubereitet,
gleichméRig auf dem Blot verteilt und dieser nach einer finfminutigen Inkubation in eine
Expositionskassette gelegt. Die Lichtemission, die durch die Chemilumineszenzreaktion der an
die Zweitantikorper gekoppelten Peroxidase mit dem in der ECL-L6sung enthaltenen Luminol
entstand, konnte durch Exposition eines Rontgenfilms (5 Sekunden bis 1 Stunde) in einer
Dunkelkammer visualisiert werden, so dass man anschlieend die unterschiedliche Expression
der zu analysierenden Proteine untersuchen konnte.

Weitere Nachweise konnten anschlieBend nach einigen vorbereitenden Schritten auf die gleiche
Weise durchgefiihrt werden. Dazu wurde die Membran zundchst 5 Minuten mit 20 ml
destilliertem Wasser gewaschen und anschlielend 5 Minuten mit 10 ml 0,2 M NaOH-L&sung
inkubiert. Durch diesen Schritt wurden gebundene Antikdrper entfernt. Nach einem weiteren
finfmindtigen Waschschritt mit 20 ml destilliertem Wasser konnte mit dem zweiten Nachweis
von Proteinen begonnen werden.

Auch phosphorylierte Proteine konnten mit Hilfe des zuvor beschriebenen Protokolls
nachgewiesen werden. Allerdings wurde dazu die Membran nicht mit 1x PBT gewaschen und
auch die Antikdrper nicht mit dieser Losung angesetzt. In diesem Fall wurde eine 1x TBS/0,05
% Tween 20 (v/v)-Lésung verwendet, so dass die Membran nicht mit Phosphaten inkubiert
wurde, an die spezifische Phosphat-Antikdrper binden kénnten und eine Auswertung unmaoglich

machen.

2.6 Zellbiologische Arbeiten

2.6.1 Verwendete Zellen

Alle in dieser Arbeit verwendeten Zellen waren Primérkulturen von murinen Embryonen. Die

Préparation dieser Primarkulturen erfolgte wie im Kapitel 2.7.9 beschrieben.
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2.6.2 Arbeiten mit Zellen

Das Arbeiten mit Zellen wurde unter einer Sterilbank durchgefihrt. Alle verwendeten
Materialien und Lésungen wurden dazu autoklaviert bzw. steril filtriert. Zudem erwarmte man
alle verwendeten Chemikalien vor ihrem Gebrauch im Wasserbad bei 37°C, um die Zellen nicht

durch Temperaturunterschiede zu beeinflussen.

2.6.3 Kultivieren und Passagieren von Zellen

Um Zellen zu kultivieren, wurden sie in einem CO2-Inkubator mit 5 % CO2-Gehalt und
wasserdampfgesattigter Atmosphéare bei 37°C aufbewahrt. Zur Versorgung wurde das
Néhrmedium DMEM (Dulbeco’s Modified Eagle’s Medium) verwendet, welches mit 10 %
tetrazyklinfreien fotalem Kalberserum (FCS), 5 ml mM L-Glutamin, 5 ml Penicillin (100 U/ml)
und Streptomycin (100 ug/ml) erganzt war (DMEM-Vollmedium). Sobald die Zellen den Boden
der Kulturflaschen oder Schalen fast komplett bewachsen hatten, wurden sie passagiert. Dazu
zog man das Medium der Zellen ab und wusch sie einmal durch eine Zugabe von 10 ml PBS
(Phosphat buffered saline). AnschlieRend wurde der Uberstand abgesaugt und 1 ml
Trypsin/EDTA flachendeckend auf die Zellen verteilt. Nach einer Inkubationszeit von 5 — 15
Minuten im 37°C warmen CO2-Inkubator Igsten sich die Zellen vom Boden der
Zellkulturgefale. Mit einer Zugabe von 5 — 10 ml DMEM-Vollmedium wurde der
Ablosevorgang der Zellen abgebrochen. Die Zellen wurden im Anschluss durch mehrmaliges
Hoch- und Runterpipettieren vereinzelt und in ein 15 ml PP-Réhrchen Gberflhrt. Es folgte eine
Zentrifugation der Zellen bei 1300 rpm fiir 5 Minuten und Raumtemperatur. Nachfolgend wurde
der Uberstand abgesaugt und 10 ml DMEM-Medium auf die Zellen gegeben. Nach dem
Vereinzeln der Zellen wurde abschlielend eine gewiinschte Volumenmenge von Zellen in ein

neues ZellkulturgefaR mit frischem DMEM-Medium ausplattiert.

2.6.4 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Zum Einfrieren von Zellen wurden sie zunédchst wie in Kapitel 2.6.3 beschrieben vom
Zellkulturgefaliboden mit Hilfe von Trypsin/EDTA geldst, mit DMEM-Vollmedium vereinzelt, in
15 ml PP-Rohrchen tiberfilhrt und zentrifugiert. Im Anschluss wurde der Uberstand abgesaugt
und die Zellen in 10 ml DMEM-Vollmedium vereinzelt. Allerdings folgte nun nicht das
Passagieren einer bestimmten Menge an Zellen in ein neues ZellkulturgefaB, sondern der
Zentrifugationsschritt wurde bei 1300 rpm fir 5 Minuten und Raumtemperatur wiederholt.
Durch diesen zusatzlichen Schritt sollten die letzten Reste an Trypsin/EDTA entfernt werden,
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welches ein Einfrieren der Zellen behindern kénnte. AnschlieRend saugte man den Uberstand ab
und loste das Zellpellet in 1 — 2 ml Einfriermedium. Das Einfriermedium bestand dabei aus
DMEM-Vollmedium, dem 10 Volumenprozent entsprechend DMSO hinzugefiigt worden war.
Nachfolgend wurden je 1 ml der Zellsuspension in Kryordhrchen aliquotiert und in einem
Styroporbehélter fur 24 Stunden bei —80°C eingefroren. Am néchsten Tag konnten die Zellen zur
Langzeitlagerung in flussigen Stickstoff Giberfuhrt werden.

Zum Auftauen von Zellen wurden die sich in den Kryoroéhrchen befindenden Zellen fir 10
Minuten in einem Wasserbad mit 37°C gelagert. Im Anschluss wurden sie in ein 50 ml PP-
Rohrchen Uberfihrt, welches mit 15 ml DMEM-Vollmedium geflllt war. Nachfolgend
zentrifugierte man die Zellen fur 10 Minuten bei Raumtemperatur und 1000 rpm. Durch das
anschlieRende Absaugen des Uberstandes wird das DMSO entfernt und die Zellen kénnen nach
der Zugabe von 10 ml DMEM-Vollmedium vereinzelt und in ein entsprechendes Zellkulturgefard

mit entsprechender Menge an DMEM-Vollmedium ausplattiert werden.

2.6.5 Bestimmung der Zellzahl in der Neubauer-Kammer

Um die Zellzahl einer Zellsuspension zu bestimmen, wurden 20 pl der Suspension in eine
Neubauer-Kammer pipettiert. Anschlielend wurde in den vier eingeschliffenen Grol3quadraten
der Kammer die entsprechende Zellanzahl bestimmt und ein Mittelwert aus den gezahlten Zellen
errechnet. Da die Kammer ein Fassungsvolumen von V = 0,1 mm? = 10 um® besitzt und die
Konzentration (c) als ¢ = Gesamtzellzahl (n)/Volumen (V) definiert ist, konnte man die Zellzahl

einer Suspension mit folgender Gleichung errechnen:

¢ = (n/4) x 10* Zellen/ml Zellsuspension

2.6.6 Durchflusszytometrie von murinen embryonalen Zellen und murinen adulten
Knochenmarkzellen

Die Technologie und das Verfahren der Durchflusszytometrie wurden in den spaten 60er Jahren
von Bonner et. al. und anderen Forschern entwickelt (Herzenberger et. al., 2002). Durch dieses
Verfahren kénnen u.a. die GroRe, die Komplexitit und die Expression verschiedener Gene von
eukaryotischen Zellen bestimmt werden. Das Prinzip beruht dabei auf der Emission von
optischen Signalen seitens der Zellen, wenn diese einzeln einen Laserstrahl passieren. Die
Emission der Strahlung kann nachfolgend mittels Detektoren nachgewiesen und durch einen
Computer graphisch erfasst werden. Zudem kdénnen die Zellen je nach Emission der optischen

Signale elektrisch geladen und anschlieRend durch eine Anode bzw. Kathode sortiert werden.
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Somit ist nicht nur eine Zahlung und Charakterisierung von Zellen mdglich, sondern auch die
Gewinnung von Zellpopulationen mit unterschiedlichen Merkmalen.

In dieser Dissertation wurde die Durchflusszytometrie zum einen fur die Gewinnung bestimmter
embryonaler Zellpopulationen verwendet und zum anderen zur Analyse der Expression von
hamatopoetischen Stammzellmarkern in embryonalen Zellen und adulten Knochenmark
durchgefihrt.

Fur die Gewinnung embryonaler Zellpopulationen préaparierte man murine Weibchen nach einem
timed mating zu einem bestimmten Zeitpunkt der Schwangerschaft und entnahm die Embryonen
(siehe Material und Methoden 2.7.3). Aus diesen Embryonen wurde eine Zellsuspension
hergestellt (siehe Material und Methoden 2.7.10), um anschlielend EGFP-exprimierende Zellen
mittels des FACSCaliburs (Fa. BD Biosciences, Heidelberg) elektronisch zu laden und von
EGFP-negativen Zellen zu trennen. Beide gewonnenen Zellpopulationen wurden im Anschluss
flr Transplantationsversuche (siehe Material und Methoden 2.7.12) oder Stammzellassays (siehe
Material und Methoden 2.6.7) verwendet.

Auch zur Expressionsanalyse von hamatopoetischen Markern wurden Embryonen an einem
bestimmten Tag der Schwangerschaft den Weibchen entnommen (siehe Material und Methoden
2.7.3). Anschliel3end praparierte man Zellsuspensionen der einzelnen Embryonen (siehe Material
und Methoden 2.7.9). Aus den Amnia der jeweiligen Embryonen wurde DNA isoliert und der
Embryo genotypisiert (siehe Material und Methoden 2.7.4). Gleichzeitig stellte man
Zellsuspensionen aus dem Knochenmark von adulten Méusen her (siehe Material und Methoden
2.7.11). Um anschlieBend die Expression von hématopoetischen Markern in beiden
Zellpopulationen durch Durchflusszytometrie zu analysieren, mussten diese mit Hilfe von
spezifischen fluoreszierenden Antikorpern, die gegen die zu untersuchenden Marker gerichtet
waren, inkubiert werden. Damit wurde durch den Nachweis und die Stérke der Emission von
unterschiedlichen Fluoreszenzen eine Aussage zur jeweiligen Expression der Marker in den
Zellen moglich. Zum Nachweis der Expression der Marker konnten die Zellen mit direkt
gekoppelten Fluoreszenz-Antikérpern inkubiert werden oder mussten nach der Inkubation mit
einem spezifischen nicht-fluoreszierenden Primérantikdrper zusétzlich mit einem weiteren
fluoreszierenden Sekundarantikrper behandelt werden. Dazu wurden als erstes entweder
500.000 Zellen des Knochenmarks oder jeweils ein Teil der embryonalen Zellsuspension, die in
PBS/15% FCS vereinzelt worden waren, (200.000 bis 300.000 Zellen) fir 10 Minuten bei 4°C
und 1230 rpm zentrifugiert. AnschlieBend wurde der Uberstand verworfen und pro Farbung
jeweils 100 pl der jeweilige Primarantikorper (fluoreszierend oder nicht-fluoreszierend) in einer
1:100-Verdiinnung (verdunnt in 1x PBS/10 % FCS) auf die Zellen gegeben. Es folgte eine
Inkubation fur 30 Minuten auf Eis. Im Anschluss wurden die Zellen in 2 ml 1x PBS/10 % FCS
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vereinzelt, 10 Minuten bei 4°C und 1230 rpm zentrifugiert und nach dem Abgielien des
Uberstands fiir 30 Minuten mit den fluoreszierenden Sekundarantikérpern inkubiert. Dazu gab
man je 100 pl pro unterschiedlichen Sekundarantikérper in einer 1:100 Verdinnung (verdinnt in
1x PBS/10% FCS) auf die Zellen und lagerte sie wahrend der Inkubation auf Eis. Abschlie3end
wurden die Zellen wiederum in 2 ml 1x PBS/10 % FCS gewaschen, 10 Minuten bei 4° C und
1230 rpm zentrifugiert und nach dem AbgieRen des Uberstands in 200 pl 1x PBS/10 % FCS
geldst. Zum Schluss konnte die Analyse der Expression der hamatopoetischen Marker mit Hilfe
des FACSCaliburs (Fa. BD Biosciences, Heidelberg) durchgefiuhrt werden. AnschlieRend
wurden zur Expressionsanalyse 30.000 Zellen pro Probe bzw. Farbung mit Hilfe des

Computerprogramms Cyflogic ausgewertet.

2.6.7 Stammzellassay von murinen embryonalen Zellen

Mit Hilfe eines sogenannten in vivo Stammzellassays kann untersucht werden, ob embryonale
Zellen den Charakter von hamatopoetischen Stammzellen besitzen. Dabei ist es nicht nur
moglich die Anzahl von Kolonien von hdmatopoetischen Vorléuferzellen zu bestimmen, sondern
auch die Zelltypen, die sich aus mdglichen Stammzellen entwickeln. Zu diesem Zweck werden
die zu untersuchenden Zellen im sogenannten solidem Medium kultiviert, das nur das Wachstum
und die Differenzierung von hdmatopoetischen Stammzellen zuldsst. Nach einer mehrtétigen bis
mehrwdochigen Inkubation in einem Brutschrank koénnen die Kolonien von Zellen mit
Stammzellcharakter unter einem Lichtmikroskop gezahlt und charakterisiert werden.

In dieser Arbeit wurden die Stammzellassays mit Hilfe des Mouse Colony-Forming Cell (CFC)
Assays Using Methocult® (Fa. STEMCELL technologies) durchgefiihrt. Die Durchfuhrung
entsprach den Angaben des Protokolls general method for set-up of CFCAssays in MethoCult®
Media. Die zu untersuchenden Zellen praparierte man aus murinen Embryonen (siehe Material
und Methoden 2.7.10), die man zu einem bestimmten Zeitpunkt der Schwangerschaft den
Miuttern entnommen hatte. Das Z&hlen der Kolonien von hdmatopoetischen Vorlduferzellen und
deren Charakterisierung fand téglich unter dem Lichtmikroskop zwischen Tag 5 und 20 der

Kultivierung statt.
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2.7 Arbeiten mit Mausen

2.7.1 Durchfihrung

Das Arbeiten mit Méausen wurde nach den MaRgaben des Tierschutzgesetzes durchgefuhrt. Die
Haltung der Tiere erfolgte in der ZVTE (Zentrale Versuchtiereinrichtung der
Universitdtsmedizin Mainz) nach den vorgegebenen Standards.

2.7.2 Praparation von murinen Organen

Zur molekularen bzw. histologischen Analyse von murinen Organen mussten diese zun&chst
prapariert werden. Dazu wurden die Mause durch Genickbruch getétet. Nach dem Uberpriifen
des Ausbleibens der Reflexe durch leichtes Quetschen der Oberschenkelmuskulatur wurde die
Maus mit 70 % Ethanol befeuchtet und das Fell mit einer Schere am Abdomen eingeschnitten
und entfernt. Nach dem Abziehen des Fells wurde die Bauchhohle bis zum Brustkorb erdffnet,
wodurch die darin befindlichen Organe freigelegt wurden. Zu untersuchende Organe wurden
operativ entnommen und in einer mit 1x PBS gefullten Petrischale gewaschen. Mit Hilfe der
Schere konnte anschlieBend das Diaphragma durchtrennt und die Rippen eingeschnitten und
entfernt werden, so dass man an die Organe im Brustkorb gelangte. Auch hier wurden die zu
untersuchenden Organe entnommen und in 1x PBS gewaschen.

Nach Entnahme der Organe Uberfiihrte man sie entweder in vorbeschriftete Geféalie (Kryo- oder
Eppendorfreaktionsgefdle verschiedener GroRe), um sie zur langfristigen Lagerung nach dem
Uberfiithren in fliissigen Stickstoff bei -80°C einzufrieren oder entnahm Stiicke der Organe fiir
molekulare und histologische Untersuchungen. Die Lagerung und die weitere Behandlung der
Organe variiert je nach durchzuftihrender Methode.

2.7.3 Altersbestimmung und Praparation pranataler Mausembryonen

Um bestimmte Entwicklungsstadien von murinen Embryonen zu untersuchen, wurden zeitlich
uberwachte Verpaarungen (timed matings) angesetzt. Durch den standardisierten 12-stiindigen
Tag/Nachtzyklus in der ZVTE wurde dabei der Verpaarungszeitpunkt von neu
zusammengefuhrten Tieren fir Mitternacht angenommen.

Am néchsten Morgen wurde die Vagina des Weibchens auf das Vorhandensein eines
sogenannten plugs untersucht, da Maushbdcke bei der Kopulation ein Koagulationssekret
absondern und somit die Vagina des Weibchens verschlieBen. Bei einem positiven Befund wurde

dieser Zeitpunkt als Tag 0,5 d.p.c. (days post coitum) festgelegt.
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Die Embryonen der schwangeren Weibchen wurden anschlielend zum benétigten
Embryonalstadium prépariert. Dabei erfolgte die Entnahme der Embryonen nach Toten der
Weibchen durch Genickbruck. Der Uterus, mit denen darin befindlichen Embryonen, wurde
freigelegt und entnommen. Von jedem Embryo wurden die Eihdute separat entfernt und das
Amnion zum Zweck der DNA-Isolation mit anschlielender Genotypisierung in 1,5 ml
Eppendorfreaktionsgefalle uberfiihrt. Die operativ entnommenen Embryonen wurden je nach

Versuch unterschiedlich behandelt.

2.7.4 lIsolierung genomischer DNA aus Mausschwanz-Biopsien, Amnia und murinen
Organen
Zur Genotypisierung von murinen Embryonen und adulten M&dusen musste zunachst DNA aus
Mauschwanz-Biopsien, Amnia oder murinen Organen isoliert werden. Dazu schnitt man bei der
Mauschwanz-Biopsie drei Wochen alten Mausen etwa 0,3 - 0,5 cm der Schwanzspitze mit einer
Schere ab und Uberfihrte diese in ein 1,5 ml Eppendorfreaktionsgefal?. Im Falle der Isolation von
DNA aus Organen wurde das jeweilige Gewebe nach dem To6ten der Maus durch Genickbruch
prapariert und ein kleines Stiick des Organs in ein 1,5 ml Eppendorfreaktionsgefal uberfihrt.
Die Genotypisierung der Amnia von Embryonen erfolgte nach Uberfilhrung der Eihdute in 1,5
ml Eppendorfreaktionsgefalie. Die nachfolgenden Schritte waren fur alle Gewebe identisch.
Die Isolation der DNA konnte direkt nach der Entnahme der Probe begonnen werden oder bis zu
dessen Gebrauch bei —20°C gelagert werden. Zu Beginn der Isolation wurde das Gewebe in 750
ul Tail-Lysepuffer mit frisch zugesetzter Proteinase K (100 bis 600 pg/ml) aufgenommen. Je
nach Hohe der Proteinase K-Konzentration fand anschlieBend ein Verdau des Gewebes in einem
Heizblock bei 54°C statt. In der Regel wurden die Gewebe iber Nacht verdaut.
Am néchsten Tag wurde zu jedem Ansatz 250 ul 5 M NaCl zugegeben. AnschlieBend vortexte
man die Proben kurz, um sie anschliefend 20 Minuten bei 13000 rpm zu zentrifugieren.
Wihrenddessen legte man in neue 1,5 ml Eppendorfreaktionsgefdlie 750 pl 100 % Isopropanol
vor. Nach der Zentrifugation der Proben wurden 750 pl des Uberstandes in die vorbereiteten 1,5
ml Eppendorfreaktionsgefale mit 100 % Isopropanol tberfihrt. Nach kurzem Invertieren wurde
die DNA bei Raumtemperatur und 13000 rpm in der Zentrifuge geféllt. Die DNA-Pellets waren
im Anschluss sichtbar und wurden nach Verwerfen des Uberstandes zweimal mit 70 % Ethanol
bei Raumtemperatur und 13000 rpm zentrifugiert (nach jeder Zentrifugation wurde der
Uberstand verworfen). Die gefallte DNA wurde somit gewaschen. Nach dem Waschen trocknete
man die DNA-Pellets bei 37°C mit gedffneten Deckeln in einem Heizblock und nahm sie
schlieBlich in 500 pl 0,1x TE auf. Nach dem Ldsen der DNA bei 54°C fir zirka 30 Minuten
konnte die Genotypisierung durchgefiihrt werden. Fur eine Standard-PCR setzte man dafiir 1 pl
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der geféllte DNA ein (siehe Material und Methoden 2.4.1). Die somit gewonnenen Proben

lagerte man je nach Gebrauchshaufigkeit bei 4°C bzw. —20°C.

2.7.5 Fixierung von murinen Embyronen und Organen

Operativ praparierte Organe und murine Embryonen wurden iber Nacht in 4 % Paraformaldehyd
(pH 7) fixiert und am n&chsten Tag in Paraffin Uberfuhrt (siehe Material und Methoden 2.7.6).
Eine Ausnahme bildeten dabei Embryonen, die X-Gal gefarbt werden sollten. Sie wurden nur 30
Minuten in 0,4 % Paraformaldehyd (pH 7) fixiert, um anschlieBend mit der Farbung der
Embryonen fortzufahren (siehe Material und Methoden 2.7.7).

2.7.6 Uberfiihrung muriner Embryonen und Organe in Paraffin

Um Embryonen und Organe in Paraffin zu tberfiihren, musste nach vorangegangener Fixierung
(sieche Material und Methoden 2.7.5) eine Dehydration der zu untersuchenden Probe
durchgefuhrt werden. Dazu wurden die Organe und Embryonen zunéchst flr eine Stunde in neue
2 ml Eppendorfreaktionsgefale mit 1,5 ml 70 % Isopropanol Uberfiihrt. Es folgten eine
einstiindige Dehydration in 1,5 ml 96 % Isopropanol (die einmal wiederholt wurde) und eine 30-
mindtige Lagerung in 1,5 ml 100 % Isopropanol (die zweimal wiederholt wurde), wobei die alte
Alkoholldsung vor jedem Schritt verworfen und neu zugegeben wurde.

AnschlieBend wurden die zu analysierenden Organen oder murinen Embryonen dreimal fur 30
Minuten mit jeweils 1,5 ml frischem Xylol behandelt. Bei der ersten Behandlung wurden die
Proben dazu in ein neues 2 ml Eppendorfreaktionsgefal? mit Xylol tberfuhrt, das aber flr die
Wiederholung der Behandlungen mit Xylol beibehalten wurde. Durch die Behandlung mit Xylol
wurde das Isopropanol voéllig durch Xylol ersetzt.

Anschliefend (berfihrte man die Proben in vorbeschriftete Einbett-Kassetten, um sie
nachfolgend in 55°C warmen Paraffin im Inkubationsoffen zu lagern. Nach einer Stunde bzw.
anschliefenden 45 Minuten wurden die Kassetten in jeweils neue Gefél’e mit flissigem und
warmem Paraffin Uberflhrt. In der dritten Paraffinlésung blieben die zu untersuchenden Organe
bzw. Embryonen tber Nacht, um sie am n&chsten Tag in Paraffin einzubetten und zum Schluss

Paraffinschnitte herstellen zu kénnen (siehe Material und Methoden 2.8.1).

2.7.7 X-Gal-Farbung von murinen Embyronen und Organen

Zur Uberpriifung ob murine Embryonen und Organe eine durch ein Transgen (z.B. RR oder EZ)
integrierte P-Galaktosidase exprimieren, wurden die zu untersuchenden Proben mit X-Gal
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geféarbt. X-Gal stellt dabei eine kiinstliche Substanz dar, die zur qualitativen Bestimmung der
Aktivitdt der B-Galaktosidase verwendet werden kann. Dabei hydrolysiert das Enzym das
chromogene Substrat X-Gal zu Galaktose und 5-Brom-4-chlor-Indoxyl. Das entstandene 5-
Brom-4-chlor-Indoxyl wird durch Sauerstoff in der Luft zum blauen Farbstoff 5,5’-Dibrom-4,4’-
dichlor-Indigo oxidiert und kann somit in [-Galaktosidase exprimierenden Geweben
nachgewiesen werden.

Die X-Gal zu farbenden Embryonen und Organe wurden zundchst fir 30 Minuten in 2 ml
Eppendorfreaktionsgefden mit 1,5 ml 0,4 % Paraformaldehyd fixiert (siehe Material und
Methoden 2.7.5). Anschliel3end folgte das dreimalige 30-minutige Waschen der Proben in einer
X-Gal Waschlésung (siehe Material und Methoden 2.1.2). Dazu wurden die vorfixierten
Embryonen und Organe in neue 2 ml Eppendorfreaktionsgefale mit 1,5 ml Waschlésung
uberfuhrt und in einen Rotator eingespannt, um sanft invertiert zu werden. Nach jedem
Waschschritt wurde die Waschlésung verworfen und durch neue ersetzt.

Nach dem Waschen der Proben folgte das Uberfilnren in die X-Gal-Farbelosung. Die
Embryonen und Organe wurden dazu aus der Waschlosung in neue 2 ml
Eppendorfreaktionsgefalle mit 1,5 ml X-Gal-Farbelosung befordert. Im Anschluss wurden sie in
den Rotator eingespannt und in einem vorgewéarmten Inkubationsofen bei 37°C invertiert und
gefarbt. Nach jeweils 30 Minuten Uberprifte man das Voranschreiten der Blaufarbung, um sie
gegebenenfalls abbrechen zu kénnen. Dieser Abbruch der Farbung erfolgte abschliefend durch
das zweimalige 10-minutige Waschen in 1x PBS (pH 7,4) und das einmalige 10-minitige
Waschen in 70 % Ethanol.

Abschlielend wurde eine mdgliche Blaufarbung unter dem Binokular dokumentiert und die
Embryonen bzw. Organe bis zum Uberfiihren in Paraffin mit anschlieRender Anfertigung von

Paraffinschnitten bei —20°C gelagert.

2.7.8 Behandlung von X-Gal gefarbten Embryonen mit Benzylbenzoat

Die Benzylbenzoat-Behandlung von X-Gal gefarbten Embryonen wurde als erstes 1998 von
Schmidt und Kollegen beschrieben (Schmidt et. al., 1998). Durch dieses Verfahren werden nicht
X-Gal geférbte Gewebe durchsichtig, so dass eine enzymatische Umsetzung von X-Gal
deutlicher sichtbar wird.

Um dies zu erreichen, wurden die Embryonen nachfolgend fir je 30 Minuten in 2 ml
Eppendorfreaktionsgefalien mit 30 %, 50 %, 70 % und 99 % Ethanol gelagert. Abschliel3end
folgte das Uberfiihren der Embryonen in 2 ml Eppendorfreaktionsgefake mit Benzylbenzoat und
Benzylalkohol (Verhdltnis 2:1). Sobald die Embryonen in dieser aromatischen Losung lagerten,
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wurden die nicht X-Gal gefarbten Gewebe langsam durchsichtig. Nach einer Stunde konnte mit

der Dokumentation unter dem Binokular begonnen werden.

2.7.9 Herstellung von Zellsuspensionen aus einzelnen murinen Embryonen zur
Kultivierung und Durchflusszytometrie-Analyse

Um Zellen von einzelnen murinen Embryonen zur Kultivierung herzustellen oder durch
Durchflusszytometrie untersuchen zu konnen, musste man einzellige Suspensionen von ihnen
herstellen. Dazu wurden die Embryonen zun&chst zu einem bestimmten Zeitpunkt der
Schwangerschaft prapariert (siehe Material und Methoden 2.7.3) und einzeln in Kammern einer
6-well Platte mit je 3 ml 1x PBS uberfuhrt und gewaschen. Die anschlieRenden Arbeiten fanden
alle unter der Sterilbank statt.

Im Anschluss nahm man jeden einzelnen Embryo in einer Insulininjektions-Spritze auf und
driickte sie durch diese zum Verkleinern in eine neue Kammer einer 6-well Platte, die jeweils
mit 3 ml DMEM/10 % Collagenase-Medium gefiillt war. Die Embryonen wurden nachfolgend
fur ungefahr 15 Minuten im Brutschrank inkubiert, so dass sie durch die Collagenase verdaut
werden konnten. Durch eine zwischenzeitliche Kontrolle unter dem Mikroskop konnte man den
Verdau kontrollieren und gegebenenfalls durch Aufziehen und Ausdriicken durch eine neue
Insulininjektions-Spritze die Embyronen nochmals zerkleinern. Nachdem der Verdau
ausreichend fortgeschritten war und einzelligen Embryonenzellen vorlagen, tberfihrte man die
verdauten Embryonen von den 6-well Platten in einzelne 15 ml PP-Rohrchen. Diese
zentrifugierte man fur 5 Minuten bei 1300 rpm und Raumtemperatur. Der Uberstand wurde
abgegossen und jeweils 10 ml DMEM-Vollmedium zum Waschen und Vereinzeln der
embryonalen Zellen hinzugegeben. Wiederum folgte ein Zentrifugationsschritt von 5 Minuten
bei Raumtemperatur und 1300 rpm, um im Anschluss den Uberstand abzugieBen und das
Zellpellet entweder in 10 ml DMEM-Vollmedium (Kultivierung) oder in 1 ml PBS/15 % FCS
(Durchflusszytometrie) aufzunehmen. AbschlieRend uberfiihrte man fur die Durchfiihrung einer
Durchflusszytometrie die embryonalen Zellsuspensionen in FACS-R6hrchen (siehe Material und
Methoden 2.6.6) oder plattierte die Zellen auf 10 cm Kulturschalen aus, um sie im Anschluss im
Brutschrank zu kultivieren (siehe Material und Methoden 2.6.3).

2.7.10 Herstellung einer Zellsuspension aus mehreren murinen Embryonen fir

Transplantationsversuche bzw. Stammzellassays

Um einzellige Zellsuspensionen von mehreren murinen Embryonen far

Transplantationsversuche (siehe Material und Methoden 2.7.12) oder Stammzellassays (siehe

Material und Methoden 2.6.7) zu erhalten, musste man zundchst die Embryonen zu einem
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bestimmten Zeitpunkt der Schwangerschaft praparieren (siehe Material und Methoden 2.7.3) und
sie zusammen in eine Petrischale Uberfihren, die mit 10 ml 1x PBS gefillt war. Die
nachfolgenden Arbeiten fanden alle unter der Sterilbank statt.

AnschlieBend wurden die Embryonen zweimal in 50 ml PP-Réhrchen gewaschen, die mit 50 ml
1x PBS gefullt waren. Im Anschluss zog man die Embryonen einzeln und nacheinander mit einer
Insulininjektions-Spritze auf und druckte sie durch diese in eine Petrischale mit 10 ml DMEM/10
% Collagenase-Medium. Durch die Collagenase kommt es zum Verdau der Embryonen, so dass
einzelne Zellen aus ihnen entstehen. Um dies optimal zu fordern, wurde die Petrischale mit den
Embryonen fir eine halbe Stunde im Brutschrank inkubiert und zwischenzeitlich das
Voranschreiten des Verdaus unter dem Mikroskop beurteilt. Nachdem dieser ausreichend
fortgeschritten war, Uberflihrte man die embryonalen Zellen in ein 50 ml PP-Réhrchen und
zentrifugierte sie fir 5 Minuten bei Raumtemperatur und 1300 rpm. Der Uberstand wurde
verworfen und das Zellpellet in 20 ml DMEM-Medium aufgenommen, um die Zellen zu
vereinzeln. Die Zentrifugation, das Abschiitten des Uberstands und das Aufnehmen in 20 ml
DMEM-Medium wiederholte sich im Anschluss ein weiteres Mal. AnschlieRend wurden die
Zellen mit einer Pipette aufgenommen und auf ein Sieb gegeben, wodurch das Vereinzeln der
Zellen verbessert werden sollte. Die Zellen wurden dabei unterhalb des Siebs durch ein 50 ml
PP-Rohrchen aufgefangen und anschliefend die Zellzahl der Suspension bestimmt (siehe
Material und Methoden 2.6.5). Nachfolgend wurden sie fur 5 Minuten bei Raumtemperatur und
1300 rpm zentrifugiert und das Pellet in einer entsprechenden Menge an DMEM-Medium
aufgenommen, so dass man pro ml eine Millionen Zellen in der Suspension vorfand.
AbschlieBend konnte die Durchflusszytometrie (siehe Material und Methoden 2.6.6)
durchgefuhrt werden, um eine bestimmte Zellpopulation flr die Transplantationsversuche bzw.

Stammzellassays zu erhalten.

2.7.11 Herstellung von Zellsuspensionen aus murinem Knochenmark

Das Herstellen von einzelligen murinen Knochenmark-Zellsuspensionen ist notwendig, um sie
fur Transplantationsversuche (siehe Material und Methoden 2.7.12) bzw. Durchflusszytometrie-
Analysen (siehe Material und Methoden 2.6.6) zu verwenden. Dazu tOtete man eine Maus durch
Genickbruch und legte im Anschluss deren Oberschenkelknochen frei. Muskeln und Sehnen
wurden dabei mit Hilfe einer Pinzette und eines Skalpells entfernt. Nach dem Freilegen des
Knochens wurde dieser entnommen und die Knochenkdpfe mit einem Skalpell entfernt.
AnschlieBend zog man mit einer 2 ml Injektionsspritze 1x PBS auf und spulte mit Hilfe einer
Kantle mehrmals das Knochenmark aus den Knochen in ein 15 ml PP-R0hrchen. Es folgte ein
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Zentrifugationsschritt fir 5 Minuten bei Raumtemperatur und 1300 rpm. Der Uberstand wurde
abgegossen und das Zellpellet in 5 ml 1x PBS aufgenommen und vereinzelt. Im Anschluss
bestimmte man die Zellzahl der Suspension (siehe Material und Methoden 2.6.5). Nach einer
wiederholten 5-minitigen Zentrifugation bei Raumtemperatur und 1300 rpm wurde das sich
abgesetzte Zellpellet in einer bestimmten Menge an 1x PBS (Transplantationsversuche) oder 1x
PBS/FCS (15 % FCS-Anteil/FACS-Analysen) aufgenommen, die der gewinschten Zellmenge

flr den jeweiligen Versuch entsprach.

2.7.12 Transplantation muriner embryonaler Zellen in adulte Mause

Um Uberpriifen zu kénnen, ob bestimmte embryonale Zellpopulationen an der Hiamatopoese der
Maus beteiligt sind, konnen die zu untersuchenden Zellen in adulte Mause transplantiert werden,
deren Knochenmark durch radioaktive Bestrahlung zerstort worden war.

Der erste Schritt dieses komplexen Versuchs war die radioaktive Bestrahlung von Méausen mit
9,5 Gray unter einer Casium-Quelle. Dazu wurden die Mause einzeln in eine
Bestrahlungstrommel gesetzt und bestrahlt. Generell wurde dies 6 bis 8 Stunden vor der
Transplantation der embryonalen Zellen durchgefiihrt. Nach der Bestrahlung der Méuse konnten
die zu untersuchenden Zellen vorbereitet werden. Dazu wurde Embryonen zu einem bestimmten
Zeitpunkt der Schwangerschaft prépariert (siehe Material und Methoden 2.7.3). AnschlieRend
wurde aus diesen eine Zellsuspension hergestellt (siehe Material und Methoden 2.7.10) und mit
Hilfe der Durchflusszytometrie die Zellpopulation isoliert (siehe Material und Methoden 2.6.6),
deren Rolle in der Hamatopoese untersucht werden sollte. Die isolierten Zellen wurden
nachfolgend fur 5 Minuten bei Raumtemperatur und 1300 rpm zentrifugiert, in 5 ml 1x PBS
aufgenommen und deren Zellzahl bestimmt (siehe Material und Methoden 2.6.5). Nach einer
weiteren Zentrifugation, die auf gleiche Weise durchgefiihrt wurde, goss man den Uberstand ab
und nahm das Pellet in einer gewiinschten Menge an DMEM-Vollmedium auf, so dass eine
gewunschte Anzahl von embryonalen Zellen transplantieren werden konnte. Bis zur
Transplantation wurden die Zellen auf Eis gelagert.

Parallel zur Herstellung der embryonalen Zellen wurde aus einer wildtypischen Maus eine
Zellsuspension aus Knochenmark hergestellt (siehe Material und Methoden 2.7.11). Jeweils zwei
Millionen adulte Knochenmarkzellen sollten im Anschluss zusammen mit embryonalen Zellen
transplantiert werden. Dies war notwendig um das Uberleben der bestrahlten Mause tberhaupt
zu gewahrleisten. Auch diese Zellen lagerten bis zur Transplantation auf Eis.

Nach dem Herstellen der beiden oben beschriebenen Zellpopulationen konnte jeweils eine

bestimmte Menge an zu untersuchenden Zellen zusammen mit jeweils zwei Millionen adulten
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Knochenmarkzellen in die bestrahlten M&use transplantiert werden. Dazu wurde das gew(inschte
Volumen mit entsprechender Zellzahl aus embryonalen Zellen und adulten Knochenmarkzellen
in 1,5 ml Reaktionsgefalien vorgelegt und fir 5 Minuten bei 4°C und 3000 rpm zentrifugiert. Im
Anschluss verwarf man den Uberstand und nahm die zu transplantierenden Zellen in 200 pl 1x
PBS auf. Nachfolgend wurde diese Zellsuspension in eine Insulininjektions-Spritze
aufgenommen und mit Hilfe einer Kandule in den retrobulbdren Venenplexus der bestrahlten
Mause injiziert. Die zu untersuchenden Zellen gelangten somit in die Blutbahn der bestrahlten
Mause und konnten helfen das Blutsystem wieder aufzubauen. Um nachzuweisen, ob die
embryonalen Zellen an dem Neuaufbau des Blutsystems beteiligt waren, beobachtet man die
Mause in den kommenden 16 Wochen und entnahm ihnen im Falle des Uberlebens Blut.
Desweiteren sollten sie nach einem halben Jahr prépariert werden, um die Milz, die
Lymphknoten, den Thymus und das Knochenmark zu entnehmen. Ware ein Nachweis der
injizierten, transplantierten Zellen im Blut und den Organen mdglich, so wirden sie beim

Neuaufbau des Blutsystems helfen.

2.8 Histologische Methoden

2.8.1 Herstellung von Paraffinschnitten

Fur histologische Untersuchungen von murinen Organen und Embryonen mussten
Paraffinschnitte angefertigt werden. Dazu wurden von den in Paraffin eingebetteten
Gewebeproben 7 pm dicke Serienschnitte mit Hilfe eines Mikrotoms hergestellt. Die
Serienschnitte wurden in ein 37°C warmes Wasserbad Uberfuhrt und anschlielend auf
beschichtete Objekttrager aufgezogen. Nachdem die Schnitte tber Nacht bei Raumtemperatur
getrocknet waren, konnte mit den histologischen Untersuchungen begonnen werden. Fanden die
nachfolgenden Analysen nicht direkt statt, wurden sie bei Raumtemperatur in Objekttrager-
Kisten gelagert.

2.8.2 Herstellung von Kryoschnitten

Verschiedene histologische Untersuchungen sind nur auf gefrorenen Gewebeschnitten maglich.
Zu diesem Zweck wurden Kryoschnitte von molekular zu untersuchenden murinen Organen und
Embryonen hergestellt. Die bei —80°C gelagerten Proben wurden dazu zundchst mit
Einbettmedium (tissue tek) fixiert. Anschlieend wurden die eingebetteten Gewebe im Kryotom
eingespannt und 10 um dicke Serienschnitte bei —25°C angefertigt. Die somit hergestellten
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Schnitte zog man anschliefend auf beschichtete Objekttrager auf und lagerte sie bis zum
jeweiligen Gebrauch in Objekttrager-Kisten bei —20°C.

2.8.3 Hamatoxylin/Eosin (HE)-Farbung

Mit Hilfe der HE-Farbung werden Zellkerne (H&matoxylin) und Zytoplasma (Eosin) auf
Gewebe-Paraffinschnitte gefarbt. Die Farbung der Zellkerne durch Hamatoxylin kommt dabei
durch die Oxidation von Hamatoxylin zu Hamatein zustande. Dieser Stoff bindet an die negativ
geladene DNA in den Zellkernen und farbt diese blau. Das Zytoplasma wird durch Eosin rosa
gefarbt. Nachfolgend kann man die Struktur von zu untersuchenden Gewebeproben analysieren.

Um die HE-Farbung durchzufiihren, wurden zuvor hergestellte Paraffinschnitte 20 Minuten bei
60°C in einem Heizofen inkubiert. Somit wurde von den Schnitten Uberflissiges Paraffin
entfernt. Diesem ersten Schritt der Entparaffinierung folgten weitere Schritte zu diesem Zweck.
Hierzu wurden die Schnitte in Farbekivetten gestellt und zweimal fir 10 Minuten in jeweils
frischem Xylol gelagert. AnschlieBend folgte eine 5-mindtige Inkubation in 100 %, 96 %, 90 %
und 70 % Ethanol in jeweils neuen Kivetten. Nach Beendigung dieser absteigenden
Alkoholreihe sollte das komplette Paraffin entfernt sein, um mit der Farbung beginnen zu
konnen. Dazu wusch man die Schnitte kurz in einer Kivette mit destilliertem Wasser, um
anschlieRend fiir eine Minute die Zellkerne mit Hdmatoxylin zu farben. Nachfolgend uberfuhrte
man die Paraffinschnitte in eine neue Kiivette und ,,blaute* sie fiir 10 Minuten unter laufendem
Leitungswasser. Um die HE-Farbung abzuschlieRen, folgte eine Farbung des Zytoplasmas fur 3
Minuten in einer Kivette mit Eosin. Nach der Farbung wurden die Schnitte kurz in 70 % Ethanol
eingetaucht, um sie anschlieRend fur jeweils 5 Minuten in 90 %, 96 % und 100 % Ethanol
aufzubewahren. Mit dieser aufsteigenden Alkoholreihe wurden die Schnitte dehydriert. Dies
wurde mit einer zweimaligen 5-mindtigen Inkubation in Xylol abgeschlossen. Zum Schluss
wurden die gefarbten Schnitte mit Entellan eingedeckelt und konnten unter dem Mikroskop

analysiert werden.

2.8.4 Kernechtrot-Farbung

Um die Blaufarbung von X-Gal geférbten Organen bzw. Embryonen besser darstellen zu kénnen,
wurden deren angefertigte Paraffinschnitte mit Kernechtrot gegengefarbt. Dabei wurden
Zellkerne rosa geférbt, die sich nicht durch die enzymatische Umsetzung von X-Gal blau gefarbt
hatten.

Zum Gegenfarben der Paraffinschnitte wurden diese zundchst dreimal fir 20 Minuten in

Farbekivetten mit jeweils frischem Xylol gelagert. Die damit begonnene Entparaffinisierung
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wurde anschliefend durch eine absteigende Alkoholreihe fortgesetzt. Dazu wurden die Schnitte
in jeweils neuen Kivetten zweimal mit 100 % Isopropanol, zweimal mit 96 % Isopropanol,
einmal mit 70 % Ethanol und einmal mit 50 % Ethanol fur je 20 Minuten behandelt.
AnschlieBend wurden die Schnitte kurz in destilliertes Wasser getaucht, um sie anschlieRend fur
20 Sekunden in einer Kivette mit Kernechtrot zu farben. Nach zwei neuerlichen Waschschritten
in destilliertem Wasser folgte die Behandlung der gefarbten Paraffinschnitte durch eine
aufsteigende Alkoholreihe. Dabei wurden die Proben einmal in 50 % Isopropanol, einmal in 70
% lsopropanol, zweimal in 96 % Ethanol und abschlieRend zweimal in 100 % Ethanol fir je 10
Minuten aufbewahrt. Danach folgte eine dreimalige Inkubation der Schnitte fiir je 20 Minuten in
Kivetten mit Xylol, um sie schlieBlich mit einem Tropfen Entellan einzudeckeln. Zum Schluss

erfolgte die Analyse der X-Gal- und Kernechtrot-Farbung unter dem Lichtmikroskop.

2.8.5 Immunhistochemische-Analysen auf Paraffinschnitten

Die hier beschriebene und auch in dieser Dissertation angewandte Methode der
Immunhistochemie nennt man labelled (Strept-)Avidin-Biotin methode. Bei dieser
Immunohistochemie-Analyse werden Proteine mit Hilfe spezifischer Primarantikdrper auf zuvor
angefertigten Paraffinschnitten markiert. Der Nachweis des Proteins mit dem gebundenen
Primarantikdrper erfolgt anschlieRend durch den Einsatz von biotinylierten Sekundérantikorpern,
die an den Priméarantikdper binden. Dieser Komplex wird von einem Avidin-Biotin-
Peroxidasekonjugat erkannt. Nachfolgend werden durch eine Inkubation mit Wasserstoffperoxid
Protonen durch die enzymatische Aktivitdt der Peroxidase freigesetzt und kdnnen somit ein
zuvor mit Wasserstoffperoxid zugegebenes, farbloses Chromogen (3,3"-Diaminbenzidin (DAB),
Fa. Vector Laboratories) in ein braunes Endprodukt umwandeln. Damit wird das zu
untersuchende Protein sichtbar und es kénnen Aussagen zu dessen Lokalisation und Expression
auf Paraffinschnitten getroffen werden.

Zum immunhistochemischen Nachweis von Proteinen auf Paraffinschnitten wurden sie zunédchst
bei einer 15-mindtigen Inkubation im 60°C heilRen Heizofen von tberflissigem Paraffin befreit.
Zum weiteren Entparaffinieren stellte man sie anschlielend zweimal fir je 10 Minuten in
Kivetten mit einer Roti-Histol-Lésung. Es folgte eine jeweils 5-minutige Lagerung in 100 %
Ethanol (2x), 75 % Ethanol (1x) und 50 % Ethanol (1x). Die Kivetten mit den Paraffinschnitten
wurden dabei bei allen Schritten der Entparaffinierung auf einen Taumeltisch leicht geschwenkt.

Nach einem anschlieenden 10-mintigen Waschschritt in 1x PBT wurden die Schnitte aus den
Kivetten vom Taumeltisch in eine glaserne Auflaufform mit Tris-EDTA-Puffer gelegt.
AnschlieBend wurden die Proteine der Gewebeschnitte durch ein zweimal 10-mindtiges
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Aufkochen in der Mikrowelle bei 900 Watt freigelegt, damit sie durch primare Antikorper
nachgewiesen werden kénnen.

Um diese Priméarantikérper-Inkubation vorzubereiten, lieB man nach dem Aufkochen die
Paraffinschnitte im Puffer auf Raumtemperatur abkiihlen, wusch sie zweimal fiir je 5 Minuten in
1x PBT und inkubierte sie anschlieend mit 2 % Serum, so dass man unspezifischen
Antikorperbindungen vorbeugte (das Tier aus dem das Serum stammt, muss mit dem der
Sekundar-Antikorper-Gewinnung Ubereinstimmen und wurde mit 1x PBT verdunnt). Dazu
wurden je 150 ul frisch angesetztes 2 % Serum auf die Objekttrager gegeben, mit Parafilm
abgedeckt und fiir 30 Minuten in einer feuchten Kammer inkubiert. Nachfolgend wurde das
Serum von den Schnitten entfernt und durch Primdrantikorper ersetzt. Dazu setzte man diesen
mit Hilfe von 1x PBT in einer 1:100 Verdiinnung an und gab je 100 pl auf die jeweiligen
Obijekttréager. Abschlieend wurden die Schnitte mit Parafilm abgedeckt und lieR sie Giber Nacht
bei 4°C in einer feuchten Kammer inkubieren.

Am néchsten Tag entfernte man den Priméarantikorper von den Schnitten und wusch sie zweimal
flir je 5 Minuten in einer Kiivette mit 1x PBT auf dem Taumeltisch. AnschlieBend folgte die
Inkubation mit dem sekundaren Antikérper. Dazu wurde dieser zuerst in einem Verhéltnis von
1:100 mit 1x PBT verdunnt, um anschlieBend je 200 ul auf die Schnitte zu geben. Die
Objekttrager wurden abschlieend mit Parafilm abgedeckt und zur 1-stiindigen Inkubation bei
Raumtemperatur in einer feuchten Kammer gelagert.

Wahrend der Sekundarantikdper-Inkubation wurde mindestens 30 Minuten vor deren Gebrauch
das Avidin-Biotin-Peroxidasekonjugat (Vectastain ABC Kit, Fa. Vector Laboratories) angesetzt.
Dazu wurden in einem 1,5 ml Eppendorfreaktionsgefa je 20 pl Losung A und 20 pl Lésung B
zu 1 ml 1x PBT gegeben. Durch eine Inkubation von 30 Minuten bei 4°C bildete sich der
Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex, der im Anschluss zum Einsatz kam. Doch zuvor wusch man
die Objektrager nach dem Entfernen des Sekundarantikdrpers zweifach fiir 5 Minuten in 1x PBT
gefullten Kuvetten auf dem Taumeltisch. Erst dann wurden je 200 pl des angesetzten Avidin-
Biotin-Peroxidasekonjugats auf die Schnitte gegeben und fir 30 Minuten bei Raumtemperatur in
der feuchten Kammer inkubiert. Dabei waren sie wiederum mit Parafilm abgedeckt.

Es folgte ein zweimaliger Waschschritt fir 5 Minuten in 1x PBT gefiillten Kivetten auf dem
Taumeltisch, bevor man das zu untersuchende Protein durch die Zugabe des Substrats
visualisierte. Die Substratlosung wurde dabei wahrend des Waschens mit 1x PBT
folgendermalen angesetzt: 50 pl 20x DAB + 950 pl PBT + 1 pl 20 % Wasserstoffperoxid. Je
300 pl dieser Losung wurden anschlieBend auf die Schnitte pipettiert. Um die Farbung
abzubrechen, entfernte man nach einer Minute das Substrat von den Objekttrdgern und

uberfuhrte sie in eine Kivette mit Leitungswasser. Anschliefend wurden die Schnitte jeweils
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einmal kurz in eine Farbeklvette mit Hdmatoxylin getaucht (Blauférbung der nicht geférbten
Zellkerne) und lagerte sie anschliel3end in einer Kiivette mit Leitungswasser.

AbschlieRend folgte das Dehydrieren der Schnitte durch eine aufsteigende Alkoholreihe. Dazu
wurden sie jeweils flr eine Minute in Kivetten mit 50 % (1x), 70 % (1x) und 100 % Ethanol
(2x) auf dem Taumeltisch aufbewahrt. Es folgte eine einminltige Inkubation in einer Kiivette
mit Xylol, bevor sie abschlieRlich mit einem Tropfen DPX Mountain for histology (Fa. Sigma)
eingedeckelt wurden. Die Auswertung der gefarbten Schnitte fand im Anschluss unter dem

Lichtmikroskop statt.

2.8.6 Immunfluoreszenz-Analysen von Paraffinschnitten

Bei Immunfluoreszenz-Analysen wird eine Darstellung eines Proteins durch die Detektion von
spezifischen Primarantikérpern und daran gekoppelten Sekundarantikérpern mdoglich. Dabei
erfolgt der Nachweis durch direkt an den Sekundarantikdrper gekoppelte, fluoreszierende
Substanzen. Diese sogenannten Fluorochrome, die mit Licht einer bestimmten Wellenl&nge unter
dem Fluoreszenzmikroskop angeregt werden konnen, strahlen dadurch wenige Nanosekunden
spater Licht einer anderen Wellenldnge ab. Das zu untersuchende Protein wird somit unter dem
Fluoreszenzmikroskop sichtbar, so dass Aussagen zu dessen Lokalisation und Expression
moglich sind. Eine weitere Besonderheit dieser Methode ist, dass durch die Wahl
unterschiedlicher Sekundérantikorper, die mit verschiedenen Fluorochromen gekoppelt sind,
auch eine Darstellung von mehreren Proteinen gleichzeitig méglich ist, die durch spezifische
Primarantikdrper markiert sind. Hier soll nur die Analyse von einem Protein beschrieben werden.
Die Methode und die Verdunnungen der anzusetzenden Antikdrper bleiben aber auch bei
Koexpressionsanalysen gleich, wobei in diesem Fall mehrere verschiedene Antikorper in die
Losungen gegeben werden.

Die Behandlung der zu untersuchenden Paraffinschnitte unterschied sich dabei am ersten Tag
nicht von der Methode der Immunhistochemie (siehe Material und Methoden 2.8.5). Doch nach
der Primdrantikoper-Inkubation wurden die Paraffinschnitte zur Immunfluoreszenz-Farbung
anders behandelt.

Dazu wurden die Objekttrdger nach dem Entfernen des Primarantikorpers zweimal fur 5 Minuten
in 1x PBT geflllten Kivetten gewaschen. Im Anschluss folgte die Inkubation mit dem
fluorochromgekoppelten Sekundarantikérper. Pro Schnitt wurden dafur 100 pl einer 1:100
verdunnten Sekundérantikorperlésung angesetzt. Um diese zu erhalten, gab man zu 100 ul 1x
PBT, 1 ul des Sekundérantikdrpers und 1 pl DAPI (4°,6-Diamin-2-phenylindol/1 mg/ml). Neben

der damit verbundenen Detektion des zu untersuchenden Proteins wurden durch den Zusatz von

65



2. Material und Methoden

DAPI auch die Zellkerne markiert, die nicht das zu untersuchende Protein exprimierten. Sie
wurden  somit unter  Anregung einer  bestimmenten  Wellenldnge unter dem
Fluoreszenzmikroskop sichtbar und vereinfachten die Bestimmung der Lokalisation des zu
untersuchenden Proteins.

Nachdem 100 pl der Sekundarantikorperlosung auf die Objekttrédger pipettiert worden war,
wurden diese mit Parafilm abgedeckt und fiir eine Stunde bei Raumtemperatur in der feuchten
Kammer inkubiert. Ab diesem Zeitpunkt mussten die Schnitte mdglichst vor Licht geschitzt
werden, da die Fluorochrome lichtempfindlich sind. Daher wurden die Farbekivetten mit
Alufolie umwickelt.

Im Anschluss wurde der Sekundérantikdrper von den Schnitten entfernt und die Proben zweimal
fur 10 Minuten in Férbekilvetten mit 1x PBT auf dem Taumeltisch aufbewahrt. Abschliel3end
deckelte man die Paraffinschnitte nach Zugabe von zwei Tropfen Vectashield mountaining
medium (Fa. Vector Laboratories) ein. Zum Schluss konnte direkt mit dem Mikroskopieren
begonnen werden. Sollten die Schnitte erst spater auswertet werden, wurden sie dunkel bei 4°C

gelagert. Die Darstellung der Proteine ist generell fir ungefahr zwei bis drei Wochen méglich.

2.8.7 Immunfluoreszenz-Analysen von Kryoschnitten

Die Methode zur Immunfluoreszenz-Analyse von Kryoschnitten unterscheidet sich nicht von der
der Immunfluoreszenz-Analyse auf Paraffinschnitten (siehe Material und Methoden 2.8.6).
Allerdings wurden diese Schnitte anders behandelt.

Die Kryoschnitte von murinen Organen oder Embryonen wurden dazu zunéchst fir 5 Minuten
mit 4 % Paraformaldehyd fixiert. Dazu gab man je 200 pl der Fixierlésung auf die Objekttrager
und deckte sie mit Parafilm ab. Im Anschluss wurde das Paraformaldehyd entfernt und die
Schnitte zweimal fir 5 Minuten in Kivetten mit 1x PBS auf dem Taumeltisch gewaschen.
Nachfolgend wurden sie aus den Kivetten genommen, liel3 das 1x PBS abtropfen und trocknete
sie bei Raumtemperatur horizontal auf einem Objekttrdgerhalter. Wéhrend des Trocknens der
Schnitte konnte die Losung zum Blocken von unspezifischen Bindungen angesetzt werden. Dazu
gab man zu 895 pl 1x PBS, 100 ul einer 10 % BSA-LOsung und 5 pl Triton X-100. Im
Anschluss gab man je 100 pl pro Schnitt auf die getrockneten Objekttrdger und liefl3 sie fir 5
Minuten auf dem Gestell inkubieren, wobei die Kryoschnitte mit Parafilm abgedeckt waren.
AnschlieRend wurde die Losung entfernt und durch den Primérantikorper ersetzt. Dieser wurde
in einer 1:50 Verdunnung (pro Schnitt 100 pl 1x PBS mit 2 ul Priméarantikorper) eingesetzt und
im Anschluss auf die Kryoschnitte pipettiert. Es folgte eine Inkubation der Proben Gber Nacht in
einer feuchten Kammer bei 4°C.
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Am néchsten Tag wurde der Priméarantikorper entfernt und die Objekttrager dreimal fir 10
Minuten in Kivetten mit 1x PBS auf dem Taumeltisch gewaschen. AnschlieRend folgte die
Inkubation der Schnitte mit dem Sekundarantikérper. Doch bevor dieser in einer 1:100
Verdlinnung eingesetzt werden konnte, musste erst die Losung zum Verdiunnen angesetzt
werden. Dazu gab man 50 pl einer 10 % BSA-LGsung und 1 pl Triton X 100 zu 949 ul 1x PBS.
Zu jeweils 100 pl dieser Losung wurden dann 1 pl des einzusetzenden Sekundarantikorpers
gegeben, um anschlielend je 100 pl auf die Objekttrager zu pipettieren. Nachfolgend wurden die
mit Parafilm abgedeckten Schnitte fiir eine Stunde bei Raumtemperatur in der feuchten Kammer
inkubiert. Ab diesem Schritt musste darauf geachtet werden, dass die Schnitte keinem Licht
ausgesetzt waren, da die Sekundarantikoper lichtempfindlich sind.

AnschlieBend wurde der Sekundarantikdrper von den Schnitten entfernt und die Objekttréager
dreimal fir 10 Minuten in Klvetten mit 1x PBS auf dem Taumeltisch gewaschen. AbschlieRend
wurden sie mit Hilfe von zwei Tropfen Vectashield mountaining medium (Fa. Vector
Laboratories) eingedeckelt. Diesem Extrakt waren zuvor pro 100 pl 2 pl DAPI (5 mg/ml)
zugesetzt worden, so dass auch nicht primarantikorpergekoppelte Zellen unter dem
Fluoreszenzmikroskop sichtbar werden und somit die Lokalisation des zu untersuchenden
Proteins vereinfacht wird.

Nach einer einstlindigen Inkubation im Dunkeln bei 4°C konnte mit der Auswertung begonnen
werden. Falls die Analyse der Schnitte nicht direkt stattfand, konnte man sie zwei bis drei

Wochen im Kihlschrank lagern.
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3.1 Charakterisierung der KI-Wt1-tTA Effektor-Mauslinie (WE2)

Vor dem Beginn der Herstellung der konditionalen reversiblen Wilms-Tumor-Modelle sollte
zungchst in Vorversuchen die WE2-Effektor-Mauslinie (siehe Material und Methoden 2.1.11)
charakterisiert werden. Im Zuge dessen wurde uberprift, ob es zur Wtl-analogen Expression des
tetrazyklinabhdngigen Transaktivators (tTA) in denen von der Literatur beschriebenen
embryonalen, sowie adulten murinen Geweben kommt. Dies ware die Voraussetzung fir die
Herstellung der Wilms-Tumor-Modelle.

Um nun die Charakterisierung der WE2-Effektor-Mauslinie durchzufiihren, wurden WE2-Mé&use
mit der Responder-Mauslinie EZ verpaart (siehe Material und Methoden 2.1.11). Des Weiteren
sollte eine Verpaarung mit den Responder-Mauslinien TC und RR (siehe Material und Methoden
2.1.11) stattfinden. Durch die Integration der Transgene beinhalteten die doppeltransgenen (WE2
EZ) bzw. tripeltransgenen (WE2 TC RR) Nachkommen zwei wichtige Systeme der
Mausgenetik. Es handelte sich dabei um das Tet off-System bzw. das Cre/loxP-System. Diese
sollen vor der Erlauterung der beiden Modelle WE2 EZ bzw. WE2 TC RR kurz erklart werden.

Das Tet off-System basiert auf der Fusion eines Tet-Repressors (TetR) aus E.coli mit einer
Transaktivierungsdoméne des Herpes simplex-Virus, wodurch ein tTA als sogenannte
Effektorkomponente entsteht (Gossen und Bujard, 1992; Furth et. al., 1994). In Abwesenheit von
Tetrazyklin (in dieser Dissertation wird alternativ Doxycyclin verwendet) bindet tTA an eine
spezifische Tet-Operator-Konsenssussequenz (TetO). Wird die TetO-Kassette mit einem
Minimalpromotor kombiniert, kann die Expression einer nachgeschalteten Responder-
Komponente aktiviert werden und es kommt zur Transkription des nachgeschalteten Responder-
Transgens (siehe Abb. 3.1). Im Gegensatz dazu kommt es durch die Gabe von Tetrazyklin zu
einer Konformationséanderung des tTA, wodurch der Aktivator nicht mehr an DNA binden kann
und die Expression des Responder-Transgens ausbleibt. Im Laufe der Entwicklung des Tet off-
Systems sind viele Modifikationen vorgenommen worden, so dass z.B. durch das Einfligen
spezieller Minimalpromotoren eine bidirektionale Expression von eingefligten Responder-
Transgenen moglich ist oder eine erhdhte Stabilitat des Transaktivators gewéhrleitet wird (Baron
et. al., 1995, Kistner et. al., 1996; Bockkamp et. al., 2002).
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Abbildung 3.1:  Schematische

—— AR Darstellung des Tet off-Systems
Durch das Tet off-System kann die
mit Doxycyclin Expression von Zielgenen konditional
TA - gesteuert werden. Dafir sind zwei
. — g — | » Komponenten notwendig. Eine davon ist

ein tetrazyklinabhéngiger Transaktivator
(tTA), dem ein wéahlbarer Promotor (P-
gs) vorgeschaltet ist und somit
‘—> Transkription eine  gewebespezifische  Expression
gewabhrleistet. Die zweite Komponente
ohne Dowyeyctin NNt — Transgen - ist ein Responder-Transgen (transgene
cDNA ceines Zielgens), welches von
- einem Minimalpromotor (P-Min) mit
Keine Transkription | Tet-responsivem Element (TRE)
— e — Transgen ) transaktivatorabhangig  reguliert wird.
Generell wird das System durch
Doxycyclin gesteuert. Ohne Doxycyclin
ist eine Bindung des tTA an das TRE mdglich, wodurch der Minimalpromotor aktiviert und nachfolgend das
Responder-Transgen  exprimiert wird. In Anwesenheit von Doxycyclin erfahrt der tTA eine
Konformationsénderung, so dass der gewebespezifisch exprimierte tTA nicht an das TRE binden kann und die
Expression des Responder-Transgens ausbleibt.

mit Doxycyclin

Das zweite System ist das Cre/loxP-System. Dieses hat sich zu Beginn der 90er Jahre im Zuge
der Herstellung sogenannter konditionaler knock out-Mé&use (k.0.-M&use) entwickelt (Lakso et
al.1992, Orban et al. 1992, Kuhn et al. 1995). In diesem System kdnnen durch die Eigenschaften
eines Promotors einer genomisch integrierten Cre-Rekombinase (Cre), sowie eingefiigter locus
of crossing-over of P1 (loxP)-Sequenzen in einem nachgeschalteten Responder-Transgen,
bestimmte Bereiche des Transgens entfernt werden. Somit kann die Expression des Responder-

Transgens gewebespezifisch aktiviert oder ausgeschaltet werden (siehe Abb. 3.2).

: Abbildung 3.2:  Schematische
o~ | - . Darstellung des Cre/loxP-Systems
- W hcoudl— con . Die Eigenschaften des Promotors der
Cre-Rekombinase (Cre) bedingen die
rdumliche und zeitliche Deletion von
) e — b o2 — Bereichen  eines  nachgeschalteten
loxP modifizierten  Zielgens mit loxP-
Sequenzen. A) In diesem Teilabschnitt
—e P oo JP— o2 — 5 ist ein aus zwei Exons bestehendes
lox® . lox® bt Eicisorn 4 Transgen mit eingefiigten  loxP-
Sequenzen (loxP) um das erste Exon
a dargestellt. Die Modifikation hat keinen
W e — —eo- eo2 — | Einfluss auf die Expression des Gens,
die somit wildtypisch bleibt. B) Durch
g L ; den Einsatz eines ubiquitér aktivierten
—= _,O.p‘ - ',o.p_ Bron2 - Promotors  (P-Ubi) fir die Cre-
L Lebeispezitische Exzision t Rekombinase kommt es bei Expression
des Enzyms zum Erkennen der loxP-
Sequenzen in dem nachgeschalteten modifizierten Transgen. Somit wird dessen erstes Exon herausgeschnitten und
in der gesamten Maus das Transgen aktiviert bzw. ausgeschaltet. C) Durch den Einsatz eines Leber-spezifischen
Promotors (P-Le) kommt es zur Exzision in einem definierten Kompartiment des Organismus. Die Expression der
Cre-Rekombinase bewirkt in diesem Fall eine Aktivierung oder Ausschaltung des nachgeschalteten Transgens
ausschlieBlich in der Leber.

A

loxP loxP
1 Wildtyp Expression T

B)
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Nach der kurzen Einfuhrung in die verwendeten Mausgenetiksysteme sollen nun die Modelle
WE2 EZ und WE2 TC RR erlautert werden, die die Uberpriifung der Expressionsdoméne der
WE2-Effektor-Mauslinie ermdglichten.

Das doppeltransgene Modell WE2 EZ basiert auf dem Tet off-System. Durch die genomische
Integration des WE2-Transgens kann es zur Wtl-analogen tTA-Expression kommen, wodurch
eine tetrazyklinabhéngige Regulation des nachgeschalteten Responder-Transgens EZ mdglich
ist. Mit Doxycyclin, das in der vorliegenden Arbeit immer tber das Trinkwasser verabreicht
wurde, kommt es zu keiner Bindung des tTA an den bidirektionalen Promotor von EZ. Die
Transkription der Responder-Transgene EGFP und lacZ bleibt aus (siehe Abb. 3.3). Ohne
Doxycyclin bindet der tTA an den bidirektionalen Promotor. Es kommt zur Transkription von
EGFP und lacZ mit anschlielender Translation der Proteine EGFP und p-Galaktosidase. Diese
Proteine ermdglichen durch verschiedene histologische Methoden die visuelle Darstellung der
Wtl- bzw. der Wt1-tTA-Expression und somit die Uberprifung der Aktivitit und
Regulierbarkeit des WE2-Effektors.

Generell kann mit diesem System die aktuelle Expression von Wtl1 bzw. Wt1-tTA im Embryo

oder in Organen von adulten Tieren dargestellt werden.

—M tTA mWT1 —  Wtl-analogetTA-Expression

\

Ko

Mit Doxycyclin # EGFP
TetO

EGFP (—I [ b6

Ohne Doxycyclin —{ EGFP -
TetO

Abbildung 3.3: Schematische Darstellung des WE2 EZ-Mausmodells

Durch den im WE2-Transgen integrierten tetrazyklinabhangigen Transaktivator (tTA) kann durch Doxycyclin die
Regulation des Responder-Transgens EZ analog zur endogenen Wt1-Expression gesteuert werden. In Abwesenheit
von Doxycyclin bindet tTA an den bidirektionalen Promotor (TetO) von EZ. Nachfolgend kommt es zur
Transkription der Responder-Transgene EGFP und lacZ. Die bei der anschlieBenden Translation gebildeten Proteine
EGFP und B-Galaktosidase (bG) entsprechen der aktuellen Expression von Wtl im Embryo und adulten Tieren und
kénnen durch verschiedene Methoden detektiert werden. Mit Doxycyclingabe bleibt die Bindung von tTA an den
bidirektionalen Promotor aus und die Transkription von EZ wird unterbunden.

Das tripeltransgene Modell WE2 TC RR ist eine Kombination aus dem Tet off- und dem

Cre/loxP-System. Wie auch im WE2 EZ-Mausmodell ist durch die genomische Integration des
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WE2-Transgens eine Wotl-analoge tTA-Expression gewadhrleistet. Nachgeschaltete Tet-
responsive Transgene konnen somit reguliert werden. Im Falle des WE2 TC RR-Modells
verhindert die Anwesenheit von Doxycyclin die Bindung des tTA an den tTA-regulierbaren
Promotor des TC-Transgens. Somit kommt es nicht zur Transkription der Cre-Rekombinase
(sieche Abb. 3.4). Im Gegensatz dazu kann ohne Doxycyclin der tetrazyklinabhéngige
Transaktivator an den tTA-regulierbaren Promotor binden. Dieser wird aktiviert und die Cre-
Rekombinase transkripiert. Nach anschliefender Translation erkennt die Cre-Rekombinase die
integrierten loxP-Sequenzen im RR-Responder-Transgen und schneidet dabei eine Neomycin-
Resistenz-Kassette aus dem Gen. Dadurch gelangt das Responder-Transgen unter die
transkriptionelle Kontrolle des konstitutiv aktiven Rosa26-Promotors. Nachfolgend kommt es
zur Transkription und Translation des RR-Gens, wodurch eine 3-Galaktosidase exprimiert wird.
Die Aktivitdt dieses Enzyms kann durch verschiedene histologische Methoden visualisiert
werden und ermdglicht somit die Darstellung der Wt1-tTA Expression im Gewebe. Zudem ist es
mit diesem Modell moglich, alle Zellen zu markieren, die einmal Wt1-tTA exprimiert haben, da
die tTA-induzierte Cre-Rekombinase-Expression eine nicht reversible Exzision der Neomycin-
Resistenz-Kassette zur Folge hat. Das WE2 TC RR-Modell unterscheidet sich somit wesentlich
vom WE2 EZ-Modell, in dem nur aktuell Wt1-tTA exprimierende Zellen dargestellt werden

kdnnen.

Abbildung 3.4: Schematische Darstellung
des WE2 TC RR-Modells

Durch den im WE2-Transgen integrierten
tetrazyklinabhéngigen  Transaktivator (tTA)

[ W

! kann durch Doxycyclin die Regulation
~ MitDoxycyclin nachgeschalteter Transgene des WE2 TC RR-
relne Exgression der Cre Retambinase Modells beeinflusst werden. So kommt es z.B.

mit Doxycylin zu einer Konformationsanderung
des tTA, wodurch er nicht an den tTA-

| ——f—-\ regulierbaren  Promotor  (TetO) des TC-
- Transgens (Cre) binden kann. Nachfolgend
loxp bleibt die Trankription des TC-Transgens aus

loxP
und eine Cre-Rekombinase wird nicht

Ohne Doxycyclin fa— exprimiert. Ohne Doxycylin kann der tTA an

Exzision der loxP-sites durch die Cre- den tTA-I‘eguherbaren PI’OI’nOtOI’ blnden, SO daSS
Rekombinase sowie nachfolgende Expression . -

von beta-Galaktosidase i ; es zur Transkription und Translation des TC-

Transgens bzw. der Cre-Rekombinase kommt.
Dieses Enzym erkennt nun die in das RR-Responder-Transgen (Rosa 26 (lacZ)) integrierten loxP-Sequenzen (loxP)
und entfernt eine Neomycin-Resistenz-Kassette, wodurch das Rosa26 (lacZ)-Gen unter die transkriptionelle
Kontrolle des konstitutiv aktiven Rosa26-Promotors (Rosa 26) kommt. Nachfolgend wird das Gen transkripiert und
translatiert. Die bei der Translation gebildete 3-Galaktosidase kann anschlieRend durch verschiedene histologische
Methoden nachgewiesen werden.

—“— tTA mWT1 — Wtl-analoge tTA-Expression

Beide Modelle erganzen sich und stellen eine gute Moglichkeit zur Uberpriifung der
Expressionsdomane und Induzierbarkeit der WE2-Effektor-Mauslinie dar.

71



3. Ergebnisse

3.1.1 Embryonale Wt1-tTA Expression

Zur Analyse der embryonalen Wt1-tTA Expression wurden jeweils doppeltransgene WE2 EZ-
Méause, sowie tripeltransgene WE2 TC RR-Ma&use ohne Doxycyclin miteinander verpaart und
die Embryonen an Tag 11,5 d.p.c. (WE2 EZ-Modell) bzw. Tag 12,5 d.p.c. (WE2 TC RR-Modell)
prapariert. AnschlieBend farbte man sie mit X-Gal, wodurch sich alle Zellen blau féarben, die
W11-tTA aktuell exprimieren (im WE2 EZ) oder einmal exprimiert haben (im WE2 TC RR-
Modell). Von den X-Gal behandelten Embryonen wurden nach der Dokumentation unter dem
Binokular Paraffinschnitte hergestellt und mit KER gegengeféarbt. Des Weiteren behandelte man
einzelne ausgewahlte Embyronen mit Benzylbenzoat, so dass eine Wt1-tTA Expression besser
sichtbar wird.

Zusétzlich zu den X-Gal-Expressionsanalysen wurden von Embryonen (Tag 11,5 d.p.c.) des
WE2 EZ-Modells Paraffinschnitte angefertigt, um anschliefend Immunfluoreszenz-Farbungen
durchzufiihren. Durch die Darstellung von Wtl und EGFP mit Hilfe spezifischer Antikorper
sollte somit durch eine zusatzliche Methode eine mdgliche Wt1-tTA Expression Uberprift

werden.

3.1.1.1 Embryonale Wt1-tTA Expression im WE2 EZ-Modell

Wiéhrend in WE2 EZ-negativen, X-Gal gefarbten Embryonen keine Blauféarbung zu detektieren
war, wiesen WE2 EZ-positive Embryonen eine eindeutige Blaufarbung im Bereich des sich
entwickelnden Urogenitalsystems auf (siehe Abb. 3.5). Zudem waren die Somiten unterhalb der

Urogenitalanlage durch die enzymatische Umsetzung des Subtrats X-Gal blau gefarbt worden.

Abbildung 3.5: Nachweis der
A WItL1-tTA Expression durch X-
Gal-Farbung WE2 EZ-positiver
Embryonen (Tag 11,5 d.p.c.)
In Abb. 3.5 sind WE2 EZ-positive
; Embryonen und deren Negativkontrolle
‘. (alle Tag 11,5 d.p.c.) nach einer X-Gal-
’ Farbung bzw. einer zusétzlichen
WE2/EZ+ WE2/EZ- B WE2EZ+ Benzylbenzoat-Behandlung dargestellt.
) Eine Witl1-tTA Expression ist anhand
einer Blaufarbung erkennbar. A) Eine
Expression von Wt1-tTA ist nur im doppeltransgenen WE2 EZ-Embryo zu sehen. Die Férbung beschréankt sich auf
den dorsalen Bereich des Embryos in dem die Anlagen des Urogenitalsystems liegen. Die Negativkontrolle bleibt
ungefarbt. B) Nach einer Behandlung mit Benzylbenzoat erscheint der doppeltransgene WE2 EZ-Embryo
transparent und die geférbten Zellen sind besser sichtbar. Eindeutig ist die paarige Anlage des Urogenitalsystems
erkennbar und die darunter liegenden blau gefarbten, kugeligen Somiten.

A)
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Die genauere Untersuchung der Wt1-tTA Expression mit Hilfe der angefertigten Paraffinschnitte
zeigte positive Signale in mehreren Organen des Embryos. Blaugefarbt waren die
Gonadenanlagen, der Urnierengang und dessen Kanalchen, sowie das Endothel der linken und
rechten Kardinalvene (siehe Abb. 3.6).

Abbildung 3.6: Expressionsdomane
von Wt1-tTA in WE2 EZ-positiven
Embryonen (Tag 11,5d.p.c.)

In dieser Abbildung sind transversale
Paraffinschnitte eines X-Gal geférbten
WE2 EZ-positiven Embryos (Tag 11,5
d.p.c.) dargestellt. Wt1-tTA exprimierende
Zellen sind unter dem Mikroskop anhand
einer Blaufarbung zu erkennen. KER-
gefarbte ~ Zellen sind rosa.  Die
Abbildungsreihenfolge A)-F) erfolgt in
seriellen, transversalen Schnitten (cranial
Richtung caudal), wobei alle Abbildungen
in einer 4-fachen VergréRerung dargestellt
sind. Eine Wt1-tTA Expression ist in den
Gonadenanlagen (G), den Gefalwéanden
der linken und rechten Kardinalvene (IK
bzw. rK), sowie dem Urnierengang (Ur-G)
und dessen Kandlchen (Ur-K)
nachweisbar.

Bei den Immunfluoreszenz-Férbungen konnte in WE2 EZ-negativen Embryonen (Tag 11,5
d.p.c.) eine eindeutige Expression von Wtl (rot/TRITC) in den paarig angelegten
Gonadenanlagen, den Komma-Vesikeln der entstehenden Niere, sowie dem Endothel der linken
und rechten Kardinalvenen detektiert werden. Dieses Expressionsmuster entsprach der X-Gal-
Féarbung in doppeltransgenen WE2 EZ-Embryonen (Tag 11,5 d.p.c.). Zusatzlich war eine Wt1-
tTA Expression im Endothel und dem darunterliegenden Mesenchym der dorsalen Aorta
erkennbar. Eine Expression von EGFP konnte in den Kontrollen nicht nachgewiesen werden.

Diese wurde aber in doppeltransgenen WE2 EZ-Embryonen detektiert. Ebenso wie die Wt1-
Expression (rot/TRITC) war die durch Wt1-tTA aktivierte EGFP-Expression (grin/FITC) in den
Gonadenanlagen, den Komma- und S-férmigen Vesikeln der Nierenanlage, dem Endothel der
rechten und linken Kardinalvene und dem Endothel mit darunterliegendem Mesenchym des
mittleren und ventralen Bereichs der dorsalen Aorta nachweisbar (siehe Abb. 3.7). Generell
wurde die Koexpression von Wt1 und EGFP im Zuge der Uberlagerung der roten und griinen

Farbe durch eine gelb erscheinende Fluoreszenz dargestellt. Dabei fiel auf, dass nicht alle Wt1-
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exprimierenden Zellen auch EGFP-positiv sind. Dies ist moglicherweise durch die verschiedenen

Halbwertszeiten der Proteine bedingt.

10 x VergroBRerung 20 x VergroBerung

WT1/EGFP

WE2EZ-

A)

WT1/EGFP

WE2EZ+

B)

Abbildung 3.7: Vergleich der endogenen Wtl-Expression mit EGFP in WE2 EZ-positiven und -
negativen Embryonen (Tag 11,5 d.p.c.) nach Immunfluoreszenz-Farbung

A) In diesen beiden Abbildungen ist die Expression von Wtl und EGFP auf Paraffinschnitten von WE2 EZ-
negativen Embryo erkennbar. Wéhrend eine Expression von EGFP (grin/FITC) nicht nachweisbar ist, ist die
Expression von Wtl (rot/TRITC) zu detektieren. Wtl exprimieren die paarigen Gonadenanlagen (G), die Komma-
Vesikel (K-V) der entstehenden Niere (N), das Endothel der rechten und linken Kardinalvene (K), sowie das
Endothel mit darunterliegendem Mesenchym (M) der dorsalen Aorta (dA). B) Diese zwei Abbildungen zeigen die
Wtl- und EGFP-Expression auf Parafinschnitten von WE2 EZ-positiven Embryonen. Dabei wird Wtl (rot/TRITC)
und EGFP (grin/FITC) in vielen Geweben koexprimiert, was an der gelben bis orangenen Fluoreszenz erkennbar
ist. Die Orte der Koexpression sind die Gonadenanlagen (G), die Komma- und S-férmigen Vesikel (K-V/ S-V) der
Nierenanlage (N), das Endothel der rechten und linken Kardinalvene (K), sowie das Endothel mit darunterliegendem
Mesenchym (M) des mittleren und dorsalen Bereichs der dorsalen Aorta (dA).

Die Ergebnisse der histologischen Untersuchungen von WE2 EZ-positiven Embryonen sprachen
dafir, dass die WE2-Effektor-Mauslinie induzierbar ist und tTA-regulierbare Transgene
aktivieren kann. Zudem stimmte die Expressionsdoméne von Wt1-tTA (u.a. in den Strukturen
der entstehenden Niere und der Gonadenanlage) weitestgehend mit der von endogenem Wil an
Tag 11,5 d.p.c. tberein (Armstrong et. al., 1993; Rackley et. al., 1993).

3.1.1.2 Embryonale Wt1-tTA Expression im WE2 TC RR-Modell

Nach Préparation, Fixierung und X-Gal-Farbung der Embryonen (Tag 12,5 d.p.c.) konnte weder
in den tripeltransgenen WE2 TC RR-Embryonen noch in den Negativkontrollen eine Expression
von Wt1-tTA nachgewiesen werden. Erst durch die Behandlung mit Benzylbenzoat und der
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damit verbundenen Transparenz der Embryonen wurde in den WE2 TC RR-positiven
Embryonen eine Blaufarbung sichtbar. So exprimierten Zellen der entstehenden Lunge, der
Leber, des Herzens, des Darms und des Urogenitalsystems Witl-tTA. Ganglien des
Knochenmarks, des Gehirns und der Augen waren ebenso schwach blaulich zu erkennen. Auch
in der Aorta-Gonaden-Mesonephros (AGM)-Region konnten Zellen durch das WE2 TC RR-
Modell blau gefarbt werden (siehe Abb. 3.8). Dagegen wiesen die Kontrollen auch nach der

Behandlung mit Benzylbenzoat keine Blaufarbung auf (Daten nicht gezeigt).

2 mm

A) WE2/TC/RR+ WE2/TC/RR- B) WE2/TC/RR+

Abbildung 3.8: Nachweis der Wt1-tTA Expression durch X-Gal-Farbung WE2 TC RR-positiver
Embryonen (Tag 12,5 d.p.c.)

In Abb. 3.8 sind WE2 TC RR-positive Embryonen und deren Negativkontrolle (alle Tag 11,5 d.p.c.) nach einer X-
Gal-Féarbung bzw. einer zusatzlichen Benzylbenzoat-Behandlung dargestellt. Eine Wt1-tTA Expression ist anhand
einer Blaufarbung erkennbar. A) Die WE2 TC RR-positiven (links) und -negativen (rechts) Embryonen weisen
kaum oder gar keine Expression von Wt1-tTA auf. B) Durch die Transparenz der mit Benzylbenzoat behandelten
Embryonen werden in tripeltransgenen Embryonen viele Bereiche sichtbar, in denen eine Blaufarbung stattgefunden
hat. Dazu z&hlen das entstehende Herz (H), die Leber (L), der Darm (D), das Urogenitalsystem (U) und die Lunge
(Lg). Ebenso sind Zellen der Aorta-Gonaden-Mesonephros (AGM)-Region und einige Ganglien des Gehirns (G-G),
des Knochenmarks (G-Km) und der Augen (G-A) Wt1-tTA positiv.

Nach dem Uberfiihren der tripeltransgenen WE2 TC RR-Embryonen in Paraffin wurden Schnitte
in transversaler Ebene angefertigt, um die Bereiche der Wt1-tTA Expression genauer bestimmen
zu konnen. Unter dem Mikroskop war erkennbar, dass die Gefalwénde der absteigenden,
dorsalen Aorta und das darunterliegende Mesenchym blau gefarbt sind. Auch die Komma- und
S-férmigen Vesikel der entstehenden Niere wiesen eine starke Wt1-tTA-Aktivitat auf (siehe
Abb. 3.9). Des Weiteren waren einzelne Zellen der Lungenknospe, des Lumens des Duodenums
und der Leber Wt1-tTA positiv. Zudem farbte sich die Chorda dorsalis komplett blau und auch

Teilen des Riickenmarks wiesen eine Wt1-tTA Expression auf.
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Abbildung 3.9: Expressionsdoméne von Wt1-tTA in WE2 TC RR-positiven Embryonen (Tag 12,5
d.p.c.)

In dieser Abbildung sind transversale Paraffinschnitte eines X-Gal gefarbten WE2 TC RR-positiven Embryos (Tag
11,5 d.p.c.) dargestellt. Wt1-tTA exprimierende Zellen sind unter dem Mikroskop anhand einer Blaufarbung zu
erkennen. KER-gefarbte Zellen sind rosa. Die Abbildungsreihenfolge A)-F) erfolgt in seriellen, transversalen
Schnitten (cranial Richtung caudal), wobei vergréRerte Bereiche durch Késtchen gekennzeichnet und auf der rechten
Seite der Abbildung dargestellt sind. A) C) E) sind in einer 4-fach VergroRerung, D) in einer 10-fach VergroRRerung
und B) F) in einer 20-fach VergroRerung dargestellt. Wt1-tTA exprimierende Zellen sind im Knochenmark (Km),
der Chorda dordalis (Cd), dem Endothel der dorsalen Aorta (dA) mit darunterliegendem Mesenchym (M), der
Leber (L), dem Lumen des Duodenums (D), der Lunge (Lg) und den Komma (K-V)- bzw. S-formigen Vesikeln (S-
V) der entstehenden Niere erkennbar.

Auch die Ergebnisse der histologischen Untersuchung von WE2 TC RR-positiven Embryonen
wiesen darauf hin, dass die WE2-Effektor-Mauslinie induzierbar ist und die Expressionsdoméne
von Wtl1-tTA der von endogenen Wtl entspricht. Endogenes Wt1 wird ndmlich im Embryo als
erstes an Tag 9,5 d.p.c. im intermediéren und lateralen Mesoderm exprimiert (Armstrong et. al.,
1993; Rackley et. al., 1993) und ist nachfolgend an der Entwicklung von Organen aus Derivaten
des Mesoderms und Ektoderms beteiligt (siehe Einleitung 1.3.2). Dies erklart u.a. den Nachweis
von Witl-tTA im Darm, in der Lunge, im Herz, der AGM-Region und der Urogenitalleiste
(Derivate des Mesoderms), sowie dem Gehirn und den Ganglien der Sinnesorgane (Derivate des
Ektoderms) in WE2 TC RR-positiven Embryonen (Tag 12,5 d.p.c.).
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3.1.2 Adulte Wt1-tTA Expression

Auch zur Untersuchung der Wt1-tTA Expression in adulten Mausen wurden die Mausmodelle
WE2 EZ und WE2 TC RR verwendet. Dazu praparierte man von doppeltransgenen WE2 EZ-
bzw. tripeltransgenen WE2 TC RR-Mdausen (Aufzucht ohne Doxycyclin) die Nieren, Hoden und
Ovarien. Die Organe wurden anschlieRend mit X-Gal geféarbt, um die Zellen sichtbar zu machen,
die Wt1-tTA aktuell exprimieren oder einmal exprimiert haben. Nachfolgend stellte man von den
X-Gal gefarbten Organen nach deren Dokumentation unter dem Binokular Paraffinschnitte her
und farbte sie mit KER. Die Wt1-tTA Expression wurde abschlieBend unter dem Mikroskop

analysiert.

3.1.2.1 Adulte Wtl-tTA Expression im WE2 EZ-Modell

In Nieren von doppeltransgenen WE2 EZ-Mausen wurde nur in den Glomeruli der Nierenrinde
eine starke Blaufarbung beobachtet (siehe Abb. 3.10). Eine hohere mikroskopische Auflésung
wies darauf hin, dass es sich dabei um die Podozyten und die Bowman-Kapseln mit deren

Endothelien handelt. In nicht doppeltransgenen Méusen war keine Blaufarbung erkennbar.

WE2 EZ+

WE2 EZ-

C) 2mm D) .

Abbildung 3.10: Expressionsdoméne von Wtl-tTA in adulten Nieren (3 Monate) von WE2 EZ-
positiven und -negativen Mausen

In A) und B) ist eine X-Gal geférbte Niere einer WE2 EZ-positiven Maus dargestellt. A) Durch das Binokular wird
eine Expression von Wt1-tTA (Blaufarbung) in allen Glomeruli (G) der Nierenrinde (R) sichtbar. Alle weiteren
Zellen der Nierenrinde und des Nierenmarks (M) bleiben ungefarbt. B) Auf einem Paraffinschnitt ist in einer 20-
fachen VergroRerung eine Blaufarbung in den Bowman-Kapseln (Bk) und den Podozyten (P) erkennbar. Proximale
Tubuli (pT) und distale Tubuli (dT) weisen keine Wt1-tTA Expression auf. C) und D) zeigen eine X-Gal gefarbte
Niere einer WE2 EZ-negativen Maus. C) Die Nierenrinde (R) und das Nierenmark (M) erscheinen nach der
Aufnahme mit dem Binokular nicht Wt1-tTA positiv. D) Auch auf einem Paraffinschnitt ist in einer 20-fach
VergrolRerung keine Farbung der Glomeruli (G) und Tubuli (pT/dT) nachweisbar.
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In den Hoden von doppeltransgenen WE2 EZ-Mé&usen war makroskopisch eine deutliche
Blaufarbung des intermediaren Bereichs zwischen den Hodenkanélchen erkennbar (Interstitium).
Zudem wies der epitheliale Uberzug des Hodens (Deckepithel) X-Gal gefarbte Zellen auf. Unter
dem Mikroskop wurden auBerdem die blau geféarbten, hormonproduzierenden Leydig-Zellen im
Interstitium und die Wt1-tTA positiven Sertoli-Zellen (Stiitz- und Nahrzellen) in den
Hodenkanélchen identifiziert. Dagegen waren alle Zellstadien der Spermatogenese innerhalb der
Hodenkanélchen Wt1-tTA negativ (siehe Abb. 3.11). Hoden von Kontrolltieren wiesen keine

Blaufarbungen auf.

Abbildung 3.11: Expressionsdoméne von Wtl-tTA in adulten Hoden (3 Monate) von WE2 EZ-
positiven und -negativen M&usen

In A) und B) ist ein X-Gal gefarbter Hoden einer WE2 EZ-positiven Maus dargestellt. A) Eine Wt1-tTA-
Expression (Blaufarbung) ist unter dem Binokular eindeutig im Interstitium (Int) zwischen den Hodenkan&lchen
erkennbar. B) Auf einem Paraffinschnitt weisen die Leydig-Zellen im Interstitium (Int) eine deutliche Wt1-tTA
Expression auf (20-fach VergréRerung). Auch die Sertoli-Zellen (S) der Hodenkanélchen (H) sind blau gefarbt.
Zudem exprimiert das Deckepithel (D) Wt1-tTA. C) und D) zeigen einen X-Gal gefarbten Hoden einer WE2 EZ-
negativen Maus. C) Unter dem Binokular ist keine Wt1-tTA Expression erkennbar. D) Auch auf einem
Paraffinschnitt ist keine Farbung nachweisbar (10-fach VergréfRerung).

Ovarien von WE2 EZ-positiven M&usen wiesen eine Wt1-tTA Expression in mehreren ovarialen
Gewebeanteilen auf. Wt1-tTA positiv waren das spinozellulare Bindegewebe des Ovars
(Stroma), sowie einzelne Granulosa-Zellen in Gelbkdrpern und primaren Follikeln (siehe Abb.
3.12). Zudem zeigten einige Oozyten eine schwache Blauférbung. In den Ovarien der
Kontrolltiere waren keine blau gefarbten Zellen erkennbar.
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Abbildung 3.12: Expressionsdoméane von Wtl-tTA in adulten Ovarien (3 Monate) von WE2 EZ-
positiven und -negativen Mausen

In A) und B) sind X-Gal geférbte Ovarien einer WE2 EZ-positiven Maus zu sehen. Wt1-tTA exprimierende Zellen
sind blau gefarbt. A) Eine Wt1-tTA Expression (Blaufarbung) ist unter dem Binokular nur diffus erkennbar und
keiner Gewebestruktur zuzuordnen. B) Auf den Paraffinschnitten ist die Wt1-tTA Expression in WE2 EZ-positiven
Ovarien besser zu erkennen. So weisen stromale Zellen (S), einzelne Granulosa-Zellen (Gr) von Gelbkérpern (Ge)
und priméren Follikeln eine Wt1-tTA Expression auf. Zudem sind in einzelnen priméren Follikeln die Oozyten (Oo)
mit dessen Oozytenplasma (Oz) schwach blau gefarbt. Keine Wt1-tTA Expression ist in primordialen Follikeln (pF)
und dem ovarialen Epithelium (OE) erkennbar. Bis auf die Abbildung unten links (20-fache VergréRerung) sind alle
anderen Abbildungen in einer 10-fach VergroRerung aufgenommen worden. In C) und D) sind X-Gal gefarbte
Ovarien einer WE2 EZ-negative Maus dargestellt. C) Im Binokular ist keine Blaufarbung WE2 EZ-negativer
Ovarien erkennbar. D) Auch in einer 10-fach VergrofRerung ist keine Wt1-tTA Expression nachzuweisen.

In adulten Mausen ist die Wtl-Expression auf hochspezialisierte Zellen beschrénkt (Pritchard-
Jones et. al., 1990; Pelletier et. al., 1991). Dazu gehéren u.a. die Podozyten der Niere, die
Sertoli-Zellen des Hodens, sowie die Granulosa-Zellen des Ovars. Diese Zellen wiesen auch im
WE2 EZ-Modell eine Wit1-tTA Expression auf und sprechen fur eine Wtl-analoge
Expressionsdomane der WE2-Effektor-Mauslinie. Die zu beobachtende Wt1-tTA Expression in
den Leydig-Zellen, dem Deckepithel des Hodens, sowie den stromalen Zellen und den Oozyten

des Ovars sind in der Literatur noch nicht beschrieben.

3.1.2.2 Adulte Wt1-tTA Expression im WE2 TC RR-Modell

Im Fall der Untersuchung der Wt1-tTA Expression in den Nieren von tripeltransgenen WE2 TC
RR-Ma&usen konnte eine bis auf wenige Bereiche komplett blau geférbte Niere beobachtet
werden (siehe Abb. 3.13), so dass eine Wt1-tTA Expression in nahezu allen Zellen der
Nierenrinde und des Nierenmarks stattgefunden haben muss. So wurde bei der Analyse der
hergestellten Paraffinschnitte unter dem Mikroskop erkennbar, dass alle Glomeruli und fast alle

proximalen und distalen Tubuli Wt1-tTA exprimierten. Auch die meisten Tubuli der Henle-
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Schleife exprimierten Wt1-tTA, wohingegen die Sammelrohre nicht Wtl-positiv waren (Daten

nicht gezeigt). Die Nieren von Kontrolltieren wiesen keine Wt1-tTA Expression auf.

WE2 TCRR +
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Abbildung 3.13: Expressionsdomane von Wtl1-tTA in adulten Nieren (3 Monate) von WE2 TC RR-
positiven und -negativen Mausen

In A) und B) ist eine X-Gal geféarbte Niere einer WE2 TC RR-positiven Maus dargestellt. A) Unter dem Binokular
ist eine Wt1-tTA Expression (Blaufarbung) in fast allen Zellen der Nierenrinde (R) und des Nierenmarks (M) zu
erkennen. B) In einer 10-fachen VergroRerung ist auf einem Paraffinschnitt eine Blaufarbung in allen Glomeruli (G)
und fast allen proximalen und distalen Tubuli (pT/dT) nachweisbar. C) und D) zeigen die Wt1-tTA Expression in
einer Niere einer WE2 TC RR-negativen Maus. C) Unter dem Binokular ist keine Blaufarbung der Nierenrinde (R)
und des Nierenmarks (M) zu erkennen. D) Auch in einer 10-fach VergroRerung sind auf einem Paraffinschnitt keine
W11-tTA positiven Glomeruli (G), sowie proximalen und distalen Tubuli (pT/dT) nachweisbar.

Im Gegensatz zu der unterschiedlichen Expression von Wt1-tTA in den Nieren beider
Mausmodelle, wiesen die Hoden von Mdusen des WE2 EZ bzw. WE2 TC RR-Modells eine fast
identische Blaufarbung auf (siehe Abb. 3.11 bzw. 3.14). Auch in tripeltransgenen WE2 TC RR-
Hoden wurde makroskopisch eine Wt1-tTA Expression im Interstitium und im Deckepithel
beobachtet. Zudem waren unter dem Mikroskop eindeutig die blau gefarbten Leydig-Zellen des
Interstitiums und die Sertoli-Zellen im Randbereich der Hodenkandlchen sichtbar. Wie auch
schon im WE2 EZ-Modell exprimierten auch im WE2 TC RR-Modell alle anderen Zellen der
Kanélchen kein Wit1-tTA. Ebenfalls keine Witl1-tTA Expression konnte in Hoden wvon

Kontrolltieren detektiert werden.
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Abbildung 3.14: Expressionsdoméane von Wtl1-tTA in adulten Hoden (3 Monate) von WE2 TC RR-
positiven und -negativen Mausen

In A) und B) ist der X-Gal gefarbte Hoden einer tripeltransgenen Maus dargestellt. Wt1-tTA exprimierende Zellen
sind blau gefarbt. A) Unter dem Binokular ist das blau gefarbte Interstitium (Int) deutlich erkennbar. B) Eine
genauere Lokalisation der Wt1-tTA Expression ist unter dem Mikroskop auf den angefertigten Paraffinschnitten
moglich. Wt1-tTA positiv sind die Leydig-Zellen im Interstitium (Int), sowie die Sertoli-Zellen (S) der
Hodenkanélchen (H). Auch das Deckepithel (D) ist in manchen Abschnitten des Hodens blau gefarbt. Dabei sind die
beiden rechten Abbildungen mit einer 20-fachen VergroRerung aufgenommen worden und die beiden linken mit
einer 10-fachen VergroBerung. In C) und D) ist der X-Gal gefarbte Hoden einer nicht tripeltransgenen Maus
dargestellt. C) Unter dem Binokular ist keine Blaufarbung erkennbar. D) Auch auf einem Paraffinschnitt ist keine
W11-tTA Expression nachweisbar (4-fach VergroRerung).

Die Wt1-tTA Expression in Ovarien von tripeltransgenen WE2 TC RR-Ovarien &hnelte dem der
WE?2 EZ-Ovarien. Allerdings war die Blaufarbung in wesentlich mehr Zellen nachweisbar als in
den Ovarien der doppeltransgenen Tiere. So wurden in primdren Follikeln und Gelbkorpern
nahezu alle Granulosa-Zellen blau geférbt (siehe Abb. 3.15). Im Vergleich dazu exprimierten in
WE2 EZ-Ovarien nur einzelne Granulosa-Zellen Wt1-tTA. Zudem waren in WE2 TC RR-
Ovarien auch die Granulosa-Zellen von einzelnen sekundaren Follikeln Wt1-tTA positiv, welche
im anderen Modell nicht blau gefarbt waren. Des Weiteren konnte neben den geféarbten
Granulosa-Zellen wiederum eine Expression von Wt1-tTA im Stroma, sowie in einzelnen
Oozyten nachgewiesen werden. Keine Wt1-tTA Expression war in den Ovarien von nicht

tripeltransgenen WE2 TC RR-Ovarien erkennbar.
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Abbildung 3.15: Expressionsdoméane von Wtl-tTA in adulten Ovarien (3 Monate) von WE2 TC
RR-positiven und -negativen Mausen

In A) und B) sind X-Gal gefarbte Ovarien einer WE2 TC RR-positiven Maus zu sehen. Wt1-tTA exprimierende
Zellen sind blau geféarbt. A) Die tripeltransgenen WE2 TC RR-Ovarien féarben sich stark blau. B) In einer 10-fachen
VergroRerung ist auf Paraffinschnitten die Wt1-tTA Expression in fast allen Granulosa-Zellen (Gr) von Gelbkérpern
(Ge), primaren Eizellen (pE) und reifen Eizellen (rE) nachweisbar. Auch einzelne stromale Zellen (S) sind Wt1-tTA
positiv. Lediglich das ovariale Epithelium weist keine Blaufarbung auf. In C) und D) sind X-Gal geférbte Ovarien
von Kontrolltieren dargestellt. C) Unter dem Binokular ist keine Wt1-tTA Expression erkennbar. D) Auch unter
dem Mikroskop (10-fach VergroRerung) wird keine Blaufarbung in Oozyten (Oo), priméren Eizellen (pE),
Granulosa-Zellen (Gr), stromale Zellen (S) und dem ovariale Epithelium (OE) nachgewiesen.

Die Ergebnisse der Analysen der adulten Wt1-tTA Expression im WE2 TC RR-Modell dhnelten
denen des WE2 EZ-Modells. Auch in diesem Modell war die Expression von Wt1-tTA meistens
auf hochspezialisierte Zellen beschrénkt. Eine Ausnahme stellte die zu beobachtende Wt1-tTA
Expression in den Nieren von WE2 TC RR-positiven Mausen dar. Sie ist darauf zurtickzufiihren,
dass Wtl wéhrend der Nephrogenese an Tag 11,5 d.p.c. im metanephrischen Mesenchym
exprimiert wird, aus dem fast alle Elemente der Nephrone entstehen (Armstrong et. al., 1993;
Ubersicht: Rivera und Haber, 2005). Dies kann nach der Farbung mit X-Gal zu einer fast
kompletten Blauféarbung von adulten WE2 TC RR-positiven Nieren fiihren. Somit sprachen auch
diese Ergebnisse fir die Induzierbarkeit und Witl-analoge Expressionsdoméne des WE2-

Transgens.

Zusammenfassend konnte nach der Charakterisierung der WE2-Effektor-Mauslinie festzuhalten
werden, dass die embryonale und adulte Expressionsdoméne von Wt1-tTA weitgehend mit der
Expression von endogenen Wil bereinstimmt. Zusammen mit dem Beweis der Induzierbarkeit
und der Aktivitat des WE2-Transgens waren somit die Voraussetzungen gegeben, dass es unter
der Kontrolle der WE2-Effektor-Mauslinie zur Aktivierung von tTA-regulierbaren Transgenen
kommt, die einen positiven Einfluss auf die Wilms-Tumorgenese haben, so dass in den Wt1-
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exprimierenden Nierenvorlauferzellen des metanephrischen Mesenchyms eine Wilms-

Tumorerkrankung induziert werden kann.

3.2 Herstellung und Charakterisierung von konditional reversiblen
Wilms-Tumor-Modellen

3.2.1 Herstellung und Analyse des WE2 DDS-Modells

Der erste experimentelle Ansatz zur Herstellung eines murinen Wilms-Tumors war das WE2
DDS-Modell. Mit diesem Modell sollte ein reversibler Funktionsverlust von Wtl durch einen
dominant-negativen Effekt einer Wtl-Punktmutation ausgetbt werden (Hastie et. al., 1992;
Bardeesy et. al., 1994; Moffet et. al., 1995), so dass ein DDS simuliert werden kann, welches mit
einem erhohten Risiko einer Wilms-Tumorerkrankung assoziert ist (Pelletier et. al., 1991 a).

Um nun dieses Syndrom zu simulieren, sollten die zur Verfligung stehenden transgenen
Mauslinien WE2, DDS2 und DDS4 (siehe Material und Methoden 2.1.11) so verpaart werden,
dass doppeltransgene Mause des WE2 DDS-Modells entstehen. In diesen Tieren kann es nach
Entzug von Doxycyclin durch die Wtl-analoge tTA-Expression des WE2-Transgens zur
Bindung des tTA an den tTA-regulierbaren Promotor der Transgene DDS2 bzw. DDS4 kommen.
Durch eine anschlieBende Transkription und Translation des DDS-Transgens wird eine
Punktmutante von Wtl (R394Q) exprimiert, die den zuvor beschriebenen dominant-negativen
Effekt auf die Wtl-Funktion ausuben kann. Nachfolgend konnte dies zur Fehlregulation von
W1t1-Zielgenen fihren, die eine Entstehung des Denys-Drash Syndroms (DDS) mit assoziiertem
Wilms-Tumor beglnstigt. Das WE2 DDS-Modell ist in Abbildung 3.16 genauer beschrieben.

Abbildung 3.16: Schematische Darstellung
des Wilms-Tumor-Modells WE2 DDS
In doppeltransgenen WE2 DDS-Mdusen kommt es
M durch den Wtl-Promotor des WE2-Transgens zur
: zeitlichen und rdumlichen Wtl-analogen Expression
‘ 96] I%é’ des tetrazyklinabhéngigen Transaktivators (tTA). In
1 EGER 4 w2 — Anwesenheit von Doxycyclin @ndert der tTA seine
Tet0 . 8 Konformation und es kommt zu keiner Bindung
dieses Aktivators an den tTA regulierten Promotor
(TetO) des DDS-Transgens. Dadurch bleibt dessen

—pwtp—  tTA mWT1

— Wtl-analoge tTA-Expression

Mit Doxycyclin

Ohne Doxycyclin —

EGFP

= e

TetO

Moo e

mWt1/DDS2 —

*
(R3940Q)

Transkription und Translation aus. In Abwesenheit
von Doxycyclin ist eine Bindung von tTA an den
TetO-Promotor mdglich, wodurch es nachfolgend

zur Expression des DDS-Transgens kommt und
neben EGFP auch die Wtl-Punktmutante (R394Q) exprimiert wird. Durch den dominant-negativen Effekt dieser
Wt1-Punktmutante kann es zur Entwicklung eines DDS mit assoziiertem Wilms-Tumor kommen. Generell ist in
dieser Abbildung das WE2 DDS-Modell anhand des DDS2-Transgens beschrieben. Es bewirkt denselben Effekt wie
das DDS4-Transgen. Der einzige Unterschied besteht darin, dass die beiden Mauslinien aus unterschiedlichen
Pronucleus-Injektionen (Klon 2 und 4) bei der Generierung dieser transgenen Mause entstanden sind.
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Zur Generierung von doppeltransgenen WE2 DDS-Mausen wurden WE2-positive Weibchen mit
DDS2-positiven Mannchen unter Doxycyclingabe bzw. WE2-positive Weibchen mit DDS4-
positiven Mannchen ohne Doxycyclingabe verpaart. Doppeltransgene WE2 DDS2-Mause sollten
durch die Gabe von Doxycyclin kein DDS mit dessen Symptome entwickeln. Dagegen bestand
in WE2 DDS4-positiven Méusen durch die Abwesenheit von Doxycyclin die Mdglichkeit, dass
sich ein DDS entwickelt und sich nachfolgend Symptome wie z.B. Wilms-Tumore,
Geschlechtsanomalien und diverse Glomerulopathien manifestieren.

Daher beobachtete man die Schwangerschaften der Verpaarungen genauso wie die aus ihnen
resultierenden Jungtiere und deren Geschlechterverteilung. Nachfolgend wurden Kontroll- und
Versuchstiere nach der achten Lebenswoche prépariert, um zum einen die
Geschlechtsentwicklung zu beurteilen und zum anderen das Vorhandensein von Wilms-Tumoren
zu Uberprifen. Zudem entnahm man die Nieren fur weitere Analysen. So sollten neben
histologischen Analysen zur Feststellung eines méglichen Wilms-Tumors (nephrogene Reste
oder triphasisches Tumorgewebe) auch RNA und Proteine aus dem Nierengewebe isoliert
werden, um durch semiquantitative PCR und Western blot-Analysen die Expression der
Transgene und deren moglichen Effekte zu beurteilen. Der Versuchsablauf und alle

Verpaarungen dieses Modells sind in Abbildung 3.17 dargestellt und beschrieben.

A) A ‘ Abbildung 3.17: Verpaarungsschema
WE2 5 x DD32 ¢ WE2 $ x DDS4c und Versuchsablauf zur Herstellung
(mit Doxycyclin) (ohne Doxycyclin) . R
= eines  Wilms-Tumors durch das
l m E l murine WE2 DDS-Modell
WE2 DDS2 - WE2 DDS4 7 & In  dieser Abbildung ist neben den

Verpaarungen zur Herstellung und Analyse
des Wilms-Tumor-Modells WE2 DDS auch

* Kontrolltiere * Versuchstiere

+Keine DDS-Symptome sollten auftreten * Auftreten von DDS-Symptomen? der VerSUChsablan beSChrieben- Wahrend
oolls Leiisy, EeEdilainsnelag in A) die Zuchten fiir die ersten Analysen

abgebildet sind, werden in B) die

B) Zuchtangaben zum Erhalt von
* WE2 DDS ! x WE2 DDS © (mit Doxycyclin): Erhaltungszucht doppeltransgenen Nachkommen dargestellt.
*WE2 DDS ¢ x WE2 DDS @ (zunéichst mit dann ohne Doxycyclin) Der Abschnitt C) Zeigt die Chr0n0|ogische
Auftreten von Glomerulopathien (mesangiale Sklerose/ Glomerulosklerose)? Abfolge der Analysen dieses Wilms-

Tumor-Modells.
C)

Versuchsablauf: 1) Beobachtung der Schwangerschaft und der Jungtiere;
Geschlechterverteilung aller Wirfe einer Zucht
2) Praparation der Versuchs- und Kontrolltiere nach
spatestens 8 Wochen (Nierenentnahme)
3) Histologische Analysen: nephrogene Reste?
4) Molekulare Analysen: Expression der Transgene?

Neben den bereits beschriebenen Verpaarungen sollten auch Erhaltungszuchten von WE2
DDS2-positiven bzw. WE2 DDS4-positiven Weibchen und Mannchen angesetzt werden. Die
Erhaltungszuchten wurden dabei zum einen mit standiger Doxycyclingabe und zum anderen mit

einem Doxycylinentzug nach dem Absetzen der Jungtiere von den Eltern durchgefuhrt. Im
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letzteren Fall konnten auch bei doppeltransgenen Nachkommen dieser Verpaarung Symptome
des DDS auftreten, die sich z.B. in einer mesangialer Sklerose und einer Glomerulosklerose
manifestieren (sieche Abb. 3.17). Daher sollten mit diesen Tieren genau dieselben zuvor
beschriebenen histologischen und molekularen Untersuchungen durchgefihrt werden, um die
Funktionalitat des WE2 DDS-Modell besser beurteilen zu kdnnen.

3.2.1.1 Auswertung der Genotypen und Geschlechterverteilung von Nachkommen des WE?2
DDS-Modells

Insgesamt gingen aus der Verpaarung von WE2-positiven Weibchen mit DDS2-positiven
Mannchen (mit Doxycyclin) 33 Jungtiere hervor, von denen acht Tiere den Genotyp WE2 DDS2
besallen. Von diesen acht Jungtieren waren sechs mannlich und zwei weiblich (siehe Tabelle
3.1). Bei der Verpaarung von WE2-positiven Weibchen mit DDS4-positiven Ménnchen (ohne
Doxycyclin) wurden insgesamt 25 Tiere geboren, wobei vier den Genotyp WE2 DDS4
aufwiesen. Auch bei dieser Zucht wurden mehr doppeltransgene Ménnchen als Weibchen
geboren. Von den vier WE2 DDS4-positiven Nachkommen waren drei ménnlich und eins

weiblich.

Tabelle 3.1: Zusammenfassung der Analysen der Zuchten WE2 x DDS2 (mit Doxycyclin) und
WE2 x DDS4 (ohne Doxycyclin)

Die Tabelle zeigt in Abschnitt A) die Auswertung der Verpaarung von WE2-positiven Weibchen mit DDS2-
positiven Ménnchen, die mit Doxycyclin durchgefihrt worden ist. Abschnitt B) der Tabelle listet in gleicher Weise
die Angaben zur Zucht von WE2-positiven Weibchen mit DDS4-positiven M&nnchen auf, deren Verpaarung ohne
Doxycyclin durchgefiihrt worden ist. Abkirzungen und Symbole: (dtg): doppeltransgen; (3): Méannchen; (2Q):
Weibchen.

A)
Verpaarung: WE2 x DSS2 Tieranzahl
(mit Doxycyclin)
Anzahl geborener Nachkommen 33
Anzahl geborener Mdnnchen 19
Anzahl geborener Weibchen 14
Anzahl dtg-Nachkommen 86 & und2 §)
Anzahl nicht dtg-Nachkommen 25
B)
Verpaarung: WE2 x DS54 Tieranzahl
(ohne Doxycyclin)
Anzahl geborener Nachkommen 25
Anzahl geborener Mannchen 15
Anzahl geborener Weibchen 10
Anzahl dtg-Nachkommen 4(3 8 und1 %)
Anzahl nicht dtg-Nachkommen 21
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3. Ergebnisse

Zusammenfassend konnte festgehalten werden, dass es zu keiner Verschiebung der
Geschlechterverteilung bei den Nachkommen der Verpaarung von WE2-positiven Weibchen mit
DDS4-positiven Mannchen ohne Doxycyclin kam. Es wurden sogar mehr Méannchen als

Weibchen geboren, was vergleichbar mit der Zucht der Kontrollverpaarung mit Doxycyclin ist.

3.2.1.2 Phanotyp der M&use des WE2 DDS-Modells

Wahrend der Schwangerschaft wurden zwischen der Kontrollverpaarung (WE2 x DDS2 mit
Doxycyclin) und der Verpaarung, bei der es zur Entstehung des DDS kommen kann (WE2 x
DDS4 ohne Doxycyclin), keine Auffalligkeiten und Unterschiede beobachtet. Es wurden in
gleicher Weise und Anzahl in regelméaRigen Abstdnden von drei Wochen Jungtiere geboren, die
bei der Geburt phanotypisch unauffallig waren. Auch im weiteren Verlauf konnte eine normale
Entwicklung der Nachkommen beider Verpaarungen festgestellt werden. WE2 DDS4-positive
Tiere, die ohne Doxycyclin aufgewachsen waren, entwickelten also keinen &uRerlich sichtbaren
Phanotyp. Daher wurden sie, zusammen mit WE2 DDS2-positiven Tieren, die mit Doxycyclin
aufgewachsen waren, im Alter von 8 Wochen prépariert, um makroskopische Veranderungen der
Organe zu beurteilen. Zum Vergleich praparierte man Kontrolltiere.

Bei der Préparation der doppeltransgenen Nachkommen beider Verpaarungen waren keine
Organe phénotypisch auffallig. Neben der normalen Geschlechtsentwicklung wiesen auch die
Nieren der Jungtiere beider Verpaarungen keine Veranderungen auf.

Somit stellten diese Ergebnisse die Expression der DDS-Transgene in Frage, da bei einer
Simulation des DDS Wilms-Tumore und XY -Hermaphroditismen auftreten sollten (Pelletier et.
al., 1991 a). Uber morphologische und molekulare Veranderungen in den Nieren, die auf eine
Funktionalitat des Modells hinweisen wirden, konnten nur weitere histologische und molekulare
Untersuchungen Aufschluss geben. Dazu wurden von allen doppeltransgenen Tieren beider

Verpaarungen, sowie Kontrolltieren gleichen Alters, die Nieren entnommen.

3.2.1.3 Histologische und molekulare Analysen der Nieren von WE2 DDS-positiven Tieren

Von Kontrolltieren, sowie von WE2 DDS2- und WE2 DDS4-positiven Mé&usen, die mit bzw.
ohne Doxycyclin aufgewachsen waren, wurden beide Nieren entnommen. Jeweils eine Niere
wurde fir histologische Analysen fixiert und in Paraffin eingebettet, so dass Schnitte fir
anschlielende HE-Farbungen hergestellt werden konnten. Diese sollten nachfolgend nach dem
Vorhandensein  von nephrogenen Resten, triphasischen  Wilms-Tumorgewebe und
Glomerulopathien untersucht werden, die fur eine Simulation eines DDS sprechen wirden

(Pelletier et. al., 1991 a).
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Die andere Niere wurde fir molekulare Analysen halbiert, so dass aus einem Teil RNA und aus
dem anderen Teil Proteine isoliert werden konnten. Die RNA sollte nach Umschreiben zu cDNA
(RT-PCR) Aufschluss Uber die Expression der Transgene auf RNA-Ebene geben
(semiquantitative PCR). Des Weiteren sollte durch die Isolation von Proteinen ein moglicher
molekularer Effekt der Wtl-Punktmutante auf Proteinebene untersucht werden (Western blot-

Analysen von Wtl1-Zielgenen), um die Aktivitat der DDS-Transgene einschatzen zu kénnen.

3.2.1.3.1 Histologische Analyse von WE2 DDS-positiven Nieren

Nach der Beurteilung der HE-gefarbten Nierenparaffinschnitte wiesen weder die WE2 DDS2-
positiven Nieren (mit Doxycyclin) noch die WE2 DDS4-positiven Nieren (ohne Doxycyclin)
eine morphologische Verdnderung auf. Wie in den HE-gefarbten Nierenparaffinschnitten der
wildtypischen Tiere waren in der Rinde der Nieren beider Verpaarungen nur normal entwickelte
Glomeruli, sowie proximale und distale Tubuli zu erkennen (siehe Abb. 3.18). Auch das Mark
wies keine morphologischen Verédnderungen auf. Wie im Wildtyp waren nur normal entwickelte
Sammelrohre und Tubuli der Henle-Schleife erkennbar. Insgesamt konnten also keine
nephrogenen Reste, Glomerulopathien oder triphasisches Tumorgewebe nachgewiesen werden,

die auf einen Wilms-Tumor oder ein DDS hingewiesen hatten.

Wildtyp

WE2 DDS2 (+ Doxycyclin)

ol oy el
) N .ﬁ,g’ 5k
\ 3 5 Rt
" "« i % TR SY
R Ak %80
) L4 “ R

] - LA
4 x VergroBerung 20 x VergroBerung (Rinde) 20 x Verg

WE2 DDS4 (- Doxycylin)

Abbildung 3.18: Unaufféallige Histologie der Nieren von WE2 DDS2 (mit Doxycyclin)- und WE2
DDS4 (ohne Doxycyclin)-positiven Tieren

In dieser Abbildung sind die HE-gefarbten Nierenparaffinschnitte eines wildtypischen, eines WE2 DDS2 (mit
Doxycyclin)-positiven und eines WE2 DDS4 (ohne Doxycyclin)-positiven Tieres dargestellt. Es sind keine
Verénderungen zu erkennen. Abkurzungen und Symbole: (dT) distale Tubulus; (H): Tubuli der Henle-Schleife
(M): Nierenmark; (pT) proximale Tubulus ; (R): Nierenrinde; (S): Sammelrohre; (*): Glomerulus.
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Auch bei denen auf gleicher Weise durchgefuhrten histologischen Untersuchungen der
Erhaltungszuchten (siehe Abb. 3.17) konnten keine Hinweise auf mdogliche DDS-Symptome
festgestellt werden. So wurden in den untersuchten Nieren keine Glomerulopathien wie z. B.
eine mesangiale Sklerose oder eine Glomerolusklerose beobachtet (Daten nicht gezeigt). Die
somit in Frage gestellte Aktivitat des DDS-Transgens sollte daher in nachfolgenden molekularen

Analysen untersucht werden.

3.2.1.3.2 Molekulare Analyse von WE2 DDS-positiven Nieren

Bei den molekularen Analysen sollte zunachst die Expression der Transgene auf RNA-Ebene
durch semiquantitative PCR-Analysen untersucht werden. Neben der RNA-Préparation der oben
beschriebenen Nieren mit entsprechendem Genotyp und Doxycyclingabe (siehe Ergebnisse
3.2.1.3.1) wurde dazu auch RNA von Tieren der Erhaltungszuchten WE2 DDS4 x WE2 DDS4
(mit Doxycyclin) und WE2 DDS2 x WE2 DDS2 (zunachst mit dann ohne Doxycyclin) isoliert.

Somit war eine bessere Einschatzung der Induzierbarkeit der beiden DDS-Transgene maglich.

Der Nachweis einer Expression des WE2-Transgens (tTA-PCR) war in allen Kontrollen zu
beobachten, die auch einen positiven tTA-Nachweis in zuvor durchgefiihrten Genotypisierungs-
PCRs hatten. Auch alle WE2 DDS2- und WE2 DDS4-positiven Tiere (mit oder ohne
Doxycyclin) wiesen eine Expression des tTA auf. Keine tTA-Expression war in den Nieren von
Kontrolltieren nachweisbar, die nach Genotypisierungs-PCRs nur DDS2 bzw. DDS4-positiv
waren (siehe Abb. 3.19).

Die Expression des DDS2 bzw. DDS4-Transgens (DDS-PCR) konnte nur in WE2 DDS2-
positiven und WE2 DDS4-positiven Méusen nachgewiesen werden, die ohne Doxycyclin
aufgewachsen waren (WE2 DDS4 -Dox) oder denen es nach den Absetzen von den Eltern
entzogen worden war (WE2 DDS2 -Dox). Zudem konnte festgestellt werden, dass es in WE2
DDS2-positiven Tieren zu einer hoheren Expression des DDS-Transgens kam, als in WE2
DDS4-positiven Tieren. Alle anderen Nieren wiesen keine Aktivitat dieses Transgens auf (siehe
Abb.3.19).

Um Aussagen Uber die gesamte Menge der Wt1-RNA-Expression machen zu kénnen, wurde eine
semiquantitative mWtl Ex8/10-PCR durchgefihrt. Somit konnte mit Hilfe spezifischer Primer
die Expression aller drei Wtl-Allele detektiert werden, die im Genom von einfachtransgenen
Kontrolltieren und doppeltransgenen Tieren vorhanden waren (wildtypisches Wtl, WE2 und
DDS2 bzw. DDS4). Im Normalfall sollte dabei in den WE2 DDS2- und WE2 DDS4-positiven
Tieren, denen Doxycyclin entzogen worden war, eine hohere Gesamtexpression von Wtl

nachweisbar sein, da drei anstatt zwei Wtl-Allele Wtl exprimieren. Doch unabhéngig vom

88
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Genotyp und der Doxycyclingabe schwankte die Wtl-Expression sehr stark. Eine deutlich
erniedrigte oder erh6hte Wt1-Expression, die genau auf einen bestimmten Genotyp mit oder ohne

Doxycyclingabe zutraff, konnte nicht festgestellt werden (siehe Abb. 3.19).

- Dox + Dox -Dox  +Dox
o (9] N o < < < <
Kontrollen { & & & Kontrollen & & & &
8 888 8~ . - 888 &
o~ % % (o] N (o] (o] =< N (7) (7) (o] (o] ] (o]
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£ oo 2 2 2 2 =2 2 0040 2 2 2 2

mW1t1-PCR Ex8/10 (210 bp /27x)
mPDH-PCR (220 bp/+RT 27x)

mPDH-PCR (220 bp/-RT 27x)

Abbildung 3.19: Nachweis der Expression der Transgene des WE2 DDS-Modells auf RNA-Ebene

In dieser Abbildung ist exemplarisch der Nachweis der Expression der Transgene des WE2 DDS2 bzw. WE?2
DDS4-Modells auf RNA-Ebene mittels semiquantitativer PCR-Analysen dargestellt. Von links nach rechts sind
Kontrollen und WE2 DDS-positive Nieren (ohne und mit Doxycyclin/ + bzw- - Dox) erkennbar. Durch einen
Marker getrennt sind auf der linken Seite die Ergebnisse des WE2 DDS2-Modells dargestellt und auf der rechten
Seite die des WE2 DDS4-Modells. Rechts neben den Abbildungen sind die Angaben zur jeweiligen
semiquantitativen PCR, der BandengroRe des PCR-Produkts (bp = base pairs) und Zyklenanzahl der PCR zu finden.
Durch die gleichméaRige Expression des Haushaltsgens PDH (pyruvatdehydrogenase) (mPDH +RT) bzw. dessen
fehlende Expression (mPDH —RT) kann zum einen die gleiche Menge von eingesetzter RNA bewiesen und zum
anderen eine Verunreinigung durch genomische DNA ausgeschlossen werden. Abkirzungen: (mPDH): murine
pyruvatdehydrogenase; (+RT): mit Reverser Transkriptase; (-RT): ohne Reverse Transkriptase.

Die Analysen zur Expression der Transgene auf RNA-Ebene bewiesen, dass es in WE2 DDS2-
und WE2 DDS4-positiven Mausen zu einer durch Doxycyclin regulierbaren Uberexpression der
Wtl-Punktmutation (R394Q) kommt. Entsprechend des zuvor in Genotypisierungs-PCRs
ermittelten Genotyps und je nach Gabe und Entzug von Doxycyclin wurden die Transgene WE2,
DDS2 und DDS4 auf RNA-Ebene aktiviert und exprimiert. Allerdings hatte dies keine
Auswirkungen auf die Gesamtexpression von Wtl auf RNA-Ebene. Generell schien die
Expression des DDS-Transgens in WE2 DDS2-positiven Mausen starker zu sein, als in WE2
DDS4-positiven Mausen, so dass nur diese Tiere zum Nachweis eines moglichen dominant-

negativen Effekts auf Protein-Ebene analysiert wurden.

Zur Analyse der Auswirkung der Expression des DDS2-Transgens auf Protein-Ebene wurden
aus Nieren von einfachtransgenen und WE2 DDS2-positiven Mausen (Aufzucht mit und ohne

Doxycyclin) Proteine isoliert. Nachfolgend sollte durch Western blot-Analysen neben der Wt1-
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Expression auch die Expression der Wt1-Zielgene TGF-B (Transforming Growth Factor-5) und
p21 (CDK-Inhibitor 1) untersucht werden, um einen mdglichen dominant-negativen Effekt der
Wtl-Punktmutante (R394Q) feststellen zu kénnen.

Bei den Analysen der Wtl-Expression fiel auf, dass Wtl unabhéngig vom Genotyp und
Doxycyclingabe gleich stark exprimiert wurde (siehe Abb. 3.20). Im Falle einer Expression des
DDS2-Transgens sollte diese in den Nieren von WE2 DDS2-positiven Mausen (ohne
Doxycyclin) wesentlich héher sein, als in Kontrolltieren und doppeltransgenen Tieren, deren
Zucht mit Doxycyclin durchgefuhrt worden ist, da Wtl in WE2 DDS2-positiven Tieren (ohne
Doxycyclin) von drei anstatt zwei Allelen exprimiert wird.

Auch die Expression von TGF-§ war in allen untersuchten Nieren &hnlich und somit unabhéngig
vom Genotyp und Doxycyclingabe (siehe Abb. 3.20). TGF-B ist ein direktes Zielgen von WT1
und dessen Expression wird durch die Bindung des Transkriptionsfaktors WT1 inhibiert (Dey et.
al., 1994). Durch einen dominant-negativen Effekt des DDS2-Transgens sollte daher in Nieren
von WE2 DDS2-positiven Tieren, die ohne Doxycyclin aufgewachsen sind, eine Derepression
des Wt1-Zielgens zu beobachten sein, die zu einer erhéhten TGF-B-Expression fihrt.

Der Nachweis eines dominant-negativen Effektes konnte auch bei den Western blot-Analysen
der p21-Expression nicht festgestellt werden (siehe Abb. 3.20). Alle Nieren wiesen eine &hnliche
Expression von p21 auf. Durch die Bindung des Transkriptionsfaktors WT1 wird normalerweise
die Expression von p21 verstarkt (Englert et. al., 1997), so dass ein dominant-negativer Effekt

des DDS2-Transgens die Induktion der p21-Expression aufheben sollte.

Kon. WE2DDS2 Kon. WE2DDS2

- e e e *— o —-— ; -‘ # WT1-Nachweis (~ 55 kDa)
o2

o — o gy o - :" TGFB-Nachweis (~ 25 kDa)

s I pr— .
—— e T e == p21-Nachweis (~21 kDa)

ananas b andiian e SRED e @ /\tin-Nachweis (~ 40 kDa)

Mit Doxycyclin Ohne Doxycyclin

Abbildung 3.20: Die Expression des DDS2-Transgens bewirkt keinen dominant-negativen Effekt
auf Protein-Ebene

Proteine aus Nieren von einfachtransgenen Tieren (Kon. = Kontrolltiere), sowie von WE2 DDS2-positiven M&usen,
die mit und ohne Doxycyclin aufgewachsen waren, wurden isoliert. AnschlieBend wurde in diesen Proben mit Hilfe
von Western blot-Analysen die Expression von Wtl und dessen Zielgenen (TGF- und p21) untersucht. Zur
Kontrolle der analysierten Gesamtproteinmenge analysierte man die Expression des Haushaltsgens Aktin analysiert.
Die Expression von Aktin war in allen Nieren gleich (Angabe des Molekulargewichts der jeweiligen Proteine in
Klammern).
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Die Ergebnisse der Western blot-Analysen sprachen dafir, dass die auf RNA-Ebene beobachtete
Expression des DDS2-Transgens keine Auswirkung auf Protein-Ebene hat. Weder eine erhohte
Witl-Expression in Nieren von WE2 DDS2-positiven Mausen, die ohne Doxycyclin
aufgewachsen waren, noch ein dominant-negativer Effekt auf Wtl1-Zielgene konnte festgestellt

werden.

Die Analysen des WE2 DDS-Modells lielen darauf schlieRen, dass sich dieses Modell nicht zur
Herstellung eines Wilms-Tumors eignet. Denn trotz regulierbarer Uberexpression des DDS-
Transgens Ubte die Wtl-Punktmutante R394Q keinen dominant-negativen Effekt auf Witl-
Zielgene aus, so dass kein DDS mit entsprechenden Symptomen simuliert werden konnte.

3.2.2 Herstellung und Analyse der Wilms-Tumor-Modelle WE2 TC bCatAEx3 und WE2
LC bCatAEXx3

Der zweite experimentelle Ansatz zur Herstellung eines Wilms-Tumors war das WE2 TC
bCatAEx3- bzw. das WE2 LC bCatAEx3-Modell. In beiden Modellen sollte es in Wtl-
exprimierenden Zellen des metanephrischen Mesenchyms durch eine Ctnnbl-Mutation zur
Aktivierung der kanonischen Wnt-Signalkaskade kommen. Die dadurch bedingte Deregulation
dieses in der Entwicklung zentralen Signalwegs koénnte in den sich differenzierten Zellen des
metanephrischen Mesenchyms zum Verbleib und einer erhohten Proliferation fiihren und
nachfolgend die Entstehung eines triphasischen Wilms-Tumors begtnstigen (Li et. al., 2004;
Fukuzawa et. al., 2009).

Um nun die Modelle zu erhalten und zu analysieren, sollten die Mauslinien WE2, LC, TC und
bCatAEx3 (siehe Material und Methoden 2.1.11) so verpaart werden, das tripeltransgene WE2
TC bCatAEx3- bzw. WE2 LC bCatAEx3-Méuse entstehen. In diesen Tieren kann es durch den
Wtl-Promotor des WE2-Transgens zur zeitlichen und rdumlichen Wtl-analogen Expression
eines tetrazyklinabhdngigen Transaktivators (tTA) kommen. Dieser kann ohne die Gabe von
Doxycyclin in Wt1-tTA exprimierenden Zellen des metanephrischen Mesenchyms eine Cre-
Rekombinase aktivieren (TC/LC-Transgen), wodurch das Exon 3 von Ctnnbl entfernt wird
(bCatAEx3-Transgen). Durch das Fehlen des dritten Exons werden wichtige Stellen zur
Phosphorylierung des Ctnnbl1-Proteins pB-Catenin entfernt (Polakis, 1999), so dass eine
Degradation dieses Proteins ausbleibt und es zur Aktivierung von kanonischen Wnt-Zielgenen
kommt (Clevers, 2006). Somit konnte die Wilms-Tumorgenese nach der oben beschriebenen
Theorie positiv beeinflusst werden. Generell nutzen beide Modelle eine Kombination des Tet off-

und Cre/loxP-Systems (siehe Ergebnisse 3.1) und unterscheiden sich nur durch das Cre-
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Rekombinase-Transgen (LC oder TC). Beide Modelle sind in Abbildung 3.21 anhand des WE?2
TC bCatAEXx3-Modells beschrieben.

—witl — tTA mWT1 — Wtl-analogetTA-Expression

5
Mit Doxycyclin
Keine Expression der Cre-Rekombinase

TetO

ﬁ loxP loxpP

Ohne Doxycyclin
Deletion des Exons 3 von Ctnnb1 durch die Cre-
Rekombinase = Wilms-Tumor?

Abbildung 3.21: Schematische Darstellung des WE2 TC bCatAEx3-Modells

In WE2 TC bCatAEx3-positiven M&usen kommt es durch den Wt1-Promotor des WE2-Transgens zur zeitlichen und
raumlichen Wtl-analogen Expression eines tetrazyklinabhdngigen Transaktivators (tTA). Der gebildetet tTA
verandert durch die Anwesenheit von Doxycyclin seine Konformation und kann somit nicht an den tTA regulierten
Promotor (TetO) des TC-Transgens (Cre) binden. Es kommt zu keiner Expression der Cre-Rekombinase. Dies
andert sich in Abwesenheit von Doxycyclin. Ohne dieses kann der tTA an den TetO-Promotor des TC-Transgens
binden und es kommt zur nachfolgenden Expression der Cre-Rekombinase. Dieses Enzym erkennt die locus of
crossing-over of P1-sides (loxP) im dritten Transgen des Modells (bCatAEx3) und deletiert somit das Exon 3 von
Ctnnb1. Nachfolgend wird dadurch ein Abbau B-Catenin verhindert und die kanonische Wnt-Signalkaskade
dereguliert, so dass ein Wilms-Tumor entstehen kann.

Zur Generierung von tripeltransgenen WE TC bCatAEx3-Mé&usen verpaarte man WE2-positive
Weibchen und TC bCatAEx3**-positiven Mannchen mit Doxycylin. Mit denen aus dieser
Verpaarung resultierenden tripeltransgenen Weibchen und Mannchen wurden anschlieRend zum
einen Erhaltungszuchten durchgefiihrt und zum anderen timed matings angesetzt (siehe Abb.
3.22), bei denen man an jeweils unterschiedlichen Tagen der Schwangerschaft (Tag 0,5; 4,5; 6,5
und 10,5 d.p.c.) Doxycyclin entzog, um die Entstehung eines Wilms-Tumors zu induzieren.
Durch ein Absetzen von Doxycyclin an Tag 0,5 d.p.c. sollte das WE2 TC bCatAEx3-Modell
wéhrend der gesamten friihen embryonalen Entwicklung aktiv sein, so dass es durch die Wt1-
analoge Aktivierung von [-Catenin zu Fehlbildungen oder dem intrauterinen Tod der
Embryonen kommen kann (Grigoryan et. al., 2008). Ein Absetzen von Doxycyclin an Tag 4,5
bzw. 6,5 d.p.c. kdnnte in den Embryonen eine Stabilisierung von B-Catenin kurz vor und nach
dem Beginn der Metanephrogenese bewirken. Da Wt1 wéhrend dieser Phase der Embryogenese
im metanephrischen Mesenchym exprimiert wird (Armstrong et. al., 1993), ware somit die
Entstehung nephrogener Reste moglich. Bei timed matings bei denen Doxycyclin an Tag 10,5
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d.p.c. absetzt wird, sollte die Metanephrogenese der entstehenden Embryonen nicht zu
beeinflussen sein. Nephrogene Reste sollten daher nicht entstehen, doch die spate Nephrogenese
konnte beeinflusst werden (Ubersicht: Rivera und Haber, 2005).

Bei allen timed matings beobachte man den Verlauf der Schwangerschaften. Nachfolgend
wurden die Nachkommen nach drei Wochen abgesetzt und genotypisiert, um die Anzahl an
tripeltransgenen  Tieren der timed matings mit unterschiedlichen Zeitpunkten des
Doxycyclinentzugs zu vergleichen. AbschlieBend praparierte man die tripeltransgenen Tiere
nach dem dritten Lebensmonat, so dass sie histologisch und molekular untersucht werden

konnten.

A)

WE2 ¢ x TC bCatAEx3* &£

B

.

(mit Doxycyclin)

Joy |

WE2 TC bCat AEx3*

* Erhalt tripeltransgener Versuchstiere zur Durchfiihrung von
timed matings - Versuchstiere: Wilms-Tumor?
* Ansetzen von Erhaltungszuchten

B)

« WE2 TC bCat AEx3* ¢ x WE2 TC bCat AEx3* Q (mit Doxycyclin): Erhaltungszucht
* WE2 TC bCat AEx3* & x WE2 TC bCat AEx3* @ (zunachst mit dann ohne

Doxycyclin): Funktionalitdtsnachweis des Mausmodells / Effekt in adulten Tieren?

Abbildung 3.22: Verpaarungsschema zur Herstellung des WE2 TC bCatAEx3-Modells

In dieser Abbildung ist das Verpaarungsschema zur Herstellung des WE2 TC bCatAEx3-Modells und der
nachfolgenden Erhaltungszuchten dargestellt. Wahrend in A) die Zuchten fir die Herstellung der ersten
tripeltransgenen (ttg) Mause abgebildet sind, sind in B) die Zuchtangaben zum Erhalt von ttg-Nachkommen
aufgefiinrt. Die Symbole ~und ™ geben an, ob das Transgen bCatAEx3 heterozygot oder homozygot im Genom der
Tiere integriert vorliegt.

Zur Generierung von tripeltransgenen WE LC bCatAEx3-Mé&usen wurden zunachst WE2 LC
V1ko™*-positive Minnchen mit bCatAEx3" -positiven Weibchen unter Doxycyclingabe
zusammengesetzt. Die daraus resultierenden WE2 LC bCat™ V1ko™-positiven Mannchen und
Weibchen verpaarte man anschlieRend mit Doxycyclin, um WE2 LC bCatAEx3™ -posititve
Méause zu erhalten (siehe Abb. 3.23).

Die aus der letzten Verpaarung resultierenden, tripeltransgenen Weibchen und Mannchen sollten
im Anschluss auf gleiche Weise, wie im WE2 TC bCatAEx3-Modell, miteinander verpaart

werden, um eine groRere Anzahl an tripeltransgenen Tieren zu erhalten. Gleichzeitig wurden,
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3. Ergebnisse

wie im WE2 TC bCatAEx3-Modell, mit den zuerst generierten, tripeltransgenen Tieren timed
matings durchgefuhrt und an Tag 0,5, 4,5, 6,5 und 10,5 d.p.c. Doxycyclin abgesetzt, um die
Wilms-Tumorgenese zu induzieren. Die weitere Abfolge der Analysen entsprach der des WE?2
TC bCatAEx3-Modells.

A)
WE2 LC Viko* & x bCatAEx3** ¢
u (mit Doxycyclin) -
WE?2 LC bCat AEx3* V1ko* & ¢
WE2 LC bCat AEx3* V1ko* X WE?2 LC bCat AEx3* V1ko*
(mit Doxycyclin)
WE2 LC bCat AEx3** & ¢
* Erhalt tripeltransgener Versuchstiere zur Durchfiihrung von
timed matings - Versuchstiere: Wilms-Tumor?
* Ansetzen von Erhaltungszuchten
B)
* WE2 LC bCat AEx3** &' x WE2 LC bCat AEx3** © (mit Doxycylin): Erhaltungszucht
« WE2 LC bCat AEx3** ¢ x WE2 LC bCat AEx3** @ (zunachst mit dann ohne
Doxycylin): Funktionalitdtsnachweis des Mausmodells / Effekt in adulten Tieren?

Abbildung 3.23: Verpaarungsschema zur Herstellung des WE2 LC bCatAEx3-Modells

In dieser Abbildung ist das Verpaarungsschema zur Herstellung des WE2 LC bCatAEx3-Modells und der
nachfolgenden Erhaltungszuchten dargestellt. Wéhrend in A) die Zuchten fur die Generierung der ersten
tripeltransgenen (ttg) Mause abgebildet sind, sind in B) die Zuchtangaben zum Erhalt von ttg-Nachkommen
aufgelistet. Die Symbole *"und ** geben an, ob die Transgene bCatAEx3 und V1ko heterozygot oder homozygot im
Genom der Tiere integriert vorliegen.

3.2.2.1 Auswertung der timed matings tripeltransgener Tiere

Bei allen durchgefiihrten timed matings des WE2 TC bCatAEx3-Modells wurden keine
Auffélligkeiten wahrend der Schwangerschaft beobachtet. Auch die aus diesen Verpaarungen
hervorgehenden Jungtiere zeigten bis zum Absetzen von den Eltern keine phanotypischen
Auffalligkeiten. Bei der Auswertung der Genotypisierungen der abgesetzten Jungtiere fiel auf,
dass die Anzahl an tripeltransgenen Nachkommen stieg, umso spater Doxycyclin wahrend der
Schwangerschaft entzogen wurde (siehe Abb. 3.24).
Insgesamt waren 25 % der geborenen Jungtiere tripeltransgen, wenn man Doxycyclin an Tag 0,5
d.p.c. absetzte. Bei einem Doxycyclinentzug an Tag 4,5 bzw. 6,5 d.p.c. (die Werte der beiden
Tage werden zusammen angegeben, da die Verpaarungen in einem Kafig stattfanden und eine
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Unterscheidung der beiden Weibchen spéter nicht mehr moglich war) waren 11,8 % der
Jungtiere WE2 TC bCatAEx3-positiv. Des Weiteren wiesen 85,7 % aller Nachkommen einen
tripeltransgenen Genotyp auf, wenn man Doxycyclin an Tag 10,5 d.p.c. entzog und 91,6 % aller
Nachkommen waren WE2 TC bCatAEx3-positiv bei standiger Doxycyclingabe.

Generell konnte festgehalten werden, dass die Anzahl an tripeltransgenen Nachkommen stark

zunahm, wenn Doxycyclin mindestens bis zum Tag 6,5 d.p.c. gegeben wurde.

A)

Timed matings (TM) des Modells
WE2 TC bCatAEX3

Anzahl tripeltransgener Tiere (ttg) im
Bezug auf die Gesamtzahl von
abgesetzten Jungtieren (Jt)

TM —Dox Tag 0,5 d.p.c.

5 ttg von 20 Jt (25,0 %)

TM —Dox Tag 4,5 und 6,5 d.p.c.

2ttg von 17 )t (11,8 %)

TM —-Dox Tag 10,5 d.p.c.

6 ttg von 7 Jt (85,7 %)

TM +Dox

11ttg von 12 Jt (91,6 %)

B)

ttg-Tiere der TM des WE2 TC bCatAEx3-Modells

100%

®
£ 80%
o
& 60%
[
=] 40%
3
E (=]
¥ 0%
<
-Dox Tag 0,5 -Dox Tag4,5 -DoxTag1l10,5 +Dox
d.p.c. und 6,5 d.p.c. d.p.c.

TM mit unterschiedlichem Zeitpunkt des Doxycyclinentzugs

Abbildung 3.24: Zunahme der Anzahl WE2 TC bCatAEx3-positiver Tiere bei

Doxycyclingabe wahrend der Schwangerschaft

In der Abbildung 3.24 ist unter A) die Auswertung aller timed matings des WE2 TC bCatAEx3-Modells in
Tabellenform aufgelistet, wahrend in B) die Ergebnisse graphisch dargestellt sind. Die y-Achse stellt dabei die
Anzahl von ttg-Nachkommen in Prozent dar und die X-Achse die jeweiligen timed matings mit unterschiedlicher
zeitlicher Absetzung von Doxycyclin. Als Vergleichswert dienen die Ergebnisse der timed matings mit stdndiger
Doxycyclingabe. Abkirzungen: (-Dox): Doxycyclinentzug; (+Dox): standige Doxycyclingabe; (d.p.c.): days post
coitum; (Jt): Jungtiere; (TM): timed matings; (ttg): tripeltransgen.

langerer

Bei den timed matings mit WE2 LC bCatAEx3-positiven Tieren fiel auf, dass die Anzahl an
Aborten sehr hoch war, wenn Doxycyclin vor Tag 6,5 d.p.c. abgesetzt wurde. So kam es bei 40
% der timed matings, denen man Doxycyclin an Tag 0,5 d.p.c. der Schwangerschaft entzog, zum
intrauterinen Tod der Embryonen. Stoppte man die Doxycyclingabe an Tag 4,5 d.p.c. so wurden
keine Jungtiere geboren und selbst bei einem Entzug an Tag 6,5 d.p.c. traten bei noch 72,7 % der
timed matings Aborte auf (siehe Abb. 3.25). Erst wenn Doxycyclin zu einem spateren Zeitpunkt

der Schwangerschaft abgesetzt wurde, kam es nicht mehr zum intrauterinen Tod der Embryonen.
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3. Ergebnisse

Lebende Nachkommen zeigten keine phénotypischen Auffalligkeiten. Doch bei der Auswertung
der Genotypisierung der abgesetzten Jungtiere fiel auch in diesem Modell auf, dass die Anzahl
an tripeltransgenen Nachkommen stieg, umso langer Doxycyclin wahrend der Schwangerschaft
gegeben wurde.

Insgesamt waren 9,1 % der geborenen Jungtiere tripeltransgen, wenn Doxycyclin an Tag 0,5
d.p.c. abgesetzt wurde. Bei Doxycyclinentzug an Tag 6,5 d.p.c. waren 46,2 % und an Tag 10,5
d.p.c. 16,7 % WE2 LC bCatAEx3-positiv. Unter standiger Doxycyclingabe wurden 87,3 % der

Nachkommen mit einem tripeltransgenen Genotyp geboren.

A)

Anzahlder Aborte {A)in Bezug auf die
durchgefiihrten Verpaarungen (Vp}

Anzahl tripeltransgener Tiere {tig} in
Bezug auf die Gesamtzahl von
abgesetzten Jungtieren {Jt)

Timed matings (TM) des Modells
WE2 LC bCatAEx3

TM —Dox Tag 0,5 d.p.c.

lttgvon 11Jt (9,1 %)

2 Avon 5 Vp (40,0 %)

TM —Dox Tag 4,5 d.p.c.

0ttg von 0Jt (0,0 %)

2 A von 2 Vp (100,0 %)

TM —Dox Tag 6,5 d.p.c.

6 ttg von 13 Jt (46,2 %)

8 Avon 11 Vp (72,7 %)

0A von 2 Vp (0,0 %)
0A von 11 Vp (0,0 %)

TM —Dox Tag 10,5 d.p.c.
TM +Dox

1ttg von 6 Jt (16,7 %)
62 ttg von 71 Jt (87,3 %)

B)

ttg-Tiere der TM des WE2 LC bCatAEx3-Modells Aborte der TM des WE2 LC bCatAEx3-Modells

100%
90%

o ES
£ 0% T 100%
= 0
g 0% £ so%
@ 60% o
N 50% Er
oo ° < 6
S 0% g )
T 30% £ 0%
2 20% 5
< ° S 20%
1 <
o — | 0% |
-Dox Tag -Dox Tag -Dox Tag -Dox Tag +Dox -Dox Tag -Dox Tag -Dox Tag -Dox Tag +Dox
0,5d.pc.  45dpec  65dpc 105d.p.c. 0,5d.p.c. 4,5d.p.c. 6,5d.p.c.  105d.p.c.

TM mit unterschiedlichem Zeitpunkt des Doxycyclinentzugs TM mit unterschiedlichem Zeitpunkt des Doxycyclinentzugs

Abbildung 3.25: Zunahme der Anzahl WE2 LC bCatAEx3-positiver Tiere und Abnahme der
Anzahl von Aborten bei langerer Doxycyclingabe wéhrend der Schwangerschaft

In der Abbildung 3.25 ist unter A) die Auswertung aller timed matings des WE2 LC bCatAEx3-Modells in
Tabellenform aufgelistet, wahrend in B) die Ergebnisse graphisch dargestellt sind. Die y-Achse stellt dabei die
Anzahl von tripeltransgenen Nachkommen bzw. der Aborte in Prozent dar und die X-Achse die jeweiligen timed
matings mit unterschiedlicher zeitlicher Absetzung von Doxycyclin. Als Vergleichswert dienen die Ergebnisse der
timed matings mit stdndiger Doxycyclingabe. Abkurzungen: (A): Aborte; (-Dox): Doxycyclinentzug; (+Dox):
stdndige Doxycyclingabe; (d.p.c.): days post coitum; (Jt): Jungtier; (TM): timed mating; (ttg): tripeltransgen; (Vp):
Verpaarung.

Um den Grund fir die gehduften Aborte im WE2 LC bCatAEx3-Modell zu untersuchen, fiihrte
man zusétzliche timed matings durch, bei denen Doxycyclin an Tag 6,5 d.p.c. entzogen wurde.
AnschlieBend wurden die Embryonen an Tag 11,5, 14,5 und 18,5 d.p.c. entnommen und fixiert.

Nach ihrer Genotypisierung tberfiihrte man je einen tripeltransgenen und nicht-tripeltransgenen

Embryo des jeweiligen Zeitpunktes der Schwangerschaft in Paraffin. Nachfolgend wurden
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3. Ergebnisse

Schnitte hergestellt, um morphologische Veranderungen unter dem Mikroskop nach HE-Farbung
zu beurteilen.

Alle praparierten Embryonen, egal ob tripeltransgen oder nicht, wiesen keine morphologischen
Unterschiede auf. Zudem war die Anzahl an tripeltransgenen Embryonen in allen durchgefiihrten
timed matings sehr hoch (Tag 11,5 d.p.c.: 7 von 7; Tag 14,5 d.p.c.: 6 von 6; Tag 18,5 d.p.c.: 8
von 11). Des Weiteren konnten bei den Untersuchungen der HE-Schnitte keine morphologischen
Veranderungen festgestellt werden, die einen intrauterinen Tod der Embryonen erkléaren

konnten. Die Ergebnisse sind daher in der Dissertation nicht dargestellt.

Die tripeltransgenen Nachkommen der timed matings beider Modelle wurden im Anschluss
weiter regelmaBig untersucht. Doch bis zum Abschluss des dritten Lebensmonats ohne
Doxycyclingabe konnten keine Auffalligkeiten bei tripeltransgenen Tieren beider Modelle
beobachtet werden, so dass je zwei tripeltransgene Tiere pro timed mating des WE2 TC
bCatAEx3-Modells mit unterschiedlichem Doxycyclin-Absatzzeitpunkt histopathologisch
untersucht wurden. Dabei wiesen die Organe aller praparierten Tiere morphologisch keine
Auffalligkeiten auf.

Um die Nieren dieser tripeltransgenen Tiere genauer auf das Vorhandensein von nephrogenen
Resten und triphasische Wilms-Tumorgewebe zu untersuchen, wurden nachfolgend
Paraffinschnitte hergestellt und mit Hamatoxylin und Eosin (HE-Farbung) gefarbt (siehe Abb.
3.26). Alle Nieren wiesen dabei keine histologischen Veranderungen auf und glichen in ihrem

Aussehen wildtypischen Nieren.

Abbildung 3.26: Unauffallige Histologie
tripeltransgener Nieren der WE2 TC
bCatAEXx3-timed matings

Wildtyp-Niere In dieser Abbildung sind HE-gefarbte Nieren-
Paraffinschschnitte einer wildtypischen Maus,
sowie von tripeltransgenen Tieren dargestellt,
denen wéhrend der Schwangerschaft Doxycyclin
ttg-Niere TM an Tag 05 4,5 bZ\_N. 6,5 und 10,5 d.p._c. entzogen
-DoxTag 0,5 dpc worden ist. Die Nieren der Versuchstiere weisen
dabei keine Verénderungen auf. Abkirzungen
und Symbole: (-Dox): Doxycyclinentzug; (dpc):
days post coitum; (G): GefaR; (M): Nierenmark;
ttg-Niere TM -Dox Tag (R): Niert_enrinde; (ttg): tripeltransgen; (TM):

4,5 bzw. 6,5 dpc Timed mating; (*): Glomerulus.

10 x VergroRerung

4 x VergroBerung

ttg-Niere TM
-Dox Tag 10,5 dpc
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Die Ergebnisse der timed matings wiesen darauf hin, dass beide Modelle in einem aktivierten
Zustand einen selektiven Druck wahrend der Schwangerschaft erzeugen. Dies ist daran zu
erkennen, dass es zu einer Zunahme von tripeltransgenen Nachkommen und einer Abnahme von
Aborten kam, umso spéter Doxycyclin wahrend der Schwangerschaft entzogen wurde. Somit
war fraglich, ob die beiden Modelle zur Herstellung eines Wilms-Tumors geeignet sind, da wohl
eine konstitutive B-Catenin-Aktivierung in der Frihschwangerschaft nicht mit dem embryonalen
Uberleben vereinbar ist. Trotzdem wurden unabhangig vom Zeitpunkt des Doxycyclinentzugs
tripeltransgene Tiere geboren, die aber selbst nach drei Monaten ohne Doxycyclingabe
phénotypisch unauffallig waren und in deren Nieren keine nephrogenen Reste oder triphasisches
Wilms-Tumorgewebe detektiert werden konnten. Ob sich diese Tiere durch eine nicht
stattfindende Deletion des Exons 3 von Ctnnbl dem selektiven Druck entzogen hatten, sollte in
nachfolgenden Analysen genauso geklart werden, wie die Frage, ob sich in diesen Tieren doch

noch Wilms-Tumore entwickelten.

3.2.2.2 Auswertung der Praparation tripeltransgener Tiere

Um nicht zu voreilig zu urteilen, dass beide Modelle nicht zur Herstellung eines Wilms-Tumors
geeignet sind und nur bedingt funktionieren, sollten die tripeltransgenen Nachkommen aller
Verpaarungen der WE2 TC bCatAEx3- und WE2 LC bCatAEx3-Modelle (siehe Abb. 3.22 und
Abb. 3.23) sechs Monate ohne Doxycyclin heranwachsen, um anschlieBend prépariert zu
werden.

Bei den durchgefiihrten Praparationen wurden dabei neben mdglicherweise auffélligen Organen
immer die Wtl-exprimierenden Nieren, Hoden, Ovarien und der Uterus je nach Geschlecht der
tripeltransgenen Tiere entnommen. Die Organe wurden anschliefend photographisch
dokumentiert und jeweils ein Stiick zur Isolation von DNA und Proteinen verwendet. Im Zuge
dessen konnte mit Hilfe der DNA durch eine PCR ein lox-out des Exons 3 von Ctnnb1 analysiert
werden. Somit war nachweisbar, ob das Modell WE2 TC bCatAEx3 bzw. WE2 LC bCatAEX3 in
der jeweiligen tripeltransgenen Maus induziert gewesen ist. Die isolierten Proteine wurden flr
molekulare Analysen verwendet und des Weiteren ein Stick des jeweiligen Organs histologisch
untersucht. Durch die histologischen und molekularen Untersuchungen konnten somit die
tripeltransgenen Tiere der Modelle WE2 TC bCatAEx3- und WE2 LC bCatAEx3 charakterisiert
werden.

Generell werden im weiteren Verlauf alle Analysen der tripeltransgenen Tiere beider Modelle

gemeinsam dargestellt, da sie den gleichen Phanotyp unabhangig von der Verpaarung aufwiesen.
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Insgesamt wurden dabei 79 tripeltransgene Versuchstiere des WE2 TC bCatAEx3-Modells
prapariert (zwei starben vor dem Ablauf des sechsmonatigen Doxycyclinentzugs) von denen 32
méannlich und 47 weiblich waren.

Bei den Mannchen konnte bei neun Tieren mittels PCR ein lox-out des Exons 3 von Ctnnbl in
allen entnommenen Organen nachgewiesen werden (siehe Tabelle 3.2 und Ergebnisse 3.2.2.4).
Zwei Mannchen hatten eine Veranderung der Nieren (genauere Phanotyp-Beschreibung siehe
Ergebnisse 3.2.2.3). Bei den Weibchen war bei 25 von den 47 tripeltransgenen Versuchstieren
ein lox-out des Exons 3 von Ctnnbl festzustellen (siehe Ergebnisse 3.2.2.4). Insgesamt konnte
bei 11 Weibchen eine Veranderung von Organen beobachtet werden (siehe Tabelle 3.2), wobei
bei neun Weibchen die Ovarien betroffen waren und bei zwei die Nieren (genauere Phénotyp-

Beschreibung siehe Ergebnisse 3.2.2.3).

Tabelle 3.2: Zusammenfassung der Genotyp-Analyse und Praparation WE2 TC bCatAEx3-
positiver Méannchen und Weibchen nach sechs Monaten ohne Doxycyclingabe

Die Tabelle zeigt die Auswertung der Praparation und Genotyp-Analyse von tripeltransgenen Mannchen (A) und
Weibchen (B) des WE2 TC bCatAEx3-Modells.

A)
WE2 TC bCatAEx3-Mannchen Tieranzahl
Anzahl tripeltransgener (ttg) 32
Ménnchen
Anzahl von ttg-Mannchen mit 9
nachgewiesenem Ctnnbl1 lox -out
Anzahl phdnotypisch auffilliger ttg- 2
Mdnnchen mit Verédnderungen der Niere
Anzahl phanotypisch auffalliger ttg- 0
Mannchen mit Verdnderungen des Hodens
B)
WE2 TC bCatAEx3-Weibchen Tieranzahl
Anzahl tripeltransgener (ttg) a7
Weibchen
Anzahl von ttg-Weibchen mit 25
nachgewiesenem Ctnnb1 lox-out
Anzahl phdnotypisch auffalliger ttg- 2
Weibchen mit Verdnderungen der Niere
Anzahl phdnotypisch auffalliger ttg- o]
Weibchen mit Veranderungen des Qvars
Anzahl phdnotypischer ttg-Weibchen mit 0
Veranderungen des Uterus

Zur Charakterisierung des WE2 LC bCatAEx3-Modells wurden insgesamt 52 tripeltransgene
Tiere prapariert von denen je 26 mannlich und weiblich waren.

Bei den Mannchen konnte bei 21 Tieren mittels PCR eine Deletion des Exons 3 von Ctnnb1l in
allen entnommenen Organen nachgewiesen werden (siehe Tabelle 3.3 und Ergebnisse 3.2.2.4).

Zwei Mannchen hatten eine Veranderung der Nieren (genauere Phanotyp-Beschreibung siehe
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Ergebnisse 3.2.2.3). Bei den Weibchen konnte bei 17 Versuchstieren ein lox-out des Exon 3 von
Ctnnbl mittels PCR in allen entnommenen Organen nachgewiesen werden (siehe Ergebnisse
3.2.2.4). Insgesamt wurde bei 14 Weibchen eine Verénderung der Organe festgestellt (siehe
Tabelle 3.3), wobei bei 12 Weibchen die Ovarien betroffen waren und bei zwei die Nieren

(genauere Phanotyp-Beschreibung siehe Ergebnisse 3.2.2.3).

Tabelle 3.3: Zusammenfassung der Genotyp-Analyse und Préparation WE2 LC bCatAEx3-
positiver Mannchen und Weibchen nach sechs Monaten ohne Doxycyclingabe

Die Tabelle zeigt die Auswertung der Préparation und Genotyp-Analyse von tripeltransgenen Ménnchen (A) und
Weibchen (B) des WE2 LC bCatAEx3-Modells.

A)

WE2 LC bCatAEx3-Méannchen Tieranzahl

Anzahltripeltransgener (ttg) 26

Mannchen
Anzahl von ttg-Mannchen mit 21
nachgewiesenem Ctnnb1 lox-out
Anzahl phanotypisch auffalliger ttg- 2
Mannchen mit Verdnderungen der Niere
Anzahl phanotypisch auffalliger ttg- 0

Mannchen mit Veranderungen des Hodens

B)
WE2 LC bCatAEx3-Weibchen Tieranzahl
Anzahl tripeltransgener (ttg) 26
Weibchen
Anzahl von ttg-Weibchen mit 17
nachgewiesenem Ctnnb1 lox-out
Anzahl phanotypisch auffilliger ttg- 2
Weibchen mit Verdnderungen der Niere
Anzahl phanotypisch auffilliger ttg- 12
Weibchen mit Verdnderungen des Ovarss
Anzahl phdnotypischer ttg-Weibchen mit 0
Veranderungen des Uterus

Zusammenfassend war nach der Praparation der tripeltransgenen Tiere festzuhalten, dass nicht in
allen tripeltransgenen Nachkommen die Deletion des Exons 3 von Ctnnbl in den Witl-
exprimierenden Organen nachgewiesen werden konnte und dies nicht zwangslaufig zu einer
Veranderung von Organen fiihrte. Konnte ein lox-out von Ctnnbl nachgewiesen werden, war
dies fast ausschliefflich in tripeltransgenen Weibchen und Ménnchen der Fall, denen man
Doxycyclin erst im Alter von drei Wochen entzogen hatte. Lediglich in zwei tripeltransgenen
Tieren, die aus den timed matings hervorgangen waren (ein M&nnchen ab Tag 10,5 d.p.c. und ein
Weibchen ab Tag 10,5 d.p.c. ohne Doxycyclin), wies die Deletion des Exons 3 von Ctnnbl auf
ein funktionierendes Modell hin. Ob es sich bei den verénderten Nieren um Wilms-Tumore
handelte, musste in nachfolgenden histologischen und molekularen Analysen untersucht werden
(siene Ergenisse 3.2.2.4.1 bzw. 3.2.2.4.2). Gleichzeitig sollte auch die Veranderungen der

100



3. Ergebnisse

Ovarien genauer analysiert werden (siehe Ergebnisse 3.2.2.4.1 bzw. 3.2.2.4.2). Zudem konnten
die histologischen und molekularen Untersuchungen Aufschluss darlber geben, ob die

Veranderungen der Organe auf die Aktivierung von B-Catenin zurlickzufuhren waren.

3.2.2.3 Phanotyp der Mé&use des WE TC bCatAEx3- und WE LC bCatAEx3-Modells

Die tripeltransgenen Tiere des WE2 TC bCatAEx3-Modells, die nach sechs Monaten ohne
Doxycyclin prépariert wurden, waren vor der Eréffnung der Bauchhohle phénotypisch
unaufféllig. Erst nach dem Eroffnen der Bauchhohle wurden bei mehreren Tieren veranderte
Organe sichtbar (siehe Abbildung 3.27). Ahnliches war bei einem Grofteil der tripeltransgenen
Méuse des WE2 LC bCatAEx3-Modells zu beobachten. Nur ein paar Tiere zeigten nach sechs
Monaten ohne Doxycyclin eine starke VergroRerung des Abdomens. Nach Abziehen des
Bauchfells war eine grof’e Ansammlung an Flissigkeit in der Bauchhohle zu sehen, die klar und
leicht rétlich erschien.

=

E)
23686 o fatir®
~dox Chonme

Ohne Bauchhéhleneroffnung

(@)
~—

Mit Bauchhdhleneréffnung

Wildtyp WE2 TC bCatAEx3* WE2 LC bCatAEx3**

Abbildung 3.27: Darstellung des WE2 TC bCatAEx3- und WE2 LC bCatAEx3-Phanotyps

In der Abbildung ist auf der linken Seite eine wildtypische Maus und daneben exemplarisch eine phénotypisch
auffallige WE2 TC bCatAEX3™ -positive bzw. eine WE2 LC bCatAEx3"*-positive Maus (ohne und mit der Eréffnung
der Bauchhthle) zu sehen. Nur die tripeltransgene Maus des WE2 LC bCatAEx3-Modells weist eine deutliche
VergrolRerung des Abdomens auf. Nach der Erdffnung des Bauchraums sind bei der wildtypischen Maus keine
Verénderungen der Organe zu erkennen, wahrend bei den tripeltransgenen Mausen der beiden Modelle deutlich
vergroRerte Ovarien zu sehen sind (schwarze Pfeile). In dieser Abbildung nicht zu sehen sind die Veranderungen der
Niere, doch ist bei der WE2 LC bCatAEX3-positiven Maus eine stark vergréRerte Milz zu erkennen (roter Pfeil).
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Bei den verénderten Organen fielen bei den tripeltransgenen Weibchen beider Modelle als erstes
die vergrofierten Ovarien auf. Wéhrend ein normales Ovar ungefahr 0,1 cm groB ist, waren die
verdnderten Ovarien des WE2 TC bCatAEx3-Modells zwischen 0,2 und 2,5 cm groR (im
Durchschnitt 0,84 cm). Die Ovarien des WE2 LC bCatAEx3-Modells wiesen eine Grole
zwischen 0,2 und 2 cm auf und waren im Durchschnitt mit 0,94 cm etwas groRer als im
Vergleich zum anderen Modell. Generell schien es keinen Unterschied zu machen, ob das
bCatAEx3-Transgen heterozygot oder homozygot vorlag, da in beiden Fallen unterschiedlich
grolRe Veranderungen des Ovars zu beobachten waren. Die VergroRerungen wurden generell
durch einzelne oder mehrfach auftretende Zysten hervorgerufen, die entweder mit klarer oder
blutgeronnener Flissigkeit geflllt waren (siehe Abb. 3.28). Zudem konnte zwischen den Zysten
stellenweise gelbliches, tumords verandertes Gewebe erkannt werden, so dass von dem normalen
ovarialen Gewebe kaum mehr etwas zu sehen war. Die Verdanderungen traten uni- oder bilateral
auf.

Neben den zystischen Ovarien zeigten auch einige Weibchen und Mé&nnchen beider Modelle
Veranderungen der Nieren. Diese waren dabei mal schwécher oder auch starker vaskularisiert,
als dies bei wildtypischen Nieren der Fall ist. Zudem wiesen diese Nieren Verkleinerungen oder
VergrolRerungen auf. Im Falle einer Verkleinerung waren die auffalligen Nieren mit vielen
kleinen, blasenformigen Zysten uberzogen. Bei einer VergroBerung nahm das normalerweise
eher bohnenférmige Organ die Form einer Birne an (siehe Abb. 3.28). Diese Verbreiterung, die
stellenweise die Nieren um das Doppelte vergroRerten, wurde durch einzelne Zysten
hervorgerufen, die an der blutgeronnenen Flussigkeit zu erkennen waren. Generell konnten die
Verénderungen dieses Organs unilateral oder auch bilateral beobachtet werden.

Nur bei Tieren des WE2 LC bCatAEx3-Modells, die schon rein &ulerlich eine starke
Vergrollerung des Bauchraums aufwiesen, war nach Erdffnung der Bauchhohle eine stark
vergroRerte Milz zu erkennen (siehe Abb. 3.28). Makroskopisch zeigte die Milz bei diesen
Tieren keine zystischen oder tumordsen Veranderungen, doch nahm das Volumen dieses Organs
um mehr als das Doppelte zu. Generell trat die Verédnderung dieses Organs als Nebeneffekt einer
sehr weit vorangeschrittenen Tumorgenese des Ovars auf (Boerboom et. al., 2005), so dass auf

sie nicht weiter eingegangen werden soll.
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Wildtyp WE2 TC bCatAEx3*  WE2 LC bCatAEX3* Abbildung 3.28: Bei WE2 LC
bCatAEXx3- und WE2 TC bCatAEX3-

: positiven Tieren entwickeln sich
s nach sechsmonatigem Doxycyclin-
entzug Veranderungen der Milz, der

. Nieren und der Ovarien
o5 95cm In dieser Abbildung sind die Nieren,
Ovarien mit Uterus und die Milz einer
wildtypischen Maus und  zweier
phénotypisch  auffalliger ~ Tiere des
Genotyps WE2 TC bCatAEx3"™ bzw. WE2
LC bCatAEx3™ dargestellt. Bei den
tripeltransgenen Madusen beider Modelle
kann eine Veranderung von Nieren und
Ovarien beobachtet werden. Dagegen ist

nur in der WE2 LC bCatAEx3-positiven
Maus die Milz veréndert.

Niere

Ovar

%

0,5cm

Milz

— _—
05em 0,5ecm lcm

Neben den Verdnderungen der Nieren, der Ovarien und der Milz konnten bei den phéanotypisch
auffalligen, tripeltransgenen Tieren beider Modelle keine weiteren Verdnderungen von Organen
beobachtet werden. Wie in 3.2.2.2 beschrieben, wurden die veranderten Organe im Anschluss fur

weitere molekulare und histologische Untersuchungen verwendet.

3.2.2.4 Histologische und molekulare Analyse von veranderten, tripeltransgenen Organen

Bevor mit genaueren Analysen der auffalligen Organe angefangen werden konnte, musste
zunachst der Nachweis des lox-outs des Exons 3 von Ctnnbl in den verdnderten Organen
erbracht werden. Dies ist mit Hilfe einer PCR mdglich und beweist die Induzierbarkeit und
Expression einer durch den tetrazyklinabhéngigen Aktivator (tTA) aktivierten Cre-Rekombinase,
die das Exon 3 von Ctnnb1 herausschneidet. Durch diese aktivierende Ctnnb1-Mutation kann es
zur Akkumulation von B-Catenin im Nukleus und zur Transkription vieler kanonischer Wnit-
Zielgene kommen, die fur eine Veranderung von Organen verantwortlich sein kann (Clevers,
2006).

In allen phanotypisch auffalligen Organen konnte nach einer DNA-Extraktion der lox-out des
Exons 3 von Ctnnbl in Abhéngigkeit von dem Genotyp heterozygot oder homozygot
nachgewiesen werden. Durch den von der Cre-Rekombinase bedingten lox-out des Exons 3 von
Ctnnbl wurde das PCR-Produkt von urspringlich 690 bp (wildtypisch) um 200 bp verkirzt, so
dass nach einer Agarose-Gelelektrophorese bei einem heterozygot vorliegenden bCatAEX3-
Transgen neben der wildtypischen DNA-Bande auch eine 490 bp groRe lox-out-Bande auf dem
Agarosegel zu erkennen war (siehe Abb. 3.29). Die wildtypische Bande konnte im Falle von
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tripeltransgenen  Tieren mit homozygot integriertem bCatAEx3-Transgen nicht mehr

nachgewiesen werden.

A) bCat lox out-PCR WE2 TC bCatAEx3* B) bCat lox out-PCR WE2 LC bCatAEx3**

+ - wt M Nz Ok U W + - Wt Nz Ok U

Abbildung 3.29: PCR-Nachweis der Deletion des Exons 3 von Ctnnbl in phanotypisch auffalligen
Organen von WE2 TC bCatAEXx3- und WE2 LC bCatAEx3-positiven Tieren

In der Abbildung ist in A) ein Agarosegel einer bCatAEX3-lox out (bCat lox out)-PCR zu erkennen. Links des 100
bp-Markers (M) sind von links nach rechts die Positivkontrolle (+), die Negativkontrolle (-) und eine Wildtypprobe
(Wt) erkennbar. Rechts des 100 bp-Markers sind die PCR-Proben eines phénotypisch auffalligen WE2 TC
bCatAEx3"-positiven Weibchens aufgetragen (zystischen Niere (Nz), Ovarkarzinom (Ok), Uterus (U)). Die DNA-
Bande fiir ein wildtypisches Ctnnb1-Gen ist dabei bei 690 bp nachweisbar und eine Deletion des dritten Exons von
Ctnnbl fiihrt zu einem Nachweis einer DNA-Bande bei 490 bp. Alle Proben des tripeltransgenen Tieres zeigen
einen heterozygoten lox-out von Ctnnbl. In B) ist in gleicher Art ein Agarosegel einer bCatAEx3-lox out (bCat lox
out)-PCR eines phanotypisch auffalligen WE2 LC bCatAEXx3™-positiven Weibchens dargestellt. In diesem Fall ist in
allen Proben aufgrund des Genotyps des Weibchens ein homozygoter lox-out von Ctnnb1 zu erkennen.

Ob die aktivierende Ctnnbl-Mutation auch wirklich die Tumorgenese der verédnderten Nieren
und Ovarien induzierte, sollte in den anschlieenden, genaueren histologischen und molekularen

Analysen untersucht werden.

3.2.2.4.1 Histologische Analyse von veranderten, tripeltransgenen Organen

Mit Hilfe der histologischen Untersuchungen der zystischen und tumorésen Nieren und Ovarien
sollte zunéchst das Ursprungsgewebe und somit die Art der Verdnderung genauer analysiert
werden. Im Anschluss wurde die Expression und Lokalisation von -Catenin untersucht, damit
dessen Beteiligung an der Tumorgenese genauer bestimmt und bewiesen werden kann.

Zum Zweck dieser Analysen wurden von den zystischen bzw. tumordsen Nieren und Ovarien
Paraffinschnitte hergestellt, damit die phanotypischen Verénderungen durch HE-Farbungen
charakterisiert werden kann. Um das mutierte 3-Catenin nachzuweisen, wurden nach den HE-
Farbungen mit neuen Paraffinschnitten immunhistochemische Farbungen (IHC-Farbung)

durchgefiihrt.
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Auf den Paraffinschnitten der verdnderten Nieren beider Modelle waren nach den
durchgefuhrten HE-Farbungen keine triphasischen, tumortsen Gewebe eines Wilms-Tumors
identifizierbar (siehe Abb. 3.30). Auch keine Ansammlungen von multipotenten
Nierenvorlauferzellen (nephrogenen Resten) zwischen normal differenziertem Nierengewebe
konnten nachgewiesen werden. Lediglich einige Glomeruli wiesen im Vergleich zu
wildtypischen Mé&usen eine verdnderte Morphologie und eine Flussigkeitsansammlung auf.
Zudem waren Zysten zu erkennen, die an Anzahl und GroRe variierten und deren Ursprung wohl
von proximalen und distalen Tubuli der Nierenrinde und Tubuli der Henle-Schleife des
Nierenmarks ausging. Sie waren alle flussigkeitsgefullt und verdrangten gesundes Gewebe.
Somit &hnelten die veranderten Nieren in ihrem histologischen Bild einer polyzystischen
Nierenerkrankung (Saadi-Kheddouci et. al., 2001).

Abbildung 3.30: Polyzystische
Nieren WE2 TC bCatAEx3-
und WE2 LC bCatAEX3-
positiver Mause

In dieser Abbildung ist ein HE-
geférbter Nieren-Paraffinschnitt
einer wildtypischen, einer WE2 TC
bCatAEx3"-positiven und  einer
WE2 LC bCatAEx3" -positiven
Maus dargestellt. Wahrend in der
wildtypischen Niere keine
Verénderungen zu erkennen sind,
weisen  Nieren tripeltransgener
Mause Zysten in der Nierenrinde
und im Nierenmark auf. Zudem
werden bei einigen Glomeruli eine
veranderte Morphologie und

Wildtyp

WE2 TC bCatAEx3*

WE2 LC bCatAEx3**

eine Flussigkeitsansammlung
= = : ) e festgestellt. Symbole und
Ubersicht 4x VergroRerung 20 x VergroRerung Abkiirzungen:  (dT):  distaler

Tubulus; (G): Glomerulus; (M): Nierenmark; (pT): proximaler Tubulus; (R): Nierenrinde; (¥): Zyste/Ursprung:
distaler Tubulus; (*): Zyste/Ursprung: proximaler Tubulus; (o): Zyste/Ursprung: Tubulus der Henle-Schleife; (e):
Glomerulus mit verédnderter Morphologie und Flussigkeitsansammlung.

Im Falle der veranderten Ovarien konnte auf HE-geféarbten Paraffinschnitten ein &hnliches Bild
beobachtet werden, wie bei den Nieren tripeltransgener Tiere. Gesundes, ovariales Gewebe
wurde durch Zysten verdréngt, die ebenfalls an GroRe und Anzahl variierten. Zudem war
tumordses Gewebe zu erkennen (siehe Abb. 3.31).

Die Zysten schienen dabei aus verdnderten Granulosa-Zellen der Oozyten des Ovars
hervorzugehen. Denn haufig waren mehrere Schichten von Granulosa-Zellen um diese
zystischen Strukturen zu erkennen und eine aus diesen Zellen stattfindende Zystenbildung
konnte beobachtet werden. Dies erkannte man an der beginnenden Flissigkeitsansammliung
zwischen den Schichten der Granulosazellen. Generell waren die Zysten mit einer klaren,
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rotlichen Flussigkeit gefiillt. Umso weiter die VergrolRerung des Ovars fortschritt, desto gréRRere
Zysten konnten beobachtete werden, wodurch normal entwickelte Oozyten kaum noch zu
entdecken waren.

Bei den beobachteten tumordsen Gewebe handelte es sich zu Beginn einer ovarialen
Veranderung um Ansammlungen von strukturell unorganisierten pleomorphen Granulosa-Zellen,
die keine Oozyten umschlossen. Diese Strukturen wurden auch in stark vergroBerten Ovarien
gefunden, wobei sie sich Uber weite Teile dieser Ovarien erstreckten und von Zysten variabler
GroRe mit Klarer, rotlicher Flussigkeit umgeben waren. Zudem wurden zwischen diesen
Granulosa-Zellen sehr viele kleine Zysten mit klarer Flissigkeit entdeckt. Auch spindelférmige
Zellen, die Vorlauferzellen von Osteoblasten dhnelten, konnten beobachtet werden. Insgesamt
glich das histologische Bild der zystischen bzw. tumordsen Ovarien dem von

Granulosazelltumoren (Boerboom et. al., 2005).

WE2 TC bCatAEx3* WE2 LC bCatAEX3** Wildtyp

WE2 LC bCatAEx3**

Ubersicht

Abbildung 3.31: Veranderte Ovarien von WE2 TC bCatAEx3- und WE2 LC bCatAEx3-positiven

Tieren &hneln Granulosazelltumoren

In dieser Abbildung ist ein HE-gefarbter Ovar-Paraffinschnitt einer wildtypischen, einer WE2 TC bCatAEx3"-
positiven und zweier WE2 LC bCatAEx3™"-positiven Mause dargestellt. Wahrend im wildtypischen Ovar keine
Verénderungen festzustellen sind, gleicht das histologische Bild der Ovarien der tripeltransgenen Tiere dem von
Granulosazelltumoren. Generell nimmt in der Abbildung der Grad der ovarialen Veranderung von oben nach unten
zu. Abkirzungen und Symbole: (Ge): Gelbkdrper; (Gr): Granulosazellen; (O): Osteoblasten; (OE): Ovariales
Epithel; (Oo): Oozyte; (pE): primére Eizelle; (rE): reife Eizelle; (S): stromale Zellen; (dicker, blauer Pfeil):
Entstehung einer Zyste aus Granulosazellen; (dicker, roter Pfeil): tumoréses Gewebe eines Granulosazelltumors ;
(dicker, schwarzer Pfeil): Zyste; (dunner, schwarzer Pfeil): Ansammlung von strukturell unorganisierten
pleomorphen Granulosa-Zellen.
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Bei dem immunhistochemischen Nachweis von B-Catenin wurde in Nieren von wildtypischen
Mausen (Kontrollen) eine zytoplasmatische Expression des Proteins in allen Zelltypen der Niere
detektiert. Sie war zumeist schwach und generell in der Rinde der Niere starker als im Mark.

Auch in den zystischen Nieren von WE2 TC bCatAEx3-positiven und WE2 LC bCatAEXx3-
positiven Méausen konnte die zytoplasmatische Expression von -Catenin in allen Zelltypen der
Niere nachgewiesen werden, doch war der Nachweis des Proteins insgesamt um ein vielfaches
starker (siehe Abb. 3.32). Zudem war speziell im Epithel der Zysten, die wohl aus den
proximalen und distalen Tubuli, sowie den Tubuli der Henle-Schleife hervorgingen, eine starke
Akkumulation von B-Catenin in den Nuklei zu beobachten, was auf eine Stabilisierung des
Proteins schlielen lieR. Diese konnte in den verdnderten Glomeruli dagegen nicht nachgewiesen

werden.

Wildtyp

WE2 TC bCatAEx3*

WE2 LC bCatAEx3**

Ubersicht o v 10 x VergréBerung

Abbildung 3.32: Nachweis von B-Catenin in polyzystischen Nieren von WE2 TC bCatAEx3-
positiven und WE2 LC bCatAEXx3-positiven Mausen
In dieser Abbildung ist die Expression und Lokalisation von B-Catenin durch IHC-Férbung auf Paraffinschnitten
einer wildtypischen Niere und zweier tripeltransgener, polyzystischer Nieren dargestellt. Dabei sind B-Catenin
exprimierende Zellen an einer braunen Féarbung zu erkennen. Eine zytoplasmatische Expression des Proteins ist in
der wildtypischen Niere in allen charakteristischen Zelltypen dieses Organs nachweisbar. Dies ist auch in
tripeltransgenen polyzystischen Nieren der Fall, wobei zudem eine starke nukledre Akkumulation von B-Catenin in
allen Epithelien der Zysten zu erkennen ist. Die veranderten Glomeruli der tripeltransgenen Nieren weisen dagegen
keine nukledre Akkumulation von B-Catenin auf. Symbole und Abkilrzungen: (dT): distaler Tubulus; (G):
Glomerulus; (M): Nierenmark; (pT): proximaler Tubulus; (R): Nierenrinde; (¥): Zyste/Ursprung: distaler Tubulus;
(*): Zyste/Ursprung: proximaler Tubulus; (o): Zyste/Ursprung: Tubulus der Henle-Schleife; (e): Glomerulus mit
veranderter Morphologie und Flissigkeitsansammlung.
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In den Ovarien von wildtypischen M&usen war eine zytoplasmatische Expression von p-Catenin
in allen Zelltypen des Organs nachweisbar. Das Protein wurde dabei am starksten im ovarialen
Epithelium, den stromalen Zellen und in den Granulosa-Zellen der verschiedenen
Entwicklungsstufen der Oozyten exprimiert. Im Falle der Granulosa-Zellen konnte die starkste
Expression von [-Catenin in der N&dhe des Antrums und in Cumulus-Zellen nachgewiesen
werden.

Auch in den zystischen bzw. tumorésen Ovarien von WE2 TC bCatAEx3-positiven und WE2 LC
bCatAEx3-positiven Mausen war die zytoplasmatische Expression von p-Catenin in allen
ovarialen Zelltypen zu erkennen. Der Nachweis des Proteins war aber wesentlich starker als in
den Ovarien der Wildtypen. Zudem konnte mit voranschreitender Tumorgenese der Ovarien eine
zunehmende nukledre Akkumulation von p-Catenin vor allem in den Granulosa-Zellen
beobachtet werden. Dies war besonders stark ausgepragt in den Ansammlungen von
pleomorphen  unstrukturierten  Granulosa-Zellen. Auch in denen von mehreren
Granulosazellschichten umgebenen Zysten mit klarer, rétlicher Flissigkeit konnte eine starke
nukledre Akkumulation von p-Catenin identifiziert werden (siehe Abb. 3.33). Dagegen lieR sie in

den Ovarien, bei denen die Tumorgenese am weistesten fortgeschritten war, etwas nach.
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Wildtyp

WE2 LC bCatAEx3**

WE2 LC bCatAEx3++

WE2 TC bCatAEx3+-

WE2 LC bCatAEx3++

Ubersicht

Abbildung 3.33: Nachweis von B-Catenin in verdnderten Ovarien von WE2 TC bCatAEx3-positiven

und WE2 LC bCatAEx3-positiven M&usen
In dieser Abbildung ist die Expression und Lokalisation von B-Catenin durch IHC-Féarbung auf Paraffinschnitten
eines wildtypischen Ovars und mehrerer tripeltransgener, verdnderter Ovarien dargestellt. Von oben nach unten
nimmt der Grad der ovarialen Verdnderung zu und p-Catenin exprimierende Zellen sind an einer braunen Farbung
zu erkennen. Dabei ist im Ovar der wildtypischen Maus eine zytoplasmatische Expression von B-Catenin in allen
Zelltypen des Organs nachweisbar. Dies ist auch in den verdnderten Ovarien der Fall, wobei in diesen zudem eine
nukledre Akkumulation von B-Catenin in allen fir den Granulosazelltumor typischen histologischen Strukturen zu
erkennen ist. Abkurzungen und Symbole: (Cu): Cumulus-Zellen; (Ge): Gelbkorper; (Gr): Granulosazellen; (OE):
Ovariales Epithel; (Oo): Oozyte; (pE): primére Eizelle; (rE): reife Eizelle; (S): stromale Zellen; (dicker, griner
Pfeil): Mehrlagige Granulosazellschicht einer Zyste; (dicker, roter Pfeil): tumorgses Gewebe eines
Granulosazelltumors; (dicker, schwarzer Pfeil): Zyste; (diinner, schwarzer Pfeil): Ansammlung von strukturell
unorganisierten pleomorphen Granulosa-Zellen.
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Nach den Analysen der HE-Schnitte (Niere und Ovar) von tripeltransgenen Mausen konnte
festgehalten werden, dass es sich bei den verdnderten Nieren um polyzystische Nieren handelt
(Saadi-Kheddouci et. al., 2001) und bei den zystischen bzw. tumorésen Ovarien um
Granulosazelltumore (Boerboom et. al.,, 2005). Zudem wiesen die Ergebnisse der
immunhistochemischen Farbungen darauf hin, dass B-Catenin an der Veranderung dieser Organe
beteiligt ist.

3.2.2.4.2 Molekulare Analyse von veranderten, tripeltransgenen Organen

Durch einen lox-out des Exons 3 von Ctnnbl werden wichtige Aminoséauren (z.B. S33, S37, T41,
S45) entfernt, die flr die Phosphorylierung von B-Catenin gebraucht werden (Polakis, 1999).
Dadurch kann B-Catenin nicht mehr abgebaut werden, akkumuliert im Nukleus und fuhrt zur
verstarkten Expression von B-Catenin-Zielgenen (Clevers, 2006). Zu diesen Zielgenen gehoren
die Onkogene c-myc und Cyclin D1, die in vielen Tumoren die Tumorgenese positiv
beeinflussen (Pelengaris et. al., 2003; Tashiro et. al., 2007). Somit sollte auch eine Aktivierung
bzw. ein trunkiertes B-Catenin in den zystischen bzw. tumordsen Organen beider Modelle
nachweisbar sein, wodurch eine erhohte Expression der f-Catenin-Zielgene c-myc und Cyclin
D1 induziert werden konnte. Ist dies der Fall waren diese Ergebnisse eine Bestédtigung der
immunhistochemischen Analysen.

Zu diesem Zweck wurden von den phanotypisch auffalligen, tripeltransgenen Nieren und
Ovarien Proteine isoliert und die Aktivierung bzw. Expression von B-Catenin und dessen
Zielgenen (c-myc und Cyclin D1) durch Western blot-Analysen untersucht. Als Kontrollen
dienten Proteine von wildtypischen und nicht tripeltransgenen Organen. Zudem wurden auch
Proteine von phanotypisch unauffalligen, tripeltransgenen Organen analysiert, bei denen der
Nachweis eines lox-outs des Exons 3 von Ctnnbl durch PCR nicht mdglich gewesen war.
Generell werden im Folgenden nur die Western blot-Ergebnisse des WE2 TC bCatAEx3-Modells
dargestellt. Sie gleichen den Ergebnissen des WE2 LC bCatAEx3-Modells.

Die Western blot-Ergebnisse der praparierten Nieren zeigten einen Nachweis von B-Catenin in
fast allen untersuchten Proben (siehe Abb. 3.34). Lediglich die wildtypische Niere und zwei
tripeltransgene Nieren ohne nachgewiesenen lox-out des dritten Exons von Ctnnbl wiesen keine
[-Catenin-Expression auf. Generell war die Expression des Proteins in den verschiedenen Nieren
unterschiedlich. Nur die Niere des Versuchstiers z5942 zeigte eine auffallig starke p-Catenin-
Expression und genauso wie die Niere der Maus 26264 einen schwachen Nachweis eines lox-

outs des Exons 3 von Ctnnb1, der an der zusétzlichen kleineren Bande erkennbar war.
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Auch die Expression von c-myc und Cyclin D1 war in den untersuchten Proben sehr
unterschiedlich. Wahrend in der wildtypischen Niere und den nicht tripeltransgenen Nieren der
Kontrolltiere eine Expression der B-Catenin-Zielgene nicht bzw. kaum nachweisbar war, konnte
das Expressionslevel dieser Proteine in den tripeltransgenen Nieren mit und ohne phanotypischer

Auffélligkeit mal schwach und mal stark sein.

A) Abbildung 3.34: In polyzystischen
Wt Kontrollen WTb - lox WTb + lox .

_—— ——— Nieren von WE2 TC bCatAEx3-

REZSEREREESEE positiven  Mausen  kann  eine

& e .8 BRI s (- 90 kDa) A_ktivierung von B-Cateni_n und dessen

Zielgenen kaum nachgewiesen werden

® - _‘-. c-myc-Nachweis (~ 51 kDa) Fir Western blot-Analysen der Nieren des

) WE2 TC bCatAEx3-Modells wurden die

S /\Ktin-Nachweis (~ 40 kDa) Proteine phénotypisch auffalliger,

B) tripeltransgener Nieren prapariert, in denen

Wt Kontrollen _ WTb-lox Wb + lox ein lox-out des Exons 3 von Ctnnbl mittels

S EEERFEERERRR PCR nachgewiesen worden war (WTh +

L M B L lox). Zum Vergleich dienten isolierten

. ‘ - ‘ ™ CyclinD1-Nachweis (~ 36 kDa) Proteine aus Nieren von wildtypischen

(WT), nicht tripeltransgenen (Kontrollen)

NSRS m——— /tin-Nachweis (~ 40 kDa) und tripeltransgenen Mausen, bei denen ein

lox-out nicht festgestellt werden konnte

(WTb - lox). Nachfolgend wurde in diesen Proben die Aktivierung bzw. Expression von B-Catenin (bCat), c-myc
(beide in A) und Cyclin D1 (B) durch Western blot-Analysen untersucht. Zur Kontrolle der analysierten
Gesamtproteinmenge analysierte man die Expression des Haushaltsgens Aktin. Die Expression von Aktin war in
allen Nieren gleich (Angabe des Molekulargewichts der jeweiligen Proteine in Klammern).

Zusammenfassend konnte nach der Western blot-Analyse der polyzytischen Nieren festgehalten
werden, dass eine Aktivierung von B-Catenin in den zystischen Nieren kaum nachweisbar war.
Denn nur die Proben 25942 und z6242 wiesen eine zusétzliche kleinere $-Catenin-Bande auf, die
einem lox-out des Exons 3 von Ctnnbl entsprach. Durch diese aktivierende Ctnnbl-Mutation
konnte aber nur in der Niere der Maus z5942 eine nachfolgend hohere Expression der f-Catenin-
Zielgene c-myc und Cyclin D1 beobachtet werden (siehe Abb. 3.34). Daher war durch diese
Analysen in Frage gestellt, ob die aktivierte Ctnnb1-Mutation fir die Entstehung der zystischen
Nieren verantwortlich ist und widersprachen somit den Ergebnissen der immunhistochemischen

Analysen.

Eindeutigere Aussagen lielen die Ergebnisse der Western blot-Analysen der préparierten
Ovarien zu. Zwar war die Expression von B-Catenin in allen Ovarien (nicht tripeltransgenen
Ovarien, sowie tripeltransgenen Ovarien mit und ohne lox out des Exons 3 von Ctnnbl)
darstellbar, doch nur die phanotypisch auffalligen Ovarien zeigten eine zusatzliche kleinere f-
Catenin-Bande, die der erwarteten Grof3e des Proteins durch einen lox-out des Exons 3 von
Ctnnb1l entsprach (siehe Abb. 3.35).
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Zudem war in den zystischen bzw. tumordsen Ovarien die Expression der f-Catenin-Zielgene (c-
myc und Cyclin D1) im Vergleich zu den Kontrollen stark erhoht. Dies konnte bei den Analysen
der Cyclin D1-Expression deutlicher erkannt werden, als bei den Expressionsanalysen von c-

myc.

Abbildung 3.35: In veranderten Ovarien

von WE2 TC bCatAEx3-positiven M&usen

ist die Aktivierung von B-Catenin und eine

———e———— :‘ bCat-Nachweis (~ 50 kDa) Uberexpression von c-myc und Cyclin D1
nachweisbar

RS D - mycNachwes (¥ 51kDa) Von WE2 TC bCatAEx3-positiven Ovarien (WTh

e - + lox), bei denen neben der Verdnderung ein lox-
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werden konnte (WTb - lox). Nach der Praparation
wurde von diesen Proben mit Hilfe von Western
blot-Analysen die Aktivierung bzw. Expression
von B-Catenin (bCat), c-myc (beide in A) und Cyclin D1 (B) untersucht. Zur Kontrolle der analysierten
Gesamtproteinmenge analysierte man die Expression des Haushaltsgens Aktin. Die Expression von Aktin war in
allen Nieren gleich (Angabe des Molekulargewichts der jeweiligen Proteine in Klammern).

S S S Aktin-Nachweis (~ 40 kDa)

Durch diese Ergebnisse war davon auszugehen, dass eine durch die Modelle induzierte
Akkumulation von B-Catenin und eine damit bedingte Aktivierung der kanonischen Wnt-
Signalkaskade fur die Zystenbildung und die Tumorgenese der Ovarien verantwortlich sind.

Somit unterstitzten diese Ergebnisse die Beobachtungen der immunhistochemischen Analysen.

Zusammenfassend konnte nach der Analyse der Modelle WE2 TC bCatAEx3 und WE2 LC
bCatAEx3 festgehalten werden, dass eine Kkonstitutive [p-Catenin-Aktivierung in der
Friihschwangerschaft wohl nicht mit dem embryonalen Uberleben vereinbar ist. Dies ist anhand
der durchgefiihrten timed matings erkennbar, bei denen die Anzahl an tripeltransgenen Tieren
sank und die Haufigkeit der Aborte stieg, umso friher man Doxycyclin wahrend der
Schwangerschaft — abgesetzte. Trotzdem wurden unabhdngig vom  Zeitpunkt des
Doxycyclinentzugs tripeltransgene Tiere geboren, wobei ein lox-out des Exons 3 von Ctnnbl
mittels PCR nur bei einzelnen Tieren nachweisbar war, die Doxycyclin mindestens bis Tag 10,5
d.p.c. erhalten hatten. Somit schienen sich die meisten tripeltransgenen Tiere, die aus den timed
matings stammten, dem selektiven Druck einer konstitutiven B-Catenin-Aktivierung durch ein
nicht induziertes WE2 TC bCatAEx3- bzw. WE2 LC bCatAEXx3-System zu entziehen. Das die
Modelle nur bedingt induzierbar sind, konnte auch in den nachfolgenden Analysen von

tripeltransgenen Tieren festgestellt werden, denen Doxycyclin erst nach dem Absetzen von den
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Eltern entzogen worden war, da ein lox-out des Exons 3 von Ctnnbl durch eine PCR nicht in
allen diesen Tieren festgestellt werden konnte.

War ein PCR-Nachweis der Deletion des Exons 3 von Ctnnb1 mdglich, entwickelten die meisten
tripeltransgenen Tiere zystische bzw. tumordse Veranderungen der Nieren und Ovarien. Dabei
handelt es sich wohl im Fall der Nieren um eine polyzystische Nierenerkrankung und bei den
verédnderten Ovarien um Granulosazelltumore. Durch histologische Analysen konnte eine
nukledre Akkumulation von B-Catenin in den veranderten Nieren und Ovarien nachgewiesen
werden, so dass eine aktivierende Ctnnb1-Mutation wohl der Grund fiir die Tumorgenese dieser
Organe ist. Molekulare Analysen der veranderten Ovarien unterstiitzten diese Theorie, da es
neben dem Nachweis des aktivierten p-Catenins zur Uberexpression von Cyclin D1 und ¢c-myc
kam. Im Falle der veranderten Nieren war dies nur bedingt zu beobachten.

Generell scheinen also beide Modelle in einem aktiven Zustand die Entstehung von
polyzytischen Nieren und Granulosazelltumoren zu beglinstigen, doch die Entstehung eines

Wilms-Tumors wird nicht induziert.

3.2.3 Herstellung und Analyse des Wilms-Tumor-Modells WE2 Wntl

Der dritte experimentelle Ansatz zur Herstellung eines Wilms-Tumors war das WE2 Wnt1-
Modell. Ahnlich wie die Modelle WE2 TC bCatAEx3 und WE2 LC bCatAEX3 beruht es auf der
Deregulation der kanonischen Wnt-Signalkaskade in Witl-exprimierenden Zellen des
metanephrischen Mesenchyms, wodurch es zum Verbleib und einer erhéhten Proliferation dieser
Vorlauferzellen kommen kann, so dass nachfolgend die Entstehung eines triphasischen Wilms-
Tumors begunstigt werden konnte (Li et. al., 2004; Fukuzawa et. al., 2009). Allerdings sollte
dies in WE2 Wntl-positiven Mausen nicht durch den lox-out des Exons 3 von Ctnnbl erreicht
werden, sondern durch eine Wt1-tTA vermittelte Uberexpression des Wnt-Liganden Wnt1. Eine
damit verbundene, verstirkte Expression dieses Gens kann zur erhohten Aktivitdt der
kanonischen Wnt-Signalkaskade ftihren (siehe Einleitung 1.4.1).

Um nun dieses Modell zu erhalten und zu analysieren, sollten die Mauslinien WE2 und Wntl
(siehe Material und Methoden 2.1.11) verpaart werden. In den daraus resultierenden,
doppeltransgenen  WE2 Wntl-Mé&usen konnte dann ein Wilms-Tumor nach der zuvor
beschriebenen Theorie entstehen. Das WE2 Wnt1-Wilms-Tumor-Modell beruht auf dem Tet off-
System (siehe Ergebnisse 3.1) und ist in Abbildung 3.36 beschrieben.
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—wth— | A mWTL —  Wtl-analoge tTA-
Expression

I l Keine Wnt1-Uberexpression:
Mit Doxycyclin Wnitl L Keine Entstehung eines
Wilms-Tumors

TetO

§ Luciferase ﬁ wntl
I Whnt1-Uberexpression:

Ohne Doxycyclin Wnt1l - Entstehung eines
Wilms-Tumors?

Abbildung 3.36: Schematische Darstellung des Wilms-Tumor-Modells WE2 Wnt1

In doppeltransgenen WE2 Wnt1-Mausen kommt es durch den Wt1-Promotor des WE2-Transgens zur zeitlichen und
raumlichen Wtl-analogen Expression eines tetrazyklinabhangigen Transaktivators (tTA). Unter der Gabe von
Doxycyclin erfahrt der tTA eine Konformationsanderung, so dass dieser nicht an den tTA regulierten Promotor
(TetO) des Wntl-Transgens binden kann. Somit kommt es nicht zur Uberexpression von Wnt1 und einer damit
verbundenen verstarkten Aktivitat der kanonischen Wnt-Signalkaskade. Dies andert sich durch den Entzug von
Doxycyclin. Durch das Fehlen des Tetrazyklins kann der tTA an den Promotor des Reporter-Transgens Wntl
binden. Nachfolgend wird neben einer Luciferase auch Wnt1 exprimiert und ein Wilms-Tumor kann nach der zuvor
beschriebenen Theorie entstehen.

Zur Generierung von doppeltransgenen WE2 Wnt1-Mé&usen wurden WE2-positive Weibchen mit
Whntl-positiven Mannchen unter der Gabe von Doxycyclin verpaart (siehe Abb. 3.37).
AnschlieBend fiihrte man mit denen aus dieser Verpaarung resultierenden, doppeltransgenen
Mannchen und Weibchen timed matings durch, bei denen zu unterschiedlichen Zeitpunkten der
Schwangerschaft Doxycyclin entzogen wurde (Tag 0,5, 6,5 und 10,5 d.p.c.). Wie schon im Falle
der Modelle WE2 TC bCatAEx3- und WE2 LC bCatAEx3 beschrieben (siehe Ergebnisse 3.2.3),
sollte dadurch die Entstehung eines Wilms-Tumors induziert werden.

Bei allen timed matings wurden die Schwangerschaften und die aus ihnen resultierenden
Jungtiere beobachtet. AnschlieBend sollten die WE2 Whntl-positiven Nachkommen nach dem
dritten Lebensmonat prapariert und wie im Falle der Modelle WE2 TC bCatAEx3 und WE2 LC
bCatAEx3 histologisch und molekular untersucht werden. Neben den beschriebenen
Verpaarungen wurden auch Erhaltungszuchten angesetzt, um eine groRere Anzahl von

doppeltransgenen Tieren zu erhalten (siehe Abb. 3.37).
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A) WE2 © x Wntl &

(mit Doxycyclin)

|

WE2 Wntl & ¢

* Erhalt tripeltransgener Versuchstiere zur Durchfiihrung von
timed matings - Versuchstiere: Wilms-Tumor?
* Ansetzen von Erhaltungszuchten

B)

* WE2 Wntl 7 x WE2 Wntl Q (mit Doxycyclin): Erhaltungszucht

* WE2 Wntl & x WE2 Wntl @ (zunéchst mit dann ohne
Doxycyclin): Funktionalitatsnachweis des Mausmodells

Abbildung 3.37: Verpaarungsschema zur Herstellung des WE2 Wnt1-Modells

In dieser Abbildung ist das Verpaarungsschema zur Herstellung des WE2 Wntl1-Modells und der nachfolgend
angesetzten Erhaltungszuchten dargestellt. Wahrend in A) die Zucht fur die Generierung der ersten WE2 Wntl-
positiven Mduse abgebildet ist, sind in B) die Zuchtangaben zum Erhalt von doppeltransgenen Nachkommen
angegeben.

3.2.3.1 Auswertung der timed matings des WE2 Wnt1-Modells

Bei allen durchgefiihrten timed matings wurde kein Jungtier mit einem Genotyp WE2 Wntl
geboren (siehe Tabelle 3.4). Es kamen lediglich ein nicht-doppeltransgenes Jungtier bei zwei
durchgefuhrten timed matings mit Doxycyclinentzug an Tag 0,5 d.p.c. zur Welt, sowie vier bzw.
ein nicht-doppeltransgenes Jungtier bei einmalig durchgefiihrten timed matings mit Absetzung
des Doxycyclins an Tag 6,5 bzw. 10,5 d.p.c.. Ein Abort konnte nur bei einem timed mating
beobachtet werden (Tag 0,5 d.p.c.).
Ob es durch Fehlbildungen zum intrauterinen Tod von WE2 Wntl-positiven Embryonen kommt,
sollte durch zusétzliche timed matings geklart werden, bei denen man Doxycyclin an Tag 0,5
d.p.c. entzog und die Embryonen an Tag 10,5, 11,5 und 12,5 der Schwangerschaft entnommen
wurden. Bei diesen timed matings waren 66,6 % aller entnommenen Embryonen WE2 Wntl1-
positiv, wenn sie an Tag 10,5 d.p.c. prapariert wurden, sowie 50,0 % an Tag 11,5 d.p.c. und 27,3
% an Tag 12,5 d.p.c. (siehe Tabelle 3.4). Generell waren die Embryonen phéanotypisch
unaufféllig und selbst nach dem Herstellen von Paraffinschnitten konnten bei allen
doppeltransgenen Embryonen, die zu unterschiedlichen Zeitpunkten der Schwangerschaft
entnommen worden waren, keine histopathologischen Veranderungen entdeckt werden. Sie
115



3. Ergebnisse

entsprachen in ihrer Entwicklung denen von wildtypischen Embryonen, so dass z.B. in allen eine
normal verlaufende Nephrogenese ohne Anzeichen einer beginnenden Entstehung eines Wilms-

Tumors beobachtet werden konnte (Daten nicht gezeigt).

Tabelle 3.4: Bei den timed matings des WE2 Wnt1-Modells werden keine doppeltransgenen Tiere
geboren

In der Tabelle 3.4 sind unter A) die Ergebnisse aller timed matings des WE2 Wntl1-Modells in Tabellenform
aufgelistet, bei denen zu unterschiedlichen Zeitpunkten der Schwangerschaft Doxycyclin entzogen worden ist. In B)
sind die zusatzlich durchgefiihrten timed matings tabellarisch dargestellt, bei denen die Embyronen an Tag 10,5,
11,5 und 12,5 d.p.c. entnommen worden sind und der Doxycyclinentzug an Tag 0,5 d.p.c. stattgefunden hat.
Abkurzungen:; (A): Aborte; (-Dox): Doxycyclinentzug; (d.p.c.): days post coitum (dtg): doppeltransgen; (E):
Embryon; (Jt): Jungtier; (Sw): Schwangerschaft; (TM): timed mating; (Vp): Verpaarung.

A)

Timed matings (TM) des Modells

WE2Z Wntl

Anzahl doppeltransgener Tiere (dtg) in
Bezug auf die Gesamtzahl von abgesetzten
Jungtieren {Jt)

Anzahl der Aborte [A) in Bezug auf die
durchgefiihrten Verpaarungen (\Vp)

TM —Dox Tag 0,5 dpc

0 dtg von 1 Jt {0,0 %)

1A von 2 Vp (50,0 %)

TM —Dox Tag 6,5 dpc

0 dtg von 4 Jt (0,0 %)

0A von 1Vp (0,0 %)

TM —Dox Tag 10,5 dpc

Ottg von 1 Jt (0,0 %)

0A von 1Vp (0,0 %)

B)

Embryonenpréparation zu
unterschiedlichen Zeitpunkten der

Sw (- Dox Tag 0,5 dpc)

Praparation Tag 10,5 dpc
Praparation Tag 11,5 dpc
Praparation Tag 12,5 dpc

Anzahl doppeltransgener Tiere
(dtg) in Bezug auf die Gesamtzahl
von praparierten Embryonen (E)

4 dtg von 6 E (66,6 %)

5 dtg von 10 E (50,0 %)
3dtgvon 11 E (27,3 %)

Nach der Auswertung der WE2 Wntl-timed matings, bei denen Doxycyclin an Tag 0,5, 6,5 und
10,5 d.p.c. abgesetzt worden war, gab es Anzeichen, dass eine Fehlregulation der kanonischen
Whnt-Signalkaskade zu einem friilhen und spéten Zeitpunkt der Embryogenese nicht mit dem
embryonalen Uberleben vereinbar ist. Somit schien das WE2 Wnt1-Modell nicht zur Herstellung
eines Wilms-Tumors geeignet zu sein. Widersprichlich dazu waren die histologischen
Untersuchungen von doppeltransgenen Embryonen der zusétzlich durchgefiihrten timed matings.
Diese Ergebnisse stellten somit in Frage, ob die beobachteten Effekte, der zuerst durchgefiihrten
timed matings, auf eine Fehlregulation der Wnt-Signalkaskade zurlickzuftihren waren. Ob es
durch das WE2 Wnt1-Modell zur Uberexpression von Wntl kommen kann und es somit aktiv
und induzierbar ist, sollte daher im Nachfolgenden an WE2 Wntl-positiven Tieren untersucht
werden, denen man Doxycyclin nach dem Absetzen von den Eltern entzogen hatte (siehe Abb.
3.37).
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3.2.3.2 Auswertung der Praparation doppeltransgener Tiere

Um die Aktivitdt des WE2 Wntl1-Modells zu Gberprifen, wurden WE2 Wntl-positive Mause,
die aus der Erhaltungszucht von doppeltransgenen Méannchen und Weibchen entstanden waren
und denen man Doxycyclin nach dem Absetzen von den Eltern entzogen hatte, nach sechs
Monaten ohne Doxycyclingabe prapariert.

Dabei wurden neben anderen auffalligen Organen immer die Wtl-exprimierenden Organe Niere,
Hoden, Ovar und Uterus je nach Geschlecht der doppeltransgenen Tiere enthommen. Diese
Organe wurden anschlielend photographisch dokumentiert und jeweils ein Stiick zur Isolation
von DNA, RNA und Proteinen fir molekulare Analysen abgeschnitten. Des Weiteren
untersuchte man jeweils ein Stlick der entnommen Organe histologisch.

Bis zu dem Zeitpunkt der Préparation wurden &uRerlich keine phanotypischen Auffalligkeiten
beobachtet. Es fiel lediglich auf, dass sechs WE2 Wnt1-positive M&nnchen und finf WE2 Wnt1-
positive Weibchen vor dem Ablauf der sechs Monate starben. Bei den noch lebenden WE2
Whntl-positiven Tieren wurden nach der Eréffnung der Bauchhdhle phénotypische
Veranderungen von Organen festgestellt (siehe Ergebnisse 3.2.3.3). Insgesamt préparierte man
16 doppeltransgene Ménnchen, von denen drei eine Veranderungen der Nieren und der Hoden
aufwiesen (siehe Tabelle 3.5). Bei den 28 préparierten Weibchen wurden bei 11 verdnderte
Ovarien beobachtet. Die Nieren und der Uterus waren bei keinem Weibchen phéanotypisch
auffallig.

Insgesamt wurden keine weiteren Verdnderungen in anderen Organen der WE2 Wntl1-positiven

Mannchen und Weibchen beobachtet.

Tabelle 3.5: Zusammenfassung der Préaparation WE2 Whntl-positiver Mannchen und Weibchen
nach sechs Monaten ochne Doxycyclingabe

Die Tabelle zeigt die Auswertung der Préaparation von doppeltransgenen Méannchen (A) und Weibchen (B) des WE2
Wntl-Modells.

A)
WE2 Wntl1-Mannchen Tieranzahl
Anzahl doppeltransgener (dtg) 16
Mannchen
Anzahl der gestorbenen dtg-Mannchen 6
ohne Préparation
Anzahl dtg-Mannchen mit einem 3
Phanotyp (Nieren und Hoden betroffen)
B)
WE2 Wntl-Weibchen Tieranzahl
Anzahl doppeltransgener (dtg) 28
Weibchen
Anzahl der gestorbenen dtg-Weibchen 5
ohne Préparation
Anzahl dtg-Weibchen mit einem 11
Phénotyp (Ovar betroffen)
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Ob die organischen Veranderungen durch eine Deregulation der kanonischen Wnt-Signalkaskade
entstanden waren und um welche Art von Veranderungen es sich handelte, sollte in
nachfolgenden histologischen und molekularen Analysen untersucht werden (siehe Ergebnisse
3.2.3.4).

3.2.3.3 Phanotyp der M&use des WE2 Wnt1-Modells

Wie in 3.2.3.2 beschrieben, wiesen die WE2 Wntl-positiven Méannchen und Weibchen sechs
Monate nach Doxycyclinentzug &uRerlich keine Auffélligkeiten auf. Doch nach Eréffnung der
Bauchhohle waren Veranderungen der Nieren, Hoden und der Ovarien zu erkennen.

Die phéanotypisch auffalligen Nieren wiesen viele kleine, mit klarer bzw. rétlicher Flussigkeit
gefiillte Zysten auf. Zudem waren sie weniger stark vaskularisiert als die Nieren wildtypischer
Mause. Eine Veranderung der GroRe konnte im Vergleich zu wildtypischen Nieren nicht
beobachtet werden (siehe Abb. 3.38).

Im Gegensatz dazu waren die phanotypisch auffalligen Hoden von WE2 Wntl-positiven
Mannchen wesentlich kleiner als wildtypische Hoden von Mausen gleichen Alters. Wéhrend
wildtypische Hoden ungeféhr bis zu 0,7 cm Zentimeter grof3 sind, wiesen WE2 Wntl-positive
Hoden eine GroRe von nur 0,2 bis 0,4 cm auf. Davon abgesehen waren keine weiteren
Veranderungen, wie z.B. Zysten oder tumordse Gewebe zu beobachten.

Bei doppeltransgenen Weibchen waren nur die Ovarien verandert. Es konnten einzelne, kleine
Zysten erkannt werden, die entweder mit klarer oder blutgeronnener Flussigkeit gefullt waren.
Die Zysten veranderten die GroRe der Ovarien im Vergleich zu denen einer wildtypischen Maus

kaum.

Wildtyp WE2 Wnt1l Abbildung 3.38: Bei WE2 Wntl-positiven
Tieren entwickeln sich nach sechsmonatigem
Doxycyclinentzug Veranderungen der Nieren,
S der Ovarien und der Hoden
=z In dieser Abbildung sind die Nieren, Hoden und
' Ovarien von wildtypischen M&usen und phénotypisch
o cm e auffalligen Tieren des Genotyps WE2 Wntl dargestellt.
Bei den doppeltransgenen Madusen kann eine
Verédnderung der Nieren, Hoden und Ovarien
S . b ‘ ‘ beobachtet werden.
3
I
© ) &
3 g 9
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Abgesehen von den oben erwéhnten VVeranderungen waren keine weiteren Organe phanotypisch
auffallig. Wie in 3.2.3.2 beschrieben, wurden die entnommenen Organe im Anschluss

histologisch und molekular untersucht.

3.2.3.4 Histologische und molekulare Analyse von veranderten, WE2 Wntl-positiven
Organen

Die histologischen und molekularen Untersuchungen sollten helfen, die Induzierbarkeit und
Aktivitat des WE2 Wntl1-Modells zu beweisen. Dieser Beweis ist in diesem Modell nicht direkt
durch eine einfache PCR mdoglich, wie dies z.B. im WE2 TC bCatAEx3- bzw. WE2 LC
bCatAEx3-Modell der Fall ist. Der Nachweis kann nur indirekt erbracht werden, indem z.B.
durch Western blot-Analysen die Fehlregulation der kanonischen Wnt-Signalkaskade durch die
Uberexpression bzw. Stabilisierung von Wnt1, p-Catenin und dessen Zielgenen in WE2 Wnt1-
positiven Mausen nachgewiesen wird. Auch durch histologische Analysen, wie z.B. dem
immunhistochemischen Nachweis von nukledr akkumulierten B-Catenin in den Organen von
WE2 Wntl-positiven Mausen, ist ein indirekter Nachweis einer Wnt1-Uberexpression moglich.

Des Weiteren kann durch HE-Farbungen die Verdnderung der Organe charakterisiert werden.

3.2.3.4.1 Histologische Analyse von veranderten, WE2 Wntl-positiven Organen

Mit Hilfe der histologischen Untersuchungen der veranderten Nieren, Hoden und Ovarien von
doppeltransgenen Tieren, denen Doxycyclin nach dem Absetzen von den Eltern entzogen
worden war, sollte zundchst das Ursprungsgewebe und somit die Art der Veranderung genauer
analysiert werden (HE-Férbung). Im Anschluss wurde die Expression und Lokalisation von -
Catenin bestimmt, damit die Aktivitat des Systems und dessen Beteiligung an den organischen
Verénderungen genauer bestimmt und bewiesen werden konnte (immunhistochemische

Farbung).

Auf den HE-geférbten Paraffinschnitten der verdnderten WE2 Wntl-positiven Nieren war
erkennbar, dass einige Glomeruli im Vergleich zum Wildtyp eine verédnderte Morphologie mit
Flussigkeitsansammlung aufwiesen. Zudem waren viele, kleine Zysten zu erkennen, die an
Anzahl und GroRe variierten (siehe Abb. 3.39). Ihr Ursprung ging wohl von den proximalen und
distalen Tubuli der Nierenrinde aus. Des Weiteren waren sie mit einer klaren Flissigkeit geftllt
und verdrangten kaum gesundes Gewebe. Ahnlich wie im Falle der zystischen Nieren der
Modelle WE2 TC bCatAEx3 und WE2 LC bCatAEX3 glich das histologische Erscheinungsbild
einer polyzystischen Niere (Saadi-Kheddouci et. al., 2001).
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Wildtyp

WE2 Wntl

Ubersicht 4 x VergroRerung 20 x VergréRerung

Abbildung 3.39: Polyzystische Nieren WE2 Wnt1-positiver M&use

In dieser Abbildung ist ein HE-gefarbter Nieren-Paraffinschnitt einer wildtypischen und einer WE2 Wntl1-positiven
Maus dargestellt. Dabei sind in der wildtypischen Niere keine Veranderungen zu beobachten, wahrend die Niere der
doppeltransgener Maus Zysten in der Nierenrinde aufweist. Zudem werden bei einigen Glomeruli eine veranderte
Morphologie und eine Flissigkeitsansammlung festgestellt. Symbole und Abkurzungen: (dT): distaler Tubulus;
(G): Glomerulus; (M): Nierenmark; (pT): proximaler Tubulus; (R): Nierenrinde; (%): Zyste/Ursprung: distaler
Tubulus; (*): Zyste/Ursprung: proximaler Tubulus; (e): Glomerulus mit verdnderter Morphologie und
Flussigkeitsansammlung.

Nach den HE-Féarbungen der Paraffinschnitte von veranderten WE2 Whntl-positiven Hoden
konnte unter dem Lichtmikroskop erkannt werden, dass die natiirliche Struktur dieses Organs
stark verandert war (siehe Abb. 3.40). Zwar waren die Hoden der doppeltransgenen Mause von
einem Deckepithel umgeben und auch die Hodenkandlchen mit dem umschlieRenden
Interstitium angelegt, doch waren sie im Vergleich zu den Hoden von wildtypischen Mausen
strukturell komplett veréndert. So konnte z.B. ein stark vergroBertes Interstitium mit den
beinhalteten, testosteronbildenden Leydig-Zellen beobachtet werden. Des Weiteren war der
natlrlichne Aufbau der Hodenkanélchen von Epithel (Sertoli-Zellen mit Spermatogonien),
Spermatozyten, Spermatiden und dem Lumen (von aufen nach innen), der fur die
Differenzierung und Reifung der Spermien notwendig ist, komplett zerstdrt. So konnten so gut
wie keine Spermatozyten und Spermatiden entdeckt werden. Zudem lagen die Sertoli-Zellen mit
einigen Spermatogonien nun auch in der Mitte der Hodenkanélchen, wo normalerweise die
reifen Spermien durch das Lumen zum Samenleiter abtransportiert werden. Generell war das
Epithel der Hodenkan&lchen nicht mehr so kompakt und mehrschichtig, wie in den Hoden von

wildtypschen Mé&usen.
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Wildtyp

WE2 Wntl

Ubersicht 10 x VergrofRerung

Abbildung 3.40: Hoden WE2 Wntl-positiver Ma&use weisen eine veranderte Struktur der

Hodenkanalchen und ein vergrofiertes Interstitium auf

In dieser Abbildung ist ein HE-gefarbter Hoden-Paraffinschnitt einer wildtypischen und einer WE2 Whnt1-positiven
Maus dargestellt. Wahrend im wildtypischen Hoden alle charakteristischen Zelltypen und Strukturen dieses Organs
unverandert sind, weist der doppeltransgene Hoden einen komplett verdnderten Aufbau der Hodenkanélchen und ein
vergrofRertes Interstitium auf. Abklrzungen: (D): Deckepithel; (H): Hodenkanélchen; (Int): Interstitium; (L):
Leydig-Zellen; (Lu): Lumen; (S): Sertoli-Zellen; (Sg): Spermatogonien; (St): Spermatiden; (Sz): Spermatozyten.

Im Falle der phanotypisch auffalligen Ovarien des WE2 Wntl-Modell waren nach dem
sechsmonatigen Doxycyclinentzug auf den HE-gefarbten Paraffinschnitten mehrere kleine
Zysten zu erkennen. Die Zysten schienen sich dabei aus verdnderten Granulosa-Zellen der
Oozyten zu bilden. Denn haufig wurden um diese zystischen Strukturen mehrere Schichten von
Granulosa-Zellen beobachtet. Neben diesen Zysten waren Ansammlungen von strukturell
unorganisierten pleomorphen Granulosa-Zellen zu erkennen, die zudem keine Oozyten
umschlossen (siehe Abb. 3.41). Die histologische Struktur der zystischen WE2 Wntl-positiven
Ovarien &hnelte somit den Ovarien von WE2 TC bCatAEx3- bzw. WE2 LC bCatAEx3-positiven
Mausen und stellte den Beginn der Tumorgenese eines Granulosazelltumors dar (Boerboom et.
al., 2005).
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Wildtyp

WE2 Wntl

Ubersicht 4 x VergroBerung 10 x VergroBerung

Abbildung 3.41: Veranderte Ovarien des WE2 Wntl-Modells &hneln der beginnenden

Tumorgenese von Granulosazelltumoren

In dieser Abbildung ist ein HE-gefarbter Ovar-Paraffinschnitt einer wildtypischen und einer WE2 Wntl-positiven
Maus dargestellt. Wé&hrend im wildtypischen Ovar keine Verdnderungen festzustellen sind, entspricht das
histologische Bild des doppeltransgenen Ovars der beginnenden Tumorgenese eines Granulosazelltumors.
Abkirzungen und Symbole: (Ge): Gelbkdrper; (Gr): Granulosazellen; (OE): Ovariales Epithel; (O0): Oozyte;
(pE): primare Eizelle; (rE): reife Eizelle; (S): stromale Zellen; (dicker, schwarzer Pfeil): Zyste; (diinner, schwarzer
Pfeil): Ansammlung von strukturell unorganisierten pleomorphen Granulosa-Zellen.

Nach denen gegen B-Catenin gerichteten immunhistochemischen Farbungen wurde in Nieren
von wildtypischen Méausen (Kontrolle) eine zytoplasmatische Expression von B-Catenin in allen
Zelltypen der Niere detektiert, wobei diese zumeist schwach war.

Auch in den WE2 Whntl-positiven Nieren, die entweder Zysten aufwiesen oder nicht, konnte die
zytoplasmatische Expression von B-Catenin in allen Zelltypen dargestellt werden. Der Nachweis
des Proteins war aber vor allem in den WE2 Wntl-positiven Nieren ohne Zystenbildung um ein
vielfaches starker, als im Vergleich zu wildtypischen Tieren (siehe Abb. 3.42). Zudem konnte
speziell im Epithel einiger Zysten, die wohl aus den proximalen und distalen Tubuli entstanden
waren, eine nukledre Akkumulation von B-Catenin in den Nuklei beobachtet werden. Im Falle

der veranderten Glomeruli war diese nicht nachweisbar.
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Abbildung 3.42: Nachweis von B-Catenin in polyzystischen Nieren von WE2 Wntl-positiven

Maéusen

In dieser Abbildung ist die Expression und Lokalisation von B-Catenin durch IHC-Farbung auf einem Nieren-
Paraffinschnitt einer wildtypischen Maus und zweier WE2 Wntl-positiven Mduse mit und ohne Zystenbildung zu
sehen. Dabei sind B-Catenin exprimierende Zellen an einer braunen Farbung zu erkennen. Die zytoplamatische
Expression des Proteins ist in der wildtypischen Niere in allen charakteristischen Zelltypen dieses Organs
zytoplasmatisch detektierbar. Dies ist auch in den doppeltransgenen Nieren der Fall, wobei der Nachweis von f3-
Catenin in der WE2 Wnt1-positiven Niere ohne Zystenbildung deutlich starker ist. Zudem weist die doppeltransgene
Niere mit Zystenbildung eine nukledre Akkumulation von B-Catenin im Epithel einiger Zysten auf. Diese kann in
verdnderten Glomeruli der zystischen Nieren nicht beobachtet werden. Symbole und Abkurzungen: (dT): distaler
Tubulus; (G): Glomerulus; (M): Nierenmark; (pT): proximaler Tubulus; (R): Nierenrinde; (%): Zyste/Ursprung:
distaler Tubulus; (*): Zyste/Ursprung: proximaler Tubulus; (e): Glomerulus mit verdnderter Morphologie und
Flussigkeitsansammlung.

In Hoden von wildtypischen Mé&usen wurde eine zytoplasmatische Expression von B-Catenin
nach immunhistochemischen Farbungen insbesonders im Epithel der Hodenkandlchen (Sertoli-
Zellen und Spermatogonien), sowie den Spermatiden rund um das Lumen der Kanalchen
detektiert. Zudem war das Protein auch in einzelnen Sertoli-Zellen nukledr nachweisbar (siehe
Abb. 3.43).
Veranderte Hoden von WE2 Wntl-positiven Mausen unterschieden sich nicht nur in ihrer
Struktur, sondern auch in der B-Catenin-Expression bzw. -Lokalisation erheblich von Hoden
wildtypischer Mause. So konnte in allen Sertoli-Zellen und Spermatogonien, die nun nicht nur
am aufleren Rand der Hodenkanélchen zu finden waren, ein verstarkter zytoplasmatischer f-
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Catenin-Nachweis erbracht werden. Zudem war das Protein nun in fast allen Sertoli-Zellen
nukleér detektierbar. Des Weiteren konnte in den Leydig-Zellen des vergrof3erten Interstitiums
eine zytoplasmatische und in einzelnen dieser Zellen sogar eine nukledre Akkumulation von f-

Catenin nachgewiesen werden.

Wildtyp

WE2 Wntl

Ubersicht

Abbildung 3.43: Nachweis von p-Catenin in veréanderten Hoden von WE2 Wntl-positiven Mausen
In dieser Abbildung ist die Expression und Lokalisation von B-Catenin durch IHC-Féarbung auf Paraffinschnitten
eines wildtypischen und eines verédnderten WE2 Wntl-positiven Hodens dargestellt. Dabei sind p-Catenin
exprimierende Zellen an einer braunen Farbung zu erkennen. Wéahrend das Protein im wildtypischen Hoden nur in
einzelnen Sertoli-Zellen nukledr nachweisbar ist, kann dies in verdnderten, doppeltransgenen Hoden in fast alle
Sertoli-Zellen beobachtet werden. Zudem weisen in diesen Hoden auch einige Leydig-Zellen eine nukleére
Akkumulation von B-Catenin auf. Abkurzungen: (H): Hodenkandlchen; (Int): Interstitium; (L): Leydig-Zellen;
(Lu): Lumen; (S): Spermatogonien; (St): Spermatiden;.

In den Ovarien von wildtypischen Maéausen (Kontrollen) konnte eine zytoplasmatische
Expression von B-Catenin in allen Zelltypen des Organs nachgewiesen werden. Die stérkste
Expression des Proteins wurde dabei im ovarialen Epithelium, den stromalen Zellen und in den
Granulosa-Zellen der verschiedenen Entwicklungsstufen der Oozyten detektiert. Im Falle der
Granulosa-Zellen war die stiarkste Expression von B-Catenin in der Ndhe des Antrums und in
Cumulus-Zellen zu finden.

Auch in den zystischen Ovarien von WE2 Wntl-positiven M&usen konnte die zytoplasmatische
Expression von B-Catenin in allen ovarialen Zelltypen detektiert werden. Der Nachweis des
Proteins war aber wesentlich stérker als in den Ovarien der Wildtypen. Zudem wurde eine starke
nukledre Akkumulation von -Catenin in den mehrschichtig angelegten Granulosa-Zellen um die

124



3. Ergebnisse

mit klarer, rotlicher Flissigkeit gefillten Zysten nachgewiesen (siehe Abb. 3.44). Auch in den
Ansammlungen von unstrukturierten pleomorphen Granulosa-Zellen, die als Ausgangspunkt der
Tumorgenese von Granulosazelltumoren gelten, war ein starker nukledrer Nachweis von f-

Catenin nach den immunhistochemischen Farbungen zu beobachten.

Wildtyp

WE2 Wntl

VoL R AY Bl W
Ubersicht 4x VergréRerung 10x Ve

Abbildung 3.44: Nachweis von p-Catenin in veréanderten Ovarien von WE2 Wntl-positiven Mausen
In dieser Abbildung ist die Expression und Lokalisation von B-Catenin durch IHC-Féarbung auf Paraffinschnitten
eines wildtypischen und eines veradnderten WE2 Wntl-positiven Maus Ovars dargestellt. Dabei sind B-Catenin
exprimierende Zellen anhand einer braunen Féarbung zu erkennen. Im Ovar der wildtypischen Maus ist eine
zytoplasmatische Expression des Proteins in allen Zelltypen des Organs nachweisbar. Dies ist auch im verdnderten
Ovar der Fall, wobei in diesem zudem eine nukledre Akkumulation von B-Catenin in den Ansammlungen von
strukturell unorganisierten pleomorphen Granulosa-Zellen und den mehrlagigen Granulosazellschichten einer Zyste
zu beobachten ist. Abklrzungen und Symbole: (Cu): Cumulus-Zellen; (Ge): Gelbkorper; (Gr): Granulosazellen;
(OE): Ovariales Epithel; (O0): Oozyte; (pE): primére Eizelle; (rE): reife Eizelle; (dicker, schwarzer Pfeil): Zyste;
(dunner, schwarzer Pfeil): Ansammlung von strukturell unorganisierten pleomorphen Granulosa-Zellen.

Durch die Ergebnisse der HE-Farbungen der veranderten Organe von WE2 Wntl-positiven
Mausen konnte davon ausgegangen werden, dass es sich bei den Veranderungen der Nieren um
eine polyzystische Erkrankung dieses Organs handelt (Saadi-Kheddouci et. al., 2001). Im Fall
der Ovarien ist der Beginn der Tumorgenese eines Granulosazelltumors zu beobachten
(Boerboom et. al., 2005). Die Veranderungen dieser Organe ahnelten somit denen der WE2 TC
bCatAEX3- bzw. WE2 LC bCatAEx3-Modelle, wobei sie im Falle der Ovarien im WE2 Wntl-
Modell nach sechs Monaten ohne Doxycyclingabe noch nicht so weit fortgeschritten waren.
Dagegen beschrénkte sich die Veranderung der Hoden auf das WE2 Wnt1-Modell, wobei die Art
der Erkrankung unklar ist.

Zudem bewies der immunhistochemischen Nachweis von nukledr akkumulierten B-Catenin in

den verédnderten Strukturen der phénotypisch auffalligen Organe, dass die Fehlregulation der

125



3. Ergebnisse

kanonischen Whnt-Signalkaskade an der Entstehung der Veranderungen der Organe beteiligt ist
und dass das WE2 Wntl-Modell induziert werden kann. Ein weiterer Beweis dafiir wére der
Nachweis einer Uberexpression bzw. Stabilisierung von Wntl, B-Catenin und dessen Zielgenen

in den veranderten WE2 Wntl1-positiven Organe.

3.2.3.4.2 Molekulare Analyse von veranderten, WE2 Wntl-positiven Organen

Durch die molekularen Untersuchungen der veranderten Organe von WE2 Wntl-positiven
Mausen sollten die Ergebnisse der immunhistochemischen Analysen bestétigt werden. Dies ist
dann der Fall, wenn durch Western blot-Analysen eine Uberexpression von Wntl in den
veranderten Organen nachgewiesen werden kann. Zudem sollte eine damit bedingte Aktivierung
der kanonischen Wnt-Signalkaskade zur Stabilisierung von B-Catenin und zur Uberexpression
seiner Zielgenen Cyclin D1 und c-myc flhren (Clevers, 2006). Dies ware eine Erklarung fur die

Veranderung der Organe (siehe Einleitung 1.4.2).

Fur die molekularen Analysen von phéanotypisch auffalligen WE2 Wntl-positiven Mausen
wurden die Wtl-exprimierenden Nieren, Hoden, Ovarien und der Uterus entnommen und aus
ihnen Proteine isoliert. Als Kontrollen dienten Proteine aus denselben Organen von
wildtypischen Méusen. AnschlieBend sollte in diesen Proben die Expression bzw. Stabilisierung
von Wntl, g-Catenin und dessen Zielgenen Cyclin D1 und c-myc mit Hilfe von Western blot-
Analyse untersucht werden.

Durch die Western blot-Analysen konnte die Expression von Wntl in den Organen von
wildtypischen und WE2 Wntl-positiven Mausen nicht nachgewiesen werden (Daten nicht
gezeigt). Mehrere spezifische Antikdrper von verschiedenen Firmen, die gegen Wntl gerichtet
sind, zeigten keine spezifische Wntl-Bande, wodurch eine Aussage zur Expression von Wntl
nicht méglich war. Doch ein Nachweis von B-Catenin, Cyclin D1 und c-myc war méglich.

So konnte B-Catenin in den veranderten Nieren und Hoden von WE2 Wntl1-positiven Mannchen
starker nachgewiesen werden, als in den Organen der Kontrollgruppe. Dies lieR auf eine
Stabilisierung des Proteins in den doppeltransgenen Tieren schlieBen, die man auch in den
Nieren, Ovarien und den Uteri von WE2 Whntl-positiven Weibchen beobachtete (siehe Abb.
3.45). Zudem schien dadurch in fast allen untersuchten Organen eine Uberexpression der B-
Catenin-Zielgene Cyclin D1 und c-myc induziert zu werden. So war in den veranderten Nieren
von doppeltransgenen Méannchen und den entnommenen Organen von phénotypisch auffalligen
WE2 Whntl-positiven Weibchen die Expression der f-Catenin-Zielgene wesentlich héher, als in

den Organen der Kontrollgruppe (siehe Abb. 3.45). Lediglich in den verédnderten Hoden von
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WE2 Wntl-postiven fuhrte die Stabilisierung von B-Catenin nicht zur verstarkten Expression
von Cyclin D1 und c-myc.

Abbildung 3.45: Stabilisierung von
Kmannl. 28763 29450 Kweibl. 28766 . . .
e T T T o T v o p-Catenin  und  Uberexpression

- S B SR ot nachweis(~90kDa) seiner Z|elgene_n_ in Q_rganen von
WE2 Wntl-positiven Mausen

Jppp—— _..." Cyclin D1-Nachweis (~ 36 kDa) Proteine aus Nieren (N) und Hoden (H)

von wildtypischen und phéanotypisch
: < (~ ffalligen WE2 Whntl-positiven

————— P ——  /in-Nachweis (~ 40 kDa) aut . .
- e ) Maénnchen wurden isoliert. Dies flihrte
man auch mit den Nieren (N), Ovarien (O)
B) und den Uteri (U) von wildtypischen und

Kmaénnl. 28763 29450 Kweibl. 28766

N B N H N H NOUNLO OLU WE2 Whntl-positiven Weibchen durch.

. Nachfolgend wurde in diesen Proben die
—— - .... -myc-Nach ~51 kD .
e cmyeNachels (51 koz) Stabilisierung bzw. Expression von p-

—— Aktin-Nachweis (~ 40 kDa) Catenin (bCat), Cyclin D1 (beide in A)

und c-myc (B) durch Western blot-
Analysen untersucht. Zur Kontrolle der
analysierten Gesamtproteinmenge analysierte man die Expression des Haushaltsgens Aktin. Die Expression von
Aktin war in allen Nieren gleich (Angabe des Molekulargewichts der jeweiligen Proteine in Klammern).

Durch die Ergebnisse der molekularen Analysen von WE2 Wntl-positiven Méausen wurden die
immunhistochemischen Analysen bestatigt und es war davon auszugehen, dass es zu einer
Aktivierung der kanonischen Wnt-Signalkaskade kommt. Somit ist die Induzierbarkeit des WE2
Whntl-Modells bewiesen. Dies kann wiederum fur die Veranderungen der Nieren, Hoden und

Ovarien in WE2 Wntl-positiven Mausen verantwortlich sein (siehe Einleitung 1.4.2).

Zusammenfassend konnte nach den Analysen des WE2 Wntl1-Modells festgehalten werden, dass
eine Fehlregulation der kanonischen Wnt-Signalkaskade zu einem frihen Zeitpunkt der
Schwangerschaft wohl nicht mit dem embryonalen Uberleben vereinbar ist. Dies ist anhand der
zuerst durchgefihrten timed matings erkennbar, bei denen keine Nachkommen mit dem Genotyp
WE2 Wntl geboren wurden. Widerspriichlich dazu waren die Ergebnisse der zusétzlich
durchgefihrten timed matings. Ob das WE2 Wntl-Modell wirklich induzierbar ist und der
beobachtete Effekt bei den zuerst durchgefiinrten timed matings auf eine Uberexpression von
Wntl zuriickzufiihren war, sollte daher mit Hilfe von WE2 Wntl-positiven Tieren untersucht
werden, denen man Doxycyclin erst nach dem Absetzen von den Eltern entzogen hatte.

Bei diesen Analysen traten in WE2 Wnt1-positiven M&usen Veranderungen der Nieren, Ovarien
und Hoden auf. Dabei handelt es sich wohl im Falle der Nieren um eine polyzystische
Nierenerkrankung. Bei den verdnderten Ovarien kann der Beginn der Tumorgenese eines
Granulosazelltumors beobachtet werden. Somit ahnelten diese Veranderungen der Organe, denen
die in WE2 TC bCatAEx3- und WE2 LC bCatAEx3-positiven Tieren festgestellt wurden. Nur die

Veranderung der Hoden schien spezifisch in WE2 Wntl1-positiven Mé&nnchen aufzutreten.
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Wie im WE2 TC bCatAEx3- und WE2 LC bCatAEx3-Modell konnte auch in phénotypisch
auffalligen WE2 Wntl-positiven Mausen durch immunhistochemische und Western blot-
Analysen bewiesen werden, dass eine Aktivierung der kanonischen Wnt-Signalkaskade an der
Veranderung der Organe beteiligt ist. Zudem belegte dies, dass das WE2 Wntl-Modell
induzierbar ist.

Somit scheint ein aktives WE2 Wntl-Modell die Entstehung von polyzystischen Nieren,
Granulosazelltumoren und verénderten Hoden zu begunstigen, doch die Entstehung eines

Wilms-Tumors kann nicht induziert werden.

3.3 Analyse Wt1-tTA exprimierender Zellen der Aorta-Gonaden-
Mesonephros (AGM)-Region

Bei der Charakterisierung der WE2-Effektor-Mauslinie war aufgefallen, dass in der AGM-
Region eine Wtl bzw. Wtl1-tTA Expression (Tag 11,5 und 12,5 d.p.c.) im Endothel und dem
darunterliegenden Mesenchym des mittleren und ventralen Teils der dorsalen Aorta
nachgewiesen werden kann (siehe Abb. 3.7 bzw. 3.9).

In den letzten Jahren haben mehrere Forschergruppen gezeigt, dass gerade das Endothel des
mittleren und ventralen Teils der dorsalen Aorta zwischen Tag 9,5 und 14,5 d.p.c. als
Entstehungsort fur hdmatopoetische Stammzellen gilt und diese von dort in das Lumen der
dorsalen Aorta freigesetzt werden (Boisset et. al., 2010; Yokomizo und Dzierzak, 2010; Rybtsov
et. al., 2011). Zwar ist bekannt, dass Wtl in hdmatopoetischen Vorlauferzellen exprimiert wird
(siehe Einleitung 1.3.3), doch ist bisher unklar, ob dieses Gen auch an der Entstehung von
hamatopoetischen Stammzellen beteiligt ist.

Daher  sollte  durch  Transplantationsversuche,  h&matopoetische = Stammzellassays,
Immunfluoreszenz-Farbungen und Durchflusszytometrie-Versuche geklart werden, ob Wtl bei
der Entstehung von hamatopoetischen Stammzellen eine Rolle spielt. Anhand der
Immunfluoreszenz- und Durchflusszytometrie-Versuche sollten die Wtl-exprimierenden Zellen
der AGM-Region genauer charakterisiert werden, um deren Rolle bei der Entstehung von
h&matopoetischen Stammzellen zu klaren. Zudem wurden durch die Transplantationsversuche
und die Stammzellassays die hdmatopoetischen Stammzell-Eigenschaften von embryonalen
Wtl-exprimierenden Zellen analysiert und untersucht, ob diese Zellen helfen, das zerstorte

Blutsystem von radioaktiv bestrahlten M&usen wieder aufzubauen.
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3.3.1 Immunfluoreszenz-Analysen Wtl-exprimierender Zellen der AGM-Region in WE2
EZ-positiven und-negativen Embryonen

Um die Wtl-positiven Zellen der dorsalen Aorta ndher zu charakterisieren, wurden
Immunfluoreszenz-Farbungen durchgefuhrt, bei denen man die Koexpression von Wtl mit
verschiedenen Markern analysierte, die fur die Entstehung von hdmatopoetischen Stammzellen
aus der AGM-Region von Bedeutung sind.

Bei diesen Markern handelte es sich zum einen um CD31 (platelet-endothelial cell adhesion
molecule 1), CD144 (VE-Cadherin) und CD309 (tyrosine kinase growth factor receptor), die alle
von embryonalen, endothelialen Zellen exprimiert werden (Drake und Fleming, 2002) und bei
der Entstehung und Freisetzung von hamatopoetischen Stammzellen aus dem Endothel ins
Lumen der dorsalen Aorta eine Rolle spielen (Shalaby et. al., 1997; Garcia-Porrero et. al., 1998;
Medvinsky et. al., 2011). Des Weiteren wurde die Koexpression von Wtl mit c-kit (kit
oncogene), Runx1 (runt-related transcription factor 1) und CD49d (integrin alpha-4) untersucht.
Wahrend c-kit auf allen hdmatopoetischen Stammzellen exprimiert wird (Sanchez et. al., 1996)
und Runx1 ausschlaggebend fir die Entwicklung der hamatopoetischen Stammzellen aus dem
Endothel der dorsalen Aorta ist (North et. al., 2002), hat CD49d eine Bedeutung beim Erhalt und
der Differenzierung dieser Zellen (Papayannppoulou et. al., 1995; Arroyo et. al., 1999).
AbschlieRend sollte die gemeinsame Expression von Wtl, CD41 (integrin alpha-2B) und CD45
(Leukocyte-common antigen) analysiert werden. CD41 und CD45 sind fur die Entstehung von
pra-hdmatopoetischen Stammzellen des Typs | und Il wichtig, die sich aus dem Endothel der
dorsalen Aorta bilden (Ubersicht: Rybtsov et. al., 2011). Fiir alle Immunfluoreszenz-Versuche
wurden Embryonen (Tag 11,5 d.p.c.) des WE2 EZ-Modell verwendet (siehe Abb 3.3), in denen
alle aktuell Wtl-positiven Zellen EGFP exprimieren.

Bei den Koexpressions-Analysen der Endothelzellmarker CD31, CD144 und CD309
(rot/TRITC) mit EGFP (grin/FITC) war bei allen drei Analysen ein @hnliches Expressionsmuster
in WE2 EZ-positiven Embryonen zu beobachten (siehe Abb. 3.46). Eine Koexpression des
jeweiligen Endothelzellmarkers und EGFP fand vor allem in den Endothelzellen des mittleren
und ventralen Teils der dorsalen Aorta statt. Die alleinige Expression von CD31, CD144 und
CD309 konnte in den Endothelzellen des dorsalen Teils der dorsalen Aorta nachgewiesen
werden, wéhrend Zellen der entstehenden Niere und des Mesenchyms unterhalb der dorsalen
Aorta nur EGFP-positiv. waren. Generell war der deutlichste Nachweis dieses

Expressionsmusters bei der Kofarbung von EGFP und CD144 zu erkennen.
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WE2 EZ+ (4x/ 10x / 40x) WE2 EZ- (a0x)
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Abbildung 3.46: Koexpression von EGFP, CD31, CD144 und CD309 im hamatopoetischen
Endothel von WE2 EZ-positiven Embryonen (Tag 11,5 d.p.c.)

In dieser Abbildung sind die Immunfluoreszenz-Nachweise von EGFP/CD31, EGFP/CD144 (beide in A) und
EGFP/CD309 (B) auf Paraffin- bzw. Kryoschnitten von WE2 EZ-positiven und -negativen Embryonen (Tag 11,5
d.p.c.) dargestellt. Dabei wird eine EGFP-Expression durch den Fluoreszenzfarbstoff FITC (grin) und eine CD31-,
CD144- und CD309-Expression durch TRITC (rot) nachgewiesen. Eine Koexpression erscheint durch die
Uberlagerung der beiden Farbstoffe gelb bis orange. Zudem ist in den Teilabbildung eine bessere Orientierung durch
Angaben zum ventralen und dorsalen Bereich des Embryos und die DAPI-Blaufarbung der Zellkerne mdglich.
Abschnitt C) zeigt einen wildtypischen Embryo (Tag 11,5 d.p.c.). Durch einen roten Balken ist der Bereich
gekennzeichnet, von dem die Schnitte fur die Immunfluoreszenz-Versuche hergestellt worden sind. Abkurzungen
und Symbole: (D): Dorsal; (dA): dorsale Aorta; (V): Ventral; (roter Pfeil): EGFP-Expression in der entstehenden
Niere; (weiler Pfeil): Koexpression von EGFP/CD31, EGFP/CD144 und EGFP/CD309 im Endothel des mittleren
und ventralen Bereichs der dorsalen Aorta.

Auch die Expressionsmuster von c-kittEGFP und Runx1l/EGFP in WE2 EZ-positiven
Embryonen &hnelten sich, wobei c-kit und Runxl1 durch den Fluoreszenzfarbstoff TRITC (rot)
und EGFP durch FITC (griin) nachgewiesen wurden. Bei beiden Immunfluoreszenz-Farbungen
konnte eine gemeinsame Expression in den Endothelzellen der dorsalen Aorta beobachtet
werden (siehe Abb. 3.47). Wahrend diese bei dem Nachweis von Runx1 und EGFP im Endothel
der gesamten dorsalen Aorta zu beobachten war, beschrénkte sie sich beim Nachweis von c-Kkit
und EGFP auf den mittleren und ventralen Teil des Geféalies. Zudem konnte eine Koexpression
von c-kit/EGFP und Runx1/EGFP im Mesenchym beobachtet werden, welches unterhalb des
Endothels der dorsalen Aorta liegt. Des Weiteren waren einzelne Zellen dieses Gewebes nur
Runx1- bzw. EGFP-positiv und eine alleinige EGFP-Expression in den Zellen der entstehenden

Niere nachweisbar.
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Bei dem gemeinsamen Immunfluoreszenz-Nachweis von CD49d (grin/FITC) und EGFP
(rot/Alexa594) war ebenfalls eine Koexpression der beiden Proteine im Endothel und dem
darunterliegenden Mesenchym der dorsalen Aorta nachweisbar (sieche Abb. 3.47). Diese
beschrankte sie sich auf den ventralen Teil des GefalRes, wahrend CD49d-positive Zellen um die

gesamte dorsale Aorta zu beobachten waren.

WE2 EZ+ (ax / 10x / 40x) WE2 EZ- (10x)

A)

EGFP/c-kit

EGFP/Runx1

B

~—

EGFP/CD49d

Abbildung 3.47: Koexpression von EGFP, c-kit, Runx1 und CD49d im hamatopoetischen Endothel
von WE2 EZ-positiven Embryonen (Tag 11,5 d.p.c.)

In dieser Abbildung sind die Immunfluoreszenz-Nachweise von EGFP/c-kit, EGFP/Runx1 (beide in A) und
EGFP/CD49d (B) auf Paraffin- bzw. Kryoschnitten von WE2 EZ-positiven und -negativen Embryonen (Tag 11,5
d.p.c.) dargestellt. Dabei wird eine EGFP-Expression durch den Fluoreszenzfarbstoff FITC (grun) und eine CD31-,
CD144- und CD309-Expression durch TRITC (rot) nachgewiesen. Eine Koexpression erscheint durch die
Uberlagerung der beiden Farbstoffe gelb bis orange. Zudem ist in den Teilabbildung eine bessere Orientierung durch
Angaben zum ventralen und dorsalen Bereich des Embryos und die DAPI-Blaufarbung der Zellkerne mdglich.
Abschnitt C) zeigt einen wildtypischen Embryo (Tag 11,5 d.p.c.). Durch einen roten Balken ist der Bereich
gekennzeichnet, von dem die Schnitte fir die Immunfluoreszenz-Versuche hergestellt worden sind. Abkurzungen
und Symbole: (D): Dorsal; (dA): dorsale Aorta; (V): Ventral; (roter Pfeil): EGFP-Expression in der entstehenden
Niere; (violetter Pfeil): Koexpression von EGFP/c-kit und EGFP/Runx1 im Mesenchym unterhalb des Endothels der
dorsalen Aorta; (weiBer Pfeil): Koexpression von EGFP/c-kit, EGFP/Runx1 und EGFP/CD49d im Endothel des
mittleren und ventralen Bereichs der dorsalen Aorta.

Bei den Koexpressionsanalysen von Witl (grun/FITC), CD41 (rot/TRITC) und CDA45
(violett/Cy5) konnte in WE2 EZ-positiven Embryonen eine Koexpression der drei Proteine in
Zellen der Leber und in Blutzellen innerhalb der dorsalen Aorta nachgewiesen werden. Zudem
wurden sie alle wahrend der Freisetzung einer hamatopoetischen Stammzelle vom Endothel der
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dorsalen Aorta ins Lumen des GefaRes exprimiert (siehe Abb. 3.48). Die Expression von Wtl
und CD45 war dabei hauptsachlich auf das Endothel der dorsalen Aorta beschrankt und die
CDA41-Expression zu einem groRen Anteil in der enstehenden hamatopoetischen Stammzelle zu
finden. Dagegen konnte im Endothel und dem darunterliegenden Mesenchym der dorsalen Aorta
nur die Expression von Wtl und CD45 nachgewiesen werden. Dabei wurden beide vor allem im
mittleren Teil des Endothels der dorsalen Aorta exprimiert. Zudem war die Wt1-Expression in
diesem Bereich wesentlich stérker, als die von CD45. Des Weiteren war eine verstarkte CD41-
Expression in Blutzellen im Lumen der dorsalen Aorta und in den Zellen der Leber nachweisbar,

sowie eine alleinige Wt1-Expression in der entstehenden Niere zu beobachten.

Overlay

Niere 40x Dorsale Aorta40x  Ubersicht 4x

Leber 40x

Abbildung 3.48: Wtl ist direkt an der Entstehung von hdmatopoetischen Stammzellen beteiligt

In dieser Abbildung ist der Immunfluoreszenz-Nachweis von Wtl (FITC/grin), CD41 (TRITC/rot) und CD45
(Cy5l/violett) auf einem Kryoschnitt eines WE2 EZ-positiven Embryos (Tag 11,5 d.p.c.) dargestellt. Neben der
Uberlagerung aller Expressionsnachweise (overlay) sind auch die einzelnen Expressiondoménen von Wt1, CD41
und CD45 in einer 4-fachen und 40-fachen VergréRerung abgebildet. Die Bilder der 40-fachen Vergréerung stellen
dabei Bereiche von besonderem Interesse dar. Zudem ist eine bessere Orientierung durch die Angabe des ventralen
und dorsalen Bereichs des Embryos méglich (4-fache VergroRerung; overlay). Abkirzungen und Symbole: (D):
Dorsal; (dA): dorsale Aorta; (V): Ventral; (gelber Pfeil): Koexpression von Wtl, CD41 und CD45 in der
embryonalen Leber; (roter Pfeil): Wtl-Expression in der entstehenden Niere; (violetter Pfeil): Koexpression von
Wt1, CD41 und CD45 in Blutzellen innerhalb des Lumens der dorsalen Aorta; (weiller Pfeil): Koexpression von
Wt1 und CD45 im Endothel des mittleren Bereichs der dorsalen Aorta und dem darunterliegenden Mesenchym:;
(weilles Kastchen): Expression von Wtl, CD41 und CD45 wahrend der Entstehung einer h@matopoetischen
Stammzelle.
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Zusammenfassend konnte nach den Immunfluoreszenz-Analysen festgehalten werden, dass im
Endothel des mittleren und ventralen Bereichs der dorsalen Aorta eine Koexpression von Wil
mit allen untersuchten Markern stattfindet, die fur die Entstehung von hédmatopoetischen
Stammzellen von Bedeutung sind. Wtl scheint dabei direkt an der Freisetzung von pré-
hamatopoetischen Stammzellen des Typs | (CD144+ CD41" CD45) und 1l (CD144" CD41*

CD45") beteiligt zu sein. Des Weiteren spricht der Nachweis von Wt1/CD41/CD45-positiven
Zellen im Lumen der dorsalen Aorta und in der Leber dafur, dass diese Zellen, ausgehend von
der AGM-Region, dieses blutbildende Organ besiedeln und Wt1 somit eine Rolle in der friihen
Hématopoese spielt. Durch anschlieBende Durchflusszytometrie-Analysen sollten die Ergebnisse
der Immunfluoreszenz-Versuche bestétigt werden. Zudem sollte analysiert werden, in welcher

Population von pra-hamatopoetischen Stammzellen Wtl exprimiert wird.

3.3.2 Charakterisierung der Wtl-tTA positiven Zellen mittels Durchflusszytometrie-
Analysen

Auch bei den Durchflusszytometrie-Versuchen wurde in Embryonen (Tag 11,5 d.p.c.) die
Koexpression von Wtl mit verschiedenen Markern analysiert, die bei der Entstehung von
hamatopoetischen Stammzellen aus der AGM-Region eine Rolle spielen. Bei diesen
Markergenen handelte es sich um CD41, CD45, CD49d, CD144 und CD309, deren Rolle bei der
hamatopoetischen Stammzellbildung schon in Kapitel 3.3.1 kurz beschrieben worden ist und mit
deren Nachweisen die Population von embryonalen Zellen analysiert werden kann, die Wtl an
Tag 11,5 d.p.c. exprimieren. Fur alle Durchflusszytometrie-Versuche wurde das WE2 EZ-

Modell verwendet (siehe Abb. 3.3), in dem alle aktuell Wt1-positiven Zellen EGFP exprimieren.

Bei allen durchgefuhrten Durchflusszytometrie-Versuchen konnte eine gréRere Anzahl von
EGFP-exprimierenden Zellen in WE2 EZ-positiven Embryonen, als in WE2 EZ-negativen
Embryonen festgestellt werden (siehe Abb. 3.49). Wahrend in Embryonen mit dem Genotyp
WE2 EZ zwischen 0,4 und 1,2 % aller analysierten Zellen (30000 Zellen) EGFP-positiv waren,
waren es bei WE2 EZ-negativen Embryonen lediglich zwischen 0,05 und 0,4 %. Dies sprach
dafur, dass das WE2 EZ-Modell induziert werden kann und eine bei den Versuchen zu
beobachtende Expressionen von EGFP in Wtl-exprimierenden Zellen von WE2 EZ-positiven
Embryonen (Tag 11,5 d.p.c.) wirklich stattfand und nicht als unspezifische Farbung zu deuten
war. Im Folgenden werden daher nur die Ergebnisse der Koexpressions-Analysen von WE2 EZ-

positiven Embryonen dargestellt.
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Abbildung 3.49: WE?2 EZ-positive
Embryonen besitzen eine grofiere Anzahl an
EGFP-positiven Zellen als WE2 EZ-negative
) Embryonen (Tag 11,5 d.p.c.)
147 In dieser Abbildung ist die Anzahl an EGFP-
12 exprimierenden Zellen in WE2 EZ-positiven und
i negativen Embryonen (Tag 11,5 d.p.c.) graphisch
11 dargestellt. Wahrend auf der X-Achse die jeweilige
Population von Mausen zu erkennen ist, ist auf der
Y-Achse die Anzahl der ausgewerteten Zellen
(30000) in Prozent angegeben. Zudem reprasentiert
jeder Punkt einen analysierten Embryo, in dem die
EGFP-Expression  mittels  Durchflusszytometrie
ermittelt worden ist (WE2 EZ+ = 20 Embryonen;
WE2 EZ- = 6 Embryonen). In WE2 EZ-positiven
Méausen sind wesentlich mehr Zellen EGFP-positiv
WE2 EZ - WE2 EZ + (zwischen 0,4 % und 1,2 %) als in WE2 EZ-
negativen Embryonen (zwischen 0,05 % und 0,4 %).

Tag11,5d.p.c.

Zellanzahlin %

8
6
4
2
0

Bei der Analyse der Koexpression von EGFP und CD309 konnte festgestellt werden, dass 28,1
% aller EGFP-exprimierenden Zellen auch CD309-positiv waren. Generell wiesen diese Zellen
aber eine schwache Fluoreszenzintensitat der beiden Proteine auf (siehe Abb. 3.50).

Im Falle der Analyse der EGFP/CD49d-Koexpression waren 20,8 % aller EGFP-exprimierenden
Zellen CD49d-positiv. Die Expression von beiden Proteinen konnte dabei in vielen dieser Zellen
durch eine starke Fluoreszenzintensitit nachgewiesen werden, die in einzelnen Zellen sogar sehr

hoch war.
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Abbildung 3.50: EGFP-exprimierende Zellen von WE2 EZ-positiven Embryonen (Tag 11,5 d.p.c.)
weisen eine Koexpression mit CD49d und CD309 auf

Die Abbildung zeigt die Ergebnisse der Durchflusszytometrie-Versuche zur Untersuchung der Koexpression von
EGFP/CD309 (A) und EGFP/CD49d (B) in WE2 EZ-positiven Embryonen (Tag 11,5 d.p.c.). Zu jeder
Koexpressions-Analyse sind ein FACS-Blot und ein Balkendiagramm abgebildet. Wahrend jeder FACS-Blot
exemplarisch das Ergebnis eines analysierten Embryos zeigt, sind in den Balkendiagrammen die Ergebnisse aller
analysierten Embryonen zusammengefasst. Abkirzungen: (n): Anzahl der analysierten Embryonen
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Die gemeinsame Expression von EGFP/CD45 und EGFP/CD144 konnte bei 20,0 % bzw. 5,2 %
aller EGFP-positiven Zellen nachgewiesen werden (siehe Abb 3.51). Waéhrend die
Fluoreszenzintensitit von CD45 und CD144 in diesen Zellen generell sehr schwach war, war die
von EGFP in den CD144-positiven Zellen wesentlich starker, als bei den CD45-positiven Zellen.
Bei den Koexpressionsanalysen von EGFP und CD41 konnten drei Zellpopulationen identifiziert
werden (siehe Abb. 3.51). So gab es EGFP-positive Zellen, bei denen ein CD41-Nachweis gar
nicht, schwach (CD41"") oder eindeutig moglich war (CD41""). Wurden die schwach CD41-
fluoreszierenden Zellen als CD41-negativ angesehen, so waren lediglich 1,93 % aller EGFP-
exprimierenden Zellen auch CD41-positiv.

Bei den Durchflusszytometrie-Versuchen zum Nachweis der Koexpression von EGFP, CD41,
CD45 und CD144 fiel auf, dass lediglich 0,13 % aller EGFP-positiven Zellen die Eigenschaften
von pra-hamatopoetischen Stammzellen des Tys | besalen (CD144" CD41" CD45") (siehe Abb.
3.51). Zudem exprimierten nur 0,6 % aller EGFP-positiven Zellen die Markergene von pra-
hamatopoetische Stammzellen des Typs 11 (CD144" CD41" CD45"). Eine etwas héhere Anzahl
der EGFP-positiven Zellen war CD144-positiv, CD41-negativ und CD45-positiv (1,37 %), sowie
CD144-negativ, CD41-positiv und CD45-negativ (3,1 %).
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Abbildung 3.51: EGFP-exprimierende Zellen von WE2 EZ-positiven Embryonen (Tag 11,5 d.p.c.)
weisen eine Koexpression mit CD41, CD45 und CD144 auf

Abbildung 3.51 zeigt neben den Koexpressions-Analysen von EGFP/CD144 (A), EGFP/CD41 (B) und EGFP/CD45
(C) auch die Ergebnisse der Untersuchung der gemeinsamen Expression von EGFP, CD41, CD45 und CD144 (D).
Alle Analysen sind mit WE2 EZ-positiven Embryonen (Tag 11,5 d.p.c.) mittels Durchflusszytometrie-Versuche
durchgefiihrt worden. Wéhrend in A), B) und C) jeweils ein FACS-Blot und ein Balkendiagramm dargestellt sind,
ist in D) nur ein Balkendiagramm abgebildet. Dabei zeigt jeder FACS-Blot exemplarisch das Ergebnis eines
Embryos, wohingegen in den Balkendiagrammen die Ergebnisse aller analysierten Embryonen zusammengefasst
sind. Abkirzungen: (n): Anzahl der analysierten Embryonen
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Die Durchflusszytometrie-Analysen von WE2 EZ-positiven Embryonen (Tag 11,5 d.p.c.)
zeigten, dass generell wenige Zellen in diesem embryonalen Stadium Wtl exprimieren. Die
durchschnittlich 0,8 % an EGFP-positiven Zellen entsprachen dabei lediglich 240 Zellen der
30000 analysierten Zellen pro Versuch. In diesen EGFP-positiven Zellen konnte zwar mit allen
hamatopoetischen Stammzellmarkern eine Koexpression festgestellt werden, doch sind aufgrund
der Fluoreszenzintensitdten nur die EGFP'/CD49d*- sowie die EGFP*/CD41"°"- und
EGFP'/CD41""-Zellen als echte Zellpopulation identifizierbar. Zudem konnte nicht
nachgewiesen werden, dass Wtl bzw. EGFP speziell in prd-hdmatopoetischen Stammzellen des
Typs | (CD144" CD41" CD45) und Il (CD144" CD41" CDA45") exprimiert wird, da nur 0,13 %
bzw. 0,6 % der EGFP-positiven Zellen die Eigenschaften der pra-hdmatopoetischen
Stammzellen des Typs | und Il besallen. Somit unterstitzten diese Ergebnisse nur bedingt die

Beobachtungen der Immunfluoreszenz-Versuche.

3.3.3 Transplantation Wt1-tTA positiver Zellen in radioaktiv bestrahlte Mause

Um die h&matopoetischen Stammzell-Eigenschaften von embryonalen Wtl-exprimierenden
Zellen in Transplantationsversuchen zu untersuchen, wurde das Mausmodell WE2 TC RG
verwendet. Es dhnelt dem WE2 TC RR-Modell (siehe Abb. 3.4), so dass auch in diesem System
durch die Integration des WE2-Transgens eine Wtl-analoge tTA-Expression gewahrleistet wird.
Ohne Doxycyclin kommt es zur Bindung des tTA an den tTA-regulierbaren Promotor des TC-
Transgens, wodurch eine Cre-Rekombinase transkripiert wird (siehe Abb. 3.52). Nach
anschlieBender Translation kann die Cre-Rekombinase die integrierten loxP-Sequenzen im RG-
Transgen (siehe Material und Methoden 2.1.11) erkennen, so dass neben der Neomycin-
Resistenz-Kassette auch die Exons 2 bis 7 des Gens irreversibel entfernt werden. Nachfolgend
gelangt das EGFP-Gen unter die Kontrolle des konstitutiv exprimierten Tk-Promotors. Somit
kommt es zur standigen Expression von EGFP in Zellen, die Wtl einmal exprimiert haben,
wodurch sie in Transplantationsversuchen auch nach mehreren Wochen im Blut und Organen

nachweisbar sind, wenn sie hdmatopoetische Stammzell-Eigenschaften besitzen.
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—M tTA mWT1 —  Wtl-analoge tTA-Expression

Mit Doxycyclin

Keine Expression der Cre-Rekombinase

Ohne Doxycyclin
Exzision der loxP-sites durch die Cre-
Rekombinase und Expression von EGFP

N Exl - M- Neomycin -{ Ex2 + Ex3 { Ex4 { ExS { Ex6 { Ex7 # EGFP —...
loxP loxP

Abbildung 3.52: Schematische Darstellung des WE2 TC RG-Modells

Durch den im WE2-Transgen integrierten tetrazyklinabhéngigen Transaktivator (tTA) kann durch Doxycyclin die
Regulation nachgeschalteter Transgene des WE2 TC RG-Modells beeinflusst werden. So kommt es z.B. mit
Doxycylin zu einer Konformationsanderung des tTA, wodurch dieser nicht an den tTA-regulierbaren Promotor
(TetO) des TC-Transgens (Cre) binden kann. Nachfolgend bleibt die Transkription des TC-Transgens aus und eine
Cre-Rekombinase wird nicht exprimiert. Ohne Doxycylin kann der tTA an den tTA-regulierbaren Promotor binden,
so dass es zur Transkription und Translation des TC-Transgens bzw. der Cre-Rekombinase kommt. Dieses Enzym
erkennt nun die in das RG-Responder-Transgen integrierten loxP-Sequenzen (loxP). Durch ihre Exzision kommt es
zum Entfernen einer Neomycin-Kassette, sowie des Exons 2 bis 7 des Gens. Nachfolgend gelangt das EGFP-Gen
unter die transkriptionelle Kontrolle des konstitutiv exprimierten Tk-Promotors. Es kommt zur Transkription und
Translation dieses Gens, wodurch alle Zellen markiert werden, die einmal Wt1-tTA exprimiert haben.

Zur Untersuchung dieser Eigenschaft von Wtl- bzw. EGFP-exprimierenden Zellen wurde daher
ein timed mating von WE2 TC RG-positiven Mannchen und Weibchen ohne Doxycyclin
durchgefihrt. Nach anschlieBender Praparation (Tag 11,5 d.p.c.) und Zellsuspensionsherstellung
der Embryonen bestand die Mdglichkeit, dass durch eine Durchflusszytometrie eine EGFP-
positive Zellpopulation gewonnen wird. Nach der Injektion einer jeweils unterschiedlichen
Menge an EGFP-positiven Zellen (siehe unten), in den retrobulbdren Venenplexus von
radioaktiv bestrahlten M&usen, sollte nach 16 Wochen Blut entnommen werden. Zudem sollten
nach einem halben Jahr die blutbildenden Organe Leber und Milz, sowie der Thymus und die
Lymphknoten prépariert werden, die bei der Differenzierung von Blutzellen eine wichtige Rolle
spielen (siehe Material und Methoden 2.7.12). Nach der Isolierung der DNA aus den jeweiligen
Geweben konnte durch eine Wt1-tTA-PCR der Nachweis erbracht werden, ob die injizierten
Witl-exprimierende Zellen (Tag 11,5 d.p.c.) hdmatopoetischen Stammzellcharakter besitzen und

helfen das zerstorte Blutsystem in den bestrahlten Tieren wieder aufzubauen.
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Nach dem timed mating, der Praparation der Embryonen (Tag 11,5 d.p.c.) und der Herstellung
der Zellsuspension konnte durch eine Durchflusszytometrie eine EGFP-positive Zellpopulation
von 2,4 Millionen Zellen gewonnen werden (Daten nicht gezeigt). Von diesen Zellen wurden je
2500, 5000, 20000 und 40000 Zellen zusammen mit zwei Millionen adulten murinen
Knochenmarkzellen in radioaktiv bestrahlte Mduse injiziert. Die Tiere tUberlebten die ersten 16
Wochen nach der Transplantation, so dass ihnen Blut entnommen und daraus DNA isoliert
wurde. Bei einer anschlieRenden PCR, in der man pro Probe 30 ng DNA eingesetzte, konnte im
Blut von allen vier Méusen, unabhéngig von der Menge an injizierten EGFP-positiven Zellen,
ein unterschiedlich starker Nachweis von Wt1-tTA erbracht werden (siehe Abb. 3.53). Bei dieser
PCR ist durch das Einsetzen von drei Primern, von denen zwei im wildtypischen Lokus von Wtl
(WE2F und WE2R1) und einer im tTA binden (WE2R2), der Wt1-tTA-Nachweis durch zwei
DNA-Banden nach einer Agarose-Gelelektrophorese maglich. Von diesen entspricht die groRere
Bande (500 bp) der Bindung der Primer im wildtypischen Wt1-Lokus (WE2F und WE2R1) und
die kleinere Bande (200 bp) der Bindung der Primer im wildtypischen Lokus und dem tTA
(WE2F und WE2R?2).

tTA-PCR Mause
+ 4+ - Wt M #1 #2 #3 #4

- -

#1 =5.000 Zellen #2 = 20.000 Zellen
#3 =40.000 Zellen #4 = 2.500 Zellen

Abbildung 3.53: PCR-Nachweis von Wt1-tTA im Blut von injizierten M&usen

Diese Abbildung zeigt den PCR-Nachweis von Wt1-tTA (tTA-PCR) im Blut von Mausen, die mit embryonalen
Wtl-exprimierenden Zellen des WE2 TC RG-Modells injiziert worden sind. Fir die PCR sind 30 ng DNA pro
Probe eingesetzt worden. Links vom 100 bp-Marker (M) sind die PCR-Proben von zwei Positivkontrollen (+), einer
Negativ- und Wildtypprobe erkennbar (- bzw. Wt). Rechts vom Marker sind die PCR-Proben der Méuse zu sehen,
die jeweils mit einer unterschiedlichen Anzahl an Zellen injiziert worden sind. In allen Blutproben der injizierten
Mause ist der Nachweis von Wt1-tTA moglich. Dies ist an den zwei DNA-Banden der GréRe 250 und 500 bp
erkennbar. Die beiden Banden kommen durch drei eingesetzte Primer zustande (WE2F, WE2R1 und WE2R2), die
zum einen nur im wildtypischen Wtl-Lokus (WE2F und WE2R1; 500 bp) und zum anderen im tTA und
wildtypischen Wt1-Lokus binden (WE2F und WE2R2; 200 bp).
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Nach einem halben Jahr wurden die injizierten Mause getotet und die Milz, die Leber, der
Thymus und die Lymphknoten entnommen und analysiert. Anschlielend fuhrte man nach der
Isolierung der DNA aus den jeweiligen Organen wiederum eine Wt1-tTA-PCR durch. Diesmal
wurden daflr pro Probe 50 ng DNA eingesetzt und nur zwei Primer verwendet, die beide
ausschlielich im tTA binden (tTA forl und tTA rev6). In allen entnommen Organen der
injizierten Tiere konnte der Nachweis von Wt1-tTA detektiert werden, was an der ca. 300 bp
grofRen Bande nach einer Agarose-Gelelektrophorese erkennbar war (siehe Abb. 3.54). Dabei

korrelierte die Starke der Wt1-tTA Bande mit der Anzahl an injizierten EGFP-positiven Zellen.

tTA-PCR Maus #1 Maus #2 Maus #3 Maus #4

+ - Wt K T M L K T M L K T ML K T M L

#1 = 5.000 Zellen #2 =20.000 Zellen #3 =40.000 Zellen #4 = 2.500 Zellen

Abbildung 3.54: PCR-Nachweis von WI1t1-tTA in verschiedenen blutbildenden bzw.
blutdifferenzierten Organen von injizierten Mausen

Abbildung 3.54 zeigt den PCR-Nachweis von Wt1-tTA (tTA-PCR) in Organen von Mausen, die mit embryonalen
Wtl-exprimierenden Zellen des WE2 TC RG-Modells injiziert worden sind. Fir die PCRs sind 50 ng DNA pro
Probe eingesetzt worden. Links vom 100 bp-Marker (M) sind die PCR-Proben einer Positivkontrolle (+), einer
Negativ- und einer Wildtypprobe erkennbar (- bzw. Wt). Rechts vom Marker sind die PCR-Proben der jeweiligen
entnommenen Organe der Mduse zu sehen, die mit einer unterschiedlichen Anzahl an Zellen injiziert worden sind.
Bei den enthommenen Organen handelt es sich um das Knochenmark (K), den Thymus (T), die Milz (M) und die
Leber (L). In allen PCR-Proben der Organe ist der Nachweis von Wt1-tTA mdglich. Dies ist an der DNA-Bande der
Grole von ca. 300 bp erkennbar. Die Bande kommt durch die eingesetzten Primer zustande (tTA forl und tTA
rev6), die ausschlielich im tTA binden.

Die Transplantationsversuche zeigten, dass in den radioaktiv bestrahlten Mdausen, embryonale
WI11-tTA positive Zellen (Tag 11,5 d.p.c.) des Modells WE2 TC RG helfen, das Blutsystem
wieder aufzubauen. Dies konnte durch den PCR-Nachweis von Wit1-tTA im Blut und
blutbildenden bzw. blutdifferenzierenden Organen von injizierten Mausen nachgewiesen
werden. Demnach besitzen diese embryonalen Wtl-exprimierenden Zellen hamatopoetische
Stammzell-Eigenschaften. Durch die nachfolgenden Stammzellassays sollte diese Beobachtung

bestatigt werden.
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3.3.4 Hamatopoetische Stammzellassays Wt1-tTA positiver Zellen

Ob Zellen hamatopoetische Stammzell-Eigenschaften haben, kann mit Hilfe des Mouse Colony-
Forming Cell (CFC) Assays Using Methocults ® (STEMCELL technologies, Grenoble)
analysiert werden (siehe Material und Methoden 2.6.7).

Um dies auch fir die Wt1-tTA exprimierenden Zellen der AGM-Region zu untersuchen, wurde
ein timed mating von WE2 EZ-positiven Mannchen und Weibchen ohne Doxycyclin angesetzt.
An Tag 11,5 d.p.c. praparierte man die Embryonen und stellte eine Zellsuspension von ihnen her.
Da durch das WE2 EZ-Modell alle Zellen EGFP-positiv sind, die zu diesem Zeitpunkt Wtl
exprimieren (siehe Abb. 3.3), konnte durch eine anschlieBende Durchflusszytometrie eine EGFP-
positive und EGFP-negative Zellpopulation isoliert werden. AnschlieBend wurden die EGFP-
positiven und negativen Zellen nach den Angaben des Mouse Colony-Forming Cell (CFC)
Assays Using Methocults ® ausplattiert und kultiviert, um nachfolgend deren Fahigkeit der
Entwicklung von hdmatopoetischen Vorlauferzellen zwischen Tag 5 und 20 nach Ausplattierung
der Zellen unter dem Lichtmikroskop zu beurteilen. Sollte es zur Entstehung von
hamatopoetischen Vorlauferzellen aus EGFP-positiven Zellen kommen, soll durch den Nachweis
einer Wt1-tTA-PCR der Beweis erbracht werden, dass allein diese Zellen hdmatopoetische

Stammzell-Eigenschaften besitzen und die Kolonien nicht durch andere Zellen entstanden sind.

Nach dem timed mating, der Praparation der Embryonen (Tag 11,5 d.p.c.) und der Herstellung
der Zellsuspension konnten mittels einer Durchflusszytometrie 18552 EGFP-positive und 1,4
Millionen EGFP-negative Zellen isoliert werden (Daten nicht gezeigt). Von beiden
Zellpopulationen wurden je 1000 Zellen fir das Mouse Colony-Forming Cell (CFC) Assay
Using Methocults ® auf mehreren Platten ausgesat und kultiviert. Bis zum 17. Tag der
Ausplattierung wuchsen nur einzelne kleine Zellkolonien auf den Platten mit EGFP-positiven
Zellen. Nachfolgend nahm die Anzahl dieser kleinen Kolonien téglich zu. An Tag 18 wurden
diese grolRer und es bildeten sich traubenartige Strukturen, die sich anschlieBend zu erythroiden
Vorlduferzellen differenzierten (Tag 19). Einen Tag spater waren am Rande der
hamatopoetischen Vorlaufer Nervenzellen nachweisbar (siehe Abb. 3.55). Zudem konnten groRe
runde Zellen beobachtet werden, die Megakaryozyten dhnelten. Auf den Platten der EGFP-

negativen Zellen waren keine hdmatopoetischen Vorlduferzellen nachweisbar.
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Abbildung 3.55: Wtl-tTA positive Zellen von WE2 EZ-positiven Embryonen (Tag 11,5 d.p.c.)
scheinen hamatopoetische Stammzell-Eigenschaften zu besitzen

In dieser Abbildung sind die Ergebnisse des Mouse Colony-Forming Cell (CFC) Assays Using Methocults ® von
EGFP-positiven und EGFP-negativen Zellen des WE2 EZ-Modells dargestellt. In Abschnitt A) sind die EGFP-
negativen Zellen am 17. Tag nach deren Ausplattierung zu erkennen und in Abschnitt B) bis F) die EGFP-positiven
Zellen zwischen Tag 17 und 20. Jeweils zwei Lichtmikroskop-Aufnahmen unterschiedlicher VergréRerung sind in
den jeweiligen Abschnitten abgebildet. A) Die EGFP negativen Zellen bilden wéhrend der gesamten Zeit keine
héamatopoetischen Kolonien. B) Erste kleine Kolonien sind bei den EGFP-positiven Zellen an Tag 17 zu beobachten.
C) Die Anzahl der Kolonien nimmt an Tag 18 zu. Zudem werden sie groRer und nehmen eine traubenférmige
Struktur an. D) An Tag 19 weisen die Kolonien den Charakter von erythroiden Vorlduferzellen auf. E), F) Am
Rande dieser hdmatopoetischen Vorlauferzellen bilden sich an Tag 20 Nervenzellen. Zudem sind grofe runde Zellen
zu erkennen, die Megakaryozyten dhneln.

Um den Beweis zu erbringen, dass die hamatopoetischen Vorlauferzellen aus Wt1-tTA
exprimierenden Zellen des WE2 EZ-Modells entstanden waren, wurde von zwei Platten mit
EGFP-positiven Zellen DNA isoliert und eine Wt1-tTA-PCR durchgefihrt. Dabei verwendete
man zwei Primer, die beide ausschliellich im tTA binden (tTA forl und tTA rev6), so dass nach
einer Agarose-Gelelektrophorese ein positiver Wt1-tTA-Nachweis durch eine ca. 300 bp grolie
Bande erkennbar ist. In den hdmatopoetischen Vorl&uferzellen beider Platten konnte Wt1-tTA
nachgewiesen werden, was daflr sprach, dass diese von den isolierten, embryonalen und EGFP-
positiven Zellen des WE2 EZ-Modells abstammten (siehe Abb. 3.56).
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Abbildung 3.56: PCR-Nachweis von Wt1-tTA in differenzierten, hdmatopoetischen Zellen des
Stammzellassays

Abbildung 3.56 zeigt den PCR-Nachweis von Wt1-tTA (tTA-PCR) in hdmatopoetischen Zellen, die wéahrend des
Mouse Colony-Forming Cell (CFC) Assays Using Methocults ® entstanden sind. Fir die PCRs sind 50 ng DNA pro
Probe eingesetzt worden. Links vom 100 bp-Marker (M) sind die PCR-Proben einer Positivkontrolle (+), einer
Negativ- und einer Wildtypprobe erkennbar (- bzw. Wt). Rechts vom Marker sind zwei PCR-Proben von
hamatopoetischen Vorlduferzellen zu sehen. In den PCR-Proben der Zellen ist der Nachweis von Wt1-tTA mdglich.
Dies ist an der DNA-Bande der Grolie von ca. 300 bp erkennbar. Die Bande kommt durch die eingesetzten Primer
zustande (tTA forl und tTA rev6), die ausschlielich im tTA binden.

Wie auch schon im Transplantationsversuch konnte durch dieses Stammzellassay bestatigt
werden, dass embryonale Wtl-exprimierende Zellen (Tag 11,5 d.p.c.) hamatopoetische

Stammzell-Eigenschaften besitzen und aus ihnen hamatopoetische VVorlauferzellen entstehen.

Zusammenfassend konnte nach den Analysen der embryonalen Wt1-tTA exprimierenden Zellen
(Tag 11,5 d.p.c.) der AGM-Region festgehalten werden, dass Wt1 direkt an der Entstehung von
hamatopoetischen Stammzellen beteiligt ist (Immunfluoreszenz-Versuche). Zudem spricht der
Nachweis von Wt1/CD41/CD45-positiven Zellen in der Leber dafir, dass diese Zellen,
ausgehend von der AGM-Region, dieses blutbildende Organ besiedeln und Wtl somit in der
frihen  Hamatopoese eine Rolle spielt. Diese Annahme wurde durch die
Transplantationsversuche unterstiitzt, da die embryonalen Wtl-exprimierenden Zellen (Tag 11,5
d.p.c.) in der Lage waren, das durch Radioaktivitat zerstorte Blutsystem bestrahlter Mé&use
wieder aufzubauen. Somit besitzen diese Zellen hdmatopoetische Stammzell-Eigenschaften, was
durch die hdmatopoetischen Stammzellassays bestétigt werden konnte. Die Beobachtungen der
Immunfluoreszenz-Versuche wurden nur mit Einschrdnkungen durch die Ergebnisse der

Durchflusszytometrie-Analysen bestatigt.
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4. Diskussion

Der Wilms-Tumor ist eine embryonale Tumorerkrankung der Niere und einer der am h&ufigsten
auftretenden soliden Tumore bei Kindern. Als Ausgangspunkt dieser Erkrankung gelten
pluripotente, embryonale Nierenvorlduferzellen (nephrogene Reste). Diese scheinen durch
fehlgesteuerte Prozesse der Nephrogenese zu entstehen und die Entwicklung eines triphasischen
Wilms-Tumors zu begunstigen (Bennington und Beckwith, 1975; Beckwith et. al., 1990). Zwar
gibt es viele Syndrome, Genmutationen und Chromosomenaberrationen, die mit dieser
Tumorerkrankung assoziiert sind, doch ist der genaue Mechanismus der Entstehung des Wilms-

Tumors weitgehend unklar.

Zwei Gene, die bei der Entstehung des Wilms-Tumors eine bedeutende Rolle zu spielen
scheinen, sind WT1 und CTNNB1. Wéhrend wohl eine alleinige heterozygote Keimbahnmutation
von WT1 einen dominant-negativen Effekt auf funktionsfahiges WT1 austbt und somit die
Entstehung von Wilms-Tumoren in Patienten mit DDS fordert (Pelletier et. al., 1991 a), so sind
in etwa 15 % aller sporadischen Wilms-Tumore WT1 und CTNNB1 mutiert (Maiti et. al., 2000).
Somit liegt bei diesen Tumoren der Verdacht nahe, dass sie zusammen die Tumorgenese dieser
Erkrankung steuern. Die Forschungsergebnisse der letzten 20 Jahre bestérken diese Theorie. So
wird angenommen, dass es in der frihen Nephrogenese durch inaktivierende WT1-Mutationen
im metanephrischen Mesenchym zur Entstehung von nephrogenen Resten kommt (Beckwith et.
al., 1990). Mutationen von CTNNB1, die zur Akkumulation seines Proteins -Catenin und zur
Deregulation des in der Entwicklung wichtigen kanonischen Wnt-Signalwegs fiihren, scheinen
zu einem spateren Zeitpunkt in den nephrogenen Resten aufzutreten und nachfolgend die
Entstehung eines triphasischen Wilms-Tumors mit stromaler Dominanz und zusatzlichen,
mesenchymalen Elementen zu beglnstigen (Fukuzawa et. al., 2004; Fukuzawa et. al., 2007,
Fukuzawa et. al., 2009).

Bisher gibt es keine murinen in vivo-Modelle, die eine Entstehung eines Wilms-Tumors nach
den oben beschriebenen Theorien bestatigen. Dies liegt daran, dass homozygote Wt1-Mutationen
wéhrend der murinen Embryogenese an Tag 13,5 d.p.c. letal sind und M&use mit heterozygoter
Wtl-Mutation keine phénotypischen Auffalligkeiten zeigen (Kreidberg et. al., 1993). Um
trotzdem murine Wtl-assoziierte Wilms-Tumore zu generieren und somit den Mechanismus der
Entstehung dieser Erkrankung zu entschlisseln, sollten in der vorliegenden Doktorarbeit mit
Hilfe von einer in unserer Arbeitsgruppe generierten Wtl k.o.-Effektormaus (WE2, siehe
Material und Methoden 2.1.11) vier murine konditional reversible Wilms-Tumor-Modelle

hergestellt und charakterisiert werden. Dadurch lag in den zu generierenden Tieren Wt1 durch
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die Integration des WE2-Transgens zwar nur heterozygot mutiert vor, doch durch den endogenen
Wtl-Promotor des Transgens sollte es zur zeitlichen und rdumlichen Wtl-analogen Expression
eines tetrazyklinabhéngigen Transaktivators (tTA) kommen, der ohne die Gabe von Doxycyclin
Tet-regulierbare Transgene in Wtl-exprimierenden Zellen aktivieren kann, die einen positiven
Einfluss auf die Wilms-Tumorgenese haben konnten. So sollte mit Hilfe des WE2 DDS-Modell
ein DDS simuliert werden und es im Falle der Modelle WE2 TC bCatAEx3 bzw. WE2 LC
bCatAEx3 und WE2 Wntl zur Akkumulation von B-Catenin in Wtl-exprimierenden Zellen des
metanephrischen Mesenchyms kommen. Dadurch wirde nachfolgend in diesen Zellen die
kanonische Wnt-Signalkaskade aktiviert werden. Die Deregulation, dieses in der Entwicklung
zentralen Signalwegs, konnte in den sich differenzierten Zellen des metanephrischen
Mesenchyms zum Verbleib und einer erhohten Proliferation fihren und des Weiteren die

Entstehung eines triphasischen Wilms-Tumors beginstigen.

4.1 Charakterisierung der WE2-Effektor-Mauslinie

Um die WE2-Effektor-Mauslinie zur Herstellung der konditionalen reversiblen Wilms-Tumor-
Modelle nutzen zu kénnen, muss eine Wtl-spezifische Expression des tTA gewahrleistet sein.
Um dies zu untersuchen, wurden Analysen mit Hilfe der Modelle WE2 EZ und WE2 TC RR in
embryonalen und adulten Geweben durchgefiihrt (siehe Kap. 3.1.1 und 3.1.2). Durch das WE2
EZ-Modell besteht die Mdglichkeit, alle Zellen nachzuweisen, die Wtl aktuell exprimieren
(siehe Abb. 3.3). Mit Hilfe des WE2 TC RR-Modell kdnnen dagegen Zellen detektiert werden,
die Wtl einmal exprimiert haben (siehe Abb. 3.4).

Generell konnte bei der Charakterisierung der WE2-Effektor-Mauslinie ein den Modellen
entsprechendes Wtl-analoges tTA-Expressionsmuster nachgewiesen werden. Einige
widerspruchliche Daten sind wohl durch methodische Problematiken zu erkléren oder zeigen
Ergebnisse, die noch nicht in der Literatur beschrieben sind.

4.1.1 Embryonale und adulte Wt1-tTA Expression im WE2 EZ-Modell

Die ersten Untersuchungen im WE2 EZ-Modell zur Charakterisierung der WE2-Effektor-
Mauslinie erfolgten durch X-Gal-Farbungen WE2 EZ-positiver und -negativer Embryonen (Tag
11,5 d.p.c.) und deren histologischen Schnittprdaparaten (siehe Kap. 3.1.1.1). Dabei konnte in
WE2 EZ-positiven Embryonen eine Wt1-tTA Expression im entstehenden Urogenitalsystem,

sowie dem Urnierengang mit dessen Kanélchen nachgewiesen werden (siehe Abb. 3.6). Diese
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Orte der Wt1-tTA Expression entsprechen dem von endogenen Wtl an Tag 11,5 der murinen
Embryogenese (Armstrong et. al., 1993; Rackley et. al., 1993) und weisen somit auf die
Induzierbarkeit der WE2-Effektor-Mauslinie hin. Auch der Nachweis einer X-Gal-Féarbung in
den Somiten entspricht der endogenen Expression von Wtl an Tag 11,5 d.p.c. (Rackley et. al.,
1993; Moore et. al., 1998), da sich aus diesen Segmenten unter anderem die Rumpf- und
GliedmalRenmuskulatur entwickelt (Sadler, 2008), in denen Wt1 exprimiert wird. Dagegen ist die
zu beobachtende Wt1-tTA Expression im Endothel der linken und rechten Kardinalvene in der
Literatur noch nicht als endogener Wtl-Expressionsort beschrieben, wobei es sich bei den
gefarbten Zellen wohl eher um Wtl exprimierende Zellen des entstehenden Urogenitalsystems
handelt (siehe Abb. 3.6 und 3.7).

Kein Nachweis der Wt1-tTA-Expression war in den mesothelialen Uberziigen der Organe des
Thorax und des Abdomens mdoglich (siehe Abb. 3.6), obwohl in der Literatur von mehreren
Arbeitsgruppen der Nachweis von endogenen Wtl z.B. in mesothelialen Zellen des entstehenden
Darms, der Lunge oder des Herzens beschrieben wird (Wilm et. al., 2005; Que et. al., 2008;
Zhou et. al., 2008). Vielleicht ist die Wt1-Expression in den wenigen Zellen des mesothelialen
Uberzugs dieser Organe zu schwach, um durch das WE2 EZ-Modell nachgewiesen zu werden.
Um die Wtl-analoge tTA-Expression der WE2-Effektor-Mauslinie durch zusétzliche Versuche
zu bestédtigen, wurden Immunfluoreszenz-Farbungen auf Paraffinschnitten von WE2 EZ-
positiven und negativen Embryonen (Tag 11,5 d.p.c.) durchgefiihrt. Durch den Nachweis von
Wil und EGFP ist eine direkte Aussage zum Expressionsmuster von endogenen Wtl und Wt1-
tTA moglich. Die Ergebnisse glichen denen der Expressionsanalysen der X-Gal-Féarbungen. So
war ein Nachweis von endogenen Wtl und Wtl-tTA (EGFP) in den Strukturen des sich
entwickelten Urogenitalsystems detektierbar, aber nicht in den mesothelialen Uberziigen der
Organe des Thorax und Abdomens (siehe Abb. 3.7).

Abweichend von den Analysen der X-Gal-Farbung konnte in der AGM-Region eine Expression
von endogenen Wtl und Witl-tTA (EGFP) im Endothel des mittleren und ventralen Teils der
dorsalen Aorta detektiert werden (siehe Abb. 3.7). Auch das darunterliegende Mesenchym wies
W1l und EGFP exprimierende Zellen auf. Gerade das Endothel des mittleren und ventralen Teils
der dorsalen Aorta ist furr die Entstehung von hdmatopoetischen Stammzellen wichtig (Boisset et.
al., 2010; Yokomizo und Dzerniak, 2010; Rybtsov et. al., 2011). Zusammen mit der Tatsache,
dass Wtl in hamatopoetischen Vorlauferzellen exprimiert wird (Frazier et. al., 1995; Ellison et.
al., 2001; Alberta et. al., 2003), l&sst Vermutungen zu, dass Wtl an der Entstehung von
hamatopoetischen Stammzellen beteiligt ist und in der frihen Hdmatopoese eine Rolle spielt.
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Die Bedeutung von Wtl fur die Entstehung von hdmatopoetischen Stammzellen ist noch nicht
erforscht und soll anhand der Ergebnisse des Kapitels 3.3 spater genauer diskutiert werden (siehe
Diskussion 4.3).

Um die Expressionsdoméne der WE2-Effektor-Mauslinie auch in adulten Geweben des WE2
EZ-Modells zu analysieren, wurden histologische Schnitte von X-Gal gefarbten Nieren, Hoden
und Ovarien von WE2 EZ-positiven und -negativen M&usen angefertigt (siehe Kap. 3.1.2.1).

In X-Gal gefarbten Nieren von WE2 EZ-positiven Méausen war lediglich eine Wt1-tTA-
Expression in den Glomeruli sichtbar (siehe Abb. 3.10). Durch hdhere mikroskopische
Auflésung konnte die Wt1-tTA Expression den Podozyten und der Bowman-Kapsel zugeordnet
werden. Die endogene Wtl-Expression der adulten Niere ist normalerweise auf die Podozyten
beschrankt (Pritchard-Jones et. al., 1990). Ob neben den Podozyten auch Zellen der Bowman-
Kapseln durch X-Gal gefarbt worden sind, kann nur durch Co-Immunfarbungen mit Podozyten-
spezifischen Proteinen, wie z.B. Nephrin und Podocalyxin, bestimmt werden. Davon abgesehen,
stimmt das Expressionsprofil von Wt1-tTA mit dem von endogenen Wtl in der adulten Niere
Uberein, da sonst keine weiteren Zelltypen der Niere Wt1-tTA exprimierten.

Im Falle der X-Gal gefarbten Hoden von WE2 EZ-positiven Mannchen waren die Sertoli-Zellen
WIt1-tTA positiv (siehe Abb. 3.11). Diese Zellen sind als Expressionsorte von endogenen Wtl
bekannt (Pelletier et. al., 1991 c). Zudem konnte eine Expression von Witl1-tTA in den
Testosteron-produzierenden Leydig-Zellen im Interstitium und dem Deckepithel der Hoden
nachgewiesen werden, fur die bisher keine Wtl1-Expression beschrieben worden sind. Wahrend
die Expression von Wt1-tTA im Deckepithel auf einzelne Bereiche beschrankt war und wohl
unspezifisch ist, ist eine Wtl-Expression in den Leydig-Zellen durchaus vorstellbar, da Wtl
wahrend der Gonadenentwicklung Gene reguliert, die fur die Differenzierung und den Erhalt von
Leydig-Zellen wichtig sind (Meeks et. al., 2003; Park et. al., 2005). Bei diesen Wtl-regulierten
Genen handelt es sich um Dax1 (Dosage-sensitive sex reversal, adrenal hypoplasia congenital
critical region on the X chromosome, gene 1) und Sfl1 (Steroidogenic factor 1). Es ware somit
denkbar, dass Wtl diese Gene auch in reifen Leydig-Zellen reguliert. Immunfluoreszenz-
Analysen in denen die Coexpression von Wtl und Daxl bzw. Sf1 untersucht wird, kdnnten
dartiber Aufschluss geben, ob diese Gene gemeinsam in differenzierten Leydig-Zellen exprimiert
werden und somit eine Regulation durch Wt1 mdglich ist.

Wie auch in den Hoden von WE2 EZ-positiven Mé&nnchen konnten auch in den Ovarien von
WE?2 EZ-positiven Weibchen Expressionsorte von Wtl nachgewiesen werden, die in der
Literatur beschrieben sind oder als noch unbekannt gelten. So konnte z.B. die Expression von

WI11-tTA in Granulosa-Zellen nachgewiesen werden (siehe Abb. 3.12), die auch schon von
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Pelletier und Kollegen beschrieben worden ist (Pelletier et. al., 1991 c). Diese Arbeitsgruppe
wies auch eine Expression von endogenen Wtl im ovarialen Epithel nach, die in WE2 EZ-
positiven Ovarien nicht detektiert werden konnte und somit Beobachtungen von Mundlos und
Kollegen stitzt, in deren Untersuchungen ebenfalls keine Expression von Wtl im ovarialen
Epithel nachweisbar war (Mundlos et. al., 1993). Zudem beschrieben sie eine Expression von
Wt1 in priméren Follikeln, die auch in WE2 EZ-positiven Ovarien beobachtet werden konnte
(Mundlos et. al., 1993). Als noch nicht bekannten Expressionsort von endogenen Wt1 gelten die
stromalen Zellen des Ovars, die in WE2 EZ-positiven Ovarien Wt1-tTA exprimierten. Diese
WIt1-tTA positiven, stromalen Zellen lagen zumeist direkt an der Zellschicht von Granulosa-
Zellen der Follikel. Somit konnte es sich bei diesen Wt1-tTA-exprimierenden Zellen des Stromas
um hormonproduzierende Theca-Zellen handeln, in deren Abhangigkeit Granulosa-Zellen
Ostrogen produzieren. Theca-Zellen sind das ovarielle Aquivalent zu den Leydig-Zellen in den
Hoden (Welsch und Sobotta, 2006). Da beide als Expressionsort von Wt1-tTA im WE2 EZ-
Modell beschrieben worden sind (s.0.), ist durchaus vorstellbar, dass Wtl in diesen
hormonproduzierenden Zelltypen eine entscheidende Rolle spielt, die in zusétzlichen Analysen
genauer untersucht werden muss. Als ebenfalls unbekannter Expressionsort von endogenen Wtl
gelten die Oozyten. Einige dieser Zellen waren in WE2 EZ-positiven Ovarien Witl-tTA
exprimierend. Bis zum Beginn der Reifung einer Eizelle befinden sich Oozyten in einem
ruhenden Zustand. Da Wtl1 z. B. mit Bcl2 und Sf1 Gene reguliert, die einen anti-apoptotischen
Effekt auf Zellen haben (Hewitt et. al., 1995; Mayo et. al., 1999; Wilhelm und Englert, 2002),
kann es durchaus sein, dass endogenes Wtl auch in Oozyten diese Funktion ausfihrt und
exprimiert wird. Auch bezlglich dieses Aspektes bedarf es genauerer Untersuchungen.

4.1.2 Embryonale und adulte Wt1-tTA Expression im WE2 TC RR-Modell

Zur Untersuchung der embryonalen Wt1-tTA-Expression des WE2 TC RR-Modell wurden WE2
TC RR-positive und -negative Embryonen (Tag 12,5 d.p.c.) X-Gal gefarbt und histologische
Schnittpraparate angefertigt (siehe Kap. 3.1.1.2). Wie in Embryonen des WE2 EZ-Modells war
eine Wtl-tTA-Expression in dem entstehenden Urogenitalsystem nachweisbar. Vor allem die
sich gerade bildenden Komma- und S-férmigen Vesikel der entstehenden Niere wiesen eine
starke Expression von Wt1-tTA auf, deren endogene Wtl-Expression an Tag 12,5 d.p.c. auch in
der Literatur beschrieben ist (Armstrong et. al., 1993; Rackley et. al., 1993). Zudem konnte auch
mit diesem Modell die Witl-tTA-Expression im Endothel und dem darunterliegenden
Mesenchym der dorsalen Aorta bestétigt werden (siehe Abb. 3.9). Vor allem im mittleren und

ventralen Teil des Endothels der dorsalen Aorta waren Wt1-tTA positive Zellen nachweisbar.
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Dies bestatigt somit die Beobachtungen des WE2 EZ-Modells und bestéarkt die Vermutung, dass
W11 eine Rolle bei der Entstehung von hamatopoetischen Stammzellen spielen kénnte (s.0.).

Im Gegensatz zum WE2 EZ-Modell war es mit dem WE2 TC RR-Modell mdglich, die
Expression von Wt1-tTA in den Organen des Abdomens und Thorax nachzuweisen (siehe Abb.
3.9). Die Expression von Wt1-tTA war dabei nicht nur auf die mesothelialen Uberziige des
Darms, der Leber, der Lunge und des Herzens beschrankt, sondern auch in Zellen innerhalb der
entstehenden Organe nachweisbar. Dies ist damit zu erkléren, dass endogenes Wtl im Falle der
Leber die Bildung von Ito-Zellen ausgehend vom Wtl1-positiven Mesothel reguliert (Ijpenberg
et. al., 2007). Zudem steuert es in der Lunge, dem Darm und dem Herzen die EMT der
mesothelialen Zellen, wodurch es nachfolgend zur Migration dieser Zellen in das entstehende
Organ kommt. Im Anschluss bilden diesen nun Wtl-negativen Zellen, Vorldauferzellen von
glatten Muskelzellen und endothelialen Zellen, die zur GeféaRbildung des jeweiligen Organs
beitragen (Wilm et. al., 2005; Que et. al., 2008; Zhou et. al., 2008). Da nun durch das WE2 TC
RR-Modell alle Zellen markiert werden, die einmal Wt1-tTA exprimiert haben, ist der Nachweis
dieser Zellen in den Organen des Thorax und Abdomens von WE2 TC RR-positiven Embryonen
(Tag 12,5 d.p.c.) erkléarbar. Im WE2 EZ-Modell war ein Nachweis dieser Zellen nicht méglich,
da in diesem Modell nur aktuell Wt1-tTA exprimierende Zellen blau gefarbt werden.

Zudem waren Wt1-tTA-exprimierende Zellen auch in der Chorda dorsalis, Bereichen des
Knochenmarks, sowie den Ganglien des Gehirns, der Augen und des Ruckenmarks von WE2 TC
RR-positiven Embryonen nachweisbar (siehe Abb. 3.8). Auch diese Beobachtungen lassen sich
durch die Tatsache klaren, dass im WE2 TC RR-Modell durch X-Gal-Féarbung alle Zellen
detektierbar sind, die einmal Wt1-tTA exprimiert haben. Endogenes Wtl wird namlich ab Tag
9,5 d.p.c. im intermedidren und lateralen Mesoderm exprimiert und ist nachfolgend an der
Entwicklung von Organen aus Derivaten des Mesoderms und Ektoderm beteiligt (Armstrong et.
al., 1993; Rackley et. al., 1993; Wilm et. al., 2005; Que et. al., 2008; Zhou et. al., 2008). Da die
Chorda dorsalis ein Derivat des Mesoderms ist und das Ruckenmark, die Ganglien der
Sinnesorgane und des Gehirn Derivate des Ektoderms darstellen, ist die Expression von Wtl1-
tTA in WE2 TC RR-positiven Embryonen erklarbar und stellt somit einen weiteren Beweis dar,
dass die Expression von Wil-tTA durch die WE2-Effektor-Mauslinie mit dem

Expressionsmuster von endogenen Wil {ibereinstimmt.

Um die Expressionsdoméne der WE2-Effektor-Mauslinie auch in adulten Geweben des WE2 TC
RR-Modells zu analysieren, wurden histologische Schnitte von X-Gal gefarbten Nieren, Hoden
und Ovarien angefertigt, die WE2 TC RR-positiv und -negativ waren (siehe Kap. 3.1.2.2).
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In Nieren von WE2 TC RR-positiven Mausen konnte eine fast komplette Blaufarbung des
Organs beobachtet werden (siehe Abb. 3.13). Beinah fast alle Glomeruli, proximalen und
distalen Tubuli, sowie die Tubuli der Henle-Schleife exprimierten Wt1-tTA. Lediglich die
Sammelrohre wiesen keine Expression von Wt1-tTA auf. Die Beobachtungen entsprechen den
Erwartungen des WE2 TC RR-Modells, da endogenes Wt1 wéhrend der Nephrogenese an Tag
11,5 d.p.c. im metanephrischen Mesenchym exprimiert wird, aus dem fast alle Elemente der
Nephrone entstehen (Armstrong et. al., 1993; Rackley et. al., 1993). Nur die Sammelrohre
stellen Abkdmmlinge der Ureterknospe dar und exprimieren wéhrend der gesamten
Nephrogenese kein Wtl (Burrow, 2000; Schedl und Hastie, 2000; Dressler, 2002). Einzelne
Glomeruli, proximalen und distalen Tubuli, sowie Tubuli der Henle-Schleife wiesen keine Wt1-
tTA Expression auf. Dies kdnnte dadurch bedingt sein, dass die Farbung zu kurz durchgefihrt
worden war.

Die Expressionsorte von Wtl1-tTA in X-Gal gefarbten Hoden und Ovarien von WE2 TC RR-
positiven Mausen entsprachen denen des WE2 EZ-Modells. Der einzige Unterschied der beiden
Modelle bestand darin, dass in den WE2 TC RR-positiven Hoden und Ovarien wesentlich mehr
Zellen blau gefarbt waren (siehe Abb. 3.14 und 3.15). Dies konnte vor allem in den
tripeltransgenen Ovarien beobachtet werden. Der starkere Nachweis einer Wt1-tTA-Expression
im WE2 TC RR-Modell konnte darauf zurlickzufiihren sein, dass es im Lauf der Entwicklung
dieser Organe zur Akkumulation des X-Gal Farbstoffes kommt und somit auch solche Zellen
deutliche Signale aufweisen, die im WE EZ-Modell nicht oder nur schwach positiv waren.
Generell bestatigen diese Ergebnisse die Beobachtungen des WE2 EZ-Modells und bestarken die
in Kapitel 4.1.1 diskutierten Aspekte.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass die embryonale und adulte
Expressionsdoméne von Wt1-tTA zum groRten Teil mit der von endogenem Wt1 ibereinstimmt
(sieche Abb. 4.1). Somit sind mit Hilfe dieser Mauslinie Analysen zu Vorgangen der
Differenzierung, Homoostase und Pathogenese in Wtl-positiven Organen und Geweben moglich
und die Voraussetzung flr die Herstellung eines konditionalen reversiblen Wilms-Tumor-
Modells gegeben. Zudem stellen die Modelle WE2 EZ und WE2 TC RR geeignete Systeme dar,
um  Wil-exprimierende Zellen zu analysieren und deren  Schicksal wéhrend
Entwicklungsprozessen zu untersuchen, so dass zukunftig z.B. die Rolle von Wil in den hier
beobachteten, aber in der Literatur noch nicht beschriebenen Wtl1-Expressionsorten entschliisselt

werden kann.
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Embryonale Wt1-tTA Expression (Tag 11,5 + D12,5 d.p.c.) Adulte Wt1-tTA Expression (3 Monate)
Bekannte Expressionsdomane Unbekannte Expressionsdoméne Bekannte Expressionsdomane Unbekannte Expressionsdomane
* Somiten * AGM-Region * Niere * Niere

- Rumpf-, GliedmaRenmuskel - Endothel der dorsalen - Podozyten - Keine
Aorta: mittlerer und
« Urogenitalsystem dorsaler Bereich * Hoden * Hoden
- Gonadenanlage - Mesenchym der dorsalen - Sertoli-Zellen - Leydig-Zellen
- entstehende Niere Aorta
(Entstehung hamatopetischer * Ovar * Ovar
* Mesothelien innnerer Organe Stammzellen ?) - Granulosa-Zellen - stromale Zellen
- Herz, Leber, Darm, Lunge (Theca-Zellen)
- Oozyten
* Ganglien der Sinnesorgane
* Riickenmark

v*l" J

b

WE2 EZ+ (D115 d.p.c. d WE2 EZ+ (Hoden) | WE2 TCRR+ (Ovar)

Abbildung 4.1: Expressionsdomane der WE2-Effektor-Mauslinie

In dieser Abbildung sind die Ergebnisse der Charakterisierung der WE2-Effektor-Mauslinie durch die Mausmodelle
WE2 EZ und WE2 TC RR zusammengefasst. Dabei sind auf der linken Seite die Orte der embryonalen Wt1-tTA
Expression (Tag 11,5 und 12,5 d.p.c.) und auf der rechten Seite die Orte der adulten Wt1-tTA Expression (3
Monate) aufgelistet. Die Angaben, ob es sich dabei um eine bekannte bzw. unbekannte Expressionsdomane handelt,
sind auf die in der Literatur beschriebene endogene Wtl-Expression bezogen. Zudem sind im unteren Teil der
Abbildung beispielhaft Ergebnisse der Analysen zur Charakterisierung der Effektorlinie dargestellt.

4.2 Herstellung und Charakterisierung von konditional reversiblen
Wilms-Tumor-Modellen

Der Nachweis der Wtl-analogen tTA-Expression der WE2-Effektor-Mauslinie und der damit
bedingten Expression von Wtl-tTA im metanephrischen Mesenchym der entwickelten Niere
ermdoglichten die Entstehung von Wilms-Tumoren durch die Modelle WE2 DDS (siehe Abb.
3.16), WE2 TC bCatAEx3 / WE2 LC bCatAEx3 (siehe Abb. 3.21) und WE2 Wntl (siehe Abb.
3.36). Doch durch kein Modell konnte diese embryonale Tumorerkrankung induziert werden.
Wahrend Tiere des WE2 DDS-Modells gar keinen Phénotyp aufwiesen (siehe Kap. 3.2.1),
entwickelten sich bei Tieren mit dem Genotyp WE2 TC bCatAEx3, WE2 LC bCatAEx3 und
WE2 Wntl hdufig Granulosazelltumore und gelegentlich polyzystische Nieren (siehe Kap. 3.2.2
und 3.2.3). Auch fehlgebildete Hoden konnten in einigen WE2 Wntl-positiven Mannchen
beobachtet werden.

Neben der Tatsache, dass durch kein Modell ein Wilms-Tumor generiert werden konnte, wiesen
einige Ergebnisse auch auf Probleme der Induzierbarkeit der Modelle hin. Diese Aspekte sollen
im Folgenden genauso diskutiert werden, wie der Grund fiir die Entstehung der Veranderungen

der Niere, der Ovarien und der Hoden.
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4.2.1 Versuch der Simulation eines Denys-Drash Syndroms (DDS) zur Generierung eines
Wilms-Tumors: Das WE2 DDS-Modell
Die ersten Analysen zur Simulation eines DDS fanden mit doppeltransgenen Tieren statt, die aus
Zuchten von WE2-positiven Weibchen mit DDS2- bzw. DDS4-positiven Mannchen generiert
worden waren (siehe Kap. 3.2.1). Wahrend die Zucht von WE2-positiven Weibchen und DDS2-
positiven Mannchen mit Doxycyclin durchgefiihrt wurde, erhielt die Zucht von WE2-positiven
Weibchen und DDS4-positiven Mannchen kein Doxycyclin. Unabhdngig von der Gabe des
Tetrazyklins wurden mehr doppeltransgene Mannchen als Weibchen geboren, die auch nach acht
Wochen phéanotypisch unaufféllig waren und in deren Nieren durch histologische
Untersuchungen keine nephrogenen Reste, triphasischen Wilms-Tumore oder Glomerulopathien
beobachtet werden konnten (siehe Abb. 3.18).
Diese Ergebnisse stellen somit die Aktivitat des Modells in Frage, da es in doppeltransgenen
Tieren, die ohne Doxycyclin aufgewachsen waren, unter der Kontrolle des tTA des WE2-
Transgens zur Expression der Wtl-Punktmutation R394Q hatte kommen sollen. Diese
Punktmutation, wie auch viele andere DDS-assoziierte WT1-Punktmutationen, betrifft das achte
Exon von WT1, das den dritten Zinkfinger von WT1 kodiert (Ubersicht: Little et. al., 1997).
Dadurch kommt es zur Veranderung der Struktur dieses Zinkfingers und zu einem Verlust der
DNA-Bindungsaktivitat der WT1-Punktmutante an die Promotoren von WT1-Zielgenen (Borel
et. al., 1996; Little et. al., 1997). Zudem wird angenommen, dass dieses mutierte WT1-Protein
einen dominant-negativen Effekt auf das wildtypische WT1 hat, da die Mutante mit diesem
dimerisiert und somit die Funktion von WT1 unterbindet (Hastie et. al., 1992; Little et. al., 1993;
Bardeesy et. al., 1994 a; Moffet et. al., 1995). Als Folge des Funktionsverlustes von WT1
kommt es zum Auftreten von DDS-Symptomen, wie z.B. Wilms-Tumoren, XY-
Hermaphroditismus und Glomerulopathien (Pelletier et. al., 1991 a).
Somit héatten durch ein induzierbares WE2 DDS-Modell bei der Zucht von WE2-positiven
Weibchen und DDS4-positiven Mé&nnchen phanotypisch aufféllige Méannchen geboren werden
muissen, da Sry (Sex determing region of y) ein direktes Zielgen von Wtl ist (Hossain und
Saunders, 2001) und die Entwicklung der méannlichen Geschlechtsorgane reguliert (McElreavey
und Fellous, 1999). Auch das fehlende Auftreten von nephrogenen Resten, triphasischen Wilms-
Tumor-Gewebe und Glomerulopathien in den Nieren der WE2 DDS4-positiven Mause spricht
gegen die Expression des DDS-Transgens. Normalerweise kommt es namlich wahrend der
Nephrogenese durch funktionsunfédhiges WT1 im metanephrischen Mesenchym zur Entwicklung
von nephrogenen Resten, die als Ausgangspunkt der Entwicklung von Wilms-Tumoren gelten
(Pelletier et. al. 1991 b). Zudem wird in DDS-Patienten mit WT1-Punktmutationen eine
verstérkte Expression von PAX2 beobachtet (Yang et. al., 1999). Dieses Gen wird im Normalfall
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durch Wtl inhibiert (Ryan et. al., 1995) und scheint fir die Entstehung von Glomerulopathien in

DDS-Patienten verantwortlich zu sein (Dressler et. al., 1993).

Um beurteilen zu kénnen, ob das Ausbleiben von Symptomen eines DDS auf die fehlende
Expression der Transgene zurlickzufuhren ist, wurde deren Aktivitdt auf RNA- und Protein-
Ebene in Nieren von WE2 DDS2- bzw. WE2 DDS4-positiven Mé&usen analysiert, die mit
unterschiedlicher Gabe von Doxycyclin aufgezogen worden waren. Dabei konnte auf RNA-
Ebene mittels semiquantitativer PCR festgestellt werden, dass entsprechend des Genotyps und je
nach Gabe und Entzug von Doxycyclin die Transgene WE2, DDS2 und DDS4 exprimiert
wurden (siehe Abb. 3.19). Somit waren die Voraussetzungen gegeben, dass die Wtl-
Punktmutation einen dominant-negativen Effekt auf Wtl-Zielgene haben kann. Doch auf
Proteinebene war dieser Effekt mittels Western blot-Analysen nicht nachweisbar. Die Expression
der Wtl1-Zielgene TGF-B und p21 wurde nicht beeinflusst (siche Abb. 3.20).

Somit konnte durch diese Untersuchungen gezeigt werden, dass die DDS-Transgene zwar
induzierbar sind, doch ein dadurch bedingter dominant-negativer Effekt ausbleibt, so dass kein
DDS mit der Entstehung eines Wilms-Tumors simuliert werden kann. Ein Grund dafur kénnte
eine zu geringe Expression der Wt1-Punktmuntate sein, worauf die Ergebnisse der Untersuchung
der Gesamtexpression von Wtl auf RNA- und Protein-Ebene hinweisen, bei denen keine erhohte
Wtl1-Expression nachweisbar war (siehe Abb. 3.19 und 3.20). Diese ware allerdings zu erwarten
gewesen, da in WE2 DDS-positiven Tieren Wtl von drei (wildtypisches Wt1, WE2 und DDS2
bzw. DDS4) anstatt zwei (wildtypisches Wt1) Allelen exprimiert wird. Somit kénnten durch eine
zu geringe Aktivitdt der DDS-Transgene ein kompletter Funktionsverlust von Wtl und die
Entstehung eines Wilms-Tumors verhindert worden sein. Generell ist diese Vermutung rein
spekulativ, da sie nicht durch quantitative PCR-Analysen bestatigt werden kann, sondern nur auf
semiquantitativen PCR- und Western blot-Analysen beruht.

Ein weiterer Grund, dass es trotz der Expression der DDS-Transgene nicht zur Simulation eines
DDS kommen kann, ist der genetische Hintergrund der Mduse. So konnten zwei Arbeitsgruppen
zeigen, dass in Mausen mit heterozygoter Wt1-Punktmutation (R394W), die einen gemischten
genetischen Hintergrund besalBen (C57BL/6J x 129Sv/Pas), keine Symptome eines DDS
simuliert werden konnten. Wahrenddessen wiesen Mause ohne gemischten genetischen
Hintergrund Glomerulopathien auf. Nur in diesen Tieren konnte ein dominant-negativer Effekt
der Wt1-Punktmutation R394W auf die Expression von Wtl-Zielgenen festgestellt werden, der
eine Veranderung der Nieren bedingte (Gao et. al., 2004; Ratelade et. al., 2009). Die Ursachen
und der Mechanismus flr den Unterschied zwischen den Tieren mit verschiedenen genetischen

Hintergrund ist unklar (Gao et. al., 2004), da aber auch die doppeltransgenen Mause des WE?2
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DDS-Modells einen gemischten genetischen Hintergrund besallen (C57BL/6J x FVB), scheint
dies ein moglicher Grund dafir zu sein, dass in diesen Tieren kein DDS simuliert werden kann.
Generell muss die Frage gestellt werden, ob die Maus Uberhaupt ein geeignetes Tiermodell zur
Simulation eines DDS mit der damit bedingten Entwicklung eines Wilms-Tumors ist, da selbst
in  murinen DDS-Modellen mit nachgewiesenen dominant-negativen  Effekt nur
Glomerulopathien — auftreten und DDS-Symptome wie der Wilms-Tumor, XY-
Hermaphroditismus und schwerwiegende Urogenitaldefekte nicht festgestellt werden kénnen
(Gao et. al., 2004; Ratelade et. al., 2009). Generell soll dieser Aspekt genauer in Kap. 4.2.2.2

diskutiert werden.

4.2.2 Versuch der Generierung eines Wilms-Tumors durch Wtl-analoge Aktivierung von
p-Catenin: Die Modelle WE2 TC bCatAEx3, WE2 LC bCatAEx3 und WE2 Wntl

In tripeltransgenen bzw. doppeltransgenen Tieren der Modelle WE2 TC bCatAEx3, WE2 LC
bCatAEx3 und WE2 Wntl sollte es in Wtl-exprimierenden Zellen des metanephrischen
Mesenchyms durch eine Akkumulation von B-Catenin zur Aktivierung der kanonischen Wnt-
Signalkaskade kommen (siehe Abb. 3.22 und 3.36). Die Deregulation dieses in der Entwicklung
zentralen Signalwegs kdnnte zum Verbleib und der erhéhten Proliferation von pluripotenten
Vorlauferzellen des metanephrischen Mesenchyms fuhren und nachfolgend die Entstehung eines

triphasischen Wilms-Tumors begunstigen (Li et. al., 2004; Fukuzawa et. al., 2009).

4.2.2.1 Induktion der Wilms-Tumorgenese durch Aktivierung von p-Catenin wéahrend der
Nierenentwicklung

Um die Entwicklung eines Wilms-Tumors zu induzieren, wurden mit tripeltransgenen bzw.
doppeltransgenen Nachkommen der Modelle timed matings durchgefihrt bei denen an jeweils
unterschiedlichen Tagen der Schwangerschaft Doxycyclin entzogen wurde. So waren die
Systeme zu verschiedenen Zeitpunkten der Nephrogenese aktiv. Dabei fiel auf, dass alle Modelle
einen selektiven Druck austiben. Wéhrend bei den timed matings des WE2 Wnt1-Modells gar
keine doppeltransgenen Nachkommen geboren wurden (siehe Tabelle 3.4), war bei den timed
matings der Modelle WE2 TC bCatAEx3 und WE2 LC bCatAEx3 zu beobachten, dass es zu
einer Abnahme von tripeltransgenen Nachkommen und zu einer Zunahme von Aborten kommt,
umso fruher Doxycyclin wahrend der Schwangerschaft abgesetzt wird (siehe Abb. 3.24 und
3.25).

Die zu beobachtenden Effekte konnten dadurch erklart werden, dass es in tripeltransgenen bzw.
doppeltransgenen Nachkommen bei einem friihen Entzug von Doxycyclin durch das WE2-

Transgen nicht nur im metanephrischen Mesenchym zur Aktivierung von B-Catenin kommt,

153



4. Diskussion

sondern eine Deregulation der kanonischen Wnt-Signalkaskade ab Tag 9,5 d.p.c. in allen Wt1-
exprimierenden Geweben mit mesodermalen und ektodermalen Ursprung stattfindet (Armstrong
et. al., 1993; Rackley et. al., 1993). Dadurch kénnten nachfolgend nicht nur die Nephrogenese,
sondern alle Wt1 gesteuerten Prozesse der Organogenese wahrend der embryonalen Entwicklung
gestort und verhindert werden, da durch eine Fehlregulation der kanonischen Wnt-Signalkaskade
zelluldre Prozesse wie z.B. die Proliferation, Differenzierung, Migration und Apoptose
beeinflusst werden (Ubersicht: Logan und Nusse, 2004; Grigoryan et. al., 2008). Somit wére es
durchaus vorstellbar, dass tripeltransgene bzw. doppeltransgene Embryonen der Modelle, in
denen eine Aktivierung von B-Catenin in Wtl-exprimierenden Zellen zu einem friihen Zeitpunkt
der murinen Embryogenese stattfindet, phanotypisch Wtl knock-out Embryonen dhneln. Diese
sterben intrauterin zwischen Tag 13,0 und 15,0 d.p.c. durch massive Fehlbildungen des Herzens
(Kreidberg et. al., 1993), wobei auch aberrante Entwicklungen des Mesotheliums, der Lungen,
der Gonaden, der Leber, der Retina und ein Fehlen der Nieren, der Nebennieren sowie der Milz
zu beobachten sind (Kreidberg et. al., 1993; Moore et. al., 1999; Herzer et. al., 1999; Ijpenberg
et. al., 2007).

Im Folgenden soll am Beispiel der Entwicklung des Herzens erldutert werden, welche Prozesse
eine B-Catenin-Aktivierung in Wtl-exprimierenden Zellen beeinflussen und verhindern kann, so
dass es zum intrauterinen Tod von doppel- bzw. tripeltransgenen Embryonen kommt und der zu
beobachtende Effekt der durchgefuhrten timed matings erklart werden kann. Wtl wird ab Tag
9,5 d.p.c. im Proepikard exprimiert. Diese Wt1-positiven Zellen migrieren im Anschluss tber die
gesamte Oberflache des Herzens und bilden das Epikard (Zhou et. al., 2008). Nachfolgend
steuert Wtl eine EMT dieser Zellen, so dass aus ihnen Wtl-negative Vorlauferzellen von glatten
Muskelzellen und endothelialen Zellen werden, die sich im weiteren Verlauf zu koronaren
glatten Muskelzellen, Endothelzellen, Fibroblasten und Kardiomyozyten differenzieren (Zhou et.
al., 2008; Martinez-Estrada et. al., 2010). Eine friihe Unterbindung dieses Prozesses, z.B. durch
eine Aktivierung von B-Catenin in Wtl-exprimierenden Zellen des Proepikards, kdnnte ab Tag
9,5 d.p.c. die Apoptose dieser Zellen induzieren oder deren Migration mit anschliel3ender
Bildung des Epikards inhibieren. Somit wirde eine epikardiale EMT ausbleiben und eine
normale Herzentwicklung nicht stattfinden, die zum intrauterinen Tod fiihren konnte.

Generell ist diese Annahme spekulativ, da es aufler den hier beschriebenen Modellen bisher
keine Mausmodelle gibt, in denen im embryonalen Herzen -Catenin Wtl-analog aktiviert wird
und Embryonen mit Herzfehlbildungen wahrend der Dissertation nicht beobachtet werden
konnten. Zudem stellt dies nur eine Maoglichkeit dar, wie eine Aktivierung von B-Catenin
embryonale Wtl gesteuerte Prozesse beeinflussen kann. Trotzdem konnte sie erklaren, warum es

bei den timed matings der Modelle WE2 TC bCatAEx3 und WE2 LC bCatAEx3 bei einem
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frihen Zeitpunkt des Doxycyclinentzugs zu einer Abnahme von tripeltransgenen Nachkommen,
sowie einer Zunahme von Aborten kommt und bei den timed matings des Modells WE2 Wnt1
keine doppeltransgenen Tiere geboren werden. Wird hingegen Doxycyclin zu einem spateren
Zeitpunkt der Embryogenese entzogen, so sind die Modelle zu den kritischen Zeitpunkten von
Wtl-gesteuerten Prozessen der Organogenese, wie z.B. der Entwicklung des Herzens, wohl noch
nicht aktiv, so dass diese nicht beeinflusst werden und daher die Anzahl von geborenen
tripeltransgenen Tieren der Modelle WE2 TC bCatAEx3 bzw. WE2 LC bCatAEx3 steigt und
Aborte ausbleiben. Dieser Effekt kann bei den timed matings des WE2 Wntl-Modells nicht
beobachtet werden, da auch bei einem Doxycyclinentzug zu einem spéateren Zeitpunkt der
Schwangerschaft keine doppeltransgenen Nachkommen geboren werden. Dies kdnnte daran
liegen, dass die Anzahl an durchgefihrten timed matings mit diesem Modell sehr viel geringer
war (siehe Tabelle 3.4), als im Vergleich zu den anderen Modellen (siehe Abb. 3.24 und 3.25).
Zusatzlich durchgefiihrte timed matings mussten kléaren, ob dieser Effekt zuféllig auftrat.

Zusammenfassend kann nach den Analysen der timed matings aller drei Modelle festgehalten
werden, dass wohl eine konstitutive B-Catenin-Aktivierung in der Friihschwangerschaft nicht mit
dem embryonalen Uberleben vereinbar zu sein scheint. Um dies zu beweisen und den Grund fir
den intrauterinen Tod der Embryonen und der Aborte zu bestimmen, missten durch weitere
timed matings fehlgebildete Embryonen prépariert und histopathologisch untersucht werden.
Doch leider war dies bisher nicht mdglich. Zudem lassen die Ergebnisse vermuten, dass die
Modelle nicht zur Herstellung eines Wilms-Tumors geeignet sind, da wohl alle tripeltransgenen
bzw. doppeltransgenen Embryonen, in denen durch einen frihen Doxycyclinentzug der Verbleib
von nephrogenen Resten und somit die Entstehung von Wilms-Tumoren moéglich gewesen ware,
intrauterin sterben.

Nichts desto trotz wurden bei den timed matings der Modelle WE2 TC bCatAEx3 und WE2 LC
bCatAEx3 unabhdngig vom Zeitpunkt des Entzugs von Doxycyclin tripeltransgene Nachkommen
geboren (siehe Abb. 3.24 und 3.25). Diese waren auch nach dem dritten Lebensmonat
phanotypisch und histopathologisch unaufféllig (siehe Abb. 3.26). Somit stellte sich die Frage,
wie sich diese Tiere bei einem frihen Doxycyclinentzug dem selektiven Druck der Systeme
entziehen. War in diesen Mausen eine Wtl vermittelte Aktivierung von B-Catenin nicht
induzierbar oder konnte es doch zu einem spéteren Zeitpunkt zur Entstehung eines Wilms-
Tumors kommen? Um die Frage der Induzierbarkeit der Systeme und der Eignung zur
Generierung eines Wilms-Tumors zu beantworten, wurden die tripeltransgenen Nachkommen
aller Verpaarungen (siehe Abb. 3.22 und 3.23) nach sechs Monaten ohne Doxycycylingabe

prapariert und histopathologisch und molekular untersucht. Dabei konnte nach der Isolation der
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DNA aus den praparierten Organen und einer nachfolgend durchgefiihrten bCatAEx3-lox out-
PCR festgestellt werden, dass die Deletion des Exons 3 von Ctnnbl fast ausschlieBlich in
tripeltransgenen Tieren nachweisbar war, denen Doxycylin erst im Alter von drei Wochen
entzogen wurde. Lediglich in zwei tripeltransgenen Tieren, die aus den timed matings
hervorgingen und Doxycyclin bis Tag 10,5 d.p.c. erhalten hatten, war ein lox out von Exon 3 von
Ctnnbl nachweisbar. Somit scheinen sich alle geborenen tripeltransgenen Ma&use, denen
Doxycyclin vor Tag 10,5 d.p.c. entzogen wurde, dem selektiven Druck einer Wtl-analogen
konstitutiven B-Catenin-Aktivierung durch ein nicht induzierbares Modell zu entziehen. Ein
Grund dafur konnte das Problem einer stabilen Expression des tTA sein, die haufiger in
transgenen Mdausen festzustellen ist (Berger et. al., 1999). Auch eine Instabilitdt der mRNA des
Transaktivators oder dessen inkorrekte Translation konnte dazu fuhren, dass ein lox out des
dritten Exons von Ctnnb1 ausbleibt (Bockamp et. al., 2002). Des Weiteren kdnnten Mutationen
des tTA-regulierbaren Promotors, der Cre-Rekombinase und der loxP-Sequenzen dazu fuhren,
dass eine Deregulation der kanonischen Wnt-Signalkaskade zu einem friihen Zeitpunkt der
Schwangerschaft nicht stattfindet, so dass tripeltransgene Tiere, denen Doxycyclin vor der 10,5
d.p.c. entzogen wurde, intrauterin nicht resorbiert werden und auch nach sechs Monaten
phé&notypisch unaufféllig sind.

War ein lox out des dritten Exons von Ctnnbl in tripeltransgenen Tieren mdglich, so
entwickelten diese Tiere nach sechs Monaten ohne Doxycyclinentzug haufig
Granulosazelltumore (siehe Abb. 3.31) und selten polyzystische Nieren (siehe Abb. 3.30). Die
gleichen organischen Veranderungen konnten bei doppeltransgenen Tieren des WE2 Whntl-
Modells nachgewiesen werden (siehe Abb. 3.39 und 3.41), die aus Erhaltungszuchten stammten
(siehe Abb. 3.37) und ebenfalls sechs Monate kein Doxycylin erhalten hatten. Zudem wiesen
einige WE2 Wntl-positive Tiere Veranderungen der Hoden auf (siehe Abb. 3.40). Im Folgenden
soll die Entstehung der Veranderungen der Organe durch die Modelle diskutiert werden.

4.2.2.2 Entstehung von polyzystischen Nieren durch eine Wtl tTA-vermittelte Deregulation
der kanonischen Wnt-Signalkaskade
Auf HE-geféarbten Paraffinschnitten war erkennbar, dass sich die Zysten der Nieren von tripel-
und doppeltransgenen Tieren wohl aus tubuléren Strukturen bilden (siehe Abb. 3.30 und 3.39).
Ihre Entstehung schien dabei durch eine Deregulation der kanonischen Wnt-Signalkaskade
induziert zu werden, worauf die nukledren Akkumulation von B-Catenin in den verénderten
Strukturen nach IHC-Farbungen hinwies (siehe Abb. 3.32 und 3.42). Western blot-Analysen
bestatigten dies nur zum Teil (siehe Abb. 3.34 und 3.45), wobei den Ergebnissen der IHC-
Farbungen eine starkere Aussagekraft eingerdumt wird, da durch sie eine Aktivierung des
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kanonischen Wnt-Signalwegs direkt in den Zellen verénderter Strukturen nachgewiesen werden
kann.

Dass es durch eine Aktivierung von B-Catenin zur Entstehung von murinen polyzystischen
Nieren kommen kann, ist bekannt (Saadi-Kheddouci et. al., 2001; Qian et. al., 2005), wobei der
genaue Mechanismus unklar ist. Generell scheint aber die Zystenbildung auf eine fehlregulierte
Balance zwischen dem kanonischen- und dem Wnt/PCP (Planar Cell Polarity)-Signalweg
wahrend der Nephrogenese zurlickzufiihren zu sein. So steuert der kanonische Wnt-Signalweg
normalerweise die Bildung des kondensierten Mesenchyms und induziert die MET dieses
Gewebes (Caroll et. al., 2005; Schedl, 2007). Nachfolgend wird die kanonische Wnt-
Signalkaskade durch Inversin inhibiert und aktiviert den Wnt/PCP-Signalweg (Simons et. al.,
2005). Dieser steuert die weitere MET und die Reifung des epithelialen Gewebes. Zudem
kontrolliert er die Polaritdt und Bewegung von Zellen (Katoh, 2005), so dass es durch eine
Einwanderung von benachbarten tubuldren Zellen und einer Teilung entlang einer longitudinalen
Achse zum gerichteten Langenwachstum der Tubuli kommt (Lancaster und Gleeson, 2010). Eine
Aktivierung von p-Catenin scheint nun die Funktionen des Wnt/PCP-Signalwegs zu
beeinflussen. So induziert eine dauerhafte Aktivitit der kanonischen Wnt-Signalkaskade in sich
differenzierenden epithelialen Zellen eine verstarkten Proliferation und Apoptose (Saadi-
Kheddouci et. al., 2001). Dies gilt als erster Schritt in der Pathogenese von polyzystischen
Nierenerkrankungen (Gabow, 1993; Grantham, 1996). Zudem kommt es zum unkontrollierten
Langenwachstum der Tubuli, so dass Zysten entstehen (Gerdes et. al., 2007).

Da auch Wtl wéhrend der Nephrogenese u.a. in den sich differenzierten epithelialen Strukturen
der renalen Vesikel exprimiert wird (Ubersicht: Rivera und Haber, 2005), kann es durch eine
WIt1-tTA vermittelte konstitutive p-Catenin-Aktivierung in tripeltransgenen Tieren zur
Entstehung von Zysten nach der oben beschriebenen Theorie kommen. Zudem wies die nukleére
Akkumulation von B-Catenin in den tubuldren Strukturen der polyzystischen Nieren von WE2
Whntl-positiven Tieren darauf hin, dass wohl eine Aktivierung von -Catenin die Differenzierung
von renalen epithelialen Zellen zu einem frihen Zeitpunkt hemmt, so dass die Wtl1-tTA
Expression erhalten bleibt und die Bildung von Zysten begunstigt wird. Generell ist die
Annahme der Inhibition der Differenzierung damit zu begriinden, dass es durch das WE2 Wnt1-
System eigentlich nur in aktuell Wtl-exprimierenden Zellen zur Wit1-tTA vermittelten
Aktivierung von B-Catenin kommt. Somit hatte dies in sechs Monate alten WE2 Wnt1-positiven
Maéusen nur in den Podozyten der Glomeruli stattfinden sollen, da eine Wt1-Expression ab Tag
19,5 d.p.c. auf diese Zellen beschrankt ist (Armstrong et. al., 1993).

Dass die Systeme einen Effekt auf die Glomeruli haben, konnte anhand der veranderten

Morphologie und einer Flissigkeitsansammlung in diesen Strukturen von doppel- und
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tripeltransgenen Mausen beobachtet werden (siehe Abb. 3.30 und 3.39). Diese Verdnderungen
kdnnten auf B-Catenin zuriickzufiihren sein, da eine Aktivierung dieses Proteins die Funktion der
Podozyten stark beeintréchtigt (Dai et. al., 2009, Wang et. al., 2011). So stimuliert aktiviertes [3-
Catenin u.a. die Expression von MMP-7 (Matrix Metalloproteinase-7) und MMP-9 (Wang et.
al., 2011), die eine wichtige Rolle in der Degradation extrazelluldrer Matrix spielen und somit
die Umstrukturierung von Geweben steuern (Brabletz et. al., 1999). Zudem kommt es durch eine
Aktivierung von B-Catenin zur Inhibition von Nephrin (Dai et. al., 2009), das in Podozyten fir
den Erhalt der molekulare Barriere von Bedeutung ist (Wagner et. al., 2004). Doch eine nukledre
Akkumulation des Proteins konnte in den veranderten Glomeruli durch immunhistochemische
Farbungen nicht nachgewiesen werden (siehe Abb. 3.32 und 3.42), so dass fraglich ist, ob die
beobachteten Effekte auf die Aktivierung von B-Catenin zurlickzufiihren sind. Vielleicht
induziert das Protein aber auch die Apoptose von Podozyten, so dass sie nicht mehr nachweisbar
sind, jedoch vor ihrem Untergang die beschriebenen Effekte in den Glomeruli bewirken.
Generell hatte es in doppel- und tripeltransgenen Tieren eigentlich nur zu den beschriebenen
Veranderungen in den Glomeruli und nicht zur Entwicklung von zystischen Nieren tubuléren
Ursprungs kommen sollen. Dies ist damit zu begriinden, dass die meisten Tiere Doxycyclin bis
zur dritten Lebenswoche erhalten hatten, so dass eine Wt1-tTA vermittelte Stabilisierung von -
Catenin nur in den Podozyten mdglich gewesen ware. Somit weisen die Ergebnisse darauf hin,
dass die Menge an gegebenem Doxycyclin nicht ausreichte, um die Entstehung der Zysten durch
eine Wt1-tTA vermittelte Aktivierung von -Catenin zu verhindern. Demzufolge kann spekuliert
werden, dass die Durchlassigkeit der Systeme es eigentlich auch ermdglicht hatte, dass es zu
einer Wtl-vermittelten Akkumulation von B-Catenin im metanephrischen Mesenchym kommt,
die zum Verbleib und der erhohten Proliferation von pluripotenter Vorldauferzellen des
metanephrischen Mesenchyms fuihrt und nachfolgend die Entstehung eines triphasischen Wilms-
Tumors begiinstigt. Da dies nicht der Fall ist, lassen die Ergebnisse die Schlussfolgerung zu, dass
eine B-Catenin-Aktivierung wahrscheinlich nicht der physiologisch entscheidende Schritt bei der
Entstehung eines Wilms-Tumors ist und sie erst zu einem spéteren Zeitpunkt wahrend der
Tumorgenese dieser Erkrankung eine Rolle zu spielen scheint.

Generell bestatigen diese Ergebnisse die Erkenntnisse, die durch Untersuchungen an humanem
Wilms-Tumorgewebe gewonnen wurden. So konnten Fukuzawa und Kollegen zeigen, dass keine
CTNNB1-Mutationen in nephrogenen Resten zu identifizieren sind, so dass eine Aktivierung der
kanonischen Wnt-Signalkaskade wohl nicht zur Induktion der Wilms-Tumorgenese fihrt
(Fukuzawa et. al., 2007; Fukuzawa et. al., 2008). Zudem ist anhand der nukledren Akkumulation
von B-Catenin in den blastemalen und mesenchymalen Kompartimenten des Tumors erkennbar,

dass eine aktivierende Mutation von CTNNB1 erst zu einem spateren Zeitpunkt auftritt (Koesters
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et. al., 2003; Li et. al., 2004; Zirn et. al., 2006; Fukuzawa et. al., 2008). Diese Annahme wird
auch durch den nukledren Nachweis von f-Catenin in Rhabdomyoblasten unterstiitzt (Fukuzawa
et. al., 2007).

Widerspriichlich zur Theorie, dass eine aktivierende CTNNB1-Mutation nicht der physiologisch
entscheidende Schritt bei der Entstehung eines Wilms-Tumors ist, existieren humane Tumore
mit alleiniger WTX-Mutation (Rivera et. al., 2007; Perotti et. al., 2008; Ruteshouser et. al., 2008;
Wegert et. al., 2009). WTX ist ein Tumorsuppressor, der auf Chromosom Xq11.1 liegt und den
Abbau von B-Catenin durch eine direkte Interaktion mit diesem Protein oder durch Bindung an
den B-Catenin-Degradationskomplexes induziert (Major et. al., 2007; Rivera et. al., 2007).
Demzufolge kdnnten WTX-Mutationen zur Aktivierung von B-Catenin fihren und die Wilms-
Tumorgenese induzieren. Ob dies der Fall ist, wird in der Literatur kontrovers diskutiert. So
konnten Wegert und Kollegen anhand von DNA- und RNA-Analysen von Wilms-Tumoren
zeigen, dass ein Verlust von WTX wohl nicht essentiell fir die Induktion dieser
Tumorerkrankung ist (Wegert et. al., 2009). Dagegen wiesen Fukuzawa und Kollegen
Mutationen dieses Gens zu unterschiedlichen Zeitpunkten der Wilms-Tumorgenese nach, wobei
die Untersuchungen nur an vier Wilms-Tumorproben durchgefuhrt wurden und lediglich in einer
Probe eine WTX-Mutation in nephrogenen Resten detektiert werden konnte (Fukuzawa et. al.,
2010). Die Entstehung von nephrogenen Resten durch WTX-Mutationen kdnnte dadurch erkléart
werden, dass WTX im Nukleus mit WT1 interagiert und die transkriptionelle Aktivitat dieses
Proteins positiv beeinflusst (Rivera et. al., 2009). Zusammen mit der Tatsache, dass WT1 und
WTX wéhrend der Nephrogenese zur gleichen Zeit in denselben Gewebestrukturen exprimiert
wird (Rivera et. al., 2007), lasst die Vermutung zu, dass eine WTX-Mutation die Entstehung von
nephrogenen Resten durch ein eingeschrankte transkriptionelle Funktion von WT1 férdert und es
nachfolgend zur Deregulation der kanonischen Wnt-Signalkaskade kommt, so dass ein
triphasischer Wilms-Tumor entsteht. Treten WTX-Mutationen erst zu einem spateren Zeitpunkt
der Wilms-Tumorgenese auf, kénnten sie einen dhnlichen Effekt wie aktivierende Mutationen
von CTNNB1 haben und die Entwicklung von triphasischen Wilms-Tumoren aus nephrogenen
Resten induzieren.

Generell ist fraglich, ob in Mdusen Uberhaupt ein Wilms-Tumor generiert werden kann und die
aus den Untersuchungen der humanen Wilms-Tumorgewebe gewonnenen Erkenntnisse auf diese
Tiere Ubertragbar sind, da bisher keine nephrogenen Reste in murinen Nieren beobachtet werden
konnten. Dies ist dabei wohl nicht auf einen unterschiedlichen Ablauf der Nephrogenese
zwischen Maus und Mensch zurtickzufuhren, da dieser identisch ist (Drews, 1993; Kaufman,
1994). Vielmehr ist in der Maus die Anzahl an metanephrischen Zellen viel kleiner als im

Menschen und somit die Wahrscheinlichkeit der Entwicklung nephrogener Resten statistisch
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sehr gering (Hu et. al., 2011). Zudem konnte auch die im Vergleich zum Menschen sehr kurze
Dauer der murinen Nephrogenese eine Rolle spielen, so dass das zeitliche Fenster z.B. fir das
Auftreten einer homozygoten Mutation von Wtl sehr Klein ist, die zur Entstehung von
nephrogenen Resten flhrt. Das aber trotzdem die Generierung eines Wilms-Tumorsmodell
moglich ist, konnten Hu und Kollegen zeigen. In diesem Modell wurde schwangeren Mausen an
Tag 11,5 d.p.c. 1 mg Tamoxifen pro 40 g Korpergewicht injiziert, so dass die embryonale
Expression einer Cre-Rekombinase induziert wurde, die nachfolgend in einzelnen Zellen des
metanephrischen Mesenchyms zum homozygoten Wtl-Verlust fihrte. Zusétzlich war in das
Genom dieser Embryonen ein H19 Allel integriert, so dass es in den Wt1-defizienten Zellen zur
Expression des normalerweise inaktiven, maternalen 1gf2 (Insulin growth factor 2)-Allels kommt
(Hu et. al., 2011). Das System simulierte somit genetische Veranderungen, die in einer Gruppe
von humanen Wilms-Tumoren auftreten (Haruta et. al., 2008). Nachfolgend entwickelten diese
Méause triphasische Wilms-Tumore, die histologisch denen von Menschen entsprachen. Generell
scheint dabei der Verlust von Wtl die Differenzierung des metanephrischen Mesenchyms zu
blocken und eine Uberexpression von Igf2 die Tumorgenese eines Wilms-Tumors durch die
Aktivierung von ERK1/2 (Extracellular signal-regulated Kinase 1/2) zu induzieren, die auch in
vielen humanen Wilms-Tumoren beobachtet werden kann (Hu et. al., 2011). Somit zeigt dieses
Modell, dass die Induktion eines triphasischen Wilms-Tumors in der Maus auch ohne Nachweis
von nephrogenen Resten moglich ist.

Auch durch das Tiermodell von Ehrlich und Kollegen kann dies bestatigt werden. So entwickeln
Ratten nach der Gabe von N-Ethylnitrosourea (ENU) triphasische Wilms-Tumore, deren
Entstehung wohl auf die nukledre Akkumulation von B-Catenin in den blastemalen und
mesenchymalen Kompartimenten zuriickzufihren ist (Ehrlich et. al., 2010). Somit
widersprechen die Ergebnisse dieses Modells der Annahme, dass es durch eine alleinige -
Catenin-Aktivierung nicht zur Entstehung dieser Erkrankung kommt. Doch es ist bei diesem
Modell kritisch zu betrachten, dass die verwendete Noble-Rattenlinie prédisponiert fir die
spontane Entstehung von Wilms-Tumoren ist und die Tumorgenese erst an Tag 17 d.p.c.
induziert wurde. Zusammen mit der Tatsache, dass die Schwangerschaft einer Ratte, genauso
wie die der Maus, ungeféhr 21 Tage dauert und die Differenzierung des Metanephrons ab Tag
16,5 d.p.c. weitestgehend abgeschlossen ist, lasst vermuten, dass in diesen Ratten Zellen
existieren, die dem Differenzierungsstatus von nephrogenen Resten ahneln und somit suszeptibel
fiir die B-Catenin gesteuerte Tumorgenese des Wilms-Tumors sind.

Wie Ehrlich und Hu zeigen konnten, kann durch Tiermodelle die Entstehung eines triphasischen
Wilms-Tumor simuliert werden. Somit hatte dies auch durch die Modelle WE2 Wnt1, WE2 LC
bCatAEx3 und WE2 TC bCatAEx3 mdglich sein kénnen, da zum einen wohl die gegeben
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Doxycylinmenge nicht ausreichte, um die Aktivitdt der Systeme zum Zeitpunkt der
Differenzierung des metanephrischen Mesenchyms zu hemmen und zum anderen die Modelle
induzierbar waren, wie am nukledren Nachweis von B-Catenin in den Epithelien der Zysten zu
erkennen war. Voraussetzung dafiir scheinen allerdings Zellen zu sein, die dem
Differenzierungsstatus von nephrogenen Resten besitzen. Eine alleinige B-Catenin-Aktivierung
in Wtl-exprimierenden Zellen des metanephrischen Mesenchyms kann dies wohl nicht

induzieren, wie anhand der vorliegenden Ergebnisse erkennbar ist.

42.2.3 Die Wtl tTA-vermittelte Deregulation der kanonischen Wnt-Signalkaskade
induziert die Tumorgenese eines Granulosazelltumors
Dass es sich bei den verdnderten Ovarien der drei Modelle um Granulosazelltumore handelt, war
auf den HE-gefarbten Paraffinschnitten dieser Organe anhand der zystischen Strukturen,
Ansammlungen von strukturell unorganisierten pleomorphen Granulosa-Zellen und dem
Vorhandensein von Osteoblasten bei fortschreitender Tumorgenese erkennbar (siehe Abb. 3.31
und 3.41), die auch in einem murinen Tumormodell dieser Erkrankung von Boerboom und
Kollegen nachweisbar waren (Boerboom et. al., 2005). Wie in diesem Modell scheint die
Tumorgenese dieser Erkrankung in den tripeltransgenen bzw. doppeltransgenen Tieren auf eine
Deregulation der kanonischen Wnt-Signalkaskade zurtickzufiihren zu sein (Boerboom et. al.,
2005). Dies kann anhand der IHC-Farbungen und Western blot-Analysen der verénderten
tripeltransgenen bzw. doppeltransgenen Ovarien bewiesen werden, in denen eine nukleére
Akkumulation von B-Catenin in den veranderten Strukturen (siehe Abb. 3.33 und 3.44) und eine
Uberexpression von B-Catenin-Zielgenen nachweisbar waren (sieche Abb. 3.35 und 3.45). Die
Entstehung eines Granulosazelltumors durch eine Wtl tTA-vermittelte Aktivierung von f-
Catenin ist bisher in der Literatur noch nicht beschrieben. Daher soll im Folgenden erldutert
werden, wie es durch die Deregulation der kanonischen Wnt-Signalkaskade zur Entstehung
dieser Tumorerkrankung kommt und ob dies durch eine Wtl tTA-analoge Aktivierung von f-
Catenin in den tripeltransgenen bzw. doppeltransgenen Tieren der Modelle mdglich ist.
Als Grund dieser Tumorerkrankung gilt der fehlgeleitete Prozess der priméren
Follikelentstehung wéhrend der pra- und perinatalen Entwicklung des Ovars (Boerboom et. al.,
2006). Im Normalfall entwickeln sich diese durch die Proliferation und Differenzierung von
ovarialen somatischen Stammzellen zu Vorlauferzellen wvon Granulosa-Zellen. Diese
differenzieren zu Granulosa-Zellen und bilden im Anschluss zusammen mit Oozyten die
priméren Follikel (Pepling et. al., 2001). Eine Deregulation der kanonischen Wnt-Signalkaskade
in den ovarialen somatischen Stammzellen bzw. den Vorlduferzellen der Granulosa-Zellen
scheint, wie in vielen Stammzellen und Vorlauferzellen anderer Gewebe (Merill et. al., 2001,
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Miyoshi et. al., 2002; Niemann et. al., 2002; Bierie et. al., 2003; Okubo et. al., 2004), das
Schicksal dieser Zellen zu verandern, so dass Ansammlung von strukturell unorganisierten
pleomorphen Granulosa-Zellen entstehen, die als Ursprung des Granulosazelltumors gelten
(Boerboom et. al., 2006). Aus diesen Zellen entsteht nachfolgend ein Granulosazelltumor und
durch die Expression von Knochenmarkergenen, wie z.B. Ibsp (Integrin-binding sialoprotein),
Cdknlc (Cyclin-dependent kinase inhibitor 1c), Bmp4 (Bone morphogenetic protein 4) und
Tnfrsfllb (Tumor necrosis factor receptor superfamily member 11b) kommt es zur
Transformation dieser Zellen zu Osteoblasten und Osteozysten (Boerboom et. al., 2005,
Boerboom et. al., 2006). Dieser Prozess wird als Metaplasie bezeichnet und kann bei einer
Vielzahl von Tumorerkrankungen beobachtet werden (Byard et. al., 1988; Haque et. al., 1996;
Flejou et. al., 2005).

Generell ist die zuvor beschriebene Entstehung eines Granulosazelltumors durch eine Wtl tTA-
analoge Aktivierung von -Catenin durchaus vorstellbar. Dies ist damit zu begriinden, dass Wt1
nicht nur in den Gonadenanlagen (Armstrong et. al., 1992; Rackley et. al., 1993), sondern auch
wahrend der gesamten Differenzierung von Granulosa-Zellen exprimiert wird (Mundlos et. al.,
1993). Somit kann es wahrend der pré- und perinatalen Entwicklung von primaren Follikeln in
den tripeltransgenen bzw. doppeltransgenen Tieren der Modelle zur Aktivierung von B-Catenin
in den Wtl tTA-exprimierenden Vorlduferzellen von Granulosa-Zellen kommen und ein
Granulosazelltumor nach dem oben beschriebenen Prozess entstehen. Verwunderlich ist die
Tatsache, dass die meisten tripel- und doppeltransgenen Tiere, in denen es zu einer Entwicklung
eines Granulosazelltumors kommt, Doxycyclin bis zur dritten Lebenswoche erhalten hatten.
Somit hétte es eigentlich nicht zur Entstehung von Granulosazelltumoren kommen kdnnen, da
dessen Tumorgenese, wie oben beschrieben, wéhrend der pra- und perinatalen Entwicklung von
priméren Follikeln eingeleitet wird und eine Wtl tTA-vermittelte Aktivierung von B-Catenin in
den tripel- bzw. doppeltransgenen Tieren zu diesem Zeitpunkt durch die Gabe von Doxycyclin
nicht hatte stattfindet dirfen. Dies weist darauf hin, dass wohl in vielen Tieren die (ber das
Trinkwasser aufgenommen Menge von Doxycyclin nicht ausreichte, um eine Aktivierung von -
Catenin zu verhindern, so dass Granulosazelltumore entstehen.

Des Weiteren war aufféllig, dass die Tumorgenese der Granulosazelltumore in den WE2 Wntl-
positiven Tieren, nach einem sechsmonatigen Doxycyclinentzug wesentlich langsamer
voranschritt, als in den tripeltransgenen Tiere der Modelle WE2 TC bCatAEx3 und WE2 LC
bCatAEx3 (siehe Abb. 3.28 und 3.38). Dagegen war ein Unterschied bei der Inzidenz dieser
Tumorerkrankung zwischen den Modellen WE2 Wntl (39,3 %, n =11 von 28; siehe Tabelle 3.5)
und WE2 TC bCatAEx3/WE2 LC bCatAEx3 (50,0 %, n = 21 von 42; siehe Tabelle 3.2 und 3.3)

kaum feststellbar. Der beobachtete Effekt konnte auf eine unterschiedliche Aktivitat der
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kanonischen Whnt-Signalkaskade durch die verschiedenen Modelle zuriickzufiihren sein. So
konnten Li und Kollegen zeigen, dass verschiedene Apc (Adenomatous polyposis coli)-
Mutationen in Mausen eine unterschiedliche Aktivierung der kanonischen Wnt-Signalkaskade
zur Folge haben und somit den Ausbruch und die Starke der familidren adenomatdsen Polyposis
beeinflussen (Li et. al., 2005). Dieser Dosiseffekt konnte auch von anderen Arbeitsgruppen in
ahnlichen Versuchen bei verschiedenen Entwicklungsprozessen und der Tumorgenese des
Darms und der Leber bestatigt werden (Ubersicht: Gaspar und Fodde, 2004; Buchert et. al.,
2010). Daraus kann man schlussfolgern, dass wohl verschiedene Schwellenwerte der Aktivitat
der kanonischen Wnt-Signalkaskade Uberschritten werden missen, um zum einen die
Tumorgenese zu induzieren und zum anderen diese zu beschleunigen. Im Bezug auf die
Granulosazelltumore und die verschiedenen auslésenden Systeme bedeutet dies, dass sowohl
eine B-Catenin-Aktivierung durch eine Wntl-Stimulation des WE2 Wnt1-Modells, als auch eine
aktivierende Ctnnbl1-Mutation durch die Modelle WE2 TC bCatAEx3 und WE2 LC bCatAEX3
ausreichen, um die Tumorgenese eines Granulosazelltumors zu induzieren. Trotzdem kann nur
durch eine Deletion des dritten Exons von Ctnnbl die kanonische Wnt-Signalkaskade so stark
aktiviert werden, dass der Schweregrad der Tumorerkrankung zunimmt.

Generell stellen die Modelle WE TC bCatAEx3, WE2 LC bCatAEx3 und WE2 Wntl somit eine
gute Maoglichkeit dar, um die Tumorgenese des Granulosazelltumors genauer zu untersuchen.
Zudem erganzen sie das bereits beschriebene murine Granulosazelltumor-Modell von Boerboom

und Kollegen und belegen die Induzierbarkeit der verschiedenen Systeme.

4.2.2.4 WE2 Wntl-positive Mannchen entwickeln fehlgebildete Hoden

Die veranderten Hoden von WE2 Whntl-positiven Madusen waren im Vergleich zu denen von
wildtypischen Tieren wesentlich kleiner (siehe Abb. 3.38). Zudem konnten auf HE-geférbten
Paraffinschnitten dieser verénderten Organe eine Degeneration des Aufbaus der
Hodenkandlchen, ein Verlust von Keimzellen und ein vergrofertes Interstitium nachgewiesen
werden (siehe Abb. 3.40), die auch in einem Tiermodell beobachtet werden konnten, in denen es
vermittelt Uber die Expression von Amhr2 (Anti-mullerian hormone receptor type Il) wahrend
der spaten pra- und frihen postnatalen Phase zur Aktivierung von B-Catenin in den sich
differenzierten Sertoli-Zellen kommt (Boyer et. al., 2008; Tanwar et. al., 2010; Richards et. al.,
2011). In diesen Tieren scheint die Deregulation der kanonischen Wnt-Signalkaskade die
Differenzierung dieser Zellen zu hemmen, was nachfolgend ab der zweiten Lebenswoche der
Méause zur Degeneration der Hodenkandlchen fiihrt. Dies hangt damit zusammen, dass unreife
Sertoli-Zellen zwar das Uberleben und die Proliferation von Keimzellen gewahrleisten, doch
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deren Differenzierung unterbunden wird (Tanwar et. al., 2010). Nachfolgend fuhrt dies zur
Apoptose dieser Zellen (Knudson et. al., 1995; Meng et. al., 2000; Shetty et. al., 2008) und der
natlrliche Aufbau eines Hodenkanélchens ist nicht mehr maoglich.

Im Bezug auf die verdnderten Hoden von WE2 Wntl-Mausen bedeutet dies, dass dhnliche
Prozesse fur die Veranderung dieser Organe verantwortlich sein konnten. Dies ist durchaus
moglich, da Wtl u.a. ab Tag 12,5 d.p.c. in den sich differenzierten Sertoli-Zellen der
entstehenden Gonaden exprimiert wird und dessen Expression in reifen Sertoli-Zellen bis ins
adulte Tier erhalten bleibt (Pelletier et. al., 1991 c; Armstrong et. al., 1992; Rackley et. al.,
1993). Somit kdnnte es in WE2 Wntl-positiven Mausen durch das WE2-Transgen zur Wtl tTA-
vermittelten Deregulation der kanonischen Wnt-Signalkaskade in unreifen Sertoli-Zellen
kommen, so dass deren Differenzierung gehemmt und eine Veranderung der Hoden eingeleitet
wird. Dass dies tatsachlich der Fall ist, kann daran erkannt werden, dass nach IHC-Farbungen
nukledres B-Catenin in den Sertoli-Zellen der degenerierten Hodenkandlchen nachweisbar war
(siene Ergebnisse 3.43). Zudem konnte durch Western blot-Analysen eine erhohte Aktivierung
der kanonischen Wnt-Signalkaskade nachgewiesen werden, wobei die Veranderungen der Hoden
wohl nicht auf eine erhdhte Expression von Cyclin D1 und c-myc zurtickzufiihren sind (siehe
Abb. 3.45). Um besser nachweisen zu konnen, dass unreife Sertoli-Zellen fur die Veranderung
WE2 Wntl-positiven Hoden verantwortlich sind, koénnten Immunfluoreszenz-Analysen
durchgefuhrt werden, in denen die Expression von AMH (Anti-Mullerian Hormon) und GDNF
(Glial cell-derived neorotrophic factor) untersucht wird. Wahrend AMH ein typischer Marker
flr unreife Sertoli-Zellen ist (MUnsterberg et. al., 1991), wird GDNF von unreifen Sertoli-Zellen
abgesondert, so dass die Proliferation von Keimzellen geférdert und deren Differenzierung
gestoppt wird (Meng et. al., 2000). Zudem ist GDNF e¢in direktes Zielgen von B-Catenin
(Tanwar et. al., 2010).

Die Hyperplasie des Interstitiums ist wohl nicht auf eine Wt1 tTA-vermittelte Aktivierung von f3-
Catenin in einigen Leydig-Zellen von verénderten Hoden zuriickzufiihren (siehe Ergbenisse
3.4.3). Ahnlich wie im Tiermodell von Tanwar und Kollegen, in dem es durch die Expression
von Amhr2 zur Aktivierung von B-Catenin in Leydig-Zellen kommt, scheint die Deregulation
der kanonischen Wnt-Signalkaskade keine Defekte in diesem Zelltyp zu verursachen. Vielmehr
ist die vermeintliche Zunahme von Leydig-Zellen nur auf ein verkleinertes Volumen des Hodens
zurtickzufuhren (Tanwar et. al., 2010). Die gleichen Beobachtungen konnten auch in anderen
Tiermodellen gemacht werden (Meng et. al., 2000; Papaioannou et. al., 2009).

Im Allgemeinen hatten sich die Verdnderungen der Hoden, dhnlich wie das Auftreten von
polyzytischen Nieren und Granulosazelltumoren, gar nicht entwickeln diirfen. Dies ist wiederum

mit der Lange der Doxycyclingabe zu begriinden, da die Tiere in denen Veranderung der Hoden
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auftraten bis zur dritten Lebenswoche das Tetrazyklin erhalten hatten. Normalerweise ist zu
diesem Zeitpunkt der Aktivierung des Systems die Differenzierung der Sertoli-Zellen
abgeschlossen, was an der Expression von AMH und GDNF erkennbar ist, die kurz nach der
Geburt in Sertoli-Zellen kaum mehr nachweisbar sind (Teixeira et. al., 2001; Tanwar et. al.,
2010). Somit héatte in den WE2 Whntl-positiven Hoden eine Wtl tTA-vermittelte Deregulation
der kanonischen Wnt-Signalkaskade nur in differenzierten Sertoli-Zellen stattfinden dirfen. Dies
scheint allerdings keinen Effekt zu haben, da in Hoden von WE2 TC bCatAEx3- bzw. WE2 LC
bCatAEx3-positiven Tieren, die bis zur dritten Lebenswoche Doxycyclin erhalten hatten und in
denen ein lox-out des dritten Exons von Ctnnbl nachweisbar war, keine Veranderungen der
Hoden aufwiesen. Somit scheint in den veradnderten Hoden von WE2 Wntl-positiven Tieren die
Menge von Doxycyclin nicht auszureichen, um die Aktivitdt des Systems wahrend der
Differenzierung der Sertoli-Zellen zu hemmen, so dass es zur Deregulation der kanonischen
Whnt-Signalkaskade in unreifen Sertoli-Zellen kommt und eine wie oben beschriebene
Fehlbildung der Hoden eingeleitet wird.

Insgesamt kann nach der Analyse aller Modelle festgehalten werden, dass es durch kein System
moglich war, die Entstehung eines Wilms-Tumors zu simulieren. Doch die Analysen der
Modelle WE2 Wnt1, WE2 TC bCatAEx3 und WE2 LC bCatAEx3 wiesen darauf hin, dass eine
aktivierende CTNNB1-Mutation wahrscheinlich nicht der physiologisch entscheidende Schritt in
der Wilms-Tumorgenese ist. Zudem konnte gezeigt werden, dass eine Wt1-tTA induzierte
konstitutive f-Catenin-Aktivierung zu einem friihen Zeitpunkt der Schwangerschaft nicht mit
dem Uberleben vereinbar ist, wobei der Grund unerkannt bleibt, doch die Letalitat auf
Herzfehlbildungen zurlckzufuhren sein konnte. AuBerdem inhibiert bzw. beeinflusst eine
Aktivierung von B-Catenin, die durch eine nicht ausreichende Doxycylinmenge zwischen der
spaten pra- und friihen postnatalen Phase in Wt1-tTA exprimierenden Zellen induziert wurde, die
Differenzierung von Wtl-positiven Zellen, so dass sich Granulosazelltumore, polyzystische
Niere und Verdnderungen der Hoden entwickeln (siehe Abb. 4.2). Die Systeme stellen somit
Tiermodelle zu den jeweiligen Erkrankungen dar, die es in Zukunft ermoglichen, deren
Entwicklung genauer zu untersuchen. Reicht die Doxycyclinmenge aus, um die Systeme bis zum
Absetzen der Jungtiere oder auch langer zu inhibieren, so entwickelte sich kein Phanotyp, wobei
Veranderungen auch im adulten Gewebe durch zurtickbleibende Wtl-exprimierende pluripotente
Zellen, wie im Fall der Wilms-Tumorgenese, nicht auszuschlieBen sind. Generell waren die

Systeme nicht immer induzierbar.
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Modell: WE2 DDS Modelle: WE2 Wnt1, WE2 LC bCatAEx3 und WE2 TC bCatAEx3
Trotz Keine Induktion/adulte Frihembryonale Spate prd- bis friihe
Induzierbarkeit Induktion Induktion postnatale
Induktion/Durchlassigkeit
der Systeme
Kein Phanotyp: Kein Phanotyp Embryonale Entstehungvon
Grum}l u.a. Letalitat: Grund u.a. polyzystischen Nieren,
ggnetlscher Fehlbildungen des Granulosazelltumoren
Hintergrund Herzens ? und Veranderungen der

Hoden

Abbildung 4.2: Effekte der ,,Wilms-Tumor-Modelle*

Die Abbildung zeigt die Effekte der hergestellten und charakterisierten ,,Wilms-Tumor-Modelle*. Dabei konnte bei
dem Versuch einer Simulation eines DDS trotz Induzierbarkeit kein Phanotyp beobachtet werden (linke Seite/WE2
DDS-Modell). Kam es dagegen in Mausen zur Wtl-analogen B-Catenin-Aktivierung, so war es abhéngig von der
Induzierbarkeit und dem Zeitpunkt der Aktivierung der Systeme, ob dies embryonal letal ist oder in adulten Tieren
polyzystische Nieren, Granulosazelltumore oder Verédnderungen der Hoden entstehen (rechte Seite/ WE2 TC
bCatAEX3-, WE2 LC bCatAEx3-, WE2 Wntl1-Modell). Durch kein Modell konnte eine Wilms-Tumorerkrankung
simuliert werden.

4.3 Analyse Wtl-exprimierender Zellen der AGM-Region

Bei der Charakterisierung der WE2-Effektor-Mauslinie war aufgefallen, dass Wt1 in der AGM-
Region im Endothel und dem darunterliegenden Mesenchym des mittleren und ventralen Teils
der dorsalen Aorta exprimiert wird (siehe Abb. 3.7 und 3.9). Gerade das Endothel (mittlerer und
ventraler Bereich) gilt als Entstehungsort von hdmatopoetischen Stammzellen, die in das Lumen
der dorsalen Aorta freigesetzt werden (Boisset et. al., 2010; Yokomizo und Dziernak, 2010;
Rybtsov et. al., 2011), so dass vermutet wurde, dass Wtl eine Rolle bei der Bildung dieser
Zellen spielt. Wéahrend die zur Charakterisierung der Wtl-exprimierenden Zellen durchgefiihrten
Immunfluoreszenz-Versuche, die direkte Beteiligung von Wtl an der Entstehung von
hamatoetischen Stammzellen zeigten (siehe Kap. 3.3.1), wurde dies nur bedingt durch
Durchflusszytometrie-Versuche bestétigt (siehe Kap. 3.3.2). Doch zusatzlich durchgefihrte
Transplantationsversuche und hamatopoetische Stammzellassays belegten (siehe Kap. 3.3.3 und
3.3.4), dass embryonale Witl-exprimierende Zellen (Tag 11,5 d.p.c.) h&matopoetische
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Stammzell-Eigenschaften besitzen, so dass dieser Transkriptionsfaktor wohl tatsachlich eine
Funktion wahrend der friihen Hamatopoese ausubt. Dieser Aspekt soll im Folgenden diskutiert

werden.

4.3.1 Die Rolle von Wt1 wahrend der friihen Hamatopoese

Um die Rolle von Wt1 wahrend der friihen Hamatopoese zu analysieren, sollten zundchst die
embryonalen Wtl-positiven Zellen (Tag 11,5 d.p.c.) der AGM-Region charakterisiert werden.
Dazu wurden Immunfluoreszenz-Versuche auf Kryo- bzw. Paraffinschnitten von WE2 EZ-
positiven Embryonen durchgefuhrt. Somit waren alle aktuell Wtl-exprimierenden Zellen durch
den Nachweis von EGFP erkennbar und eine Analyse der Koexpression mit verschiedenen
Markern mdglich, die bei der Entstehung von hdmatopoetischen Stammzellen eine Rolle spielen.
Generell konnte dabei im Endothel des mittleren und ventralen Bereichs der dorsalen Aorta eine
Koexpression von Wtl mit endothelialen Markern (CD31, CD144, CD309) nachgewiesen
werden (siehe Abb. 3.46), welche bei der Bildung und Freisetzung von hamatopoetischen
Stammzellen aus dem Endothel ins Lumen der dorsalen Aorta von Bedeutung sind (Ubersicht:
Yokomizo und Dzierzak, 2010, Medvinsky et. al., 2011). Auch ein gemeinsamer Nachweis mit
hamatopoetischen Stammzellmarkern (c-kit) und Genen, die fiir die Differenzierung dieser
Zellen wichtig sind (Runx1, CD49d) (Sanchez et. al., 1996; Arroyo et. al., 1999; North et. al.,
2002), war moglich (siehe Abb. 3.47). Zudem konnte die direkte Beteiligung von Wtl an der
Freisetzung von pri-hamatopoetischen Stammzellen des Typs | (CD144" CD41" CD45") und Il
(CD144" CD41" CD45") gezeigt werden (Ubersicht: Rybtsov et. al., 2011), wobei die Wt1-
Expression in diesen Zellen auch noch in der Leber nachweisbar war (siehe Abb. 3.48). Wtl
scheint somit eine Rolle bei der Entstehung von hdmatopoetischen Stammzellen zu spielen.

Im Allgemeinen &hnelt dieser Prozess einer EMT, da differenzierte epitheliale Zellen der
dorsalen Aorta zu undifferenzierten h&matopoetischen Stammzellen werden, um sich
anschlielend in das Lumen dieses Gefél3es abzuschniiren. In diesem Zusammenhang muss es zur
Losung des Zell-Zell-Kontakts, zum Umbau des Zellskeletts und zur Verdnderung der
epitheltypischen Zellpolaritat kommen, so dass sich nicht nur der Zellphanotyp &ndert, sondern
auch eine Bewegung von Zellen moglich ist (Ubersicht: Hugo et. al., 2007). Da Wt1 in vielen
Entwicklungsprozessen eine EMT steuert (Wilm et. al., 2005; Que et. al., 2008; Zhou et. al.,
2008), konnte es durchaus sein, dass dieser Transkriptionsfaktor auch bei der Entstehung von
hamatopoetischen Stammzellen diese Funktion ubernimmt. Als maoglicher
Regulationsmechanismus wdre eine Inhibition von E-Cadherin und eine Uberexpression von
Snail denkbar, die durch Wt1 bei der EMT des Epikards induziert wird (Martinez-Estrada et. al.,

2010). Gerade Snai-Proteine (Snail und Snai2) sind ausschlaggebend fir die Einleitung einer
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EMT, da durch sie, genau wie durch Wt1, die Expression des Epithelzellmarkers E-Cadherin
gehemmt wird (Battle et. al., 2000; Bolos et. al., 2003), der bedeutend fur den Erhalt des Zell-
Zell-Kontakts ist (Nollet et. al., 1996) und dessen Verlust die weiteren Prozesse einer EMT
einleitet (Ubersicht: Hugo et. al., 2007).

Ein weiterer Mechanismus durch den Wtl eine EMT steuert und ebenfalls an der Entstehung von
hamatopoetischen Stammzellen beteiligt sein kdnnte, wurde von von Gise und Kollegen
entschlisselt. In ihren Tiermodell konnten sie nachweisen, dass Wtl iiber B-Catenin, Wnt5a und
Raldh2 (Retinaldehyde dehydrogenase 2) die EMT des Epikards steuert und widersprachen den
Regulationsmechanismus der Wtl-vermittelten epikardialen EMT von Martinez-Estrada und
Kollegen (von Gise et. al., 2011). Der Transkriptionsfaktor B-Catenin koénnte dabei Snai2
aktivieren und somit die EMT einleiten (Vallin et. al., 2001). Zudem ist Wnt5a ein Stimulator
des Wnt/PCP-Signalwegs, der die Zellpolaritait und -bewegung reguliert und somit einen
positiven Einfluss auf eine EMT hat (Katoh, 2005). Welcher Mechanismus nun die Entstehung
von hamatopoetischen Stammzellen steuern konnte, bleibt unklar, doch sprechen erst kirzlich
veroffentlichte Daten dafiir, dass der zuletzt beschriebene Mechanismus, die Bildung dieser
Zellen fordert, da p-Catenin im Endothel der dorsalen Aorta exprimiert wird und an der
Entstehung von h&dmatopoetischen Stammzellen beteiligt ist (Ruiz-Herguido et. al., 2012). In
Zukunft durchzufiuhrende Koexpressionsanalysen von Wtl mit B-Catenin, Wnt5a und Raldh2
sollten Aufschluss dartber geben, ob Wt1 wirklich u.a. durch die Stimulation von -Catenin den
EMT-&hnlichen Prozess der Entstehung von hdmatopoetischen Stammzellen reguliert.

Sind die Wtl-positiven pra-hdmatopoetischen Stammzellen des Typs | und 11 einmal ins Lumen
der dorsalen Aorta abgegeben, so scheinen sie entsprechend des normalen Ablauf der
Hématopoese mit dem Blutstrom in die sich bildende Leber zu gelangen und diese zu besiedeln
(siehe Abb. 3.48) (Dzierzak und Speck, 2008). Ahnlich wie in embryonalen und adulten Wt1-
positiven hamatopoetischen Vorlauferzellen (CD34" CD38  bzw- CD34" CD38") kénnte Wtl
dabei einen proliferativen, anti-apoptotischen und differenzierenden Effekt auf die pré-
h&matopoetischen Stammzellen haben (Ellisen et. al., 2001; Ariyaratana und Loeb, 2007).
Wichtige Wt1-Zielgene, die in diesem Zusammenhang eine Rolle spielen kénnten, sind Bcl-2, c-
myc und Cyclin E (Ariyaratana und Loeb, 2007), deren Koexpression mit Wtl in pra-
hamatopoetischen Stammzellen des Typs | und Il in Zukunft zu analysieren waére.

Im Allgemeinen konnte die Funktion von Wtl wéhrend der embryonalen Hamatopoese nicht nur
auf die zuvor beschriebenen Prozesse beschrénkt sein. So ist es auch vorstellbar, dass Wtl die
Proliferation von endothelialen Zellen fordert (Wagner et. al., 2008) und somit entstehende
Licken im Endothel der dorsalen Aorta durch das Freisetzen von hamatopoetischen

Stammzellen des Typs | und Il geschlossen werden. Des Weiteren konnte Wtl direkt an der

168



4. Diskussion

Entstehung des h&matopoetischen Endothels der dorsalen Aorta beteiligt sein, da der
Transkriptionsfaktor im lateralen Mesoderm exprimiert wird (Armstrong et. al., 1992; Rackley
et. al., 1993) und dieses Gewebe als Ursprung des Endotheliums gilt (Zovein et. al., 2010). In
diesem Zusammenhang ware es vorstellbar, dass der Transkriptionsfaktor, ahnlich wie bei der
Wil-gesteuerten Geféal3bildung des Darms, an der Migration von geféBbildenden Zellen vom
lateralen Mesoderm zum Ort der Neovaskularisation beteiligt ist (Wilm et. al., 2005), wobei im
Falle der dorsalen Aorta diese migrierenden Zellen in der vorliegenden Dissertation anhand des
Witl-positiven Mesenchyms unterhalb der dorsalen Aorta zu erkennen sein kdnnten (siehe Abb.
3.46-3.48). Nachfolgend konnte Wtl durch eine von Kirschner und Kollegen gezeigte
Stimulation von CD144, CD309 und Angiopoietin-2, die Differenzierung von geféalbildenen
Zellen zu endothelialen Zellen férdern (Kirschner et. al., 2010), so dass das hdmatopoetische
Endothel entsteht und dies die gemeinsame Expression von Wt1, CD144 und CD 309 in diesem
Gewebe erklart (siehe Abb. 3.46).

Wie schon in Kapitel 4.3 erwéhnt, wurden die Ergebnisse der Immunfluoreszenz-Versuche nur
bedingt durch die Durchflusszytometrie-Versuche bestétigt (siehe Kap.3.3.2). So konnte zwar
bei diesen mit WE2 EZ-positiven Embryonen (Tag 11,5 d.p.c.) durchgefuhrten Versuchen in
allen EGFP-positiven Zellen eine Koexpression mit den untersuchten hamatopoetischen
Stammzellmarkern festgestellt werden, doch waren aufgrund der Fluoreszenzintensitat nur die
EGFP*/CD49d"- bzw. die EGFP*/CD41"" und EGFP*/CD41"%"-Zellen als echte Zellpopulation
identifizierbar (siehe Abb. 3.50 und 3.51). Zudem wiesen so gut wie keine Zellen, die
Eigenschaften pré-hdmatopoetischer Stammzellen des Typs | und Il auf (siehe Abb. 3.51). Der
Grund fur diese Ergebnisse konnte auf methodische Ursachen zuruickzufihren sein (siehe
Material und Methoden 2.6.6 und 2.7.9). So ist es moglich, dass durch einen unvollstandigen
Verdau der Embryonen Gewebereste in den Petrischalen zurlickbleiben, so dass diese nicht in 15
ml PP-R&hrchen tberfihrt und analysiert werden. Zudem werden die Zellen eines Embryos fur
mehrere Farbungen aufgeteilt, so dass z.B. bei einem Nachweis von EGFP+/CD41+-Zellen nicht
die Zellpopulation von EGFP*/CD144"-Zellen beriicksichtigt wird. Ferner wird von den
geféarbten Zellen (zwischen 200.000 und 300.000 Zellen) nur ein kleiner Anteil (30.000 Zellen)
ausgewertet, weil viele Zellen durch deren Tod oder unzureichender Vereinzelung nicht
analysiert werden konnen. Da auch diese Zellen wahrscheinlich viele EGFP-positive Zellen
beinhalten, werden sie ebenfalls nicht in die Auswertung mit einbezogen. Somit weisen die
angesprochenen Punkte darauf hin, dass die Ergebnisse der Immunfluoreszenz-Versuche mehr
zu gewichten sind, wobei dies auch damit begriindet werden kann, dass durch sie der direkte

zelluldre Nachweis einer Koexpression von Wtl mit Markern, die fir die Entstehung von
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hamatopoetischen Stammzellen von Bedeutung sind, auf Kyro- bzw. Paraffinschnitten mdglich
ist.

Nichts desto trotz sprechen auch die Resultate der Durchflusszytometrie-Versuche fiir eine Rolle
von Wtl in der frihen embryonalen Hamatopoese. So kénnte die geringe Anzahl an Wtl-
exprimierenden pré-hamatopoetischen Stammzellen des Typs | und Il nicht nur auf methodische
Ursachen zuruckzufuhren sein, sondern damit begriindet werden, dass die Entstehung dieser
Zellen um Tag 11,5 d.p.c. generell ein seltenes Ereignis ist (Kumaravelu et. al., 2002; Robin et.
al., 2006; Boisset et. al., 2010). Des Weiteren weist auch die Koexpression von EGFP und CD41
auf eine Funktion von Wtl in der frihen Hamatopoese hin. So wird CD41 wahrend der
Embryogenese in allen hdmatopoetischen Stamm- und Vorlduferzellen, sowie in
Megakaryozyten exprimiert (Corbel und Salaun, 2002; Ferkowicz et. al., 2003; Mikkola et. al.,
2003; Bertrand et. al., 2005). Dabei zeigen hdamatopoetische Stamm- und Vorlauferzellen eine
CD41""-Expression und Megakaryozyten eine CD41""-Expression (Yokomizo und Dzierzak,
2010). Da bei den Durchflusszytometrie-Versuchen CD41" und CD41"¥"-Zellen EGFP
exprimierten, ist davon auszugehen, dass der Transkriptionsfaktor an der Entstehung dieser
Zellen Dbeteiligt ist. Bestatigt wird dies durch die Ergebnisse der hamatopoetischen
Stammzellassays, bei denen sich aus embryonalen Wtl-exprimierenden Zellen (Tag 11,5 d.p.c.)
hamatopoetische Vorlauferzellen und Megakaryozyten bildeten (siehe Abb. 3.55 und 3.56).
Dagegen ist im Falle der EGFP*/CD49d*-Zellen unklar, ob es sich allein um Zellen des
hamatopoetischen Endothels handelt, da Wtl1 und CD49d auch im Epikard (Kirschner et. al.,
2006) und hamatopoetischen Vorlauferzellen koexprimiert wird (Arroyo et. al., 1996; Alberta et.
al., 2003; Priestley et. al., 2006).

Generell widersprechen die Ergebnisse der Durchflusszytometrie-Versuche zum Teil der aus den
Immunfluoreszenz-Versuchen gewonnenen Erkenntnis, dass Wtl an der Entstehung von
hamatopoetischen Stammzellen beteiligt ist. Doch die durchgefiihrten Transplantationsversuche
und hdmatopoetischen Stammzellassays bestarken diesen Verdacht. So konnte durch embryonale
Witl-exprimierende Zellen (Tag 11,5 d.p.c.) von tripeltransgenen WE2 TC RG-positiven Mausen
das Blutsystem radioaktiv bestrahlter Mause wieder aufgebaut werden, so dass die Mause
uberlebten und Wtl1-tTA-positive Zellen auch nach 16 Wochen bzw. 6 Monaten im Blut und
blutbildenden/blutdifferenzierenden Organen nachweisbar waren (siehe Abb. 3.53 und 3.54).
Zudem bildeten sich aus embryonalen Wtl-positiven Zellen (Tag 11,5 d.p.c.) von WE2 EZ-
positiven Mausen hamatopoetische Vorlduferzellen, die sich u.a. zu Megakaryozyten
differenzieren (siehe Abb. 3.55 und 3.56). Somit bewiesen diese Versuche, dass embryonale

Witl-exprimierende Zellen (Tag 11,5 d.p.c.) hdmatopoetische Stammzell-Eigenschaften besitzen.

170



4. Diskussion

In Abbildung 4.3 sind alle neuen Erkenntnisse und maéglichen Funktionen von Wt1 wahrend der

frihen Hamatopoese zusammengefasst.

A)
(wti ) ‘ Reife myeloische
Zellen (einzelne
| e \ 9 _—> | (% Zellpopulationen:
, \> Wt1+)
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m m m m C
“Z
- .
°o 0.'.\. ..'.v.‘. -« o: e, ... :o“ 'oc.v."
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= Wtl+-gefaBbildende Zellen ® =pra-HSZ Typ I: Wtl+ CD144+ CD41+ CDA5-
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Abbildung 4.3: Wtl-Funktionen wahrend der friihen Hamatopoese

A) Die Rolle von Wtl wéhrend der embryonalen und adulten Hamatopoese war bisher darauf beschrankt, dass
dieser Transkriptionsfaktor durch einen anti-apoptotischen Effekt den Erhalt und anschlieend die Proliferation von
h&dmatopoetischen Vorlauferzellen fordert, bevor er die Differenzierung von myeloischen Zellen einleitet und dessen
Expression in reifen myeloischen Zellen kaum mehr nachweisbar ist. Doch durch die Analysen der vorliegenden
Dissertation konnte gezeigt werden, dass Wtl schon zu Beginn der H&matopoese eine Rolle spielt und in
hédmatopoetischen Stammzellen (rosa Kasten) exprimiert wird. B) In diesem Abschnitt sind die mdglichen
Funktionen von Wt1 wahrend der frihen H&matopoese dargestellt. So kdénnte Wt1 ausgehend vom lateralen
Mesoderm (IM) an der Entstehung der dorsalen Aorta (dA) beteiligt sein (1) oder durch die Proliferation
endothelialer Zellen entstehende Liicken durch das Freisetzen von hdmatopoetischen Stammzellen schlieBen (2).
Zudem konnte der Transkriptionsfaktor direkt durch die Regulation eines EMT-ahnlichen Prozesses die Freisetzung
von pré-hdmatopoetischen Stammzellen induzieren (3) und dessen Expression einen proliferativen, anti-
apoptotischen und differenzierenden Effekt auf pra-h&matopoetische Stammzellen des Typs Il haben, so dass diese
Zellen in die Leber gelangen und am Aufbau des Blutsystems beteiligt sind (4).

Die zuvor diskutierten Ergebnisse dieser Dissertation zeigen eindeutig, dass Wtl an der friihen
Hé&matopoese beteiligt ist. Allerdings weisen Untersuchungen von Alberta und Kollegen darauf
hin, dass der Transkriptionsfaktor in diesem Zusammenhang vielleicht nicht essentiell ist
(Alberta et. al., 2003), was durch King-Underwood und Kollegen bestatigt wurde (King-
Underwood et. al., 2005). So konnte in beiden Studien gezeigt werden, dass embryonale
Leberzellen (Tag 13 d.p.c. oder Tag 13,5 d.p.c.) von homozygoten Wt1-mutierten Mé&usen in der
Lage waren, das hamatopoetische Blutsystem von radioaktiv bestrahlten Mausen wieder
aufzubauen. Somit scheint in diesen Tieren die Bildung des hdmatopoetischen Endothels, eine

Entstehung von pra-hamatopoetischen Stammzellen des Typs | und Il sowie die Besiedlung der
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blutbildenden bzw. blutdifferenzierenden Leber durch diese Zellen auch ohne Wt1 mdglich zu
sein (Alberta et. al., 2003; King-Underwood et. al., 2005). Im Falle einer Wt1-Mutation kénnte
es also anderen Gene bzw. Regulationsmechanismen geben, die eine ahnliche Funktion wahrend
der frihen H&matopoese ausfiihren und einen Wtl-Verlust kompensieren. Diese gilt es in
Zukunft zu entschlisseln, genauso wie die zuvor beschriebenen Versuchsansatze zur
Untersuchung der Funktion von Wt1 wéhrend der friihen Hadmatopoese durchzufuhren, um mehr
uber diesen zum Teil noch recht unerforschten und widersprichlich diskutierten Prozess zu

erfahren.

4.4 Ausblick

Durch die Versuchsansatze der hier prasentierten Arbeit war es nicht moglich ein Wilms-Tumor-
Modell herzustellen. Dies lag u.a. daran, dass wohl eine alleinige B-Catenin-Aktivierung in Wtl-
exprimierenden Zellen des metanephrischen Mesenchyms nicht ausreichte, um die Wilms-
Tumorgenese zu induzieren. Um trotzdem ein Mausmodell fur einen triphasischen Wilms-Tumor
zu generieren und zu charakterisieren, in dem es wie in einer Gruppe von humanen Wilms-
Tumoren durch Mutationen von Wtl und Ctnnbl zur Entwicklung dieser Tumorerkrankung

-/l

kommt, wére es sinnvoll die Wtl-defizienten Mé&use (Wt1™) von Hu und Kollegen mit der

Tamoxifen-induzierbaren Mauslinie CRE-ER™
1999; Hayashi et. al., 2002; Hu et. al., 2011). AnschlieRend kénnte es in Wt1”" CRE-ER™

bCatAEx3-positiven Embryonen (Tag 11,5 d.p.c.) durch die gleiche Versuchsdurchfiihrung wie

und bCatAEx3 zu verpaaren (Harada et. al.,

im Mausmodell von Hu und Kollegen zur Expression der Cre-Rekombinase in einzelnen Zellen
des metanephrischen Mesenchyms kommen (Hu et. al., 2011). Dies wiirde nachfolgend zum
homozygoten Wt1-Verlust in den Nierenvorlauferzellen fuhren, so dass deren Differenzierung
ausbleibt und durch die aktivierende Mutation von Ctnnbl die Entstehung eines triphasischen
Wilms-Tumors induziert wird. Zudem hétte dieses Modell den Vorteil, dass das Problem der
Durchléssigkeit und der Induzierbarkeit des Tet-off Systems umgangen wird und eine
konstitutive B-Catenin-Aktivierung auf die Niere beschrankt ist.

Um weitere Einblicke in die Wilms-Tumorgenese zu erhalten, wére es zudem sinnvoll eine WTX
k.0.-Maus zu generieren. Mit diesen Mdusen konnte z.B. bestitigt werden, dass eine f-Catenin-
Aktivierung wirklich nicht der physiologisch entscheidende Schritt bei der Entstehung von
Wilms-Tumoren ist. Des Weiteren konnten diese Mause mit den Wt1-defizienten Tieren (Wt1™™)

von Hu und Kollegen und der Tamoxifen-induzierbaren Mauslinie CRE-ER™

verpaart werden,
so dass in gleicher Weise wie oben beschrieben, ein alternatives Wilms-Tumor-Modell
hergestellt wird (Hayashi et. al., 2002; Hu et. al., 2011).
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Wiirden nun durch diese Modelle Wilms-Tumore generiert werden, so ware es von Interesse, ob
diese Tumore, &hnlich wie im Tiermodell von Hu und Kollegen, durch eine Aktivierung von
ERK1/2 entstehen (Hu et. al., 2011). Wenn dies der Fall ware, so wirde dies dafiir sprechen,
dass es trotz verschiedener Genmutationen vielleicht einen gemeinsamen Mechanismus der

Wilms-Tumorgenese gibt.

Abgesehen von der Tatsache, dass es in der vorliegenden Arbeit durch kein Modell mdglich war,
eine Wilms-Tumorerkrankung zu simulieren und es daher der Herstellung neuer Wilms-Tumor-
Modelle bedarf, ergaben sich wahrend der Charakterisierung der WE2-Effektor-Mauslinie und
der Modelle neue Erkenntnisse, die zur weiteren Aufklarung der komplexen Rollen von WT1
und B-Catenin wahrend der Embryonalentwicklung und in adulten Lebewesen beitragen kdnnten.
So wurde z.B. durch mehrere Versuche belegt, dass Wtl eine Rolle in der friihen Hamatopoese
spielt. Dabei sind die diskutierten Annahmen zur moglichen Wt1-Funktion in diesem Prozess
rein spekulativ und muissen durch weitere zum Teil schon in der Diskussion beschriebene
Versuchsansétze (siehe Diskussion 4.3) bewiesen werden. Um z.B. belegen zu kénnen, dass Wt1
an der Entstehung des hdmatopoetischen Endothels beteiligt ist, missten timed matings von WE2
TC RR-Madusen angesetzt und deren Embryonen zwischen Tag 9,5-12,5 d.p.c. prépariert und mit
X-Gal geféarbt werden. Somit konnte nach dem Herstellen von Paraffinschnitten und dem
Gegenfarben mit KER das Schicksal der Wtl-positiven Zellen des lateralen Mesoderms zu
unterschiedlichen Zeitpunkten der Embryogenese untersucht werden und deren Beitrag zur
Bildung des hdmatopoetischen Endothels beurteilt werden.

Zudem sollten die Durchflusszytometrie-Versuche mit Tag 10,5 d.p.c alten WE2 EZ-positiven
Embryonen wiederholt werden, da zu diesem Zeitpunkt der Embryogenese die Entstehung
hamatopoetischer Stammzellen am haufigsten ist (Yokomizo und Dzierzak, 2010) und somit
durch den Nachweis einer echten Zellpopulation von EGFP-positiven pré-hdamatopoetischen
Stammzellen des Typ | und Il bestétigt ware, dass Wtl direkt an der Entstehung dieser Zellen
beteiligt ist. AulRerdem konnte durch weitere Durchflusszytometrie-Versuche versucht werden,
EGFP-positiven pra-hdmatopoetischen Stammzellen des Typ | und Il von den restlichen EGFP-
positiven Zellen zu separieren, so dass es moglich wadre mit diesen Zellen die
Transplantationsversuche und hamatopotischen Stammzellassays zu wiederholen. Somit kdnnte
ausgeschlossen werden, dass die Ergebnisse der Transplantationsversuche und hdmatopoetischen
Stammzellassays in der vorliegenden Dissertation auf Wtl-exprimierende hamatopoetische
Vorlauferzellen (CD34" CD38 bzw. CD34" CD38"- Zellen) zuriickzufiihren sind und allein auf

Witl-exprimierenden pra-hamatopoetischen Stammzellen des Typs | und 11 beruhen.

173



4. Diskussion

Ferner konnte bei der Charakterisierung der Modelle WE2 TC bCatAEx3, WE2 LC bCatAEx3
und WE2 Whntl festgestellt werden, dass es durch eine Wtl-analoge Aktivierung von -Catenin
zur Entstehung von polyzystischen Nieren, Granulosazelltumoren und Veranderungen der Hoden
kommt. Zukunftig bieten diese Modelle somit die Madoglichkeit die Pathogenese dieser
organischen Verénderungen genauer zu untersuchen. Gerade im Falle der unterschiedlichen
Schwere der Granulosazell-Tumorgenese, die wohl auf die verschiedenen Systeme
zurlickzufuhren ist, ware es interessant zu analysieren, ob tatsachlich Schwellenwerte der
Aktivitat der kanonischen Wnt-Signalkaskade Uberschritten werden miissen, um zum einen die
Tumorgenese zu induzieren und zum anderen diese zu beschleunigen. Die Untersuchung der
Expression verschiedener kanonischer Wnt-Zielgene, wie z.B. Cyclin D1 und c-myc, durch
quantitative PCRs konnte dazu beitragen, die Aktivitat des Signalwegs zu bestimmen, so dass
Aussagen dazu getroffen werden konnen, ab wann es zur Entwicklung eines
Granulosazelltumors kommt bzw. die Tumorgenese beschleunigt wird. Zudem konnte durch die
Gabe von B-Catenin-Inhibitoren wie z.B. Riccardin D oder Quercetin untersucht werden, ob die
Modelle zur Therapieabklarung geeignet sind (Park et. al., 2005; Liu et. al., 2012).
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5. Zusammenfassung

Der Wilms-Tumor ist eine embryonale Tumorerkrankung der Niere, als deren Ursprung
Nierenvorlauferzellen des metanephrischen Mesenchyms gelten, deren Differenzierung wahrend
der frihen Nephrogenese ausbleibt und aus denen nachfolgend durch eine maligne
Transformation Wilms-Tumore entstehen. Zwei Gene, die an der Wilms-Tumorgenese beteiligt
zu sein scheinen, sind WT1 (Wilms-Tumorgen 1) und CTNNB1 (Catenin, cadherin-associated
protein, beta 1). Wahrend WT1 u.a. die Differenzierung des metanephrischen Mesenchyms
steuert, begunstigen aktivierende Mutationen von CTNNB1 und eine dadurch bedingte
Akkumulation seines Proteins -Catenin die Tumorgenese vieler Organe. So verwundert es
nicht, dass eine alleinige heterozygote Keimbahnmutation von WT1, die einen dominant-
negativen Effekt auf funktionsfahiges WT1 austbt, haufig zur Entstehung von Wilms-Tumoren
in Patienten mit Denys-Drash-Syndrom (DDS) fuhrt, sowie in etwa 15 % aller sporadischen
Wilms-Tumore WT1 und CTNNB1 mutiert sind.

Der Mechanismus der Entstehung von Wilms-Tumoren ist weitgehend unbekannt, was u.a. daran
liegt, dass homozygote Wt1-Mutationen in der Maus embryonal (~ Tag 13,5 d.p.c.) letal sind. In
der vorliegenden Arbeit sollten daher mit Hilfe einer Wtl k.o.-Effektormaus (WEZ2) vier murine
konditional reversible Wilms-Tumor-Modelle auf Basis des Tet off-Systems hergestellt werden.
Dadurch lag in den zu generierenden Tieren Wt1 durch die Integration des WE2-Transgens zwar
nur heterozygot mutiert vor, doch durch den endogenen Wtl-Promotor des Transgens sollte es
zur zeitlichen und rdumlichen Wotl-analogen Expression eines tetrazyklinabhangigen
Transaktivators (tTA) kommen, der ohne die Gabe von Doxycyclin Tet-regulierbare Transgene
in Wtl-exprimierenden Zellen aktivieren kann, die einen positiven Einfluss auf die Wilms-
Tumorgenese haben kénnten. So sollte durch das WE2 DDS-Modell ein DDS simuliert werden
und es in Tieren der Modelle WE2 TC bCatAEx3, WE2 LC bCatAEx3 und WE2 Wntl zur
Akkumulation von B-Catenin in Wtl-exprimierenden Nierenvorlduferzellen kommen, so dass
deren Differenzierung ausbleibt und es durch eine maligne Transformation zur Entstehung eines
Wilms-Tumors kommt.

Mit Hilfe von histologischen Analysen an entsprechenden Responder-Linien konnte zundchst
gezeigt werden, dass die embryonale und adulte Expressionsdomane des WE2-Effektors mit der
von endogenen Witl (bereinstimmt. Gleichzeitig wurden aber auch neue Expressionsorte von
W11 nachgewiesen. So konnte die Expression des WE2-Effektors z.B. im Endothel der dorsalen
Aorta detektiert werden, der als Entstehungsort von hamatopoetischen Stammzellen gilt.
AnschlieBende hier vorgestellte Experimente zeigten, dass Wtl direkt an diesem Prozess
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beteiligt ist und belegten eine noch nicht beschriebene Funktion von Wtl in der frihen
Hamatopoese.

Es war jedoch mit keinem System mdglich, eine Wilms-Tumorerkrankung zu simulieren.
Wahrend Tiere des WE2 DDS-Modells trotz nachweisbarer Induktion keinen Phanotyp
aufwiesen, war wohl in den anderen Modellen eine konstitutive p-Catenin-Aktivierung in der
Friihschwangerschaft nicht mit dem embryonalen Uberleben vereinbar. Dabei schienen alle
tripeltransgenen bzw. doppeltransgenen Embryonen, in denen durch einen frihen
Doxycyclinentzug die Entstehung von Wilms-Tumoren mdoglich gewesen ware, intrauterin zu
sterben. Wurde dagegen Doxycyclin erst in der dritten Lebenswoche entzogen, so entwickelten
die Tiere durch eine Wtl-vermittelte -Catenin-Aktivierung Granulosazelltumore, polyzystische
Nieren und Veranderungen der Hoden. Da alle diese organischen Verédnderungen wahrend der
pra- bis friihen postnatalen Phase induziert wurden, schien die Doxycyclinmenge nicht
auszureichen, um eine B-Catenin-Aktivierung zu verhindern. Es héatte also auch zur Entstehung
von Wilms-Tumoren kommen kdnnen, so dass diese Ergebnisse darauf hinweisen, dass eine -
Catenin-Aktivierung wahrscheinlich nicht der physiologisch entscheidende Schritt bei der
Entstehung eines Wilms-Tumors ist.

Die Charakterisierung der WE2-Effektormaus und die Herstellung und Analysen der Systeme
geben damit Einblick in die WT1- bzw. WT1/CTNNB1-assoziierte Wilms-Tumorgenese und
ermoglichen die weitere Erforschung von Granulosazelltumoren, polyzystsischen Nieren,

Veranderungen von Hoden und der Rolle von WT1 in der frihen Hadmatopoese.
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